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1. A DOKTORI ÉRTEKEZÉS ELŐZMÉNYEI ÉS 

CÉLKITŰZÉSEI 

A mikotoxinokat az aflatoxin tartalmú pulykatáp okozta tömeges pulykaelhalás kapcsán 

fedezték fel az 1960-as években. 1974-ben 100 ember halt meg aflatoxin mérgezésben, míg 

2004-ben Kenyában 125 ember halálát okozta az aflatoxin tartalmú élelmiszer elfogyasztása 

következtében kialakult akut aflatoxikózis (Probst et al., 2007). A mikotoxinok közül az 

aflatoxinokat az IARC nemzetközi rákkutató ügynökség az 1. csoportba, vagyis a bizonyítottan 

humán rákkeltő hatású vegyületek csoportjába osztotta (2012). A gomba optimális fejlődésének 

feltétele a 36-38 ºC hőmérséklet és a minimum 85 %-os páratartalom (Diener et al., 1987), így 

eddig elsősorban a melegebb, nedvesebb éghajlaton volt jellemző a toxin szennyezettség pl. 

Afrikában, Indiában, de sajnos a klímaváltozás hatására már egyre több országban, köztük 

Magyarországon is megjelent ez a penészgomba, és az általa termelt toxin. 2007-ben és 2012-

ben a magyar gabonában magasabb aflatoxin-szennyezettséget mutattak ki a hazai kutatók, míg 

2017-ben még nagyobb szintet ért el az A. flavus fertőzöttség (Szabó et al., 2018). Battilani és 

munkatársai (2016) szerint, ha az átlaghőmérséklet 2ºC-kal emelkedik, akkor az aflatoxin 

szennyezettség jelentősen növekedni fog a Franciaországhoz közel eső területeken, a Kárpát-

medencében, valamint a Balkáni térségben, viszont, ha az átlaghőmérséklet 5 ºC-kal emelkedik, 

akkor Európa teljes területe, kivéve a Skandináv részeket, aflatoxinnal erősen szennyezett lesz. 

Ez is azt igazolja, hogy az aflatoxin szennyezettség kérdése, valamint az ellene való védekezés 

aktuális és igen komoly problémát jelent. 

A természetben előforduló A. flavus törzsek kb. 60 %-a nem termel aflatoxint (Horn et al., 

1999). Ezek az atoxinogén törzsek, a toxinogén A. flavus gombákkal való kompetíciójuk révén 

hatékonyan alkalmazhatóak szántóföldi körülmények között, vagy a betakarítás után is a 

kukorica, gyapot, földimogyoró aflatoxintartalmának a csökkentésére. Az Amerikai Egyesült 

Államokban már kereskedelmi forgalomba is hoztak biopeszticid készítményeket Afla-Guard 

(kukoricára és földimogyoróra) valamint A. flavus AF36 (pisztáciára, kukoricára és 

gyapotmagra) néven, amelyek képesek csökkenteni szántóföldön alkalmazva a növények 

aflatoxin szennyezettségét (Brown et al., 1991; Abbas et al., 2011). Ezeknek a termékeknek az 

összetevői endemikus A. flavus törzsek, azon a területen, ahol alkalmazzák őket (Mauro et al., 

2015).  

Céljaim között szerepelt, hogy olyan aflatoxint nem termelő A. flavust izoláljak, amely 

Magyarországon endémikus, megfelelő ellenállóképességgel rendelkezik a különböző 

stresszhatásokkal szemben, valamint más szekunder metabolitot nem termel, és így 
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potenciálisan alkalmazható az aflatoxin szennyezettség csökkentésére kukoricában. 

Valószínűleg a toxintermelő képesség elvesztése a gombában valamilyen mutáció eredménye 

(Adhikari et al., 2016), viszont fontos kizárnunk az atoxinogén A. flavus törzs biokontrollként 

történő alkalmazása előtt az egyéb toxintermelő képességet, hiszen ez is egészségügyi 

kockázatot jelenthet. Kutatásom célja: 

1. Takarmányokról, mezőgazdasági termékekről, alapanyagokról aflatoxint nem 

termelő és termelő A. flavus izolátumokat gyűjtsek és identifikáljak PCR módszerrel 

2. Vizsgáljam a referenciaként szolgáló, valamint az izolátum A. flavus törzsek 

stressztűrő képességét, növekedését, aflatoxin termelő képességét különböző 

táptalajokon  

3. Vizsgáljam az izolátumok és a referencia törzs növekedését különböző 

kukoricahibrideken  

4. Valamint a szekunder metabolit termelő képességüket kukoricaszemen. 
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2. ANYAG ÉS MÓDSZER 

2.1 Törzsek izolálása 

72 db Aspergillus sp. izolátumot gyűjtöttünk össze takarmány alapanyagokról 2013-2014-

ben a Debreceni Egyetem MÉK Agrárműszerközpontba beérkező mintákról, kontroll törzsként 

az A. flavus NRRL 11611, NCAIM F 00952 törzset használtuk fel, ami a Szent István Egyetem 

Mezőgazdasági és Ipari Mikroorganizmusok Nemzeti Gyűjteményéből származik. 

 

2.2 Nukleinsav alapú azonosítás 

MagNA Lyser Green (Roche) gyöngyök segítségével tártam fel a gombasejteket. A DNS 

izolálást a Nucleospin Plant II (Macherey-Nagel) kit segítségével végeztük el, a Genomic DNA 

from Plant leírás szerint.  

Az A. flavus aflatoxin képzésért felelős gének közül hármat egy multiplex PCR 

elvégzésével azonosítottam. Ebben a PCR-ben három primerpárt alkalmaztam, amelyeknek a 

szekvenciája a következő volt (Varga et al., 2011):  

nor1: 5-ACC GCT ACG CCGGCA CTC TCG GCA-3 

nor2: 5-GTT GGC CGC CAG CTT CGA CAC AGC-3 

aflR-R: 5-TGG KGC CGA CTC GAG GAA YGG GT-3 

aflR-F: 5-GGG ATA GCT GTA CGA GTT GTG CCA-3 

omt1: 5-GTG GAC GGA CCT AGT CCG ACA TCA C-3 

omt2: 5-GTC GGC GCC ACG CAC TGG GTT GGG G-3 

A PCR reakcióhoz Phusion High-Fidelity Kit-et (Thermo Scientific) használtam.  

Az izolátumok faji meghatározásához PCR segítségével az ITS1-ITS4 és cmd5-cmd6 

(kalmodulin) DNS szakaszt szaporítottam fel (White et al., 1990; Hong et al., 2006).  

Felhasznált primerek:  

ITS1: 5-TCC GTA GGT GAA CCT GCG G-3 

ITS4: 5-TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC-3 

cmd5: 5-GTC TCC GAG TAC AAG GAG GC-3  

cmd6: 5-TCG CCG ATA GAG GTC ATA ACG TG-3  

A PCR reakcióhoz szintén Phusion High-Fidelity Kit-et (Thermo Scientific) használtunk. 

Az ITS1 és ITS4 primerek terméke esetében NucleoSpin Gel and PCR Clean-up (Macherey-

Nagel) kit segítségével történő PCR termék tisztítása után a kapott DNS szakaszokat 
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szekvenáltattam (BIOMI Kft.). A kapott adatokat MEGA 7 program segítségével elemeztem, 

és a GenBank (Benson et al., 2013) adatbázisával hasonlítottam össze. 

 

2.3 Eltérő tenyésztési körülmények, stresszhatás vizsgálata 

A referencia A. flavus törzs növekedését, aflatoxin B1 termelését vizsgáltam eltérő 

táptalajokon: 

• eltérő nyerszsír tartalmú kukorica agarok 

• malátás agar 

• kukorica agar + szervetlen sók 

• kukorica agar + glükóz 

• Czapek- Dox agar 

Az eredményeket páros t-próba segítségével, Microsoft Excel szoftver használatával 

elemeztem (P<0,05 szignifikanciaszint mellett). A nyerszsír tartalom, a flavonoid, polifenol 

tartalom valamint a mért aflatoxin B1 koncentrációk közötti összefüggést korrelációanalízissel 

elemeztem, Microsoft Excel szoftver használatával. 

Vizsgáltam a referenciatörzs morfológiai tulajdonságait és aflatoxin B1 produkcióját 

malátás agaron, a leoltás során eltérő mennyiségű spórát alkalmazva. Az eredményeket ez 

esetben is páros t-próba segítségével, Microsoft Excel szoftver használatával elemeztem 

(P<0,05 szignifikanciaszint mellett). 

A stresszvizsgálatok során az izolátumok és a referencia A. flavus NRRL11611 törzs 

növekedését, szklerócium képződését, a spóraképzést, valamint a pigmentációt vizsgáltam 

malátás agar és kukorica-kivonatos agar táptalajon. A stresszvizsgálatokhoz 1, 1,5, 2 és 2,5 M 

koncentrációjú NaCl-t; 0,05, 0,1, 0,5 és 0,75 g/l koncentrációjú SDS-t (sodium-dodecyl-sulfate) 

használtunk. 

A tenyésztés minden esetben, sötétben, 30 ºC-on, 5-7 napig történt. 

Tápközegek összetételének analitikai vizsgálata: 

• nyerszsírtartalom meghatározás: az MSZ EN ISO 11085: 2015 szabvány 8.3 

szakasza szerint 

• Összes fenolos vegyületek meghatározása: Folin-Ciocalteu módszerrel határoztuk 

meg és az eredményt galluszsav ekvivalensként adtam meg, Kaur és Kapoor (2002) 

alapján 



5 
 

• Összflavonoid meghatározás: Chang és munkatársai (2002) alapján határoztuk meg 

és katechin ekvivalensként adtam meg az eredményt 

• D-glükóztartalom meghatározása: D-glucose Assay Kit (Megazyme, GOPOD-

Format) kit segítségével 

• Nitrogén-tartalom meghatározása: MSZ EN ISO 5983-2: 2009 szabvány alapján 

 

2.4 Szemeskukorica oltása Aspergillus flavus-szal in vitro aflatoxin 

B1 és szekunder metabolitképződés vizsgálatához 

Vizsgáltam az aflatoxin és szekunder metabolit termelést kukoricaszemen, amelyhez 50 g 

kukoricát 70 %-os etanollal fertőtlenítettem le és átmostam desztillált vízzel, majd steril 

Erlenmeyer lombikba helyeztem és leoltottam 500µl 106/ml spóramennyiséggel. Az inkubáció 

7 napig, 30 ºC-on, sötétben történt. 

 

2.5 Szekunder metabolitok HPLC analízise 

 Mintaelőkészítés HPLC méréshez kukoricaszemből 

25 g mintát mértem be, majd ehhez 2,5 g NaCl- t és 50 ml 80%-os metanolt adtam. Blender 

(Commercial Blender, Waring) segítségével homogenizáltam magas fordulattal 3 percig. Majd 

átszűrtem a mintát redős szűrőpapír segítségével. Az átszűrt mintából 10 ml-t kivettem és 40 

ml desztillált vízzel hígítottam fel. Mágneses keverőn történő kevertetés után 10 ml mintát 

átengedtem Afla-BTM immunaffin oszlopon (Romer), 1-2 csepp/perc sebességgel. Ezután 

átmostam az oszlopot 10 ml desztillált vízzel. Ezt követően 5 ml HPLC tisztaságú metanollal 

(Sigma-Aldrich) eluáltam az oszlopon megkötött aflatoxin B1-et. Majd bepároltam a mintát 

Büchi Rotavapor R114 készülékben. 

 

 Mintaelőkészítés HPLC-MS, valamint az agarból történő HPLC- 

méréshez 

A gombát a Petri csészében lévő agarlemezzel együtt Stomacher-zacskóba helyeztem, 

majd 10 ml kloroformot adtam hozzá, és a mintát Masticator IUL Instruments Stomacher 

homogenizátor készülékkel homogenizáltam 2 percig. Aztán ismét 10 ml kloroformot adtam 

hozzá, majd ismét Stomacher segítségével homogenizáltam 1 percig. A mintát átszűrtem 
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szűrőpapíron egy gömblombikba és ezután Büchi Rotavapor R114 készülékben bepároltam, 

vákuum mellett, 50 °C-on. Ezt követően hozzáadtam a mobil fázist, mely MeOH: H2O 45:55 

arányú elegy volt, amelyből 2 ml-t adtam a bepárolt mintához. Majd a mintát szűrtem 

fecskendőszűrő segítségével (Millex-GV 0,22 µm Filter, Merck). A HPLC-MS méréshez a 2.4 

fejezetben leírt módon leoltott és inkubált kukoricát darálás után kezeltem ugyanígy (Fente et 

al., 2001). 

 

 HPLC mérés 

Mintavevő: Merck Hitachi AS-4000 Intelligent Autosampler 

Pumpa: Merck Hitachi L-6200A Intelligent pump (áramlás sebesség: 1ml/min) 

Detektor: Fluoreszcens ex360nm, em440nm 

Kolonna: Genesis C18, 4,6x150 mm (4µm) 

Mintahurok térfogata: 20 µl 

Mobil fázis: metanol: víz (45:55) izokratikus 

 

 HPLC-MS mérés 

A méréseket a Dr. Nagy Lajos (Debreceni Egyetem TEK TTK Kémiai Intézet Alkalmazott 

Kémiai Tanszék) végezte.  

A HPLC-MS berendezés egy Waters Separations modult (2695), Waters 2996 Photodiode 

Array detektort tartalmazott. A metabolitokat Zorbax SB-C18, 4.6x75 mm, 3.5 µm oszlopon 

szeparáltuk. A folyási sebesség 0,5 ml min-1 volt, az elúciós idő 60 min és a hőmérséklet 40°C. 

Az UV detektálás 225 nm-en történt. A metanol:H2O gradienst alkalmaztak. A tömegspektum 

felvétele egy Atmospheric Pressure Photoionization (APPI) ion forrással felszerelt Bruker 

microTOF-⁠Q tömegspektrométerrel történt. Az ionforrás hőmérséklete 390°C volt. Bruker 

Daltonics DataAnalysis szoftver segítségével értékeltük ki a kapott eredményeket.  

HPLC-MS eredményeket analízisekor számos szekunder metabolit azonosítását végeztem 

el Uka és munkatársai (2017) publikációja alapján. 

 

2.6 Kompetíciós teszt 

50 g MV251 kukoricahibrid szemeket 500 ml-es steril Erlenmeyer lombikba mértem. 

Lemostam a kukoricaszemeket 70%-os HYPO-val, majd steril desztillált vízzel, aztán pedig 
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70%-os etanol oldattal, majd pedig ismét steril desztillált vízzel. Ezután 1 ml 106 

spóramennyiséggel oltottam le a kukoricát, 100% toxinogén; 100% aflatoxint nem termelő; 

50%:50% toxinogén: aflatoxint nem termelő; 30%:70% toxinogén: aflatoxint nem termelő; 

70%:30% toxinogén: aflatoxint nem termelő A. flavus izolátumok arányában. Majd sötétben 

inkubáltam 7 napig 30 ºC-on. Az inkubációs idő letelte után 48 óráig 60 ºC-ra helyeztem a 

tenyészeteket, majd a szemek darálása után megmértem az oltott kukorica aflatoxin B1 

tartalmát HPLC-vel. Az eredményeket páros t-próba segítségével, Microsoft Excel szoftver 

használatával elemeztem (P<0,05 szignifikanciaszint mellett).  

 

2.7 Szemes kukorica oltása Aspergillus flavus-szal a kukorica 

hibridek in vitro rezisztencia vizsgálatához 

Az A. flavus NRRL 11611 törzset, valamint egy atoxinogén és egy toxinogén A. flavus 

izolátumot 6 különböző kukoricahibrid magra oltottam le. Petri csészére helyeztem 10-10 db 

70%-os etanollal lefertőtlenített, majd desztillált vízzel lemosott kukoricaszemet, és leoltottam 

szemenként 10 µl 106/ml spóramennyiségű spórával, 3 ismétlésben. Az inkubáció 7 napig, 30 

ºC-on, sötétben történt (Luna-López et al., 2013; Rajasekaran et al., 2013). Vizsgáltam a gomba 

növekedését, kolonizációs képességét a kukoricahibrideken. Az eredményeket páros t-próba 

segítségével, Microsoft Excel szoftver használatával elemeztem (P<0,5 szignifikanciaszint 

mellett). 

  



8 
 

3. EREDMÉNYEK 

3.1 Az izolátumok nukleinsav alapú vizsgálata 

A törzseket 2014-2015 között gyűjtöttem a Debreceni Egyetem MÉK 

Agrárműszerközpontba beérkező takarmányokból, illetve alapanyagokból. Az Aspergillus 

nemzetséget a többi penészgombától hagyományos morfológiai bélyegek alapján különítettem 

el maláta agaron (Diba et al., 2007; Varga et al., 2011). Elsősorban a zöldes-sárgás 

konídiumokkal rendelkező, esetenként szkleróciumot produkáló gombákat választottam ki, 

amelyek mikroszkópi vizsgálatok során gömbölyű konidiofórokat és egy vagy két sorban lévő 

konídiumokat mutattak. Összesen 72 db izolátum vizsgálatára került sor, amelyek kukoricáról, 

kukorica alapú takarmányokról, búzáról, illetve búzalisztekről származtak. Ezután multiplex 

PCR segítségével vizsgáltam az aflatoxin termelésért felelős génklaszter három génjének, az 

omtA, aflR és a norA gének potenciális jelenlétét (Geisen, 1996; Varga et al., 2011) (1. ábra). 

 
1. ábra Multiplex PCR jellegzetes eredménye a három génszakasz amplifikációja esetén. 1. 1 

kB DNS létra, 2. a multiplex PCR eredménye. 

A vizsgálataim során az izolált 72 Aspergillus izolátumból 33 tartalmazta a három aflatoxin 

génklaszterben lévő vizsgált gén valamelyikét, illetve ezen gombák közül 17 mindhárom gént 

tartalmazta. A 33 izolátum közül mindössze nyolc termelt aflatoxin B1-et maláta agaron. A 
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toxintermelő izolátumok közül hatban az aflR, norA és omtA gének együttes jelenléte 

kimutatható volt, viszont az egyik izolátumban az omtA, a másikban az aflR és az omtA nem 

volt felszaporítható, ennek ellenére kimutatható aflatoxin B1 termelést tapasztaltam, ami a 

gének módosult szekvenciájára utalt. 32 izolátum esetében aflR pozitivitást mutattam ki, de 

ennek ellenére ezek közül csak hét termelt aflatoxin B1-et. Ezeknél az izolátumoknál 

valószínűleg az aflatoxin B1 termelésért felelős génklaszter olyan mértékben módosult, vagy 

olyan gének sérültek, mutálódtak, hogy ezáltal a gomba nem képes aflatoxin B1 produkcióra. 

Az ITS1-4 primerpár közötti DNS szakaszok szekvenáltatása során kapott eredményekből 

kiderült, hogy feltehetőleg 33 izolátum közül 22 A. flavus, négy izolátum A. tritici vagy a 

korábban szinonímájaként használt A. candidus, illetve egy izolátum A. cristatus vagy A. 

amstelodami. De a pontos faji azonosításhoz további vizsgálatok szükségesek. Az A. 

amstelodami esetében kimutatták, hogy képes az aflatoxin bioszintézis köztes termékének, a 

sterigmatocisztinnek a produkciójára (Bukelskienė et al., 2006). Ennél az izolátumnál a 

vizsgálataim alapján mindhárom, aflatoxin szintézisért felelős génklaszterbe tartozó gén 

jelenlétét ki tudtam mutatni.  

Az ITS vizsgálat alapján A. flavusnak bizonyult törzsek közül kettőt kiválasztottam, egy 

aflatoxin B1 toxint termelőt és egy nem termelőt, valamint a referenciatörzset, és ezekkel a 

kalmodulin primerpárral végzett PCR reakciók során kapott DNS-szakaszokat szekvenáltattam. 

A szekvenálás bizonyította, hogy az általam azonosított törzsek is A. flavus fajhoz tartoznak.  

Eredményeim alapján állíthatjuk, hogy míg az ITS szekvencia és a kalmodulin gén 

szekvencia a faji hovatartozás megállapításában, az aflatoxin génklaszterre kapott PCR 

eredmények pedig a potenciális toxinképzés megállapításában segítenek, egyik módszer sem 

ad segítséget az atoxinogén törzsek kiválasztásában. Ehhez a toxintermelés indukciója melletti 

toxin mérés szükséges. 

A kutatásaim alapján az izolátumaink több mint 40%-a potenciálisan aflatoxin termelő. 

Ezek a gének kedvező környezeti hatásokra expresszálódhatnak, és az izolátumok toxint 

termelhetnek, így jelentős gazdasági, humánegészségügyi károkat okozva a mezőgazdaság 

számára. 
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1. táblázat Aspergillus izolátumokból kimutatott aflR, norA és omtA gének előfordulásának 

összegzése (Kovács et al., 2017) 

 

aflR 

norA 

omtA 

aflR 
norA 

aflR 

aflR 

omtA 
norA 

A. flavus (n=22) 13 6 2 - 1 

nem meghatározott (n=11) 4 4 2 1 - 

teljes (n= 33) 17 (51,5%) 10 (30,3%) 4 (12,1%) 1 1 

 

3.2 Eltérő tenyésztési körülmények, stressz vizsgálata 

 Aspergillus flavus NRRL 11611 törzs vizsgálata különböző 

táptalajokon 

Vizsgáltam a referenciaként szolgáló A. flavus NRRL 11611 aflatoxin B1 termelését, a 

szklerócium produkcióját, illetve a micélium növekedésének mértékét malátás táptalajon, 

valamint kukoricaagaron. A kukoricaagar eltérő zsírtartalmú (1,7-7,2 m/m%) kukoricalisztből, 

ill. kukoricadarából készült, amelyhez glükózt, illetőleg sókat is adtam. A kukoricaagart azért 

alkalmaztam, mert jól reprezentálja a természetes környezetet. A Kjeldahl módszerrel mért 

nitrogén tartalom a 4,05 és 7,2 (m/m) % nyerszsír tartalmú táptalajok esetében 0,03± 0,01 

(m/m)% (n=3) és a másik két alacsonyabb nyerszsírt tartalmazó kukoricaagar esetében 0,01 ± 

0,01 (m/m)% (n=3) volt, tehát a módszer kimutatási határára esett. Az összes kukoricaagar 

esetében a szabad D-glükóz-tartalom a kimutatási határ (0,001 m/m%) alatt volt. A polifenol 

tartalom elég széles határok között mozgott a vizsgált négy kukoricaagar esetében (5,74-35,45 

± 0,5 mg GA ekvivalens /100 g, n=5), míg a flavonoid-tartalom szűkebb tartományba esett 

(3,24-7,16 ± 0,3 mg CE ekvivalens /100 g, n=5), és nem volt szignifikáns különbség a 2,6 és 

az 1,7 % nyerszsírt-tartalmazó kukoricaagar flavonoid tartalma esetében (P<0,05). 

Azt tapasztaltam, hogy az 1,7 (m/m) % és 2,6 (m/m) % nyerszsírt-tartalmazó kukoricaagar 

esetében, amelyben a nitrogénforrás szerves eredetű, valamint a szénforrás poliszacharid az 

aflatoxin B1 termelés nem volt mérhető, viszont a magasabb zsírtartalmú tápközeg esetében, a 

növekedés gyengébb volt, valamint szklerócium sem képződött. Ugyanakkor az alacsonyabb 

zsírtartalmú kukoricagart alkalmazva erőteljesebb volt a micélium növekedés, és volt 

szklerócium képződés is. A magasabb nyerszsír-tartalmú (4,05 és 7,2 m/m %) kukoricaagart 

alkalmazva tápközegként, ahol szintén szerves nitrogénforrás és poliszacharid szénforrás volt 

jelen, már volt aflatoxin B1 termelődés, de a két táptalajon termelt aflatoxin B1 koncentrációk 

nem mutattak szignifikáns különbséget.  A micéliumok növekedése is átlagos volt a magasabb 
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nyerszsír tartalmú tápközegen, viszont a szklerócium képződés a legmagasabb 

nyerszsírtartalmú kukoricaagaron volt a legerőteljesebb. A micélium növekedés, valamint az 

aflatoxin B1 termelődés a malátás táptalajon volt maximális, míg 2,6 (m/m)% nyerszsírtartalmú 

kukorica-glükóz agaron szintén megnőtt az aflatoxin B1 termelés és a szklerócium produkció, 

viszont a vegetatív növekedés csak kismértékű volt. A 2,6 (m/m)% nyerszsírtartalmú kukorica-

szervetlen sókat tartalmazó agaron nem volt aflatoxin B1 termelődés, a micélium növekedés 

erőteljesebb volt, és itt volt a legnagyobb mértékű szklerócium produkció (2. táblázat). Tehát 

összességében megállapítható, hogy a monoszacharidok elősegítik az aflatoxinképződést, 

valamint a nagyobb mennyiségű zsírtartalom is, de ezeknek sokkal kisebb a jelentősége, mint 

a szénforrásnak. A vegetatív növekedést legjobban a malátás táptalaj segítette, közepes 

növekedést a legkisebb és a két legnagyobb zsírtartalmú kukoricaagaron tapasztaltam. A 

legnagyobb szintű szklerócium produkciót a szervetlen nitrogénforrás alkalmazásával tudtam 

elérni, de a legmagasabb zsírtartalmú kukoricaagar alkalmazásakor is jelentős szklerócium 

képződést tapasztaltam. Érdekes, hogy az intenzív szklerócium növekedés mellett nem vagy 

alig volt mérhető aflatoxin B1 termelés, ez is azt bizonyítja, hogy a szervetlen nitrogén forrás, 

a nitrát gátolja az aflatoxin termelést, de a szklerócium fejlődést nem (Price et al., 2005).  

A magasabb zsírtartalmú hibridek előnyösebbek az aflatoxin produkció szempontjából, 

még akkor is, ha magas az antioxidáns tartalmuk.  

2. táblázat Az eltérő összetételű táptalajok hatása az Aspergillus flavus micélium 

növekedésére, mikotoxin termelésére és a szklerócium képzésére. (n=3, #SD < 20 %). 

Táptalaj Szénforrás 
Nitrogén 

forrás 
Micélium 

növekedés## 

AF B1 
(ng/ml)# 

Szklerócium 
képződés### 

MA* 
glükóz és más 

szerves 
szerves ++++ 3620 - 

KDA**1.7 poliszacharid szerves +++ - + 

KDA 2.6 poliszacharid szerves + - - 

KDA 
2.6+G*** 

glükóz és 
poliszacharid 

szerves + 11,90 + 

KDA 
2.6+S**** 

poliszacharid 
szerves és 

NaNO3 
++ - +++ 

KDA 4.05 poliszacharid szerves +++ 1,115 + 

KDA 7.2 poliszacharid szerves +++ 1,060 ++ 

*MA: malátás agar;  

**KDA: kukoricadara agar eltérő nyerszsír tartalommal;  

***G: glükóz;  

****S: só  
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## Micélium növekedés: +: maximum 25%; ++: 25-50%; +++: 50-75%; ++++: 75-100% -os 
Petri-csésze lefedettség 
### Szklerócium képződés: +: maximum 10 darab szklerócium; ++: 10-100 darab szklerócium; 
+++: minimum 100 darab szklerócium  

Az emelkedett nyerszsír tartalom mellett, a polifenol- és flavonoid-tartalom emelkedése 

nem tudta gátolni az aflatoxin B1 termelését. 

A korrelációanalízis során azt az eredményt kaptam, hogy minden változó között szoros az 

összefüggés, a legszorosabb összefüggést a táptalaj zsír és flavonoid (0,947) valamint a zsír és 

a termelt aflatoxin B1 tartalom között van (0,799). 

 

 A táptalajok leoltáshoz alkalmazott spóramennyiség és az aflatoxin 

B1 képződés összefüggése 

Mértem, hogy malátás, illetve kukorica agar táptalajon, hogyan változik a termelt aflatoxin 

B1 mennyisége a leoltáshoz alkalmazott eltérő spóramennyiség függvényében. A kísérlethez a 

referencia A. flavus NRRL 11611 törzset használtam fel. Azt tapasztaltam, hogy a legkisebb, 

100µl 101/ml spóramennyiségnél volt a legnagyobb mértékű az aflatoxin B1 termelés a malátás 

táptalajon, bár a nagyobb spóramennyiségek esetén (103, 104, 105) nem volt szignifikáns a 

különbség a termelt aflatoxin B1 koncentrációk között (P<0,05). A 2,6 (m/m)% zsírtartalmú 

kukorica agaron különböző spórakoncentrációt alkalmazva sem volt mérhető aflatoxin B1 

termelés. 
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2. ábra Az aflatoxin B1 mennyiségének változása az Aspergillus flavus NRRL 11611 

spóraszám függvényében malátás táptalajon (n=3, SD = ± 10 %). Azonos betűjelzés a nem 

szignifikáns eltérést jelöli P<0,05 szinten. 

 Aspergillus flavus izolátumok és a referencia törzs 

stresszrezisztencia vizsgálata kukorica agaron 

A referencia törzs esetében kukorica agaron az ozmotikus stressz elsősorban morfológiai 

változásokat, a pigmentáltság megváltozását, valamint a spóraképződést befolyásolta. 

Szklerócium minden általam alkalmazott NaCl koncentrációnál képződött, ami biztosítja a 

kedvezőtlen környezeti viszonyok közötti túlélést a gomba számára. Az izolátumok majdnem 

felénél szintén pigmentáció változást okozott a gombahifákban az ozmotikus stressz, két 

izolátum esetében semmilyen morfológiai változást nem tapasztaltunk, 8 izolátumnál már a 

kisebb, míg 17 izolátumnál csak a magasabb NaCl koncentráció gátolta a vegetatív növekedést 

vagy a spóraképződést kukorica agaron.  

A referencia törzs kukorica agaron már kis koncentrációban alkalmazott SDS-hatására is 

nagymértékben termelt szkleróciumot, és 0,75 g/l SDS pedig teljesen gátolta a vegetatív 

növekedést. Az izolátumok nagy részére szintén hasonló hatást fejtett ki az SDS okozta stressz, 

5 izolátumnál megváltozott a konidiofórok pigmentációja, 2 izolátum spóraképződése, 

növekedése változott meg, már alacsonyabb SDS-stresszt sem volt képes tolerálni, míg 5 

izolátumnál ez a hatás csak 0,75 g/l SDS alkalmazásakor volt megfigyelhető.  
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 Aspergillus flavus izolátumok és a referencia törzs stresszvizsgálata 

malátás agaron 

A referencia A. flavus törzset vizsgálva malátás agaron hasonló toleranciát tapasztaltam 

ozmotikus, valamint SDS-stresszel szemben is, mint kukorica agaron. A NaCl elsősorban a 

hifák pigmentáltságának változását, valamint nagyobb szklerócium produkciót, az SDS pedig 

nagyobb koncentrációban csökkentette a spóraképződést, 0,75 g/l koncentrációban pedig 

meggátolta a növekedést is.  

Az aflatoxinogén izolátumok közül csupán négy esetben volt jelentős hatással az általam 

alkalmazott alacsonyabb NaCl koncentráció a gombák morfológiai jellemzőire, a többi 

izolátum esetében 2 M, vagy annál nagyobb koncentrációjú NaCl befolyásolta a növekedést 

vagy spóraképződést malátás agaron.  

SDS kezelést alkalmazva malátás agaron azt tapasztaltam, hogy az izolátumok nagy része 

hasonló toleranciát mutatott ezzel a stresszel szemben, mint a referencia törzs, három izolátum 

esetében kisebb koncentrációjú SDS stressz hatásra megváltozott a gombák morfológiája, míg 

egy izolátumnál az általam alkalmazott legmagasabb SDS koncentráció okozott csak kisebb 

szklerócium produkciót.  

Összeségében megállapítható, hogy a referencia törzs és az aflatoxinogén izolátumok 

ellenállóképessége nagymértékű volt só, valamint SDS-stresszel szemben kukoricaagaron és 

malátás agaron egyaránt, ami nagy jelentőségű lehet növényvédelmi szempontból. 

 

3.3 A kukoricán termelt szekunder metabolitok vizsgálata 

Az aflatoxint nem termelő izolátumokkal alkalmazásával szembeni legnagyobb ellenállást 

az egyéb, kevésbé ismert szekunder metabolitok megjelenésének lehetősége adja. Ezt in vitro 

szemeskukoricán végzett kísérlettel kívántam ellenőrizni. Kutatásom során elsősorban Uka és 

munkatársai (2017) által vizsgált másodlagos anyagcseretermékek jelenlétét vizsgáltam az 

MV251 kukoricahibridre oltott aflatoxint nem termelő A. flavus mintákból (3. táblázat). A 

vizsgált aflatoxint nem termelő izolátumok közül egy izolátum speradine F-et, míg egy másik 

izolátum 3-OH-speradine A-t, aspergilline D-t és speradine I-t, míg egy harmadik izolátum a 

kukoricaszemen kimutatható koncentrációjú aflatoxin B1-et termelt (3. táblázat). tehát nem 

tekinthetők atoxinogénnek. A többi aflatoxint nem termelő A. flavus izolátum nem termelt a 

vizsgált egyéb szekunder metabolitok közül egyiket sem HPLC-MS készülékkel kimutatható 

mennyiségben. A talált metabolitok CPA származékok, amelyek egészségkárosító hatása 

elmarad az aflatoxinokétól, emiatt kevésbé vizsgált vegyületek, viszont együttes kumulatív 
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toxikológiai, valamint hosszútávú hatásuk miatt lényegesek lehetnek humán egészségügyi 

szempontból. Az atoxinogén gombák alkalmazása esetén az aflatoxin szennyezettséggel 

szembeni védekezésben biológiai kontrollként kiemelkedő jelentőségű a gomba szekunder 

metabolit termelésének ismerete. Valamint az ezért felelős genetikai háttér vizsgálata, hiszen, 

ha nem is termelődik szekunder metabolit, de jelen vannak a termeléshez szükséges gének, 

azok bizonyos körülmények hatására aktiválódhatnak, és káros szekunder metabolitok 

termelődését idézhetik elő. 

 

3. táblázat Összefoglalás: az aflatoxint potenciálisan nem termelő izolátumok jellemzése 

Izolátum 

jelzése 

Termelt vegyület 

(HPLC-MS) 

Növekedés  

MV 251 

kukoricaszemen 

Aflatoxin gén 

klaszterben lévő gének 

jelenléte  

(multiplex PCR) 

norA aflR omtA 

7 - gyenge + + + 

27 - gyenge - + - 

28 - gyenge + + + 

30 

3-OH-speradine 

A,  

aspergilline D,  

speradine I 

intenzív + + + 

33 - intenzív + + + 

34 - intenzív - + - 

37 speradine F intenzív + + + 

44 - gyenge + + - 

53 - intenzív + + + 

61 - intenzív - + - 

70 - intenzív + + - 

72 aflatoxin B1 intenzív - + - 
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3.4 Kompetíciós képesség vizsgálata 

A biológiai kontroll esetén aflatoxinokat nem termelő A. flavus törzseket alkalmazhatnak 

a kukorica aflatoxin szennyezettségének csökkentésére. Az atoxinogén törzs kompetíciós 

képessége révén képes megakadályozni a toxinogén A. flavus növekedését, szekunder metabolit 

produkcióját. Kutatásom során sikerült igazolni, hogy az általam alkalmazott aflatoxint nem 

termelő A. flavus izolátum is képes csökkenteni az aflatoxin szennyezettséget kukoricaszemen 

(3. ábra), viszont ez az izolátum későbbi HPLC-MS vizsgálatok alapján speradine F-t termel, 

emiatt szükséges a többi atoxinogén izolátum kompetíciós vizsgálata toxinogén A. flavus 

törzzsel, valamint szántóföldi in vivo kísérletek is szükségesek az izolátumok hatékony 

aflatoxin termelést csökkentő hatásának bizonyítására.  

 
3. ábra Aflatoxin B1 termelés MV 251 kukoricaszemen, toxinogén (9.), atoxinogén (37.) 

Aspergillus flavus, valamint a két izolátum eltérő arányban történő együttes fertőzése esetén 

(n=3, SD<20%). Azonos betűjelzés a nem szignifikáns eltérést jelöli P<0,05 szinten. 

3.5 Kukoricahibridek ellenállóképessége és az Aspergillus flavus 

fertőzőképessége 

A kukoricaszemek rezisztenciáját vizsgáló kísérlethez szükséges inokulációt Rajasekaran 

és munkatársai (2013) alapján végeztük el, amely segítségével meg lehet határozni az egyes 

kukoricahibridek A. flavus-szal szembeni érzékenységét. Kutatásaim során a különböző hibrid 

kukoricaszemeken a referencia, valamint a toxinogén és az aflatoxint nem termelő A. flavus -

szal megfertőződő szemek arányát vizsgáltam. A különböző kukorica hibridek eltérő 

ellenállóképességet, valamint eltérő szennyezettséget mutattak a különböző A. flavus törzsekkel 
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szemben is. Az izolátumok kolonizációs képessége hasonló volt, de különbözött a referencia 

törzsétől, ami magyarázható azzal, hogy a referencia törzs nem kukoricáról izolált törzs, hanem 

mogyoróról, viszont kukoricán is képes növekedni, valamint aflatoxin B1-et termelni.  

Jelenleg teljes rezisztenciával rendelkező kukoricahibrid nem ismert ebben a régióban, de 

vannak az egyes gombafajokkal való fertőzésre nézve alacsony, közepes és magas 

érzékenységű kukoricahibridek (Szabó et al., 2018).  

Vizsgálataim alapján ki tudtam választani olyan kukoricahibridet, amelyet az aflatoxint 

nem termelő és toxinogén A. flavus izolátumokkal szemben lényegében egyformán viselkedett, 

az in vitro kísérletben, ezért alkalmazható további kutatások során.  
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4. ÚJ TUDOMÁNYOS EREDMÉNYEK 

1.  Felmértem az endemikus Aspergillus flavus izolátumok aflatoxin termelő 

képességét. 72 db Aspergillus sp. izolátumot gyűjtöttem össze takarmányokról, takarmány 

alapanyagokról. Multiplex PCR segítségével az aflatoxin B1 termelésért felelős génklaszter 

három génjének jelenlétét vizsgáltam (aflR, norA, omtA). A 72 db izolátumból 33 tartalmazta 

legalább az egyik gént, tehát potenciálisan aflatoxin termelő volt. Majd a potenciálisan 

aflatoxinogén izolátumok faji identifikálását elvégeztem az ITS régió alapján, ITS1 és ITS4 

primer segítségével. Ez alapján 22 izolátum potenciálisan A. flavusnak bizonyult. Egy 

atoxinogén, és egy toxinogén A. flavus izolátumot a kalmodulin gén szekvencia alapján is A. 

flavusnak azonosítottam. 

2. Megállapítottam a kukorica nyerszsír tartalma, a szklerócium képzés és az 

aflatoxin termelés közötti kapcsolatot. Az aflatoxintermelő A. flavus referenciatörzs a 

magasabb nyerszsír tartalmú kukoricaagaron és a malátás agaron termelt aflatoxin B1-et, 

illetve az alacsonyabb nyerszsír tartalmú kukoricaagaron glükóz hozzáadásával szintén 

sikerült aflatoxin B1 produkciót kimutatnom. A gomba szklerócium termelődését pedig 

elsősorban a magas zsírtartalom, valamint alacsonyabb nyerszsír tartalom esetén a szervetlen 

nitrogénforrás alkalmazása indukálta. Intenzív szkleróciumprodukció mellett nem, vagy 

csak alig volt mérhető aflatoxin B1 termelés. 

3. Azonosítottam in vitro kedvező körülmények között az inokulum mennyiség és 

az aflatoxin B1 termelés közötti fordított arányosságot. Az inokuláció során felhasznált 

legkisebb mennyiségű spóra esetén tapasztaltam a legnagyobb koncentrációjú aflatoxin B1 

termelést malátás agaron a referencia A. flavus törzset alkalmazva, illetve, itt volt a 

legnagyobb a gombatelepek mérete és a legkisebb a Petri csésze hifákkal történő 

lefedettsége. 

4. Jellemeztem a referencia és a saját izolálású Aspergillus flavus törzs 

stressztűrését. A referencia A. flavus törzs malátás, valamint kukoricaagaron táptalajon is 

az ozmotikus stresszre pigmentáltság változással reagált, illetve malátás agaron nőtt a 

szklerócium produkció is, viszont a sejtmembránt károsító SDS kis koncentrációban fokozott 

szklerócium képződést, nagyobb koncentrációban alkalmazva pedig csökkent vegetatív 

növekedést okozott. Az általam gyűjtött A. flavus izolátumok mintegy fele hasonlóképpen 

reagált az ozmotikus stresszre kukoricaagaron, mint a referencia törzs, de az izolátumok egy 
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részénél csak a magasabb koncentrációban alkalmazott NaCl gátolta a növekedést vagy a 

konidiospóra képződést, míg malátás agaron csak négy izolátum esetében okozott 

morfológiai változást a kisebb ozmotikus stressz, a többi izolátum esetében nem befolyásolta 

a növekedést vagy a spóraképződést sem. Kukoricaagaron kettő, míg malátás agaron három 

izolátum már az alacsonyabb SDS-stresszre is csökkent spóraképződéssel, vegetatív 

növekedéssel reagált, míg az izolátumok nagyobb része hasonlóképpen viselkedett, mint a 

referencia törzs.  

5. Azonosítottam olyan izolátumokat, amelyekből HPLC-MS módszerrel sem volt 

kimutatható feltételezhetően toxikus metabolit termelése. Kilenc olyan atoxinogén A. 

flavus izolátumot sikerült találni, amelyek kukoricára oltva nem termelt a vizsgált 30 

szekunder metabolit közül egyiket sem. 

6. In vitro kísérletben a saját kiválasztott aflatoxint nem termelő izolátumom 

sikeresen gátolta a toxinogén izolátum növekedését és toxin képzését. Igazoltam, hogy a 

jellemzett és alkalmazott atoxinogén A. flavus izolátum képes csökkenteni a toxinogén A. 

flavus izolátum általi aflatoxin B1 szennyezettséget kukoricaszemen.  

7. Eltérő kukorica hibrideken teszteltem toxinogén és aflatoxint nem termelő 

Aspergillus flavus növekedését. Hat különböző kukoricahibridet vizsgálva sikerült A. flavus 

gombafertőzéssel szemben ellenálló és érzékeny fajtákat elkülöníteni, valamint olyan 

hibridet találni, amely egyforma mértékben fertőződött atoxinogén és toxinogén 

izolátumokkal is. 
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5. GYAKORLATBAN ALKALMAZHATÓ EREDMÉNYEK 

1. Az általam gyűjtött aflatoxinogén A. flavus izolátumok nagy ellenállóképességet 

mutattak ozmotikus, valamint sejtmembránra ható stresszel szemben, ami fontos lehet 

növényvédelmi szempontból. 

2. Kimutattam, hogy a vizsgált kukoricahibridek rezisztenciája A. flavus-szal szemben 

eltérő, valamint eltérőek a különböző, toxinogén, atoxinogén és referencia A. flavus-szal 

szemben is. A toxinogén és atoxinogén A. flavus izolátumokkal szemben találtam egyforma 

rezisztenciával rendelkező hibridet, a további, in vivo kísérletek megalapozására. 

3. Azonosítottam olyan kukoricán aflatoxin B1-et nem termelő A. flavus izolátumokat, 

amely HPLC-MS módszerrel a vizsgált 30 szekunder metabolit közül egyiket sem termelte. 

Ezáltal ezek sikeresen alkalmazhatók szántóföldi körülmények között a kukorica aflatoxin B1 

szennyezettségének biokontrolljaként. 

4. A kompetíciós vizsgálat során bebizonyítottam, hogy az aflatoxin B1-et nem 

termelő A. flavus gátolta a kukoricán az aflatoxin B1 termelést, ezáltal hatékonyan 

alkalmazható biokontrollként is. 
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