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1. A DOKTORI ERTEKEZES ELOZMENYEI ES
CELKITUZESEI

A mikotoxinokat az aflatoxin tartalmud pulykatdp okozta tomeges pulykaelhalds kapcsin
fedezték fel az 1960-as években. 1974-ben 100 ember halt meg aflatoxin mérgezésben, mig
2004-ben Kenydban 125 ember haldldt okozta az aflatoxin tartalmi élelmiszer elfogyasztisa
kovetkeztében kialakult akut aflatoxikézis (Probst et al., 2007). A mikotoxinok koziil az
aflatoxinokat az IARC nemzetkozi rdkkutaté tigynokség az 1. csoportba, vagyis a bizonyitottan
human rdkkeltd hatdsu vegyiiletek csoportjdba osztotta (2012). A gomba optimalis fejlédésének
feltétele a 36-38 °C homérséklet és a minimum 85 %-os pdratartalom (Diener et al., 1987), igy
eddig elsésorban a melegebb, nedvesebb éghajlaton volt jellemzd a toxin szennyezettség pl.
Afrikdban, Indidban, de sajnos a klimavéltozas hatdsdra mar egyre tobb orszagban, koztilk
Magyarorszdgon is megjelent ez a penészgomba, és az dltala termelt toxin. 2007-ben és 2012-
ben a magyar gabondban magasabb aflatoxin-szennyezettséget mutattak ki a hazai kutatok, mig
2017-ben még nagyobb szintet ért el az A. flavus fertdzottség (Szabé et al., 2018). Battilani és
munkatdrsai (2016) szerint, ha az atlaghémérséklet 2°C-kal emelkedik, akkor az aflatoxin
szennyezettség jelentdsen novekedni fog a Franciaorszdghoz kozel esé teriileteken, a Karpat-
medencében, valamint a Balkdni térségben, viszont, ha az dtlaghémérséklet 5 °C-kal emelkedik,
akkor Eurépa teljes teriilete, kivéve a Skandindv részeket, aflatoxinnal erésen szennyezett lesz.
Ez is azt igazolja, hogy az aflatoxin szennyezettség kérdése, valamint az ellene vald védekezés
aktudlis és igen komoly problémadt jelent.

A természetben el6forduld A. flavus torzsek kb. 60 %-a nem termel aflatoxint (Horn et al.,
1999). Ezek az atoxinogén torzsek, a toxinogén A. flavus gombékkal valé kompeticidjuk révén
hatékonyan alkalmazhatéak szant6foldi koriilmények kozott, vagy a betakaritds utan is a
kukorica, gyapot, foldimogyoré aflatoxintartalmédnak a csokkentésére. Az Amerikai Egyesiilt
Allamokban mar kereskedelmi forgalomba is hoztak biopeszticid készitményeket Afla-Guard
(kukoricdra és foldimogyordra) valamint A. flavus AF36 (piszticidra, kukoricdra és
gyapotmagra) néven, amelyek képesek csokkenteni szant6foldon alkalmazva a novények
aflatoxin szennyezettségét (Brown et al., 1991; Abbas et al., 2011). Ezeknek a termékeknek az
Osszetevoi endemikus A. flavus torzsek, azon a teriileten, ahol alkalmazzdk 6ket (Mauro et al.,
2015).

Céljaim kozott szerepelt, hogy olyan aflatoxint nem termeld A. flavust izolaljak, amely
Magyarorszdgon endémikus, megfeleld ellendlloképességgel rendelkezik a kiilonbozd

stresszhatdsokkal szemben, valamint mds szekunder metabolitot nem termel, és igy
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potencialisan alkalmazhaté az aflatoxin szennyezettség csokkentésére kukoricdban.
Valésziniileg a toxintermeld képesség elvesztése a gombdban valamilyen muticié eredménye
(Adhikari et al., 2016), viszont fontos kizdrnunk az atoxinogén A. flavus torzs biokontrollként
torténd alkalmazdsa eldtt az egyéb toxintermeld képességet, hiszen ez is egészségiigyi
kockdzatot jelenthet. Kutatdsom célja:
1. Takarmdnyokrél, mezdégazdasigi termékekrdl, alapanyagokrdl aflatoxint nem
termeld és termeld A. flavus izolatumokat gytijtsek és identifikdljak PCR moédszerrel
2. Vizsgédljam a referenciaként szolgdld, valamint az izoldtum A. flavus torzsek
stressztliré képességét, novekedését, aflatoxin termeld képességét kiilonbozo
taptalajokon
3. Vizsgiljam az izoldtumok és a referencia torzs novekedését kiilonbozo
kukoricahibrideken

4. Valamint a szekunder metabolit termel6 képességiiket kukoricaszemen.



2. ANYAG ES MODSZER

2.1 Torzsek izolalasa

72 db Aspergillus sp. izolatumot gyiijtottiink Ossze takarmany alapanyagokrél 2013-2014-
ben a Debreceni Egyetem MEK Agrérmiiszerkézpontba beérkezé mintakrol, kontroll torzsként
az A. flavus NRRL 11611, NCAIM F 00952 torzset haszndltuk fel, ami a Szent Istvdn Egyetem

Mez6gazdasagi és Ipari Mikroorganizmusok Nemzeti Gytijteményébdl szarmazik.

2.2 Nukleinsav alapa azonositas

MagNA Lyser Green (Roche) gyongyok segitségével tartam fel a gombasejteket. A DNS
izolalast a Nucleospin Plant II (Macherey-Nagel) kit segitségével végeztiik el, a Genomic DNA
from Plant leirds szerint.

Az A. flavus aflatoxin képzésért feleldos gének koziil hdrmat egy multiplex PCR
elvégzésével azonositottam. Ebben a PCR-ben harom primerpart alkalmaztam, amelyeknek a
szekvencidja a kovetkez6 volt (Varga et al., 2011):
norl: 5-ACC GCT ACG CCGGCA CTC TCG GCA-3
nor2: 5-GTT GGC CGC CAG CTT CGA CAC AGC-3
afIR-R: 5-TGG KGC CGA CTC GAG GAA YGG GT-3
afIR-F: 5-GGG ATA GCT GTA CGA GTT GTG CCA-3
omtl: 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 reakciéhoz Phusion High-Fidelity Kit-et (Thermo Scientific) haszndltam.

Az izolatumok faji meghatdrozdsdhoz PCR segitségével az ITS1-ITS4 és cmd5-cmd6
(kalmodulin) DNS szakaszt szaporitottam fel (White et al., 1990; Hong et al., 2006).
Felhasznalt 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 reakcidhoz szintén Phusion High-Fidelity Kit-et (Thermo Scientific) hasznaltunk.
Az ITS1 és ITS4 primerek terméke esetében NucleoSpin Gel and PCR Clean-up (Macherey-

Nagel) kit segitségével torténd PCR termék tisztitdsa utdn a kapott DNS szakaszokat



szekvenaltattam (BIOMI Kft.). A kapott adatokat MEGA 7 program segitségével elemeztem,

és a GenBank (Benson et al., 2013) adatbazisaval hasonlitottam Ossze.

2.3  Eltéro tenyésztési koriilmények, stresszhatas vizsgalata

A referencia A. flavus torzs novekedését, aflatoxin Bl termelését vizsgdltam eltérd

taptalajokon:
. eltérd nyerszsir tartalmu kukorica agarok
. maldtds agar
. kukorica agar + szervetlen sok
. kukorica agar + gliik6z

. Czapek- Dox agar

Az eredményeket pdros t-proba segitségével, Microsoft Excel szoftver haszndlatdval
elemeztem (P<0,05 szignifikanciaszint mellett). A nyerszsir tartalom, a flavonoid, polifenol
tartalom valamint a mért aflatoxin B1 koncentraciok kozotti osszefiiggést korrelacidanalizissel
elemeztem, Microsoft Excel szoftver hasznélataval.

Vizsgdltam a referenciatorzs morfoldgiai tulajdonsdgait és aflatoxin B1 produkcidjit
maldtds agaron, a leoltds sordn eltéré mennyiségli spérdt alkalmazva. Az eredményeket ez
esetben is pdros t-proba segitségével, Microsoft Excel szoftver haszndlatdval elemeztem
(P<0,05 szignifikanciaszint mellett).

A stresszvizsgilatok sordn az izoldtumok és a referencia A. flavus NRRL11611 torzs
novekedését, szklerécium képzddését, a spéraképzést, valamint a pigmentaciét vizsgdltam
maldtds agar és kukorica-kivonatos agar tdptalajon. A stresszvizsgédlatokhoz 1, 1,5,2 és 2,5 M
koncentriciéji NaCl-t; 0,05, 0,1, 0,5 és 0,75 g/l koncentraciéji SDS-t (sodium-dodecyl-sulfate)
hasznéltunk.

A tenyésztés minden esetben, sotétben, 30 °C-on, 5-7 napig tortént.

Tapkozegek Osszetételének analitikai vizsgdlata:

. nyerszsirtartalom meghatdrozas: az MSZ EN ISO 11085: 2015 szabviny 8.3
szakasza szerint

. Osszes fenolos vegyiiletek meghatdrozédsa: Folin-Ciocalteu médszerrel hatdroztuk
meg és az eredményt galluszsav ekvivalensként adtam meg, Kaur és Kapoor (2002)

alapjan



. Osszflavonoid meghatédrozds: Chang és munkatdrsai (2002) alapjdn hatdroztuk meg
és katechin ekvivalensként adtam meg az eredményt

. D-gliikkéztartalom meghatdrozdsa: D-glucose Assay Kit (Megazyme, GOPOD-
Format) kit segitségével

. Nitrogén-tartalom meghatarozasa: MSZ EN ISO 5983-2: 2009 szabvany alapjan

2.4  Szemeskukorica oltasa Aspergillus flavus-szal in vitro aflatoxin

B1 és szekunder metabolitképzdédés vizsgalatahoz

Vizsgaltam az aflatoxin és szekunder metabolit termelést kukoricaszemen, amelyhez 50 g
kukoricat 70 %-os etanollal fertétlenitettem le és dtmostam desztilldlt vizzel, majd steril
Erlenmeyer lombikba helyeztem és leoltottam 500ul 10%ml spéramennyiséggel. Az inkubécié

7 napig, 30 °C-on, sotétben tortént.

2.5 Szekunder metabolitok HPLC analizise

2.5.1 Mintael6készités HPLC méréshez kukoricaszembol

25 g mintdt mértem be, majd ehhez 2,5 g NaCl- t és 50 ml 80%-os metanolt adtam. Blender
(Commercial Blender, Waring) segitségével homogenizdltam magas fordulattal 3 percig. Majd
atszlirtem a mintdt redds szlirdpapir segitségével. Az dtsziirt mintdbdl 10 ml-t kivettem és 40
ml desztilldlt vizzel higitottam fel. Mdgneses keverén torténd kevertetés utdn 10 ml mintat
dtengedtem Afla-B™ immunaffin oszlopon (Romer), 1-2 csepp/perc sebességgel. Ezutén
atmostam az oszlopot 10 ml desztillalt vizzel. Ezt kovetéen 5 ml HPLC tisztasdgi metanollal
(Sigma-Aldrich) eludltam az oszlopon megkotott aflatoxin B1-et. Majd bepdroltam a mintat

Biichi Rotavapor R114 késziilékben.

2.52 Mintaelokészités HPLC-MS, valamint az agarbél torténé HPLC-
méréshez

A gombdt a Petri csészében 1év0 agarlemezzel egyiitt Stomacher-zacskéba helyeztem,
majd 10 ml kloroformot adtam hozz4, és a mintdt Masticator IUL Instruments Stomacher
homogenizitor késziilékkel homogenizdltam 2 percig. Aztdn ismét 10 ml kloroformot adtam

hozza, majd ismét Stomacher segitségével homogenizdltam 1 percig. A mintdt 4tszlirtem
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sziir6papiron egy gomblombikba és ezutdn Biichi Rotavapor R114 késziilékben bepdroltam,
vdkuum mellett, 50 °C-on. Ezt kovetden hozzdadtam a mobil fazist, mely MeOH: H,O 45:55
ardnyd elegy volt, amelyb6l 2 ml-t adtam a bepdrolt mintdhoz. Majd a mintdt szlirtem
fecskend6sziird segitségével (Millex-GV 0,22 um Filter, Merck). A HPLC-MS méréshez a 2.4
fejezetben leirt médon leoltott és inkubdlt kukoricat daralds utdn kezeltem ugyanigy (Fente et

al., 2001).

2.53 HPLC mérés
Mintavevd: Merck Hitachi AS-4000 Intelligent Autosampler
Pumpa: Merck Hitachi L-6200A Intelligent pump (dramlds sebesség: 1ml/min)
Detektor: Fluoreszcens ex360nm, em440nm
Kolonna: Genesis C18, 4,6x150 mm (4pm)
Mintahurok térfogata: 20 ul

Mobil fazis: metanol: viz (45:55) izokratikus

254 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 um oszlopon
szepardltuk. A folyasi sebesség 0,5 ml min™' volt, az elticiés id8 60 min és a hdmérséklet 40°C.
Az UV detektdlds 225 nm-en tortént. A metanol:H,O gradienst alkalmaztak. A tomegspektum
felvétele egy Atmospheric Pressure Photoionization (APPI) ion forrdssal felszerelt Bruker
microTOF-Q tomegspektrométerrel tortént. Az ionforrds hdmérséklete 390°C volt. Bruker
Daltonics DataAnalysis szoftver segitségével értékeltiik ki a kapott eredményeket.

HPLC-MS eredményeket analizisekor szimos szekunder metabolit azonositdsat végeztem

el Uka és munkatdrsai (2017) publikdcidja alapjan.

2.6 Kompeticios teszt

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

Lemostam a kukoricaszemeket 70%-0s HYPO-val, majd steril desztilldlt vizzel, aztdn pedig
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70%-o0s etanol oldattal, majd pedig ismét steril desztillilt vizzel. Ezutdn 1 ml 10°
spéramennyiséggel oltottam le a kukoricdt, 100% toxinogén; 100% aflatoxint nem termeld;
50%:50% toxinogén: aflatoxint nem termeld; 30%:70% toxinogén: aflatoxint nem termeld;
70%:30% toxinogén: aflatoxint nem termeld A. flavus izoldtumok ardnydban. Majd sotétben
inkubéltam 7 napig 30 °C-on. Az inkubécids id6 letelte utdn 48 ordig 60 °C-ra helyeztem a
tenyészeteket, majd a szemek dardldsa utdn megmértem az oltott kukorica aflatoxin Bl
tartalmat HPLC-vel. Az eredményeket paros t-proba segitségével, Microsoft Excel szoftver

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

2.7 Szemes kukorica oltasa Aspergillus flavus-szal a kukorica

hibridek in vitro rezisztencia vizsgalatahoz

Az A. flavus NRRL 11611 torzset, valamint egy atoxinogén és egy toxinogén A. flavus
izolatumot 6 kiilonb6zd kukoricahibrid magra oltottam le. Petri csészére helyeztem 10-10 db
70%-os etanollal leferttlenitett, majd desztillalt vizzel lemosott kukoricaszemet, és leoltottam
szemenként 10 pl 10%ml spéramennyiségii spéraval, 3 ismétlésben. Az inkubdacié 7 napig, 30
°C-on, sotétben tortént (Luna-Lopez et al., 2013; Rajasekaran et al., 2013). Vizsgaltam a gomba
novekedését, kolonizdcids képességét a kukoricahibrideken. Az eredményeket paros t-préba
segitségével, Microsoft Excel szoftver haszndlatdval elemeztem (P<0,5 szignifikanciaszint

mellett).



3. EREDMENYEK

3.1 Azizolatumok nukleinsav alapu vizsgalata

A torzseket 2014-2015 kozott  gylijtottem a  Debreceni Egyetem MEK
Agrarmiiszerkdzpontba beérkezé takarmanyokbdl, illetve alapanyagokbdl. Az Aspergillus
nemzetséget a tobbi penészgombatdl hagyomanyos morfoldgiai bélyegek alapjan kiilonitettem
el maldta agaron (Diba et al., 2007; Varga et al., 2011). Elsésorban a zoldes-sdrgds
konidiumokkal rendelkezd, esetenként szkleréciumot produkdlé gombdkat vélasztottam ki,
amelyek mikroszkdpi vizsgdlatok sordn gombolyli konidioférokat és egy vagy két sorban 1évo
konidiumokat mutattak. Osszesen 72 db izoldtum vizsgélatdra Keriilt sor, amelyek kukoricérdl,
kukorica alapt takarmdnyokrdl, bizardl, illetve buzalisztekrdl szdrmaztak. Ezutdn multiplex
PCR segitségével vizsgdltam az aflatoxin termelésért felelds génklaszter harom génjének, az

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

3 r R

< ofIR- 548 kb
S norA- 400 kb

1. abra Multiplex PCR jellegzetes eredménye a harom génszakasz amplifikacidja esetén. 1. 1

kB DNS Iétra, 2. a multiplex PCR eredménye.

A vizsgalataim soran az izolalt 72 Aspergillus izoldtumbdl 33 tartalmazta a hdrom aflatoxin
génklaszterben 1évQ vizsgdlt gén valamelyikét, illetve ezen gombdk koziil 17 mindhdrom gént

tartalmazta. A 33 izolatum koziil mindossze nyolc termelt aflatoxin B1-et maldta agaron. A
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toxintermeld izoldtumok koziil hatban az aflR, norA és omtA gének egyiittes jelenléte
kimutathaté volt, viszont az egyik izoldtumban az omtA, a mdsikban az aflR és az omtA nem
volt felszaporithatd, ennek ellenére kimutathaté aflatoxin B1 termelést tapasztaltam, ami a
gének moddosult szekvencidjdra utalt. 32 izoldtum esetében afIR pozitivitdst mutattam ki, de
ennek ellenére ezek koziil csak hét termelt aflatoxin Bl-et. Ezeknél az izolatumoknal
val6sziniileg az aflatoxin B1 termelésért felel6s génklaszter olyan mértékben mddosult, vagy
olyan gének sériiltek, mutdlodtak, hogy ezdltal a gomba nem képes aflatoxin B1 produkciéra.

Az ITS1-4 primerpar kozotti DNS szakaszok szekvenaltatdsa sordn kapott eredményekbol
kideriilt, hogy feltehetéleg 33 izoldtum koziil 22 A. flavus, négy izoldtum A. tritici vagy a
korabban szinonimdjaként haszndlt A. candidus, illetve egy izoldtum A. cristatus vagy A.
amstelodami. De a pontos faji azonositdshoz tovdbbi vizsgdlatok sziikségesek. Az A.
amstelodami esetében kimutattdk, hogy képes az aflatoxin bioszintézis koztes termékének, a
sterigmatocisztinnek a produkcidjara (Bukelskiené et al., 2006). Ennél az izoldtumndl a
vizsgdlataim alapjdn mindhdrom, aflatoxin szintézisért felelds génklaszterbe tartozd gén
jelenlétét ki tudtam mutatni.

Az ITS vizsgdlat alapjdn A. flavusnak bizonyult torzsek koziil kett6t kivalasztottam, egy
aflatoxin B1 toxint termel6t és egy nem termeldt, valamint a referenciatorzset, és ezekkel a
kalmodulin primerpdrral végzett PCR reakcidk sordn kapott DNS-szakaszokat szekvendltattam.

A szekvendlds bizonyitotta, hogy az dltalam azonositott torzsek is A. flavus fajhoz tartoznak.

Eredményeim alapjdn dllithatjuk, hogy mig az ITS szekvencia és a kalmodulin gén
szekvencia a faji hovatartozds megéllapitasdban, az aflatoxin génklaszterre kapott PCR
eredmények pedig a potencidlis toxinképzés megdllapitdsdban segitenek, egyik médszer sem
ad segitséget az atoxinogén torzsek kivélasztasdban. Ehhez a toxintermelés indukcidja melletti
toxin mérés sziikséges.

A kutatdsaim alapjdn az izoldtumaink tobb mint 40%-a potencidlisan aflatoxin termeld.
Ezek a gének kedvezd kornyezeti hatdsokra expresszaldodhatnak, és az izoldtumok toxint
termelhetnek, gy jelentds gazdasdgi, humdnegészségiigyi kdrokat okozva a mezégazdasig

szamara.



1. tablazat Aspergillus izolatumokbdl kimutatott afIR, norA és omtA gének eléforduldsanak

Osszegzése (Kovdcs et al., 2017)

R
ol norA aflR
norA aflR norA
aflR omtA
omtA
A. flavus (n=22) 13 6 2 - 1
nem meghatdrozott (n=11) 4 4 2 1 -
teljes (n= 33) 17 (51,5%) | 10(30,3%) | 4 (12,1%) 1 1

3.2  Eltéré tenyésztési koriilmények, stressz vizsgalata

321 Aspergillus  flavus NRRL 11611 torzs vizsgalata Kiilonbozé
taptalajokon

Vizsgdltam a referenciaként szolgdlé A. flavus NRRL 11611 aflatoxin B1 termelését, a
szkler6cium produkcidjét, illetve a micélium novekedésének mértékét malatds tdptalajon,
valamint kukoricaagaron. A kukoricaagar eltérd zsirtartalmi (1,7-7,2 m/m%) kukoricalisztb6l,
ill. kukoricadardbdl késziilt, amelyhez gliikézt, illetéleg sokat is adtam. A kukoricaagart azért
alkalmaztam, mert j6l reprezentdlja a természetes kornyezetet. A Kjeldahl médszerrel mért
nitrogén tartalom a 4,05 és 7,2 (m/m) % nyerszsir tartalmud tdptalajok esetében 0,03+ 0,01
(m/m)% (n=3) és a masik két alacsonyabb nyerszsirt tartalmaz6 kukoricaagar esetében 0,01 +
0,01 (m/m)% (n=3) volt, tehat a mddszer kimutatdsi hatardra esett. Az Osszes kukoricaagar
esetében a szabad D-gliikdz-tartalom a kimutatdsi hatdr (0,001 m/m%) alatt volt. A polifenol
tartalom elég széles hatdrok kozott mozgott a vizsgalt négy kukoricaagar esetében (5,74-35,45
+ 0,5 mg GA ekvivalens /100 g, n=5), mig a flavonoid-tartalom sziikebb tartomdnyba esett
(3,24-7,16 £ 0,3 mg CE ekvivalens /100 g, n=5), és nem volt szignifikans kiilonbség a 2,6 és
az 1,7 % nyerszsirt-tartalmaz6 kukoricaagar flavonoid tartalma esetében (P<0,05).

Azt tapasztaltam, hogy az 1,7 (m/m) % és 2,6 (m/m) % nyerszsirt-tartalmazé kukoricaagar
esetében, amelyben a nitrogénforrds szerves eredetli, valamint a szénforrds poliszacharid az
aflatoxin B1 termelés nem volt mérhetd, viszont a magasabb zsirtartalmu tapkozeg esetében, a
novekedés gyengébb volt, valamint szklerécium sem képzddott. Ugyanakkor az alacsonyabb
zsirtartalmd kukoricagart alkalmazva erételjesebb volt a micélium novekedés, és volt
szkler6cium képzddés is. A magasabb nyerszsir-tartalmu (4,05 és 7,2 m/m %) kukoricaagart
alkalmazva tdpkozegként, ahol szintén szerves nitrogénforras €s poliszacharid szénforrds volt
jelen, mar volt aflatoxin B1 termelddés, de a két taptalajon termelt aflatoxin B1 koncentraciok
nem mutattak szignifikdns kiilonbséget. A micéliumok ndvekedése is atlagos volt a magasabb
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nyerszsir tartalmi tdpkozegen, viszont a szklerécium képzédés a legmagasabb
nyerszsirtartalmi kukoricaagaron volt a legerdteljesebb. A micélium novekedés, valamint az
aflatoxin B1 termel6dés a maldtds tdptalajon volt maximdlis, mig 2,6 (m/m)% nyerszsirtartalmi
kukorica-gliikéz agaron szintén megnétt az aflatoxin B1 termelés és a szklerécium produkcio,
viszont a vegetativ novekedés csak kismértékii volt. A 2,6 (m/m)% nyerszsirtartalmu kukorica-
szervetlen sokat tartalmaz6 agaron nem volt aflatoxin B1 termelddés, a micélium novekedés
erételjesebb volt, és itt volt a legnagyobb mértékii szklerécium produkcié (2. tabldzat). Tehat
Osszességében megdllapithatd, hogy a monoszacharidok eldsegitik az aflatoxinképzdédést,
valamint a nagyobb mennyiségli zsirtartalom is, de ezeknek sokkal kisebb a jelentésége, mint
a szénforrdsnak. A vegetativ novekedést legjobban a maldtds tdptalaj segitette, kozepes
novekedést a legkisebb és a két legnagyobb zsirtartalmi kukoricaagaron tapasztaltam. A
legnagyobb szintii szkler6cium produkciét a szervetlen nitrogénforrds alkalmazdsdval tudtam
elérni, de a legmagasabb zsirtartalmi kukoricaagar alkalmazasakor is jelentds szklerécium
képzédést tapasztaltam. Erdekes, hogy az intenziv szklerécium névekedés mellett nem vagy
alig volt mérhetd aflatoxin B1 termelés, ez is azt bizonyitja, hogy a szervetlen nitrogén forrds,

a nitrt gatolja az aflatoxin termelést, de a szklerécium fejlédést nem (Price et al., 2005).
A magasabb zsirtartalmi hibridek eldnyodsebbek az aflatoxin produkcié szempontjdbdl,
még akkor is, ha magas az antioxiddns tartalmuk.
2. tablazat Az eltéré sszetételli taptalajok hatdsa az Aspergillus flavus micélium

ndvekedésére, mikotoxin termelésére €s a szklerécium képzésére. (n=3, *SD < 20 %).

Taptalaj Szénforris Nitrogén I.\./Iicéliu’m## AF Bl# Sz’kletéc’il;gtl
forras novekedés (ng/ml) képzidés
MA* glikoz és mds szerves ++++ 3620 -
szerves
KDA**1.7 | poliszacharid szerves +++ - +
KDA 2.6 poliszacharid szerves + - -
2(5_]2}? . p(ﬁ?:::jh:; d szerves + 11,90 +
KDA . . szerves és
2 64 poliszacharid NaNO; ++ - +++
KDA 4.05 poliszacharid szerves +++ 1,115 +
KDA 7.2 poliszacharid szerves +++ 1,060 ++

*MA: malétds agar;
**KDA: kukoricadara agar eltérd nyerszsir tartalommal;
*#*G: gliikoz,

S 56
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# Micélium novekedés: +: maximum 25%; ++: 25-50%; +++: 50-75%; ++++: 75-100% -os
Petri-csésze lefedettség

## Szklercium képzddés: +: maximum 10 darab szkler6cium; ++: 10-100 darab szkler6cium;
+++: minimum 100 darab szklerécium

Az emelkedett nyerszsir tartalom mellett, a polifenol- és flavonoid-tartalom emelkedése
nem tudta gitolni az aflatoxin B1 termelését.

A korreldcidanalizis sordn azt az eredményt kaptam, hogy minden valtozé kozott szoros az
Osszefiiggés, a legszorosabb Osszefiiggést a taptalaj zsir és flavonoid (0,947) valamint a zsir és

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

322 A taptalajok leoltashoz alkalmazott spéramennyiség és az aflatoxin
B1 képzddés osszefiiggése

Mértem, hogy malatds, illetve kukorica agar taptalajon, hogyan valtozik a termelt aflatoxin

B1 mennyisége a leoltdshoz alkalmazott eltéré spéramennyiség fiiggvényében. A kisérlethez a
referencia A. flavus NRRL 11611 torzset hasznéltam fel. Azt tapasztaltam, hogy a legkisebb,
100u1 10'/ml spéramennyiségnél volt a legnagyobb mértékii az aflatoxin B1 termelés a malatds
tdptalajon, bar a nagyobb spéramennyiségek esetén (10°, 10, 10°) nem volt szignifikdns a
kiilonbség a termelt aflatoxin B1 koncentraciok kozott (P<0,05). A 2,6 (m/m)% zsirtartalmud
kukorica agaron kiilonb6zé spdrakoncentraciot alkalmazva sem volt mérhetd aflatoxin Bl

termelés.
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2. abra Az aflatoxin B1 mennyiségének valtozasa az Aspergillus flavus NRRL 11611
sporaszam fliggvényében maldtds taptalajon (n=3, SD = + 10 %). Azonos betlijelzés a nem

szignifikdns eltérést jeloli P<0,05 szinten.

323 Aspergillus  flavus  izolatumok és a  referencia torzs
stresszrezisztencia vizsgalata kukorica agaron

A referencia torzs esetében kukorica agaron az ozmotikus stressz elsésorban morfolégiai
valtozdsokat, a pigmentdltsig megvaltozdsit, valamint a spéraképzddést befolydsolta.
Szkler6cium minden dltalam alkalmazott NaCl koncentraciondl képzddott, ami biztositja a
kedvezotlen kornyezeti viszonyok kozotti tilélést a gomba szdmdra. Az izoldtumok majdnem
felénél szintén pigmentdcié véltozdst okozott a gombahifdkban az ozmotikus stressz, két
izoldtum esetében semmilyen morfolégiai valtozdst nem tapasztaltunk, 8 izoldtumndl mar a
kisebb, mig 17 izoldtumndl csak a magasabb NaCl koncentricié gétolta a vegetativ novekedést
vagy a spéraképzdédést kukorica agaron.

A referencia torzs kukorica agaron mar kis koncentraciéban alkalmazott SDS-hatdsara is
nagymértékben termelt szkleréciumot, és 0,75 g/l SDS pedig teljesen gétolta a vegetativ
novekedést. Az izoldtumok nagy részére szintén hasonl6 hatdst fejtett ki az SDS okozta stressz,
5 izoldtumndl megviltozott a konidioférok pigmentdcidja, 2 izoldtum spéraképzddése,
novekedése vdltozott meg, mar alacsonyabb SDS-stresszt sem volt képes tolerdlni, mig 5

izolatumndl ez a hatds csak 0,75 g/l SDS alkalmazasakor volt megfigyelheto.
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324 Aspergillus flavus izolatumok és a referencia torzs stresszvizsgalata
malatas agaron

A referencia A. flavus torzset vizsgdlva malatds agaron hasonlé tolerancidt tapasztaltam
ozmotikus, valamint SDS-stresszel szemben is, mint kukorica agaron. A NaCl elsésorban a
hifdk pigmentaltsdgdnak valtozdsat, valamint nagyobb szkler6cium produkciot, az SDS pedig
nagyobb koncentrdcidoban csokkentette a sporaképzddést, 0,75 g/l koncentraciéban pedig
meggétolta a novekedést is.

Az aflatoxinogén izoldtumok koziil csupan négy esetben volt jelentds hatdssal az dltalam
alkalmazott alacsonyabb NaCl koncentrdcié a gombdk morfologiai jellemzdire, a tobbi
izolatum esetében 2 M, vagy anndl nagyobb koncentraciéji NaCl befolydsolta a novekedést
vagy spéraképzOdést malatds agaron.

SDS kezelést alkalmazva maldtds agaron azt tapasztaltam, hogy az izoldtumok nagy része
hasonl6 toleranciat mutatott ezzel a stresszel szemben, mint a referencia torzs, harom izolatum
esetében kisebb koncentricidji SDS stressz hatdsra megvaltozott a gombak morfolégidja, mig
egy izoldtumnal az dltalam alkalmazott legmagasabb SDS koncentracié okozott csak kisebb
szkler6cium produkcict.

Osszeségében megillapithat6, hogy a referencia torzs és az aflatoxinogén izoldtumok
ellendlloképessége nagymértékil volt s, valamint SDS-stresszel szemben kukoricaagaron és

maldtds agaron egyardnt, ami nagy jelentdségii lehet novényvédelmi szempontbdl.

33 A KkuKkorican termelt szekunder metabolitok vizsgalata

Az aflatoxint nem termeld izolatumokkal alkalmazasdval szembeni legnagyobb ellenalldst
az egyéb, kevésbé ismert szekunder metabolitok megjelenésének lehetésége adja. Ezt in vitro
szemeskukoricdn végzett kisérlettel kivantam ellendrizni. Kutatdsom sordn elsésorban Uka és
munkatdrsai (2017) 4ltal vizsgédlt masodlagos anyagcseretermékek jelenlétét vizsgdltam az
MV251 kukoricahibridre oltott aflatoxint nem termelé A. flavus mintdkbdl (3. tablazat). A
vizsgélt aflatoxint nem termeld izoldtumok koziil egy izoldtum speradine F-et, mig egy mdsik
izoldtum 3-OH-speradine A-t, aspergilline D-t és speradine I-t, mig egy harmadik izoldtum a
kukoricaszemen kimutathaté koncentracidji aflatoxin Bl-et termelt (3. tdbldzat). tehdt nem
tekinthetk atoxinogénnek. A tobbi aflatoxint nem termeld A. flavus izolatum nem termelt a
vizsgélt egyéb szekunder metabolitok koziil egyiket sem HPLC-MS késziilékkel kimutathatd
mennyiségben. A taldlt metabolitok CPA szarmazékok, amelyek egészségkarosité hatdsa

elmarad az aflatoxinokétdl, emiatt kevésbé vizsgdlt vegyiiletek, viszont egyiittes kumulativ
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toxikoldgiai, valamint hosszitdvi hatdsuk miatt 1ényegesek lehetnek humén egészségiigyi
szempontbdl. Az atoxinogén gombdk alkalmazdsa esetén az aflatoxin szennyezettséggel
szembeni védekezésben bioldgiai kontrollként kiemelkedd jelentdségii a gomba szekunder
metabolit termelésének ismerete. Valamint az ezért felelds genetikai héttér vizsgélata, hiszen,
ha nem is termelédik szekunder metabolit, de jelen vannak a termeléshez sziikséges gének,
azok bizonyos koriilmények hatdsdra aktivdlédhatnak, és kdros szekunder metabolitok

termel6dését idézhetik eld.

3. tablazat Osszefoglalds: az aflatoxint potencidlisan nem termeld izoldtumok jellemzése

Aflatoxin gén

Novekedés klaszterben lévé gének
Izolatum Termelt vegyiilet MV 251 jelenléte
Jelkzése (HPLC-MS) kukoricaszemen (multiplex PCR)
norA aflR omtA
7 - gyenge + + +
27 - gyenge - + -
28 - gyenge + + +
3-OH-speradine
A,
30 intenziv + + +
aspergilline D,
speradine I
33 - intenziv + + +
34 - intenziv - + -
37 speradine F intenziv + + +
44 - gyenge + + -
53 - intenziv + + +
61 - intenziv - + -
70 - intenziv + + -
72 aflatoxin B1 intenziv - + -
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3.4 Kompeticids képesség vizsgalata

A bioldgiai kontroll esetén aflatoxinokat nem termeld A. flavus torzseket alkalmazhatnak
a kukorica aflatoxin szennyezettségének csokkentésére. Az atoxinogén torzs kompeticids
képessége révén képes megakaddlyozni a toxinogén A. flavus novekedését, szekunder metabolit
produkcidjat. Kutatdsom sordn sikeriilt igazolni, hogy az éltalam alkalmazott aflatoxint nem
termeld A. flavus izoldtum is képes csokkenteni az aflatoxin szennyezettséget kukoricaszemen
(3. dbra), viszont ez az izoldtum késébbi HPLC-MS vizsgdlatok alapjan speradine F-t termel,
emiatt sziikséges a tobbi atoxinogén izoldtum kompeticids vizsgdlata toxinogén A. flavus
torzzsel, valamint szant6foldi in vivo kisérletek is sziikségesek az izolatumok hatékony

aflatoxin termelést csokkentd hatdsanak bizonyitdsara.

b, c
a, c a,b ‘

toxinogén atoxinogén  30:70 50:50 70:30
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3. abra Aflatoxin B1 termelés MV 251 kukoricaszemen, toxinogén (9.), atoxinogén (37.)
Aspergillus flavus, valamint a két izolatum eltérd aranyban torténd egyiittes fertozése esetén

(n=3, SD<20%). Azonos betiijelzés a nem szignifikdns eltérést jeloli P<0,05 szinten.

3.5 Kukoricahibridek ellenalloképessége és az Aspergillus flavus

fertozoképessége

A kukoricaszemek rezisztencidjat vizsgalo kisérlethez sziikséges inokulaciét Rajasekaran
és munkatdrsai (2013) alapjan végeztiik el, amely segitségével meg lehet hatdrozni az egyes
kukoricahibridek A. flavus-szal szembeni érzékenységét. Kutatdsaim sordn a kiilonb6z6 hibrid
kukoricaszemeken a referencia, valamint a toxinogén és az aflatoxint nem termeld A. flavus -
szal megfert6z6dé szemek ardnydt vizsgdltam. A kiilonbozd kukorica hibridek eltérd

ellendlloképességet, valamint eltérd szennyezettséget mutattak a kiilonbozo A. flavus torzsekkel
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szemben is. Az izolatumok kolonizacids képessége hasonld volt, de kiilonbozott a referencia
torzsétdl, ami magyardzhat6 azzal, hogy a referencia torzs nem kukoricardl izolalt torzs, hanem
mogyor6rdl, viszont kukorican is képes novekedni, valamint aflatoxin B 1-et termelni.

Jelenleg teljes rezisztencidval rendelkezd kukoricahibrid nem ismert ebben a régidban, de
vannak az egyes gombafajokkal valé fertdzésre nézve alacsony, kozepes és magas
érzékenységli kukoricahibridek (Szabé et al., 2018).

Vizsgalataim alapjan ki tudtam vélasztani olyan kukoricahibridet, amelyet az aflatoxint
nem termeld és toxinogén A. flavus izoldtumokkal szemben lényegében egyforman viselkedett,

az in vitro kisérletben, ezért alkalmazhaté tovabbi kutatdsok sordn.
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4. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

1. Felmértem az endemikus Aspergillus flavus izolatumok aflatoxin termeld
képességét. 72 db Aspergillus sp. izolatumot gytijtéttem Ossze takarmanyokrdl, takarmany
alapanyagokrdl. Multiplex PCR segitségével az aflatoxin B1 termelésért felelds génklaszter
hdrom génjének jelenlétét vizsgaltam (aflR, norA, omtA). A 72 db izoldtumbdl 33 tartalmazta
legaldbb az egyik gént, tehdt potencidlisan aflatoxin termeld volt. Majd a potencidlisan
aflatoxinogén izolatumok faji identifikaldsat elvégeztem az ITS régi6 alapjan, ITS1 és ITS4
primer segitségével. Ez alapjdn 22 izoldtum potencidlisan A. flavusnak bizonyult. Egy
atoxinogén, €s egy toxinogén A. flavus izolatumot a kalmodulin gén szekvencia alapjan is A.

Sflavusnak azonositottam.

2. Megallapitottam a kukorica nyerszsir tartalma, a szklerécium képzés és az
aflatoxin termelés kozotti kapcesolatot. Az aflatoxintermeld A. flavus referenciatorzs a
magasabb nyerszsir tartalmi kukoricaagaron és a maldtas agaron termelt aflatoxin Bl-et,
illetve az alacsonyabb nyerszsir tartalmi kukoricaagaron gliikk6z hozzdaddsdval szintén
sikeriilt aflatoxin B1 produkciét kimutatnom. A gomba szklerécium termelddését pedig
elsésorban a magas zsirtartalom, valamint alacsonyabb nyerszsir tartalom esetén a szervetlen
nitrogénforrds alkalmazdsa indukdlta. Intenziv szkleréciumprodukcié mellett nem, vagy

csak alig volt mérhetd aflatoxin B1 termelés.

3. Azonositottam in vitro kedvezé koriilmények kozott az inokulum mennyiség és
az aflatoxin B1 termelés kozotti forditott aranyossagot. Az inokuldci6 sordn felhaszndlt
termelést maldtds agaron a referencia A. flavus torzset alkalmazva, illetve, itt volt a
legnagyobb a gombatelepek mérete és a legkisebb a Petri csésze hifikkal torténd

lefedettsége.

4, Jellemeztem a referencia és a sajat izolalasi Aspergillus flavus torzs
stressztiirését. A referencia A. flavus torzs malatds, valamint kukoricaagaron tdptalajon is
az ozmotikus stresszre pigmentdltsdg véltozdssal reagdlt, illetve maldtds agaron nétt a
szklerécium produkci6 is, viszont a sejtmembrant karosité SDS kis koncentraciéban fokozott
szklerécium képzodést, nagyobb koncentrdcidban alkalmazva pedig csokkent vegetativ
novekedést okozott. Az dltalam gyiijtott A. flavus izoldtumok mintegy fele hasonléképpen

reagdlt az ozmotikus stresszre kukoricaagaron, mint a referencia torzs, de az izolatumok egy
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részénél csak a magasabb koncentraciéban alkalmazott NaCl gatolta a novekedést vagy a
konidiospéra képzdédést, mig maldtds agaron csak négy izoldtum esetében okozott
morfoldgiai véltozast a kisebb ozmotikus stressz, a tobbi izoldtum esetében nem befolyasolta
a novekedést vagy a spéraképzddést sem. Kukoricaagaron kettd, mig maldtds agaron hdrom
izoldtum mdr az alacsonyabb SDS-stresszre is csokkent spéraképzddéssel, vegetativ
novekedéssel reagdlt, mig az izolatumok nagyobb része hasonléképpen viselkedett, mint a

referencia torzs.

5. Azonositottam olyan izolatumokat, amelyekb6l HPLC-MS médszerrel sem volt
kimutathato feltételezhetéen toxikus metabolit termelése. Kilenc olyan atoxinogén A.
flavus izolatumot sikeriilt taldlni, amelyek kukoricdra oltva nem termelt a vizsgélt 30

szekunder metabolit koziil egyiket sem.

6. In vitro Kisérletben a sajat kivalasztott aflatoxint nem termel6 izolatumom
sikeresen gatolta a toxinogén izolatum novekedését és toxin képzését. Igazoltam, hogy a
jellemzett és alkalmazott atoxinogén A. flavus izoldtum képes csokkenteni a toxinogén A.

Sflavus izolatum altali aflatoxin B1 szennyezettséget kukoricaszemen.

7. Eltéré kukorica hibrideken teszteltem toxinogén és aflatoxint nem termelé
Aspergillus flavus novekedését. Hat kiilonboz6 kukoricahibridet vizsgdlva sikeriilt A. flavus
gombafertézéssel szemben ellendllé és érzékeny fajtdkat elkiiloniteni, valamint olyan
hibridet taldlni, amely egyforma mértékben fert6z6dott atoxinogén €s toxinogén

izolatumokkal is.
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5. GYAKORLATBAN ALKALMAZHATO EREDMENYEK

1. Az altalam gyijtott aflatoxinogén A. flavus izolatumok nagy ellenalloképességet
mutattak ozmotikus, valamint sejtmembrdnra hat6 stresszel szemben, ami fontos lehet
novényvédelmi szempontbdl.

2. Kimutattam, hogy a vizsgdlt kukoricahibridek rezisztencidja A. flavus-szal szemben
eltérd, valamint eltéréek a kiilonbozd, toxinogén, atoxinogén és referencia A. flavus-szal
szemben is. A toxinogén és atoxinogén A. flavus izolatumokkal szemben taldltam egyforma
rezisztencidval rendelkezd hibridet, a tovabbi, in vivo kisérletek megalapozdsdra.

3. Azonositottam olyan kukorican aflatoxin B1-et nem termeld A. flavus izolatumokat,
amely HPLC-MS mddszerrel a vizsgdlt 30 szekunder metabolit koziil egyiket sem termelte.
Ezéltal ezek sikeresen alkalmazhatdk szant6foldi koriilmények kozott a kukorica aflatoxin B1
szennyezettségének biokontrolljaként.

4. A kompeticiés vizsgdlat sordn bebizonyitottam, hogy az aflatoxin Bl-et nem
termeld A. flavus gitolta a kukoricdn az aflatoxin Bl termelést, ezdltal hatékonyan

alkalmazhat6 biokontrollként is.
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