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Roviditések jegyzéke

cAMP - ciklikus-adenozin-monofoszfit

CE - katechin ekvivalens

CPA - Cyclopiazonic acid (ciklopiazonsav)

dNTP - deoxinukleotid

DON - dezoxinivalenol

ELISA - enzyme-linked immunosorbent assay (enzimmel kapcsolt immunszorbens
vizsgalat)

FAD - flavin-adenin-dinukleotid

FAO - Food and Agriculture Organization of the United Nations (Egyesiilt Nemzetek
Szervezetének Elelmezésiigyi és MezOgazdasagi Szervezete)

G fehérje - guanin nukleotid koté fehérje

GAE - galluszsav ekvivalens

GFP - Green Fluorescent Protein (zold fluoreszcens fehérje)

GOPOD - Glucose oxidase / peroxidase (gliik6z-oxidaz/peroxidaz)

GPCR - G protein-coupled receptors (G fehérjéhez kapcsolt receptor)

GTP - guanozin-trifoszfat

HMG - high mobility group (nagy mobilitasu peptid csoport)

HOG - High-osmolarity glycerol pathway (magas ozmolaritasu glicerol ttvonal)

HPLC - High  Performance Liquid Chromatography  (nagynyomadsu
folyadékkromatografia)

HPLC-FLD - High Performance Liquid Chromatography with Fluorescence Detection
(nagynyomadsu folyadékkromatografia fluoreszcens detektaldssal)

HPLC-MS - High Performance Liquid Chromatography with Mass Spectrometry
(nagynyomadsu folyadékkromatografia tomegspektrométerrel)

IARC - International Agency for Research on Cancer (Nemzeti Rakkutaté Ugynokség)
ITS - Internal transcribed spacer (bels6 atir6dé elvalasztd szakasz)

kbp - ezer bazispar

MAPK - mitogen-activated protein kinase (mitogén-aktivalt protein kindz)

MAT - mating type (szaporoddshoz kapcsol6dd) gének

PCR - polymerase chain reaction (polimeraz-lancreakci6)

PKA - protein kindz A



PKS A - poliketid szintdz A
PR fehérje - Pathogenesis-related proteins (patogenézissel Osszefiiggd fehérje)
ROS - Reactive Oxygen Species (reaktiv oxigén részecskék)

SDS - Sodium dodecyl sulfate (Natrium-dodecil-szulfat)



1. Bevezetés

A penészgombdk szaprofitdk, endofitdk ¢€s igen nagy jelentoséggel bird
mezogazdasagi kartevok lehetnek, elszaporoddsuk, valamint az dltaluk termelt
mikotoxinok nagy termésveszteséget, ezdltal nagy bevételkiesést okozhatnak a
mezdgazdasig szamdra. A mikotoxinok koziil az aflatoxinokat az IARC nemzetkozi
rakkutaté ligynokség az 1. csoportba, vagyis a bizonyitottan humén rakkeltdé hatdsu
vegyiiletek csoportjdba osztotta (2002). Az aflatoxinok tobb tipusa ismert, amelyek koziil
az aflatoxin B1 a legtoxikusabb. Mivel az aflatoxin-termelé gombdék elszaporoddsahoz,
valamint az aflatoxin termeléséhez magas homérséklet és nedvesség sziikséges, ezért
aflatoxin szennyezettség korabban foként a trépusi, szubtrépusi teriileteken volt jellemzd.
Mira ez a helyzet megvaltozott, a klimavaltozas hatdsara novekvo atlaghomérséklet és a
sz€lsOséges 1dOjarasi viszonyok miatt. 2007-ben €s 2012-ben a magyar gabondban magas
aflatoxin-szennyezettséget mutattak ki a hazai kutatok, mig 2017-ben még nagyobb
szintet ért el az Aspergillus flavus fertdzottség (Szabd et al., 2018). Battilani és
munkatarsai (2016) szerint, ha az dtlaghdmérséklet 2°C-kal emelkedik, akkor az aflatoxin
szennyezettség jelentésen novekedni fog a Franciaorszdghoz kozel eso teriileteken, a
Kérpat-medencében, valamint a Balkdni térségben, viszont, ha az dtlaghdmérséklet 5 °C-
kal emelkedik, akkor Eurdpa teljes teriilete, kivéve a Skandindv részeket, erdsen
aflatoxinnal szennyezett lesz. Ez is azt igazolja, hogy az aflatoxin szennyezettség kérdése,
valamint az ellene val6 védekezés aktudlis €s igen komoly problémat jelent.

A természetben el6forduld Aspergillus flavus torzsek kb. 60 %-a nem termel aflatoxint
(Horn et al., 1999). Ezek az atoxinogén tOrzsek, a toxinogén Aspergillus flavus
gombdkkal valé kompeticidjuk révén hatékonyan alkalmazhatéak szant6foldi
koriilmények kozott, vagy a betakaritds utdn is a kukorica, gyapot, foldimogyord
aflatoxintartalmanak a csokkentésére. Az Amerikai Egyesiilt Allamokban mar
kereskedelmi forgalomba is hoztak biopeszticid készitményeket Afla-Guard (kukoricédra
és foldimogyordra) valamint Aspergillus flavus AF36 (piszticidra, kukoricira és
gyapotmagra) néven, amelyek képesek csokkenteni szant6foldon alkalmazva a novények
aflatoxin szennyezettségét (Brown et al., 1991; Abbas et al., 2011a). Ezeknek a
termékeknek az OsszetevOi endemikus Aspergillus flavus torzsek, azon a teriileten, ahol

alkalmazzak oket (Mauro et al., 2015).



Kutatdsom célja:

1. Takarmanyokrol, mezdgazdasagi termékekrol, alapanyagokrdl aflatoxint nem
termeld €s termeld Aspergillus flavus izolatumokat gylijtsek és identifikdljak PCR
modszerrel és szekvenaldssal

2. Vizsgéljam a referenciaként szolgéld, valamint az izolatum Aspergillus flavus torzsek
stressztlird képességét, novekedését, aflatoxin termeld képességét kiilonbozo
taptalajokon

3. Valamint a szekunder metabolit termeld képességiiket kukoricaszemen

4. Vizsgdljam az izoldtumok és a referencia torzs novekedését kiilonbozo
kukoricahibrideken
Céljaim kozott szerepelt, hogy olyan aflatoxint nem termeld Aspergillus flavust

izoldljak, amely Magyarorszdgon endémikus, megfelelé ellenédlloképességgel

rendelkezik a kiilonbozd stresszhatdsokkal szemben, valamint egyéb ismert szekunder
metabolitot nem termel, €s igy potencialisan alkalmazhaté az aflatoxin szennyezettség
csOkkentésére kukoricdban. Valdszinlileg a toxintermelO képesség elvesztése a gombaban
esetlegesen valamilyen mutdcié eredménye (Adhikari, et al., 2016), viszont fontos
kizarnunk az aflatoxint nem termeld Aspergillus flavus torzs biokontrollként torténd
alkalmazasa el6tt az egyéb toxintermeld képességet, hiszen ez is egészségiigyi kockazatot

jelenthet.

2. Irodalmi attekintés

2.1 Aspergillus genus

Az Aspergillus nevet eldszor 1729-ben irta le Pier Antonio Micheli olasz pap és
bioldgus, aki eldszor kisérelte meg a fonalas gombdk vizsgalatit. Az elnevezés a latin
»aspergere”, azaz szenteltviz szor6 eszkdzbdl szarmazik (Micheli, 1729).

Az Aspergillus nemzetség egy filogenetikailag, morfoldgiai €s €lettani szempontbdl is
diverz csoport, amely jelentds szerepet jitszik a biotechnolégidban, élelmiszeriparban (pl.
rizsitalok, miso, sz6jaszOsz gyartas), példaul a citromsav, hidrolitikus enzimek, illetve a
gyogyszergyartasban alkalmazott anyagok (pl. kojisav, echinocandin, lovasztatin)
termelésével. Az ebbe a nemzetségbe tartoz fajok elsdsorban szaprofita gombdk,
amelyek elhalt novényi részek szerves anyagainak degraddcidjaval jutnak

tdpanyagokhoz, példaul a zsirok, olajok, kitin, keratin, celluléz, hemicelluléz, pektin
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bontédsa révén. Az Aspergillus versicolort azonositottak a Ghirlandaio fresk6bdl szarmazé
izolatumok kozott Olaszorszagban (Ciferri, 1999). Vannak koztiik elsésorban raktari, de
vannak szant6foldi kértevok is, elofordulhatnak kukoricdban, gyapotmagban, olajos
magvakban, szdritott gyiimolcsokben, fliszerekben. Az alacsony pH, alacsony
vizaktivitds, magas cukortartalom nem kedvez a gombanovekedésnek. Kivételt képez ez
alol az Aspergillus glaucus, amely képes tolerdlni az alacsony vizaktivitdst, és sozott,
széritott halban is kimutattdk a jelenlétét (Wheeler et al., 1993). Szamos Aspergillus faj
képes szekunder metabolitok termelésére, amelyek gazdasédgilag jelentds kart okoznak;
ilyenek példaul az aflatoxinok, amelyet az Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus és
az Aspergillus nomius termel, valamint az ochratoxin, amelyet els@sorban az Aspergillus
ochraceus termel.

Az Aspergillus nemzetségbe tartozd penészgombdk nagy része artalmas az emberi,
allati egészségre nézve: egyrészt az d&ltaluk termelt mikotoxinok kéros hatdsiak
(mikotoxikézis), mdasrészt allergids reakcidkat valthatnak ki, valamint lokalis vagy
szisztémas fertozéseket (mikozist) is okozhatnak. A gazdaszervezet pillanatnyi
immunoldgiai allapotatdl fiigg az, hogy a penészgomba altal okozott betegség milyen
sulyossagu lesz.

Az Aspergillus nemzetségbe tartozo fajok besoroldsa, identifikdcidja eddig nagyrészt
fenotipusos markereken alapult, viszont az utobbi évtizedekben ezt mar jelentds részben
kiegészitették a kemotaxondmiai modszerek, amelyek elsdsorban a lipidprofil, fehérjék,
illetve az exometabolitok alapjan torténd identifikdciot tesz lehetové. A DNS
szekvendldsi technika fejlodésével, a DNS szekvencia adatbazisok elérhetdségével a
molekuldris alapu identifikaci6 keriilt elotérbe (Tsang et al., 2018).

Az Aspergillus nemzetség meghatirozo jellemzoje a jellegzetes alaki konidiumtartd,
amelyek mérete, és a fialidok elrendezése (1. dbra) jellegzetes, valamint a spérdk szine is
fontos taxondmiai bélyeg. Emellett kiemelkedd jelentdségli még a fajok azonositdsa
szempontjabol a kleisztotécium, a Hiille sejtek jelenléte, valamint a szklerécium mérete,
alakja is.

Az Aspergillus genus 1Uj taxondOmiai osztdlyozdsa filogenetikai megkozelitést
alkalmaz, kiegészitve fenotipusos, fiziologiai és/ vagy extrolit adatokkal (Houbraken et
al., 2020). Ez alapjdn hat alnemzetséget, azon beliil pedig 27 szekciét (6t ujat)
kiilonithetiink el. A hat alnemzetség a Fumigati, Circumdati, Aspergillus és a Nidulantes,

Cremei, Polypaecilum (Houbraken et al., 2020). A 2011. évi Melbourne-i Nemzetkozi
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Botanikai Kongresszus Nevezéktani Szekcidjdban fogadtdk el, hogy egy gombdnak csak
egy binomidlis, tudomédnyos neve legyen, akkor is, ha a gombanak mind anamorf, mind
teleomorf alakja ismert. A Nemzetkozi Aspergillus és Penicillium Bizottsdg dontése
szerint az Aspergillus név haszndlata kotelezd a teleomorf alakokndl, tobb kisebb genus
esetében is. Frissitették az Aspergillus genus fajainak listdjat is, amelyben 446 faj
szerepelt. A lista tartalmazza MycoBank adatokat, a tipus- és ex-tipus torzs gylijtemény
szamat, az alnemzetség, szekcidk és sorozatok adatait, a reprodukcié médjara vonatkozo
informacidkat, valamint az ITS, a béta tubulin (BenA), kalmodulin (CaM) és RNS
polimerdz II masodik legnagyobb alegység (RPB2) génszekvencidk GenBank adatait
(Houbraken et al., 2020).

1. abra Aspergillus flavus izolatum mikroszképos képe (sajat forrds) Skala: 10 pm.
2.2 Aspergillus fajok szaporodasa

Sok gombafaj képes ivaros (szexudlis) és ivartalan (aszexudlis) szaporoddsra is, és, ha
kedvezdek a kornyezeti feltételek, akkor a vegetativ novekedés és aszexudlis szaporodds
keriil elotérbe, mitotikus sporakat képeznek (anamorf éllapot) (Dyer et al., 1992). Mig
kedvezdtlen feltételek esetén a szexudlis reprodukcié kezdddhet el (teleomorf allapot)
(Dyer et al., 2005). A fonalasgombdk fajai koziil koriilbeliil 20 %-nak nem ismert az
ivaros szaporoddsa. Az ivartalan szaporodds ugyanakkor evoliciés szempontbdl nem
jelent eldnyt az egyedek szdmdra, hiszen nem torténik meiotikus osztédds, DNS

rekombindcié (Dyer et al., 2005; Lee et al., 2010). Az Aspergillus fajok szaporodésa is
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torténhet ivaros, ivartalan és paraszexudlis médon, de a fajok koriilbeliil 64%-ndl nem
ismert a szexudlis szaporodds (Ojeda-Lopez et al., 2018). Ugyanakkor minden
Aspergillus faj termel konidiumokat, aszexudlis spordkat.

Az aszexuadlis reprodukcids ciklusnak két fo szakasza van: a vegetativ novekedés és a
szaporitoképletek fejlodése. A vegetativ novekedési fazis egy konidium csirdzasaval
kezdddik, majd ebbdl fejlddik ki a micélium, aztdn bizonyos sejtek ivartalan
szaporitoképletekké, konidioforokka differencidlodnak (a hifa labszerii sejtté, szarrd és
vezikuldvd, metuldvd, fialiddd majd konidiforrd alakul), ezt pedig a konidiumok
képzddése, érése koveti (Ni et al., 2007). A konidioférok az Aspergillus tajokra jellemz6
szaporitoképletek (Ojeda-Lopez et al., 2018). Az aszexudlis szaporodds eredményeképp
kialakult utédok a sziiloi sejttel azonos genetikai dllomdnnyal rendelkeznek (Adams et
al., 1998).

A paraszexudlis ciklus sordn két hifasejt, amelyek genetikailag kompatibilisek,
egyesiil, a haploid sejtmagok fuzidval heterokarionokat hoznak létre és genetikai
rekombinacié megy végbe. A szomatikus diploidia utdn a paraszexudlis ciklusban nincs
meiozis, mitotikus crossing-over megy végbe a homol6g kromoszémapéarok kozott, majd
a kromoszémaszam-csokkenés random kromoszomavesztéssel, un. haploidizacidval
megy végbe (Pontecorvo, 1956; Casselton et al., 2002). Ez a szaporodds lehetdséget nyujt
genetikai megujuldsra, genetikai rekombinacio révén az ivarosan nem szaporod6 gombak
szamara.

A gombadk specidlis kompatibilitdsi rendszerrel rendelkeznek 6nmaguk felismerésére,
ennek a rendszernek kétféle tipusa létezik: szexudlis kompatibilitas, valamint szomatikus,
vegetativ, heterokarion vagy heterotallikus inkompatibilitds (Dyer et al., 1992; Leslie,
1993). Ezek a rendszerek teszik lehetdvé a gének aramldsit, a nagyobb genetikai
variabilitdst, és nagyobb lehetOséget arra, hogy a fajok képesek legyenek tilélni a valtozé
kornyezeti koriilményeket is (Milgroom, 1996). A heterokarion inkompatibilitas gatolja
az eltéro hifak kozotti anasztomazis 1étrejottét, het lokuszokban 1évo gének segitségével.
Ha a heterokarion inkompatibilis hifadk mégis egyesiilnek vagy gyorsan széttagolodnak,
az igy 1étrejott hifa elpusztul, vagy gatolt lesz a hifa novekedése (Pal et al., 2007; Pel et
al., 2007). Ennek a folyamatnak a funkcidja még nem egészen ismert, vagy a genetikai
egyediség megdrzésében van szerepe (Debets et al., 1998), vagy ezek a het gének az
evoluici6 sordn véletlenszerlien jottek 1étre €s mds funkcidik is vannak (Saupe, 2000),

vagy pedig a szexudlis szaporoddst inicializdljadk (Dyer et al., 1992). Az ivaros
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parosodasnak két alaptipusat kiilonboztetjiilk meg: homotallikusnak nevezziik a gombat,
ha dnmegtermékenyitésre képes, vagyis minden sejtje képes a tenyészet tobbi sejtjével
ivaros parosoddsra. A heterotallikus gombdknal viszont a szexudlis ciklus csak egymdssal
kompatibilis, ellentétes parosodasi tipust képviseld, gaméta jellegli sejtjei kozott mehet
végbe. Az Aspergillus fajok nagy része homotallikus (a homotallikus: heterotallikus
taxonok ardnya koriilbeliil 13:1) (Dyer, 2007; Ojeda-Lopez et al., 2018). Sok Aspergillus
faj pedig nem képes ivaros szaporoddsra (Ojeda-Lopez et al., 2018), pl. Aspergillus
oryzae, Aspergillus niger, ennek ellenére taldltak a genomjukban olyan géneket, amelyek
a szexudlis szaporoddshoz kothetéek. Ez is bizonyitja, hogy az aszexudlis fajok a
szexudlis szaporoddsra képes egyedekbdl szarmaztathatok, a filogenetikai
torzsfaeclemzések kimutattdk, hogy ezekben a fajokban is el6fordult a rekombinacid, csak
a szexudlis szaporodd képességiiket elvesztették (Geiser et al., 1996), az utébbi néhany
évtizedben nem volt megfigyelheté genetikai rekombinécié kozottiik (Watarai et al.,
2019). A szaporodashoz kapcsolodd gének koziil a MAT (mating-type) gének részt
vesznek a meidzis szabdlyozdsdban, a plazmogdmidban, a feromon jelatvitelben, a
szexudlis kompatibilitds kialakitdsdban a heterotallikus gombdkndl (Poggeler, 2002;
Paoletti et al., 2007). Két tipusuk ismeretes: az egyik egy olyan szabédlyozé fehérjét kodol,
amelyben egy high-mobility group (HMG), DNS-ko6t6 domén talalhaté (MAT-2), a masik
pedig egy olyan fehérjét, amelyben egy alfa box domén taldlhat6 (MAT-1) (Turgeon et
al., 2000). A MAT gének részt vesznek a homotallikus gombék ivaros szaporodasaban is,
ezekben a MAT-1 és MAT-2 gén egyarant megtaldlhato kiilonb6z6 kromoszémakon, pl.
Aspergillus nidulans-ban (Paoletti et al., 2007; Kronstad, 2007). A heterotallikus
gombdkndl ezek a MAT gének felelosek a két kiillonbozo tallusz gaméta sejtjeinek
egyesiiléséért, és ezek a gombdk vagy a MAT-1, vagy a MAT-2 gént hordozzdk a
genomjukban (Turgeon et al., 2000) és a szexudlis szaporoddsukhoz sziikség van egy
partnerre, amely hordozza az ellentétes MAT lokuszt pl. Aspergillus fumigatus,
Aspergillus oryzae esetében taldlkozunk ezzel (Galagan et al., 2005).

A szexualis szaporodas a kleisztotécium képzddésével kezdddik. A kleisztotéciumban
két hifa egyesiilésével jon l1étre a dikarion. A dikarion nukledris fizi6ja utdn meidzis majd
posztmeidtikus mit6zis kovetkezik, amely 8 haploid aszkospdrat tartalmazé aszkuszok
kifejlédését eredményezi a kleisztotéciumon beliil. A kleisztotéciumot Hiille sejtek veszik
koriil, amelyek specialis védod funkciot toltenek be. Egy kleisztotécium akar tobb tizezer

aszkosporit is tartalmazhat (Sohn et al., 2002).
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Az Aspergillus flavus egy heterotallikus gomba, amely ivaros stddiuméban
szkler6ciumokat képez (Horn et al., 2014). Ezen szkler6ciumok mérete alapjdn az
Aspergillus flavus torzset két csoportra lehet osztani, vannak az dgynevezett nagy (L)
torzsek, amelyeknél a szklerécium atmérdje nagyobb, mint 400 um, és vannak a kicsi (S)
torzsek, amelyeknél a szkler6cium mérete kisebb, mint 400 pm és &ltaldban tobb
szkler6ciumot képeznek, mint az eld6zd tipus (Cotty, 1989). A szkleréciumok a
kedvezotlen kornyezeti feltételekkel szemben ellenalld strukturdk (Coley-Smith et al.,
1971). Laboratériumban tortént, eltéré MAT gént hordozé egyedek keresztezddésekor a
szkler6ciumban aszkosporat tartalmazé aszkokarpok jottek l1étre (Carbone et al., 2007;
Horn et al., 2009; Moore et al., 2009; Olarte et al., 2012). A szexudlis reprodukci6 okozta
genetikai variabilitds az aflatoxin termelésért felelds géneket is érinti, igy johet 1étre
magas genetikai sokféleség az Aspergillus flavus populdcidkban, és az aflatoxin termeld

egyedektdl elvalhatnak a nem termeldk (Horn et al., 1996, 1999).

2.3 Fonalas gombak szekunder metabolit képzése

A fonalas gomba szekunder metabolitok olyan vegyiiletek csoportja, amelyek nem
sziikségesek a gomba novekedéséhez, életbenmaraddsahoz, de hozzdjarulnak a gomba
természetes kornyezetéhez vald alkalmazkodasdhoz. Szamos vegyiilet ezek koziil igen
fontos szerepet tolt be az életiinkben (Georgianna et al., 2009). Ezek kozott vannak
gyogyaszatban haszndlt antibiotikumok (pl. penicillin), immunszupressziv szerek (pl.
ciklosporin A), koleszterin bioszintézist szabdlyozdk (pl. lovasztatin), tumorellenes
szerek (pl. taxol), gombdk altal termelt pigmentek, tobbszorosen telitetlen zsirsavak
(Adrio et al., 2003). A fonalas gombdk szekunder metabolit termelésért felelés gének
gyakran csoportosulnak kiilonb6z6 méretii génklaszterbe. Az olyan egyszeru szénforrds
jelenléte, mint példdul a gliik6z, kedvez a gyors vegetativ novekedésnek, viszont a
szekunder metabolit termel6désének dltaldban nem, mig az oligo-, és poliszacharidok,
esetleg az olajok eldsegithetik a masodlagos anyagcseretermékek képzodését (Davis et
al., 1968).

A mikotoxinok csoportja szintén a penészgombdk daltal termelt mésodlagos
metabolitok, de hatdsukat tekintve mérgezok az dllati, vagy emberi szervezetre. A
mikotoxinokat 1962-ben fedezték fel, amikor tobb mint 100 000 pulyka pusztult el
Anglidban, az aflatoxinnal szennyezett foldimogyord tartalmi tdp kovetkeztében

(Wannop, 1961).
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A szekunder metabolitok dltaldban kis molekulatomegiliek (kisebb a tomegiik, mint
1000 Dalton), és kémiailag dsszetettebb szerkezetliek. Igen ellenallok, példaul a gyomor
savas pH-jdval, és magas hOmérséklettel szemben, ezért toxikus hatdsuk megmarad mind
az 4llati, mind az emberi szervezetben. Toxicitdsuk lehet akut vagy krénikus. Osszesen
tobb mint 300 mikotoxint sikeriilt eddig azonositani, amelyet tobb mint 100 penészgomba
termel. A mikotoxinok koziill hatot nevezhetink a legjelentdsebbnek és
legveszélyesebbnek az egészségre nézve az éElelmiszerekben, takarmdnyokban
eléforduldk koziil: aflatoxinok, trichotecének, zearalenon, fumonizinek, patulin,
ochratoxinok. Ezeket foleg Aspergillus, Fusarium valamint Penicillium fajok termelnek
(Alshannaq et al., 2017). A FAO (The Food and Agriculture Organization) becslése
alapjan a mezdgazdasagi termékek koriilbeliil 25 %-a mikotoxinokkal szennyezett, ami

komoly gazdaségi €s egészségiigyi kockazatot jelent (Wu, 2007).

2.3.1 Trichotecének

A trichotecének koriilbeliil 150 tipusat azonositottak, ezek koziil a legismertebb €s a
legkevésbé mérgezd a deoxinivalenol (DON) (Yazar et al., 2008; Marin et al., 2013).
Els6sorban a Fusarium graminearum és a Fusarium culmorum termeli ezeket a toxinokat,
de Trichoderma, Trichothecium, Myrothecium, Stachybotrys, Acremonium fajok is
képesek elddllitani (Bottalico et al., 2002). Foként szant6foldon termelddik ez a
toxintipus, és jorészt gabonafélékben fordul el6 (buza, arpa, zab, rozs, kukorica, rizs), de
fellelhetd még szdjababban, burgonyédban, olajos magvakban, és bandnban is (Bennett et
al., 2003). A trichotecének behatolnak a sejtmembran kettds lipidrétegébe, gatoljdk a
riboszomadlis fehérjeszintézist €s ezaltal megszakad a DNS, RNS szintézis folyamata is
(Richard, 2007). Embereknél a DON hasi fajdalmat, émelygést, hanyast, hasmenést,
fejfajast, szédiilést és lazat okoz (Sobrova et al., 2010). Allatoknal lassii novekedést, a
szarvasmarhdkndl a tejtermelés csokkenését, mig tojotydkokndl a tojdshozam
csokkenését, bélvérzést, csokkent immunvalaszt okoz (Pestka, 2007).

2.3.2 Zearalenon

A zearalenon egy foként a Fusarium graminearum és Fusarium semitectum 4altal
termelt Osztrogén hatdsi mikotoxin (Bhatnagar et al., 2002). Foként kukoricdban,
blizdban, arpdban, rozsban, zabban fordul elé és foként DON toxin mellett kiséroként,

mig aflatoxin szennyez0dés mellett ritkabb (Hussein et al., 2001; Yazar et al., 2008). A
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zearalenon kompetitiven kotddik az 6sztrogén receptorokhoz, ez medddséget okoz a
szarvasmarhdkban, sertésekben, nyulakban. Szarvasmarhdban a zearalenon csokkent
tejtermeléshez vezet, sertéseknél petefészek atrofiat, gyenge, deformalédott malacokat

eredményez (Kallela et al., 1984; Kowalska et al., 2016).

2.3.3 Fumonizinek

A fumonizineket 1988-ban fedezték fel kukoricaban (Bennett et al., 2003). Els0sorban
a Fusarium verticilloides és Fusarium proliferatum éltal termelddnek, de az Aspergillus
niger és az Aspergillus welwitschiae is képes fumonizin B2 és més fumonizin tipusu
vegyiiletek szintetizdldsara (Samson et al., 2007). A fumonizinek négy csoportra
oszthatok (A, B, C és P). Szdmos fumonizin toxint azonositottak eddig, de a fumonizin B
csoportba tartoz6 fumonizin B1 fordul el6 leggyakrabban az élelmiszerekben és a
takarmanyokban (Rheeder et al., 2002; Dall’ Asta et al., 2016). FOként a kukoricdban
fordul eld, de kimutattdk mér drpaban, biizdban, cirokban, szdjababban, fiigében, fekete
tedban, és gyogynovényekben is (Sweeney et al., 1998; Bennett et al., 2003).
Szerkezetileg a fumonizin a szfinganinhoz hasonlé. A fumonizin B1 blokkolja a
szfingolipidek bioszintézisét, fOként a m4jat, vesét kdrositja, nyeldcsordkot, valamint a
szovetek apoptdzisat is okozhatja (Yazar et al., 2008). Hidrofil jellege miatt a tejbe nem
valasztédik ki, valamint nem halmozdédik fel nagymértékben a szovetekben sem (Richard,

2007).

2.3.4 Aspergillus szekunder metabolitok
2.3.4.1 Patulin

A patulint foként a Penicillium expansum, Aspergillus tajok (Aspergillus clavatus,
Aspergillus giganteus, Aspergillus terreus), valamint Byssochlamys fajok termelik,
elsOsorban magas vizaktivitdsi termékekben, gylimolcsokben, gyiimolcslevekben,
z0ldségekben eléfordulé mikotoxin (Harrison, 1989; Moake et al., 2005; Yang et al.,
2014). Antibiotikus hatdsu, de emberre nézve toxikus, hanyéast, hdnyingert, fekélyesedést,

vérzést is okozhat (Puel et al., 2010). A patulin alacsony pH-n stabilabb mikotoxin.
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2.3.4.2 Ochratoxinok

A hiivosebb, mérsékelt éghajlatot kedveld Penicillium verrucosum, valamint a forro,
tropusi éghajlatot kedveld Aspergillus ochraceus termeli ezt a szekunder metabolitot. A
legfontosabb toxin ebben a csoportban az ochratoxin A (Bennett et al., 2003; Duarte et
al.,, 2010; Scudamore, 2005). Az ochratoxin A széles korben elterjedt mikotoxin a
mezOgazdasigi termékekben, eléfordul példaul kukoricdban, bizaban, drpaban, zabban,
rizsben, rozsban, vegyes takarmanyokban, babban, borséban, kdvéban, de a borban,
sz0l101ében, szaritott gylimolcsokben is (Magnoli et al., 2007). Ezenkiviil az éllati eredetli
termékekben pl. hisban, tejben is megjelenhet (Stoev, 2013). Az ochratoxin A magas
hokezeléssel, savas pH-val szemben is ellendlld. Akut nefrotoxikus, hepatotoxikus hatdsa
van, ezenkiviil teratogén, neurotoxikus, genotoxikus, nefropatiat, veserdkot okozhat (Pitt,
2000; Mantle, 2002). Mivel zsirban oldddik, felhalmozodik az allatok husdban, és
szerkezetileg hasonlit a fenilalaninhoz, emiatt képes a fehérjeszintézist is gétolni a
vesében és a mdjban, illetve gétolja az RNS-, DNS-szintézist is (Zanic-Grubisi¢, 2000;

Stoev et al., 2002).

2.3.4.3 Sterigmatocisztin

Az aflatoxin bioszintézis prekurzordnak tekinthetd poliketid tipust vegyiilet; szintén
rakkelté hatdsd, foként a mdjra és a vesére nézve, viszont akut és krénikus toxicitdsa
jelentdsen elmarad az aflatoxinokétdl. Néhany Aspergillus faj csak sterigmatocisztint
termel, ezek fOként a Nidulantes és az Ochraceo-rosei szekciokba tartoznak (Varga et al.,
2010, 2015; Rank et al., 2011), mig masok képesek sterigmatocisztin és aflatoxin
képzésére is, ilyen pl. az Aspergillus togoensis, amely az Aspergillus nemzetség Flavi
szekcigjaba tartozik (Rank et al., 2011), ebbe a szekcidba tartozé tobbi faj a
sterigmatocisztint képes atalakitani 3-metil-sterigmatocisztinné, majd aflatoxin B1-é
(Rank et al., 2011). A legjelentdsebb sterigmatocisztin termeld faj az Aspergillus
versicolor, amely magasabb vizaktivitadsu kornyezetben, élelmiszerben, gabondban képes
toxintermelésre (Samson et al., 2010). Madas nemzetségeknél is lefrtak mér
sterigmatocisztin termelést, ilyen példaul az Aschersonia, Bipolaris, Botryotrichum,

Chaetomium, Humicola, Moelleriella, Monicillium egyes fajai (Rank et al., 2011).
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2.3.4.4 Ciklopiazonsav és egyéb Aspergillus toxinok

1968-ban fedezték fel, azéta koriilbeliil 30 CPA-tipusid vegyiiletet azonositottak
Penicillium, illetve Aspergillus tenyészetekben (Holzapfel, 1968). A ciklopiazonsav
(CPA) szerkezetét tekintve egy indol tetraminsav, amit foként a Penicillium fajok
termelnek, az Aspergillus-ok kozil pedig az Aspergillus flavus, Aspergillus
minisclerotigenes, Aspergillus oryzae, Aspergillus pseudocaelatus, Aspergillus
parvisclerotigenus, Aspergillus tamarii, Aspergillus pseudotamarii, Aspergillus
bertholletius, Aspergillus versicolor, Aspergillus lentulus, Aspergillus fumisynnematus
képes CPA bioszintézisére (Varga et al., 2011). A CPA nem tekinthetd akut hatasu
mikotoxinnak, de megvaltoztatja a normdl intracelluldris kalciumaramlast, a
kalciumfelvételhez nélkiilozhetetlen szarkoplazmatikus vagy endoplazmatikus retikulum
kalciumfiiggd ATP-4z specifikus gatlasan keresztiil, igy sejtkarosoddshoz és sejthalalhoz
vezet. FO célszervei a vazizomzat, mdj, 1ép, de kimutattak méir a hasnyilmirigyben,
gyomor-béltraktusban, szivben, vesében is a koros elvéltozdsokat, illetve neurolégiai
tiineket is a hatdsdra. Embereknél elsdsorban hanyingert, hdnyast, depresszidt,
eszméletvesztést okoz. Gabonafélékben, diéfélékben, sajtban, huskészitményekben,
tejben, tojasban irtak le eddig CPA szennyezettséget (Uka et al., 2017). Szerkezetiiket
tekintve vannak koztiik indol szdrmazékok, példaul a-CPA, iso - a-CPA, B-CPA, a-CPA
imin; speradinok példaul 2-oxo-CPA, speradine A, B, C, D, E, F, H, I; aspergillinek,
példaul aspergilline A, B, C, D, E; illetve ciklopiamidok, példaul ciklopiamid A, B, C, D,
E, F, G, H, J (2. 4bra). Ezek hatésait gyakran elfedik a tobbi mikotoxin kéros hatdsai,
ezért kevésbé vizsgéltak (Lee et al., 1991). Az a-CPA, a 2-0xoCPA és a speradin A
esetében a szarkoplazmatikus retikulum kalciumion intracellularis d&ramldsara gyakorolt
blokkolé hatdst mar leirtdk, viszont a tobbi CPA-tipusi metabolit toxikologiai hatdsai
még nem ismertek, ezenkiviil ezek el6forduldsirdl az élelmiszerekben, takarmdnyokban

nincsenek adatok (Burdock et al., 2000; Tsuda et al., 2003; Uka et al., 2017).
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OXINDOLE DERIVATIVES (SPERADINES)
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3. abra: Speradine tipusu vegyiiletek szerkezete (Uka et al., 2017)

2.4 Aflatoxinok

Az aflatoxinokat 1960-as években fedezték fel, amikor Anglidban tobb mint szazezer
pulyka elpusztult az un. pulyka-X-kérban. R4jottek, hogy ezért a pulyka takarmanyaban
1év0, aflatoxint tartalmazé foldimogyoré a felelés (Wannop, 1961). Az aflatoxin
elnevezésben az ,,a” az Aspergillus, a ,.fla” a flavus, mig a ,,toxin” a toxikussagra utal.

Az aflatoxinokat elsdsorban az Aspergillus flavus €s Aspergillus parasiticus termeli
(Mayer et al., 2003; Schmidt-Heydt et al., 2008), de mas Aspergillus és Rhizopus fajok
esetében is kimutattdk ennek a mikotoxinnak a termel6dését (Erdogan, 2004; Cary et al.,
2005; Varga et al., 2009). A gomba toxintermelésének feltétele a 36-38 °C hdmérséklet
és a minimum 85 %-os pdratartalom (Diener et al., 1987), igy eddig elsOsorban a
melegebb, nedvesebb éghajlaton volt jellemz6 a toxin szennyezettség pl. Afrikaban,
Indidban, de sajnos a klimavdltozds hatdsdra mar egyre tobb orszdgban, koztik
Magyarorszdgon is megjelent ez a penészgomba, és az dltala termelt toxin. 1974-ben 100
ember halt meg aflatoxin mérgezésben Indidban, mig 2004-ben Kenydban 125 ember
halalét okozta az aflatoxin tartalmu élelmiszer elfogyasztdsa kovetkeztében kialakult akut
aflatoxikézis (Probst et al., 2007). Az aflatoxinok UV-fényben kék vagy zold
fluoreszcencidt mutatnak, és ez alapjan tortént a kiillonbozd aflatoxin csoportok
elkiilonitése és elnevezése is. Igy megkiilonboztetiink kék (blue) szini aflatoxin B1 és B2

(4. 4bra), valamint zold (green) aflatoxin G1 és G2 csoportokat. Ezek a csoportok
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szerkezetiikben eltérnek egymadstdl, a B-csoport ciklopentan gytiriit, a G csoport pedig
lakton gytirit tartalmaz (Gourama et al., 1995). Foként gabonafélékben, olajos
magvakban, fliszerekben, széritott gyiimolcsokben, gyapotmagban, tejben, sorben
fordulnak eld. Az aflatoxin M1 és M2 az aflatoxin Bl és B2 toxinok hidroxildlt
metabolitja, amelyek leginkdbb a tejb6l mutathatok ki. Az aflatoxinok koziil az aflatoxin
B1 az élelmiszerekben és a takarmdnyokban leggyakrabban el6forduld toxin, és ez a
legtoxikusabb. Az aflatoxin B1-bdl biotranszformacié eredményeképpen epoxid jon
l1étre, amely kovalens kolcsonhatdsba képes 1épni a DNS-ben, RNS-ben, proteinekben
1évo nukleofil helyekkel, igy képes kifejteni mutagén, teratogén, karcinogén hatdsat
(Oliveira et al., 1997). Az aflatoxin B1 els6sorban a majban okoz rékos elvéltozdsokat.
Osszefiiggést fedeztek fel a hepatitisz B és C, valamint az aflatoxinnak val6 kitettség
kozott, a kettd egyiittes el6forduldsa noveli a majrak kialakuldsanak kockazatat (Williams

et al., 2004).

4. abra: Aflatoxin B1 kémiai szerkezete

(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/186907#section=2D-Structure)

2.5 Mikotoxinok kimutatasa

A toxintartalom meghatdrozasanak elso 1épése az extrakcid, amely torténhet kiilonféle
szerves olddszerekkel, mint példaul metanol, acetonitril, etanol, aceton, illetve
immunaffin oszlop kromatografidval, amelyben a toxin specifikusan és reverzibilisen
kotédik a megfeleld antitesthez. Kezdetben vékonyréteg kromatografidas modszerekkel
detektaltak a kiilonboz6 toxinokat, de ma mar szamos moédszer rendelkezésre all a toxinok
kimutatasdra. A vékonyréteg kromatografidas modszer eldnye, hogy egyszerre tobbféle
toxin is kimutathat6, érzékeny, viszont kevésbé pontos médszer (Papp et al., 2002; Wacoo
et al., 2014). Az aflatoxinok kvalitativ és kvantitativ kimutatdsara legmegbizhatébb és
legpontosabb kémiai-analitikai médszer a nagynyomadsui-folyadékkromatografia (HPLC).

Ezen kiviil széles korben alkalmazzdk az antitest alapi kimutatdsi mddszereket (pl.
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ELISA). ELISA-val torténé aflatoxin mérés egyszeriibb, olcsébb, gyorsabb, viszont a
HPLC-vel specifikusabb, érzékenyebb, de szignifikans kiilonbséget nem mutattak ki a
mérések kozott (tej- és takarmanymintdk vizsgélata alapjan). Mindkét médszer pontos,
érzékeny, reprodukdlhaté és a HPLC alkalmas alacsony koncentracié kimutatdséra is

(Pirestani et al., 2011; Traistaru et al., 2012).

2.6 Az aflatoxin bioszintézisének genetikai szabalyozasa

A mdsodlagos anyagcseretermékek bioszintézisét lehetdvé tevd gének gyakran egy
génklaszterbe csoportosulnak. Az Aspergillus flavusban kb. 40 szekunder metabolit
termelésért felelds génklaszter van (Keller et al., 2005) és a legtobb klaszter eddig még
ismeretlen metabolitok szintézisében vesz részt. Az Aspergillus nidulansban a 60 kbp
méretll sterigmatocisztin bioszintézis génklaszter 25 génterméket €s legalabb 21
enzimatikus lépést kédol (Brown et al., 1991; Yu et al., 2004b). Az Aspergillus flavusban
€s az Aspergillus parasiticusban az aflatoxin bioszintézist szabdlyozé génklaszter 75 kbp
méretll (Yu et al., 2004a, 2004b) (5. dbra) és a harmadik kromoszéma telomer régidjanak
kozelében helyezkedik el (Chang et al., 1993; Woloshuk et al., 1994; Payne et al., 2006;
Yu et al., 2004a; 2004b).

5. abra Aflatoxin képz6dést szabalyozé génklaszter Aspergillus flavusban (Yu, 2012). Az dbra

fels6 sordban a gének régi elnevezései vannak feltiintetve. A nyilak jelzik a géntranszkripci6

irdnyat.

Az aflatoxinok poliketid tipusu vegyiiletek, amelyek tobb aromds gyliribdl 4llnak.
TermelOdésiikért a poliketid szintdz A (PKS A) megaszintdz felel0s, ami hat enzimet
tartalmaz. Elsoként a 7 db malonil-koenzim A és egy hexanoil-csoport egyesiil egy 20
szénatomos intermedierré, norsolorinsavvd. Majd ebbdl tobb 1€pés sordn

sterigmatocisztin, végiil aflatoxin B1 keletkezik, amely B2-vé alakulhat, vagy pedig az
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B1-bdl G1, majd G2 keletkezik (Ames et al., 2009). A poliketid szintdz gén (pksA)
expresszigjara az AfIR transzkripciés faktor, a BrlA (aszexudlis fejlodést regulald
transzkripcids faktor), a CreA (szén katabolit represszor) és a PacC (pH-fiiggd regulacids
transzkripciés faktor) hat (Chang et al., 1995; Ehrlich et al., 2003; Pusztahelyi et al.,
2013). Az afIR gén egy szekvencia specifikus DNS kotd két-magvu cink fehérjét kodol.
A legtobb aflatoxin bioszintézisben résztvevo struktirgén transzkripciods aktivacidjahoz
sziikséges (Payne et al., 1993; Woloshuk et al., 1994; Chang et al., 1993, 1995; Yu et al.,
1996; Flaherty et al., 1997; Ehrlich et al., 1998; Price et al., 2006). Az Aspergillus
fumigatusban és az Aspergillus nidulansban is megvan az aflR gén, de ezek
génszekvencidja eltérd (Carbone et al., 2007). Az Aspergillus flavus aflatoxin
génklaszterében hat gén expresszidja fiiggetlen az AfIR szabdlyozasitdl (Georgianna et
al., 2009). Az afIR gén mellett elhelyezkedd aflS gén szintén részt vesz az aflatoxin
bioszintézis szabdlyozdsdban, bar az ebben betoltott pontos funkcidja még nem teljesen
tisztazott. Annyit bebizonyitottak, hogy az aflS$ fokozza az aflatoxin bioszintézis korai és
kozépso szakaszaban részt vevo gének transzkipcidjat (Georgianna et al., 2009). Fonalas
gombdkban szoros Osszefiiggés van a masodlagos anyagcsere és a differencidlédas
kozott. A szigndl transzdukcidés  udtvonalak  egyiittesen  szabdlyozzdk a
sterigmatocisztin/aflatoxin szintézist és a konidium képzodést. Ennek az ttvonalnak
szerves részét képezik a sejtmembranban taldlhaté receptorok, amelyek érzékelik az
extracelluldris jeleket, mint példaul fény, ionok, cukrok, aminosavak, polipeptidek,
zsirsavak, szteroidok jelenléte (Pierce et al., 2002). A GPCR receptorok altal kozvetitett
extracellularis jelek révén aktivdlodnak a G proteinek, amelyek GTP-t kot6 fehérjék. A
G-protein jelatvitel a G potein/cAMP (ciklikus AMP)/PKA (protein kindz A) szignal
transzdukcids utvonalon keresztiil koti 0ssze a sterigmatocisztin/aflatoxin bioszintézis
szabdlyozdsat és az aszexudlis sporulaciot az Aspergillusokban. A heterotrimer G protein
a alegységét a fadA kodolja (Yu et al., 1996). A FadA fehérje aktivacidjdval gatolt lesz a
sterigmatocisztin képzddés ¢€s az ivartalan konidium képzddés az Aspergillus
nidulansban, mig az Aspergillus flavusban, illetve Aspergillus parasiticusban pedig az
aflatoxin €s a CPA bioszintézist gatolja (Hicks et al., 1997; McDonald et al., 2004). A
FadA GTP hatdséra aktivalodik és igy aktivélja az adenilat cikldz enzimet, ami hatdsara
cAMP keletkezik, és ez szabdlyozza a PkaA-t, ami viszont gitolja az afIR aktivitdsat
(Hicks et al.,1997). Az FIbA G-protein reguldtor fehérje gitolja a FadA-GTP

keletkezését, €s ezadltal kozvetett mddon gétolja a PkaA-t (Yu et al., 1996; Hicks et al.,
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1997; Shimizu et al., 2001); ugyanakkor az FIbA az aflR-t PkaA és cAMP jelenlététdl
fiiggetleniil is szabdlyozza (Shimizu et al., 2003). A PkaA az aflR gén expreszszidjat
negativ transzkripcidés szabdlyozdssal, az AfIR fehérjét pedig foszforilacios
poszttranszkripcids szabdlyozdssal inaktivdlja (Shimizu et al., 2001; Shimizu et al.,
2003). A PkaA esetében sem az alacsony, sem a magas expresszios szint nem kedvez az
aflatoxin termelésének (Shimizu et al., 2003). Viszont a FluG fehérje az FIbA
kozvetitésével stimuldlja a sterigmatocisztin termelést, sziikséges a konidium
képzddésben is, és kozvetett modon gétolja a vegetativ novekedést (Lee et al., 1994a, b,
1996; Hicks et al., 1997; D'Souza et al., 2001). A BrlA szintén befolyésolja az aflatoxin
képzddést, illetve eldsegiti a konidiumképzddést (Ehrlich et al., 2003). A VeA (6. abra)
szamos szabdlyozdsban részt vevd gén transzkripcidjat befolydsolja (pl. briA, afIR) és a
LaeA aktivacidja segitségével szabdlyozza az aflatoxin bioszintézist (Kato et al., 2003;
Calvo, 2008), ugyanakkor a szexudlis szaporodast is irdnyitja (Kato et al., 2003). A LacA
egy protein metiltranszferdz, amely kiemelkedd jelentdségli, de nem nélkiilozhetetlen a
szekunder metabolit képzddéséhez. A szabdlyozds pontos mechanizmusa még nem
ismert, valdsziniileg a kromatin dllomény atrendez0désén keresztiil fejti ki hatasat (Zhang
et al.,, 2004; Yu et al., 2005; Bok et al., 2006). A VeA kolcsonhatasban van a
fitokromokkal, amelyek érzékelik a fényt: az Aspergillus nidulansban a kék fény
stimuldlja, a voros €s fehér fény pedig gétolja a mikotoxin bioszintézist (Purschwitz et
al., 2008). A LaeA, VeA és VelB kolcsonhatdsok szabdlyozzdk a fejlodést, a
szkler6ciumok kialakuldsat és a masodlagos anyagcseretermékek képzodését (Atoui et
al., 2010). A LaeA stimulalja az afIR génexpresszidjat, ugyanakkor a PkaA és az AfIR
negativan, a VeA pedig pozitivan szabalyozza a LaeA expresszidjat (Bok et al., 2006;
Cary et al., 2007; Roze et al., 2007; Bayram et al., 2008).

Szamos kornyezeti tényezd befolydsolja az aflatoxin bioszintézisét, ilyen példaul a
homérséklet (O'Brian et al., 2007), fény, pH, szénforrds, nitrogén forrds (Calvo et al.,
2002; Price et al., 2005). Az egyszerti cukrok (Davis et al., 1968) és az acetat stimuléljak
(Shantha et al., 1981), a trikarbonsav ciklus intermedierjei pedig gatoljdk az aflatoxin
képzodését (Buchanan et al., 1977; Shantha et al., 1981). Ugyanakkor a szénforras nem
szabdlyozza specifikusan az aflatoxin bioszintézis utvonal génjeit, vagy a prekurzorok
révén, vagy a cAMP jelatviteli utvonalon keresztiil befolyasoljak az aflatoxin szintézisét

(Georgianna et al., 2009).
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AFIST

6. abra A ST/AF szabalyozasahoz kapcsolddo szigndl transzdukcids szabédlyozo ttvonalak

(Kovics et al., 2014)

A nitrogénformdk koziil a nitrdt gitolja az aflatoxin képzddését, az aflS gének
expresszidjat noveli, a tobbi aflatoxin szintézisben részt vevd gének expresszidjat
csOkkenti (Price et al., 2005). Viszont a tényleges aflatoxin szintézist egy madsik, az
aflatoxin szintézisen kiviili itvonal géitolja, ami az egyik hipotézis szerint a nitrat okozta
redoxpotencidl valtozassal hozhat6 6sszefiiggésbe, ez befolydsolja a poliketid szintézis
prekurzordnak keletkezését, a mannit dehidrogendz aktivitdsanak novelése révén
(Niehaus et al., 1989).

A savas pH kedvez az aflatoxin szintézisnek, a PacC transzkripcids faktor révén,
amelynek a kotéhelye az aflR prométerében taldlhatd, mig a ligos pH aflatoxin
szintézisre gyakorolt gitlé hatdsa a pkA-n keresztiil valosul meg (Tilburn et al., 1995,
Ehrlich et al., 1999, Shimizu et al., 2003; Shimizu et al., 2001).

A réz, vas, cink keveréke noveli az 6sszes RNS mennyiségét, a biomasszat, az aflP, az
aflH transzkripciot és az aflatoxin szintézisét (Cuero et al., 2003, 2005). A hémérséklet
hatdsa az aflatoxin szintézisre reverzibilis, a szintézishez sziikséges optimadlis

homérséklet folott az aflatoxin génklaszter génjei represszalddnak, kivéve az afIR-t és
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aflS-t, amelyeknek a szintje egy alland6 értéken marad (O’ Brian et al., 2007), viszont az
AfIR fehérje szintje sokkal alacsonyabb magasabb hdmérsékleten, ami az aflatoxin
génklaszter génjeinek transzkripcids gdtlasdval, valamint a fehérjék inaktivdlasaval
magyardzhat6 (Liu et al., 1998).

A sejtek antioxidans rendszeriikkel védekeznek a reaktiv oxigén gyokok ellen,
amelyek képesek a DNS-sel, fehérjékkel és a lipidekkel rekacidba 1épni, és karositani
azok funkciéit. Amikor megsziinik az egyensily az antioxiddnsok és a reaktiv oxigén
gyokok szintje kozott oxidativ stressz 1€p fel (Apel et al., 2004). Az oxidativ stressz
stimuldlja az aflatoxin szintézist, mig az antioxiddnsok, mint példdul a galluszsav
kedvezdtleniil befolyasolja az aflatoxin képzddését, az afiM és aflD gének gatldsa révén
(Jayashree et al., 2000; Mahoney et al., 2004; Reverberi et al., 2008). Az oxidativ stressz
aflatoxin képzddésre gyakorolt hatdsdaban fontos szerepe van a szuperoxid-dizmutaznak,
amely a szuperoxidot hidrogén-peroxiddd és vizzé alakuldsat katalizdlja, és szintén
gdtolja az aflatoxin keletkezését (Furukawa et al., 2019).

A lipidszintézis korreldl az aflatoxin termeléssel, hiszen az els6 1épésben acetil-
koenzim A keletkezik, ami sziikséges a sterigmatocisztin és 1igy az aflatoxin
képzddéséhez (Dutton, 1988). Az oxilipinek olyan szigndl molekuldk, amelyek
zsirsavakbol szarmaztathatdk, €s fontos szerepiik van a fejlodés, a patogén folyamatok,
valamint a szekunder metabolitok termelésének szabdlyozdsdban (Tsitsigiannis et al.,
2006, 2007). A zsirsav oxigenazokat kodold gének (ppoA, ppoB, ppoC) hatdssal vannak
a brlA és veA gének expresszidjara, a veA gén szabdlyozza az aszexudlis szaporodast
befolydsol6 briA gént is, amely hatast lehetséges, hogy az oxilipineken keresztiil fejti ki
(Tsitsigiannis et al., 2005; Calvo, 2008). A ppo gének aflR-re gyakorolt hatdsuk
kifejthetik a PKA-n, vagy G-fehérje altal kozvetitett itvonalon keresztiil (Tsitsigiannis et
al., 2006).

2.7 Szantofoldi mikotoxintermelés kontrollja

A penészgombdk vagy a szant6foldon fertdzik meg a novényeket, vagy a tarolds sordn
szaporodnak el rajtuk, igy elkiilonithetiink szant6foldi €s raktdri penészeket (Glenn,
2007). A szant6foldi penészek elterjedésének a megakaddlyozésdra és igy a toxintermelés

megeldzésére szamos lehetdség all rendelkezésre.
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2.7.1 Agrotechnikai kontroll

A vetés idejét célszerl helyesen megvalasztani, hogy a virdgzas, a termésképzddés, és
az érés ne aszalyos, vagy id0jardsi szempontbdl kritikus idészakra essen. Ez a
gyakorlatban sajnos nehezen megvaldsithatd, hiszen az iddjardsi szempontbdl kritikus
1ddszakot nehéz eldére megjdsolni, valamint minden novényfaj rendelkezik egy vetési ido
optimummal. A kukoricaszemek fert6z6dése gombdval elsOsorban a szemek érése elott
kovetkezik be szant6foldi koriilmények kozott (Dolezal et al., 2014). A novény gombdéval
valo fertdzottségének kedvez a pards, kevésbé forré idojards, viszont az
aflatoxintermeléshez a forrd, szdraz idO6szak sziikséges. A korai és megfeleld
novénystriséggel torténd vetés, kordbbi betakaritds is csokkenti a képz6dd aflatoxin
mennyiségét (Munkvold, 2003).

Megfeleld ellendllé képességtli hibrideket kell alkalmazni a vetés soran. A megfeleld
ellenalloképességii hibridek 1étrehozasa elég nehéz feladat, hiszen a névénynek megfeleld
terméshozamot kell produkdlnia, valamint nemcsak az Aspergillus flavus-szal szemben
kell nagy ellendlloképességgel birnia, hanem mas toxinogén gomba fajokkal szemben,
illetve a kiillonbozd szélsdséges kornyezeti hatdsokkal szemben is. A toxin
szennyezettség, valamint a fert6zottség mértéke kozott egyértelmil korreldcio figyelhetd
meg, viszont a rezisztencia mértéke a toxintermeléssel és a fert6zottséggel nem minden
esetben mutat ilyen egyértelmii 6sszefiiggést (Mesterhdzy et al., 2012; Szabé et al., 2018).
A természetes penészgomba fertdzés nem elegendd a nem megfeleld ellenalloképességii
hibridek szelektdldsara (Szabé et al., 2018), ezért mesterséges fertdzést kell alkalmazni,
hogy megfeleld rezisztencidju hibrideket tudjunk tesztelni. Illetve ezek genotipusos és
fenotipusos jellemzoéit is vizsgdlni kell, hiszen ezek Osszefiiggenek a novény
rezisztencidjaval. Ezek alapjan a kukorica hibrideket alacsony, kozepes és magas
kockézatd csoportba osztjdk (Szab6é et al., 2018). A rezisztencia a kukoricdban
poligénikus, genetikailag stabil, viszont a gének expresszidja a kiilonbozd kornyezeti
hatdsokra véltozhat. Igy vannak olyan hibridek, amelyeken az aflatoxintermelés szamdra
kedvez0 idOszakban kevesebb toxint termelddik, mint a kedvezotlen idoszakban. Ezért a
rezisztens hibridek kifejlesztése, vizsgdlata még tovédbbi kutatdsokat igényel. Egyes
vizsgalatok kimutattdk, hogy az érzékeny kukoricahibridekben az Aspergillus flavus 4ltali
kolonizécié tobb kukoricagént indukél, mint a rezisztens hibridekben (Luo et al., 2011).
Ezek a gének résztvesznek a gazdaszervezet védekezési mechanizmusdban. A fert6zés

hatdsara példaul csokken a kukoricdban a keményitOszintézis, az invertdz enzim
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megnovekedett transzkripcidéja révén hexdézok mobilizdlédnak a novény védekezési
utvonalaiba (Dolezal et al., 2014), ezaltal megvaltozik a mag endospermiumanak
szerkezete is. Viszont annak ellenére, hogy ezek a mechanizmusok a novény védekezd
mechanizmusdnak részei, eldsegitik a gomba kolonizécidjat, azéltal, hogy kedvezd
koriilményeket biztositanak szdmukra a szaporodashoz. Példaul, ha a hex6zok nagyobb
koncentracioban vannak jelen, né a novény érzékenysége a fertdzottséggel szemben, és
tobb aflatoxin képzOdhet (Dolezal et al., 2014). A novények képesek tin. PR fehérjéket
termelni, amelyek produkcidjat a gazdanovényben a patogén fertdz€s indukalja (Luo et
al.,, 2011). A novényi hidrolitikus enzimek, mint pl. B-1,3-gliikandzok és kitindzok
hatékonyak a gombafertdzések elleni védekezésben, hiszen képesek a gomba sejtfalanak
degradicidjara (Dolezal et al., 2014), valamint lizozim aktivitdssal rendelkeznek és
hatékonyan megakaddlyozzdk a micéliumok fejlodését is (Collinge et al., 1987). A
toxinogén és aflatoxint nem termeld torzsekkel leoltott kukorica vizsgélata sordn hét
kitindz gén expresszidja nott a fertézés kovetkeztében (Hawkins et al., 2015). A
kitindzokon kiviil a lektineknek is fontos szerepiik van a ndvény védekezd folyamataiban
(Hawkins et al., 2015).

A novényi hormonok is szerepet jatszanak a gomba-novény interakcidkban. Az
abszcizinsav termel0désért felelds gének intenzivebben expresszalodtak érzékeny
foldimogyordban, mint a rezisztensben (Wang et al., 2016a). Az etilén hatdsa az aflatoxin
termelddésére ellentmonddsos, bizonyos irodalmak szerint gitolja az aflatoxin produkciét
(Huang et al., 2009), masok szerint elnyomja a ndvény aflatoxin termeléssel szembeni
ellenalloképességét (Wang et al., 2016b), mig megint masok azt allitjdk, hogy eldsegiti
ugyan az Aspergillus flavus kolonizacidjét, de az aflatoxin termelddését nem (Wang et
al., 2017). A szalicilsav is gatolta a gomba micéliumok novekedését és az aflatoxin
képzddést gyiimolcsokben (Seyfferth et al,, 2014). A jazminsav, valamint az
arachidonsav szintén részt vesz a ndvények védelmi mechanizmusainak szabédlyozdsaban
Aspergillus flavus infekcid esetén (Savchenko et al., 2010; Bedre et al., 2015).

A fertdzés hatdsara bekovetkezd fokozott novényi oxilipin produkcié befolydsolja a
gombdk konidiospdra képzését (Burow et al., 1997). A 9S-hidroperoxi-zsirsav noveli a
kukorica érzékenységét, indukalja az Aspergillus sp. aszkospora képzését, mig egy masik
oxilipin, a 13S-hidroperoxi-zsirsav gatolja a gomba aflatoxin/sterigmatocisztin
termelésért felelds gének expresszidjat, igy fontos rezisztencia faktor a ndvényi

patogének elleni védekezésben (Tsitsigiannis et al., 2005). Viszont a gomba is képes
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oxilipineket termelni a novény-gomba interakci6é soran. Az Aspergillus flavus csak egy
lipoxigendzt kodol, amely képes befolydsolni a gazdandvény vélaszat a patogén
gombaval szemben. A gomba oxilipinek képesek befolydsolni a novényi oxilipinek
konidiumképzddésre gyakorolt hatasat (Prost et al., 2005).

A novény-gomba interakcié kezdeti szakaszdban a patogén gomba oxidativ stressz
tdmadast indithat el a novény felé, amelyben reaktiv oxigén gyokok szabadulnak fel
(Reverberi et al.,, 2008). A ndvényekben a kiilonbozé kornyezeti stressz hatdsokra
(Fountain et al., 2014), valamint a lipoperoxidacids folyamatok eredményeképpen szintén
ROS vegyiiletek halmozddnak fel, ami eldsegiti a gomba aflatoxin képzddését (Reverberi
et al., 2008). A ROS felhalmozddés, valamint az aflatoxin képz6dés eredményeképp a
novényben aktivdlédnak a kiilonb6z6 peroxiddz, oxiddz enzimek termelddéséért felelds
gének, ezek az enzimek részt vesznek a ROS feldolgozasaban (Bedre et al., 2015). A
rezisztens novényekben a peroxidizok magasabb expresszidés szintet mutatnak
Aspergillus flavus fertdz€s hatdséra, tehat ezeknél a novényeknél hatékonyabban valdsul
meg az oxidativ stressz megsziintetése (Wang et al., 2016b).

A novényekben a fenilpropanoid bioszintézis Ut sordn termeldddé flavonoidok,
polifenolos vegyiiletek szintén részt vesznek a novény védelmét biztositd folyamatokban,
mint példdul az UV-val, betegségekkel szembeni ellendlloképesség kialakitdsaban
(Pierpoint, 2000). Ezek a vegyiiletek a membranfehérjékkel valé kolcsonhatdsuk révén
befolydsoljdk a gombasejtek permeabilitdsat, igy szamos membranhoz kotott folyamat
karosodik (De Oliveira et al., 2011; EI-Mogy et al., 2012), amelyek a spdra csirdzasat és
a hifdk novekedését gatoljak (Hassan et al., 2012). A kukoricdban képzodott
szeszkviterpén fitoalexin, az Un. zealexin fitopatogén gombakkal (Rhizopus microsporus)
szemben gombaellenes hatasd (Aspergillus flavus, Fusarium graminearum) (Huffaker et
al., 2011). Kimutattdk, hogy a rutin (quercetin-3-rutinozid) (Chitarrini et al., 2014), a
quercetin, a p-kumarinsav (Bagheri-Gavkosh et al., 2009), a B-karotin, a B-kriptoxantin,
€s a provitamin A vegyiiletek (Suwarno et al., 2019) hatékonyan gatoljdk az aflatoxin B1
termel6dését. A provitamin A hatékonyan alkalmazhaté a kukorica aflatoxin termelés
megeldzésére (Suwarno et al., 2019).

A vetésforgé alkalmazasa is csokkenti a mikotoxin termelddését. Példaul, amikor a
buza kovette a kukoricét a vetésforgéban, a DON toxin mennyisége kétszer akkora volt

(Schaafsma et al., 2001), viszont, ha més novényeket, példaul zoldségeket, lucernat,
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16herét alkalmaznak a vetésforgdban, a fonalas gomba fert6zottség csokkent (Krebs et al.,
2000).

Mivel a gomba spérak képesek talélni a talaj felsoé rétegében, illetve az elhalt novényi
részeken, ezért fontos a megfeleléen mély szantds. Kiemelked6 jelentdségli ezen kiviil
még a megfeleleld iddszakban, megfeleld vizmennyiséggel torténd ontozés az idojards

figyelembevételével.

2.7.2 Kémiai kontroll

Az inszekticidek alkalmazdsa kiemelkedd jelentOségli: a kukoricacsoveket karositd
kukoricamoly, gyapottok bagolylepke, kukoricabogar elleni védekezés elengedhetetlen.
A rovarok egyrészt megsértik a ragasukkal a maghéjat, valamint a gombaspo6rak hordozo
vektorai is lehetnek (Cotty et al., 2007). A sériilt magok pedig sokkal érzékenyebbek
lesznek a gombds fertdzésekre (Prandini et al., 2009).

A nem megfelel6 mindségii, mennyiségli miitrdgya haszndlata, példdul a magasabb
nitrogéntartalmd miutragya alkalmazdsa, a novények tulsdgosan gyors vegetativ
fejlodéséhez vezethet, ezek hatdsara viszont érzékenyebb lesz a novény a rovarokkal és a

gombadkkal szemben (Munkvold, 2003).

2.7.3 Biolégiai kontroll

Néhany baktérium, mint pl. a Bacillus subtilis, Pseudomonas spp., Lactobacillus spp.,
Burkholderia spp., Ralstonia spp. laboratériumi koriilmények kozott hatékonyan
csokkenti az Aspergillus flavus novekedését €s toxintermelését, viszont ezek in vivo
alkalmazdsa nehézségekbe iitkozik (Dorner, 2004).

Bizonyos élesztd fajok, mint példaul a Candida krusei és a Pichia anomala szintén
alkalmasak a gomba novekedésének gatlasdra és a toxintermelésének csokkentésére
laboratériumi  koriilmények kozott, viszont ezek alkalmazhatésdganak vizsgdlata
potencidlis biokontrollként a szant6f6ldon még tovéabbi vizsgalatokat, kisérleteket igényel
(Hua et al., 1999; Masoud et al., 2006).

A legnagyobb eredményeket az aflatoxin szennyezettség bioldgiai mddszerekkel vald
csokkentésére mind a betakaritas elott, mind a betakaritas utan az aflatoxint nem termeld
Aspergillus flavus alkalmazdsaval érték el. A kiillonboz6 teriileteken eltérd a toxintermeld

€s nem termeld Aspergillus flavus torzsek megoszlasa (Cotty et al., 2006). A biokontroll
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lényege, hogy olyan aflatoxint nem termeld Aspergillus flavus torzset alkalmazunk,
amely képes kiszoritani kompetitiv képességeivel a toxinogén Aspergillus flavus
torzseket a szant6foldon (Mehl et al., 2010). Ez a mddszer hatékony, nem koltséges,
kornyezetbarat, innovativ, valamint a novényre kijutatott atoxinogén torzs az elhalt
novényi maradvanyokkal bekeriil a talajba a szantds sordn, igy kovetkezd években is
védelmet nyujt a toxinogén gombdak elszaporoddsa ellen, €s amely a betakaritas utan is
hat a tarolt szemek raktéri szennyezd Aspergillus flavus toxin termelésével szemben
(Lewis et al., 2019). Ennek a biokontroll lehetdségnek a hatékonysdga fligg az atoxinogén
gombaval torténd fertdzés maodjatdl, a fertdzés idejétdl és a fertdzésre hasznalt gomba

mennyiségétdl (Jane et al., 2014).

2.8 Mikotoxintermelés kontrollja a betakaritas utan

Aratds utdn a kiilonboz6 teriiletekr0l szarmazé gabondk toxintartalmanak
meghatdrozdsa nagyon fontos, mert igy elkeriilhetd, hogy keveredjen a gabonatirol6

silékban a toxinnal szennyezett és a nem szennyezett termés.

2.8.1 Fizikai kontroll

A raktirozds sordn a magas homérséklet és magas pdratartalom eldsegiti a
penészgombdk elszaporoddsat, igy a toxintermelést is. A tdrolds elott, lehetdleg a
betakaritas utan minél hamarabb csokkenteni kell a magok nedvességtartalmat szaritdssal.
Ha a kukorica taroldsa hosszitavi, akkor érdemes 12% alatti nedvességtartalmat elérni,
vagy pedig alacsonyabb (12 °C alatti) hdmérsékletet alkalmazni (Prandini et al., 2009). A
raktdrozdst célszerli minél alacsonyabb homérsékleten végezni, és kozben gondoskodni
kell a magok megfeleld szelldztetésérdl is, illetve fontos, hogy a silékban a hdmérséklet
mindenhol azonos, szabdlyozott legyen. A magokat a tdrolds eldtt célszerii tisztitani
(Veres et al., 2002; Prandini et al., 2009). A sériilt magok jelenléte is noveli a keletkezd
mikotoxin mennyiségét. A gabonatdrolokat a raktdrozds befejeztével alaposan ki kell

tisztitani (Prandini et al., 2009).
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2.8.2 Kémiai kontroll

A kukorica betakaritds utdn propionsavval, ammonium-izobutirattal, vagy kalcium-
propionattal torténd kezelése csokkentheti a mikotoxin termelddést (Bintvihok et al.,
2006; Prandini et al., 2009).

Takarmdnyozasnal toxinkotd anyagokat haszndlnak. A mikotoxin kotok anyagok
altalaban nagyméreti molekuldk, amelyek képesek adszorbedlni a mikotoxinokat,
komplexet alkotva a mikotoxinnal gatoljak azok felszivddasat és igy megakadalyozzak,
hogy az toxikus hatdst fejtsen ki az éllat szervezetében. Ezek az adszorbensek lehetnek
szerves és szervetlen anyagok vagy szintetikus polimerek. Szervetlen mikotoxinkdtok
példaul a szilikdt dsvanyok, amelyek maximum 2% mennyiségben alkalmazhatok a
takarmanyokban, mert megkotik a takarmanyokban 1évé mikroelemek, vitaminok egy
részét is (Huwig et al., 2001). A duzzasztott natrium-kalcium-aluminium szilikét az egyik
leghatékonyabb aflatoxinkotd. Osszeségében elmondhaté, hogy a szilikdtok féként az
aflatoxin, ochratoxin, zearalenon megkotésére képesek, a trichotecén vdzas
mikotoxinokkal szemben kevésbé hatékonyak (Huwig et al., 2001). Az aktiv szén szintén
szervetlen adszorbens, amely kevésbé specifikusan, de hatékonyan koti meg a
mikotoxinokat, €s sajnos a takarmdnyban 1évd tdpanyagokat, vitaminokat is (Huwig et
al., 2001). A polimerek koziil a kolesztiramin hatékonyan kéti a zearalenont, fumonizint

(Avantaggiato et al., 2005), viszont ez koltséges eljards lenne a mikotoxin elimindlasara.

2.8.3 Biolégiai kontroll

Takarmény eldallitdsakor a sil6zds folyaméan keletkezd szerves savak csokkentik a
keletkezd toxin mennyiségét (Prandini et al., 2009). Kulcsfontossagu, hogy a sil6zaskor
a tejsavas erjedés minél hamarabb meginduljon, hiszen a keletkezd szerves sav meg fogja
gdtolni a gombdk elszaporoddsat, toxintermelését, €s ehhez biztositani kell a megfeleld
feltételeket. Valamint a siléban 1év6 baktériumok, mint példaul a Lactobacillus buchneri
alkalmasak az aflatoxin B1 lebontdsara (Inés et al., 2015), mig a Lactobacillus plantarum,
Pediococcus acidilactici pedig képesek az AFB1 megkotésére. Ezeknek a detoxifikécids
folyamatoknak a hatékonysagat szamos tényezd befolydsolja, mint példdul a baktérium

populdcio életképessége, a kornyezet hdmérséklete, pH-ja (Ma et al., 2017).
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A tejben 1évo aflatoxin M1 koncentracidja csokkenthetd elolt Saccharomyces
cerevisiae, vagy Lactobacillus sejtekkel, hiszen a sejtfalukban 1év0 poliszacharid, illetve

peptidogliikdn komponensek megkdtik a toxint (Corassin et al., 2012).

3. Anyagok és médszerek

3.1 Torzsek izolalasa

72 db Aspergillus sp. izolatumot gyljtottem takarmédny alapanyagokrdl. Az
izoldtumokat maldta kivonatot tartalmaz6 agaron vizsgéltam, tartottam fenn. Maléta agar:
20 g/l agar, 20 g/l gliikkéz, 10 g/l maléta, 5 g/l élesztokivonat, pH=7,3. Az izoldtumok
spordit -76°C-on taroltam malata-glicerol stock-ban.

Kontroll torzsként az Aspergillus flavus NRRL 11611, NCAIM F 00952 torzset
hasznéltam fel, ami a Szent Istvan Egyetem Mezdgazdasagi és Ipari Mikroorganizmusok
Nemzeti Gyljteményébdl szdrmazott. A liofilezett torzset szintén maldta tdpagarra

oltottam ki €s tartottam fenn.

3.2 Nukleinsav alapu azonositas

MagNALyser Green (Roche) gyongyok segitségével tartam fel a gombasejteket. A
DNS izolalast a Nucleospin Plant II (Macherey-Nagel) kit segitségével végeztem el, a
Genomic DNA from Plant leiras szerint.

Az Aspergillus flavus aflatoxin képzésért felelds gének koziill harmat egy multiplex
PCR elvégzésével azonositottam (A. Melléklet). Ebben a PCR-ben harom primerpart
alkalmaztam, amelyeknek a szekvencidja a kovetkezod 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 ACATCA C-3
omt2: 5-GTC GGC GCC ACG CAC TGG GTT GGG G-3

A PCR reakciéhoz Phusion High-Fidelity Kit-et (Thermo Scientific) hasznédltam. A
PCR reakcidhoz sziikséges anyagokat jégen mértem Ossze: 12,4 ul ultratiszta H,O-t, 4 ul
5x Phusion HF puffert, 0,4 ul 10mM d NTP-s-t, 1 ul 10uM/ul forward primert, 1 ul
10uM/ul reverz primert, 1 pl templat DNS-t és 0,2 pul Phusion DNS polimeraz enzimet.

Rovid centrifugélds utdn PCR késziilékbe (BioRad) helyeztem: 98 °C 30 sec, majd 98 °C
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10 sec - 65 °C 30 sec - 72 °C 30 sec harmincszoros ismétlés, 72 °C 10 perc, majd a
végterméket 4 °C-ra hiitottem le.

Az izoldtumok faji meghatarozasdhoz PCR segitségével az ITS1-1TS4 (White et al.,
1990) és cmdS-cmd6 (kalmodulin) DNS szakaszokat szaporitottam fel (Hong et al., 2006)
(A. Melléklet).

Felhaszndlt 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 reakciéhoz Phusion High-Fidelity Kit-et (Thermo Scientific) haszndltam. A PCR
reakcidhoz sziikséges anyagokat jégen mértem Ossze: 12,4 ul ultratiszta HoO-t, 4 ul 5x
Phusion HF puffert, 0,4 ul 10mM d NTP-s-t, 1 ul 10uM/ul forward primert, 1 pul 10uM/ul
reverz primert, 1 pl templat DNS-t és 0,2 pl Phusion DNS polimeraz enzimet. Rovid
centrifugalas utan PCR késziilékbe helyeztem (BioRad): 98 °C 30 sec, majd 98 °C 10 sec
56 °C 30 sec 72 °C, 30 sec harmincszoros ismétlés, 72 °C 10 perc, majd a végterméket 4
°C-ra hutottem. A kalmodulin primerek esetében a PCR reakcionil a kovetkezd
homérsékletet alkalmaztam: 98 °C 30 sec, majd 98 °C 10 sec, 58 °C, 30 sec 72 °C 30 sec
harmincszoros ismétlés, 72 °C 10 min, majd a végterméket szintén 4 °C-ra hiitdttem. Az
ITS1 és ITS4 primerek terméke esetében NucleoSpin Gel and PCR Clean-up (Macherey-
Nagel) kit segitségével torténd tisztitds utdn PCR termék tisztitdsa utdn a kapott DNS
szakaszokat szekvendltattam (BIOMI Kft.). A kapott adatokat MEGA 7 program
segitségével elemeztem, és a GenBank (Benson et al., 2013) adatbazisaval hasonlitottam

oOssze.

3.3 Eltéro tenyésztési koriilmények, stresszhatas vizsgalata
3.3.1 Aspergillus flavus vizsgalata kiilonbozo taptalajokon

A tapkozegek sterilizdldsa minden esetben autokldvban tortént, 121 °C-on, 30 percig.
A sporaszuszpenzio készitése sordn a tenyészetrdl lemostam a sporakat steril, 0,01%
Tween 80 oldat segitségével. Koriilbeliil 1 ml spéramos6t hasznaltam fel 1 Petri csésze
lemosdsdhoz. A szuszpenziot Osszagylijtottem és meghatdroztam a spéraszamot Biirker

kamra segits€égével mikroszkop alatt.
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A leoltott tenyészetek inkubdciéja minden esetben, sotétben, 30 °C-on, 5-7 napig
tortént.

Az eredményeket paros t-proba segitségével, Microsoft Excel szoftver hasznalataval
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 hasznalataval.

3.3.1.1 Malatas taptalaj

A gombatdrzsek tenyésztését elvégeztem malétds tdptalajon, Petri csészében. A

tiptalaj tartalma: 20 g/ gliikkéz, 10 g/l malata, 5 g/l élesztd kivonat és 20 g/l agar.

3.3.1.2 Kukorica kivonatot tartalmazé taptalaj

A gombatorzseket kukorica agaron is vizsgdltam. A tédptalaj készitéséhez 15 g
kukoricadarét 1 1 vizhez adtam, majd féztem fél 6rdig, gézlapon éatsziirtem és 20 g/l agar

hozzédad4sa utén sterileztem. A leoltds sordn pedig 10*/ml spéramennyiséget haszndltam.

3.3.1.3 Kukorica kivonat + s6 taptalaj

Ehhez a tiptalajhoz 15 g/l kukoricadarat féztem 30 percig desztillalt vizben, majd
atsziirtem gézlapon és ezutdn 3 g/l NaNOs, 0,5 g/l MgS04*7H-0, 0,5 g/l NaCl, 0,01 g/l
FeClz* 7TH20 és 20 g/l agart adtam. Ezen a taptalajon is vizsgaltam az Aspergillus flavus
NRRL11611 torzs novekedését és aflatoxin képzését 10% spéramennyiséggel torténd

leoltas utan.

3.3.1.4 Kukorica kivonat +gliikéz tiptalaj

Ehhez a taptalajhoz szintén 15 g/l kukoricadarat féztem 30 percig desztillalt vizben,
majd atsziirtem gézlapon és ezutidn 20 g/l gliikkdzt és 20 g/l agart adtam hozza. Ezen a
tdptalajon is vizsgdltam az Aspergillus flavus NRRL11611 torzs novekedését 107

spéramennyiséggel torténd leoltds utan, és az aflatoxin képzését az inkubacidt kdvetden.
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3.3.1.5 Téapkozegek Osszetételének analitikai vizsgdlata

3.3.1.5.1 Nyerszsir tartalom meghatarozas

Nyerszsir tartalomnak a matrix petroléterrel extrahalhaté mennyiségét nevezziik.

A meghatarozéist folyamatos extrakcidval, és gravimetrids mddszerrel végeztem. A
nyerszsir tartalmat az MSZ EN ISO 11085: 2015 szabvéany 8.3 szakasza szerint, Soxtec
zsirmeghataroz6 segitségével végeztem el. A légszaraz, Orolt mintdbdl 1 g-ot
papirhiivelybe helyeztem, majd lemértem az iires, szdraz, tiszta fémtégely tomegét. A
Soxtec zsirmeghatdroz6t bekapcsoltam, beinditottam a vizhiitést, 60 ml petrolétert
mértem a fémtégelybe, majd a hiivelyek belemeriiltek a fémtégelybe és a késziilék a
kivant homérséklet bedllitisdval megkezdte a zsirok extrakcidjat. 1 ora elteltével
kiemeltem a hiivelyeket a tégelybdl €s folytattam az extrakcidt, amig az olddszer teljesen
el nem parolgott. Majd a tégelyeket szaritészekrényben silyédllanddsédgig szaritottam 103
°C %= 2 °C-on, és ismételten lemértem a tégely tomegét.

A nyerszsir tartalmat az alabbi képlet alapjan szamoltam ki:
Zsir m/m% = (m1-m) x 100/ A

ahol m= edény tomege, (g)

ml= zsir+edény tomege, g-ban

A = bemért minta tomege, g-ban

Megengedett vizsgalati eltérés: £ 0,5 (m/m) %

3.3.1.5.2 Osszes fenolos vegyiiletek meghatdrozdsa

Ennek a mérési modszernek a lényege az, hogy a mintdbodl extrahalt dsszes fenolos
vegyiilet Folin-Ciocalteu reagenssel és natrium-karbonattal egy olyan elegyet képez,
amelynek 760 nm hullimhosszon spektrofotométerrel mérhetd az abszorbancidja. Ismert
koncentraci6ju galluszsav oldatok abszorbancidjat szintén megmértem 760 nm
hullimhosszon, €és ehhez viszonyitottam a mintdk abszorbancia értékeit, amibdl
kiszamithat6 a mintdk pontos koncentriciéja, amelyet mg GAE (galluszsav
ekvivalens)/100 g mértékegységben adtam meg (Kaur et al., 2002).

5 g mintat 50 ml-es polarizdl6 lombikba mértem, és metanol-desztillalt viz 80:20
aranyd elegyével kiegészitettem 50 cm’-re, majd ezt az oldatot redds sziirdpapiron

szlirtem at. Ebbdl az oldatbdl kémcsdbe pipettdztam 0,5 ml-et és 2,5 ml Folin-Ciocalteu
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reagenst adtam hozzd, majd 5 perc milva 2 ml 75 g/l nétrium-karbonat oldatot
pipettdztam a kémcsObe és 2 Oran at szobahOomérsékleten inkubaltam. Ezutan mértem az
oldatok abszorbancidjat 760 nm hullamhosszon, Perkin Elmer Precisely Lambda 25
spektrofotométeren metanol-desztillalt viz vak oldattal szemben. Az eredményeket Excel
programmal szdmoltam ki, kalibracis gorbe segitségével, amelyeket a standard oldatok
abszorbancia értékei alapjan vettem fel.

Megengedett vizsgalati eltérés: £10 % R

3.3.1.5.3 Osszflavonoid meghatdrozis

Ezzel a mddszerrel a flavonokat €s flavanolokat tudjuk kimutatni a mintdbdl (Chang
et al., 2002). Az extrahalt flavonoidokat natrium-nitrittel, aluminium-kloriddal és
natrium-hidroxiddal elegyitjilk és igy 510 nm hulldmhosszon mérhetd szinvaltozas
kovetkezik be. A kapott értékeket az ismert koncentricigju katechin oldat 510 nm-en mért
abszorbancidjdhoz viszonyitottam, €s a kapott értékeket mg CE (katechin ekvivalens)/100
g mértékegységben adtam meg.

5 g mintat kimértem és 50 ml-re egészitettem ki 80:20 metanol: desztillalt vizzel,
Osszerdztam és redds sziirOpapiron sziirtem. A standard oldathoz 0,1 g katechint mértem
ki és ezt is, ugyanigy, mint a mintat 50 ml-re egészitettem ki 80:20 metanol: desztillalt
vizzel, aztan ezt még tizszeresére higitottam, és a higitott oldatbdl kivettem 1, 2, 3, 4, 5
ml-t és 10 ml-re egészitettem ki.

4 ml desztillalt vizhez 1 ml mintét, illetve 0,3 ml 5% Na-nitritet adtam, majd 5 perc
elteltével 0,3 ml 10% aluminium-kloridot, 1 perc mulva pedig 2 ml 1 mol/l natrium-
hidroxid oldatot és 10 ml-re egészitettem ki desztillalt vizzel. A vak ugyanigy késziilt
csak a minta helyett 1 ml desztillalt vizet haszndltam. Az eredményeket szintén Excel
programmal szdmoltam ki, kalibracids gorbe segitségével, amelyeket a standard oldatok
abszorbancia értékei alapjan vettem fel.

Megengedett vizsgalati eltérés: £10 % R
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3.3.1.5.4 Gliikéztartalom meghatdrozasa

A kukoricaagar gliikkéz-tartalmat D-glucose Assay Kit (Megazyme, GOPOD-Format)
segitségével mértem. A D-gliik6z viz és oxigén jelenlétében a GOPOD reagens hatdsara
szines kinonimin vegyiiletet képez.

Centrifugélds és szlirés utdn a Kitben 1évé GOPOD (Gliik6z Oxiddz / Peroxidaz
Reagens) segitségével inkubalas utdn (40-50 °C, 20 perc) meghatdroztam a kukoricaagar
szabad D-gliik6z tartalmat spektrofotométer segitségével 510 nm hulldmhosszisagon.

Kimutatési hatar: 100 mg/I

3.3.1.5.5 Nitrogén-tartalom meghatdrozdsa

A kukoricaagar nitrogén-tartalméat Kjeldahl mddszer szerint mértem, az MSZ EN ISO
5983-2:2009 szabvény alapjan. Kénsavas roncsolds révén a minta nitrogén tartalma
ammoénium  szulfattd alakul, majd foloslegben hozzdadott bézissal desztilldltam
ammoénidava (VELP automata desztilldléval), aminek a mennyiségét kondenzacié és
sosavval torténd titralds (VELP automata titrator) segitségével hataroztam meg.

Megengedett vizsgélati eltérés: + 0,5 (m/m) %

3.3.2 Leoltashoz alkalmazott sporamennyiség aflatoxinképzodésre gyakorolt

hatasanak vizsgalata

Az Aspergillus flavus NRRL 11611 torzs spéraszuszpenzidjabol decimdlis higitési sort
készitettem és 100 ul sporaszuszpenziét helyeztem a malétds tptalajra, €s szélesztobot
segitségével szélesztettem. Az inkubdciét kovetden megfigyeltem a morfoldgiai
kiilonbségeket az eltérd sporakoncentraciok mellett. Ezutdn el6készitettem a mintdkat
HPLC mérésre az aflatoxin B1 koncentricié meghatdrozasdhoz, a 3.5.2 szakaszban
leirtak szerint. Az eredményeket paros t-proba segitségével, Microsoft Excel szoftver

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

3.3.3  Aspergillus flavus izolatumok stresszvizsgalata

A stresszvizsgalatok sordn a gombatorzsek novekedését, szkleréciumképzdodését, a

sporaképzést, valamint a pigmenticidt vizsgaltam maldtds agar és kukorica-kivonatos
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agar taptalajon (A. Melléklet). A stresszvizsgédlatokhoz 0; 1; 1,5; 2 és 2,5 M
koncentraciéju NaCl-t; 0; 0,05; 0,1; 0,5 és 0,75 g/l koncentraciéji SDS-t (ndtrium-

dodecil-szulfat) hasznaltam.

3.4 Szemes kukorica oltasa Aspergillus flavus-szal in vitro aflatoxin Bl és

szekunder metabolitképzo6dés vizsgalatahoz

Vizsgéltam a kiilonb6z6 kukoricahibrideken az aflatoxin B1 és egyéb szekunder
metabolit termelést is, amelyhez 50 g kukoricat szintén 70 %-os etanollal kezeltem és
mostam desztilldlt vizzel, majd steril Erlenmeyer lombikba helyeztem €s leoltottam S00pul

10%ml spéramennyiséggel. Az inkubécié 7 napig, 30 °C-on, sotétben tortént.

3.5 Szekunder metabolitok HPLC analizise
3.5.1 Mintaelokészités HPLC méréshez kukoricaszembol

A 3.4 fejezetben leirt médon leoltott €s inkubalt kukoricdbdl 25 g-ot mértem be, majd
ehhez 2,5 g NaCl- ot és 50 ml 80%-o0s metanolt adtam. Blender (Commercial Blender,
Waring) segitségével homogenizdltam magas fordulattal 3 percig. Majd atsziirtem a
mintdt redds sziirépapir segitségével. Az atsziirt mintdbol 10 ml-t kivettem és 40 ml
desztillalt vizzel higitottam fel. Médgneses keverdn torténd kevertetés utan ebbdl 10 ml
mintét dtengedtem Afla-B™ immunaffin oszlopon (Vicam). Ezut4n 4tmostam az oszlopot
10 ml desztillalt vizzel. Ezt kovetden 5 ml HPLC tisztasdgi metanollal (Sigma-Aldrich)
eludltam az oszlopon megkotott aflatoxin Bl-et. Majd bepdroltam a mintat Biichi

Rotavapor R114 késziilékben [Forrds: Vicam method (AflaB GN-MC9514-3 Rev B)].

3.5.2 Mintael6készités HPLC-MS, valamint az agarbdél torténé HPLC- méréshez

Ennek sordn a gombat a Petri csészében 1évo agarlemezzel egyiitt Stomacher-zacskéba
helyeztem, majd 10 ml kloroformot adtam hozz4, és a mintat Masticator IUL Instruments
Stomacher homogenizétor késziilékkel homogenizaltam 2 percig.

Aztan ismét 10 ml kloroformot adtam hozzd, majd ismét Stomacher segitségével
homogenizdltam 1 percig. A mintét atsz{irtem szlir6papiron egy gomblombikba €s ezutan
Biichi Rotavapor R114 késziilékben beparoltam, vikuum mellett, 50 °C-on. Ezt kbvetden

hozzdadtam a mobil fazist, mely metanol: viz 45:55 aranyu elegy volt, amelybdl 2 ml-t
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adtam a beparolt mintdhoz. Majd a mintat sziirtem fecskenddsziird segitségével (Millex-
GV 0,22 pm Filter, Merck).
A HPLC-MS méréshez a 3.4 fejezetben leirt mddon leoltott és inkubalt kukoricat

darélas utan kezeltem ugyanigy (Fente et al., 2001).

3.5.3 HPLC mérés

A magok oltdsa a 3.4, a mintaelOkészités a 3.5.1 szakasz szerint tortént. A kisérlet
sordn az MV 251 kukorica hibridet haszndltam fel.

A HPLC miszer Merck Hitachi AS-4000 Intelligent Autosampler mintavevot és
Merck Hitachi L-6200A Intelligent pumpat tartalmazott. A detekci6 fluoreszcens detektor
segitségével extinkcié 360 nm €s emisszid 440 nm hullimhosszon tortént. Genesis C18
oszlopot alkalmaztam, ami 4,6 x 150 mm méret(, €s a toltet részecskéinek dtmérdje 4 um
volt. 20 ul volt az alkalmazott injektéldsi térfogat, valamint 1 ml min' az dramldsi
sebesség. A mérés sordn metanol: viz, 45:55 oldatot haszndltam eluensként [Vicam
method (AflaB GN-MC9514-3 Rev B)].

Als6 méréshatar: 1 pg/kg

Megengedett vizsgalati eltérés: + 15% R

3.5.4 HPLC-MS mérés

A méréseket a Debreceni Egyetem TEK TTK Kémiai Intézet Alkalmazott Kémiai
Tanszéke végezte. A magok oltdsa a 3.4, a mintaelokészités a 3.5.2 szakasz szerint tortént
(A. Melléklet). A kisérlet soran az MV 251 kukorica hibridet hasznaltam fel.

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 szepariltdk. A folydsi sebesség 0,5 ml min™! volt, az eliiciés idé 60 min
€s a homéséklet 40°C. Az UV detektalds 225 nm-en tortént. A metanol:viz gradiens a
kovetkezO volt (1. tdblazat). A tomegspektum felvétele egy Atmospheric Pressure
Photoionization (APPD) ion  forrassal felszerelt  Bruker = microTOF-Q
tomegspektrométerrel tortént. Az ionforrds homérséklete 390°C volt. Bruker Daltonics

DataAnalysis szoftver segitségével értékeltem ki a kapott eredményeket.
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1. tablazat A HPLC-MS vizsgdlat soran alkalmazott elicids gradiens

Idé (perc) MeOH (%) H20 (%)
0 10 90
50 80 20
54 80 20
54,1 10 90
60 10 90

A vizsgélataim sordn a szamos szekunder metabolit azonositasat végeztem el Uka és

munkatarsai (2017) publikécidja alapjan (  B. Melléklet).

3.6 Kompeticios teszt

50 g MV251 kukoricahibridet 500 ml-es steril Erlenmeyer lombikba mértem.
Lemostam a kukoricaszemeket 70%-os HYPO-val, majd steril desztillalt vizzel, aztan
pedig 70%-os etanol oldattal, majd pedig ismét steril desztillalt vizzel. Ezutdn 1 ml 10%/ml
spéramennyiséggel oltottam le a kukoricit, 100% toxinogén; 100% aflatoxint nem
termeld; 50%:50% toxinogén: aflatoxint nem termeld; 30%:70% toxinogén: aflatoxint
nem termeld; 70%:30% toxinogén: aflatoxint nem termeld Aspergillus flavus izoldtumok
ardnyaval (A. Melléklet). Majd sotétben inkubdltam 7 napig 30 °C-on. Az inkubdaciés id6
letelte utdn 48 6rdig 60 °C-ra helyeztem a tenyészeteket, majd a szemek dardldsa utan
megmértem az oltott kukorica aflatoxin B1 tartalmat a 3.5.3. szerint. Az eredményeket
paros t-proba segitségével, Microsoft Excel szoftver haszndlataval elemeztem (P<0,05

szignifikanciaszint mellett).

3.7 Szemes kukorica oltasa Aspergillus flavus-szal kukorica hibridek in vitro

rezisztencia vizsgalatahoz

Az Aspergillus flavus NRRL 11611 torzset, valamint egy atoxinogén és egy toxinogén
Aspergillus  flavus izolatumot 6 kiillonb6z0 kukoricahibrid szemre (MV251,
DEKALB440, BC442, DKC5031, L6, ARSANO O.) oltottam le (A. Melléklet). Petri
csészére 10-10 db 70%-os etanollal kezelt, majd desztillalt vizzel mosott kukoricaszemet
helyeztem, és leoltottam szemenként 10 ul 10%ml spéramennyiségli spérdval, 3
ismétlésben. Vizsgiltam a gomba novekedését, kolonizaciés képességét a

kukoricahibrideken. Az inkub4ci6 7 napig, 30 °C-on, sotétben tortént (Luna-Lopez et al.,
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2013; Rajasekaran et al., 2013). Az eredményeket paros t-préba segitségével, Microsoft

Excel szoftver haszndlatdval elemeztem (P<0,5 szignifikanciaszint mellett).

4. Eredmények
4.1 Aspergillus sp. izolalasa

A torzseket 2014-2015 kozott gyGjtsttem a Debreceni  Egyetem MEK
Agrarmiiszerkdzpontba beérkezd takarmanyokbdl, illetve alapanyagokbdl. Az
Aspergillus nemzetséget a tobbi penészgombatél hagyomédnyos morfoldgiai bélyegek
alapjan kiilonitettem el malata agaron (7. dbra) (Diba et al., 2007; Varga et al., 2011).
Elsésorban a zoldes-sargds konidiumokkal rendelkezd, esetenként szkleréciumot
produkdlé gombdkat vdlasztottam ki, amelyek mikroszkopi vizsgdlatok sordn gombolyll
konidioférokat és egy vagy két sorban 1évé konidiumokat mutattak. Osszesen 72 db
izolatum vizsgdalatdra keriilt sor, amelyek kukoricardl, kukorica alapt takarméanyokrol,
buzardl, illetve buzalisztekrdl szdrmaztak. A morfoldgiai vizsgélat utdn a gombakbol
DNS-tizoléltam, amit felhaszndltam a feltételezetten toxinogén és aflatoxint nem termeld
izolatumok elkiilonitésére, valamint a faji identifikdciéra szolgdlé PCR reakcidk

elvégzéséhez.

7. abra Aspergillus flavus izolatum oltési felszine és fondkja maldta agaron

4.2 Az izolatumok nukleinsav alapu vizsgalata

Az els6é kérdés, amire vélaszt vartam, hogy az izoldtumokbdl mennyi tartalmazta
legalébb egy, az aflatoxin génklaszterbdl szirmaz6 omtA, afIR vagy norA gént, és ezaltal
potencidlisan aflatoxint nem termeld vagy termeld torzsrdl van-e sz6. Ezeket a

vizsgdlatokat multiplex PCR segitségével végeztem el, tehdt a harom gén szakaszait
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egyetlen PCR-ben amplifikdltam, majd jelenlétiiket agar6z gélelektroforézis segitségével

mutattam ki (8. abra).

<— afIR- 548 kb
= norA- 400 kb

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

kB DNS Iétra, 2. a multiplex PCR eredménye.

A PCR eredmények alapjan megallapitottam, hogy a 72 izolatumbdl 33 (2. tablazat)
tartalmazta legaldbb az egyik vizsgalt gént, tehdt potencidlisan aflatoxinogén izolatum
volt, és ezekbdl 17 izoldtum esetében mind a hdrom gén, tiz izoldtum esetében csak az
aflR, egy izolatum esetében csak a norA, négy izolitum esetében a norA és aflR
egylittesen, mig egy izolatum esetében az afIR és omtA egyiitt volt jelen (3. tdblazat). Az
izolatumok koziil malatés tdptalajon csak nyolc termelt aflatoxin B1-et (2. tdblazat).

A multiplex PCR szerint pozitiv izoldtumokbodl (A. Melléklet) a potencidlisan
aflatoxinogén torzsek faji identifikdlasat az ITS régié6 amplifikdldsdval és
szekvendltatdsaval végeztem, amelyhez az ITS1 és ITS4 primer part (White et al., 1990)
hasznaltam. A kapott szekvencidk kiértékelését a Mega 7 program segitségével végeztem
€s azt a GenBank adatbdzisaval vetettem Ossze. Ez alapjan valdszinlsithetéen, egy
izolatum Aspergillus tritici, hdrom izolatum Aspergillus tritici vagy Aspergillus candidus,
egy izolatum Aspergillus cristatus vagy Aspergillus amstelodami (9. dbra), a tobbi 22
izoldtum Aspergillus flavus volt, de a pontos faji identifikdcidhoz sziikség van a

Két izolatumot (egy aflatoxin termeldt és egy nem termel6t) illetve a referencia torzset
valasztottam ki tovabbi vizsgdlati célokra és ezeket a kalmodulin génszekvencia (C.
Melléklet) segitségével meg is hatdroztam. Ezeket a szekvencidkat szintén a Mega 7

program segitségével értékeltem ki és azt a GenBank adatbdzisaval vetettem Ossze.
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Mindhdrom vizsgalt izoldtum (9., 37. és a referencia Aspergillus flavus torzs) (A.

Melléklet) Aspergillus flavus-nak bizonyult.

2. tablazat A potencidlisan toxinogén Aspergillus izolatumok és a referencia Aspergillus flavus

NRRL11611 ITS1 és ITS4 szekvencia alapjan torténd azonositdsa, az aflatoxin termelésért

felelds génklaszter norA, aflR, omtA gének jelenlétének és az izolatumok aflatoxin B1

termelésének vizsgdlata malatas taptalajon (Kovdcs et al., 2017). A megjeldlt izoldatumokkal

végeztem tovabbi kisérleteket.

n.d.: kimutatasi hatar alatt

ITS szekvencia alapjan

Izolatum (a tipustorzshoz Aflatoxin B1
norA | aflR | omtA
sorszam viszonyitott homologia termelés
% megadva)
Aspergillus
[flavus Aspergillus flavus O58 3,62 ug/ml
+ + +
NRRL ITS1-100%, ITS4-100% +/- 0,5 pg/ml
11611
Aspergillus flavus GFRS9
1 + + + n.d.
ITS1-99%, ITS4-99%
0,0108 pg/ml
6 + - - Aspergillus flavus MBBP1 +/- 0,0015
ITS1-100%, 1TS4-99% ug/ml
Aspergillus flavus
7 + + + GFRS30 n.d.
ITS1-98%, ITS4-84%
Aspergillus flavus
0,643 pg/ml
&) + i + GFRS30
+/-0,09 pg/ml
ITS1-100%, ITS4-100%
11 + + + - n.d.
Aspergillus flavus var. 0,0127 pg/ml
12 + + + flavus CBS 130026 +/- 0,0015
ITS1-99%, ITS4-99% ug/ml
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ITS szekvencia alapjan

Izolatum (a tipustorzshoz Aflatoxin B1
norA | aflR | omtA
sorszam viszonyitott homologia termelés
% megadva)
Aspergillus tritici
14 + + - CBS 266.81 n.d.
ITS4-99%
Aspergillus cristatus
HNYYWX.21,
15 + + + Aspergillus amstelodami n.d.
E.amstelodami/TMP/Cro
ITS1-100%, ITS4-100%
18 - + - - n.d.
Aspergillus tritici 0,0014 pg/ml
21 + + - CBS 266.81 +/- 0,0002
ITS1-100%, ITS4-100% ug/ml
23 - + - - n.d.
Aspergillus flavus 1SO 14
27 - + - n.d.
ITS1-99%, ITS4-99%
Aspergillus flavus YY5
28 + + + n.d.
ITS1-99%, ITS4-99%
Aspergillus flavus GFR40 | 0,009 pg/ml +/-
29 + + +
ITS1-99%, ITS4-100% 0,001 pg/ml
Aspergillus flavus PHY35
30 + + + n.d.
ITS1-97%, ITS4-99%
Aspergillus flavus isolate
33 + + + 7100210L1 n.d.
ITS1-94%, ITS4-99%
Aspergillus flavus
34 - + - GFRS30 n.d.
ITS1-97%, ITS4-100%
36 - + - - n.d.
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ITS szekvencia alapjan

Izolatum (a tipustorzshoz Aflatoxin B1
norA | aflR | omtA
sorszam viszonyitott homologia termelés
% megadva)
Aspergillus flavus
37 + + + GFRS30 n.d.
ITS1-98%, ITS4-100%
- .\ .\ .\ Aspergillus flavus GFR40 0,081 pg/ml
ITS1-99%, ITS4-100% | +/- 0,012 pg/ml
Aspergillus flavus isolate
44 + + - Asp.f.01 n.d.
ITS1-99%, ITS4-99%
47 - + + - n.d.
Aspergillus flavus
51 + + + ATCC 16883 n.d.
ITS1-99%, ITS4-99%
Aspergillus flavus var. 0,0025 pg/ml
53 + + + flavus CBS 130026 +/- 0,0003
ITS1-99%, ITS4-99% ug/ml
Aspergillus flavus
56 - + - GFRS30 n.d.
ITS1-100%, 1TS4-99%
Aspergillus tritici
59 + + + CBS 266.81 n.d.
ITS1-100%, 1TS4-99%
60 + + + - n.d.
Aspergillus flavus isolate
61 - + - A1S3_D84 n.d.
ITS1-99%, ITS4-99%
Aspergillus flavus 0,0042 pug/ml
62 + + + ITS1-99%, ITS4-100% +/- 0,0006
Aspergillus flavus pg/ml
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ITS szekvencia alapjan
Izolatum (a tipustorzshoz Aflatoxin B1
norA | aflR | omtA
sorszam viszonyitott homologia termelés

% megadva)

65 - + - - n.d.
20 .\ .\ ] Aspergillus flavus GFRS9 Ll
ITS1-99%, ITS4-99%
Aspergillus flavus
71 - + - CB-JC-3-2 n.d.
ITS1-100%, ITS4-99%
Aspergillus flavus
72 - + - CME 18 n.d.

ITS1-99%, ITS4-87%

3. tablazat Aspergillus izolatumokbdl kimutatott aflR, norA és omtA gének eléforduldsdnak

Osszegzése (Kovics et al., 2017)

aflR
norA aflR
Faj* norA aflR norA
aflR omtA
omtA
SYAspergillus flavus” (n=22) 13 6 2 - 1
egyéb (n=11) 4 4 2 1 -
teljes (n=33) 17 (51,5%) | 10 (30,3%) | 4 (12,1%) 1 1

*ITS alapjan vizsgalva
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9. abra A., Aspergillus tritici (21.) (ITS szekvencia alapjan); B., Aspergillus tritici (59.) (ITS
szekvencia alapjan); C., Aspergillus cristatus/amstelodami (15.) (ITS szekvencia alapjan)

maldta agaron, Petri csészén, valamint a konidiumok mikroszképi vizsgalata. Skala: 10 pm.

4.3 Eltéro tenyésztési korillmények, stressz vizsgalata
4.3.1 Aspergillus flavus NRRL 11611 torzs vizsgalata kiilonbo6zo6 taptalajokon

Vizsgdltam a referenciaként szolgdlé Aspergillus flavus NRRL 11611 aflatoxin B1
termelését, a szkler6cium produkcidjét, illetve a micélium novekedésének mértékét
maldatas taptalajon, valamint kukoricaagaron. A kukoricaagar eltérd zsirtartalma (1,7-7,2
m/m%) kukoricalisztbdl, ill. kukoricadardbdl késziilt, amelyhez gliikézt, illetdleg sokat is
adtam. A kukoricaagart azért alkalmaztam, mert j6l reprezentdlja a természetes
kornyezetet. Mértem a kukoricaagarok szerves nitrogéntartalmat Kjeldahl-médszerrel, a
D-gliik6z tartalmat Megazyme-Kkittel, spektrofotometridss moddszerrel, valamint az

osszpolifenol, és flavonoid tartalmat és nyerszsir tartalmat. A Kjeldahl médszerrel mért
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nitrogén tartalom a 4,05 és 7,2 (m/m) % nyerszsir tartalmu taptalajok 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 mdédszer kimutatasi hatarara esett. Az Gsszes
kukoricaagar esetében a szabad D-gliikdz-tartalom a kimutatési hatar (0,001 m/m%) alatt
volt. A polifenol tartalom elég széles hatarok kozott mozgott a vizsgélt négy kukoricaagar
esetében (5,74-35,45 + 0,5 mg GA ekvivalens /100 g, n=5), mig a flavonoid-tartalom
szlikebb tartoményba esett (3,24-7,16 + 0,3 mg CE ekvivalens /100 g, n=5) (10. dbra), és
nem volt szignifikdns kiillonbség 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 eredetii, valamint a szénforras
poliszacharid az aflatoxin B1 termelés nem volt mérhetd, viszont a magasabb zsirtartalmu
tdpkozeg esetében, a novekedés gyengébb volt, valamint szklerécium sem képzddott.
Ugyanakkor az alacsonyabb zsirtartalmi kukoricagart alkalmazva erdteljesebb volt a
micélium novekedés, és volt szklerécium képzddés is. A magasabb nyerszsir-tartalmu
(4,05 és 7,2 m/m %) kukoricaagart alkalmazva tapkozegként, ahol szintén szerves
nitrogénforras és poliszacharid szénforras volt jelen, mar volt aflatoxin B1 termelddés, de
a két tiptalajon termelt aflatoxin B1 koncentraciock nem mutattak szignifikdns
kiilonbséget. A micéliumok novekedése is dtlagos volt a magasabb nyerszsir tartalmu
tdpkozegen, viszont a szklerécium képzodés a legmagasabb nyerszsirtartalmu
kukoricaagaron volt a legerdteljesebb. A micélium névekedés, valamint az aflatoxin B1
termel0dés a malétds tdptalajon volt maximadlis, mig 2,6 (m/m)% nyerszsirtartalmu
kukorica-gliikéz agaron szintén megnétt az aflatoxin B1 termelés és a szkler6cium
produkcid, viszont a vegetativ novekedés csak kismértékii volt. A 2,6 (m/m)%
nyerszsirtartalmu kukorica-szervetlen sokat tartalmazé agaron nem volt aflatoxin Bl
termelddés, a micélium novekedés erdteljesebb volt, €s itt volt a legnagyobb mértéki
szkler6cium produkcié (4. tablazat). Tehat Osszességében megéllapithatd, hogy a
monoszacharidok eldsegitik az aflatoxinképzOdést, valamint a nagyobb mennyiségii
zsirtartalom is, de ezeknek sokkal kisebb a jelentdsége, mint a szénforrdsnak. A vegetativ
novekedést legjobban a malatds taptalaj segitette, kozepes novekedést a legkisebb és a
két legnagyobb zsirtartalmi kukoricaagaron tapasztaltam. A legnagyobb szinti
szkler6cium produkcidt a szervetlen nitrogénforrds alkalmazéisaval tudtam elérni, de a

legmagasabb zsirtartalmu kukoricaagar alkalmazasakor is jelentds szklerécium képzodést
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tapasztaltam. Erdekes, hogy az intenziv szklerécium novekedés mellett nem vagy alig
volt mérhetd aflatoxin B1 termelés, ez is azt bizonyitja, hogy a szervetlen nitrogén forras,

a nitrat gatolja az aflatoxin termelést, de a szkler6cium fejlodést nem (Price et al., 2005).

4. tablazat Az eltér6 osszetétell taptalajok hatasa a referencia Aspergillus flavus NRRL11611
torzs micéliumanak novekedésére, mikotoxin termelésére és a szklerocium képzésére

(n=3, *SD < 20 %).

Nitrogén | Micélium AF B1 Szklerécium
Téaptalaj Szén forras
forras | novekedés™ | (ng/ml)* | képzédés™*
gliikkoz és mas
MA* szerves +4+++ 3620 -
szerves
KDA**1.7 | poliszacharid szerves +++ - +
KDA 2.6 | poliszacharid szerves + - -
KDA gliik6z és
SZerves + 11,90 +
2.6+G*** | poliszacharid
KDA szerves €s
poliszacharid ++ - +++
2.6+ SHFF* NaNO;
KDA 4.05 | poliszacharid SzZerves +++ 1,115 +
KDA 7.2 poliszacharid SZerves +++ 1,060 ++

*MA: malatds agar;

**KDA: kukoricadara agar eltérd nyerszsir tartalommal;

***G: glikdz;

HHAEG g6

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

##H# Szklerécium képzOdés: +: maximum 10 darab szklerécium; ++: 10-100 darab szklerdcium; +++:

minimum 100 darab szklerécium

Az emelkedett nyerszsir tartalom mellett, a polifenol- és flavonoid-tartalom
emelkedése nem tudta gatolni az aflatoxin B1 termelését (10. abra).

A korrelacidanalizis sordn azt az ereményt kaptam, hogy minden valtozo6 kozott szoros
az 0sszefliggés, a legszorosabb Osszefliggést a tdptalaj zsir és flavonoid (0, 947) valamint

a zsir és a termelt aflatoxin B1 tartalom k6zott van (0,799).
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10. abra Eltérd kukoricatermékekbdl készitett taptalajok nyerszsir tartalma (A), flavonoid (B)-
és polifenol (C)-tartalma, valamint a kiilonb6z6 kukoricatermékekbdl készitett taptalajon a
referencia Aspergillus flavus NRRL 11611 aflatoxin B1 termelése (D). 1.: 2,6 (m/m)%; 2.: 1,7
(m/m)%; 3.: 4,05 (m/m)%; 7,2 (m/m)% nyerszsir tartalmu kukoricatermékekbdl készitett

taptalajok. Azonos betlijelzés a nem szignifikans eltérést jeloli P<0,05 szinten.

4.3.2 A taptalajok leoltasahoz alkalmazott spéramennyiség és az aflatoxin Bl

képzodés osszefiiggése

Az A4ltalam alkalmazott legnagyobb spéramennyiség esetén maldtds agaron a
gombatelepek mérete kicsi, viszont a Petri-csésze kozel teljes mértékben fedett sziirkés,
z0ldes gombahifakkal (11. dbra). Ahogy csokken az inokuldcié sordn felhasznalt
spoéramennyiség, Ugy nd a gombatelepek mérete, csokken a Petri-csésze hifdkkal torténd
lefedettsége. Kukorica agaron csokkent vegetativ novekedést és erdteljes szkler6cium
produkcidt tapasztaltam az alkalmazott spdérakoncentraciétdl fiiggetleniil. Mértem
tovabbd, hogy malatds, illetve kukorica agar tdptalajon, hogyan véltozik a termelt
aflatoxin B1 mennyisége a leoltdshoz alkalmazott eltérd spéramennyiség fiiggvényében.
A Kkisérlethez a referencia Aspergillus flavus torzset haszndltam fel. Azt tapasztaltam,
hogy a legkisebb, 10'/ml spéramennyiségnél volt a legnagyobb mértékii az aflatoxin B1
termelés, malatas taptalajon, illetve kiillonboz6 spérakoncentraciét alkalmazva sem volt a
2,6 (m/m)% zsirtartalmu kukorica agaron aflatoxin B1 termelés (12. dbra), bar a nagyobb
sporamennyiségek esetén (Ig 3, 1g 4, 1g 5) nem volt szignifikdns a kiilonbség a termelt

aflatoxin B1 koncentraciok kozott (P<0,05) .
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11. 4bra Malétds taptalajon Aspergillus flavus NRRL 11611 ndvekedése 10°-10'/ml

spéraszammal szélesztve.

S,

SN

Aflatoxin B1 (ug/ml)
N w

1

hee a.d b.c b.d, e

0 | o K 1 — =
1 2 3 4 5 6

Ig [spéraszam]

12. abra Az aflatoxin B1 mennyiségének valtozasa az Aspergillus flavus NRRL 11611
sporaszam fiiggvényében malatds taptalajon (n=3). Azonos betiijelzés a nem szignifikins

eltérést jeloli P<0,05 szinten.
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4.3.3  Aspergillus flavus torzsek stressz-rezisztencidjanak vizsgalata

Kétféle taptalajon (2,6 m/m% zsirtartalmd kukoricaagar, maldtaagar) kétféle
stresszfaktort (NaCl és SDS) kiilonb6z6 koncentraciéban alkalmazva vizsgaltam azoknak
az izoldtumoknak a novekedését, morfoldgiai tulajdonsédgait, amelyek potencidlisan
toxinogén torzsek, tehat legalabb egyet tartalmaztak az aflatoxin génklaszterbe tartozo,
altalam vizsgalt gének koziil (aflR, omtA, norA) (A. Melléklet). Illetve vizsgiltam
ugyanilyen koriilmények kozott a referencia Aspergillus flavus NRRL11611 morfoldgiai

tulajdonsagait.

4.3.3.1 Aspergillus flavus izoldtumok és a referencia torzs stresszvizsgélata kukorica

agaron

A vizsgélataim eredményeit a (D. Melléklet) tartalmazza.

A referencia Aspergillus flavus NRRL 11611 esetében azt tapasztaltam, hogy a 1 M és
1,5 M NaCl kezelés a konidioférok sdrga pigmenticidjat eredményezte, illetve
szkler6cium képzO6dés megfigyelhetd volt, mig a magasabb koncentraciokndl a
pigmentélt konidiéférok nem alakultak ki, nem volt spéraképzddés, de szkleréciumok
ugyanugy létrejottek ezekben a tenyészetekben is.

0,05-0,1 g I'' SDS-t tartalmazé kukoricaagaron a referencia térzs nagy mennyiségii
szkleréciumot produkdalt, mig a 0,5 g I"! SDS-t tartalmazé kukoricaagar esetében mar
csokkent a konidiofér képzddés, nem termelddott spora, 0,75 g I'! SDS-t tartalmazé
kukoricaagaron pedig mar nem volt vegetativ ndvekedés sem.

Kukoricaagaron NaCl stressz mellett két izolatum jol ndtt minden koncentracional,
harom izolatumndl nem volt, kettdnél alig volt aszexudlis spéraképzddés mar 1M NaCl
mellett, hat izoldtumnal 1,5 M NaCl mellett kevesebb konidiospéra, vagy kisebb mértékii
micéliumndvekedés kovetkezett be, 13 izolatumndl 2 M NaCl, mig négy izoldtumnal csak
2,5 M NaCl valtott ki hasonlé hatast. 16 izolatumndl pedig a konidioférok sarga
pigmentécidja volt megfigyelheto.

Kukoricaagaron egy izoldtum esetében mar a 0,05 g 1"' SDS koncentricié esetében is
gyengiilt novekedést és sporaképzoédést tapasztaltunk, két izoldtumnal 0,1 g 1'! SDS-nél
kevesebb spéra képzédott. 21 izolatumnal 0,5 g 17! SDS hatdsdra kevés, vagy semmi spora

nem képzdédott, és egy izolitum esetében novekedés sem kovetkezett be, mig Ot
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izoldtumndl ez a hatds csak 0,75 g I SDS-nél kovetkezett be. Ot izoldtumnal pedig a

konidioférok kifejezetten zold pigmentécidja volt detektalhato.

4.3.3.2 Aspergillus flavus izolatumok és a referencia torzs stresszvizsgédlata malatds

agaron

A vizsgalataim eredményeit a (E. Melléklet) tartalmazza.

A 2,5 M NaCl sem gétolta jelentdsen az Aspergillus flavus NRRL 11611 vegetativ
novekedését, viszont minden koncentrdciéban alkalmazva, a konidioférok sarga
pigmentdcidjat eredményezte.

A referencia torzs csokkent spéra-, nagyobb szkleréciumképzédést mutatott 0,5 g 17!
SDS-t alkalmazva, mig 0,75 g I"' SDS mar a gombahifik novekedését is gitolta.

Malitas téptalajon 26 esetben 0,5 g 1" koncentraciéji SDS megvaltoztatta a gombak
morfoldgiai jellemzdit, tiz esetben ki sem nodtt a gomba, mig a tobbi esetben kisebb
novekedést, csokkent spoéraszamot, a sporak, konidioférok megvéltozott pigmentacidjat
vagy szklerociumok megjelenését eredményezte. Harom izoldtum esetében mar 0,1 g 1!
SDS alkalmazésa morfoldgiai valtozasokat eredményezett, kisebb méretli szkler6ciumok
termelddtek, és a konidioférok pigmenticidja megvéltozott, vagy csokkent a
sporaképzddés. Egy izolatumnal 0,75 g 1! SDS a szkleréciumképzdédést mar gatolta.

A NaCl stressz hatdsat vizsgalva azt tapasztaltam, hogy négy izoldtum esetében még
a 2,5 M-os NaCl sem fejtett ki semmiféle hatdst sem a gomba novekedésére, mig 15
izoldtumndl a 2,5 M-os NaCl mar okozott valamilyen morfoldgiai véltozast, kisebb
novekedést, vildgosabb vagy kevesebb sporat, barndsabb tiptalajt, hét esetben ezek a
morfoldgiai valtozasok mar 2 M NaCl-ndl megjelentek, és négy izolatumnal mar az 1 M
NaCl kezelés mellett vagy konidiospéra, vagy szkler6cium nem képzddott.

Az Aspergillus flavus NRRL 11611 esetében azt tapasztaltam, hogy a s6 és SDS

stresszel szemben ellendllébb maldta agaron, mint kukorica agaron.

4.4 Szekunder metabolit képzés vizsgalata

Vizsgéltuk a kukoricaszemre (MV251 hibrid) oltott kiilonb6z0 Aspergillus flavus
izolatumok (A. Melléklet) szekunder metabolit termelését HPLC-MS médszerrel. Az UV

tartomanyban kapott kromatogramok kiértékelése sordn a kapott csicsok koziil

53



elsésorban azokat vettiik figyelembe, amelyek eltértek az oltatlan kukorica kontroll vagy
a toxinogén izolatum altal kolonizélt kukorica HPLC-MS UV kromatogramjatol és ezek
tomegspektrumét elemeztiik. Az at[xin[gén iz[1at'mlk koziil a 37. szdmu iz[1atlm
speradine F-et, a 30. iz 1atl m pedig 3-OH-speradine A-t, aspergilline D-t és speradine I-
t is termelt, mig a 72-es izoldtum a kukoricaszemen HPLC-MS késziiléken kimutathat6
koncentraciéju aflatoxin B1-et termelt (13. dbra), ellentétben a HPLC-FLD vizsgalattal,
tehat nem tekinthetd atoxinogénnek. A tobbi atoxinogén izoldtum viszont nem termelte a

30 keresett szekunder metabolit (  B. Melléklet) koziil egyiket sem.

13. abra HPLC-MS kromatogram: 1. kukoricaszem kontroll, 2. atoxinogén (37.) izolatum, 3.
toxinogén (9.) Aspergillus flavus izolatum, 4. atoxinogén (72.) izoldtum, 5. atoxinogén (72.)
izolatum tomegspektruma, 6. atoxinogén (30.) izol4dtum, 7. atoxinogén (30.) izolatum

tomegspektruma, 8. atoxinogén (30.) izoldtum tomegspektruma, 9. atoxinogén (30.) izoldtum

tomegspektruma
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Intens. 703_7_1_8_01_4359.d: UV Chromatogram, 225 nm
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Intens. 4 +MS, 34.8-35.5ain #(2074-2115), Background Subtracted, Background Subtracted
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4.5 Kompeticios képesség vizsgalata

A kompeticiés teszt soran steril kukoricaszemre oltottam kiilonboz0 ardnyban
toxinogén (9. izoldtum) és atoxinogén gomba izolatum (37. izoldtum) torzseket (A.
Melléklet). Legnagyobb koncentricidju aflatoxin B1 termelést a 100%-ban toxinogén
izoldtum alkalmazdsa sordn tapasztaltunk. Ahogy csokkentettem az inokuldciéhoz
haszndlt toxinogén gomba €s ndveltem az atoxinogén gomba ardnyat, gy csokkent az
aflatoxin B1 koncentracidja. Amikor csak atoxinogén Aspergillus flavus izolatummal
tortént a leoltas, akkor nem volt aflatoxin B1 termelés a kukoricaszemen. Az aflatoxin B1
termelés mintegy a felére csokkent, amikor 30:70 aranyban alkalmaztunk a leoltds sordn
toxinogén: atoxinogén Aspergillus flavus izolatumot (14. dbra). T-prébaval igazoltuk a
szignifikdns eltérést, ami a toxinogén-30:70, a toxinogén-50:50 és a toxinogén-70:30
oltdsokndl termelt aflatoxin B1 koncentracidk kozott volt kimutathatd. A leoltds sordn
kiilonboz6 ardnyban egyidejlileg alkalmazott toxinogén: atoxinogén Aspergillus flavus
izolatumok aflatoxin B1 termelése (30:70-50:50; 70:30-50:50; 30:70-70:30) k6z6tt nem

volt szignifikans eltérés.

~

Aflatoxin B1 (ug/ml)
S} w

—

b, c
! a"b '

toxinogén atoxinogén 30:70 50:50 70:30

14. abra Aflatoxin B1 termelés MV 251 kukoricaszemen, toxinogén (9.), atoxinogén (37.)
Aspergillus flavus, valamint a két torzs izoldtumainak eltérd ardnyban torténd egyiittes fertdzése

esetén (n=3, SD<20%). Azonos betlijelzés a nem szignifikdns eltérést jeloli P<0,05 szinten.
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4.6 Kukoricahibridek ellenalloképességének vizsgalata

A vizsgalataim sordn eltérd eredetli kukoricahibridek szemeit oltottam be Aspergillus
flavus (12. abra, 15. dbra, 16. dbra) torzsekkel (A. Melléklet). Az igy kapott eredményeim
alapjan megallapithatova valt a gombdk kolonizacios képessége, valamint a kukorica
hibridek ellenall6 képességének alakuldsa. Az ellenéllé kukoricaknal alacsonyabb volt a
gombadk kolonizaciés képessége. A kukoricaszemek legaldbb 10 %-a fertdzott volt, mig
a felséérték pedig 90% volt. Tehat, a kukorica hibrideket dsszehasonlitva nagy eltérések
mutatkoztak.

A referencia Aspergillus flavus NRRL 11611 esetében a szemfert6zések eltérden
alakultak (/5. dbra), de az atoxinogén (16. dbra) és toxinogén torzsek (17. dbra) esetén is
eltéré volt a szemfert6zottség mértéke a kiilonbozd hibridek kozott. Ezek alapjan
megallapithatd, hogy a referencia, illetve az atoxinogén Aspergillus flavus torzs esetében
a BC442 nevii hibrid szemtermésén tortént a legkisebb ardnyu fert6zés, tehat ennek a
fajtdnak a rezisztencidja a legnagyobb, a tobbi vizsgdlt hibriddel Osszevetve és ez az
eltérés szignifikdnsnak bizonyult a legtobb kukoricahibriddel szemben, a két vizsgalt
torzs esetében. A toxinogén Aspergillus flavus izolatum esetében is a BC442
kukoricahibrid bizonyult a leginkdbb rezisztensnek, de ez nem mutatott szignifikdns
eltérést az ARSANO O. kukoricahibrid ellenédlloképességétdl P<0,5 szinten.

Az atoxinogén (16. dbra) és toxinogén (17. dbra) izoldtum torzsek az L6 kukorica
hibridek szemtermésén szaporodtak el a legnagyobb ardnyban, tehat ennek a hibridnek a
leggyengébb az ellendlloképessége az izoldtumokkal szemben, bar az eltérés nem volt
szignifikdns az MV251, valamint a toxinogén izolatum esetében a DKC5031
kukoricahibridek esetében. Az Aspergillus flavus NRRL11611 a DEKALB 440 nevi
hibridnél okozott a legnagyobb mértékii szemfertézést. A gombdk eltérd kolonizacids
képessége a kukorica hibridek kiilonb6zdségével magyardzhatd, vagyis szemterméseiket
felépitd kémiai anyagoktdl, illetve, hogy azok milyen mddon reagilnak a gombak
tdmaddsaira. A toxinogén €s atoxinogén izolatumok kolonizaciés képessége a kisérleteim
alapjan eltéronek bizonyult referencia torzséhez képest a kiillonbozé kukorica hibrideken.

A kukoricahibridek ellendlloképessége jelentOsen eltért.
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15. abra Fert6zott szemek szazalékos aranya az egyes hibrid kukoricaknadl referencia
Aspergillus flavus NRRL 11611 torzs alkalmazadsaval (n=3). Azonos betiijelzés a nem

szignifikans eltérést jeloli P<0,5 szinten.
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16. abra Fert6zott szemek szazalékos ardnya az egyes hibrid kukoricdkndl atoxinogén
Aspergillus flavus izolatum (37.) alkalmazasaval (n=3). Azonos betlijelzés a nem szignifikans

eltérést jeloli P<0,5 szinten.
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17. abra Fert6zott szemek szazalékos ardnya az egyes hibrid kukoricakndl toxinogén
Aspergillus flavus izoldtum (9.) alkalmazdsédval (n=3). Azonos betlijelzés a nem szignifik4ns

eltérést jeloli P<0,5 szinten.

5. Kovetkeztetések, javaslatok
5.1 Az izolatumok nukleinsav alapu vizsgalata

Az aflatoxin termelésért felelds, 75 kbp méretli génklaszter jelenlétét harom
génszakasz, az aflR, norA és az omtA kimutatdsdval vizsgiltam egyidejlileg multiplex
PCR segitségével (8. abra). Ezt a kisérletet Geisen (1996) munk4ja alapjan végeztem, aki
megallapitotta, hogy az ezekre a géneknekre tervezett primerparok segitségével jol
elkiilonithetdek a tobbi gombatdl az Aspergillus flavus és Aspergillus parasiticus fajok,
de ezek alapjdn viszont a toxinogén és az aflatoxint nem termeld izoldtumok nem
kiilonithetdek el egyértelmiien. Rashid és munkatérsai (2008) is ennek a hdrom génnek,
valamint a verl génnek a jelenlétét, és az aflatoxintermeld képességét vizsgaltak 157
Aspergillus flavus, valamint 36 Aspergillus parasiticus izolatum esetében. Mind a négy
gén egyidejli jelenléte csak egy toxintermeld Aspergillus parasiticus izoldtumra volt
jellemzd. Lee és munkatdrsai (2006) szerint az aflR gént fel lehet haszndlni az
aflatoxinogén Aspergillus flavus torzsek kimutatdsara. Varga és munkatarsai (2011)
szintén ezt a hdrom gént alkalmaztdk az Aspergillus izolatumok aflatoxintermeld
képességének bizonyitdsara.
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A vizsgélataim sordn az izolélt 72 Aspergillus izoldatumbdl 33 tartalmazta a harom
aflatoxin génklaszterben 1€v6 vizsgalt gén valamelyikét, illetve ezen gombdk koziil 17
mindhdrom gént tartalmazta. A 33 izoldtum koziil minddssze nyolc termelt aflatoxin B1-
et maldta agaron. A toxintermeld izoldtumok koziil hatban az aflR, norA és omtA gének
egylittes jelenléte kimutathat6 volt, viszont az egyik izoldtumban az omtA, a masikban az
aflR és az omtA nem volt felszaporithatd, ennek ellenére kimutathaté aflatoxin Bl
termelést tapasztaltam, ami a gének modosult szekvencidjara utalt. 32 izolatum esetében
aflR pozitivitast mutattam ki, de ennek ellenére ezek koziil csak hét termelt aflatoxin B1-
et. Ezeknél az izolatumoknadl valésziniileg az aflatoxin B1 termelésért felelds génklaszter
olyan mértékben médosult, vagy olyan gének sériiltek, mutalodtak, hogy ezaltal a gomba
nem képes aflatoxin B1 produkciodra.

Az ITS1-4 primerpar kozotti DNS szakaszok szekvendltatdsa sordn kapott
eredményekbdl kideriilt, hogy feltehetdleg 33 izolatum koziil 22 Aspergillus flavus, négy
izolatum Aspergillus tritici vagy a kordbban szinonimdjaként hasznalt Aspergillus
candidus, illetve egy izoldtum Aspergillus cristatus vagy Aspergillus amstelodami. De a
pontos faji azonositdshoz tovabbi vizsgdlatok sziikségesek. Az Aspergillus amstelodami
esetében kimutattdk, hogy képes az aflatoxin bioszintézis koztes termékének, a
sterigmatocisztinnek a produkcidjira (Bukelskiené¢ et al., 2006). Ennél az izoldtumnal a
vizsgélataim alapjan mindharom, aflatoxin szintézisért felelos génklaszterbe tartoz6 gén
jelenlétét ki tudtam mutatni.

Az ITS régi6 vizsgalata alapjan Aspergillus flavusnak bizonyult torzsek koziil kettot
kivélasztottam, egy aflatoxin Bl toxint termeldt és egy nem termeldt, valamint a
referenciatorzset, és ezekkel a kalmodulin primerparral végzett PCR reakcidk soran
kapott DNS-szakaszokat szekvendltattam. A szekvendlds bizonyitotta, hogy az altalam
azonositott torzsek valéban az Aspergillus flavus tajhoz tartoznak.

Eredményeim alapjan éllithatjuk, hogy mig az ITS szekvencia és a kalmodulin gén
szekvencia a faji hovatartozds megallapitasdban, az aflatoxin génklaszterre kapott PCR
eredmények pedig a potenciélis toxinképzés megallapitdsiban segitenek, egyik modszer
sem ad segitséget az atoxinogén torzsek kivdlasztiasdban. Ehhez a toxintermelés
indukci6ja melletti toxin mérés sziikséges.

Osszességében megallapitottam, hogy a potencidlisan toxinogén izolatumok
nukleinsav-alapu vizsgdlata alapjin csak feltételezni tudjuk a mikotoxin produkciét, a

toxintermelés intenzitdsat szamos tényez0 befolydsolja, mint pl. a kornyezeti hatdsok
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(Prandini et al., 2009). Medina és munkatarsai (2014) szerint a vizaktivitas, a hOmérséklet
€s a kibocsatott CO; egyiittes hatdsa in vitro vizsgalatokban, a kukorica gazdandvényen
nem befolyasolja jelentésen a gomba novekedését, viszont az aflatoxin termeléséért
felelos gének expresszidjat jelentdsen noveli. A kutatdsaim alapjan az izoldtumaink tobb
mint 40%-a potencidlisan aflatoxin termeld. Ezek a gének kedvezd kornyezeti hatdsokra
expresszdlodhatnak, és az izoldtumok toxint termelhetnek, igy jelent0s gazdasagi,
humdénegészségiigyi karokat okozva a mezdgazdasag szdméara. Ezért manapsdg, amikor a

klimavaltozds ilyen jelentdés hatdssal bir, kiilonos figyelmet kell forditani a

penészgombak, mikotoxinok vizsgalatara.

5.2 Eltéré tenyésztési koriilmények, stressz vizsgalata
5.2.1 Aspergillus flavus NRRL 11611 torzs vizsgalata kiilonbozo taptalajokon

A mikotoxin képzddést szamos tényezd befolyasolja, koztiik az egyik legjelentdsebb
a megfelel6 mennyiségli €s mindségli szubsztrat jelenléte a tipkozegben. A maléta agar
az Aspergillus gomba vegetativ novekedését, aszexudlis sporuldcidjat segiti eld, de a
szekunder metabolit képzOddést is indukalja, hiszen nagy koncentracidban tartalmaz
glikkozt és szerves nitrogént. Minimum 0,1 M koncentraciéju gliik6z indukalta az
aflatoxin B1 bioszintézist Aspergillus parasiticus tenyészetben Wiseman és Buchanan
(1987) kutatdsa szerint. A fonalas gombdk mikotoxin szintéziséhez alapvetd fontossagu
a megfeleld nitrogén forrds jelenléte is. Ezek a gombédk a konnyebben asszimildlhat6
nitrogénformakat szelektiven hasznositjak, aminek egy komplex transzkripcids kontroll
az alapja. A szerves nitrogénformak, mint példaul az NH4*, glutamin, illetve ezek
hidnydban az aminok, amidok, purinok, pirimidinek, €s az egyéb szerves nitrogén
vegyiiletek indukaljék az aflatoxin B1 képzddését, mig a nitrat gatolja azt (Kachholz et
al., 1983; Wong et al., 2008; Payne et al., 1983).

Az oxidativ stressz, a reaktiv oxigén gyokok jelenléte serkenti a lipid peroxidéciot és
az aflatoxin termelésében résztvevd gének expresszidjat is (Reverberi et al., 2006).
Viszont a novényi eredetli antioxiddnsok gétoljdk az aflatoxin bioszintézisét, a reaktiv
oxigéngyOokok inaktivdldsaval, valamint az oxidativ enzimek specifikus gatlasan
keresztiil, de a gombdk vegetativ novekedésére kevésbé vannak hatdssal (Holmes et al.,

2008). A flavonoidok gatoljdk az aflatoxin termelddést, de a hatdsuk a toxintermelésre,
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valamint a gomba noOvekedésére fiigg a flavonoid kémiai szerkezetétdl és
koncentraciéjatol (Holmes et al., 2008).

A kutatdsom bemutatta, hogy a maldtas taptalajon volt a legnagyobb aflatoxin Bl
produkcid, ahol gliik6z volt a szénforras, és szerves a nitrogénforrés. Illetve aflatoxin B1
termel0dést mértiink a gliikkdzzal kiegészitett kukoricaagar esetében is, ahol szintén
gliikéz szénforrds volt jelen, illetve szerves nitrogénforrds a tipkozegben. Az altalam
készitett kukoricaagarban viszonylag magas antioxidadns-, és zsirsav tartalmat mértem,
viszont alacsony volt a szabad nitrogén €s gliikéz tartalom, ami magyarazattal szolgalhat
arra, hogy ezekben a tenyészetekben nem volt detektdlhat6 aflatoxin B1 termelés. Kivéve
a két legnagyobb zsirtartalmu kukoricaagar, valamint a gliikkézzal kiegészitett
kukoricaagar esetében, de ezeknél is a toxintartalom viszonylag alacsony volt a malatas
agarhoz viszonyitva. Ezen esetben a magas antioxidédns tartalom és alacsony N-tartalom
ellenére volt mikotoxin szintézis, ami vagy a kukoricaagarhoz adott egyszerii cukor, vagy
a magas zsirsavtartalombdl mobilizdlhatd, és az aflatoxin bioszintézis fontos elemének
tekinthet6 acetil-koenzim A-val indokolhaté (Howlett, 2006).

A magas antioxidans-tartalom és a kevés szabad cukor-tartalom mellett a
kukoricaagar-sé tartalmu t4ptalajon intenziv szklerécium produkcié volt megfigyelhetd,
ami azzal magyarazhatd, hogy e kedvezdtlen kornyezeti feltételek esetén a szkleréciumok
biztositjdk a gomba szdmadra a talélést (Coley-Smith et al., 1971).

Szant6foldi koriilmények kozott a kukorica hidrolitikus aktivitdsa indukdlja a gomba
aflatoxin B1 szintézisét (Dolezal et al., 2014), megfeleld0 mennyiségli szénforrds
jelenlétében. A magasabb zsirtartalmud hibridek eldnydsebbek az aflatoxin produkcid
szempontjibol, még akkor is, ha magas az antioxidans tartalmuk. Viszont, ha nincs
megeleld szén és nitrogén forrds jelen a tdpkozegben, akkor aktivalodik a gomba
szkler6cium fejlédése, ami segiti a gomba tilélését kedvezotlen kornyezeti feltételek
mellett (Coley-Smith et al., 1971; Cotty, 1989; Horn et al., 2014). A klimavaltozas
hatdsara novekedhet a stressz rezisztens, aflatoxin produkciora képes gombdk

jelentdsége, szdma, ami aggodalomra adhat okot (Medina et al., 2014).

5.2.2 A taptalajok leoltashoz alkalmazott sporamennyiség és az aflatoxin Bl

képzodés osszefiiggése

A kukorica agaron (2,6 % zsirtartalom) nem mértem kimutathaté aflatoxin Bl

koncentraciot, 10'-10” spéramennyiséget alkalmazva sem. Ennek okat az el6z6 fejezetben
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is targyaltam, vagyis, hogy nem volt elegendd szabad szénforrds jelen a taptalajban, a
zsirsavtartalom is viszonylag kevés volt, viszont antioxidansokat tartalmazott a tapkozeg.

Malédta agaron viszont a leoltdskor alkalmazott legkisebb spéraszdm mellett
tapasztaltam a legmagasabb koncentricidji aflatoxin B1 produkciét. Amit azzal
magyardzhatunk, hogy a kisebb mennyiségili spéra novekedéséhez nagyobb mennyiségii
gliikéz 4llt rendelkezésre, mintha ugyanazt a mennyiségli szénforrdst nagyobb
mennyiségli gomba novekedéséhez, toxintermeléséhez kellene felhaszndlni. Az
inokuldciokor hasznélt nagyobb spéramennyiség esetében a trikarbonsav-ciklus soran
felszabadul6 intermedierek is gatolhattdk a toxinprodukci6t.

Yan és munkatérsai (2012) azt tapasztaltdk, hogy a gliizéztartalmu tdpkozegben a
kezdeti magas sporakoncentracié novelte a keletkezd aflatoxin B1 mennyiségét, mig a
pepton tartalmui tdpkozeg esetén forditva volt, a kezdeti magas spdrakoncentracid
alacsonyabb aflatoxin B1 szintet és nagyobb micélium novekedést eredményezett. A
metabolikus vizsgdlatok azt mutattdk, hogy ennek az oka az volt, hogy gatolt volt a
zsirsav bioszintézis, redukalddtak a trikarbonsav ciklus intermedierjei és fokozott volt a
pentdz-foszfat ciklus. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy az Aspergillusok képesek
érzékelni a rendelkezésiikre all6 tdpanyagforrdsok mennyiségét, igy tudjak befolydsolni
a micélium névekedés vagy az aflatoxin szintézis intenzitdsat, ami szelekcids elonyhoz
juttatja Oket, hiszen képesek lesznek ezaltal alkalmazkodni szlikebb tapanyagforrds esetén

is.

5.2.3 Aspergillus flavus izolatumok és a referencia torzs stresszrezisztencia

vizsgalata

Az Aspergillus parasiticus novekedését és aflatoxintermeld képességét vizsgaltak
szintetikus (gliik6z-€élesztd-s6) tdptalajon kiilonb6z6 koncentracidju NaCl-ot alkalmazva
€s azt tapasztaltdk, hogy nagyobb koncentricidju NaCl kezelés indukdlja a gombdk
novekedésének lag fazisba keriilését, amikor is a sejtek nyugalmi fazisban vannak,
alkalmazkodnak a kornyezeti koriilményekhez és a sejten beliill elkezdddik a
szaporodashoz sziikséges enzimek, fehérjék szintetizdlasa, valamint kevesebb aflatoxin
termelddik (El-Gazzar et al., 1985). Shih és Marth (1972) arr6l szamoltak be Aspergillus
flavus és Aspergillus parasiticus torzseket vizsgélva, hogy a gombdk novekedése 6%
NaCl-t felhaszndlva csokkent, folyékony tapkozegben, amely 2% élesztékivonatot €s

20% szachar6zt tartalmaz és teljesen gatolt a novekedés, aflatoxin termelés 14% NaCl-t
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alkalmazva. Kulik és Hanlin (1968) kutatiasa szerint 15% NaCl-t tartalmazé malata
agarban a megvéltozott vizaktivitds miatt csokkent az aflatoxin termel6dés €s a gombdk
novekedése. Egy tanulmany szerint a homérséklet befolydsolhatja az Aspergillus torzsek
novekedését, valamint a poliolok, cukrok felhalmozdsat a sejtekben. Ebben a
tanulmanyban vizsgaltak azt is, hogy az ozmotikus viszonyok (NaCl) valamint a matrix
potencidl (glicerol) véltoztatdsa kukorica agaron milyen valtozdsokat idéz eld az
Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus gombdk névekedésében €s a poliolok, cukrok
intracellularis akkumulécidjdban. A novekedési rata érzékenyebben reagdlt a matrix
potencidl valtozas okozta stresszre, mint az ozmotikus potencidl okozta stresszre, viszont
a cukrok felhalmozasdban nem tapasztaltak kiilonbséget. Magasabb hdmérsékleten
glicerolt alkalmazva a madtrix potencidl novelésére magasabb cukor felhalmozddast
tapasztaltak a kutaték, mint a NaCl-val mddositott tipkozegben, ez arra utal, hogy ezek a
torzsek nagyobb mértékben képesek tolerdlni a megvaltozott koriilményeket, amely képes
lehet 6koldgiai elonyokhoz juttatni Oket (Nesci et al., 2004). Masik tanulmany szerint
viszont a NaCl, KCI vagy a szorbit hiperozmotikus mennyiségben nem befolyésolta az
aflatoxin bioszintézisét (Duran et al., 2010). Ez kapcsolatban 4&llhat azzal a
szabdlyozéssal, amit az Aspergillus nidulans gombandl irtak le: az ozmotikus stresszre
adott valasz genetikai szabalyozasaban részt vesz a RcoA gén, amely nemcsak a gomba
novekedésével, fejlodésével, de a sterigmatocystin termeléssel is kapcsolatba volt
hozhaté (Hicks et al., 2001). Illetve az ozmotikus stressz Aspergillus-okban befolyasolja
a pigmentek termelddését is (Duran et al., 2010). A gombak a kiilsé kornyezet ozmotikus
nyomdsdnak valtozdsait a MAPK (mitogén-aktivalt-protein-kindz) kaszkad altal
kozvetitett HOG jelatviteli utvonalon keresztiil érzékelik. Az aktivalt MAPK-k szdmos
transzkripciés faktort foszforildlnak, ezdltal szabdlyozzdk a génexpressziot és a
fehérjeszintézist is. Az ozmotikus stresszre adott valasza a gombdknak kiilonbozé lehet,
példaul az ozmézisnyomds ellen glicerol termelddhet a citoplazmaban, vagy a
citoszkeleton, illetve a sejtfal megvéltozik, vagy a konidiumképzodés fokozodik. A
konidiumok képesek a szél altal terjedni és igy a kedvezdtlen kdrnyezeti koriilményekbdl
kikeriilve a gombdnak nagyobb lesz az esélye a tulélésre. A gazdanovény-gomba
interakcié sordn a gomba megvaltozott ozmotikus viszonyok kozé keriilhet, példaul a
novényi sejtek lizise éltal. Az ozmotikus stresszvalasz konzervdlt, de nem azonos a
kiilonbozé gombakban €s szorosan Osszefiigg a morfogenezissel. A természetben vald

talélésben szerepet jatszik az is, hogy a gomba milyen mértékben tudja a morfoldgiai
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tulajdonsdagait megvaltoztatni a véltozé ozmotikus viszonyok hatdsara (Duran et al.,
2010).

A PkcA protein-kindz aktivalja az Aspergillus nidulans-ban a sejtfal integritasi
valaszban részt vevO MAPK egységeket. A csokkent PkcA aktivitdssal rendelkezd
Aspergillus nidulans mutansok érzékenyebbek lesznek példaul az SDS okozta stresszre,
ezeknek az enzimeknek nagy szerepiik van a sejtfal metabolizmusdban. A gombasejtfalat
ért kérosité hatdsokra valaszul megindul a gombédban a mpkA-lacZ gének fokozott
expresszidja (Valiante et al., 2008). A MAPK jelatviteli utvonal fontos szerepet jatszik
az Aspergillus flavus novekedésében, a szkler6cium és konidium képzddésében és az
aflatoxin produkcidban, ezt bizonyitjak a foszforillt fehérjék delécids, komplementacios,

pontmutédciés mutiansokkal elvégzett kisérletek (Ren et al., 2016).

5.2.3.1 Aspergillus flavus izoldtumok és a referencia torzs stresszvizsgalata kukorica

agaron

A referencia torzs esetében kukorica agaron az ozmotikus stressz elsdsorban
morfoldgiai véltozdsokat, a pigmentéltsig megvaltozasat, valamint a spéraképzdodést
befolyésolta, szkler6cium minden altalam alkalmazott NaCl koncentracional képzodott,
ami biztositja a kedvezdtlen kornyezeti viszonyok kozotti talélést a gomba szdmara. Az
izolatumok majdnem felénél szintén pigmentécié valtozast okozott a gombahifdkban az
ozmotikus stressz, két izolatum esetében semmilyen morfolégiai valtozdst nem
tapasztaltunk, 8 izoldtumndl mar a kisebb, mig 17 izolatumndl csak a magasabb NaCl
koncentracid gétolta a vegetativ novekedést vagy a sporaképzddést kukorica agaron.

A referencia torzs kukorica agaron mar kis koncentraciéban alkalmazott SDS-hatdsara
is nagymértékben termelt szkleréciumot, és 0,75 g 1! SDS pedig teljesen gétolta a
vegetativ novekedést. Az izoldtumok nagy részére szintén hasonld hatést fejtett ki az SDS
okozta stressz, 5 izoldtumnal megvéltozott a konidioférok pigmentécidja, 2 izoldtum
spéraképzddése, novekedése valtozott meg, mar alacsonyabb SDS-stresszt sem volt
képes tolerdlni, mig 5 izoldtumndl ez a hatds csak 0,75 g 1-1 SDS alkalmazéasakor volt

megfigyelhetd.
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5.2.3.2 Aspergillus flavus izolatumok €s a referencia torzs stresszvizsgédlata malatas

agaron

A referencia Aspergillus flavus torzset vizsgélva maldtds agaron hasonld toleranciat
tapasztaltam ozmotikus, valamint SDS-stresszel szemben is, mint kukorica agaron. A
NaCl elsdsorban a hifdk pigmentdltsigdnak véltozdsat, valamint nagyobb szkler6cium
produkcidt, az SDS pedig nagyobb koncentracioban csokkentette a spéraképzddést, 0,75
g I koncentraciéban pedig meggétolta a novekedést is.

Az aflatoxinogén izolatumok koziil csupan 4 esetben volt jelentds hatdssal az dltalam
alkalmazott alacsonyabb NaCl a gombdk morfoldgiai jellemzdire, a tobbi izoldtum
esetében 2 M, vagy anndl nagyobb koncentraci6ji NaCl befolyédsolta a ndvekedést vagy
sporaképzddést malatds agaron.

SDS kezelést alkalmazva maldtds agaron azt tapasztaltam, hogy az izolditumok nagy
része hasonld toleranciat mutatott ezzel a stresszel szemben, mint a referencia torzs,
harom izolatum esetében kisebb koncentraciéji SDS stressz hatdsra megvaltozott a
gombdk morfoldgidja, mig egy izolatumndl az dltalam alkalmazott legmagasabb SDS
koncentracié okozott csak kisebb szklerécium produkciot.

Osszeségében megallapithaté, hogy a referencia torzs és az aflatoxinogén izoldtumok
ellendlloképessége nagymértékii  volt s6, valamint SDS-stresszel szemben
kukoricaagaron és maldtds agaron egyarant, ami nagy jelent0ségii lehet novényvédelmi

szempontbol.

5.3 A kukorican termelt szekunder metabolitok vizsgalata

Az atoxinogén izolatumokkal alkalmazdsival szembeni legnagyobb ellendllast az
egyéb kevésbé ismert szekunder metabolitok megjelenésének lehetdsége adja. Ezt in vitro
szemeskukorican végzett kisérlettel kivantam ellendrizni. Kutatdsom soran elsésorban
Uka és munkatarsai (2017) éltal vizsgalt masodlagos anyagcseretermékek (B. Melléklet)
jelenlétét vizsgéltuk MV251 kukoricahibridre oltott aflatoxint nem termeld Aspergillus
Sflavus mintdkbdl (5. tablazat). A vizsgélt aflatoxint nem termeld izoldtumok koziil egy
izolatum speradine F-et, mig egy masik izoldatum 3-OH-speradine A-t, aspergilline D-t és
speradine I-t, mig egy harmadik izolatum a kukoricaszemen kimutathaté koncentraciéju
aflatoxin Bl-et termelt (5. tdbldzat), tehdt nem volt tekinthetd atoxinogénnek. A tobbi
atoxinogén Aspergillus flavus izolatum nem termelt a vizsgalt szekunder metabolitok

koziil egyiket sem HPLC-MS késziilékkel kimutathaté mennyiségben. A talalt
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metabolitok CPA szarmazék vegyiiletek, amelyek egészségkdrosité hatdsa elmarad az
aflatoxinokétol, emiatt kevésbé vizsgalt vegyiiletek, viszont egyiittes kumulativ
toxikoldgiai, valamint hosszitdvi hatdsuk miatt lényegesek lehetnek human
egészségligyi szempontbol. Az Altalunk kimutatott 3-OH speradine A-t elészor
Aspergillus tamarii tenyészetben mutattak ki (Wang et al., 2013), de sikeriilt Aspergillus
flavus tenyészetekben is detektdlni (Uka et al., 2017). A speradine F-et eldszor
Aspergillus oryzae (Hu et al., 2014), majd Aspergillus flavus, valamint Penicillium spp.,
tenyészetekbdl, a speradine I-t Aspergillus flavus (Ma et al., 2015), az aspergilline D-t
pedig Aspergillus versicolor és Penicillium commune tenyészetekbdl sikeriilt kimutatni
(Xu et al., 2015). Az atoxinogén gombdk alkalmazdsa esetén bioldgiai kontrollként, az
aflatoxin szennyezettséggel szembeni védekezésben kiemelkedd jelentdségli a gomba
szekunder metabolit termelésének ismerete, valamint az ezért felel0s genetikai hattér
vizsgalata, hiszen, ha nem is termelddik szekunder metabolit, de jelen vannak a
termeléshez sziikséges gének, azok bizonyos koriilmények hatdsara aktivdlodhatnak, és
karos szekunder metabolitok termelddését idézhetik eld. Abbas €s munkatarsai (2011a)
harom atoxinogén torzs aflatoxin és CPA csokkentd hatdsat vizsgaltdk szant6foldi
koriilmények kozott, és azt tapasztaltdk, hogy az egyik torzs ugyan csokkentette a
keletkezd aflatoxin mennyiségét, viszont CPA felhalmozddést idézett eld a kukoricdban

(Abbas et al., 2011b).
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5. tablazat: Osszefoglalds: az aflatoxint potencidlisan nem termeld izoldtumok jellemzése

Aflatoxin gén
Novekedés klaszterben 1évé gének
Izolatum Termelt vegyiilet . .
jelzése (HPLC-MS) MYV 251 Jjelenléte
kukoricaszemen (multiplex PCR)
norA aflR omtA
7 - gyenge + + +
27 - gyenge - + -
28 - gyenge + + +
3-OH-speradine A,
30 aspergilline D, intenziv + + +
speradine I
33 - intenziv + + +
34 - intenziv - + -
37 speradine F intenziv + + +
44 - gyenge + + -
53 - intenziv + + +
61 - intenziv - + -
70 - intenziv + + -
72 aflatoxin B1 intenziv - + -

5.4 Kompeticios képesség vizsgalata

A bioldgiai kontroll esetén aflatoxinokat nem termeld Aspergillus flavus torzseket

alkalmazhatnak a kukorica aflatoxin szennyezettségének csokkentésére. Az atoxinogén

torzs kompeticids képessége révén képes megakadalyozni a toxinogén Aspergillus flavus

novekedését, szekunder metabolit produkcidjit. Szant6foldi koriilmények kozott is

sikeriilt igazolni az aflatoxint nem termeld Aspergillus flavus (NRRL 21882) aflatoxin

szennyezettség csokkenté hatdsét kukorican, és az Amerikai Egyesiilt Allamokban Afla-

Guard néven kereskedelmi forgalomba is hoztdk (Brown et al., 1991; Abbas et al., 2011a).

Abbas és munkatarsai (2011a) kukoricdn vizsgaltdk harom atoxinogén Aspergillus flavus
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aflatoxin koncentraciéra gyakorolt hatdsat az USA-ban, ugyanolyan mennyiségi
toxinogén Aspergillus flavus torzset alkalmazva. Azt tapasztaltdk, hogy két atoxinogén
torzs (K49 és NRRL 21882 /Afla-Guard/) 83 % és 98 %-al, mig a harmadik torzs (AF36)
20 %-al csokkentette a kukorica aflatoxin B1 tartalmat. Nigéridban pedig az La3279
atoxinogén Aspergillus flavus torzset taldltdk a leghatékonyabbnak, mivel az tobb mint
99 %-kal csokkentette a kukorica aflatoxin B1 szennyezettségét (Atehnkeng et al., 2008).

Kutatdsom sordn sikeriilt igazolni, hogy az dltalam alkalmazott aflatoxint nem termeld
Aspergillus  flavus izolatum is képes csOkkenteni az aflatoxin szennyezettséget
kukoricaszemen, viszont ez az izolatum késébbi HPLC-MS vizsgdlatok alapjan speradine
F-t termel, emiatt sziikséges a tobbi atoxinogén izolditum kompeticiés vizsgilata
toxinogén Aspergillus flavus torzzsel, valamint szant6foldi in vivo kisérletek is
sziilkségesek az izoldtumok hatékony aflatoxintermelést csokkentd hatdsdnak

bizonyitdsara.

5.5 Kukoricahibridek ellenalloképessége és az Aspergillus flavus fertozoképessége

A kukoricaszemes kisérlethez sziikséges inokuldcidt Rajasekaran é€s munkatérsai
(2013) kisérlete alapjan végeztiik el, amely segitségével informéciét kaphatunk az egyes
kukoricahibridek Aspergillus flavus-szal szembeni érzékenységérél. Ebben a
tanulmanyban a gombafertdzottség mértékére az Aspergillus flavus termelte zold
fluoreszcens fehérje (GFP) altal kibocsatott fluoreszcencia mérése és statisztikai
elemzése alapjan kovetkeztettek, valamint mérték a termelddo aflatoxin mennyiségét is.
Luna-Lopez és munkatarsai (2013) szintén in vitro kiilonb6z6 kukorica hibrid
szemtermésére oltottak aflatoxint termeld Aspergillus flavus-t, és vizsgaltak a kiillonb6zo
hibrideken megfigyelhet6 gombanovekedést ¢és aflatoxin termelést, és ezaltal
kovetkeztetni lehetett a kukoricahibridek rezisztencidjara szant6foldi koriilmények
kozott, amely megegyezett mds tanulményokban leirtakkal. Viszont a ndvény
rezisztencidjat szamos tényezd befolydsolhatja, ezért ezek az informécidk csak
tdjékoztato jellegliek.

Kutatasaim soran a kiilonb6z6 hibrid kukoricaszemeken a referencia, valamint a
toxinogén és az aflatoxint nem termeld Aspergillus flavus —szal fert6zott szemek aranyét
vizsgaltuk. A kiillonboz6 kukorica hibridek eltérd ellendlloképességet mutattak, valamint
eltéréen viselkedtek a kiilonbozd Aspergillus flavus torzsekkel szemben is. Az

izolatumok kolonizacids képessége hasonld volt, de kiilonbozott a referencia torzsétol,
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ami magyardzhat6 azzal, hogy a referencia torzs nem kukoricardl izolalt térzs, hanem
mogyororol, viszont kukorican is képes novekedni, valamint aflatoxin B1-et termelni.

Jelenleg teljes rezisztencidval rendelkezd kukoricahibrid nincs ebben a régioban
(Szabd et al., 2018), de vannak az egyes gombafajokkal valo6 fert6zésre nézve alacsony,
kozepes és magas érzékenységli kukoricahibridek (Szab6 et al., 2018). Fontos a
kukoricahibridek ellendlloképességének meghatdrozasa, eldrejelzése élelmiszer és
takarmdnybiztonsagi szempontbdl, igy kivalaszthatjuk a magasabb rezisztencidval
rendelkez6é kukoricahibrideket, amelyek ellendllobbak lesznek gombafertdézésekkel
szemben, és igy kisebb mértékii toxinszennyezettség alakulhat ki.

Vizsgalataim alapjan olyan kukoricahibridet valasztottam ki, amelyet az aflatoxint
nem termeld és toxinogén Aspergillus flavus izolatumunkkal szemben lényegében
egyformén viselkedett, az in vitro kisérletben, ezért alkalmazhaté a tovabbi kutatdsok

soran.
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1.

6. Uj tudomanyos eredmények

Felmértem az endemikus A. flavus izolatumok aflatoxin termelé képességét. 72 db
Aspergillus sp. izoldtumot gyiijtéttem 0ssze takarmanyokrdl, takarméany alapanyagokrol.
Multiplex PCR segitségével az afltoxin Bl termelésért felelos génklaszter harom
génjének jelenlétét vizsgaltam (aflR, norA, omtA). A 72 db izolatumbdl 33 tartalmazta
legaldbb az egyik gént, tehdt potencidlisan aflatoxin termeld volt. Majd a potencidlisan
aflatoxinogén izolatumok faji identifikalasat elvégeztem az ITS régié alapjan, ITS1 és
ITS4 primer segitségével. Ez alapjan 22 izolatum Aspergillus flavusnak bizonyult. Egy
atoxinogén, és egy toxinogén A. flavus izolatumot a kalmodulin gén szekvencia alapjin
is Aspergillus flavusnak azonositottam.

Megallapitottam a kukorica nyerszsir tartalma, a szklerocium képzés és az aflatoxin
termelés kozotti kapcsolatot. Az aflatoxintermeld A. flavus referenciatorzs a magasabb
nyerszsir tartalmu kukoricaagaron és a malatas agaron termelt aflatoxin B1-et, illetve az
alacsonyabb nyerszzsir tartalmi kukoricaagaron gliikkéz hozzdaddsaval szintén sikeriilt
aflatoxin B1 produkciét kimutatnom. A gomba szklerécium termelddését pedig
elsésorban a magas zsirtartalom, valamint alacsonyabb nyerszsir tartalom esetén a
szervetlen nitrogénforrds alkalmazasa indukalta. Intenziv szkler6ciumprodukcié mellett
nem, vagy csak alig volt mérhetd aflatoxin B1 termelés.

Azonositottam in vitro kedvezé koriilmények kozott az inokulum mennyiség és az
aflatoxin B1 termelés kozotti forditott aranyossagot. Az inokulacié soran felhasznalt
legkisebb mennyiségili spdra esetén tapasztaltam a legnagyobb koncentraciéju aflatoxin
B1 termelést maldtas agaron, a referencia Aspergillus flavus torzset alkalmazva, illetve,
itt volt a legnagyobb a gombatelepek mérete és a legkisebb a Petri csésze hifakkal torténd
lefedettsége.

Jellemeztem a referencia és a sajat izolalasu A. flavus torzs stressztiirését. A
referencia Aspergillus flavus torzs malatds, valamint kukoricaagaron is ozmotikus
stresszre pigmentdltsdg valtozassal reagdlt, illetve maldtds agaron nétt a szklerécium
produkcié is, viszont a sejtmembrant kdrositdé SDS kis koncentraciéban fokozott
szkler6cium képzodést, nagyobb koncentracioban alkalmazva pedig csokkent vegetativ
novekedést okozott. Az dltalam gyljtott Aspegillus flavus izolatumok mintegy fele
hasonléképpen reagélt az ozmotikus stresszre kukoricaagaron, mint a referencia torzs, de

az izolatumok egy részénél csak a magasabb koncentraciéban alkalmazott NaCl gétolta a
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novekedést vagy a sporaképzddést, mig malatds agaron csak négy izolatum esetében
okozott morfoldgiai valtozast a kisebb ozmotikus stressz, a tobbi izoldtum esetében nem
befolyasolta a novekedést vagy a sporaképzddést sem. Kukoricaagaron kettd, mig malatas
agaron harom izoldtum mar az alacsonyabb SDS-stresszre is csokkent sporaképzodéssel,
vegetativ novekedéssel reagdlt, mig az izoldtumok nagyobb része hasonléképpen
viselkedett, mint a referencia torzs.

Azonositottam olyan izolatumokat, amelyekb6l HPLC-MS modszerrel sem volt
kimutathat6 feltételezhetéen toxikus metabolit termelése. Kilenc olyan atoxinogén
Aspergillus flavus izolatumot sikeriilt taldlni, amelyek kukoricédra oltva nem termeltek a
vizsgalt 30 szekunder metabolit koziil egyiket sem.

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 Aspergillus flavus izolatum képes csokkenteni a
toxinogén Aspergillus flavus 1izolatum 4ltali aflatoxin B1 szennyezettséget
kukoricaszemen.

Eltéro kukorica hibrideken teszteltem toxinogén és aflatoxint nem termelé A. flavus
novekedését. Hat kiilonboz6é kukoricahibridet vizsgalva sikeriilt Aspergillus flavus
gombafertozéssel szemben ellendllé és érzékeny fajtakat elkiiloniteni, valamint olyan
hibridet taldlni, amely egyforma mértékben fert6z0dott atoxinogén és toxinogén

izolatumokkal is.
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Gyakorlatban alkalmazhat6 eredmények

Az altalam gyljtott  aflatoxinogén  Aspergillus  flavus izolditumok nagy
ellendlloképességet mutattak ozmotikus, valamint sejtmembrinra hatd stresszel
szemben, ami fontos lehet novényvédelmi szempontbdl.

Kimutattam, hogy a vizsgalt kukoricahibridek rezisztencidja Aspergillus flavus-szal
szemben eltérd, valamint eltérdek a kiillonbozo, toxinogén, atoxinogén €s referencia
Aspergillus flavus-szal szemben is. A toxinogén és atoxinogén Aspergillus flavus
izolatumokkal szemben taldltam egyforma rezisztencidval rendelkezd hibridet, a
tovabbi, in vivo kisérletek megalapozasara.

Azonositottam olyan kukoricdn aflatoxin Bl-et nem termeld Aspergillus flavus
izolatumokat, amely HPLC-MS mddszerrel a vizsgalt 30 szekunder metabolit koziil
egyiket sem termelte. Ezaltal ezek sikeresen alkalmazhatok szant6foldi koriilmények
kozott a kukorica aflatoxin B1 szennyezettségének biokontrolljaként.

A kompeticids vizsgalat sordn bebizonyitottam, hogy az aflatoxin B1-et nem termeld
Aspergillus flavus gatolta a kukorican az aflatoxin B1 termelést, ezaltal hatékonyan

alkalmazhat6 biokontrollként is.
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8. Osszefoglalas

Az Aspergillus sp. penészgombdk az egyik legjelentdsebb mezdgazdasagi kartevok,
amelyek mind szant6foldi, mind raktari koriilmények kozott megjelenhetnek. Foként
kukoricdban és kukorica tartalmd takarmdnyokban, olajos magvakban, fiiszerekben,
szaritott gyiimolcsokon fordulnak eld. Ebbe a csoportba tartoznak a legtoxikusabb
mikotoxint, az aflatoxint termeld Aspergillus flavus és Aspergillus parasiticus gombak.
Ezek a gombék a novekedésiikhoz, szaporoddsukhoz, szekunder metabolit termelésiikhoz
magasabb homérsékletet és magasabb pdratartalmat igényelnek, ezért eddig elsdsorban
tropusi teriileteken fordultak el6. Azonban manapsag a klimavaltozds és a szélsOséges
1ddjarasi viszonyok miatt hazdnkban is megjelentek, ezért vizsgdlatuk kiemelkedd
jelentdségii.

Munkdm sordn 72 db endemikus Aspergillus sp. izoldtumot gyijtdttem Ossze
morfoldgiai bélyegek alapjan, takarmanyokrol, illetve alapanyagokrdl. A 72 db izolatum
koziil 33 db bizonyult potencidlisan aflatoxinogénnek, a toxin szintéziséért felelds
génklaszter 3 génjének (aflR, norA, omtA) multiplex PCR-rel val6 kimutatdsa alapjan. A
fajmeghatdrozast az ITS régi6 bizonyos szakaszdnak (ITS1 és ITS4 primerrel)
amplifikdldsa és szekvendltatdsa alapjan végeztem. Igy valdsziniisithetleg a 33 db
potencidlisan aflatoxint termel6 izolatumok koziil 22 db bizonyult Aspergillus flavusnak,
mig egy Aspergillus tritici, harom Aspergillus tritici vagy Aspergillus candidus, és egy
Aspergillus cristatus vagy Aspergillus amstelodami volt, de a pontos faji azonositdshoz
tovabbi PCR alapud vizsgilatok sziikségesek. Majd a tovabbi vizsgélatokhoz
kivalasztottam a 22 db izoldtum koziil egy toxinogént, amely aflatoxintermelését sikeriilt
detektdlni malata agaron, egy atoxinogént, amely nem termelt aflatoxint malata agaron és
a referencia Aspergillus flavus torzset, amelyek faji meghatdrozasat kalmodulin
génszekvencia alapjdn is elvégeztem, ami alapjan szintén Aspergillus flavus fajba
sorolhatdak be.

A természetes kozeg modellezésére kukoricaagart vezettem be. A referenciatdrzset
eltéro tapkozegekben vizsgdlva azt tapasztaltam, hogy a kukoricagar esetében elsdsorban
a magasabb zsirtartalom, valamint a gliik6z hozzaadésa indukalta az aflatoxintermelést,
illetve a malatds agaron volt a legnagyobb mértékii az aflatoxintermelés. Tehat a magas
antioxidans tartalom és az alacsony szervetlen nitrogén tartalom ellenére is volt

toxinszintézis, ami a gliikézbdl, illetve a zsirsavakbol képzdédd acetil-koenzim A-val
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magyardzhat6. A szkler6cium produkcid, ami a tdlélést biztositja kedvezdtlen kornyezeti
feltételek mellett, kevésbé volt jellemz0 a malatds agaron, kukoricaagaron pedig
elsdsorban a magas zsirtartalom és a szervetlen nitrat vegyiiletek alkalmazdsa segitette
eld a képzodését. Tehat nem tapasztaltam szoros 0sszefiiggést a szkleréciumprodukceid és
a termelt aflatoxin B1 mennyisége kozott.

A referencia Aspergillus flavus torzset kiillonb6z6 spéramennyiséggel leoltva malétés
agarra azt tapasztaltam, hogy a legkisebb alkalmazott spérakoncentracié eredményezte a
legnagyobb mértékii aflatoxin B1 produkciét, valdsziniileg a rendelkezésre 4ll6 nagyobb
mennyiségll tdpanyagforrdas miatt. Tehat negativ relacids Osszefiiggés mutathatd ki a
leoltashoz alkalmazott spoéramennyiség, valamint az aflatoxin B1 produkcié kozott
malétds agaron.

Stresszvizsgalataimat malatds agaron, valamint kukoricaagaron végeztem. Kideriilt,
hogy a referencia torzs ozmotikus stresszre pigmentdltsdg valtozdssal, valamint
novekedett szklerécium produkcidval reagalt, mindkét vizsgélt tdptalajon, mig a
sejtmembrant kirosité SDS-sel szemben kis koncentricidban fokozott szklerécium
képzddést, nagyobb koncentracidban pedig csokkent vegetativ novekedést tapasztaltam.
Az izolatumok fele hasonloképpen reagédlt a NaCl okozta ozmotikus stresszre
kukoricaagaron, mint a referencia torzs, viszont az izolatumok egy része nagyobb, néhany
izoldtum pedig kisebb rezisztencidt mutatott. Maldtds agaron pedig csupdn négy
izolatumndl figyeltem meg nagyobb mértékli szenzitivitdst ozmotikus stresszre, az
izolatumok nagy részénél csak nagyobb koncentraciéban okozott valtozdst a NaCl a
vegetativ novekedésben vagy a sporaképzddésben. Az SDS hasonl6 hatast fejtett ki az
izoldtumokra, mint a referencia torzsre, kukoricaagaron kettd, mig malatas agaron harom
izoldtum mar kisebb SDS koncentraciét is nehezen tolerdlt, csokkent a vegetativ
novekedés, spoéraképzddés, mig a kukoricaagaron ©t, maldtds agaron egy izoldtum
bizonyult rezisztensebbnek SDS-el szemben. Tehat 0sszességében megallapithatd, hogy
az Aspergillus flavus 4altaldnosan magas rezisztencidval rendelkezik a vizsgalt
stresszfaktorokkal szemben, ami fontos lehet ndvényvédelmi szempontbdl.

Az atoxinogén jelleget HPLC-MS mddszerrel erdsitettem meg kukoricdra oltott
izolatumokban. Kideriilt, hogy kilenc aflatoxint nem termeld izoldtum nem termel egyik
vizsgélt szekunder metabolitot sem, igy alkalmazhatdéak lennének biokontrollként
szant6foldeken, a kukorica aflatoxin szennyezettségének csokkentésére. Ehhez viszont a

tovabbi kutatdsok folyamatban vannak.
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A kompeticiés képesség vizsgdlata sordn pedig sikeriilt bebizonyitani, hogy az
alkalmazott atoxinogén Aspergillus flavus izoldtum képes a kukorica aflatoxin
tartalmédnak csokkentésére toxinogén Aspergillus flavus izoldtum alkalmazédsa mellett.
Igy tehdt alkalmas lehet szant6foldi koriilmények kozott is a kukorica aflatoxin
szennyezettségének mérséklésére.

A kutatdsom folytatdsdhoz megfeleld rezisztencidju kukorica hibridre volt sziikség.
Kiilonbozd kukoricahibridek Aspergillus flavus-szal szembeni ellenédlloképességét
vizsgalva sikeriilt taldlni ellendll és érzékeny kukoricahibrideket, illetve taldltam olyan
hibridet is, amely hasonlé rezisztencidval rendelkezett a kivdlasztott toxinogén és
atoxinogén Aspergillus flavus-szal szemben. Ez a késobbi vizsgélataink szempontjabol is

nagy jelentOségii.
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9. Summary

Aspergillus sp. molds are one of the most significant agricultural pests that may appear
in both arable and storage conditions. They mainly occur in maize and maize feeds,
oilseeds, spices and dried fruits. This group includes the most toxic mycotoxins, and
Aspergillus flavus and Aspergillus parasiticus producing aflatoxin. These fungi require
higher temperatures and higher humidity for their growth, reproduction, secondary
metabolite production, and have so far mainly occurred in tropical areas. However, these
days, due to climate change and extreme weather conditions, they have also appeared in
Hungary, so their investigation is of paramount importance.

In our work, we collected 72 endemic Aspergillus sp. isolates based on morphological
characteristics from feeds and raw materials. Of the 72 isolates, 33 were potentially
aflatoxinogens as three genes (aflR, norA, omtA) of the aflatoxin gene cluster were
detected by multiplex PCR. The species determination was carried out based on the
amplification and sequencing of a certain section of the ITS region (ITS1 and ITS4
primers). Thus, of the 33 potentially aflatoxin-producing isolates, 22 were Aspergillus
flavus, while one appeared to be Aspergillus tritici, three Aspergillus tritici or candidus,
and one Aspergillus cristatus or amstelodami. For further studies, from the 22 isolates a
toxinogen isolate was selected, which aflatoxin B1 production was detected on malt agar,
an atoxinogen that did not produce aflatoxin B1 on malt agar and the reference
Aspergillus flavus strain were also identified on the basis of calmoduline gene sequence
and they were also classified as Aspergillus flavus.

Iintroduced corn agar to model the natural medium. Examining the reference strain in
different media, I found that the aflatoxin production in the corn agar was primarily due
to the higher fat content and the addition of glucose, but malate agar induced the highest
aflatoxin production. So, despite the high antioxidant content and low inorganic nitrogen
content, there was mycotoxin synthesis, which can be explained by acetyl coenzyme A
from glucose and fatty acids. The sclerotium development, which ensures survival under
unfavourable environmental conditions, was less typical of malate agar, and its formation
was primarily facilitated by high fat content and the use of inorganic nitrate compounds
on corn agar. So, we did not detected a close link between the sclerotium production and

the amount of aflatoxin B1 produced.
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The reference Aspergillus flavus strain, which was extinguished with different spore
number, was found to have the lowest spore concentration used resulting in the highest
aflatoxin B1 production, probably due to the higher available nutrient source. Therefore,
there is a negative relationship between the amount of spore used for inoculation and the
aflatoxin B1 production.

I tested stress on malate agar and corn agar. The reference strain responded with a
change in pigmentation to osmotic stress and increased sclerotium production both on the
culture medium tested, compared to cell membrane damaging SDS, which increased
sclerotium number in low SDS concentrations and reduced vegetative growth at higher
SDS concentrations. Half of the isolates reacted similarly to NaCl-induced osmotic stress
on corn agar than the reference strain, but some isolates have increased and some isolates
showed less resistance. In only four isolates, I observed greater sensitivity to osmotic
stress, and in most isolates, NaCl only caused a change in vegetative growth or spore
formation in a higher concentration. SDS had a similar effect on isolates as the reference
strain, and two isolates on maize agar, and three isolates on malate agar hardly tolerate
low SDS, they suffered decreased vegetative growth, spore formation, while five on corn
agar, an isolate of malate agar has been found to be more resistant to SDS. So overally, it
can be concluded that Aspergillus flavus has a generally high resistance to the stress
factors studied, which may be important from a plant protection point of view.

To continue my research, a maize hybrid with sufficient resistance was needed. By
examining the resistance of various maize hybrids to Aspergillus flavus, 1 was able to find
resistant and sensitive maize hybrids, as well as a hybrid with similar resistance to the
selected toxinogenic and atoxinogenic Aspergillus flavus. This has also a great
importance for our future investigations.

In the study of the to competition ability, I demonstrated that the atoxinogenic
Aspergillus flavus isolate could reduce the aflatoxin content of maize inoculated with
toxinogenic Aspergillus flavus isolate. This isolate may therefore be suitable for reducing
the contamination of maize with aflatoxin even under arable conditions.

Atoxinogenicity was confirmed by HPLC-MS in isolates inoculated on corn. It was
found that nine isolates did not produce aflatoxins neither produce any of the secondary
metabolites tested and could therefore be used as biocontrol in arable fields to reduce the

aflatoxin contamination of maize. To do this, however, further research is ongoing.
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12. Mellékletek

A. Melléklet Osszefoglalés a kisérletekben szerepld torzsekrdl: ,,+ kisérletben, szerepel, ,,-”

kisérletben nem szerepel
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Aspergillus | PCR aflR, PCRITS PCR stresszviz | HPLC-MS | kukoricahibridek kompeticios
sp. norA, omtA kalmodulin sgalat vizsgalat rezisztenciajanak képesség
izolatumok vizsgalata vizsgalata
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B. Melléklet HPLC-MS vizsgalata az Aspergillus flavus szekunder metabolitoknak (Uka et al.,
2017)

Vegyiilet neve Osszegképlet Tomeg (g)
a-CPA C20H20N203 336,1474
Iso- a -CPA C20H20N203 336,1474
p-CPA C20H22N203 338,1630
cAATrp Ci5sH14N203 270,1004
o -CPA imine C20H21N302 335,1634
Pseuboydone E Ci9H20N203 324,1474
2-0x0CPA C20H20N204 352,1423
Speradine A C21H22N204 366,1580
3-OH-speradine A C21H22N205 382,1529
Speradine B Ci6HisN203 286,1317
Speradine C C20H22N20s 370,1529
Speradine D C20H22N20¢6 386,1478
Speradine E C20H18N205 366,1216
Speradine F C21H22N207 414,1427
Speradine H C20H18N204 350,1267
Speradine I C21H22N207 414,1427
Aspergilline A Ci19H20N206 372,1321
Aspergilline B C23H26N203 458,1689
Aspergilline C C24H28N206 440,1947
Aspergilline D C21H24N207 416,1584
Aspergilline E C25H30N209 502,1951
Cyclopiamide A Ci6H14N202 266,1055
Cyclopiamide B C20H20N204 352,1423
Cyclopiamide C CioHisN204 338,1267
Cyclopiamide D Ci9H16N204 336,1110
Cyclopiamide E C20H17N302 331,1321
Cyclopiamide F CisHi2N202 252,0899
Cyclopiamide G CisHisN203 272,1161
Cyclopiamide H CicHisN203 286,1317
Cyclopiamide J C22H24N207 428,1584
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C. Melléklet Kalmodulin gén szekvencidk a cmd6 irdnybdl szekvendlva

Aspergillus_flavus kalmodulin gén

—NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN—--GNNNNGAGCCGTTGNNNNNNTNNNANNT
GNCNTGAAAGCCTCCCGGATCTCCTCCTCAG——-AGTC-—-—GGTATCCTTCATCTTTCTC—
——GCCATCATCGTAAGGAACTCTATTTGAACATTAACAGCTATTTCATTTATGAATCGTA
CGG——————— AAGCCGTCTCGTACCAGGGAAGTCAATG——-GTGCCATTGTTGTCGGCGT
CAACCTCG-TTAATCATGTCCTGGAGTTC———-CGACTCAGAGGGGTTTTGGCCCAGAGA
—GCGCATGACAGTGCC-CAGCTCCTTGGTGGTGATCTGGCCTGCATATCAAGTCAATTCA
TGAATGCCAAGACTTCAGCCGATCGAACAGAAACTGGATAAAATTATGGCGGCTAAAACA
TATTGGTCGCATTTGAAGGGAGAATGAATAAAATAAACTGTACTAACCATCACCGTCCTT
GTCCTATAGGAAACCCAAGAAAAGCCAAGTCAGCTTGTGTTCAAATCATGACGACTAACA
AAACCAATTTTCACG——AACGACGATAACTACTTACGAATAGGGAGAAGGCCTCCTGACT
NGAANANANANNANGTGAACACNGNCCAAGGGTCCACGGGAGGCTCGGGGTTGTTTCCTG
TCATGACCTCCNNCGNCAAA-————

9. izoldtum kalmodulin gén

————— NNNNTNCNNNNNNGNCNNNCNCNNG—————-——-TGATGTGG--TTCCTGGTCAAC
CGC-TGANTGTCTCCA-————— CCTCCTCCGTTAGCC-——GGTATCCTTCATCTTTCTC—
——GCCATCATCGTCAGGAACTCTATTTGAACATTAACAGCTATTTCATTTATGAATCGTA
CGG——————— AAGCCGTCTCGTACCAGGGAAGTCAATG——-GTGCCATTGTTGTCGGCGT
CAACCTCG-TTAATCATGTCCTGGAGTTC———-CGACTCAGAGGGGTTTTGGCCCAGAGA
—GCGCATGACAGTGCC-CAACTCCTTGGTGGTGATCTGGCCTGCATATCAAGTCAATTCA
TCAATGCCAAGACTTCAGCCGATCGAACAGAAACTGGATAAAATTATGGCGGCTAAAACA
TATTGGTCGCATTTGAAGGGAGAATGAATAAAATAAACTGTACTAACCATCACCGTCCTT
GTCCTATAGGAAACCCAAGAAAAGCCAAGTCAGCTTGTGTTCAAATCATGACGACTAACA

37. izoldtum kalmodulin gén

NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNCANNNNGCGGAGAGAGCCGTTGTTATCGCGGTCGAA
C-CTTGAAAGCCTCCCGGATCTCCTCCTCAG——AGTC-——GGTATCCTTCATCTTTCTC—
——GCCATCATCGTCAGGAACTCTATTTGAACATTAACAGCTATTTCATTTATGAATCGTA
CGG——————— AAGCCGTCTCGTACCAGGGAAGTCAATG——-GTGCCATTGTTGTCGGCGT
CAACCTCG-TTAATCATGTCCTGGAGTTC———-CGACTCAGAGGGGTTTTGGCCCAGAGA
—GCGCATGACAGTGCC-CAACTCCTTGGTGGTGATCTGGCCTGCATATCAAGTCAATTCA
TCAATGCCAAGACTTCAGCCGATCGAACAGAAACTGGATAAAATTATGGCGGCTAAAACA
TATTGGTCGCATTTGAAGGGAGAATGAATAAAATAAACTGTACTAACCATCACCGTCCTT
GTCCTATAGGAAACCCAAGAAAAGCCAAGTCAGCTTGTGTTCAAATCATGACGACTAACA
AAACCAATTTTCACG——AACGACGATAACTACTTACGAATAGGGAGAAGGCCTC——————
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D. Melléklet Aspergillus flavus izolatumok és a referencia torzs stresszvizsgalata kukorica

agaron. ,,n”’ novekedés, ,.k”’ konidiospdra képzddés, ,,sz” szklerécium képzddés; ..+ jelenlét, ,,-”

hidny, a szinek jelolése a kontrollhoz viszonyitott eltérést jelzi

. 0,05g/1 SDS 0,1g/1 SDS 0,5g/1 SDS 0,75g/1 SDS 1M NaCl 1,5M NaCl 2M NaCl 2,5M NaCl
I:ij::f;lsl:l: kukorica kukorica kukorica kukorica kukorica kukorica kukorica kukorica
agaron agaron agaron agaron agaron agaron agaron agaron
Aspergillus
flavus
NCAIM n: +, sarga n: +, sarga n: +, sarga n: +, srga k: | n: +, srga k: n: +, sarga n: +, sarga
k: + k: + k: - - + + k: - k: -
F00952,
sz: + Sz + sz: + sz: + Sz + sz: + Sz +
NRRL
11611
n: + n: + n: + n: +, sarga k: | n: +, sarga k: n: + T+
1 k: + k: + k: - - + + k: - k: -
SZ: - Sz: - SZ: - SZ: - Sz: - SZ: - Sz: -
n: +, zold n: +, zold n: +, zold n: +, zold n: +, sarga n: +, sarga n: +, sarga T+
6 k: + k: - k: - k: - k: + k: - k: - k: -
SZ: - Sz: - SZ: - Sz: - SZ: - Sz: - SZ: - Sz: -
n: + n: + n: + n: + n: +, sarga n: +, sarga n: +, sarga n: +
7 k: + k: + k: - k: - k: + k: + k: + k: -
sz: + SZ: + SZ: - Sz: - SZ: - Sz: - SZ: - Sz: -
n: n: + n: + n: + n: + n: + n: +
9 T+ k: + k: + - k: - k: - k: - k: -
sz: + SZ: + sz: + SZ: - Sz: - SZ: - Sz: -
T+ T+ n: + n: + n: + n: + n: +
11 T+ T+ k: - - k: + k: + k: - k: -
sz: + Sz + SZ: - sz: + Sz + SZ: - sz: -
T+ T+ n: + n: + n: + n: + n: +
12 T+ k: + k: - - k: + k: + k: - k: -
SZ: - A SZ: - SZ: - sz: - SZ: - sz: -
n: + n: + n: + n: + n: + n: + n: +
14 k: + k: + k: + - k: + k: + k: + k: +
SZ: - sz: - SZ: - SZ: - sz: - SZ: - sz: -
n: + n: + n: + n: + n: + n: +
15 k: + k: + k: + - k: + k: - k: - -
SZ: - sz: - SZ: - SZ: - sz: - SZ: -
n: + n: + n: + n: + n: + n: + n: + n: +
18 k: - k: - k: - k: - k: - k: - k: - k: -
SZ: - Sz: - SZ: - Sz: - SZ: - Sz: - SZ: - Sz: -
n: + n: + n: + n: + n: + n: + n: +
21 k: + k: + k: + - k: + k: + k: + k: +
SZ: - Sz: - SZ: - SZ: - Sz: - SZ: - Sz: -
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. 0,05g/1 SDS 0,1g/1 SDS 0,5g/1 SDS 0,75g/1 SDS 1M NaCl 1,5M NaCl 2M Na(l 2,5M NaCl
I:ij:f;lsl:: kukorica kukorica kukorica kukorica kukorica kukorica kukorica kukorica
agaron agaron agaron agaron agaron agaron agaron agaron
n: + n: + n: + n: + n: + n: + n: +
23 k: + k: + k: - - k: - k: - k: - k: -
SzZ: - sz: - SzZ: - SzZ: - sz: - SzZ: - sz: -
n: +, zold n: +, zold n: + n: + n: +, sarga n: +, sarga n: +, sarga n: +
27 k: + k: + k: - k: - k: + k: + k: - k: -
SzZ: - sz: - SzZ: - sz: - SzZ: - sz: - SzZ: - sz: -
n: + n: + n: + n: +, sarga n: +, sarga n: + n: +
28 k: + k: + k: - - k: + k: + k: - k: -
SzZ: - sz: - SzZ: - SzZ: - sz: - SzZ: - sz: -
n: + n: + n: + n: + n: +, sarga n: +, sarga n: + n: +
29 k: + k: + k: - k: - k: + k: + k: - k: -
SzZ: - sz: - SzZ: - Sz: - SzZ: - sz: - SzZ: - sz: -
n: + n: + n: + n: +, sarga n: +, sarga n: +, sarga n: +
30 k: + k: + k: - - k: + k: + k: + k: -
sz: + Sz: + SZ: - SzZ: - sz: - SzZ: - sz: -
n: + n: + n: + - n: +, sarga n: +, sarga n: + n: +
33 k: + k: + k: - k: + k: + k: - k: -
SzZ: - Sz: - SzZ: - SzZ: - Sz: - SzZ: - sz: -
n: +, zold n: +, zold n: +, sarga n: +, sarga n: +, sarga n: + n: +
34 k: + k: + k: - - k: + k: + k: - k: -
SzZ: - Sz: - SzZ: - SzZ: - sz: - SzZ: - sz: -
n: + n: + n: + n: + n: + n: + n: +
36 k: - k: + k: - - k: + k: + k: - k: -
SzZ: - Sz: - SZ: - SzZ: - Sz: - SzZ: - Sz: -
n: + n: + n: + n: + n: + n: + n: + n: +
37 k: + k: + k: - k: - k: + k:+ k: - k: -
sz: + Sz + sz: + Sz + SzZ: - sz: - SzZ: - sz: -
n: +, zold n: +, zold n: +, zold n: +, sarga n: +, sarga n: +, sarga n: +, sarga
38 k: + k: + k: + - k: + k: + k: - k: -
SzZ: - sz: - SzZ: - SzZ: - sz: - SzZ: - sz: -
n: + n: + n: +, sarga n: +, sarga
44 k: + k: + - - k: + k: + - -
SzZ: - sz: - SzZ: - sz: -
n: + n + n: + n: + n: + n: + n: + n: +
47 k: + k: + k: - k: - k: + k: - k: - k: -
SzZ: - sz: - SzZ: - Sz: - SzZ: - sz: - SzZ: - sz: -
n: + n: + n: + n: +, sarga n: +, sarga n: + n: +
51 k: + k: + k: - - k: + k: + k: - k: -
SzZ: - sz: - SzZ: - SzZ: - Sz: - SzZ: - sz: -

105




. 1M NaCl 1,5M NaCl 2M Na(l 2,SM NaCl | 0,05g/1 SDS 0,1g/1 SDS 0,5g/1 SDS 0,75g/1 SDS
I:ij:f;lsl:: kukorica kukorica kukorica kukorica kukorica kukorica kukorica kukorica
agaron agaron agaron agaron agaron agaron agaron agaron
53 n: + n: + n: + n: + n: + n: + n: + n: +
k: + k: - k: - k: - k: + k: + k: - k: -
sz: - sz: - SzZ: - Sz: - SzZ: - sz: - sz: - SzZ: -
n: +, sarga n: +, sarga n: +, sarga n: +, sarga n: +, zold n: +, zold n: + n: +, sarga
56 k: + k: + k: + k: - k: + k: + k: - k: +
sz: - sz: - SzZ: - sz: - SzZ: - sz: - sz: - SzZ: -
n: + n: + n: + n: + n: + n: + n: +
59 k: - k: - k: - k: - k: + k: + k: - -
sz: - sz: - SzZ: - Sz: - SzZ: - sz: - sz: -
n: +, sarga n: +, sarga n: +, sarga n: + n: + n: + n: +
60 k: + k: + k: + k: - k: + k: + k: - -
sz: - sz: - SzZ: - sz: - SzZ: - sz: - sz: -
n: +, sarga n: +, sarga n: +, sarga n: + n: + n: + n: +
61 k: + k: + k: + k: - k: + k: + k: - -
Sz: - Sz: - SzZ: - sz: - SzZ: - sz: - sz: -
n: +, sarga n: +, sarga n: +, sarga n: + n: + n: + n: +
62 k: + k: + k: + k: - k: + k: + k: - -
sz: - Sz: - SzZ: - sz: - SzZ: - Sz: - Sz: -
n + n + n: + n: + n: + n: +
65 k: + k: + k: - - k: + k: + k: - -
Sz: - Sz: - SZ: - SzZ: - Sz: - Sz: -
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E. Melléklet Aspergillus flavus izolatumok €s a referencia torzs stresszvizsgalata malata agaron.

1 novekedés, ,.k” konidiospdra képzddés, ,,sz” szklerécium képzddés; ,,+ jelenlét, ,,-” hidny,

a szinek jelolése a kontrollhoz viszonyitott eltérést jelzi

Aspergillus 0,05 g/1 0,1 g/1SDS | 0,5¢g/1SDS 0,75 g/l 1M NaCl 1,5M NaCl 2M NaCl 2,5M NaCl
sp. torzsek SDS MA MA MA SDS MA MA MA MA MA
Aspergillus
Sflavus ) ) ) )
n: + n: + n: + n: +, sarga n: +, sarga n: +, sarga n: +, sarga
NCAIM
k: + k: + k: - - k: + k: - k: - k: -
F00952,
SZ: + SZ: + Sz: + SZ: + SZ: + Sz: + Sz: +
NRRL
11611
n: + n: + n: + n: + n: + n: +
1 k: + k: + - - k: + k: + k: + k: +
SZ: - SZ: - SZ: - SzZ: - Sz: - Sz: -
n: + n: + n: + n: + n: + n: + n: +
6 k: - k: - k: - - k: + k: + k: + k: +
SZ: + SZ: + Sz: + SzZ: - SZ: - Sz: - Sz: -
n: +, n: + n: +
n: +, barna n: +, barna n: + n: +
sargdszold k: + k: +
7 k:+ k:+ - k:+ k:+
k: + SZ: - SZ: -
SZ: - SZ: - SZ: - SZ: -
Sz: -
n: + n: + n: + n: + n: + n: + n: +
9 k: + k: + k: - - k: + k: + k: + k: +
SZ: + SZ: + Sz: - SzZ: - SzZ: - Sz: - Sz: -
n: + n: + n: +, zold n: + n: + n: + n: +
11 k: + k: + k: + - k: + k: + k: + k: +
SZ: - SZ: - SZ: - SZ: - SZ: - SZ: - SZ: -
n: +, n: +, n: + n: +
n: + n: + n: + n: +
sargdszold sargdszold k: + k: +
12 k:+ k:+ k:+ k:+
k: + k: + SZ: - SZ: -
SzZ: - SZ: - SzZ: - SZ: -
Sz: - Sz: -
n: + n: + n: + n: + n: + n: + n: +
14 k: + k: + k: - - k: + k: + k: + k: +
SZ: - SzZ: - Sz: - Sz: - SzZ: - Sz: - Sz: -
n: + n: + n: + n: + n: + n: +
15 k: + k: + - - k: - k: - k: - k: -
SZ: + SZ: + SZ: - SZ: - SZ: - SZ: -
n: +, barna
n: + n: + n: + n: + n: +
taptalaj
18 k:+ k:+ - - k:+ k:+ k: +
k: +
SzZ: - SzZ: - SzZ: - SzZ: - Sz: -
Sz: -
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Aspergillus 0,05 g/l 0,1 g/1 SDS 0,5 g/l SDS 0,75 g/l 1M NaCl 1,5M NaCl 2M NaCl 2,5M NaCl
sp. torzsek SDS MA MA MA SDS MA MA MA MA MA
n: +, barna
n: + n: + n: + n: + n: +
taptalaj
21 k: + k: + - - k: + k: + k: +
k:+
SZ: - SZ: - SZ: - SZ: - SZ: -
Sz: -
n: + n: + n: + n: + n: + n: +
23 k:+ k: - - - k:+ k:+ k: + k: +
SZ: - SZ: - SZ: - SzZ: - Sz: - Sz: -
n: + n: + n: +, sarga n: +, sarga n: + n: + n: + n: +
27 k: + k: + k: + k: + k: + k: + k: + k: +
SZ: - SZ: - Sz: - Sz: + Sz: - SzZ: - Sz: - Sz: -
n: + n: + n: +, sarga n: + n: + n: + n: +, barna
28 k: + k: + k: + - k: + k: + k: + k: +
SzZ: - SzZ: - Sz: - SzZ: - SzZ: - Sz: - Sz: -
n: + n: + n: +, zold n: + n: + n: + n: + n: +
29 k: + k: + k: + k: + k: + k: + k: + k: +
SZ: - SZ: - SZ: - SZ: - SZ: - SZ: - SZ: - SZ: -
n: +,
n: + n: + n: +, sarga n: + n: + n: + n: +, sarga
sargdszold
30 k:+ k:+ « k: + k:+ k: + k: + k: +
+
SZ: - SZ: - Sz: - SzZ: - SzZ: - Sz: - Sz: -
Sz: -
n: + n: + n: +, sarga n: + n: + n: + n: +, sarga
33 k: + k: + k: + - k: + k: + k: + k: +
SZ: - SzZ: - Sz: - SzZ: - SzZ: - Sz: - Sz: -
n: + n: + n: + n: + n: + n: + n: +, sarga
34 k: + k: + k: - - k: + k: + k: + k: +
SZ: - SZ: - SZ: - SZ: - SZ: - SZ: - SZ: -
n: + n: + n: + n: + n: + n: +, barna
36 k:+ k:+ - - k:+ k:+ k: + k: +
SZ: - SZ: - SZ: - SZ: - SZ: - SZ: -
n: + n: + n: + n: + n: + n: + n: +
37 k:+ k:+ k: + - k:+ k: + k: + k: +
SZ: + SZ: + Sz: + SZ: - SZ: - SZ: - SZ: -
n: + n: + n: + n: + n: + n: + n: + n: +, barna
38 k:+ k:+ k: - k: - k:+ k: + k: + k: +
SZ: - SZ: - SZ: - SZ: - SZ: - SZ: - SZ: - SZ: -
n: +,
n: + n: +, barna n: +, sarga n: + n: + n: +
sargaszold
44 k: + k: + k: + - k: + k: + k: +
k: +
SZ: + SZ: + Sz: - Sz: - Sz: - Sz: -
SZ: -
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Aspergillus 0,05 g/l 0,1 g/1SDS | 0,5g/1SDS 0,75 g/l 1M NaCl 1,5M NaCl 2M NaCl 2,5M NaCl
sp. torzsek SDS MA MA MA SDS MA MA MA MA MA
n: +, n: +,
n: +, barna n: +, barna n: + n: +
sargdszold sargdszold
47 - - k:+ k:+ k: - k: -
k:+ k:+
SZ: - SZ: - SZ: - SZ: -
SZ: - SzZ: -
n: + n: + n: +, sdrga n: + n: + n: + n: +, sarga
51 k:+ k:+ k:+ - k:+ k:+ k: + k: +
SZ: - SZ: - Sz: - SzZ: - SzZ: - Sz: - Sz: -
n: +,
n: +, zold n: +, zold n: + n: + n: + n: +
sargdszold
53 k:+ k:+ k: - - k:+ k:+ k: +
k: +
SZ: + SZ: + Sz: + SZ: - SZ: - SZ: -
SZ: -
n: + n: + n: + n: + n: + n: +, sarga
56 k:+ k:+ - - k:+ k:+ k: + k: +
SZ: - SZ: - SZ: - SzZ: - Sz: - Sz: -
n: + n: + n: + n: + n: + n: +
59 k:+ k:+ - - k:+ k:+ k: + k: +
SZ: - SZ: - Sz: - SzZ: - Sz: - Sz: -
n: + n: + n: + n: + n: + n: +, sarga
60 k:+ k:+ - - k:+ k:+ k: + k: +
SZ: - SZ: - SzZ: - SzZ: - Sz: - Sz: -
n: +,
n: + n: + n: + n: + n: + n: +, sarga
sargdszold
61 k:+ k:+ - k:+ k:+ k: + k: +
k:+
SZ: - SZ: - SZ: - SZ: - SZ: - SZ: -
Sz: +
n: + n: + n: + n: + n: + n: + n: +, sarga
62 k:+ k:+ k: - - k:+ k:+ k: + k: +
SZ: - SzZ: - Sz: - SzZ: - SzZ: - Sz: - Sz: -
n: + n: + n: + n: + n: + n: + n: + n: +
65 k:+ k:+ k: + k: - k:+ k:+ k: + k: +
SzZ: - SZ: - Sz: - Sz: - SzZ: - SzZ: - Sz: - Sz: -
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13. Nyilatkozatok

Ezen értekezést a Debreceni Egyetemen a Kerpely Kdlman Doktori Iskola keretében
készitettem el a Debreceni Egyetem doktori (PhD) fokozatanak elnyerése céljabol.

Debrecen, 20......cccovvvivnnnn.. ..

a jelolt alairasa

Tanusitom, hogy ..........ocooviiiiiiiii e doktorjelolt 200..... - 200....... kozott
a fent megnevezett Doktori Iskola keretében irdnyitdisommal — irdnyitdsunkkal végezte
munkdjat. Az értekezésben foglalt eredményekhez a jelolt 6nall6 alkot6 tevékenységével
meghatdrozdan hozzajérult, az értekezés a jelolt onédllé munkdja. Az értekezés elfogadasat
javaslom — javasoljuk.

Debrecen, 20 .....cccoveeeeen....

a témavezetd(k) alairasa

110



14. Koszonetnyilvanitas

Koszonetemet fejezem ki Dr. Pusztahelyi Tiinde egyetemi docensnek a
témavezetoként nyujtott segitségért, hogy a tapasztalataival, tuddsaval, hasznos szakmai
tandcsaival segitette munkdmat.

Ko6szonom tovdbba a Debreceni Egyetem MEK Agrarmiiszerkdzpont valamennyi
dolgozéjanak: Kiss Csabanak a mintaelokészitésben, SOrés Istvdnnénak az aflatoxin
mérésekben, Pdkozdi Hajnalkdnak és Toth Gabornénak az Osszes fenolos vegyiilet,
osszflavonoid, nyerszsirtartalom meghatarozasban, T0zsér Martinnak a nitrogén-tartalom
meghatdrozasban, valamint Ori Nérdnak a D-gliikéztartalom meghatdrozasban nyujtott
segitségét.

Ko6szonom a Debreceni Egyetem TTK Alkalmazott Kémiai Tanszéken dolgozé Dr.
Nagy Lajos és Dr. Nagy Tibor HPLC-MS vizsgdlatokban nyujtott segitségét.

Ko6szonom tovdabbd a Debreceni Egyetem TTK Molekuldris Biotechnoldgiai és
Mikrobiol6égiai Tanszék dolgozdinak a technikai segitséget, valamint a Debreceni
Egyetem MEK Elelmiszertudoményi Intézet dolgozéinak segitségét.

Koszonettel tartozom tovdbba az AGRI-CORN Kft.-nek (cim: 4275 Monostorpalyi,
Szalmds tanya), hogy biztositottak a kutatdsomhoz kiilonféle kukorica hibrideket.

Végiil pedig szeretném megkoszonni sziileimnek, csalddomnak, paromnak,

gyermekeimnek a sok tdmogatast €s tiirelmet.
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