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1. BEVEZETES ES KUTATASI CEL

Az Eurépai Unid Farm to Fork stratégidja a fenntarthatd, egészséges és kornyezetbarat
¢lelmiszerrendszer megvaldsitasat tiizte ki célul (Weber és mtsai, 2025) — ide tartozik a kémiai
novényvédoszerek €s egyéb beavatkozasok csokkentése, valamint a megeldzés €s a biologiai
megoldasok 6sztonzése. Munkank kozvetleniil timogatja ezeket a célokat: alternativat kinal a

kémiai kezelések helyett, mikdzben csokkenti a mikotoxin-kockézatot.

Az EU szigoru, ¢élelmiszerre és takarmanyra vonatkoz6 maximumszinteket hataroz meg a
mikotoxinokra vonatkozodan, és ez folyamatosan boviil illetve szigorodik. Az olyan kutatasok,
amelyek hatékonyan csokkentik a mikotoxin-terhelést a szantofoldeken és az értéklancban (pl.
tej mikotoxin-mentesitése), kozvetleniil segitik a gazdakat és a feldolgozokat az EU-eldirdsok

betartasaban és a megfelelés elérésében.

A klimavaltozés befolyasolja a mikotoxinok el6fordulasat, ezért egyre fontosabb a rezisztens
gabonafajtak bevezetése. A mikotoxin-termeld gombdk (pld. Fusarium, Aspergillus,
Penicillium) szaporodasat ¢és toxintermelését erdsen befolyéasolja a hdmérséklet, a nedvesség /
paratartalom, a csapadék eloszlasa, az aszaly és hostressz, a novényfiziologiai stressz. A

klimavaltozas ezek szinte mindegyikét modositja (Casu €s mtsai., 2024).

Magyarorszadg agrookologiai zondja egyre inkdbb ,athelyez6dik” a mediterran iranyaba.
Sajnalatosan a klimavaltozds modellek mindegyike az atlaghdmérséklet emelkedésével
kovetkezetesen a mikotoxinok szintjének emelkedésével szamol Magyarorszag teriiletén
(Moretti és mtsai., 2019). A melegebb, szarazabb iddjaras kedvez az Aspergillus flavus
terjedésének, amely aflatoxint termel. Kordbban ez féleg mediterrdn régié probléméja volt
(Olaszorszadg, Spanyolorszdg). Azonban az elmult 10-15 évben Magyarorszagon is
rendszeresen kimutathatd a kukoricdban az aflatoxin Bl szennyezddés. Az aszalyos években
(pld., 2012, 2022) a kukorica aflatoxin-szintje tobb helyen megkdzelitette vagy tul is 1épte az
EU hatarértéket. Az ismert Fusarium gabonatoxinok (DON, ZEA, T-2/HT-2) el6fordulasa ettdl
sokkal ingadozdbb. A Fusarium fajok (pl. F. graminearum) a hiivés, csapadékos virdgzaskori
1d6jarast kedvelik. Ha tavasszal sok az esd, akkor a buza ¢€s arpa gyakran mutat DON, ZEA,
illetve a fumonizin B szennyezettséget. Ezt kdvetden, ha hirtelen felmelegszik az id6, a toxinok
mennyisége még tovabb ndhet. A ndovénynemesités €s a rezisztens fajtak kutatdsa ezért
egyszerre ¢lelmiszerbiztonsagi, agrargazdasagi, és klimaadaptacids kérdés (Pinton és mtsai.,

2025).
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Az utobbi évek szakirodalma egyre tobb bizonyitékot ad arra, hogy tejsavbaktériumok (LAB)
¢s bizonyos ¢élesztok képesek antagonizmust kifejteni Fusarium és mas mikotoxin-termeldk
ellen, valamint a toxinok inaktivalasaban/redukalasaban szerepet jatszhatnak (pl. Nakashima ¢€s
mtsai., 2025). Ez a tudomanyos hattér indokolja a bioldgiai mddszerek eurdpai bevezetését s
szabalyozott alkalmazasat. A LAB gatolhatja a gombas ¢és bakterialis novényi korokozok
szaporodasat, védobevonatként vagy permetként alkalmazhatdo a gyiimolcsok és zoldségek
eltarthatosdganak meghosszabbitasara (Gajendran és Rajamani, 2024). A LAB stimulalhatja a
novény immunrendszerét, novelve a kartevokkel és betegségekkel valo ellenallast (Oliveira és
mtsai., 2014). A LAB képes illékony szerves vegyiileteket (VOC) termelni, amelyek riasztanak
vagy gatolnak bizonyos rovarkartevoket (De Simone és mtsai., 2024). A LAB hasznalhat6 a
talaj egészségének javitasara azaltal, hogy eldsegiti a hasznos mikrobialis kozosségeket és
elnyomja a talajban a korokozokat. Emellett lebontjdk a szerves anyagokat, tapanyagot

szabaditva fel és timogatva a novények novekedését.

Jelen munka célja volt (1) az aflatoxinogén Aspergillus spp. eléfordulasi gyakorisaganak
feltarasa, (2) az A. flavus detektéalasra alkalmas gének jelentéségének vizsgalata, valamint az
AFB1 termelési potencidljdnak meghatarozasaval a gombaizolatumokban; (3) a kukorica
makro- és mikroklimatikus viszonyokra adott élettani valaszainak értékelése, azonositva azokat
a kulcsfontossagl stresszorokat, amelyek novelhetik az A. flavus fertdzésre vald hajlamot.
Ezenkiviil annak meghatarozésa, hogy (4) az 4. flavus fert6zés tartos valtozasokhoz vezet-e a
kukorica fiziologidjaban, ami hatassal lehet a ndvények ellenalld képességére, a
termésmindségre €s az ¢élelmiszerbiztonsagra. (5) In vitro kozeg modellezésével kukoricadara
agarban kiilonboz6 kornyezet (eltérd polifenol, zsirsav, gliikkdz, NaCl, SDS tartalom) hatdsanak
vizsgalata a gomba novekedésére, az AFB1 termelésre és a szklerocium fejlédésre. A novényi
fermentaciokban azok a baktériumok, amelyek életképesek maradnak az erjedési folyamat
soran, magas mikotoxin-rezisztenciaval rendelkezhetnek. Célunk volt (6) LAB kiilonb6z6
forrasokbol torténd izolalasa és a LAB és a Fusarium kozotti kolcsonhatasok vizsgalata a
Fusarium spp. novekedésének €s mikotoxin termelésének szabalyozasa érdekében. (7) Vegyes
tenyészetekben egyes LAB izolatumok teljesitményének vizsgalata, mivel antimikrobialis
aktivitasuk hatéssal lehet a fermentacio soran a hasznos baktériumokra, illetve a végtermék
gombaszennyezettségére; illetve tejsav és nem-tejsav termeld baktériumok mikotoxin

tolerancidjanak €s redukciojanak vizsgalata biokontoll kidolgozasara.
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2. ANYAGOK ES MODSZEREK
2.1. Mikroorganizmusok

A Lactococcus lactis ssp. lactis R703, a Bifidobacterium animalis ssp. lactis BB12 és a L.
paracasei ssp. paracasei (Lactobacillus casei) 431 ipari torzsek a Chr. Hansen A/S (Hoersholm,

Daénia) termékei.

Egyéb baktériumokat kiilonb6z6é forrasokbol izoldltuk, mint példaul kovasz, savanyusag,
kaposzta, sajt, kecsketragya, sargarépa, tard, kenyér, tej, erjesztett kokuszviz stb. (National
Institute for Interdisciplinary Science and Technology, Trivandrum, Kerala, India) €s erjesztett
takarmanyokbdl (Debreceni Egyetem, Debrecen). A mintdkbdl decimadlis higitdsi sort
készitettiink és kioltottuk De Mann-Rogosa-Sharp (MRS) tapagar lemezekre, majd 37°C-on 24-

48 oran at inkubaltuk.

Aspergillus fajokat kiilonb6zé kukorica és gabonamintardl izoldltunk a mintdk Orlését
kovetden. Az A. minisclerotigenes (korabban A. flavus) NRRL 11611 torzset (Frisvad és mtsai.,
2019) a MATE Elelmiszertudomanyi és Technologiai Intézet, Mezégazdasagi és Ipari
Mikroorganizmusok Nemzeti Gylijjteménye biztositotta. A kloramfenikol-élesztOkivonat-
gliikoz (CGA) agart a kiilonb6z6 szemes Orlemények decimalis higitasaval oltottuk be, és 5
napig 30°C-on inkubaltuk. A gombatelepeket, amelyeket mikroszkdposan Aspergillus-ként
azonositottuk, izolaltuk és malata agar (MA) taptalajra szé€lesztettiik. Az Aspergillus torzseket

MA téptalajon tartottuk fenn €s 6t napig 30°C -on sotétben inkubaltuk.

Négy Fusarium tenyészetet, nevezetesen a Fusarium verticillioides NCIM 1100 (ATCC
14164), F. verticillioides NCIM 1099 (ATCC 12616), F. graminearum MTCC 2089 ¢s
Fusarium oxysporum MTCC 284 torzseket hasznaltunk a tejsavbaktériumokkal végzett
antagonizmus vizsgalatokhoz. A Fusarium verticillioides FGSC 7600 torzset a kukoricamag-
csirazéasi vizsgalatokhoz hasznaltuk. A burgonya-dextrozlevesben tenyésztett Fusarium
gombakulturakat a burgonya-dextr6z agar (PDA) lemezekre oltottuk, és 30 °C-on 5-7 napig
inkubaltuk.

2.2. Kukorica termékek

A kukorica novényi anyag a Debreceni Egyetem MEK Bemutatokertben termesztett kukorica
volt (SY Orpheus), a termesztését a DE MEK Preciziés Novénytermesztési Kutatas-fejlesztési
Szolgaltatdo Kozpont végezte. A tejes érésnél a teljes novény begytjtésre kertilt, a ndvény anyag

apritasat kovetden a szaraztomeg meghatarozasra kertlt és silétakarmanyt készitettiink.
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Kukorica agar készitéséhez az eltérd zsirtartalommal biré kukorica készitményeket az Agri-

Corn Kft. (Monostorpalyi) biztositotta.
2.3. Ipari silotakarmany és nyerstej mintdk

Az erjedés utolsé szakaszaban 1évo 22 erjesztett takarmanyt (14 kukorica, 4 lucerna, 2 rozs és
2 tritikalé) gytjtottek be kiilonbdzd magyarorszagi tejeld szarvasmarhatelepekrél, ahol a
termeldk telephelyenként 10 parhuzamos mintat gyljtottek a frissen megnyitott silokbol. A
mintakat (legalabb 5 kg) egyesitették, €s tiszta Velcro zsédkokban adtak at az analitikai
vizsgalatokra. Ugyanezen telepekrdl szarmazd nyerstej mintakbol valasztottunk ki aflatoxin

M1 (AFM1) tartalmt tejet a mikotoxin eliminacids vizsgalatokhoz.

Az erjesztett takarmanymintakat (100 g) steril homogenizadlé Stomacher zsdkokban 1:9
aranyban szuszpendaltuk pufferolt peptonvizben (BPW) (Scharlab, Barcelona, Spanyolorszag),
¢s homogenizaltuk Stomacher homogenizatorral (Masticator, IUL Instruments, Barcelona,
Spanyolorszag). A szuszpenziokbol decimalis higitdsokat végeztiink, és oltéanyagként

alkalmaztuk specifikus agar taptalajokon.
2.4. Mikrobiologiai elemzések

Az 0Osszmikrobaszamot csiraszdm agar taptalajon hataroztuk meg mélyontéses modszer
alkalmazaséval, és a szilard taptalajt 30°C-on inkubaltuk 3 napig anaerob €s aerob koriilmények
kozott (ISO 4833-1:2013). A mezofil tejsavbaktériumok szamat MRS agar lemezeken
mélyontéses modszer alkalmazasaval hataroztuk meg, majd a lemezeket 30°C-on, anaerob
kortilmények kozott 3 napig inkubaltuk (ISO 15214:2005). A penészszamot feliileti oltassal
hataroztuk meg CGA lemezeken, amelyet 5 napig 25°C-on inkubaltunk (ISO 7954:1987).

2.5. Kukoricadara agar (CMA) taptalaj és jellemzése

Kiilonb6zo kémiai Osszetételll, durvara hantolt kukoricatermékeket (15 g/L) adtunk desztillalt
vizhez , és 30 percig forraltuk. A szuszpenzidkat mikroszalas szoveten szlirtiik, a sziirleteket 20
g/L agarral kevertiik, és az elkészitett kukoricadara agar taptalajokat (CMA) autoklavban
sterilizaltuk (pH6,8 + 0,2). A sterilizalt agar taptalaj antioxiddns polifenol tartalmat Folin-
Ciocalteu modszerrel hatdroztuk meg, és galluszsav ekvivalensként adtuk meg (Kaur és
Kapoor, 2002). A flavonoid (flavon/flavonol) tartalmat Chang és mtsai. (2002) szerint katechin-
ekvivalensként hataroztuk meg. A taptalaj nyerszsirtartalmat petroléteres extrakcidval nyertiik
a modositott Randall-mddszerrel Soxtec extrahaloban (Soxtec System 1043, TECATOR,
Hoganas, Svédorszag). A nitrogéntartalmat Kjeldahl-mddszerrel hataroztuk meg. A taptalaj D-
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gliikoz tartalmat spektrofotometriasan detektaltuk a Megazyme Glucose kit-jével (Megazyme,
Wicklow, frorszag). A CMA taptalajokat a taptalajok nyerszsirtartalmaval jeloltik: 1,7 m/m%
(CMAL1,7), 2,6 m/m% (CMA2,6), 4,05 m/m% (CMA4,05), 7,2 m/m% (CMA7,2). ACMA2,6
taptalajt 3 g/L NaNOs, 0,5 g/L MgS04x7H20, 0,5 g/L NaCl, 0,01 g/L FeClzx7H>O sokkal
(CMA2,6+S) illetve 20 g/L gliikozzal (CMA2,6+G) egészitettiik ki.

2.6. Aspergillus torzsekkel végzett munka

A CGA lemezeket kiilonboz6 Orolt szemestermény (kukorica és buza) decimalis higitasaval
oltottuk be, és 5 napig 30°C-on tenyésztettiik. A gombatelepeket, amelyeket mikroszkoppal
Aspergillus-ként azonositottuk, 0sszegyljtottik és MA taptalajra oltottuk. Hét nap utdn az

izolatumok sporait -76°C-on taroltuk malatakivonat tapleves -20% glicerol oldatban.

MagNA Lyser Green gyongyok (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Németorszag)
segitségével tartuk fel a gombasejteket. A DNS izolalast a Nucleospin Plant II (Macherey-

Nagel) kit segitségével végeztiik el, a Genomic DNA from Plant kit gyarto6i utasitasa szerint.

Az izoldtumok faji meghatarozaséhoz PCR segitségével az ITSI-ITS2 és cmd5-cmd6
(kalmodulin) DNS szakaszt szaporitottunk fel (White és mtsai., 1990; Hong €s mtsai., 2006).
Felhasznalt primerek: ITS1: 5-TCC GTA GGT GAA CCT GCG G-3; ITS4: 5-TCC TCC GCT
TAT TGA TAT GC-3; cmd5: 5-GTC TCC GAG TAC AAG GAG GC-3; cmd6: 5-TCG CCG
ATA GAG GTC ATA ACG TG-3 voltak. A PCR reakcidohoz Phusion High-Fidelity Kit-et
(Thermo Scientific) hasznaltunk. A PCR reakciohoz sziikséges anyagokat jégen mértiik dssze:
12,4 pL ultratiszta H>O-t, 4 pl 5x Phusion HF puffert, 0,4 uL 10mM d NTP-s-t, I pL 10uM/pL
forward primert, 1 pLL 10uM/pL reverz primert, 1 pL templat DNS-t és 0,2 uL Phusion enzimet.
Rovid centrifugélas utan PCR késziilékbe helyeztiik (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
lehiitottiik. A kalmodulin primerek esetében a PCR reakcional a kovetkezd homérséklet
gradienst alkalmaztuk: 98°C 30 sec, majd 98°C 10 sec, 58°C, 30 sec 72°C 30 sec harmincszoros
ismétlés, 72°C 10 perc, majd a végterméket szintén 4°C-ra hiitottiik. A termékeket NucleoSpin
Gel and PCR Clean-up (Macherey-Nagel) kit segitségével 1%-os agardzgélbdl torténd tisztitas
utan szekvenaltattuk (Biomi Kft., G6d6116, Magyarorszag). A DNS-szekvencidkat a MEGA 7
szoftver 7.0.14. verzidjaval elemeztikk, és az NCBI adatbazisdval vetettik 0Ossze

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi; 2016-0s verzio. 03. 01.).
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Az aflatoxin génklaszter gének kimutatdsahoz multiplex PCR-t végeztiink. A PCR reakcidokhoz
Phusion High-Fidelity PCR Kit-et (Thermo Scientific) alkalmaztunk a kdvetkezd primer
parokkal (Varga és mtsai., 2011): norl: 5-ACC GCT ACG CCG GCA 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; aflR-F: 5- GGG ATA GCT GTA CGA GTT GTG CCA -3; omtl: 5- GTG GAC
GGA CCT AGT CCG ACA TCA C -3; omt2: 5-GTC GGC GCC ACG CAC TGG GTT GGG
G -3. A bedllitasok a kovetkezdk voltak: 98°C 30 mp, 98°C 10 mp, 65°C 30 mp, 72°C 30 mp,

megismételve 30-szor. Ezt kdvette a 72°C-os 10 perces homérséklet és a 4°C-os hiités.
2.7. Aspergillus spp. vizsgalata kiilonbozo taptalajokon

Az A. minisclerotigenes NRRL 11611 aflatoxin termelését MA, CMA ¢és Czapek-Dox
taptalajokon is vizsgaltuk. Az A. minisclerotigenes NRRL 11611 novekedését és aflatoxin
termelését minden tdptalajon megvizsgaltuk 10% spéramennyiséggel oltva, 30°C-os inkubaciot
kovetéen (5-7 nap, sotétben). Az MA és CMA2.6 lemezeket, kiegészitve kiilonbozo
koncentracidju stresszorokkal: NaCl (0 - 2,5 M) vagy SDS-sel (0 - 0,75 g/L), 10? sporaval
oltottuk be, és 30 °C-on, sotétben inkubaltuk. A térzsek novekedését és fejlodését 5-7 napos
beoltds utdn értékeltiik. A stresszvizsgalatok sordn a gombatorzsek novekedését,

szkleréciumképzddeését, a sporaképzeést, valamint a pigmentaciot vizsgaltuk.
2.8. In vivo kisérlet kukorica novényen

2020 ¢és 2022 kozott mikro-plot kisérletet veégeztiink. SY Orpheus (FAO 380; Syngenta
Magyarorszag Kft., Budapest) kukoricahibridet valasztottuk ki ehhez a vizsgalathoz (Syngenta,
2020). A valtozok kozé tartozott az év, az oltads (4. flavus-oltott vs. kontroll), az ontdzés
(O6ntozott vs. nem Ontdzott), a mitragya kijuttatasi mennyisége (60, 120 és 180 kg/ha). Minden
kezelésnek harom ismétlése volt. A parcelldk 4 sorbol alltak, mindegyik 5 m hossza és 3 m
széles. A sortavolsag 76 cm, a tétavolsag 20 cm volt. A magokat minden év aprilis kozepén

kézzel vetettiik el.

A csapadékmennyiséget a kisérleti parcellakon kiviil mértiik, hogy kikiiszoboljiik a lombkorona
miatti hibakat. A csapadékadatok gytijtésére a Campbell Scientific (Logan, UT, USA) ARG100
billendvodos esdmérdjét hasznaltuk. Az alkalmazott 6nt6zési mennyiségeket beépitettiik az
egyes kezelések teljes vizbevitelébe. A levegd homérsékletét és relativ paratartalmat minden
kisérleti parcellan az Onset RXW-THC-B-868 vezeték nélkiili kombinalt érzékeldivel (Onset
Computer Corporation, Bourne, MA, USA) mértiikk. A toxinogén A. flavus AMK 4-16/IV
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(Debreceni Egyetem, Debrecen) sajat izolatumunkat konidiosporakat 0,2% Tween 20 oldattal
(Scharlab, Barcelona, Spanyolorszdg) mostuk le, hogy spdraszuszpenzidokhoz (10%/mL)
jussunk. A névényeket minden évben R2 fenoldgiai stddiumban (2020. augusztus 12., 2021.
augusztus 2. és 2022. augusztus 4.) 50 puL sporaszuszpenzidval kezeltiik a kukoricacsévon 1€vo
szurascsatornan keresztiil. A mintdk gytijtése a végsd ¢érési fazisban tortént. A fiziologiai
fejlodés végén a szaritott csoveket hantoltuk ¢€s fényképeket készitettiink. A fotokrol

meghataroztuk és statisztikailag elemeztiik a cs6hosszon mérheté magszamokat (n > 8).

A mintdkat szaritoszekrényben (UNS55, Memmert GmbH, Schwabach, Németorszag)
szaritottuk 60°C = 1°C kozott, harom ismétléssel, sulystabilitasig. Kiszamitottuk a harom
ismétlésbol az atlagos szaraztomeget és a szorast (ISO 6496:1999). A magok antioxidans
polifenol tartalmat Folin—Ciocalteu mddszerrel hataroztuk meg, és galluszsav-egyenértékben
fejeztiik ki galluszsav referenciagdrbe alapjan (Kaur és Kapoor, 2002). A fehérje
nitrogéntartalmat Kjeldahl-modszerrel (ISO 5983-2:2009) mértiik. A keményitdtartalmat
szabvanyos polarimetridval hataroztuk meg egy CETI Polaris anal6g polariméterrel (Medline,

Chalgrove, Egyesiilt Kiralysag).
2.9. Baktériumok azonositasa

Baktérium izoldtumok azonositisa MALDI-TOF MS modszerrel vagy DNS alapon tortént. Az
MRS és Osszcsiraszam agarrol izolalt baktériumokat MALDI-TOF MS (Microflex LT
Instrument, Bruker Daltonik GmbH, Bréma, Németorszag) modszerrel azonositottuk (DE
Klinikai Ko6zpont, Egészségligyi Szolgaltato Egységek, Diagnosztikai Egységek, Orvosi
Mikrobiologia). A szoliter kolonidkat a Biotyper 3.0 szoftverrel (Bruker Daltonik GmbH,
Németorszag) elemeztiik. Csak az 1,950 feletti pontszamokat tekintettiik érvényes

eredménynek.

A baktériumtenyészetek telepeit izolaltuk a lemezekbdl, és folyékony taplevesbe (NB) oltottuk
(Nutrient Broth, Scharlab, Barcelona, Spanyolorszag). 16 oras tenyészetek 200 pL-es aliquot
részeit 1000 plL-es CTAB (Biochemica, Darmstadt, Németorszag) lizispufferrel (Applichem
Ltd. ITW Company, Darmstadt, Németorszag) kevertiik 6ssze. A mintakat 30 percig inkubaltuk
65°C-on, majd 2 mL Lysing Matrix B csdvekbe helyeztiik (MP Biomedicals Germany GmbH,
Schwegel, Németorszag). A gyongy alapi lizist 20 mésodpercig végeztik 6500 r.p.m.
sebességgel Precellys 24 homogenizatorral (Peqlab Biotechnologie Ltd., Erlangen,
Németorszag). A lizalt baktériumok sejttérmelékét centrifugalassal valasztottuk el (10 perc 14

000 r.p.m.). A feliilisz6 minden 600 pL aliquot részéhez 240 pL kloroformot adtunk, 30
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masodpercig kevertiik, majd centrifugaltuk (20 percig 14 000 r.p.m.). A felso vizes fazis aliquot
részeit (egyenként 400 uL) egyenld térfogath izopropanollal kevertiik, majd ujra centrifugéaltuk
(10 perc, 14 000 r.p.m.). A pelleteket 500 pL 70%-os etanollal atmostuk, ujra centrifugaltuk, és
szobahdémérsékleten hagytuk megszaradni. A genomi DNS-t 100 pL vizben jra
szuszpendaltuk, majd a gyartd utasitdsait kovetve tovabb tisztitottuk egy Amicon Ultra
szlirokészlettel (Merck Millipore, Darmstadt, Németorszag). Minden PCR-ben az iProof nagy
hiiségli PCR-kitet (BIO-RAD Ltd., Hercules, CA, USA Litvania) hasznaltunk T100 PCR
késziiléken (BIO-RAD Ltd., Litvania) a 1. Tablazat szerint.

1. Tablazat Bakteridlis DNS alapt azonositasban alkalmazott PCR primerek és alkalmazési

hémérséklet (annealing).

Azonositok Szekvencia (5°-3°) Annealing (°C)
5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3'

27F -1492R 54
5'-TACGGTTACCTTGTTACGACTT-3'

5'-GTGCCAGCMGCCGCGGTAA-3'

515F-1492R 60
5'-GGTTACCTTGTTACGACT T-3'

Plantarum-F- Plantarum-R 5'-GCTGGCAATGCCATCGTGCT-3' 60

(Kim és mtsai., 2020). 5'-TCTCAACGGTTGCTGTATCG-3'

A DNS-amplikonokat 0,8%-o0s agar6zgélbdl (BIOLINE, London, Anglia), Nucleo SpinGel és
PCR tisztito kittel (Macherey-Nagel, Diiren, Németorszag) tisztitottuk a gyartok protokolljai
szerint. A PCR termékeket a BIOMI Kft. (G6dolld, Magyarorszag) szekvenalta. Homologia
kutatast végeztiink az Nemzeti Biotechnologiai Informaciés Kozpont (NCBI, USA) NCBI
BLASTn program segitségével (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) (Benson és mtsai.,
2013). A szekvencidkat a NCBI adatbazisaban helyeztik el OP183257-t61 OP183263

azonositokig.
2.10. Baktériumok biokémiai azonositasa

A tiszta tejsavbaktérium izoldtumokat Gram-festéssel, kataldz teszttel és MRS-kalcium-
karbonat zoénaképzddési vizsgalatokkal jellemeztik. A katalaz negativ, MRS+CaCOs
lemezeken Gram-pozitiv, zonaképzd tenyészeteket valasztottuk ki a tovabbi vizsgalatokhoz

(Paswan és mtsai., 2023).

2.11. Baktériumok névekedésének vizsgalata
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A sejtszaporodast 630 nm hullamhosszon mért denzitassal mértiikk mikrotiter lemezolvasdban
(Synergy HTX multi-mode reader, iBioTech Hungary Kft., Szigetszentmiklos, Magyarorszag),
ahol a 16 6ras tenyészetekbdl 10 uL-t (107 sejt/mL) toltottiink fel 200 pL MRS tapfolyadékkal.
A mérést 24 oran keresztiil folytattuk 6ranként 30°C-on. A kultirdkat minden mérési pont el6tt

razattuk. Az 6sszes mérési pontra kapott adatot (n = 4) statisztikailag elemeztik (p < 0,05).
2.12. Baktériumtenyészetek mikotoxin-rezisztencidjanak vizsgalata

Minden rezisztenciavizsgalathoz mikotoxin standard oldatokat (Romer Labs, Tulln, Ausztria)
megfeleld higitdsban alkalmaztunk. A baktériumokat beoltottuk MRS tapoldatba vagy NB
taplevesbe (Scharlab, Barcelona, Spanyolorszag) és 16 6ran at inkubaltuk 30°C-on, hogy
exponencialis fazisu tenyészeteket kapjunk. Mikrotiter lemezen MRS tapoldatot vagy NB
taplevest oltottunk be gy, hogy alacsony stirtiségii kultarat kapjunk (ODg30nm < 0,200).

A tenyészetekhez kiilonb6z6 koncentraciokban mikotoxinokat adtunk (AFM1: 0 — 1,47 ug/L;
AFB1: 24 — 100 pg/L; OTA: 50 — 1000 pg/L; DON: 700 pg/L — 1000 pg/L; ZEA: 100 — 500
ug/L). A baktériumokat a mikotoxinokkal legfeljebb 24 6ran at inkubaltuk 30°C-on a mikrotiter
lemezolvasoban (Synergy HTX multi-mode reader, iBioTech Hungary Kft., Szigetszentmiklds,
Magyarorszag), és oéranként, intenziv razas (30 s) utan leolvastuk az optikai denzitast 630 nm-

en.
2.13. Bakterialis sejtfrakciok eloallitasa

A baktériumtorzseket taplevesben tenyésztettiik (16 o6ra, 30°C), és az expondlis fazist
tenyészeteket centrifugaltuk (8000 r.p.m., 10 perc, 4°C), eltavolitottuk a feliiluszot, €és a
sejtpelleteket haromszor atmostuk 200 pL steril foszfatpufferes sooldattal (PBS). Mosés utan a
pelletek aliquot részeit kiilonb6zd vegyi anyagoknak tettiik ki, hogy kiilonb6z0 sejtfalfrakcidkat
kapjunk (Niederkorn és mitsai., 2009; Goh és mtsai., 2009): H>O (100°C, 15 perc) -
sejttormelék; 2% (w/v) natrium-dodecil-szulfait (SDS) (100°C, 15 perc) - tisztitott
sejtfalfrakcio; 0,1 M HCI (100°C, 15 perc) - teikolsav frakcio; 10% (w/v) triklor-ecetsav (TCA)
(100°C, 15 perc) - peptidogliikan frakcid és 1 M LiCl (100°C, 15 perc) - S-réteg fehérjék. A
kezelések utan a mintdkat 14 000 r.p.m. sebességgel centrifugaltuk (10 perc), a feliiluszokat
eltavolitottuk, és a pelleteket 3 x 200 pL PBS-sel mostuk. A baktériumsejteket ¢és
sejtfalfrakcidkat -18°C-on taroltuk.

2.14. Mikotoxin eliminacios vizsgalatok
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A mikotoxinok eliminaciés vizsgalatdhoz BIOPURE mikotoxinokat (Romer Labs, Tulln,
Ausztria) hasznaltunk megfeleld higitasban. A mikotoxinokat MRS taptalajjal higitottuk. 16
o6rds MRS baktérium tenyészetet készitettiink (25°C vagy 37°C). Minden mikotoxinnal
kiegészitett mintdt MRS-ben inkubdltunk 1 6rdn 4t 25°C-on razassal (250 r.p.m.), majd
centrifugaltuk (8000 r.p.m, 10 perc, 4°C), eltavolitottuk a feliiluszokat ¢s HPLC-vel elemeztiik
a mintakat. A feliilluszokat metanollal kezeltiik 1:1 ardnyban, és nagy sebességgel kevertettiik.
A vizsgalt mikotoxinok HPLC kimutatdsit Dionex Ultimate 3000 (Thermo Scientific)

berendezéssel végeztiik.

A természetesen szennyezett nyerstej mintat centrifugaltuk (5000 r.p.m, 10 perc, 4°C) a
zsirtartalom csokkentése érdekében, az AFM1 tartalmat pedig Aflatoxin M1 High Sensitivity
ELISA-val (Romer Labs, Tulln, Ausztria) mértiik. A zsirmentes tejb6l 450 pL-t pipettaztunk
Eppendorf-csdvekbe, és 50, 100 vagy 150 pL peptidogliikan frakcidt, sejttormeléket, sejtfal-
frakciot, teikolsavat, valamint kezeletlen életképes sejteket adtunk az AFM1 kotoképesség
tesztelésére. Lassu vertikalis keverést (100 r.p.m.) végeztliink 4°C-on 1 6ran keresztiil vagy 2
oran keresztiil a megfelel6 homogenizalas érdekében. 10 perc centrifugalas utan a fennmarado
AFMI1 koncentraciot ELISA-val mértiik a feliiliszobol. Kontroll mintaként nyerstejjel kevert
PBS-t alkalmaztunk. A kotési vizsgalatokat haromszor ismételtiik meg, a sorozatok kozotti RSD

< 15%, a sorozaton beliili RSD pedig < 5% volt.
2.15. Antagonizmus tesztek

Bakterialis antagonizmus a Fusarium spp. ellen

Egy soliter baktérium telepet vettiink le egy friss MRS lemezrdl, és 250 pl steril desztillalt
vizzel kevertiik 0ssze. Az igy kapott szuszpenziot egy steril vattapalcaval egy friss MRS lemez
felére szélesztettiik, és a lemezt 37°C-on 48 oran at inkubaltuk. A gombéakat PDA taptalajon
novesztettiik. Az antifungalis aktivitas felméréséhez egy-egy sterilen kivagott gombakorongot
helyeztiink az MRS lemez masik felére, amelyet kordbban baktériumokkal oltottunk. 30°C-os
inkubéci6 utan 5-6 napig a lemezeket a kontroll lemezekkel hasonlitottuk Ossze. A
gombandvekedésének gatlasat Ggy szamoltuk ki, mint a koldnia atmérdjének szazalékos

csOkkenése (1%) a kezeletlen kontrollokhoz képest. Minden RSD 5% alatt volt.

Bakterialis sejtmentes fermentlé hatdsa Fusarium spp. ellen

Egy 250 mL-es MRS levest 16-24 6ras baktérium kultaraval (ODsoonm = 1) oltottunk be, és

37°C-on 48 oran at statikus koriilmények kozott inkubéltuk. Az inkubalas utan a feliiliszot
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centrifugalassal gytjtottilkk 6ssze (5 000 r.p.m., 15 perc). A feliiluszot etil-acetattal (EA)
kevertiik (1:2 aranyban) egy 2 literes razétolcsérben, majd egy oran at szobahdmérsékleten
razattuk. Az szerves réteget rotacios beparloval koncentraltuk (BUCHI, Flawill, Switzerland).
A félig viszkozus koncentralt mintat dsszegytjtottiik. A koncentralt nyers kivonatot diffuzios

vizsgalatokban hasznaltuk a Fusarium fajokkal szemben.

A tesztekhez a Fusarium fajokat PDB-ben tenyésztettiikk és 2—3 napig 30°C -on inkubaltuk.
Mueller—Hinton Agar (MHA, Hi-Media, Mumbai, Maharashtra, India illetve VWR
International Kft.) kozeget haszndltunk az antagonizmus vizsgalatokhoz. A  PBS-ben
elokészitett gombaszuszpenzidkat egyenletesen osztottuk szét MHA lemezekre. A
lyukmoédszernél 100 pL nyers kivonatot adtunk (n = 3). A korongdiffuziés vizsgalathoz 50 pL
nyers kivonatot steril korongokra helyeztiink, majd harom ismétlésben helyeztik a
gombakultarara. Mindkét esetben a gatld zonat 30°C-os inkubécid utan hataroztuk meg 72 ora

mulva.
2.16.Biokontroll kukorica szemeken

Egy hibrid kukoricat (B73; Martonvasar, Magyarorszag) hasznaltunk ebben a kisérletben. A
kukoricaszemeket feliilet-fertotlenitettiik 70%-0s etanolban 5 percig, majd révid mosas
kovetkezett steril desztillalt vizben, majd 100%-os natrium-hipoklorit oldatban 15 percig.
Fert6tlenités utdn a magokat haromszor tiz percig steril desztillalt vizben mostuk a
fertOtlenitdszer eltavolitasa érdekében. A magokat eldszor PDA lemezeken teszteltiik endogén
Fusarium spp. szennyezddésre. Amikor bebizonyosodott, hogy Fusarium mentesek, egy Uj
kisérletben a fertOtlenitett magokat 0,5 mm mélységben vagtuk be a csirdhoz kozel, hogy
megkonnyitsik a gombas fertézést, és 24 oOrdn at F  verticillioides FGSC 7600
sejtszuszpenzioba (10° spora/mL) aztattuk. A kezelés utdn a magokat egy steril Petri-csésze
feliiletére helyeztiik, hogy eltavolitsuk a felesleges gombaszuszpenziot. A Fusarium-fertézott
magokat 10® TKE/mL kultira sejtmentes fermentlevébe aztattuk. A kezelés utan a magokat egy
steril Petri-csésze feliiletére helyeztiik, hogy eltavolitsuk a felesleges mikrobaszuszpenziot.
Ezutan a magokat 330 ml térfogata sterilizalt iivegedényekbe tettiik, amelyek nedvesitett
papirtorldt tartalmaztak. Mindegyik kezelést hatszor ismétlésben, ismétlésenként 6t maggal (n
= 30) végeztiink el. Az livegedényeket kupakkal zartuk, és tenyésztészobaban, 22°C-on és 800
lux fényintenzitassal, 16:8 fényperiddussal tartottuk (Christensen és mtsai., 2012). A kisérletet

5 nap elteltével értékeltiik, és rogzitettilk a fejlédé novények leghosszabb gydkérhosszat, a
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gyokerek szamat €s hajtasainak hosszat. A gombaszennyezddést a magokon 0 - nincs kindvés

¢és 1 - micéliummal boritott magként értékeltiik.
2.17. Kukorica néveény silozdasa

Az Osszegyljtott nedves, majd aprora vagott kukorica novényt 0,1% hangyasavval kezeltiik és
Fusarium mikotoxinokkal szennyezett kukorica referenciamintakkal kevertiik (BIOPURE,
Romer Labs, Tulln, Ausztria). MRS tapkozegben szaporitott 16 oras LAB sejtkultarakat
alkalmaztunk az oltasra. A Limosilactobacillus fermentum SD4 ¢és a Lactiplantibacillus
plantarum FCW4 ¢és CB2 torzseket kiilon-kiilon oltottuk nedves, apréra vagott
kukoricandvényre. Nyolc szildzsvariacié késziilt: kontroll (C), LAB-oltott (C + SD4, C + CB2
¢s C + FCW4). mikotoxinnal szennyezett (C + M), mikotoxinnal szennyezett ¢s LAB-oltott (C
+M+SD4,C+M + CB2 és C + M + FCW4). A matrix egy részét mesterségesen szennyeztiik
szaraztomegre szamitva 2,13 = 0,715 mg/kg FUM, 0,625 + 0,140 mg/kg DON ¢és 141,5 + 36,65
ng/kg ZEA mikotoxinnal. A kiilonbozd Osszetételii készitményeket légmentesen zarddo
milanyag dobozokban (~350 g nyers suly/doboz) szobahdmérsékleten 6 hétig, folyamatos
nyomas alatt tartottuk. Az erjedés végén meghataroztuk a szarazanyagot, a mikrobiologiai

mindséget, a pH-t, az illosavtartalmat és a mikotoxin-tartalmat.

Az erjesztett takarmanymintakat (kukorica, lucerna, rozs és tritikalé) harom ismétlésben
szaritottuk szaritészekrényben (UN55, Memmert GmbH, Schwabach, Németorszag) 60°C +
1°C homeérsékleten a tomegstabilitas eléréséig (ISO 6496:1999). A magok antioxidans polifenol
tartalmat Folin—Ciocalteu modszerrel hataroztuk meg, €s galluszsav-egyenértékben fejeztiik ki
galluszsav referenciagorbe alapjan (Kaur és Kapoor, 2002). A fehérje nitrogéntartalmat
Kjeldahl-médszerrel (ISO 5983-2:2009) mértiik. A keményitStartalmat szabvéanyos
polarimetriaval hataroztuk meg egy CETI Polaris analdg polariméterrel (Medline, Chalgrove,

Egyesiilt Kiralysag).

Az erjesztett matrix tejsavtartalmat HPLC-DAD modszerrel hataroztuk meg. 50 g szildzsmintat
mértiink egy Erlenmeyer-lombikba, 300 ml viz hozzdadasa utan parafilmmel lezartuk, és egy
¢€jszakan at 4°C-on taroltuk. Redds sziirOpapirral szlirtiik, majd egy 0,45 um-es porust Spartan
fecskenddsziirdvel (Merck). A szlrt mintdt Phenomenex RP-C18 (Torrance, CA, USA)
kolonnan szeparaltuk (125*4mm, Sum) és DAD detektorral (218 nm) detektaltuk acetonitril:
viz (10:90) eluenssel. [llékony szerves savak esetében 50 g erjesztett matrixot 300 mL 1 %
foszforsav oldattal lezartuk, és egy ¢&jszakdn 4at 4°C-on taroltuk. Sziirés utan

gazkromatografiaval a kovetkezd komponenseket mértiik: ecetsav, propionsav, i-vajsav, n-
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vajsav, n-vajsav, i-valeriansav, n-valeridnsav, i-kapronsav, n-kapronsav, heptansav. A
gazkromatografia feltételei: Varian CP 3800 (Varian Inc, Walnut Creek, CA, USA) CP-Wax 52
CB valtozat, 30 m*0,25 mm ID; 0,25 um kolonna, és langionizacios detektor (FID) 230°C-on.
A vivogaz 2,0 mL/min hélium volt, dlland6 aramléssal. Az injektort 240°C-ra allitottuk, 1:10
aranyban split-et alkalmaztunk, és a befecskendezett térfogat 1 uL volt. A bedllitott
homérsékleti program 95°C, 14.5°C/min, 185°C volt (tartas: 2,5 perc).

2.18. Mikotoxin mérées HPLC modszerekkel

A nedves erjesztett takarmanyokat (minimum 4 kg) szaritoszekrényben (LABORMIM Kft.,
Budapest, Magyarorszag) szaritottuk 60°C =+ 1°C homérsékleten tomegstabilitasig. A
tomegstabilitds elérése utdn a mintdkat SM 100 vagoémalommal (Retsch GmbH, Haan,

Németorszag) homogenizaltuk.

Minden HPLC mérést Dionex Ultimate 3000 (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) HPLC
berendezésen végeztiink. Minden méréshez Biopure Aflatoxin Mix 1, DON, ZEA vagy OTA
mikotoxin oldatokat hasznaltunk standardként (Romer Labs., Tulln, Ausztria), és megfeleld
higitasban alkalmaztuk. A mintaeldkészitést VICAM modszerekkel (Waters, Milford,

Massachusetts, USA) végeztiik, némi modositassal.

A DON méréséhez 12,5 g szaritott mintat homogenizaltunk 2,5 g polietilénglikollal és 50 mL
desztillalt vizzel nagy sebességili keverés mellett. Szlirés utan 1 mL kivonatot toltottiink a DON
immunaffinitasi oszlopra (VICAM DONtest HPLC Columns, Weber Consulting Kft., God,
Magyarorszag). Az oszlopot egymas utan desztillalt vizzel (5 mL) és metil-alkohollal (5 mL)
atmostuk, hogy a toxint elualjuk az oszlopbdl. A metanolt a Rotavapor R114-ben (Biichi)
parologtattuk el a mintdkbdl. A Phenomenex (Torrance, CA, USA) RP-C18 oszlopot (125 x 4
mm, 5 pm) DAD detektorral hasznaltuk UV 218 nm-en, acetonitril: viz (10:90) eluenssel.

Az AF ¢és az OTA meghatarozasdhoz 25 g szaritott mintdt homogenizaltunk 2,5 g natrium-
kloriddal és 50 mL 80%-o0s metil-alkohollal (HPLC, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) nagy
sebességll keverés mellett. Az extraktumot 1:4 aranyban higitottuk 40 mL desztillalt vizzel. A
higitott extraktumot leszlrtiik és 10 mL-t toltottiink beldle az aflatoxin immunaffinitasi
oszlopra (VICAM AflaTest WB HPLC Columns, Weber Consulting Ltd., God, Magyarorszag)
vagy OTA immunoaffinitdsi oszlopra (VICAM OchraTest WB HPLC Column, Weber
Consulting Ltd., God, Magyarorszag). Az oszlopot 10 mL desztillalt vizzel mostuk, és a toxint

metil-alkohollal (5 mL) eludltuk. Az OTA kimutatasdhoz Phenomenex (Torrance, CA, USA)
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RP-C18 oszlopot (150 x 4,6 mm, 5 um) hasznaltunk fluoreszcens detektorral, ex360 nm, em440
nm ¢&s acetonitril: 0,012 M Na-foszfat pH7,5 (60:40) ecluenssel. Az AF kimutatasara
Phenomenex (Torrance, CA, USA) RP-C18 oszlopot (150 % 4,6 mm, 5 um) hasznaltunk Romer
UV-szarmazékképzo egységgel (Romer Labs Ltd., Tulln, Ausztria) €s ex360 nm, em440 nm

fluoreszcens detektorral, metil-alkohol: viz (45:55) eluenssel.

A ZEA meghatarozasadhoz 20 g szaritott mintat homogenizaltunk 2 g natrium-kloriddal (VWR,
Debrecen, Magyarorszdg) és 50 mL 90%-os acetonitrillel (HPLC, Sigma-Aldrich Kft.,
Budapest, Magyarorszdg) nagy sebességli keverés mellett. Az extraktumot 1:4 aranyban
higitottuk 40 mL desztillalt vizzel. A higitott kivonatot sziirtiik, és 10 mL-t t6lt6ttiink a ZEA
immunaftinitasi oszlopra (VICAM ZearalaTest WB HPLC oszlop, Weber Consulting Kft., God,
Magyarorszag). Az oszlopot 10 mL desztillalt vizzel mostuk, és a toxint metil-alkohollal (5 mL)
eludltuk. A kimutatashoz Phenomenex (Torrance, CA, USA) RP-C18 oszlopot (150 x 4,6 mm,
5 um) hasznaltunk ex360 nm, em440 nm fluoreszcens detektorral és acetonitril: viz: metanol

(46:46:8) eluenssel.

Az alkalmazott HPLC-mddszerek teljesitményét, linedris tartomanyat és reprodukalhatosagat
mikotoxinokkal szennyeztiik (n = 8). Az AFB1, OTA, DON és ZEA esetében a LOD sorrendben
0,01 pg/kg, 0,5 pg/kg, 0,01 mg/kg és 0,001 mg/kg volt. A linearis tartomanyokat 300 pg/kg-ig
talaltuk az AFB1 és az OTA esetében, mig a DON ¢és a ZEA esetében 50 mg/kg-ig terjedd
linearitdst mutattunk ki. A relativ szorast (RSD) a varidcios egylitthatd abszolut értékeként

szamitottuk ki, és minden esetben 10% alatt talaltuk.
2.19. Az aflatoxin Bl kimutatasa feliileti tenyészetbol

Az MA taptalajt a felszini tenyészettel egyiitt steril Stomacher homogenizalo tasakba
gyljtottik, majd 10 mL kloroformmal homogenizdltuk Stomacher homogenizatorban
(Masticator, IUL Instruments, Barcelona, Spanyolorszag) 2 percig, majd az eljarast mégegyszer
megismételtiik. A homogenizalt tenyészetet sziir6papiron (Macherey-Nagel MN 619, Merck-
Millipore) keresztiil gdmblombikokba szlirtiik, majd Rotavapor R114-ben (Biichi) paroltuk be.
2 mL mozgofazis (metil-alkohol: viz, 45:55) hozzéadasa utan az oldott anyagot atsziirtiik
Millex-GV 0,22 um-es sziirdn (Merck-Millipore). A 20 pL-es mintdk AFB1-tartalmat HPLC-
technikaval hatdroztuk meg Hibar 125-4 Lichrospher 100RP-18 (5um) oszlopon (Merck-

Millipore), a mozgd fazis 1 mL/min é&ramlési sebességével, és fluoreszcens detektorral
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detektaltuk ex360nm-en, em440nm-en. Biopure Aflatoxin B1 oldatot (Romer Labs, Tulln,

Ausztria) vittiink fel az oszlopra.
2.20. Mikotoxin kimutatasa ELISA modszerrel

Az FBI1 ¢és T-2 mikotoxinok kimutatasat AgraQuant® Fumonisin ELISA (LOD: 0,2 mg/kg,
LOQ: 0,025 mg/kg, mérési tartomany: 0,2-5 mg/kg) és AgraQuant® T-2 toxin ELISA teszt
(LOD: 0,01 mg/kg, LOQ: 0,020 mg/kg, mérési tartomany: 0,02-0,5 mg/kg) alkalmazéasaval
végeztilk a gyartd utasitdsai szerint (Romer Labs, Tulln, Ausztria). Ezt kdvetden a BioTek
Synergy HTX Multimode Reader (BioTech, Magyarorszag) segitségével 450 nm-en mértiik a
mintakat (n =3, RSD <5%).

Az AgraQuant® Aflatoxin M1 High Sensitivity ELISA vizsgélatokat (Romer Labs, Tulln,
Ausztria) a gyartd utasitasai szerint, TS50 mikrolemezmos6 alkalmazasaval (iBioTech Hungary
Kft., Szigetszentmiklos, Magyarorszag) végeztiikk (LOD: 2,9 ng/kg nyerstej esetén, LOQ: 0,3
ng/kg, mérési tartomany: 5-100 ng/kg). A mintdkat 450 nm-en mértilk mikrotiterlemez
olvasoval (Synergy HTX multi-mode reader, iBioTech Hungary Kft., Szigetszentmiklos,
Magyarorszag). A méréseket négy ismétlésben végeztiik (RSD <5%).

2.21. Eszterdz aktivitds mérése

Az enzimaktivitast spektrofotometridsan mértiik Castillo és mtsai. (1999) modszere alapjan. A
reakciodelegy 800 uL 50 mM Tris-HCI puffert (pH 7,5), 100 pL p-nitrofenil-butiratot (Merck-
Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA) tartalmazott szubsztratként (8,1 mM acetonban) és 100 puL
lizélt (Precellys 24 homogenizator, Peqlab Biotechnologie Ltd., Erlangen, Németorszag) és
PBS-mosott sejttormeléket vagy hokezelt sejtfalfrakcio-mintat. Az enzimaktivitast p-
nitrofenolként detektaltuk 10 perc utan 37°C inkubécioban (A = 346 nm). Az észterazaktivitast

percenként felszabadulé6 mM p-nitrofenolban fejeztiik ki.
2.22. Statisztikai elemzés

A sejtnovekedési adatok elemzését GenS 3.05 szoftverben (BioTec, Winooski, VT, USA)
végeztiik, a szignifikanciaelemzést pedig a Microsoft Excel 2501 verziojaban Analysis ToolPac
Add-in-ben végeztiik, ahol a Tukey-tesztet (p < 0,05) végeztiik. Az 6sszes korrelacios (Pearson)

elemzését szintén ebben a programban végeztiik.

A szant6foldi kisérletbdl 6sszegylijtott adatokat egyvaltozos varianciaanalizissel (ANOVA)

elemeztiik az altalanos linearis modell (GLM) eljarassal. Az atlagos kiilonbségeket Duncan
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tobbszoros tartomanyu tesztjével (DMRT) és a fliggetlen mintéju ¢-teszttel hatdroztuk meg (p <
0,05). A Pearson-féle linearis korrelacids elemzések a valtozok eltérését, mig a tobbszords
regresszids elemzések a valtozok kozotti kapcesolatokat értékelték. A variancia stabilizélasa
érdekében a penészszam adatait (TKE/g) log-transzformaltuk a statisztikai elemzés eldtt. A
transzformalt adatok normal eloszlast mutattak (Clewer és Scarisbrick, 2013). A statisztikai
elemzéseket IBM SPSS Statistics Version 20 szoftverrel (SPSS Inc., Chicago, IL, USA)

végeztik.
3. EREDMENYEK ES KOVETKEZTETESEK

A mikotoxinok penészgombdk altal termelt mdasodlagos metabolitok, amelyek erdsen
mérgezdek lehetnek az emberekre és allatokra egyarant. Ezek az anyagok szennyezhetik a
gabonaféléket, takarméanyokat és egyéb élelmiszereket, ami komoly gazdasagi és egészségligyi
problémat okoz. A hagyomanyos vegyszeres ¢és fizikai védekezési modszerekkel szemben
kutatocsoportunk olyan bioldgiai alapti megoldasokat kutatott, amelyek kornyezetkimélok és
fenntarthatok. A dolgozat gerincét alkoto tanulméanyok kozos fokuszaban a mikotoxinok elleni
védekezés és a biokontroll stratégidk allnak, kiilondsen a fonalasgombak (pl. Fusarium,
Aspergillus) és toxinjaik (pl. DON, ZEA, AFB1, AFM1) elleni mikrobialis biotechnologiai
megoldasok. Az kovetkezOkben az tézisek alapjaul szolgald kozleményekben bemutatott

eredményeinket Osszegzem.

Egyik tanulményunk a termények A. flavus szennyezettségét és az aflatoxintermeld Aspergillus
fajok PCR-alapt kimutatasanak hatékonysagat vizsgalta, kiilonos figyelmet forditva arra, hogy
mely géneket érdemes célba venni az aflatoxin gén klaszterben az azonositashoz (Kovacs és

Pusztahelyi, 2017).

A nordA ¢és aflR gének kimutatasa a legmegbizhatobb indikator az aflatoxintermelés
potencialjara, bar ezek 6nmagukban nem garantaljak a tényleges toxintermelés megvaldsulasat.
A genetikai jelenlét nem mindig jelent aflatoxin-termelést, mivel az aflatoxin bioszintézis
kornyezeti tényezoktol (pl. hdmérseklet, paratartalom, tdpanyagok) is erdsen fiigg. Tobb nem
Aspergillus flavus illetve A. parasiticus fajbol is kimutathatok egyes aflatoxin klaszter-gének
(pld. A. tritici, A. cristatus), de ezek nem termelnek AF toxinokat. A vizsgalt mintdkbol a
gombak tobb mint 40%-a potencidlisan aflatoxintermeld volt, ami komoly élelmiszerbiztonsagi
kockazatot jelent. Kézleményiink réavilagitott, hogy a PCR-alapu aflatoxintermeld gombak
azonositasa nem elégséges dnmagéaban, mivel nem minden genetikai potenciallal rendelkezd

torzs termel ténylegesen toxint. Ezért a kornyezeti feltételek és a tényleges toxinmérés
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elengedhetetlen a biztonsagos élelmiszer- és takarmanyellatashoz. Az éghajlatvaltozas miatt
novekvo aflatoxin-kockéazat kiilondsen hangstlyossa teszi a megeldzést €s a szant6foldi

monitoringot.

Masik tanulmanyunk a kiilonb6zo taptalajok — kiilondsen a malata agar (MA) és a kukorica
alapu tapagar (CMA) — hatasat vizsgalta az Aspergillus fajok novekedésére €s aflatoxin B1
(AFBI) termelésére (Kovacs és Pusztahelyi, 2018). A kutatas célja az volt, hogy jobban
megértsiik, milyen tdpanyag- és kornyezeti feltételek serkentik vagy gatoljak a mikotoxin-
képzddést a természeteshez hasonld koriilmények kozott. Az AFB1 termeléséhez magas gliikkoz
(> 0,1 M) illetve szerves nitrogénszint sziikséges, amit az MA taptalaj biztositott. A
zsirsavtartalom is fontos szerepet jatszik: magas zsirtartalom esetén a gombak acetil-CoA-t
nyernek, ami serkenti a toxin termelését — kiilonosen alacsony szabad szén- és nitrogénszint
mellett. A CMA taptalaj — amely magas antioxidans- és zsirsavtartalmu, de alacsony gliikoz- és
nitrogéntartalmi — indukalta a szklerocium képzddést, amely a gombdk tulélését segiti a
természetes kornyezetben. A CMA ,természet-kozeli” modellként szolgalt, és alkalmas a
toxintermelés kornyezeti induktorainak vizsgalatara — ez ijszerti megkozelités a mikotoxinok
kutatasaban. A tanulmany aldtdmasztotta, hogy a kukoricahibridek magas zsirtartalma ndvelheti
az AFBI kontaminacié esélyét, még akkor is, ha a hibridek antioxidans tartalma magas.
Vizsgalatunk kiemelte, hogy a taptalaj Osszetétele — kiilondsen a szén-, nitrogén- €s
zsirsavtartalom — dontéen befolyasolja a mikotoxin-termelést. Kutatdsaink arra is ramutattak,
hogy az A. flavus illetve A. minisclerotigenes mikotoxintermeld gombak
alkalmazkodoképessége magas, ami fokozza a mezdgazdasagi kockazatot. A CMA taptalaj
alkalmazasa 11j kutatdsi irdnyt nyithat a természetes kornyezet modellezésében és a biologiai

novényvédelem fejlesztéseében.

Tovabbi tanulmanyunk ravilagitott az A. flavus fertdzés és az AFBI1 termelés a kukorica
fejlodésére, terméshozamara és é€lelmiszerbiztonsagara tett sulyos hatasaira (Mwalugha és
mtsai., 2025). Az eredmények alapjan a gombafert6zés jelentdsen csokkenti a csOhosszra juto
szemszamot, elsdsorban a tapanyagokért folytatott verseny, a ndvényi hormonhéztartas
felboruldsa és az aflatoxinok toxikus hatdsa révén. A kutatds kiemelte az oOntdzés és
nitrogéntragyazas kulcsfontossagu szerepét a fertdzeés hatdsainak mérseklésében: a megfeleld
viz- és tapanyagellatds javitja a ndvény fiziologiai ellenallo képességét, csokkentve az AFB1-
felhalmozodast. Az eredmények hangsulyoztak a kdrnyezeti feltételek — kiilondsen a vizhiany
és a tapanyaghiany — altal kivaltott stresszhatdsok szerepét a gombas fert6zések és mikotoxin-

bioszintézis fokozddasaban. A kutatds soran a SY Orpheus hibrid stressztiirésének
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koszonhetden stabil makrotdpanyag- és polifenol-tartalmat mértiink, ami potencialisan elényos
lehet a rezisztencia-nemesitésben. A tanulmany hozzéjarul a fenntarthaté kukoricatermesztés
stratégiainak kialakitdsdhoz, kiilondsen a klimavaltozds okozta kihivasok kozepette, és
alatamasztja, hogy a precizids tdpanyag- és vizgazdalkodas csokkentheti a toxinterhelést és

novelheti a termésbiztonsagot.

Tovabbi munkank harom tejsavbaktérium-torzs — L. plantarum FCW4 és CB2, valamint L.
fermentum SD4 — antifungalis ¢és mikotoxin-csokkentd képességét vizsgalta kiilonbozo
gabondkon és fermentacios koriilmények kozott (Krishnan és mtsai., 2025a). A kutatas 6 célja
az volt, hogy ezek a torzsek bioldgiai ndvényvédd szerként (biokontroll-dgensként)
alkalmazhatok-e az ¢élelmiszerlancban, kiilonosen gabonafélékben gyakran el6fordulod
Fusarium fajok és mikotoxinjaik ellen. A kivalasztott LAB tdrzsek jelentds gombaellenes
aktivitast mutattak, kiilonosen a F. graminearum és F. verticillioides ellen. A sejtmentes
fermentlé is gatolta a gombak novekedését, ami lehetdséget teremt €16 mikroorganizmus nélkiili
alkalmazasra is. A L. fermentum SD4 torzs bizonyult a leghatékonyabbnak a mikotoxinok
csOkkentésében, kiilonosen ZEA esetében (~90%). A fermentacidés korilmények és a
mikotoxinok jelenléte jelentdsen befolyasoltdk a LAB hatékonysagat. A torzsek hasznalata
nemcsak a gomba fertézések visszaszoritasdban, hanem a ndvények nodvekedésének
fokozasaban is igéretesnek bizonyult. A kutatds 0j, kdrnyezetbarat stratégiat kinal a gabonak
mikotoxin- és gombafertdzésének csokkentésére biologiai uton. Ez hozzajarulhat a fenntarthato
mezOgazdasaghoz, élelmiszerbiztonsaghoz €s takarmanymindséghez, kiillondsen a Fusarium

gombak altal veszélyeztetett kultirak esetében.

Tovéabbi tanulmanyunk W. confusa torzsek gombaellenes tulajdonsdgait vizsgalta, kiilonds
tekintettel a Fusarium fajokkal szembeni hatékonysagra (Krishnan és mtsai., 2025b). A kutatas
megallapitotta, hogy bar a W. confusa képes hatékonyan gatolni mikotoxintermeld gombak (pl.
Fusarium, Penicillium, Aspergillus) ndvekedését, a mikotoxinok mennyiségének csokkentésére
nem alkalmas. A W. confusa torzsek aktivan gatoltdk a gombasporak csirazasat és novekedését,
kiilonosen a korai micéliumfejlédési szakaszban. A sejtmentes fermentlé etil-acetat kivonatai
kifejezett antifungélis hatdst mutattak Fusarium fajokkal szemben. A gatld hatas szerves
savaknak és potencialis bakteriocinoknak tulajdonithato. A kutatds 0j ismereteket nyujtott a
kevésbé ismert, ipari szinten nem alkalmazott W. confusa potencialis biokontroll szerepérdl.
Béar mikotoxin-degradaciéra nem alkalmas, igéretes alternativa lehet biofungicidként a
mezdgazdasagban, kiillonosen megeldz6 alkalmazasra a Fusarium és mas gombdk elleni

védekezés soran.
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Egy tanulmanyunk azt vizsgalta, mennyire hatékony az erjesztés a mikotoxinok — kiilondsen a
Fusarium eredetii DON és ZEA — eltavolitasaban az allati takarmanybol, foként kukoricaszilazs
¢s lucerna esetén (Adacsi és mtsai., 2022a). Az erjesztett takarmanyok gyakran tartalmaznak
magas DON koncentracidt. Az erjesztés nem minden esetben csokkenti a mikotoxin szinteket
— sOt, bizonyos koriilmények kozott a DON koncentracidja néhet. A mikotoxin-szintek a
betakaritas eldtti fertdzésre is visszavezethetok, mivel az erjedési koriilmények (anaerob
kornyezet, alacsony pH) nem minden gombafaj szdmara kedvezdk. A LAB fontos szerepet
jatszik a fermentacioban, nemcsak a tartdsitdsban, hanem potencidlisan a mikotoxinok elleni
védekezésben is (pl. L. buchneri, L. plantarum). Egyes nem tejsavbaktériumok (pl. L.
fusiformis, R. suwonensis, B. thuringiensis) is mikotoxin-eliminal6 képességgel rendelkeznek,
ami 0j biotechnoldgiai lehetdségeket vet fel. A kutatdsunk tehat ravilagitott, hogy az erjesztés
onmagaban nem garantalja a mikotoxinmentességet, s6t egyes esetekben a mikotoxinok szintje
emelkedhet. A mikrobidlis Osszetétel és a kornyezeti tényezdk dontden befolyasoljak a
végeredményt. A LAB és mas potencilis mikotoxinbont6 baktériumok tudatos alkalmazésa 1j
lehetdséget kindlhat a biztonsagosabb takarmany eléallitasdhoz, de tovabbi kutatasok

szlikségesek az optimalis alkalmazasukhoz.

Egy tovabbi tanulmanyunk célja kiillonb6z6 Gram-pozitiv baktériumok (€16, eldlt és
sejtfalfrakcidik) mikotoxin-eliminald képességének vizsgalata volt, kiilonos tekintettel az
AFBI1, ZEA ¢és DON eltavolitasara (Adacsi €s mtsai., 2022b). A vizsgalt baktériumok kozott
szerepeltek Ujonnan azonositott torzsek (pl. R. suwonensis AMK9/2 és L. boronitolerans

AMKUY/1), amelyek mikotoxin-megkotd képességérdl eddig nem allt rendelkezésre adat.

A baktériumsejtfal f6 komponensei — kiilondsen a peptidogliikan és teikolsavak — kulcsszerepet
jatszanak a mikotoxinok megkotésében. A ho- és savkezelés modositotta a sejtfalszerkezetet,
novelve a mikotoxinok megkdtésére alkalmas helyek szamat (pl. porusméret nétt, fehérjék
denaturalodtak). A DON eliminacio nem volt sikeres a vizsgalt torzsek és frakciok esetén — ez
arra utal, hogy ezen torzsek nem rendelkeznek megfeleld adszorpcios vagy enzimes bontési
képességgel DON-ra. AFB1 esetében a B. thuringiensis torzs S-réteg ¢és teikolsav-frakcioi
mutattdk a legjobb eliminacids eredményeket. A ZEA eltdvolitds hatékonysagat szintén
befolyésolta a sejtfal komponenseinek szerkezete és kezelése. A hokezelt sejtek altalaban
hatékonyabbak voltak, mivel megnétt a kdtdhelyek szdma. Az enzimes bontas szerepe a ZEA
eliminacidban valdszinli, de nem dominans — az adszorpci6 bizonyult f6 mechanizmusnak,
kiilonosen a sejtfal szénhidrat OsszetevOi révén. A R. suwonensis magas sejtfalhoz kotott

észteraz aktivitdst mutatott, de ez nem korrelalt a ZEA eltavolitasi képességgel.
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A kutatas hozzajarul a baktériumalapti mikotoxin eliminacios technoldgidk fejlesztéséhez,
kiilonosen a nem ¢l sejtes €s sejtfal-alapu biotechnolégidk teriiletén. A kutatas 0j torzsek
mikotoxin-megkotd potencidljat tarta fel, és ravilagitott arra, hogy a sejtfal szerkezeti
komponenseinek specifikus kezelése (pld. hd, sav) fokozhatja az adszorpcios képességet. Ez
elosegitheti a hatékonyabb, sejtmentes detoxifikacids eljarasok kidolgozasat a takarmany- és

¢lelmiszeripar szdmara.

Egy masik tanulmanyunk célja az AFM1 kiilonb6z6 koncentracidinak hatasvizsgalata volt ipari
probiotikus baktériumtorzsek novekedésére €s toxinmegkotd képességére (Adacsi és mtsai.,
2023). Az AFM1 jelenléte altalaban nem befolyasolta jelentdsen a baktériumok novekedését. A
tejbol torténd AFM 1-eltavolitas szempontjabol a legnagyobb hatékonysagot a TCA-kezeléssel
nyert peptidogliikan frakciok mutattak (L. lactis R703: 58%, B. animalis BB12: 60%). A sejtfal
mas frakcidinak ¢és az €16 sejteknek a toxinmegkdtd képessége joval gyengébb volt. A kotési
képességet nem novelte sem a hosszabb inkubacids 1d6, sem a nagyobb biomassza mennyiség.
Az AFM1-megkotés tehat foként a peptidogliikdnhoz kapcsolodik, amelyet ho- €s savkezelés
(TCA) hozzaférhetébbé tett. A kotés jellege nem kovalens, részben reverzibilis, és fliggetlen az

inkubécios 1d6 hosszatol.
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4. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

. Megallapitottam, hogy az aflatoxin génklaszter gének koziil az Aspergillus fajokban a
norAd és aflR gének a legjobb genetikai indikatorok, de szekcid szintli elkiilonitésre sem

alkalmasak és kimutatasuk nem garantalja a toxintermelés tényleges meglétét. .

. Megallapitottam, hogy a kukorica alapi (CMA) taptalaj — amely magas antioxidans- és
zsirsavtartalmu, de alacsony gliikdz- €s nitrogéntartalmt — indukalja a szklerocium képzddést,
amely a gombak talélését segiti a természetes kornyezetben. CMA taptalaj természet-kozeli
modellt biztosit a mikotoxin-termelés kornyezeti tényezdinek vizsgalatara. Ezek szerint a
kukoricahibridek zsirtartalma befolydsolja az AFBI-szintet és ez a nemesitésnél, illetve

kockéazatbecslésben fontos informacio.

. Megallapitottam, hogy a zsirsavtartalom a novényi polifenol tartalomtdl fiiggetleniil

hatérozza meg az aflatoxin termelést.

. Megéllapitottam az agrondmiai beavatkozasok hatasvizsgalata alapjan, hogy az 6ntozés
€s nitrogén-tragyazds csokkenti az AFBIl-felhalmozddast ¢és javitja a ndvényi
stresszrezisztenciat. Tehdt a preciziés gazdalkodas szerepe a gombds fertdzések

megeldzésében, kiilondsen a jelenlegi klimavaltozas idején, megnd.

. Megallapitottam a fermentalt takarmanyok mikotoxin-tartalmanak vizsgalataval, hogy
a kevert tenyészettel torténd fermentacidban a Fusarium mikotoxinok egy része redukalhato.
Megallapitottam, hogy a Fusarium mikotoxinok koziil a DON koncentracidja ndvekedhet a
kukorica erjesztése soran. A fermentacié hatékonysaga erdsen fligg a mikrobidlis Osszetételtol

¢s korlilményektdl €s ez 01j lehetdségek nyit a LAB és mas baktériumok célzott alkalmazasaban.

. Elsoként vizsgaltam a Weissella confusa, Rummeliibacillus suwonensis €s Lysinibacillus

boronitolerans mikotoxin-redukald képességét.

. Igazoltam a L. fermentum SD4 torzs erés ~90%-os ZEA-csokkentd képességét és
gombaellenes hatdsat. Ennek jelentdsége: potencidlis alkalmazasa €16 és sejtmentes forméaban

is biofungicidként, ami kornyezetbarat alternativa.

. Megallapitottam, hogy a Gram-pozitiv baktériumok hdkezelt sejtfal prepardtumai
(féként peptidogliikan, teikolsav) fokozottan képesek a ZEA és AFB1 megkotésére. Elettelen

sejtek hasznalata sejtfalalapu detoxifikacidra j biotechnoldgiai irany lehet.
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. Megallapitottam, hogy a Gram-pozitiv sejtfalfrakciok koziil a TCA-val kezelt
peptidogliikkdn a leghatékonyabb az AFMI1 eltdvolitasra (Lactococcus lactis R703: 58%,
Bifidobacterium animalis BB12: 60%). Jelentdsége: ¢l0 sejtek helyett sejtfal-komponensek

hasznélata a tej detoxifikacidban lehetséges, mert stabil, de reverzibilis kotés van jelen.

. El6észor irtam le, hogy a Weissella confusa sejtmentes fermentlé etil-acetat kivonatai
kimagaslo antifungalis hatdst mutatnak, de a sejtek nem csokkentik a mikotoxinszintet. Ez a

baktérium a gombafertézések korai kezelésében igéretes, de nem alkalmas detoxifikéciora.
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