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Osszefoglalas

A fonalas gombdk dltal termelt mikotoxinok vildgszerte jelentds gazdasdgi kdrt és egészségligyi kockdzatot
okoznak. A mikotoxinok eltdvolitdsdnak hagyomdnyos fizikai és kémiai mddszerei korldtozott hatékonysd-
guak, és a tejsavbaktériumok (LAB) igéretes bioldgiai védekezési lehetdséget adnak biztonsdgossdguk és a
gombdk névekedésének gdtoldsdra valé képességiik miatt, mikézben csokkentik a mikotoxinszintet. A kiilén-
bézé LAB-fajok térzsspecifikus hatékonysdga a Fusarium gombdk ellen és a mikotoxinok lebontdsdnak vdl-
tozo képessége azonban tovdbbra is kevéssé ismert. Ezért tobb LAB-térzset izoldltunk és jellemeztiink, hogy
értékeljiik gombaellenes és mikotoxin-redukcids képességiiket. Eredményeink azt mutattdk, hogy a LAB-t6r-
zsek erds Fusarium-antagonista aktivitdst mutattak, és dltaldnos rezisztencidt mutattak a mikotoxinokkal
szemben, kiilénésen jelentds képességgel a ZEA-koncentrdcié cs6kkentésére. A tesztelt LAB-térzsek, kiiléndsen
a L. fermentum SD4 és a L. plantarum CB2, igéretes bioldgiai védekezést képviselnek, amelyek hatékonyan
gatoljdk a Fusarium fajokat, csékkentik a mikotoxinszintet és javitjdk az erjesztett takarmdny mindségét. A
vizsgdlt Weissella confusa térzsek kivdlé Fusarium elleni bioldgiai védekezést mutattak, de nem voltak alkal-
masak a mikotoxinszint cs6kkentésére. Jelen ismereteinkkel térzsspecifikus alkalmazdsokat hozhatunk létre
az dtfogé mikotoxin-kezelési stratégidkhoz.

Kulcsszavak: Fusarium, mikotoxin, tejsavbaktérium, probiotikum

1. Irodalmi attekintés

A fonalas gomb4k altal termelt mikotoxinok kis molekulatomeg(i szekunder metabolitok. A miko-
toxinok altalaban a koérnyezeti tényez6k széles spektrumaval szemben rezisztensek és lassan
bomlanak le. A vilag gabonakészletének 25%-a, a termesztett névények 20%-a lehet mikotoxin-
nal fert6zott, egyes tanulmanyok szerint (JOHNS ES MTSAL, 2022). Ez azonban regionalis szinten
eltéro lehet a helyi termesztési és tarolasi folyamatoktol fiiggéen (VARSHA, 2015; BRYLA ES MTSAL,
2018). F6ként az Aspergillus, Fusarium, Penicillium és a Claviceps nemzetségekbe tartozé gombak
okoznak mikotoxikézist emberekben és allatokban egyarant (CINAR ES ONBASI, 2019).
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A Fusarium nemzetség mikotoxinjai kozil a fumonizinek (FUM, pl. FB1), a dezoxinivalenol
(DON), ésa T2 /HT2 toxinjai a leginkabb veszélyesek az emberi és allati egészségre nézve (1. dbra)
(MUNKVOLD ES MTSAI., 2021; KRISHNAN ES MTSAIL, 2024). A DON és a T2 kémiai szerkezetét tekintve
a trichotecének kozé tartozik, szeszkviterpén vazas vegyiiletek, citotoxicitdsuk a 12,13-epoxialki-
1én csoportok és a 9,10 kettds kotések jelenlétének kdszonhetd, amelyek kiilonb6z6 oldallancokat
tartalmaznak (MCCORMICK ES MTSAIL, 2011). Az A tipusu trichotecén toxinok kozé tartozik a T-2, a
HT-2, a neoszolaniol (NEO) és a diacetoxiszkirpenol (DAS). A B tipust trichotecén toxinok kozé
tartozik a dezoxinivalenol (DON) és szarmazékai, valamint a nivalenol (NIV), valamint a NIV ace-
tilezett prekurzora [4-acetil-nivalenol, mas néven fuzarenon-X (FUX)] (KIMURA ES MTSAL, 2007)
(1. dbra). A DON toxint f6ként a Fusarium graminearum és a F. culmorum termeli. F6ként szant6-
foldon termel6dik ez a toxintipus, mivel magasabb vizaktivitast igényel a termelése, és jorészt
gabonafélékben fordul el6 (buza, arpa, zab, rozs, kukorica, rizs), de fellelhet6 még széjababban,
burgonyaban, olajos magvakban, és bananban is (BENNETT ES MTSAL, 2003). A trichotecének beha-
tolnak a sejtmembran kettds lipidrétegébe, gatoljak a riboszomalis fehérjeszintézist és ezaltal
megszakad a DNS-, RNS-szintézis folyamata is (RICHARD, 2007). Embereknél a DON hasi fajdalmat,
émelygést, hanyast, hasmenést, fejfajast, szédiilést és lazat okoz (SOBROVA ES MTSAL, 2010). Alla-
toknal lassu novekedést, a szarvasmarhaknal a tejtermelés csokkenését, mig tojotyikoknal a to-
jashozam csokkenését, bélvérzést, csokkent immunvalaszt okoz (PESTKA, 2010). A T-2/HT-2 toxi-
nok megjelenéséért elsGsorban a F. langsethiae, F. poae, és F. sporotrichioides gombafajok a
felel6sek. T-2 toxin limphocytanekroézist okoz, haematotoxikus, valamint a gyomor-bélrendszerre
nézve is toxikus hatastu. Nagy doézis kardiovaszkularis 6sszeomlast okozhat. Allergizald, borirri-
talo hatdst (ADHIKARI ES MTSAL, 2017).
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1. abra. A leggyakoribb Fusarium mikotoxinok

(Forrds: sajdat szerkesztés [PubChem-letéltés alapjdn])
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A zearalenont f6ként a F. graminearum és a F. cerealis termeli, 6sztrogén hatasu vegytlet. A
17-béta-0sztradiol egy fontos reproduktiv hormon, amely szerkezetileg hasonlé a zearalenonhoz
(ZIELONKA ES MTSAL, 2014). A zearalenon nem mutat halalos akut toxicitast és nem virulenciafak-
tor, hanem 0sztrogénhormonhoz hasonlé hatast fejt ki, és a reproduktiv szerveket befolyasolja
(MUNKVOLD ES MTSAL, 2017). A zearalenon kompetitiven kot6dik az 6sztrogénreceptorokhoz, ez
medddséget okoz a szarvasmarhakban, sertésekben, nyulakban. Szarvasmarhaban a zearalenon
csokkent tejtermeléshez vezet, sertéseknél petefészekatroéfiat, gyenge, deformalédott malacokat
eredményez (KALLELA ES MTSAL, 1984; KOWALSKA ES MTSAL, 2016).

A fumonizineket f6ként a Fusarium verticillioides, F. proliferatum, és a F. nygamai termeli. A
fumonizinek négy csoportra oszthatok (A, B, C és P). Szamos FUM-toxint azonositottak eddig, de
a fumonizin B csoportba tartozé FB1 fordul el6 leggyakrabban az élelmiszerekben és a takarma-
nyokban (RHEEDER ES MTSAIL, 2002; DALL’ASTA ES MTSAL, 2016). Szerkezetileg a fumonizin a szfin-
ganinhoz hasonld. Az FB1 blokkolja a szfingolipidek bioszintézisét, amely fontos dsszetevdje az
eukariota sejtmembrannak, meghatarozo szerepe van a jelatviteli folyamatokban is. Az FB1 befo-
lyasolja az antioxiddnsok és az oxidansok kozotti intracellularis egyensulyt és szabalyozza a
génexpressziot (CHEN ES MTSAL, 2021). F6ként a majat, vesét karositja, nyel6csérakot, valamint a
szovetek apoptozisat okozhatja (YAZAR ES OMURTAG, 2008). Hidrofil jellege miatt a tejbe nem va-
lasztodik ki, valamint nem halmozdédik fel nagymértékben a szévetekben sem (RICHARD, 2007).

Ugyanakkor a mikotoxinok a kiilonb6z6 matrixokban sokszor egyiitt jelennek meg. 127 kiilén-
b6z6 mikotoxin-kombinaciét irtak le eddig, amelyek koziil a leggyakoribbak a DON + ZEA, aflato-
xin + FUM, aflatoxin + ochratoxin, FUM + ZEA mikotoxin-kombinaciok (ALASSANE-KPEMBI ES MTSAL.,
2017; SMITH ES MTSAL, 2016).

A fonalas gombdak mikotoxinjainak redukalasara fizikai, kémiai és biol6giai mdédszerek is ren-
delkezésre allnak. A bioldgiai kontroll soran a mikroorganizmusokat vagy az altaluk produkalt
enzimeket hasznaljak fel a mikotoxin-szennyezettség csokkentése érdekében.

A biol6giai mikotoxin-eliminacié hatdsmechanizmusanak lehet6ségei (KARLOVSKY ES MTSAL,
2016):

e penészgombak ndvekedésének és mikotoxin-termelésének kozvetlen vagy kozvetett gat-
lasa,

e adszorpcid kiilonféle sejtalkotok polimer molekulaihoz,

e biotranszformacié nem toxikus metabolitokka,

e sejtalkotokhoz val6 konjugacié.

A mikotoxin eltavolitasara alkalmas baktériumok alkalmazasa az élelmiszerekben, takarma-
nyokban szigord szabalyokhoz kotott: nem tartalmazhatnak bakterialis toxinokat, allergéneket, a
toxineliminalasi folyamat eredményeként kevésbé vagy egyaltalan nem keletkezhet toxikus
anyag, valamint az atalakulas nem lehet reverzibilis (KRISHNAN ES MTSAL, 2024). A tejsavbaktériu-
mokat mar régéta alkalmazzak élelmiszerek, takarmanyok biolégiai tartésitéoszereként (Mu-
HIALDIN ES MTSAL, 2020; PETROVA ES MTSAL, 2022). A tejsavbaktériumok Gram-pozitiv, nem mozgé-
kony, katalaznegativ baktériumok, amelyek endospéra képzésére nem képesek, és tejsavat
termelnek primer metabolizmusuk soran. Kiilonféle antimikrobialis anyag termelésére is képe-
sek, amelyek segitik az élelmiszeripari tartositoszerként torténd felhasznalasukat (SHI ES MAKTAB-
DAR, 2022). A tejsavbaktériumokat probiotikumként is alkalmazzak élelmiszerekben. Az immun-
rendszer modulacidja révén javithatjdk az egészséget, valamint gatolhatjdk az enteropatogén
mikroorganizmusok megtelepedését a bélcsatornaban (ARENA ES MTSAL, 2018; MASOOD ES MTSAL,
2011). A tejsavbaktériumok koziil sokat az Elelmiszer- és Gyégyszeriigyi Hatésag (FDA, USA) al-
taldnosan biztonsagosnak elismert mikrobaknak tekint (GRAS), és egyes torzsek rendelkeznek az
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Eurépai Elelmiszerbiztonsagi Hatésag (EFSA, EU) minésitett biztonsagi védelmével is (QPS)
(BANGAR ES MTSAL, 2022; KRISHNAN ES MTSAIL, 2024; SADIQ ES MTSAL, 2019). A tejsavbaktériumok
gombaellenes hatasa a kompetitiv novekedésbdl, illetve a rendkiviil valtozatos spektrumud meta-
bolitok termeléséb6l adodik (példaul: szerves savak [tejsav, propionsav és ecetsav], etanol, hid-
rogén-peroxid, diacetil, fenil-tejsav, reuterin, ciklikus dipeptidek, benzoesav, hidroxilezett zsirsa-
vak, metilhidantoin és mevalonolakton, valamint dsszetettebb termékek, példaul fehérjeszert és
bakteriocinszer® anyagok) (BANGAR ES MTSAL, 2022; SADIQ ES MTSAL, 2019; SALMAN ES MTSAL, 2022;
YEPEZ ES MTSAL, 2017). Ezenkiviil a tejsavbaktériumok képesek eltavolitani vagy csokkenteni a mi-
kotoxinokat kémiai vagy enzimatikus degradacid, vagy biotranszformacio révén, illetve adszorp-
cios folyamatok segitségével, amely soran az élelmiszerben vagy takarmanyban a mikotoxinok a
sejtfal komponenseihez kot6dnek, megakadalyozva azok felszivodasat (MUHIALDIN ES MTSAL,
2020; NASROLLAHZADEH ES MTSAL, 2022; SMAOUI ES MTSAL, 2023; YEPEZ ES MTSAL, 2017).

Kutatasunk célja az volt, hogy olyan LAB-izolatumokat taldljunk, és gyakorlati alkalmazhaté-
sagukat teszteljiik, amelyek mikotoxinokkal szemben rezisztensek, képesek a mikotoxinok meny-
nyiségét csokkenteni laboratoriumi koriilmények kozott, illetve kisérleti sildzas soran, valamint
a Fusarium-szennyezettség kialakulasat gatoljak kukoricaszemen. Igy ezek a tejsavbaktériumok
biokontrolldgensként is alkalmazhaték lennének, és hatékonyan csokkenthetnék a takarmanyok
és élelmiszerek penészgomba-, valamint mikotoxin-szennyezettségét.

2. Anyag és modszer

2.1. Anyagok

A Fusarium-kultirak tenyésztéséhez burgonyadextrdéz tapkozeget alkalmaztunk (PDA és PDB, Hi-
Media, Mumbai, Maharashtra, India). A tejsavbaktériumok (LAB) izolaldsdhoz és tenyésztéséhez
MRS-agart és M17 taptalajokat (Hi-Media, Mumbai, Maharashtra, India) hasznaltunk. Az antagoniz-
musvizsgalatokhoz Mueller-Hinton-agart (MHA, Hi-Media, Mumbai, Maharashtra, India) alkalmaz-
tunk a gombak és baktériumok egylittes tenyésztésére. Ammaénium-citrat és natrium-acetat nél-
kiili, médositott MRS-taptalajt hasznaltunk a LAB- és a Fusarium fajok tenyésztéséhez.

2.2. Mikroorganizmusok

A tejsavbaktériumokat (58 izolatum) kiilonb6z6 matrixokbdl izolaltuk, mint példaul kovaszbal,
savanyusagbol, kaposztabdl (friss és régi), sajtbol, kecsketragyabdl, sargarépabdl, turdbol, ke-
nyérbdl, tejbd], erjesztett kokuszvizbdl stb. (NIIST, Trivandrum, Kerala, India) és erjesztett takar-
manyokbol (Debreceni Egyetem, Debrecen, Magyarorszag).

2.3. Tejsavbaktériumok jellemzése

A tiszta tenyészeteket Gram-festéssel, katalazteszttel és MRS-kalcium-karbonat zénaképzddési
vizsgalatokkal jellemeztiik. 0,8 m/m% kalcium-karbonatot tartalmazé MRS-agarra szélesztettiik
a torzseket, és 37 °C-on 48 6ran at inkubaltuk. A katalaznegativ, Gram-pozitiv, MRS + CaCO3 leme-
zeken zonaképzo tenyészeteket valasztottuk ki a tovabbi vizsgalatokhoz (PASWAN ES MTSAL, 2023).

2.4. Molekularis azonositas

A genomialis DNS-t bakterialis genomialis DNS-extrakcios kittel (G-Spin Intron Biotechnology,
Seongnam, Koreai Koztarsasag) extrahaltuk a gyartd utasitasai szerint. PCR-amplifikacié soran
bakteridlis 16S rDNS és Lactiplantibacillus plantarum 16S rDNS specifikus primereket hasznal-
tunk fel. A PCR-reakci6 soran Phusion Hot Start Il High-Fidelity DNS-polimerazt (Thermo Fisher
Scientific Life Technologies Inc., CA, USA) alkalmaztunk, a primerek pedig a kovetkezdk voltak:
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1492R: 5'-GGT TAC CTT GTT ACG ACT T-3', 515F: 5'-GTG CCA GCM GCC GCG GTA A-3’, Plantarum-
F: 5'-GCT GGC AAT GCC ATC GTG CT-3’, Plantarum-R: 5'-TCT CAA CGG TTG CTG TAT CG-3’ (YUAN
ES MTSAL, 2022). A PCR-termékeket a BIOMI Kft. (Godo6ll6, Magyarorszag) szekvenalta. A kapott
adatokat a MEGA 11 (11.0.13. verzid) programmal elemeztiik. A kapott szekvencidkat benyujtot-
tuk az NCBI Génbankhoz (BENSON ES MTSAL, 2013).

2.5. Izoldlt baktériumok mikotoxin-rezisztencidja

A rezisztenciatesztekhez a BIOPURE mikotoxinoldatokat (Romer Labs, Tulln, Austria) hasznal-
tunk megfelel6 higitasban. A mikotoxinokat 2 mg/L végkoncentraciéban adtuk a tenyészetekhez.
A baktériumokat mikotoxinokkal inkubaltuk 24 éran at 30 °C-on mikrotiterlemez-olvaséban
(Synergy HTX Multimode Reader, BioTek, Winooski, VT, USA) (ADACSI ES MTSAL, 2022). Az elem-
zések alapjan az 5%-os novekedésgatlast tekintettiik a kontrolltdl statisztikailag szignifikdnsan
eltéré minimalis szintnek (p < 0,05).

2.6. Mikotoxin-elimindcio rezisztens baktériumokkal

A mikotoxin-eliminacids vizsgalatokhoz megfeleld higitasa BIOPURE mikotoxinoldatokat hasz-
naltunk fel (Romer Labs, Tulln, Austria), MRS-tapfolyadékban (ADACSI ES MTSAL, 2022). Az elem-
zések alapjan a mikotoxin-koncentracié 15%-os csokkenését tekintettiik a kontrolltdl statisztika-
ilag eltér6 minimalis szintnek (p < 0,05).

2.7. Kisérleti silozas

A silézashoz sziikséges kukoricanévényt a Debreceni Egyetem, MEK Bemutatékertjében termesz-
tettiik, a Debreceni Egyetem, MEK, Preciziés Novénytermesztési Kutatas-fejlesztési Szolgaltaté Koz-
pontja (Debrecen, Magyarorszag) segitségével. A tejes novekedési fazisban begyijtott kukoricano-
vényt felapritottuk és 0,1%-o0s hangyasavval kezeltiik, majd ehhez adtuk a Fusarium-mikotoxinokat
tartalmazé referenciaanyag-mintakat (Multitoxin in corn 10003627, BIOPURE, Romer Labs,
Tulln, Ausztria). Szaraztémegre szamitva a mesterséges szennyezés 2,13 + 0,715 mg/kg FUM,
0,625 + 0,140 mg/kg DON és 141,5 + 36,65 pg/kg ZEA adasaval tortént. 16 6ras tejsavbaktérium-
tenyészetet alkalmaztunk az inokulaci6 soran 5,5 x 108 [telepképz6 egység (TKE)]/kg koncentra-
cioban. Négy kiilonboz6 szilazst készitettiink: kontroll, mikotoxinnal szennyezett, mikotoxinnal
szennyezett és tejsavbaktériumokkal oltott, illetve csak tejsavbaktériumokkal oltott. A fermenta-
ci6 végén meghataroztuk a szarazanyag-tartalmat, a mikrobiolégiai mindséget, a pH-t, az ill6sav-
tartalmat és a mikotoxinok mennyiségét. A mintak tejsavtartalmat HPLC-DAD maédszerrel anali-
zaltuk. A szlirt mintat Phenomenex (Torrance, CA, USA) RP-C18 oszlopra (125 x 4 mm, 5 pm)
vittiik fel DAD-detektorral UV 218 nm-en, acetonitril /viz (10:90) eluens felhasznalasaval. Az ecet-
savmérés gazkromatografids modszerrel tortént: Varian CP 3800 (Varian Inc., Walnut Creek, CA,
USA) Variant CP-Wax 52 CB detektorral, 30 m x 0,25 mm ID; 0,25 pum kolonna, és langionizacios
detektorral (FID) 230°C-on. A vivégaz 2,0 mL/perc hélium volt, alland6 aramlassal. Az injektort
240°C-ra allitottuk be, 1:10 aranyu osztas mellett, a befecskendezett térfogat pedig 1 uL volt. A
beallitott hémérsékleti program 95 °C, 14,5 °C/perc és 185 °C (h6mérsékleten tartds: 2,5 perc)
volt. ALOD 0,002 (m/m)% volt (n = 3).

2.8. Mikotoxinmérés IAC-HPLC-FLD modszerrel

A DON és a ZEA mennyiségének meghatarozasat Thermo Scientific Dionex Ultimate 3000 (Dionex
Softron Ltd., Germering, Németorszag) HPLC-késziilékkel végeztiik. Minden méréshez Biopure
mikotoxin standard oldatokat (Romer Labs, Tulln, Ausztria) hasznaltunk megfelel6 higitasban. A
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DON tisztitadsdhoz VICAM DONtest immunkromatografiat (Weber Consulting Ltd., Budapest, Ma-
gyarorszag) alkalmaztunk. A HPLC-mérés soran Phenomenex RP C18 oszlopot (125 x 4 mm,
5 um) hasznaltunk DAD-detektorral 218 nm-en, acetonitril/viz (10: 90) eluenssel. A ZEA-anali-
zishez a mintat immunaffinitas-kromatografias oszlopra (VICAM ZearalaTest WB HPLC oszlop,
Weber Consulting Ltd., God, Magyarorszag) vittiik. A HPLC-DAD kimutatashoz Phenomenex
RP C18 oszlopot (150 x 4,5 mm, 5 um) hasznaltunk ex360 nm-em440 nm-en fluoreszcens detek-
torral és acetonitril/viz/metanol (46: 46: 8) eluci6val (ADACSI ES MTSAL, 2022).

2.9. Mikotoxinmérés ELISA-mddszerrel

A fumonizinek kimutatasat AgraQuant® Fumonizin ELISA (Romer Labs, Tulln, Ausztria) segitsé-
gével végeztiik a gyarté utasitasai szerint. Ezt kdvet6en a BioTek Synergy HTX Multimode Reader
(BioTek, Winooski, VT, USA) segitségével a mintakat 450 nm-en mértiik (n = 3, CV% < 5%; LOD
0,2 mg/kg).

2.10. Antagonista tesztek

A baktériumok és gombak kilon-kiilon és egyiittes tenyésztésére kiilonboz6 taptalajokat hasz-
naltunk. A LAB-torzseket MRS-taptalajban tenyésztettiik, mig a gombakat PDA-n. Antagonizmus
vizsgalatokat vagy MHA-, vagy mddositott MRS-taptalajban végeztiik. Egy lemezr6l kivalasztot-
tunk egyetlen baktériumtelepet, és szuszpendaltunk 250 pL steril desztillalt vizet tartalmazo cs6-
ben. Steril vattapalcikaval a tenyészetet a modositott MRS-taptalajlemezek feliiletének felére szé-
lesztettiik és 37 °C-on inkubaltuk 48 6ran at. Az inkubalas utan a lemezeket kivettiik, és steril
dugofuréval egy gombakorongot helyeztiink a lemezek masik felére, majd 30 °C-on inkubaltuk 5-
6 napig (n = 3). Kontroll-lemezeket is készitettiink, amelyek csak gombakorongokat tartalmaztak,
és 30 °C-on 5-6 napig inkubaltuk. A lemezeket megfigyeltiik és 6sszehasonlitottuk a kontroll-le-
mezekkel, hogy a baktériumok gombandvekedés-gatlo hatasat megfigyelhessiik.

2.11. Bioaktiv kivonatok eléallitdsa és korongdiffiizios vizsgalat

250 ml-es MRS-tapkozeget 24 6ras baktériumkultiraval (ODsponm = 1) oltottunk be, és 37 °C-on
48 dran at statikus koriilmények kozott inkubaltuk. Az inkubalas utan a sejtmentes feliildszot
(CFCS) 8590 x g-vel 15 percig centrifugalassal gytijtottiik ossze. A felliliszot egy 1 literes Erlen-
meyer-lombikba és kétszeres térfogatu etil-acetatba vittiik at, és razéinkubatorban tartottuk egy
oran at. Razas utan a kivonatot valasztotolcsér segitségével elvalasztottuk, és az olddszeres fazist
osszegyjtottiik. Az oldészert rotacioés beparldban (BUCHI, Flawill, Svajc) elparologtattuk, és a fé-
lig viszkézus, koncentralt mintat 6sszegyjtottiik és megfelel6en szuszpendaltuk. A kapott kon-
centralt nyers kivonatot korongdiffizids vizsgalatokhoz hasznaltuk. A Fusarium fajokat PDB-ben
tenyésztettiik, és 2-3 napig inkubaltuk. A korongdiffuziés vizsgalathoz a gombaszuszpenziot
(0,1 ml) egyenletesen eloszlattuk MHA-lemezeken, majd 50 pl nyers kivonatot steril korongokra
vittiink fel, és haromszor helyeztiik a gombatenyészetre. A gatlasi zénat 30 °C-on 72 6ran at tor-
téno inkubdlas utan hataroztuk meg.

2.12. Kukoricacsirdzdsi teszt

Ebben a kisérletben hibrid kukoricat (B73, Martonvasar, Magyarorszag) hasznaltunk. A kukori-
caszemek feliiletét 5 percig 70%-os etanolban fertétlenitettiik, majd révid ideig steril desztillalt
vizben, majd 15 percig 100%-o0s natrium-hipoklorit-oldatban mostuk. A fert6tlenités utan a sze-
meket haromszor tiz percig mostuk steril desztillalt vizben a fert8tlenitdszer eltavolitadsa érdek-
ében. El6sz0r a szemek endogén Fusarium-szennyezettségét teszteltiik PDA-lemezeken. Amikor
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bebizonyosodott, hogy endogén Fusarium-mentesek, egy 1j kisérletben a fert6tlenitett szemeket
0,5 mm mélységben, a csirahoz kozel bevagtuk, hogy eldsegitsiik a gombas fert6zést, és 24 6ran
at F. verticillioides FGSC 7600 sejtszuszpenzidkba (103 spéra/ml) aztattuk. A kezelés utan a sze-
meket egy steril Petri-csészébe helyeztiik, hogy eltavolitsuk a felesleges mikroba-szuszpenziét. A
Fusarium-szennyezett szemeket 108 TKE/ml LAB CFCS-oldatba aztattuk. A kezelés utan a szeme-
ket egy steril Petri-csészébe helyeztiik, hogy eltavolitsuk a felesleges mikroba-szuszpenziét. Ez-
utan a szemeket 330 ml térfogatd, nedves papirtorl6t tartalmazé sterilizalt ivegekbe helyeztiik.
Minden kezelést hatszor ismételtiink meg, ismétlésenként 6t szemmel (n = 30). Az tivegeket ku-
pakkal zartuk le, és 22°C-on, 800 lux fényintenzitas mellett, 16:8-as fotoperiddussal (CHRISTENSEN
ES MTSAL, 2012) taptalajban tartottuk. A kisérletet 5 nap elteltével értékeltiik, és feljegyeztiik a
fejl6d6 novénykék leghosszabb gyokerének hosszat, a gyokerek szamat és a hajtasok hosszat. A
gombas fert6zottséget a szemeken a kovetkez6képpen értékeltik: 0 - nincs kinévés és 1 - micé-
liummal boritott szemek.

3. Eredmények

3.1. Baktériumtérzsek izolaldsa, faji identifikdcio

Baktériumokat izolaltunk erjesztett takarmanyokbdl, és a 16S rDNS génszekvenciak felszaporita-
saval és szekvenalasaval az izolatumokat 97%-nal nagyobb homoldgiaval azonositottuk. A kuko-
ricaszilazsboél legnagyobb gyakorisaggal a Lactiplantibacillus plantarum volt izolalhaté. A lucer-
naszilazs-mikrobiom nagy szazalékat (78%) a Lactiplantibacillus pentosus jellemezte, mig a
rozsszilazs- és a szénamintakban a Pediococcus spp. volt a jellemz6 baktérium.

Egyéb forrasbdl izolalt tejsavbaktériumok koziil a kivalasztott baktériumok faji identifikacio-
jat végeztiik el specidlis PCR segitségével, és a riboszémalis 16S DNS gén szekvendalasaval. Az SD4
(PP535088) torzs 99,69%-os homologiat mutatott a Limosilactobacillus fermentum BLM1.N
torzzsel (PQ770680.1), az FCW4 (MT180563) pedig 98,90%-0s azonossagot mutatott a Lacti-
plantibacillus plantarum Heal19-cel (CP055123.1). A CB2 (PP784682) térzs magas homolodgiat
mutatott a Lactiplantibacillus argentoratensis-szel (100%), de a L. pentosus-szal (100%) és a
L. plantarummal (100%) is. Ezért egy masik azonositasi 1épést is kellett alkalmazni: L. plan-
tarumra jellemz6 primer part (Plantarum-R, Plantarum-F) hasznaltunk, amely az LPXTG-tipusu
sejtfal horgonyz6édomén-génjét (EFK29584.1) képes kimutatni. A CB2 és FCW4 torzsek azonos-
sagat a Plantarum R és Plantarum F specifikus primerparral is megerdsitettik, és L. plantarum-
ként azonositottuk. Az SD4 torzs esetében az 515F-1492R primerparral végzett PCR eredményét
a Plantarum R és Plantarum F specifikus primerparral bizonyitottuk. Az izoldtumok szekvenciait
benyujtottuk a Nemzeti Biotechnolégiai Informaciés Kézponthoz (NCBI, USA). A filogenetikai
elemzés kimutatta, hogy az SD4-szekvencia szoros 0sszefliggést mutat a L. fermentum-tipusu tor-
zsek szekvencidival. A Weissella-izolatumokat szintén 16S rDNS nukleinsav PCR alapjan azonosi-
tottuk. Az NCBI adatbazisaba mint W. confusa ML2 torzs 16S riboszémalis DNS gén, parcialis szek-
vencia (688bp DNS; PP535080.2) és mint W. confusa BF2 torzs 16S riboszémalis DNS parcialis
szekvencia (560bp DNS; PP029339.2) toltottiik fel. Az ML2 szekvencidja 99,47%-os homoldgiat
mutatott, 99%-os lefedettséggel a W. confusa HA1 térzs 16S rDNS részleges szekvenciaval
(MK255068.1). A BF2-szekvencia 100%-os homolégiaval és 100%-os lefedettséggel bir tobb
W. confusa torzzsel; pl. W. confusa 1632 16S rDNS, részleges szekvencia (MT597518.1).

Az izolalt baktériumok biokémiai jellemzése alapjan az izolatumok Gram-pozitiv, nem mozgé-
kony, palcika alaki baktériumok, amelyek lapos, kor alaku, krémszin( telepeket alkotnak. Nem
képeznek sporakat és katalaznegativak.
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3.2. Tejsavbaktériumok Fusarium-antagonista képességének jellemzése

Ezekhez a vizsgalatokhoz a jellemzett tejsavbaktérium-torzseket egylitt tenyésztettiik Fusarium
gombadkkal agarlemezen. Kimutattuk, hogy a tejsavbaktérium torzsek gatoltdk a Fusarium fajok
novekedését (2. abra). A statisztikai elemzés szignifikans kiilonbségeket (p < 0,05) mutatott ki a
telepképzddésben a F. graminearum MTCC 2089 és mas gombatorzsekkel torténd kezelések so-
ran. Az SD4 torzs hasonld, erés gatld hatast mutatott a F. verticillioides NCIM 1099 és NCIM 1100
ellen (75%, illetve 73,9%-o0s gatlas), de szignifikdnsan kevésbé volt hatékony a F. oxysporum
MTCC 284 (57%-os gatlas) és a F. graminearum MTCC 2089 ellen. Az FCW4 hatékonyan gatolta a
F. oxysporum MTCC 284-et (71,4%), és bar kevésbé hatékony a F. verticilliodes és a
F. graminearum torzsekkel szemben, mégis legalabb 50%-o0s gatlast ért el ezekkel a fajokkal
szemben is. A CB2 aktivitast mutatott mind a F. graminearum MTCC 2089 (60%-os gatlas), mind
a F. verticillioides NCIM 1100 (60,8%-os gatlas) ellen (1. Tdbldzat).

Kontroll SD4 FCW4 CB2

NCIM 1099 ||

NCIM 1100

MTCC 284

MTCC 2089 |

2. abra. Antagonizmusteszt

Kiilonb6zé Fusarium gombak névekedésének gatlasa LAB-torzsekkel. A Fusarium verticillioides NCIM 1099
és NCIM 1100, F. oxysporum MTCC 284 és F. graminearum MTCC 2089 torzseket Limosilactobacillus fer-
mentum SD4, Lactiplantibacillus plantarum FCW4 és L. plantarum CB2 torzsekkel teszteltik.

(Forrds: sajdt szerkesztés)

A LAB-kultarak etil-acetatos kivonatainak gombaellenes aktivitasat is teszteltiik korongdiffa-
zi6s vizsgalattal, azonos kivonattérfogatokkal. A vizudlis vizsgalat és a mérések kimutattak, hogy
a F. verticillioides NCIM 1099 szignifikdnsan érzékenyebb volt a koncentralt LAB-metabolitokra,
mint az NCIM 1100 torzs. Minden LAB-torzs erds gatlast mutatott (20 mm-nél nagyobb gatlasi
zona) az NCIM 1099 torzzsel szemben. Tovabba az SD4-kivonat szignifikansan hatékonyabban
gatolta a F. graminearum MTCC 2089 novekedését, mint a tobbi térzs kivonata.

210



Mikroorganizmusokkal a fonalas gombak mikotoxinjai ellen

1. tablazat. Antagonizmustesztek kiértékelése

Teszttorzs Kontroll BF2 ML2 Kontroll SDh4 FCW4 CB2
NCIM 1099 47,6 £0,7aB 31+0,8bA 31,7 + 1bA 48,1 £ 2,9bA 12,2+19cD 24,1+1,6bC 36,0+1,7aB
NCIM 1100 58,2 £ 0,8bC 26,4 + 0,6aA 30+0,7bB 46,2 + 1,8bA 12,1+1,7cD  24,3+1,7bB 18,1 £ 1cC
MTCC 284 79,4 £1,1dC 31,4+1,5bB  26,4+1,1aA 42,3 +£1,9bA 18,2+1,8bC 12,1+0,8¢cD 36,1 + 2aB
MTCC 2089 63,5+ 1,2cC 42,3+0,7cB 37 £0,8cA 60,1 +2,7aA 36,3+0,9aB 30,2 +1,9aC 24,2 + 2bD

Kiilonb6z6 Fusarium gombak novekedésének gatlasa LAB-torzsekkel. A Fusarium verticillioides NCIM 1099
és NCIM 1100, a F. oxysporum MTCC 284 és a F. graminearum MTCC 2089 torzseket Limosilactobacillus
fermentum SD4, Lactiplantibacillus plantarum FCW4, L. plantarum CB2 és Weissella confusa BF2 és ML2
torzsekkel teszteltiik. Megjelenitjiik a gatlasi zéna atlagos atmérdjét (mm) és szérasat (n = 3). A jelentss
kiilonbségeket eltéro bettikkel (p < 0,05) mutatjuk. Kisbetlik jelzik az ugyanazon LAB-kezelés soran kapott
gombanovekedési eredmények oOsszehasonlitasat. Ezzel szemben az eltér6 nagybetlik szignifikans
kiilonbségeket mutatnak a gombakultarak eltéré LAB-kezelései kozott (p < 0,05).

3.3. A vizsgadlt tejsavbaktériumok mikotoxin-rezisztencidja és mikotoxin-redukciéja

A silétakarmanyokbdl izolalt baktériumok mikotoxin-rezisztenciajat vizsgaltuk, hogy lassuk,
hogy a fermentacids folyamatokat jelent6sen akadalyozo6 bakterialis novekedésgatlas lehet6sége
fennallhat-e mikotoxin-terhelés alatt. A baktériumok novekedését folyékony tenyészetekben
vizsgaltuk mikotoxinok jelenlétében. A mikotoxinnal kezelt és kezeletlen baktériumtenyészetek
novekedési gorbéi alapjan a vizsgalt mikotoxin-koncentraciokra vonatkozoan azt a kovetkezte-
tést vontuk le, hogy az izolalt tejsavbaktériumok altaldban erds rezisztenciat mutatnak. A DON
(700 pg/L) és a ZEA (100 pg/L) altalaban nem gatolta a sejtszaporodast. Erdekes médon a
DON csak az FCW4 torzset gatolta. A ZEA, T2 és FUM mikotoxinok az SD4 esetében azonos nove-
kedésgatlast okoztak, ezek egymastdl szignifikansan nem kiilonbdztek. A CB2 t6rzs esetében a
ZEA szignifikdnsan nagyobb novekedésgatlast okozott, mint a T2, az FB1 vagy a DON. A kisérlet-
ben az SD4 torzs volt a legérzékenyebb az dsszes mikotoxinra, kivéve a DON-t. A mikotoxin-redu-
kalé képességet folyékony LAB-kultirakban is jellemeztiik. A tapfolyadékok elemzése a ZEA-kon-
centracio szignifikans (p < 0,05) csokkenését mutatta ki a L. plantarum FCW4 és CB2 esetében
egyoras kezelés alatt (2. tdbldzat). A tobbi mikotoxin esetében a torzsek nem csokkentették szig-
nifikdnsan a mikotoxin mennyiségét.

2. tablazat. A kiillonb6z6 Fusarium mikotoxinokkal kezelt LAB-torzsek
mikotoxin-redukcidja

Mikotoxin-redukcio (%) DON ZEA T2 FB1
FCW4 <152 36,7+2,1b8 <1524 <1524
SD4 <152 <152 <1524 <1524
CB2 <152 45,5+3,2¢B <1524 <1524
ML2 <152 <152 <1524 <1524
BF2 <152 <15aA <15aA <1524

Dezoxinivalenol (DON), zearalenon (ZEA), T2 és fumonizin B1 (FB1) mikotoxinokat alkalmaztunk 2 mg/L-
ben a kivalasztott LAB-tenyészeteken: Limosilactobacillus fermentum SD4 és Lactiplantibacillus plantarum
FCW4 és CB2, és Weissella confusa ML2 és BF2 torzsekre MRS-taptalajban. Az atlagértékek és a szoéras
(n = 3) lathatd. A jelentds kiillonbségeket kiilonboz6 betiik jelzik (p < 0,05). A kisbetiik a LAB-térzsek ered-
ményeinek 6sszehasonlitadsara szolgalnak ugyanazon mikotoxin-kezelés mellett. A nagybetiikkel egy miko-
toxin hatasanak eltérését mutatjuk.
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3.4. Vegyes mikrobiom hatdsa a mikotoxinok jelenlétére

A szilazsokbol ismert mikotoxinokat, példaul aflatoxinokat, ochratoxin A-t, ZEA-t és DON-t is mér-
tiink. Ezen mikotoxinok el6fordulasanak oka az Aspergillus/Penicillium, valamint a Fusarium al-
tali betakaritas el6tti és utani szennyezddés.

A kukoricaszildzsokban elsésorban a DON el6fordulasat detektaltuk, 0,1 - 3,25+0,03 mg/kg
koncentraciéban. Az atlagos DON-szennyezettség 0,90 + 0,01 mg/kg volt. AFB1 toxint is mértiink
a szilazsokban, valamint ennek egy masik, kevésbé toxikus metabolitjat, az aflatoxin G2 -t, és né-
hany szilazs esetében a ZEA toxin el6forduldsat is kimutattuk. A lucernaalapu erjesztett takarma-
nyokban OTA- és AF-szennyez6dést, mig a szilazsmintakban pedig DON-t is kimutattunk. A triti-
kalészenazsban alacsony mikotoxin-tartalmat és viszonylag magas LAB-szamot mértiink (2,5-
5,3 logi0 TKE/g).

Az erjesztett takarmanyok mezofil aerob mikrobaszama széles hatarok kozott mozgott. Az 6sz-
szes mikrobaszam logaritmikus értékei 3,265 és 7,254 logio TKE/g kozott, az MRS-agar taptalaj-
bdl szarmaz6 telepszam logaritmikus értékei pedig 1,778 és 6,167 logio TKE/g kozott voltak. Az
erjesztett takarmanyok 6sszes mikrobaszama szoros kapcsolatban allt az MRS-agaron szamolt
telepszammal (féként a tejsavbaktériumokkal), mivel a korrelaciés egytitthaté 0,848 volt, ami
er6s pozitiv korrelaciora utalt. A mintdk nagy részére jellemzd volt az alacsony penészszam
(1,000 logio TKE/g), de néhany minta kiugré penészszennyez6dést mutatott (3,000-6,079 logio
TKE/g). A magas penésztartalom és a magas mikotoxin-tartalom nem korrelalt egymassal.

A mintdk 6sszmikrobaszama féként LAB-bol allt, és életképes sejtszamuk fiiggetlen volt az er-
jesztett takarmany végsé viztartalmatdl (a korrelacids egytitthaté csak 0,219 volt), mig a takar-
manyok viztartalma 29-81% tartomany kozé esett. A LAB és a mikotoxinok k6zotti korrelacié
csak nagyon gyenge negativitast mutatott (AF: -0,360; OTA: -0,336).

3.5. Kisérleti silozds

A tejsavbaktériumok antimikrobialis hatasa befolyasolhatja a fermentacidoban résztvevé mikro-
organizmusokat, ezért kisérleti sil6zas folyamata soradn teszteltiik az LAB-izolatumokat termé-
szetes, kevert kultdrdban. In vitro kériilmények kozott szilazst készitettiink Lactiplantibacillus
plantarum FCW4, L. plantarum CB2 és Limosilactobacillus fermentum SD4 izolatumok hozzaada-
saval. A Kkisérlet kezdetekor mikotoxin-keveréket is adtunk a nyers kukoricahoz, és hathetes fer-
mentaciot kovetden vizsgaltuk a kiilonb6z6 kémiai és mikrobiolégiai paramétereket (3. dbra).

Az eltéré idopontokban hasznalt kukorica-alapanyag eltéré minésége miatt a mikotoxinnal ke-
zelt és kezeletlen szildzsok pH-ja, tejsavbaktérium-, illetve penészszama, valamint ecetsav- és tej-
savtartalma szignifikansan kiilonb6zott. Emiatt a LAB-kezelések csak a megfelel$ kontrollokkal vol-
tak Osszehasonlithatok. Osszességében a pH-értékek véltozéak voltak (pH 4,40-6,15). A
legalacsonyabb pH-értékeket az SD4 és CB2 torzsekkel, mikotoxin-kiegészitéssel végzett LAB-ke-
zelések esetében értiik el. A legmagasabb tejsav-koncentracidkat (22,6 + 3,01 [m/m]% és
19,77 + 2,96 [m/m]%, szaraz tomegre vonatkoztatva) a kontrollszildzsokban (mikotoxinokkal és
anélkiil) tapasztaltuk szignifikdns kiilonbségek nélkiil. Az SD4- és a mikotoxin-kezelés szintén
olyan tejsavtermelést eredményezett (15,18 + 2,26 m/m%), amely statisztikailag nem kiilonbo-
zOtt a kontrolltdl. Az SD4 torzs és a mikotoxin-kiegészités mellett volt a legmagasabb LAB- és a
legalacsonyabb penészszam. A mikotoxinnal és CB2 torzzsel torténd kezelés statisztikailag nem
hozott eltér6 eredményeket a pH, a LAB-szam és az ecetsavtartalom tekintetében az SD4-keze-
léshez képest. A CB2 torzs alkalmazasaval azonban a silédoboz kinyitdsa utan a mikrobiolégiai
elemzés statisztikailag magas penészszamot és ezen beliil Fusarium spp. szennyezettséget muta-
tott ki. Mig a Fusarium spp. a fermentaci6 végére az SD4 torzzsel eliminalédott.

212



Mikroorganizmusokkal a fonalas gombak mikotoxinjai ellen

3. abra. Mini sil6zas laboratériumi kortilmények kozott

A kukoricanévényt apritasat kovetéen hangyasavval, mikotoxin-tartalmui kukoricadaraval és tejsavbakté-
riumokkal kezeltiik. A kimért matrixok dobozait egymasra helyeztiik és présbe raktuk hat hétre.
(Forrds: KovAcs SzILViA, 2024)

A mikotoxinok hozziaadasaval a CB2 és az FCW4 nem gatolta a Fusarium novekedését a fer-
mentaci6 végén, ami a hosszi fermentacios iddvel vagy a gatolt LAB-novekedéssel magyarazhatd.
Sem a DON, a ZEA, vagy a FUM mikotoxinokat nem mutattunk ki a mikotoxin-kezelés nélkiili min-
takban a hathetes fermentacié végén. Mivel a kiegészitett nyers novényi anyagban a teljes ZEA-
koncentracio (38,90 * 4,20 pug/kg) szignifikansan alacsonyabb volt (p = 0,03847), mint a mikoto-
xin hozzdadasaval (141,5 + 36,7 pg/kg ZEA), arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a hosszabb
inkubacié nélkiili nyers ndévényi anyagban csokkent a ZEA koncentraciodja (72,5%-os csokkenés).
A mikotoxin-kiegészitéssel kezelt mintak mikotoxin-szintjének csokkenését tekintve szignifikan-
san eltér6 ZEA-koncentraciokat mértiink. A mikotoxin-kiegészitésekkel a ZEA-koncentracio
23,59 * 3,53 pg/kg volt a végso szilazsban (83,3%-o0s csokkenés a nyersanyaghoz képest). Az
pest hat hét silézast kovetben. Az SD4 torzs volt a legjobb valasztas a fermentaciéhoz a magasabb
mikotoxin-koncentraciok mellett, mivel a sil6zas 90,8%-0s ZEA-csokkenést eredményezett az
eredetihez képest és 54%-os kiilonbséget a kontrollmintakhoz képest a hatodik hét végére. A CB2
torzs nagyobb csokkenést eredményezett a fermentacioban mutatott gyengébb teljesitménye el-
lenére. A sil6zas 94,1%-o0s ZEA-csokkenést hozott a nyers kukoricahoz képest és 64,7%-os kii-
l6nbséget a kontrollhoz képest a végsé szildzsban. A FUM-koncentraciék nem kiilonboztek szig-
nifikansan a LAB-kezeléseken beliil. Az eredeti 2,13 mg/kg FUM kiegészités radikalisan csokkent
a 6. hét végére. A teljes DON-eliminaciot az SD4 és CB2 hozzaadasaval mutattuk ki. Ugyanakkor
szignifikansan a kontrollszilazstol, de még ebben az esetben is jelentds volt a DON csokkenése az
eredeti szennyezettséghez képest (98%). Az SD4 torzs alkalmazasa a szilazs eltérd végsé mind-
ségét eredményezte. Az SD4 nem a legoptimalisabb megoldas a fermentaciéhoz, de a mikotoxin
jelenlétében 54,6 + 15%-0s ZEA-csokkenést eredményezett hat hét silézas alatt. A mikotoxin-Kki-
egészités miatt valdsziniileg az érzékenyebb nem-LAB baktériumok és/vagy éleszt6k gatlasa ko-
vetkezett be, ami sokkal magasabb LAB-szamot, tejsavtermelést, alacsonyabb penészszamot és
ZEA-tartalmat eredményezett. Erdekes médon ebben az esetben a FUM-koncentracié nem csok-
kent jelentdsen.

3.6. Biokontroll-kisérlet

LAB-torzsek antagonista képességének hatékonysagat mesterségesen fert6zott kukoricaszeme-
ken vizsgaltuk. El6szor megvizsgaltuk a B73 (Martonvasar, Magyarorszag) kukoricahibrid
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endogén Fusarium-mentességét. Aztan teszteltiik a kukorican6évény névekedését a kukoricasze-
men alkalmazott kis, a csirdhoz kozeli bevagassal gombafert6zés nélkil, illetve eltéré kezelések
mellett (4. dbra).

Kontroll
vagott

FGSC 7600

FCW4

CB2

SD4

4. abra. Kukoricaszemteszt Fusarium-antagonizmus vizsgalatara
A LAB-izolatumok (Limosilactobacillus fermentum SD4 és Lactiplantibacillus plantarum FCW4 és CB2) Fu-
sarium-ellenes hatasat feltletfert6tlenitett és F. verticillioides FGSC 7600 torzzsel kezelt, endogén Fusa-
rium-mentes kukoricaszemeken (B73, Martonvasar, Magyarorszag) teszteltiik. A gydkerek és hajtasok
hosszat mértiik, illetve a gombafert6zés kialakulasat monitoroztuk.
(Forrds: KIRALY SZABINA, 2024)

A statisztikai elemzés kimutatta, hogy a csirdhoz kozeli vagas szignifikansan novelte a gydkér
és a hajtas hosszat. A vagott szemek F. verticillioides FGSC 7600 torzzsel torténo kezelése szigni-
fikans (p < 0,05) novekedést okozott a hajtas hosszaban (p = 0,0004) a gombakezelés nélkiili va-
gott szemekhez képest. Ugyanakkor a F. verticillioides FGSC 7600 torzzsel kezelt vagott és vagat-
lan szemek nem mutattak szignifikans kiilonbséget a novények fejlédésében.

A F. verticillioides FGSC 7600 torzzsel szennyezett vagott szemeken végzett LAB-kezelések
szignifikansan novelték a gyokérhosszt és szignifikadnsan csokkentették a gombamicélium nove-
kedését a LAB-mentes FGSC 7600 torzzsel szennyezett vagott szemekhez képest, viszont ezek a
kezelések eltéré hajtdshosszakat eredményeztek. Az FCW4 esetében a hajtashossz szignifikansan
csokkent (p = 0,0108) a gombaval kezelt vagott szemekhez képest, mig az SD4 torzs alkalmazasaval
a hajtashossz nétt (p = 0,0328). Ezenkiviil az SD4 torzzsel végzett kezelés a hajtashossz szignifikans
eltérését okozta a CB2- (p = 0,0030) és az FCW4- (p = 0,0012) kezelésekhez képes (3. tdbldzat).
Figyelembe véve a szemeken 1év6 gombamicélium mennyiségét, a LAB-kezelések hatdsukban nem
kilonboztek szignifikansan. Az FCW4-, CB2- és SD4-kezeléssel a gombaszennyezettség (a micéli-
ummal teljesen vagy részben beboritott szemek) 50 + 1%, 60 + 1% és 27 + 2% volt.
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3. tablazat. Kukoricanovény gyokér- és hajtashossz-elemzése F. verticillioides FGSC 7600 és LAB-
torzsekkel végzett kezelések utan

Kezelések Mag Gomba LAB Gyokér (mm) Hajtas (mm)
1 - - - 39,16 + 9,40a 7,53 +3,73a
2 vagott - - 51,47 +10,87b 10,47 + 2,65b
3 - Fv - 49,25 + 9,66b 12,29 + 7,54b
4 vagott Fv - 48,57 +14,35b 15,13 +5,76bc
5 vagott Fv FCW4 56,07 £10,52c* 11,43 +5,09b*
6 vagott Fv CB2 57,27 +1597c* 12,53 +5,64bc
7 vagott Fv SD4 62,09 +15,19¢* 20,45 + 6,70d*

Limosilactobacillus fermentum SD4 és Lactiplantibacillus plantarum FCW4 és CB2 hatasanak vizsgalata
Fusarium verticillioides FGSC 7600 (Fv) gombaval szemben B73 (Martonvasar, Magyarorszag) kukoricasze-
meken. A gyokér és a hajtas hosszat 7 napos magokon vizsgaltuk. Eltérd kisbetiik jelzik az eltérd kezelések
szignifikdnsan eltérd hatasat a gyokér, illetve a hajtads novekedésére. Vastaggal szedett sor a kontrollnak
tekintett kezelés, amelyhez viszonyitva adtuk meg az eltérések szignifikanciajat: *, p < 0,05.

4. DiszKkusszio

A tejsavbaktériumok antifungalisanyag-termelését szamos tényezé befolyasolja, mint példaul az
alkalmazott tapkozeg, az inkubacios id6, h6mérséklet, pH (DALIE ES MTSAL, 2010; MUHIALDIN ES
MTSAL, 2011). Azonos és dllandd kortilményeket alkalmaztunk a torzsek 6sszehasonlitasara és a
legjobb antagonista tejsavbaktérium-izolatum kivalasztasara. Vizsgaltuk a LAB-izolatumok anti-
fungalis aktivitasat, a legjobbnak bizonyulé torzsekkel tovabbi kisérleteket végeztiink. A Lacti-
plantibacillus plantarum FCW4, L. plantarum CB2 és Limosilactobacillus fermentum SD4 (KRISHNAN
ES MTSAL, 2025a), illetve Wissella confusa (KRISHNAN ES MTSAL, 2025b) torzseket izolaltuk, azonosi-
tottuk és jellemeztiik, valamint kiilonféle kisérletekkel felmértiik a biokontroll potencialjat, példaul
agarlemezes kisérletek, fermentacios tesztek. Ezenkiviil sejtmentes tenyészetek segitségével is
teszteltiik a biokontrollhatast, a sejtmentes frakciok késébbi felhasznalasa céljabdl. A heterofer-
mentativ Limosilactobacillus fermentum f6ként takarmanyokban, élelmiszerekben és tejtermékek-
ben fordul el6, gatolja az Aspergillus spp., Penicillium spp. (GARCIA ES MTSAL, 2024; MANDAL ES MTSAL,
2023; OGUNREMI ES MTSAL, 2022), Microsporum canis (VANITHA ES MTSAL, 2024), F. graminearum
(GEREZ ES MTSAL, 2022; HARCAROVA ES MTSAL, 2021; MAHJOORY ES MTSAL, 2023), F. equiseti, F. prolifera-
tum (ADITHI ES MTSAL, 2024) és F. oxysporum (KIM ES MTSAL, 2022) fajok novekedését. Az L. fermen-
tum SD4 izolatum sejtmentes frakcioit sikeresen alkalmaztuk F. graminearum MTCC 2089 korong-
tesztekben, viszont az agarlemezen torténd egyiittes tenyésztés soran a F. verticillioides
érzékenyebb volt az L. fermentum SD4-re, mint az F. graminearum MTCC 2089. A Fusarium mikoto-
xinokat 2 mg/kg koncentracioban alkalmazva azok homogén tenyészetekben gatoltak az SD4 torzs
novekedését, és alacsony mikotoxin-redukalé kapacitast tapasztaltunk ezen LAB-tenyészetek ese-
tében. A L. plantarum-ot elsésorban névényi anyagokbol és tejtermékekbdl izolaltak, jol ismert pro-
biotikus, antimikrobidlis hatasu tejsavbaktérium (DE MUYNCK ES MTSAL, 2004; MAGNUSSON ES
MTSAL, 2003). A L. plantarum sejtmentes kivonatai hatékonyak voltak F. avenaceum, F. culmorum,
F. graminearum és F. oxysporum ellen (LAITILA ES MTSAL, 2002), a sajat kisérleti eredményeinkhez
hasonléan (KRISHNAN ES MTSAL, 2025a).

A kutatasunk alapjan megallapithatd, hogy a két L. plantarum izolatum CB2 és az FCW4 anta-
gonista képessége, valamint a F. verticilloides-el szembeni érzékenyége eltérs. Ez a sejtszam
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normalizalasa mellett is fenndll, és a sejtmentes frakciéban eltéré metabolitokkal vagy azok eltéré
mennyiségével magyarazhatd. SATHE £ES MUNKATARSAI (2007) azt feltételezték, hogy a LAB-meta-
bolitok higitott oldatainak névényekre és talajra permetezése javitja a novények egészségét és
novekedését. Biokontroll céljabdl friss zoldségeket permeteztek be életképes tejsavbaktériumok
sejtszuszpenzidjaval vagy sejtmentes kivonataival. A kiilonb6z6 romlast okoz6 gombak, mint pél-
daul a F. graminearum patogenitasa gatlodott, és a gombanovekedés jelentdsen késleltetett volt.
A novényvédelemben mar régoéta alkalmaznak tejsavbaktériumokat (HIGA ES PARR, 1994), példaul
fermentalt készitményeket, benne éleszt6gombakkal, tejsavbaktériumokkal (OLIVEIRA ES MTSAL,
2014).

Kisérleteink soran a LAB-kezelések segitségével sikertilt csokkenteni a kukoricaszemek F. ver-
ticillioides szennyezettségét és novekedett a kukorica-csirandvény novekedési potencialja
(KRIHNAN ES MTSAL, 2025a). ADITHI ES MUNKATARSAI (2024) megallapitottdk, hogy a L. fermentum
MYSAGAM1 sejtmentes kivonata hétnapos inkubacié soran gatolta a gombandvekedést, amit a
termel6d6 szerves savaknak tulajdonitottak. A silézasnal a Levilactobacillus brevis mellett a
L. plantarum is j6l ismert oltdanyag; azonban hasznalatuk célja altalaban a szerves szénvegyiile-
tek termelése, és nem a biokontroll-képességiik kihasznalasa (KiM ES MTSAL, 2021). A L. fermen-
tum hatékonyan csokkentette a cirokszilazs mikotoxin-szennyezettségét (YUAN ES MTSAL, 2022).
Kukoricaszilazs vegyes kulturaban (L. fermentum [61,2%], L. plantarum [11,2%)], L. paralimenta-
ris [11,2%], L. pentosus [5,6%], L. buchneri [5,6%)] és Sporolactobacillus [5,6%]), valamint a szan-
tofoldon is, a L. fermentum sikeresen gatolta a F. verticillioides szennyezettséget (KHARAZIAN ES
MTSAL, 2017). A L. fermentum 5KJEU5 gombaellenes hatast mutatott a kunu-zakiban, egy gabona-
alapt, 6shonos erjesztésii nigériai italban (OGUNREMI ES MTSAL, 2022). Szamos tejsavbaktériumok-
kal fermentalt élelmiszerben mutattak ki az antioxidans-aktivitas novekedését, a fenolos vegyii-
letek metabolizmusanak, illetve egyes szerves savaknak kdszonhetéen (DRIEHUIS ES MTSAL, 2013).
A kukoricandévény fermentacidja L. plantarum FCW4 vagy a L. fermentum SD4 segitségével nem
volt hatékony (alacsony tejsavkoncentracio, magas penészszam), viszont mikotoxin hozzaadasa-
val ez megvaltozott. A természetes és mesterséges mikotoxin-szennyezést is tartalmazoé kevert
kultarakban a CB2 és az FCW4 torzsek nem gatoltak a Fusarium fajok megjelenését a fermentacid
soran, ami a hosszu fermentaciés idével és/vagy a LAB-sejtek gatolt novekedésével magyaraz-
haté. A L. fermentum SD4 alkalmazasa eltér6 végsd sildmindséget eredményezett mikotoxin hoz-
zaadasa nélkiil vagy hozzaadasaval. Az SD4-kiegészités a fermentacié szempontjabol nem a leg-
jobb valasztas volt, viszont mikotoxin hozzaadasaval itt értiik el a legjobb min&ségii szilazst. A pH,
a LAB és penészszam, az ecetsav és a tejsav szignifikansan (p < 0,05) eltért a kontrolltoél. Ezenkiviil
a fermentacio soran a ZEA szintje 90,8%-kal csokkent a mikotoxinnal kiegészitett nyers kukori-
cahoz képest (KRIHNAN ES MTSAL, 2025a).

Kevés tanulmany vizsgalta a mikotoxinokat szildzsban. NYAMETE ES MUNKATARSAI (2016) arroél
szamoltak be, hogy a L. fermentum az FB1 szintjét minddssze 14%-kal csokkentette (amely a fer-
mentacios folyamatban nagyobb, 20%-o0s csokkenést jelentett). CHLEBICZ ES MUNKATARSAI (2020)
megallapitottdk, hogy a tejsavbaktériumok altal okozott fumonizincsokkenés 62% és 77% kozé
tehetd. Itt atlagosan 85,7%-0s csokkenést észleltiink a LAB-kezelések esetében, mig homogén
kultiraban ez 15% alatt volt. A legnagyobb koncentraciécsokkenést a ZEA esetében figyeltiik
meg. A legnagyobb csokkenés 45,5% volt a CB2 torzs esetében homogén kultiraban, mig az SD4
alkalmazasaval ez kevert kultdrdban 90,8% volt, mig a tejsavbaktériumok esetében 57% volt
(KRIHNAN ES MTSAL, 2025a). Ezzel szemben a legrezisztensebb mikotoxin a DON volt: koncentra-
ciojat a Lactobacillus spp. torzsek 24 6ras inkubacié utan 19-39%-kal csokkentették (CHLEBICZ ES
MTSAL, 2020). A DON-t gyakran detektaljak szildzsokban, és itt magas koncentracidban is eléfor-
dulhat (> 2 mg/kg) (OGUNADE ES MTSAL, 2018). A DON-konjugatumok biodegradacidja miatta DON
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s sz

KELLER ES MTSAL, 2013). Kisérleteinkben a DON a kimutatasi hatar alatt volt, kivéve a L. plantarum
FCW4 alkalmazasa mellett. Az FCW4 torzs és a mikotoxin-kiegészités gatolhatott bizonyos mik-
robakat, kiilondsen a DON-degradal6 képességli LAB-okat, amint azt az alacsony LAB-szam és tej-
savszint is bizonyitja az FCW4 torzs kezelésben. Ezenkiviil a DON szintén erds gatlé hatast gya-
korolt (45,9%) az FCW4-re homogén tenyészetben vizsgalva. A LAB-kulturak szanto6foldi
(OLIVEIRA ES MTSAL, 2014) vagy betakaritas utani (GONGALVES ES MTSAL, 2019) alkalmazasa haté-
konynak bizonyult a Fusarium-szennyezettség csokkentésében, illetve a kukorica magnovekedé-

VA

soljuk L. plantarum CB2-vel. A sejtmentes termékek fejlesztése pedig egy jo irany lehet a
megfelel6 mindségii élelmiszerek, takarmanyok biztositasa érdekében.
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Summary

Mycotoxins produced by filamentous fungi pose significant economic damage and health risks worldwide. Tra-
ditional physical and chemical methods for mycotoxin elimination show limited effectiveness, and lactic acid
bacteria (LAB) have emerged as promising biological control agents due to their safety profile and ability to
inhibit fungal growth while reducing mycotoxin levels. However, the strain-specific efficacy of different LAB
species against Fusarium fungi and their varying capacity for mycotoxin degradation remains poorly un-
derstood, limiting the development of effective bio-control strategies for contaminated feed and agricultural
products. Therefore, we isolated and characterized multiple LAB strains to evaluate their antifungal and
mycotoxin reduction capabilities. Our results demonstrated that LAB strains exhibited vigorous Fusarium-
antagonistic activity and showed general resistance to mycotoxins, with particularly significant ability to re-
duce ZEA concentrations. The tested LAB strains, particularly L. fermentum SD4 and L. plantarum CB2, rep-
resent promising biocontrol agents that effectively inhibit Fusarium species, reduce mycotoxin levels, and imp-
rove the quality of fermented feed. The investigated Weisella confusa strains proved to be excellent Fusarium
biocontrol agents but were not suitable for reducing mycotoxin levels, thereby establishing strain-specific app-
lications for comprehensive mycotoxin management strategies.
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