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1. BEVEZETES

A szemes cirok (Sorghum bicolor L. Moench) egyre nagyobb térnyerése tapasztalhatd
hazénkban, koszonhetden a kultirndvény sokoldalusaganak, mivel akéar kedvezétlen éghajlati
viszonyok kozott is jo termOképességgel rendelkezik. Ennek kdszonhetden a szemes cirok
termesztése szamos eldnnyel jar, kiilondsen a szarazsagnak kitett teriileteken. A névény nagy
ellenalld képessége miatt a szemes cirok fontos alternativava valhat a kukorica helyett,
kiilondsen a valtozé klimatikus koriilmények kozott. Az elmult évek aszalyos iddjarasa és a
mezogazdasagot érintd kihivasok egyre inkabb eldtérbe helyezték a szemes cirkot, mint
potencialis megoldast a termésbiztonsag ndvelésére.

Azonban a szemes cirok termesztése soran komoly kihivast jelentenek a kiillonb6z6
mikotoxin-termelésre is képes korokozok, koztik az Aspergillus nemzetségbe tartozd
gombafajok. Az Aspergillus fajok kiilonosen veszélyesek lehetnek, mivel tobb fajuk is
kiilonféle mikotoxinokat, koztiik aflatoxin-termelésére képes, amely stlyos egészségiigyi
kockazatot jelenthet mind az emberi, mind az allati fogyasztidsra szant élelmiszerek ¢&s
takarmanyok tekintetében.

Magyarorszagon az Aspergillus nemzetségbe tartozo fajok jelenléte egyre gyakoribb a
szemes cirok szemtermésében, kiillondsen az éghajlatvaltozds okozta extrém iddjarési
koriilmények — mint példaul a szarazsag és extrém magas hdmérséklet — miatt. Az aszalyos
években a novények stresszhelyzetbe keriilhetnek, ami eldsegitheti az Aspergillus fajok
megtelepedését. Az Aspergillus flavus, amely koziiliik itthon a leginkabb elterjedt mikotoxin-
termeld faj, komoly veszélyt jelent a szemes cirok termesztés soran, és nagy figyelmet igényel
a termeldk és kutatok részérdl egyarant.

Osszességében a szemes cirok egy igéretes ndvény Magyarorszag mezégazdasagaban.
Ugyanakkor a termesztésének sikeressége nagyban fiigghet attol, hogy mennyire tudjuk
kontrollalni a ndvényeket tdmadod Aspergillus fajok terjedését és mikotoxin-termelését. A
megfeleld mezdgazdasagi gyakorlatok, valamint a folyamatos kutatdsok és monitorozas
elengedhetetlenek ahhoz, hogy a szemes cirok biztonsagos és gazdasagos alternativaja lehessen

a hagyoményos gabonaféléknek.



2. CELKITUZESEK

Diplomadolgozatomban az alabbi célok elérését tiiztem ki:
e A szemes cirok szemterméseinek mikotoxin-termelé gombak altal okozott belsd
fert6zottségének vizsgalata.
e A belsé fertozottséget okozd mikotoxin-termeld gombdk nemzetség szintl
dominanciajanak meghatarozasa kiilonos tekintettel az Aspergillus fajokra.
o Az izolalt Aspergillus nemzetség tagjainak fajszinti azonositasa kalmodulin (CaM)
génre specifikus primerek segitségével.

o Azizolalt Aspergillus nemzetségbe tartozd gombafajok mikotoxin-termelésben szerepet

jatszd génjeinek azonositasa a génekre specifikus inditdészekvencidkkal.



3. IRODALMI ATTEKINTES

3.1. Szemes cirok

3.1.1. A szemes cirok (Sorghum bicolor L. Moench) jellemzése

A cirok a pazsitfiifélék csaladjaba (Poaceae), azon beliil is a kdlesformak (Panicoideae)
alcsaladjaba tartoz6 gabonandvény. A cirok Afrikabol, azon beliil is a Szahara déli zonajabol
szarmazik. Hazankban és vilagviszonylatban is az 6todik legnagyobb teriileten termesztett
gazdasagilag fontos szantofoldi novény. Egyre nagyobb népszeriiségnek drvend a fogyasztok
korében, ugyanis széleskorii felhasznalhatosdga mellett, gluténmentessége, magas fehérje
tartalma és antioxidans vegyiiletekben gazdag beltartalma miatt termesztése ¢s felhasznalasa

egyre jobban elterjedt (Berenji & Dahlberg 2004; Sarvari 2011; Jevesak & Sipos 2016).

A szemes cirok egy éves novény, amelyet ugynevezett C4-es tipusi novényként
ismeriink. Ennek a tulajdonsaganak koszonhetden kivald a fotoszintetizald képessége, ezaltal
meleg, szaraz éghajlati koriilmények kozott magasabb terméshozam varhatd. A cirok vetése
akkor optimadlis, ha a talaj eléri a 12-13 °C-t. Vetés mélysége 3-4 cm és 70-75 cm-es
sortavolsagra vetjiik. Kivald szarazsagtiiré névény, mely savanyu talajok kivételével minden
talaj tipuson termeszthetd. Kedvezd koriilmények kozott elérheti a 8-10 t/ha termésatlagot is

(Rajki & Palagyi 2017; Sorghum ID 2018; Visarada & Aruna 2019).

3.1.2. Szemes cirok termesztésének helyzete vilagviszonylatban

A cirok a vilag 6todik legfontosabb gabonaféléje a rizs, a buza, a kukorica és az arpa
utan. Afrika, Azsia és Latin-Amerika félszaraz tropusi régidiban él6 t5bb mint 750 millié ember
szamara ez a f6 gabonaforras. A vilag jelenlegi termelése mintegy 58 millié tonna, ami 42,6
millié hektar teriiletet jelent. Az Egyesiilt Allamok a legnagyobb termeld, a vildgtermelés kozel
17%-4t adja, ahol a terméshozamok Iényegesen magasabbak. A cirok termesztése
vildgviszonylatban a kdvetkezOképpen alakul (1.4bra). India, Nigéria, Kina, Mexikd, Szudan
¢és Argentina koveti az USA-t a ciroktermelés terén (2.4bra). Szenegélban, hasonléan Afrika és
Azsia tobbi félszaraz teriiletéhez, a cirok kiemelkedé szerepet jatszik az élelmiszer- és
takarmanyellatasban. A cirokmagot elsOsorban a helyi lakossag, kiilonosen a foldmiivesek
fogyasztjak, akik gyakran korlatozott hozzaféréssel rendelkeznek mas taplald
energiaforrdsokhoz. A cirokszemeket tésztakban, fott formaban és hagyomanyos italokként is

fogyasztjadk ezen teriileteken. Szenegalban a cirokszemeket buzadaraként is fogyasztjak,



martassal kisérve. Az iparosodott orszagokban a cirkot gabonaszemek vagy takarmany
formajaban allati takarmanyként és bioetanol eldallitdsahoz hasznaljak. A cirok irdnti kereslet
novekszik szdmos fejlodd orszdgban, kiilondsen Nyugat-Afrikdban (példaul Nigéridban,
Ghanaban és Burkina Faso-ban). Ennek oka részben a népesség ndvekedése, masrészt az
ezekben az orszdgokban folyo politikai torekvések, amelyek a cirok ipari felhasznalasanak,
példaul sorfézeés fejlesztését célozzak az arpamalata helyettesitése érdekében (Fall et al. 2016;

http1).
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1. abra: Cirok termesztés vilagviszonylatban (Forras: FAOSTAT alapjan, sajat szerkesztés, 2024)
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2. dbra: Vezet6 ciroktermel6 orszagok és termésatlaguk (t)(Forras: FAOSTAT alapjan, sajat
szerkesztés, 2024)



3.1.3. Szemes cirok termesztésének helyzete hazankban

A szemes cirok hazédnkba az 1960-as években keriilt be, majd ezutan csokkend
tendenciat mutatott termesztési teriilete, ami talan a hibrid kukorica megjelenéséhez is kotheto.
Az elmult idészakban azonban egyre nagyobb teriileten jelent meg, mint kultirndvény, ezaltal
az agazatban 11j lendiilet kezdett kibontakozni. A 2012 és 2015 kozotti idészakban nem csupan
a takarmdnyozds jatszott meghatdrozd szerepet az agazat fellendiilésében, inkdbb a
biogaztermelés hozta magaval az emelkedést. Ennek oka a cirok magas cukortartalmaban
keresendd, ami lehetévé teszi a jelentds mennyiségli metan felszabaditasat a ndvénybdl.
Magyarorszagon kortilbeliil 28-30 ezer hektarra tehetd a terméteriilete (3.4bra) (Péterfy 2020;
Halmos 2022; FAOSTAT 2024).
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3. abra: Teriiletaranyos cirokhozam Magyarorszagon (Forras: FAOSTAT alapjan, sajat
szerkesztés, 2024)

3.1.4. A szemes cirok novényvédelme

Ma mar elképzelhetetlen a gazdalkodok szaméra, hogy a novénytermesztést szintetikus
novényvéddszerek hasznalata nélkiil oldjdk meg. Azonban a cél az, hogy csokkentsiik a
novényvéddszer felhaszndlast. Az ilyen fliggdség negativ kovetkezményekkel jarhat az
Okoszisztémakra nézve, mivel noveli a ndvényvédd szerekkel vald terhelést és nemkivanatos
egészseégligyl hatasokat okozhat. Ugyanakkor a jové ndvénytermelését veszélyeztetik olyan
tényezOk, mint a kérositok elleni rezisztencia kialakulasa és a rendelkezésre 4ll6 hatdanyagok
szamanak csokkenése. Az Eurdpai Unié azonban a fenntarthatd gazdalkodas elveivel
Osszhangban arra 0Osztonzi a novénytermesztoket, hogy alkalmazzak az integralt

novényvédelem nyolc alapelvét. Ennek hatterében az all, hogy olyan rendszerekre van



sziikséglink, amelyek kevésbé fiiggenek a szintetikus novényvédd szerektdl, és igy
hozzajarulnak a fenntarthatobb ¢és kornyezetbaratabb mezdgazdasag kialakitdsdhoz. A
2009/128/EK iranyelv alapelvei az integralt névényvédelemben (Kiss et al. 2017):
1. Alapelv — megel6zés és visszaszoritas,
Alapelv — megfigyelés,
Alapelv — dontéshozatal,
Alapelv — nem kémiai modszerek,
Alapelv — peszticid kivalasztas,
Alapelv — csokkentett novényvéddszer hasznalat,

Alapelv — anti-rezisztencia stratégiak,

e o

Alapelv — értékelés.

3.1.5. A szemes cirok gyomndvényei

A cirokféléket a T3, T4, G1, G3-as ¢letformacsoporti gyomnovények karositjak. A
leggyakoribb fajok a vadrepce (Sinapis arvensis), a repcsényretek (Raphanus raphanistrum), a
hélazab (Avena fatua), a parlagfli (Ambrosia artemisiifolia), a disznoparéj fajok (Amaranthus
spp.), a fenyércirok (Sorghum halepense), az tszéli zsazsa (Cardaria draba), a mezei aszat
(Cirsium arvense), valamit az aprd szulak (Convolvulus arvensis). A sikeres védekezés,
elsdsorban fiigg a terliletvdlasztistol, az eldveteménytdél és annak gyomirtdsatol, az
agrotechnikai kezelésektdl és persze a kémiai gyomszabalyozastol. A cirokban preemergensen,
korai poszt, illetve posztemergensen tudunk védekezni (Jovér & Radodcz 2015; Arslan et al.

2016).

3.1.6. A szemes cirok kartevoi

Fontos megemliteni a cirok kartevoit is, kiilondsen a levéltetveket, amik virusvektor
mivoltuk miatt nagyon jelentdsek. Szivogatasuk sordn a névény diszpozicids allapotba kertil,
megteremtve ezzel szamos korokozd szamara a fertdze€s lehetdségét. A szivogatés tiinetein tul,
mézharmat és korompenész is megjelenhet. Fontos megemliteni a kukoricamoly (Ostrinia
nubilalis) altal okozott kartételt is, amely hasonloan a kukoricandl a szar karositasara
specializalodik, igy a védekezés stratégiaja hasonld a kukoricaban alkalmazotthoz. Bar kisebb
mértékben, de magkarositoként is felmeriilnek a poloskak (Heteroptera spp.) és a vetési
bagolylepke (Agrotis segetum). A talajban €16 kartevok kozott emlitést érdemelnek a
pattanobogar (Agriotes spp.) larvak és a cserebogar (Melolontha spp.) pajorok. Védekezés
szempontjabol természetes ellenségek védelmére nagy hangsulyt kell fektetni, tovabba a

tertilet-illetve fajtavalasztasra is. A termesztéstechnoldgia 1épések mellett pedig az eldrejelzésre
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¢€s utolso sorban végsd megoldasként az inszekticidek hasznélatara tudunk tdmaszkodni. A cirok
legfontosabb kartevoi: fako fii-levéltetii (Metopolophium dirhodum), z5ld kukorica levéltetii
(Rophalosiphum maidis), zselnicemeggy- levélteti (Rophalosiphum padii), kis gabona-
levéltetti (Sitobion avenae), kukoricamoly (Ostrinia nubilalis), Magevo kartevok koziil a vetési
bagolylepke (Helicoverpa armigera), poloskdk (Heteroptera spp.), barkok (Curculionidae
spp.) €s a talajlakéd kartevok (Sharma 1993; Balazs et al. 2003; Gou et al. 2011; Oksun et al.
2020; http2).

3.1.7. A szemes cirok korokozoi

Mint minden mas novényt a cirkot is tdimadhatja virus, baktérium €s gomba egyarant,
melyek hatalmas termésveszteségeket tudnak okozni. Gombabetegségek koziil az egyik
legveszélyesebb az antraknozis melyet a Colletotrichum sublineolum nevii korokozo6 terjeszt. A
névény minden részEét tamadja az egész fenologiai stadiumban. Tovabba a cirok levélfoltossaga
is veszélyt jelenthet, amit az Exserohilum turcicum kérokozd okoz. Kedvezd szdmara a
hlivosebb, parasabb iddjaras. A levélfoltossag tiineteit kezdetben aproé foltok jellemzik, amelyek
késébb hosszu, keskeny, kozépen barnds, mélyvords szegéllyel rendelkezd sériilésekké
alakulnak. Ezek a sériilések a sporulacio soran tovabb sotétednek, és a fert6zést koveto két hét
elteltével nekrotikus sériilésekké valnak, a betegség jarvanyos méreteket Olthet. A cirok
szemeket szamos mas gomba nemzetség kolonizalhatja. Ezek koziil a legelterjedtebb a
Fusarium, az Alternaria, a Penicillium, az Aspergillus, a Culvularia és a Phoma nemzetség
fajai. Ezen gombafajok mikotoxin-termelésre is képes korokozok, mely befolyasolja a vetémag
¢letképességét €s hatalmas termésveszteségeket okozhat. A Macrophomina phaseolina, mas
néven hamusziirke szdrkorhadas, kiilondsen hosszantarté szarazsdg idején okozhat jelentds
problémadkat. Baktériumos megbetegedések koziil a legjelentdsebb a Burkholderia
andropogonis, aminek megtelepedésében a paras, meleg és csapadékos id6jaras segit. Altalaban
nem okoz nagy jelentdségii kart. Tovabba virusbetegségek is megjelenhetnek cirok termesztés
soran melyek koziil a legjelentésebbek a MDMYV (Maize dwarf mosaic virus) és a MSV (Maize
streak virus). Kozti gazdajuk a fenyércirok. Az el6fordulasukat és sulyossagukat befolydsoljak
az 1iddjarasi tényezOk, a vektorok tulélési képessége, a termesztési modszerek és a
gazdaspecifikussag kovetkezménye. A fert6zott novények novekedése elmarad. A kordn
fert6zott novény elébb-utdobb elpusztul, anélkiil, hogy a bugdk kifejlddnének. A késdbbi
szakaszokban fert6zott novények torpiilnek, illetve kevés vagy egyaltalan nem képeznek
szemterméseket (McClure et al. 2010; Sarvari 2011; Tesso et al. 2012; Egbuta et al. 2017;
Spurlock et al. 2018; Anitha et al. 2020; http2)
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3.1.8. A szemes cirok antioxidans aktivitasa

Eurdpaban még ujdonsagnak szamit az élelmiszerként vald alkalmazas esetében, de
Afrikdban és Azsiaban a cirok régota ismert és hasznalt alapélelmiszer, melyet a rizs vagy a
quinodhoz hasonldéan készitenek el. A cirokbdl késziilt italok alapja lehet sér vagy mas
alkoholos ital. Szamos nemzetkdzi szakirodalom a szemes cirkot a jovo gabondjaként emliti a
kiemelkedd beltartalmi értéke és antioxidans aktivitasa révén (Nydia et al. 2013; Chhikara et
al. 2019; Meena et al. 2022). A cirok kivalo tapanyagforras, magas fehérje-, vas-, B6-vitamin-,
niacin- ¢s foszfortartalmanak koszonhetéen. Emellett remek energiaforras, antioxiddnsokban
gazdag, gluténmentes, ezért a colidkidban szenveddk szdmara is megfeleld gabona forrés,
valamint jelentOs a rost- és kalium tartalma. A cirokban megtalalhat6 fenolos vegyiiletek szintje
magasabb, mint a rizs, buza, arpa, kukorica, rozs és zab esetében. A fenolok szinte minden
cirokfajtaban megtalalhatok, de a fobb osztalyok koz¢ tartoznak a fenolsavak, a flavonoidok és
a tanninok. A fenolsavak a ndvényekben taldlhatd aromas madsodlagos metabolitok. A
cirokszem 135,5-479,40 mg/g fenolsavakat tartalmaz, amelyek hidroxi-benzoesav-
egy¢éb fenolos antioxiddnsok tobbek kozott természetes tartdsitdszerként, antioxidans
kiegészitoként és terapids szerekként is felhasznalhatok. A flavanoidok a bioaktiv vegytiletek
egy csoportja, amelyek szamos egészségiigyi elonnyel rendelkeznek. A tanninok a ndvényben
elterjedt méasodlagos anyagcseretermékek, amelyek a ragadozok és korokozok elleni védekezés
céljabol termelddnek. A cirok magas antioxiddns aktivitdsa Osszefiiggésbe hozhato
egeészsegligyl elonyokkel, mint példaul, csokkenti az oxidativ stresszt vagy, a szabadgyokok
altal indukalt betegségeket példaul a rakos betegségek kialakulasanak lehetdséget, csokkenti az
érelmeszesedés kockézatat, a gyulladasos bélbetegségeket, a sziirkehalyog és mas betegségek
kockazatat (Navnidhi et al. 2018; Visarada & Aruna 2019; Meena et al. 2022). A hazai
termoOhelyekrdl gylijtott szemes cirok szemterméseiben legmagasabb aranyban eléfordulo

lipofil antioxidansok a y-tokoferol, a-tokoferol, zeaxantin és lutein (Szabo et al. 2024).

3.2. A mikotoxin-termelo gombak altalanos jellemzése

A mikroszkopikus gombak széles korben megtaldlhatok a természetben, beleértve a
takarmanyokat is, tovabba elengedhetetlen szerepet jatszanak a szerves anyagok lebontasaban.
Novekedésiik és szaporodasuk soran felhasznaljdk a kornyezetiikbdl szdrmazd szerves

tdpanyagokat, és olyan anyagokat szintetizdlnak, amelyek a gombatest természetes
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alkotdelemei, azaz a primer anyagcsere részei. A fejlodés és ndvekedés bizonyos szakaszaiban,
vagy akar az el6z6 folyamatokkal parhuzamosan, un. masodlagos anyagcsere is lezajlik. T6bb
100 gombafajt ismeriink, amelyek termelhetnek mikotoxinokat. Szamos csoportositas 1étezik:

e a mikotoxinok bioszintézisének prekurzorai alapjan,

e a mikotoxin kémiai szerkezetébdl ad6do rokonsag alapjan,

e farmakoldgiai hatas alapjan,

e vagy a penészgombak eldforduldsa alapan (Bennett & Klich 2003).

Egy masik csoportositds alapjan megkiilonboztetiink szant6foldi és  raktéri
penészgombakat. Ennek a csoportositasnak az alapja, a takarmanyndvények nedvességtartalma,
mely a betakaritdssal egyiddben jelentdsen csokken. A toxint termelé gombdk koziil azokat,
amelyek magasabb nedvességtartalmat igényelnek (20% felett) szaporodasukhoz, szantofoldi
penészeknek nevezziik. Rendszerint a szant6foldon kart okoznak a novényekben. A szant6foldi
gombak szaporitd szerkezetei konnyedén szallithatok a levegdvel, és allando képleteknek
tekinthetdk, mig azokat, amelyek alacsonyabb viztartalom mellett is szaporodnak, raktari
penészeknek nevezziik. A szant6foldi penészgombak minimalis veszélyt jelentenek a
raktarozott terményekre, de talajban ¢€l6 ¢Eletformajuknak koszonhetéen a sporaik a
légmozgéssal mind a termesztett novényeket, mind a tarolt terményeket fertdzhetik. Az
Aspergillus nemzetség a legalacsonyabb relativ nedvességtartalom mellett (14%) fertéz, mig a
Penicillium fajok ennél valamivel magasabb paratartalom mellett (~16%). A két csoportba
szamos fontos toxintermeld gomba tartozik, azonban empirikus szempontbdl az alabbi fajok
kiemelkedd fontossaguak (Mézes 2006; Péteri 2009; Khlangwiset & Wu 2010; Ismaiel &
Papenbrock 2015; Kange et al. 2015; Perrone et al. 2020; Leslie et al 2021, Chhaya et al. 2022;
Mohammed et al. 2022):

o szantofoldi penészgombak: Fusarium, Alternaria, Claviceps, Stachybotrys fajok

e raktari penészgombak: Penicillium és az Aspergillus fajok.

3.2.1. Az Aspergillus nemzetség jellemzése

Az Aspergillus nemzetség gombai taxondmiai besorolas szerint az Ascomycota térzsbe
(aszkuszos gombdk) a Pezizomycotina altorzsbe, az Eurotiomycetes osztalyba, az Eurotiales
rendbe azon beliil pedig az Aspergillaceae csaladba tartoznak (Mycobank 2024). Micheli
eldszor irta le a nemzetséget 1729-ben, amely olyan gombékat foglal magaba, melyek hosszu
szarral és sporafejjel rendelkeznek. Kortilbeliil 350 fajt sorolunk ebbe a nemzetségbe, és {6

jellemzdjiik a konidiumtartd megléte. Ezek a gombédk szamos él6helyen megtalalhatok, és
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rendkiviil sokoldaluak a masodlagos anyagcseretermékek eléallitasaban. Tobbiik fontos huméan
¢s novényi korokozo, masok pedig szdmos élelmiszeripari termék eldallitisaban jatszanak
szerepet. Altaldban raktari korokozoként tartjuk 6ket szamon, de vannak fajok melyek mar
szantofoldon is képesek sanyargatni a novényeket, mint példaul a gyapotot, a kukoricat, a
foldimogyordt, a sz616t, a hagymat és mas fliszerndvényeket. A nemzetség fajai, a metabolikus
sokoldalusaguknak koszonhetden, jelentds biotechnologiai potenciallal rendelkeznek, és tobb
fajukat felhasznaljak kiilonféle ¢élelmiszeripari és nem élelmiszeripari melléktermék
eldallitasara. A novényi korokozok aggodalomra adnak okot nemcsak azért, mert karosithatnak
szamos agrondmiai szempontbol fontos élelmiszer alapanyagként termesztett ndvényt, hanem
azért is, mert képesek kiilonféle mikotoxinokat is termelni. Ezek a mikotoxinok a nemzetség
meghatarozott fajaihoz vagy alfajaihoz kapcsolodnak, és altaldban mérgezdek az allatokra és
az emberke egyarant. Mezdgazdasagi szempontbol az Aspergillus fajok altal termelt fontos
mikotoxinok a kovetkezok: aflatoxinok, ochratoxinok, patulin, fumonizinek, citrinin (Haller

1768; Amaike & Keller 2011; Baranyi 2016; Szigeti 2018).

3.2.2. A szemes cirkon megjelend Aspergillus fajok jellemzése

A cirok szemtermésén szadmos Aspergillus faj jelenik meg. Felsorolas szinten a
kovetkezd fajokat izolaltdk cirokrdl: Aspergillus flavus, A. flavus var. colomunaris, A.
fumigatus, A. glaucus, A. multicolor, A nidulans, A. niger, A. ochraceus, A. parasiticus, A.
rubrobrunneus, A. sydowii, A. terreus, A. unguis, A. vesicolor, Eurotium amstelodami és E.

chevalieri (Tesso et al. 2011).

3.2.3. Az Aspergillus flavus jellemzése

Az Aspergillus flavust el8szor Link irta le 1809-ben, és azdta ismeretes, amely csak
ivartalan sporakat, konidiumokat és a teleld termdtesteket, a szkleréciumokat termel.
Nemrégiben az A. flavus ivaros stddiumardl szdmoltak be, amit Petromyces flavus néven
osztalyoztak. Az A. flavus mellett kozeli rokonénak az A. parasiticusnak az ivaros alakjat is
megtalaltdk, amely a Petromyces parasiticus tudomanyos nevet kapta. Az A. flavus széles
kortien elterjedt szaprofita talajgombaként fordul el vilagszerte, betakaritas eldtt és utan pedig
szamos mezOgazdasagi terményen okoz betegséget, példaul gabonaféléken, olajos magvakon.
A gomba nemcsak mezdgazdasagi veszélyt jelent, hanem allati és emberi megbetegedéseket is
okozhat. Aflatoxikozist €s/vagy majrakot okozhat az aflatoxinnal szennyezett takarmany

fogyasztasa révén, vagy invaziv szaporodassal aszpergillozist is kivalthat, kiillondsen
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immunhianyos egyéneknél. Az aflatoxin és mas masodlagos metabolitok, mint a ciklopiazonsav
(CPA) és aflatrem termelése a poliketid-szdrmazékokbdl szarmazik. Az aflatoxin el6szor a
1962-es Turkey X betegség soran keriilt leirdsra, ahol aflatoxinnal szennyezett takarmany
baromfi elhullast okozott. Az 4. flavus genomjat nemrégiben szekvenaltak, €s becsiilt mérete
36,8 megabazispar (Mb), koriilbeliil 12 000 eldre jelzett funkcionalis gén taldlhaté benne.
Genomadatok kimutattdk, hogy az A. flavus szoros rokonsagban all az A. oryzae-vel, ami
gazdasagilag fontos, de aflatoxinokat nem termelé gombafaj. Az izolatumok ebben a fajban
kizarolag B-tipusu aflatoxinokat képesek eldallitani. Az A. flavus, hasonldéan mas Aspergillus
fajokhoz, vilagszerte elterjedt, bar inkdbb a melegebb (tropusi, szubtropusi) teriileteken
gyakori. Optimalis novekedési hdmérséklete 37 °C, de széles tartomanyban, 12 és 48 °C kozott
is képes novekedni. Az A. flavus torzsek genetikailag és fenotipusosan is nagy diverzitast
mutatnak. A konidiumok szine taptalajtdl fliggden valtozik, a sargdszoldtdl egészen a barnaig.
Két morfologiailag megkiilonbdztethetd szklerocium-méretbeli varianst azonositottak az L-
torzs és S-torzs kozott, az L-tdrzs nagyobb szklerociumokat képez, mint a S-térzs (Geiser et al.
2000). Az S-torzs nagyobb mennyiségben allit el6 aflatoxint laboratoriumi koriilmények kozott,
¢és kevesebb konidiumot termel, mint az L-t6rzs. Az S-torzs ugyanakkor ritkdn fordul eld

természetes kornyezetben (Amaike & Keller 2011; Baranyi 2016).

3.2.4. Az Aspergillus niger jellemzése

Az Aspergillus niger mar tobb évtizede kozponti szerepet tolt be a kutatasban €s az ipari
felhasznalasban. Az els6 gyakorlati jelentdségét 1919-ben nyerte el, amikor sikeresen
alkalmaztdk a citromsav ipari eldallitasaban. Az 4. niger segitségével késObb gliikonsavat és
fumarsavat is eldallitottak, bar ezek gazdasagi jelentdsége kisebb volt. Az 1960-as évektdl
kezdve azonban az A. niger szamos olyan enzim forrdsa lett, amelyek széles korben
alkalmazhatok a gyiimoélcsfeldolgozasban, a siitésben, valamint a keményito- ¢és
¢élelmiszeriparban technikai segédanyagokként. A géntechnologiat sikeresen hasznaltak fel a
termelési folyamatok hatékonyabba tételére, valamint az 4. mniger mint idegen fehérjék
expresszios rendszerének kialakitdsara. Az A. niger széles hdmérsékleti tartomanyban képes
novekedni, a 6-47 °C kozott, jelentés homérsékleti optimummal, amely 35-37 °C kozott
helyezkedik el. Az A. niger rendkiviil tag pH-tartomanyban fejlédik, a 1,4-tdl 9,8-ig terjedd
értékeken beliil. Ezek a kivald alkalmazkodoképességek és a levegdvel konnyen terjedd
konidiumok bdséges termelése lehetdvé teszi a fajnak, hogy szinte barhol jelen legyen, gyakran

eléfordulva a meleg és nedves kornyezetekben. Az A. niger-t altalaban természetes
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kornyezetben elterjedt, nem patogén gombanak tekintik. Az emberek mindennapi életiik soran
rendszeresen érintkeznek a spodraival anélkiil, hogy barmilyen betegséget okoznanak. Az A.
niger torzsek szamos masodlagos metabolitot hoznak Iétre, azonban csak az ochratoxin A
mindsiil mikotoxinnak. A vizsgalt térzsek csupan 3-10%-a mutatott pozitiv eredményt kedvezd
koriilmények kozott az ochratoxin A termelése tekintetében. Uj és még nem vizsgalt
izolatumokat érdemes ellendrizni az ochratoxin A-termelés szempontjabol. Ezen korlatozasok
figyelembevételével azt a kovetkeztetést vontak le, hogy az A. niger biztonsagos koriilmények

kozott tenyészthetd gombafaj (Schuster et al. 2002).

3.2.5. Az Aspergillus parasiticus jellemzése

Az Aspergillus parasiticus és az A. flavus egyarant a Flavi szekci6 tagjai, genetikailag
szorosan kapcsoldodnak egymashoz, de mégis megkiilonboztethetdk. A két faj fenotipusosan is
konnyen megkiilonboztethetd. Az A. parasiticus B1l, B2, G1 és G2 aflatoxinokat termel. A.
parasiticust s6tétzold konidiumfejek és kifejezettebb konidium képzés kiilonbozteti meg az A.
flavustol. A faj populacioi jelentds morfologiai és aflatoxin-termelési valtozatossaggal
rendelkeznek. Bar a Flavi szekcioba tartozé fajok, beleértve az A. parasiticust, szklerbciumot
termelnek, az olyan Aspergillus fajokat, mint az A. flavus és A. parasiticus sokaig aszexualisnak
tekintették, mivel ezen fajok nem képesek sejtosztoddsra. Ennek eredményeként az A.
parasiticus és az A. flavus, mint Flavi szekcio tagjai ivartalan alakokkal rendelkeznek (Horn et

al. 2017).

3.2.6. Az Aspergillus oryzae jellemzése

Az Aspergillus oryzae egy olyan gomba, melyet széles korben alkalmaznak a
hagyomanyos japan fermentdcios iparagakban, beleértve a szdjaszOsz, a szaké, a babtiro
fliszerezés €s az ecetgyartas teriiletét. A fonalas gombdk altalaban képesek szekrécids uton
kiilonféle és jelentds mennyiségli enzimeket termelni. Az A. oryzae kiilondsen kiemelkedd
potenciallal rendelkezik kiilonféle enzimek termelésében. Emellett a géntechnoldgia fejlodése
lehetdvé tette az A. oryzae ipari enzimek eldallitasanak alkalmazasait a modern
biotechnologiaban. Az A. oryzae példaul az els6 gomba volt, amelyet heterogén enzim
kereskedelmi termelésére alkalmaztak, ilyen példdul a mosdporokban hasznalt lipaz1988-ban.
(SSC) alkalmazasa (rizsszem, sz6jabab ¢és buzakorpa). Az ilyen fermentacios mdodot Kindban

mar 2000-3000 évvel ezeldtt alkalmaztak. Az 4. oryzae RIB40 (ATCC42149) genomjanak
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szekvenalasa 2005-ben fejezddott be. A szekvenalt torzs egy vad tipusu torzs, amely leginkabb
hasonlit a szakéf6zéshez hasznalt torzsekhez, de még mindig képes a protedzok erdteljes
termelésére, ami a szdjaszosz erjesztésének egyik legfontosabb jellemzdje. Az 4. oryzae-t
elészor H. Ahlburg izolalta kojibol 1876-ban, amikor meghivtak a japan orvosi foiskolara.
Eredeti nevét, Eurotium oryzae, késébb F. Cohn atnevezte A. oryzae-re, mivel ugy talélta, hogy
nem képes az ivaros szaporodasra. Annak ellenére, hogy az 4. oryzae genetikailag nagyon kozel
all az A. flavushoz, amelyrdl ismert, hogy a legerdsebb természetes rakkeltd anyagot, az
aflatoxint termeli, az 4. oryzae nem termel aflatoxint vagy mas rakkeltd anyagcsereterméket.
Az A. oryzae éltal termelt erjesztett élelmiszerek, beleértve az A. sojae-t, az A. oryzae Flavi
szakaszba tartozo kozeli rokonat, bizonyitottan aflatoxinmentesek. A két fajt, az A. oryzae-t és
az A. flavus-t hagyomanyosan morfologiai, fizioldgiai és tenyésztésen alapuld jellemzok
alapjan kiilonboztették meg. A legujabb DNS-alapt technikéak javitottdk a megkiilonboztetés
lehetségét. Zhang €s munkatarsai arrdl szamoltak be, hogy az 4. oryzae aflatoxin bioszintézis
géncsoportjanak homologjai még az A. flavus €s az A. parasiticus aflatoxin expresszidjanak
kedvez6 koriilmények kozott sem fejezddtek ki (Zhang et al. 2005; Machida et al. 2005;
Machida et al. 2008)

3.3. A mikotoxinok

3.3.1. A mikotoxinok jellemzése és elofordulasa

A fonalas gombdk masodlagos anyagcseretermékei, melyeket példaul az Alternaria,
Aspergillus, Fusarium, Penicillium, Claviceps ¢és Stachybotris fajok termelnek.
Extracelluralisan jutnak be ezek a kémiailag stabil vegyiiletek az élelmiszerek és takarméanyok
utjan a human és haszonallatok szervezetébe. Nagyon ellenallo vegyiiletek, az élelmiszer
feldolgozas soran is csak minimdlisan karosodnak. Szervezetre gyakorolt karos hatasai a
medddség, szaporodas bioldgiai zavarok, kiilonféle rakos megbetegedések, allatoknal tomeges
elhullast is okozhatnak (Bennett & Klich 2003; Leslie et al. 2021). Altalaban nem soroljak ide
a "kalaposgombak" toxinjait, a gombak altal termelt antibiotikumokat és a ndvénykarositd
toxinokat (fitotoxinok). A mikotoxikdzisok szempontjabol elsOsorban a penészgombak
jelentdsek foleg az Ascomycota torzs tagjai, pl. Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Alternaria,
Stachybotrys, Claviceps fajok. Egyes jaromsporas gombékban is észleltek mikotoxinnak illetve
fitotoxinnak tekintett masodlagos metabolitokat, pl. Rhizopus fajokban rhizoxint és rhizonint,
azonban ezeket a velilk endoszimbidzisban €16 Burkholderia fajok allitjak eld. A toxintermeld
gombakat nedvességigényiik alapjan két csoportra osztjuk: a szant6foldi penészek, amelyek

magasabb (20% folotti) nedvességtartalmat igényelnek, mint példaul a Fusarium és Claviceps
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fajok, valamint a raktdri penészek, amelyek alacsonyabb nedvességtartalom mellett is
szaporodnak, mint az Aspergillus €és Penicillium fajok. Az Aspergillus flavus mindkét
csoportban fontos, mivel a tarolt termények aflatoxin szennyezését okozhatja, és mar a
szant6foldon is fertdzhet. A mikotoxinok keletkezése két szakaszra oszlik: a betakaritas eldtti
(preharvest) €s a betakaritas utani (postharvest) fazisra, melyek kiilonb6z6 kornyezeti tényezok
hataséra alakulnak ki (Amadi & Adeniy 2009; Leslie & Logrieco 2014; Ismaiel & Papenbrock
2015).

Az aflatoxinok, a citrinin, a patulin, a penicilsav, a tenuazonsav, az ochratoxin A, a
citokalazinok, a deoxinivalenol, a fumonizinek, a fuzarin C, a fuzarsav és a zearalenon a
legelterjedtebb tipusok, melyek leginkabb a gabonaféléket szennyezik. Ezeket foként
Aspergillus, Penicillium ¢és Fusarium gombafajok termelik. Ezek a toxinok negativan
befolyasolhatjdk a vetdmag mindségét, a csirdzast, az ¢Eletképességet, a csirandvények
fejlodését, valamint a gyokér és a csirakezdemény novekedését. Mivel ezek a toxinokat termeld
gombak gyakran endofitdk, melyek ¢€l6 novényi szoveteket fertéznek és kolonizalnak,
eléfordulhat, hogy a toxinok felhalmozodéasa névényi betegségeket okoz a ndvényi szovetekben

(Varga et al. 2014; Ismaiel & Papenbrock 2015; Szukacs & Geosel 2019).

3.3.2. Aspergillus fajok altal termelt mikotoxinok jellemzése
3.3.2.1. Az aflatoxin jellemzése

Az aflatoxinok, melyek a poliketid reakcioutbol szdrmaznak, az 1960-as években
kertiltek  felfedezésre = Nagy-Britannidban.  Ekkor tapasztaltak  el6szor  rejtélyes
megbetegedéseket Anglidban, ahol 1959-ben egy ismeretlen koroktdl szenvedd pulykak
tomeges elhullasa tortént, ami tobb mint szazezer allat vesztét okozta. A foldimogyorodara
mérgez0 hatasanak feltarasdhoz folyadék-kromatografids vizsgalatot alkalmaztak, amely soran
az aflatoxin nevill toxint azonositottak, amit az A. flavus gomba termelt. Az aflatoxinok altal
okozott megbetegedéseket aflatoxikdzisnak nevezik. Akut esetekben, mint példaul az Indiaban
1974-ben és Kenyaban 1981-ben ¢és 2004-2006-ban bekovetkezett esetekben, toxikus
hepatitiszt okozhatnak. Hosszabb tavon a folyamatos aflatoxin expozicid6 majcirrdzist €s
majrakot idézhet eld, ami kiilonosen gyakori Mozambikban, Dél-Afrikaban és Kindban. Az
aflatoxinokat nem csak az 4. flavus, hanem mas Aspergillus fajok is képesek eldallitani, de
gazdaséagilag jelentds toxintermelOnek csak az A. flavus, A. nomius és A. parasiticus fajokat
tekintik. Az aflatoxinok leginkabb foldimogyoroban, de mas olajos magvakban, fliszerekben és

kukoricdban is megtalalhatok. Bar hazankban gyakran izolaljak az A. flavus-t mezdgazdasagi
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terményekrol, altaldnosan elterjedt nézet, hogy mérsékelt égovi/hazai éghajlati viszonyok
kozott az aflatoxinok felszaporoddsanak kicsi az esélye, mivel az 4. flavus magasabb
hémérsékleten termel aflatoxinokat. Az aflatoxinok kiilonb6z6 formai, példaul az aflatoxin B1,
B2, G1, G2 ¢és M1, szamos kornyezeti és ¢€lelmiszerforrasbdl szarmazhatnak. A tropusi
orszagokban rendkiviil elterjedtek. Bar hazankban a terményekben valo6 felszaporodasuk kicsi
az esélye, a globalis felmelegedés hatdsara ez a probléma varhat6an névekedni fog (Marroquin-

Cardona et al. 2014; Varga et al. 2014; EFSA 2020).

3.3.2.2. Aspergillus fajok aflatoxin termelésének kimutatasa

Az aflatoxinok erdteljes hepatokarcinogének ¢és mutagének, amelyeket szamos
Aspergillus faj masodlagos metabolitaként termel. Ezek, mint az 4. flavus és az A. parasiticus,
kiemelkedd szennyezddést okoznak az élelmiszer-alapanyagokban, ami sulyos egészségiigyi
kockazatokat jelent az emberre és az allatokra nézve, valamint gazdasagi problémakat okozhat
a nemzetkozi kereskedelemben és a gabonatermeldk szamara. Az M1, az aflatoxin Bl
metabolikusan termostabil szarmazéka, felhalmozodhat az aflatoxinnal szennyezett
takarmannyal etetett tehenek tejében, tovabbad megtalalhaté lehet a sajtban és mas
tejtermékekben is. Ez jelentds fenyegetést jelent az EU gazdasagara, kiilondsen a régiokra, ahol
a tejtermelés fontos ipardg. Azonban nem minden 4. flavus torzs termel aflatoxint. Valojaban
sok izolatum mutaciok miatt nem képes mikotoxin-termelésére. Azonban az azonosités
hagyomanyos mikrobioldgiai modszerei iddigényesek, mig az immunologiai modszerek
hajlamosak az aspecificitasra és hamis pozitiv eredményekre. A polimeraz-lancreakcié (PCR)
alapt diagnosztikai modszerek alkalmazasa azonban igéretes lehetdséget jelent az aflatoxin
bioszintézis génjeinek kimutatisara vagy expresszidjanak kovetésére. Tobb kutatdcsoport mar
tesztelte a PCR-alapt modszerek hatékonysagat, amelyek koziil néhany lehetdvé teszi az
Aspergillus fajok megkiilonboztetését és az aflatoxin-termeld és nem termeld torzsek
elkiilonitését. Ezek a modszerek gyorsak és specifikusak, igy versenyre kelhetnek a jelenlegi
modszerekkel. Az RT-PCR alapt szlirési modszerek kiilondsen eldnydsek lehetnek, mivel a
génexpressziodra fokuszalnak, és kevésbé hajlamosak a hamis pozitiv eredményekre (Degola et

al. 2007).

3.3.2.3. Az ochratoxin jellemzése
Az ochratoxinok egy rokon pentaketid-metabolitok csoportja, melyek fenilalaninhoz
kotott dihidroizokumarinbdl szarmaznak. Az ochratoxin A-t (OTA) 1965-ban fedeztek fel. Az

OTA a legelterjedtebb kongenerat, foként az A. ochraceus gombdk termelik, bar mas
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Aspergillus és Penicillium fajok is ismertek, hogy eléallitjdk a természetben eldfordulod
ochratoxin A, B és C-t. Az ochratoxinok gyakran el6fordulnak élelmiszerekben a vilag
kiilonb6zé részein, mind meleg, mind hiivdos éghajlaton, és gyakori szennyezdi a
gabonafé¢léknek, kavénak, kakadnak, bornak, sornek és allati eredetli ¢€lelmiszereknek,
kiilonosen a sertéshusnak. Az OTA erds nefrotoxin, és allatokra vonatkozd bizonyitékok alapjan
a 2B csoportba soroltdk, mint lehetséges human rakkelté anyagok. Szerepe van szdmos
nefropatidban, beleértve az endémids sertésnefropatiat és a balkani endémids nefropatiat.
Kisérleti modellben az OTA majkarositd, teratogén, immuntoxikus és karcinogén hatést
mutatott. Késébbi kutatasok kimutattak, hogy szdmos penészgombafaj, mint az A. carbonarius,
az A. niger és a Penicillium verrucosum is képes ochratoxint termelni. A kdzelmultban az 4.
westerdijkiae és az A. steynii, az Aspergillus Circumdati szekcid két 0j fajat az A. ochraceus-
tol elkiilonitették, és erésebb OTA-termeldknek bizonyultak. A P. nordicum és a P. verrucosum

szintén ismert OTA-termeldk (Marroquin-Cardona et al. 2014.; Ismaiel & Papenbrock 2015).

3.3.2.4. Az Aspergillus fajok ochratoxin termelésének kimutatasa

Az Aspergillus fajok, amelyek a Nigri szekcidba tartoznak, vilagszerte elterjedtek. Sok
koziiliik képes karositani a tarolt terményt, azonban néhényat felhasznalnak a fermentacios
iparban is. Azonban jelentOségiik radikdlisan megvaltozott azaltal, hogy az ochratoxin A
szennyezettségert felelds gombakként azonositottdk dket a sz610- és borkészitésben. Példaul az
A. tubingensis, az A. niger €s az A. carbonarius régota ismert, mint ochratoxint termel6 fajok.
Ezeknek a fajoknak a pontos azonositdsa kulcsfontossagli lehet a toxikologiai kockazatok
megitélésében, mivel termelésiik képessége eltérd lehet. Azonban az OTA bioszintézis
1épéseiben részt vevo géneket még nem azonositottdk, ezért az ezek kimutatdsira tervezett
primerek sem allnak rendelkezésre. A kalmodulin gén azonban igen hasznosnak bizonyult a
Nigri szekcidhoz tartoz6 fajok megkiilonboztetésében, mivel rendelkezik néhany fajspecifikus,
diagnosztikai célokra alkalmas jellemzOvel. Példaul Susca és kollégai 2007-ben kimutattak,
hogy a kalmodulin alapa PCR modszer nagyfoku specificitassal rendelkezik az Aspergillus
fajok fajszintli azonositasara. Ez a modszer lehetdvé teszi ezeknek a fajoknak az azonositasat
morfologiai vizsgéalat nélkiil. Ezenkiviil ez a mddszer alkalmas olyan vizsgalatokhoz, amelyek
nagy mennyiségli gomba izolatumot érintenek, mivel gyors DNS-kivonast és egyszerti PCR-
amplifikaciot tesz lehetdvé. Példaul a NIG1/NIG2 és TUBI/TUB2 fajspecifikus primerek
lehetové teszik az A. tubingensis és A. niger torzsek azonositasat azonos PCR koriilmények

kozott, még akkor is, ha morfoldgiailag nem megkiilonboztethetdek (Susca et al. 2007).
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3.3.2.5. Az Aspergillus fajok mikotoxin-termelésében szerepet jatszo gének

Degola ¢s munkatarsai 2007-ben kukoricaszemekbdl izolalt A. flavus aflatoxin-
génklaszterének 0t génjét céloztdk meg specifikus primerekkel, hogy kiemeljék expresszidjukat
az aflatoxin-termelését indukald koriilmények kozott termesztett micéliumokban. Az 6t génbdl
két szabalyz6 (afIR és aflS) és harom szerkezeti gént (afID, aflO, aflQ) céloztak meg.
Kimutattdk, hogy jo korrelacido van az aflatoxin gének génexpresszioja, amelyet ebben az
esetben multiplex RT-PRC-rel elemeztek, és az aflatoxin-termelés kozott, ez alol kivételt
képzett egy torzs, mely latszolagosan az 0sszes relevans gént atirta, de nem termelt aflatoxint a
kozegben. A vizsgalat jelentdsége abban allt, hogy ez volt az elsé példa a multiplex PCR ¢és az
aflatoxigén én nem aflatoxigén torzsek jelenlétére (Degola et al. 2007).

Gallo és munkatérsai (2012) a kutatasuk soran az aflatoxin-termeléssel dsszefiiggésben
allo géneket vizsgaltak, és ehhez az afIR és aflS szabalyozd géneket, valamint az afID, afIM,
aflO, aflP és aflQ szerkezeti géneket célzo primerparokat hasznaltak. Kiilonbozd csoportokban
elemezték e gének jelenlétét és azok kapcsolatat az aflatoxin-termeléssel. Azt talaltdk, hogy
csak azok a torzsek nem voltak képesek aflatoxin-termelésére, amelyeknél a vizsgalt gének
koziil harom vagy tobb hianyzott. Ezzel szemben az aflatoxint-termeld izolatumoknal minden
gén jelen volt. Ezért a kutatok arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy az aflatoxin bioszintetikus
gének hidnya szorosan Osszefligg azzal, hogy a torzsek nem termelnek aflatoxint. Emellett az
aflO, aflP és aflQ géneket gyakran megtalaltdk a nem aflatoxint-termeld izolatumokban is
(Gallo et al. 2012).

Scherm €s munkatarsainak kutatasi célja az volt, hogy vizsgéalja az RT-PCR modszer
alkalmassagat az A. flavus és az A. parasiticus aflatoxint-termeld és nem termeld torzseinek
megkiilonboztetésére. Aflatoxin B1 bioszintetikus utvonalanak kilenc szerkezeti génjét (afID,
aflG, aflH, afll, aflK, afIM, aflO, afIP és aflQ) és két szabalyozd génjét, az aflS és afIR-t
tartalmazo specifikus primereket alkalmaztdk a 13 torzs teljes RNS-ének elemzésére. A
transzkripciot a f-tubulin gén kifejezddésével igazoltak. Az aflatoxin bioszintetikus gének
tobbségének, beleértve az aflR és az aflS-t, a kifejezOdése valtozott a torzsek kozott attol
fliggden, hogy termeltek-e aflatoxint, valamint a novekedési koriilményektdl. Azonban azt
tapasztaltak, hogy harom gén, az afID, az aflO ¢és az aflP expresszids profilja kdvetkezetesen

korrelalt a torzs aflatoxin-termel6 vagy nem termeld képességével (Scherm et al. 2005).

Yang és munkatarsai tanulmanyukban eldszér mutattak be az A. flavus proteomjanak

atfogo térképvazlatat. Ez az elsd olyan ismert vizsgalat, amely ilyen proteomikai megkozelitést
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hasznaltak fel, hogy Uj betekintést nyerjenek az aflatoxinszintézis ¢és az A. flavus
patogenitasanak mechanizmusaiba, igy potencidlisan 1) stratégidkat dolgozhattak ki az
aflatoxin-szennyezettség ellendrzésére. Proteogenomikai elemzésiik soran 732 11j fehérjekodolo
gént sikeriilt véglegesen azonositanunk az A. flavusban. Erdekes modon ezek kozill néhany
viszonylag kis méretli volt, ami magyarazatot adhat arra, hogy miért hagytdk figyelmen kiviil
Oket a korabbi in silico elemzések. Ezek az 1j fehérjék nagyjabol 50%-a konzervalodott 66
Aspergillus faj kozott. Megallapitottak, hogy ezek a konzervalt fehérjék részt vesznek
metabolikus, szaporodasi ¢és fejlddési folyamatokban. Tovabba, ugy tiinik, hogy ezek a fehérjék
kulcsfontossagiiak az Aspergillus ndvekedésében és talélésében, mivel az ilyen anyagcsere-
halézatok kritikusak az Aspergillus fajok szdmdara. Proteogenomikai elemzésiik sordn a
mintakat nyolc kiilonboz0 stresszkezelésbodl szarmaztattik, és szamos 1j gén kiillonbozéképpen
fejez6dott ki ezekre a koriilményekre adott valaszként. Ugy vélték, hogy az A. flavus sejtekben
stresszkoriilmények kozott azonositott 0j fehérjék kapcsolatban lehetnek az A. flavus
tulélésével, novekedésével, patogenitdsaval €s stresszre adott viselkedésével a gazdasejtben.
Emellett az aflatoxin szintézisében és exportjdban részt vevo 1j fehérjéket is azonositottak.
Példaul a szénanyagcserében részt vevo Uj fehérjék szabalyozzak az acetil-CoA aramlasat, ami

az aflatoxinok bioszintézisének kezdeti szubsztratja (Yang et al. 2021).

3.3.3. Mikotoxin szennyezettség szabalyozasai

A mikotoxinok olyan masodlagos anyagcseretermékek, amelyeket kiilonb6zo
nemzetségli fonalas gombdk termelnek. Ezek gyakran szennyezddnek mezdgazdasagi
termékekben a termesztés, betakaritas vagy tarolas soran. A legelterjedtebb mikotoxin-termeldk
kozé tartoznak az Alternaria, Aspergillus, Fusarium és Penicillium gombafajok. A mikotoxinok
szennyezése gyakrabban fordul el6 fejlodo orszagokban, ahol kedvezdbb a gombandvekedésre
¢és toxintermelésre alkalmas kornyezet.

Az éllati eredetli ¢élelmiszerek is lehetnek szennyezettek mikotoxinok altal,
leggyakrabban mikor az éllatok szennyezett takarmanyt fogyasztanak vagy az allati termékek
nem megfeleld tarolasi koriilményei miatt. A melegebb éghajlatii orszagokban, ahol rosszak a
tarolasi koriilmények és az élelmiszerek mindségének ellendrzése, valamint ahol nincsenek
megfeleld szabalyozasok a mikotoxinokra vonatkozoan, gyakrabban fordulnak eld ilyen tipust
szennyezések. A mikotoxinoknak valo kitettség kiilonbozd egészségiigyi problémakat okozhat,

attol fliggden, hogy az expozici6 mennyisége ¢és idétartama milyen, valamint az egyén
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egészségi allapota ¢és a mikotoxin tipusa. Akut esetekben gyors és egyértelmil tiinetek
jelentkezhetnek, mig kronikus expozicio esetén hosszu tdvon felhalmozddhatnak a toxinok, ami
krénikus betegségekhez vezethet, mint példaul a rak vagy az immunrendszer gyengiilése. Az
¢lelmiszerek ¢és takarmanyok mikotoxin szennyezettségének kimutatasahoz specifikus és
megbizhaté analitikai mdodszereket kell alkalmazni. Fontos a minték reprezentativ kivalasztasa
¢s az elemzési mddszerek rendszeres frissitése annak érdekében, hogy hatékonyan lehessen
megeldzni és kezelni a mikotoxinok altal okozott élelmiszerbiztonsagi problémakat (Al-Jaal et
al. 2019).

Zain (2011) szerint az ¢élelmiszerek ¢és takarmanyok mikotoxinokkal vald
szennyezettsége globalisan komoly problémat jelent. A legfontosabb mezdgazdasagi
szempontbol jelentds mikotoxinok kozé tartoznak az aflatoxinok, az ochratoxinok, a
trichotecének, a zearalenon, a fumonizinek, a tremorgenikus toxinok és az anyarozs-alkaloidok.
Bizonyos penészgombafajok tobbféle mikotoxint is termelhetnek, és egy szennyezett
alapanyagon gyakran tobb mikotoxin is megtalalhato. A mikotoxinok altal okozott betegségeket
mikotoxiko6zisnak nevezziik. A human szervezetbe a mikotoxinok 70%- a taplalkozas soran
keriil be, ugyanakkor dermalis, 1égz6észervi és parenteralis Giton is be tud jutni a szervezetbe. F6
oka a bejutasnak, hogy a mérgezd anyagok részlegesen, vagy egyaltalan nem bomlanak le az
eléallitasi vagy feldolgozasi folyamatok soran. A magas hémérséklettel szemben is kivalo
ellendllosagot mutatnak, valamit a gyomor sosav tartalmanak is ellendllnak. A mikotoxinoknak
kiilonbozé akut és kronikus hatdsai vannak az emberekre és az éallatokra, fajtol és
érzékenységtol fiiggden. Bar a kérodzok altalaban ellenallobbak a mikotoxinok karos hatasaival
szemben, a gazdasagi hatasok mégis jelentdsek lehetnek, mint példaul az emberi €s allati
veszteségek, az egészségligyi és allatorvosi koltségek ndvekedése, az allattenyésztés
csokkenése, valamint a szennyezett élelmiszerek és takarmanyok 4rtalmatlanitasa. Bar
folyamatosak az erdfeszitések a mikotoxinok ellendrzésére vonatkozo irdnymutatasok
meghatarozasara, a gyakorlati intézkedések nem mindig elégségesek (Kovacs 2010; Zain 2011;
Kovacs 2018).

A nemzeti mikotoxin hatarértékek meghatarozasban figyelembe kell venni a
toxikologiai ismereteket, a nemzetkozi ajanlasokat tovabba a hatarértékek ellendrzésére
alkalmas mintavételi €s analitikai modszereket, illetve a hatarértékek egészsegligyi és gazdasagi
hatasat. Az ¢élelmiszerellatas veszélyeztetésének elkeriilése érdekében a hatarértékek nem
lehetnek szigoruak. A legrészletesebb szabalyozast az afllatoxin B1-re vonatkozdan dolgoztak
ki, melynek a takarmanyokban a hatarértékeit a 2002/32/EK iranyelvei és modositasai

hatdrozzak meg az Eurdpai Unioban. A 2006/576/EK rendelet a DON, zearelenon, ochratoxin
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Magyarorszag teljes mértékben atvette az unids hatarértékeket a Magyar Takarmanykddex
kotelez6 alkalmazasarol szold 44/2003 FVM rendelet 2. melléklete szerint. A jogszabalyok
kialakitdsa soran figyelembe kell venni az egészségiigyi, a gazdasagi, a tarsadalmi ¢és a
kereskedelmi kockazatokat, illetve szempontokat. Gazdasagi aspektusbol az egyik
legjelentdsebb a szabalyozas, ugyanis szigoru hataréték betartasi kotelezettséggel, komoly
koltséggel jar, mindemelett gatolhatja az exportnak szant arucikk kijutasat (EK 2023/915;
Szab6 2014; Szaboné 2018).

A 2023/915/EC iranyelv hatdrozza meg az egyes toxinokra vonatkoz6 ajanlott
maximalis hatarértékeket. Ezek az értékek eltéroek az emberi fogyasztasra szant termékek és a
csecsemOk szamara elérhetd termékek esetében, ahol a csecsemoknek szant termékeknél
mindig sokkal alacsonyabb hatarértékek érvényesek ahogy az 1. tdblazatban is lathato. Az
aflatoxinra €és az ochratoxin-A-ra vonatkozo6 hatarértékek a legszigoribbak. Aflatoxin esetén
kiilon hatarértékeket allapitanak meg a kovetkezd termékekre: az emberi fogyasztds vagy
¢lelmiszer-Osszetevoként torténd felhasznalds eldtt valogatott vagy fizikai kezelésen atesett
foldimogyorodra (8 pg/kg), diofélekre (5 pg/kg), szaritott gyiimolesokre (5 pg/kg), kukoricara
(5 pg/kg), valamint valamennyi gabonafélére és azokbdl késziilt termékekre (2 pg/kg).
Kozvetlen fogyasztas esetén a hatarérték nem haladhatja meg a 2 pg/kg-ot. Bizonyos fiiszerek
esetében a megengedett hatarérték 5 pg/kg. Anyatej-helyettesitd és anyatej-kiegészitd
tapszerekben, illetve csecsemdk szamadra késziilt specidlis gyogyaszati célu diétas termékekben
az aflatoxin M| mennyisége nem lehet tobb mint 0,025 pg/kg. Az ochratoxin-A maximalis
mennyisége 2 pg/kg lehet azokban a szdl6lében, mustban, borban és minden sz6l6- vagy
boralapt italban, amelyeket kozvetlen emberi fogyasztasra szannak. A feldolgozatlan
gabonafélékben ez a hatarérték 5 pg/kg. Az instant kavé kivételével minden tipusu kévéban a
hatarérték 3 pg/kg, mig az oldhat6é kavé esetén 5 pg/kg. Szaritott sz6l6ben az ochratoxin-A
megengedett maximalis mennyisége 8 upg/kg. A kozvetlen emberi fogyasztasra szant
kukoricaételekben ¢és kenyérben a fumonizin mennyisége legfeljebb 1000 npg/kg, a
deoxinivalenol pedig 500 pg/kg lehet. Feldolgozatlan kukoricdban a fumonizin hatarértéke
4000 pg/kg, mig a deoxinivalenol 1750 pg/kg lehet. Kdzvetlen fogyasztasra szant gabonafélék
¢és széaraz tészta esetében a deoxinivalenol hatarértéke 750 pg/kg. A zearalenon kenyérben a
legalacsonyabb (50 ug/kg), mig feldolgozatlan és kozvetlen fogyasztasra szant termékekben
elérheti a 350 pg/kg-ot is. A patulin mennyisége szilard almaételekben legfeljebb 25 ng/kg, mig
gylimolcslevekben és szeszes italokban 50 pg/kg lehet (EK 2023/915; Petranyi et al. 2016).
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Az EK 2024/1038-as rendelet az EK 2023/915 rendeletnek modositott valtozata, mely
az ¢élelmiszerekben eléforduld T-2 és HT-2 toxin felsd hatarértékeit hatdrozza meg. A T-2 ¢és
HT-2 toxin fels6 hatarértéke feldolgozatlan gabonamagvakban 50 pg/kg, feldolgozatlan szemes
kukoricaban ¢és feldolgozatlan durumbuzaban pedig 100 pg/kg. Végso fogyasztok szamara a
gabonafélékben 20 pg/kg, valamint bébiételek, csecsemdk és kisgyermekek szamara késziilt
feldolgozottgabona-alapti élelmiszerekben ez az érték nem haladhatja meg a 10 pg/kg-ot,
ahogyan az 1.tablazat is szemlélteti (EK 2024/1038).

1. tablazat: Emberi fogyasztisra szant élelmiszerek mikotoxin szennyezettségére vonatkozo
hatarértékek (forras:2023/915 EC; 2024/1038 EC)

Hatarérték (ng/kg)
Emberi fogyasztasra szant CsecsemOknek szant termékek
termékek
Aflatoxin 2-12 0,10
Aflatoxin M1 (nyers tej) 0,050 0,025
Ochratoxin-A 2-80 0,50
Deoxinivalenol 500-1750 200
Zearalenon 50-400 20
Fumonizin B1+B2 800-4000 200
Patulin 25-50 10
T-2 és HT-2 20-1250 10
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4. ANYAG ES MODSZER

4.1. A novényi minta eredete

Az cirok szemtermések mintagytijtése 2021-ben és 2022-ben tortént. 2021-ben 12
kiilonbozé termdhelyrdl  gyljtottiink, 10j4
szemtermések két kiilonbozd genotipusba tartozd szemes cirokrdl szdrmaztak, amint az 2.
tablazatban lathatd. 2022-ben a szemtermések egyetlen termdhelyrdl szarmaztak, melyet a
2021-es mintak elemzése alapjan valasztottunk ki. A méasodik év mintavételezésére a dél-alfoldi
régiot valasztottuk, ahol a mikotoxin-termel6 gombak eléfordulasa a legelterjedtebb volt, ahogy
azt az 2. tablazatban is lathatjuk. 2022-ben 6 kiilonb6z6 genotipust vizsgaltunk, amelyek kozott

szerepelt a 2021-es év két genotipusa is.

2. tablazat A mintagyiijtések helyszinei, a szemes cirok genotipusai és a mintak kodjai 2021-ben és

2022-ben
Helyiség Koordinatak Ev Régio Genotipus Kad
Adécs 47.69173 N, | 2021 Eszak- Gl SL1
19.97778 E Magyarorszagi
Régid
Adacs 47.69173 N, 2021 Eszak- G2 SN1
1997778 E Magyarorszagi
Régiod
Gyékényes 46.24063 N, 2021 Dél-Dunantuli Gl SL2
16.99019 E Régid
Gyékényes 46.24063 N, 2021 Dél-Dunantuli G2 SN2
16.99019 E Régid
Hedrehely 46.19643 N, 2021 Dél-Dunantuli Gl SL3
17.65159 E Régid
Hedrehely 46.19643 N, 2021 Dél-Dunantuli G2 SN3
17.65159 E Régid
Hodmezdvasarhely | 46.41830 N, 2021 Dél-Alfoldi Gl SL4
20.32955 E Régid
Hodmezdvasarhely | 46.41830 N, 2021 Dél-Alfoldi G2 SN4
20.32955 E Régid
Kapoly 46.72814 N, 2021 Dél-Dunantuli Gl SL5
17.97106 E Régid
Kapoly 46.72814 N, 2021 Dél-Dunantuli G2 SN5
17.97106 E Régid
Kissomly6 47.14468 N, 2021 Nyugat- Gl SL6
17.10275 E Dunéntali
Régid
Kissomly6 47.14468 N, 2021 Nyugat- G2 SN6
17.10275 E Dunantuli
Régiod
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Mezdberény 46.82367 N, 2021 Dél-Alfoldi Gl SL7
21.03191 E Régiod
Mezdberény 46.82367 N, 2021 Dél-Alfoldi G2 SN7
21.03191 E Régiod
Mezbhegyes 46.31181 N, 2021 Dél-Alfoldi Gl SL8
20.81546 E Régiod
Mezbhegyes 46.31181 N, 2021 Dél-Alfoldi G2 SN8
20.81546 E Régiod
Nagyréde 47.76477 N, 2021 Eszak- Gl SL9
19.84886 E Magyarorszagi
Régiod
Nagyréde 47.76477 N, 2021 Eszak- G2 SN9
19.84886 E Magyarorszagi
Régid
Sarkeresztlr 47.00134 N, 2021 Kozép- Gl SL10
18.54796 E Dunéantali
Régid
Sarkeresztlr 47.00134 N, 2021 Kozeép- G2 SN10
18.54796 E Dunéntuali
Régid
Torokszentmiklos | 47.17781 N, 2021 Eszak-Alfoldi Gl SL11
20.40930 E Régio
Torokszentmiklos | 47.17781 N, 2021 Eszak-Alfoldi G2 SN11
20.40930 E Régio
Tiiskevar 47.11805 N, 2021 Nyugat- Gl SL12
17.30990 E Dunéantuali
Régiod
Tiiskevar 47.11805 N, 2021 Nyugat- G2 SN12
17.30990 E Dunéantuali
Régiod
Apatfalva 46.17847 N, 2022 Dél-Alfoldi Gl S1
20.57826 E Régiod
Apatfalva 46.17847 N, 2022 Dél-Alfoldi G2 SL.13
20.57826 E Régiod
Apatfalva 46.17847 N, 2022 Dél-Alfoldi G3 S3
20.57826 E Régiod
Apatfalva 46.17847 N, 2022 Dél-Alfoldi G4 S4
20.57826 E Régiod
Apatfalva 46.17847 N, 2022 Dél-Alfoldi G5 SN13
20.57826 E Régiod
Apatfalva 46.17847 N, 2022 Dél-Alfoldi G6 S6
20.57826 E Régiod

A mintak kisparcellas kisérletbdl szarmaztak, melyeken kémiai névényvédelmi kezelést
nem végeztek. A mintadk nedvességtartalma 14-16% kozott volt. A mintakat betakaritas elott 1-
2 héttel gytyjtottilk be, és minden mintavételezési parcellardl 5 kiilonbozé ponton vettiink

mintat. A mintagyijtési pontok kdzott legalabb 3 méteres tavolsag volt (2021-ben: 24 x 5 minta;

27



2022-ben: 6 x 5 minta). A szemterméseket kézzel hantoltuk, majd papirdobozokban taroltuk 5
°C-on a felhasznalasig.

4.2. A szemtermések belsé fert6zottségének laboratoriumi korillmények
kozotti meghatarozasa

A begyljtott szemterméseket feliileti fertdtlenités céljabdl 5 percen keresztiil
kereskedelmi forgalomban kaphatd 10%-os higitasti hipd (NaOCIl) oldatban aztattuk, majd
desztillalt vizzel (dH.O) alaposan lemostuk Oket, és laminaris fiilkében szaritottuk. A
fertdtlenitett szemterméseket ezutdn Nash & Snyder-féle szelektiv taptalajra helyeztiik. Ez a
specialis taptalaj kifejezetten alkalmas Fusarium fajok izolalasara és fenntartasara, mivel a
benne taldlhatd  pentaklor-nitrobenzol (PCNB) fungicid megakadalyozza maés
mikroorganizmusok novekedését. Ugyanakkor, egyes forrasok szerint nemcsak Fusarium fajok
képesek ndvekedni ezen a taptalajon, hanem mas mikotoxin-termelé gombafajok is (Leslie €s
Summerell 2006). A taptalaj Osszetevoit laboratériumi mérlegen kimértiik, majd az elegyet
autoklavban, tulnyomads alatt sterileztiik (121 °C, 20 perc). Amikor a taptalaj kézmelegre hiilt,
hozzaadtuk a sziikséges antibiotikumokat, és steril fiilkében steril Petri-csészékbe ontottiik.

A Nash & Snyder-féle taptalaj (PPA) 0sszetétele 1 liter desztillalt vizhez a kovetkezd
volt (Leslie és Summerell 2006):

e 15 gpepton
e 20 g agar (nem steril)
e 1 gKH2PO4
e 0,5gMgS0O4
e 50 ppm PCNB
e 100 ppm kloramfenikol

A szemterméseket 10 technikai ¢és 10 biologiai ismétléssel vizsgaltuk. A
megszilardult taptalajra, steril csipesz segitségével, oltofiilkében helyeztiik el a feliiletileg
fertdtlenitett szemterméseket. Ezeket 25 °C-on termosztatban inkubaltuk, majd a 7. napon
ellendriztiik a kindtt gombatelepek szamat. A gombatelepek nemzetségi szintli azonositasa
érdekében kloramfenikolt tartalmazo burgonya-dextréz taptalajra (Potato Dextrose Agar,
PDA) oltottuk at dket, amelynek Osszetétele literenként:
e 39 g PDA por (20 g/l dextroz, 4 g/l burgonyakivonat, 15 g/l agar)
e 100 ppm kloramfenikol

A gombatelepeket PDA taptalajon inkubaltuk 25 °C-on, sotét termosztatban, 7

napig, hogy elOsegitsiik a sporulaciot. A nemzetségi szintli azonositdst makro- ¢és
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mikromorfologiai vizsgéalatokkal végeztiik, a makromorfoldgiai azonositdshoz a telepek
jellegzetes formdjat és pigmentaltsagat vettiik alapul. A mikromorfologiai vizsgélatokhoz
mikroszkopi preparatumokat készitettiink a micéliumszovedékbol, amelyeket Olympus

BX50 tipust fénymikroszkdppal elemeztiink.

4.3. Molekularis genetikai vizsgalatok

4.3.1. Faj szintii azonositashoz a kisérletbe vont inditészekvenciak

A molekularis genetikai azonositasok soran 2 inditoszekvencia parral dolgoztunk. Az
Aspergillus nemzetségbe tartozd6 gombak esetében a kalmodulin génre (CaM) specialis
inditészekvencia parokat (cmd5/cmd6 és CL1/CL2A) alkalmaztunk. A szekvencidk a 3.
tablazatban talalhatoak.

3. tablazat A kisérletben hasznalt inditészekvencidk tulajdonsagai

Primer Primer szekvencia Nemzetség PCR Irodalmi
neve termék | hivatkozas
varhaté
mérete
(bazispar)
CLI 5'- Aspergillus | 688 bp O’Donnell
GA(GA)T(AT) CAAGGAGGCCTTC | spp. et al. 2000
TC-3
CL2A | 5-TTTTTGCATCATGAGTTGGAC- | Aspergillus | 688 bp O’Donnell
3 Spp. et al. 2000
cmd5 5’-CCGAGTACAAGGAGGCCTTC- | Aspergillus | 580 bp Hong et al.
3 spp. 2006
cmd6 5’- Aspergillus | 580 bp Hong et al.
CCGATAGAGGTCATAACGTGG- | spp. 2006
3

4.3.2. Polimeraz lancreakciok

Az Aspergillus 1zolatumok esetében standard polimeraz lancreakcidt (PCR) végeztiink
a CL1/CL2A és cmd5/cmd6 kalmodulin génekre specifikus primerparokkal az M1-es melléklet
szerint. A CL1/CL2A primerpéarokat a Pro FlexTM thermocyclerrel (Applied BiosystemsTM
Singapore) hasznaltuk az alabbi feltételek mellett: 1 ciklus kezdeti denaturdlas 94 °C-on 5
percig, majd 30 denaturalasi ciklus 94 °C-on 30 masodpercig, 55 °C-on 1 percig valo anellacio,
72 °C-on 2 percig torténd lanchosszabbitas, és végiil 1 ciklus végsé meghosszabbitas 72 °C-on
5 percig (Melléklet - M2). A cmdS/emd6 primerparokat hasonl6 feltételek mellett alkalmaztuk,
1 ciklus kezdeti denaturalas 95 °C-on 5 percig, 35 denaturalasi ciklus 95 °C-on 1 percig, 55 °C-

on 30 masodpercig valo anellacid, 72 °C-on 40 masodpercig torténd lanchosszabbitas, €s végiil
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1 ciklus végsd meghosszabbitds 72 °C-on 5 percig. A CaM PCR-termékeket a DNS-
szekvenalashoz templatként a Macrogen Europe (Macrogen Europe BV, Amsterdam) hasznalta.
A PCR termékek elozetes tisztitdsa utdn végeztik el a Sanger-dedoxi szekvenalast. A
szekvencidkat az NCBI (US National Center for Biotechnology Information) adatbazissal
hasonlitottuk 0ssze, amely elérhetd a https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi cimen (Melléklet -
M3).

A kisérlet soran az utolso két zseb a PCR termékeket tartalmazta, amelyek koziil az
egyik a pozitiv, a masik pedig a negativ kontrol volt. A pozitiv kontrol mintai a MATE, NVI,
Integralt Novényvédelmi Tanszék gytlijteményébdl szarmazd DNS mintakbdl szarmaztak. A
negativ kontrol esetében a PCR termékekbe Mili-Q viz kertiilt, amelyben nem volt DNS jelen.
A felszaporitott termékeket 1%-os etidium bromidot (EtBr) tartalmazd agardz gélben
valasztottuk szét. A gélen megjelend termékeket az Image Lab (BioRad) programmal értékeltiik
ki, és a 1 kb Plus DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific) marker alapjan ellendriztiik a

képzodott termékek specifikussagat.

4.3.3. Az azonositott Aspergillus fajok mikroszkopi vizsgalata

Az azonositott egy-egy gombafajbdl micélium mintakat készitettiink mikroszkopias
preparatumok formdajaban, majd ezeket az Olympus BXS50 tipusu fénymikroszkoppal
vizsgaltuk. A vizsgalatok sordn fotokat készitettiink az Olympus E420 tipusu tiikorreflexes gép
segitségével.

4.4. Aspergillus izolatumok mikotoxin-termelésben szerepet jatszo
génjeinek azonositasa

4.4.1. PCR vizsgalatok mikotoxin-termelésre specifikus gének primerjeivel

A PCR vizsgalatok soran 7 gén jelenlétét vizsgaltuk, amelyek kapcsolatba hozhatok a
mikotoxin-termeléssel. Ezeket a Degola et al. (2007) és a Gallo et al. (2012) altal leirt eljaras
alapjan végeztiik. Osszesen 21 izolatumot vizsgaltunk, koziilik 19 4. flavus és 2 A. oryzae
1zolatum volt. Az afIR, aflS, afID, afIM, afIP, aflO és aflQ géneket, amelyek fontos szerepet
jatszanak az aflatoxin-termelésében, a 4. tabldzatban taldlhat6 inditdszekvencidk segitségével
vizsgaltuk. Az afID, aflO, afIM, afIP és aflQ gének strukturdlis gének, melyek az aflatoxin
bioszintézisében részt vesznek és a bioszintézis ttvonal enzimjeit kddoljak, mig az afIR és aflS

gén szabalyozo6 gének, amelyek fontosak a strukturalis gének expressziodjanak szabalyozasaban.

30



4. tablazatAz aflatoxin-termel6képesség kimutatasara alkalmazott inditészekvenciak jellemzdi a

Kisérlet soran

Primer Primer szekvencia Gén PCR Irodalmi
specifikussag | termék | hivatkozas
neve varhato
mérete
(bazis
par)
AfIR | 5 -AAGCTCCGGGATAGCTGTA-3’ aflR 1079 bp | Gallo et al.
5’ - AGGCCACTAAACCCGAGTA-3’ 2012
AflIS | 5" -TGAATCCGTACCCTTTGAGG-3’ aflS (afl)) 684 bp | Degola et
5’-GGAATGGGATGGAGATGAGA-3’
al. 2007
AfID | 5-CACTTAGCCATCACGGTCA-3’ aflD (mor-1) | 852bp | Degola et
5’- GAGTTGAGATCCATCCGTG-3’
al. 2007
AfIM | 5’>-AAGTTAATGGCGGAGACG-3’ afIM (ver-1) | 470bp | Degola et
5’- TCTACCTGCTCATCGGTGA-3’
al. 2007
AflIO | 5" -TCCAGAACAGACGATGTGG-3’ afloO (omtB) 790 bp | Degola et
5’- CGTTGGCTAGAGTTTGAGG-3’
al. 2007
AfIP | 5-AGCCCCGAAGACCATAAAC-3’ aflP (omtA) 870 bp | Degola et
5’-AGCCCCGAAGACCATAAAC-3’ al. 2007
5’-CCGAATGTCATGCTCCATC-3’ )
AflQ | 5°-TCGTCCTTCCATCCTCTTG-3’ aflQ (ordA) 757 bp | Degola et
5’-ATGTGAGTAGCATCGGCATTC-3’ al. 2007

4.4.2. PCR termékek osszemérése

-5 ul DNS

-5 pl primer F

-5 ul primer R

-10 pl viz

-25 ul DreamTaq MasterMix (ThermoFisher Scientific)
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5. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

5.1. Szemtermések belso fertozottségének vizsgalata

A szemes cirok szemtermésének belsd fertdzottségének értékelésénél az Aspergillus
nemzetséget vizsgaltuk. Bar detektaltunk Alternaria, Penicillium és Fusarium nemzetségbe
tartozd gombak altal okozott belsd fertdzottséget is, kutatasaink soran ezeket a nemzetségeket
nem vizsgaltuk részletesen.

Az 1-es genotipusu szemes cirok szemterméseit 2021-ben gyiijtottiik, amelyek atlagos
belso fertdézottségeit a 4-es dbra szemlélteti. Az SL1, SL2, SL3, SL6, SL7, SL9, SL10 és az
SL11-es genotipusoknal nem mutattunk ki belsé fertdzottséget ezért ezeket a 4. abran nem
tiintettiik fel. A belso fert0zottség értékek szamottevo kiillonbséget mutatnak a szarmazasi hely
fliggvényében. A legmagasabb bels6 fertdzottséget a 2021-es évben gylijtott mintdk kozil az
SL5 genotipus esetében tapasztaltuk, ahol koriilbeliil 0,5 szemtermés volt fertézott, mig a
legalacsonyabb ugyanebben az évben 0,2 szemtermés volt.

A 2-es genotipus esetében, melyek szintén a 202 1-es év gyiijtésébol szarmaznak, a belsd
fertdzottségi értékek a szdrmazasi hely alapjan szintén jelentds eltérést mutattak. Egy darab
genotipus esetében mutattunk ki belsé fertdzottséget az SN9-es minta esetében, ahol az érték
0,4 szemtermés fertdzottségét mutatta. Az SN1, SN2, SN3, SN4, SN5, SN6, SN7, SN§, SN10,
SN11 ¢és az SN12-es mintdk esetében a belsd fertdzottség vizsgalata soran 0%-os fertdzottséget
tapasztaltunk, ezért ezeket szintén nem tiintettiik fel a 4. abran.

A 2022-es termesztési évbol szarmazd szemtermések belsd fertdzottségi értékei is a 4.
abran lathatéak. Az S3-as minta mutatta a legmagasabb belsdé fertézottségi értéket, ahol
atlagosan 10 szemtermésbdl 1,1 volt fert6zott a nemzetség valamely tagjaval. A legalacsonyabb
belso fertdzottségi értéket az S4 mintanal észleltiik, ahol atlagosan 0,3 szemtermés volt fertdzott
Aspergillus fajok altal. A szarmazasi hely ezen esetben is jelentds eltéréseket mutatott. Az dbra
is jol mutatja, hogy a 2022-es évben, amit rendkiviil aszaly stjtotta évnek detektalunk,

magasabb fert6zottségi aranyt szemléletet, mint a 2021-es atlagosnak mondhat6 év.
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2021 2022

1 -

0,8
0.6
0,4
R |
0
SL5 SL8 SN9

SL4 SL12 51 53 sS4 SL13 SN13

Szarmazasi hely és genotipus

Belso fert6zottség értékének atlaga (db)

4. abra: Szemtermések belsé fert6zottségének atlaga (db) a vizsgalt nemzetség alapjan az 1-es (SL4, SLS,
SL8, SL12, SL13), a 2-es (SN9, SN13) és a tovabbi (S1, S3, S4) vizsgalt genotipusok esetében 2021-ben és
2022-ben a Kkiilonb6z6 termdhelyek fiiggvényében szorasértékekkel (SD).

5.2. A gomba nemzetség faj szintii azonositasa a vizsgalat soran
5.2.1. Az Aspergillus fajok izolatumain végzett molekularis genetikai vizsgalatok
eredményei
Az Aspergillus nemzetség tagjainak faj szintli azonositasa sordn 23 tiszta tenyészetet
allitottunk eld. A kapott eredmények alapjan 23 PCR termék szekvenalasat végeztiik el, majd
az NCBI BLAST-tal ellendriztiik a szekvenciakat, és feltoltottiik azokat az NCBI adatbazisaba
is (Melléklet - M3 — 15. tablazat, Melléklet — M2). Az 5. tdblazatban lathatok az azonositott
Aspergillus fajok dominanciaviszonyai. A molekularis genetikai vizsgalatok soran 19 4. flavus

¢€s 2 A. oryzae fajt azonositottunk, amelyek két kiilonb6zé mintabol szarmaztak.
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5. tablazat: A szemes cirok szemtermések belso fertézottsgégének értékelése soran azonositott

Aspergillus fajok dominanciaviszonyai (megoszlas)

Faj Azonositott izolatumok | Azonositott izolatumok
mennyisége (db) aranya (%)
Aspergillus flavus 19 90%
Aspergillus oryzae 2 10%

5.2.2. Az azonositott Aspergillus fajok filogenetikai analizise

Az azonositott Aspergillus fajokbol kivalasztott kalmodulin génszekvencidkat
Osszehasonlitottuk az NCBI adatbazisaban talalhato ismert Aspergillus fajok szekvenciaival. A
tesztizolatumok CaM génszekvenciai alapjan elkészitett maximalis valdszinliségli (Maximum-
likelihood, ML) filogenetikai fa az azonos fajhoz tartozd izolatumokat kiilon csoportokba
rendezte (5.4bra). A filogenetikai fa kettd kladdot tartalmaz. Az egyik ag (fels6 rész) dominansan
az Aspergillus flavus faj kiilonb6z6 izolatumait tartalmazza, mig a masik ag (alsé rész) mind 4.
flavus, mind A. oryzae izoldtumokat is tartalmaz. Az izolatumok koziil az INVT AO013,
INVT A009, INVT AOI1 és tobb mas izoldtum egy csoportot alkotnak, amelyekhez mas
publikalt szekvencidk is tarsulnak, mint az MN986407.1 és az MK451380.1. Ez a csoport
viszonylag homogén. Az INVT _AO010 ¢és az INVT _AO012 izolatumok kiilon 4gon helyezkednek
el, ami arra utal, hogy ezek kissé eltérnek a tobbi A. flavus izolatumtol. A fa also részén talalhato
izolatumok kozott szerepelnek azINVT A014 és azINVT AO016, amelyek mind az Aspergillus
oryzae fajhoz tartoznak. Az 4. oryzae izolatumok koziil az INVT _A016 és az MW117132.1
kiilon csoportot alkotnak, melyeket az dgak kozotti nagyobb genetikai tdvolsag kiilonit el

egymastol és a tobbi izolatumtol.
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— INWT A013 Aspergillus flavus

JY — MMN986407_1 Aspergillus flavus

INVT AD09 Aspergillus flavus

MK451380.1 Aspergillus flavus
I: INWT A011 Aspergillus flavus
6 LR215899.1 Aspergillus flavus

INWT A010 Aspergillus flavus

MMN986409.1 Aspergillus flavus
MG826023.1 Aspergillus flawus

4 — INVT AD12 Aspergillus flavus
» { INWT AQ17 Aspergillus flavus
= INVT A019 Aspergillus flavus

INWT A004 Aspergillus flavus

MK451369.1 Aspergillus flavus
INVT AD01 Aspergillus flavus

INWT A003 Aspergillus flavus

INVT ADOT Aspergillus flavus
4 — INVT A008 Aspergillus flavus

24 { INWT A023 Aspergillus flavus
% MT001879.1 Aspergillus flavus

INWT AD06 Aspergillus flavus

INWT A014 Aspergillus oryzae

INVT AD20 Aspergillus flavus

INWT A005 Aspergillus flavus

MGB26047.1 Aspergillus flavus
LR215864 1 Aspergillus flavus

INWT A002 Aspergillus flavus
. { INWT A016 Aspergillus oryzae
10 MW117132.1 Aspergillus oryzae

— INWT A015 Aspergillus flavus

100 L— INVT A018 Aspergillus flaws

5. abra: Maximum-likelihood dendogram a Aspergillus spp. CaM szekvenciaihoz. A cimkéken a
fajok nevei szerepelnek, majd a torzs neve és/vagy szama, valamint a hasznalt szekvencidnak megfelel6
GeneBank hozzaférési szim. Az agak alatt lathat6 azon replikalt fak szazalékos aranya (>70%),
amelyekben a tarsitott taxonok a bootstrap tesztben csoportosultak (1000 ismétlés).

5.3. Az azonositott Aspergillus spp. izolatumok mikroszkopi vizsgalatai

A molekulédris genetikai vizsgalataink sordn meghatarozott fajokat elemeztiik
morfologiai szempontbol is. A vizsgalatok sordn mikroszkoppal elemeztiik az el6re
meghatarozott tiszta tenyészetekbdl késziilt preparatumokat, melyek morfologiai jellemzok
alapjan lettek kivalasztva. Ezek koziil azokat a tenyészeteket szelektaltuk, amelyek a

legjellemzdbb mikroszkopi képet mutattdk az adott nemzetségre.
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A makromorfologiai vizsgalata sordn, az azonositott Aspergillus fajok zo6ld szinii
telepeit észleltiik, ahogyan az a 6. abran is lathat6. Mikroszkopos vizsgalataink soran
megfigyeltiik, hogy a hosszu, egyenes konidiumtartok végén a konidiumok fejet képeznek,
melyeket az 7-es €és 8-as abra szemlélteti. A kerek konidiumok lancokban rendezddnek, és
gdmb, bunko vagy palack alaku, szélesedd végii konidiumtartokon helyezkednek el (9.4bra).
Az Aspergillus fajok esetében a konidiumok és konidiumtartok morfolégiaja alapjan nem lehet

egyértelmilen megkiilonboztetni a fajokat a nemzetségen beliil, tovadbbd a telepek

pigmentaltsaga is rendkiviil hasonl6 a kiilonb6z6 fajok kozott.

6. abra: Aspergillus tenyészete PDA taptalajon (Foté: Kémiives 2024)

8. abra: Az A. oryzae konidiumai (Fot6: Kémiives 2024)
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9. abra: Aspergillus spp. konidiumtarté mikroszkopi képe (Foté: Komiives 2024)

5.4. Az Aspergillus izolatumok mikotoxin-termelését elosegito gének
azonositasanak eredményei

A gélelektroforézis soran vizsgaltuk 21 azonositott Aspergillus faj DNS-ét az aflatoxin-
termeléssel 0sszefliggésbe hozhato gének, nevezetesen az afID, afIM, aflO, afIP, aflQ, afIR és
aflS inditoszekvenciaival. Az Aspergillus izolatumok ko6zott jelentds eltéréseket figyeltiink meg
a mikotoxin-termelésért felelés gének vizsgalata soran. Az INVT A007, INVT A009,
INVT _AO019 és az INVT A020-as mintdk esetében minden gén jelenlétét kimutattuk, tehat
mindegyik mikotoxin-termelést eldsegitd génre pozitiv eredményt kaptunk.

A gélelektroforézis soran az afID gén jelenlétét egy 852 bp hosszsagi amplikon
igazolta, amely 11 Aspergillus flavus és 2 A. oryzae izolatumban jelent meg (Melléklet — M2 —
10. és 11. abra). Az afIM gén 470 bp hosszu célszekvencidjat 15 A. flavus és 2 A. oryzae DNS-
¢ben azonositottuk (Melléklet — M2 - 12. és 13. dbra) Az aflO gén jelenlétét 790 bp hosszl
PCR-termék igazolta, amelyet 19 4. flavus és 1 A. oryzae esetében detektaltunk (Melléklet -
M2 — 14. és 15. ébra). Az aflP gén jelenlétét 870 bp-nal mutattuk ki 13 4. flavus esetében
(Melléklet — M2 — 16. és 17. abra). Az aflQ gént, amely az aflatoxin-termeléssel van
Osszefiiggésben, 10 4. flavus DNS-ében tapasztaltuk (Melléklet — M2 - 18. és 19. abra). Az afIR
gén jelenlétét 1079 bp-nal detektaltuk, és ez 15 A. flavus és 2 A. oryzae mintédban fordult el
(Melléklet — M2 - 20. és 21. abra). Az afIS gén jelenléte 12 A. flavus és 2 A. oryzae esetében
volt kimutathato, 684 bazisparnal (Mell¢klet — M2 - 22. és 23. 4bra).
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6. tablazat: A mikotoxin-termelésért felelds gének jelenléte Aspergillus izolatumokban. A
tablazatban a pozitiv eredményeket ,,+ jellel és zold szinnel jeloltiik, ahol a primer sikeresen
megsokszorozta a célszekvenciat. A ,,-” jelolés pedig azokat az eseteket mutatja, ahol a primer nem

amplifikalta a célszekvenciat.

INVT A001 SL13 Aspergillus flavus - - + + + - -
INVT A002 SL13 Aspergillus flavus | + + + + - + +
INVT A003 SL8 Aspergillus flavus |+ %+ + + - + +
INVT_A004 SL13 Aspergillus flavus - - + - - - -
INVT A005 SN13 Aspergillus flavus - - + + + - -
INVT A006 SL13 Aspergillus flavus - - + - - - -
INVT A007 SL13 Aspergillus flavus | + + + + + + +
INVT A008 S1 Aspergillus flavus | + %+ + + + + -
INVT A009 S3 Aspergillus flavus |+ + + + + + +
INVT A010 S4 Aspergillus flavus |+ + + - + + +
INVT A011 SN13 Aspergillus flavus |+ + + - - + +
INVT A012 SL8 Aspergillus flavus - + + + + + +
INVT A013 SN1 Aspergillus flavus | + + + + - + +
INVT_A014 SL13  |Aspergillusorvzae | + | + | - | - | - | + | +
INVT A015 SL13 Aspergillus flavus - + + + - + +
INVT AQ016 SL4 Aspergillus oryzae | + + =F - - + +
INVT_A017 SN9 Aspergillus flavus - + + - - + -
INVT A018 SL5 Aspergillus flavus |+ + + - - + +
INVT A019 SN13 Aspergillus flavus |+ + + + + + +
INVT A020 SN13 Aspergillus flavus | + + + + + + +
INVT A023 SL12 Aspergillus flavus - + + + + + -
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6. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

6.1. A szemtermések belso fertozottségének vizsgalata

Bar a cirok alapt élelmiszerek egyre népszeriibbek, Magyarorszagon még mindig kevés
kutatas all rendelkezésre a szemes cirok szemtermésébdl izolalt mikotoxin-termeld gombakrol
¢s azok toxinogén tulajdonsagair6l. A szemes cirokkal végzett vizsgalataink alapjan
megallapitottuk, hogy a mintdk jelentds részében mikotoxin-termelé gombak okozta belsd
fertozottséget talaltunk. Az izolalt gombak tiszta tenyészeteinek vizsgalata soran Aspergillus
fajokat talaltunk ¢és vizsgaltunk a tovabbi kutatdsaink soran, ugyanakkor Fusarium fajok,
Penicillium fajok és Alternaria fajok is el6fordultak, bar kutatasaink nem terjedtek ki ezen
nemzetségek részletes vizsgalatara, igy az eredményben nem szerepelnek. Kange ¢és
munkatarsai (2015) eredményei is megerdsitik, hogy ezek a harom mikotoxin-termeld
nemzetség — Aspergillus, Penicillium és Fusarium — megjelenhet a cirok szemtermésekben, és
belsd fertdzottséget okozhatnak, tovabba hazai kutatasok is bizonyitjdk, hogy ezen
nemzetségek megjelenhetnek hazai termesztési koriilmények kozott (Szabd & Kordsi 2024;
Szabd et al. 2024). A bels6é szemfertdzottséget befolyasolhatjak egyes kornyezeti paraméterek
is, mint példaul a termesztési technologia, biotikus tényezdk €s az elévetemény. A 2022-es
termesztési év extrém aszalyos iddjarasi viszonyai szintén hozzajarulhattak a szemtermések
belsd fertdzottségi értékeinek valtozasahoz, mivel az Aspergillus fajok szamara kiillonosképp

kedvez6 a csapadékmentes, tartosan magas homérsékleti iddjaras (Amaike & Keller 2011).

6.2. Az izolalt és azonositott mikotoxin-termel6é gombafajok

Az Aspergillus fajok izolalasa soran 21 tiszta tenyészetet hoztunk 1étre, amelyek koziil
a molekularis genetikai vizsgélatok alapjan 19 esetben A. flavus-t és 2 esetben A. oryzae-t
azonositottunk. Mindkét faj a Flavi szekcidhoz tartozik, amely kiilonosen fontos a
mezOgazdasag, biotechnologia, valamint az emberi €s allategészségligy szempontjabol (Frisvad
et al. 2018). Az A. flavus egy gyakran el6forduld faj mezdgazdasagi novényeken, amelyet
vilagszerte szamos helyrdl izolalnak, és aflatoxin-termeld képessége miatt jelentds veszélyt
jelent az élelmiszer- és takarméanybiztonsagra (Palencia et al. 2010; Riba et al. 2010). Ezzel
szemben az A. oryzae faj nem rendelkezik aflatoxinogén tulajdonsagokkal, igy jelenléte
biztonsagosnak tekinthetd, és a fermentéacios iparban is széles korben alkalmazzak kiilonb6z6
erjesztési eljardsokhoz (Chang & Ehrlich 2010). Magyarorszdgon is szdmos esetben
azonositottak az A. flavus fajt kukorica szemtermésbdl (T6th et al. 2012; Dobolyi et al. 2013;
Baranyi et al. 2015; Sebdk et al. 2016). Egy 2012-es EFSA tudomanyos kozlemény
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figyelmeztetett az Aspergillus fajok nodvekvd el6fordulasara egyes gabonafélék

szemterméseiben az extrém aszalyos iddjaras kovetkeztében (Battilani et al. 2012). Az ott

felvazolt forgatokonyvek mara valosagga valtak, hiszen kutatdsaink eredményei is azt mutatjak,

hogy az Aspergillus fajok térnyerése fokozdodik, ami aflatoxin-szennyezettségiik révén jelentds

kockézatot jelent az élelmiszer- és takarmanylancra nézve.

6.3. Az izolalt Aspergillus fajok aflatoxin-termelésben szerepet jatszo
génjeinek vizsgalata

Degola ¢s munkatarsai (2007), valamint Gallo és munkatarsai (2012) kisérletei soran
kiilonboz6é gének aflatoxin-termeléssel vald Osszefliggését vizsgaltak. Kutatdsaink soran az
elézéekben emlitett moddszerek alapjan elemeztik az aflatoxin-termelés szempontjabol
legfontosabb gének jelenlétét a szemes cirokrol izolalt Aspergillus fajok esetében. Gallo és
munkatarsai 2012-es kisérletében az aflQ gént foként a nem aflatoxinogén izolatumokban
talaltdk meg nagy szdmban. Sajat kisérleteink sordn az afIQ gént 10 alkalommal sikertilt
amplifikalni, ami arra utal, hogy ez a 10 Aspergillus faj valoszinlileg a Gallo és munkatérsai
altal 2012-ben leirt nem aflatoxinogén csoportba tartozik. Mivel azonban egyetlen gén jelenléte
vagy hidnya onmagédban nem hatdrozza meg egyértelmiien az aflatoxin-termeléképességet,
fontos a tobbi vizsgalt gén eredményeinek alapos értékelése is.

Az afIR és aflS gének jelenlétét tobben is szoros korreldcidba hoztdk az aflatoxin-
termeld képességgel (Degola et al. 2007; Gallo et al. 2012). Ezért a sajat mintainkban ezen
gének jelenléte valoszintisiti az aflatoxin-termelés képességét. Kisérleteink sordn az afIS gént
14 mintdban, mig az afIR gént 17 mintaban sikeriilt amplifikalni. Degola és munkatéarsai 2007-
es kisérletében ezen gének jelenléte nagy biztonsaggal jelezte az aflatoxin-termeld képességet,
igy feltételezhetd, hogy az altalunk izolalt Aspergillus fajok is képesek aflatoxin-termelésére.
Fontos azonban megjegyezni, hogy ezeknek a géneknek az azonositasa az egyes mintdkban
nem jelenti egyértelmiien az aflatoxin-termeld képességet, csak valosziniisiti azt, mivel Gallo
¢s munkatarsai (2012) csak a gének egylittes jelenléte esetén detektaltak aflatoxin-termelést
2012-es kisérletiikben. Kisérleteink sordn a gének egylittes jelenlétét az INVT A002,
INVT _A003, INVT A007, INVT A009, INVT A010, INVT _AO011, INVT AO012,
INVT _A013, INVT _A014, INVT _AO015, INVT _A016, INVT_AO018, INVT _AO019, és az
INVT _A020 mintakban tapasztaltuk.
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7. OSSZEFOGLALAS

A szemes cirok (Sorghum bicolor L. Moench) fontos takarmanyndvény, amely egyre
nagyobb népszeriiségnek orvend Magyarorszdgon. Azonban a cirok szemtermése érzékeny
lehet toxintermeld gombak, kiillondsen az Aspergillus nemzetség tagjai altali fertdzésre,
amelyek sulyos mikotoxin-szennyezddést okozhatnak. A mikotoxinok, példaul az aflatoxinok-
termelése €élelmiszer-biztonsagi és egészségligyi kockazatokat jelent, ezért elengedhetetlen a

toxintermeld fajok és a mikotoxin-termelésért felelds gének azonositasa.

Kutatasaink sordn a cirok szemtermésébdl izolalt Aspergillus fajok molekularis
genetikai vizsgalata soran a mikotoxin-termelé gombak dominancia viszonyait, valamint
fajszintii azonositasat végeztiink. Az Aspergillus fajok fajszinti meghatarozasa PCR alapu
modszerekkel tortént, melyek sordn fajspecifikus primereket hasznaltunk a DNS
dolgoztunk. Az Aspergillus nemzetségbe tartoz6 gombak esetében a kalmodulin génre (CaM)
specialis inditészekvencia parokat (cmdS/cmd6 és CL1/CL2A) alkalmaztunk. A PCR-
termékeket a Macrogen Europe segitségével tisztitottuk és Sanger-szekvenalast alkalmaztunk.
A kapott szekvencidkat az NCBI adatbazissal hasonlitottuk 6ssze. A vizsgalat soran pozitiv és
negativ kontrollokat is hasznaltunk, amelyeket agardz gélben valasztottunk szét és értékeltiink.
A PCR-vizsgalatok célja a mikotoxin-termeléséhez kapcsolodo gének jelenlétének kimutatasa
volt, kiilonos tekintettel az aflatoxin-termelésében részt vevd strukturdlis és szabalyozo
génekre. A 21 izolatum kozott 19 A. flavus és 2 A. oryzae volt, amelyek mindegyikén az aflR,
aflS, aflD, aflM, aflP, aflO ¢s aflQ géneket vizsgaltuk. Végezetiil a PCR-termékeket 1%-os
agardz gélben futtattuk, majd az eredménytil kapott géleket UV fény alatt vizsgaltuk, és a

Biorad rendszerrel, az ImageLab szoftver segitségével elemeztiik.

A kutatas eredményei ravilagitanak arra, hogy a cirok szemtermésének Aspergillus fajok altali
fertdzése jelentds élelmiszerbiztonsagi kockazatot jelenthet, kiilonds tekintettel az aflatoxinok
szennyezésére. Az Aspergillus flavus és A. oryzae izolatumok jelenléte, valamint a
toxintermelést eldsegitd gének kimutatdsa hangsulyozza a rendszeres monitoring és megel6z6

intézkedések fontossagat a cirok termelésében.
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9. MELLEKLETEK

9.1. M1- ThermoScientific PCR KIT

ThermoScientific PCR KIT:

e DreamTaqg Master Mix (2x)

ZR Fungal/Bacterial DNA MiniPrep Kit:
DNS kivonas:

1.

w

10.
11.

12.
13.

14.

A gomba micéliumait (100 mg) helyeziink a ZR BashingBeas Lysis Tube-ba és 750
ul Lysis Solutiont adunk hozza.

Vortexeljiik maximalis erésségen 5 percig.

Centrifugaba helyezziik és 1 percen keresztiil 10.000 fordulatszamon centrifugaljuk.
A csovekbdl 400 pl feliiluszot pipettazunk at a Zymo-Spin IV Spin Filter csébe, ala
gyljté csovet helyeziink.

Centrifugaba helyezziik és 1 percen keresztiil 7.000 fordulatszamon centrifugaljuk.
1200 pul Fungal/Bacterial DNA Binding Buffert helyeziink az eldbb hasznalt
gyljtocsdbe.

800 ul oldatot pipettazunk at a gytjtéesével egyberakott Zymo-Spin ICC Column
filteres csovekbe.

Centrifugaba helyezziik és 1 percen keresztiil 10.000 fordulatszamon centrifugaljuk.
Ami a gylijtécsdvekben Osszegytilt kidobjuk és a 7. és 8. 1épést megismételjiik.

A Zymo-Spin ICC Column filteres csovekbe 200 pl DNA Pre-Wash Buffert
helyeziink.

Centrifugéaba helyezziik és 1 percen keresztiil 10.000 fordulatszdmon centrifugaljuk.
A gylijtdcsdbe kertilt folyadékot ismét kiontjiik.

A Zymo-Spin ICC Column filteres csovekbe 500 pl Fungal/Bacterial DNA Washing
Buffer-t helyeziink, majd ismét centrifugaljuk 1 percen keresztiil 10.000
fordulatszdmon.

A Zymo-Spin ICC Column csdvet eppendorfba attessziik, pipettdzunk rd 50 ul DNA
Elution Puffert, centrifugaljuk. A DNS-kivonatunk elkésziilt, hogy a mintdban 1évd
anyag ne bomoljon le, mélyhiitében taroljuk.
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9.2. M2- Agaroz gél fotok — PCR reakciok

Lede2e 3 4 o586 7 8 9310 1112243 14 15 1617 + -

10. abra: Az AfID génre specifikus primer parokkal kapott PCR termékek 1%-os agaréz gélben,
45 perces futtatasi idovel, 10X TBE bufferrel, micéliumos izolatumokbél kinyert DNS-sel az 1-17-es
mintiban, pozitiv és negativ kontrollal. 1kb Plus DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific) indikaciéval (L).
A varhat6 amplifikaciés termék 852 bp.

18 TIS00 . 20 2240 238 1

11. abra: Az AfID génre specifikus primer parokkal kapott PCR termékek 1%-os agaroz gélben,
45 perces futtatasi idovel, 10X TBE bufferrel, micéliumos izolatumokbél kinyert DNS-sel az 1-17-es
mintaban, pozitiv és negativ kontrollal. 1kb Plus DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific) indikaciéval (L).
A varhat6 amplifikaciés termék 852 bp.
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12. abra: Az AfIM génre specifikus primer parokkal kapott PCR termékek 1%-os agaréz gélben,
45 perces futtatasi idovel, 10X TBE bufferrel, micéliumos izolatumokbél kinyert DNS-sel az 1-17-es
mintaban, pozitiv és negativ kontrollal. 1kb Plus DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific) indikaciéval 134
(L). A varhat6 amplifikaciés termék 470 bp.

RS

N |
P

13. abra: Az AfIM génre specifikus primer parokkal kapott PCR termékek 1%-os agaréz gélben,
45 perces futtatasi idovel, 10X TBE bufferrel, micéliumos izolatumokbél kinyert DNS-sel az 1-17-es
mintaban, pozitiv és negativ kontrollal. 1kb Plus DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific) indikaciéval 134
(L). A varhat6 amplifikaciés termék 470 bp.

9 10 11 12 13 14 15 16 17 +

14. abra: Az AflO génre specifikus primer parokkal kapott PCR termékek 1%-o0s agaro6z gélben,
45 perces futtatasi idovel, 10X TBE bufferrel, micéliumos izolatumokbol kinyert DNS-sel az 1-17-es
mintaban, pozitiv és negativ kontrollal. 1kb Plus DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific) indikaciéval (L).
A varhat6 amplifikaciés termék 790 bp.
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15. abra: Az AflO génre specifikus primer parokkal kapott PCR termékek 1%-os agaréz gélben,
45 perces futtatasi idével, 10X TBE bufferrel, micéliumos izolatumokbdl kinyert DNS-sel az 1-17-es
mintaban, pozitiv és negativ kontrollal. 1kb Plus DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific) indikacioval (L).
A varhat6 amplifikaciés termék 790 bp. A pozitiv kontroll esetében nem amplifikalodott a célszekvencia.

89 0 =118 12 = =) 30014 350 <16 14+

16. abra: Az AfIP génre specifikus primer parokkal kapott PCR termékek 1%-o0s agardz gélben,
45 perces futtatasi idovel, 10X TBE bufferrel, micéliumos izolatumokbol kinyert DNS-sel az 1-17-es
mintaban, pozitiv és negativ kontrollal. 1kb Plus DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific) indikacioval (L).
A varhat6 amplifikaciés termék 870 bp.

L 18 19 2021 22 23 +

17. abra: Az AfIP génre specifikus primer parokkal kapott PCR termékek 1%-os agaréz gélben,
45 perces futtatasi idével, 10X TBE bufferrel, micéliumos izolatumokbél kinyert DNS-sel az 1-17-es
mintaban, pozitiv és negativ kontrollal. 1kb Plus DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific) indikaciéval (L).
A varhat6 amplifikaciés termék 870 bp.
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18. abra: Az AflQ génre specifikus primer parokkal kapott PCR termékek 1%-os agaréz gélben,

45 perces futtatasi idovel, 10X TBE bufferrel, micéliumos izolatumokbol kinyert DNS-sel az 18-23-as
mintaban, pozitiv és negativ kontrollal. 1kb Plus DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific) indikacioval (L).
A varhat6 amplifikaciés termék 757 bp. A pozitiv kontroll esetében nem amplifikalodott a célszekvencia.

18 19-20 21° 22 23 + -
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19. abra: Az AflQ génre specifikus primer parokkal kapott PCR termékek 1%-os agaréz gélben,
45 perces futtatasi idovel, 10X TBE bufferrel, micéliumos izolatumokbél kinyert DNS-sel az 18-23-as
mintaban, pozitiv és negativ kontrollal. 1kb Plus DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific) indikaciéval (L).
A varhat6 amplifikaciés termék 757 bp. A pozitiv kontroll esetében nem amplifikalodott a célszekvencia.

9N 10T 128 138 145 RN 1617+

20. abra : Az AfIR génre specifikus primer parokkal kapott PCR termékek 1%-os agaréz gélben,

45 perces futtatasi idével, 10X TBE bufferrel, micéliumos izolatumokbél kinyert DNS-sel az 1-17-es
mintaban, pozitiv és negativ kontrollal. 1kb Plus DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific) indikaciéval (L).
A varhat6 amplifikaciés termék 1079 bp. A pozitiv kontroll esetében nem amplifikalodott a célszekvencia
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21. abra : Az AfIR génre specifikus primer parokkal kapott PCR termékek 1%-os agaréz gélben,

45 perces futtatasi idovel, 10X TBE bufferrel, micéliumos izolatumokbél kinyert DNS-sel az 1-17-es
mintiban, pozitiv és negativ kontrollal. 1kb Plus DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific) indikaciéval (L).
A varhat6 amplifikaciés termék 1079 bp. A pozitiv kontroll esetében nem amplifikalodott a célszekvencia.

8 91011 120 13- 1415 =16 17

22. abra: Az AfIS génre specifikus primer parokkal kapott PCR termékek 1%-os agaroéz gélben,
45 perces futtatasi idovel, 10X TBE bufferrel, micéliumos izolatumokbél kinyert DNS-sel az 1-17-es
mintaban, pozitiv és negativ kontrollal. 1kb Plus DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific) indikaciéval (L).
A varhat6 amplifikaciés termék 684 bp. A pozitiv kontroll esetében nem amplifikalodott a célszekvencia.

I8 19208 21 22 I3 vk

23. abra: Az AfIS génre specifikus primer parokkal kapott PCR termékek 1%-os agaréz gélben,
45 perces futtatasi idével, 10X TBE bufferrel, micéliumos izolatumokbél kinyert DNS-sel az 1-17-es
mintaban, pozitiv és negativ kontrollal. 1kb Plus DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific) indikaciéval (L).
A varhat6 amplifikaciés termék 684 bp. A pozitiv kontroll esetében nem amplifikalédott a célszekvencia.
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9.3. M3- NCBI adatbazisba feltoltott szekvenciak és azok elérései

7. tablazat: A szemes cirok szemtermésekrol izolalt és azonositott Aspergillus fajok. A tablazat
tartalmazza az agardz gélben futtatott PCR termék szamat (N°), az izolatum és DNS kédjat (ID), a
szemtermések szairmazasi helyét, amelyekrél az adott gomba izoldlasra keriilt (szirmazasi hely), a

szarmazasi hely és genotipus kodjat, az azonositott fajt és az NCBI adatbazisahoz kapcsolodo elérési

szamot.
| nalves .| referencia | ncat
Ne ID Szarmazasi hely genotipus Faj genb,ankl ele1:es1
kédja szam szam

127 | INVT_AQ001 @ Apatfalva SL13 A. flavus MK451369 | OR424708
126 | INVT_A002 | Apatfalva SL13 A. flavus LR215864 | OR424709
125 | INVT_A003 Mezo6hegyes SL8 A. flavus MK451369 | OR424710
124 | INVT_A004 | Apatfalva SL13 A. flavus LR215899 | OR424711
118 | INVT_AO005 @ Apatfalva SN13 A. flavus LR215864 | OR424712
117 | INVT_AOQ006 | Apatfalva SL13 A. flavus LR215899 | OR424713
116 | INVT_AOQ007 @ Apatfalva SL13 A. flavus MK451369 | OR424714
112 | INVT_AO008 @ Apatfalva S1 A. flavus MT001879 | OR424715
111 | INVT_AO009 | Apatfalva S3 A. flavus MK451380 | OR424716
109 | INVT_AO010 @ Apatfalva S4 A. flavus MNO986409 | OR424717
105 | INVT_AO011 | Apatfalva SN13 A. flavus MN986409 | OR424718
100 | INVT_AOQ012 Mez6hegyes SL8 A. flavus MG826023 | OR424719
99 | INVT_AO013 | Adacs SN1 A. flavus MN986407 | OR424720
96 | INVT_AO014 @ Apatfalva SL13 A. oryzae MW117132 | OR424721
94 | INVT_AO015 @ Apatfalva SL13 A. flavus MK451369 | OR424722
93 INVT_A016 @ Hodmezdvasarhely | SL4 A. oryzae MW117132 | OR424723
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84

83

82

67

INVT_A017

INVT_A018

INVT_A019

INVT_A020

INVT_A023

Nagyréde

Kapoly

Apatfalva

Apatfalva

Tuskevar

SN9

SL5

SN13

SN13

SL12

A. flavus

A. flavus

A. flavus

A. flavus

A. flavus

MG826023

MG826047

MG826023

LR215864

MT001879

OR424724

OR424725

OR424726

OR424727

OR424728
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