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1. Bevezetés

A FAO becslései szerint 2050-re 70%-kal tobb élelmiszerre lesz sziikséglink vilagszerte, mint
napjainkban. Ek6zben az éghajlatvaltozas olyan iranyba tart, amely tovabbi kihivasok el¢ allitja
a mezOgazdasagi agazat képviseldit. Ilyen kihivas lehet a mikotoxin-termelé penészgomba
fajok térnyerése is. Ezért valik sziikségessé az ilyen penészgombak, mint példaul az Aspergillus
nemzetségbe tartozo fajok minél mélyrehatobb megismerése és miktoxin-termeld képességiik

molekuldris biologiai modszerekkel torténd feltérképezése.

A mikotoxin szennyezettség, akar a szantofoldon, akar a tarolas soran jelenik meg, kiemelkedd
¢lelmiszer és takarmanybiztonsagi kockazattal jar. A mikotoxinok jelen lehetnek ndvényi
eredett élelmiszereinkben, csokkentve azok beltartalmi értékét. Mindemellett haszonallataink
is felvehetik Oket a takarmany fogyasztasa soran. Ennek kovetkeztében akkumulalédhat azok
hasaban, zsirjaban, egyes ehetd belséségekben, nem beszélve arrdl, hogy akar kivalasztodhat
tejjel és tojassal is, igy jelentve ismételten veszélyforrast az emberre. Sz€lsdséges esetekben
megbetegedéshez, majd elhullashoz vezethet a sulyos toxikdzis, igy jelentve ezzel gazdasagi
veszteséget szamunkra. EgQy Aspergillus fertézés kovetkeztében kialakuld mikotoxin
szennyezés teljes gabonatételeket tehet felhasznalasra alkalmatlannd, s6t mi tobb, a magas

toxintartalommal rendelkezd gabonatételeket meg kell semmisiteni.

Jol lathato tehat, hogy egy esetleges Aspergillus fert6zés milyen egészségiigyi és anyagi
kockdzatokat vonhat maga utan. Nem beszélve a mindség romlas kovetkeztében kiesd
megtermelt termény mennyiségérdl, amely a Fold novekvd népessége miatt és a kdvetkezd

évekre prognosztizalt gabona hiany miatt tovabb ndveli a téma jelentdségét.

Magyarorszagon a buza [Triticum aestivum (L.)] az egyik legjelentdsebb termesztett
névénylink a human élelmezésben és a haszonallatok takarmanyozasaban betoltott szerepének

koszOnhetden.



2. Célkitizéseim
e Mikotoxin-termeld gombak okozta belsd fert6zottség vizsgalata 6szi buza
szemtermésben.
e Az izolalt Aspergillus spp. szekvencia specifikus fajmeghatarozasa (Susca et al., 2007).

e Aspergillus spp. mikotoxin-termelést el6segitd génjeinek molekularis genetikai
vizsgalata (Degola et al., 2007; Gallo et al., 2012).



3. Irodalmi attekintés

3.1. Az o6szi baza (Triticum aestivum) jellemzése

A termesztett biza (Triticum fajok) az Poaceae csaladba, azon beliil Poales rendbe tartozo,
egyik legszélesebb korben termesztett haszonnovényiink. A buza az emberi szervezet
mukodéséhez sziikséges energia €s élelmi rost bevitelének fontos forrasaul szolgal (Shewry és
Hey, 2015), emellett a Triticum aestivum magas antioxidanstartalommal és gyulladascsokkentd
hatassal is rendelkezik (Grace et al., 2022), 1étfontossagu a globalis élelmezésbiztonsag

szempontjabol.

A buzat foldrajzi régiok széles korében termesztik, a tengerszinttdl, a 4570 méteres tengerszint
feletti magassagig. Foldrajzi szélesség szerint pedig az északi szélesség 30° és 60°, valamint a
déli szélesség 27° és 40° fokok kozott jellemzd az 6szi buza termesztése (Yuan és Sun, 2021).
Az 6szi buza (Triticum aestivum), amely fontos alapnévény, képes alkalmazkodni a kiilonb6z6
kornyezeti feltételekhez, amely képességet elsdsorban a fejlettségi idépont szabalyozasat
befolyasolo Osszetett genetikai hatterének tulajdonitjak (Zhang et al., 2022).

A KSH adatai szerint Magyarorszagon az 0szi buza betakaritott dsszteriilete 891 ezer ha volt,

valamint termésatlaga elérte az 5970 kg/ha-t a 2021-es évben (KSH, 2021).

3.1.1. Az 6szi buza (Triticum aestivum) betegségei

Az 6szi buzat vilagviszonylatban tekintve szamos névénypatogén virus képes megtamadni,
ezek koziil hazankban azonban minddssze a buza torpiilés virusnak (Wheat dwarf virus —
WDV), valamint a blza csikos mozaik virusnak (Wheat streak mosaic virus — WSMV) van
jelentdsége. Esetenként Oszi buza kultirdban is problémat okozhatnak még az arpa virusos
betegségei, mint az arpa csikos mozaik virus (Barley stripe mosaic virus — BSMV) és az arpa

sarga torpiilés virus (Barley yellow dwarf virus — BYDV) (Ay et al., 2007).

A korokozoé gombak komoly fenyegetést jelentenek a globalis élelmezésbiztonsagra. A ndvényi
betegségek koriilbeliil 85%-at gombak vagy gombaszerii szervezetek okozzék. A bliiza patogén
gombas fertézése a novénytermesztés egyik legkritikusabb eleme lehet (Nair et al., 2019).
Legfontosabb betegségei kozé tartozik a gabonalisztharmat, a fuzaridzis, a szartébetegség,
valamint az lisz0g és az egyes rozsdabetegségek. A csirakorban jelentkezd betegségek koziil
nagy szerepe van az liszoggombaknak (Tilletia laevis, Ustilago tritici f.sp. tritici), a Fusarium,
az Alternaria és Rhizoctonia fajoknak. A jellemzd gombés megbetegedések koziil kiemelkedd

jelentdséggel bir a lisztharmat (Blumeria graminis f.sp. tritici), az egyes gabonarozsdak



(Puccinia graminis f.sp. tritici, P. recondita, P. striiformis) és a fuzariozis (Gibberella
zeae/Fusarium graminearum, F. culmorum, F. poae, Gibberella moniliformis / F.
verticillioides stb.) okozta karok (Kovacs et al., 1978). A buza fuzariumos fertézése egy széles
korben elterjedt és pusztitd betegség. A fuzariumos betegség kedvezd éghajlati viszonyok
kozott komoly termésmennyiségi és mindségi veszteségeket okozhatnak. Ebbdl kifolyolag a
megfertézott szemtermések esetenként sem vetdmagként, sem ¢lelmiszerforrasként, sem
takarméanyként nem alljak meg a helyiiket. A legnagyobb gondot azonban a szemtermések
penészgombak masodlagos anyagcseretermékeikkel, a mikotoxinokkal vald szennyezettsége
jelenti (Paillard et al., 2004). A leggyakrabban el6fordulé mikotoxinok az 6szi biza termesztése
soran a zearalenon (ZEA) és a B tipusu trichotecének, mint példaul a deoxinivalenol (DON)
(Sinegugu et al., 2021).

3.2. Mikotoxin termelésre képes szantofoldi és raktari penészgombak
altalanos jellemzoi

A penészgombakat fertézésiik koriilményeit tekintve két nagy csoportba sorolhatjuk. Az
ugynevezett szant6foldi penészgombak jellemzden nagyobb nedvességtartalmat igényelnek
(20-30%). Veliik leggyakrabban a term6foldon talalkozhatunk, a ndvénytermesztés soran. A
raktari penészgombak inkabb tarolds soran okoznak problémat, ebbdl kifolyolag inkabb az

alacsony nedvességtartalmat részesitik elonyben (Mézes, 2006).

A szant6foldi penészgombak a magas nedvesség tartalmti gabona mellett kedvelik a nagy
vizaktivitasu kozeget is. A toxintermelés mennyisége esetiikben is szamtalan dolog fiiggvénye
lehet, eldidézheti a helytelen névényapolas és novényvédelem, egyes agrotechnikai hibék, a
novényvaltas hianya stb. A szant6foldi penészgombak csoportjabol tobbek kozott a Fusarium
fajok altal termelt a trichotecén és zearalenon toxinok jelentik a legnagyobb egészségiigyi

kockazatot (Kovacs, 2010).

A raktari penészgombak jelenléte foleg a tarolas soran elkdvetett technoldgiai hibdkra vezethetd
vissza. Kartételiik jellemzbéen a gabona beltartalmi értékének csokkenésében nyilvanul meg,
mar onmagéban ezzel is komoly gazdasagi karokat okozva, nem beszélve az esetleges
mikotoxin termelésrél. Legfontosabb képviseldjiik az Aspergillus és a Penicillium és a
Fusarium nemzetségekhez tartozé fajok. Ezen nemzetségek szamos a human egészségre is
potencialis veszélyt jelentd mikotoxint termelhetnek, mint példaul az aflatoxin, a patulin vagy

éppen az ochratoxin-A. (Kovécs, 2010).



3.2.1. Mikotoxin szennyezettség és a vele jaré kihivasok

Egy gabonatétel mikotoxinnal vald szennyezettsége esetében az adott toxin a teljes
¢lelmiszerlancban eléfordulhat. Szamolnunk kell vele a feldolgozatlan névényi termékekben,
igy késobb a novényi eredetii €lelmiszerekben ¢és takarmanyokban, végiil pedig a allati
szervezetekben, az allatok hasaban és mas allati eredetli élelmiszerekben, mint példaul a
tojasban és a tejben (Al-Jaal et al., 2019). S6t egyes mikotoxinok képesek kivalasztodni az
anyatejjel is.

A mérgez6 mikotoxinok utja a term6foldtél egészen a feldolgozottélelmiszerig nyomon
kovethetd. A talajban, vagy a talajfelszinen jelenlévé gomba még a termoteriileten
megfertdzheti a névényt és beindulhat a mikotoxin termelés IS, ami aztan a betarolast kovetden
tovabb folytatédhat, s6t fokozddhat, ami végiil a szennyezett gabonabol eldallitott élelmiszer
toxin tartalmaban mutatkozik meg. Tovabb sulyosbitja a helyzetet, hogy el6fordulhatnak olyan
esetek, amikor egyazon mintabol, minimalis mennyiségben ugyan, de tobb toxin is kimutathato.
A gyakorlatban a szennyezettség mértékét néha igen nehéz megbecsiilni, hiszen a mikotoxinok
gyakran nem egyenletesen oszlanak el a vizsgalt mintakban, hanem inkabb gocszeriien. Ebbdl
kifolydlag az erre irdnyul6 vizsgalatok alkalmaval tobbszori mintavételezés sziikséges. Azaz a
vizsgalt tételbdl tobbszori ismétléssel, kisebb mintakat vesznek véletlenszertien, majd ezeket
egy teljes tételmintava Osszesitik. Végiil extrakcioval, masnéven kioldassal vonjak ki a
mikotoxinokat és az igy kapott oldat toxin tartalmat vizsgdljak analitikai eszkdzokkel
(Berthiller et al., 2018; Al-Jaal et al., 2019). Egyre gyakrabban el6forduld jelenség, hogy egy
adott tételben tobb fajta mikotoxint detektalnak, melyek akar erdsithetik is egymas hatasat. Az
allattenyésztésben szennyezett takarmany etetése esetén tehat sok esetben kevert hatas
figyelhet6 meg a toxikozis soran, ami neheziti az ezt kivalté mikotoxinok gyors beazonositasat,
ebbdl kifolyolag neheziti az elleniikk vald6 mihamarabbi védekezés lehetdségét az

allatallomanyban (Al-Jaal et al., 2019).

A fentiekben mar sokszor emlitett szennyezettség okozta gazdasagi karokon kiviil, az
egészségligyi kockazat is komoly kihivast jelent napjainkban. A human egészségre gyakorolt
kockazatbol kifolyolag elengedhetetlen feladat a mikotoxin termel$ penészgombak ellen
iranyul6 védekezés. A mikotoxinok koriilbeliil 70%-a taplalkozas soran valtozatlan formaban
keriil be a human szervezetbe (Zain, 2011; Kovacs, 2010). Ennek legfobb oka, hogy az ilyen
mérgez6 anyagok csak részlegesen vagy egyaltalan nem is bomlanak le a takarmany eldéllitasi,
vagy egyes feldolgozasi miiveletek soran (Mokhtarian et al. 2020) A hokezelési folyamatok is

artalmatlannak bizonyulnak elleniik, hiszen nem érzékenyek a magas hdmérsekletre. Valamint



ellenallnak a gyomor magas sésav tartalmanak is. Tehat elmondhatjuk, hogy a mikotoxinok,
ezen tulajdonsdgaik révén jol ellendllnak a gyakorlatban legtobbszor hasznalt védekezési
modszerek jelentds részének. Mindezek tetejében pedig gyakran kimondottan agressziv
sejtméregként viselkednek. Képesek korlatozni a szervezet védekez6 mechanizmusait, illetve

akadalyozni az immunrendszer optimalis miikodését. (Degola et al., 2007).

A szant6foldi penészgombak altal termelt mikotoxinok ellen az el6z6kbdl kifolydlag a
megeldzés bizonyul a legjobb védekezésnek. A penészgombak elszaporodasat kell tehat
megakadalyozni. Erre jo6 megoldas lehet a megfelelé agrotechnikai modszerek alkalmazasa,
mint példaul a tarlomaradvanyok alaforgatdsa, az arvakelés és a gyomok kezelés. Nagyon
fontos tovabba a vetésforgd betartasa, illetve a rezisztens fajtak termesztése. A toxintermeld
gombdkkal szennyezett teriileten fontos lehet a vetdmag penészgombak elleni csdvazasa.
Késoébb a novényallomanyban bekovetkezett fertézés kémiai kezelése soran nagy hangsulyt
kell fektetni az idGzitésre. A vegyszeres kezelést kalaszhanyas végén, viragzas kezdetén kell
elvégezni. Osszességében torekedni kell arra, hogy a ndvény a lehetd legkevesebb

stresszhatasnak legyen kitéve a szant6foldon. (Kovacs, 2010).

A raktari penészgombak befolyasoljak a betarolt szemtermések csirazo képességét, mindségi
¢s mennyiségi romlasahoz vezethetnek (Alemayehu et al., 2020). A raktari penészgombak
mikotoxinjaik megjelenésének elkeriilés érdekében, a penészgombdk elszaporodasat kell
megakadalyozni vagy minimalisra csokkenteni. Mindkét alapvetd penészgomba tipus ellen
fontos megeldzésnek bizonyul a betakaritds koriilményeinek megfeleld megvalasztasa,
gondolva itt a megfeleld nedvességtartalomra és érettségi szintre. Ezt kovetden kihagyhatatlan
1épés a betarolas el6tti valogatas, mely soran kiszelektaljuk a sériilt szemeket, illetve az idegen

novényi részeket (Khlangwiset & Wu, 2010; Kovacs, 2010).

A fentiekben elhangzottak alapjan tehat elmondhato, hogy komplex szabalyozasra van sziikség,
a mikotoxinok okozta élelmiszerbiztonsagi problémak csokkentése érdekében. Ehhez
elhanyagolhatatlan a penészgombak szaporodasanak megel6zése. Fontos a feldolgozas
Iépéseinek nyomon kdovetése, illetve azok ellendrzése. Mindezek tetejében pedig nagy
segitséget jelenthet az élelmiszeriparban és a takarmany eldallitasban hasznélatos megengedett

hatarértékek megallapitasa és betartasa is (Khlangwiset & Wu, 2010; Kovacs, 2010).



3.3. Aspergillus nemzetség jellemzése, elo6fordulé fajok

Az Aspergillus nemzetségbe tartoz6 novény korokozo fajok szaprofita szervezetként képesek
fennmaradni a talajban, illetve a Ilehullott névényi maradvanyokban. Ivartalan tton
konidiumokat képeznek, melyek konidiumtartokon helyezkednek el. A szamukra kedvezdtlen

iddszakot pedig szklerocium kitartoképlet formajaban vészelik at (Amaike & Keller, 2011).

Az Aspergillus nemzetségbe tartozé novényi koérokozok nemcsak azért adhatnak okot
aggodalomra, mert tobb agrondmiailag fontos ¢lelmiszernévényt is képes megfertézni, hanem
azért is, mert szamos fajuk mikotoxint termelhet (Palencia et al., 2010) . Az Aspergillus
csoportba tartozd Asergillus flavi a novényeinken altalanosan el6forduld faj, amely az A.
parasiticus mellett kozegészségiigyi szempontbol a legfontosabb aflatoxin-termel6k kozé
sorolhat6 (Riba et al., 2010; Horn, 2007). Jelenléte soran szamolni kell az élelmiszer-romlassal
¢s akar a toxintermeléssel is. Egyes kutatasok alapjan, a cirok szemtermésbdl izolalt Aspergillus
flavi izolatumainak 25% -a volt aflatoxint, mig 22,5% -a ciklopiazonsavat termel6. Mindezek
ellenére fontos megjegyezni, hogy az A. flavus mikotoxin-termelése nagymértékben valtozo, és
szamos tényez6tol fligg, példaul a koérokozd genotipustol, a foldrajzi eredettdl, az éghajlati

viszonyoktol és az agronomiai gyakorlattol (Del Palacio et al., 2020).

Az Aspergillus flavus fontos kérokozodja a kiilonféle termesztett ndvényeknek, mint a kukorica,
a gyapot ¢s a foldimogyoro, ezzel komoly terméskiesést okoz az egész vilagon (Varga et al.,
2009; Dobolyi et al., 2011). Hazankban az aflatoxin-termel6 fajok koziil az A. flavus-t gyakran
izolaljak kiilonbozé mezdgazdasagi terményekrdl, mint kukorica, buza vagy sz616 (Varga et
al., 2014). A gabonak kozill a biza mellett, fontossaga miatt kiemelend6 még a kukorica
szennyezettsége. Az eurdpai korlatozdsok szerint a kukorica felhasznaldsa és élelmiszer-
Osszetevoként valo alkalmazasa esetén maximum 10 pg/kg Gsszes aflatoxintt vagy 5 pg/kg
aflatoxin B1-et tartalmazhat (Benito et al., 2021). A buza és buzalisztre vonatkozo hatarértéket
2 pg/kg AFBI tartalomban allapitottak meg(Nazareth et al., 2016). A cirkot gyakran
szennyezhetik zearalenon, fumonizinek, aflatoxinok és ochratoxin-A mikotoxinok. Ma mar tgy
vélik, hogy az élelmiszerek ochratoxin-A szennyezddése elsGsorban az Aspergillus
carbonariusnak és néhany A. niger aggregatumfajnak, elsGsorban az A. niger és az A.
tubingensisnek koszonhetd. Az A. niger és mas A. niger aggregatumfajok dominansak voltak
Argentinabol, Thaifoldrdl, Braziliabol és Tunéziabol szarmazo cirokban. Az A. carbonarius

pedig az indiai cirokmintakban mutatott magasabb eloszlast (Lahouar et al., 2017).



Az Aspergillus tubingensis a fekete Aspergillus penészek egyik legjellemzébb faja,
természetesen az A. niger mellett. Az A. tubingensis gyakran felelds egyes gyiimolcsok és
z0ldségek betakaritas utani bomlasaért (Xu et al. 2020).

3.3.1. Aspergillus fajok aflatoxin termelésének kimutatasa

Az Aspergillus nemzetség tagjai nem minden esetben termelnek mikotoxinokat. Majdnem
minden A. parasiticus torzs termel aflatoxint, csupan 3-6% nem mindsiil aflatoxigénnek, mig
az A. flavus populéciok toxigenitasa jelentdsen valtozik a torzs, a szubsztrat és a foldrajzi eredet
fliggvényében. So6t A. flavus esetében is gyakran megfigyelt jelenség, hogy egy vagy tobb, a
bioszintetikus géncsoporthoz tartoz6 gén mutaldédik. Annak eldontésére, hogy a kisérleti
koriilmények kozott megfigyelt Aspergillus faj termel-e aflatoxint, szdmos laboratoriumi
megoldast dolgoztak mar ki (Degola et al., 2007). Az aflatoxin bioszintetikus ttvonala
koriilbeliil 25 gént foglal magaban, amelyek egy 70 kb-0s DNS-régidban csoportosulnak. Az
A. flavus, az A. parasiticus és mas Aspergillus Flavi szekcioba tartozé fajok kozel azonos
szekvenciakkal és génrenddel rendelkeznek a klaszterben. (Gallo et al., 2012). A kézelmultban
tobb kutatocsoport tesztelte polimeraz lancreakcion (PCR) alapuld diagnosztikai modszerek
alkalmazasanak lehet0ségét az aflatoxin bioszintetikus gének jelenlétének vagy
expresszidjanak kimutatasara (Degola et al., 2007). Ez eldbbire genomialis PCR, mig utdbbira
real-time PCR eljaras alkalmazhatd. Criseo és munkatarsai 2001-ben multiplex PCR protokollt
dolgoztak ki az A. flavus csoporton beliili aflatoxin-termelé és nem termeld torzsek
megkiilonboztetésére. Mayer 2003-as kutatasa soran valos idejii PCR-t hasznalt az A. flavus
aflatoxin bioszintetikus génjének expresszidjanak nyomon kovetésére buzaban. Az aflatoxin
bioszintézis gének PCR kimutatasdn alapuld vizsgalatok azonban nem hibatlanok, abbdl
fakadoan, hogy nem képes kimutatni az esetleges mutaciot a primerek célzott génszekvencia
RT-PCR-en alapul6 sziirési modszerek adott esetben sokkal pontosabbak lehetnek, mivel a

génexpresszio kimutatasat célozzak (Degola et al., 2007).

3.4. Aspergillus fajok ochratoxin termelésének kimutatasa

A Nigri szekcioba tartozé Aspergillus fajok vilagszerte elterjedtek. Sok faj koziilikk képes
karositani a betarolt terményt, azonban tobb mas fajt koziiliik felhasznalnak a fermentacios
iparban. Jelentdsége azonban teljesen megvaltozott a kozelmultban, mer a sz6l6 és a bor

ochratoxin A szennyezettségért leginkabb felelds gombakként azonositottak dket. Az A.



tubingensis-rél, az A. niger-rél és az A. carbonarius-rol is régota ismert, hogy ochratoxint
termel. Ezen fajok meghatarozdsa a Nigri fajcsoporton beliil kulcsfontossagu lehet a
toxikologiai kockazat megbecslése szempontjabol. Mivel az ochratoxin szennyezettség
becslésénél fontos szempont, hogy mely faj okozza a szennyezést, mivel azok ochratoxin
termeldé képessége jelentGsen eltérhet. Ezért hasznos informacioval szolgalhatnanak a
mikotoxin termelésért fele6s gének azonositasara hasznalhat6 primerek, azonban az OTA
bioszintézis 1épéseiben részt vevo géneket még nem azonositottak, igy kimutatasukra tervezett
primert sem terveztek még. A kalmodulin gén azonban igen hasznosnak bizonyult a Nigri
szekcidhoz tartozo fajok megkiilonboztetésében, mivel rendelkezik néhéany fajspecifikus,
diagnosztikai célokra alkalmas jellemzdével. Susca és kutatotarsai 2007-ben kimutattak, hogy a
kalmodulin alapu PCR mddszer nagyfoku specificitassal rendelkezik az Aspergillus fajszinti
azonositasara a fekete Aspergillusokon beliill. A PCR-moédszerrel ezek a fajok morfologiai
vizsgalat nélkiil is azonosithatok, az elemzés €s az ebbdl kovetkez6 téves azonositas kockazata
nélkiil. Ezenkiviil ez a modszer a gyors DNS-kivonas és az egyszerii PCR-amplifikacié miatt
alkalmas olyan vizsgalatokhoz, amelyek nagyszamu gombaipari izolatumot érintenek. Mivel
az Aspergillus tubingensis, mint ochratoxin termel6 faj morfoldgiailag nem
megkiilonboztethetd A. niger csoporton beliil. A Nigl/2 és Tubl/2 fajspecifikus primerek
lehetévé tették azonban az A. tubingensis és A. niger torzsek egyidejii azonositasat, azonos PCR

koriilmények kozott (Susca et al., 2007).

3.4.1. Aspergillus fajok esetében leirt gének, amelyek osszefiiggésben allhatnak a
mikotoxin termeléssel

Degola és munkatarsai az 6t par primert alkalmaztak az AflD, AfIR, AflS, AflO és AflQ gének
specifikus amplifikdlasara. A kapott eredmények azt az altalanosan elfogadott paradigmat
tamasztotta ald, mely szerint az afIR expresszidja sziikséges a toxin nagymértékil termeléséhez.
Az aflR és az aflS gének szabdlyozd szerepe a szerkezeti gének expresszidjanak
szabalyozasaban mar korabban is bizonyitott volt. A varakozasoknak megfelelden a megfigyelt
strukturalis génexpresszio koveti az aflR és az aflS transzkripciot. Az aflD, az aflO és az aflQ,
pedig az aflatoxin bioszintézis utvonal enzimjeit kodoljak, azonban vizsgalatuk sordan nem
tapasztaltdk laboratoriumi hasznéalatuk eldnyeit az aflatoxin klaszter mas génjeivel
Osszehasonlitva (Degola et al., 2007). Teljesen mas eredményekrdl szamoltak be azonban
Scherm €s munkatarsai, akik azt tapasztaltak, hogy az aflD, az aflO és az aflP mutatta a legjobb
teljesitményt az aflatoxintermelés és a génexpresszio korrelacidja tekintetében (Scherm et al.,

2005).



Gallo és munkatarsai szintén a két szabalyozo gént, az aflR-t és az aflS-t, valamint a szerkezeti
géneket, az aflD-t, az afiM-et, az aflO-t, az aflP-t és az aflQ-t célzd primerparokat hasznaltak
kisérletiik soran. Majd kiilonb6z6 csoportokban figyelték meg az emlitett gének jelenlétének és
a csoportok aflatoxin termelésének Osszefliggéseit. Megallapitottak, hogy csupan az olyan
torzsek nem voltak képesek aflatoxin eldallitasara, amelybdl a megfigyelt génekbdl harom vagy
tobb jelenléte hianyzott. Ezzel szemben az aflatoxin-termel6 izolatumok mindegyike mutatta a
kovetkezetesen Osszefliggésbe hozhatd volt a torzsek nem aflatoxigén jellegével. Valamint

esetiikben az aflO, aflP és aflQ a nem aflatoxigén izoldtumok nagy szamanak amplifikalt génjei

voltak (Gallo et al., 2012).

Chang és tarsai nem aflatoxigén A. flavus izolatumok egy részének vagy a teljes
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be, hogy az aflatoxin génklaszter génvesztés, rekombinacid, DNS-inverzidk, részleges

deléciok, transzlokdciok és egyéb genomidlis atrendezddések valoszinlisége Osszefiigg a

crer

Yang és munkatarsai feltételezték, hogy az A. flavus sejtekben stressz koriilmények kozott
azonositott 0j fehérjék Osszefliggésben lehetnek az A. flavus talélésével, novekedésével,
patogenitasaval és stressz-reakcio viselkedésével a fertdzott gazdasejtben. Ezenkiviil néhany,
az aflatoxin szintézisében €s exportjdban is részt vevo 0j fehérjét hataroztak meg kisérletiik
soran. Ilyen példaul a szén-anyagcserében részt vevo fehérjek, amelyek szabalyoznék az acetil-
CoA fluxusat, ami az aflatoxinok bioszintézisének kezdeti szubsztratja. A vakuolummal
kapcsolatban allo fehérjék a vakuolum homeosztazis szabalyozasaval befolydsolhatjdk az
aflatoxinok bioszintézisét €s ebbdl kovetkezd exportjat. Kutatasuk soran bizonyitékot talaltak
arra vonatkozoan, hogy a PTM az A. flavus enzimek aktivitasanak szabalyozasaval az aflatoxin
bioszintézisében szerepet jatszo6 mechanizmus lehet (Degola et al., 2007; Gallo et al., 2012;
Yang et al., 2021).

3.4.2. Aflatoxinok jellemzése

Az aflatoxinokat szamos szakirodalom a legersebb természetes karcinogének kozé sorolja
(Rushing és Selim, 2019; Schwartz-Zimmermann et al., 2019; Udomkun et al., 2017). A négy

legtobbet kutatott és human vonatkozasban is legfontosabb csoportja az aflatoxin Bl és B2,



valamint az aflatoxin G1 és G2, melyeket az Aspergillus nemzetségbe tartozd6 gombafajok
termelnek. Legalabb 20 az Aspergillus nemzetségbe sorolhatd gombafajrol bizonyitottan
tudjuk, hogy képesek aflatoxin termelésre. (Baranyi, 2016). Azonban jellemz6en az Aspergillus
flavus, illetve az A. parasiticus okozzak a legjelentésebb gazdasagi és egészségiigyi kockazatot
(Carvajal-Campos et al., 2017; Schwartz-Zimmermann et al., 2019). Az aflatoxin termelésre
képes penészgombdk jellemzden elényben részesitik a magas paratartalom és homérsékleti
viszonyokat. Ennek értelmében az ilyen éghajlati adottsagok, melyek foleg a szubtropusi és
tropusi éghajlatra jellemzok, kedveznek az aflatoxin termel6désének. (Peraica et al, 1999;
Pretari et al., 2019). Ez az altalanossag az elmult években tapasztalhaté éghajlatvaltozas
kovetkeztében azonban megddlni latszik. A mérsékelt éghajlati 6vbe tartozo teriileteken is
egyre gyakrabban okoz problémat az aflatoxin szennyezettség kialakuldsa, mely alol
Magyarorszag sem kivétel. (Dobolyi et al., 2011; Baranyi 2016). Nem ritka jelenség az sem,
hogy a Fusarium és Aspergillus nemzetség okozta gombafert6zés egyszerre jelenjen meg
egyazon szemtermésen, hiszen kozel azonos héoptimummal rendelkeznek. Raadasul ez esetben
konnyen el6fordulhat szinergizmus is, mely sordn a két mikotoxin jelenléte serkenti egymas

hatasat (Kubena et al., 1997).

Gyakran talalkozhatunk aflatoxin szennyezettséggel szamos fontos élelmiszerndvényben, ugy,
mint foldimogyoroban, diéfélékben, egyéb olajos magvakban, kukoricdban, illetve
gyiimoéleseinkben (Udomkun et al., 2017). Ezek koziil is jellemzéen az olajos magvak, a
pisztacia és a foldimogyor6d rendelkeznek a legmagasabb aflatoxin koncentracioval. Az
aflatoxinok novényi eredetii élelmiszereink mellett, a szennyezett takarmany fogyasztasa soran
haszonallataink szervezetéig is eljuthatnak. Az aflatoxin B1 és B2 az allati szervezetben
bomlasnak indulnak, ennek soran jonnek létre az aflatoxin M1 és M2 metabolitok, melyekkel

kizarolag az allati eredetii élelmiszereinkben talalkozhatunk (Udomkun et al., 2017)

3.4.3. Ochratoxinok jellemzése

Az ochratoxin egy erds vesekarosodast el6idéz0 anyag, amely eléfordulhat olyan
¢lelmiszerekben és takarmanyokban, mint a hiivelyesek, gabonafélék, szaritott gylimolesok,
kavé, sor, bor és husok (Susca et al., 2007). Kiilondsen a tropusi és szubtropusi teriiletek
alkalmasabbak az Aspergillus fajok szdmara az ochratoxin eléallitasara, mig a Penicillium fajok
inkabb viszonylag alacsony hdmérsékleten szintetizaljak. Kémiai szerkezetiikk alapjdn az
ochratoxinok elsésorban harom tipusba sorolhatok: ochratoxin A (OTA), ochratoxin B (OTB)

és ochratoxin C (OTC). Koziilik az OTA-t tartjak a legnagyobb mennyiségben eléfordulo és



legmérgezobbnek (Wang et al., 2022) Az IARC 1993-ban potencialis human rakkelté
anyagként (2B csoport) hatarozta meg az Ochratoxin-A-t, hepatotoxikus, teratogén,
immuntoxikus és nefrotoxikus hatassal (IARC., 1993). Az ochratoxin A egy mérsékelten stabil
molekula, amely tulélheti az altalanos élelmiszer-feldolgozast, és nehezen eltavolithato, ha az
¢lelmiszereket szennyezi (Chen et al., 2022). Az Europai Unidban az OTA megengedett
maximalis szintjét 3 pg/kg-ban hatdroztdk meg a gabonafélékben és gabonakészitményekben,
2 pg/kg-ban a borban és a szdldlében, valamint 0,5 pg/kg-ban a csecsemdknek és

gyermekeknek szant bébiételekben (Europai Bizottsag, 2006).

3.5. Fusarium nemzetség jellemzése, el6fordulo fajok

A Fusarium nemzetség tagjai betegségeket okozhatnak szamos gazdasagilag fontos novényben,
illetve mikotoxin termelésiik révén tovabbi megbetegedésekhez vezethetnek az ember és a
haszonallatok szervezetében egyarant. A mikotoxinok mellett a Fusarium spp. masodlagos
metabolitok széles skaldjaval rendelkeznek, amelyek a novényi betegségekhez, valamint az
emberek és haziallatok rakos megbetegedéséhez és mas novekedési rendellenességekhez
vezethetnek. A Fusarium spp. altala kivaltott betegségek tipusai meglehetdsen valtozatosak.
Megjelenhet akar gyokér- vagy szarrothadas, rdk, hervadas, gyiimdlcs- vagy magrothadas,
valamint levélbetegségek formajaban is. Az 1980-as évek ota a felismert Fusarium fajok szama
fokozatosan nétt, igy mara mar ezek szama tobb, mint 80. (Leslie és Summerell, 2008; 1lgen et

al., 2008).

A F. verticillioides jellemzden kukorican és cirkon okoz rothadast, de sok mas novényt is
megfertdzhet. A F. oxysporum tagjai tobb mint szaz, mezdgazdasagilag fontos novénytajban
képesek hervadasos betegségeket okozni. Az egyes F. oxysporum izolatumok azonban gyakran
gazdaspecifikus fajok k6z¢é sorolhatok. Az azonos fajba tartozd gazdandvényt fert6zo
izolatumokat ugyanabba a forma specialisba soroljak (pl. F. oxysporum f. sp. cepae) (Baayen
et al., 2000).

Fusarium oxysporum, F. poae, F. graminearum, F. sporotrichioides és a F. culmorum pedig
szamos gabonandvény, koztik az Oszi buza fuzariumos megbetegedését okozzak. Szinte
minden ndvényi részt képes megfertdzni, mennyiségi €és mindségi kart okozva azzal.
Jellemzden polifag, nekrotrofok, talajlako szervezetek és gyengiiltségi korokozok. Sok esetben
fert6znek sebeken keresztiil vagy jelennek meg masodlagos kartételként. Képesek fennmaradni
a ndveényi maradvanyokon, a talajban vagy a vetdmagban klamidosporaval vagy micéliummal.

Terjedése pedig konidiummal, ritkabban micéliummal vagy szintén klamidosporaval torténhet



(Goncharov et al., 2022; Fischl et al., 1995). Az elleniik vald védekezés soran kulcsfontossagu
a megfeleld agrotechnikai eszkozOk alkalmazéasa. Ide tartozik a vetésvaltas, az egészséges
vetdmag, a tarldmaradvanyok beforgatds alkalmazasa, valamint az optimalis tarolasi

koriilmények betartasa stb. (Fischl et al., 1995)

3.5.1. Fusarium fajok altal termelt mikotoxinok jellemzése
3.5.1.1. Zearalenon

A zearalenon (ZEA) a Fusarium nemzetség egyes gombdi altal szintetizalt mdsodlagos
metabolit. Gyakran szamolhatunk zearalenon szennyez6déssel Fusarium graminearum,
Fusarium culmorum, Fusarium cerealis, Fusarium equiseti, Fusarium crookwellense és

Fusarium emitectum gombak fertézése esetén (Gadzata-Kopciuch et al., 2011).

Az emberi szervezet kozvetleniil a szennyezett élelmiszerek révén, vagy kozvetve a
mikotoxinnak kitett allatokbol szarmazo termékeken keresztiill keriilhet kapcsolatba a
zearalenonnal. Mivel a gyartasi folyamat soran nem tavolithat6 el, a ZEA a teljes emberi
¢lelmiszerlancot érinti, szdmos €lelmiszeripari terméken keresztiil, beleértve a gabonaféléket,
hust, tejet, bort, sort, szaritott gyiimdlcsoket és fiszereket (Kriszt et al., 2012). A szervezetbe
jutast kovetéen pedig képes felhalmozodni a kiillonb6z6 szovetekben (Brera et al., 2014). A
zearalenon (ZEA), egy nem szteroid 0sztrogén hatasu mikotoxin (Bennett & Klich, 2003; Yang
et al., 2007) A ZEA és metabolitjai, az a-ZOL és a B-ZOLA-nak val6 kitettség indukalhatja a
progeszteron, Osztradiol, tesztoszteron €s kortizol termelését a szervezetben. Ebbdl kifolyolag
nemcsak a ZEA, hanem annak metabolitjai is endokrin rendszert karositd6 anyagként

viselkedhetnek és valtozasokat okozhatnak a reprodukcios rendszerben (Wang et al, 2014).

3.5.1.2. Trichotecének

Szamos gombafaj, koztik a Stachybotrys, Trichoderma, Myrothecium, Trichotecium,
Cephalosporium, Cyclindrocarpon, Phomopsis, Verticimonosporium, de féleg a Fusarium
nemzetségbe tartozo fajok termelnek trichotecéneket (TCN). Koriilbeliil 170 toxin tartozik a
TCN-ek kozé, melyek mindegyike alacsony a molekulatomeggel és hasonlé a kémiai
alapszerkezettel rendelkezik (Mahato et al., 2022). A TCN-ek azonban szerkezetiik alapjan
négy kategoriaba sorolhatok, nevezetesen az A, B, C és a D tipusba. Az A tipusit TCN-ek kozé
sorolhatjuk a T-2-t, HT-2-t, trichodermint, diacetoxiszcirpenolt (DAS), neoszolaniolt (NEO) és
a harzianum A-t. A B tipusba tartoznak a dezoxinivalenolok (DON), nivalenolok (NIV),



fusarenon X-k és trichotecinek. A C tipusba csupan a krotocin sorolhato. Végiil pedig a

satratoxin G €s H, a verrucarin A és a roridin A a D tipus tagjai (Huang et al., 2019).

A gabonafélék, példaul a buza, az arpa, a tritikalé, a zab ¢s a kukorica a TCN-ek elsddleges
forrasai az emberi ¢lelmiszerekben és az éllati takarméanyban, mivel gyakran fertézédnek meg
Fusarium fajokkal (He et al., 2010). A TCN-mérgezés elnyomja az immunvalaszt human és a
haszonallatok szervezetében, annak segitségével, hogy gatolja szdmos sejtfunkcidé megteleld
mukodését. Gatolja a fehérjeszintézist, a mitokondriumok mukodését, a sejtosztodast, a
sejtmembran miikodését és elGsegiti az apoptozist (Rocha et al., 2005). TCN-ek koziil a DON-
toxin széles korben elterjedt, és a terményekben igen gyakran megfigyelhet6 jelenléte (Polak-
Sliwinska & Paszczyk, 2021). Az EU szabalyozasai alapjan a DON megengedett hatarértéke
1250 pg/kg a feldolgozatlan gabonafélékben, 1750 ng/kg a feldolgozatlan zab és durumbiiza
esetében, 750 pg/kg a kozvetlen emberi fogyasztasra szant feldolgozott élelmiszerekben, 500
ng/kg a gabonapelyhekben, valamint 200 pg/kg hataréréket szabtak meg a gabonaalapt
bébiételekre (Eurdpai Bizottsag, 2006).

3.5.1.3. Fumonizinek

A fumonizinek a kukorica, a kukoricaalapt élelmiszerek és az allati takarmanyok széles kdrben
elterjedt természetes szennyezdi (Voss et al., 2007; Bolger et al., 2001). Alapveten 4 6
csoportba sorolhatok, gy mint FA (Al, A2 és A3), FB (B1, B2 ¢és B3), FC (C1, C3 és C4) és
FP (P1, P2 és P3) (Ouyang et al., 2022). Koziliik a FB1, FB2 és FB3 csoportok fordulnak el
leggyakrabban élelmiszereinkben, amelyek sokszor egyiittesen vannak jelen (Chen et al.,
2021). A fumonizinek potencialis kockazatai az allati és emberi egészségre szinte kizarolag a
F. verticillioides vagy a F. proliferatum altal szennyezett kukoricaval hozhatok &sszefiiggésbe.
Toxikus hatassal birnak, azaz majtoxicitast, rakos megbetegedéseket, a 16feléknél
leukoencephalomalaciat, a sertéseknél pedig tiid66démat okozhatnak (Kellerman et al, 1990;
Gelderblom et al., 1991). Toxikologiai szempontbol a legjelentdsebb és a legnagyobb
mennyiségben eléforduld fumonizinek a FB1 csoportba tartoznak (Bartok et al., 2010;
Falavigna et al., 2013). Az FB1-et tartalmazoé élelmiszerek emberi fogyasztasa nyeldcsérakhoz,
m4aj- és vese karosodashoz vezethet vagy idiopatias kongesztiv kardiopatiat (ICC) okozhat.
Valamint terhesség alatt fennéallo FB1 kitettség soran gyakran rendellenes magzati fejlodés
tapasztalhato (Waes et al., 2005; Missmer et al., 2006). Az FB1 els6sorban a kukoricat és a
kukoricakészitményeket szennyezi. Ezenkiviil azonban a rizst és mas gabonaféléket, példaul

zabot, rozst, arpat, buzat is szennyezheti, de alacsonyabb mennyiségben (Hanvi et al., 2019).



4. Anyag és modszer

4.1. Szemek feliileti fertotlenitése

A kisérletem soran els6 1épésként 6szi buiza szemterméseiben vizsgaltam az egyes mikotoxin-
termeld gombdk okozta belsd fertdzottség mértékét. A szemtermések Kiszomborrol
szarmaztak. El@szor a szemterméseket feliiletileg fert6tlenitettem 10%-0s NaOCI-vel (hypo).
2-3 percig allni hagytam a magokat az oldatban. Ezt kdvetoen pedig szlirpapirt rogzitettem a

féz6pohar szajara és 4-5 percen keresztiil folyo viz alatt dblitettem le dket.

4.2. A szemtermések belsé fert6zottségének vizsgalata Fuzarium
szelektiv taptalajon

Nash & Snyder — féle fuzarium szelektiv taptalajt készitettem a szemek belsé fertdzottségének
értékeléséhez (Leslie és Summerell, 2008). Az elkészitéséhez 1 1 desztillalt vizet, 15 g peptont,
majd 1 g KH2PO4—t és 0,5 g MgSOas-t, végiil pedig 20 g agart hasznaltam. Elszor a szaraz
hozzavalokat mértem ki egy lombikba, majd csak ezutan Ontdttem fel a fent megadott
mennyiségl desztillalt vizzel. Ezt kdvetden autoklav segitségével 20 percen keresztiil, 120 °C-
on sterilizaltam. A sterilizalds utan a, lehiilt taptalajhoz a steril box alatt, pipetta segitségével
tovabbi 50 ppm (5 ml) PCNB-t és 100 ppm (10 ml) kloramfenikolt adtam hozza. Ezt kdvetéen

nagyméretli (9 cm atmér6jii), steril petricsészékbe ontottem ki a lombik tartalmat.

A magokat borszeszégdvel és alkohollal fertdtlenitett csipesz segitségével oltofiilkében a
taptalajra helyeztem. Egy mintavételi hely esetében 10 petricsészébe, petricsészénként 10
magot, vagyis Osszesen 100 darab szemtermést helyeztem le. Az 6szi buza szemterméseinek
vizsgalata soran Osszesen 7 minta fertdzottségét figyeltem meg Nash & Snyder féle fuzarium

szelektiv taptalajon.

4.3. Tiszta tenyészetek készitése burgonya dextroz taptalajra

3 nap, majd egy hét elteltével felmértem a kin6tt gombatelepeket és az igy, Nash & Snyder —
féle fuzarium szelektiv taptalajon kindtt gombatelepeket PDA (burgonya dextrdz) taptalajra
oltottam. A burgonya-dextroz taptalaj elkészitéséhez 39 g Merck gyartoju PDA taptalaj
keveréket és 1 1 desztillalt vizet hasznaltam. A burgonya-dextréz taptalaj keverék 1:1:10
aranyban tartalmaz dextrozt, agart és burgonya kivonatot. Az igy kimért oldatot szintén
autoklav segitségével sterilizaltam 20 percen keresztiil, 120 °C-on. A steril fiilke alatt tovabbi

100 ppm (10 ml) kloramfenikolt adagoltam a taptalajhoz, majd a kis méretli (5 cm atméro)



petricsészékbe ontdttem ki a lombik tartalmat. Ezt kdvetden steril oltokacsok segitségével a

frissen elkésziilt taptalajra izoladltam a magok felszinén megjelené gombatelepeket.

1. abra: Aspergillus nemzetségbe tartoz6é gomba tiszta tenyészete PDA taptalajon
(Foto: Vlaskality, 2022)

4.4. Mikroszkopi vizsgalatok

Az el6z6khez hasonloan ismételten 3 nap elteltével 7 napra, napi 12 6ra sotétség, 12 6ra UV
megvilagitas mellet inkubaltam a tenyészeteket a konidiumok fejlédésének indukalasa céljabol,
ezt kovetéen megvizsgaltam a petricsészék tartalmat. Morfologiai bélyegek alapjan
meghataroztam, hogy Fusarium, Aspergillus vagy Alternaria nemzetséghez tartozo telepek
fejlodtek-e az egyes csészékben. Ezek utdn minden telepb6l mikroszkopi preparatumot
készitettem. Majd egy Olympus BX51 tipust fénymikroszkop és egy ahhoz tartozé Olympus

E420 kamera segitségével megvizsgaltam és dokumentaltam az igy elkészitett mintakat.



2. abra: Olympus BX51 tipusu fénymikroszkdp és az ahhoz tartozé Olympus E420 kamera
(Foto: Vlaskality, 2022)

4.5. Molekularis genetikai vizsgalatok

A tartds preparatumokbo6l 5 darab, a morfologiai meghatarozas soran Aspergillusnak detektalt
micéliumaibol DNS-t izolaltam, Zymo Research Fungal/Bacterial DNA MiniPrep Kkit
segitségével az 1. mellékletben leirtak szerint. A DNS mintdkat Nanodroppal mértem be, hogy
megvizsgaljam a pontos DNS (ng/ul) tartalmat az egyes mintaknak. Majd egységesen 10 ng/ul

koncentraciora higitottam ki mint az izolalt DNS mintékat, mint a hasznalni kivant primereket.

Ezt kovetéen 2 gombafaj, illetve 8, a mikotoxin termeléssel Osszefiiggésbe hozhatd gén
jelenlétét vizsgaltam PCR eljarassal. Ennek értelmében a kisérlet soran Gsszesen 4 darab
primerpart alkalmaztam fajmeghatarozas céljabol. Ezek Aspergillus niger, valamint Aspergillus
tubingensis fajokra specifikus primerparok voltak. Mindemellett 6sszesen 16 darab mikotoxin
termeléssel Osszefliggésben levé génre specifikus primerpart hasznaltam. Ezek Tubl (B
tubulin), AfIR, AflS, AfID, AfIM, AfIP, AflO, AflQ génekre specifikus primerek voltak, mely
gének aflatoxin termelésben valo jelentdségér6l mar az irodalmi attekintésben szot ejtettem.

kisérlet soran alkalmazott primer szekvenciakat az 1. tdblazatban tiintettem fel.

Végiil a PCR-terméket 1%-os agaroz gélben futtattam meg. A gél elkészitéséhez 200 ml higitott
TBE puffert, 2 g agarozt és 0,5 ul etidium-bromidot hasznaltam. Az igy kapott géleket UV fény

alatt, Biorad rendszerrel, ImageLab program segitségével értékeltem ki.



Primer Faj vagy gén Primer szekvencia Az Felhasznalt
. ifikussa aplifikalt irodalom
megnevezése | specifikussag szekvencidk
varhatoé
hosszusaga
(bp)
Nigl Aspergillus | Forward 5°- 245 Susca et al.
niger GATTTCGACAGCATTTCAGAA-3’ 2007
Reverse 5°-
AAAGTCAATCACAATCCAGCCC-
3 b
Tub Asp. Forward 5°- 505 Susca et al.
tubingensis | TCGACAGCTATTTCCCCCTT-3’ 2007
Reverse 5°-
TAGCATGTCATATCACGGGCAT-
3 b
Tubl B-tubulin Forward 5°- 1198 Gallo et al.
GCTTTCTGGCAAACCATCTC -3’ 2012
Reverse 5° —
GGTCGTTCATGTTGCTCTCA -3’
AfIR afIR Forward 5° - 1079 Gallo et al.
AAGCTCCGGGATAGCTGTA-3’ 2012
Reverse 5’ -
AGGCCACTAAACCCGAGTA-3
AfIS aflS (aflJ) Forward 5’ - 684 Degola et al.
TGAATCCGTACCCTTTGAGG-3’ 2007
Reverse 5°-
GGAATGGGATGGAGATGAGA-3’
AfID alfD(nor-1) | Forward 5’- 852 Degola et al.
CACTTAGCCATCACGGTCA-3’ 2007
Reverse 5°-
GAGTTGAGATCCATCCGTG-3’
AfIM afIM(ver-1) | Forward 5’- 470 Degola et al.
AAGTTAATGGCGGAGACG-3’ 2007
Reverse 5°-
TCTACCTGCTCATCGGTGA-3’
AfIO aflo(omtB) | Forward 5’ - 790 Degola et al.
TCCAGAACAGACGATGTGG-3’ 2007




Reverse 5°-
CGTTGGCTAGAGTTTGAGG-3’

AfIP aflP(omtA) | Forward 5°- 870 Degola et al.
AGCCCCGAAGACCATAAAC-3’ 2007
Reverse 5°-
CCGAATGTCATGCTCCATC-3’

AflQ aflQ(ordA) | Forward 5°- 757 Degola et al.
TCGTCCTTCCATCCTCTTG-3’ 2007

Reverse 5°-
ATGTGAGTAGCATCGGCATTC-3’

1. tablazat: A kisérlet soran hasznalt primerek szekvencidi, bazishosszisaga és a

szekvenciasorrend eredetének irodalmi forrasa




5. Eredmények és értékelésiik

5.1. Szemtermések belso fertozottségének vizsgalata

A buzaszemek Nash & Snyder féle taptalajon torténd belsd fertdézottségének vizsgalata sordn a
biizal mintdban a 10 szemtermésbol atlagaban 3,5 szemtermésben tapasztaltam belsd

fert6zottséget (3. abra).

A fent emlitett mintakbol szarmazé gombaszovedékek PDA taptalajra torténd atoltasa
segitségével tisztatenyészeteket hoztam létre. Morfoldgiai bélyegek alapjan meghataroztam,
hogy a kezdetben atlagosan 3,5, darab belsé fert6zottséget mutatd szemtermésb6l PDA
taptalajon 1,1 darab Alternaria, szintén 1,1 darab Aspergillus és 6sszesen 1,5 darab Fusarium

tenyészet fejlodott.

A buza2 koddal ellatott blizaszemek Nash & Snyder taptalajon torténd belso fertdzottségének
vizsgalata sordn 10 petricsészébdl atlagosan 2,8, szemtermés felszinén jelent meg

gombaszovedék.

A burgonya-dextroz taptalajon torténé morfologiai meghatarozas soran atlagosan csupan 0,3
darab Alternaria és 0,9 darab Fusarium tenyészett indult névekedésnek. A fennmarado fuzarium
szelektiv taptalajon ndvekedett micélium szovedékekbdl szarmazo izolatumok nem indultak

novekedésnek. Aspergillusra utalé morfologiai bélyegeket nem tapasztaltam.

A blza3 mintabdl szarmazd bluzaszemek Nash & Snyder taptalajon torténd vizsgalata soran
kozel azonosan a buzal csoport buzaszemeihez, tizbdl atlagosan 3,6 szemtermés mutatott belsé

fert6zottségek, ami Osszesen 36 elvaltozott magot jelent.

A tiszta tenyészeteken 10 szem atlagaban csupan 0,5 darab Alternaria, 0,4 darab Aspergillus és
0,8 darab Fusarium tenyészet fejlodott a morfologiai jegyek segitségével torténé meghatarozas
alapjan. A fennmarado fuzarium szelektiv taptalajon novekedett micélium szovedékekbdl

szarmazo0 1zolatumok ebben az esetben sem indultak novekedésnek.

A buza4 minta fuzarium szelektiv taptalajon torténd belsd fertdzottségének felmérése soran az
els6 csoporthoz hasonldan tiz petricsésze atlagaban 3,5 belso fert6zottséggel rendelkez6 szemet

talaltam.

A PDA taptalajon elvégzett morfologiai bélyegek alapjan torténé meghatarozas soran 2 darab

Alternaria, 0,3 darab Aspergillus és 1 darab Fusarium tenyészetet azonositottam.



A bluza5 szamozasu 6szi buza mintak belsd fertdzottségének felmérése soran a 10 ismétlés
sordn lehelyezett 10-10 szemekbdl atlagosan szintén 3,6 szemtermés felszinén jelent meg

gombaszovedék.

A burgonya-dextrdz taptalajra torténd atoltast kovetden ez esetben is elvégeztem a nemzetségek
meghatarozasat a morfologiai jegyek segitségével. Ennek kovetkeztében 1,9 darab Alternaria,

0,3 darab Aspergillus, illetve 1,4 darab Fusarium telepet azonositottam be.

A buza6 kéddal ellatott Oszi biza mintak fusarium szelektiv taptalajon torténd belsd
fertdzottségének vizsgalata sordn 10 szembdl atlagosan az elézéekhez hasonldan ez esetben is

3,6 szemtermés felszinen jelentkezett gombaszovedék.

Ezt kovetden elvégeztem a morfoldgiai jegyek alapjan torténd besorolast, mely soran 6sszesen

2,1 Alternaria, mindossze 0,1 Aspergillus és 1 Fusarium tiszta tenyészetet hataroztam meg.

Az utolsé altalam vizsgalt 6szi buza mintavételi csoport a buza7 jeldléssel volt ellatva. A
szemtermések bels6 fertdézottségének vizsgalata soran atlagosan minddssze 1,9 darab fertézott

szemet szamoltam.

T
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Az egyes biza mintak megnevezése
3. dbra: Oszi bliza szemtermések atlagos belsé fertézottségének értékei
(az 4bran a sz6rés van feltiintetve)
A Dburgonya-dextroz taptalajon ez esetben is elvégeztem a morfologiai meghatarozast.
Atlagosan 1,3 Alternaria, 0,2 Aspergillus és 0,3 Fusarium nemzetségbe tartozo tenyészetet

allapitottam meg.



A 4.4bra jol szemlélteti, hogy az Oszi buza 7 csoportjanak vizsgalatai soran az egyes
nemzetségek milyen eloszldsban okoztak belsd fertdzottséget a szemtermésekben. 10 szemre
nézve az elsG mintaban atlagosan 1,5, a masodikban 0,9, a harmadikban 0,8, a negyedik
csoportban 1, az 6tédikben 1,4, a hatodikban szintén 1 és végiil a hetedik mintavételi csoportban
atlagosan 0,3 szemtermésen okoztak fert6zést a Fusarium nemzetség tagjai. Szintén 10 szem
atlagaban az elsé mintaban 1,1, a masodikban 0,3, a harmadik csoportban 0,5, a negyedikben
2, az 6todikben 1,9, a hatodik mintdban 2,1 és végiil a hetedik vizsgalt csoportban minddssze
1,3 fert6zott szemtermést okozott az Alternaria nemzetség jelenléte. Végiil pedig az elsé
mintavételi csoportban atlagosan 10 szembdl 1,1, a masodikban 0, a harmadik mintaban 0,4, a
negyedikben ¢s 6tddik csoportban 0,3, a hatodikban 0,1 és a hetedikben a 10 taptalajra helyezett

szembdl atlagosan 0,2 darab mag fertézéséért volt felelds az Aspergillus nemzetség.

fert6zottsége(db)
N w BN (&3]
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Fusarium spp.  ®m Alternaria spp.  ® Aspergillus spp.

4. abra: Oszi biiza szemtermések nemzetségekre lebontott belsé fertézottségének atlagos
értékei, szorassal kiegészitve

5.2. Mikroszkopi vizsgalat

A vizsgélatok soran a morfologiai bélyegek alapjdn mar meghatarozott tiszta tenyészetekbdl
késziilt preparatumokat vizsgaltam meg mikroszkop segitségével. Ennek alkalmaval az adott
nemzetségekre legjellemzOébb mikroszkopi képeket mutatd tenyészeteket valogattam ki, majd

ezekkel dolgoztam tovabb a DNS kivonds soran.



3. abra: 0szi buza szemtermésbdl izolalt Aspergillus spp. mikroszkopi képe
(Foto: Vlaskality, 2022)

4. 4bra: 0szi buza szemtermésbdl izolalt Aspergillus spp. mikroszkdpi képe
(Foto: Vlaskality, 2022)

5. dbra: §szi buza szemtermésbdl izolalt Alternaria spp. mikroszkdpi képe
(Foto: Vlaskality, 2022)



5.3. Molekularis genetikai vizsgalatok eredményei

A gélelektroforézis soran minden esetben a 16 darab PCR termékekkel dolgoztam. Az utolsé
két PCR terméket tartalmazo zseb volt a negativ kontrollt, azaz ezek nem tartalmaztak DNS-t.
Valamint minden alkalommal csupdn a negativ kontrollokat megel6z6 5 PCR termék

tartalmazta 0szi buza felszinérél szarmazé gomba szovedék DNS-ét.

Az 1-16-ig szamozott mintak esetében az Aspergillus niger fajra specifikus primert hasznaltam.
1-t61 14-ig, minden fiil a tiszta tenyészetekbdl kivont Aspergillus DNS-eket tartalmazza, ebbol
azonban csupan az utols6 5 darab, tehat a 10, 11, 12, 13 és 14-es szammal ellatott mintdk
tartalmaznak 6szi buza feliiletérél izolalt gombabodl szarmazo DNS-t. A 14-es szammal ellatott,
0szi buza feliiletérdl izolalt, majd kitenyésztett Aspergillus gombabdl szarmazd DNS esetében
az Aspergillus niger fajspecifikus primer amplifikalta a célszekvenciat, igy a gélelektroforézis
kiértékelése soran a 14-es mintanal jol kivehetd bandet lathatunk, nagyjabodl a 245 bazispar
hossztsagot jelentd tadvolsagban. Tehat az utolsd, 14-es sorszammal megjeldlt bluza minta
esetében a teszt pozitiv eredményt adott. A maradék 4 6szi buzabol szarmazott PCR termék a

gélelektroforézist kovetden negativ eredményt produkalt (2. melléklet).

A 17-t61 32-ig terjed6 szamozas esetében a mastermixhez Aspergillus tubingensis-re specifikus
primert adtam. Ebben az esetben is az utols6 2 fiil tartalmazta a negativ kontrollt, és az ezt
megel6zd 5 az 6szi buza felilletén megjelend gombakbol izolalt DNS-t. Ezen gélkép
kiértékelése soran az utols6 eldtti, azaz ez esetben a 29-es szammal ellatott fiilben volt jol
kivehet6 pozitiv eredmény, megkozelitdleg az 1406 bazispar hossziusagnal, azaz a negyedik

buzaminta az Aspergillus tubingensis faj képviseldje volt (3. melléklet).

Az els6é két esetben tehat csupan fajspecifikus primerekkel végeztem vizsgalatokat, ezt
kovetden pedig mikotoxin termeléssel Osszefliggésbe hozhatd gének jelenlétét vizsgaltam az

azokra specifikus primerparok segitségével.

A Tubl és AfIR génre specifikus primerek esetében egyetlen alkalommal sem tapasztaltam,

hogy a primer amplifikalta volna a célszekvenciat.

Ezzel ellentétben a 65-80-ig szadmozott mintak vizsgalata alkalmaval az AfIS génspecifikus
primer felsokszorozta a kivant DNS szakaszt a 76. minta esetében, az 1399 bazispar

hosszisagot jelold savban (4. melléklet).



A 81 és 96 kozti mintak esetében AfID génspecifikus primert adtam a mastermixhez. Az igy
1étrejott PCR temékek gélben torténd megfuttatasat kovetden azonban sehol nem tapasztaltam

pozitiv eredményt, az §szi buizdbodl szarmazo mintak vizsgélata soran.

97-t61 112-ig sorszamozott mintakban az AfIM mikotoxin termelésben feltehetéen szerepet
jatszd gén jelenlétét figyeltem meg, az arra specifikus pirmerparok segitségével, azonban egy

esetben sem detektaltam, hogy a primer amlifikalta volna a kivant célszekvenciat.

Az AflO gén esetleges jelenlétét a 113-128 szamozassal ellatott PCR termékekben vizsgaltam
meg. Ennek sordn a gélképen tobb minta megfigyelése soran is jol kivehetd vilagité eredményt
detektaltam, amely arra enged kovetkeztetni, hogy a specifikus primer megtdbbszordzte a
célzott DNS szakaszt. Tehat Gsszesen két, az 9szi btizat fertéz6 Aspergillusokbol kivont DNS
tartalmazta a vizsgalt gént, melyeket a 122-es és a 124-es mintdkban azonositottam, az 1034

bazispar hosszisag nagysagaban (5. melléklet).

Ezt kovetden az AfIP mikotoxin termelésben szerepet jatszo gén jelenlétét vizsgaltam meg az
6szi buza belso fert6zottségét okozo Aspergillus gombakbol kivont DNS mintaiban. AfIP génre
specifikus primert adtam a mastermixhez, majd az ebbdl szarmazé6 PCR termékben
gélelektroforézis segitségével ellendriztem a kapott eredményt. A gélképen 129-144 szammal
jeloltem meg a fiileket. A 138-as fiilben a primer megsokszorozta a kivant célgént, melynek
eredményeképpen erds foszforeszkdld sav lathatd a gélképen, kortilbelil 870 bazispar

hosszusagnal (6. melléklet).

Az utolso altalam megfigyelt gén az AflQ volt, mely jelenlétét a 145-160 sorszamu mintakban
vizsgaltam meg. Ez esetben azonban a gélelektroforézissel torténd ellendrzés soran egy esetben

sem tapasztaltam pozitiv eredményre utald mintazatot a kapott gélképen.

Osszegezve tehat, az 5 6szi buzat fertézd Aspergillus gombabol izoldlt DNS fajszintii
azonositasa alkalmaval, az 6todik izolatum Aspergillus nigernek, mig a negyedik Aspergillus
tubingensisnek bizonyult. A génspecifikus primerekkel torténé megfigyelések kovetkeztében
pedig az els6é mintabol az AfIP és az AflO gének jelenlétét sikeriilt kimutatnom. A masodik
PCR termék ellendrzése alkalmaval egyik specifikus primer sem amplifikalta a célszekvenciat.
A harmadik minta génspecifikus primerekkel torténd kisérletét kovetden 2 gén kifejez6dését is
detektaltam a DNS-ben. Ezek az AflO és az AflS mikotoxin termelésben bizonyitottan szerepet
Jatszo gének voltak. A negyedik és az 6todik 6szi buzat fertéz6 gombaszovedékbdl szarmazod
DNS mintakbol egyik gén jelenlétét sem sikeriilt Kimutatnom. A kapott eredményeket a lent

talalhato tablazat szemlélteti.



Primer 1.minta 2.minta 3.minta 4.minta 5.minta

Asp. niger - - - - +

Asp. tubingensis - - - + -

TUB1 - - - - -

AfIR - - - - -

AfIS - - + - -

AfID - - - - -

AflM - - - - -

AflIO + - + - -

AfIP + - - - -

AflQ - - - - _

2. tablazat: Specifikus primerek amplifikalt célszekvencidi (,,+7-al jeldltem a pozitiv
eredményt, vagyis azt, ahol a primer felsokszorozta a célszevenciat; ,,-,,-al jeloltem a negativ
eredményeket, vagyis azt, ahol a primer nem amplifikalta a célszekvenciat)
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6. abra: Gélelektroforézist eredményérol UV megvilagitas mellett készitett gélképek az 1-16
minték esetében
(Foto: Vlaskality, 2022)
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7. abra: Gélelektroforézist eredményérdl UV megvilagitas mellett készitett gélképek az 17-32
mintak esetében
(Foto: Vlaskality, 2022)
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8. abra: Gélelektroforézist eredményérdl UV megvilagitas mellett készitett gélképek az 65-80
mintak esetében
(Foto: Vlaskality, 2022)
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9. abra: Gélelektroforézist eredményérdl UV megvilagitas mellett készitett gélképek az 113-
128 mintak esetében
(Foto: Vlaskality, 2022)
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10. abra: Gélelektroforézist eredményérdl UV megvilagitas mellett készitett gélképek az 129-
144 mintak esetében
(Foto: Vlaskality, 2022)



6. Kovetkeztetések és javaslatok

Az 6szi buza szemtermések belsé fertézottségének vizsgalata soran az Aspergillus nemzetség
jelenléte volt a legalacsonyabb. Ez nem azt jelenti, hogy az Aspergillus fajok jelentléte
elhanyagolhat6 lenne, de mindenképpen ramutat arra, hogy az Aspergillusok mellet a
belséfertdzottség alapjan abundansabb, mas gomba nemzetségek vizsgalata is fontos lehet.
Akar a jelen kutatishoz hasonld, mikotoxin termeléssel Osszefiiggésbe hozhaté gének
kimutatasa is indokolt vola.

A morfologiai és mikroszkopi meghatarozést kovetden a véletlenszeriien kivalasztott 5 darab
Aspergillus tisztatenyészet koziil 2-r6l sikeriilt megallapitani a fajspecifikus primerparokkal
torténd vizsgalat soran, hogy a mikotoxin termelés szempontjabol legveszélyesebbnek tartott
Aspegillus niger, illetve Aspergillus tubingensis fajokhoz tartoznak. A fennmarad6 harom t6rzs
esetében, tovabbi gyakori Aspergillus fajok, pl.: Aspergillus flavus, Aspergillus flumigatus
fajokra specifikus primerekkel torténd PCR vizsgalatok elvégzése lehet indokolt. Ezéltal meg
tudnank hatarozni molekularis genetikai modszerekkel, hogy a vizsgalt tisztatenyészetek nagy
valdszinliséggel mely fajokhoz tartoznak. Ennél is pontosabb eredményt kaphatndnk a gomba
torzsekbdl izolalt DNS szekvenalasaval, ahogy Vesth és mtsai tették 2018-as kutatasukban,
amiben 6db A.niger genomot és 23db mas, a Nigri szekcioba tartozé genom szekvenalasat
végezték el a fajon belilli és a fajfeletti szinten eldforduld genetikai varidciok vizsgalata

céljabol, &m ehhez draga bioinformatikai hattér sziikséges.

A Degola és munkatarsai, valamint a Gallo és munkatarsai altal vegzett kisérletekben
kiilonbozé gének aflatoxin termeléssel vald Osszefliggését vizsgaltak. Kisérletemben a
kutatasaik alapjan, aflatoxin termelés szempontjabol, nagy jelentdségli gének jelenlétét
kutattam. Degola kisérlete soran az aflP, aflD, aflO gének jelenléte mutatta a legnagyobb
mértéki korrelaciot az aflatoxin termeléképességgel (Degola et al., 2007).

Gallo és kutatotarsai altal végzett kisérletben az AfIQ gént a nem aflatoxigén izolatumok
esetében tudtak nagy szamban amplifikalni (Gallo et al.,2012).

Mivel az AflQ gén az altalam vizsgdlat mintak egyikében sem szerepelt, ez arra enged
kovetkeztetni, hogy az 5 darab Aspergillus faj feltehetden inkdbb a Gallo és mtsai 2012-es
kuttasaban aflatoxigénnek tartott csoportba tartozik. Mivel azonban egyetlen gén jelenléte vagy
hidnya nem hatdrozza meg egyértelmiien a mikotoxin-termeld képességet, igy fontos a tobbi
vizsgalt gén eredményeinek értékelése is.

Az AfIR és AfIS gének esetében bizonyitottak legtobben a gének jelenléte €s az aflatoxin

crer



valoszintisitené az aflatoxin termeldképességet. Azonban sajat mintaim koziil minddssze egy
esetben, a 3-as szamu minta estében tudtam azonositani az AfIS gént. Itt azonban egy masik
gént is megtalaltam, az AflO-t ami Degola ¢és mtsai 2007-es kisérletében nagy biztonsaggal
jelezte az aflatoxin termeld képességet. Ezért a harmas minta esetében valdsziniinek tartom,
hogy egy aflatoxintermelésre képes Aspergillus fajjall van dolgunk.

Ugyanezt gondolom, az egyes szamu mintardl is, ahol szintén kimutathaté volt az AflO gén
jelenléte és az AfIP jelenléte is, amit szintén Deogola és mtsai 2007-ben hoztak 6sszefiigésbe
az aflatoxintermeld képességgel.

A 4-es és 5-0s szamu mintak esetében az az érdekes helyzet all fenn, hogy bar egyetlen aflatoxin
termeléssel kapcsolatba hozhatd gént sem sikeriilt kimutatni a mintakbol, a fajspecifikus
primerekkel végeztt vizsgalat alapjan nagyvaloszintiséggel az Aspergillus tubingensis, illetve
az Aspergillus niger fajhoz tartoz6 torzseket izolaltam. A vizsgalt gének negativ eredménye
alapjan nem, a feltételezett fajszintli besorolds alapjan viszont valdszinlisitheté a két torzs
toxintermeld képessége. Az A. niger ochratoxin A termeld képességét, mar 1994-ben
bizonyitottak (Abarca et al. 1994). Az A. tubingensis esetében egymasnak ellentmondo
eredmények lattak napvilagot. Perrone és tarsai 2006-ban, 20db A. tubingensis torzsb6l 5-nél
tapasztalt kismértékii OTA termelést, és az A. niger esetében szintén OTA termelSképességet
allapitottak meg. Par évvel késébb 2012-ben azonban Storari és tarsai a kordbban megjelend
eredményeket feliilbiralva cafoltak az A. tubingensis OTA termel6 képességét.

A 2-es minta az egyetlen, amely sem a vizsgalt gének, sem a fajspecifikus primerek esetében
nem produkalt pozitiv, aflatoxint termel6képességre utaldo eredményt. Azonban kdnnyen lehet,
hogy egy masik gyakori Aspergillus faj, példaul az A. flavus fajspecifikus primerével elvégezett
vizsgalat esetén pozitiv eredményt adna. Mindenesetre ennek a torzsnek az esetében az
elvégzett vizsgalatok alapjdn semmilyen eredmény nem utal a toxintermeld képességre.
Osszegezve az 5 vizsgalt buzarol szarmazé Aspergillus mintibol 4 esetében detektaltam olyan
eredményt, amely toxin-termelOképességet feltételez. Ami azt jelenti, hogy az 5 minta
tekintetében a mintak 80%-a potencialisan aflatoxintermelé gombakbol all. Feltételezheto,
hogy ez az ardny tobbé-kevésbé igaz lehet a buzaszemekrdl izolalt tobbi Aspergillus
tekintetében is. Bar ennek bizonyitasara a kisérlet tovabbi ismétlésekkel torténd elvégzése lenne
sziikséges.

Mindezeken tul fontos kiemelni, hogy az emlitett gének azonositdsa az egyes mintakban nem
jelent egyértelmii aflatoxin termel6képességet, csupan valdszintsiti ezt a képességet, mivel
Gallo és mtsai is csak a vizsgalt gének egyiittes jelenléte esetén detektaltak afltatoxin-termelést

2012-es kisérletiik soran.



A toxintermel képesség pontos meghatarozasanak modja lehetne még, a mar emlitett Gallo és
tarsai altal 2012-ben kozolt cikkben leirt médon, a vizsgalt gomba torzsekkel torténd
toxintermeltetés, megfeleld kornyezeti paraméterek mellett, majd pedig a kapott mintak

analitikai iton torténd vizsgalata €s az aflatoxin jelenlétének kimutatésa.

Kisérletemet tovabbi szemtermések belsd fertdzottségének mérésével és PCR vizsgalataval
tervezem kibOviteni. Valamint a jovore nézve érdemes lenne még qRT-PCR segitségével

felmérni, hogy a mar amplifikalt gének kifejezédése milyen mértéki.



7. Osszefoglalas

Magyarorszagon a buza az egyik legjelentdsebb termesztett novényiink a human ¢élelmezésben
¢és a haszonallatok takarmanyozasaban betoltott szerepének koszonhetéen. Az Aspergillus
nemzetségbe tartozd szamos faj altal okozott fertdzés kovetkeztében kialakuldé mikotoxin-
szennyezettség teljes gabonatételeket tehet felhasznalasra alkalmatlannd. A mikotoxin-termeld
gombakkal valo fert0zottség szamos egészségligyi €s anyagi kockazatokat vonhat maga utan.
Nem beszélve a mindségromlas kovetkeztében kiesé megtermelt termény mennyis€gérol,
amely a Fold novekvd népessége és a kovetkezd évekre prognosztizalt gabona hidny miatt

tovabb noveli a téma jelentdségét.

Ezért sziikséges az egyes penészgombak, mint példaul az Aspergillus nemzettségbe tartozo
fajok minél mélyrehatobb megismerése és mikotoxin-termeld képességiik molekularis biologiai
modszerekkel torténd feltérképezése. Kutatdsom soran az Oszi buza szemtermését fert6zo
mikotoxin-termel6 gombak dominancia viszonyait, valamint a szemekbdl izolalt Aspergillus
fajok faj szintli azonositasat, és a mikotoxin termelést eldsegitd génjeinek azonositasat végzem
el az azokra specifikus primerekkel. Osszesen 4 darab primerpart alkalmaztam fajmeghatarozas
céljabol. Ezek Aspergillus niger, illetve Aspergillus tubingensis fajokra specifikus primerparok
voltak. Mindemellett §sszesen 16 darab mikotoxin termeléssel Osszefliggésbe hozhatd génre
specifikus primerpart alkalmaztam. Utobbiak a Tubl, AfIR, AfIS, AfID, AfIM, AfIP, AflO,
AflQ génekre specifikus primerek voltak. Végiil a PCR-terméket 1%-o0s agardz gélben futtattam
meg. Az igy kapott géleket UV fény alatt, Biorad rendszerrel, ImageLab program segitségével

értékeltem ki.

A kutatdsom soran két az Oszi buza szemtermésen belso fertdzottséget okozo fajt, valamint
szamos, a mikotoxin termeléssel 0sszekothetd gént azonositottam az Aspergillusokbdl izolalt
DNS-ek PCR vizsgélataval. Az a tudas, hogy az egyes Aspergillus fajokrol meghatarozhatjuk,
hogy melyek génkészletében vannak jelen nagy bizonyossaggal ezek a mikotoxin termelést
eldsegitd gének, a késObbiekben hozzajarulhat a betakaritott termények biztonsagosabb

kezeléséhez.
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1. melléklet
ThermoScientific PCR KIT:
e DreamTag Master Mix (2x)

ZR Fungal/Bacterial DNA MiniPrep KIT:
DNS kivonas:

1. A gomba micéliumait (100 mg) helyeziink a ZR BashingBeas Lysis Tube-ba és 750 ul Lysis
Solutiont adunk hozza.
2. Vortexeljiik maximalis erdsségen 5 percig.
3.Centrifugaba helyezziik és 1 percen keresztiil 10.000 fordulatszamon centrifugaljuk.
4. A csovekbol 400 pl feliiluszot pipettdzunk at a Zymo-Spin IV Spin Filter csébe,
ala gylijté csovet helyeziink.
5.Centrifugaba helyezziik és 1 percen keresztiil 7.000 fordulatszamon centrifugaljuk.
6. 1200 pl Fungal/Bacterial DNA Binding Buffert helyeziink az el6bb hasznalt
gyljtéesobe.
7. 800 ul oldatot pipettazunk at a gytjtécsdvel egyberakott Zymo-Spin ICC Column filteres
csovekbe.
8. Centrifugéba helyezziik és 1 percen keresztiil 10.000 fordulatszamon
centrifugaljuk.
9. Ami a gylijtécsdvekben 0sszegylilt kidobjuk és a 7. €s 8. 1épést megismételjiik.
10. A Zymo-Spin ICC Column filteres csdvekbe 200 ul DNA Pre-Wash Buffert
helyeziink.
11. Centrifugaba helyezziik és 1 percen keresztiil 10.000 fordulatszdmon
centrifugaljuk.
12. A gytijtdcsébe kertilt folyadékot ismét kiontjiik.
13. A Zymo-Spin ICC Column filteres csdvekbe 500 pl Fungal/Bacterial DNA
Washing Buffer-t helyeziink, majd ismét centrifugaljuk 1 percen keresztiil 10.000
fordulatszadmon.
14. A Zymo-Spin ICC Column csdvet eppendorfba attessziik, pipettdzunk ra 50 pl DNA Elution
Puffert, centrifugaljuk. A DNS-kivonatunk elkésziilt, hogy a
mintaban 1évd anyag ne bomoljon le, mélyhiitoben taroljuk.



