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POTENCIALIS AFLATOXIN TERMELO ASPERGILLUS FLAVUS
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BEVEZETES

A mikotoxinok a fonalas gombak masodlagos anyagcseretermekei, amelyek egyarént:
artalmasak az emberekre és az allatokra nézve is (Varga eés mtsi 2009). Az aflatoxinok a

legjelentosebb mikotoxinok, melyeket az Aspergillus nemzetseg fajai allitanak el6. A

szamos ismert aflatoxin kozul az aflatoxin B; a leginkabb mergez6. Er6s mutagen

emberek esetén a maj rakos elvaltozasat okozhatja (Wild €s Turner 2002). Az aflatoxin

. B; a termeszetben el6forduldo legerGsebb rakkeltdO anyag, melynek hatasara '

majkarosodas €s majrak alakulhat Ki.

Az Aspergillus flavus a legjelentosebb aflatoxin termelo faj, emellett fontos

mezOgazdasagi kartevo. KulonbozO0 mezoOgazdasagi termenyek eseteben (kukorica,

gyapot es foldimogyord) sulyos hozamveszteséget okoz vilagszerte. Az aflatoxin

termelésnek a kedvez6 kornyezeti feltételei a nedvesseg es a magas homerseklet, ezert

az A. flavus melegebb, tropusi és szubtropusi teruleteken kepes aflatoxinokat eloallitani |
© (Varga és mtsi 2009). Kovetkeztetésképpen, a kozép-eurdpai orszagokban

(Magyarorszag, Szerbia, Szlovenia, Horvatorszag, Romania, Ukrajna), melyek a |

mersekelt eghajlati ovben helyezkednek el, a mezOgazdasagi termekek aflatoxin -
szennyezettsége nem jelent komoly egeszsegugyi kockazatot.
Azonban a globalis felmelegedeés altal okozott klimavaltozas jelent6s valtozasokat idézett

© elb. Az utobbi idoben tobb tanulmany iIs foglalkozott az éghajlatvaltozas hatasara
megjeleno aflatoxin termeld6 gombakkal es az aflatoxinok élelmiszerekben torteno

elofordulasaval (Paterson es Lima 2010, Tirado €s mtsi 2010). Ezen vizsgalatok alapjan
a klimavaltozas miatt az aflatoxin termelé6 gombak, és kovetkezteteskeppen az
aflatoxinok Is, varhatoéan egyre inkabb elterjednek a mersekelt eéghajlattal rendelkez6
orszagokban is. S6t, a legujabb vizsgalatok jelezték az aflatoxin termel6 gombak
elofordulasat es ezzel egyutt a mezdgazdasagi termekek aflatoxin- szennyezettseget
tobb olyan eurdpai orszagban, ahol eddig meg nem talalkoztak ezzel a problemaval.
Magyarorszagon Richard és mtsi (1992) a toxintermel6 kepesseget 22 kulonboz6
~ forrasbdl szarmazd izolatum esetében vizsgaltak, és egyik izolatum sem bizonyult
aflatoxin termelonek. Azonban az utobbi idoben, Borbély és mtsi (2010) kelet-
magyarorszagi gabona és kevert takarmany mintakban vizsgaltak a mikotoxin szintet, és
talaltak olyan mintakat, melyekben az aflatoxin B, meghaladja az unios hatarerteket.
Dobolyi és mtsi (2011) Magyarorszag kulonbozo régioibol gyujtott kukoricaszemeken

azonositottak aflatoxin termelé Aspergillus flavus-t. Ezek a megfigyelesek vezettek =

bennunket arra, hogy vizsgaljuk a potencialis aflatoxin termel6 fajok el6fordulasat
magyar gabonaféléken.
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1. tablazat Az Aspergillus flavus el6fordulasa hazai gabonaféleken

‘ | (2010-2011)
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lzolaciés | Avizsgalt | A vizsgalt A flavys | A flavus
d Gabonafélék | helyek | hibridek/ | magmintak | - > - |izolatumok
szama [fajtak szama SZama . %-0S
i szama e
ertekei
Kukorica 18 6 2160 18 0.83
Buza 6 4 1200 38 3.17
Arpa 3 1 150 3 2.00
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1 abra Az Asperglllus flavus elofordulasa Alakor buzan
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KOVETKEZTETESEK

Magyarorszagon 2010-ben és 2011-ben gyujtott gabonamintak esetében vizsgaltuk
a potencialisan aflatoxin termelo penészgombak elofordulasat. A kukorica, buza és
arpa mintak 0,8%- 3,17% -aban mutattuk ki az Aspergillus flavus fajt. Egyeéb
mezogazdasagi termékek mikobiotajanak alaposabb vizsgalata szukségesnek
tinik az eghajlatvaltozas kovetkeztében a potencialis mikotoxin termelo
Aspergillus fajok megjelenésének becslésére. Vizsgalataink soran mindezidaig a
buzamintakban és az Alakor fajtarol szarmazé izolatumokban nem sikerult
aflatoxinokat kimutatni. Az izolatumok genetikai variabilitasanak vizsgalata UP-PCR
technikaval folyamatban van.

3
rakkelto hatast mutattak ki laboratoriumi allatoknal, es sok bizonyiték utal arra, hogy
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Mintavetel
A mintakat 2010 es 2011-ben gyujtottuk hazank kulonbozO gabonatermd teruletein aratas utan. A vizsgalt
gabonafélék kozeé tartozott a kukorica, a buza és az arpa. A mintakat felszinsterilezést kovetben dikloran
tartalmu bengalvoros (DRBC) taptalajra helyeztuk (King és mtsi 1979). A lemezeket 25°C-on sotétben inkubaltuk
és idészakosan ellendriztuk a magokrol novekvo micéliumokat. A kindtt micéliumot tisztitas utan malatas (MEA)
taptalajra oltottuk. Az izolatumok szubkulturat alkottak, egyedulalldo konidiumokkal MEA, PDA, és CYA
taotalajokon (Samson es mtsi 2004).
Fajazonositas
A DNS kivonashoz YPD (éleszt6, pepton, D-glukoz) tapoldatban tenyesztett kulturat hasznaltunk, melyet 4 napig
25°C-on razattuk 120-150 rpm-en. Az igy kapott micéliumtomeget centrifugalassal valasztottok el a tapoldattol. A
DNS kivonashoz az Epicentre Biotechnologies MasterPure™ Yeast DNA Purification készletet hasznaltuk a
gyarto utasitasa szerint. A fajazonositast a kalmodulin gen egy szakaszanak amplifikalasa és szekvencia
analizise reven vegeztuk el (Pildain és mtsi 2008). A kapott kalmodulin szekvenciakat nukleotid-nukleotid BLAST
(blastn) (http://blast.ncbi.nim.nih.gov; Altschul és mtsi 1990) segitségével hasonlitottuk 0ssze a Genbank-ban
talalhatd szekvenciakkal es a sajat adatbazisunkkal is.
Aflatoxin termelo képesség vizsgalata
Az Alakor Osi buzafajtardl szarmazo Aspergillus flavus izolatumokat 2,5 ml YES (2% élesztd, 20% szachardz)
tapoldatba oltottuk és 25°C-on sotétben inkubaltuk 7 napig. Az aflatoxin extrakciot 2 ml diklér-metannal vegeztuk
el. Az izolatumok aflatoxint ermel6 képesseget vekonyréteg kromatografiaval (TLC) es HPLC- vel is elvégeztuk.

EREDMENYEK

Az utobbi idében szamos Aspergillus fajt azonositottak, melyek kepesek aflatoxinokat eIc’jélll’tanl
(Varga és mtsi 2009). Ezek a fajok konnyen elkulonithetoek a [B-tubulin vagy kalmodulin gén

szekvencia analizise reven (Varga eés mtsi 2011). Munkank soran a potencialis aflatoxin termelo ©

gombak elofordulasat vizsgaltuk hazai gabonaféleken. A felszinsterilezett gabonaszemeket

" szelektiv taptalajra helyeztuk, és az izolalt gombatorzseket morfologiai, valamint szekvencia

alapu modszerek segitségevel azonositottuk. A legtobb izolatum telepmorfologia és
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mikroszkopikus jellemzOik alapjan az Aspergillus nemzetség Flavi szekcidjaba volt sorolhato (1. ,’

és 2. abra). A fajazonositas a kalmodulin gén egy szakaszanak szekvencia analizise alapjan
tortent. Annak ellenére, hogy nagy a morfologiai variabilitas a telepek szinet, a sporulaciot, a
szklerocium kepzest és a konidiofor strukturakat illetdben, az o0sszes izolatum az Aspergillus
flavus fajba tartozott a kalmodulin szekvencia adatok alapjan. Aranya a pozitiv mintak esetéeben
0,38% es 3,1/% koze esett a vizsgalt gabonatol fuggden (1. tablazat). Munkank soran
nagyszamu Aspergillus flavus izolatumot azonositottunk az orszag kulonbozo regioibol
szarmazo buzaszemeken. A legfertézottebbnek az Alakor (egyszemu buza, Triticum
monococcum) bizonyult. Az Alakor Osi diploid buzafajta, mely Iigen ellenallo
gombabetegsegekkel szemben. A buzamintakban nem tudtunk aflatoxinokat kimutatni. Az
izolatumok aflatoxin termel6 képességenek vizsgalatat vekonyreteg kromatografiaval es HPLC-
vel is elvegeztuk. Ennek eredmeényekent megallapitottuk, hogy az izolatumok sem voltak
kepesek aflatoxinokat elGallitani. Vizsgaltuk tovabba az Alakor buzarol izolalt torzsekben a
parosodasi tipus (MAT- mating type) genek el6fordulasat specifikus primerparokkal (Ramirez-
Prado és mtsi 2008). A legtobb vizsgalt torzs a MAT-1 parosodasi tipus gent hordozta.

2. abra Az Aspergillus flavus telepmorfologiaja CYA taptalajon (balra) es a
konl’diumtartéjérél készult mikroszkopos felvétel (jobbra)
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Jelen kutatasi eredmények megjelenését ,,Az SZTE Kutatoegyetemi Kivalosagi Kézpont tudasbazisanak
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A
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tették lehetoveé a kutatasi munkat

SZECHENYI TERV

A projekt az Eurdpai Unié tamogatasaval,
az Eurdpai Szocialis Alap
tarsfinanszirozasaval valésul meg.




