Fekete Aspergillus fajok szerepe az élelmiszerbiatsagban és
human egészséglugyben (mint mikotoxin termék, allergének és
patogének) hazankban (azonosito: 84077)

Zarogjelentes

Munkank soran a fekete Aspergillus fajokferdulasat és fajeloszlasat vizsgaltuk kilénbdaezigazdasagi
termékeken és beltéri lev@ien. A toérzsek izoldlasat DRBC agar lemezeken wégediszta tenyészeteket
hoztunk létre, majd DNS kivonast végeztiink EpiCerdNS kivond kit segitségével. A fajokat részleges
kalmodulin szekvenciaik alapjan azonositottuk.

A fekete Aspergillus fajok gyakran okozhatjdk a yrag rothadassal jar6 megbetegedését. Eddig 37efeket
Aspergillus térzset izolaltunk hagymarél, melyekndegyike A. welwitschiae-nak bizonyult, mely potigtisan
fumonizinek termelésére képes.

Vizsgaltuk tovabba flige és datolya mintak mikoljiitaEgy fuge kivételével minden mintardl izolalkufekete
Aspergillus-okat. A datolyardl izolalt 35 torzs rdegyike, de a fligét izolalt térzsek nagy része (17 izolatum)
is a toxintermelésre nem képes A. tubingensis fagioezott. A fligésl izolalt torzsek kdziul 6 A. niger-nek
bizonyult, melyek termelhetnek fumonizineket. A d&k Aspergillus-ok mellett tobb mintérdl is izolaik
aflatoxinok termelésére képes A. flavus torzseket.

Kukoricardl is izolaltunk fekete Aspergillus-okatz 51 térzs kozil 40 A. niger-nek, 1 A. welwitsahizek, és
10 A. tubingensis-nek bizonyult. 1zolaltunk fekétspergillus-okat chili paprikardl, diérol és masrenyekél

is.

Egy szegedi kollégium beltéri lev@ghdl izolalt penészgombak kdzil 23 tdrzs tartozottlketfe Aspergillus-ok
kozé, melyekbl 9 A. niger, 9 A. welwitschiae és 5 az A. tubingenfajba tartozott. Tovabbi vizsgalataink soran
6 kilonb6s orszagban vizsgaltuk a fekete Aspergillus fajakatulasat beltéri levagpen (1. dbra). Korabbi
vizsgélatainkkal 6sszhangban, az A. niger melleén®s mas fajt azonositottunk. Az eurdpai orszégokb
hasonl6 fajeloszlast észleltiink, mig a legnagyazinti variabilitdst a thaiféldi mintdk esetében detetldél
(Varga et al. 2014).
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1. 4bra. Fekete Aspergillus fajok eloszlasa beleéediben kilonbéé orszagokban (Varga et al. 2014)

Parosodasi tipus gének vizsgalata

Az Aspergillus fajok nagy részénél, koztik a fekétspergillus-oknal csak aszexualis szaporodas ismer
vegetativ szaporitd képletek, konidiumok segitsélgévgomba genomban a MAT gének fékek a parosodas
irdnyitasaért. Az Aspergillus niger teljes genomaksenalasa utan azonositottdk a MAT 1-1 parosdiidiss
gént. Egyedil a MAT gének jelenléte még nem elegenskzexudlis szaporodashoz, de fontétektele annak.
Elvégeztik 16 A. niger, 71 A. welwitschiae és 40tébingensis torzs parosodasi tipus génjeinek aiasgt,
PCR (Polymerase Chain Reaction) technika segiteégéelyek kilonbd& mezgazdasagi termékeHr és
beltéri leve@bdl szarmaztak. Minden izolatum esetén sikerllt igmmok a MAT1-1 vagy a MAT 1-2 gén
jelenlétét. Az A. niger és A. tubingensis fajoktésel:1 MAT1-1:MAT1-2 aranyt, mig az A. welwitschidaj
esetén 6:1 aranyt tapasztaltunk (publikalas alatt).

Genetikai variabilitas vizsgalata

Az A. niger és A. welwitschiae fajokba tartoz6 amimok —tubulin, kalmodulin és transzlaciés elongacios
faktor a szekvenciak alapjan jol elkulonitibek, de mindezidaig nem talaltak egyéb markert, sidlgl ezek a
fajok megkulonboztethéek lennének. Munkank sordn UP-PCR (Universally Bdm PCR) és mitokondrialis
DNS-RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphisethnikdk segitségével hasonlitottuk 6ssze ezeh fa
izolatumait, mivel ezek a moédszerek mar korabbkalalasnak bizonyultak kdzeli rokon fajok elkllos#ée és
genetikai variabilitasanak vizsgalatara.

Az UP-PCR analizis sorén 8 primert hasznaltunk Aetélelektorforetikus képen tapasztalt sGvminigizadl
Osszesen 88 fragmentet vettiink figyelembe a méliészitésénél. A filogenetikai analizist a PHYLIP
programcsomag 3.67 verzidjanak programjaival vdgezA filogenetikai fat Neighbor joining médszerrel
készitettik, melyen az A. niger és A. welwitschiadatumok két jol elkilonidl kladot alkottak (2. abra).

A mitokondrialis DNS-RFLP analizist korabban az iger fajkomplexen belil a kilonb&zhaplotipusok
meghatarozasara hasznaltak. Az A. niger és A. usdhiae térzsek dsszehasonlitasa soran kiderigy, av 1c
tipusu mitokondrialis DNS-t hordoz6 térzsek az Alwitschiae fajnak felelnek meg.
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2. abra. A. awamori (mai nevén A. welwitschiae pésiger izolatumok elkilonitése UP-PCR analizapgin

A mikotoxinok bioszintézisében szerepet jatsz6 gézekvenciai alapjan is probaltuk ezt a két fHgtik@niteni.
Ennek érdekében az ochratoxin bioszintézisben petj@tszo klorperoxidaz (3. abra) illetve a funzomi
bioszintézisben kulcsfontossagu FUM8 géneket szeittiek meg (4. abra, Varga et al. 2011).
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3. abra. Fekete Aspergillus izolatumok klorperoxidénszekvenciain alapul6 torzsfa
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4. abra. Fekete Aspergillus izolatumok FUM8 génseekiain alapul6 térzsfa

Hagyma mintakrol szarmazé fekete Aspergillus izolaimok vizsgéalata

A hagyma fekete rothadassal jar6 megbetegedésdértiian az A. niger-t tették fedské, azonban kutatasaink
soran 6 Magyarorszagon vasarolt hagyma mintakodliz35 torzs mindegyike A. welwitschiae-nek (Kaloan
A. awamori) bizonyult kalmodulin gén szekvencidila@an (5. abra). Megvizsgéaltuk az egyes izolatumok
ochratoxin A (OTA) és fumonizin terntelképességét. A vizsgalt torzsek 15%-a termelt OTR:02-0.4
mg/kg), 17%-a pedig fumonizineket (0.01-10 mg/Kghagyma mintak fumonizin tartalménak vizsgalatedso
két mintaban sikerllt fumonizinek jelenlétét kimmia0.32 és 0.33 mg/kg koncentraciékban (6. aldEajtan
Ujabb hagymamintakat @jottink be kulénbod tertletekdl (India, USA, Anglia, Lengyelorszag, Romania,
Magyarorszag). Elvégeztik azok fajsdiaizonositasat egy a kalmodulin génre tervezetpdajfikus primerpar
segitségével. Eredményeink alapjan mésgjéést nyert, hogy a hagyma fekete rothadasos reggueséért az
A. welwitschiae faj tehétfeleldssé, nem csak Magyarorszagon, hanem vilagszerkz ifelveti egy esetleges
habitat preferencia lehiégét. Hagyma mintakbdl kivonatot készitettlink,chiajiktesztet végeztiink, melynek
eredménye egyértelian bizonyitotta, hogy a hagyma géatolja az A. nifegr ndvekedését, mig az A.
welwitschiae izoldtumokét nem. A kapott eredméngddpjan edszor sikeriilt nem DNS sziftkilonbséget
talalni a két nagyon kozeli rokon faj, az A. nigsrA. welwitschiae kdzott.
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5. abra. A hagymardl izolalt térzsek kalmodulinpaldadrzsfaja
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6. abra. Két hagymaminta fumonizin tartalma HPLC-Mfalizis alapjan.

Kukorica gombafert6zottségének és mikotoxin szennyezettségének vizsdgal

Vizsgaltuk 20-20 szant6foldi és raktari, szerb égyar kukoricaminta mikotoxin szennyezettségétn ddedl
morfolégiai és molekularis biolégiai moddszerekketomositottuk a kukoricakrél izolalt gombékat. A
vizsgélatokb6l megallapithatd, hogy a raktari ésfangxoldi kukoricamintdk mindegyike tartalmazott



penészgombékat, melyek a fellleti &enités ellenére is szaporodasnak indultak a Il&ma kitett
kukoricaszemeken. A telepek morfolégiai elkiilordtés tiszta tenyészetek létrehozasa utan, DNS4azeh és
szekvencia analizissel csaknem 300 patogén gonzbatdazonositottunk. A leggyakoribbak az Aspergillu
Fusarium és Penicilium nemzetségek tagjai voltakelyek kozott taldltunk mikotoxinterniidet is.
Megallapitottuk, hogy a raktarakbdl szarmazé kuamintakban az Aspergillus flavus, mig kodzvetleadl
szantéfoldeldl gyijtétt mintakban a Fusarium verticilloides, a Fusariproliferatum és az Aspergillus flavus
fajok dominaltak (7. abra). A fekete Aspergillugota kbzil az A. welwitschiae-t mindkét mintacsojtan
detektéltuk, mig az A. niger csak a raktari mingkiordult eb.

A mikotoxin tartalom mérése soran a raktari mingklzsak fumonizin B1 és B2 jelenléte volt kimutabha
aflatoxin B1, ochratoxin A és DON nem volt detekt&ib. A szantofoldi mintdknal is a fumonizinek dadltak,
s6t két mintanal a szennyezés meghaladta az EU iitiée& tovabbd aflatoxint is talaltunk. Az ochratoA és

a DON itt sem volt detektalhat6. A kukoricat katogpenészgombak és raktari penészek komoly egéspgég
kockazatot jelentenek a mikotoxintermelés miatt.aOkell figyelniink a szantéfoldi terményekre és a
takarmanyraktarozas koérilményeire, ugyanis a nengfetedd raktarozasi korilmények kedvezhetnek a
mikotoxintermeb gombafajok elszaporodasanak. Gatat kell vetninkeggszségligyi kockazati téngkz
kialakulasanak, mert a szennyezett takarmany faggsa veszélyforrast jelent nemcsak az allatokhakem
kbzvetve az embereknek is, a mikotoxinnal§zitt allati his vagy a tej elfogyasztasaval. A dorwsapadékos
idéjaras fokozza a gombak novekedési ltemét &segiti a masodlagos anyagcseretermékek dagset. A
globalis idbjaras valtozds miatt hazankban egyre tobb olyan badem jelenik meg, amely karositia a
takarmanyozéasra és emberi fogyasztasra szant galeaeé fontos lenne a termények folyamatos moout@sa
hazankban.
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7. abra. Gombafajok &ordulasa aratas utan (a), és raktari mintdkbasZbkvencia alapi meghatarozasok
alapjan kukorican 2012-ben



Irani és magyar filfert6zéseklél izolalt fekete Aspergillus-ok fajszinti azonositasa és antifungalis
szerekkel szembeni érzékenységiik

A kulsé hall6jarat gombas eredegyulladasat (otitis externa mycotica) legtdbbsaéCandida és Aspergillus
nemzetségekbe tartoz6 gombak okozzak. Az eddigalni adatok szerint az Aspergillus fajok kdzil Az
niger felebs a legtébb megbetegedésért. A fekete Aspergikussoportjaban mar tébb fajrél bebizonyosodott,
hogy kivalthatnak opportunista mikdzisokat. A kihdas fajok eltés mértékben lehetnek érzékenyek
gombaellenes szerekre, igy a megtelerapia kivalasztasaban segithet adfest okoz6 faj pontos ismerete.
Munkénk soran 7 irani &s 14 magyarorszagi flasstdl szarmazo izolatumot vizsgaltunk, melyeket kivétel
nélkul A. niger-ként azonositottak a hagyomanyosrfaldgian alapuld modszerrel. A kalmodulin gén egy
szakaszanak bézissorrendjei alapjan elvégeztikza@atumok fajszint besorolasat. Eredményeink alapjan
elmondhatjuk, hogy az A. niger-en kivil mas fekAtwpergillus fajok (A. welwitschiae és A. tubinges)sis
okozhatnak fillfedzéseket (8. dbra). Az irani izolatumok koézul 4 Agem, 2 A. tubingensis, 1 pedig A.
welwitschiae fajnak bizonyult. A Magyarorszagon l@b mintak kozil 11 az A. welwitschiae és 3 az A.
tubingensis fajhoz tartozott, A. niger-t egy esattsmm detektaltunk. Tovabba teszteltik néhany tzaola
érzékenységét harom, a klinikumban széles kérbeanddt gombaellenes szerrel (itrakonazol, ketokohaz
terbinafin) szemben, Checkerboard titralast alkalaa A minimalis gatlé koncentracié (MIC) értékelr@an
nem mutatkozott nagy kiildnbség az dlttajok érzékenységében, de elmondhatjuk, hogyhan@in (MIC;og
0.25-1 ug/ml) és itrakonazol (Migg 0.5-1 pg/ml) szerek hatasosabbnak bizonyultak, mint a Kartazol
(MIC1og 8-16ug/ml) (8. abra).
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8. abra. A hazai fekete Aspergillus izolatumok lizgelasa és antifungdlis szerekkel szembeni érzskee
fllfertézésekil (Szigeti et al. 2012)



Aspergillus fajok eléfordulasa human szemferézésekben (keratitisz)

Az Aspergillus fajok a leggyakoribb @tiézsi a gombéak altal okozott keratitisznek szubtréglistve tropusi
terlleteken. A fefizés & kockazati tényege a novényi részek altal okozott trauma a dgezdasagi munka
soran. Ezért egy évek 6ta fennalld kolcsonds enyikibdésnek készonhin szamos Aspergillus izolatumot
kaptunk egy indiai szemklinikarél (Aravind Eye Hdaspy Coimbatore, Tamil Nadu, India). A szemklinika
kizardlag morfologiai alapon tortériajmeghatarozast végeznek, de pusztan morfolégiakterek alapjan csak
néhany faj esetén lehetséges a pontos meghataMabekularis modszerekkel a fajok azonositasa baihb.
Nagyon fontos a klinikai Aspergillus izoldtumok dainfi meghatarozasa, mert a kilonbomjok eltés
mértékben lehetnek érzékenyek gombaellenes szerekag ismerete segithet a megfélglombaellenes terapia
kivalasztdsdban. Az Aspergillus fajok elkilonitéséilonbdd moddszerek léteznek, &-tubulin vagy
kalmodulin gének szekvenciai megféletk bizonyultak a fajszititelkiilonitéshez. Az Aspergillus fajok kdzul
foként az A. flavus, A. terreus, A. fumigatus és Agem okoz keratitiszt. Munkank soran 2012-ben 52- Dé
Indidbdél szarmazé keratitiszes esetidkizolalt térzset vizsgaltunk. A fajazonositas ergthyeként a legtébb
azonositott izolatum, 46 (88,5%) az A. flavus fa@d7,7%) az A. tamarii fajba, mig 1-1 izolatum9-l,9%) az

A. terreus és A. pseudotamarii fajpa tartozik. Widkaflatoxinogén fajt etként azonositottuk emberi
fert6zéstBl. Az Aspergillus flavus izolatumok aflatoxin teriieképességét YES tapoldaton vizsgaltuk, az
izolatumok 50%-a termelt aflatoxinokat. A mért &gk aflatoxin B esetében 34,4 és 352 ng/ml kozé t@het
mig aflatoxin B esetében ezen értékek 50,2 ng/ml és 75,3 pg/nd k8mek. Az Aspergillus pseudotamarii
izolatum aflatoxin termél képességének vizsgélatat harom kilodh@pkdzegben végeztik el. Mivel klinikai
izolatum, ezért a YES tépoldat mellett megpréb&tan emberi szervezethez hasonlé kérilményekemtere.

igy RPMI és BHI tapkozegben is elvégeztilk a tenyssz 35°C-os inkubaciosémérsékleten. Ennek
eredményeként megallapitottuk, hogy az izolatumk c¥&S tapoldatban termelt aflatoxin;Bt és B-,
O0sszhangban az irodalmi adatokkal. Az extraktumokdiizetesen vékonyrétegen futtattuk, majd az
eredményeket HPLC analizissel elientik. Az izolatum 2,6 ng/ml aflatoxin B, és mintegy lug/ml aflatoxin
B;-et termelt.

A gombaellenes szerekkel szembeni érzékenységalasgyedményeként megallapithatd, hogy az izolékuan
terbinafinnal szemben a legérzékenyebbek, mig kiseértékben érzékenyek a mikonazollal, klotrimadadis

az ekonazollal szemben. Vorikonazollal szembeniéldamységet a mintak 47%-anal tapasztaltunk, mig
flucitozinnal szemben a vizsgalt izolatumok 100%+faéketlennek bizonyult. 35 Aspergillus flavus &ain
genetikai variabilitds vizsgalatat végeztik el UPRPtechnikaval. Az analizis soran 6 primert hasmnl fel.
2014-ben az Indidban morfoldgiai alapon meghatdtdzd\. terreus, 5 A. fumigatus, 5 A. tamarii és 25
flavus és egy azonositatlan Aspergillus izolatumpsgaltunk. A molekuléris fajazonositast kdert az alabbi
fajeloszlast kaptuk: 4 A. terreus, 1 A. melleugy.5umigatus, 6 A. tamarii, 24 A. flavus, 1 A. quaiheatus. Az

A. flavus izolatumok 45%-a volt képes aflatoxiddlitasara YES tapoldatban.

60 killonbds élshelyekil szarmazd A. flavus izolatum genetikai variabgdaak 6sszehasonlitd vizsgalatat is
megkezdtik. Klinikai szemfeftésekidl szarmazé izolatumok (India), kulond®novényi részekil szarmazo
kérnyezeti izolatumok (India), kukoricardl szarmakidrnyezeti izolatumok (Szerbia, Obecse), illetvadtdri
levegbdl szarmazd izolatumok (Horvatorszag, Magyarorszéigsgalata van folyamatban. Az izolatumok
fajszinti azonositasat a kalmodulin gén egy szakaszanakesrak analizise révén végeztik el. Vizsgaltuk az
izolatumok genetikai variabilitasat UP-PCR techmida microsatellite analizist végeztiink, tovabba
meghataroztuk az izolatumok péarosodasi tipusatifowype). Az aflatoxin termél képességet vékonyréteg
kromatogréfiaval vizsgaltuk. A killonbdz éldhelyekil szarmazd izoldtumok genetikai variabilithsanak
vizsgélatat egyrészt UP-PCR, masrészt microsatelhtlizissel végeztik el. A UP-PCR analizist kirretmar

a gélfotok kiértékelése soran is jol elkulonultekidonbds populaciok. Létrehoztuk a fragmentek jelenlétén
illetve hidnyan alapuld binaris matrixot, majd dodienetikai rekonstrukciét Neigbor-Joining analizis
segitségével végeztiik el. A microsatellite anabifapjan készitett torzsfa hasonlo eloszlast mtitgltd. abra).

Az izolatumok parosodasi tipus génjeinek (MAT) gakta soran megallapitottuk, hogy az izolatumo¥-4&7
csak a MAT1-1 idiomorfot hordozta, 18%-uk csak a MA2 idiomorfot, mig 5%-ukban mindkét idiomorf
eléfordult. A MAT gének eloszlasa a populaciok kozéitérést mutatott. Csak a MAT1-1 idiomorfot hordozt
az indiai klinikai izolatumok 100%-a, indiai kérraeti izolatumok 60%-a, a kukoricardl szarmazo6anminok
93%-a, valamint a beltéri levélgsl szarmazd izolatumok 53%-a. A latszélag mindkébnubrfot hordozo
izolatumokkal tovabbi vizsgalatokat terveziink ebzg.
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14. abra. A. flavus izolatumok torzsfaja UP-PCRIrdeés microsatellite analizis alapjan (jobbra)

Aspergillus fajok nevezéktana, és Uj Aspergillus fak azonositasa

Résztvettem a gombak (koztiik az Aspergillus fajpdyezéktanaval foglalkozé dsszejoveteleken Holkavat
(1 fungus = 1 name, 1 fungus= which name: Amsztarditrecht, 2011, 2012).
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CBS Symposium

Mint az "International Commission on PenicilliumdaAspergillus" ISHAM csoport vezédégi tagja vettem
részt ezeken az Uléseken, ésadhsokat is tartottam. Ezeken a megbeszélésekeAspergillus fajok

tekintetében az a konszenzus szlletett, hogy aergips nevet hasznaljuk erre a csoportra (igiaricella,

Eurotium, Neosartorya és szamos egyéb nevek itegiit Hawksworth et al. 2011, Samson et al. 2014).

A project keretében szamos U] fajt azonositottuskritink le, illetve tisztaztuk taxondémiai helyzetd Nigri
szekcidoban 6 () fajt azonositottunk polifazikus sgalatuk alapjan (3 génszakasz szekvencia analizise
morfologiai és fiziologiai vizsgalatok, a termeltasodlagos anyagcseretermékek azonositdsa; Aspergill
eucalypticola, A. neoniger, A. fijiensis, A. indgenus: Varga et al. 2011; A. floridensis, A. tlimilensis:
Jurjevic et al. 2012, 9. abra).

98| A. neoniger CBS 115656

A. neoniger CBS 115657

A. costaricaensis CBS 115574
A. vadensis CBS 113365

A. eucalypticola CBS 122712
A. piperis CBS 112811

781 A. coreanus CBS 119384

A. tubingensis CBS 134.48

A. awamori CBS 557.65

A. niger CBS 554.65

A. lacticoffeatus CBS 101883
84| A. foetidus CBS 114.49

A. foetidus CBS 121.28

A. brasiliensis CBS 101740

-A. ibericus CBS 121593
9% A. sclerotiicarbonarius CBS 121057 )
A. carbonarius CBS 111.26 A. carbonarius clade

A. sclerotioniger CBS 115572

A. ellipticus CBS 707.79
ﬁ:A. heteromorphus CBS 117.55 | A. heteromorphus clade
99 L A. heteromorphus CBS 312.89
4'—7/4. saccharolyticus CBS 127449 | A. homomorphus clade
A. homomorphus CBS 101889
o8 [A. fijiensis CBS 313.89
A. fijiensis CBS 119.49
° o A. aculeatus CBS 172.66
99'A. aculeatus CBS 186.67
A. leatil CBS 121060
98 A. uvarum CBS 121591 A. aculeatus clade
A. indologenus CBS 114.80
A. japonicus CBS 114.51
A. violaceofuscus CBS 122.35
“I| A. violaceofuscus CBS 123.27
72| A. violaceofuscus CBS 102.23
A. violaceofuscus CBS 115571

A. niger clade

98

89

-A. flavus CBS 100927

9. abra. A fekete Aspergillus fajok (Aspergillusen Nigri) filogenetikai torzsfaja kalmodulin gérekvenciak
alapjan (Varga et al. 2011)

Az Aspergillus nemzetség atfogo filogenetikai jellazése

Az Aspergillus nemzetséget jelenleg 8 alnemzetségh24 szekcidba soroljak, azonban a napjainki§gekett
kutatdsok nem szolgélnak megfélehennyiség informéacidéval sem az alnemzetségek, sem az eggsisk
kozotti filogenetikai kapcsolatok feltérképezéséh€elul fiztik ki a teljes nemzetséget fel@eb I6kuszos
(Acll, MCM7, RPB1, RPB2, Cct8, Tsrl) filogenetikazsgalat elvégzését, hogy felfedjik ennek a gamglas
szempontbol igen fontos gombacsoportnak evollci@pcéolatait. 92 fajt valasztottunk ki, amelyek jol
reprezentaljdk a nemzetséget. Kilcsoportnak a Memt chrysogenum fajt valasztottuk. A filogenedik



analizist Maximum Likelihood médszerrel végeztikkapott torzsfak megbizhatésagi elemzésére ML lraqts
analizist alkalmaztunk 1000 ismétlésben.oEmsegkdzelitésben minden lékuszra szamoltattunk téggsfat,
majd mivel az egyes lékuszok alapjan szamolt tékz&bHzo6tt I€nyeges topoldgiai eltérés nem mutatitpegy
kombinalt adatsort hoztunk Iétre, majd 8bszamoltattunk egy Gjabb térzsfat, mely mind aviasgalt I16kusz
informaciotartalmat hordozza. A vizsgalat soranbsdsban a Nigri szekcidra fokuszaltunk. Ezt a szamkci
korabbi kutatasok alapjan a Circumdati alnemzetségloroljak a Circumdati és Cremei szekcidkkal &gy
altalunk végzett filogenetikai vizsgélat eredmérgmben kapott térzsfa alapjan azonban elmondhakjagy
sem a Nigri, sem a Cremei szekciok nem tartoznddé &eCircumdati alnemzetségbe, hanem valdigzdnuj
alnemzetségeket reprezentalnak (10. abra).

Az Aspergillus fajok azonositasara alkalmas génrégk vizsgalata

A gombak esetében a DNS alapu fajdzimheghatarozas didleges ,barcode” szekvenciajaul a rRNS
génkluszter ITS szakaszat valasztottak (Schochtéai.n2012), habar tébb kordbbi tanulmany is égitbtt
arra, hogy ez a régi6 nem alkalmas minden gombas(Ri012), kdztik szamos Aspergillus faj fajskint
elkilonitésére (Geiser és mtsai., 2007). Az ITSorétgisorban fajkomplexek elkilonitésére alkalmas (Balaje
és mtsai., 2007, Samson és Varga 2009) a pongzmrftijazonositashoz altaldban mas lokuszok felhasznislasa
szilkséges. Korabbi kutatasaink alkalmaval meg#diipk, hogy a kalmodulin és B-tubulin gének egy
szakaszanak felhasznalasaval szamos esetben t®tsdontos fajazonositas. Sajat és génbanki enzeitak
felnasznalasaval megvizsgéltuk, hogy az emlitetorihnaszakasz mekkora feloldoképességgel bir a teljes
Aspergillus nemzetségen beliil.

A vizsgalt génszakaszokat étBegesen a MAFFT v7.149b szoftver (Katoh és Stand2®13) segitségével
illesztettik, majd az illesztések felhasznalas@Nwigbor joining (Saitou és Nei, 1987) analizist e&gink a
MEGA v6 (Tamura és mtsai., 2013) programcsomag rtédataval. A kapott filogenetikai fat segédfaként
alkalmazva Gjabb illesztést végeztiink a PRANK vI4D(Loytynoja és Goldman, 2005) szoftver segitsébév
A végd filogenetikai fakat Maximum Likelihood analizisggeségével allitottuk 6| a raxmIiGUI v1.3 (Silvestro
és Michalak 2011) programcsomag hasznalataval, R+#GTnodellt alkalmazva. Az analizis soran a részleges
kalmodulin é$3-tubulin szekvencidkat exonokra és intronokra pamidltuk, mig az ITS adatsort ITS1, ITS2 és
5,8 rRNS particiokra osztottuk. A filogenetikai Hmst 500 ismétlésben hajtottuk végre.

A vizsgalt génszakaszok koziil az ITS régio rendsditea legkisebb feloldéképességgel (1. TablazaRapott
filogenetikai fan a nemzetségen belilli szekcidkyamoé tobbsége jol elkilondlt, bar a tamogatottshtpkek
nem minden esetben bizonyultak magasnak. A vizsglkvenciak kozil 54 esetben nem volt lehetséges a
pontos fajszint azonositas. A fekete Aspergillus-ok két kiilon k#athomlottak, melyeket az "uniseriate" és
"biseriate" fajok alkottak. Az analizis soran szgnhaj filogenetikai poziciéja bizonytalannak mutaktt (11-

13. abra).

A B-tubulin szekvenciak analizise soran azt tapasitaliogy az egyes szekciok nem kiloniltek el teljes
mértékben. Szamos esetben a kalmodulin szekvejubiélkelkilonitést eredményeztek (1. tablazat, 11abga).

Az analizisbe bevonB-tubulin génszakaszok segitségével a vizsgalt fajdkyomd tobbségét azonban el
lehetett kiloniteni. Az altalunk vizsgalt génszakaiskozil a részleges kalmodulin szekvenciak bimitak a
legalkalmasabbnak a pontos fajsttidzonositasban. A felhasznalasukkal elkészitetistéin minden szekcié
magas tamogatottsaggal kilonllt el (11. abra). 8 @@sgalt faj kdzil 6 esetben nem nyilt léfséglink a
pontos fajszint azonositasra. Eredményeink alapjan a részleganoKalin génszakaszok megfelelnek a
sbarcoding” szekvenciakkal szemben tamasztott l@élmatnyeknek és alkalmazasukkal Iélség nyilik az
Aspergillus nemzetség tagjainak pontos, fajszimeghatarozasara.
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10. abra. Az Aspergillus nemzetség 6 génszekveratagrulé felosztasa

1. Tablazat. A barcoding analizis soran felhasznélt génszakaszszehasonlito tablazata

Kalmodulin B-tubulin ITS

adatsor adatsor adatsor
Szekvencidk szama 308 308 296
Az illesztés hossza 2983 2654 1553
(gap-ekkel egyiitt)
Parszimoniai szempontbdél 937 731 331
informativ helyek szama
Azonos szekvenciak szama 6 18 54




11. 4bra. Az Aspergillus nemzetség kalmodulin seekidkon alapul6 tdrzsfaja



12. abra. Az Aspergillus nemzetsggubulin (benA) szekvenciakon alapulé torzsfaja



13. abra. Az Aspergillus nemzetség ITS szekvencidgtapulo torzsfaja



Egyéb kutatasok (melyek kapcsolédnak az OTKA pélyaat témajahoz)

A globalis klimavaltozas egyik legfontosabb hatasanikotoxinok szempontjabdl a melegkedveiflatoxin
termeb fajok megjelenése lehet a mérsékelt égovi orszdmukami az itt termesztett négmzdasagi termékek
fokozott mikotoxin-szennyémését vonhatja maga utan, kilonds tekintettel Eoxinokra. A jelenséggel az
utébbi években Eurépa szamos orszagaban, igy akiedéataros Szerbiaban, Szlovéniaban, Horvatghens
Romanidban és Ukrajnaban is szembesilnink kefletiti észlelések hatasara vizsgéaltuk hazaibgeezdasagi
fliszereket, valamint kildnbézlohanyarukat is. Potencidlis aflatoxin terénéispergillus flavus izolatumokat
szamos esetben detektaltunk a mintdkban. Nagys2&pérgillus flavus izolatumot azonositottunk azzég
killénbodsd régidibdl szarmazd buzaszemeken is. A le@iittebbnek az Alakor (egyszénbiza, Triticum
monococcum) bizonyult. Az Alakdisi diploid blzafajta, mely igen ellendll6 gombalgstegekkel szemben. A
bazamintakban nem tudtunk aflatoxinokat kimutafa.izolatumok aflatoxin termélképességének vizsgalatat
vékonyréteg kromatogréafiaval és HPLC-vel végeztéhkennek eredményeként az izolatumok sem termelnek
aflatoxint. Az egyéb mémgazdasagi termékek (chili, did, kukorica) aflatoxiermelés vizsgalatanak
eredményeként nagyszamu izolatumot kaptunk, meigek jelents mennyiségben képesek aflatoxinokat
termelni. Tovabba kilénbdzhazai és hatarmenti miggazdasagi terlleteldrszarmaz6 gabonamintak, valamint
egyéb kulfoldi kérnyezeti mintdk vizsgalatat és&bli Aspergillus izolatumok dytését is elvégeztik. A
vizsgélatba bevont mintak a kovetk&zvoltak: Szegedil szarmazo6 tonkolybuza (Triticum spelta) szemek,
Vajdasagbodl szarmaz6 kukoricaszemek, valamint bfdi&zarmazo kornyezeti mintak (kalonbonovényi
részek és talajmintak). A molekularis fajazonositésvetien megallapitottuk, hogy a Szeg@dszarmazod
tonkolybuzarol 5 izolatum kozll 2-2 izoldtum azflavus és A. piperis fajba, mig 1 izolatum az Alwitschiae
fajba volt sorolhatd. Vajdasagi kukoricaszen®R5 izolatumot gyijtottiink, ezek kézul mind az A. flavus fajba
tarozott. Az Indiabdl szarmaz6 kornyezeti izolatbkm@mintaszam: 44) fajszifit azonositasat kouetn
megallapitottuk, hogy az Aspergillus nemzetség etiehéhany Penicillium nemzetségbe tartozé torzsiske
azonositottunk. Az izolatumolkKént az Aspergillus nemzetség Flavi és Nigri saijitia voltak sorolhaték, de
néhany esetben az Aspergillus nemzetség Circumdatamint Terrei szekci6jaba tartoz6 izolatumot is
sikeresen azonositottunk.

Tovabbi kutatdsokat terveziink végezni az Aspeifajok ebfordulasaval, mikotoxin termé&lképességével
illetve genetikai variabilitAsaval kapcsolatbantaddjovében.

A project kivitelezése soran 83 publikacio sziilet@sd. kozlemények listajat), és tovabbi cikkelasa
folyamatban van.



