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1. BEVEZETES ES CELKITUZES

A buza (Triticum aestivum L.) tapanyagban gazdag, gazdasagilag jelentés novényliink, a
vilag 40%-an alapvetd élelmiszernek szamit, csak a rizs és a kukorica rendelkezik hasonlo
jelentéséggel. A vilag egyik legértékesebb és legnagyobb teriileten termesztett gabonaféléje,
vetésteriilete 245-250 millio hektar (BORSOS et al. 1995)" koriil van. Széles korii elterjedését a
buzafajok és fajtdk valtozatos éghajlati igénye és jo alkalmazkoddképessége tette lehetové. A
blza vetésteriilete hazankban a 2000-es évek elejétdl allandosult 1,1 millié hektar koriili értékre,
termésatlaga 3—5 t/ha kozott ingadozik (AGOSTON 2009).

Az 06szi buza legfontosabb kenyérgabona-novényiink, amelynek szénhidrat- &s
fehérjetartalma kedvezd. A lagy buzat édes- és tésztaipari, valamint takarmdnyozasi célra
hasznaljak fel. Kenyérsiitésre a kemény buzik a megfelelébbek (HORVATH 1995). Fontos
megélhetési forras, ezért gazdasagi és 0kologiai védelme elsérendl feladat.

A bulzatermesztés sikerét a kiilonboz6 korokozok, mint a rozsda- és iliszoggombak,
nagymértékben befolydsoljak, fellépésiik esetén rontjdk a gabona mindségét és csokkentik a
termés mennyiségét. A csiranovény-fert6z6 Tilletia-fajok vilagszerte az egyik legveszélyesebb
korokozonak szamitanak (KELLERER et al. 2006).

A gabonaiiszog a torténelmi idéktdl kezdve napjainkig ismert (SZEPESSY 1977).
Mitterpacher 1777-ben kiilonitette el a k6iiszogot a poriiszogt6l. Linhardt a ,,Fungi Hungarica”
cimii munkéjaban 31 iiszogfajt ismertetett (HORVATH 1995). Az iiszogbetegség az intenziv
gabonatermesztés kibontakozasaig az egyik legfébb gabonakarositd volt (TOTH 2006). A buza
koiiszog ma olyan vidékeken lehet jelentds, ahol nem csavaznak (pl. biotermesztés), vagy azt
nem végzik szakszertien.

Magyarorszagon altalanosan két Gszi buzat fertézo Tilletia-faj fordul el6: a T. caries
(DC.) Tul. és a T. laevis J. G. Kiihn. Gazdasagilag jelentés liszogfaj még a T. contraversa J.
Kiihn, mely az irodalmi adatok szerint napjainkban mar nem fordul elé hazankban. Figyelembe
kell venni tovabba a zarlati statuszi korokozoként szamon tartott T. indica Mitra fajt, mely
Europaban még nem fordult eld.

Szamos orszagban van érvényben hatosagi szabalyozas a Tilletia-fajokkal fertézott
buzaszallitmanyokkal kapcsolatban, ez féként importkorlatozasban nyilvanul meg. Az érintett
fajokkal szemben — T. contraversa ¢és T. indica — zéré tolerancia, illetve fert6zottségi

kiiszobértekek vannak érvényben, azért, hogy elsdésorban meggatoljdk ezeknek a gombaknak a

! Az Irodalomjegyzék az M1. fejezetben talalhato.



korokozomentes teriileteken valdé megtelepedését, valamint, ha mar jelen vannak, akkor
korlatozzak terjedésiiket, és felszamoljak jelenlétiiket. Export szallitmanyaink esetleges
visszautasitasanak elkeriilése érdekében hazankban évente végziink felderitést a Nemzeti
Elelmiszerlanc-biztonsagi Hivatal, Novény-, Talaj- és Agrarkornyezet-védelmi Igazgatosag,
Novény-egészségiligyi €s Molekularis Biologiai Laboratoriumaban a T. contraversa-mentesség
igazolésara.

A T. caries és T. contraversa teliospdorainak a nagyfoki hasonlosaga megneheziti a
novény-egészségiigyi vizsgalatok elvégzését (MURRAY et al. 1998). Tobbféle, morfologiai €s
csirazasi tulajdonsdgokon alapuld vizsgalati modszer egylittes alkalmazasa sziikséges a
megbizhatd diagnézis feléllitasahoz. Ez magéaban foglalhatja a fénymikroszkopos, fluoreszcens
fénymikroszkopos jellemzdkon til a taptalajon valo csirdztatast is. Ezen technikak rendkiviil id6-
¢s munkaigényesek, gyakorlott, szakértd szemet igényelnek. Ezért sziikségesnek latszott a
lehetséges DNS és fehérje alap azonositasi modszerek feltérképezése, és a modszerfejlesztés.

Bar néhany aerobioldgiai tanulmany leirta a Tilletia-fajok teliosporainak kiilonbozo
foldrajzi helyeken a levegében valo jelenlétét (TSE et al. 1980; SAVINO és CARETTA 1992;
CROTZER ¢és LEVETIN 1996), nem all rendelkezésre adat a Tilletia-fajok teliosporainak
gabonatarhazak légterében valo eléfordulasara. A Tilletia-fajok gazdasagi jelentségére valo
tekintettel is sziikséges a gabonatarolok levegdObiologiai vizsgéalata a spérdk terjedése, az
atfert6zodés, az esetleges zarlati szabalyozasok, valamint az alkalmazando kezelési technologiak

kidolgozasa kapcsan.

Munkank soran célkitlizéseink az aldbbiak voltak:

1. A Tilletia-fajok el6fordulasanak felderitése Magyarorszagon kombajn-tiszta, learatott
6szi bliza mintak vizsgalata alapjan a 2007-2012. koz6tti idGintervallumban, illetve a 2011-ben
kimutatott, ,,visszatéré” Tilletia contraversa morfologiai jellemzése, és 0jboli szinrelépésének
hatterében 1évo lehetséges tényezok attekintése.

2. A gabonatarhdzak levegd-Osszetételének vizsgalata Hirst-tipusa térfogatos
sporacsapdaval: a tarolok levegdjének novény- és human-egészségiigyi vonatkozasu analizise
kiilonos tekintettel az tiszogsporak jelenlétének felderitésére.

3. A T. caries és T. contraversa elkiilonitését célz6 DNS alapu modszerek tesztelése, a
megfelelonek talalt modszer adaptaldsa a laboratdriumi eljarasaink koze.

4. A T. caries és T. contraversa elkiilonitését célzo, fehérje-Osszetételen alapuld rutin
diagnosztikai modszer kifejlesztése, egy megbizhatd, gyors és ismételhetd elektroforetikus

technika létrehozasa.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. A gazdasagilag jelentés, illetve zarlati Tilletia-fajok

2.1.1. A hazankban eléfordulo Tilletia-fajok kartétele és jelentosége

A Magyarorszagon gazdasagi jelentéséggel bird 1iszogok, a torpetiszog, Tilletia
contraversa és a két koiiszog- vagy biidosiliszog, T. caries és T. laevis, kdzeli rokonsagban allo
bazidiumos gombak. Hazankban és a vildg mas tdjain a kiilonbozo iiszogbetegségek évente
eltéré mértékii, de minden évben megjelend termésveszteséget okoznak. Altalanossagban
ugyanakkor elmondhatd, hogy az iiszogbetegségek ma kevesebb gazdasagi kart okoznak, mint
otven évvel ezelott, foképpen a kémiai védekezési moddszerek fejlédésének koszonhetden
(WIESE 1998).

A magyarorszagi Tilletia-fajok elterjedésének feldolgozasa soran megallapitottak, hogy a
T. caries az orszag csapadékosabb nyugati, délnyugati és északkeleti megyéiben fordul el6, a
kevesebb csapadéku vidékeken pedig a szarazabb klimat jobban tiiré T. laevis (UBRIZSY 1965).
PODHRADSZKY (1962) szerint viszont Magyarorszagon a sima spéraja T. laevis a
legelterjedtebb. A T. laevis a legtobb blizatermeszt6 orszagban jelen van, de nem olyan gyakori,
mint a T. caries.

Az 6szi buzat fertdz6 liszogfajok nevezéktanat tekintve két dolgot kell tisztazni. A T.
lagvis Kiihn in Rabenh. szinonimaja a T. foetida (Wallr.) Liro (KOVICS 2000). A magyar és
angol nyelvli publikdciokban a két elnevezés vegyesen fordul eld. Kovics Gyorgy (1997)
Novényvédelemben megjelent publikacidjaban leirja, hogy a T. foetida elnevezés illegitim. Az
Index Fungorum leirasa szerint is a T. laevis a jelenleg hasznalt hivatalos megnevezés. Az igaz,
hogy Moesz Gusztavnal (1950) elsédleges névként még a T. foetida szerepel, ugyanakkor, mint
fentebb mar emlitettem, Kovics Gyorgy Novénybetegséget okozd gombdak névtara (1997) cimi
milvében mar az elsédleges megnevezés a T. laevis, ugyanigy, Vanky Kalman (1994) is ezt a
terminologiat koveti monografidjadban. A masik kérdés a T. contraversa névhasznalata. Leiroja,
Kiihn az eredeti ,,contraversa” megnevezést ortografiai hibanak tartva, sajat magat tévesen
korrigalva, ,,controversa”-ra modositotta, a szakirodalomban pedig igy terjedt el széles korben.
Mig Magyarorszagon PODHRADSZKY (1962) nyoman a ,,Tilletia contraversa” helyes
névhasznalat a szokasos (KOVICS 1997).

A Tilletia intermedia olykor eléfordul a Tilletia caries és a T. laevis k6zos elterjedési
teriiletein, valosziniileg azok hibridjeként, a kettésen fertézott novények kaldszdban (VANKY

1994). Elterjedése: Torokorszdg, Romania, Magyarorszag.



A T. contraversa eredetileg az Agropyron-fajok kéiiszogjeként ismert faj. Azutan, amikor
1935-ben Young az Egyesiilt Allamokban megtalalta buzan a torpeiiszogot, a buzan okozott
kartétele miatt az érdeklddés és a kutatasok raterelddtek erre a gombara (UBRIZSY 1965). A
torpeiiszog Kelet-Europaban elterjedt betegség, de mar Svédorszagban is felfedezték a jelenlétét
(GAIR et al. 1983).

A T. contraversa 1952 6ta ismert hazankban (HORVATH 1995), herbariumi példanyok
szerint azonban mar az 1920-as években is jelen volt. Gyakorlatilag az egész orszag buzatermd
teriilete fertézott volt (SZEPESSY 1977). 1955-ben és 1957-ben erésebben jelentkezett
Zemplén, Szatmar, Hajdt, Heves és Szolnok megyékben. Ezek utan visszaesett jelentdsége,
ujabb jarvanya 1964-ben volt Baranya megyében, ahol 20%-o0s fertézést mutattak ki (UBRIZSY
1965). Elsésorban azért veszélyes, mert vetdmagcsavazassal nem lehet ellene teljes
hatékonysdggal védekezni, a csavdzas az esetben lehet részben eredményes, ha szisztemikus,
hosszabb hatastartam fungicideket alkalmaznak (HORVATH 1995).

A T. caries nagy jelentdségli korokozo, vilagszerte el6fordul foként dszi buzan, mig a T.
contraversa eléforduldsa nagyobb valdszinliséggel azon teriiletekre korlatozodik, ahol hosszabb
ideig hotakar6 fedi az &szi vetésti gabonékat, ezek a kovetkezOk: Amerikai Egyesiilt Allamok,
Kanada, K6zép- és Kelet-Europa, Kozép-Azsia, Argentina és Uruguay (MURRAY et al. 1998).

Azt, hogy a T. caries milyen karokat eredményezhet, jol illusztralja az 1948. évi nagy
kéiliszog-jarvany, amikor buzaink kéiiszog-fertdzottsége orszagosan 22% volt, az altala okozott
termésveszteség pedig 400 ezer tonna (PODHRADSZKY 1968). A negyvenes-6tvenes években
elterjedt vetdmagcsavazas azonban jelentds mértékben visszaszoritotta az iiszogfertdzottséget.
Ekkor terjedt el a rézgalicos csavazas mellett szélesebb korben a szerves higany, HCB, PNCB, ¢s
a TMTD hatoanyagok hasznalata.

A gazdasagos lizemmeéretek, intenzivebb gabonatermesztés kialakulasat kovetden (1960-
as ¢évektdl) a gabonaiiszog teljesen visszaszorult, elsdsorban a kedvezd agrotechnikai
modszereknek (pl.: optimalizalt tdpanyagellatas, csavazas, precizebb technoldgia) koszonhetden.

A mai helyzet viszont némi visszalépést jelent az 1970-es és 1980-as évekhez képest
mind a termelés szinvonaldt, mind az agrotechnikai igényességet illetden. A fajtak
terméspotencidlja, a gépesités szinvonala tulajdonképpen azoéta is fejlédott, de miutan a termelés
bizonyos szegmensei kiestek a gazdasagi szakiranyitas hataskorébol (kis €s gazdasagtalan lizem-
¢és tablaméretek, csdvazas elhagyasa, kényszergazdalkodas, stb.), a gabonaiiszog ismét feliitotte a
fejét. Az 1990-es évek kozepétdl egyre gyakrabban lehet taldlkozni a por- vagy koiiszog-
fertdzést mutaté gabonatablakkal (TOTH 2006), viszont a torpeiiszog nem 1épett fel az utobbi
10-15 évben, azutan a kozelmultban, 2011-ben egy alkalommal ismét felbukkant (HALASZ
2012).

10



SZUNICS L. és munkatarsai (1996) leirasa szerint a csavazoszerek hatékonysdganak
koszonhetden a buzafajtak iiszogokkel szembeni ellendllosagat hazankban nem vizsgaltdk. Az
évtizedek ota kotelezden eldirt €s szakszeriien végrehajtott vetdmagcesavazas ugyanis, ahogy azt
az elobbiekben is leirtam, teljesen visszaszoritottak a fert6zést. Miutan késobb az esetenként
elmarad6 csavazas miatt a Tilletia-fajok 1Gjbol megjelentek, 1986-ban beinditottak
Martonvasaron a buzafajtak kéiiszoggel szembeni ellenallosagat értékeld mesterséges fertdzési
kisérleteket (SZUNICS LU. és SZUNICS L. 1990; VEISZ et al. 1997 a, b; VEISZ et al. 2000).
Tapasztalataik szerint csak néhany torzs volt nagyon ellenallo, ezek agrondémiai értéke azonban
viszonyaink kozott csekély. A mindsitett fajtak kozott nem volt rezisztens, €s a durumbuiizak
ellenallésaga sem jobb a kenyérbuzaénal. Mivel Magyarorszagon a kéiiszoggel szemben nem
nemesitettek, az ellendlld vagy mérsékelten ellendlld fajta csak a véletlen eredménye. A
koiiszoggel fertdzott novények télallosdga gyengiilhet. Ennek kovetkeztében, ha fokozottabb a
teli kitettség, ugyanazon fajta fert6zott ndvényeinek lényegesen nagyobb hanyada valik a
betegség martalékava, mint a nem fertézottekének. Az évjarat genotipusra gyakorolt hatasaban is
talaltak kiilonbséget.

Az liszog kozvetlen kartétele a termésveszteség (mennyiségi kar), kozvetett kartétele
pedig a sziikséges védekezés tobbletkoltsége és az liszogds gabonadrlemények mindségi romlasa
(PODHRADSZKY 1968; SZUNICS LU. és SZUNICS L. 1990). A termésveszteség mértéke
kortilbeliil megegyezik az iiszoggel fertdzott kaldszok szézalékos aranyaval. Ha egy kalasz
csupan részlegesen fert6zott az iiszogpuffancsokkal, akkor is csokken az értéke és a végtermék
eladhatosaga, ugyanis az liszoggel fert6zott buzatétel athaté romlott halszagu (a trimetil-amin
szerves vegyiilet jelenlétének kovetkeztében) €s sotétebb szinezetli. A fertdzott szemek aszottak,
kisebb lesz a stlyuk €s a csirdzoképességiik is csokken. A teliosporak arataskor szorodhatnak,
amikor az lszogpuffancsok mechanikai behatdsokra szétrepednek, ha pedig épek maradnak, a
learatott terménnyel egyiitt a taroloba keriilnek (MURRAY et al. 1998). A cséplés folyaman
kikeriilo tiszogsporak tlizveszélyesek, igy robbanasok, tiizek keletkezhetnek a kombéjnokbol
esetlegesen kipattan6 elektromos szikrak hatdsara (WIESE 1998). Az {iszoggel szennyezett
termény felhasznéalasaval kapcsolatos kutatdsok ellentmondéasos eredményeket hoztak, és a
»legfrissebb”’eredmények is az 1980-as évekbdl szdrmaznak. Lehetségesnek tartjak, hogy a
sporakat nagyobb mennyiségben fogyasztva, azok emésztési ¢s idegzavarokat okozhatnak,
illetve a sporatomeg belégzése allergias tlineteket valthat ki (UBRIZSY 1965; SZUNICS LU. és
SZUNICS L. 1990).

Egyes tanulmanyok szerint a Tilletia-fajokkal fertézott liszt €s tap nem toxikus az
emberek illetve allatok szdmara, bar, jobb koriiltekintdnek lenni, hiszen meglehetdsen kevés

kutatisi eredmény all rendelkezésre a témaban. A fiatal allatokkal feletetett iisz0gds buza
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megmeérgezheti azokat (PODHRADSZKY 1968). Mindemellett a kisérletben szerepld allatok
(borjak, kecskék ¢s juhok /APPEL et al. 1911/) bélcsatorndjan keresztiiljutott koiiszog
teliosporak, valamint azon teliospordk, melyek specifikus tragyakezelésen estek at egyarant
elvesztették csirazoképességiiket (PODHRADSZKY 1968). HOFFMAN és PURDY (1964)
szerint a foldigiliszta-iiriilékbol izolalt T. contraversa teliosporak csirazoképessége nem
csokkent szignifikans mértékben. Kifejlett szdcskéket, Holstein tehenet és ndstény leghorn
csirkéket vizsgalatba vonva SMILANICK és munkatarsai (1986) azt tapasztaltak, hogy a
bélcsatornan atjutott liszogsporak (T. caries, T. contraversa és T. indica) megérizték
csirazoképességiiket, bar a csirazasi erélyiik valamelyest csokkent. BAUDY'S (1921) sajat magan
¢s allatokon (nyulak, csirkék és egerek) végzett kisérletei soran megallapitotta, hogy a
teliosporak altalaban véve nem mérgezoek (PODHRADSZKY 1962). Més vélemények alapjan a
nagy mennyiségben elfogyasztott {iszogspordk hasmenést, idegrendszeri bantalmakat
okozhatnak, belégzésiik pedig allergias reakciot valthat ki (UBRIZSY 1965). Naprakész irodalmi
adatokat alapul véve elmondhato, hogy a teliosporak nem toxikusak a labasjészagokra, bar egyes
esetekben a nagy mennyiségben fogyasztott liszog- illetve rozsdaspoérak allergids reakciot

okozhatnak (CFIA 2009).

2.1.2. A hazankban eléfordulé Tilletia-fajokhoz kapcsolédé novény-egészségiigyi

szabalyozas

A T. contraversa Kina btizaterm¢ teriiletein nem 6shonos, igy a kinai hatésagok 1973-
ban zérd toleranciat rendeltek el a T. contraversa teliosporaival fert6zott buzaimport-
szallitmanyokra. Egy éven beliil, ennek a karantén intézkedésnek kdszonhetden, betiltottak az
Egyesiilt Allamok északnyugati, Csendes-6cean partmenti allamaib6l torténd importot a
buzatételek esetleges fertdzottségének veszélye miatt (RUSSEL és MILLS 1994). A kinai példat
kovetve, azota mar szamos orszag tiltja a Tilletia-fajokkal fert6zott buzaszallitmanyok bevitelét.
Kina mellett 14 orszag (Algéria, Brazilia, Kanada, Csehorszag, Szlovakia, India, Macedonia,
Marokko, Uj-Zéland, Paraguay, Lengyelorszdg, Dél-Afrika, Tunézia és Tordkorszag)
rendelkezik hatdsagi szabalyozassal a T. contraversaval fert6zott importszallitmanyokkal
szemben. A korokozo6 jelenlétét ezen orszagok nem mindegyikében mutattak ki (PETERSON et
al. 2009). A PETERSON ¢és munkatarsai (2009) altal kifejlesztett T. contraversa-
kockazatelemzési (TCK) modell révén tobb orszagot (Brazilia, Peru, Mexiko) sikeriilt
meggy6zni arrdl, hogy torolje el a kdrokozdval szembeni hatosagi szabalyozasat, illetve Kina 34
év embargot kovetden felallitott egy T. contraversa fert6zottségi tliréshatart az

importszallitmanyok tekintetében. Az exportszallitmanyok lehetséges visszautasitasa miatt

12



Magyarorszagon is évente torténik felderités a T. contraversa-mentesség igazolasanak
érdekében. Az éves felderitést a Nemzeti Elelmiszerlanc-biztonsagi Hivatal (NEBIH) Novény-,
Talaj- és Agrarkornyezet-védelmi Igazgatdsag, Novény-egészségiigyi és Molekularis Biologiai

Laboratoriuma (NMBL) végzi.

2.1.3. A hazankban el6fordulé Tilletia-fajok biolégiaja és morfologiaja

A T. caries és T. contraversa fejlddésmenete hasonld, elsésorban a megjelenésiik
idejében kiilonboznek, mely a kovetkezOkben leirt fobb tényezok fiiggvénye. Ezek a korokozok
teliosporak formajaban maradnak fenn a talajban vagy a magok felszinén. A T. caries
mageredetii teliosporai az elsddleges fert6zési forrasok a vilag legnagyobb részén, mig a
talajeredetli fertdzés ott 1ép elétérbe, ahol a szaraz nyar folyaman az alacsony nedvességtartalmu
talajban fennmarado teliospordk az Oszi vetésii gabonan csirdzni kezdenek. A jarvéanyszerii T.
contraversa fert6zés nem mageredeti, hanem szinte kizardlag talajeredetii forrasokbol
szarmazik. A csirazo teliosporak elsddleges bazidiosporakat (sporidiumok) képeznek. A
sporidiumok pérosaval plazmogdmia forméjaban egyesiilnek dikariotikus (kétsejtmagvia) hifat
fejlesztve, amely a koleoptil szarrészen keresztil megfertézi az id6kozben kialakult
csirandvényeket. A fert6zést kovetéen a gomba egyiitt novekszik a ndvénnyel a
kalaszkezdemény kifejlodéséig, és a tenyészOcsucsba hatol. A gombahifak a fiatal ovariumban a
novényszovet helyét toltik ki, és késobb liszogsporakka darabolodnak fel. A betegség tiinetei a
szarba indulas kezdetét6l valnak lathatova. A T. cariesszel fert6zott novények kissé
alacsonyabbak lehetnek az egészségeseknél, viszont a T. contraversa-fert6zés esetén a novények
jelentdsen torpililnek (egyharmad, egynegyed méretiire). Mindkét liszogfajra érvényes, hogy a
fertdzott kalaszok hosszabb ideig maradnak zoldek, a toklaszok pedig szétnyilnak, lathatova téve
az Uszogpuffancsokat, borzas megjelenést kdlcsondzve. Az iiszogos kaldsz egyes buzafajok
esetében megnyulik, masoknal megrovidiil. A kaldszban a szemek szama is emelkedhet. Az is
gyakori, hogy a szadlkas buza fert6zott kaldsza tar, vagyis a fertdzés képes megvaltoztatni a
fajtajelleget. Az tiszogpuffancsok hasonlitanak a magokra, de sokkal inkabb kerekdedek és sotét
szlirkés-zoldes szinliek. Az iiszogsporakkal telt puffancs éréskor sziirkésbarna lesz, és apro,
szabalytalan rancok képzddnek rajta. Az érett lisz0gds szem olyan konnyll, hogy Uszik a viz
felszinén. Az aratds soran felrepedd puffancsok szennyezik az egészséges buzaszemeket. A
teliosporak széllel, fertézott maggal és talajjal is terjedhetnek. Az 1. és 2. abrak a T. caries és T.

contraversa altal fertdzott kaldszok képét mutatjak.
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1. abra A Tilletia caries altal okozott tiinetek buizakalaszon. (Sajat felvétel.)

5394460 5359728

2. abra A Tilletia contraversa altal okozott tiinetek buzakalaszon. (Forras: jobb: William M.

Brown Jr., Bugwood.org, bal: Mary Burrows, Montana State University, Bugwood.org)

A T. caries teliosporai 5-15°C-os talajhomérséklet és megfelelden magas talaj-
nedvességtartalom mellett 5—8 nap alatt csirdznak. Az elsédleges fertdzési hely a koleoptil. A T.
contraversa teliosporainak csirazashoz sziikséges homérsekleti optimuma alacsonyabb (3—8°C),
és hosszabb inkubacios 1dot (3—10 hét) igényelnek. Egy hosszabb ideig tart6 nagyon kis
intenzitast megvilagitas is elengedhetetlen a kifejlédésiikhoz. Az északi félteke buzatermesztd
teriiletein a csirazas legtobbszor a decembertdl februar—aprilisig tartd idészakra tehetd, amit az

Osszefliggd hotakaro is eldsegithet. A fert6zés 1étrejohet a ho és a talajfelszin érintkezésénél, ha a
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ho a meg nem fagyott talajra hullik, és ottmarad tobb honapon keresztiil. A sporak csirazasa
15°C-on mar gatolt. A T. contraversa megjelenésére 300—-1000 méteres tengerszint feletti
magassagokban lehet szamitani, és olyan években, amikor gyakori a hdesés, komoly jarvany
alakulhat ki. A leveg6tlen, tomodott talaj és a sekély vetésmélység is eldsegiti a T. contraversa-
fertézést. A gomba ndvénybe hatoldsa a fiatal szaron keresztiil torténhet a hotakard alatt a
talajfelszinen vagy annak kozelében. A 2-3 lombleveles allapoti novények a legfogékonyabbak
a fertdzésre. A T. contraversa teliosporai 10 évig is fennmaradhatnak a talajban, st a baromfi és
sertés bélrendszerén atjutva is megtartjak életképességiiket. Ezzel szemben a T. caries
iszogsporai kevésbé ellenalloak, rendszerint 1 évnél tovabb nem tudnak fennmaradni a talajban
(OEPP/EPPO 1982; COOK ¢és VESETH 1991; FAO/IPGRI 1995; MURRAY et al. 1998;
WIESE 1998; BAN 2006).

A T. laevis szintén csiranovény-fert6z6. A sporak csirazoképességiiket 11-25 évig is
megdrizhetik (LOWTHER 1950). Az iiszogspora csirdzasi optimuma 16—-18°C. Igen szaraz
talajban a sporak éppugy nem csiraznak, vagy csak késon és abnormalisan, mint a vizgdzzel
telitettben. OLGYAY (1935) szerint a 40%-nal nagyobb talajnedvesség a sporak normalis
csirdzasat csokkenti vagy hemibazidiumos csirdzast okoz (ugyanakkor a buza
csirandvénykéjének fejlodése felgyorsul). A spdrak nagy mennyiségli oxigént igényelnek a
csirazashoz. Kell oxigénellatds mellett a spora még desztillalt vizben is kicsirdzik (RABIEN
1928). RABIEN (1928) azt is kimutatta, hogy az erds fény gatolja a sporak csirazasat, a savas
kémhatasu talaj pedig kedvezdtleniil befolydsolja a csirdzast. HULEA (1947) szerint a
legkedvezdbb a 8,5-9 pH-ju talaj.

Altaldnosan érvényes mindharom Tilletia-faj fertéz6képességével kapcsolatban, hogy a
vetésidd és —mélység jelentdsen befolyasolhatja kedvezd vagy kedvezdbtlen iranyban a fejlédo
gazdanovény fogékony stadiumat (SZEPESSY 1977).

A Tilletia spp. teliosporainak kettés burka van. A kiilsé sporafalon sokszogii halozatos
rajzolat lathatdo, ami az exosporium léces vastagodasabol adodik. A spérdk tehat
fénymikroszkopban a magas lécek miatt tiiskésnek tlinnek. A T. contraversa mindenekeldtt a
spordk méretével, zselatinszerli, vastag kocsonyds burokkal és a sporafal magasabb
lécezettségével kiilonbozik a T. cariestol. A hialin nyalkas burok, és a magas lécezettség minden
lehet példaul abban, hogy a spordk ellendllobbak, és a talajban hosszabb élettartamtiak, mint a
koiiszogok. A burok egyrészt a kiilsé hatdsoktol védi a plazmat, masrészt a kiszaradasat és a
trimetilamin eltdvozasat is gatolja. A sporatdmeget dsszeragasztja, igy egy tomegben hosszabb
ideig fertdzoképesek maradnak a talajban, és atvészelik az esetleges hosszu 1d6t a fertdzésig,

jobban, mint a kiilonallo, maganyos sporak. A ko&iiszognél erre nincs sziikség, a sporak
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szétporoznak, és a mag feliiletére tapadva par honappal késébb mar alkalmuk nyilik, hogy a
buza-csirandvényt megferté6zzék (PODHRADSZKY 1962).

A T. caries és T. contraversa teliosporainak nagyfoki hasonlosaga megneheziti a
novény-egészségiigyi vizsgalatok elvégzését (MURRAY et al. 1998). A T. caries
iszogpuffancsai hasonld méretlick, mint az egészséges buzaszemek (4—8 mm hossziak). A
sporatomeg porszerii, vorosesbarna-sotétbarna szinli és blizos szagu. A T. caries sporainak (3.
abra) alakja gombolyl, néha szélesen elliptikus, ritkan szogletes. Méretiik 16-20 um (14-25
um). A sporak fala lécesen vastagodott, €és a lécek sokszogii, 5—8 szogli mezdcskéket hatarolnak
(a mezdcskék 2,5-6 um szélesek). A mezdcskéket hatarold lécek kiemelkedok, magassaguk 0,5—
1,5 um. A sporafal vilagosbarna, atlatszo, a hialinburok nélkiili T. caries teliosporai kisebbek a
burokkal rendelkezé T. contraversa teliospdéraindl. A puffancsban steril, szintelen sporak is
talalhatok. Ezek alakja gombolyt, elliptikus vagy tojasdad, faluk vékony, sima vagy gyengén
halozott, atméréjitk 1020 um (a legtobb 13 um koriili). (CAB 1981; BANHEGY] et al. 1985;
VANKY 2012).

A T. contraversa iiszogpuffancsai rendszerint minden maghédzat megfertdznek,
gdmbolyliek vagy szélesen elliptikusak, terméshéjjal fedettek; kifejlédve porszerli az allaguk, de
¢éretlen allapotban kemények, Osszetapadtak; sotét vorosesbarna-feketésbarna szinliek és biizos
szaguak. Meéretik 3,3 x 3,2 mm (WARMBRUNN 1952), illetve 39 x 1,9 mm
(PODHRADSZKY 1962). A teliospérak fala a T. carieséhez hasonldan 1écesen vastagodott, a
lécek jellemzéen szélesebbek és magasabbak. A T. contraversa teliosporainak (4. dbra) szine
sarga, vorosesbarna (érett allapotban jellemzden még sotétebb), formdja gdmbolyded, mérete
valtozo: 16,8-21 um x 18-32 um. Az érett sporakat hialin, zselatinszert burok veszi koriil, mely
1,5-4 um vastagsagu lehet. A spordk fala 1,5-3 um magas lécektdl recés. A lécek altal hatarolt
sokszdgli mezdcskék mérete 3,5 um. A mezdcskék feliilnézetben haldzatos rajzolatinak, a lécek
pedig a keriileten tiiskésnek latszanak. A sporakon atlos iranyban 5-6 (4-7) mezdcske
szamolhat6. A steril sejtek kisebbek a normadl teliospordknal. Gombdlytiek, sima a faluk,
hialinok vagy halvany zoldes-sziirkés szintiek, legtobbszor 2—4 um vastag zselés burokkal
hataroltak, méretiik a burkot is beleértve 11-16 um (9-22 pm) (BANHEGY] et al. 1985; WIESE
1998; VANKY 2012).

16



3. abra A Tilletia caries teliosporainak fénymikroszkopos képe. Bal: egyenlit6i sikban, jobb:

felszini nézet. (Sajat felvétel.)

»

t 5. 20.82 ym

4. abra A Tilletia contraversa teliosporainak fénymikroszkopos képe. Bal: egyenlit6i sikban,

jobb: felszini nézetben. (Sajat felvétel.)

A két faj teliosporai eltérd fényvisszaverd tulajdonsagokkal rendelkeznek. A T.
contraversa fluoreszcens fénymikroszkoppal nézve sargés-narancssargas szinnel fluoreszkal, a
lécesen recézett falszerkezet a spora keriiletén tiiskék formajaban lathatd, mig feliilnézetben
haldzatos rajzolatd a sporak felszine. Ezzel szemben a T. caries teliosporain mindez nem
figyelhet6 meg: a T. caries recés falszerkezete nem fluoreszkal, a sporak szerkezete immerzios
olajba meritve roncsolodik, alaktalan lesz, de a citoplazméban jol megfigyelhetdk a fluoreszkald

testek pontok formajaban (RUSSEL és MILLS 1994). PRIEKULE (2007) megfigyelése szerint a
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T. contraversa belso sporafala sargan fluoreszkal, €s a teljes citoplazma is sargas-zoldes szini.

(5. és 6. abra)

5. abra A T. caries-teliosporak fluoreszcens fénymikroszkopos képe. Bal: egyenlit6i sikban,

jobb: felszini nézet. (Sajat felvétel.)

6. abra A T. contraversa-teliosporak fluoreszcens fénymikroszkopos képe. Bal: egyenlitdi

sikban, jobb: felszini nézet (bar = 20 um). (Sajat felvétel.)

A T. laevis-t sima ko&iiszognek is nevezik sima feliletii teliosporai miatt. Ez a
tulajdonsaga is hozzajarul, hogy a T. contraversa és T. caries fajoktol konnyen elkiilonithets. A
zsiros vagy koéiiszog nevet onnan kapta, hogy a még meg nem keményedett spératomeg lagy,
ujjaink kozott szétnyomva tapados, ,,zsiros”. A buza kalaszaban a T. laevis a szem helyén a
maghé;j altal burkolt, sporatomeggel telt puffancsban fejlédik. A T. laevis teliosporai (7. dbra)
tomegben feketés olajbarna szintiek. Alakjuk valtozatos: gombdlyl, elliptikus, tojasdad, sot

szogletes is lehet. Méretiik 14-17 um X 16-24 um. A teliospora fala halvanybarna sargas
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arnyalattal, feliilete sima (falvastagsaga 0,6-1,0 um). Kisebb-nagyobb szemcséket és
olajcseppeket tartalmaz, legtobbszor egy nagy olajcsepp foglalja el a sejtiireg nagy részét. A
steril sporak vékonyfaltiak, hialinok, 11-18 um atméréjiiek (BANHEGYI et al. 1985; VANKY
2012).

2.1.4. A hazankban el6fordulé Tilletia-fajok elkiilonitése hagyomanyos modszerekkel

A T. contraversa ¢és a T. caries elkiilonitésére jelenleg hasznalt tulajdonsagok, vagyis - a
csirdzashoz sziikséges optimum hdémérséklet, a teliospérak falanak morfologidja, a betegség
tiinetei — a természetes populacion beliili valtozékonysag miatt, kiilon-kiilon felhaszndlva, az
azonositasi folyamatban eleve kizarjak a megbizhatd eredményt (RUSSEL és MILLS 1993). A
csirdzasi teszt megfeleld0 modszer a két faj életképes teliosporainak elkiilonitésére, bar
hatranyként emlitendd, hogy tobb hetes inkubaciot igényel (STOCKWELL és TRIONE 1986). A
fénymikroszkopos vizsgalathoz pontos morfologiai leirdsok 4allnak rendelkezésre a T.
contraversa és a T. caries megkiilonboztetésére, de jelentds mértékii atfedések vannak a
mérettartomanyokban, ami neheziti az azonositast, kiilondsen kevert fertdzés esetén (TRIONE és
KRYGIER 1977; STOCKWELL és TRIONE 1986). A T. contraversa és T. caries morfologiai
elkiilonitése soran figyelembe kell venni azt a tényt, hogy kb. 10%-os atfedés van a Tilletia-fajok
1éces falszerkezetében megfigyelhetd tiiskék méretében, igy az egyes sporak meghatarozasakor a
1,5 um vastagsagu zselatin burokkal rendelkezd €s révid tiiskéjli T. contraversa teliosporak
hibasan T. cariesként azonosithatok (GOATES 1996). LIANG és munkatarsai (1982) a két fajt a
lécesen vastagodott falszerkezet mérete, a zselatinszerli burok vastagsdga és a csirdzasi teszt
alapjan 70%-os hatékonysaggal tudtak elkiiloniteni. Tovabbi problémat jelenthet, hogy a T. fusca
komplex részét képezé T. bromi, melynek nem gazdanévénye a buza, de a gyomnovényeket

fertézi (Bromus spp. és Festuca spp.), Osszetéveszthetd a T. contraversaval (ZUPUNSKI et al.
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2011). Raéadasul a fentebb felsorolt technikdk rendkiviil iddigényesek, ezért a rutin
diagnosztikdban kevésbé hasznosithatok. A két faj fluoreszcens fénymikroszkopos elkiilonitését
azért ajanljak, mert a spordk a vizsgalat utan is életképesek maradnak, tehat alkalmasak a
csirazasi tesztre. Ha a fluoreszcens mikroszkoppos tulajdonsagokat vessziik alapul, akkor a
teliosporak nagy biztonsaggal elkiilonithetok az alabbi jellemzOk alapjan: a T. caries teliosporak
immerziés olajba meritve deformaltak és a citoplazmajuk fluoreszkaldo gomboket tartalmaz, a T.

contraversa teliosporainak fala sargasan fluoreszkal (STOCKWELL és TRIONE 1986).

2.1.5. Az Eurépaban nem honos, de gazdasagilag jelentés zarlati Tilletia indica iiszoggomba

jellemzoinek attekintése

A Tilletia indica Mitra iiszoggombat 1930-ban Indiaban (Karnal, Punjab) fedezté¢k fel,
nevét a taldlat helyérél kapta. A betegséget egészen az 1970-es évekbeli jarvanyig
jelentéktelennek tartottak. A T. indica 6shonos az indiai szubkontinensen (Pakisztan, Nepal,
India). Innen indult meg terjedése Mexiko (1970-es évek eleje), Sziria (1983), Brazilia (1995), az
Egyesiilt Allamok délnyugati része (1996), Iran (1997) és Dél-Afrika (2000) teriiletére (TAN et
al. 2013). A betegség megjelenésérol Irak, Afganisztan és Libanon térségébdl is hirt adtak, de ezt
azota nem erdsitették meg szant6foldi eléfordulasi adatokkal. A T. indica szigorti hatdsagi
szabalyozas célpontja tobb mint 70 orszagban, jelenléte kereskedelmi korlatozasok bevezetését
vonja maga utan (RUSH et al. 2005; SANSFORD et al. 2008). A koérokozo zarlati statusza a
megjelenését kovetd indirekt gazdasdgi kovetkezmények miatt van, nem pedig a karositas
mértéke indokolja (JONES 2009).

A kis foltban sériilt szemekbdl normalis névények fejlédnek, mig az erdsebb fertdzés
csokkenti a magok csirdzoképességét, és gyenge, torzult novények fejlédnek (RAI és SINGH
1978; SINGH 1980; BANSAL et al. 1984). A betegség sulyosbodéasaval az ezerszem tomegben
csokkenés figyelhetd meg, de a termésveszteség altalaban nem szamottevé (MUNJAL 1975;
BRENNAN et al. 1990). Ezt az is alatamasztja, hogy jarvanyos években Indidban a
termésveszteség mindossze 0,3-0,5% kozott volt (viszont a szemfertdézottség aranya néhany
esetben 89%-os volt) (JOSHI et al. 1983). A T. indica a lisztmindséget is rontja: szin, szag, iz
tekintetében mar 1-4%-os fertdzottségi szint is elfogadhatatlan. Kis mennyiségli sporafert6zés is
sotét szinlivé és elviselhetetleniil biidossé teszi a lisztet (a szag a trimetilamin tartalombol ered,
ami a tobbi Tilletia-fajra is jellemzd). Ot szazalékos fertdzottség esetén a mindség jelentdsen
leromlik (SEKHON et al. 1980), csokken a gluténtartalom és mas kémiai Gsszetevok aranya is
valtozik. A mexikoi hatosagi szabalyozas szerint 3%-os vagy e feletti fertdzottségi szint esetén

nem hasznalhaté fel a gabona malomipari célokra, de takarmanyként eladhaté (FUENTES-
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DAVILA 1996). Tovabbi korlatozas, hogy azon a teriileten, ahol 2% feletti volt a T. indica
fertdzottség, tilos kenyérbuzat vetni. Zarlati intézkedések mas orszagokban is életben vannak a
T. indicaval szemben. Az Egyesiilt Allamok tiltja a Mexikébol valé biizaimportot, a kisérleti
céli behozatalra pedig szigori szabalyok érvényesek (ANON 1983; COOPER 1983). A
szallitmanyokat laboratoriumi vizsgalattal ellendrzik, hogy ezzel elsddlegesen meggatoljak a
koérokozd uj teriiletekre vald behurcolasat, vagy pedig intézkedéseket 1éptetnek életbe annak
érdekében, hogy felszamoljak a korokozot vagy a terjedésében gatoljak. A T. indica korokozora
Magyarorszagon is érvényben van az éves hatosagi felderités, melynek célja, hogy igazoljuk a T.
indica-t6] vald mentességet.

A jelenlegi diagnosztikai protokoll a fajszintli meghatdrozast a teliosporak morfologidja,
csirdzasi tulajdonsagai, illetve a molekularis bioloégiai modszerek alapjan javasolja. A
felderitések, exportvizsgalatok soran gylijtott nagy mennyiségli minta vizsgéalatakor a detektalt
Tilletia-fajok morfologiai elkiilonitése, meghatarozasa munka- és idéigényes és gyakorlott
szakért6i szemeket igényel. A buzatételekben a T. indica (8. és 9. dbra) mellett altalaban
el6forduld tovabbi két faj a T. walkeri és a T. horrida. A rendszertani besorolds soran
alkalmazott tulajdonsagok a harom faj esetében nagyfokt atfedést is mutatnak, igy, ha csak
néhany spora all rendelkezése, nehézkes a fajszintli elkiilonités. A spoérdk taptalajon valod
csiraztatdsa abbol a célbdl, hogy a kifejlédott micéliumbol DNS-t nyerjenek ki a morfologiai
azonositds eredményének molekularis moédszerrel torténd megerdsitéséhez, wjabb 14 napot

igényel a diagnosztikai vizsgalat soran (TAN et al. 2013).
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8. abra A Tilletia indica altal okozott tiinetek buzakalaszon (bal) és buzaszemeken (jobb).
(Forras: bal: Ruben Duran, Washington State University, Bugwood.org; jobb: Department of
Plant Pathology Archive, North Carolina State University, Bugwood.org)

9. abra A Tilletia indica teliosporainak fénymikroszkopos képe egyenlit6i sikban (bal) és felszini
nézetben (bar = 20 um). (Sajat felvétel.)

A T. indica Eurdopaban valdé megtelepedésének esélye a legfrissebb irodalmi adatok
alapjan csekélynek mondhato. Kétséges, hogy a megfelelé6 mennyiségti T. indica-teliospéra elég

hosszt ideig életképes marad-e a talaj felszinén eurdpai idGjarasi viszonyok kozott, valamint,
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hogy 6sszehangolodik-e a buza viragzasa és a gomba csirazasanak idészaka. A T. indica ugyanis
a gazdasagilag jelentds, Europaban honos egyéb liszogfajokkal szemben virdgfert6z6. Tovabba
az Eurdpaban engedélyezett buzafajtdk csaknem kétharmada rezisztensnek vagy gyengén
fogékonynak mindsiil a 7. indicaval szemben. Mindezek alapjan alacsony mértékli mindségi és
mennyiségi kartételre szamitanak a koérokozo esetleges megtelepedése esetében (FUENTES-

DAVILA 1996; JONES 2009).

2.2. Gabonatarolok aerobiolégiai vizsgalata

A levegdbioldgia (aerobiologia) a légkorben talalhatd virusok, baktériumok, gombak,
viragporok, magok, ¢és ¢ldlények altal termelt kémiai anyagok vizsgalataval foglalkozé
tudomanyag. Egyik leggyakrabban kutatott teriilete a levegd-mikoldgia (aeromikoldgia),
melynek egyik legfobb vizsgalati kore a levegOben taldlhaté gomba eredetli részecskék, az Un.
gombaelemek (spordk, konidiumok, micéliumdarabok) azonositasa. A levegdmintak
értékelésével nagy mennyiségli 6kologiai és mikologiai ismerethez juthatunk a mikroszkopikus
¢lovilag elterjedésérdl ¢és valtozasarol. A légkor ¢és bioldgiai eredetli részecskéinek
(bioaeroszolnak) vizsgalata mind ndvényvédelmi, mind kdzegészségiligyi szempontbodl napjaink
egyik legfontosabb kornyezetvédelmi kérdése (MAGY AR 2005).

A kiil- és beltéri levegébdl szarmazo bioaeroszol donté hanyada - mintegy egynegyed
része (MATTHAIS-MASER et al. 2000) - gombaeredetii részecskékbol, foként sporakbol adodik
(COX 1987). A legtobb human- és novénykorokozo, valamint mas gazdasagilag jelentds gomba
jellemzden levegd utjan terjed. Ahhoz, hogy megértsiik és kezelni tudjuk a gombak altal okozott
emberi, allati és novényi betegségeket, meg kell ismerniink a gombasporaknak valo kitettség és a
koérokozok hatdsa kozotti kapesolatot. A levegdmintak vizsgélata soran a hagyomanyos eljarasok
kozé tartozik a kozvetlen mikroszkopos meghatirozas vagy a kitenyésztés. Mindkét modszer
1ddigényes, nagyfokt szakértelmet, gyakorlatot igényel. A mikroszkdpos azonositas soran két faj
morfologiai jellemzdi kozott jelentds atfedések lehetnek. Ha pedig nem all rendelkezésre
szelektiv taptalaj az adott korozé kitenyésztésére, hasonléan problémas esetbe litkoziink, vagy
fennallhat az is, hogy az adott kérokozot nem lehet taptalajon tenyészteni.

Levegd-mikologiai vizsgalatokat - 1€gkori koncentracio, fajosszetétel és biometeorologiai
elemzés - folytathatunk nyilt és zart légterekben. A nyilt légterek vizsgalatat legtobbszor
varosokban ¢és mezdgazdasagi kisérleti teriileteken végzik, mig a beltéri vizsgalatokat
lakasokban, irodakban, korhazakban, barlangokban, mezdgazdasagi célbdl iiveghazakban,

malmokban és raktdrakban folytatnak. A mezdgazdasagi raktarak ¢és malmok levegdjének
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dominans alkotoeleme a gabonapor. A gabonapor egy komplex Osszetételli elegy, mely névényi
részekbdl (pelyvadarabok, cellulozszalak, trichomdk, fitolit, keményitészemcsék, pollen),
gombakbol (sporak és micélium), aktinobaktériumokbol, rovarelemekbdl, atkakbdl,
ragesaloszorokbol és 12—-18% szervetlen anyagbdl tevddik Ossze. A gabonaporok két tipusba
sorolhatok attél fliggden, hogy az arataskor vagy a tarolaskor keletkeznek. Az aratdskori por
talaj- és novényrészecskékbol, baktériumokbol, gombasporakbol (Tilletia, Ustilago és Puccinia
fajok (CADHAM 1924; HARRIS 1939; JIMENEZ-DIAZ et al. 1947; FARANT et al. 1973) épiil
fel, melyek a kaldszbol és a szalmabodl szdrmaznak. A tarolaskor keletkezd gabonaport az Un.
raktari (post-harvest) penészgombak, foként Aspergillus- és Penicillium-fajok alkotjak (HARRIS
1939; WILLIAMS et al. 1964; RIDDLE et al. 1968; CHANNELL et al. 1969; MIHAIL et al.
1969; LACEY 1971; POPESCU et al. 1975; MARTIN ¢és SAUER 1975; DARKE et al. 1976).

2.2.1. A légkorben eléfordulé gombak egészségkarosito hatasa

A gabonapor egy része a gabona mozgatasakor a levegébe keriil. A gabonatarhaz
dolgozoi korében eléforduld gabonapor okozta 1égzdszervi tlinetek régota ismertek
(RAMAZZINI 1713; HARRIS 1939; LACEY 1980; MAGAN ¢és LACEY 1988; MISHRA et al.
1992), egészségkarositd hatdsat mar 1713-ban felismerték (TSE et al. 1980). Szamos tanulmany
sziiletett a témaban, a légzdszervi megbetegedések, allergias reakciok és egyéb tlinetek
felsorakoztatdsaval azon dolgozokrdl, akik munkahelyi artalomként gabonapor belégzésének
voltak kitéve (TSE et al. 1980). WILLIAMS és munkatarsai (1964) irtak le el6szor a gabonapor
egészségre gyakorolt hatdsaval kapcsolatos meglatasaikat, utalva a munkahelyi kitettségre,
valamint arra, hogy a kohoges €s 1égszomj (dyspnea) tiinetek el6fordulasanak fokozddasa mogott
is ez allhat (BECKLAKE 1980).

Mindkét tipust gabonapor 1égzdszervi megbetegedéseket okozhat, f0ként gomba eredetii
Osszetevoi révén allergizalhat (COHEN és OSGOOD 1953; LACEY 1990; O’NEILL et al.
1991), azonban az aktinobaktériumok szambavétele is Iényeges, mivel ezek szintén szerepet
jatszanak bizonyos betegségek, pl. a farmertiidd kialakitasdban (LACEY 1980). Amennyiben a
légkor gyakran, ill. hosszabb ideig és nagy mennyiségben telitett sporakkal, a légzdszervi
megbetegedések kockazata fokozott mértékii. Ezek a koriilmények a gabonaiparban adottak. A
kiszaradasok és sériilések nyoman toredezett-aprdézodott gombaelemek rarakodhatnak a 1égkor
kisebb mérettartomanyt (1-2 um) 0Osszetevéire (pl. széllopor). Az elhalt spéraknak nincs
novényvédelmi jelentdsége, azonban kozegészségligyi vonatkozdsaikat érdemes figyelembe

crer

részecskék is bejuthatnak (a legelterjedtebb allergén gombaelemek esetén ezek az Alternaria,
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Drechslera, Epicoccum, Stemphylium spp.). A 4,7-7 um ko6z6tti részecsketartomany kiiilepedése
a trachea teriiletére esik (Candida, Chaetomium, Cladosporium, bazidiosporak, Botrytis,
Fusarium, Monilia, Mucor, Stachybotrys, Torula, Ustilaginales), mig ennél mélyebbre csak a
Kisméretli sporak (3,3—4,7 um) az Aspergillus, Phoma, Penicillium spp. jutnak be. A bronchusok
¢és alveolusok szintjét feltételezhetden csak gombatoredékek, vagy az allergénjiikkel szennyezett
finom por frakcié érheti el (<3,3 um). Az akut tiinetekért altalaban az 5 um-nél nagyobb, mig az
idiilt reakciokért az ennél kisebb sporak feleldsek. A mezdgazdasagi dolgozdok tobb ponton is
kapcsolatba keriilnek a gabonaporral: termesztés, aratds, szallitas, tarolas, feldolgozas
(malomipar, takarmanyipar, élelmiszeripar) soran (MAGYAR et al. 2012).

A gabonapor mikrobiologiai jellemzdit, az izolalhaté fajokat befolyasolja a
gabonandvény mikrobidlis kozossége, mely mind az érés, mind a tarolas soran valtozik. Szdmos
jelen 1évd faj allergén, korokozd vagy toxintermeld, és nagy valoszinliséggel egy résziik a
1égzdszervi megbetegedések kialakitasaban is fontos tényezd. A gabonatételek mozgatasaval
nagy mennyiségli gombaspora szorodik a levegdbe, melyek ekkor leggyakrabban farmertiidd
betegséget, illetve hiperszenzitiv tiidogyulladast valthatnak ki a kitett dolgozokon (LACEY
1980).

A Basidiomycetes nemzetség tobb tagja aeroallergén faj, szerepet jatszanak az asztma és
az allergias rhinitis kialakulasaban (MORALES et al. 2006). Azok az emberek, akiknek a
bortesztje pozitiv lett az liszogsporakra, IgE antitestet termeltek a gomba-antigénekkel szemben
(BURGE 1985; SANTILLI et al. 1985). A Tilletia-fajok allergenitasara vonatkozdan azonban
jelenleg nem 4ll rendelkezésre tudoményos adat.

A gombak el6forduldsa fungicidek haszndlataval, a gabondk aratds utani szaritasaval
(14% nedvességtartalom ald) és helyes kezelésével csokkenthetd (LACEY 1980). A szelldztetes,
takaritds és gépi porlevalasztas eredményesen csokkentheti a sporakoncentraciot. A dolgozok

védelmeére szirds alarcok vethetdk be.

2.2.2. A légkorben eléfordulé gombak novény-egészségiigyi vonatkozasai

A spordk egy része nemcsak human-egészségiigyi problémat okoz, hanem a gomba
kifejlodése révén részt vesz a gabona mindségének, tapértékének, csirazoképességének tarolas
kozbeni csokkentésében, és €lelmiszer-biztonsag tekintetében jelentds problémakat vethet fel
mikotoxinok termelése révén (PANDIT et al. 1995).

A legtobb gombafaj sporat juttat a levegdbe, melynek fizikai folyamatai biztositjak
szamara a terjedést. Szamos aerobiologiai tanulmanyban kimutattdk az iiszogsporak jelenlétét a

légkorben, igy Kuwaitban (HALWAGY 1989), Jordanidban (SHAHEEN 1992), Indiaban
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(MISHRA 1987) és Svédorszagban (RUBULIS 1984) is. Egy Spanyolorszagban végzett kétéves
kisérlet soran Hirst-tipust térfogatos sporacsapdaval 18 kiilonbozd bazidiosporat fogtak, melyek
kozott az Ustilago-fajok nagy gyakorisaggal fordultak el6 (CROTZER és LEVETIN 1996;
MORALES et al. 2006). HAMILTON (1959) megfigyelései szerint a Tilletia-teliosporak
koncentracioja augusztus végén, szeptember elején tetdzik a levegdben. Mivel ezen sporak a
szaraz légkori spordk kozé sorolhatdk, az alacsony légnedvesség €s a nagyobb erejii szél
elésegiti, hogy nagy tavolsagokra terjedjenek el (HIRST 1953; LEVETIN 1995). Ezen
levegdbiologiai eredmények mellett viszont nem all rendelkezésre adat a teliosporak hazai

gabonatarhazak légterében val6 el6fordulasara.

2.2.3. A gombak szerepe a raktari okoszisztémaban

Arataskor a ndvényi biomassza nagy része a gabonatarolokba jut magok forméjaban,
ezek kés6bb vetomagként, takarmanyként vagy emberi taplalékként keriilnek felhasznalasra. Sok
koérokozd gomba a frissen learatott terménnyel keriil be a tarhdzakba. A magokon megtelepedo
inaktiv gombdk a tarolds soran megfeleld nedvességtartalom esetén — 0,65 vizaktivitas felett —
aktivalodnak, mint korokozok, illetve lebontok (SINHA 1995). A gombak tarolt terményekre
gyakorolt hatdsat két, emberek altal iranyitott, napenergian alapuld rendszer megismerésével
értelmezhetjiik (SINHA 1995). Az els6 a mezdgazdasagi Okoszisztéma a szant6foldon termd
z6ld gabonandvényekkel (aktiv autotrofok), a masodik a gabonatdrhdzak Okoszisztémdija a
nyugvo fenoldgiai stadiumban 1évé magvakkal (inaktiv autotrofok) ¢és a heterotrof
szervezetekkel (korokozo és lebontd gombak, valamint izeltlabuak). Mindkét rendszer
folyamatosan ki van téve a levegd eredetli gombak ¢€s egyéb fertézOanyag tdmadasanak (SINHA
1995). Szamos gombafaj csak az egyik, tilnyomo részt az agro-okoszisztémaban jatszik
szerepet, a tarolds soran nyugalmi allapotban van: ezek példaul a szemek feliiletén megtapadd
liszoggombak.

A maggal terjedd korokozd gombak a szemek felszinén vagy belsejében maradnak fenn
megvaltoztatva a mag mindségét; életmodjukat az iddjards, a tarolod felépitése és az emberi
tevékenység is befolyasolja. A spordkat ezért aktiv szereploként kellene kezelni, nem pedig csak
a terjedésben szerepet jatszo komponensként (SINHA 1995).

Eldéfordulhat, hogy a kérokozod olyan bevonatot képez a ndvényen, amelyet nehéz
eltavolitani, viszont masik résziik olyan spoérdkat termel, mely az aratds sordn konnyen a
levegébe keriil. Ha az Ustilago-nemzetség tagjai nagy mennyiségben mutathatok ki a tarold
levegdjébdl, az a gabona erds fertdzottségére utal, a sporak pedig atkeriilhetnek a tételek

mozgatasaval mas tételekbe is a légmozgas segitségével (LACEY 1980). A mozgatids soran
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keletkezd por a tarolt termény felszinén gytilik 0ssze. A gabonaporbol mar izolaltak mind a
szantofoldrol szarmazo (Tilletia spp.-t is), mind a tarolas soran képz6d6 gombakat, az utobbiak
mindig nagyobb szdmban voltak jelen (LACEY 1980). Azonos gombafajok izolalhatok a
kiltérbol és a gabonatarolok belsé 1égterébdl, a kiilonbség az, hogy a tarhazak belsejében

szignifikansan nagyobb a fajok koncentracioja (CHEUNG és GERARD 1980).

2.2.4. A légkor, illetve a gabonatarolok levegéjének elemzése

A gabonapor mintdzasara és kiértékelésére szamos modszer all rendelkezésre. A
modszerek és eszkozok sokasdga kiilonbozd célok szerint hasznosithatd. A légiitkdztetéses
(impaktor) tipust csapdak izokinetikus mintavételt tesznek lehetdvé, ebben az esetben az eszkoz
allando sebességgel veszi a levegdmintat, ezért reprezentativ mérést biztosit (ilyen az altalunk
alkalmazott Hirst-tipusti térfogatos sporacsapda is). Segitségiinkre lehetnek a 1égzdszervi
megbetegedések kornyezeti hatterének feltardsaban, hiszen méret szerint is elkiilonitik a
beszivott mintat a mintavétel soran. A mikrobiologiai és allergoldgiai vizsgalatokban fontos az
egyes partikulumok tipusdnak ¢és méretének a megdllapitdsa. A csapdazott részecskék
fénymikroszkop segitségével osztadlyozhatok és szamolhatok, beleértve a ndovényrészeket, rovar-
¢s atkadarabokat, triilékrészecskéket és az obligat novénykorokozokat, melyek kitenyésztéssel
nem vizsgalhatok, de az allergia szempontjabol mégis 1ényeges tényezok. A kitenyészthetd
mikroorganizmusok azonositasa és ¢életképességének megallapitasa pedig taptalajon torténik.

A mikroorganizmusok mikroszkopos vizsgalatdhoz a mintat egy ragadds anyaggal bevont
targylemezre viszi fel a mintavevo késziilék, pl. a térfogatos sporacsapdak (MAY 1945; HIRST
1952). Mas esetben forg6 karokkal torténik a csapdazas, pl. forgokaros (PERKINS 1957) vagy
forgdlemezes (OGDEN ¢s RAYNOR 1967) mintavevével. Az Andersen-féle mintavevd
(ANDERSEN 1958) a mikroorganizmusok levegdbdl vald kozvetlen izolalasat, tenyésztését
teszi lehetévé, ami kiilonosen hasznos az aktinobaktériumok esetében (LACEY 1971; DARKE
et al. 1976; GREGORY ¢és LACEY 1963; LACEY ¢és DUTKIEWICZ 1976). A gombaknak
viszont csak egy részét lehet tenyésztéses mintavevovel értékelni.

Jelenleg nincs elérhetd irodalmi adat a magyarorszadgi gabonatarhazak levegdjében
eléforduld mikroszkopikus gombdkrdl, vagy azok vizsgélatardl, viszont szamos nemzetkdzi

publikécio all rendelkezésre ebben a témaban.
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2.3. Gombafajok elkiilonitése molekularis modszerekkel

A makromolekulak (DNS, RNS, fehérje) izolalasa dontd 1épés a molekularis biologiai
modszerek alkalmazéasakor. DNS, RNS ¢és fehérje barmely bioldgiai anyagbol kinyerhetd, legyen
az akar €16 vagy tartositott szovet, sejt, virusrészecske, novény- vagy gombasejt. A DNS-tisztitas
iranyulhat rekombinans DNS-t hordozo6 plazmidokra vagy bakteriofagokra, illetve prokariota és
eukariota sejtek DNS-ére. A sikeres DNS-kinyerés négy lépése: a sejtek vagy szdvet hatékony
feltarasa, a nukleoprotein komplexek denaturalasa, a nukleazok gatlasa (az RNS-kinyerés esetén
RNaz, DNS-kinyerés esetén DNaz gatlas) €s a szennyezddések eltavolitdsa. A cél az, hogy a
nukleinsav ne tartalmazzon olyan szennyezoket, mint fehérjék, szénhidratok, lipidek, vagy nem
kivant egyéb nukleinsavak (DNS-mentes RNS vagy RNS-mentes DNS) (TAN és YIAP 2009).

A fehérje kinyerés- és tisztitds a makromolekula méretének, toltésének, alakjanak
meghatarozasdhoz és feladatdnak megértéséhez sziikséges. A kiinduld 1épés szinte minden
esetben a sejtszintli extrakcid. A sejtfal és sejthartya lebontdsdhoz szamos modszer
felhasznalhatd: oldo6 puffer, nyiroerd, kis ionerdsség €s a nyomas gyors valtoztatasa. A fehérjék
kinyerését szdmos tényezd befolydsolja, mint a hdmérséklet, a puffer tulajdonsdgai, a viz
tisztasdga, a fehérje inhibitorok, a detergensek, a redukaldszerek és a tarolds. A fehérjék
elvalasztasara szdmos technika all rendelkezésre: ioncseréld kromatografia, gélszlirés, affinitas
kromatografia és gélelektroforézis. Tiszta DNS, RNS vagy fehérje extrakcidja torténhet oldat-
vagy oszlop-specifikus modszerekkel (TAN és YIAP 2009).

2.3.1. A Tilletia-fajok elkiilonitése nukleinsav alapu molekularis modszerekkel

Az iiszoggombdk esetében kevés olyan tulajdonsag van (sporaméret, sporaalak, sporafal
morfologiaja, csirdzasi tipus, gazdandvénykor), mely a rendszertani besorolds sordn
alkalmazhat6. A Tilletia-fajok kimutatasara felhasznalhaté modszerek idéigényesek, és sajnos
nem mindig vezetnek tokéletesen megbizhatd eredményre a fajok elkiilonitésében. Ide sorolhato
a teliosporak fénymikroszkopos vizsgalata (TRIONE és KRYGIER 1977; HESS és FRIONE
1986), immunologiai modszerek (BANOWETZ et al. 1984), a polipeptid profil jellemzése
(KAWCHUK et al. 1988), a triacylglicerol profil jellemzése (BEATTIE et al. 1993), a
teliosporak fluoreszcens tulajdonsagai (STOCKWELL és TRIONE 1986) és a genetikai €s
citogenetikai jellemzok (TRAIL és MILLS 1990; RUSSELL ¢és MILLS 1993). A klasszikus
modszerekkel dsszevetve a molekularis technikak szdmos eldnnyel rendelkeznek, mint példaul a
pontossdg €és megbizhatésag. A T. contraversa molekularis modszerrel torténd gyors és

egyértelmil azonositasa nagy eldrelépést jelentene. Az utobbi idoben a molekularis markerekre
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épiilé kutatasok az iiszoggombak kozil a T. contraversa, T. indica, T. walkeri, T. horrida, T.
caries, T. laevis és rokon fajaikra iranyultak (ZERUCHA ¢és KIM 1970; GANG és WEBER
1995; FREDERICK et al. 1998; PIMENTEL 2000; JOSEFSEN ¢s CHRISTIANSEN 2002;
LIANG et al. 2006).

2.3.1.1. DNS-izolalas

Korabban a DNS izolalas soran a teliosporakat taptalajra oltottak, majd az ott fejlodo
micéliumbdl nyerték ki a DNS-t. A sporak csiraztatdsa, micélium termeltetése hossza 1dot
igényel és nehézkes, ezért nem mindig vezet eredményre. A Tilletia-fajok teliosporainak fala
vastag, magas a lipidkoncentracidja is. Késébb kifejlesztettek egy olyan modszert (BLACK ¢és
FOARDE 2007), mely alkalmasnak bizonyult a teliosporak falanak feltérésére is (nyugvo
allapotban 1évo spordkra is érvényes megallapitas), majd az igy felszabaduld anyagbol nyerték ki
a vizsgalathoz sziikséges DNS-t (GANG ¢és WEBER 1995). Az emlitésre keriil6 DNS-kinyerési
modszerek alkalmasak arra, hogy akar egyetlen gombasporabdl is kinyerjék a vizsgalathoz
szlikséges DNS-t, illetve olyan gombdknal is alkalmazhatdak, melyeket nem lehet taptalajon
tenyészteni (LEE és TAYLOR 1990). A DNS-kivonas tobbnyire CTAB-mddszerrel vagy
kereskedelmi forgalomban 1év¢ kitek (pl. DNEasy Plant mini kit) alkalmazasaval torténik.

2.3.1.2. A DNS-alapu molekularis azonositasi modszerek

Alapvetden két eltéré megkozelitést hasznalnak a novénypatogén gombak elkiilonitésére
¢és azonositasara hasznalt DNS-szakaszok kivalasztasanal: egyrészt a konzervativ régiok egyedi
szekvenciait hasznalhatjdk fel az azonositasra, mely a célteriilet variabilitasat hasznositja;
masrészt a gomba genom olyan véletlenszerlien kivalasztott részeit vizsgaljak, melyek
fajspecifikus jellegeket hordozhatnak (McCARTNEY et al. 2003). A gombagenom véletlenszerii
feltérképezése RAPD, SSR vagy mikroszatellit markerek és AFLP segitségével eredményre
vezethet (GAO et al. 2010).

Az utdbbi idGszakban a Tilletia-fajokat vizsgald molekularis bioldgiai megkdzelitések a
T. contraversa és a vele kozeli rokonsagban 4allo fajok kozoétti viszonyokat kivantak feltarni
(YUAN et al. 2009). A kutatok a T. caries és T. contraversa elkiilonitésére szolgald kiilonb6zo
DNS-alapti modszerek fejlesztésekor foként a fajspecifikus primerek tervezésére torekedtek.
Szdmos, az irodalomban fellelhetd kisérlet alapjan elmondhatd, hogy a T. contraversa és a T.
caries konzervalt génjei kevés természetes variabilitassal rendelkeznek, igy sokaig sikertelen

volt a két faj elkiilonitése az I1TS-régioik konzervalt génjeire tervezett primerekkel (JOSEFSEN
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¢s CHRISTIANSEN 2002; LIANG et al. 2006; GAO 2010). Egyes kutatok szerint a teliosporak
morfologiaja és a genetikai jellemzdik alapjan olyannyira egyforma a két faj, hogy nem
tekinthetdk kiilon fajoknak, csak egyazon faj két valtozatdnak (GANG és WEBER 1996).

A korokoz6 gombak azonositasdra alkalmazott polimerdaz lancreakcié (PCR)
leggyakrabban az eukaridta patogének riboszoémalis DNS-ének (rDNS) 18S-5.8S-28S
alegységeit elvalasztd ITS régiokat célozza (ZOUHAR et al. 2010). Az rDNS szekvencidk az
egylittes evolucié homogenizal6 hatdsanak kovetkeztében stabilak, konzervativ és valtozékony
régiokbol épiilnek fel (HIBBETT 1992). Az ismétlodo szakaszokon beliil az rDNS cisztronok
kozott olyan at nem ir6d6 szakaszok (nem kodold régiok, azaz NTS-ek vagy 1GS-ek) vannak,
amelyekben a szelekcios kényszerektdl fliggetleniil zajlanak le a genetikai valtozasok (ZOUHAR
2010). Ebbdl kovetkezik, hogy az at nem irodo részek (NTS-ek) az evolucids valtozasok
érzékeny markerei, melyeknél sokkal jelentdsebb a genetikai sodrodés (genetikai drift) hatéasa,
mint az ITS-ek esetében (COLLINS és CUNNINGHAM 2000; STREUD et al. 2002). Az ITS és
IGS régiok is sikeresen alkalmazhatok a fajspecifikus primerek tervezése soran, melyek
segitségével a kozeli rokon gombafajok elkiilonithetok (BRYAN et al. 1995; ABD-ELSALAM
et al. 2003).

Tehat kezdetben az egyedi fragment-mintdzatot eredményezd PCR alapt technikdkra
alapoztak a DNS szintjén jelentkez6 variabilitas vizsgalatat a T. contraversa, T. caries és egyéb
fuféléket timado tisz6ggombak kozotti polimorfizmus kimutatasara, ezek a RAPD, AFLP és az
rDNS ITS régiojat célzo PCR-RFLP technikak voltak (BOYD et al. 1998; PIMENTEL et al.
1998 b; SHI et al. 1996). Ezek a modszerek nem kiilonitették el egyértelmiien a 7. contraversdat a
T. cariestol, viszont vilagosan elhataroltdk a buzat fert6z6 liszogoket az egyéb flifeleket fert6zo
Tilletia-fajoktol. Példaul McDONALD ¢és munkatarsai (2000) egyértelmtien elkiilonitették a T.
fusca komplexet a buzat megbetegitd iliszogoktdl a gazdandvény-specificitast alapul véve
(ZUPUNSKI 2011).

GANG ¢s WEBER (1996) RAPD modszer alkalmazasaval nem jartak sikerrel a rassz-
vagy fajspecifikus markerek detektdlasaban, SHI és munkatarsai (1996) szintén ebben az évben
k6zolt RAPD alapt tanulmanyukban a Tilletia-fajok rokonsagi kapcsolata tijragondolasanak
sziikségességét hoztdk ki végeredményként. McDONALD ¢és munkatarsai (2000) teliosporabol
kozvetleniil kinyert DNS-t felhasznalva PCR-mddszert fejlesztettek, mely a Tilletia indicat
elkiiloniti a Tilletia cariestol és T. contraversatol, viszont a k- és torpetliszog elkiilonitésére nem
alkalmas. JOSEFSEN és CHRISTIANSEN (2002) a T. caries, T. laevis és T. contraversa 1TS2
McNEIL és munkatarsai (2004) real-time PCR rendszerben TaqMan probat fejlesztettek a

buzatételek T. cariessel valo fertézottségének mennyiségi meghatarozasara, melyben genus-

30



specifikus Tilletia-primereket hasznaltak. Ez gyorsabbnak és pontosabbnak bizonyult, mint
MULLHOLLAND ¢és McEWAN (2000) modszere, mely a mennyiségi meghatarozasban
korabban elterjedt kompetitiv PCR-technikat hasznalt; és tovabbi elénye, a moddszer
érzékenysége: kevesebb, mint 1 db Tilletia-teliospora/blizaszem fertézottségi értéket is képes
volt kimutatni. KOCHANOVA ¢és munkatarsai (2004) az NCBI (National Center for
Biotechnology Information) adatbéazis segitségével tervezték az ITS1 régiobol a TILf és TILr
primerpart, mellyel a T. contraversa és T. caries mintak a vart 361 bp terméket adtak, mas buzat
fert6z6 gombaval nem volt keresztreakcio. Ezek a primerek gyakorlati szempontbol
hasznosabbak, mint az univerzalis ITS1, ITS4 primerek (PIMENTEL et al. 1998 a), amelyek két
terméket adnak: 550 bp és 750 bp. Az el6bbi Tilletia-specifikus termék, az utobbi bliza DNS-
amplifikatum. EIBEL és munkatarsai 2005-ben kifejlesztettek egy olyan primerpart (Tcar2A és
Tcar2B), mely a T. caries izolatumokra specifikus 276 bp méreti 26S rDNS szakasz
felszaporitasara alkalmas, igy felhasznalhato a kdiiszog-fert6zés korai kimutatdsara. Hétranya,
hogy nem kivant keresztreakciot ad a T. contraversa izolatumok vizsgalatakor. Ennek alapjan a
szerzOk feltételezték a két faj igen kozeli rokonsagat.

McDONALD és munkatarsai (2000) rep-PCR fingerprinting technikaval kiilonitették el a
T. indicat a T. indica rokon fajaitdl. A vizsgalatok soran azt is kimutattak, hogy a T. caries, T.
contraversa és T. laevis az emlitett modszerrel elkiilonithetok. Ezt az eredményt a késdbbi
kutatok eltéréen értékelték. LIU és munkatarsai (2009) szerint nem alkalmas a T. caries és T.
contraversa elkiilonitésére a moddszer, mig ZUPUNSKI és munkatarsai (2011) szerint
hasznalhato a rep-PCR a Tilletia-fajokkal fert6zott bulizatételek monitorozasara, a fajok
megkiilonboztetésére. Ez a technika a genomban taldlhato konzervalt, ismétlddd elemekre (BOX,
REP, ERIC) tervezett primerekkel, a kozottik elhelyezkedd szekvencidknak PCR eljarassal
torténd felszaporitasan alapszik. Ezeket a repetitiv szekvenciakat (ismétlddd elemeket) eldszor
prokaridta genombol mutattak ki, de azota bizonyitottak hasznossagukat a gombanemzetségek
genom-variabilitasanak elemzésében is, mint példaul a Verticillium (ARORA et al. 1996),
Fusarium (EDEL et al. 1995), Staganospora ¢és Septoria (CZEMBOR és ARSENIUK 1999), és
Leptosphaeria (JEDRYCZKA et al. 1999) nemzetségek esetében. A rep-PCR fingerprinting
elénye a RAPD-technikaval szemben az egyszeriisége, vagyis fiiggetlen a DNS koncentraciojatol
¢és reprodukalhatobb eredményt ad (McDONALD et al. 2000).

YUAN ¢és munkatarsai (2009) és LIU és munkatarsai (2009) RAPD, RM-PCR és AFLP-
technikak segitségével olyan, a Tilletia-fajokra szelektiv primereket talaltak, amelyek alkalmasak
a két faj egyértelmii elkiilonitésére. YUAN ¢és munkatarsai (2009) RM-PCR segitségével
detektaltak egy 1 322 bp DNS szakaszt a PR32 génen, mely szekvencia specifikus a vizsgalatba

vont 18 db T. contraversa izolatummal, és szinte egyaltalan nem mutat homologiat a kivalasztott
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29 db T. caries mintaval és egyéb, az adatbazisban szereplé korokozokkal. A PR32 génrdl
tervezett primerekkel a T. contraversa-specifikus 747 bp hosszusagi fragmentek
amplifikalodtak, mig a T. caries torzsek nem adtak jelet.

1994 o6ta elérhetd mddszer az ISSR is, mely a mikroszatellit régiok kozotti szakaszokat
amplifikalja 16-18 bp hosszusagh primerpart haszndlva. A technika nem igényli a genom-
szekvencia ismeretét, multilokuszos ¢és meglehetdsen magas a polimorf mintdzat aranya. Az
ISSR egy PCR alapt modszer, mely képes elkiiloniteni a kozeli rokonsagban allo egyedeket,
egyesiti az AFLP- és az SSR-markerek elonyeit, és magaban foglalja a RAPD univerzalitasat is.
A RAPD-technikaval szemben az ISSR-primerek hosszabbak ¢s mikroszatellit régiok alapjan
tervezik Oket, ezért a primerek tapadasi homérséklete magasabb, igy a PCR-termékek
kovetkezetesebbek. Az ISSR-t sikeresen alkalmaztak a genetikai diverzitas kutatasaban példaul a
Fusarium graminearum (MISHRA et al. 2004), Sphaeropsis sapinea (BURGESS et al. 2001),
Phialophora gregata (MENG és CHEN 2001), Cryphonectria cubensis (VAN DER MERWE et
al. 2003), Trichaptum abietinum (KAUSERUD ¢és SCHUMACHER 2003), Ustilago spp.
(MENZIES et al. 2003), Serpula lacrymans (KAUSERUD 2003) ¢és Beauveria bassiana
(ELENA ESTRADA et al. 2007) eset¢ben. HANTULA ¢és munkatarsai (1996) kimutattak, hogy
az ISSR-régiok gyakoriak az Ustilago-nemzetség genomjaban. A T. contraversa esetében az
ilyen jellegli technikakat 2010 el6tt foként a Tilletia-genuson beliili rokonsagi kapcsolatok
tisztdzasara alkalmaztak.

A SCAR-markerek felhaszndldsa szintén egy kiemelkedé mddszer bizonyos fajok, fajtdk
egyértelmil azonositadsara. Ezeket a markereket ismert genom-szekvencia alapjan tervezik, és
kodominans markerként alkalmazhaték. A SCAR-analizis olcso €s egyszeriien kivitelezhetd. A
SCAR-markerek a célszekvenciara specifikusak, ¢s igy a szekvenalt genomszakasz PCR-
modszerrel vald felszaporitdsdra alkalmazhatok, ezért az ISSR-markereknél sokkal
specifikusabbnak tekinthetok. Az ISSR818 primerrel generalt polimorf mintdzatban talalhato a
T. contraversa specifikus 867 bp méreti DNS fragmentum (GAO et al. 2010). A szerzdk a
markerbdl SCAR-primereket terveztek (TCKSF3/TCKSR3) a PCR elemzéshez. A SCAR-
primerek egy 419 bp hosszusagu T. contraversa-specifikus DNS-fragmentumot amplifikaltak,

mely nem volt jelen a T. caries izolatumokban.
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2.4. Gombafajok elkiilonitése fehérjealapi modszerekkel

2.4.1. A gombaképletek esetében alkalmazott sejtfeltarasi eljarasok

A fehérjék vizsgalatanak meghatarozo része a fehérjék kinyerésére szolgald protokoll
kidolgozasa és optimalizalasa, hiszen csak akkor nyilik lehetdség a keresett fehérje detektalasara
és azonositasara, ha azt el6bb kivontuk a mintabol és oldatba vittiikk. Ez kiilonésen fontos a
nehezen feltarhatd novény- és gombamintdk esetében. A fonalas gombak feltarasa tekintetében a
fehérjekinyerést befolyasold fO tényezo a sejtfal, ami a sejttomeg legnagyobb részét teszi ki. A
sejtfal kiemelkedden tartos és ellendlld képlet, melynek feltarasa a fehérjék reprodukélhato és
hatékony kinyerésének els6 és legjelentésebb 1épése. (GONZALEZ-FERNANDEZ et al. 2010;
SATTAYASAI 2012)

A gombdk és baktériumok erds sejtfalanak feltdrasa nehéz (TAN és YIAP 2009;
SATTAYASAI 2012). Szamos moédszer all rendelkezésre a sejtek szerkezetének megbontaséara a
sejttipustol fiiggden (SCOPES 1982; SATTAYASAI 2012). Nem tandcsos a szikségesnél
drasztikusabb modszert alkalmazni, mert az instabil enzimek még oldatba keriilés elott
inaktivalodhatnak (SCOPES 1982). A mechanikai sejtfeltardsi modszerek, mint a nyomads
valtoztatasa (GRABSKI 2009) vagy az iiveggyongyok felhaszndlasa, eltavolitjdk a sejtfalat,
melyet egy pufferrel torténd kinyerés kovet az osszfehérje-extrakcio végso 1épéseként (TAN és
YIAP 2009).

A gombak szilard sejtfallal és Osszetett sejtmembran rendszerrel rendelkeznek. Sok
fehérje kotodik a sejtfalhoz, membranhoz vagy a sejtszervecskék membranjahoz, ezek vesznek
részt a citoszkeleton (sejtvaz) felépitésében €s a membrantranszportban. Ezért fontos annak
ismerete, hogy az altalunk vizsgalni kivant fehérje hol helyezkedik el, mert példaul a sejten
beliili fehérjék kinyerése soran a sejten kiviili proteinek elvesznek (BRIDGE et al. 2004; PECS
2011).

A gombak sejtfalardl altalanos érvényli szabalyokat nem lehet felallitani, mivel egyrészt
az egyes fajoknal az Osszetételben €s szerkezetben jelentdsek a kiilonbségek, masrészt tul keveés
fajrol all rendelkezésre részletes leirds ahhoz, hogy altalanositani lehessen. Ha viszont csak a
sejtfeltaras szempontjabol nézziik, néhany megallapitast tehetiink. A legtobb gombaban a sejtfal
elsésorban poliszacharidokbol all, lényegesen kevesebb fehérjét és lipidet tartalmaz. A
baktériumokhoz ¢és az ¢lesztokhoz hasonléan az alaktartdst €s a szilardsagot a sejtfal-
poliszacharidok ko6lcsonzik.

A szerkezeti molekulahalot kiilsé véddburok is bevonhatja, igy mind a szerkezeti, mind
az egyéb komponensek ismerete hasznos a megfeleld enzimes vagy kémiai moddszerek

kivalasztasanal. A befolyasold kornyezeti tényezok kozé tartozik a keverés nyird hatdsa is. A
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mechanikai feltarasnal a sejt mérete €s alakja mellett a szerkezeti polimerek térhaldsodasi foka is
befolyasolja a feltaras eredményességét (PECS 2011).

Az intracellularis fehérjék kinyerése rendszerint a sejt apritdsat vagy a sejtfal adott
enzimre valo atjarhatdosaganak kialakitasat jelenti. A sejtmentes extraktokat mechanikai, kémiai
és enzimatikus modszerekkel allithatjuk el6. Az alkalmazott eljaras fiigg a feltarando
mikroorganizmus tulajdonsagaitol, pl. méret, szerkezet, sejtfal szilardsaga és a fehérjék
érzékenysége (SZAMOS et al. 1994).

Szamos kutatdé probalta tokéletesiteni a sejtfal feloldasat €s az intracellularis fehérjék
kinyerését c€lzo modszert. Példaként emlitheték a mechanikai feltdréshez alkalmazott
tiveggyongyok (GRINYER et al. 2004; EBSTRUP et al. 2005), a sejthomogenizal6 malom
(BOHMER et al. 2007) vagy az ultrahangos sejtfeltiras (WARD és SWIATEK 2009), melyek
sokkal hatékonyabbnak bizonyultak a kémiai vagy enzimatikus emésztésnél (HARRISON 1991;
HOPKINS 1991; MIDDELBERG 1995; CUMMING ¢s ICETON 2001; NANDAKUMAR ¢és
MARTEN 2002). Ezeken kiviil elterjedt modszer még a sejtfal feltarasara a folyékony
nitrogénben vald fagyasztast kovets Orlés, poritis (HERNANDEZ-MACEDO et al. 2002;
FERNANDEZ-ACERO et al. 2006; YAJIMA és KAV 2006; GRABSKI 2009). A
fehérjekinyerés soran gyakran fehérjét kicsapd kozeget sziikséges alkalmazni, legtobbszor
triklorecetsavat (TCA) vagy acetont. Ezt koveti a pellet visszaolddsa egy megfeleld pufferben.
Osszetevoket (sok, lipidek, poliszacharidok, fenolok és nukleinsavak), amelyek az elvélasztast
zavarhatjdk (GONZALEZ-FERNANDEZ et al. 2010). Ez az altalanos leirds egyaréant
alkalmazhaté6 novényi (CARPENTIER et al. 2005; MALDONADO et al. 2008) ¢és
gombafehérjék (WILDGRUBER et al. 2002; NANDAKUMAR et al. 2003) kinyerésére.

A mechanikai feltarasnal egyrészt a maximalis feltarasi hatékonysagot, masrészt a kinyert
sejtanyagok minimalis karosodasat tartottak szem el6tt. Kis mennyiségii, néhany milliliternyi
sejtszuszpenzid feltardsara megfeleld eljaras lehet példaul a sejttomeg eldorzsolése egy
porcelanmozsarban kvarchomokkal, mely id6- és munkaigényes (15-30 perc egy minta
feldolgozasa), de fonalas gombak intracellularis enzimjeinek mérésénél bevalt. Manualis
eszkozok az Un. homogenizalok, amelyekben a feltards két szorosan illeszkedd, érdesitett
tivegfeliilet kozotti dorzsoléssel torténik.

A sejtfeltaras bevalt modszerei a késes homogenizalds, illetve a keverdmiivel szerelt
gyongymalomban val6 6rlés (HARRISON 1991; SZAMOS et al. 1994; MIDDELBERG 1995).
A sejthomogenizalas kivitelezhetd egyszerli késziilékek, mint példdul magneses keverd, vortex
keverd, turmixgép segitségével is, de elérhetdk specidlis berendezések is: kiilonb6zd nagy

sebességli malmok, agitatorok és mixerek formajaban (GRABSKI 2009).
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A gyongymalmok jellemz6 kialakitdsa egy vizszintes henger alaktl Orl6tér, tele apro
tiveggyongyokkel, amelyeket a vizszintes tengelyen 1évé keverdtarcsadk tartanak mozgasban
(PECS 2011).

A feltarast szamos technikai paraméter befolyasolja, a nedves 6rlés jellemezhetOsége
szempontjabol 0sszesen 44 paramétert azonositottak (SZAMOS et al. 1994), tobbek kozott az
alabbiakat: a gyongyok mérete, a feltoltés mértéke, a sejtkoncentracié a szuszpenzidban, a
keverdelem kialakitdsa, mérete és keriileti sebessége, a homérséklet és folytonos lizemben a
betaplalas sebessége (CUMMING ¢és ICETON 2001; RAMANAN et al. 2008; GRABSKI 2009).
Ehhez jarul még, hogy ugyanaz a malom masképpen mikodik vizszintes és fiiggdleges
helyzetben. Az 6rlés célja altalanossagban, hogy a kinyerés sordn a minta minél nagyobb
feliileten érintkezzen a kioldd pufferrel. A felaprézodasi térvény alapjan ugyanis minél tobb
részre vagjuk az anyagot, annal nagyobb lesz a részecskék dsszfeliilete (MENNINGER 1965).

A gyongyok méretével kapcsolatban szerzett tapasztalatok nem egyértelmiiek. A
mikrobialis szuszpenzidk viszkozitasa rendszerint kicsi, ezért a hatékony sejtfeltdrashoz 1 mm-
nél kisebb liveggyongyok sziikségesek. A laboratoriumi késziilékekben az alkalmazott als6 hatar
0,2 mm. Altalanosithatdo megfigyelés, hogy minél kisebb a sejtek mérete, annal kisebb az
optimalis atmérd is. (SZAMOS et al. 1994) Mivel kisebb atmérénél ugyanolyan toltési fok
mellett a gydongyok szama nagyobb, az iitkdzések frekvenciaja novekszik. Példaként emlitendd,
hogy SZAMOS és munkatarsai (1994) szerint az Aspergillus niger micéliumanak feltarasahoz az
optimalis gyongyatmérdt 0,25-0,5 mm kozott célszerli megvalasztani.

A gydongymalmok piacdn a FastPrep (MP Biomedicals, Irvine, CA; www.mpbio.com),
Geno/Grinder (SPEX Certiprep, Inc., Metuchen, NJ; www.spexcsp.com), MagNA Lyser (Roche
Diagnostics, Penzberg, Germany; www.roche.com), Mikro-Dismembrator (Sartorius Stedim
Biotech, Aubagne, France; www.sartorius-stedim.com), Mini-Bead Beater (BioSpec Products,
Bartlesville, OK; http://www.biospec.com) és a Retsch Mixer Mill (Retsch GmbH, Haan,

Germany; www.retsch.com) mind razason alapuldé késziilékek, egyszerre tobb minta

feldolgozasara alkalmasak, és 1-5 ml kiindulasi anyagbol is képesek hatékonyan feltdrni a

célfehérjéket (GRABSKI 2009).
2.4.2. Fehérje-extrakcié gombaképletekbol

A sporafal feltarasat kovetden az oldhatatlan anyagokat centrifugalassal eltavolitjuk,
mikozben a kivant fehérjék pedig oldatban maradnak. A kinyerés soran a fehérjék egy része az
oldhatatlan anyaghoz kotddhet, ennek a veszteségnek nem szabad 20% felett lennie; a kioldo

puffer és a minta aranyat ez alapjan kell megvalasztani. A vastag sejtfallal rendelkezd gombéak
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esetében a képzddo pellet mennyisége megkdzelitdleg azonos a kiindulasi anyag mennyiségével
(SCOPES 1982). A sporafal feltoréséhez hasznalt MagNa Lyser sejtfeltaré késziilék a sejtfalat
olyan apré részecskékre bontja, melyeket nehéz egyszerii centrifugaldssal eltavolitani, mert a
kitilepitéshez nem lehet megfeleléen magas fordulatszamot beallitani, és az oldat igy zavaros
lesz. Az apré6 szemcs€jii részecskék eltdvolitdsa ezért szliréssel torténik (SCOPES 1982;
SATTAYASAI 2012).

A sejtfeltard pufferek Osszetétele és mennyisége nemcsak a hatékony feltaras
szempontjabol fontos, hanem azért is, mert befolydsolhatjadk az elvalasztast, a sejtbdl valo
kiszabadulast kovetéen pedig a célfehérje stabilitasat és kivonasat. Altalaban bizonyos
fehérjetipusokra meghatéarozott jellegli puffer hasznalatos. A fobb befolyasolo tényezdk a puffer
oldat pH-ja, ioneréssége, valamint a lebomlast gatld és a stabilitast novelé hozzaadott anyagok
(STOLL és BLANCHARD 2009).

Egy egyszerli extrakcios puffer dsszetétele a kovetkez6é: 20-50 mM foszfat (pH 7-7,5),
0,1 M Tris-Cl (pH 7,5), 0,1 M KCI kevés pufferben oldva, valamint, ha sejtszervecskék
kinyerése a cél, az izoozmotikus puffer tartalmazhat még szachardzt, mannitolt, szorbitolt, sdkat
¢és ionokat is. A sporafal feltorését kovetden célszerli ellendrizni az oldat pH-jat is.

A fehérjék stabilabbak, ha nagyobb a koncentracidjuk az oldatban, de a nagy
koncentraci6 magaval hozza, hogy az oldat nehezebben kezelhetd, és kicsapddas is végbemehet.
Bar a 3:1 aranyu extrakcios puffer : kiinduldsi anyag koncentracid segitségével toményebb
oldatot allithatunk eld, eldnydsebb az 5-10-szeres arany alkalmazédsa, mert az tobb oldhato
fehérjét és kevésbé viszkdzus oldatot eredményez. (STOLL és BLANCHARD 2009)

Ha a kinyert fehérjét oldat formajaban taroljuk, célszerli azonos mennyiségeket
mikrocentrifuga csovekbe osztani, és minimum -20°C-on tarolni, mivel a tobbszdri kiolvasztas

hatasara sériilhet a molekuldk szerkezete. (BRIDGE et al. 2004)

2.4.3. Fehérje-elvalasztas gél-elektroforézissel

Az elektroforézis széles korben elterjedt mdodszer fehérjék elvéalasztasira, az aminosav-
Osszetétel elemzésére, mikroszekvenalasra és tomegspektrometria céljara (RABILLOUD 1996).
Az celektroforézisnek, mint elvalasztasi modszernek kozismerten az az alapja, hogy az
elektromos toltéssel rendelkezd oldott anyagok az egyendrammal 1étrehozott elektromos mezd
hatasara elmozdulnak. A gélelektroforézis a fehérjéket méretiik és toltésiik szerint vélasztja el
(HAJOS 1993; TAN és YIAP 2009). Az elektroforetikus technikékat az irodalom négy csoportba
sorolja: szabad elektroforézis (mozgd hatarfeliiletek modszere), kotott vagy zona-elektroforézis,

izotachoforézis ¢€s izoelektromos fokuszalds. A fehérjéket altalaban nem denaturald
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poliakrilamidgél-elektroforézissel (PAGE) vagy nativ gél-elektroforézissel vizsgaljak (TAN és
YIAP 2009).

A gél-elektroforézis soran a toltéssel rendelkezd részecskék sebességét az elektromos
térben tobbféle tényezd befolyasolja (TAN ¢és YIAP 2009): 1. a részecskék: mérete, toltése,
toltésének nagysaga, disszociacids foka, amfoter jellege, diffuzios allandoja; 2. a kdrnyezetben
1évé anyagok (pufferek és elektrolitok): koncentracidja, ionerdssége, kémiai és dielektromos
tulajdonséagai, pH-ja, hdmérséklete, viszkozitasa és mas fehérjékkel valod kdlcsonhatdsa; 3. az
elektromos tér: térerdssége, aramintenzitdsa, az aram eloszlasa; 4. a hordozd tulajdonsagai:
granulalas modja, porozitas-jellemzdi, k6lcsonhatasba 1ép-e a fehérjékkel.

Az elektromosan toltott részecskék lehetnek egyszerli ionok vagy komplex
makromolekulak. Mivel a szabad folyadékfazisban torténd elvalasztas soran a fehérjék konnyen
letilepednek, ennek a megakadalyozasara hordozé anyagot alkalmaznak, ezek az elektroforetikus
technikakban leggyakrabban az agaréz és a keresztkotéseket tartalmazé poliakrilamid (HAJOS
1993).

Az SDS-PAGE soran a fehérjék szétvalasat hidrodinamikai tulajdonsagaik és azonos
fajlagos negativ toltésiik hatarozza meg. A gél eldallitasahoz leggyakrabban az akrilamid és az
N,N'-metilén-biszakrilamid gy6kds kopolimerizacidos reakcidjat alkalmazzdk N,N,N’N'-
tetrametil-etiléndiamin  (TEMED) ¢és ammonium-peroxidiszulfat (APS)  katalizatorok
jelenlétében (GARFIN 2009). Az ammonium-perszulfat — TEMED rendszerben a TEMED
szabad gyokoket képez a perszulfatbol, a szabad gyokok pedig katalizaljadk a polimerizacidt. Az
akrilamid tipusti hordozdk eldnyei: a porusméretek eloszldsa, az optikai atlatszosag, a toltéssel
rendelkezd csoportok hianya, a hidrofil jelleg és a fehérjemintdkkal valo kolcsonhatas csekély
volta. (HAMES 1982)

A minta-elékészités soran a fehérjéket forro SDS-sel kezelik (BOWEN et al. 1980),
ennek hatdséra fajlagos negativ toltésiik alapvetden azonos lesz, igy méretiik alapjan valnak el a
poliakrilamid gélben (HAMES 1982).

A fehérjék elvalasztasa ma mar kizardlag az SDS-PAGE-vel torténik. Az azonos méretii
fehérjék azonos sebességgel haladnak a gélben, és a nagyméretli fehérjék egyre lassabban
mozognak, ahogy érvényesiil a pérusok sziiréhatdsa (TAN és YIAP 2009). Az SDS-sel kotott
fehérjék anod felé vald elmozdulasa €s molekulatomegiik kozott logaritmikus Osszefiiggés van
(SHAPIRO et al. 1967; WEBER AND OSBORN 1969), ezért egy kalibralt gélben a fehérjék
molekulatdmege meghatarozhaté (GARFIN 2009; TAN és YIAP 2009).

A kétdimenzids (2D) gélelektroforézist Patrick O’Farrell fejlesztette ki 1975-ben, a
technika az izoelektromos fokuszalas és a SDS-PAGE eljardsokat egyesiti. A 2D-PAGE
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kiilonboz6 koriilmények, igy fejlodési stadiumok, sejtciklus, szervezet, fiiggvényében alkalmas a
fehérje-0sszetétel valtozasanak kovetésére (TAN és YIAP 2009).

A legtobb egydimenzids gélelektroforézis vertikalis elrendezésiit (ANDREWS 1986). A
modern késziilékek elvezetik a felesleges hot, mivel a tilmelegedés értékelhetetlen mintazatot
eredményezhet. A futtatds idOtartama rendszerint 4-5 6ra, mini cellak alkalmazasaval ez az 1d6
felére-harmadéra csokken (GARFIN 2009).
épil fel: egy elvalaszto, vagy f6 gélbdl (alsd) €s egy gyljté geélbdl (felsd). A két gélnek
kiilonbozé a porozitdsa, pH-ja és ionerdssége. A gyljtd gél koncentralja a mintédkat, ennek
hatasara az elvélasztd gélben jobb felbontast kapunk. Az alacsony vezetdképességli mintaoldod
pufferben oldott mintdkat (0,06M Tris-Cl, pH 6,8) a nagyobb vezetdképességii futtatdé puffer
(0,025 M Tris, 0,192 M glicin, pH 8,3) és a gyijté gél (0,125 M Tris-Cl, pH 6,8) k6z¢é toltjik a
féstivel kialakitott zsebekbe. Elektromos dram hatisara a fehérjék a gylijtd gélbe vandorolnak
(ALLEN et al. 1984, ANDREWS 1986; BURY 1981). Az eldre haladd protein-komplexek a
gélmatrixban folyamatosan lassulnak, megtorténik az elvalasztas molekulatomegiik szerint.

A fehérjék detektalasara gélfestést alkalmaznak, ami lehet progressziv vagy regressziv. A
festési modszer progressziv jellegli, ha a gélen elvalasztott fehérjék altal megkotott festék
mennyiségét a festés idejével szabalyozzak. Regressziv a festés, ha a gélt erdsen tulfestik, majd a
felesleget megfeleld oldattal kivonjak beldle. A legtobb esetben a fehérje-elvalasztis soran a
gélek festéséhez regressziv festést alkalmaznak. Négy {6 gélfestési modszert kiilonboztetnek
meg: szerves festékek hasznalata, eziist festés, negativ festés és fluorszcens festékek (SYPRO
festékcsalad) alkalmazasa.

A legnépszeriibb festési eljarasok a szerves festékek alkalmazasan alapulok, valamint az
eziist festés (RABILLOUD és CHARMONT 2000). Az eziist festés 1979-es elsé alkalmazasakor
SWITZER ¢és munkatarsai (1979) a fehérje-kimutatas hatékonysaganak 2000-szeresre vald
emelkedését mutattak ki a Coomassie Blue (FAZEKAS DE et al. 1963) festéssel szemben.

Az eziistfestés a legérzékenyebb festési eljards, ennek ellenére a mennyiségi
fehérjeanalizissel foglalkoz6 tudosok a szerves festékek kozé tartozo Coomassie festékcsaladot
részesitik elényben. Az utébbi moddszer alacsony érzékenységét az ismételhetdsége
ellenstilyozza, ami annak koszonhetd, hogy ellendll a kornyezeti hatasoknak (hdmérséklet,
olddszer mindsége €s hatoidd) (RABILLOUD és CHARMONT 2000).

NEUHOFF és munkatérsai (1988) fejlesztéseik soran szulfoszalicil-sav és foszforsav
hozzaadasaval kisérletezve kidolgoztak a kolloid festést, az utobbi eljaras a Coomassie festékek

legérzékenyebbjének bizonyult. Mddositott Neuhoff-modszer esetében az érzékenység eléri az 1
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ng fehérje/savot, igy méltan nevezik ,kék eziist” festésnek az eziist festések érzékenységére

utalva. (CANDIANO et al. 2004; GARFIN 2009)

2.4.4. A Tilletia-fajok egydimenzios gél-elektroforézissel torténé elkiilonitésében eddig elért

eredmények

BANOWETZ ¢és munkatarsai (1984) monoklonalis antitesteket termeltettek a T.
contraversa ¢és T. caries cllen, de nem talaltak egyetlen fajspecifikus antitestet sem, mely
alkalmas lenne a torpe- és Kkoéiiszog elkiilonitésére. WEBER és SCHAUZ (1985) SDS-
gélelektroforézissel hasonlitottak Gssze a T. contraversa és a T. caries fehérje-Osszetételét, és
talaltak egy 65 kDa méretli proteint, mely csak a T. contraversa izolatumokban van jelen.
KAWCHUCK ¢és munkatarsai (1988) kétdimenzios gél-elektroforézissel vetették Ossze a T.
contraversa, T. caries és T. laevis fenol-oldhato fehérjéit. Mivel a kisérleteik soran nem mutattak
ki fajspecifikus kiilonbségfehérjét a mintaikban, eldrevetitették ezen iiszogfajok rendszertani
feliilvizsgalatanak sziikségességét, feltevéseik szerint a T. contraversa és a T. laevis a T. caries
fajon beliili valtozatai lehetnek. Késébb BANOWETZ és DOSS (1994) azonositottak egy 116
kDa méretii fehérjét, mely csak a T. contraversa izolatumokban volt jelen, a T. caries
mintazatabol hiadnyzott, viszont az el6bb emlitett 65 kDa méretl kiilonbségfehérjét
(KAWCHUCK et al. 1988) nem sikertilt azonositaniuk.

A csirdzasi tulajdonsagokban megfigyelhetdé alapvetd kiilonbségeket alapul véve
BEATTIE és munkatérsai (1993) feltételezték, hogy a csirdzas szabalyozasaban fontos szerepet
betoltd zsirsavak Osszetételében is lehetnek eltérések, ezért vizsgaltdk a T. contraversa és T.
caries triaciglicerol (TG) profiljat. Szignifikans, fajszintli azonositasra is felhasznalhato eltérést

azonban nem tudtak kimutatni.
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3. ANYAG ES MODSZER

3.1.  Mintagyiijtés
3.1.1. Mintagyiijtés mikroszkopos vizsgalathoz

A vizsgalati mintak gyijtése a Tilletia-fajok éves orszagos felderitése keretében tortént a
NEBIH NTAI szakmai iranyitasaval.

A felvételezés a 7/2001 (I. 17.) FVM rendelet alapjan torténik, a hatosdgi mintavételt a
megyei novényvédelmi feliigyeldk végzik. Valamennyi szallitmanybdl vagy szallitmanyon beliili
tételbdl elemi mintat kell venni. Egy tételként mintazhaté szallitmanybol (vasuti kocsi,
gépjarmii, egyéb jarmi és légi szallitmanyokbol) veendd elemi mintdk szdma is meghatarozott.
A mi esetiinkben a tétel also, kdzépso, és felsd rétege is mintdzandd. A mintavétel gyakrabban
mintazébot vagy ritkabban szlrcsap segitségével zajlik. A rétegekbol vett 3 elemi mintat
elkeveréssel homogenizalni kell. Az igy keletkez6 alapmintabol kell vizsgélati mintat venni. A
vizsgalati minta mennyisége 1000 g. EbbOl a vizsgalati mintabol vesziink ki 2*50 g mintat,
melyen elvégezziik a Lemosasos modszerrel a Tilletia-teliosporak kinyerését.

A szallitmanyok 1-1 tablardl szdrmaznak. A tdbla méretét a mintavételi jegyzOkonyv
tartalmazza. Ezeket az adatokat Osszesitve kapjuk meg, hogy az adott évben hany hektar 6szi
buzatabla keriilt megmintazasra.

A megyei novényvédelmi feliigyelok 2007-ben 19, 2008-ban 17, 2009-ben 19, 2010-ben
18, 2011-ben 17 és 2012-ben 16 megyében gyljtottek Oszi bluzabol mintakat (/. tdbldzat). A
mintavétel sordn a kombdijntiszta allapotban 1év0 buzatételekbdl (az egy tablardl szarmazd
tételek nem keveredtek egymassal) minimum 2 x 50 g buizaszemet gylijtottek be, és dsszesen 133
db (2007), 94 db (2008), 105 db (2009), 103 db (2010), 90 db (2011) és 98 db (2012) mintat
vettek évente (A kotelezden eldirt mintaszdm megyénként 5 db). A mintak gyljtése szuroproba
szerlien torténik, mely soran annyi csak a kovetelmény, hogy megyénként 6t kiilonb6zo tablarol
szarmazd tételbdl torténjen a mintavétel. A mintdkat feldolgozéas el6tt és utan szaraz,

szobahdmérsékletli helyiségben taroltuk.
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1. tablazat A Tilletia-fajok orszagos felderitése soran gytijtott dszi buiza mintak szama

megyénként, éves bontasban (2007-2012).
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3.1.2. Mintavétel Hirst-tipusu térfogatos sporacsapdaval

A levegdmintakat hordozhaté Hirst-tipust térfogatos sporacsapdaval (10-12. dbrak)
vettilk (HIRST 1952). E modszert vilagszerte szabvanymiiveleti eljaras szerint alkalmazzak a 0,5
¢s néhany szaz mikrométer kdzotti mérettartomanyba esd biologiai eredetii részecskek 1€gkorbol
torténd kimutatasara (LACEY ¢és VENETTE 1995). A késziilék egy nagy teljesitményii
levegdszivobol és egy oraszerkezet altal mozgatott hengerbdl all. Az oraszerkezet egy sinpart
mozgat, melybe egy vazelinnel bevont targylemez helyezhetd el. A csapda belsejébe egy 14 mm
széles €s 1,7 mm magas nyilason at beszivott levegd az dramlds iranyara merdleges feliiletnek, a

targylemeznek csapodik. Az atszivott levegdmennyiség percenként 10 liter.
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11. abra Hirst-tipust levegé-mintavevo késziilék belsé szerkezete. (Sajat felvétel.)
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12. abra A levegéminta a targylemezen (Hirst-tipusu levegd-mintavevo késziilék). (Sajat

felvétel.)

A levegOmintakat két kozponti gabonatdrhdzban gyljtottiik Budapesten (Bp), illetve
Jaszapatiban (Ja), valamint 14 kisebb méretii siktaroloban (10 cégnél) (M2. és M3. Melléklet). A
levegémintak mellett buzamintdkat is gyljtottink az egyes mintavételi helyszineken. A
budapesti €s jaszapati kozponti tdrhdzak nagyobb, 13, illetve 7 szintes tarolok nyitott tetejii cellas
tarolo rendszerrel (13. dbra). A szallitmanyok ki- és berakodasa gravitacios modszerrel torténik.
A mintakat az 1-3. szinteken (2008.10.02.), az 1-8 szinteken (2008.11.03) és a 4., 7. és 9-10.
szinteken (2009.10.20.) vettik Budapesten, valamint az 1-2. szinteken (2012.01.25.)
Jaszapatiban. Budapesten a cellanként betarolt gabona mennyiségét mértilk a halom magassag
alapjan. A levegdmintakat kiiltéren és egy beltéri referencia helyszinen (a budapesti tarhdzban
egy nem Tilletia-gazdandvényt, azaz napraforgot tarolo helyiségben) is vettiink. A mintavételek

id6tartama az M3. mellékletben megadottak szerint alakult.
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13. abra A vizsgalt gabonatarhazak sematikus felépitése: a) vidéki tarhaz, b) kézponti tarhaz (a

13 emeletbdl 3-at dbrazoltunk), c) cellas rendszerrel tagolt taroloszint, d) referencia tér.

A kisebb méretli vidéki gabonatidrolok a helyi termeldk gabonajanak tarolasara
szolgédlnak. Ezen tdrolok boltozatos tetejli siktarolok, a buzatdrolds legegyszeriibb valtozatat
képviselik. A ki- és berakodas rakodogépekkel vagy szallitoszalagos rendszerrel torténik, a buizat
halmokban taroljak. Az épiiletek tarolokapacitasa 1800-6000 tonna (4atl. 3943 t), ahol 80-4400
tonna (atl. 1247 t) buzat taroltak a mintavételek idején. A mintavétel Békésszentandrason
(2012.03.01., 1 cég), Dunavecsén (2012.01.18., 1 cég), Hajduszoboszlon (2009.07.27., 1 cég),
Hodmezoévasarhelyen (2012.03.21., 3 cég), Jaszapatiban (2012.01.25., 1 cég, de mas, mint a
jaszapati kozponti tarhdz), Szalkszentmdartonban (2012.01.18., 1 cég), Jaszarokszallason
(2012.01.25., 1 cég) és Telekgerendason (2012.03.01., 1 cég) zajlott. Minden taroloban

miukodtettek ciklon porlevalasztd rendszert a levego eredetii gabonapor eltavolitasdhoz.

3.1.3. Por-mintavétel

A bluza mintavételek sordn pormintakat is gytjtottiink, mégpedig a gabonatarolok
vizszintes feliiletein letlilepedett anyagbol miianyag csdvekbe. Pormintat vettiink a beltéri
referencia mintavételi helyen is (a budapesti gabonatarhaz nem Tilletia-gazdanovényt, kukoricat,

tarolo helyiségében). A pormintak vizsgalata soran 3 mg port elegyitettiink 200 ul 0,01%-0s
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Tween-20 oldattal, majd ebbdél 30 ul-t pipettaztunk targylemezre. A szamolt teliosporak

mennyiségét ,,db teliospdra/mg” mértékegységben fejeztiik ki.

3.1.4. Mintagyiijtés a DNS- és fehérjealapu vizsgalatokhoz

Két lengyel és egy régi magyar Tilletia contraversa izolatumot, valamint 5 db magyar T.
caries izolatumot vontunk be a molekularis diagnosztikai munkankba. Ezek adatait és az
izolatumok jelolését a 2. tdablazat szemlélteti. A T. contraversaval fertdzott iiszkos kalaszokat
Grazyna Szkuta (Novényvédelmi és Vetdmagvizsgald Szolgalat, Kézponti Laboratorium, Torun
/Central Laboratory, Plant Protection and Seed Inspection Service (PPSIS)/) bocsatotta a
rendelkezésiinkre, illetve herbariumi anyag formajaban Dr. Révay Agnes (Magyar
Természettudomanyi Mzeum, Novénytar, Budapest) szives felajanlasa alapjan jutottunk hozza.
A Tilletia cariessel fertézott mintakat Magyarorszag kiilonb6z6 régidiban 2008—2009-ben a
megyei novényveédelmi feliigyelok és Varga Andrds novényvédelmi mikologus (Csongrad

megyei Kormanyhivatal Novény- és Talajvédelmi Igazgatosaga) gylijtotték.
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2. tablazat A molekularis vizsgalatokhoz felhasznalt Tilletia-mintak listaja.

Szarmazasi hely

Izolatum jele Faj megnevezése (ahol elérhetd, a gazdandvény Gytjtés ideje
fajtaja)
TILLCAR 1 Tilletia caries Tardos, Magyarorszag 2009
o ) Dudar, Magyarorszag
TILLCAR 2 Tilletia caries 2008
(Capo)
o ] Dudar, Magyarorszag
TILLCAR 3 Tilletia caries 2008
(Capo)
o ) Hodmezo6vasarhely,
TILLCAR 4 Tilletia caries 2009
Magyarorszag
TILLCAR 5 Tilletia caries Debrecen, Magyarorszag 2008
TILLCO A Tilletia contraversa Lublin, Lengyelorszag 1999
o Lublin, Lengyelorszag
TILLCO B Tilletia contraversa 2000
(Rysa)
TILLCO C Tilletia contraversa Hajdunanas, Magyarorszag 1952

3.2.  Mikroszkopos vizsgalatok

3.2.1. Teliosporak kinyerése és vizsgalata lemosasos modszerrel

A Tilletia-fajok jelenlétének meghatarozasahoz a kiinduld mintamennyiség 50 g
blizaszem volt. Ezt a mennyiséget 250 ml-es Erlenmeyer lombikba téve hozzaontéttiink 100 ml
0,01%-0s Tween-20 oldatot. A lombikot parafilmmel zartuk le, és razogépen razattuk 200
fordulat/perc egységen 3 percig. Ez nyujtotta a megfeleld erdhatast, mely altal a mintaban
esetlegesen jelenlévo tiszogpuffancsok felrepedhettek. Ezt kovetden a folyadékfazisbol 15-20
ml-t atpipettaztunk egy 50 ml-es centrifugacsébe ¢és 8 percig 6000 fordulat/perccel
centrifugaltuk. A feliluszot lepipettaztuk a pelletr6l, majd a pelletet ujra feloldottuk 1-2 ml
desztillalt vizben. A mintabol 30-40 ul mennyiséget targylemezre pipettaztunk és pipettaval
Osszekevertiik 1-2 csepp Shears-oldattal (MATHUR és KONGSDAL 2003). A fedbélemez
felhelyezését kovetden a targylemezt alulrdl gazlang felett néhany masodpercig melegitettiik,
ezzel kis mértékben tartositva a mintat. A mikroszkopos vizsgalatot 250—400x nagyitdson

végeztilk. A teliospora-méretek meghatarozasdhoz 1000x nagyitast haszndltunk immerzios
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olajba meritett lencsével (USDA 1974; OEPP/EPPO 1982, 2007). A Tilletia-teliosporak
morfologiai meghatarozasat VANKY (2012) alapjan végeztiik.

Tween 20 oldat (0,01%)
Tween 20 0,1 ml
Desztillalt viz 1000 ml

A Shear’s oldat az aldbbiak szerint készilt: 19,212 g citromsavat 1000 ml desztillalt
vizben feloldottunk, és alaposan dsszekevertiik. 28,382 g Nap;HPOg4-ot 1000 ml desztillalt vizben
feloldottunk, és alaposan Osszekevertiik. 8,25 ml citromsav oldathoz 291,75 ml Na,HPO, oldatot
adtunk. Az igy eléallitott oldatban feloldottunk 6 g kalium-acetatot, és alaposan dsszekevertiik.

Végiil hozzaadtunk 120 ml glicerint és 180 ml 96%-0s etil-alkoholt.

3.2.2. Fluoreszcens fénymikroszkopos vizsgalat

Ezt a vizsgélati eljarast STOCKWELL ¢és TRION (1986) altal leirt modszer szerint
végeztiik, kisebb modositasokat alkalmazva az aldbbiak szerint. A vizes szuszpenzidban 1évo
teliosporakat mikroszkdp targylemezre pipettaztuk, és hagytuk beszaradni, majd ezt kovetden kis
viszkozitasi nem-fluoreszkaldé immerzidés olajat pipettaztunk a mintakra, és lefedtiik
fedélemezzel. A fényvisszaverési tulajdonsagokat fluoreszcens fénymikroszkoppal (Leica DM
LB2, Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Germany) vizsgaltuk, és ehhez 50 W higanyladmpat
és I3 Leica sziiréket (450490 nm extinkcios filter, 515 nm barrier filter) alkalmaztunk.

3.2.3. Sporacsapdazas soran vett levegémintak kiértékelése

Néhany csepp laktofenolt tartalmazd gyapotkék festéket cseppentettiink a targylemezen
1évé mintdhoz, majd feddlemezzel fedtiik le. A kiértékelés Olympus BXS51 fénymikroszkoppal
tortént 800x nagyitason, valamint Leica DM LB2 fénymikroszkoppal, 1000x nagyitast hasznalva
immerzios olajba meritett lencsével. A Tilletia-teliospérdk morfoldgiai meghatarozasat VANKY
(2012) alapjan végeztiik.

3.2.4. Statisztikai elemzés

A teliospora koncentracio értékek elemzéséhez nem-paraméteres statisztikai probakat

alkalmaztunk, mert az adatok nem mutattak normal eloszlast a Kolmogorov-Szmirnov-, és a
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Lilliefors-probak szerint. A levegé-, buza- és pormintak teliospora-koncentracidja kozotti
Osszefiiggés feltarasara Spearman-féle rangkorrelaciot alkalmaztunk. A budapesti tdrhdzban a
tételek elkiilonitésére alkalmazott félig zart celldknak a teliosporak szabad terjedésére gyakorolt
hatasat kiilon is megvizsgaltuk. Ennek soran kilenc emeleten, a félig zart celldkat tartalmazé
helyiségek két legtavolabbi pontjan gyijtottiink levegdmintdkat, melyek teliospora-
koncentracioja kozotti eltérést a Wilcoxon-teszttel vizsgaltuk meg. A betarolt buzamennyiség

crer

értékeléshez a STATISTICA 6.1 szoftvert alkalmaztuk.

3.3. DNS-alapu médszerek alkalmazasa a Tilletia-fajok elkiilonitésére

3.3.1. DNS-kinyerés DNEasy Plant Mini Kit-tel

A kinyerést a gyartd hasznalati utasitdsanak megfeleléen végeztiik, kis modositassal, azaz
a DNS-kinyerés 1épéseinek végrehajtasa elétt az Eppendorf-csdben 1€v6 teliosporakra pipettazott
400 ul Lizis pufferhez (AP1) néhany mg kvarchomokot adtunk, és sejthomogenizal6 palcaval fél

percig dorzsoltiik a teliosporak falanak feltdrése érdekében.

3.3.2. DNS-koncentraciok

A vizsgalatba vont mintdk DNS-koncentracidja az aldbbiak szerint alakult:
T. contraversa mintak:
TILLCO A: 12,38 ng/ul
TILLCO B: 5,86 ng/ul
TILLCO C: 19,46 ng/ul

A T. caries esetében:
TILLCAR 1: 21,15 ng/ul
TILLCAR 2: 3,00 ng/ul
TILLCAR 3: 2,45 ng/ul
TILLCAR 4: 11,28 ng/ul
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3.3.3. PCR-vizsgalatok
A. Tilletia faj-specifikus PCR (TILf, TILr)

A polimeraz lancreakciokat a BioRad iCycler Thermal Cycler késziilékben,
KOCHANOVA ¢s munkatarsai (2004) alapjan végeztiik.
Ehhez az aldbbi primereket alkalmaztuk:
TILf: 5’-CACAAGACTACGGAGGGGTG-3°
TILr: 5>-CTCCAAGCAACCTTCTCTTTC-3’

A PCR reakci6 végtérfogata 25 ul volt. A reakcidelegy a kovetkezd dsszeteviket tartalmazta:

PCR reakcioelegy: végkoncentracid
10x puffer 1X

MqgCl, 1,5mM

dNTP 0,2 mM

TILf primer 0,8 uM

TILr primer 0,8 uM

Taq polimeraz 0,04 U/ul

A mixhez 2 ul DNS-t adtunk. Az elegy mennyiségét 25 ul-re egészitettiik ki Fluka vizzel (Water
for molecular biology, Fluka Analytical, 95284).

A PCR reakciokoriilmények az aldbbiak voltak: 5 min 95 °C-os kezdeti denaturécio, ezt
50 ciklusban 1 min 94°C-os denaturacid, 1 min 58°C-os primerkotés, 1 min 72°C-0S
lanchosszabbitas kdvette, melyet egy végso 4 min 72°C-os lanchosszabbitasi szakasz zart le.

A PCR-terméket 2%-o0s agar6z gélen valo futtatast kovetden UV fényben vizualizaltuk és

dokumentaltuk. A PCR termék mérete: 361 bp volt.
B. Tilletia contraversdara specifikus PCR-eljaras

A polimeraz lancreakciokat a BioRad iCycler Thermal Cycler késziilékben, YUAN ¢és
munkatarsai (2009) alapjan végeztiik, az alabbi primerek hasznalataval:

CQUTCK2: 5’-TCTAACTTACCTCGCGGTAGG-3’
CQUTCK3: 5°-ACGCAGTGACGGGTGGATA-3’
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A PCR reakci6 végtérfogata 25 ul, a reakcidelegy Gsszetétele a kovetkezo volt:

PCR reakciokeverék: végkoncentraciod
10x Puffer 1x

MgCl, 1,5mM

dNTP 0,2 mM
CQUTCK2 primer 0,4 uM
CQUTCKS primer 0,4 uM

Taq polimeraz 0,04 Ul/ul

A mixhez 2 ul DNS-t adtunk. Az elegy mennyiségét 25 ul-re egészitettiik ki Fluka vizzel (Water
for molecular biology, Fluka Analytical, 95284).

A PCR program Iépései az alabbiak voltak: 3 min 94 °C-os kezdeti denaturacié, ezt 40
ciklusban 30 s 94°C-os denaturacio, 30 s 60°C-os primerkotés, 45 s 72°C-os lanchosszabbitas
kovette, melyet egy végsd 7 min 72°C-os lanchosszabbitési szakasz zart le.

A PCR-terméket 1,5%-0s agardz gélen vald futtatast kovetden UV fényben vizualizaltuk
¢s dokumentéltuk, a vart PCR termék mérete 747 bp volt.

A moddszert kilencszer ismételve probaltuk meg reprodukalni. A CQUTCK2/CQUTCK3

primerpar nem amplifikalja a mintainkbol a T. contraversa specifikus terméket.

Ezutan megkiséreltiik az alabbi primerpar alkalmazasaval a cikkben szerepld madsik
modszer reprodukalasat, mellyel a fenti primer-part kifejlesztették:
P23-BA0166: 5’-AAGGCGGCAG-3’
CQUTCKI1: 5’>-CCCTAAACCCTAACCCTAACCCWAA-3’

A PCR reakci6 végtérfogata 25 ul, a reakcidelegy Osszetétele a kovetkezd volt:

PCR reakciokeverék: végkoncentracio
10x Puffer 1x

MgCl, 3,0 mM

dNTP 0,4 mM
P23-BA0166 primer 0,25 uM
CQUTCKX1 primer 0,25 uM

Taq polimeraz 0,04 U/ul

A mixhez 2 ul DNS-t adtunk. Az elegy mennyiségét 25 ul-re egészitettiik ki Fluka vizzel (Water
for molecular biology, Fluka Analytical, 95284).
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A PCR program lépései az alabbiak voltak: 4 min 94 °C-os kezdeti denaturacio, ezt 5
ciklusban 30 s 94°C-o0s denaturaci6, 45 s 53°C-os primerkétés, 1 min 72°C-os lanchosszabbitas
kovetett, ezutan 10 ciklusban 30 s 94°C-os denaturacid, 45 s 36°C-os primerkotés, 1 min 72°C-
os lanchosszabbitas kovetkezett, melyet egy végsd 10 min 72°C-os lanchosszabbitasi szakasz
zart le.

A PCR-terméket 1,5%-0s agardz gélen vald futtatast kovetden UV fényben vizualizaltuk

¢s dokumentaltuk, a vart PCR termék mérete 1322 bp volt.
C. Tilletia contraversa azonositasa SCAR-marker felhasznalasaval
A polimerdz lancreakciokat a BioRad iCycler Thermal Cycler késziilékben, GAO ¢és
munkatarsai (2010) alapjan, az alabbi primereket felhasznalva végeztiik.
TCKSF3: 5>-CACACACACACAGGAAGC-3’

TCKSR3: 5’-CGAGGAAGCAGACAAGGCAT-3’

A PCR reakci6 végtérfogata 25 ul volt. A reakcidelegy Osszetétele a kovetkezdk szerint alakult:

PCR reakciokeverék: végkoncentracio
10x puffer 1x

MgCl; (25 mM) 2 mM

dNTP (10 mM) 0,12 mM
TCKSF3 primer (10 mM) 0,4 uM
TCKSR3 primer (10 mM) 0,4 uM

Taq polimeraz (2,5 U/ul) 0,02 U/ul

DNS (25 ng) 3

Az elegy mennyiségét 25 ul-re egészitettiik ki Fluka vizzel (Water for molecular biology, Fluka
Analytical, 95284).

A PCR reakci6 koriilményei az alabbiak voltak: 5 min 94 °C-os kezdeti denaturécio, ezt
30 ciklusban 30 s 94°C-os denaturacié, 30 s 55°C-os primerkotés, 1 min 72°C-0S
lanchosszabbitas kovette, melyet egy végsé 10 min 72°C-os lanchosszabbitési szakasz zart le.

A PCR-terméket 1,5%-0s agardz gélen futtatast kovetéen UV fényben vizualizaltuk és
dokumentaltuk, a PCR termék mérete: 419 bp volt.

Az eredeti cikk szerinti kortiilményeket ismételve viszonylag halvany savokat kaptunk a
gélben. A PCR koriilményeken valtoztatva, optimalizalva elértiik, hogy a savok hatarozottabbak

lettek. A modszerfejlesztés sikeres volt a PCR-program valtoztatasaval.

52



Az 1, altalunk fejlesztett PCR-programban a ladnchosszabbitas ideje hosszabb. A
bekotddés hofokat valtoztattuk meg, touch down PCR-t alkalmazva. 5 ciklus elézte meg a f6 35
db PCR ciklust, ahol a bekotddés hémérsékletét csokkentettiik 45°C-ra. Az alacsonyabb
homérséklet eldsegiti a primer bekotodését (akkor is megtorténik a bekotddés, ha nem teljesen
azonos a templat €s a primerek bazissorrendje).

A PCR reakci6 koriilményei az aldbbiak voltak: 15 min 95 °C-os kezdeti denaturacid, ezt
5 ciklusban 30 s 94°C-0s denaturacio, 30 s 45°C-os primerkotés, 30 s 72°C-os lanchosszabbitas
kovetett. Ezutan 30 s 94 °C-os kezdeti denaturacid, majd 30 ciklusban 30 s 94°C-os denaturicio,
30 s 55°C-os primerkotés, 30 s 72°C-os lanchosszabbitas kovetkezett, melyet egy végsd 10 min

72°C-o0s lanchosszabbitasi szakasz zart le.

3.4. Fehérjealapu médszerek alkalmazasa a Tilletia-fajok elkiilonitésére

3.4.1. Fehérjék Kinyerése teliosporakbol

Negyven-negyvendt mg T. contraversa teliosporat, illetve 35-40 mg T. caries teliosporat
mértiink ki Eppendorf-csovekbe, és hozzaadtunk 600 ul desztillalt vizet (1:15 w/v arany). A
teliospordk felszinének tisztitasa céljabol a mintdkat 3 percig vortexeltik, majd 13 000 rpm
fordulatszamon 2 percig centrifugaltuk, és a feliillisz6t minden esetben eltavolitottuk. Ezt a
1épést addig ismételtiik, amig a feliiliszo viztiszta nem lett (3-4 ismétlést igényel). A legutolso
centrifugalds ideje 3 perc volt 13 000 rpm fordulatszdmon. A teliospérak falanak feltorése elott
500 ul PBS-t, azaz foszfat-puffer oldatot (0,137 M NaCl, 0,0027 M KCI, 0,01 M Na;HPOQO, és
0,002 M KH,PQy4, pH 7,4) adtunk a pellethez. A keveréket 1-2 percig vortexeltiik, ezutan pedig 2
ml-es csavaros tetejii miilanyag csdvekbe pipettaztuk at, amelyekbe 0,2 g mennyiségii 0,5 mm
atmérdjl iiveggyongyot helyeztiink. A csovek lezarasat kovetden a mintakat 10 percig jégen
inkubaltuk. A sporafal feltorése MagNA Lyser késziilékben (Roche Applied Science, Mannheim,
Németorszag) tortént (160 masodperc, 4800 fordulat/perc). A roncsolést kovetden a keveréket 1
percig 13 000 rpm fordulatszamon centrifugaltuk, és a feliiltszot Gj Eppendorf-csébe pipettaztuk.
Ezutan Gjabb centrifugalas kovetkezett 10 percig 13 000 rpm fordulatszdmon, majd a feliiluszot
ismét uj Eppendorf-csébe pipettaztuk. Ezt a feliiluszot ujra 10 percig 13 000 rpm fordulatszamon
centrifugaltuk, majd a pellet felsértése nélkiil a folyadékot 1j Eppendorf-csdbe pipettaztuk. A
fehérjeoldatot 5 percig 13 000 rpm fordulatszamon centrifugéltuk, és ezt kdvetden egy 0,45 um
moddszer alapjan hatdroztuk meg (ROSENBERG 2004). A kinyert fehérjemintdkat aliquotokra

osztva tovabbi felhasznalasig -70°C-on taroltuk.
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Az altalunk is alkalmazott MagNA Lyser asztali késziilék felhasznalhatd a sejtek vagy
mas bioldgiai anyagok feltdrasara, valamint olyan nukleinsav- vagy fehérjetartalmu feliiluszo
képzésére, mely tovabbi tisztitasi folyamatnak, kinyerésnek €és analizisnek vethetd alad. Az eszkoz
alkalmas emlds, novényi vagy egye€b szovet (pl. gomba) feltarasara is. Mikodés kézben a
specidlis mintatartd csovekkel mikodé MagNa Lyser késziilék rotorja nagy sebességgel
oszcillal. Az eltavolithatd rotor maximalisan 16 minta befogaddsara alkalmas. Az oszcillalo
mozgas erdsen keveri a csovek tartalmat (keramia/liveggyongyok, sejtek, lizisreagensek) extrém
magas sebességgel forogva. A mintatarté csovekben 1évo sejtek fala szinte azonnal feltorik,
amint Osszelitkoznek a keramia-, illetve liveggyongyokkel. Az litk6zés mértéke €s energiaja
(melyek a feltdrés hatékonysagat befolyasoljak), az alkalmazott razési sebességtol és a gyongyok
gravitacios tulajdonsagaitol fligg. Ezen paraméterek bedllitasaval optimalis eredményt érhetiink
el. A miikddtetés idejének megvalasztasa is fontos tényezd, a szovetféleség fiiggvényében. A
MagNa Lyser késziilékkel leegyszeriisithetd a munkaigényes minta-elokészitési folyamat,
valamint alland6 és megismételhetd hatékonysaggal dolgozik. A kisérleteink soran a keramia

gyongyok helyett 0,2 mm atmérdji tiveggyongyoket alkalmaztunk.

3.4.2. Egydimenzios gél-elektroforézis (1-D SDS-PAGE)

A gélelektroforézis vizsgalatokat LAEMMLI (1970) leirasat kovetve végeztik. Az
elokészités sordn a kinyert fehérjemintdkhoz 4x-es SDS mintaoldd puffert adtunk 3:1
térfogataranyban, majd 3 percre forrasban 1év6 vizbe tettiik az oldodas eldsegitésére. Ezutan

mintanként 15-30 ul mennyiséget (kb. 1 ug/ ul fehérjekoncentracio) vittiink fel a gélre.

Az SDS mintaoldé puffer (12.5 ml, pH 6.8) Osszetétele:

SDS 0,375¢g
Trisz-(hidroximetil)-amino-metan 0,0945 g
Glicerol (87%-0s) 1,25 ml
-merkapto-etanol 1,25 ml
Desztillalt viz 10,6 ml

A vizsgalatokat E5889 — Dual mini tipust (Sigma-Aldrich Co. LLC) vertikalis

gélelektroforézis késziiléken végeztiik.
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A 16gél (10%-0s, 5 ml-re) Osszetétele a kovetkezd volt:

Desztillalt viz 2360 ul
38,5% akril-amid 1290 ul
TRISZ 1,5 M (pH: 8,8) 1250 ul
10%-0s SDS 50 ul
10 % ammonium-perszulfat 50 ul
TEMED 2 ul

A f6gél kiontése utan alkohollal (etanol) csokkentettiik a feliileti fesziiltséget, melynek
eredményeként a gélfelszin homogén maradt. Az etanolt csak a f6gél megkotése utan tavolitottuk

el. Ezutan gy(ijtégélt ontottiink a fogél f6l¢, melynek az alabbi volt az dsszetétele:

Gytijtdgél (5%-0s, pH 6,8, 3 ml-re):

Desztillalt viz 2160 ul
38,5% akril-amid 390 ul
TRISZ 1,5M (pH: 6,8) 390 ul
10%-0s SDS 30 ul
10 % ammonium-perszulfat 30 ul
TEMED 3 ul

Az egydimenzids gél-elektroforézis sordn az alabbi futtaté puffert hasznaltuk:

TRISZ 3,03¢
SDS 1,09
Glicin 14,4 g

1000 ml-re feltoltve desztillalt vizzel.

A gél futtatasa sordn a kovetkez0 paramétereket alkalmaztuk: fesziiltség 55 V, amig a
bromfenolkék jelzéfesték elérte a gylijtdgél aljat, majd 45 V, amig a bromfenolkék jelzéfesték
elérte a f0gél aljat. Az alkalmazott aramerdsség 6 mA, a futtatds ideje mintatol fiiggden 3-4 ora

volt.
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A gélt 15 percig fixaltuk 12%-os triklor-ecetsavban (TCA), ezalatt a szétvalasztott
fehérjék adott helyen kicsapodtak, rogziiltek. A kék eziist gél-festést CANDIANO ¢és

munkatarsai (2004) alapjan végeztiik. Az alkalmazott festékoldat dsszetétele a kovetkezd volt:

Desztillalt viz 25 ml
Foszforsav 25 mi
Ammonium-szulfat 259

Coomassie G-250 festék 0,39

A szilard halmazallapota 6sszetevok feloldodasat kovetden (30 percig magneses keverdn
kevertetve) az alabbi Osszetevoket adtuk az oldathoz: 200 ml desztillalt viz és 50 ml etanol. A
festékoldat barna livegben tarolva legfeljebb 6 honapig stabil.

A gélt a festést kovetden kameraval lefotoztuk és Quantity One 1-D Analysis szoftver
(Bio Rad) segitségével értékeltiik ki.

3.4.3. A PBS-puffer hatékonysaganak vizsgalata a 2x Laemmli-pufferrel szemben

A fehérjék teliosporakbol torténd kinyeréséhez az alabbi kétféle puffert hasznaltuk.
A PBS-puffer receptje:

NaCl 0,137 M
KCl 0,0027 M
Na;HPO, 0,01 M
KH,PO, 0,002 M
pH 7.4

A 2x Laemmli-puffer receptje megegyezik az SDS mintaoldo puffer (12,5 ml, pH 6,8)

Osszetételével.
Az 1-D SDS-PAGE futtatasi koriilményei, fixalasa és festése megegyeztek a 3.4.2.
fejezetben leirtakkal.
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4, EREDMENYEK

4.1. A 2007-2013. évi orszagos Tilletia-felderitések

2007-ben a Tilletia-fajok felderitése 3000 ha-ra terjedt ki. A begyijtott mintak
laboratoriumi vizsgalata soran sem T. contraversa, sem egyéb Tilletia-fajokat nem mutattunk Kki.
2008-ban az orszagos Tilletia-felmérést hozzavetblegesen 4500 ha-on végeztiik el, melynek
soran a novényvédelmi feliigyel6k 94 db 6szi buza mintat gyijtottek. A 94 mintabol 12-ben
talaltunk T. caries teliosporakat, de valamennyi minta mentesnek bizonyult a T. contraversa
korokozotol . A T. cariesszel fert6zott buzamintak a /4. dbrdn jelolt mintavételi helyekrdl

szarmaztak.
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14. dbra A Tilletia caries el6fordulasi helyei Magyarorszagon 2008-ban. (térkép: NEBIH NTAI
AKV lg.)

2009-ben a novényvédelmi feliigyelok 3810 ha-on végezték el a Tilletia-fajok felvételezését,
amelynek keretében 0Osszesen 105 db buzaminta érkezett a laboratoriumunkba. A 105 db
mintabol 17 minta volt tiszoggel fertézott. Tizenot mintabol mutattunk ki T. caries fertézést. Egy

mintaban talaltunk T. caries és T. laevis kevert fertézést (Fényeslitke), valamint egy mintaban
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csak T. laevis korokozot azonositottunk (Doge). Egyik mintaban sem talaltunk T. contraversa
teliosporakat. Emellett, termel6i megrendelésre, megvizsgaltunk 3 db tonkolybaza (Triticum
spelta) mintat is. Mindharom tonkolybiiza minta T. cariesszel volt fertézott. A 2009-es
felvételezésbOl szarmazo fertdzott mintak a 15, abrdam feltiintetett mintavételi helyekrodl

szarmaznak.
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15. abra A Tilletia caries és T. laevis el6fordulasi helyei Magyarorszagon 2009-ben. (térkép:
NEBIH NTAI AKV Ig.)

2010-ben az orszagos Tilletia-felderités hozzavetdlegesen 3900 ha-on tortént, ennek soran a
novényvédelmi feliigyelok 103 db mintat gyijtottek. A 103 db mintabol 24 bizonyult Tilletia
cariesszel fert6zottnek a laboratoriumi vizsgalatok soran (Szeghalomrol két kiilonboz6 tablarol
kaptunk mintat, és mindkét mintaban kimutattuk a T. cariest), viszont Tilletia contraversat egyik
mintdbol sem tudtunk kimutatni. Termel6i megrendelés alapjan még két minta érkezett
vizsgalatra a laboratoriumba, de ezek Tilletia-fajoktol mentesek voltak. A T. cariesszel fertézott,

2010-ben gytijtott bizamintak a 16. abran lathaté mintavételi helyekrdl szarmaznak.

58



Nyirtét

Bator

Bodony.
L Kipo] .Mezékeresztes
apolna
|

Bajna

Tatabénya. Hive
|

Erd

Olaszfalu n
Nemeskolta | székesfehérvér
S

zabadbattyan

Pusztavacs
Szeghalo

Mezdszentgyorgy
Zalaegerszeg

Kénya.Magyarkeszi
|

Balatonszentgyorgy Somogyjad
L]

Janoshalma

B Tilletia caries

100

? Kilométer

0 25 50

16. abra A Tilletia caries el6fordulasi helyei Magyarorszagon 2010-ben (térképet készitette:
NEBIH NTAI AKV Ig.)

A Tilletia fajok felvételezését 2011-ben 3000 ha-on végezték el a feliigyeldk, és ennek soran
90 db 6szi biza mintat gytjtottek. A 90 db mintabol 18-ban talaltunk T. caries teliosporakat. A
18 mintabol kettében kevert fertdzést is kimutattunk: egyben kevert fertézés formajaban T. laevis

sporakat is azonositottunk (Lébény), a masik vizsgalt mintdban pedig T. contraversa

teliosporakat detektaltunk (Poloske) (17. dbra).
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17. abra A Tilletia caries, T. laevis és T. contraversa eléfordulasi helyei Magyarorszagon 2011-
ben. (térkép: NEBIH NTAI AKV Ig.)

2012-ben a Tilletia-fajok orszagos felderitése 98 db mintat eredményezett. A 98 db
mintabol 83 db-ban nem talaltunk semmilyen Tilletia-korokozot, viszont 15 db mintabol T.
cariest, 1 db mintabdl pedig kevert fert6zés formajaban T. cariest és T. laevist mutattunk Ki
(Pusztahencse) (8. dbra). Erkezett tovabba az év elején 2 db minta a Tilletia indica mentesség
igazolasa céljabol, ezekben nem talaltunk T. indica fajt. A 2011. évben a Zala megyei P61oskérol
azonositott T. contraversa miatt az érintett teriileten megemelt mintaszammal fokozott felderitést
végeztiink. 2012-ben a P6loske kornyékérdl behozott mintdk egyikébdl sem tudtuk kimutatni a
T. contraversa korokozot, s6t ebben az évben ezen mintakban egyetlen mas Tilletia-fajt sem
talaltunk.

60



Tunyogmatolcs

Paszto
Mezbkeresztes

Jaszkisér ~Abadszalok
Nemescs6 Chernelhazadamonya )

Eplény Danszentmiklés
L

Tiszaalpar
Szentes

Pusztahencse

ist
il

Tillstie leevis

0 25 50 100 B Tilletia caries

? Kilométer

18. abra A Tilletia caries eléfordulési helyei Magyarorszagon 2012-ben. (térkép NEBIH NTAI
AKV lg.)

A 2013-ban végzett felderités eredményei még nem teljesek, de fontosnak tartom kiemelni,
hogy ebben az évben is detektaltunk egy mintaban T. contraversa fertézést (/9. dbra).
Egyébként az eddig beérkezett 78 db mintabol 12 db bizonyult iiszoggel fertézottnek (Fejér és
Vas megy¢kbdl nem kaptunk még mintat).

61



Fényeslitke

Patva

Ujdombia'dl
“udanyhalaszi
c ""Kfy"

Jaszkisér

Korosladany

Kiskunhalas

M Tilletia caries

0 25 50 100 %  Tilletia contraversa

s ™ —

19. abra A Tilletia caries és T. contraversa el6fordulasi helyei Magyarorszagon 2013-ben.
(térkép NEBIH NTAI AKV Ig.)

A pozitiv eredmények Osszesitve az M4.1.-es mellékletben talalhatok.

A T. contraversa fertzésre gyaniis mintdt mind a lemosdsos moddszerrel, mind a
fluoreszcens fénymikroszkopos modszerrel megvizsgéltuk. Szabad szemmel vizsgdlva az
iiszogpuffancsok feketésbarna szintliek, a trimetil-amintdl romlott halszagiak voltak, benniik a
sporak Osszetapadtak. A teliosporak arany-, illetve sotétbarna szinliek, atmérdjiik 19,29+1,3 um
volt. A sporafaluk lécesen vastagodott, atlonként 4—5 mezdcske volt megfigyelhetd, a mezdcskek
mérete 3,08+1,04 um. A sporafalrol kiemelkedd lécek, a tliskék atlagosan 1,49+0,69 um

hossztiak voltak, a sporat koriilvevé atlatszo zselatinburok mérete 2,44+0,18 um volt (20. dbra).
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20. abra A Tilletia contraversa teliosporak fénymikroszkopos képe a sporak lemosasos
kinyerését kovetden. Balra: egyenlitoi sikban fokuszalva, jobbra: felszini nézetben, polaris

sikban fokuszalva (1000x). (Sajat felvétel.)

A fluoreszcens fénymikroszkopos technika segitségével a kovetkezd morfologiai bélyegeket
figyeltik meg a T. contraversa teliospordkon: a spordk narancssargds szinliek, a citoplazma
sargéas-zoldes szinben fluoreszkal. A léces falszerkezet feliilnézetben haldzatos, futball-labdéara

emlékeztetd mintazatu; a spora kertiletén pedig tiiskék formdjaban lathato, rajzolt Nap jellegli
(21. abra).

21. abra A Tilletia contraversa teliosporak fluoreszcens fénymikroszkopos képe. Jobbra a léces
falszerkezet a spora keriiletén tiiskék formajaban figyelheté meg (rajzolt Nap jellegii), balra: a
1éces falszerkezet feliilnézetben haldzatos, futball-labdara emlékeztetd rajzolata (1000x).

(Sajat felvétel.)
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A T. caries és T. laevis fajokkal fert6zott mintakban talalt teliosporak az irodalmi adatoknak
megfeleld morfologiai jellemzoékkel rendelkeztek, amint azt az ezekkel kapcsolatos vizsgélati
eredmények is mutatjak.

A feltételezetten T. cariessel fertdzott mintakat is két modszerrel vizsgaltuk, a lemosasos és
a fluoreszcens fénymikroszkdpos modszerrel. Az tiszogpuffancsok belsejében 1évd sporatdomeg
sOtétbarna volt, porszerlien szétesd. A teliospordk gombolyliek, sargas vagy vilagosbarna
szintiek, 17,41+1,2 um atméréjiek voltak. A teliosporak fala léces szerkezetli volt, és 4-5
mezdcskét figyeltiink meg atlonként, a mezdcskék 3,55+0,45 um atmérdjliek. A sporafalrol

kiemelked6 kisméreti tiiskék atlagosan 0,994,014 um révidek voltak (22. és 23. dbra).

22. abra A Tilletia caries teliosporak fénymikroszkopos képe a sporak lemosasos kinyerését

kovetden egyenlitdi sikban fokuszalva (1000x). (Sajat felvétel.)

64



23. abra A Tilletia caries teliosporak fénymikroszkopos képe a sporak lemosasos kinyerését

kovetden felszini nézetben, polaris sikban fokuszalva (1000x). (Sajat felvétel.)

A T. caries fluoreszcens fénymikroszkopos vizsgélata soran a kovetkez6 morfologiai
jellegeket figyeltiik meg: a sporék citoplazmaja vilagos, sarga-sargaszold, fluoreszkaldo gomboket
tartalmaz, a spora vékony burka nem fluoreszkal. Immerzidés olajba meritve a T. caries

teliosporak szerkezete 6sszeomlott, ezért deformalt képet mutattak (24. abra).

24. abra A Tilletia caries teliosporak fluoreszcens fénymikroszkopos képe. Balra: sargas-zoldes
fluorszkalo testek a teliosporak citoplazmajaban, jobbra: immerzids olajba meritett

deformalodott szerkezetli teliosporak (1000x). (Sajat felvétel.)

Néhany mintaban T. laevis koérokozot mutattunk ki a lemosasos modszer segitségével.

Ezekben az esetekben a sporatomeg barna volt és porszerli, nem Osszetapadt. A teliosporak

65



gdmbolyliek vagy ovalis alakuak, sargasbarna szintiek, sima felszintiek, 16.8+0.4 ym atmérdjiick

voltak, citoplazmajukban olajcseppeket tartalmaztak (25. abra).

100x 5. 19.40 ym

20 um

25. abra Tilletia laevis teliosporak fénymikroszkopos képe (1000x). (Sajat felvétel.)

4.2. Levego-mintavétel Hirst-tipusia térfogatos sporacsapdaval

A Hirst-tipust térfogatos sporacsapdaval végzett mintavétel soran gyiijtott levegd- és
buzamintakban a Tilletia caries faj dominalt, mig a T. laevist csak alacsony koncentracioban
mutattuk ki a budapesti kozponti raktarban (Bp) gylijtdtt mintakbol. Ez utdbbi faj viszont a
Jaszapatiban (Ja) és a kisebb méretli vidéki siktarolokban vett mintdkban egyaltalan nem fordult
eld. Nem tudtuk kimutatni sem a zarlati korokozoként nyilvantartott 7. indicdt, sem a nagy
gazdasagi jelentOségli T. contraversat egyik mintabol sem.

A budapesti és vidéki gabonatarhazakban begyiijtott mintak levegs- és buzaeredetli
szamoltunk, ha minimum harom adat allt rendelkezésre, illetve ha nem csak nulla/zérus

értékekbdl allt az adott adatsor.
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3. tablazat A Tilletia-fajok levegébeli (db teliospora/m®) és buzatételben (db teliospora/50g) mért koncentracioja a kdzponti (Bp, Ja) és a vidéki

gabonatarolokban.
Beltéri levegd, db teliosp(')ra/m3 Kiiltéri levegd, db teliosp(')ra/rn3 db teliospora/50 g buzaminta
Minta{ Zérus |Kozép-| Min. | Max. | [Minta-| Zérus |[Ko6zEép4{ Min. | Max. | [Minta-| Zérus [Ko6zép-| Min. | Max.
szam | értékek | érték szam | értékek | érték szam | értékek | érték
szama szama szama
Bp |[Tilletia caries 33 0 320 80 960 6 0 60 20 | 80 2 0 - 10 | 25
Tilletia laevis 17 0 0 [133.3 3 5 0 40 1 - 0 5
torott Tilletia- fajok 0 480 100 | 2720 0 90 10 | 130 0 - 10 | 15
egyéb Tilletia- fajok 1 233.3 0 780 0 50 20 | 140 0 - 10 | 25
Jp Tilletia caries 3 2 - 0 10 1 1 - 0 0 3 1 - 0 20
Tilletia laevis 3 - 0 0 1 - 0 0 3 - 0 0
torott Tilletia- fajok 2 - 0 10 1 - 0 0 1 - 0 10
egyéb Tilletia- fajok 2 - 0 10 1 - 0 0 3 - 0 0
vidéki |Tilletia caries 13 9 0 0 100 11 11 - 0 0 13 3 10 0 | 810
Tilletia laevis 13 - 0 0 11 - 0 0 12 - 0 | 150
torott Tilletia- fajok 10 0 0 120 11 - 0 0 8 0 0 [1025
egyéb Tilletia- fajok 12 - 0 70 9 - 0 8 13 - 0 0

67




A 3. tablazat szerint a jaszapati kozponti raktarban (Ja) gytijtott levegdmintak teliospora
koncentracioja alacsonyabb volt, mint a budapestieké. A vidéki siktarolokban vett mintak
tekintetében a buzamintdk 88,9%-dban, a pormintdk 25,8%-dban, valamint a levegOmintak
56,3%-aban azonositottuk a Tilletia-fajok teliosporait. A mért spora koncentraciok altalaban
alacsony értékeket mutattak egy eset kivételével (Hodmezdvasarhely, 3. helyszin), ahol
kiemelkedSen magas levegd- és blzamintabeli koncentracidt mértiink (220 db teliospéra/m®,
1985 db teliospora/50g,).

Abban az esetben, ha a teliosporak kimutathatok voltak a levegdben, az ugyanott vett
buzamintdkat mindig fertézotteknek talaltuk, azonban ez nem mondhat6 el forditott esetben. A
mintavételek 38,8%-aban ugyanis nem tudtunk kimutatni Tilletia-teliosporakat a koiiszoggel
fertdzott buzahalom feletti levegdben.

A Budapesten (Bp) gytjtott levegdmintakban (26. dbra) tehat magasabb koncentracioban
voltak jelen a Tilletia-fajok teliosporai, mint a Jaszapatiban (Ja) és a vidéki siktarolokban
gyujtott mintdk esetében. A budapesti levegOmintdk mindegyikében azonositottunk
teliosporakat. A fajok tekintetében a T. caries, a T. laevis és az egyéb (nem zarlati és
gazdasagilag jelentds) Tilletia-teliosporak 31,5, 1,8 és 21,8 szazalékban voltak jelen a beltéri
mintdkban, ugyanakkor a teliospordk 45%-a torott vagy sériilt volt, ami miatt nem lehetett
fajszinten azonositani. A budapesti tarhazban a kilenc emeleten, a félig zart cellakat tartalmazo
helyiségek két legtavolabbi pontjan mért teliospora koncentraciot dsszehasonlitva, nem talaltunk
szignifikans kiilonbséget az értékek kozott (P=0,16). A lineéris regresszié eredménye azt
mutatta, hogy a két legtavolabbi mintavételi pont 1égkori teliospora koncentracidja szignifikans
Osszefiiggésben allt egymadssal, tehat amennyiben egyik ponton magas a spdrakoncentracid, a
masik ponton is az (R?=0,45, P=0,003). Tovabb4 a betarolt buza mennyisége nem befolyéasolta
szignifikansan a felette 1év6 levegében mért Tilletia-koncentraciot (P=0,64, U=3,00) (27. abra).

(A buza mennyiségét a bizahalmok magassagaval fejeztiik ki.)
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26. abra Hirst-tipusu leveg6-mintavevével Budapesten vett minta kiértékelése

fénymikroszkoppal: Tilletia caries teliosporak fénymikroszkopos képe. (Sajat felvétel.)
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27. abra A spdrakoncentracié és a betarolt gabona mennyisége (gabonahalmok magassaga)
kozotti 0sszefiiggés. Az X tengelyen feltiintetett kategoriak: 1: 1-10, 2: 11-25, 3: 26-99, 4: 100-

149, 5: 150-250 m (gabonahalom magassag)
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A buzamintakban mért teliospora mennyiség korreldlt a mintavételi pont feletti levegében
mért teliospora koncentracioval (n=12, r;=0,581, P<0,05). Nagy mennyiségli teliosporat
mutattunk ki a kdzponti gabonatdrhdzakban vett pormintakban (Bp: 53,3 db teliospéra/mg, Ja:
11,1 db teliospéra/mg), ezzel szemben a vidéki siktdrolokban gyiijtdtt mintadkban alacsony
koncentracidban voltak jelen a Tilletia-teliosporak (atlagosan 1,4 db teliospéra/mg). Kozepes
Osszefliggést talaltunk a por teliospora tartalma és a levegd-eredetli teliospora-koncentracio
kozott (rs = 0.551, P<0.05), viszont nem volt Osszefiiggés a por-, és a magmintak teliospora-
tartalma kozott.

A két kiilonboz6 évben (barmely két év adatait Osszehasonlitva) azonos helyen mért
értékek kozott nem volt szoros korrelacio. A kiilso referencia helyszineken, vagyis az udvaron és
a tetén vett mintakbol szintén kimutattuk a Tilletia-teliosporakat: 16,5%-a, illetve 14,1%-a volt a
kint mért érték a beltéri teliospéra koncentracionak. Meglepetésiinkre a beltéri referencia
mintavételi helyek (a budapesti gabonatarhdz nem blzat, hanem napraforgét vagy kukoricat

tarol6 helyiségei) levegdjében is nagy koncentracioban talaltuk meg a Tilletia-fajok teliosporait,

crer

4.3.  ATilletia fajok elkiilonitése DNS-alapti molekularis modszerekkel

A Tilletia caries és T. contraversa teliosporakbol kinyert DNS-t a KOCHANOVA és
munkatarsai (2004) altal leirt modszer alapjan, a TILf és TILr primerpar felhasznalasaval
vizsgaltuk, és eredményiil minden esetben a vart 361 bp hosszusagl terméket kaptuk, aspecifikus
terméket nem detektaltunk (28. dbra). Ez a primerpar a szerzOk leirasa alapjan Tilletia

nemzetség-specifikus, melyet a munkank sordn mi is megerdsitettiink.
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28. abra Tilletia nemzetség-specifikus primerekkel (TILf, TILr) végzett PCR-analizis
eredménye. 1-2: T. caries izolatumok, 3-4: T. contraversa izolatumok; 5: negativ kontrol; MW:
DNS-létra. Fehér nyilak jelolik a 361 bp nagysagu Tilletia nemzetség-specifikus DNS-

fragmentumokat.

Munkank sordn a YUAN és munkatérsai (2009) altal kifejlesztett PCR-mddszert is teszteltiik
a T. caries és T. contraversa fajszinti elkiilonitésére a szerzOk altal leirt, kizardlag a T.
contraversa izolatumokbol felszaporitott, 747 bp hosszusagl fragmentum kimutatasara. Sajnos
azonban a mddszert kilencszer ismételve sem tudtuk reprodukélni az ebben a publikacioban leirt
eredményeket.

Amikor vilagossa valt, hogy a cikkben leirt CQUTCK2/CQUTCK3 primerparral nem
tudjuk felszaporitani a mintdinkbol a T. contraversa-specifikus terméket, megnéztiik, hogy a
YUAN-publikacidban szerepld P23-BA0166/CQUTCKI1 primerparral kapunk-e reakciot. A
szerzOk ezt a primerpart hasznaltdk ugyanis a tervezés sordn, amikor olyan gént kerestek, mely a
T. contraversara specifikus. Ekkor talaltak egy 1322 bp hosszasagu terméket, mely specifikus a
T. contraversara. Azonban a mi izolatumainkbol ezzel a primerparral sem sikertilt felszaporitani

a vart 1322 bp hossziisagi DNS-szakaszt.
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Ezt kovetéen a GAO ¢s munkatéarsai (2010) altal leirt G5, SCAR-marker alapu ISSR
modszert teszteltik a laboratériumunkban. A SCAR primerek (TCKSF3/TCKSR3)
felhasznalasaval a vizsgalt T. contraversa izolatumokbdl a leirt fajspecifikus DNS-fragmentumot
amplifikaltuk (419 bp), amely azonban nem volt jelen egyik T. caries izolatumban sem (29.
abra). A megfelelden értékelhetd gélképet az eredeti cikkhez képest modositott PCR-
koriilményekkel értiik el, mely modszerfejlesztés leirdsat az Anyag €s moddszer fejezet 3.3.3. C

pontja tartalmazza.

1 2 3 4 5 6 7 MW

bp

1500

500

200

29. abra A T. contraversa fajspecifikus SCAR-marker kimutatasa GAO és munkatarsai (2010)
munkaja alapjan. 1-3: T. contraversa izolatumok; 4-6: T. caries izolatumok, 7: negativ kontrol.
MW: DNS-létra. Kék téglalappal keretezve lathatok a 419 bp nagysagu T. contraversa-
specifikus DNS-fragmentumok.

44. ATilletia-fajok elkiilonitése fehérjealapi molekularis médszerekkel

Mivel a célunk az volt, hogy a kiilonbozé Tilletia-fajok teliosporain beliili fehérje-

Osszetételt hasonlitsuk Ossze, tobb 1épésben alkalmaztunk desztillalt vizes mosast a felesleges

anyagok oldatbdl és a teliosporak falarol valo eltdvolitdsdhoz. A teliospordk falanak feltorése

sikeres volt a sejten beliili fehérjék kinyeréséhez (30. dbra).
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30. abra Az ép (bal) és feltort (jobb) Tilletia caries teliosporak mikroszkdpos képe (400x).
(Sajat felvétel.)

Az extrakcid soran eltéré mennyiségii fehérjét nyertiink ki mind a T. caries, mind a T.
contraversa mintakbol. Ugyanazon koriilmények kozott végzett extrakcid a T. contraversa
izolatumokbol kevesebb mennyiségii fehérjét eredményezett, mint a T. caries mintak esetében. A
T. cariest tekintve a kiindulési teliospora mennyiség 35—40 mg volt, mig a T. contraversa
esetében 40-45 mg. A két lengyel (TILLCO A és B) és az egy magyar T. contraversa (TILLCO
C) mintabol kinyert fehérjemennyiség 0,85 mg fehérje / 41,7 mg teliospora, 1,12 mg fehérje /
40,6 mg teliospora, illetve 0,85 mg fehérje / 41,5 mg teliospéra volt. Az 6t T. caries minta
(TILLCAR 1-5) esetében az extraktumok fehérjekoncentracidja a kovetkezOképp alakult: 1,49
mg fehérje / 38,0 mg teliospdra, 0,88 mg fehérje / 37,6 mg teliospora, 1,03 mg fehérje / 38,7 mg
teliospora, 0,86 mg fehérje / 35,6 mg teliospora és 1,47 mg fehérje / 35,3 mg teliospéra. Nem
volt szignifikans kiilonbség a kinyert fehérje mennyiségében, sem az azonos fajbol szarmazéd
mintak kozott, sem a két faj izolatumait dsszevetve. Mindezek ellenére a polipeptidek festddési
sajatossagaiban eltérések mutatkoztak a fajok kozott, s6t az azonos fajbol szdrmazd izolatumok
kozott is. A T. caries fehérjemintazatok Osszességében er6sebben festédtek a T. contraversa
izolatumoknal. A harom T. contraversa minta koziil a plusz két fehérjesavval rendelkezd
TILLCO B fehérjemintazata fest6dott a legintenzivebben, mig a magyar T. contraversa izolatum
(TILLCO C) fest6dott a legkeveésbé.

Az egyes bluzamintakbol tobb ismétlésben kinyert teliospora-extraktumok kovetkezetes
¢és reprodukalhaté fehérjemintazatot adtak. Az SDS gél-elektroforézis soran mind a 7. cariesbol,
mind a 7. contraversabol szarmazo mintakbol jol elkiilonitheté fehérjesavokat kaptunk.
Homogén géleket alkalmazva, a teliosporakbol szarmazod fehérjemintakbol 14-110 kDa
mérettartomanyban detektaltunk fehérjéket. Az 6t T. caries izolatum fehérje-gélképe a 31. dbrdn
lathatd, mely jol illusztralja, hogy az azonos fajon beliili fehérjemintazat a kiillonb6z6 helyrol

szarmazo izolatumokban allando. A 32. dabrdn 1évé gélen az 5 db T. caries és a 3 db T.
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contraversa teliospora-izolatum egydimenzids gél-elektroforézissel nyert proteinmintazatat
hasonlitottuk 6ssze. Az elektroforetikus mintazatban egy 106 kDa méretii, fajspecifikus fehérjét
azonositottunk, amely minden T. contraversa mintabol kimutathat6 volt, viszont a T cariesbol

szarmazokbol nem.
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31. abra Az 5 db Tilletia caries izolatum egydimenziés SDS-PAGE gélképe (10% akrilamid). 1:
TILLCAR 1; 2: TILLCAR 2; 3: TILLCAR 3; 4: TILLCAR 4; 5: TILLCAR 5; MW:
Molekulatomeg standard. Mindegyik T. caries izolatum gélképe egyontetii.

74



MW
(kDa)

94
67
43
30

20,1

1 2 3 4 5 6 7 8

32. abra Tilletia caries és T. contraversa izolatumok egydimenziés SDS-PAGE gélképe (10%
akrilamid). 1: TILLCAR 1; 2: TILLCAR 2; 3: TILLCAR 3; 4: TILLCAR 4; 5: TILLCAR 5; 6:
TILLCO A, 7: TILLCO B; 8: TILLCO C.; MW: Molekulatomeg standard. Fekete nyillal jelolve
lathato a faj-specifikus, 106 kDa méretii polipeptid a 3 db T. contraversa (6-8. oszlop) mintaban.

Emellett az egyik lengyel T. contraversa izolatumban (TILLCO B) két tovabbi, 73 és 85
kDa méretii fehérjét is Kimutattunk, melyek sem a masik lengyelorszagi (TILLCO A), sem pedig
a magyar izolatumban (TILLCO C) nem jelentek meg (33. abra). Ezen fehérjesavok egyike sem
volt jelen egyik T. caries izolatumban sem.
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33. abra A T. contraversa izolatumok egydimenzios SDS-PAGE gélképe (10% akrilamid). 1:
TILLCO A, 2: TILLCO B; 3: TILLCO C; MW: Molekulatomeg standard. A két fekete nyil a 73
¢és 85 kDa méretii egyedi polipeptideket mutatja a TILLCO B (T. contraversa) izolatumban.

Osszevetettiik a 2x Laemmli-puffer és a PBS-puffer hatékonysagat fehérje-kinyerés
szempontjabol, és a 34. abrdan demonstraltuk a PBS extrakcids puffer alkalmazhatosagat. (A
kisérletben a TILLCAR 5 izoldtumot hasznaltuk.) A 2x Laemmli extrakcios pufferrel a
fehérjemintazat elmosodott, kevésbé elkiilonithetd savokat kaptunk, valamint tal erds volt a
hattérzaj. Ezzel ellentétben a PBS extrakcios pufferrel nyert mintazat tiszta, a sdvok és oszlopok

denzitometridsan konnyen dsszehasonlithatok.
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34. abra A 2x Laemmli puffer és a PBS puffer hatékonysaganak 6sszehasonlitasa
egydimenzidés SDS-PAGE-vel (10% akrilamid). 1-2: 2x Laemmli pufferrel kinyert fehérjék; 3:
PBS-oldhat6 proteinek; MW: Molekulatomeg standard. A 2x Laemmli extrakcios pufferrel a
fehérjemintdzat elmosddott, kevésbé elkiilonithetd savokat kapunk, és a savok hatterében tal erds
a hattérzaj. A PBS extrakcids pufferrel nyert mintazat tiszta, a savok €s oszlopok

denzitometridsan kdnnyen dsszehasonlithatok.

Osszefoglalva tehat a T. caries és T. contraversa mintdk SDS-PAGE analizise soran nyert
fehérjemintazatokban egy 106 kDa méretli fajspecifikus kiilonbségfehérjét detektaltunk, mely
mindharom T. contraversa izolatumban reprodukalhaté modon jelen volt, viszont a T. caries

extraktumok egyikében sem mutattuk ki. A legtobb fehérjesav mindkét Tilletia-fajban eléfordult.
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5. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

5.1. Az éves orszagos Tilletia-felderités

A Tilletia caries a T. contraversa mellett az intenziv gabonatermesztés kibontakozasaig
az egyik legfébb gabonabetegség okozédja volt (WIESE 1998; TOTH 2006). A T. caries
torténelmi jelentdségli betegség, vilagszerte megjelenik, foként 6szi buzan, a T. contraversa
elterjedése viszont korlatozott specialis kornyezeti igényei miatt. A T. contraversa 1952 o6ta
ismert hazankban (HORVATH 1995), herbariumi példanyok szerint azonban mar a 20-as
években is jelen volt. Az Otvenes-hatvanas években gyakorlatilag az egész orszag buzatermo
tertilete fert6zott volt (SZEPESSY 1977). A jarvany 1955-ben ¢és 1957-ben erdsebben
jelentkezett tobb megyében. Ezek utan jelentdsége visszaesett, Gjabb jarvany 1964-ben alakult
ki, néhany terlileten 20%-os fert6zést is kimutattak (UBRIZSY 1965). Ezutan a betegség
el6fordulasanak gyakorisaga csokkent, késébb megszilint, ugyanis az Gtvenes években elterjedt
vetdmagcesavazas jelentés mértékben visszaszoritotta az {iszogfertdzést. Ekkor terjedt el a
rézgalicos csavazas mellett szélesebb korben a szerves higany, a HCB, PNCB ¢és TMTD
hatéanyagok hasznalata. A gazdasdgos lizemméretek és az intenzivebb gabonatermesztés
elterjedését kovetden a betegség teljesen visszaszorult, elsdsorban a kedvezd agrotechnikai
modszerek (pl.: optimalizalt tapanyagellatds, csavazds, precizebb technologia) hasznalata
kovetkeztében.

A mai helyzet némi visszalépést jelent az 1970-es és 1980-as évekhez viszonyitva mind a
termelés szinvonalat, mind az agrotechnikai igényességet illetden. A fajtdk terméspotencidlja, a
gépesités szinvonala tulajdonképpen azota is fejlodott, de miutan a termelés bizonyos
szegmensei kiestek a gazdasagi szakiranyitas hatdskorébdl (kis és gazdasagtalan lizem- és
tablaméretek, csavazas elhagyasa, kényszergazdalkodas stb.), a gabonaiiszog ismét feliitdtte a
fejét. Az 1990-es évek kozepétdl egyre gyakrabban lehet talalkozni T. caries fert6zést mutatd
gabonatablakkal (TOTH 2006).

Az altalunk végzett Tilletia-felderités soran 2007-t61 a 2010. évig bezardlag
Magyarorszagon nem mutattunk ki T. contraversa fert6zést. A begyiijtott mintak egy része T.
cariesszel, illetve T. laevisszel voltak fert6zottek: 2008-ban 12,77%-ban, 2009-ben 15,24%-ban
és 2010-ben 23,30%-ban (HALASZ 2012), 2011-ben 20%-ban és 2012-ben 19,28%-ban.. A
2011-es évben a mintak 20,00%-aban mutattunk ki T. caries fert6zést, €s egy mintdban T.
contraversa jelenlétét is bizonyitottuk a laboratdriumi vizsgalatok soran. Ez utébbi eset, vagyis

hogy a T. caries fertézések mellett egy mintaban T. contraversa és T. caries kevert fertdzést is
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talaltunk, feltétleniil figyelmet érdemel. Ennek gazdasagi jellegli kovetkezménye is lehet (Iasd.
Irodalmi attekintés), de a problémat részletesen sziikséges vizsgalni. Egyetlen pozitiv mintabol
ugyanis még nem tanacsos messzemend kovetkeztetéseket levonni, hiszen a pozitiv talalatot
kovetd fokozott felderités keretében 2012-ben Zala megyében gyiijtétt 15 db minta egyikébdl
sem mutattunk ki T. contraversa koérokozot. Feltétleniil figyelmet érdemel viszont az, hogy
2013-ban ismételten T. contraversa kérokozét azonositottunk egy mintabdl, mely a Nograd
megyei Ludanyhaldszibol szarmazott. Mindezek alapjan méltdn lehet szamitani a torpeliszog
jovobeli szérvanyos eléfordulésara.

A 2008-2013. évek soran nyert eredmények magyarazatat két szempontbol is
megkozelithetjiik. Az egyik: a mezdgazdasagi gyakorlatban bekdvetkezett valtozasok, melyeket
kordbban mar taglaltam (elaprozott tdblaméretek, csavazas elhagyasa, gyenge mindségi
agrotechnika). Itt érdemes azonban még egyszer hangsulyozni, hogy a termesztéstechnoldgiaban
bekovetkezett negativ irdnyu valtozasok eldsegithették a korokozo jboli megjelenését. A masik:
a korokozo kornyezeti igényeiben, €s a természetes kornyezeti viszonyok folytonos valtozasdban
keresendo.

Kozismert, hogy a gombabetegségek kialakuldsat befolydsolo tényezdk kozott szerepel a
csdvazas, a fajta és az iddjaras is és a gombafajtol fiigg, melyik milyen sullyal szerepel a fert6zés
kialakitasaban. Mindenesetre a jarvanyok kialakuldsdnak els6szamu kockazati tényezdje
altalaban az altalunk nem befolyasolhat6 id6jaras.

Irodalmi adatok alapjan, a T. contraversa a csirdzdsdhoz tartésan magas
nedvességtartalmat, és alacsony, —2 és 10°C kozotti hdmérsékletet igényel 3—8 hét idétartamban.
A 15°C feletti hdmérséklet mar gatolja a csirazast. Kizarolag a talajfelszinen vagy a talajfelszin
kozelében fekvo teliosporak képesek csirdzasra €s bazidiospora fejlesztésére, mely a fertézeési
folyamat elsé 1épése. A T. contraversa altal kivaltott jelentdsebb kartételre ott lehet szamitani,
ahol 60 vagy ennél tobb napon at dsszefliggd horéteg fedi a még meg nem fagyott talajfelszinii
buzamezdket (PETERSON et al. 2009). A tanulmany azt is leirta, hogy a fertdzéshez sziikséges
hoboritottsag iddtartamaba beleszamolandd az is, ha a hotakardé nem Osszefiiggd, hanem csak
foltokban van jelen, és figyelembe kell venni az 1 cm-nél kisebb vastagsagli horéteget is.
Mindezek egyiittesen optimalis koriilményeket nyudjtanak a teliospordk csirazadsdhoz, és
megvédik a gombat a kiszaradastol (HOFFMANN 1982; GREY et al. 1986; PETERSON et al.
2009). Ebbdl is kovetkezik, hogy a T. contraversa foként a hosszabb ideig tarté Osszefiiggd
horéteggel boritott 6szi bizat termd teriileteken terjedt el, beleértve az Egyesiilt Allamokat,
Kanadat, Eurépat, Kozép-Azsiat, Argentinat és Uruguay-t. Masrészt ZHANG és munkatérsai
(1995) leirtdk, hogy Kina azon teriiletén, ahol a legnagyobb az esély a T. contraversa

megtelepedésére, szinte soha nincs Osszefliggd hotakaro, és enyhe, csapadékos 2,5-3 honapig
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tartd idOszak a t¢l. Hozzatették azonban, hogy ha ezen régidoban a koran leesett hd honapokig
fennmarad, jelent6sen né az esély a T. contraversa fertézésre. Ezzel ellentétben a T. caries
hémérsékleti igénye nagyobb (16—-18°C), kelléen nedves talajban 2—2,5 hét alatt kicsirazik. Ez a
Tilletia-faj kevésbé gyakori a tavaszi blzat termd teriileteken, elsésorban az 0Oszi buza
termesztését veszélyezteti. A T. caries kevésbé igényes korokozo, kovetkezésképpen gyakrabban
eld is fordul hazai koriilmények kozott.

Magyarorszagot tekintve tizendt iddjardsi allomas adatai dllnak rendelkezésre 2000 és
2013 kozott (forras: OMSZ). Az adatok kiértékelése sordn, az allandd hotakardval fedett napok
szama ¢€s azon teljes periddusok hossza alapjan, amikor havazott (6t napnal tobb hotakardval
vald boritottsdg mar havas iddszaknak szamit) kideriilt, hogy a PETERSON ¢és munkatarsai
(2009) éaltal emlitett feltételnek hazankban a 2002/2003. és 2005/2006. évek telei feleltek meg
(HALASZ 2012). 2002/2003 telén volt a legalkalmasabb az idSjaras a T. contraversa
fertdzéshez: a 19 iddjarési allomasbol 13 mért 60 napnal hosszabb ideig tartd Osszefiiggd
hoboritottsagot ezen a télen. A 2007-2009-es periddusban nem volt olyan idészak, amikor a
kritériumnak megfeleld hoboritottsagot mértek volna. A 2010-2013. iddszakéara vonatkozdan is
attekintettiik a rendelkezésre 4ll6 adatokat, melyeket a tovéabbiakban fogunk emliteni.
Eloljaroban elmondhat6, hogy 2007-t61 kezdve nem volt olyan hosszii csapadékos, illetve
hoboritotta idészak, ami az emlitett tanulmany alapjan eldsegitette volna a T. contraversa
terjedését, fert6zését, viszont a talaj sziikséges nedvességtartalmat adhatta az idoszakos nagyobb
csapadékhullas az egyes években.

Ahhoz, hogy lassuk, milyen kockézati tényezdkkel kell még szamolnunk a T. contraversa
fertézés szempontjabol, nemcsak a hoboritottsagot kell figyelembe venniink. PETERSON ¢és
munkatarsai (2009) szerint a T. contraversa altal kivaltott fertdzéshez minimum 42 napig tartd
folyamatos csapadékhullasra van sziikség, mikozben a talajhdmérséklet —2 és +10°C kozott
marad az dszi buza bokrosodési fenofazisanak elején.

Ennek tiikrében attekintve hazank éghajlati sajatossdgait megallapithatdo, hogy
Magyarorszagon nem jellemzd a 42 napon at tartd csapadékos periddus. Hazankban az 6szi biiza
oktoberben kezd csirdzni, és ebben a fenologiai stddiumban valik fogékonnya a T. contraversa
fertdzésre. A meteoroldgiai dllomasok megfigyelései alapjan hazdnkban januartdl marciusig van
a legnagyobb esély a hotakar6 kialakulasara, mig az oktdbertél decemberig tartdé periddusban
ennek sokkal kisebb az esélye (10 év alatt 5 alkalom).

Valoszintisithetd, hogy a T. contraversa fertézéshez nemcsak a hétakard kialakulasa lehet
elofeltétel. Felmeriil tehat a kérdés, vajon a 2011-ben kimutatott T. contraversa fertdzéshez
mennyiben jarulhatott hozza a 2010/2011. év telének iddjardsa? A szoban forgd tél

kozéphomeérseklete az orszag nagy részén —2 és 0°C kozott alakult, a szokasosnal hidegebb volt.
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2010/2011 tele szokatlanul csapadékos decemberrel indult, a sokéves atlag masfélszeresét
meghaladé mennyiséggel. Ezt kdvette két meglehetésen szaraz honap, mindezt dsszegezve egy
atlaghoz kozeli évszakos értéket eredményezett. Atlagosan 30 napon hullott csapadék, ebbdl 22
napon volt havazas a szokasos 17 helyett. A megfigyelések szerint havazas a megszokottal
ellentétben, decemberben volt, és februarban is jelentettek kisebb havazast. P6loske térségébol a
tél folyamén csak harom napon jelentettek havazast, februdr kdzepén és marcius elején. Tehat a
hémérsékleti értékek, a talajnedvesség €s a buza fejlettségi allapota adott lehetett a T.
contraversa fertézés kialakulasdhoz, ugyanakkor a jarvanyszeri betegség kialakulasat eldsegitd
hotakaré nem volt jelen. Bar a vetésmélység is befolyasolo tényezo lehetett, erre vonatkozolag
viszont nincs adatunk. Amennyiben az adott helyen sekély vetést alkalmaztak, az tovabb
ndvelhette a kockazatot.

A 2012/2013-as év telén a szokasosnal hidegebb volt a december, viszont a januar és
februar melegebb volt az atlagosndl. A kozéphdmeérséklet 0 és +1°C kozott alakult. Ezek a
honapok joval csapadékosabbak voltak, a sokéves atlag 150-200%-a hullott. A legtdbb
csapadékot a Dunantilon regisztraltak, de 2013 februarjaban, Nograd megyében is jelentds
mennyiség hullott. Bar az elsd havazas atlagos id6pontja még hegységeinkben is novemberre
esik, 2012-ben orszagszerte mar oktober végén lehullott az els6 ho (28-29-én), s néhany helyen —
foként az orszag nyugati felében — meg is maradt rovid ideig. Ezutan csak 2013 marciusaban volt
jelentésebb hoesés, orszagos atlagban 7-7 havas, illetve hotakards napot jegyeztek (a sokévi 3,
illetve 0 nappal szemben). Igy elmondhato, hogy helyenként rendelkezésre allhatott a megfelel6
talajnedvesség az liszogfertézéshez.

A mar emlitett amerikai tanulmany (PETERSON et al. 2009) szerint a sikeres T.
contraversa-fertézéshez a kovetkezd tényezdk koziil legaldbb négy egylittes eléfordulasa
szlikséges: Osszefliggd hotakard meghatarozott szdmu napon at; a biiza a csirdzas és bokrosodas
kezdete allapotaban legyen, alacsony hémérséklet, magas talajnedvesség-tartalom és sekély
vetésmélység. Ez utdbbira magyarazatul szolgalhat, hogy a jarvanyszerti T. contraversa fert6zés
nem mageredetli, hanem szinte kizarolag talajeredetli forrasokbol szarmazik, ezért a
vetésmélység is jelentds szempont a fertézés kialakuldsa szempontjabol: a T. contraversa
esetében kizarolag a talajfelszinen vagy a talajfelszin kozelében fekvd teliosporak képesek
csirazasra és bazidiospora fejlesztésére, mely a fert6zési folyamat elsé 1épése.

Kiegészitésként érdemes még megemliteni, hogy a T. contraversa korokozo a kornyezeti
feltételeket tekintve igen igényes, viszont mindezen feltételek egyiittes eléfordulasa kevésbé
valoszinii, bar eléfordulhat. Es ez valamelyest magyarazatot adhat a 2011-ben kimutatott T.
contraversa fertézésre is. Azutan a 2011/2012. év telén kialakult hosszan tarté hotakar6 kedvezo

kornyezeti feltételt teremthetett volna a T. contraversa ismételt fertézéséhez. Ennek ellenére a
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fokozott mintavétellel sem tudtunk wjabb T. contraversa-fertézést kimutatni. Viszont 2013-ban
foldrajzilag eltér6 helyen a Nograd megyei Ludanyhaldszinal gy(jtott blizamintabol
azonositottunk T. contraversa korokozot, mely eredmény eldrevetiti, hogy a jovoben
szorvanyosan ujabb talalatok varhatok.

Visszatérve a gombabetegséget kialakitdé tényezok tovabbi taglalasahoz: Veisz Otto és
Szunics Laszl6 tajékoztatasa szerint az is tény, hogy a Magyarorszagon koztermesztésben 1évo
Oszi buza fajtak egyike sem rezisztens a Tilletia-fajokkal szemben. Nalunk ezzel a korokozoval
szembeni ellendllésagra nem nemesitettek, ezért a koliszognek ellendlldé vagy mérsékelten
ellenallo fajta csak a véletlen eredménye.

A csavazasra ¢és a fajtara vonatkoz6 fenti megallapitasokat az M4. 1. melléklet illusztralja,
ahol a feltiintetett Tilletia-fajokkal fert6zott mintak esetén a rendelkezésiinkre bocsatott
csavazoszer €s az Oszi buza fajta adatok szerepelnek. Sajnos a mintavételkor nem mindig volt
sikeres az adatfelvétel. A tdblazat alapjan az alabbi kovetkeztetések vonhatok le:

A csavazas sikeressége nem itélhetd meg, mert a taldlatok kozel 50%-aban nem all
rendelkezésre adat a csavazdszerrdl, illetve, hogy tortént-e csavazas.

A fertdzott Oszi buza fajtdk is valtozatosak, és elmondhatd, hogy adott dszi buzafajta
esetén eléfordult a mintdink kozott fertdzott és fertézésmentes is.

A mintahelyekre vonatkozoan az M4.2. melléklet ad tajékoztatist. Eszerint a két
kiilonb6z6é évben azonos telepiilésen észlelt fertézésekre vonatkozdan: nem minden esetben all
rendelkezésre pontos adat a mintavétel helyét illetden, igy sokszor nem tudhatd, hogy példaul
szomszédos vagy egymas kozelében 1évo tablakrol van-e sz6 az ismételt fertdzések esetén.

Egymast kovetd években ugyanazon cégeknél tobbszor talaltunk liszoggel fertdzott 6szi
blza tételt, de legtobb esetben a mintdk nem ugyanarrol a szantofoldi teriiletrél szarmaztak.
Harom esetben fordult eld, hogy azonos évben (2009, 2010, illetve 2012), azonos cégnél
(Fényeslitke, Tiszagyongye Mg. Kft., Szeghalom, Néanasi Agro Kft. és Kistelek, ismeretlen
termeld) talaltunk tiszoggel fertdzott két tételt, melyek a rendelkezésre allo adatok alapjan nem
azonos tablarol szarmaznak; vagy pedig nincs adat (Szeghalom). Fényeslitke esetén a két minta
egyikében csak T. cariest azonositottunk, a masikban pedig T. caries és T. laevis kevert fert6zést.
Halimba telepiilésnél 2009-ben és 2010-ben is T. caries fert6zést azonositottam ugyanannal a
termelOnél, de a mintavétel helye eltéré volt. Az azonos évben azonos korokozoval fertdzott két
tétel oka az is lehet, hogy a kombajn fert6zott lett, €s nem megfelelden takaritottak ki.

Osszegezve tehat, a sajat adatok alapjan nem vonhatok le egyértelmii kdvetkeztetések
azzal kapcsolatban, hogy mi befolyasolja els6dlegesen a ko- és torpeiisz0g megjelenését.
Kijelenthetd viszont az irodalmi adatok alapjan, hogy az dszi buzat fert6zé ko- és torpeliszog

esetében, ellentétben tobb mas korokozoval, az iddjards, a termesztéstechnika egyes elemei
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(vetésmélység), valamint a fajta nem jatszanak elsddleges szerepet a betegség megjelenésében,
hiszen a szakszeriien alkalmazott vetOmagcsavazassal a fertdzés biztonsaggal megeldzhetd.
Irodalmi adatok alapjan elleniik hatékony a kontakt (mankoceb, fludioxonil, guazatin, TMTD) +

felszivodo (azol, benzimidazol, karboxamid /karboxin/) hatdanyagok alkalmazasa.

5.2. Leveg6-mintavétel Hirst-tipusu térfogatos spéracsapdaval

A Hirst-tipust térfogatos sporacsapdaval vett mintak feldolgozasa utan az eredményeink
alapjan elmondhat6, hogy a Tilletia-fajok teliosporai altalanosan eléfordulnak a gabonatarhazak
leveg6jében. Igaz, a jelenlétiik elore feltételezhetd volt, hiszen a betarolt gabonaval kapcsolatba
hozhat6 levegdben 1évd spérdk a tarolt gabonaban képzddd mikroflordban €16 gombakbol
szarmaztathatok (LACEY 1980). A levegOmintainkban a T. caries teliosporak dominaltak, ezen
liszogfaj leggyakoribb eléforduldsa azzal magyarazhat6, hogy Magyarorszag klimatikus tényezoi
a T. caries életmddjanak felelnek meg leginkabb.

Budapesten, a két kiillonbozd buzatarolo-helyiségben mért teliospora koncentraciok
kozott nem taladltunk szignifikans kiilonbséget. A kiiltéri levegd, a referencia tarold
helyiségekhez hasonldan, télen is tartalmazott Tilletia-teliosporakat (az tiszogszoroédas nyaron,
arataskor torténik). Mindez arra enged kdvetkeztetni, hogy a tarhazakban végzett anyagmozgatas
hatasara a teliosporak barmikor aramolhatnak a 1égmozgéassal.

A teliospordk viszonylag gyorsan szorddnak, terjednek a tarold helyiségek és a szintek
kozott a nyitott tetejii celldkon és a ki-€s betarolasban szerepet jatszdé bedmlOnyilasokon
keresztiil. A nyitott tetejli celladk rendeltetése, hogy elvalasszak egymastol a szallitmanyokat,
megakadalyozva a tételek keveredését, bar az egyértelmili, hogy a levegdaramlatokat nem
gatoljak, illetve azt sem, hogy a levegdbdl sporak és egyéb képletek iilepedjenek le a
gabonahalmokra. A bedmldnyilasoknak jelentds szerepiik van a repiild por képzésében és a
keverd légaramlatok kialakitasdban. Tobben leirtak, hogy a tdrhazakban nagy az atfert6zodés
veszélye, ha a gabonatételeket Osszekeverik, de ugyanigy kockazati tényez0 a keveredés
szempontjabol a szallitas is (jarmiivek, vonatkocsik, miivel6eszkozok, stb.) /BONDE et al. 1997;
FORSTER és GOATES 1997/. Az egészséges gabona is liszoggel fert6zotté valhat, ha
teliosporakkal szennyezett tarolokba keriil (EFSA 2010). Kutatdsaink alapjan jelentés kockazata
van annak, hogy a Tilletia-fajok teliospdrait tartalmazo leveg6bdl fertézédnek meg az addig még
tiszta buzatételek. LACEY (1980) feltételezte, hogy az adott helyszinen kordbban tarolt fertézott
gabona altal is megfertézodhet az ott késObb raktirozott tétel, mivel nem vart mddon

teliosporakat talélt ott is, ahol a kordbbi években repcét, hajdinat vagy mustart taroltak. Ezt a
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tézisét Ustilago-fajokra alapozta, amely tisz6ggomba szoros rokonsagban all a Tilletia-fajokkal.
Az eredményeink alatdmasztjdk ezt a hipotézist, mivel mi is talaltunk teliospordkat a nem-
Tilletia gazdanovényt tarolo referencia helyiségekben. Az intenziv anyagmozgatas mindennapos
tevékenység a budapestihez hasonlo kdzponti gabonatarhdzakban, azonban meglehetdsen ritka a
vidéki tarolokban, ezért itt a levegd eredeti atfert6zodés kockazata kisebb, bar megfigyeléseink
szerint a tételek Osszekeverésének esélye viszont nagyobb. Budapesten folyamatos az
anyagmozgatas, ennek kovetkeztében a levegébdl kimutatott Tilletia-teliospora koncentracio
140-szerese volt a tobbi mintavételi helyének. A légmozgast generald események nélkiil a
teliosporak 24 oOra alatt leiilepednek a tarolokban, ahogy az a T. caries teliosporak
végsebességébdl kiszamithatod (0,59-1,21 m/sec) (LACEY 1981).

A letilepedett por a repiild teliospérak fontos forrasa lehet. Szoros korrelaciot mutattunk
Ki a por- és a levegémintak teliospora-tartalma, valamint a buza- és a levegdmintak teliospora-
tartalmai kozott, de nem volt 6sszefliggés a buza- és pormintdk teliospéra-koncentracioi kozott.
Nyilvanvaléva valt, hogy a repiild teliospordk egyarant lehetnek buza- vagy poreredetiick. A
teliosporak a buzatételek mozgatdsa soran konnyen a levegébe juthatnak, de ennél is kevesebb
mozgasi energia szlikséges ahhoz, hogy a porbol felszalljanak. Annak ellenére, hogy a tarolt
gabonat rendszeresen liritik a tdrolokbol, a por hosszabb ideig ott maradhat. A budapesti
kozponti tarhazban 2—3 mm-es porréteget figyeltiink meg a vizszintes feliileteken, melybdl vett
mintakban magas volt a Tilletia-koncentracié (53,3 db teliospora/mg). Ezzel szemben az itt
gyljtott buzamintdk teliospora-tartalma ehhez képest joval kevesebb volt. Kovetkezésképp a
levegében 1évo fert6z0 anyag forrdsa Budapesten elsdsorban a por. Ha a levegd teliospora-
koncentracidja magas, de a buzaé¢ alacsony, akkor feltételezziik a por eredetli fertézést (pl.
Budapesten). Ha a Tilletia-teliosporak nagy mennyiségben vannak jelen mind a levegében, mind
a buzatételben — foképp anyagmozgatast kvetden -, az azt jelenti, hogy a buzatétellel keriilt be a
fert6z6 anyag (pl. Hodmezdvasarhely egyik siktaroloja esetében).

Tovabbi vizsgélataink soran célunk az iilepedési 1d6 és a tarhazak anyagmozgatasi
levegé-mintavételes vizsgalatok abban az esetben szolgdlnak relevans eredménnyel, ha a
teliosporak valamely modon mar belekeriiltek a levegdbe. Mindemellett javasoljuk az
aerobiologiai modszereken nyugvo standardok kiegészitését a zarlati és egyéb gazdasagilag
jelentds Tilletia-fajok kimutatasara iranyul6 technikaval.

Mind a févarosi, mind a vidéki gabonatdrolokban miikddtetnek porciklont a levegd
portartalménak kisziirésére, elszivdsara. A budapesti mintavételi helyszinen ennek ellenére
magas teliospora koncentracidt mértiink a levegdben. BECHTEL ¢és munkatarsai (1999)

tanulmanya alapjan a malomba bejutd teliosporak 1,8%-a akad fenn a malom
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légsziirérendszerében. A sziird hatékonysdga 96%-o0s, igy a szlirérendszerben fennakado
teliospordk (1,8%) 4%-a mégis bejut a malomba. Ebbdl kovetkezik, hogy a porciklonok nem
alkalmasak a teliospéra-mentes légtér biztositdsara. A budapesti gabonatarhdz kiltéri
levegbjében is magas Tilletia-koncentraciot detektaltunk, ennek az lehet a magyarazata, hogy az
épiilet nyilasain keresztiil kijutottak a teliosporak. Ezt alatdmasztjdk CHEUNG ¢és GERRARD
(1980) kutatasai is: nem mutattak ki jelentds kiilonbséget a gabonatarolok kiil-, és beltéri
leveg6jének mikroszkopikus gombadsszetétele kozott - bar a teliospora-siirtiség épiileten beliil
joval magasabb volt.

Az aerobioldgiai kutatdsi eredményeink bizonyitékul szolgalnak és szamszerisitik a
gabonatarhdzak levegdjének teliospora-tartalmat, és hozzédjarulhatnak a TCK kockazatbecslési
modell elkészitéséhez. A jelenlegi TCK modellek azon kiviil, hogy iddjarasi adatokat
hasznositanak, csak a buzatételekben (PETERSON et al. 2009) kimutatott, valamint a vizzel és
allatok altal szallitott (JIA et al. 2013) Tilletia teliospora-mennyiséget veszik figyelembe,
azonban a levegd sporatartalmat nem. Kisérleteink soran kimutattuk, hogy a beltérben 1évo
teliospérak a gabonatarolokbdl kijuthatnak, igy megvan annak az esélye, hogy a tarolok
kozelében 1évo buzamezdkre jutva azokat megfertdzik. Tovabbi vizsgalatok sziikségesek ezen
fertdzésveszEly feltarasara, a 1égkori teliosporak levegdben és talajban vald fennmaradasdnak
felderitésére, ¢és, hogy milyen messze tudnak eljutni a spordk a légmozgasok altal a
gabonataroloktol - az izolacids tavolsag megallapitisdhoz. Az atfertdzésre veszélyes zénaban
elhelyezked6 szantofoldeken ajanlott a buzatermesztés tilalma vagy pedig a rendszeres
ellendrzés laboratoriumi vizsgalattal (JIA et al. 2013).

A buzatételek gabonatarhdzon beliili levegd- vagy gabonaeredetli atfertdzodésének
elkeriilése érdekében a kovetkezd javaslatokat tessziik. Arataskor a buzatételek zérlati vagy
egyéb gazdasagilag jelentds Tilletia-fajtol valé mentességének laboratoriumi vizsgalata
(lemosasos modszer) sziikséges éves felderités keretében (ezt jelenleg is végezziik a NEBIH
NTAI NMBL-ben). Ha egy mintaban 10 vagy ennél tobb Tilletia-teliosporat detektalunk, a minta
fertdzottnek tekinthetd (OEPP/EPPO 2007). Ha a mikroszkdpos vizsgalat alapjan a minta mentes
a zarlati vagy gazdasagilag jelentds Tilletia-korokozoktol, a buzatétel a taroloba szallithatd, és
példaul export célra hasznosithatd. A pozitiv mintdk takarmanyozasra hasznalhatok fel, ha az
allatok hajlandok felenni. A bizonyitottan Tilletia-fajokkal fert6zott teriiletekrél szarmazod
buzatételeket ajanlott az egészséges tételektdl elkiilonitve tarolni. A mentes €s fertdzott tételeket
tarold tarhazakat érdemes lenne egymastol tavol létesiteni ugy, hogy az iiszogmentes
szantofoldeket se fertdzhessék at. A tarolokat fertOtlenitd- és sterilizald berendezéssel kellene
felszerelni. A fert6zott tételeket nem ajanljuk, hogy kozponti tarhdzakba szallitsak, mert a

levegdbe bekeriild teliosporak ujabb tételeket fertézhetnek meg.
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A noévény-egészségligyi vonatkozasok mellett meg kell emliteni a Tilletia-telisosporak
huméan egészségiigyi karos hatasait is. A gabonatételek mozgatdsdval nagy mennyiségii
teliospora szorddik a levegdbe, mely ekkor leggyakrabban (az allergén hatas mellett) farmertiidd
betegséget, illetve 1éguti irritacidt valthat ki, illetve részt vehet az endotoxikdzis kialakitasaban
(LACEY 1980; MAGYAR et al. 2012).

Amennyiben a légkor gyakran, ill. hosszabb ideig és nagy mennyiségben telitett
sporakkal, ahogy az a kozponti gabonatdrhdzakban rendszeresen eldfordul, a 1égzdszervi
megbetegedések kockdzata fokozott mértékii. A mezdgazdasagi dolgozok tobb ponton is
kapcsolatba keriilnek a gabonaporral: termesztés, aratds, szallitds, tarolas, feldolgozas
(malomipar, takarmanyipar, élelmiszeripar) sordn, ezért mindenképpen javasolt a megfeleld,

légutakat védo felszerelés hasznalata a munka soran (MAGYAR et al. 2012).

5.3. AdTilletia-fajok elkiilonitése DNS-alapui molekularis modszerekkel

A doktori munka sordn hiarom mar leirt DNS-alapi modszert vizsgaltunk meg a
laboratériumban azzal a céllal, hogy valamelyiket diagnosztikai médszerként alkalmazhassuk az
¢éves hatosagi felderitések soran. A KOCHANOVA ¢és munkatarsai (2004) altal leirt TILf és TILr
primerpar felhasznalasaval egy 361 bp hosszusagu terméket kaptuk, aspecifikus terméket nem
detektaltunk. A 361 bp hosszusagi fragmentum a szerzok leirasa alapjan Tilletia nemzetség-
specifikus, melyet mi is bizonyitottunk. Az altalanos primereknél (ITS1/1TS4) (PIMENTEL et
al. 1998 a) specifikusabb ez az Gjonnan fejlesztett primerpar, mivel az ITS1/ITS4 primerpar a
Tilletia-fajok esetében két fragmentumot szaporit fel — 550 bp és 750 bp -, az elsé Tilletia-
specifikus, mig a masodik a bliza DNS-ét szaporitja fel. Ez a gyakorlati munka soran gondot
okozhat, ha nem tiszta tenyészetbdl, hanem ndvénnyel is szennyezett mintabol indulunk ki.

A masodikként vizsgalt modszert YUAN ¢€s munkatarsai (2009) fejlesztettek ki a T.
caries és T. contraversa fajszintli elkiilonitésére. A tanulmanyukban kozolt 747 bp hosszsaga
fragmentumot, amely kizarolag a T. contraversa izolatumokbol szaporithatd fel, a munkéank
soran nem detektaltuk a gélben, tehat nem tudtuk reprodukalni az emlitett publikacidban leirt
eredményeket. Szandékunkban allt a YUAN ¢és munkatérsai altal ajanlott modszer adaptalasa €s
felhasznalasa a diagnosztikai munkéaban a laboratériumunkban, mivel ez volt az els6 kozolt cikk
a Tilletia-fajspecifikus primerek sikeres fejlesztésérél. Annak, hogy nem tudtuk reprodukalni
ezen eredményeket egyik oka az is lehet, hogy eltéré a YUAN ¢€s munkatarsai (2009), illetve az
altalunk felhasznalt izolatumok fOldrajzi szarmazasi helye, azaz az 6 izolatumaik és a mi

mintdink kérdéses szekvenciai, ahova a primerek bekotddnek, néhany bazisparban eltérhetnek.
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Kiegészitésként megallapithatd, hogy YUAN és munkatarsai (2009) Tilletia-micéliumbol
izolaltak DNS-t, és 1 ng DNS-t adtak a reakcidhoz. A DNS-kinyerés kiinduldsi anyaga a mi
esetlinkben tehat eltér a cikkben k6zoltt6l, mi teliosporakbol indultunk ki, de ez nem okozhat
problémat véleményiink szerint a PCR-reakcid soran. Tovabba a szerzok cikkiikben nem térnek
ki a médszeriik érzékenységérére. A YUAN-cikkre vonatkozo citacidok szama: 3 db. Az els6 két
publikacié innen vette a SCAR-primerek diagnosztikaban val6 hasznositasara iranyul6 o6tletet, de
mas gombafajok azonositasaban hasznaljak fel ezt az Uj lehetOséget, és igy 0k sem értékelik az
eredeti modszer hatékonysagat, tehat nincs arra vonatkozo adat, hogy masok tudtak-e
reprodukalni a publikalt eredményeket.

Végiil a GAO és munkatarsai (2010) altal leirt Gj ISSR modszert sikeresen alkalmaztuk
sajat korilményeinkre a laboratériumunkban. A SCAR primerek (TCKSF3/TCKSR3)
felhasznalasaval a vizsgal T. contraversa izolatumokbdl a leirt fajspecifikus DNS fragmentumot
amplifikaltuk (419 bp), mely nem volt jelen egyik T. caries izolatumban sem. Ennek
megfeleléen ez a modszer felhasznalhatdé a hatdsagi diagnosztikai munkdnk soran. Felmertilt
viszont a probléma, hogy az eredeti PCR-koriilményeket alkalmazva nem elég éles és vilagos
fragmentumokat kapunk a gélben. Ennek kikiiszobolésére sikeres maddszerfejlesztést hajtottunk
végre. Az i) PCR-programban a lanchosszabbitas ideje hosszabb és megvaltoztattuk a bekdtddés
hofokat is, touch down PCR-t alkalmazva. Az alacsonyabb homérséklet eldsegiti a primer
bekotddését (akkor is megtorténik a bekotddés, ha nem teljesen azonos a templat €s a primerek
bazissorrendje).

Uj eredménynek tekinthetd, hogy a médszert adaptaltuk helyi koriilményeinkre (a fenti
modositassal), és a morfologiai identifikaciot kovetd megerdsitd vizsgalatként alkalmazhatonak
tekintjik a T. caries és T. contraversa fajszinti elkiilonitésére. A késObbiekben, amint
rendelkezésre  4ll nagyobb szaml izolatum, tervezzik a modszer megfeleld

reprodukélhatdsaganak tesztelését is.

5.4. ATilletia-fajok elkiilonitése fehérjealapti molekularis modszerekkel

A teliospora gylijteményiink egyes darabjai eltéré foldrajzi helyrdl, illetve eltérd fajtaju
Oszi blza gazdandvényrdl szdrmaztak, mely nehezitette, hogy stabil biokémiai markert talaljunk
a T. caries és T. contraversa elkiilonitésére, olyat, melyet nem befolyasolnak a kiilonb6zo
kornyezeti feltételek, illetve a gazdandvény-specifikus tényezdk. Ezen felvet6dd problémat jol
szemlélteti az, hogy két kiilonbségfehérjét detektaltunk az egyik lengyel T. contraversa

izoldtumban (TILLCO B) - 73 ¢és 85 kDa mérettartomanyban -, mely nem volt jelen a masik

88



lengyel izolatumban (TILLCO A). Az eltéré mintdzat magyarazata lehet az is, hogy kiilonb6z0 a
mintavételi hely, vagy, hogy mas 6szi buiza gazdandvény-fajtarol szarmaznak a mintak (sajnos az
0szi buza fajta nem ismert a TILLCO A esetében).

Az altalunk egydimenzioés SDS-PAGE modszerrel nyert fehérjemintazat eltér WEBER ¢és
SCHAUZ (1985) eredményeit6l, akik a két Tilletia-faj fenol-oldhaté fehérje-extraktumaiban egy
65 kDa méretli faj-specifikus kiilonbségfehérjét irtak le a T. contraversa mintdkbol. A
kisérleteink sordn mi a teliosporak teljes PBS-oldhatd fehérjemennyiségét elemeztiik, de ezen
extraktumokban nem taldltuk meg ezt a 65 kDa méretii kiilonbségfehérjét, azonban egy jol
elkiilonithetd 106 kDa méreti savot detektaltunk. Mindemellett eredményeink nem egyeznek
meg KAWCHUCK ¢és munkatarsai (1988) megfigyeléseivel sem, akik szintén a két faj fenol-
oldhat6 fehérjefrakcigjat vizsgaltdk kétdimenzids gél-elektroforézissel. Ezen szerz6k minden
mintaban jelentés mennyiségli polipeptidet mutattak ki, de végiil arra a kdvetkeztetésre jutottak,
hogy nincs olyan faj-specifikus marker a két Tilletia-fajban, amely alapjan a két faj
biztonsagosan és kovetkezetesen elkiilonitheté lenne. Es végiil, BANOWETZ és munkatarsai
(1994) tanulményukban leirtak egy 116 kDa méretli polipeptidet, mely egyedi €s fajra jellemzo a
T. contraversa esetében. A fehérje-extrakci6 soran 2x Laemmli puffert hasznéltak. Sajat
vizsgalataink soran ezen 116 kDa méreti kiilonbségfehérjét sem detektaltuk sem a T. caries, sem
a T. contraversa izolatumokban.

A fehérjék fenol-alapt extrakcidja a kevésbé reprodukalhatdo modszerek kozé tartozik: a
régebbi idékben eldszeretettel alkalmaztdk, de mar akkor is gy tartottak, ,,inkdbb miivészet,
mint tudomany”. A 2x Laemmli-puffer az SDS-gélelektroforézis altalanos futtatd puffere, igy
15-20%-ban glicerolt vagy szacharozt tartalmaz, hogy meggatolja a betdltott fehérjeminta és
elektréd oldat keveredését a gél zsebeiben. Ennek kovetkeztében a fehérje-kinyerésre torténd
felhasznaldsa tobb szempontbol is kétséges: keverés soran erdteljesen habzik (ez a fehérjék
oldat manapsag is altalanosan alkalmazott a bioldgiai kutatasokban. Megfelelé extrakcios puffer
a szobahdmérsékleten vald fehérjekinyeréshez, és nincs limitalo tényezdje a fehérje-elvalasztas
tekintetében sem. Bizonyitottuk a PBS extrakcios pufferrel hatékonysagat a 2x Laemmli-
pufferrel szemben, hiszen a 33. dbran lathatdo gélkép alapjan elmondhatjuk, hogy az
elektroforetikus mintazat tiszta, a sdvok és oszlopok denzitometridsan konnyen
Osszehasonlithatok a PBS-sel extrahalt fehérjek esetében.

A Tilletia caries és T. contraversa elkiilonitésére kétféle molekularis modszert
alkalmaztunk: DNS- és fehérjealapu technikakat. A DNS-alapt technikédk napjainkban sokkal
népszeriibbek a fehérjevizsgalatoknal, a Tilletia-fajok esetében is jelentdsen bdvebb az ehhez

kapcsolddo kutatasi projektek, publikacidok szama, ezeket tesztelve végiil a GAO és munkatarsai
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(2010) altal kifejlesztett ISSR modszert sikeriilt sajat laboratoriumi viszonyaink kozott
megerésiteni. A fehérjevizsgalat esetében nem allt rendelkezésre publikalt megbizhatd modszer,
igy sajat modszerfejlesztés keretében tokéletesitettiik az dltalunk alkalmazott technikat.

A DNS-vizsgalatok elényeként emlithetd, hogy gyorsak, konnyen adaptalhatok és kevés
mennyiségli minta sziikséges hozzajuk. Ezzel szemben a fehérje-elvalasztds esetén egy
nagysagrenddel is tobb mintamennyiségbdl kell kiindulni, ami alacsony fertdzottségi szint esetén
problémat jelenthet, valamint hosszabb a minta-el6készités és a futtatds idOtartama. Mindkét
modszer esetében limitdld tényezd a sejtfal feltdrése, ezt a problémat sikeresen athidaltuk
minden esetben. Tapasztalataink szerint mindkét modszernél eltéréseket okozhat az, ha a mintak
kiilonboz6 foldrajzi helyrdl szarmaznak. A fehérjék esetében plusz sdvok jelenhetnek meg, mely
azonban a mi esetiinkben nem befolydsolta a kiértékelés sikerét. Ellenben a DNS vizsgéalatok
sordan egy teljes modszer alkalmazhatosagat kérddjelezhetik meg (lasd. YUAN et al. (2009)
tesztelése).

Osszefoglalva mind a fehérje-, mind a DNS-alapia modszer adaptalasa, alkalmazasa
javasolt, az adott laboratorium felszereltségének fliggvényében. Manapsag a DNS-alapu
technikdk térhoditdsa figyelhetd meg, de nem szabad megfeledkeznlink a fehérjealapu
modszerekrdl sem, melyek nem csak néhadny amplikont szaporitanak fel, hanem nagyszamu
génterméket, azaz fehérjét hasonlithatunk 0Ossze segitségiikkel egy gélen, tehat ezek
barmelyikében jelentkezd valtozas diagnosztikai értékti lehet. Egyediili limitald tényezdként
jelentkezik a fert6z6 anyag mennyisége, kis mennyiségii minta esetén a DNS-vizsgalat elvégzése

az indokoltabb.

55. Uj tudoméanyos eredmények

1. Orszagos felderités keretében (2007-2013) bizonyitottuk a Tilletia caries dominans
eléfordulasat a T. laevisszel szemben, valamint két esetben megtalaltuk a
gazdasagilag jelentds karositoként ismert T. contraversa fajt is. Megallapitottuk, hogy
az 1ddjarasi koriilmények nagyban hozzajarulhatnak a fertézés sikeréhez, de a
hatékony csavazas megfeleld védelmet kellene, hogy jelentsen az iisz6gok ellen. A
fajtdnak van a legkisebb jelentdsége a fertdzés szempontjabol, mivel hazdnkban nem

nemesitettek liszog-ellenallosagra.

2. Bizonyitottuk a SCAR-primerek (TCKSF3/TCKSR3) felhasznalasaval nyert 419 bp

méretli T. contraversa faj-specifikus DNS fragmentumot adé DNS-alapi modszer
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laboratoriumi hasznalhatosagat. A publikalt eljardst modositva adaptaltuk helyi
korlilményeinkre, és a morfologiai identifikaciot kovetd megerdsitd vizsgdlatként
alkalmazhatonak tekintjiik a T. caries és T. contraversa fajszintii elkiilonitésére. Ezen
kiviil igazoltuk a TILf és TILr primerpar felhasznalasaval kapott 361 bp hosszusagq,

Tilletia nemzetség-specifikus terméket adod technika alkalmazhatosagat is.

Hatékony fehérje-kinyerési modszert dolgoztunk ki a Tilletia-fajok teliosporainak

belsd, teljes fehérjetartalmanak kinyerésére, a teliosporak falanak feltorésével.

Elsoként fejlesztettiink ki a hatosagi laboratériumi diagnosztikaban is alkalmazhato,
egydimenziods gél-elektroforézisre épiild fehérje-elvalasztasi technikat a 7. caries és
T. contraversa elkiilonitésére; amelynek az alapja egy 106 kDa méretli T. contraversa
faj-specifikus fehérje kimutatasa reprodukalhato modon. Ennek a munkanak a soran

bizonyitottuk a PBS puffer hatékonysagat a 2x Laemmli pufferrel szemben.

Hirst-tipust térfogatos sporacsapdaval hazankban elsé alkalommal vizsgaltuk a
vidéki és kozponti gabonaraktarak belsé levegéjének Tilletia-teliospora tartalmat.
Vizsgalataink soran a T. caries dominalt a levegdmintakban. Szoros korrelaciot
mutattunk ki a por- és a levegémintak teliospora-tartalma, valamint a buza- és a
levegdémintak teliospora-tartalmai kozott, de nem volt Osszefiiggés a buza- és
pormintak teliospora-koncentracidi kozott. Megallapitottuk tovabba, hogy az adott
helyszinen kordbban tarolt fertdzott gabona altal is megfertézddhet az ott késébb
raktarozott, egészséges tétel, mivel a leiilepedett gabonaporban is kimutathatok a

teliosporak.
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6. OSSZEFOGLALAS

Az 0szi buza gazdasagilag jelentés novényiink, vilagviszonylatban vetésteriilete
koriilbeliil 245-250 milli6 hektar. Legfontosabb kenyérgabona-ndvényiink, és fontos megélhetési
forrds. Termesztését az egyes korokozok, mint a rozsda- és iliszoggombak, nagymértékben
befolyasoljak, megjelenésiik rontja a gabona mindségét és csokkenti a termés mennyiségét. A
csiranovény-fertézé Tilletia-fajok  vilagszerte az egyik legveszélyesebb korokozoknak
szadmitanak.

Hazankban a gazdasagi jelentdséggel bir6 lisz6gok a torpeiiszog, Tilletia contraversa, és
a két kéiiszog- vagy biidosiiszog, T. caries és T. laevis. Altalanossagban ugyanakkor
elmondhat6, hogy az iiszogbetegségek ma kevesebb gazdasagi kart okoznak, mint 6tven évvel
ezeldtt, koszonhetden az agrotechnika €s a kémiai védekezési modszerek fejlodésének. Azonban
napjainkban némi visszalépést tapasztalhatunk az 1970-es és 1980-as évekhez képest mind a
termelés szinvonaldt, mind az agrotechnikai igényességet illetden: mivel a termelés bizonyos
szegmensei kiestek a gazdasagi szakirdnyitds hataskorébdl (kis és gazdasdgtalan iizem- és
tablaméretek, csavazas elhagyasa, kényszergazdalkodas, stb.), igy a gabonaiiszog a 90-es
években ismét feliitotte a fejét.

Munkank soran 2007-t6] napjainkig kovettiik nyomon a Magyarorszagon gazdasagilag
jelentés Tilletia-fajok elterjedését, az eredményeket dokumentaltuk és térképen rogzitettiik,
valamint leirtuk a fajok el6fordulasanak és az idéjaras alakuldsanak lehetséges Osszefiiggéseit. A
tapasztalataink szerint a T. caries 2008-t6l kezdve minden évben megjelent hazank teriiletén. A
T. laevist 2009-ben, 2011-ben és 2012-ben a T. cariessel egyiittesen, kevert fertézésként is
kimutattuk 1-1 mintabol, valamint 2009-ben a T. laevis onalldan is jelent volt egy blizamintaban.
A T. contraversat két alkalommal, 2011-ben és 2013-ban detektaltuk. Az azonositashoz kétféle
hagyomanyos mikoldgiai moddszert alkalmaztunk, a fénymikroszkdpos ¢€s a fluoreszcens
fénymikroszkopos modszert. A mikroszkopos fajhatarozas hatranya, hogy a T. caries és T.
controversa teliospordk nagyfoku hasonlésagot mutatnak, paramétereikben jelentds atfedések
figyelheték meg, ezért a fajszintli hatdrozas idéigényes, nem mindig megbizhat6 és gyakorlott
szemet igényel.

Az eléz6ekbdl kovetkezOen célul thztik ki egy vagy tobb molekularis moddszer
fejlesztését, adaptalasat a munka gyorsabba és hatékonyabba tételére.

A DNS-alapti molekularis modszer kutatasara irdnyuld torekvéseink eredményeként
sikeresen adaptaltuk és alkalmazzuk rutinvizsgalatainkhoz a KOCHANOVA ¢és munkatarsai
(2004) altal leirt modszert, mely a TILf és TILr primerpar felhasznaldsaval egy 361 bp
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hosszasagu Tilletia nemzetség-specifikus terméket szaporit fel. A GAO és munkatarsai (2010)
altal publikalt 01j, SCAR-marker alapi ISSR-modszert is eredményesen atvettiik a laboratérium
diagnosztikai eljarasai k6zé. Ezen technika a SCAR-primerek (TCKSF3/TCKSR3) segitségével
egy 419 bp méretii fajspecifikus DNS-fragmentumot szaporit fel a T. contraversa izolatumokbdl.

A Tilletia-fajok fehérje Gsszetételiikben 1évo kiilonbségek alapjan torténd elkiilonitésére
sikeresen kifejlesztettiink egy uj SDS gél-elektroforézisen alapuld modszert. A teliosporak
vastag falat feltortiik, és PBS-alapu protein extrakciot kovetden az izolatumokbol
reprodukalhato, jol elkiilonithetd savokat tartalmazo fehérjemintazatot nyertiink. Homogén
géleket alkalmazva, a teliosporakbol szarmazé fehérjemintakbol 14-110 kDa mérettartomanyban
detektaltunk fehérjéket. A T. caries és T. contraversa mintak egydimenzios gél-elektroforézis
(1D SDS-PAGE) analizise soran nyert fehérjemintazatokban egy 106 kDa méretii T. contraversa
fajspecifikus kiilonbségfehérjét mutattunk ki. Emellett az egyik lengyel T. contraversa
izolatumban két tovabbi, 73 és 85 kDa méretli fehérjét is kimutattunk, melyek semelyik masik
izolatumban sem voltak jelen.

Osszefoglalva - az adott laboratorium felszereltségének fiiggvényében - mind a fehérje-,
mind a DNS-alapt modszer alkalmazasa javasolt. Manapsag a DNS-alapt technikak térhoditasa
figyelhetd meg, de nem szabad megfeledkezniink a fehérje-alapu modszerekrdl sem, melyek nem
csak néhany amplikont szaporitanak fel, hanem nagyszamu génterméket, azaz fehérjét
hasonlithatunk 0Ossze segitségiikkel egy gélen, tehat ezek barmelyikében jelentkezdé valtozas
diagnosztikai értékli lehet. Limitald tényezdként jelentkezik a fert6z0 anyag mennyisége, kis
mennyiségli minta esetén a DNS-vizsgalat elvégzése az indokoltabb.

A gabonatarhazakban tarolt buzatételek €s a tarhazak levegdjének vizsgalata soran a
Tilletia-fajok el6fordulasat vizsgaltuk. A Hirst-tipusi levegé-mintavevével két kozponti
(Budapest ¢és Jaszapati) és 14 db vidéki gabonaraktar levegdjét mintaztuk (a tarolt 6szi buza
tételekbol is vettiink mintat). Zarlati karositokat (T. contraversa és T. indica) nem tudtunk
kimutatni a mintakbol. A levegémintakban a T. caries korokozé dominalt, mig a T. laevis csak
alacsony koncentracidoban, kizarolag a Budapesten gylijtott mintdkban, volt kimutathato. A
budapesti tarhazban a kilenc emeleten, a félig zart celldkat tartalmazoé helyiségek két
legtavolabbi pontjan mért teliospdra koncentraciot 6sszehasonlitva, nem taldltunk szignifikans
kiilonbséget az értékek kozott (P=0,16). Hasonloképpen a betarolt 6szi buza mennyisége nem
befolydsolja szignifikinsan a levegében mért spdrkoncentraciét (P=0,64, U=3,00). A
buzatételekbdl kimutatott teliospora mennyisége pozitiv Osszefiiggést mutatott a buzatétel felett
mért teliospora-koncentracioval (n=12, r;=0,581, P<0,05). Budapesten azt tapasztaltuk, hogy a
rendszeres, napi anyagmozgatas kovetkeztében a tarold helyiségek és emeletek kozott gyorsan

végbemegy a levegd keveredése a nyitott tetejli cellas tarold rendszeren €s a bedmldnyilasokon
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keresztiil. Igy magas a kockazata annak, hogy a bekeriilt Tilletia-fajokkal fertézott tételek
atfertdzik a mar betarolt egészséges tételeket. Emellett annak a veszélye is fennall, hogy az adott
helyszinen korabban tarolt fert6zott gabona altal is megfertdzédhet az ugyanott késobb
raktarozott tétel, mivel mi is talaltunk teliosporakat a nem-Tilletia gazdandvényt (napraforgo,
kukorica) tarold referencia helyiségekben. Tehat a leiilepedett por a repiild teliosporak fontos
forrasa lehet. Kozepes korrelaciot mutattunk ki a por-, és a levegdmintak teliospora-tartalma,
valamint a buza-, és a levegdmintak teliospdra-tartalmai kozott, de nem volt 6sszefiiggés a buza-,
¢és pormintak teliospora-koncentracioi kézott. Amennyiben a 1égkor gyakran, ill. hosszabb ideig
és nagy mennyiségben telitett sporakkal, ahogy az a kézponti gabonatarhazakban rendszeresen
eléfordul, a 1égzdszervi megbetegedések kockdzata fokozott mértékii, ezért javasolt a 1égutakat
védo felszerelés hasznalata a munka soran.

A dolgozatban ismertetett eredmények fOként gyakorlati jellegliek, melyekkel
reményeink szerint egyrészt hozzajarulunk a Tilletia-fajok laboratoriumi diagnosztikajaban
hasznalt modszerek palettdjanak bovitéséhez; masrészt hozzajarulhatunk a gabonatdrhdzak
tarolo-rendszerének fejlesztéséhez, valamint a novény- és humdn-egészségiigyi koriilmények

javitasahoz.
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7. SUMMARY

Winter wheat is one of our economically most important crops. The acreage sown
worldwide is approximately 240-250 million hectares. Wheat is our substantial bread crop and a
significant source of living to many people. Wheat production is mainly influenced by some
pests, such as rusts and smuts, which lower the quality and quantity of the grain. Seedling
infecting Tilletia species are amongst the most dangerous fungal pathogens in the world.

In Hungary the economically important bunts/smuts of wheat are dwarf bunt (T.
contraversa) and common or stinking smuts (T. caries and T. laevis). In general, European wheat
smuts are nowadays less damaging than they were 50 years ago, because large-scale seed
treatments and cultural techniques are widely applied. In contrast to the 1970-1980s recently,
wheat production, like agriculture as a whole, fell out of authorised control (for example the size
of cultivated fields reduced, large estates fell apart, chemical treatments diminished, etc.).
Consequently, since the middle of 1990s sporadic spread of common bunt infections could have
been observed.

During our studies we have surveyed the economically important Tilletia species in
Hungary since 2007. The results have been documented, mapped and, in addition, we described
the possible relation between the presence of the Tilletia spp. and the weather conditions.
According to our findings T. caries has been detected every year since 2008. We found one
mixed infection of T. caries and T. laevis in 2009, 2011 and again in 2012. In one wheat sample
we detected only T. laevis in 2009. We found T. contraversa in two of the wheat samples in 2011
and in 2013. For the morphological identification we applied two different classical mycological
methods: light microscopy and fluorescent microscopy. The morphological similarity of the two
species (T. caries and T. contraversa) makes the differentiation difficult, because considerable
overlaps still exist in the characteristics of T. caries and T. contraversa. So the identification on
species level is time consuming, not always reliable and requires a practised expert.

Based on these facts we decided to develop and/or adopt one or more molecular methods
for distinguishing these two species to make the routine diagnostic work faster and more
efficient.

By searching for DNA-based molecular approaches, we were able to successfully adopt
and apply a method published by KOCHANOVA et al. (2004) which uses the TILf - TILr primer
pair to gain a 361 bp Tilletia genus-specific band. In addition, we also adopted the new SCAR
marker based ISSR method of GAO et al. (2010). In this case, the SCAR primers
(TCKSF3/TCKSR3) amplified a 419 bp Tilletia contraversa species-specific fragment.
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For the protein-based identification of the two Tilletia species, the rupturing of the thick
wall of the teliospores of Tilletia spp. was successful, and after the PBS-based protein extraction
we gained reproducible protein patterns. We developed a new SDS electrophoresis method
which separates distinct protein bands for both species. We applied homogenous gels, and
detected proteins in the range of 14-110 kDa. The electrophoretic pattern showed consistent
species-related differences in a 106 kDa polypeptide that appeared in each extract of T.
contraversa, but was not present in the protein extracts of T. caries. Furthermore, one of the
Polish T. contraversa isolates showed two additional bands at 73 and 85 kDa which could not be
detected either in the other Polish, or in the Hungarian T. contraversa isolates. These two bands
were not present in any of the T. caries protein extracts.

To sum up, the application of DNA and protein based molecular methods are both
recommended depending on the facilities of the laboratories. Nowadays the DNA-based
molecular techniques are more popular, but we have to bear in mind the protein based methods,
too, because they amplify not just some amplicons, but detects bigger numbers of gene products,
namely proteins. With the use of SDS electrophoresis we can compare huge numbers of proteins
in one gel. Only one difference of the protein pattern of two species is of diagnostic value. The
only limiting factor is the amount of the infected material: if we have only a small amount of
sample, the application of the DNA-based method is more justified.

To find out the occurrence of Tilletia species in post-harvest wheat grain and in the air of
warehouses, seed and air samples (with a portable Hirst type volumetric impaction sampler)
were collected in two central grain warehouses in Budapest and Jaszapati and in 14 farm
warehouses. It is important to emphasize that quarantine organisms (T. contraversa and T.
indica) were not detected in any of the samples. Tilletia caries dominated in the air and seed
samples, while T. laevis were present only in a low concentration in the samples collected in
Budapest, but this fungus was absent both in Jaszapati and in all of the farm warehouses. The
amount of teliospore levels at two different sites of wheat storage rooms in Budapest were
compared, but no significant difference was found between these sites (P=0.16). Similarly, the
volume of stored wheat did not significantly affect the Tilletia spp. concentrations (P=0.64,
U=3.00) in the air. Teliospore levels in seed samples positively correlated with those in the air
samples which were collected from above the wheat heaps (n=12, rs=0.581, P<0.05). In
Budapest, teliospore dispersal took place rapidly between storage rooms and floors via open-top
walls and spouts. Consequently, there was a higher risk of cross contamination between the
healthy and infected lots. Furthermore, teliospores could be distributed from deposits originating
from previous crops, since during our experiments teliospores were unexpectedly found in the

reference rooms containing the seed of non-Tilletia host plants (sunflower, corn). Moreover, it is
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also supposed that the warehouses could be contaminated with the airborne teliospores before the
room is being loaded with the grain of the host plant. Apparently, the source of the airborne
teliospores could be the settled dust. There was a medium correlation between the teliospore
content of dust and air as well as the teliospore content of seed and air, but no correlation was
found between the teliospore content of seed and dust. If the air in the warehouses often or for
long periods is highly saturated with teliospores, which is general in the central warehouses, the
risk of pulmonary diseases will rise. Consequently to wear proper masks during work is highly
recommended.

Our results are considered mainly practical for two reasons. We hope on the one hand to
contribute to improve the number and quality of the Tilletia spp. diagnostic methods used in the
laboratories, and to develop the quality and safety of health (plant and human) and storage

conditions of the grain warehouses on the other.
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M2. Fényképmelléklet

A leveg6-mintavételezés soran mintazott gabonatarolok felépitése

Budapest, Kozponti gabonatarhaz

35. abra Budapesti 13 emeletes gabonatarol6 (Tarolokapacitas 35 000 t).

36. abra Cellas tarolo rendszer.
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37. abra Cellas tarolo rendszer.

=

38. abra Cellas tarolo rendszer be- és kitarold szerkezete.
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39. abra Cellas tarold rendszer betarold szerkezete.

Bacs-Kiskun megye

Dunavecse

40. abra Fels6palyas betarolo rendszer.
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Szalkszentmarton

e o3
i S A

42. abra Betarolas potkocsis géppel.
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Jasz-Nagykun-Szolnok megye

Jaszapati

) m =

44. abra Cellas tarolo rendszer.
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45. abra Jaszapati masodik helyszin: siktarol6 felso betarol6 rendszerrel.

Békés megye

Békésszentandras

46. abra Siktarold, betarolas homlokrakodo géppel. (Tarolo kapacitas 4000 t.)

128



47. abra Ujépitési siktarolé (Tarol6 kapacitas 5000 t.).

48. abra Ujépitési siktarolo, betarolas homlokrakodo géppel.
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Telekgerendas

50. abra Siktarold, betarolas teleszkopos rendszerrel tortént.
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Csongrad megye

Hodmezovasarhely

51. abra 6000 tonnas taroldkapacitasu siktarolo.
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Budapest - kozponti gabonatarhaz

M3. Hirst-tipusu térfogatos sporacsapdaval végzett mintavételek

Osszes Egyéb Tilletia
. torott Tilletia S S . Tilletia laevis spp.
. . . . Id6tartam o Tilletia Tilletia caries . S
Sor-szam Déatum Szint Iddtartam teliosporak S s teliosporak teliosporak
(perc) teliospora | teliosporak (db)
(db) (db) (db)
(db)
1 2008.10.02 I 9:58-10:08 10 13 25 25 0 23
2 2008.10.02 I 10:15-10:25 10 47 48 41 7 19
3 2008.10.02 . 10:33-10:43 10 12 8 8 0 24
4 2008.10.02 . 10:52-11:02 10 19 34 31 3 21
5 2008.10.02 M. 11:12-11:22 10 10 20 18 2 10
6 2008.10.02 M. 11:28-11:38 10 0 0 0 0 0
7 2008.10.02 I"i. 11:45-11:55 10 43 29 29 0 20
2008.10.02 tet6 XIII. 12:04-12:14 10 11 1 14
2008.10.02 udvar 12:33-12:43 10 9 4 0 7
10 2008.11.03. I 9:19-9:24 16 12 12 0 10
11 2008.11.03. I 9:29-9:34 5 27 27 27 0 19
12 2008.11.03. . 9:40-9:55 15 43 48 43 5 28
13 2008.11.03. I. 9:48-9:53 5 33 6 5 1 1
14 2008.11.03. I"i. 10:01-10:06 5 56 29 26 3 23
15 2008.11.03. I"i. 10:16-10:21 5 43 22 19 3 18
16 2008.11.03. V. 10:27-10:32 5 136 43 43 0 39
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Osszes

Egyéb Tilletia

. . ; . Idétartam torott Ti!lgtia Tilletia Tilletia caries Tilletia Iggvis t l.spp.’ ik
Sor-szam Datum Szint Id6tartam (perc) teliosporak teliospora | teliosporak (db) teliosporak ¢ “(’;IE);’M
(db) (db) (db)
17 2008.11.03. VIILI. 10:39-10:44 5 44 53 48 5 13
18 2008.11.03. teté XIII. 10:55-11:05 10 9 7 7 0 4
19 2008.11.03. VII. 11:11-11:16 5 74 24 24 0 23
20 2008.11.03. VII. 11:19-11:24 5 48 16 15 1 17
21 2008.11.03. VI. 11:28-11:33 5 42 43 43 0 36
22 2008.11.03. VI. 11:37-11:42 5 61 35 33 2 37
23 2008.11.03. V. 11:46-11:51 5 32 35 35 0 21
24 2008.11.03. V. 11:55-12:00 5 24 39 39 0 26
25 2008.11.03. udvar 12:17-12:27 10 6 12 8 4 6
26 2009.10.20. kiils6, teté 8:26-8:36 10 13 8 7 1 2
27 2009.10.20. X. 8:43-8:46 3 21 14 12 2 7
28 2009.10.20. X. 8:43-8:46 3 14 14 10 4 6
29 2009.10.20. IX. 8:53-8:58 5 11 0 4
30 2009.10.20. IX. 8:53-8:58 5 12 4 4 0 0
31 2009.10.20. VII. 9:10-9:15 5 13 15 15 0 8
32 2009.10.20. VII. 9:10-9:15 5 32 44 44 0 13
33 2009.10.20. V. 9:20-9:25 5 26 23 23 0 17
34 2009.10.20. IV. 9:20-9:25 5 25 32 31 1 11
35 2009.10.20. Fsz. 9:54-9:59 5 14 15 15 0 13
36 2009.10.20. Fsz. 9:54-9:59 5 22 17 16 1 8
37 2009.10.20. IV. 9:31-9:36 5 12 17 15 2 13
38 2009.10.20. IV. 9:31-9:36 5 24 13 11 2 11
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Osszes Egyéb Tilletia
" torott Tilletia L N . Tilletia laevis spp.
. . . Y Id6tartam N Tilletia Tilletia caries . UL
Sor-szam Datum Szint Idétartam teliosporak L L teliosporak teliosporak
(perc) teliospora | teliosporak (db)
(db) (db) (db)
(db)
39 2009.10.20. kiils6 10:06-10:16 10 1 5 5 0 3
40 2009.10.20. V. 9:45-9:50 5 6 5 5 0 4
Jaszapati - kozponti gabonatarhaz
2 Egyéb Tilletia
\ wrott Tilletia | OS2 | Tilletia laevis Spp.
S am Datum Helyszin Szint IdGtartam Idotartam teliosporak Tilletia Tilletia caries teliosporak liosporak
orsz y (perc) p teliospéra | teliospérak (db) P teliospora
(db) (db) (db)
(db)
1 20120125, | Jaszapiti - kozponti | 1emelet, 45039593 | g 0 0 0 0 0
raktar 1.fiilkesor
2 2012.01.25, | Tas7apdti-kozponti | Lemelet, | 4515 4557 10 1 0 0 0 1
R raktar 4 fiilkesor ' '
3 2012.01.25, | szapdti-kozponti | - 2.emelet, | 4505 4545 | g 0 1 1 0 0
raktar 4 fiilkesor
4 2012.01.25, | Jaszapdti - kdzponti Kiiltér 12:49-12:59 | 10 0 0 0 0 0
raktar
Vidéki siktarolok
e Egyéb Tilletia
) orott Tilletia | OS2 | Tilletia laevis Spp.
Sor-szim Ditum Helyszin Szint Idétartam | [OEIAM | eporak Tilletia ) Tilletia caries | = o6 i0Sp6IS
sza a clysz (perc) b teliospora | teliosporak (db) D teliospérak
(db) (db) (db)
(db)
1 2009.07.27. Hajduszoboszlo 1. tarold 14:38-14:48 10 1 0 0 0 7
2 2009.07.27. Hajdtszoboszld 1. tarold 14:56-15:06 10 0 0 0 0 2
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Osszes

Egyéb Tilletia

Idétartam | torott Tilletia Tilletia Tilletia caries | Tilletia laevis Sep-
Sor-szam Déatum Helyszin Szint Id8tartam ol teliosporak S L teliosporak teliosporak
(perc) teliospora | teliosporak (db) (db)
(db) (db)
(db)
3 2009.07.27. Hajdtszoboszld II. tarolo 15:12-15:22 10 0 0 0 0 0
4 2009.07.27. Hajdtszoboszld II. tarolo 15:25-15:30 5 0 2 2 0 0
5 2009.07.27. Hajdtiszoboszl6 kiils6 15:45-15:55 10 0 0 0 0 0
6 2009.07.27. Hajdaszoboszlo L. tarold 14:39-14:49 10 0 0 0 0 1
7 2009.07.27. Hajduszoboszlo kiils6 15:45-15:55 10 0 0 0 0 1
8 2009.07.27. Hajdtiszoboszl6 L. tarolo 14:54-15:04 10 0 0 0 0 0
9 2009.07.27. Hajduszoboszlo I1. tarold 15:12-15:22 10 0 1 1 0 0
10 2009.07.27. Hajdtszoboszld II. tarolo 15:25-15:30 5 0 0 0 0 0
11 2012.01.18 Dunavecse 1szintes 9:48-9:58 10 0 0 0 0 0
12 2012.01.18 Dunavecse 1szintes 10:04-10:14 10 0 0 0 0 0
13 2012.01.18 Dunavecse 1szintes 10:15-10:25 10 0 0 0 0 0
14 2012.01.18 Dunavecse kiiltér 10:29-10:39 10 0 0 0 0 0
15 2012.01.18 Szalkszentmarton 1szintes 11:12-11:22 10 0 0 0 0 0
16 2012.01.18 Szalkszentmarton 1szintes 11:25-11:35 10 0 0 0 0 0
17 2012.01.18 Szalkszentmarton 1szintes 11:40-11:50 10 0 0 0 0 0
18 2012.01.18 Szalkszentmarton kuiltér 11:56-12:06 10 0 0 0 0 0
19 2012.01.25. Jaszarokszallas 1szintes 10:31-10:41 10 0 0 0 0 0
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Egy¢éb Tilletia

orott Tilletia | 05576 Tilletia laevis s
) , ] . " IdStartam . Tilletia Tilletia caries L . pp.’ ,
Sorszam Datum Helyszin Szint Id6tartam teliosporak L . teliosporak teliosporak
(perc) teliospora | teliosporak (db)
(db) (db) (db)
(db)

20 2012.01.25. Jaszarokszallas 1szintes 10:45-10:55 10 0 0 0 0 0
21 2012.01.25. Jaszarokszallas kiiltér 11:02-11:12 10 0 0 0 0 0
22 2012.01.25. Jaszapati 2. 1szintes 13:33-13:43 10 0 0 0 0 0
23 2012.01.25. Jaszapati 2. 1szintes 13:47-13:57 10 1 0 0 0 0
24 2012.01.25. Jaszapati 2. kiiltér 14:02-14:12 10 0 0 0 0 0
25 2012.03.01. Békésszentandras 1szintes 9:41-9:51 10 0 0 0 0 0
26 2012.03.01. Békésszentandras 1szintes 9:55-10:05 10 0 0 0 0 0
27 2012.03.01. Békésszentandras 1szintes 10:11-10:21 10 0 0 0 0 0
28 2012.03.01. Békésszentandras 1szintes 10:26-10:36 10 0 4 4 0 0
29 2012.03.01. Békésszentandras 1szintes 10:49-10:59 10 0 0 0 0 0
30 2012.03.01. Békésszentandras 1szintes 11:03-11:13 10 0 2 2 0 0
31 2012.03.01. Békésszentandras kiiltér 11:22-11:32 10 0 0 0 0 0
32 2012.03.01. Telekgerendas 1szintes 12:45-12:55 10 0 0 0 0 0
33 2012.03.01. Telekgerendas 1szintes 12:59-13:09 10 0 0 0 0 0
34 2012.03.01. Telekgerendas 1szintes 13:13-13:23 10 0 0 0 0 0
35 2012.03.01. Telekgerendas 1szintes 13:26-13:36 10 0 0 0 0 0
36 2012.03.01. Telekgerendas kiiltér 13:44-13:54 10 0 0 0 0 0
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o . o [ Eayéb Tilletia
. torott Tilletia Osszes L ) Tilletia laevis | =°
Sorszam Datum Helyszin Szint Id6tartam Iddtartam teliosporak Tilletia Tilletia caries teliosporak SPp.
Y (perc) ( dlg) teliospora | teliosporak (db) ( dIl;) teliosporak

(db) (db)

37 2012.03.21. H"dmez‘ivasarhely 1szintes 10:12-10:22 10 0 1 1 0 0
38 2012.03.21. HOdmeZivasarhe'y iszintes | 10:25-10:35 | 10 2 0 0 0 0
39 2012.03.21. HOdmeZ‘ivasarhe'y Kiiltér 10:42-10:52 | 10 0 0 0 0 0
40 2012.03.21. HOdmezgvasarhe'y 1szintes 11:07-11:17 10 0 0 0 0 0
a1 2012.03.21, H"dmez‘;vasarhe'y lszintes | 11:21-11:31 | 10 0 0 0 0 0
42 2012.03.21, H"dmezgvasarhe'y Kiiltér 11:35-11:45 | 10 0 0 0 0 0
43 2012.03.21. HOdmeZ‘évasarhe'y 1szintes 12:19-12:29 10 1 5 5 0 0
44 2012.03.21. H"dmez%vasarhe'y 1szintes 12:33-12:43 10 4 3 3 0 1
45 2012.03.21. Hédmez‘;VéSérhe'y 1szintes 12:47-12'57 10 12 10 10 0 1
46 2012.03.21. H"dmez%"asarhe'y Kiiltér 13:01-13:11 10 0 0 0 0 8

Biizamintak (50 g¢ mintara vonatkoztatva)
s Egyéb Tilletia
torott Tilletia | OSS7S | Tilletia laevis spp.
Sorszam Datum Helyszin Szint teli orak Tilletia Tilletia caries teli orak ; At
S u s O;I;O teliospora | teliosporak (db) OZEO teliosporak
(db) (db) (db) (db)
1 2000.10.20 | Budapest-kozponti X. 15 15 10 5 10
raktar
2 2009.10.20 | Budapest - kozponti VII. 10 25 25 0 25

raktar
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Osszes

Egyéb Tilletia

torott Tilletia Tilletia Tilletia caries Tilletia laevis spp.
Sor-szam Datum Helyszin Szint teliosporak . S teliosporak teliosporak
teliospora | teliosporak (db)
(db) (db) (db) (db)

3 20120125 | Jdszapiti - kozponti I 10 0 0 0 0

raktar
4 2012.01.25 | Ydszapiti - kbzponti . 0 5 5 0 0

raktar
5 20120125 | Jdszapiti - kozponti 1 10 20 20 0 0

raktar
6 2012.01.18 Dunavecse 1 szintes 5 0 0
7 2012.01.18 Szalkszentmarton 1 szintes 0 0 0
8 2012.01.25 Jaszarokszallas 1 szintes 0 0 0
9 2012.01.25 Jaszapati 2. 1 szintes 0 125 125 0 0
10 2012.03.01 Békésszentandras 1 szintes 5 0 0 0 0
11 2012.03.01 Békésszentandras 1 szintes 0 15 15 0 0
12 2012.03.01 Békésszentandras 1 szintes 0 55 55 0 0
13 2012.03.01 Békésszentandras 1 szintes 0 10 10 0 0
14 2012.03.01 Telekgerendas 1 szintes 0 10 10 0 0
15 2012.03.01 Telekgerendas 1 szintes 0 5 5 0 0
16 2012.03.21 | Hodmezdvasarhely 1. 1 szintes 5 20 20 0 0
17 2012.03.21 | Hédmezbvasarhely 2. 1 szintes 30 50 50 0 0
18 2012.03.21 | Hoédmezbvasarhely 3. 1 szintes 1025 960 810 150 0

139




Pormintak

. . , . Tilletia caries
Sorszam Datum Helyszin Szint teliosporak (db)

1 2009.06.23 Budapest - }((’)zpontl ’ ku’korlcg ’ 29
raktar tarolo6 helyiség

2 2010.11.03 | Budapest-kdzponti 1. 16
raktar

3 2010.11.03 Budapest - }cézpontl v 32
raktar

4 2012.01.25 Jaszapati - kézpontl | 5
raktar

5 2012.01.18 Szalkszentmarton 1 szintes 0

6 2012.01.18 Dunavecse 1 szintes 0

7 2012.01.25 Jaszarokszallas 1 szintes 0

8 2012.01.25 Jaszapati 2. 1 szintes 0

9 2012.01.25 Jaszapati 2. 1 szintes 4

10 2012.03.01. Békésszentandras 1 szintes 0

11 2012.03.01 Telekgerendas 1 szintes 0

12 2012.03.22 | Hodmezo6vasarhely 1. 1 szintes 1

13 2012.03.22 | Hédmezbvasarhely 3. 1 szintes 0

140




M4.1 A Tilletia-fajok orszagos felderitése (2008-2013): fertozott mintak (a korokozé, Gszi buza fajta és csavazészer feltiintetésével)

Mintavétel helye

Telepiilés Megye Ev Koérokozd Oszi buza fajta Csavazoszer
1 | Bank Nograd 2008 | Tilletia caries Mv Verbunkos -
2 | Davod Bacs-Kiskun 2008 | Tilletia caries Mv Suba -
3 | Dudar Veszprém 2008 | Tilletia caries Capo -
4 | Fornad Tolna 2008 | Tilletia caries Quebon -
5| Gonc Borsod-Abatj-Zemplén 2008 | Tilletia caries - -
6 | Gy¢kényes Somogy 2008 | Tilletia caries Mv Suba -
7 | Ipacsfa Baranya 2008 | Tilletia caries - -
8 | Kiskunfélegyhaza Bacs-Kiskun 2008 | Tilletia caries Lupus 1. fok -
9 | Korostetétlen Févaros és Pest 2008 | Tilletia caries Mv Magdaléna -
10 | Kisgyalan Somogy 2008 | Tilletia caries - -
11 |Rum Vas 2008 | Tilletia caries Josef -
12 | Szaszvar Baranya 2008 | Tilletia caries - -
1| Apagy Szabolcs-Szatmar-Bereg 2009 | Tilletia caries Mv Csardas 1. fok -
2 | Berettyoujfalu Hajdu-Bihar 2009 | Tilletia caries Mv Magdaléna -
3| Géree Vas 2009 | Tilletia caries Mv Suba -
4 | Halimba Veszprém 2009 | Tilletia caries Mv Kédmon -
5| Heréd Heves 2009 | Tilletia caries Lupus Vitavax 2000
6 | Heves Heves 2009 | Tilletia caries Mv Kold -
7 | Kistijszallas Jasz-Nagykun-Szolnok 2009 | Tilletia caries Mv Kold -
8 | Kutaso Nograd 2009 | Tilletia caries My Csardas -
9 | Mako Csongrad 2009 | Tilletia caries - -
10 | Nagyldzs Gy6r-Moson-Sopron 2009 | Tilletia caries Capo csavazatlan
11 | Sajokapolna Borsod-Abatj-Zemplén 2009 | Tilletia caries GK Petur Il. fok Vitavax 2000
12 | Szendr6 Borsod-Abatj-Zemplén 2009 | Tilletia caries - -
13 | Tardos Komarom-Esztergom 2009 | Tilletia caries - -
14 | Zagyvarékas Jasz-Nagykun-Szolnok 2009 | Tilletia caries Mv Magvas -
15| Doge Szabolcs-Szatmar-Bereg 2009 | Tilletia laevis GK Békés -
16 | Fényeslitke Szabolcs-Szatmar-Bereg 2009 | Tilletia caries Mv Suba -
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Telepiilés Megye Ev Ko6rokozo Oszi buza fajta Csavazoszer
17 | Fényeslitke Szabolcs-Szatmar-Bereg 2009 | Tilletia caries + Tilletia laevis | Mv Magdaléna -
1|Bajna Komarom-Esztergom 2010 | Tilletia caries Mv Magdaléna Vitavax 2000
2 | Balatonszentgyorgy Somogy 2010 | Tilletia caries Mv Magdaléna II. fok Raxil 060 F
3| Bator Heves 2010 | Tilletia caries Lupus -
4 | Bodony Heves 2010 | Tilletia caries Mv Marsall -
5| Erd Pest 2010 | Tilletia caries Mv Verbunkos Vitavax 2000
6 | Heves Heves 2010 | Tilletia caries Mv Vekni Il. fok -
7 | Janoshalma Bacs-Kiskun 2010 | Tilletia caries GK Békés Vitavax 2000
8 | Kanya Somogy 2010 | Tilletia caries Mv Suba I1. fok Vitavax 2000
9 | Képolna Heves 2010 | Tilletia caries Mv Magdaléna I. fok Vitavax 2000
10 | Magyarkeszi Tolna 2010 | Tilletia caries Quebon -
11 | Mez6keresztes Borsod-Abatj-Zemplén 2010 | Tilletia caries Walter 1. fok Vitavax 2000
12 | Mezbszentgyorgy Fejér 2010 | Tilletia caries Soisson 11. fok -
13 | Nemeskolta Vas 2010 | Tilletia caries Mv Csardas I1. fok -
14 | Nyirtét Szabolcs-Szatmar-Bereg 2010 | Tilletia caries Myv Csardas csavazatlan
15 | Olaszfalu Veszprém 2010 | Tilletia caries Mv Magdaléna 1. fok csavazatlan
16 | Pusztavacs Pest 2010 | Tilletia caries Lupus Vitavax 2000
17 | Somogyjad Somogy 2010 | Tilletia caries GK Petur I1. fok Vitavax 2000
18 | Szabadbattyan Fejér 2010 | Tilletia caries GK Békés 1. fok -
19 | Szatmarcseke Szabolcs-Szatmar-Bereg 2010 | Tilletia caries Mulan Vitavax 2000
20 | Szeghalom Békés 2010 | Tilletia caries GK Békés csavazott
21 | Szeghalom Békés 2010 | Tilletia caries GK Ati csavazott
22 | Székesfehérvar Fejér 2010 | Tilletia caries Mv K6dmon -
23 | Tatabanya Komarom-Esztergom 2010 | Tilletia caries Mv Toborzo Vitavax 2000
24 | Zalaegerszeg Zala 2010 | Tilletia caries Antonius Vitavax 2000
1| Baja Bacs-Kiskun 2011 | Tilletia caries - -
2 | Chernelhdzadamonya Vas 2011 | Tilletia caries Balaton II. fok -
3 | Cserhatsurany Nograd 2011 | Tilletia caries Antonius Vitavax 2000
4 | Halimba Veszprém 2011 | Tilletia caries Dunai csavazatlan
5 | Jaszkisér Jasz-Nagykun-Szolnok 2011 | Tilletia caries - -
6 | Kiskunlachaza Pest 2011 | Tilletia caries MF Boglya csavazott
7 | Kérmend Vas 2011 | Tilletia caries Mv Suba -
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Telepiilés Megye Ev Ko6rokozo Oszi buza fajta Csavazoszer
8 | Lébény Gy6r-Moson-Sopron 2011 | Tilletia caries + Tilletia laevis | Sixtus -
9 | Mezétur Jasz-Nagykun-Szolnok 2011 | Tilletia caries GK Fény Biosild top
10 | Miske Bacs-Kiskun 2011 | Tilletia caries Lupus -
11 | Nak Tolna 2011 | Tilletia caries Mv Suba -
12 | Poloske Zala 2011 | Tilletia contraversa - -
13 | Piispokszilagy Pest 2011 | Tilletia caries Lupus -
14 | Rabagyarmat Vas 2011 | Tilletia caries - -
15 | Ramocsahaza Szabolcs-Szatmar-Bereg 2011 | Tilletia caries GK Othalom
16 | Szolnok Jasz-Nagykun-Szolnok 2011 | Tilletia caries - -
17 | Terény Nograd 2011 | Tilletia caries Amon Vitavax 2000
18 | Torokszentmiklos Jasz-Nagykun-Szolnok 2011 | Tilletia caries - -
1| Abadszalok Jasz-Nagykun-Szolnok 2012 | Tilletia caries Mv Béres 1. fok Vitavax 2000
2 | Chernelhazadamonya Vas 2012 | Tilletia caries My Siiveges -
3 | Danszentmiklos Pest 2012 | Tilletia caries GK Csillag csavazott
4| Encs Borsod-Abatj-Zemplén 2012 | Tilletia caries Mv Magvas Il. fok -
5 | Eplény Veszprém 2012 | Tilletia caries Astardo -
6 | Jaszkisér Jasz-Nagykun-Szolnok 2012 | Tilletia caries (étkezési) Vitavax 2000
7 | Kistelek Csongrad 2012 | Tilletia caries - -
8 | Kistelek Csongrad 2012 | Tilletia caries - -
9 | Mezbkeresztes Borsod-Abatj-Zemplén 2012 | Tilletia caries Mv Kolompos I. fok Biosild top
10 | Nemescs6 Vas 2012 | Tilletia caries Antonius
11 | Paszto Nograd 2012 | Tilletia caries Cornelius csavazott
12 | Pusztahencse Tolna 2012 | Tilletia caries + Tilletia laevis | Mv K6dmon -
13 | Putnok Borsod-Abatj-Zemplén 2012 | Tilletia caries Antonius -
14 | Szentes Csongrad 2012 | Tilletia caries GK Elet Vitavax 2000
15| Tiszaalpar Bacs-Kiskun 2012 | Tilletia caries GK Csillag -
16 | Tunyogmatolcs Szabolcs-Szatmar-Bereg 2012 | Tilletia caries My Csardas Rancona 15 ME
1| Bata Tolna 2013 | Tilletia caries Mv Kold -
2 | Demecser Szabolcs-Szatmar-Bereg 2013 | Tilletia caries Antonius csavazott
3| Gyo6r Gy6r-Moson-Sopron 2013 | Tilletia caries Mv Magvas -
4| Izsdk Béacs-Kiskun 2013 | Tilletia caries - -
5 | Jaszkisér Jasz-Nagykun-Szolnok 2013 | Tilletia caries Myv Béres II. fok -
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Telepiilés Megye Ev Ko6rokozo Oszi buza fajta Csavazoszer
6 | Kiskunhalas Bacs-Kiskun 2013 | Tilletia caries - -
7 | Korosladany Békés 2013 | Tilletia caries Mv Toldi -
8 | Ludanyhalaszi Nograd 2013 | Tilletia contraversa Antonius Vitavax 2000
9 | Nagylozs Gy6r-Moson-Sopron 2013 | Tilletia caries Capo -
10 | Novaj Heves 2013 | Tilletia caries Saturnus -
11 | Patvarc Nograd 2013 | Tilletia caries Lupus Vitavax 2000
12 | Ujdombrad Szabolcs-Szatmar-Bereg 2013 | Tilletia caries Lupus Buvisild
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M4.2. A Tilletia-fajok orszagos felderitése (2008-2013) soran ugyanazon a telepiilésen, eltéré évben talalt pozitiv mintak

Mintavétel helye
Telepiilés Megye Ev Korokozo Oszi biiza fajta Csavazoszer Megjegyzés
Chernelhaza- Répcevolgye 2001 Kft., ugyanaz a cég, de
1 | damonya Vas 2011 | Tilletia caries Balaton Il. fok - nem ugyanaz a tabla
Chernelhaza- Répcevolgye 2001 Kft., ugyanaz a cég, de
2 | damonya Vas 2012 | Tilletia caries My Siiveges - nem ugyanaz a tabla
3 | Fényeslitke Szabolcs-Szatmar-Bereg | 2009 | Tilletia caries Mv Suba - Tiszagyonyge Mg. Kft., 0171 hrsz
Tilletia caries +
4 | Fényeslitke Szabolcs-Szatmar-Bereg | 2009 | Tilletia laevis Mv Magdaléna - Tiszagyonyge Mg. Kft., 0167 hrsz.
5 | Halimba Veszprém 2009 | Tilletia caries Mv K6dmon - Mohos Balint, Halimba 011/13
6 | Halimba Veszprém 2011 | Tilletia caries Dunai csavazatlan Mohos Balint, Halimba 011/15
7 | Heves Heves 2009 | Tilletia caries Mv Kolo - Hemag Kft., n. a.
8 | Heves Heves 2010 | Tilletia caries Mv Vekni Il. fok | - Hemag Kft., C-3 tabla
9 | Jaszkisér Jasz-Nagykun-Szolnok 2011 | Tilletia caries - - Jaszkiséri Agrarszov. Zrt., Jaszkisér E-8
10 | Jaszkisér Jasz-Nagykun-Szolnok 2012 | Tilletia caries (étkezési) Vitavax 2000 Jaszkiséri Agrarszov. Zrt., Sziics Telep
11 | Jaszkisér Jasz-Nagykun-Szolnok 2013 | Tilletia caries Mv Béres II. fok |- Jaszkiséri Agrarszov. Zrt.
12 | Kistelek Csongrad 2012 | Tilletia caries - - ismeretlen, Agropark 4
13 | Kistelek Csongrad 2012 | Tilletia caries - - ismeretlen, Opusztaszer 035/31
Aranykalasz 1955 Mg. Kft., GPS
14 | Mezbkeresztes | Borsod-Abatj-Zemplén 2010 | Tilletia caries Walter I. fok Vitavax 2000 kkordinatak
Mv Kolompos I.
15 | Mezokeresztes | Borsod-Abatj-Zemplén 2012 | Tilletia caries fok Biosild top Aranykalasz 1955 Mg. Kft., n. a.
16 | Nagylozs Gy6r-Moson-Sopron 2009 | Tilletia caries Capo csavazatlan Ferkis Szabolcs, Al 07
17 | Nagylozs Gy6r-Moson-Sopron 2013 | Tilletia caries Capo - Novény Kft., n. a.
18 | Szeghalom Békés 2010 | Tilletia caries GK Békés csavazott Nanasi Agro Kft., n. a.
19 | Szeghalom Békés 2010 | Tilletia caries GK Ati csavazott Nanasi Agro Kft., n. a.
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9. KOSZONETNYILVANITAS

Ezuton szeretnék koszonetet mondani mindazoknak, akik hozzajarultak a doktori
értekezésem létrejottéhez.

Mindenekel6tt koszonettel tartozom témavezetdomnek Dr. Viranyi Ferencnek, aki hasznos
szakmai tanacsokkal segitette munkémat és emberileg is tdmogatott. Kiilon kdszonettel tartozom
halas vagyok Dr. Magyar Donatnak és Dr. Szamos Jendnek a levegdbiologiai illetve a
fehérjevizsgalatokban nytjtott elméleti és gyakorlati utmutatasaikért, és, hogy mindig mellettem
alltak az évek soran. Valamint kollégamnak, Bozs6 Miklosnak is halads vagyok a DNS-alapu
vizsgalatokban valo segitségéért.

Koszondm a Megyei Kormdanyhivatalok Novény-, és Talajvédelmi Igazgatdsagain
dolgoz6 novényvédelmi feliigyeldknek €s Varga Andras novényvédelmi mikologus kolléganak
az Gszi biza mintdk begytjtését, halds vagyok Grazyna Szkutanak és Dr. Révay Agnesnek a
fehérje és DNS kutatasokban is felhasznalt Tilletia spp. izolatumok biztositasaért, valamint az
Orszagos Meteorologiai Szolgalatnak és Lorinczné I1zsanyi Gizellanak az id6jarasi adatokért.

Ko6sz6ndm munkatarsamnak, Boszorményi Edének az angol nyelvii dokumentumaim
lektoralasat, valamint biztatasat, timogatasat.

Kosz6nom munkahelyemnek, a Nemzeti Elelmiszerlanc-biztonsagi Hivatal Névény-,
Talaj- és Agrarkornyezet-védelmi Igazgatosaganak, hogy biztositotta a PhD dolgozatom

elkészitésének targyi és anyagi hatterét.
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