SZENT ISTVAN EGYETEM

A TILLETIA-FAJOK DIAGNOSZTIKAJA ES
FELDERITESE MAGYARORSZAGON OSZI BUZABAN

Doktori (PhD) értekezés tézisei

HALASZ AGNES

GODOLLO
2014



A doktori iskola

Megnevezése:

Tudomanyaga:

Vezetoje:

Témavezeto:

Novénytudomanyi Doktori Iskola

Novénytermesztési és Kertészeti Tudomanyok

Dr. Helyes Lajos
egyetemi tanar, az MTA doktora
SZIE Mezbgazdasag- és Kornyezettudomanyi Kar

Kertészeti Technologiai Intézet

Dr. Viranyi Ferenc
ny. egyetemi tanar, az MTA doktora
SZIE Mezdgazdasag- és Kornyezettudomanyi Kar

Novényvédelmi Intézet

Az iskolavezetd jovahagyasa A témavezetd jovahagyasa



1. A MUNKA ELOZMENYEL A KITUZOTT CELOK

A buza tépanyagban gazdag, gazdasagilag jelentés novénylink, a vilag 40%-an alapvetd
¢lelmiszernek szamit, csak a rizs és a kukorica rendelkezik hasonld jelentdséggel. A vilag egyik
legértékesebb ¢és legnagyobb teriileten termesztett gabonaféléje, vetésteriilete 245-250 millio
hektar koriil van (BORSOS et al. 1995). Széles korti elterjedését a buzafajok és fajtak valtozatos
éghajlati igénye és jo alkalmazkodoképessége tette lehetévé. A buiza vetésteriilete hazankban a
2000-es évek elejétdl allandosult 1,1 millio hektar koriili értékre, termésatlaga 3-5 t/ha kozott
ingadozik (AGOSTON 2009).

Az 6szi buza legfontosabb kenyérgabona-novényiink, valamint fontos megélhetési
forréds, ezért gazdasagi és Okologiai védelme elsérendi feladat. A buzatermesztés sikerét a
kiilonb6z6 kérokozok, mint a rozsda- €s liszoggombak, nagymértékben befolyasoljak, fellépésiik
esetén rontjak a gabona mindségét és csokkentik a termés mennyiségét. A csirandvény-fertdzo
Tilletia-fajok vilagszerte az egyik legveszélyesebb korokozonak szamitanak (KELLERER et al.
2006).

A gabonaiiszog a torténelmi idoktdl kezdve napjainkig ismert (SZEPESSY 1977).
Mitterpacher 1777-ben kiilonitette el a k6iiszogot a poriiszogtdl. 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, vagy azt nem végzik
szakszertien.

Magyarorszagon altalanosan két Gszi buzat fert6zo Tilletia-faj fordul el6: a T. caries
(DC.) Tul. és a T. laevis J. G. Kiihn. Gazdasagilag jelentds liszogfaj még a T. contraversa J.
Kiihn, mely az irodalmi adatok szerint napjainkban mar nem fordul elé6 hazankban. Figyelembe
kell venni tovabba a zarlati statuszi korokozoként szamon tartott T. indica Mitra fajt, mely
Eur6paban még nem detektaltak.

Altaldnossagban elmondhatd, hogy az iiszogbetegségek ma kevesebb gazdasagi kart
okoznak, mint Otven évvel ezeldtt, koszonhetden az agrotechnika és kémiai védekezési
modszerek fejlédésének. Azonban napjainkban némi visszalépést tapasztalhatunk az 1970-es és
1980-as évekhez képest mind a termelés szinvonaldt, mind az agrotechnikai igényességet
illetéen, mivel a termelés bizonyos szegmensei kiestek a gazdasagi szakiranyitas hataskorébol
(kis és gazdasagtalan lizem- és tablaméretek, csavazas elhagyasa, kényszergazdalkodas, stb.), igy
a gabonaliszog a 90-es években ismét feliitotte a fejét.

Szamos orszagban van érvényben hatosagi szabalyozas a Tilletia-fajokkal fertézott
buzaszallitmanyokkal kapcsolatban, ez foként importkorlatozadsban nyilvanul meg. Az érintett
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fajokkal szemben — T. contraversa és T. indica — zér6 tolerancia, illetve fert6zottségi
kiiszobértékek vannak érvényben annak érdekében, hogy elsésorban meggatoljadk ezeknek a
gombaknak a kérokozdmentes teriileteken valé megtelepedését, valamint, ha mar jelen vannak,
akkor korlatozzak terjedésiiket, és felszamoljak jelenlétiiket. Export szallitmanyaink esetleges
visszautasitasanak elkeriilése érdekében hazankban évente végzilink felderitést a Nemzeti
Elelmiszerlanc-biztonsagi Hivatal, Novény-, Talaj- és Agrarkornyezet-védelmi Igazgatosag
(NEBIH NTAI), Névény-egészségiigyi és Molekularis Biologiai Laboratériumaban (NMBL) a
T. contraversa-mentesség igazolasara.

A T. caries és T. contraversa teliosporainak nagyfoku hasonldésaga megneheziti a
ndvény-egészségiigyi vizsgalatok elvégzését (MURRAY et al. 1998). Tobbféle, morfologiai és
csirdzasi tulajdonsagon alapul6 vizsgalati mdodszer egyiittes alkalmazasa sziikséges a megbizhatd
diagnozis feldllitisahoz. Ez magédban foglalhatja a fénymikroszképos, fluoreszcens
fénymikroszkopos jellemz6kon tal a taptalajon valo csiraztatést is. Ezen technikék rendkiviil id6-
¢s munkaigényesek, gyakorlott, szakértd szemet igényelnek. Az eldzdek alapjan sziikségesnek
latszott egy vagy tobb DNS és fehérje alapti molekuldris modszer feltérképezése, adaptalasa
vagy fejlesztése a munka gyorsabba és hatékonyabba tételére.

Bar néhany aerobiologiai tanulmany leirta a Tilletia-fajok teliospérainak kiilonboz6
foldrajzi helyeken, a levegében valo jelenlétét (TSE et al. 1980; SAVINO ¢és CARETTA 1992;
CROTZER ¢és LEVETIN 1996), nem all rendelkezésre adat a Tilletia-teliosporak gabonatarhazak
légterében vald eléfordulasara. A Tilletia-fajok gazdasagi jelentdségére vald tekintettel is
szlikséges a gabonatarolok levegdbiologiai vizsgélata a sporak terjedése, az atfert6zodés, az
esetleges zarlati szabalyozéasok, valamint az alkalmazandd kezelési technologiak kidolgozasa

kapcsan.

Munkank soran célkitlizéseink az aldbbiak voltak:

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

2. A gabonatarhazak levegd-Osszetételének vizsgalata Hirst-tipusi mintavevovel: a
tarolok levegdjének novény- €s human-egészségiigyi vonatkozasa analizise kiilonds tekintettel az
lisz0gsporak jelenlétének felderitésére.

3. A T. caries és T. contraversa elkiilonitését célzo DNS alapu modszerek tesztelése, a

megfelelonek talalt modszer adaptaldsa a laboratdriumi eljarasaink koze.



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

technika létrehozasa.



2. ANYAG ES MODSZER

2.1. Mintagytijtés

A vizsgalati mintak gyijtése a Tilletia-fajok éves orszagos felderitése keretében tortént a
NEBIH NTAI szakmai irdnyitasaval. A novényvédelmi feliigyelék a mintavétel soran a
kombadjntiszta allapotban 1évé buzatételekbdl (az egy tablarol szarmazo tételek nem keveredtek
egymassal) minimum 2 x 50 g buzaszemet gyljtottek be buzatételenként, és Osszesen 133 db
(2007), 94 db (2008), 105 db (2009), 103 db (2010), 90 db (2011) és 98 db (2012) mintat vettek
évente. (A kotelezOen eldirt mintaszdm megyénként 5 db.) A mintakat feldolgozas eldtt €s utan
szaraz, szobahdmérsékletii helyiségben taroltuk.

A levegémintakat hordozhato Hirst-tipusu térfogatos sporacsapdaval vettik (HIRST
1952) két kozponti gabonatarhazban Budapesten (Bp), illetve Jaszapatiban (Ja), valamint 14
kisebb méretli siktaroloban (10 cégnél). A levegdmintdk mellett buzamintékat is gytiijtottiink az
egyes mintavételi helyszineken, valamint pormintakat, mégpedig a gabonatarolok vizszintes
feliiletein letilepedett anyagbol miianyag csovekbe.

Két lengyel (TILLCO A, TILLCO B) és egy régi magyar (TILLCO C) Tilletia
contraversa izolatumot, valamint 5 db magyar T. caries izolatumot vontunk be a molekularis
diagnosztikai munkankba. A T. contraversaval fert6zott iiszkds kaldszokat Grazyna Szkuta
bocsatotta a rendelkezésiinkre, illetve herbariumi anyag formajaban Dr. Révay Agnes szives
felajanlasa alapjan jutottunk hozza. A Tilletia cariessel fert6zott mintakat Magyarorszag
kiilonb6z6 régidiban 2008-2009-ben a megyei novényvédelmi feliigyelok és Varga Andras
novényvédelmi mikologus gyiijtottek.

2.2. Mikroszképos vizsgalatok

A buzamintak Tilletia-fajokkal valo fert6zottségének megallapitasahoz a lemosasos
modszert alkalmaztunk. A teliospora-méretek meghatarozasidhoz 1000x nagyitast hasznéltunk
immerziés olajba meritett lencsével (USDA 1974; OEPP/EPPO 1982, 2007). A Tilletia-
teliosporak morfologiai meghatarozasat VANKY (2012) alapjan végeztiik.

A fluoreszcens fénymikroszkopos vizsgalatot a STOCKWELL és TRION (1986) altal
leirt modszer szerint végeztiik, kisebb moddositasokat eszkozolve. A fényvisszaverési
tulajdonsagokat fluoreszcens fénymikroszkoppal (Leica DM LB2, Leica Microsystems GmbH,
Wetzlar, Germany) vizsgaltuk, és ehhez 50 W higanylampat és 13 Leica sziiréket (450—490 nm
extinkcios filter, 515 nm barrier filter) alkalmaztunk.

A Hirst-tipasu  térfogatos  sporacsapdaval  vett —mintakat Olympus BXS51
fénymikroszkoppal 800x nagyitason, valamint Leica DM LB2 fénymikroszkoppal, 1000x
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nagyitast hasznalva immerzids olajba meritett lencsével értékeltiik ki. A Tilletia-teliosporak

morfologiai meghatarozasat VANKY (2012) alapjan végeztiik.

2.3. DNS-alapi modszerek alkalmazasa a Tilletia contraversa és T. caries elkiilonitésére
A DNS kinyerése teliosporakbol

A Tilletia-fajok teliosporaibol DNEasy Plant Mini Kit-tel nyertiik ki a DNS-t a gyarto

hasznalati utasitasanak megfelelden, kis modositassal.

Tilletia nemzetség-specifikus PCR-mddszer

A polimeraz lancreakcidkat a BioRad iCycler Thermal Cycler késziilékben,
KOCHANOVA ¢és munkatarsai (2004) alapjan végeztik a TILf, TILr Tilletia nemzetség-
specifikus primerpérral. A PCR reakciokoriilmények az aldbbiak voltak: 5 min 95 °C-os kezdeti
denaturacio, ezt 50 ciklusban 1 min 94°C-os denaturacio, 1 min 58°C-os primerkdtés, 1 min
72°C-os lanchosszabbitas kovette, melyet egy végsd 4 min 72°C-os lanchosszabbitasi szakasz
zart le. A PCR-terméket 2%-0s agar6z gélen valo futtatast kovetéen UV fényben vizualizaltuk és

dokumentéltuk. A PCR-termék mérete: 361 bp volt.

Tilletia contraversa-specifikus PCR-eljaras

A polimerédz lancreakciokat a BioRad iCycler Thermal Cycler késziilékben, YUAN ¢és
munkatarsai (2009) alapjan végeztilk a CQUTCK?2, CQUTCK3 primerpart alkalmazva. A PCR-
program lépései az alabbiak voltak: 3 min 94 °C-os kezdeti denaturaciot 40 ciklusban 30 s 94°C-
0S denaturacio, 30 s 60°C-0s primerkotés, 45 s 72°C-os lanchosszabbitas kovetett, melyet egy
végsd 7 min 72°C-os lanchosszabbitasi szakasz zart le. A PCR-terméket 1,5%-o0s agar6z gélen
vald futtatast kovetéen UV fényben vizualizaltuk és dokumentaltuk, a vart PCR-termék mérete
747 bp volt.

A modszert kilencszer ismételve probaltuk meg reprodukalni. Miutan ez sikertelen volt,
megkiséreltiik a P23-BA0166, CQUTCKI1 primerpar alkalmazasaval a cikkben szerepld masik
modszer reprodukalasat, mellyel a fenti primer-part kifejlesztették. A PCR program Iépései az
alabbiak voltak: 4 min 94 °C-o0s kezdeti denaturacio, ezt 5 ciklusban 30 s 94°C-os denaturacio,
45 s 53°C-os primerkotés, 1 min 72°C-os lanchosszabbitas kovetett, ezutan 10 ciklusban 30 s
94°C-o0s denaturaci6, 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
agar6z gélen vald futtatast kovetéen UV fényben vizualizaltuk és dokumentaltuk, a vart PCR

termék mérete 1322 bp volt.



Tilletia contraversa azonositasa SCAR-marker felhasznalasaval

A polimerdz lancreakciokat a BioRad iCycler Thermal Cycler késziilékben, GAO ¢és
munkatarsai (2010) alapjan végeztik a TCKSF3, TCKSR3 primereket felhasznalva. A PCR
reakcid koriilményei az alabbiak voltak: 5 min 94 °C-os kezdeti denaturacio, ezt 30 ciklusban 30
s 94°C-os denaturacid, 30 s 55°C-os primerkotés, 1 min 72°C-os lanchosszabbitas kovette,
melyet egy végsé 10 min 72°C-os lanchosszabbitasi szakasz zart le. A PCR-terméket 1,5%-0S
agaroz gélen vald futtatast kovetéen UV fényben vizualizaltuk és dokumentaltuk, a PCR-termék
mérete: 419 bp volt.

Az eredeti cikk szerinti koriilményeket ismételve viszonylag halvany savokat kaptunk a
gélben. A PCR koriilményeken valtoztatva, optimalizalva elértiik, hogy a sdvok hatarozottabbak
lettek. Touch down PCR-t alkalmazva a reakci6 koriilményei az alabbiak voltak: 15 min 95 °C-
os kezdeti denaturacio, ezt 5 ciklusban 30 s 94°C-os denaturacid, 30 s 45°C-os primerkotés, 30 s
72°C-os lanchosszabbitéas kovetett. Ezutan 30 s 94 °C-os kezdeti denaturacio, majd 30 ciklusban
30 s 94°C-os denaturacid, 30 s 55°C-os primerkotés, 30 s 72°C-os lanchosszabbitas kovetkezett,

melyet egy végso 10 min 72°C-os lanchosszabbitasi szakasz zart le.

2.4. Fehérjealapu modszerek alkalmazasa a Tilletia contraversa és T. caries elkiilonitésére

Fehériék kinvyerése teliosporakbol

A Tilletia-teliosporak belsé fehérjetartalmanak kinyerésére sajat, PBS puffer alapa

crer

meg (ROSENBERG, 2004). A kinyert fehérjemintakat aliquotokra osztva tovabbi felhasznalasig
-70°C-on taroltuk.

Egydimenzids gél-elektroforézis (1-D SDS-PAGE)
A gélelektroforézis vizsgalatokat LAEMMLI (1970) leirasat kovetve végeztik. Az

elokészités soran a kinyert fehérjemintakhoz 4x-es SDS mintaoldd puffert adtunk 3:1
térfogataranyban, majd 3 percre forrdsban 1€évd vizbe tettilk az oldodés eldsegitésére. Ezutan
mintanként 15-30 pl mennyiséget (kb. 1 pg/ ul fehérjekoncentracid) vittiink fel a gélre. A
vizsgalatokat E5889 — Dual mini tipust (Sigma-Aldrich Co. LLC) vertikalis gélelektroforézis
késziileken végeztik. A fOgél kiontése utdn alkohollal (etanol) csokkentettik a feliileti
fesziiltséget, melynek eredményeként a gélfelszin homogén maradt. Az etanolt csak a fogél
megkotése utan tavolitottuk el. Ezutan gylijtégélt ontottiink a f6gél folé. A gél futtatasa soran a
kovetkez6d paramétereket alkalmaztuk: fesziiltség 55 V, amig a bromfenolkék jelzéfesték elérte a
gyljtégel aljat, majd 45 V, amig a bromfenolkék jelzéfesték elérte a fogél aljat. Az alkalmazott
aramer6sség 6 MA, a futtatas ideje mintatol fliiggden 3-4 ora volt. A gélt 15 percig fixaltuk 12%-
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os triklor-ecetsavban (TCA), ezalatt a szétvalasztott fehérjék adott helyen kicsapddtak, rogziiltek.
A kék eziist gélfestést CANDIANO ¢és munkatarsai (2004) alapjan végeztiik. A gélt a festést
kovetden kameraval lefotoztuk és a Quantity One 1-D Analysis szoftver (Bio Rad) segitségével

értekeltiik ki.



3. EREDMENYEK

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

Munkénk soran 2007-t6]1 napjainkig kdvettilk nyomon a Magyarorszagon gazdasagilag
jelentds Tilletia-fajok elterjedését, az eredményeket dokumentaltuk és térképen rogzitettiik,
valamint leirtuk a fajok eldforduldsa és a befolyasold abiotikus tényezdk kozotti lehetséges
Osszefliggéseket. 2007-ben 133 db, 2008-ban 94 db, 2009-ben 108 db, 2010-ben 103 db, 2011-
ben 90 db és 2012-ben 98 db Gszi buza mintat vizsgaltunk meg. A tapasztalataink szerint a T.
caries 2008-t6l kezdve minden évben megjelent hazank teriiletén. A T. laevist 2009-ben, 2011-
ben és 2013-ban a T. cariessel egyiittesen, kevert fertézésként is kimutattuk 1-1 mintabol,
valamint 2009-ben a T. laevis 6nalloan is jelent volt 1 db buzamintaban. A 7. contraversat két
alkalommal, 2011-ben és 2013-ban detektaltam a T. caries sporakkal kevert fertézés formajaban
(Poloske, Ludanyhaldszi). A 2011-es pozitiv taldlat miatt az érintett teriileten megemelt
mintaszammal fokozott felderitést végeztink a kovetkez6 évben. 2012-ben a Poloske
kornyékérdl behozott mintak egyikébdl sem tudtuk kimutatni a T. contraversa koérokozot, sot
ebben az évben ezen mintakban egyetlen mas Tilletia-fajt sem talaltunk. A Tilletia contraversa
és T. caries azonositasahoz kétféle hagyomanyos mikologiai moédszert alkalmaztunk, a
fénymikroszkopos (lemosasos modszer) és a fluoreszcens fénymikroszkopos modszert. A
mikroszkopos fajhatarozas hatranya, hogy a T. caries és T. contraversa teliosporak nagyfoka
hasonlosdgot mutatnak, paramétereikben jelentds atfedések figyelhetdk meg, ezért a fajszintii
hatarozas idéigényes, nem minden esetben megbizhato és gyakorlott, szakértd szemet igényel.

A T. contraversa fertdzésre gyanus mintat szabad szemmel vizsgalva az iiszogpuffancsok
feketésbarna sziniek, a trimetil-amintél romlott halszaguak voltak, bennikk a sporak
Osszetapadtak. A mikroszkopi képen a teliospordk arany-, illetve sotétbarna szintiek, atmérdjiik
19,29+1,3 pm volt. A sporafaluk lécesen vastagodott volt, atlonként 4-5 mezdcskét figyeltiink
meg, a mezdcskek mérete 3,08+1,04 um. A sporafalrol kiemelkedd 1écek, a tliskék atlagosan
1,49+0,69 um hossztak voltak, a sporat koriilvevo atlatszé zselatinburok mérete 2,44+0,18 um
volt. Fluoreszcens fénymikroszkopos technika segitségével a kovetkez6 morfologiai bélyegeket
figyeltiik meg a T. contraversa teliosporain: a sporak narancssargas szintiek voltak, a citoplazma
sargas-zoldes szinben fluoreszkalt. A léces falszerkezet feliilnézetben haldzatos, futball-labdara
emlékeztetd mintdzati; a spoéra keriiletén pedig tliskék formajaban lathato, rajzolt Nap jellegii
volt.

A T. caries és T. laevis fajokkal fert6zott mintakban talalt teliosporak az irodalmi adatoknak
megfeleld morfologiai jellemzOkkel rendelkeztek, amint azt az ezekkel kapcsolatos vizsgalati
eredmények is mutatjak. A T. cariessel fert6zott mintak esetén az iiszogpuffancsok belsejében
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1évo sporatomeg sotétbarna volt, porszerlien szétesd. A teliospérak gombolytiek, sargas vagy
vilagosbarna szintiek, 17,41£1,2 um atmérdjiiek voltak. A teliosporak fala léces szerkezetii volt,
4-5 mezOcskét figyeltiink meg atlonként, a mezdécskek 3,55+0,45 um atmérdjiek. A sporafalrol
kiemelked6 kisméretii tiiskék atlagosan 0,99+,014 um rovidek voltak. A T. caries fluoreszcens
fénymikroszkopos vizsgalata soran a kovetkezd morfoldgiai jellegeket figyeltiik meg: a sporak
citoplazmaja vilagos, sarga-sargaszold volt, fluoreszkaldé gombdket tartalmazott, a spora vékony
burka nem fluoreszkalt. Immerzios olajba meritve a T. caries teliosporak szerkezete 6sszeomlott,
ezért deformalt képet mutattak.

Néhany mintaban T. laevis korokozot mutattunk ki a lemosdsos modszer segitségével.
Ezekben az esetekben a sporatomeg barna volt és porszerli, nem Osszetapadt. A teliosporak
gdmbolyliek vagy ovalis alaktak, sargasbarna szintiek, sima felszintiek, 16.8+0.4 pm atmérdjiieck

voltak, citoplazméjukban olajcseppeket tartalmaztak.

3.2. Hirst-tipusu térfogatos sporacsapdaval vett levegémintak elemezése

A gabonatarhazakban tarolt buzatételek és a tarhazak levegdjének vizsgalata soran a
Tilletia-fajok el6fordulasat vizsgaltuk. A Hirst-tipust levegé-mintavevével két kozponti
(Budapest, Jaszapati) és 14 db vidéki gabonaraktar levegdjét mintaztuk (és a tarolt dszi buza
tételekbol és a leiilepedett porbol is vettiink mintat). Zarlati karositokat (T. contraversa és T.
indica) nem tudtunk kimutatni a mintakbol. A levegémintakban a T. caries korokozo dominalt,
mig a T. laevis csak alacsony koncentracioban, kizarolag a Budapesten gy(ijtott mintakban, volt
kimutathato.

A budapesti levegémintak mindegyikében azonositottunk teliosporakat. A jaszapati
kozponti raktarban gyiijtott levegdmintak teliospora koncentracidja alacsonyabb volt, mint a
budapestieké. A vidéki siktarolokban vett mintdk tekintetében a buzamintdk 88,9%-dban, a
pormintak 25,8%-aban, valamint a levegémintak 56,3%-aban azonositottunk Tilletia-
teliosporakat. A mért spora koncentraciok 4altalaban alacsony értékeket mutattak egy eset
kivételével, ahol kiemelkedéen magas levegd- €s buzamintabeli koncentracidot mértiink (220 db
teliosp(')ra/m3; 1985 db teliospora/50g). Ezt az egyik hodmezdvasarhelyi tarold esetében
figyeltiik meg. Abban az esetben, ha a teliosporakat kimutattuk a levegében, az ugyanott vett
buzamintakat mindig fertézotteknek talaltuk, azonban ez nem volt elmondhato forditott esetben.
A mintavételek 38,8%-aban ugyanis nem tudtunk kimutatni Tilletia-teliosporakat a koéiiszoggel
fertdzott blizahalom feletti levegdben.

A budapesti tarhazban a kilenc emeleten, a félig zart celldkat tartalmazo helyiségek két
legtavolabbi pontjan mért teliospdra koncentraciot dsszehasonlitva, nem talaltunk szignifikans
kiilonbséget az értékek kozott (P=0,16). Hasonloképpen a betarolt dszi buza mennyisége nem
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befolyasolta szignifikansan a felette 1évé levegében mért sporkoncentraciot (p=0,64). (A buza
mennyiségét a buzahalmok magassagaval fejeztiik ki.) A buzamintdkban mért teliospora
mennyiség korrelalt a mintavételi pont feletti levegdben mért teliospora koncentracioval (n=12,
rs=0,581, P<0,05).

Nagy mennyiségii teliosporat mutattunk ki a koézponti gabonatdrhazakban vett
pormintakban (Bp: 53,3 db teliospora/mg, Ja: 11,1 db teliospdra/mg), ezzel szemben a vidéki
siktarolokban gyiijtott mintakban alacsony koncentracidban voltak jelen a Tilletia-teliosporak
(atlagosan 1,4 db teliospora/mg). Kozepes Osszefiiggést talaltunk a por teliospora tartalma és a
levegd-eredetii teliospdra-koncentracié kozott (rs = 0.551, P<0.05), viszont nem volt 6sszefliggés
a por-, és a magmintak teliospora-tartalma kozott. A kiilsé referencia helyszineken, vagyis az
udvaron és a tetén vett mintakbol szintén kimutattuk a Tilletia- teliosporakat: 9,4%-a, illetve
7,0%-a volt a kint mért érték a beltéri teliospora koncentracionak. Meglepetésiinkre a beltéri
referencia mintavételi helyek (a budapesti gabonatirhdz nem blzat, hanem napraforgot vagy

kukoricat tarolo helyiségei) levegjében is nagy koncentracioban talaltunk Tilletia-teliosporakat,

crer

3.3. A Tilletia contraversa és T. caries elkiilonitése DNS-alapu molekularis modszerekkel

A T. caries és T. contraversa teliosporakbol kinyert DNS-t elészor a KOCHANOVA és
munkatarsai (2004) altal leirt modszer alapjan, a TILf és TILr primerpar felhasznalasaval
vizsgaltuk, és eredményiill minden esetben a vart 361 bp hosszusagi Tilletia nemzetség-
specifikus terméket kaptuk.

Tovabbi munkéank sordn a YUAN ¢és munkatarsai (2009) altal kifejlesztett PCR-modszert is
teszteltiik a T. caries és T. contraversa fajszintii elkiilonitésére a szerzok altal leirt, kizarolag a T.
contraversa izolatumokbol felszaporitott, 747 bp hosszsagli fragmentum kimutatasara. Ebben
az esetben azonban nem tudtuk reprodukalni a fenti szerz6k publikacidjaban leirt eredményeket.

GAO ¢és munkatarsai (2010) tanulményukban egy 0j, SCAR-marker alapti ISSR-modszert
irtak le, melyet szintén teszteltink a laboratoriumunkban. A  SCAR-primerek
(TCKSF3/TCKSR3) felhasznalasaval a vizsgalt T. contraversa izolatumokbol a leirt faj-
specifikus DNS-fragmentumot (419 bp) amplifikaltuk a PCR koriilményeket sajat viszonyainkra

optimalizalva, modszerfejlesztés keretében.
3.4. A Tilletia contraversa és T. caries elkiilonitése fehérjealapu molekularis modszerekkel
Mivel a célunk az volt, hogy a kiilonb6zd Tilletia-fajok teliosporain beliili fehérje-

Osszetételt hasonlitsuk Ossze, tobb 1épésben desztillalt vizes mosast alkalmaztunk a felesleges
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anyagok oldatbol ¢€s a teliosporak falardl valo eltavolitasahoz. A teliosporak falanak feltorése
sikeres volt a sejten beliili fehérjék kinyeréséhez.

Az extrakci6 soran eltéré mennyiségii fehérjét nyertiink ki mind a T. caries, mind a T.
contraversa mintakbol. Ugyanazon koriilmények kozott végzett extrakcid a T. contraversa
izolatumokbdl kevesebb mennyiségii fehérjét eredményezett, mint a T. caries mintak esetében.
Nem volt szignifikdns kiilonbség a kinyert fehérje mennyiségében sem az azonos fajbol
szarmazo6 mintak kozott, sem a két faj izolatumait 6sszevetve. Mindezek ellenére a polipeptidek
festodési sajatossagaiban eltérések mutatkoztak a fajok kozott, sot az azonos fajbol szarmazéd
izolatumok kozott is. A T. caries fehérjemintazatok Osszességében erésebben festddtek a T.
contraversa izolatumokndl. A harom T. contraversa minta koziil a plusz két fehérjesdvval
rendelkez6 TILLCO B fehérjemintazata festddott a legintenzivebben, mig a magyar T.
contraversa izolatum (TILLCO C) festddott a legkevésbé.

Az egyes buzamintakbdl tobb ismétlésben kinyert teliospora-extraktumok kovetkezetes
¢és reprodukalhat6 fehérjemintazatot adtak. Az egydimenzids SDS (natrium-dodecil-szulfat) gél-
elektroforézis soran mind a 7. cariesbol, mind a T. contraversabol szarmazd mintakbol jol
elkiilonithet6 fehérjesavokat kaptunk 14-110 kDa mérettartomanyban. Az 6t T. caries izolatum
fehérje-gélképe alapjan az azonos fajon beliili fehérjemintdzat a kiilonb6z6 helyrdl szdrmazo
izolatumokban allando. A harom T. contraversa teliospora-izoldtum proteinmintdzatdban egy
106 kDa méretti, faj-specifikus fehérjét azonositottunk, amely minden T. contraversa mintabol
Kimutathato volt, viszont a T cariesbél szarmazokbol nem. Emellett az egyik lengyel T.
contraversa izolatumban (TILLCO B) két tovabbi, 73 és 85 kDa méretli fehérjét is kimutattunk,
melyek sem a masik lengyelorszagi (TILLCO A), sem pedig a magyar izolatumban (TILLCO C)

nem jelentek meg. Ezen fehérjesavok egyike sem volt jelen egyik T. caries izolatumban sem.

13



4, KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

4.1. A Tilletia fajok magyarorszagi elterjedése

Az altalunk végzett Tilletia-felderitések soran 2007-t61 a 2010. évig bezarolag
Magyarorszagon nem mutattunk Ki T. contraversa fert6zést. A begyiijtott mintak tilnyomo része
T. caries-szel, mig kisebb hanyada T. laevissel volt fert6zott, 6sszességében 2008-ban 12,77%-
ban, 2009-ben 15,24%-ban, 2010-ben 23,30%-ban (HALASZ 2012), 2011-ben 20%-ban és
2012-ben 19,28%-ban. A 2011-es évben egy mintaban T. contraversa jelenlétét is bizonyitottuk
a laboratoriumi vizsgalatok soran. Ez utobbi eset, vagyis hogy a T. caries fert6zések mellett egy
mintaban T. contraversa és T. caries kevert fertdzést is talaltunk, feltétleniil figyelmet érdemel.
Ennek gazdaségi jellegli kovetkezménye is lehet, de a problémat részletesen sziikséges vizsgalni.
Egyetlen pozitiv mintdbol ugyanis még nem tanacsos messzemend kovetkeztetéseket levonni. A
fokozott felderités keretében 2012-ben Zala megyében gyiijtétt 15 db minta egyikébdl sem
mutattunk ki T. contraversa korokozot. Kiemelendé tovabba az, hogy 2013-ban ismételten T.
contraversa koérokozot azonositottunk egy mintdbol, mely a Nograd megyei Ludanyhalaszibol
szarmazott. Mindezek alapjan méltan lehet szamitani a torpeliszdg jovobeli szorvanyos
eléfordulasara.

A 2008-2013. évek soran nyert eredmények magyardzatat két szempontbol is
megkozelithetjiik. Az egyik: a mezdgazdasagi gyakorlatban bekdvetkezett valtozasok, melyeket
korabban mar taglaltunk (elaprozott tablaméretek, csavazéds elhagyasa, gyenge mindségii
agrotechnika). Itt érdemes azonban még egyszer hangstlyozni, hogy a termesztéstechnologiaban
bekovetkezett negativ irdnya valtozasok eldsegithették a korokozo 4jboli megjelenését. A masik:
a korokozo kornyezeti igényeiben, €s a természetes kornyezeti viszonyok folytonos valtozasaban
keresendd. Kozismert, hogy a gombabetegségek kialakulasat befolyasold tényezdk kozott
szerepel a csavazas, a fajta és az iddjaras is és a gombafajtdl fiigg, melyik milyen sullyal szerepel
a fertézés kialakitasdban. Mindenesetre a jarvanyok kialakuldsanak elsdszamu kockazati
tényezdje altalaban az altalunk nem befolyasolhat6 1ddjaras.

Ahhoz, hogy lassuk, milyen kockazati tényezokkel kell szamolnunk a T. contraversa
fertdzés szempontjabél PETERSON és munkatérsai (2009) szerint figyelembe kell venniink a
hoboritottsagot (6t napnal tobb hotakardval vald boritottsaig mar havas idOszaknak szamit),
valamint, ha nem havazik a T. contraversa altal kivaltott fert6zéshez minimum 42 napig tartd
folyamatos csapadékhullasra van sziikség, mikozben a talajhdmérséklet —2 és +10°C kozott
marad az 0szi buza bokrosodési fenofazisanak elején.

Ennek tiikrében attekintve hazédnk éghajlati sajatossagait megallapithaté, hogy
Magyarorszagon nem jellemzd a 42 napon at tart6 csapadékos periodus. Hazadnkban az 8szi buza
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oktoberben kezd csirazni, és ebben a fenoldgiai stadiumban valik fogékonnya a T. contraversa
fertdzésre. A meteoroldgiai allomasok megfigyelései alapjan hazdnkban janudrtdl marciusig van
a legnagyobb esély a hotakard kialakuldsara, mig az oktdbertdl decemberig tartdé periddusban
ennek sokkal kisebb az esélye (10 év alatt 5 alkalom). Magyarorszagot tekintve tizenot idojarasi
allomas adatai allnak rendelkezésre 2000 és 2013 kozott (forras: OMSZ). 2007-t6l kezdve nem
volt olyan hosszu csapadékos, illetve hoboritotta iddszak, ami az emlitett tanulmany alapjan
elsegitette volna a T. contraversa terjedését, fertdzését, viszont a talaj sziikséges
nedvességtartalmat adhatta az idészakos nagyobb csapadékhullas az egyes években.

A mar emlitett amerikai tanulmany (PETERSON et al. 2009) szerint a sikeres T.
contraversa-fertzéshez a kovetkezd tényezOk koziil legaldbb négy egyiittes el6fordulasa
szlikséges: Osszefliggd hotakard meghatarozott szdmu napon 4t; a buza a csirazas és bokrosodas
kezdete allapotdban legyen, alacsony hdémérséklet, magas talajnedvesség-tartalom és sekély
vetésmélység. Ez utdbbira magyarazatul szolgalhat, hogy a jarvanyszerii T. contraversa fertdzés
nem mageredeti, hanem szinte kizarolag talajeredetii forrasokbol szarmazik, ezért a
vetésmélység is jelentés szempont a fertézés kialakuldsa szempontjabol: a T. contraversa
esetében kizarolag a talajfelszinen vagy a talajfelszin kozelében fekvo teliosporak képesek
csirdzasra és bazidiospora fejlesztésére, mely a fertézési folyamat elsd 1épése.

Kiegészitésként érdemes még megemliteni, hogy a T. contraversa korokozé a kornyezeti
feltételeket tekintve igen igényes, viszont mindezen feltételek egyiittes eldfordulasa 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 kedvezd
kornyezeti feltételt teremthetett volna a T. contraversa ismételt fertézéséhez. Ennek ellenére a
fokozott mintavétellel sem tudtunk Gjabb T. contraversa-fertézést kimutatni. Viszont 2013-ban
foldrajzilag eltér6 helyen a Nograd megyei Ludanyhaldszinal gy(jtott blizamintabol
azonositottunk T. contraversa korokozot, mely eredmény elOrevetiti, hogy a jovoben
szorvanyosan Ujabb talalatok varhatok.

Attérve az 6szi buza fogékonysaganak kérdésére, 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 ellenallésagra nem
nemesitettek, ezért a kdliszognek ellenalld vagy mérsékelten ellenalld fajta csak a véletlen
eredménye.

Ertékeltiik eredményeinket abbol a szempontbél, hogy a fertézott mintak milyen 3szi buza
fajtat fertdztek, illetve, mivel voltak csavdzva. Sajnos a mintavételkor nem mindig volt sikeres az
adatfelvétel. A csdvazas sikeressége nem itélheté meg, mert a taldlatok kozel 50%-aban nem all
rendelkezésre adat a csavazoszerrdl, illetve, hogy tortént-e csavazas. A fert6zott 6szi buza fajtak
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is valtozatosak, ¢és elmondhatd, hogy adott 0szi buzafajta esetén eléfordult a mintdink kozott
fertdzott és fertézésmentes is.

Az 6szi buzat fert6z6 ko- és torpeiiszogrol viszont az irodalmi adatok alapjan elmondhato,
hogy ellentétben tobb mas koérokozoval, az iddjaras, a termesztéstechnika egyes elemei
(vetésmélység), valamint a fajta nem jatszanak elsddleges szerepet a betegség megjelenésében,
hiszen a szakszeriien alkalmazott vetémagcsavazassal a fertézés biztonsaggal megel6zhetd: az
liszogfertdzés kialakuldsa szempontjabol elsé a csavazas, masodik az idéjards és a harmadik

tényez0 a fajta.

4.2. A Tilletia contraversa és T. caries azonositasi modszerek hasznalhatosaga és
megbizhatosaga

Az Uszogfertdzés-gyanis Oszi buza mintak esetében a Tilletia fajok fajszintii
azonositasdhoz kétféle hagyomanyos mikologiai modszert alkalmaztunk, a fénymikroszkopos és
a fluoreszcens fénymikroszkopos modszert. A mikroszképos fajhatdrozas hatranya, hogy a T.
caries és T. contraversa teliosporak nagyfoka hasonlosagot mutatnak, paramétereikben jelentOs
atfedések figyelhetOk meg, ezért a fajszintli hatarozas iddigényes €s gyakorlott szemet igényel,
¢s nem mindig ad megbizhato eredményt. Az el6z6ekbdl kovetkezden célul tiiztiik ki egy vagy
tobb molekularis modszer fejlesztését, adaptalasat a munka gyorsabba és hatékonyabba tételére.

A DNS-alapu molekularis médszer kutatdsara iranyuld torekvéseink eredményeként
sikeresen adaptaltuk és alkalmazzuk vizsgalatainkhoz a KOCHANOVA ¢és munkatarsai (2004)
altal leirt modszert, mely a TILf és TILr primerpar felhasznéaladsaval egy 361 bp hosszusagu
Tilletia nemzetség-specifikus terméket szaporit fel. A 361 bp hosszusagu fragmentum a szerzok
leirasa alapjan Tilletia nemzetség-specifikus, melyet mi is bizonyitottunk a munkank soran. Az
altalanos primereknél (ITS1/ITS4) (PIMENTEL et al. 1998 a) specifikusabb ez az Ujonnan
fejlesztett primerpar, mivel az ITS1/ITS4 primerpar a Tilletia-fajok esetében két fragmentumot
szaporit fel — 550 bp és 750 bp -, az els6 Tilletia-specifikus, mig a masodik biza DNS-t
amplifikal. Ez a gyakorlati munka soran gondot okozhat.

YUAN és munkatarsai (2009) egy masik DNS-alapu modszert fejlesztettek ki a T. caries
és T. contraversa fajszintli elkiilonitésére. A tanulmanyukban kozolt 747 bp hosszisagu
fragmentumot, amely kizarolag a T. contraversa izoldtumokbodl szaporithatd fel, a munkank
soran nem detektaltuk a gélben. Szandékunkban allt a YUAN és munkatarsai (2009) altal
ajanlott modszer adaptalasa és felhasznaldsa a diagnosztikai munkaban 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 f6ldrajzi szarmazasi helye, azaz az
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0 izolatumaik és a mi mintdink kérdéses szekvencidi, ahova a primerek bekotddnek, néhany
bazisparban eltérhetnek.

A GAO és munkatarsai (2010) altal publikalt 4j, SCAR-marker alapti ISSR-mddszert
viszont eredményesen atvettiik a laboratorium diagnosztikai eljarasai kozé. Ezen technika a
SCAR-primerek (TCKSF3/TCKSR3) segitségével egy 419 bp méretii faj-specifikus DNS-
fragmentumot szaporit fel a T. contraversa izolatumokbol. Ennek megfeleléen ez a modszer
felhasznalhat6 a hatosagi diagnosztikai munkank soran.

A Tilletia-fajok fehérje Gsszetételiikben 1évé kiilonbségek alapjan torténd elkiilonitésére
sikeresen fejlesztettiink ki egy 0j SDS gél-clektroforézisen alapuld modszert. Az altalunk
egydimenzidés SDS-PAGE modszerrel nyert fehérjemintazat eltéer WEBER ¢és SCHAUZ (1985)
eredményeitdl, akik a két Tilletia-faj fenol-oldhato fehérje-extraktumaiban egy 65 kDa méretii
faj-specifikus kiilonbségfehérjét irtak le a T. contraversa mintakbol. Mindemellett eredményeink
nem egyeznek meg KAWCHUCK és munkatarsai (1988) megfigyeléseivel sem, akik szintén a
két faj fenol-oldhatd fehérjefrakciojat vizsgaltdk kétdimenzios gél-elektroforézissel. Ezen
szerz6k minden mintdban jelentés mennyiségli polipeptidet mutattak ki, de végiil arra a
kovetkeztetésre 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) tanulmanyukban leirtak egy 116 kDa méretii polipeptidet, mely egyedi és
fajra jellemz6 a T. contraversa esetében. A fehérje-extrakcid soran 2x Laemmli puffert
hasznaltak. Kisérleteink soran a teliosporak teljes PBS-oldhato fehérjemennyiségét elemeztiik de
ezen kiilonbségfehérjék egyikét sem detektaltuk sem a T. caries, sem a T. contraversa
izolatumokban. Az altalunk nyert fehérjemintazatokban egy 106 kDa méretii T. contraversa faj-
specifikus kiilonbségfehérjét mutattunk ki. Emellett az egyik lengyel T. contraversa izolatumban
(TILLCO B) két tovabbi, 73 és 85 kDa méretii fehérjét is kimutattunk, melyek semelyik masik
izolatumban sem voltak jelen. Az eltérd mintdzat magyarazata lehet az is, hogy kiilonbozd a
mintavételi hely, vagy, hogy mas 0szi buza gazdandvény-fajtardl szarmaznak a mintak (sajnos az
Oszi buza fajta nem ismert a TILLCO A esetében).

Bizonyitottuk a PBS-alapti fehérjekinyerés hatékonysagat a 2x Laemmli extrakcios
pufferrel szemben. A 2x Laemmli extrakcios pufferrel ugyanis a fehérjemintazat elmosodott,
kevésbé elkiilonithetd savokat eredményez, valamint til erds a hattérzaj. Ezzel ellentétben a PBS
extrakcidos pufferrel nyert mintazat tiszta, a sdvok és oszlopok denzitometridsan konnyen
Osszehasonlithatok.

A T. caries és T. contraversa elkiilonitésére altalunk alkalmazott kétféle molekularis
modszerrel kapcsolatban megjegyzendd, hogy a DNS-alapi technikak napjainkban sokkal
népszeriibbek a fehérjevizsgalatoknal, a Tilletia-fajok esetében is jelentdsen bdvebb az ehhez
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kapcsolodo kutatasi projektek, publikaciok szama, ezeket tesztelve végiil a GAO és munkatarsai
altal kifejlesztett ISSR-moddszert sikeriilt sajat laboratoriumi viszonyaink kézott megerdsiteni. A
fehérjevizsgalat esetében viszont nem allt rendelkezésre publikalt megbizhaté modszer, igy sajat
modszerfejlesztés keretében tokéletesitettiik az altalunk alkalmazott technikat.

Eredményeink alapjan - az adott laboratorium felszereltségének fiiggvényében - mind a
fehérje-, mind a DNS-alaptt mddszer alkalmazasa javasolt. Igaz, hogy manapsag a DNS-alapu
technikak térhoditasa figyelhet6 meg, de nem szabad megfeledkezniink a fehérjealapu
modszerekrdl sem. Ez utdébbiak ugyanis nem csak néhany amplikont szaporitanak fel, hanem
nagyszamu géntermék, azaz fehérjék hasonlithatok Ossze segitségiikkel egy gélen, tehat ezek
barmelyikében jelentkezd valtozas diagnosztikai értékli lehet. Limitalo tényezoként jelentkezik
viszont a fert6z6 anyag mennyisége, ezért kis mennyiségii minta esetén a DNS-vizsgalat

alkalmazasa indokoltabb.

4.3. Gabonatarolékban terjedé iiszogsporak

A rendszeres, napi anyagmozgatas kovetkeztében a gabonatarold helyiségek és emeletek
kozott gyorsan végbemegy a levegd keveredése a nyitott tetejii cellds tarold rendszeren ¢és a
beomlényilasokon keresztiil. Igy magas a kockézata annak, hogy a bekeriilt Tilletia-
teliosporakkal fertézott tételek atfertézik a mar betarolt egészséges tételeket. Emellett annak a
vesz€lye is fennall, hogy az adott helyszinen kordbban tarolt fertézott gabona altal is
megfertézddhet az ugyanott késdbb raktarozott tétel, mivel mi is taldltunk teliospordkat a nem-
Tilletia gazdandvényt (napraforgd, kukorica) tarolo referencia helyiségekben. Tehat a leiilepedett
por a repiil teliosporak fontos forrasa lehet. Es valoban, kozepes korrelaciét mutattunk ki a por-,
és a levegOmintak teliospora-tartalma, valamint a buza-, és a levegémintak teliospora-tartalmai
kozott, de nem volt 6sszefiiggés a bliza-, és pormintak teliospora-koncentracioi kozott. Emellett a
tarolotér légkore gyakran, ill. hosszabb ideig és nagy mennyiségben telitett liszogsporakkal,
ahogy az tapasztalatunk szerint a kozponti gabonatarhazakban rendszeresen el6fordul, ami a
1égzbszervi megbetegedések szempontjabol fokozott mértéki kockazatot jelent. Javasolt tehat a
légutakat védo felszerelés hasznalata a gabonatarolokban végzett munka soran.

A dolgozatban ismertetett eredmények reményeink szerint egyrészt hozzajarulnak a
Tilletia-fajok laboratoriumi diagnosztikajaban hasznalt modszerek palettajanak bovitéséhez és
megbizhatosaguk noveléséhez; masrészt ramutatnak a betarolt gabona ndvény- €és human-

egészségiigyi vonatkozasaira IS.
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4.4. Uj tudomanyos eredmények

1.

Orszagos felderités keretében (2007-2013) bizonyitottuk a Tilletia caries dominans
el6fordulasat a T. laevisszel szemben, valamint két esetben megtalaltuk a
gazdasagilag jelentds karositoként ismert T. contraversa fajt is. Megallapitottuk, hogy
az iddjarasi koriilmények nagyban hozzajarulhatnak a fert6zés sikeréhez, de a
hatékony csavazas megfeleld védelmet kellene, hogy jelentsen az iiszogdok ellen. A
fajtanak van a legkisebb jelentdsége a fertdzés szempontjabol, mivel hazdnkban nem

nemesitettek tiszog-ellenallosagra.

Bizonyitottuk a SCAR-primerek (TCKSF3/TCKSR3) felhasznalasaval nyert 419 bp
méretli T. contraversa faj-specifikus DNS fragmentumot ad6 DNS-alapu modszer
laboratériumi hasznalhatosdgat. A publikalt eljarast moédositva adaptaltuk helyi
koriilményeinkre, és a morfoldgiai identifikaciot kdvetd megerdsitd vizsgalatként
alkalmazhatonak tekintjiik a T. caries és T. contraversa fajszintii elkiilonitésére. Ezen
kiviil igazoltuk a TILf és TILr primerpar felhasznéaldsaval kapott 361 bp hosszsagu,

Tilletia nemzetség-specifikus terméket ado technika alkalmazhatosagat is.

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

belso, teljes fehérjetartalmanak kinyerésére, a teliospérak falanak feltdrésével.

Els6ként fejlesztettiink ki a hatosagi laboratoriumi diagnosztikaban is alkalmazhato,
egydimenzids gél-elektroforézisre épiil6 fehérje-elvalasztasi technikat a T. caries és
T. contraversa elkiilonitésére; amelynek az alapja egy 106 kDa méretli T. contraversa
faj-specifikus fehérje kimutatasa reprodukalhaté modon. Ennek a munkanak a soran

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

Hirst-tipusti térfogatos sporacsapdaval hazankban elsé alkalommal vizsgaltuk a
vidéki és kozponti gabonaraktarak belsd levegéjének Tilletia-teliospora tartalmat.
Vizsgalataink soran a T. caries dominalt a levegémintakban. Szoros korrelaciot
mutattunk ki a por- és a levegdmintak teliospora-tartalma, valamint a buza- és a
levegémintak teliospora-tartalmai kozott, de nem volt Osszefliggés a bliza- és
pormintak teliospora-koncentracioi kozott. Megallapitottuk tovabba, hogy az adott
helyszinen korabban tarolt fert6zott gabona altal is megfertézddhet az ott késobb
raktarozott, egészséges tétel, mivel a leiilepedett gabonaporban is kimutathatok a
teliosporak.
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