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1. Bevezetés

A novény-korokozod gombak vilaga hatalmas. Tébb mint 20000 olyan gombafajt tartanak
szdmon, amelyek képesek magasabb rendi ndvényeken ¢él6skodni. Ide tartoznak a
Fusariumok, amelyek korhadd szerves szubsztratumokon mas mikrobakkal egyiitt vagy
ezekkel versengve hasznos tevékenységet folytatnak, azzal hogy elhalt novényi és allati
maradvanyok lebontasaban vesznek részt. A Fusarium sp. egyes fajai azonban hihetetlen
mértékit karokat okozhatnak. A gomba jelenléte az élelmiszereket, ill. ¢élelmiszer-
nyersanyagokat hatranyosan befolyasolja. Egyrészt rontja a kaldszos gabonaf¢lék, a kukorica
mindségét, emellett mennyiségi karokat is okozhat. Masrészt karositd hatasuk megmutatkozik
az élelmiszer érzékszervi tulajdonsagainak romlésaban, tapértékének csokkenésében és az
altaluk termelt masodlagos anyagcseretermékek (Gn. mikotoxinok) egészségkarositd
hatasdban. A mikotoxinokra az emberen kiviil az éllatok is érzékenyek. Megbetegednek, a
toxin a placentdn 4t a magzatba is atjut. Fejlodési rendellenességeket indukalnak, a magzat
pusztulasat is okozhatjak.

A mikotoxinok kozvetlen szennyezésként vagy kozvetve juthatnak a taplaléklancba, a
szennyezett takarmanyt fogyaszto allatoktdl szdrmazo élelmiszerek, elsdsorban tej, tojds és a
belsOségek révén. JoOl elszaporodnak, tobbek kozott novényi eredetli élelmiszer-
nyersanyagokon, ¢lelmiszereken, igy kiilonos jelentdséggel bir a népesség o taplalékaul
szolgalo termények (buza, kukorica, rizs, stb.) fertdzottsége.

A Fusarium nemzetségbe tartozd gombafajok tehat a talajban, és az elhalt novényi
maradvanyokon telelnek at, és konidiumok termelésével tdmadjak meg a kiillonb6z6 ndvényi
részeket. Hazai viszonyok kozott az egyik legjelentésebb szant6foldi korokozo a Fusarium
graminearum. Hazankban a trichotecén tipusu mikotoxinok fordulnak elé leggyakrabban,

koziiliik a deoxinivalenol (DON) jelenlétét mutattak ki legtobbszor a gabonafélékben.



2. Témafelvetés

Az elmult években bekovetkezd csapadékos idéjaras miatt kedvezo koriilmények alakultak ki
a gombak szamara. Ez aktualis problémat jelent hazdnkban, mivel a 2010-es év csapadékos
id6jarasa rendkiviili médon kedvezett a Fusarium sp. fejlédésének. A fuzarium fertézést és
mikotoxin termelédést teljes mértékben sehol sem sikeriilt még kikiiszobolni, azonban ezek
elemzésére specialis analitikai eljarasokat dolgoztak ki. Esetleges artalmatlanitdsi modszer
lehet a fuzariummal szennyezett kukorica biogdz alapanyagként vald hasznositasa, ebben az
esetben azonban meg kell vizsgalni a fermentlé toxintartalmat és annak hatasat a csirazasra. A
Fusarium sp. a kukorica (Zea mays) vetémag penészedését, valamint a csiranovény
pusztuldsat okozhatja, ezért munkam soran a kukorica szemtermésre gyakorolt csirazasgatlo
hatasat vizsgéaltam. Az Intézetben végzett eldzetes vizsgalatok sordn a gomba 30 napos
tartozkodasi id6 utan nem volt kimutathaté a bioreaktorban, azonban feltételezhetd, hogy a
hidrolizis alatt a gomba szaporoddsa ¢és a mikotoxin termelés is exponencialisan nd. A
fermentalt végtermékbdl nem allt rendelkezésiinkre megfeleld eszkdz a toxin mennyiségének

vizsgalatara, ezért az anaerob hidrolizis modellezése sziikségessé valt.

A fentiek alapjan kutatasom fébb célkitizései voltak, hogy megvizsgaljam:

e a fuzariummal szennyezett (DON-t tartalmazd) és fuzarium mentes kukoricat
tartalmazo fermentlé csirdzasra gyakorolt hatasat,

e fuzdriummal és mikotoxinnal terhelt hidrolizalt termék csirazasra gyakorolt hatasat,

e a fuzariummal szennyezett, illetve nem szennyezett kukorica csirazasi erejének

mértékeét.



3. Szakirodalmi attekintés

3.1. A Fusarium nemzettség rendszerezése, fontosabb fajok

A Fusarium fajok a Deuteromycetes, vagyis a konidiumos gombak osztalyaba sorolhatok. A
rendszerezés alapjat az ivartalan ton, leggyakrabban hifavégeken vagy elkiiloniilt, hatarozott
alaku tartokon keletkezé konidiumok képezik. A konidium alakja, szine, keletkezési mddja
nagyon valtozatos lehet. Altaldban rovid életiiek, vékonyfaltiak és mivel rendszerint igen nagy
szamban keletkeznek, elsésorban a faj gyors elterjedését szolgaljak.

Négy rend tartozik ide a konidiumtartok alapjan. A Fusarium nemzetség a Moniliales rendbe
sorolhatd. A rendbe tartozé gombak konidiumai a gazdandvények feliiletén, szabadon allo
egyszerll hifavégeken vagy hatarozott alaku tartokon keletkeznek. A gomba vegetativ és
fruktifikacidés része laza penészszerii, sztromat nem alkot. Ezen beliil a Tuberculariacea
csaladba sorolhatok a Fusarium sp. tagjai.

A Fusarium nemzetség tagjai tobbféle ivartalan szaporitoképletet hoznak 1étre. Ilyen a kifli,
vagy sarldalaku, jellegzetes talp- és csucssejttel ellatott, harantfalakkal tagolt tobbsejti
makrokonidium és gorbiilt kolbaszka alakt, 1-2 sejti mikrokonidium. Némely faj ezeken
kiviil még klamidosporakat is 1étrehoz. A Fusarium fajok novénykortani jelent6sége nagy,
azonban a telepek nagyfoku alaktani és élettani valtozékonysaga miatt az egyes fajok
elkiilonitése nehéz.

A nemzetség fontosabb fajai kozé tartozik Fusarium graminearum Schwabe (Giberella zeae
/Schw/Petch), amely novénykortanilag az egyik legjelentésebb fonalas gomba. Szamos fontos
termesztett ndvényiink (buza, kukorica) kalasz- és csOpenészedését okozza. BURGESS ¢és
munkatarsai (1975) biologialag két kiilonb6z6 csoportot kiilonitettek el a F. graminearum
fajon beliil. FRANCIS és BURGESS (1977) megallapitasa szerint az elsé biologiai csoportba
tartoz6 egyedek talajeredetiiek, amelyek szartépusztulast okoznak buzan és mas gabona- és
fiféléken. Ide tartozo graminearumok heterothallicusak, amelyek sem szabadfoldi, sem pedig
laboratoriumi koriilmények kozott nem képeznek termotestet. A masodik csoportba tartozo
graminearumok terjedése és fertézése 1égi uton torténik, és kalaszpenészedést okoz a buzanal,
illetve szarkorhadast, csOpenészedést a kukoricanal. A csoport egyedei homothallicusak és
sok termdtestet képeznek szabadfoldi és laboratoriumi koriilmények kozott is (SZECSI,
1994). Szamos szakirodalom szerint a F. graminearum fordul ¢lé leggyakrabban, amely a
gabonafélék rozsaszinli penészedését, valamint a kukorica fuzdriumos tdészaraddsat és

csOpenészedését okozza (MUDICH, 1988), ezért valasztottuk a kisérletiinkh6z ezt a fajt.



3.2. A Fusarium toxinok képzdédése, hatasuk és jellemzoik

Fusarium fajok kiilonGsen veszélyes korokozok, a toxikus anyagcseretermékeik miatt
(EIFLER, 2011). A Fusarium gombafajok széles korben elterjedtek az egész vilagon. Nagy
résziik rendelkezik toxintermeld képességgel. Sokféle mikotoxint képesek szintetizalni tag
hémérsékleti intervallumban, igy a hazai éghajlati viszonyok mellett is. A gombafert6zottség a
gabonafélék esetén jelentds gazdasagi kart, hozamkiesést és mindségromlast eredményez. A
Fusarium a gabonaféléket mar a foldeken megtamadja (szant6foldi penész). A gomba
novekedése és a toxin termelése betakaritds utan is folytatodik. A gomba szaporodasanak
optimalis hémérséklete 22-26 °C, a toxinképzédésé 6-12 °C kozott van. Ezzel magyarazhato,
hogy a nedvesen betarolt kukorican a toxintermelés az 0szi, alacsonyabb hdmérséklet hatdsara
indul meg (KOVACS és BIRO, 2002).

Magyarorszagon foként a kiillonboz6é Fusarium fajok altal termelt Osztrogén hatash
zearalenonnak, a trichotecénvazas mikotoxinoknak és a fumonizineknek van
allategészségiigyi szempontbol meghatarozo jelentésége. A Fusarium nemzetségbe tartozo
penészgombak un. trichotecénvazas mikotoxinjai koziil hazankban és a mérsékelt égovi
orszagokbn a DON toxin mellett a T-2 toxin fordul elé leggyakrabban a takarméanyok
alapanyagaul szolgalé gabonamagvakban (PLACINTA et al., 1999). A kukorica fuzéridzisat

okozo fajok, és azok altal termelt mikotoxinok lathatok az 1. tabldzatban.

1. tablazat: A kukorica fuzariozisat okozo fontosabb Fusarium fajok és toxinjaik

Mikotoxinok Fusarium fajok
MON, BEA F. avenaceum
DON, ZEN, NIV, FUS, ZOH, AcDON F. culmorum
ZEN, ZOH, MAS, DAS, NIV, DAcNIV, | F. equiseti
FUS, FUC, BEA

DON, ZEN, NIV, FUS, AcDON, DAcNIV F. graminearum

DAS, NIV, FUS, MAS, T-2, HT-2, NEO, |F. poae

BEA

T-2, HT-2, NEO, MAS, DAS F. sporotrichioides

MON, BEA F. tricinctum

(Forrds: MESTERHAZY, 2010)

Roviditések: AcDON=Mono-acetildeoxinivalenol (3-AcDON, 15-AcDON);
BEA=Beauvericin; DiAcDON=Di-acetildeoxinivalenol (3,15-AcDON);
DAcNIV=Diacetilnivalenol (4,15-AcNIV); DAS=Diacetoxiszcirpenol, DON=




Deoxinivalenol (Vomitoxin); FUS=Fuzarenon-X (4-Acetil-NI1V); FUC=Fuzarochromanon;
HT-2=HT-2 toxin; MAS=Monoacetoxiszcirpenol; MON=Moniliformin; NEO=Neosolaniol;
NIV=Nivalenol; T-2=T-2 toxin; ZEN=Zearalenon; ZOH=zecaralenolok (a és 3 izomerek).

3.3. Deoxinivalenol (DON, vomitoxin)

A vomitoxin, mas néven a deoxinivalenol (DON) tetraciklikus, B-tipusu trichotecén, epoxi
terpenoid (1. dabra). A trichotecénekhez tobb mint 50 kémiailag rokon, bonyolult szerkezetii
metabolit tartozik. Ezek a toxinok képesek egymasba atalakulni és inaktivalddni is. Gyakori
eléfordulasa, specialis biologiai hatdsa ¢€s jelentdsége miatt érdemesebb részletesen
foglalkozni vele. Elelmiszerszennyezéként csak egy résziiket azonositottak, ezek kozill is a
legfontosabbak a T-2 toxin, a deoxinivalenol (DON), a nivalenol és a fusarenon X.
Elsdsorban a népélelmezési, és allattenyésztési szempontbol fontos termesztett novényeket, a
kukoricat és a blizat szennyezi. Ezt a toxint a F. culmorum, de féként a F. graminearum-
izolatumok termelik. A F. graminearum populacioban két trichotecén-kemotipus talalhatd
meg. Az egyik tipus a DON/ADON - termel6 izolatumokat, a masik kemotipus pedig
NIV/4AVIN- termel izolatumokat foglalja magaba.

A deoxinivalenol elsé 1épésben a fehérjeszintézist gatolja, felboritja a citokinin szabalyozast,
megvaltoztatja a sejt proliferaciot és sejtelhalashoz vezet. Igen erds immunrendszer gatld

hatésa van (FAZEKAS et al., 2011).

OH

OH

1. abra: A DON kémiai szerkezete

(Forras: www.fermentek.co.il)


http://www.fermentek.co.il/

DON szennyezések elsOsorban gabonafélékben (buza, kukorica, arpa, rozs, zab és rizs)
gyakoriak, a DON csaknem minden cerealiatermékben kimutathaté (egyediil vagy mas
trichotecénekkel). Deoxinivalenol (DON) toxinnal szennyezett élelmiszer-és takarmany,
egészségiigyi kockazatot jelent az emberre és az allatallomanyra egyarant. Féleg a DON
szennyezettség kovetkezménye a sertések takarmany-visszautasitasa €s hanyéasa, valamint a
baromfifélék tojastermelésének csokkenése. A szarvasmarha viszont kevésbé érzékeny a
DON-nal szennyezett takarmanyra. Az ember esetében a DON toxinnal szennyezett
gabonafélék fogyasztasa szédiilést, gyomorgdrcsoket, hanyingert ¢és hasmenést okoz.
Kozegészségligyi szempontbol hazédnkban a deoxinivalenol az egyik legveszélyesebb
mikotoxin. Elelmiszerekben megengedett szintjeire csak néhany orszagban irtak el eddig

hatarértéket féleg gabona termékekre (2. tabldzat).

2. tablazat: Az élelmiszerekben eldforduld DON toxin felsd hatarértékei

Elelmiszerek Fels6 hataréték
(ng/kg)
1. Feldolgozatlan gabonafélék kivéve durumbuza, 1250
zab ¢és kukorica
2. Feldolgozatlan durumbuza és zab 1750
3. Feldolgozatlan kukorica 1750
4. Kozvetlen emberi fogyasztasra szant gabonafélék, 750

gabonalisztek (beleértve a kukoricalisztet, a
kukoricakorpat és a kukoricadarat), korpa mint
kozvetlen emberi fogyasztasra szant késztermék
¢és csira, a 7. sorban felsorolt élelmiszerek

Kivételével
5. Tészta (szaraz) 750
6. Kenyér (beleértve a kis pékarukat), tésztafélék, 500

kekszek, gabonaszeletek
¢és reggeli gabonapelyhek
7. CsecsemOk ¢és kisgyermekek szamara késziilt 200
feldolgozott gabonaalapti
¢lelmiszerek és bébiételek
(Forras: 1881/2006/EK rendelete)




3.4. A kukorica (Zea mays) fuzariozisa

A kukorica vetésszerkezeti aranya az el6z6 évben az 0sszes mezdgazdasagi teriilethez képest
28% volt. Kukoricabdl 7 millié tonnat takaritottak be, kozel 8 %-kal kevesebbet 2005-2009
atlaganal, amely szélsGséges adatokbol tevédik ssze az aszalyos id6jaras miatt (ANDRASI
és VALKO, 2011). A gabonadvezetbe tartozd régiokban, mint pl. a Karpat medence, az
elmult 30 év legstlyosabb novénytermesztési veszteségeit a kaldszfuzaridzis és a kukorica
fuzariumos csépenészedése okozta (HORNOK, 2001). Atlagon feliili csapadékos, péras,
meleg iddjarasi koriilmények kozott orszagos jarvany alakulhat ki. A jarvanyok kialakulasat
az iddjarason kiviil befolyédsolja tobbek kozott a vetésidd, a fajta ellenalld képessége, a
vetdmag mennyisége, valamint a nitrogénmiitragya adagoldsa. A korokozo fuzariumok
kartétele a termés mennyiségének csokkenésén tul, a mindség romlasdban is megmutatkozik,
igy gyenge mindségli vetdmag illetve toxinszennyezett lehet a takarmany vagy étkezési
gabona (KOVACS, 2010). A védekezés nagyon nehéz a fuzariozis ellen, mert nagyon sok
helyen 4llt a tiblakon a viz, igy foldi géppel lehetetlenné valt a védekezés (BEKESI és
HERTELENDY, 2011).

A kukorica jelentdsége széles korli felhasznalhatdosdgaban rejlik, hiszen takarmanyként,
¢lelmiszerként, vetOmagként ¢és ipari nyersanyagként is hasznaljak. A pazsitfifélék
csaladjaba, a Zea nemzetségbe tartozik. Bojtos gyokérzetli ndvény, a csira gyokdcskéjébol
fejlodnek az elsdleges csiragyokerek, amelyek a legmélyebbre hatolnak (2. dbra). A
csirazashoz kell6 mennyiségli vizre, megfeleld homérsékletre €s oxigénre van sziiksége. A
kukorica a csirdzasidhoz nagyobb hémérsékletet igényel, mint mas gabonafélék (SANDOR és

MOLNAR, 1999).
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7. Abra. Fiatal csirandvényke

2. dbra: A kukorica csirandvénye (SANDOR és MOLNAR, 1999)

A novény minden fejlddési szakaszdban megfigyelhetdk a fuzérium fertdzés tiinetei. (DEL
FIORE et al., 2010). A F. graminearium a gabona, a fiifélék, a buza és a kukorica fuzariozisat
okozza (KOVICS, 2000). A kiilonbéz6 Fusarium fajok a csirazastol a betakaritasig, s6t még a
betakaritds utan is fertdzhetik a kukoricat. A kukorica fuzaridzisdnak legfontosabb fert6zési
forrdsa a vetdmag, mivel a korokozok a vetdmag belsejében micélium, feliiletén pedig
klamidosprorak és konidiumok vannak jelen. A korokozok micéliuma a szemek feliiletén
né¢hany honapig, mig a belsd szovetekben 3-4 évig is életképesek maradnak. Az iddjarasi
tényezOk koziil a csapadék, foleg annak eloszlasa befolydsolja a betegség fellépését. A
betegség elsd tlinete a hidnyos kelés, a fert6zés kiindulhat a fert6zott magbdl, illetve a talajbol
1s. A korokozdk még a talajban megtamadjdk a magot, illetve a csirat, még a kelés elott. A
hosszan tartd, hiivos, csapadékos iddjarasban szokott jelentds lenni a magvak penészedése €s
a csira rothadasa. Késébb a mar kikelt fiatal ndvények foldalatti szarat, illetve a gyokereit
tamadjak meg a korokozok. A fertdzott novények levelei besargulnak, 6sszefonnyadnak, vagy
sulyosabb fertd6zés esetén megbarnulnak és elhalnak. Az elrothadt szemeken, csirdkon, a fiatal
novény gyokerein illetve a szar tovén a gombdk micéliumatol (az altaluk termelt
szinanyagoktol) fehér, rozsaszin, piros vagy lilasvords szinez8dés jelenik meg. A fertdzott
csirandvények sorsa foként az iddjarastol és a korokozd faj patogenitasatol fiigg. Kedvezd

koriilmények esetén a ndvények meggyogyulnak, és latszolag egészségesen fejlddnek tovabb,



azonban a koérokozok a nyar soran a gydkerekben €s szartében lappangva tovabb éloskddnek.
A betegség tiinetei rendszerint akkor jelentkeznek ismét, hogyha a novény fejlodését
valamilyen kornyezeti tényez0 nagymértékben akadalyozza (pl.: viz- vagy tapanyaghiany).
Ebben az esetben a szar belsO szdvetei olyan mértékben karosodhatnak, hogy kényszerérés
kovetkezhet be. Sulyosabb esetben pedig a szar als6 részének korhadasa miatt a csdvek sulya
a novényeket a foldre huzza, €s a szar elddl, eltorik. A szar belso felén és korokozo gombatol
fliggben sargas-voroses vagy fehéres-lila elszinezddés figyelheté meg. Fejlettebb korban a
fuzariozis egy jellemzdje (de ritkdn eléforduld tiinete) a kukorica vorosodése. A tiinetek
legtobbszor virdgzéas idején jelentkeznek, de megfigyelheték korabban és késébb is. A
novények levelein, a levélhiivelyen de a csupasz szaron is tobbé-kevésbé 0Osszefliggd
sOtétvords szinezddés figyelhetd meg. A vordsen elszinezddott ndvények gyengébben
novekednek, vékonyabbak, alacsonyabbak az egészségesnél. Tovabba a szemek és a csovek
kisebbek lesznek. A kihtzott névények szartove, lagygyokerei, gyokerei korhadtak, gyakran
voroses-lildas arnyalatGak. A kukorica fuzaridzisanak érés koriili tlineteire a csovek
penészedése jellemzod, ez a betegség legismertebb tiinete. A betegség leggyakrabban a csovek
végén kezdddik, és ritkdbban a csé kozepén vagy alapjan. A korokozok a micéliummal
bevonjak a csuhalevelek alatt a cs6 felsd harmadat, felét, sot ha elegendé id6 all a
rendelkezésiikre, akkor az egész csovet. A micélium eldszor a szemek feliiletén és a
szemsorok kozott fejlodik ki, késObb pedig atjarja a szemeket €s a csutkat is. A szemek ¢és a
csutka elszinezddik, majd elkorhad. A kiilonbozé Fusarium fajok a tarolas alatt is
megtamadhatjak a kukoricat, tartdsan nedves koriilmények kozott teljesen megsemmisithetik

a terményt (PETROCZIL, 1997).

35. A fuzariummal szennyezett kukorica biogiz alapanyagként torténo
felhasznalasa

A fuzariummal szennyezett kukorica, amely mint mar a fentiekben emlitettem nem
hasznalhatd ¢élelmiszerként, vetdmagként vagy takarméanyként, hulladékka valik. A
biogaziizemek fontos szerepet tolthetnek be a fertézott kukorica hasznositasaban, egyik
legfontosabb szereplik a mezdgazdasagi termelés kiegészitésében van. A fermentacio elsd
szakasza a hidrolizis, amelyben a mikroorganizmusok heterogén csoportja a fehérjéket,
szénhidratokat és zsirokat foleg rovid szénldnch zsirsavakka alakitja at hidrolizis és

fermentacio révén. A hidrolizalt kisebb molekuldk oldatba mennek, és ezeket a vegyiileteket a
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savtermeld baktériumok szubsztratként hasznaljak fel. A hidrolizist és a savképzddés
folyamatat nem lehet szétvalasztani, mert a hidrolizissel egyiitt az illd6 zsirsavképzddés is
elindul. A hidrolitikus sejten kiviili enzimek (protedz, cellobidz, amilaz, foszfatdz) olyan
vegyliletek, amelyek a makromolekuldkat hidrolizissel kisebb molekuldkka alakitjak at. A
hidrolizist befolyasolja a pH, hémérséklet és a fajlagos feliilet. A lebontési folyamatban szén-
dioxid és H, képzédik (OLLOS et al., 2010).

A fermentlé kijuttatdsanal jelentés ammonia veszteség 1éphet fel, ez csokkenthetd a fermentlé
gyors talajba dolgozasaval vagy direkt talajba fecskendezéssel (SOMOSNE, 2010). Egy
holland kutatds (HUIJSMANS ¢és MOL, 1999) szerint a termdfoldre kijuttatott fermentlé
ammonia parolgasa min. 50 %-kal csokkenthetd abban az esetben, ha 6 6ran beliil beszantjak
az adott teriiletet. A kijuttatds eszkoze lehet a csdkonzolos kijuttatas, valamint a sekély
injektalas. Az optimalis koriilmények a fermentlé kijuttatdsahoz az esds, nedves €s szélmentes
idéjaras (SOMOSNE, 2010).

A nemzetkozi kisérletek, féleg a Fusarium gomba kimutathatdosagat céloztadk meg
laboratériumi  koriilmények kozott a biogdz rendszerben. Az anaerob fermentalds
végtermékének mikotoxin tartalmat, illetve annak hatasat a talaj-novény-allat-ember
rendszerre eddig még nem vizsgaltak (BIRO et al., 2011). A toxin hatésa a csira ndvekedésére

még szintén kevéssé ismert, igy ezt csirandveény tesztekkel lehet megvizsgalni.

3.6. Csiranovény teszt

Csiranovény tesztnek nevezziik dsszefoglaloan azokat a fitotoxikologiai teszteket, amelyek
magukba foglaljak a csirdzas gatlas és gyokérnovekedés teszteket. A csirandvényekkel
végzett tesztek nagy elénye, hogy a teszt-€161ény vetdmagként jol tarolhatd, a csirandvény
sziikség esetén, kis helyen, konnyen felnevelhets (FELFOLDY, 1987). Ez az eljaras
megmutatja, hogy a tesztnovényre vonatkoztatva milyen az adott minta toxicitasa a kontroll
tenyészedénnyel Osszevetve. A méreg hatdsat a csirdzas elmaradasa, illetve a csirandvények
csokkent novekedése vagy esetleges elvaltozdsa jelzi. A csirazasi szazalék ¢és a
gyokérhosszusag egyiittes vizsgalataval olyan vizsgélati modszerek alapozhaték meg, mint
példaul a kornyezeti hatastanulmany, igy még pontosabb képet kaphatunk egy adott
szennyezéstdl (GONG et al., 1998; NAGY és TAMAS, 2008). Természettudomanyos
vizsgélatok soran rendszeresen és eredményesen alkalmaznak csirandvény tesztet vilagszerte

(RIEPERT ¢és FELGENTREU, 2002).

11



Az eljaras soran az adott ndvényfaj magvait helyezik a vizsgalandé kdzegbe, és meghatarozott
id0 elteltével megszamoljak a kikelt csirandvények szdmat. A csirateszteknek tobb tipusa
ismert. Egyik csiraztatdsi modszer a nedveskamra-modszer (Petri-csészés), amely elonye,
hogy a mag feliileti, valamint a maghéj alatt fertézést okoz6, szinte valamennyi gomba ¢és
baktérium novekedését, fejlodését, és termoképleteik kifejlodését ki lehet vele mutatni. Ennél
a modszernél altaldban a Petri-csészék aljara szlrdpapirt helyeznek, amelyet steril vizzel
megnedvesitenek. Abban az esetben, ha az azonositas céljabol a maghéjon tenyészé gombak
fejlodését nézik meg, a magvakat eldzetes fertdtlenités nélkiil a csiraztatdo agyra helyezik. Ha
pedig a bels6é szovetekben 1évé korokozokat kivanjak meghatarozni, akkor a magvakat
kiilséleg fertdtleniteni kell. A magvakat a csiraztatd agyba steril oltokamraban szoktak
belehelyezni. Ezutan pedig termosztatban 20-25 OC-ra teszik. A sterilizalt magokon csak azok
a gombak figyelhetok meg, amelyek a maghéj alatt vagy a mélyebb szdvetekben fejlesztenek
micéliumokat, pl.: Fusarium, Phoma, Septoria stb. A masik modszer lehet a tenyészedényes
csirdztatas, amely elénye, hogy jobban megfigyelheté a mag csirdzasa, és a fiatal ndvény
fejlodése, illetve a fejlodésben jelentkezd esetleges rendellenességek vagy elvaltozdsok a
novényen. Ennél a modszernél kiilonb6zé anyagokbol késziilt edényeket alkalmaznak,
alaprétegnek pedig 1 mm-es szitdn atszitalt, jol kimosott és autoklavban vagy
szaritoszekrényben 105 C-on lesterilizalt finom kvarchomokot hasznalnak. Ennél a
modszernél iigyelnek arra, hogy a magokat steril csipesszel, illetve 1,5-2,5 cm tavolsagra
helyezzék az edényekbe. A csirdzas idején elparolgott vizet steril vizzel szoktdk potolni. Ezt a
modszert foleg a vetdmag egészségi allapotdnak mennyiségi vizsgalatanal javasoljak
(RADUKESCU ¢s NEGRU, 1971). Az egyes szennyezOk toxicitasanak vizsgalatara - a
csirdzasgatlas mellett - mas paraméterek mérése is elterjedt. Csiratesztre javasolt
tesztnovények kozé tartoznak: uborka, salata, retek, rizs, koles, mustar, repce, zsdzsa, voros
here, buzafélék (ORGANIZATION FOR THE ECONOMIC COOPERATION AND
DEVELOPMENT (OECD) 1984), zab, kukorica, kaposzta, sargarépa, szoja, paradicsom,
angol perje, hagyma, bab (UNITED STATES FOOD AND DRUG ADMINISTRATION
(USFDA), 1984; UNITED STATES ENVIRONMENTAL PROTECTION AGENCY
(USEPA), 1996).

A csiratesztek eldnye, hogy a vizsgalat tdrgyat nem képezd faktorok hatdsa altalanosithato,
vagy figyelmen kiviil hagyhato, illetve szdmos tényez0 kontrollalhatdo. Tovabba a

csirateszthez hozzdadott anyagok mennyiségét is pontosan ismerjiik. Az eldnyokhoz tartozik
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még, hogy gyorsan, egyszeriien elvégezhetd a csirateszt és a nagyszamu vizsgalat kivaléan

értékelhetd statisztikailag.
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4. Anyag és modszer

4.1. A kisérlet soran felhasznalt anyagok

4.1.1. A kisérlet soran felhasznalt fermentlé jellemzoi

A kisérletem soran felhasznalt fermentlevet a Debreceni Egyetem Mezdgazdasag-
Elelmiszertudanyi és Kornyezetgazdalkodasi Kar, Viz- és Koryezetgazdalkodasi Intézet
biodegradacidos laboratoriumaban készitették, és bocsatottdk rendelkezésemre. A 3.
tablazatban lathat6, hogy a két eltérd tipusu fermentlében (amelyeket a csirandovény
tesztekben vizsgaltam) milyen alapanyagok keriiltek, tovabba milyen mennyiségben (g-ban

kifejezve). A 2. tipust fermentlébe a bedllitds soran fuzariumos kukoricadara kertilt.

3. tablazat: A felhasznalt input anyagok mennyisége

1. tipusu fermentlé 2. tipusu fermentlé
(26, 3%-0s kontroll biogaz Kkisérlet) (26, 3%-0s fuzariumos biogaz kisérlet)
Alapanyag Mennyiség 5 1-re (g) | Alapanyag Mennyiség
haslé 220 huslé 220
silokukorica 160 silokukorica 160
szepardlt anyag 43 szepardlt anyag 43
higtragya 500 higtragya 500

_ 57 fuzdriymos 57
kontroll kukoricadara kukoricadara
fermentlé 4020 fermentlé 4020

(Forras: Biro Gyorgyi)

A fuzarium illetve a DON toxin hatasat harom eltérd tenyészedényes kisérletsorozat keretében
vizsgaltuk. A kisérlet beallitdsa ugy tortént, hogy 70 ml vizsgélt anyagot a mar eldzetesen
lemért 1 kg talajhoz adtam, homogenizaltam, majd az edényekbe helyeztem (az edény aljara
szlir6papir keriilt). A kiadagolt fermentlé mennyiséget valds, nitrat érzékeny szantofoldi
talajokra Kijuttatott nyirbatori biogaziizembdl szarmazé fermentlé mennyisége alapjan
szdmitottuk ki, az arra a teriiletre elkésziilt talajtani szakvélemény alapjan. A kezeléseket
kétféle fermentlé hozzaadédsaval végeztem. Az egyik fermentlé az alapanyag 26 %-aban
(sz.a.) Fusarium sp. fertézott (DON toxint tartalmazo), mig a masik fuzariumtol mentes
kukoricadarat tartalmazott. Minden kezelés esetén hdrom ismétlést alkalmaztam ¢és az

eredményeket kontroll vizsgalatokkal vetettem Ossze. A kontroll ebben az esetben is csak
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kvarchomokot tartalmazott. Az els6 ¢és mdasodik kezelés alkalmaval a mdjusban késziilt
fermentlevet, a harmadik kezelés soran pedig a marciusban késziilt fermentlevet hasznéaltam

fel.

4.1.2. A kisérlet soran felhasznalt hidrolizalt termék jellemzoi

Az anaerob hidrolizis soran 38 °C-on, anaerob kériilmények kozott, 4 napos inkubacio tortént.
A kontroll hidrolizalt termék 500 ml steril ioncserélt vizet és 25 g kukoricadarat tartalmazott,
illetve a K1-es hidrolizalt termék 490 ml steril ioncserélt vizbdl, 25 g kukoricadarabol és 10
ml gombaszuszpenziobol tevodott Ossze (4. tablazat). A Kl-es bedllitds esetén a
gombasejtszam 2,2 * 10° volt. A K2-es kezelésben a Kl-es sejtszam 5-szorose, a K3- as
kezelésben pedig 10-szerese volt. Az utobbi két bedllitds végtermékét nem vizsgaltam a
csirandvény teszt soran, mert bepenészedtek. Ennek valosziniileg az volt az oka, hogy az
alapanyagként felhasznalt kukorica nagymértékii fert6zottségét 1égsterilizalassal nem sikertilt

megszintetni. A mikroszkopos azonositas soran Aspergilus sp. penészgombak jelenlétét
tapasztaltuk a K2 —es és a K3-as hidrolizalt termékben. A tovabbiakban a kukoricadara és a

viz egyiittes fertdtlenitését tervezziik autoklavban a teljes csiramentesség elérése céljabol.

4. tablazat: A hidrolizalt termék Osszetétele

Minta neve Osszetétele Sejtszam

Kontroll 500 ml steril 1oncserélt viz )
+25 g kukoricadara

steril ioncserélt viz 490
K1 ml+25¢g kukoricadara+10 ml 2,2*10°
gombaszuszpenzio

(Forras: Biro Gyorgyi)

A hidrolizalt termékekben eldzetesen kiilonvalasztottuk a szlrletet és a szilard fazist. A
kontrollb6l és a Kl-esbdl a szlrletet és szuszpenziot alkalmaztuk ¢és ezt kevertik a
kvarchomokhoz. A K2 és a K3-as hidrolizalt terméket nem hasznaltam a csiraztatas soran,
mivel a kisérlet vége eldtt bepenészedett. A kisérlet bedllitdsa az elézéekhez hasonldan

tortént.
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4.2. DON toxin meghatarozas ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay)
modszerrel

Az alapanyagként hasznalt kukorica, a fermentlé ¢és a hidrolizalt termék Don toxin
tartalmanak meghatarozasa ELISA modszerrel tortént (kit RIDASCREEN ® FAST DON
R5902), amely a 3. dabrdn lathatdé. A vizsgalatokat a nyirbatori regionalis biogaziizem
kozponti laboratériumdban végezték. A minta eldkészitése sordn ledaraltak 5 g kukoricét, és
bele tettek 100 ml desztillalt vizbe és ezt 3 percig raztdk. Sziir6papiron leszlrték, és a
szlrletbdl 100 pl-t mértek ki. A fermentlé és a hidrolizalt termék esetén a minta el6készités
csak sziirésbol allt. Ezt kovetden a plate-re pipettaztak 2- szer 50 pl-t az 5 standardbol, és a
szlirt mintabol. Mindegyikhez hozzaadtak 50 pl enzim konjugatumot és 50 pl DON antitestet,
majd szobahdmérsékleten 5 percig sotétben inkubaltak. Az inkubalasi id6 lejarta utdn 3-szor
lemostak, ¢és hozzdadtak 100 pl kromagén szubsztratot és 3 percig ismét sotétben,
szobahdmérsékleten inkubaltak. Ezt kdvetden hozzaadtak a stop reagens, amivel leallitottak a

reakciot és 10 percen beliil 450 nm-en lemérték az ELISA Microplate Reader fotométerrel.

3. abra: RIDASCREEN ® FAST DON R5902
(Forras: Biré Gydrgyi)

Az ELISA Microplate Reader PC- vel csatlakozik egy szamitogéphez, ami a mérést kvetden

mutatja a mintaban 1évé DON toxin mennyiségét ( ppm-ben).
4.3. A tenyészedényes csiranovény teszt

A munkém soran 3 kiilonb6z6 kisérletet allitottam be, amelyben az elséként a fuzariummal
szennyezett (DON toxint tartalmazo) illetve fuzadrium mentes fermentlevek csirdzasra

gyakorolt hatdsat vizsgaltam. Tovabba vizsgélatokat végeztem a hidrolizalt termék csirazasra
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gyakorolt hatasanak meghatarozasara, illetve a harmadik kisérletben Fusarium
graminearummal fert6zott mag csirazasi erejének mértékét kivantam meghatarozni.

A vizsgalataim soran kvarchomokot hasznaltam (Scharlab Magyarorszag Kft, Debrecen),
amelynek szemcsemérete 0,1-0,8 mm, illetve max. 0,02 % kloridot (CI), max. 0,03 % vasat
(Fe) tartalmazott (30 kg-ra levetitve). A csirateszteket steril laboratoriumi koriillmények kozott
végeztem el. A talajt a kisérlet beallitasa el6tt 24 oran at szaritészekrényben légsterilizaltam.
Ezt kovetéen OHAUS gyartmanyt PIONEER Balances tipusu mérleggel 1kg-t mértem ki.
Minden keverési arany mellé beallitottam egy kontrollt, hogy a csirdzas soran iddben és
térben tapasztalhaté kiilonbségek még jobban megfigyelheték legyenek. A kontroll
tenyészedény csak kvarchomokot tartalmazott. A keverési mivelet utin megoéntéztem a
talajt, olyan modon, hogy teljesen 4zzon at, igy elérve a maximalis viztelitettségi szintet. 24
ora elteltével lemértem minden edény tomegét, igy megkapva a minimadlis vizkapacitast. A
lemért edények tomegét feljegyeztem, €s a naponta torténd ontdzeés soran a hianyt ioncserélt
vizzel potoltam. A kisérlet sordn LG 33. 95-6s hibrid kukoricat hasznaltam fel, melynek
jellemzdi, hogy korai kukorica, 16foga szemtipusa van. Uj, nagy termdképességii, a korai és
kozépcsoport hatdran érd. Vizleadasa éréskor gyors, betakaritaskor a szemnedvesség tartalma
éréscsoportja atlaganal kedvezobb. Magas, z6ld szaron éré hibrid, a csovek hosszuak, jol
termékenylilnek, a csutka vékony, piros szinl. Alkalmazkodd képessége nagyon jo,
szarazsagtiirése éréscsoportjdban  kiemelkedd. Eltérd termdhelyi adottsdgoknal is
eredményesen termeszthetd (I2). A nem fert6zott kukoricaszemek Fusarium sp.-tél valo
mentességét elézetes mikrobiologiai vizsgalatokkal igazoltuk. A vetést a kukoricaszemek
feltileti fertOtlenitését kovetden végeztem el, 3-4 cm mélyre {iltettem a magokat, steril
csipesszel helyeztem be 20 magot egy tenyészedénybe. A csirdztatashoz felhasznalt magok
fertotlenitése fungicid, baktericid oldatban tortént. 10 percig, az Edmund Biihler KS tipusu
eszkozzel Neomagnolos oldatban razattam, majd még 2-szeri oblitést végeztem. A csiraztatas
szobahémérsékleten 22+2 °C-on, minden esetben 6 napig tartott a talaj hémérséklet alapjan,
amit minden esetben a kisérlet beallitasa eldtt lemértem. A csirdzasi 1d6 elteltével a csirdkat
kiszedtem, megtisztitottam illetve lemértem. Az eredmények haromféle modon értékeltem ki.
Az egyes kezelések csiraképességét kontroll szézalékaban (%) kifejezve vizsgaltam.
Toxikoldgiai mindsitést is készitettem minden egyes kezelés esetében (NEMETH, 1998)

alapjan, ahogy az a 5. tdblazatban is lathatd a mindsités a gyokerek atlagos hossza alapjan
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tortént a kontroll %-aban. Tovabba az altalanos statisztikat is elkészitettem minden egyes

kisérlet alkalmaval.

5. tablazat: Toxikoldgiai mindsités a csirandvény teszt alapjan

A gyokerek atlagos hossza a kontroll %-ban Minésités
0-5% igen mérgezo
6-50% mérgezo
51-90% kissé mérgezd
91-120% nem mérgezo
> 120% serkentd

(Forras: NEMETH, 1988.)

A csiranovények gyokérhosszait (mm) a kisérlet végén lemértiik, valamint a Tukey-féle
variancia-analizist hasznaltunk az egyes kezelések kozotti szignifikans kiilonbségek, azaz

mikotoxinok csirdzasra gyakorolt 6kotoxikoldgiai hatasdnak kimutatasara.

4.4.  Fusarium graminearum folyékony tenyészet készitése

Fuzariummal szennyezett és nem szennyezett kukorica szemtermés csirdzasi erejének
Osszehasonlitasa céljabol megfertéztem a novénymagot a Fusarium graminearum Schwabe F.
00970 gombatorzzsel, amely a Budapesti Corvinus Egyetem Elelmiszertudoméanyi Kar
Mezdgazdasagi és Ipari Mikroorganizmusok Nemzeti Gylijteményébdl (MIMNG) szdrmazik.
A kisérlet soran Papavizas taptalajt készitettiik el (6. tablazat). A Papavizas taptalaj egy

Fusarium specifikus taptalaj, ezaltal csak a Fusarium graminearum fejlédik ki rajta.
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6. tablazat: A Papavizas taptalaj a kovetkezo receptura szerint késziilt el

Papavizas taptalaj | Bemért mennyiség
(g; ml)
Pepton 7,59
KH,PO, 0,59
MgSO, *5 H,0O 0,25¢
Epeso 0,25¢
PCNB 0,25¢
Klor-tetraciklin 0,025¢
Sztreptomicinszulfat 0,050¢
Toncserélt viz 500 mi

(Forrds: SZECSI és MESTERHAZY, 1998.)

A taptalaj elkészitése soran elsd 1épésként az Gsszes munkaeszkozt lefertétlenitettem, majd
bemértem a receptben szereplé nagyobb mennyiségeket PIONEER Balances tipusu
mérleggel, a kisebbeket pedig (OHAUS Explorer) analitikai mérleggel, majd 500 ml-ig
feltoltottem az autoklavozhatd edényt. Ezt kovetéen VELP ARED Heating magnetic stirrer
1200RPM tipusit magneses keverdvel 20 percig kevertem, hogy minél inkabb
elhomogenizaljam a taptalajt. Miutdn megtortént homogenizalds a taptalaj kémhatasanak
beallitasa kovezett, amelyet indikatorpapirral ellendriztem. A taptalaj pH-jat a megadott
értékre allitottam be, a Papavizas taptalaj esetében ez az érték 5,2 volt. Ha eltért a megadottol,
akkor citromsavval vagy NaOH-val allitottam be a kivant értékre. A taptalajt Raypa tipusu
autoklavban 20 percig nedves hdben (121° C-on) és talnyomason (1,5-2,5 atm) sterilizaltam.
Ezt kovetéen a NUVE LN 120 tipust laminaris bokszban Erlenmeyer lombikokba toltdttem
ki a taptalajt, melyet szobahdmérsékletre hiilés utan hasznaltam fel. Kovetkezd 1épésként
tortént az atoltads ferde agarrdl. Az oltdkacsot izzitast kovetden a tenyészet felsd széléhez
érintettem, ha forré volt megvartam, mig lehtilt. Ezt kdvetden végightuztam a kacsot a
tenyészet felszinén, és kivettem egy kacsnyi gombat. Majd a kacson 1évé gombat leoltottam a
folyékony téaptalajba. Ezt kovetéen razd inkubatorban (Edmund Biihler KS 15) 1 hétig
fényben 200 r.p.m.-n inkubdltam. 1 hét inkubaciét kovetden pedig ellendriztem a
makrokonidimukat ugy, hogy sejtszamlalast végeztem Biirker kamraban (4. dbra). Ezek a

szamlalokamrak specialisan kiképzett targylemezek, amelyeken meghatdrozott mélységii €s
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kobtartalmu csatorndk, illetve kamrak talalhatok. Ha ezekbe mikroba szuszpenziot visziink, €s
fedélemezzel befedjiik akkor pontosan definialt rétegvastagsagu és kobtartalmu folyadékban

meg tudjuk allapitani a mikrobdk 6sszes sejtszamat.

a Ve mm
Tegmm) | il
*
¥
b
Birker-kamra, a — oldalnézetben; A Birker-kamra beoszidsa

4.abra: A Burker-kamra

(Forras: http://phys.bio.u-szeged.hu)

A szamlalast a kovetkezOképpen hajtottam végre. Az eldre elkészitett szuszpenziobol mindkét
kereszt kdzepére cseppentettem 1 ml-t és dvatosan lefedtem a fedélemezzel buborékmentesen,
illetve fémszoritoval leszoritottam. A BIO-3CCD, binokularis, beépitett CCD kameras
mikroszkoppal vizsgaltam a kiilonbozd gomba képleteket, elvégeztem a sejtszamlalést.
Szamlalaskor az azonos teriiletli négyzetekbdl (vagy téglalapokbol) 10-15-ben megszamoltam
a sejteket. A kapott darabszdmot Osszeadtam és elosztottam a leszamolt négyzetek szamaval.
fgy megkaptam, hogy egy négyzetben atlagosan hany sejt talalhato (n). Szamlalaskor gy
jartam el, hogy egy-egy kis négyzetben az azok hatarvonalain elhelyezkedd sejtek koziil
minden esetben azokat szdmoltam hozzd, amelyek a vizsgalt nagysagli négyzet két
meghatarozott oldalandl fekszenek. A fels6 és a baloldali hatarvonalakon fekvdket
beleszamoltam, az also €s a jobboldali hatarvonalakon fekvOket nem vettem figyelembe. A
kamrdk magassaga 0,1 mm. A kis négyzetben esetében az atlag sejtszamot 4 x 10%-nal
szoroztam meg, €s igy megkaptam, hogy mennyi az Gsszes sejtszam a minta 1 ml-ben. A

sejtszamlalas eredményeit, az eredmények €s értékelésiik fejezetben ismertettem.
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Az LG 33. 95-6s steril kukoricat inokuldltam a meghatarozott sejtszdmu
gombaszuszpenzidval. A magokat 15 percig dztattam a gombaszuszpenzidban, ezt kdvetden
szlir6papirra helyezve inkubaltam 25 %C-on 2 hétig, valamint biztositottam a gombak szamara
a megfeleld nedvességet. A fuzarium fert6zés jeleként mar latszott a magok nagy részén a
rozsaszin penészedés. Ezeket a fert6zott magokat iiltettem el, €s végeztem veliik csiratesztet,
hogy a fuzariummal szennyezett és nem szennyezett kukorica csirdzési erejének mértékét

Osszehasonlitsam.

4.4.1. A fuzdariummal befertozott mag csirazasi képességének vizsgdlata

A fuzariummal szennyezett, illetve nem szennyezett kukorica csirazasi erejének mértékét
kivantam ugy meghatarozni, hogy beallitottam egy kontroll tenyészedényt, amely csak
kvarchomokot tartalmazott és ebbe iltettem a fuzarium mentes szemterméseket, valamint az
elézetesen befertdzott magokat egy masik tenyészedénybe helyeztem. A csirdztatds 2 hétig
tartott, csak vizpotlas tortént minden nap. A Fusariumos fertézés szazalékos megallapitasanak
modszere a csirazoképesség meghatarozasanak vizsgalata HILTNER-féle mértékfokozat

szerint tortént, amely kifejezi a magvak szazalékat és a fertdzés intenzitasat is (7. tdblazat).

7. tablazat. A fuzariumos fert0zés intenzitasa

Fuzariumos fertozés %-ban Fert6zés intenzitasa
1-2% elhanyagolhat6 fertdzés
2-5% kevés fertzés
5-10% valamivel tobb fert6zés
10-20% kozepes fertdzés
20-30% kozepesnél erdsebb fertdzés
30-50% erds fert6zés
50% nagyon erds fert0zés

(Forras: RADULESCU és NEGRU,1971)
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5. Eredmények és értékelésiik

5.1. A fermentlé csirazasra gyakorolt hatasanak meghatarozasa

A fermentlé csirdzasra gyakorolt hatasat 3 kiilonbozo kisérlet soran vizsgaltam. Az juniusi
kisérlet (tovabbiakban 1-es kisérlet) alkalmaval 3 bedllitas tortént, ekkor a fuzariummal
szennyezett ¢és nem szennyezett fermentlé csirdzasra gyakorolt hatasat kivantam
meghatarozni. Ennek érdekében beallitottam 1-es illetve 2-es tipusu fermentlevet tartalmazo
tenyészedényeket, valamint egy kontroll edényt. A lemért eredményeket harom modon
szemléltettem. Az 5. abra szemlélteti, hogy a kukorica csirandvények milyen aranyban keltek
ki a kontrollhoz képest. Ebben a kisérletben egyértelmiien latszik, hogy a kontrollhoz képest
az 1-es és a 2-es tipust fermentlé is serkent6en hatott a kukorica csirazasra. Ennek az lehet
oka, hogy a vetésmélység valdszinlileg nem volt mindenhol egyforma, valamint ebben a
kisérletben a csiraztatdis még humuszos homoktalajon tortént, a kontrollban nem volt
értékelhetd az eredmény, valoszinileg azért, mert tisztazatlan volt a humuszos homok

terheltsége. Emiatt valtottunk a tovabbi kisérletek soran standard kvarchomokra.

A fusariummal fert6zo6tt kukoricat tartalmazoé és
fuzarium mentes fermentlé csirazasra gyakorolt
hatasa
2-es tipusu
fermentlé
1-es tipusu
fermentlé B Szizalékos arany
Kontroll
0% 100% 200% 300%

5. abra: Az 1-es kisérlet eredményei (Forrds: sajat készités)

A kontroll érték a nem mérgezd kategériaba esett, illetve az 1-es és a 2-es tipusu fermentlevet
tartalmazo keverékek szintén a nem mérgezd kategoridkba estek a gyokerek atlagos hossza

alapjan (8. tablazat).
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8. tablazat. A gydkerek atlagos hosszanak mindsitése a kontroll szazalékaban

Bekeverés tipusa Gyokerek atlagos hossza a Mindsités

kontroll %- aban

Kontroll 100 nem mérgezo
1-es tipusu fermentlé 102, 5 nem mérgezo
2-es tipusu fermentlé 101, 8 nem mérgezo

(Forrds: sajat készités)

A fenti eredményeket aldtdmasztja a jiniusi kisérlet altalanos statisztikaja a kvarchomok-
fermentlé (1-es és 2-es tipusu) keveréken (cm), amit a 9. tablazat szemléltet. A Tukey- féle
variancia analizis alapjan nincs szignifikans kiilonbség a kiilonboz6 kezelések kozott, tehat

statisztikailag nem igazolhato a csirdzasra kifejtett serkentd vagy gatld hatés.

9. tablazat. Az 1-es kisérlet altalanos statisztikaja

Bekeverés tipusa Median Modusz Atlag Szoras
Kontroll 8 8 7,99 4,15
1-es tipusu
8,8 11,9 9,24 3,42
fermentlé
2-es tipusu
8,4 4.4 8,99 3,73

fermentlé

(Forrds: sajat készités)

A juliusi kisérlet (tovabbiakban 2-es kisérlet) alkalmaval szintén vizsgaltam a m4jusban
elkészitett 1-es és 2-es tipusu fermentlé csirdzasra gyakorolt hatdsat. A 6. abran jol
megfigyelhetd, a kontrollhoz viszonyitva az 1-es tipust fermentlé felhasznalasakor 72 %-kal,
mig a 2-es tipust fermentlé felhasznalasakor 33 %-kal kevesebb novény csirazott ki. Ennek
valosziniisithetden az lehet az oka, hogy a hosszu tarolasi idé miatt feltehetden olyan anyagok

keletkeztek a fermentlében, amely gatldan hatott a csirdzasra.
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A majusban késziilt fermentlé csirazasra
gyakorolt hatasa

2-es tipusu
fermentlé

1-es tipusu
fermentlé B Szazalékos arany

Kontroll

0% 20% 40% 60% 80% 100%

6. dbra: A 2-es kisérletben végzett csiraztatas mértéke (%-ban) (Forras: sajat készités)

A 2. kisérlet eredményeinek értékelése soran szintén mindsitettem a gyokérhosszakat a
toxikoldgiai mindsités alapjan. Ebbdl egyértelmiien kideriilt, hogy az 1-es tipust fermentlé
egyértelmiien gétolta a csirazast és a mérgezd kategoridba tartozik a gydkerek atlagos hossza
alapjan. A 2-es tipusu fermentlé mar kevésbé gatolta a novény ndvekedését, hiszen ahogy a
10. tdabldzatban latszik a kissé mérgez6 tartomanyba esett, és a csirak tobb, mint a fele tudott

novekedni.

10. tablazat: A gyokerek atlagos hosszanak mindsitése a kontroll szazalékaban

Gydokerek atlagos hossza a
Bekeverés tipusa Mindsités
kontroll %- aban

Kontroll 100 nem mérgezo
1-es tipusu fermentlé 28 mérgezo
2-es tipust fermentlé 67 kissé mérgezd

(Forras: sajat készités)

Tovabba a vizsgalatok sordn az eredményeim aldtdmasztiasa céljabol elvégeztem a 2-es

kisérlet altalanos statisztikai értékelését is, amely a /1. tablazatban 14thato.
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11. tablazat: A 2-es kisérlet altalanos statisztikéja

Bekeverés tipusa Median Modusz Atlag Szoras

Kontroll 13,6 13,6 13,37 3,61

1-es tipusu
53 53 5,45 2,56

fermentlé

2-es tipusu
8,45 9,3 8,73 4,45

fermentlé

(Forrds: sajat készités)

Ahogy az a 12. tablazatban is lathato szignifikans kiilonbség van a kontroll illetve az 1-es és
2-es tipusu fermentlevet tartalmazd kezelések kozott, igy statisztikailag bizonyitott a
fermentevek csirdzasra gyakorolt gitld hatdsa, az 1-es és a 2-es kezelés kozott nincs
kiilonbség. Ennek valdszintlsithetéen az lehet az oka, hogy a fermentlében tarolds soran olyan
anyagok keletkeztek, amelyek gatlo hatast fejtettek ki a csirazasra. A 7. dbrdn lathatoak a 2-es

kisérlet eredményei.

12. tablazat. Tukey-féle variancia analizis a 2-es kisérletben

Kezelés Kukorica
1-es 4,422
2-es 5,852

kontroll 12,09°

(Forras: sajat készités)

*azonos betliindexhez tartoz6 értékek kozt nincs szignifikans eltérés (P<0,05)
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7. abra: A juliusi kisérlet soran végzett csirateszt (Forras: sajat készités)

Az augusztusi kisérlet (tovabbiakban 3-as kisérlet) soran harom bekeverést alkalmaztam, egy
kontrollt, illetve 1-es tipusu illetve 2-es tipust fermentlevet tartalmazo tenyészedényeket
allitottam be. Ez a kisérlet annyiban kiilonb6zott a két korabbi kisérlettdl, hogy mig a juniusi
¢s a juliusi kisérletben majusi fermentlevet, addig az augusztusi kisérletben a marciusi
fermentlevet vizsgaltam. A ma4jusi fermentlé serkentd hatdsat statisztikailag nem tudtuk
igazolni. A tarolas soran feltehetden csirdzas gatld anyagok halmozddtak fel a fermentlében,
ezért valt indokolttd a marciusi fermentlé felhasznaldsa, hogy megvizsgaljuk valoban van-e
Osszefliggés a gatld hatas és a tarolasi id6 kozott. A lemért eredményeket a kovetkezd harom
modon szemléltettem. Elséként a 8. dbran lathato, hogy milyen ardnyban keltek ki a csirdk a
kontrollhoz viszonyitva. Az dbra alapjan megallapithatd, hogy a kontrollhoz képest az 1-es
tipust fermentlevet tartalmazé edényekben 61,5 %-kal kevesebb volt a csirazas mértéke, mig
a 2-es tipusu fermentlevet tartalmazo edényekben egyaltalan nem csirazott ki a kukorica.
Ennek feltételezhetéen az volt az oka, hogy 5 honapig tarolt fermentlevet hasznaltam fel a
kisérlet beallitasa soran, és valosziniileg a hosszl taroldsi id6 alatt olyan anyagok keletkeztek,

amelyek erdsen gatld hatast fejtettek ki a csirazasra.
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A marciusban késziilt fermentlé csirazasra gyakorolt

hatasa

2-es tipusu
fermentlé

1-es tipusu
fermentlé

Kontroll

0%

40% 60% 80% 100%

B Szazalékos arany

8. dbra: A 3-as kisérlet eredményei (Forrds: sajdt készités)

Ezt az eclméletet tamasztja ala a toxikoldgiai mindsités is (/3. tdbldzat), amelyben

egyértelmiien lathatd, hogy az 1-es tipust fermentlé a mérgezo a 2-es tipusu fermentlé pedig

az igen mérgezo kategoriaba esett, illetve gatolta a csirazast.

13. tablazat: A gyokerek atlagos hosszanak mindsitése a kontroll szazalékaban

Bekeverés tipusa

Gyokerek atlagos hossza a
kontroll %- aban

Minosités

Kontroll 100 nem mérgezo
1-es tipusu fermentlé 38,5 meérgezo
2-es tipusu fermentlé 0 igen mérgezd

(Forrds: sajat keészités)

A 3-as kisérlet eredményeinek altalanos statisztikajat is elkészitettem (amely a 14,

tablazatban lathatd), hogy ezzel is jobban szemléltessem a csirazas alakulasat a kontrollhoz

képest. A Tukey-féle variancia analizis alapjan nincs szignifikans kiilonbség a kiilonb6zo

kezelések kozott, tehat statisztikailag nem tudtuk igazolni a serkentd vagy gatlo hatast.
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14. tablazat: Az augusztusi kisérlet altalanos statisztikéja

Bekeverés tipusa Median Modusz Atlag Szoras
Kontroll 18,1 5,5 17,97 7,11
Loes tipus 9,35 0 10,5 5,58
fermentlé
2-es tipusu
fermentlé 0 0 0 0

(Forras: sajat készités)

5.2. A hidrolizalt termék csirazasra gyakorolt hatasanak vizsgalata

A hidrolizalt termék csirdzasra gyakorolt hatdsat a 9. dbra szemlélteti. A kontrollhoz képest a
kontroll sztirletet tartalmazé tenyészedényben 5,5 %-kal tobb kukorica csirdzott ki. Ez volt az
egyetlen serkentd eredmény. A tobbi bekeverésben, lasd K1 illetve a kontroll szuszpenzid
ugyanakkora volt a csirdzas mértéke, mint a kontrollban. A K1 szuszpenzi6 esetében pedig

még 6 %-kal kevesebb ndvény csirazott ki.

A hidrolizalt termék csirazasra gyakorolt hatasa

K1 szuszpenzio
Kontroll szuszpenzio

K1 szlrlet

B Szazalékos arany

Kontroll sz(rlet

Kontroll

85% 90% 95% 100% 105% 110%

9. abra: A hidrolizalt termék hatasa a csirazéasra (Forras. sajat készités)

A K1 szuszpenzioban 6 %-kal kevesebb, a kontroll szlirletben pedig 5 %-kal tobb ndvény
csirazott ki. Ez az érték pedig a nem mérgezd tartomanyba tartozik a toxikoldgiai mindsités
szerint. Tehat a gyokérhosszok mindsitése alapjan kideriilt, hogy a kontroll a nem mérgez6

kategoriaba esett, tovabba az Osszes tobbi bekeverésben is ez figyelheté meg (15. tablazat).
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15. tablazat: A gyokerek atlagos hosszanak mindsitése a kontroll szazalékaban

Bekeverés tipusa

Gyokerek atlagos hossza a

kontroll %- aban

Minosités

Kontroll 100 nem mérgezo
Kontroll szuszpenzio 100 nem meérgezo
K1 szuszpenzid 94,4 nem mérgezo
Kontroll sziirlet 105,5 nem mérgezd
K1 sziirlet 100 nem mérgezo

(Forras: sajat készités)

A gyokérhosszok mindsitése utan a hidrolizalt termék vizsgalatat célzd kisérletben
elvégeztem az altalanos statisztikai vizsgalatokat, amelyeket a /6. tabldzatban szemléltettem.
Ebben a tablazatban jol latszik, hogy a kontrollhoz képest a kontroll szuszpenzidban nagyobb

az atlagos csirahossz.

16. tablazat: A hidrolizalt termék felhasznalasaval végzett kisérlet altalanos statisztikaja

Bekeverés ,
Median Modusz Atlag Szoras
tipusa
Kontroll 13,6 13,6 13,37 3,61
Kontroll
17,95 18 16,80 3,88
szuszpenzid
K1 szuszpenzio 14 13 15,13 416
Kontroll szirlet 15,4 15,2 15,39 471
K1 szlrlet 15,75 13,5 15,14 3,47

(Forras: sajat készités)

Ahogy az a 17. tablazatban is lathatd a Tukey-féle variancia analizis alapjan megallapithato,
hogy a kontroll illetve a kontroll szlrlet és szuszpenzid szignifikdns kiilonbség van. Az
eredmények alapjan statisztikailag nem kiillonboznek egymastol, azonban a kontroll illetve a
fuzarium mentes szlirlet és szuszpenzid jelentds eltérést mutat, amelynek oka feltehetéen a

hidrolizalas soran esetlegesen feltdr6do tapanyagok jelenléte. Figyelembe véve azt, hogy a
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kezelt és a kezeletlen sziirlet és szuszpenzid kozott szignifikans kiilonbség nem allapithatd
meg, egyértelmiien kijelentést nem tudunk tenni, hogy a DON toxin milyen hatdssal bir
csirazasra. A szamszerii adatok azonban minimalis gatld hatast engednek feltételezni, ennek
igazoldsara tovabbi vizsgalatokat terveziink elvégezni. A 10. abrdn lathatdo a hidrolizalt

termékkel végezett csirateszt eredménye.

17. tablazat: Tukey-féle variancia analizis a hidrolizalt termék esetében

Kezelés Kukorica
Kontroll 12,092
K1 sziirlet 14,10 %
K1 szuszpenzi6 14,75%®
Kontroll szfirlet 16,33°
Kontroll szuszpenzio 17,18°

(Forrds: sajat készités)

*azonos betliindexhez tartozo értékek kozt nincs szignifikans eltérés (P<0,05)

10. abra: A hidrolizalt termékkel végzett csirandvény teszt (Forrds: sajat készités)
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5.3. A DON toxin mérés eredményei

A DON toxin mérés eredményei a 18. tdblazatban lathatdak. Csak sziirlet adatok vannak,
mivel az ELISA el6készitése soran sziirletbdl kell meghatarozni a toxint. A beallitds soran
nem valtozott a toxin mennyisége a kontroll esetén. A kontrollhoz képest a kontroll sziirletet
tartalmaz6 tenyészedényben 5%-kal kelt ki tobb csirandvény. Ennek feltehetden az volt az
oka, hogy a kontroll sziirlet kukoricadarat tartalmazott, ami tapanyagként szolgalhatott a
csirdzashoz. A K1 sziirletben kis mértékben novekedett a toxin mennyisége, ebben az esetben
pedig a kontrollal megegyezé volt a Kkicsirazott kukoricak szama. A  kismértéki
toxinndvekedés oka feltehetden az volt, hogy 38 ° C-on anaerob kériilmények kozott és
tapanyagok hianyaban a gomba tulélése csokkent, igy az exponencidlis toxintermelés sem

indulhatott meg.

18. tablazat: A toxin mérés eredményei

Vizsgalt anyagok Mért értékek (ppm)
Kiindulasi kukoricadara 1,08
Kontroll szirlet 1,05
K1 szirlet 1,18

(Forrds: sajat készités)

5.4. A sejtszamlalas eredménye

Az 1 hét alatt Papavizas folyékony tédptalajban felszaporodott sejtek Biirker-kamras
sejtszamlalasanak eredményeként megkaptam, hogy az dsszes sejtszam a minta 1 ml-ben 6,4

* 10 "-en. A F. graminearum makrokonidiumok mikroszképos képe az 11. dbrdn lathato.
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11. abra: Fusarium graminearum makrokonidiumok mikroszkopos képe (40X)

(Forrds: sajat készités)

5.4.1. A fuzariummal szennyezett illetve nem szennyezett szemtermés csirazasi
erejének mértéke

A fuzariummal szennyezett kukorica a nagymértékii fertdzottség kov. nem csiraztak ki, a

kukorica szemek allagukban karosodtak, konnyen szétmorzsolddtak, azonban a fuzariumtol

mentes kukorica kicsirazott (/2. abra).

A fuzariumos és fuzarium mentes szemtermés
csirazasi erejének osszehasonlitasa

Fuzariumm
al fertézott
szemtermeés

B Szazalékos arany

Kontroll

0% 50% 100%

12. abra: A fuzariummal fert6zott kukorica szemtermés és a fuzarium mentes kukorica

szemtermés csirazasi erejének 6sszehasonlitasa (Forrds: sajdt készités)
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A Németh- féle mindsités szerint is lathato, hogy a kontrollhoz képest a fuzariummal fert6zott

szemtermés az igen mérgezO kategoriaba esett (/9. tablazat). A fuzariumos illetve fuzarium

mentes szemtermés atlagos statisztikaja a 20. tabldzatban lathato.

19. tablazat: A gyokerek atlagos hosszanak mindsitése a kontroll szazalé¢kaban

Bekeverés tipusa

Gyokerek atlagos hossza a

kontroll %- aban

Minosités

Kontroll

100

nem mérgezo

Fuzariummal fert6zott

szemtermes

igen mérgezo

(Forrds: sajat készités)

20. tablazat. A fuzariumos illetve fuzarium mentes szemtermés atlagos statisztikaja

Bekeverés tipusa Medi4n Moédusz Atlag Széras
Kontroll 13,6 12,04 4,18
Fuzéariummal
fert6zott 0 0 0
szemtermes

(Forras: sajat készités)

A HILTNER-féle mingsités szerint ebben a kisérletben mindegyik mag a nagyon erdsen

fert6zott kategoriaba esett, mivel tobb, mint 50 %-s volt a fert6zés. A 13. abran lathatod a

fuzarium mentes és fuzariummal fert6zott kukorica szemtermés.
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13. abra: A fuzarium mentes és fuzariummal fert6zott kukorica szemtermés

(Forras: sajat készités)
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6. Kovetkeztetés, javaslat

A fuzarium és a DON toxin mennyiségének maghatarozasa soran kisérleteim eredményei
alapjan nem volt egyértelmiien megallapithatd a fuzarium mentes és a DON toxinnal terhelt
kukoricat tartalmazo fermentlé csirazasra gyakorolt hatdsa. A tovabbiakban tervezziik olyan
kisérlet beallitasat, amelyben a minimalis tarolasi id6 elteltével haszndljuk fel a vizsgalni
kivant fermentlevet. Ezen kivil még olyan kisérleti beallitast is szeretnék megvaldsitani,
amelyben vizsgaljuk azt, hogy az adott id6pontban elkésziilt fermentlé a tarolads soran milyen

valtozasokon megy keresztiil és ez hogyan hathst a csirazasra.

A hidrolizalt termék csirazasra gyakorolt hatdsa nem volt kiemelked6. nem fejtett ki serkentd
hatast, azonban kis mértékli gatldo hatas volt megfigyelheté a fuzérium és DON tartalmu
szlirlet esetén. Olyan Kkisérleteket terveziink, melyben a gomba szamara sziikséges
tapanyagokat biztositjuk (pl. gombatéptalaj hasznalata steril viz helyett), valamint a 25 és 38 °
C-os aerob ¢és anaerob koriilményeket. Ezutdn pedig biogaz-termelésre jellemzd szubsztrat
analogok példaul huslé, valamint olyan toxintermelést indukalé anyagok felhasznaldsat
tervezziik, amelyek a biogdz-termelés esetén jelen lehetnek (pl. kiillonb6zd szén és

nitrogénforrasok).

A fuzariummal szennyezett DON toxint tartalmazd kukorica szemtermésének csirdzasi
erejének Osszehasonlitd vizsgdlata soran a fuzariummal szennyezett kukorica szemtermése
egyaltalan nem csirdzott ki. A nagymértéki fert6zottség miatt a kukorica szemtermés
allagaban szétroncsolodott, egyértelmii volt a nagyon erds fertdzés. Tovabbi vizsgalatokat
szeretnénk végezni annak megallapitasara, hogy mas tipust hibridek esetén mekkora lenne a
fertdzes, ezzel esetleg egy fuzdriummal szemben ellenallobb kukorica hibrid megallapitdsat

célozzuk.
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7. Osszefoglalas

Az elmult években bekovetkezd csapadékos idéjaras miatt kedvezo koriilmények alakultak ki
a gombak szamara. Ez aktualis problémat jelent hazankban, mivel a 2010-es év csapadékos
id6jarasa rendkiviili modon kedvezett a Fusarium sp. fejlédésének. Hazai viszonyok kozott az
egyik legjelentdsebb szantofoldi korokozé a Fusarium graminearum. Hazankban a
trichotecén tipusi mikotoxinok fordulnak eld leggyakrabban, koziilik a deoxinivalenol
(DON) jelenlétét mutattdk ki legtobbszor a gabonafélékben. A fuzarium fertdzést és
mikotoxin termelddést teljes mértékben sehol sem sikeriilt még kikiiszobolni, azonban ezek
elemzésére specialis analitikai eljarasokat dolgoztak ki. Esetleges artalmatlanitdsi modszer
lehet a fuzariummal szennyezett kukorica biogaz alapanyagként valdé hasznositdsa. Bar a
fermentacié soran a Fusarium sp. elpusztul, a DON toxin nem bomlik le, a fermentumban
visszamarad, és azt kijuttatva a toxin hatdssal lehet egyes kulturnévények csiraképességére.

A dolgozatom célja az volt, hogy megvizsgaljam a fuzarium mentes és a DON toxinnal
szennyezett kukoricat tartalmazd fermentlé csirdzasra gyakorolt hatasat. Mivel a fermentlé
toxin tartalma jelenleg megbizhatdéan nem mérhetd, ezért kukorica alapt hidrolizises
modellkisérletet allitottunk be, amelynél a hidrolizalt termékben a toxin mar mérhetévé valt,
igy a kisérleteim soran a hidrolizalt termék csirazasra gyakorolt hatasat is vizsgaltam. A
hidrolizis segitségével a biogaz gyartas els6 szakaszat modelleztiik. Vizsgalatokat végeztem
tovabba a fuzarium mentes illetve fuzdriummal szennyezett, ezaltal DON toxint tartalmazé
kukorica szemtermésének csirazasi erejének Osszehasonlitdsdra. A vizsgdlataim soran,
szobahOmérsékleten tenyészeszedényes csirateszteteket allitottam be, ahol standard
kvarchomokot hasznaltam. Az egyes kezelések csiraképességét kontroll szazalékaban (%)
kifejezve vizsgéltam. A csirandvények gyokérhosszait (mm) a kisérlet végén lemértem,
valamint a Tukey-féle variancia-analizist hasznaltam az egyes kezelések kozotti szignifikans
kiilonbségek, azaz mikotoxinok csirdzasra gyakorolt 6kotoxikoldgiai hatasanak kimutatasara.
A vizsgalataim Osszegzéseként elmondhato, hogy egyértelmilen nem igazolhatd a toXin
serkentd vagy gatld hatasa, azonban a fermentlében talalhato egyéb anyagok felerdsithették a

Fusarium sp toxinjanak csirazast serkentd hatasat.
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