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1. BEVEZETES

A klimavaltozas a 21. szazadban egy vilagszerte ismert probléma, féleg az
id6jarasi szélséseégek kialakulasa miatt (extrém szaraz vagy extrém csapadékos
évjaras). Hatasa erdsen eltér a bolygd egyes teruletein. Ebbél kdvetkezik, hogy az
élelmiszerellatasra gyakorolt hatasai is eltérbéek, igy regionalis alapon kell kezelni. A
globalizacié miatt pedig az egyes teruleteken fellépd valtozasok hatassal vannak
mas, foldrajzilag tavoli teruletek élelmiszerellatasara is, ami miatt a problémak
interdiszciplinaris megkdzelitésére is szikség lenne.

A novénytermesztés az élelmiszer ellatas és biztonsag sebezhetd terulete a
klimavaltozas tikrében. Erre abiotikus (példaul az idéjarasi széls6ségek, a 1égkori
CO; koncentracié novekedése) és biotikus tényezék, mint rovarkartevok, patogén
mikrobak is hatassal vannak. A termesztés korulményeinek javitdsa mitragyakat,
egyéb kiegészitbket, valamint a kartevok, gyomok és koérokozdk irtasa végett,
novenyvéddszereket (inszekticidek, herbicidek, fungicidek, stb.) alkalmazunk, ezek
pedig hatassal vannak a talaj minéségi romlasara, kémiai szennyezettségére
(példaul az szermaradvanyok, nehézfémek jelenléte miatt), a kartevék migracidjara,
és rezisztens gyomok, kartevdk kialakulasara.

Gondot jelentenek még a patogén mikrobak altal termelt fito- és mikotoxinok.
El6bbi a novényt karositja, kdzvetve vagy kozvetlenul a mikrobidlis fert6zés
folyamatat segitve, mig utdébbi az allatok takarmanyozasaban és a human
élelmiszerellatasban, illetve biztonsagban okoz gondot. igy a mikotoxint termeld
gombak, példaul a Fusarium, az Aspergillus és a Penicillium nemzetség tagjai,
hatalmas gazdasagi karokat okoznak a gabonafélékben (Miraglia és mtsai, 2009).

Fontos lenne megismerni a hazai gabonafélék mikroba fajspektrumat és ezek
toxintermeld képességét felmérni, hogy tudjuk, mivel allunk szemben. A problémak
hosszabb tavu megoldasa a molekularis genetika valamint a hagyomanyos
nemesités eszkodzeit O0tvozd rezisztencianemesitésben, és/vagy géntechnoldgiai
eljarasok alkalmazasaban talalhato, de még rengeteg kérdés, akadaly és

megoldando feladat van ezen a terlleten.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. A kukorica és a hazai kukoricatermesztés bemutatasa:

2.1.1. A kukorica szarmazasa, rendszertana:

Dél-Amerikaban 6shonos ndévény, szarmazasanak pontos helye vitatott.
Géncentruma valoszinileg Mexikd, Guatemala, Kolumbia és Peru hegyes vidékein
talalhaté. A kukorica (Zea mays) a pazsitfifélék (Poaceae) csaladjaba, az egytagu
kukorica (Zea) nemzetségbe tartozik; egyszikd, egynyari, lagyszaru, meleg- és
vizigényes ndvény. Szemtermésének jellegzetességei alapjan tobb valtozata van,
kozullk az alabbiak vannak kéztermesztésben:

1. Lofogu kukorica (Zea mays L. convar. dentiformis): a fontosabb régi
kukoricafajtak ide tartoznak és a hibridkukoricak nagyobb része is l6fogu. Ezt
a valtozatot termesztik a legnagyobb terlleten.

2. Simaszemdli kukorica (Zea mays L. convar. vulgaris): termesztésben kisebb a
jelentésége, mint az el6zének. Kukoricalisztet készitenek beldle.

3. Csemegekukorica (Zea mays L. convar. saccharata): felhasznalasuk
kozvetlenll és konzerviparban torténik. Cukortartalma ennek a legnagyobb.

4. Pattogatni valé kukorica (Zea mays L. convar. microsperma): termesztésuk

nem jelentés (Menyhért, 1985).

2.1.2. A kukoricatermesztés hazankban:

A kukoricat Kolumbusz hozta 1493-ban Eurdopaba. Hazankba Olaszorszagbal,
és a torokok kozvetitésével kerllt. Jelenleg a legnagyobb szantéterlleten, 2000 és
2010 kozott atlagosan 1,169 millio hektaron termesztett ndvényunk (1. abra). Az
EU kukoricatermelésében Franciaorszag utdn a masodik-negyedik helyen All
hazank Romaniaval és Olaszorszaggal osztozva, vilagviszonylatban az USA (41%)
all az els6 helyen.

A Kkukorica vetdbmag termesztésében és forgalmazasaban leginkabb az
amerikai Pioneer, Syngenta és a Monsanto cégek termékeinek van szerepe, de
jelentések a martonvasari és szegedi hibridek is (Nagy és Vanyiné, 2011; Varga és
Potori, 2011). A kukorica termesztése teljesen gépesithet§. A beltenyésztéses
hibridkukoricak megjelenése az 1960-as években teljesen kiszoritotta a
koztermesztésbdl a szabad leviragzasu kukoricafajtakat. A vetéstertlet tulnyomo

részeét kétvonalas hibridkukoricak foglaljak el.
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1. abra: A kukorica termesztésének fontosabb teriiletei Magyarorszagon
(Forras: Nagy, 2007)

2.1.3. A kukoricatermesztés jelentésége:

A kukorica keményitbben gazdag szemtermését sokoldaluan lehet
felhasznalni, hazankban 62%-a takarmany, 8%-a élelmiszer, 18%-a ipari
nyersanyag, €s tovabbi 12%-a export (Jolanka, 2011).

1. Ipari felhasznalas:

Korabban tobbnyire csak szeszt és keményitét, de jelenleg az élelmiszeripar
féként izocukrot allit el6 belble. Ezeken kiviul Uzemanyag felhasznalasu bioetanolt,
keményitdt, finomszeszt és egyéb készitményeket is készitenek ebbdl a névénybdl,
melyeket az élelmiszer-, gydgyszer-, textil- és papiripar hasznal fel.

2. A kukorica, mint takarmanynévény:

Hazankban az abraktakarmany 65-70%-a kukoricabdl all. Szemtermését dara
formajaban, vagy takarmanytapokba keverve hasznaljak fel. A teljes ndvény is
értékes, melyet silézva (belble készult szilazs etetése), zdlden vagy érett
kukoricaszar formajaban adnak a haszonallatoknak.

3. Emberi felhasznalas:

Hazankban nem igazan elterjedt élelmiszer. A soripar hasznositja leginkabb,
ahol az alapanyag 20-50%-a kukoricadara, sorféleségtél flggdéen. Egy masik
novekvd ipardg a sorkészités mellett a kukoricapehely gyartas, amihez szintén

kukoricadarat hasznalnak (Nagy és Vanyiné 2011; Varga és Potori, 2011).



2.1.4. A kukorica legfontosabb betegségei:
A kukoricat kartevéi mellett (példaul kukoricamoly) igen sok betegséget kivalto

korokozé is megtamadja. Néhany példa: a vetbmag penészesedését és a

csirandvény pusztulasat a Fusarium, Penicillium, Alternaria, Aspergillus,
Helminthosporium és egyéb fajok valthatjak ki. A gyokérzet és szarté korhadasat
Nigrospora oryzae, a gyokérrothadast Macrophomina phaseoli és kulonféle
Fusarium fajok okozzak. A zold részeket kukorica golyvas Uszog (Ustilago maydis),
a kukorica rozsda (Puccinia sorghi), valamint a levélfoltossag és levélszaradas
kérokozoja (Helminthosporium sp) tamadhatja meg. A viragzatot és a termést féleg
Fusarium spp, Helminthosporium (Bipolaris) maydis, Aspergillus spp, Penicillium

spp., és Ustilago maydis (2. abra) karositja (Menyhért, 1985).

2. abra: Golyvas lisz6g (Ustilago maydis) kukorican (sajat kép)

A Fusarium fajok altal kivaltott korképet fuzariézisnak nevezzik. A gombak
micéliumai a névénybe a bibeszalon keresztul (1), vagy kulonb6zd okbdl keletkezé
sebzési feluleteken at (2) jutnak be, illetve szisztémikus fert6zést idézhetnek eld
(3), mint példaul a Fusarium verticillioides. A Fusarium fajok a ndévény barmely
részét, minden fejlédési allapotban képesek fertézni megfeleld id6jarasi feltételek
esetén. Az els6 jel altaldaban a hianyos kelés és csirandvény pusztulas. Amelyik
noveny ezt tuléli, annal késébb antocianos elszinezdédés (3. abra) jelentkezik a
levélen, szaron, levélhlvelyen a viragzas alatt. A fuzaridézis leggyakoribb,
legismertebb megjelenési formaja a csépenész és a szartérés, mely a viragzas
utan alakul ki. Kétféle f6 cs6épenészesedés létezik, melyek megjelenésben némileg
eltérnek: a Gibberella tipusu csbéfuzaridzis (5. abra) okozdéja a Fusarium

graminearum, a Fusarium tipusut (6. abra) a F. verticillioides, és kisebb mértékben



a Fusarium subglutinans és Fusarium proliferatum valtja ki. A F. graminearum a
csovek végen jelenik meg el6szor rozsaszines penésztelepek formajaban, féleg
csapadékosabb idbjaras esetén, majd lassan terjed a csovon lefelé, akar a
csuhélevelekre is. Azok a fajtdk vannak leginkabb veszélyben, ahol a csuhélevelek
takarjak a csovet. A Fusarium tipusu csépenész barhol kialakulhat rovarragas,
mechanikai sérllés esetén, a szaraz, meleg iddjaras kedvez neki. A pamutszeri
fehér gombatelepek kuldnalld kukoricaszemeken jelennek meg korlatozott
szamban, erds fert6zés esetén 6sszeolvadhatnak.

4. abra: Egészséges

szarkeresztmetszet

6. abra: Fusarium tipusu csépenész 7. abra: Fusarium-os szartébkorhadas
(Készitette: Mesterhazy Akos, 2007) (Készitette: Mesterhazy Akos, 2007)

Az 4. abran egy egészséges szar keresztmetszete lathatdo (Készitette:
Mesterhazy A., 2007). A fuzariumos szarkorhadas (7. abra) tuneteit féleg a Fusarium
culmorum, a F. verticillioides és a F. graminearum okozza, ami sokaig rejtve
maradhat, bar a csovek fejl6édése lelassul (Mesterhazy és mtsai, 2012).

Kisérletek igazoltak, hogy a szarkorhadas jelentésen csokkenti a csépenész
fertb6zottséget, a cs6penész ugyanakkor visszahat a szarkorhadasra, csokkentve
annak mértékét. Ezt a kapcsolatot figyelembe kell venni a kukorica Fusarium fajok

ellen torténé rezisztencianemesitése soran (Mesterhazy, 1984a).



2.2. A Fusarium nemzetség bemutatasa:
2.2.1. A Fusarium fajok altalanos jellemzése:

A Fusarium-ok fonalas gombak, néhanyan a talajban szaprofitaként, ndévényi
maradvanyokon vagy novényekben parazitaként talalhatok meg. Ezek a fajok mas
mikrobakkal egyutt a kukorica csbpenészért, a szarkorhadasért és
gyokérkarosodaseért is felelések. A Fusarium fajok tdbbsége heterothallikus (Kevei
és Kucsera, 2004).

A F. graminearum, és F. culmorum fajoknal korabban azt gondoltak, hogy
kllénb6zé specializalt rasszok vannak jelen (Tu, 1930), de ez hibas
eredményértelmezésnek bizonyult a gazdandvény-izolatum kdlcsdnhatas helytelen
értelmezése miatt. E két faj esetében ugyanis nem all fenn stabil és jol ismételhetd
kdlcsbnhatas, mint a rozsdarasszoknal (Mesterhazy, 1995). Egyedul a F.
graminearum-nal fedeztek fel homothallikus és heterothallikus valtozatokat, de ma
mar az utébbiak kulon fajba tartoznak (Fusarium pseudograminearum). A Fusarium
oxysporum esetében azonban vannak valédi specializalt rasszok is.

Minden Fusarium faj igen jelentés variabilitast tartalmaz a kilénb6z6
tulajdonsagok terén, példaul ilyen a teleptipus, a telep szine, a konidiumok alakja
és mennyisége. A molekularis vizsgalatok szamos genetikai eltérést hoztak a
vilagra, ezek &ltal maguk utdn vonva a rendszertani valtozasokat is (Mesterhazy,
2006).

2.2.2. Fusarium taxonémia:

Phylum (térzs): Ascomycota — aszkuszos gombak
Classis (osztaly): Euascomycetes — valédi aszkuszos gombak (fonalas
Ascomycetak)
Subclassis (alosztaly): Pyrenomycetes — a termétest (peritécium) sztéma(n)ban
keletkezik, az aszkuszok altalaban bazalis klusztereken fordulnak el6; az aszkospdrak
tojasdadok vagy tliszeriiek, rendezett tetradokban talalhatdk
Ordo (rend): Hypocreales — inoperculate tipusu (pérussal nyild) aszkusz
Familia (csalad): Nectriaceae — a konidiofor (konidiumtartd) alparenchima,
errél fiz6dnek le az egy- vagy kétsejtes ragadds konidiumok
Genus (nemzetség): Fusarium — a teleomorf alakok vannak ebbe a

térzsbe sorolva (Gibberella, Nectria illetve Haematonectria nemzetség

tagjai)



Wollenweber és Reinking (1935) a Fusarium nemzetséget 12 kulonb6zé
szekciéra osztottak (Figgeléek 8.1, 1. tablazat). Az imperfekt Fusarium fajok
ivartalan (anamorf) alakjai a Deuteromycota torzsbe tartoznak. Szamos anamorfnak
van ivaros formaja is példaul a Gibberella és Nectria (illetve Haematonectria)
nemzetségben, melyek az Ascomycota torzsbe lettek sorolva (Fiiggelék 8.1, 3.
tablazat). Néhany gombat parosodasi médja (mating type) alapjan csoportokba
sorolhatunk, példaul a Gibberella fujikuroi fajkomplex tartalmaz ilyen formakat,
ahova tobbek kozt a F. proliferatum, F. subglutinans, és a F. verticillioides fajok

tartoznak.

2.2.3. Fusarium toxinok:

Néhany Fusarium faj mikotoxinokat termel, melyek veszélyeztetik az emberek
egészséget. Kozuluk legjelentdsebbek a fumonizinek, a trichotecének és a
zearalenon.

A Fusarium mikotoxinok csoportositasa:

1. Poliketidek: moniliformin, fumonizinek, zearalenon
Aminosav szarmazékok: enniatin, beauvericin
Terpén szarmazékok: trichotecének, taxol, gibberellinek

Hibrid masodlagos metabolitok: fusarin-C, equisetin

o A D

Szent-Gyobrgyi-Krebs-ciklus intermedierjeib6l szarmaztathaté masodlagos

metabolitok: fuzarium-sav

Részletes jellemzés a Fusarium toxinokrél a Fliggelék 8.1. részben talalhato (2.
tablazat) Varga és munkatarsai (2009) alapjan.

A mikotoxinok termelése nagymeértékben figg a gombatdrzs genetikai
toxintermeld képességétdl, kdrnyezeti faktoroktol, legféképp a hémérséklettdl és a
relativ paratartalomtol. A Fusarium mikotoxin tartalom a gabonafélékben figg az
adott gabonafajta tulajdonsagaitdl (példaul mennyire rezisztens az illeté gombara),
az érés-aratas koruli idéjarastol, a termelés, tarolas és feldolgozas tipusatol.

A mikotoxikdzist okozd gombakat szantéfoldi és raktari eredetll csoportokra
lehet felosztani. Azonban a jellegzetes szantéfoldi korokozonak tartott Fusarium
nemzetség fontos raktari betegséget is tud okozni. Egyébként a két csoport sokkal
kozelebb van egymashoz, mint korabban gondoltak (Mesterhazy és Voijtovics,
1977). Az élelmiszer egészségugyi kockazatot féleg a szennyezett tételek
el6fordulasanak mértéke, annak mikotoxin tartalma és az adott termék

fogyasztdsanak gyakorisaga €s mennyisége jelenti. Az Eurdpai Unio altal
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megszabott toxin egészségugyi hatarértékek (1. tablazat) mellett fontos tényez6 a
toleralhatd napi bevitel (TDI) is (2. tablazat).

Toxin egészségiigyi hatarértékek (pg/kg)
Affatoxin (isszes) 4
Fumonizin (FB ; +FB ;) 4000
Ochratoxan A £
Dezwanivalenol (DON) 1250

1. tablazat: A legfontosabb toxinok egészségliqyi hatarértékei (Eurépai Unio)
(Forrés: Szeitzné, 2009)
A TDI az a toxinmennyiség, amely a szervezetbe naponta bejut (5. tablazat).
Ha id6szakonként meghaladjuk ezt az értéket, nem feltétlendl jelenti azt, hogy meg
is betegszink, de huzamosabb ideig torténé tullépése esetén az

egészsegkarosodas nem zarhato ki (Lasztity, 2009).

Fusarium toxinok SCF altal megallapitott Mag][arézat'

eltiirheté napi beviteli értékei -

Mikotoxinok TDI {pg/ttkg/nap) (*): Ideiglenes TDI, a T-2 és a HT-2
DON (dezoxinivalenol) 1 ) . o
nivalenol 07 (9 toxinoknal kombinalt ideiglenes TDI.
EENSICNTH . 0200 (**): Fumonizin esetén a TDI-t a B4, B,
finrmonizin B, B; é5 B, 20
I-2 és HI-2 0,06 (9 és B3 egylttesen hatarozza meg.

2. tablazat: TDI mennyiségek Fusarium toxinok esetében
(Forras: Szeitzné, 2009)

2.3. Korabbi adatok kukorica Fusarium spp. altali cs6betegségére hazankban:

Irodalmi adatok alapjan a cséfuzaridzis legfontosabb koérokozoja a F.
graminearum, a F. culmorum és a F. moniliforme (Koehler, 1954 és Focke, 1966).
A hazai kutatasok (Békési és Hinfner, 1970) leirtdk az eddig el6fordulé fajokat;
jelentéséguket altalaban a fentiekhez hasonléan itélték meg. Mas fajokat is
azonositottak (Békési és Hinfner, 1970; Biréné, 1975), de ezek el6fordulasi
gyakorisaga a fentiekhez képest nem volt mérvado.

A kutatast Mesterhazy és Vojtovics (1977) fontosnak tartotta a fent emlitett
kukorica felmérések Fusarium fert6zottségi eredményei miatt, ezért folytatasként
1972-1975 kozt nagyszamu természetesen fert6zott ndvényanyagot vizsgaltak
meg. A magmintak 22 illetve 27 termdhelyrdl szarmaztak (Fiiggelék 8.2, 1. abra),
mindenhonnan 4-5 hibridet valasztottak ki, de ezek tdbbnyire nem ugyanazok
voltak. A magvakat vizsgalat el6tt fellletileg fertétlenitették (Mesterhazy, 1974b),
majd a Papavizas (1967) altal kidolgozott Fusarium szelektiv taptalajra helyezték

Oket (meghatarozas: Booth 1972 alapjan).
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Megjegyzés: a F. moniliforme-t ma mar F. verticillioides-nek (Seifert, 2003), a F.

moniliforme var. subglutinans alfajt pedig F. subglutinans-nak hivjak (Nelson, 1983).

Eredmények: Az orszagos magfert6zottségi vizsgalatok a szaraz iddjarasu
1974-ben és a csapadékos 1975-ben azt mutattak, hogy a kukoricat karositd
legfontosabb 2 faj a F. graminearum és a F. moniliforme. A F. graminearum
meglepd allanddsagral tett tanubizonysagot mind a két évben (25,5% és 29,6%), a
F. moniliforme a F. moniliforme var. subglutinans alfajaval egyutt eléretort 1975-ben
(64,75 és 4,5 %) a szaraz id6jaras miatt. Az egyéb fajok orszagosan mindkét évben
hattérbe szorultak, 1974-ben leginkabb a F. moniliforme miatt. Szarban és
gyoOkérben is a F. graminearum, F. moniliforme és a F. culmorum volt a
legjelentésebb. Utdbbi csében nem igazan, csak 4,33%-os (1974) és 0,47%-0s
(1975) fert6zottséget mutatva fordult el6. A dominans fajok eloszlasaban az egyes
tajegységek kozott nem volt Iényeges eltérés, mivel a ferté6zottség leginkabb helyi
tényez6k végett alakult ki, az esetleges differenciat az egyéb fajok el6fordulasanak

mértéke és valtozatossaga jelentheti. Egyéb eléfordult fajok tobbek kdzott:

Fusarium tricinctum, Fusarium avenaceum, F. oxysporum, Fusarium poae,
Fusarium sporotrichioides, Fusarium equiseti, Fusarium semitectum, és Fusarium
acuminatum.

Eqyéb vizsgalatok: Erdekes lehet még a bluza Fusarium fertézottsége, hiszen
ez a ndvény a kukoricaval egyutt alkot vetésforgot. Mesterhazy és munkatarsai
(1984b) felmérést végeztek Dél-Magyarorszagon 1970 és 1983 kozott a buzat
fert6z6 Fusarium fajspektrumrdél, és megallapitottak, hogy a két legjelentésebb faj a
F. graminearum (58,58%) és F. culmorum (26,13%) volt. Részben hasonlé
eredményre jutottak Hornok és munkatarsai is (2005), akik 2001-2004-ben 15
helyszinen gyUjtottek 0ssze 2-2 buzafajtarol kalaszmintat, majd kivalasztottak 6
gombafajt (F. avenaceum, F. graminearum, F. culmorum, F. poae, és 2
Microdochium nivale-t), melyek jelenlétét molekularis modszerek segitségével
kutattak. Osszességében (45 mintaban) a szarazabb idéjarast preferdld F. poae-t
és a kivalo alkalmazkodd képességl F. graminearum-ot talaltak legnagyobb

aranyban, a F. culmorum jelentésen visszaszorult a fajok versenyében buzan is.
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2.4. Potencialis antagonista fajok toxintermel6 mikrébak ellen:

2.4.1. Acremonium (Sarocladium) zeae:

Az Acremonium nemzetséget korabban a Cephalosporium-hoz soroltak, 1971-
ben lett elkllonitve illetve atnevezve (Gams és Summer, 1971), mai szinonimaja
pedig a Sarocladium. Rendszertanuk morfoldgiai valtozatossaguk miatt bonyolult.
Az imperfekt gombak kozé, a Hypomycetes osztalyba tartoznak ivaros formaik,
szamos anamorf pedig megtalalhatdé a Basidiomycota és Ascomycota tdrzsben
(példaul a Sordariales és a Hypocreales rendekben). Extrém lassan ndvekednek,
morfoldgiailag hasonléak elsé ranézésre a Penicillium nemzetséghez, de mas a
konidiumképzés mechanizmusa (Peberdy, 1987).

Irodalmi adatok alapjan a Sarocladium zeae faj a F. verticillioides és az
Aspergillus flavus antagonistaja. Ez a faj potencialis biokontroll agens lehet patogén
mikrobak ellen, és mikotoxin degradalé enzimek lehetséges forrasa is egyben.
Ezek pyrrocidin A-t és B-t termelnek, melyek poliketid-aminosav szarmazék
antibiotikumok. Az elébbi szignifikdnsan magasabb in vitro antibiotikus aktivitast
mutat a masikkal szemben. A Gram-pozitiv baktériumok aktivitasat nagymértékben

gatolja a pyrrocidin A (Wicklow és mtsai 2005).

2.4.2. Clonostachys rosea:

Gyakori talajlako, szaprofita gomba, szerepe van a ndvényi maradvanyok
lebontasaban, ezaltal a ndvénypatogén mikrébak szaporitd képleteinek (példaul
konidiumok) és nyugvo alakjainak (példaul klamidospérak) elpusztitasaban.

Penicillium- és/vagy Verticillium-szer( konidiumtartéi vannak (8. abra).

El6szor a Clonostachys rosea-nal fedezték fel
(Barnett és Lilly, 1962) a mikroparazita
tulajdonsagot. Ujabb kutatasok alapjan a
gomba az 0Osztrogénanalég zearalenon
biodegradacidjaban vesz részt — hasithato,
Osztrogénhatast nem mutaté termékké
| konvertalja (Hideaki, 2002).

8. abra: Clonostachys rosea fénymikroszkop alatt
(Forras: Schroers, 1999)
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3. PROBLEMA FELVETESE, CELKITUZESEK

I. A Fusarium nemzetség tagjainak el6fordulasa kukorica magmintan:

Hazankban 1977 6ta nem publikaltak adatot a kukorica Fusarium-os
fert6zottségének mintazatarol. Kétéves felmérést végeztunk (2010-ben és 2011-
ben) Hbdmezdbvasarhelyrél és Kétsopronybdl szarmazé 6-6 kukoricahibrid
magmintain talalhaté Fusarium fajspektrumrél, melyek meghatarozasa morfolégiai
és molekularis bélyegek alapjan tortént. Az adatokat 6sszehasonlitottunk a 35 évvel
ezel6tti felmérés eredményeivel (Mesterhazy és Vojtovics, 1977).

Il. A kiilonb6z6é ellenallésagu kukoricahibridekrél szarmazé Fusarium-ok
elé6fordulasi aranyanak és toxintermelésének 6sszehasonlitasa:

Korabbi kisérletek alapjan az NK Cobalt, az NK Lucius és a DKC5190 hibridek
a Fusarium-mal szemben jobb szantofoldi ellenallésagot mutattak, mig a DA Scipio,
a Surreal, és a DKC3705 hibridek Fusarium-ra fogékonyak voltak. Célunk a
gyengébb, illetve a jobb ellendllésagu hibridcsoport Fusarium fert6zottségi
szazalékanak és a magmintakbol HPLC-MS  technikaval  detektalt
toxinmennyiségek 0sszevetése.

ll. A Fusarium graminearum izolatumok taxondémiai meghatarozasa,
fajkomplexen belili eloszlasa:

Amerikai kutatok, O’Donnell és munkatarsai a F. graminearum faj globalis
variabilitdsat vizsgaltdk tobb génszakasz szekvenciaanalizisével. A kukoricardl
szarmazo hazai F. graminearum populacié hasonlo jellegl vizsgalatat terveztik, az
eredményeket pedig 0sszehasonlituk a hazai buzamintakrél szarmazé
izolatumokra kapott eredményekkel. Ezt kiegészitjik az F. graminearum izolatumok
in vitro toxintermel képességének vizsgalataval.

IV. Potencialis antagonista fajok el6fordulasanak felmérése:

Munkank célja egy atfogd, Magyarorszag kukoricatermd teruleteire kiterjed6, a
toxintermeld penészgombak jelenlétét tisztazd vizsgalatsorozat elvégzése, mely
soran a hazai 2011-es kukoricarol tébb endofita S. zeae és C. rosea tOrzset
izolaltunk és azonositottunk molekularis modszerekkel. A S. zeae izolatumokkal
antagonista vizsgalatokat végeztink kulonb6zé Fusarium fajokkal és A. flavus
izolatumokkal szemben, a hazai populacié genetikai variabilitasanak és antagonista

aktivitdsanak feltérképezése céljabdl.
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4.1. A vizsgalt kukoricahibridek Fusarium rezisztencijja:

Hazankban leginkabb a FAO 200-599 besorolasu kukoricakat termesztjuk. Hat
hibridet vizsgaltunk felmérésunk soran, ezek a Syngenta, Monsanto, Saaten Union
és Dow AgroSciences cégek termékei. Kereskedelmi okokbdl rémai szammal
jeloltik éket; a I-1ll-as hibridek az ellendllébb, a IV-VI.-os szammal jeldltek pedig a
fogékonyabb csoportba tartoznak.

Korabbi szantéfoldi kisérletek alapjan lett a hibridek Fusarium rezisztencia
viszonya felmérve. Ebbdl az egyik a GOSZ-VSZT Kukorica Posztregisztracids
Fajta Kisérletek (2010) volt, mely alapjan a Il. és Ill. hibrid rezisztensnek bizonyult,
az elébbi a féleg csak a cséfuzariummal ellen, az utébbi pedig a Fusarium-os
szartbkorhadassal szemben is toleransnak bizonyult. A IV. hibrid viszont ebben a
kisérlet sorozatban cséfuzariumra érzékenyben bizonyult, de a szartékorhadassal
szemben rezisztenciat mutatott. A 2010-es MycoRed (az EU A&ltal tamogatott
konzorcialis) palyazat keretében vizsgalt |. hibrid Fusarium rezisztenciat mutatott,
viszont a V. hibrid Fusarium-mal szemben mérsékelten ellenalld, VI. fajta pedig
fogékony volt.

A Flggelék 8.1. részben mellékeltem egy tablazatot a kukoricak érési id6

alapjan torténd csoportositasarol és jellemzésérdl (4. tablazat).

4.2. Mintavételezés és feldolgozas:

A magmintakat csévestul vagy morzsoltan 4-5 csének megfelel6 minta) vettik
at, 1-1 homogén parcellardl lettek véletlenszerlien vételezve. Ezt dsszekevertlk,
kivettunk egységes szamu (hibridenként 50 db) szemet és feluleti fertétlenités utan
PCNB taptalajra helyeztik 6ket (9. abra). Az izolalt torzseket el6sz6r PDA-ra, majd

SNA taptalajra oltottuk. Ezt kdvette a morfologiai meghatarozas.

Megjeqyzés: a masodik évben (2011) Kétsoprony helyett
Ceglédrdl szarmaztak a mintak, mert abban az évben nem

vetették el azokat a kukoricahibrideket Kétsopronyban,

amelyekkel dolgoztunk.

9. abra: Kukorica magok PCNB taptalajon (sajat abra)
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4.2.1. Feliileti fertétlenitési modszerek:

1%-0s haztartasi Hypo-oldatot (NaOCI) higitas nélkll hasznaltuk (hasonléan,
mint Mesterhazy és Vojtovics, 1977), fél éran keresztll razattuk a magokat benne.
Az id6 leteltével a magokat kétszer atmostuk steril desztillalt vizzel, szaritas utan
PCNB taptalajra helyeztuk &ket. A Hypo elbnye, hogy alaposabb fellleti

fertétlenitést tesz lehet6vé és nem hatol a szovetekbe.

4.2.2. Alkalmazott taptalajok:
A taptalajok készitése kuktaban tortént, kb. 5 perc maximalis fokozaton torténé

forralas utan 20 perces, kdzepes fokozaton féztuk (sterilizaltuk) éket.

1. PCNB (PPA vagy Nash-Synder Medium):

Fusarium-szelektiv taptalaj, melyet Nash és Synder irt le el6szor 1962-ben,
majd Nelson és munkatarsai (1983) médositottak. A pepton lebontasaval ammonia
keletkezik, ezt csak a Fusarium fajok és néhany Aspergillus, Penicillium faj
tolerdljak, a Zygomycetes faj tagjai nem képesek noévekedni rajta. A Fusarium-ok is

lassan ndvekednek rajta, sporulaciéjuk szegényes.

2. Potato Dextrose Agar (PDA):

A telep novekedésének mértékének meghatarozasara hasznaljuk a burgonya
agart (Stamets és Chiltons, 1983). A telepek morfoldgigjat (pl. Iégmicéliumok),
pigmentaciojat is vizsgalhatjuk itt (70. abrak), ami fontos masodlagos hatarozasi

bélyegként szolgal az egyes Fusarium fajok elkuldnitésének céljabal.

A
L

10. abrak: A PDA taptalajon névekvé telepek pigmentaciéja megfigyelheté
(sajat abra)
3. Spezielle Ndhrstoffarmer Agar (SNA):
Teleomorf forma nem fejlédik ezen (11. abra, A). Sporulacio, konidiumképzés
jol mikodik az SNA taptalajon (Nirenberg, 1976b), ami alapjan meghatarozhatoak a
fajok. A makrokonidiumok és mikrokonidiumok nem egységes megjelenésliek,

mivel a sporodochium mennyisége limitalt, nem igazan tud kialakulni. A
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klamidospora képzés végbemegy, melynek jelenléte és tulajdonsagai is hatarozoé

bélyegként szolgalnak.

11. abrak: Fusarium izolatum SNA taptalajon (A) és Dichloran Rose Bengal agarra

leoltott talajminta (B) - ebbdl izolaltuk pl. a Clonostachys rosea-t (sajat abra)

4. Dichloran Rose Bengal Agar (DRBA):

A S. zeae és Clonostachys roseae elkllonitésére hasznaltuk ezt a taptalajt (71.
abra, B). A DRBA-t Douglas King és munkatarsai (1979) dolgoztdk ki a
toxintermeld mikrobak szelektiv izolalasara. A PCNB taptalajhoz hasonléan ez a
taptalaj is a Zygomycota gombak (féleg a Mucor és a Rhizopus nemzetség
tagjainak) novekedését gatolja. Az izolalt torzseket PDA taptalajon ndvesztettik
tovabb a molekularis vizsgalatokig. A Fliggelékben (8.1.) megtalalhaté az 1-4

pontban jellemzett taptalajok elkészitésének receptje (5. tablazat).
5. DNS kivonast megel6zéen hasznalt Yeast Malata taptalaj (YMA):

YMA - Yeast Malata Agar Az YMA taptalajt agar nélkul (YMB) hasznaltunk (3.
1 litethez g

tablazat) folyékony taplevesként (Vincent, 1970) a

Malata kivonat (MALDRK) 5

E'ﬁi":m kivonat (Yeast extr.) g molekularis azonositasra varé Fusarium izolatumok
UKoz

Agar 24| felszaporitasara.

3. tablazat: YMA taptalaj receptje (sajat abra)
5. Rizses taptalaj (Széchi, 2005):

¥ 20-25 g Uncle Ben'’s rizst kimértink egy lombikba, majd
40-50 ml desztillalt vizet adtunk hozza, kuktaval
megféztik. Ezen a taptalajon ndvesztettik 2-3 hétig a F.

graminearum torzseket, melyek toxintermel6 képességét

megvizsgaltuk (712. abra).

12. abra: Rizses taptalajon névekvé F.

graminearum izolatumok (sajat abra)
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4.3. Morfolégiai meghatarozas:
Az izoldlt Fusarium fajok morfologiai azonositasa a hazankban korabban is

el6fordulé fajokra koncentralva (Mesterhazy és Vojtovics 1977) tortént.

A morfolégiai meghatarozas soran vizsgalt paraméterek
PDA taptalajon megfigyelheto kepletek

Vizsgalt Tulajdonsagoek jellemzése
tulajdonsagok

nivekedés gyorstal extrém lassdig barmilyen lehet, adott fajtdl
sehessége filggden as izolatumra jellemzden

legmicéliumaolk lehet ritka és sdrd, apratdl nagy meretdig fajra és
morfoldgiaja izoldtumra jellemzden

légmicéliumaok fehér, sargas, barna, lila lehet, fajtdl és izolatumtal
szine fliggden

agar szinezddase |szintelentdl s@tét vinldig, feketéig barmilyen lehet
SNA taptalajon megfigyelheto kepletek

Vizsgalt Tulajdonsagok jellemzése
tulajdonsaqok
Makrokonidium wan nincs
alak egyenes, ivelt, sarld, hold alaki lehet
szeptaltsdy 3-8 szeptum kdzatt varialhat
bazalis sejt lab formajd, Y-alakban bevagott, sth.
apikalis sejt kipfarmany alakd, ivelt, pontban

vegzadd lehet
Mikrokonidium yan nincs
alak kerek, kirte, ovalis, bunkdshot alak
szeptaltsay 0-2 szeptumos lehet
eldfordulasi hely egyesével vagy csoportban (lancak,

alfejek, aggregatumok)
Mezokonidium van nincs
alak altaldban ovalis
szeptaltsay 1-4 szeptum, de nem szeptalt is lehet
Koenidiumtartd monafialidos polifialidos
{konidiofir) elagazi nem elagaza

4. tablazat: A morfolégiai meghatarozas soran vizsgalt paraméterek és rovid
jellemzésiik (sajat tablazat)

A meghatarozashoz féleg a Fusarium Laboratory Manual (Leslie, Summerell,
2006), és a Fusarium Species - An lllustrated Manual for |dentification (Szerk.:
Nelson, Tousson, 1990), valamint a The Genus Fusarium — a Pictorial Atlas
(Gerlach und Nirenberg, 1982) kdnyveket hasznaltuk. Az izolatumokat Leica DM
3000 Microsystem fénymikroszkdppal vizsgaltuk, fényképeket készitettiink 10x, 20x
és 40x nagyitasban a targylemezre preparalt konidiumokrdl és in vivo, a kivagott

agarlemezkében lathatd képletekrdl (4. tablazat).
4.4. Molekularis azonositasi médszerek:

4.4.1. El6késziilés:
A molekularis vizsgalatokra kivalasztott gombakat YMB taplevesben

felszaporitottuk, 3-5 nap elteltével leszilrtuk, liofilizaltuk egy napig, majd egy kis
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mintabdl kivontuk a DNS-t EPICENTRE Biotechnologies DNS-kivon6 kit
segitségével. A mintak DNS-koncentraciojat Nanodrop ND-1000 Spektro-
fotométerrel hataroztuk meg, majd a tovabbi munkakhoz 10 ng/ul-es koncentraciéra
higitottuk steril desztillalt vizzel.

A DNS-minta amplifikdlasahoz az 5. tablazatban feltintetett PCR

reakcioelegyet allitottuk 6ssze minden esetben.

PCR reakcidoeleqy Koncentracid
osszeallitasa
Master Mix 25l ? [Fermentas)
1. primer gyl 10 ph
2. primer gyl 10 ph
DNz z-mentes viz |10 pl
DNS minta 5l 10 ngfpl

5. tablazat: PCR reakcibéelegy 6sszeallitasa (sajat tablazat)

4.4.2. A Fusarium izolatumok szekvencia alapu molekularis azonositasa:

A Fusarium fajok molekularisan diverzek, nem mindig adnak a morfoldgiai
moddszerek egyértelmli és pontos meghatarozast. Erre a problémara kinal
megoldast a szekvencia alapu molekularis azonositasuk. Identifikdlasuk az 1-a
transzlaciés elongacios factor (TEF) parcidlis szekvenciaja alapjan torténik, kb. 700
bp-nyi termék amplifikalédik (Geiser és mtsai, 2004) a PCR reakcio folyaman.
Lehetéség van az ITS (Internal Transcribed Spacers — nem funkcionalis
riboszomalis RNS) szekvenciak alapjan torténé azonositasuk is, bar ez nem olyan

specifikus, mint az el6z6.

Primerek (O’Donnell és mtsai, 1998):
> ef1 - forward primer; 5-ATGGGTAAGGA(A/G)GACAAGAC-3’
> ef2 - reverse primer; 5-GGA(G/A)GTACCAGT(G/C)ATCATGTT-3’

A PCR készlilek beallitasa: inicializacio: 94°C — 5 perc; PCR ciklus (45x):

[denaturacio: 94 °C — 1 perc; annealing: 56 °C — 1 perc; elongacio: 72 °C — 2 perc];

polimerizacié: 72 °C — 2 perc.

4.4.3. A F. graminearum izolatumok molekularis mddszerekkel tbérténd
taxonomai besorolasa:

A kukoricardl szarmazo hazai F. graminearum izolatumok (42 db) molekularis
vizsgalatat a TRI101 (trichotecén bioszintézisért felel6s) gén parcialis szekvencia
adatai alapjan végeztik el, mivel a F. graminearum torzsek elkllonithetok a

trichotecén kemotipus szerint is. A gén egyébként a 3-O-acetil-transzferazt kddolja.
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Primerek:
» AT1 - forward primer; 5°-AAAATGGCTTTCAAGATACAGC-3’
» AT2 - reverse primer; 5’-C(A/G)TA(C/T)TGCGC(A/G)TA(A/G)TTGGTCCA-3’
(Malihipour, 2010)

A PCR készullék bedllitasa az el6z6 mddszernél (4.4.2.) leirt modon tortént.

Az eredmények alapjan készitett molekularis torzsfat a MEGA 5.05 (Tamura és
mtsai, 2011) program segitségével hoztuk Iétre, neighbor joining algoritmus
alkalmazasaval abrazoltuk a szekvencidink rokonsagi viszonyait az irodalomban

feltuntetett 15 F. graminearum faj szekvenciaival 6sszevetve.

4.4.4. Sarocladium és Clonostachys izolatumok molekularis azonositasa:

Az izolalt S. zeae és Clonostachys torzsek azonositasa ITS (Internal
Transcribed Spacers — nem funkcionalis riboszémalis RNS) szekvenciak alapjan
tortént. A PCR készllék bedllitasa a 4.4.2. pontban leirt médon tortént.

Primerek:
> ITS1 — forward primer; 5-TCC GTA GGT GAA CCT GCG G-3
> ITS4 — reverse primer; 5-TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC-3’ (White és
mtsai, 1990)

4.4.5. A PCR-termék tisztasaganak ellenérzése, tisztitasa és szekvenalasa:
Agardéz gélelektroforézissel ellendriztik a PCR-termékek tisztasagat. Az 1xTBE
puffer és agarézbol, méretnek megfeleléen aranyban, 6sszemért gélhez még
folyékony  allapotban  GelStar (Lonza) gélfestéket adtunk (1/10000
koncentraciéban), majd a gél megszilardulasa utan (kb. 20 perc) felvittik a DNS-
mintakat (1 pl-t) a hozzaadott 7 pl-nyi Loading Buffer (LB) mintafestékkel egyutt. A
molekulasuly referenciabdl (Gene Ruler Mix vagy Gene Ladder, Fermentas; 0,1
Mag/ul) 4 ul-t tettlink a zseb(ek)be. A megfelelé minbéségl PCR terméket BioBasic
Inc. EZ-10 Spin Colume PCR Purification Kit-tel tisztitottuk ki szekvenaltatas el6tt.
A tisztitott PCR terméket ABI (Applied Biosystem by Life Technologies)
készulék segitségével megszekvenaltattuk, majd az eredményt Osszevetettik a

NCBI (National Center for Biotechnology Information) GenBank adatbazisaval.
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4.5. Toxinanalizis:

Mindkét év magmintaibol mértink fumonizineket és dezoxinivalenolt (DON).

4.5.1. Fumonizinek mérése magmintakbol:

Fumonizin B4 és B, mennyiséget mértink LC/MS/MS modszerrel. Egy gramm
kukoricamag &rleményt extrahaltunk 5 cm® acetonitril/viz 75/25 (v/v %) aranyd
keverékével vertikalis razdgép segitségével (2,5 ora). Az extraktumot centrifugaltuk
(10 000 rpm, 10 perc). GF/B iivegszalas sz(irén 1,5 cm® feliiliszét HPLC-fiolaba
szlrtunk. Az allé fazis Polaris C18-A (5 um, 150 x 3 mm-es oszlop) és (5 ym, 10 x
2mm -es el6tétoszlop) volt.

A mérés els6 fazisa HP 1090 nagyhatékonysagu folyadékkromatograffal
tortéent, ,A” (0,1% hangyasavat tartalmaz6é viz) és ,B” (0,1% hangyasavat
tartalmazo acetonitril/metanol /75/25/) oldoszerek alabbi gradiensével:

1. 0 perc- 1 perc: 30% ,B”

2. 1 perc-10 perc: 100% ,B”

3. 10 perc - 15 perc: 100% ,B”

4. 15 perc - 20 perc: 30% ,B”

5. 20 perc - 25 perc: 30% ,B”
MS/MS fazisban Varian 500MS ioncsapdas tomegspektrométert

Aramlési sebesség: 0,25 cm®/perc
Injektalt térfogat: 1 pl
Oszlop hémérséklete: 40 °C

hasznaltunk, mely elektronporlasztdasos ionforrassal rendelkezik. Pozitiv
ionizacioval tortént a meérés.

Az azonositasra hasznalt fragmens-ionok a fumonizin B1: m/z 721,8 > 686,6 és
fumonizin By: m/z 705,8 > 512,6 voltak. Fumonizineknél a kalibracié matrixszal

higitott kilsé standard modszerrel tortént.

4.5.2. Dezoxinivalenol (DON) mérése magmintakbol:

Acetil-DON-glukozidot (AcDON), 15’-acetil-DON-t (15’-AcDON), 3’-AcDON és
DON szintet mértink, de ebbdl nekiink a DON mennyisége volt fontos.

Egy gramm kukoricamag 6rleményt extrahaltunk 5 cm® acetonitril/viz 84/16 (v/v
%) aranyu keverékével vertikalis razégép segitségével (2,5 o6ra). Az extraktumot
centrifugaltuk (10 000 rpm, 10 perc). Laborban készitett Al,Os/aktiv szén keverékét
tartalmazo szilard fazist extrakciés oszlopon (SPE; Al,0s/C=20/1) 1 cm®
extraktumot atengedtiink, majd az oszlopot 2 cm® extrakcids olddszerrel mostuk. Az
oszlopon athaladd extraktum és oldoszer elegyét centrifugalis beparléban
beparoltuk. Visszaoldottuk 500 pl acetonitril/viz 20/80 (v/v%) elegyében és HPLC-
fiolaba pipettaztuk.
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Az alléfazis Polaris C18-A (5 pym, 100 x 4,6 mm-es oszlop) és (5 um, 10 x 3
mm-es elététoszlop) volt.
A mérés 219 nm-en, HPLC/DAD-ral tortént, ,A” (viz) és ,B” (acetonitril)
oldészerek alabbi gradiensével:
1. 0 perc- 5 perc: 15% ,B”
2. 5 perc- 8 perc: 15% ,B”
3. 8 perc- 10 perc: 5% ,B”
4. 10 perc - 12 perc: 5% ,B”

A detekciot diddasoros detektorral (DAD), a kalibraciét egyszerl kulsé

Aramlési sebesség: 1 cm®/perc
Injektalt térfogat: 10 pl
Oszlop hémérséklete: 40 °C

standard médszerrel végeztik el.

4.5.3. A F. graminearum torzsek toxintermelésének vizsgalata:

A F. graminearum izolatumokat (42 db) rizses taptalajra oltottuk. Egy és fél
hétig szobah&mérsékleten tartottuk a lombikokat, majd ujabb egy és fél hétre
betettik 4 °C-ra a zearalenon (ZEA) termelés indukcidja végett (Széchi, 2005 -

maodositva). Ezt kdvetden 2-3 kiskanalnyi mintat liofilizaltunk, majd ledaraltuk.

1. DON (dezoxinivalenol) és NIV (nivalenol) mérés:

A mintak el6készitése és a mérés (HPLC/DAD) is a 4.5.2. fejezetben leirt
moédon tortént, azzal a kis kulonbséggel, hogy nem egy gramm mintaval
dolgoztunk, hanem csak fél gramm 6rleményt extrahaltunk 6 cm® acetonitril/viz

84/16 (vIv %) aranyu keverékével vertikalis razégép segitségével (2,5 ora).

2. ZEA (zearalenon) méres:

Fél gramm 6rleményt extrahaltunk 6 cm?® acetonitril/viz 75/25 (v/v %) aranyu
keverékével vertikalis razoégép segitségével (2,5 ora). Az extraktumot centrifugaltuk
(10 000 rpm, 10 perc), majd GF/B iivegszélas sz(irén 1,5 cm® felliliszét HPLC-
fioldba szlrtink. A mérés LC/MS/MS maodszerrel tortént.

Az elsé mérési fazisban HP 1090 nagyhatékonysagu folyadékkromatograffal,

viz (,A”) és metanol (,B”) oldoszerek gradiensével:

1. 0 perc- 1 perc: 10% ,B”

2. 1 perc -7 perc: 100% ,B” Aramlasi sebesség: 0,3 cm®/perc
3. 7 perc- 10 perc: 100% ,B” Injektalt térfogat: 5 pl

4_ 10 perc - 12 perc 10% ”B” OSZIOp hémérSék/ete 40 OC

5. 12 perc - 15 perc: 10% ,B”
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500MS

elektronporlasztasos ionforrasal rendelkezd tomegspektrométerrel mértink, negativ

A mérés masodik szakaszaban  Varian ioncsapdas

ionizacioval. Az azonositasra hasznalt fragmens-ion: m/z 317,4>273,3. A kalibracio

matrixszal higitott kiilsé standard médszerrel tortént.

Megjegyzés: az altalunk mért toxinok kimutatasi hatarértéke minden esetben az

egészsegugyi hatarérték toredéke volt (példaul: DON-nal 1250 helyett 90 ng/kg).

4.6. Antagonista vizsgalatok csésze tesztekben S. zeae izolatumokkal:

Csésze tesztekben PDA taptalajon antagonizmus vizsgalatot végeztlink harom
kulonb6zé helyrél szarmazé S. zeae izolatummal; 2-2 F. graminearum (2011-es
kukoricamagrél szarmazik), F. culmorum (buzardl lett izolalva, Mesterhazy Akos
gyljteménye), F. verticillioides (hazai kukoricardl lett izolalva 2008-ban) és
Aspergillus flavus izolatummal szemben, két ismétlésben.

Az els6 teszt eredményei alapjan 1-1,5 hét utan a F. graminearum és F.
culmorum esetében nem tapasztaltunk gatlasi zénat, ezért most csak 2 db F.
verticillioides (2011-es kukoricarodl lettek izolalva) és 2 db A. flavus izolatummal
parositottuk a S. zeae torzseket (a tobbi izolatummal is: 6sszesen 10 db), ugyanugy
két ismétlésben (6. tablazat).

A S. zeae torzsek mind a két kisérletben 2011-es brucki (B), dalmandi (D),
hodmezévasarhelyi (H) és szegedi (Sz) kukoricardl, az Aspergillus izolatumok

pedig 2008-as kiszombori kukoricardl szarmaznak.

Sarocladium zeae tirzsek Toxintermeld gombak
Csésze-kod | Izoldtum szama | Csésze-kad | lzolatum szama
Elsi teszthen F. graminearum
1 H232 1 Sz 46.06
2 5z331 2 13.05
3 E331 F. culmorum
1 12551
1 B231 2 12375
2 B331 F. verticillioides
3 B431 1 18 TE
4 Ba42 2 25 TE
5 B551 3 Sz 111
(1] D231 4 5z 531
7 H232 Aspergillus flavus
[ H331 1 Af 126
9 5z331 2 Af 171
10 Szh21 3 Af137
Vilagossziirke: 1. kisérlet 4 Af 191

6. tablazat: Csésze tesztek PDA taptalajon —a vizsgalt fajok listdja

(sajat tablazat)
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5. EREDMENYEK ES MEGVITATASUK

5.1. A Fusarium nemzetség tagjainak elé6fordulasa kukorica magmintan:

5.1.1. A morfolégiai meghatarozas eredménye:

2010-ben oOsszesen 104 Fusarium torzset izolaltunk kukoricaszemekrdl: a
kétsopronyi mintakon 65 Fusarium-ot talaltunk, a hédmezdévasarhelyin 39-et. 2011-
ben csak 45-6t: a ceglédi mintdkon 11; a hédmezdévasarhelyin 34 Fusarium telepet
azonositottunk. A két évben a 600 lerakott szembdl (2x6x50) Osszesen 148
Fusarium-ot izolaltunk az alabbi fajeloszlasban: 47 db F. graminearum, 51 db F.
subglutinans, 36 db F. verticillioides és 14 db F. proliferatum. A Fuggelék 8.1.
részben talalhato egy dsszesitd tablazat errél (7. tablazat).

A két évben taldlt Fusarium izolatumok szama kozétti differencia az eltérd
id6jarasi viszonyoknak volt kdszonhetd. 2010-ben csapadékosabb volt az idéjaras a
kukorica tenyészideje alatt a 2011-es szarazsaghoz képest, ami a gombak

ndévekedéséhez, terjedesehez megfelelobb kornyezetet szolgaltatott (13. abrak).

W‘J

2010: 958,5 mm

J"\/é\(‘u(hlpq ek BIUETESe avaadl

L A “A’* 2011: 404,4 mm

=4 met.mes

13. abrak: Az éves csapadék eltérése az atlagtél 2010-ben (A) és 2011-ben (B),
mellettiik az évi atlagos csapadékmennyiség értéke lett feltiintetve (Forras: OMSZ)
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Néhany fénymikroszkopos kép az izolalt fajok kéziil (sajat képek):

Megjegyzés: a kisebb képek egy adott részlet kinagyitasai, ezért nem szerepel rajta méretskala.

10'1‘) pm N \ ) _‘ 3 i

.

52 %) o ﬁ_wl- .ﬁ:/ A‘ L i.“';_
14. abra: F. graminearum makrokonidiumok - targylemez
A F. graminearum makrokonidiumai egyenesek és kdzepesen sarlé alakuak,

altalaban 3-5 szeptumosak. A bazalis sejt [abalaku, az apikalis sejt kupos (74.

abra). A konidiumok sporodochiumokban fejlédnek (15. abrak).

A \‘\\ . “d - Wi . i
15. abrak: F. graminearum szétesett sporodochiumok (A) és ép sporodochium (B) -

in vivo
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A F. subglutinans nagy mennyiségben termel mikro- és mezokonidiumokat,
ezek ovalis alakuak, az el6bbi altalaban 0-, az utébbi 1-3 szeptumos (16. abra).
Makrokonidiumot nem talaltunk. A mikro és mezokonidiumok polifialidokon,
alfejekben keletkeznek, a konidioférok (konidiumtartdk) elagazé/nem elagazoé

mono- és polifialidosak (717. abrak).

Al

¢ {;""Iu‘l };
Gt

- ‘x\

17. abrak (A, B): F. subglutinans konidiumtartok (konidioférok) — in vivo
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A F. verticillioides rengeteg mikrokonidiumot termel az elagazé/nem elagazé
monofialidokon, ezek 0 —szeptumosak és jellemz&en bunkdsbot alakuak lapitott
alappal (18. abrak). Makrokonidium altalaban ritkan fordul el, mi nem is talaltunk.
Hosszu lancokat és/vagy alfejeket formalnak, mikrokonidium aggregatumok is jelen
lehetnek (19. abrak).

A

o .

7 __ : ;
- I s

o 52 (v

18. abrak: F. verticillioides mikrokonidiumok (A - targylemez) és mikrokonidioférok

(B — in vivo)

19. abrak: F. verticillioides mikrokonidium lancokban (A) és alfejekben (B) — in vivo
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A F. proliferatum nagy mennyiségben termel mikrokonidiumokat, ezek
altalaban lapitott alapu bunkésbot formajuak és 0-szeptumosak. A
makrokonidiumok kissé sarld alakuak, 3-szeptumosak, ivelt apikalis és labformaju
bazalis sejttel (20. abrak). A mikrokondiumok eltéré hosszusagu elagazé/nem

elagazé polifialidos lancokban és gyakran alfejekben fordulnak elé (21. abrak).

.\-ﬁ;m

o 4 " ‘0 &. e
§ Y
N - 5 AR

20. abrak: F. proliferatum mikrokonidiumok (A) és makrokonidiumok

mikrokonidiummal (B) - targylemez

"ﬁ‘.\

-l

21. abrak: F. proliferatum mikrokonidium lancok, alfejek és aggregatumok- in vivo
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5.1.2. A molekularis azonositas eredménye:

2010-ben 54 Fusarium izolatumot valasztottunk ki molekularis ellenérzés
céljabol, 2011-ben 25-6t. 2010-ben ebbdl 40 igazolta molekularisan a morfologiai
meghatarozas eredményét, 2011-ben pedig 19 gomba izolatumra volt ugyanez
elmondhaté. A Fusarium-ok morfologiai elkulonitése, meghatarozasa nehéz és
pontatlan, ezért volt szikség szekvencia alapu molekularis azonositasra a
GenBank adatbazis alapjan. Ezt PCR reakcidval készitettik el6, a speciadlisan
Fusarium-ok identifikalasara szolgalé 1-a transzlaciés elongacios factor (TEF)
parcidlis szekvenciajat amplifikaltuk megfeleld primerekkel.

Osszességében nem volt nagy kilénbség a morfoldgiai és a molekularis

meghatarozas kozott.

5.1.3. Az eredmények 6sszevetése az 1974/75-6s felmérés adataival:

Kétéves felmérésink eredményei részben hasonléak az 1974-75-es felmérés
adataihoz. 2010-ben csapadékosabb volt az id6jaras (hasonléan 1974-hez), ekkor
a F. graminearum és a F. subglutinans el6fordulasi aranya volt a legnagyobb (46 és
44%), bar az utdbbi szazalékos megoszlasa kissé megnétt a korabbi felmérés
adataihoz képest, valoszinlleg a szamara kedvezdbb id6jarasi feltételek miatt. A
szarazabb id6jarasu 2011-es évben (mint 1975-ben) a F. verticillioides (26%) kerult
elétérbe (22. abra). Osszességében elmondhatd, hogy a korabbi felméréshez

képest talaltunk némi eltérést a dominans Fusarium fajok eloszlasaban.

A Fusarium fajspektrum eloszlasa évek szerint
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22. abra: A Fusarium fajok eloszlasa évek szerint (sajat abra)
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5.2. A kiilonboz6 ellenallésagu kukoricahibridekrdl szarmazé Fusarium fajok

elé6fordulasi aranyanak és toxintermelésének 6sszehasonlitasa:

5.2.1. A kukoricahibridek Fusarium fertézéttsége a két vizsgalt évben:
Megallapithatdé, hogy az els6é harom rezisztens hibrid a csoportjanak

megfelel6en kevésbé fert6z6dott meg, mint az érzékenyebb fajtak (23. abra).

Fusarium fert6zottség 6sszesitése
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23. abra: Fusarium fert6zéttségi 6sszesitése szerint (sajat abra)

A szenzitiv csoportbdl kivételt képez a V. hibrid, ami a Fusarium-ra ellenallébb
[ll. hibridhez hasonléan viselkedett. Ez azonban nem jelenti még azt, hogy
rezisztens lenne, a rezisztenciaviszonyok megallapitdsahoz tovabbi kisérletekre
lenne szukség, tobb terméhelyen.

Osszességében lathato, hogy a |. hibrid 3%-ban, a Il. 4,5%-ban, a lll. 10%-
ban, a IV. 16,5%-ban, a V. szintén 10%-ban és a VI. pedig 60%-ban volt Fusarium
fert6zott a vizsgalt két évben.

A kuldénb6zd rezisztencia csoportba tartozé hibridek Fusarium fajspektrumat
Osszevetve: eddigi eredményeink alapjan nem volt |ényeges eltérés a Fusarium
fajok aranyaban a rezisztens és fogékony hibridek kozott (24. abra). De tovabbi
vizsgalatokra lenne szlikség, mivel kevés mintaszam (csak két terméhelyet
vizsgaltunk) miatt a fogékonyabb hibridekrél tobbsz6rds mennyiségl izolatumot
kaptunk a két év alatt, mint az ellenallébbakrdl, igy a fajspektrumbeli eltérések nem

igazan értékelhetbek.
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A kiilonb6z6 rezisztencia csoportba tartozoé hibridek
Osszesitett Fusarium fajspektruma

16

32 31

Izolatumok Osszesitett szama (db)

o O Rezisztens hibridek (I-lIl.)
O Szenzitiv hibridek (IV-V1.)

¢ <.

Fusarium fajok

24. abra: A kiilbnb6z6 rezisztenciacsoportba tartozé hibridek 6sszesitett

Fusarium fajspektruma (sajat abra)
5.2.2. A fajspektrum eloszlasa terméhelyek szerint:
A 35 évvel korabbi felméréssel megegyezéen nem tapasztaltunk

termdhelyenként jelentés kuldnbséget a dominans Fusarium fajok eloszlasaban
(25. abra).

A Fusarium fajspektrum eloszlasa terméhelyek szerint
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25. abra: A Fusarium fajspektrum eloszlasa terméhelyek szerint (sajat abra)

A vizsgalt helyeken mindenhol egyenl6 mértékben fordult el6 a F.

graminearum, a F. proliferatum. A F. subglutinans izolatumok el6fordulasa a
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dupldja volt az elsé terméhely csoportnal, mint a masodiknal, ugyanez igaz a F.

verticillioides-re, csak forditva és egy kicsit nagyobb aranyban.

5.2.3. A toxinanalizis eredménye:

2010-ben a Hodmezdbvasarhelyrdl szarmazo . és 1. hibrid kukorica
magmintajabol, és Kétsopronybdl szarmazé Ill. hibrid esetében sem detektaltunk a
kimutatasi hatarérték felett toxinokat. Ugyanez volt igaz a 2011-es Ceglédrdl
szarmazo I, ., IV. és VI. hibrid kukorica mintajara, valamint a
Hodmezbvasarhelyrdl szarmazo 1., 1., IV. és V. hibrid esetében is. A Fliggelék 8.1.
részben talalhatdéak a toxinanalizis pontos eredményei (6. tablazat).

Osszességében elmondhato, hogy nem talaltunk Iényeges fumonizin (B; és
B2) és dezoxinivalenol (DON) szennyezettséget a tObbi kukoricahibrid
magmintajaban sem, mennyiséguk joval az EU egészségugyi hatarérték alatt volt

mind a két évben.

5.3. A Fusarium graminearum izolatumok taxondémiai meghatarozasa,

fajkomplexen beliili eloszlasa, toxintermelb képességének vizsgalata:

5.3.1. Taxonémiai meghatarozas, fajkomplexen beliili eloszlas:

Amerikai kutatok, O’Donnell és munkatarsai (2000), Ward és munkatarsai
(2002), valamint Sarver és munkatarsai (2011) a F. graminearum faj globalis
variabilitdsat vizsgaltak tobb génszakasz szekvenciaanalizisével. A kutatok tobbek
kozott az ammonia liaz, foszfat permeaz, 3-O-aciltranszferaz, a transzlaciés
elongacios faktor alfa (ET-1a), a B—tubulin és egy feltételezett reduktaz gén
szakaszait vizsgaltdk. Munkajuk soran a faj 15 genetikailag eltéré és foldrajzilag
elktlonllé populaciojat azonositottak. Ezeket késébb 6nallé fajokként irtak le; igy
jelenleg 15 faj tartozik a F. graminearum fajkomplexbe. Kukorican, nemzetkdzi
adatok alapjan, a F. boothi, a F. graminearum sensu stricto és F. meridionale volt
jellemzé.

A Kkukoricarol szarmazdé hazai F. graminearum izolatumok (42 db) hasonlé
jellegi vizsgalatat végeztuk el a TRI101 gén parciadlis szekvencia adatai alapjan.
Eredményeink alapjan ezek a torzsek a F. graminearum sensu stricto fajba
tartoznak, a molekularis torzsfa abraja megtalalhaté a Fuggelék 8.2. részben (2.
abra). A 40-42-es izolatumok azonositasa még folyamatban van. Hazankban buzan
eddig Toth és munkatarsai (2005) a F. graminearum sensu stricto, a F. boothi, és a

F. vérosii (elsé leiras: Starkey, 2007) fajba tartozé izolatumokat azonositottak.
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5.3.2. A F. graminearum térzsek toxintermel6 képessége:

A kapott toxinadatok megallapithatd, hogy a F. graminearum sensu strico
izolatumok legnagyobb mennyiségben zearalenont termeltek (39 minta atlaga
alapjan), ezt a dezoxinivalenol (24 minta atlaga alapjan) kovette, majd elenyészé
mennyiségben a nivalenol, csupan 6t izolatumnal tudtuk a jelenlétét kimutatni (26.
abra). A DON esetében az adatok 400-0,8 és ZEA-nal 1200-6 kdzotti skalan
mozogtak. A legtdbb dezoxinivalenolt (323,1 mg/kg) és nivalenolt (51,3) a 2010-es
kétsopronyi VI.-os hibridrél izolalt 4-es torzs, zearalenont pedig legnagyobb
mennyiségben (1188,1 mg/kg) a hodmezévasarhelyi VI.-os mintan talalt 42-es
izolatum termelt. A Fiiggelékben talalhaté a kapott toxineredményeket

Osszefoglalo részletes 8. tablazat.

F. graminearum izolatumok toxintermelésének
osszesitése

O DON
NIV
0O ZEA

522 453

26. abra: A F. graminearum
izolatumok toxintermelé
(DON, NIV, ZEA) képessége

(sajat abra)

522,8

A feltintetett atlagértékek mg/kg-ban értendéek.

5.4. Potencialis biokontroll izolatumok toxintermelé6 gombak ellen:

Munkank soran 2011-es brucki, dalmandi hoédmezévasarhelyi és szegedi
terméteriletekrél szarmazo mintakbdl azonositottunk tobb endofita Sarocladium
zeae (Acremonium zeae) izolatumot (27. abrak). Ez az els6 adat hazai

el6fordulasaral.

27. abrak: Sarocladium zeae izolatum PDA taptalajon (A) és a konidiumtartok

fénymikroszképos képe (B) (sajat kép)
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Csésze tesztekben antagonista vizsgalatokat végeztik a Sarocladium
izolatumokkal PDA taptalajon. Irodalmi adatok alapjan a F. verticillioides altalaban
elfedi a S. zeae jelenlétét. Az elsé kisérletben 1-1,5 hét utan ugyanezt tapasztaltuk
a vizsgalt F. verticillioides mellett a F. culmorum és F. graminearum esetében is.
Gatlasi zénat csak a B331-es Sarocladium izolatum esetében, az A. flavus 171-es
torzse ellen lattunk (28. abra, A).

A vizsgalatot a tobbi S. zeae (10 db) torzs, valamint tovabbi kett§ F.
verticillioides és kett6 A. flavus izoldtum bevonasaval megismételtuk.
Eredményeink alapjan, 1-1,5 hét elteltével, a S. zeae D231-es toérzse az A. flavus
137-es és 191-es torzsét is akadalyozta a ndvekedésben, mig a B551-es torzs az
A. flavus 191-es izolatumat gatolta (28. abra, B). A F. verticillioides izolatumok
esetében ismételten nem tapasztaltunk igazi gatlasi zonat 1,5 hét elteltével sem.
Azonban a csészéket tovabb figyelve, ujabb 1,5-2,5 hét elteltével a F. verticillioides
Sz531-es torzse esetében is megjelentek ezek, a B551-es S. zeae kivételével,
mind a tiz Sarocladium izolatum hatasaként. A Sz111-es Fusarium-ot csak a B331-
es S. zeae gatolta. A késébb kialakult gatlasi zonak feltinése valdszinlileg annak
volt kdszdnhetd, hogy a S. zeae extrém lassan ndvekvé faj, igy gatlo ereje
(feltehetbéen a pyrrocidin antibiotikumok termelése miatt) csak késdbb tudott

megnyilvanulni az agressziv ndvekedésl F. verticillioides-sel szemben.

28. abra: A S. zeae B331 gatlasi zondja A. flavus 171-es (A) és a S. zeae B551 A.

flavus 191-es térzse (B), valamint F. verticillioides Sz531-es térzse (C) esetében

(sajat kép)
SikerUlt kimutatni talajmintabol Clonostachys rosea jelenlétét is, mely szintén
fontos szerepet jatszhat a toxintermelé mikrobak visszaszoritasaban, a zearalenon

biodegradacidja révén (irodalmi adatok alapjan). Tervezzik a késdbbiekben ezen

gombak tanulmanyozasat is.

34



6. AZ EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

Hazankban 1977 o6ta nem publikaltak adatot a kukorica Fusarium-os
fert6zottségérdl és fajspektrumardl. Kétéves felmérést végeztink két terméhelyrél
szarmazo 6-6 kukoricahibrid (I-11l: ellenalld és IV-VI: fogékony) magmintaibol. Az
izolatumok meghatarozasa morfoldgiai bélyegek és molekularis modszerek
segitségével tortént, a magmintdk fumonizin és DON tartalmat megmeértik.
Felmérésink eredményei részben hasonldéak a 35 évvel ezelbtti munka adataihoz,
a csapadeékos 2010-ben a F. subglutinans, és F. graminearum; a szaraz 2011-ben
a F. verticillioides el6forduldsa volt a mérvadd. Azonban a dominans fajok
eloszlasaban tapasztaltunk némi kulonbséget: 2010-ben a F. subglutinans
eléfordulasi aranya megnétt a korabbi adatokhoz képest, a F. graminearum
el6fordulasa nem volt allando (valoszinlleg mindkét valtozas az iddjarasi
feltételeknek koszonhetd), Az 1974/75-6s felméréshez képest F. culmorum-ot nem
tudtunk kimutatni, de talaltunk mind a két évben Fusarium proliferatum-ot, amelyre
35 évvel ezelbtt nem volt példa. A fogékonyabb hibridekrdl tobbszérds mennyiségi
izolatumot kaptunk a két év alatt, mint az ellenallébbakrdl, igy ez utdébbi alacsony
izolatumszama miatt a fajspektrumbeli eltérések nem voltak értékelhetéek, bar
eddigi eredményeink alapjan nem talaltunk eltérést a kulonb6zé rezisztencia
csoportu hibridek Fusarium-os fert6zottsége koézott. A magmintakbdl kimutatott
fumonizin (B4 és B,) és dezoxinivalenol (DON) mennyisége az egészségugyi
hatarérték alatt volt mind a két évben.

A kukoricarodl szarmazo hazai F. graminearum populacié molekularis vizsgalata
alapjan az izolatumok a F. graminearum sensu stricto fajba tartoznak. A kapott
toxinadatokbdl megallapithatd, hogy ezek a legnagyobb mennyiségben zearalenont
termeltek (39 minta atlaga alapjan), ezt a dezoxinivalenol (24 minta atlaga alapjan)
kovette, majd elenyészd mennyiségben a nivalenol, csupan 6t izolatumnal tudtuk a
jelenlétét kimutatni. Hazankban buzardl elsésorban a F. graminearum sensu stricto,
a F. boothi, és a F. vérosii fajt izolaltak.

Munkank soran azonositottunk tdbb endofita Sarocladium (Acremonium) zeae
izolatumot is. Ez a faj a mikotoxinogén F. verticillioides és az A. flavus
antagonistdja, ez az elsé adat hazai el6fordulasardl. Talaltunk talajmintaban
Clonostachys rosea-t is, ami a zearalenon biodegradacidjaban jatszik szerepet

irodalmi adatok alapjan.
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8.1. Tablazatok:

Fusarium taxonomia
Synder és Hansen |Wollemweher és |Fusarium fajok Leslie és

altal leirt fajok Reinking sltal Nelson munkassaga alapjan
leirt szekciok
F. episphastia Eupionnotes F. dirmerum, F. merismoldes, F.
Macroconia aquasductum
F. latertium Lateritium F. lateritium
Liseola F. anthophiium, F. clircinaturn, F.
proliferatum, F. subglutinans, F.
F. moniliforme thapsinum, F. verticilioides, és
mas fajok a Gibberalla fujikuol
kaornplexbdl
F. nivale Arachnites nern tartjak mar Fusariumnal,
ma a Michrodochivm-nak hiviak
F. oxysporum Elegans F. oxysporum
F. Hgidivscuwia Spicarioides F. decemcealillare
Discolor F. sambucinum, F. culrmorum,

F. graminearum, F. pseudo-
graminegrim, F. crookwellense
[vagy F. cersalis), F. toriosum
Gihbhosum F. equizell, F. acuminatum, F.
longipes, F. compactum (F

F. roseum equiset! var. compactum), F
armenizcum (F. acuminatum
so0. armeniacum)

Roseum F. heterasporurn (szinonimak:
F.graminurm, F.reticuiatum), F.
FVEnaceum
Arthrosporiella F. semitecturn, F. camptoceras
F. solani Martiella, F. soland
Ventricusom
F. tricinctum Sporotrichiella F. clamydosporurm, F. poe, F.

sporatrichoides, F. ticinctum

1. tablazat: A Fusarium nemzetség taxonémiaja; a vastagon kiemelt Fusarium fajok
Nelson és mtsai altal lettek az adott helyre sorolva

(Forras: Nelson és mtsai, 1990; Leslie és mtsai, 2006)

Megjeqyzések:

A tablazatban szerepel a Synder és Hansen altal az 1940-es és 1950-es években
leirt 9 dsszevont faj is. a kiemelt fajok Nelson és munkatarsai munkassaga (1990)
alapjan lett az adott szekciéba sorolva. A Martiella, Ventricosum és Elegans
szekcid tagjai pedig elsdsorban talajlaké szaprofitdk, de ndvénypatogének is
lehetnek. A F. sambucinum a Fusarium bactridioides-t, a F. oxysporum pedig a

Fusarium udum és a Fusarium redolens fajokat is magaba foglalja.
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Fusarium fajok altal termelt mikotoxinok

Mikotoxin Tipus Hatastipus, - Tiinetek Termeld faj
mechanizmus
Moniliformin diketid gatolja a piruvat- allatok: zomoyendeséy,  |F avenacewsn, F
dehidrogenszt, cito- &s|legzéshenulas, profiferatuen, F.
fitotoxikus sZivizomdegeneracio, sporotricholdes, F.
kirna GO
Fumonizinek (B4, |nonakstid szfingozin analdg - sertés tiddvizenyd, lovak | F verbicillicices
Bz, B:, By, sth), Zsirsav anyagcserare agﬁ{légyull’éuaa, msfujrék
hat egerben s patkanyhan,
gerincveldzardadasi
rendellenesegek, akut
rhikotoxikdzis (India)
Zearalenon (ZEA |nonaketid dsztrogén mikotoxin  |aombakban szexharmaon, | F ofaminearum,
vaqgy F-2 toxin) allatokban vulvovagintist F. oe/S00rm, F.
okoz, ember- korai nemi  [cuirmorim
Erés
TRICHOTECENEK |szeszkviterpén tipusiak
T-2 toxin "Atipusi fii target: ceontveld szédelgés, fejfijas, F. sporotrichoides,
egyszari sejtied, limfocitak, lataszavar, hanyas, sth F. poge, F.
tetraciklikus placenta it
deoxynivalenol |"B"tipusi emetikus thanytatd),  |karcinogén, vese-, F. graminearin,
(DON vagy egyszerd immunszUpresseiv majkarositd, fekélyek, F.culmorim
vomitoxin) tetraciklikus belgyulladas,
nivalenol (NIV) trichotecének magzatelhalas F. qtaminearim,
F.climmorim
TAXOL diterpén szarm.  |sejtosztodast gatol turmorellenes hatasi Fusariuem so.
GIBBERELLINEK [diterpénsay névenyi horman szarmegnydlas, Fibberaiia
SZANMAazek viragzasindukeid, sth fuiiicurol
Fusarin-C hibrid mutagén, karcinogén F.verticillioides, F.
masodlagos CHYSRORT, F.
metabolit; 2- sporolricholces, F.
pirrolidan culmorem, F.
SZArmMazek graninearim, F.
poe, F.
heterosporim
Equisetin hibrid gyvenge antibiotikus G+ haktériumok ellen, F. heterosmoriuem,
masodlagos hatas, fitotoxikus és a |nekrdtikus 1éziokat okoz a | F. eqguisel F
rmetabolit HIY integraz potens hidveryen semnitectim
inhikitora
Fuzarium-sav Szt -Gy -Krehs- gatalja a sejtosztddast | serés: hanyas, letaria, F. omesporiien, F

ciklus interrm.-bdl
szarmaztathatd 2.
rmetabolit: 5-hutil-

&5 a DMS-szintazst,
antiviralis a
herpesszel szemben

hasmengs, csikkent
immunyalass, varnyomas-
csikkentd

vierticiilioices, F.
heterosporim, F.
subaitingns, F.

pikolinsay clooiweliense
Beauvericin hexadepszi- antihiotikus, Fusariugm 50,
Enniatin peptidek rakellenes, inszekticid, Bealveria
ionofar (kation brassing

transzportot indukal

2. tablazat: A Fusarium fajok altal termelt mikotoxin tipusok bemutatasa és

jellemzésiik

(Forras: Varga és mtsai, 2009)
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Néhany Fusarium faj anamorf

teleomorf neve

Teleomorf | Fusarium fajok

Gibberella fajok

(5. gcurminata F.acuminatum
(5. avehacea F. avehacelm
(5. Intermediz F. prolferatum
(=, moniliformis F.vericilioides
(5. pulicaris F. aambucinim
(5. subgiutinahs Fsubglutinans
(5. tricinta F. tricinctum
(5. Zeae F. graminearim

Haematonectria fajok

H. haematococcs

|F. solani

3. tablazat: Fusarium fajok ivaros (teleomorf) alakjai

(Forras: Leslie és mtsai, 2006)

FAOD Erési Tipus Tenyészidd |Atlag homérséklet-|Erési idd Termeszthetd
csoport hossza igény FAD alapjan
(nap) rq
100-199  |extra korai
igen korai |szemes és [130- 140 145-154 auguszius utalsd 5Z Orszay északi és
silahibrid harmada, szepternber |nyugati tajrészein
300-299 elsd harmada, kizepe |findveny
korai szemes és |140- 150 165-17 5 szeptember masadik |az orszag északikeleti
sildhibrid harmada, kézepe, |85 nyugati tajrészek
300-399 masodik fele nagy részen
kozépkorai |szemes és (150 - 160 195 szeptember masodik |az orszag kizépsd es
silahibrid fele, utolsd harmada |déli (fé kukorica-
és oktaber eleje termesztd régidiban)
400-499 részéhen
kozépérésii |szemes s |160- 170 205 oktaber elsd nagyohbrészt az
sildhibrid harmada, kizepe, orszag deli részein
500-599 masodik fele
600-699 |kiozepkesdi Megjegyzés az igen korai és korai
700-799  |kesdi hazankban termesztésben tipus termesztéséhez: mashoi bliza
300-899 |igen kesdi |Evdik elfvetemenykent vagy koral
900-999 |extra késii masovetemenykent termeszihetl.

4. tablazat: Kukoricahibridek érési id6 alapjan térténé csoportositasa
(Forras: Menyhért, 1985)
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Taptalaj receptek

Fusarium torzsek izolalasahoz Meghatarozashoz
PCNB (PPA/Nash-Synder Medium) PDA |1 literhez {q)
1 terhez g
pepton 15 0| Dextroz 200
KHzF Oy 1.0]Agar 200
MyS 0y 0.5|Burgonya 2600
FCHE (pentakloronitro-benzeén) 0.8|SNA 1 literhez (g
Agar 20 0 kH:P Oy 1,0
Kézmelegre tirténd lehillés utan meértiik bele: KOy 1.0
streptomycin 20 mljg=Soy 0A
Meomycin 12 ml|KE 05
Anditiotitum trzsoidat (100 m stenil deszt vizhen) Glikoz 02
streptomycin-szulfat 5 0]5zachardz 02
Meomycin 1.0} Agar 200
Sarocladium és Clonostachys tirzsek izolalasahoz | Az izoldlt 5. zeae telepek
DRBA (DRBC Agar base, Fluka) nivesztése PDA taptalajon
1 litertez 1 |tortént, a molekularis
Dichloran Rose bengal Agar 31 5|meghatarozasig.

5. tablazat: A morfolégiai meghatarozas soran alkalmazott taptalajok receptje

(Forras: Leslie és mtsai, 2006)

Toxinanalizis - magmintakrol
Fumonizin Trichotecének
Mintavételi hely Minta FB, FB: Ossz F. DON
{ev) (hibric) (rg'kg) | (mgfkgl | {mog'kg) (rg/fig)
l. 079 0,07 0,86
Hédmezévasarhely |I'. 0,11 0,11 027
(2010) W 413
Wl 0,45
l. 012 012 0,49
Il 073
Kétsoprony (2010) | 012 012 0,49
1S 163
v 307
Hodmezdvasarhely |l 1,46 0,44 180
(2011) Wl 027 027
, [ 012 0,12
Cegled (2011) v 03
2010-ben a Hodmezovasarhelyrol szarmaza . és . hibrid kukorcia mintajaban, és
Kétsopronyhol szarmaza L hibrid esetében sem detektaltak a Kimwutatasi hatarérték
felett toxinokat. Ugyanez lathato 2011-ben a Ceglédrial szarmaza I, . és V1. hibrid
Kukorica mintaja, valamint a Hodmezovasarhelyrol szarmazo Il és V. hibrid mintaja
esetében is.

6. tablazat: A magmintak toxinanalizisének eredménye (sajat tablazat)
Maqgyarazat: Az Uresen hagyott helyeken nem detektaltunk toxint a kimutatasi

hatarérték felett.
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2010-es Fusarium fajlista morfolégiai meghatarozas alapjan 2011-es Fusarium fajlista Szinek
morfologiai meghatarozas alapjan jelentése
Kétsoprony Kétsoprony Cegléd EE;E;EE”
V. hibrid V. hibrid L. hibrid . hibrid L. hibrid V1. hibrid rol&tumak.
T |F graminearim |24 F. subgiutinahns 1 Fowverticlioides |1 [F graminearim 1. |F. graminearum|1 F.gramineaft] 12014 ben
2 |F aubgitinans - F. sporolrichioices |2 F.oaubgiutinans |2 |F subgivtinans Il. hibrid 2 F.overticiilioies | lininden minta el
2 | F sporolrichioides [Fdites Biisior ety (firtber] 2 F.aubgiubinans |4 |F subglutinans 1 |F wericiilioides IV. hibrid lett taralva.
4 |F subgiutinans 4 F. aporolrichioldes |4 F. proliferatum 8 [F sporofrichioides | |5 | F wericilicides |1 F.ovarticiiioidas
5 F wericillioides [T F.subgitinans Hodmezovasarhely 1. hibrid 2 F.warticiifioides | |Szekvendlasra
T |F subgiutingns 8 F. grarmineatumn 1. hibrid II. hibrid 1 |F. proliferatum |3 F. profiferatim kivalasziott
B |F subgiidinans 10 F. Qraimineariim 1 F. sporolrichioides| T | F. gramineariim 2 |F. wericiiioides |5 F.verticlifiolces Hmirtk.
9 | F overicilioides 14 F. Qramineariim 2 F.oauboiutingns |2 | F gramineariim L] F.verticiifiolides
10 |F subgiutingns 15 F. subgitinahs Id | F graminearim |3 |F o swbgiutinans Hodmezovasarhely
11 |F subgidinans 16 F. Qraimineariim 4l |F gramineanim (4 | F graminearim I. hibrid V. hibrid
12 |F. gramineatm |18 F. Qramineatiim II. hibrid 6 |F. sporolrichiolces 1 |F. vierticifioides |2 F. praliferatim
12 |F gramineatum |21 F. subgiutinans 7 F. aubgiutinans i |F graminearim Il. hibrid 3 F.verticiifioces
14 |F. gramineatim |25 F. subgiutinans 2 F. gramineatim |8 | F. gramineariim 1 |F. vierticifioides (4 F.proflv, verti 3
15 |F sporotrichioides | 27 F. graminearim . hibrid 9 |F. sporoltichioides L. hibrid 5 F. verticiilioides | [szamitmal.:
16 |F. profiferatum 20 F. Qraimineariim 1A | F gramineatim V. hibrid 1 |F. vericiilioides |6 F. praliferatim
17 |F gramineamm |3 1 | F prolifaratum 2 |F. subgivtinans |7 F.proliv, verti | |Ezeknek az
18 |F vedticilioides  [& S ammearan S HBREE eamiiearife |4 |F graminearum 3 |F proliferaturn |8 F. profi v. verti | [Zalatumaknak
19 |F subglutinans |32 F. subagiutingns 2 |F subgiutinans |5 |F sporotrichicides | 14 |F subgiutinans (9 F verticilliaiges | | morfologisi
200 | F. gramineanim (27 F. subgiutinans K] F. gramineatim |6 |F. gramineariim 6 |F. subgivtinans |10 F.verticiifioces :dn?tﬂlfjlgrr?:k
1A |F subgidtinans I8 F. Qraimineariim 4 F. gramineatim |7 |F gramineariim 7 |F. subgivtinans |11 F.overticiilioides | lazonostas
2B |F. subgitinans 40 F. Qramineariim 5 F. gramineatim |8 |F subgivtinans IV, hibrid 12 F.verticiifioices | |adatoktial.
IC | F sporolichioldes |41 F. subgiutinans (] F. praliferatim 9 |F subglutinans 1 |F. profi v, verti |13 F.ovarticiilioidas
40 | F. subgiutinahs 44 F. subgiutinans 7 F.graminearim |11 |F subgivtinans V. hibrid 14 F.ovarticiilioidas o
5E |F subgivtinans |46 F. spototrichioides |8 F. graminearim IV. hibrid 1 |F profi v. verti [15 F. verticiilioiges | | & taklazathan
6F |F subgiutinans V. hibrid 9 F. sporolrichioldes| 1 | F. graminearim 2 |F. proifferatum |16 F. viarticlilioldes mnr:;T-:'? iaa"a
G |F graminearim |1, F. subgiutinans 10 |F gramineatim |5 | F. gramineariim 3 | Fosubgiutinans |17 F.ovarticiilioidas meghatégrcuzu:lft
BH |F. vediciiiioides |2, F.grarminearim 11 |F graminearum [T |F verliciilioides 4 | F. vericiliicides | 18-19 | F. verticiliioides fajndy
9 |F subgittinans JC-L F. graminearim 9 | F gramineatim V1. hibrid 20 F.ovarticiilioidas szerepel,
100 | F. gramineatim [ 3C-IK F. graminearim 1 |F. profi v verti |21 F.ovarticiilioidas

7. tablazat:

A morfolégiai meghatarozas eredménye (sajat tablazat)
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Hely, lzolatum |Szekvenalas Toxinmérés
hibrid szama |kddja DON NIV ZEA
H, 3 1 189 5 1192
H, I ] 2 10,1
9 3 55 876 2
K, vl 14 4 3231 a1.3 155
KE, IV 18 5 463 3
R 2 6 2028 2223
ke, IV 3I-B 8 043 334 3
3l-A, 9 2.7 449 B
H, Il 2 10 168 5 a0 7
ke, vl 12 1 G52 4
KE, IV 318 12 2.3 a45 3
= 1 13 B2
KE, IV 314 14 48 G834
=R 20 15 48 557 5
H, Il 7 16 170 G522
Ka, IV 27 17 86 109 4
K, vl 17 18 337 8
H, I 3-1 19 709 65 2188
H, I 1 20 708 6
H, I 4 21 288 8623
ke, vl 13 22 149 7403
11 23 394 6
07 G 24 1.7 8133
H, Il 2 25 40,2
H, a 26 1840
KE, IV 14 27 717 22949
H, % 10 28 11295
KE W 3C-| 29 366 B
-l 30 408 3
H, 1 31 139 290 4
a 32 17 1323
H, 14 33 223 7062
18- 34 254 G280
1B-1l 35 549 289
4 36 266 5
5 37 17 a09.1
C, | 1 38 3532
C, vl 1 39 139 9711
K, vl 104 40 410 4
H, I 3] 41 170 955 3
7 42 1188,1
Avilagosszirke  |Atlag 52,2 15,3 522.8
mintak 2011-es | Szdras 83,30 2030 32368
kukoricardl Korrigalt
szarmaznak. szérégt}SEﬂ'ﬂ 12.85 313 49,95

8. tablazat: A F. graminearum tbérzsek toxintermelésének vizsgalata (sajat tablazat)

Magyarazat: Az Uresen hagyott helyeken nem detektaltunk toxint a kimutatasi
hatarérték felett. A szekvenalasi kédok megegyeznek a molekularis tdrzsfan

(Fiiggelék, 2. abra) talalhaté szamokkal.
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8.2. Abrék:
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# 1974, vizsgalt teriilerek

+ 1974 évi vizsgalati teriiletels
kibévitése 1975 re

1. abra: Mesterhazy és munkatarsai altal vizsgalt terméhelyek 1974-1975-ben
(Eorras: Mesterhazy és Vojtovics, 1977)
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2. abra: A F. graminearum fajkomplexbe
. tartozo izolatumok torzsfdja a TRI 101 gén
- parcialis szekvencia adatai alapjan (sajat

24 abra)

1-39: hazai kukoricamintakrdl szarmazé izolatumok a

Al 1-99.

A F. graminearum sensu stricto fajba tartoznak.

18 P . ] . ’ ,
22 A 40, 41 és 42-es minta molekularis vizsgalata még
25

i folyamatban van.

33

|34

35

36

38

-I— 32
i3
13
14
15
Qil48527668|gh|AY452808.1| Gibberella zeae strain NRRL34074 tric hothecene-3-0-ac etyftransferaze gene partial cds
5

a0

4
Qil48527666|gh|AY452807.1| Gibberella zeae strain WRRL31084 tric hothecene-3-0-ac etyftransferaze gene partial cds
il 215789936|0b|FJ240345.1| Fusanum sp. NRRL 45681 trichothec ene 3-0-ac etytransferase (TRI101) gene partial cds
Qi|1 2003696 gh|AF 212600.1| Fusarium asiatic um strain NRRL 28720 trichothecene 3-0-ac etyltransferaze gene partial cds
L gil90994959|gh| D2 4524049 1| Fusarium sp. NRRL 36905 trichothecene 3-0-acetyltransferase (TRI101) gene partial cds
Qi 215789942 |gb|FJ240348.1| Fusariumvarosii strain NRREL 45800 trichothecene 3-0-acetyltransferaze (TRI101) gene partial cds
Qil909949649) gh|DQ 452414 1| Fusarium sp. NRRL 38207 trichathecene 3-0-acetyftransferase (TRI101) gene partial cds
Qil90994865|gh|DQ 45241 2 1| Fusarium sp. NRRL 37605 trichathecene 3-0-ac etyftransferase (TRI101) gene partial cds
Qil48527680|gh|AY452814.1| Fusarium brasilicum strain NRRL31281 trichothecene-3-0-ac etyfiransferase gene partial cds
Qil 1200367 0| gh|AF212587.1| Fusarium austraamericanum strain NRRL 28718 trichothecene 3-0-acetyltransferase gene partial cds
— Qi 909945845|gh|DQ 452407 1| Fusarium acaciae-mearnsii strain NRRL34461 trichothecene 3-0-acetyltransferase (TRI101) gene partial cds
— il 12003664 | gh|AF212584 1| Fusarium meridionale strain NRREL 29010 trichothecene 30-acetyltransferase gene partial cds
— Qi 12003674 gh|AF212585.1| Fusarium mesoameticanum strain NREREL 291 48 tric hathec ene 3-O-acetylransferaze gene partial cds
—— ail 1 2003682[gblAF2125583 1] Fusarium hoothii strain NRREL 29105 trichothecene 3-0-acetylransferase gene partial cds
L Qil48527676]gh|AY452812 1| Fusarium cortaderiae strain NRREL31185 tric hathecene- 3-0-ac etytransferase gene partial cds
Qi|215789932|gb|FJ240343.1| Fusarium aethiopic um strain NRREL 46738 trichothecene 3-0-acetyltransferaze (TR 01) gene partial cds
Qi|12003724|gh|AF 212614.1] Fusarium cerealis strain MRREL 13393 trichothecene 3-0-acetyltransferase gene partial cds
Qi 120037 32| gh|AF 212618.1| Fusarium pseudagraminearum strain NRREL 28338 trichathec ene 3-O-acetytransferaze gene patial cds
oi| 4852767 0|gh|AY452805.1] Fusarum sp. NRRL 29380 trichothec ene- 3-0-acetyltransferase gene partial cds
gi| 90994871 |gh|D0 452415, 1| Fusarium sp. NRREL 29298 trichothecene 3-0-acetyltransferase (TRI101) gene partial cds

—
n.00z
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