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A kutatasi eredmeények ismertetése:

A burgonya Y virus kopenyfehérje hibridjeinek eléallitasa és fertézoképességik

vizsgalata alprogram

A burgonya Y virus [Potato virus Y (PVY)] fertdzi a Solanaceae csaladba tartozé fontos
haszonndveényeket, legjelentdsebb kartételei a burgonya esetében ismertek. Legalabb harom
altalanosan elterjedt, klasszikus értelemben vett térzse létezik, de ennel tobb patotipust irtak
le. A hazankban legnagyobb karokat okozd és a tébbihez képest tulnyomo részt jelen 1évé
torzs a PVY-NTN. Ez a torzs a burgonya gumé nekrotikus gyiiriisfoltossag, az egyik
legsulyosabb virusos burgonyabetegség okozo6ja. A virusok elleni modern védekezéshez a
rezisztenciara vald nemesités a legigéretesebb ut. Ehhez azonban elengedhetetlen az adott
virus alapos ismerete, amely modern molekularis modszerek alkalmazéasa nélkil nem
tekintheté kielégitonek. Kilondsen az RNS virusok eseten alapveté fontossagu az, hogy
rendelkezésre alljon a virus fert6zéképes cDNS klonja, amely igy a virusgenomot
manipulalhaté formaban tartalmazza. A PVY-bol egészen 1997-ig nem siker(lt ilyen teljes
cDNS Klont eléallitani, és tudomasunk szerint a kész klon felhasznalasaval kapcsolatos
tovabbi kozlemények még nem szilettek. Célunk az volt, hogy a PVY kdpenyfehérjéjének
(coat protein - CP) szerepét megvizsgaljuk a virus egyes torzseire jellemzé6 kilonb6zé tlinetek
kialakitasaban. Ehhez olyan hibrid virusokat allitottunk el6, amelyek héatterét a PVY-N torzs
genomja alkotja, a kdpenyfehérje régié pedig mas torzsek (PVY-NTN, PVY-O, ill. PVY-N-
Wilga) CP-ib6l szarmazik. Ezutdn Nicotiana benthamiana ndvények génpuskaval valo
inokulalasaval ellendriztik, hogy a kimérak megtartottak-e fert6zéképességiket. Tobb
parhuzamos kisérlet utan elmondhatd, hogy az NTN és az O hibrid biztosan megérizte, mig az
N-Wilga hibrid esetén ez még nem bizonyitott. A két 0j fert6zéképes hibrid és a harom szil6i
torzs (PVY-N, PVY-NTN, PVY-O) birtokaban ezutan szeleskorti gazdandvény fert6zési



kisérletet inditottunk. Ennek soran elsésorban olyan fajokat kerestiink, amelyeken a hibridek
egymashoz képest eltérd, vagy a sziloi virussal azonos tlineteket okoznak. Négy Nicotiana
fajt (N. tabacum cv. Xanthi, N. clevelandii, N. glutinosa, N. rustica), négy Physalis fajt (Ph.
floridana, Ph. pubescens, Ph. peruvianae, Ph. alkekengi), négy paradicsom fajtat (L.
esculentum cv. Mano, Marmande, Mobil, Z6mok), negy burgonya fajtat (S. tuberosum cv.
Mindenes, Kisvardai RoOzsa, Gulbaba, Russet Burbank) és néhany Chenopodium fajt
inokulaltunk. Az eddigi eredmények alapjan a *Mindenes’ burgonyafajta a hibrid klénokkal
nem, mig a szul6i torzsekkel fertézhet6. A Physalis floridana mint a legtobb megvizsgalt faj
mindegyik virussal fertézheté volt, &m ebben az egy esetben tapasztaltunk jellegzetes
tlnetbeli kilonbségeket is. A PVY-N nagyon enyhe, mozaikszer tineteket okozott. Ezzel
azonos képet mutatott a PVY-N/NTN hibrid, ami arra utal, hogy az NTN kopenyfehérje nem
meghatarozé a PVY-NTN szulore jellemz6 (er6s mozaik) tiinetek kialakulasaban. Ezzel épp
ellenkez6é eredményt adott a PVY-N/O, amelyen a PVY-O-ra jellemzé tinetek pontszeri
léziok, melyek késébb nekrotizalédnak alakultak ki, azt sejtetve, hogy itt viszont a CP
befolyasolja a torzsre jellemzé tlineteket.

Cucumovirusok betegségtiinetben jatszott szerepének molekularis analizise alprogram

Dohany fajokon a legtébb uborka mozaik virus (cucumber mosaic virus, CMV) torzs,
példaul az Rs-CMV szisztémikus fert6zést idéz el6. Azonban az Ns-CMV torzs nekrotikus
lokalis 1éziot okoz N. glutinosa-n és N. tabacum L. cv. Xanthi-nc-n, mig N. clevelandii-n
(Gray) szisztémikus nekrozist, végil csucselhalast idéz el6. Munkank soran eléallitottuk az
uborka mozaik virus Ns és Rs torzseinek teljes hosszisagd genomi cDNS Kklonjait (N1, N2 és
N3, valamint R1, R2 és R3). A klonokrdl in vitro szintetizalt RNS-ek ferté6zékepesnek
bizonyultak, és az eredeti virusokra jellemzé tiineteket indukaltak. Meghataroztuk a genomi
cDNS klonok teljes nukleotidsorrendjét. A kapott adatokat az alabbi hivatkozasi szamokon
helyeztik el az EMBL nukleotid adatbazisdban: N1: AJ580953, N2: AJ511989, N3:
AJ511990, R1: AJ511988, R2: AJ517801, R3: AJ517802. ElGallitottuk mind a hat lehetséges
Ns/Rs reasszortans virust. Segitségiikkel megallapitottuk, hogy az Ns torzs nekrozist okozo
képessége kizardlag az RNS 1 molekulahoz kotheté. Kiméra virusok létrehozasaval
behataroltuk a nekrdzis indukalasaert felelés genetikai determinanst a cDNS 1 Csp451 EcoRV
endonukleédz hasitohelyek kdzotti 175 nt hosszUsagu szakaszara. A két torzs la fehérjéjének
aminosavsorrendje a cONS 1 Csp451 EcoRV szakaszanak megfelel6 regioban 6t helyen tér el.
Létrehoztuk az R1-en alapuld rL456F, rR461C, rvV462Q,rV467A és rH469R mutansokat,



melyek az adott aminosav poziciokban az Ns la megfelelé aminosavait hordozzak. Ezen
muténsok és az R2, R3 klonok in vitro transzkriptumaival Nicotiana ndvenyeket koinokulalva
az rR461C mutans léziokat indukalt a tesztnovényeken. Az R1 és az rR461C klonok Csp45I
EcoRV szakaszanak megfelel6 RNS szakaszok legvalosziniibb térszerkezetét modellezve
megallapitottuk, hogy azok nem térnek el egymastol, igy a nekrotikus determinans nagy
val6szintiseggel fehérje szinten nyilvanul meg. Létrehoztuk az rR461C mutans N1-en alapuld
ellenparjat, az nC461R-t. Az nC461R és az N2, N3 klonok in vitro transzkriptumaival
Nicotiana novényeket koinokuldlva az Rs torzsre jellemzé tuneteket észleltik, ami azt
mutatja, hogy az Ns/Rs kiserleti rendszerben az la fehérje 461. aminosava alapvetéen
meghatarozza a virus tiineteinek tipusat. Az R461C mutaciot a Il. alcsoportba tartozé Trk7
mas gazda / viralis fehérjék részvételét is valoszinisiti a 461. aminosav altal indukalt 1ézid
megnyilvanulasaban. Az Ns torzs la fehérjéb6l a 461. aminosav Kkiejtése replikéciora
képtelen, defektiv virust eredményez. Nem tudtunk szamottevé eltérést kimutatni az
N1/N2/N3, R1/R2/R3, rR461C/R2/R3, valamint nC461R/N2/N3 genomdsszetételii virusok
akkumulécidés szintjében N. clevelandii protoplasztokban 24 0rds inkubalas utan. Az
N1/N2/N3 és rR461C/R2/R3 genomaosszetételii nekrotikus virusok gyorsabban terjedtek mind
rovid, mind hosszu tavon N. clevelandii ndvényekben mint a szisztémikus mozaikot indukal6
R1/R2/R3 és nC461R/N2/N3 genomdsszetételin virusok. Az la fehérje szerkezet részleges
szamitdgepes modellezése utdn a 461. pozicid elicitor funkcidjat vizsgaltuk. Molekularis
modellezéssel hét mutaciodt terveztink, amit fertézoképes klénok felhasznalasaval épitettiink
be a CMV genomjaba. A mutaciok kozil harom (prolin, glutaminsav, aszparagin) gatolta a
virus replikécidjat. Két mutécidt hordozo virus (lizin, arginin) szisztemikus tineteket indukalt.
Az alanint illetve szerint tartalmaz6 mutansok esetén a virus lokalizacidjat figyeltik meg, de
az Ns-CMV izolatumnal megfigyelt erés nekrotikus tiinetek nem jelentek meg. Amennyiben a
virusfertézéshez extrém magas koncentrdcidban hasznaltunk tisztitott viriont, az Ns-CMV
esetén szisztemikus tlneteket figyeltink meg. A szerint tartalmazé mutans virus esetén
szintén megfigyeltik a virust nem fert6zott levelekben, bar csak a csucsi levelek kisebb
szegmenseiben. Az alanint kddold mutans virust a nem fert6z6tt levelekben soha nem
detektaltuk.

Ismert hogy a cucumovirusok sejtrél-sejtre terjedéséhez mind a virus mozgasi fehérjéje
(movement protein, MP) mind a kdpenyfehérjéje (coat prtein, CP) jelenléte szikséges. A
cucumovirus csalad két tagja, az uborka mozaik virus és a paradicsom magtalansag virus

(tomato aspermy virus, TAV) kozott ez a két fehérje nem cserélhet6 ki szabadon. Mig a CMV
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(TR rekombinans) egy sejten belll replikédlodik, de a szomszed sejtekbe nem képes atjutni.
Rekombinans kopenyfehérjét illetve mozgéasi fehérjét hordozo virusok segitségével kerestiink
magyarazatot arra, hogy a TR rekombindns virus miért nem képes a fert6zott sejtekbél a
szomszéd sejtekbe jutni. A rekombinans virusok akkor voltak fertéz6képesek, ha a MP
karboxi terminalis 29 aminosava és a kopenyfehérje karboxi terminalis 150 aminosava azonos
virusbdl szarmazott. Munkank alapjan feltételezheté hogy a cucumovirusok sejtrél-sejtre
terjedéséhez a MP karboxi termindlis végének és a kopenyfehérje karboxi terminalis
kétharmadanak kolcsdnhatésa sziikséges.

A kopenyfeheérje (coat protein, CP) f6 feladata a virus RNS becsomagolasa, de fontos
szerepe van a betegségtlinetek meghatarozasaban is. A virus partikulum 180 CP alegységhdél
épul fel. Homoldgia modellezéssel harom CMV izolatum (Trk7, R, M) kdpenyfehérje
szerkezetét készitettlik el, majd ezeknek a modelleknek a felhasznalasaval értelmeztiik azt,
hogy a kopenyfehérje egy-egy aminosavanak valtozas miért okozhat jelent6s valtozasokat a
tlnetek fenotipusaban illetve a gazdandvénykdrben. A modellezett fehérjek szekvenciaja a
kovetkez6  hivatkozdsi szamok alapjan megtaldhato az EMBL  adatbazisban
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov): R-CMV kopenyfehérje: Y18138, M-CMV kdpenyfeheérje:
AF268599, Trk7-CMV kopenyfehérje: L15336. A templatként hasznalt Fny-CMV
kopenyfeherje PDB adatbazis kddja: 1F15 (http://www.rcsb.org/pdb).

A szekvencia-6sszerendezéshez a Wisconsin Package Version 10.0 programcsomag GAP

elnevezésii programjat hasznaltuk. A homologia modellezést a MODELLER 6.1 programmal
hajtottuk végre. A homoldgia modellek molekulamechanikai finomitasat a SYBYL 6.5 (1998)
programmal hajtottuk végre. Az elektrosztatikai szamitasokat a GRASP program segitsegével
vegeztik. A modellek sztereokémiai ellenérzését a PROCHECK program szdmolta. A
funkcionalis  helyeket a PROSITE  adatbdzis  keres6  programja  jésolta.

(http://us.expasy.org/prosite). A molekulagrafikat és a tébbi abrat, pedig az aldbbi programok

segitségével készitettiik el: Swiss PDB Viever 3.7, PyMol (http://www.pymol.org), Corel
Photo-Paint 10, CoreDraw10, PovRay 3.5.
A nagyfokd hasonldsagnak kdszénhetéen a modellezett szekvenciarész 6sszerendezésében

nem kellett réseket nyitni és beszlUrasokra sem volt szlkség. Az ismert Fny-CMV
kopenyfeherje szerkezetet templatként hasznalva harom CMV izolatum homoldgia modelljét
készitettliik el. Az R, M és a Trk7-CMV CP-t a 29. aminosavtol a C-terminalis végéig, a 218



aminosavig modelleztik. A templatként hasznalt Fny-CMV CP rontgendiffrakcios szerkezet
nem tartalmazza az elsé 28 aminosavat, mivel az N-terminalis régi6 a virus RNS kotés miatt
rendezetlen szerkezeti. A homoldgia modellek megbizhatosagat sztereokémiai statisztikai
mutatdk igazoltak. A PROSITE elnevezésii program nyolcféle funkcionalis helyet josolt: Az
aszparagin-glikozilacios és amidacios helyek az 6sszes CMV kdpenyfehérjében konzervaltan
megtalalhatok. cCAMP/cGMP-fiiggé protein kinaz foszforilacios helyek talalhatéak az R és a
Trk7-CMV CP-n. Az egyetlen jésolt ATP/GTP-kétohely a Trk7-CMV CP-n helyezkedik el.
Az 06sszes CMV kopenyfehérje szekvenciaban tobb konzervalt protein kinaz C (PKC) és
kazein kinaz Il (CK I1I) foszforilacids hely is talalhatd. Két nagy valdszintiséggel téves
funkciondlis helyet is lokaliz&lt a program: egy szekvencia kozepére josolt N-terminalis
mirisztoilacios helyet és ugyancsak szekvencia kozepére josolt C-termindlis mikrotest
célszignalt. A program altal josolt funkcidnali helyek szerepének vizsgalata a virus
életciklusaban izgalmas feladat, melynek kezdeti lépései sem torténtek még meg. A
tovabbiakban a leirt funkcionalis helyek és a korébban kozolt viruspatoldgia jellemzok
osszefliggéseit vizsgaltuk.

Az R-CMV nagyon erds torpilést okoz Nicotiana glutinosa névényeken, a Trk7-CMV
pedig szisztemikus z6ld mozaik tiineteket indukal. Az R-CMV CP aszparagint (N), a Trk7-
CMV CP pedig lizint (K) tartalmaz a 193-as poziciéban. Ha a Trk7-CMV kdpenyfehérjéjeben
a 193-as pozicidban levé lizint aszparaginra (N) vagy szerinre (S) cseréltiik, az R-CMV-hez
hasonlo erds torpulést figyeltiink meg a tesztnévényeken (Szilassy és mtsai., 1999). A 193-as
aminosav a H és az | béta-redé koézotti BH-BI hurok régioban helyezkedik el, amely a kilvilag
szamara jol elérhet6 helyen van az 0sszeépilt virusrészecske feltletén is. A Trk7 és az R-
CMV CP modelljeit 6sszehasonlitva és a funkcionalis hely joslas eredményit figyelembe véve
feltiing, hogy a 193-as pozicio kdzelében a 189-192 aminosavig terjedé szekvenciarészen
(SKDD) egy kazein kinaz Il (CK I1) foszforilacios hely talalhato. Feltételezheté hogy a 193-
as aminosav toltése befolydsolja a kindz kotédéset a kopenyfehérje fellletén. Az
elektrosztatikus potencidl fellleti eloszlasa alapjan a K193 természetesen pozitiv toltést, mig
az N193 negativ polarozottsagl. Ez a kis eltérés azonban két kilonbézé biokémiai utat
indukal a virusfertézés folyamataban. A modellszerkezeteket megvizsgalva azt is
megallapithatjuk, hogy a szoban forgd foszforilaciés hely a viruspartikulum fellletén
helyezkedik el, igy hozzaférhetésége miatt az dsszeéplilt virusrészecskeben is végbemehet a
foszforilalodas. A foszforilacid pontos helye a homoldgiamodell alapjan nem hatarozhatd
meg. Feltételezheté, hogy a 188-as pozicidéban talalhatd, minden CMV izolatumnal

megtalalhatd tirozin (Y), vagy a kopenyfehérje 189-es aminosav poziciojaban elhelyezkedd



szerin (S) foszforilalédhat. A modellt tovabb kivanjuk vizsgalni fert6zékepes CMV klénok
muténsainak felhasznélasaval.

A CMV tlneteinek kialakitasaban gyakran a kbpenyfehérje tobb aminosavanak van fontos
szerepe. A kovetkez6kben egy ilyen esetet vizsgaltunk. Az M-CMV ellentétben a legtdbb
CMV izolatummal nem fert6zi szisztemikusan a tokot, az Fny-CMV viszont igen erds
tlneteket indukal. Wong és mtsai., (1999) igazoltak, hogy a kopenyfehérje 129-es és a 214-es
aminosava felelés a fertézésbeli kulonbségért. Az M-CMV CP és az Fny-CMV CP rendre
leucint (L) és prolint (P) tartalmaz a 129-es pozicidban, illetve arginint (R) es glicint (G)
tartalmaz a 214-es helyen. Mutécids Kisérletek soran a kovetkezo kisérleti eredmeények
szllettek: Az L129P mutéci6 az M-CMV CP-n klorotikus léziokat okozott 6-9 nappal az
inokulacio utan, az R214G mutécid torpllest és klorotikus 1éziok kialakuldsat indukalta 6-9
nappal a fert6zés utan, végil pedig az L129P/R214G dupla mutans méar 3-4 nappal az
inokulacio utan igen sulyos torpiléses és mozaikos tiineteket okozott. Az Fny-CMV
kdpenyfehérje mutacidi: a P129L mutdns nem bizonyult fertézékeépesnek, mig a G214R
muténs torpiléses és klorotikus tiineteket produkalt 6-9 nappal a fertézés utédn. A
P129L/G214R dupla mutéciot tartalmazo viruskonstrukcio, pedig fert6zékeptelenné valt. A
129-es aminosav az els6 eleme a 129-t6l a 136-0s aminosavig tartd BE-aEF hurok régionak. A
BE-aEF hurok az E jelt B-szal és az EF elnevezésti a-hélix kdzott helyezkedik el. A BE-aEF
hurok az 0sszeépilt virusrészecske kils6 feltletén talalhato. A 214-es aminosav a
kdpenyfehérje C-terminalis végén helyezkedik el, amely a virusrészecske belseje felé
orientalodik. Igy a kopenyfehérje valdszinilleg 6nall6 makromolekulaként vesz részt a
fert6zés folyamataban. A josolt funkcionalis helyek terbeli elhelyezésével és a modellek
elektrosztatikus potencial mintazatanak 6sszehasonlitasaval vizsgaltuk a kialakulo tlinetek
lehetséges szerkezeti és funkcionalis dsszefliggéseit. A 129-es aminosav kdzelében egy PKC
foszforilacids hely talalhatd (124-126), de az elektrosztatikus potencidlokban szignifikans
eltérés nem mutathatd ki, bar a leucin nagyobb és hidrofébabb mint a prolin. A 129-es
aminosavval kezd6d6é PBE-aEF hurok régio mozgékonysdga nagyban fligg a két szélsé
aminosav sztereokémiai tulajdonsagaitol. A leucinnal kezd6d6 hurok joval mozgékonyabb
lehet, mint a merev prolinnal kezd6d6é. Az R214G és a G214R mutéciok az M-CMV és az
Fny-CMV CP kopenyfehérjén részleges elektrosztatikus potencialvaltozast okoznak,
pozitivbdl semlegesbe és forditva. Ha arginin van a 214-es poziciéban, akkor egy PKC
foszforilacids hely alakul ki ebben a régidban (S212-T213-R214). A kisérleti eredményekkel
egybevetve az a kovetkeztetés vonhatd le, hogy a 212-es helyen torténé foszforilacid
csokkentheti a fert6zés hatékonysagat. Az M-CMV kopenyfehérje L129P/R214G dupla



mutacioja esetén a BE-aEF hurok régido merev és nincs jelen foszforilacios hely a 214-es
pozicid kornyezetében, tehat a két mutacié egymas hatasat felerésitve igen sulyos tlineteket
indukal a gazdandvenyen. Az Fny-CMV kopenyfehérje P129L/G214R dupla mutécidja pedig
mozgékony BE-oEF hurok régidval rendelkezik és a S212 is foszforilalodhat,
kovetkezéskeppen a két mutacio egyuttes hatasara a virus sejtrol-sejtre terjedése minimalis, a
szisztemikus fertdzéshez elégtelen szintre csokken. Erdekes modon az M-CMV
kdpenyfehérje mutacidja és az Fny-CMV kopenyfehérje P129L mutacidja egyforman nem
foszforilalhatd és ugyanolyan mozgékony BE-aEF hurkot tartalmaz, azonban a M-CMV
mutans konstrukcié klorotikus és torpiléses tuneteket produkal az Fny-CMV, viszont nem
fert6zoképes. Tehat Fny-CMV esetében a BE-aEF hurok régiéo ndvekvé mozgékonysaga a
fert6zoképesség elvesztését okozza, mig az M-CMV-ben, ahol eredetileg is mozgékony volt a
BE-aEF hurok régié, a R214G mutacié miatt elvesztett foszforilacios lehetéseg
fert6zoképessé tette a viruskonstrukciot. Osszefoglalva elmondhatjuk, hogy a 212-es helyen
tortén6 foszforilacio és a mozgekony BE-oEF hurok régié egymas hatdsat gyengitve
kozrejatszanak a fert6zési folyamat gatlasaban.

A Kkukorica rezisztens az M-CMV fert6zésével szemben, mig az Fny-CMV fertézi azt.
Ryu és munkatarsai (1998) bizonyitottak, hogy a tunetek kialakulasaért egyedil a
kdpenyfehérje felelés. Az M-CMV kdpenyfehérjét legalabb két helyen kell mddositani ahhoz,
hogy legyézze a kukorica rezisztenciajat. Két egyszeres (L129P, T162A) és egy kétszeres
(L129P/T162A) mutans felhasznalasaval igazoltak, hogy csak a két kopenyfehérje pozicid
egyuttes valtoztatasaval indukalhat6 a rezisztencia attorése. Egyik egyszeres mutans sem volt
képes a kukorica fert6zésére, csak a L129P/T162A dupla muténs. A 129-es aminosavval
kezd6dé BE-aEF hurok regid szerepét az el6z6 bekezdésben részletesen targyaltuk. A
kukorica fert6zés esetén is hasonlo kovetkeztetések vonhatok le. A 162-es aminosav
oldallancai a kopenyfehérje felszinén helyezkednek el, viszont az 6sszeéplilt virus részecske
belsejében vannak. A 162-es poziciok kornyezetében szignifikdns elektrosztatikus
potencialbeli eltérések nem tapasztalhatdak. A PROSITE funkcionalis hely keres6é program
nem josolt foszforilacios helyet ezekre a pozicidkra, bar a T162 foszforilalédhat. Tehat a
kopenyfehérje foszforilaltsagi allapota befolyasolhatja a virus sejtrél-sejtre terjedését. Erdekes
maodon a modellben a 168-as poziciohoz térben kdzel talalhatd egy josolt PKC foszforilacids
hely (124-126). Az L129P CP muténsban a BE-aEF a hurok régié merev, a T162 aminosav
pedig foszforilalhatd. A T162A mutacio esetében nem lehetséges foszforilacio sem, a 162-es

pozicidban, valamint a BE-aEF hurok régio mozgékony a L129 mutacio miatt. A fert6zéképes



L129P/T162A dupla mutacio esetén a hurok régi6 merev és a Al162 aminosav nem
foszforilalhato.

Osszefoglalva a megfigyeléseket elmondhatjuk, hogy a BE-aEF hurok régié merevsége
szilkséges, de nem elégseges feltétele a fert6zés kialakulasanak kukorican. A 162-es
pozicidban torténé foszforlilacié egyértelmtien gatolja a fert6zés folyamatat. Extrapolalva
kovetkeztetéseinket mas CMV izolatumokra feltételezhetjik hogy az R-CMV (P129, Al162,
Y168) és Trk7-CMV (P129, A162, Y168) fert6zi a kukoricat.
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Penészgomba ellenallésag kialakitdsanak lehetésége magasabbrendi ndévényekben

alprogram

A gombak altal okozott betegségek komoly termeéskiesést okoznak, az ellenik torténd
védekezés soran kijuttatott vegyszerek pedig erésen megterhelik a kdrnyezetet. Rezisztens
vagy tolerans fajtak termesztésével csdkkenteni lehetne a karokat. Hagyomanyos nemesités
soran nagyon nehéz ilyen fajtakat eléallitani, hiszen mind a szelekcid, mind pedig az ellenalld
fajokkal, fajtakkal vald keresztezés hosszadalmas folyamat, és sokszor nem is vihet6 véghez.
Biotechnoldgiai modszerek alkalmazéaséaval egyszeriibben lehet tolerans fajtakat el6allitani,
mint a hagyomanyos nemesitéssel. Az egyik legigéretesebb mddszer, amikor olyan géneket
fejeztetnek ki a novényben, amelynek a terméke vagy toxikus a korokozé szamara, vagy
csokkenti annak novekedeset. llyenek a hidrolitikus enzimek (kitindazok, glikanazok),
antifungalis fehérjek, antimikrobialis peptidek és a fitoalexinek termeléseért felelés gének. Az
irodalomban tébb olyan sikeres kisérletrél szamoltak be, amelyek sordn hidrolitikus enzimek
génjeit fejezték ki a novényekben. A hidrolitikus enzimek kozé taroznak a kitindzok, amelyek

nagyon fontos szerepet jatszanak a gombak elleni védekezésben, mert hidrolizaljak a kitint,



amely a legfébb sejtalkotdja nagyon sok ndvénypatogén gombanak. Tobbféle elolény termel
kitinaz enzimet, de kulénb6zé minbéségben és mennyiségben. Toébbféle eredetii (ndvényi,
bakterialis, gombabol szdrmazo) kitindz enzim képzéseért felelés gént juttattak be novények
genetikai allomanyaba. A legigéretesebb eredményeket akkor érték el, amikor Trichoderma
fajok Kitinaz-génjeivel dolgoztak. A Trichodermak nemzetségét gombapatogén gombak
alkotjak, a bioldgiai ndvényvédelemben is ismertek. Az egyik legelsé kdzlemény, amelyben a
Trichoderma-indukalt rezisztenciarol irtak, azt mutatta be, hogy a Trichoderma harzianum
gatolta a Botrytis cinerea csirazasat bab novényeken. Ebben a kisérletben kozvetlendl
hasznaltak fel a gombat, késébb mar ugy alakitottak ki rezisztenciat dohanyban és
burgonyaban, hogy a Trichoderma harzianum endokitinaz génjét fejezték ki a névényekben.
Ezzel a mddszerrel dohanyban, almaban és sz6lében értek el megndvekedett ellenallsagot
kilénb6zé novénykorokozd gombakkal szemben. Azonban nemcsak a Trichoderma
harzianum hasznalhatdé a bioldgiai ndvényvédelemben. Hazai kutatdsok soran mas
Trichoderma fajokat is vizsgéltak, és kimutattdak, hogy a Trichoderma hamatum is erés
gombagatld hatassal rendelkezik, amely hatast a gomba altal termelt endokitinaz enzim idézi
els. Ugy gondoltuk, hogy az enzim termelésért felelés gén kifejeztetése novényekben
megndvelheti azok gomba-betegségekkel szembeni tolerancidjat. Hipotézislinket elészor egy
modell-névényen, a doh&nyon kivantuk alatdmasztani. A Trichoderma hamatum 42 kDa-0s
endokitindzat kddold gént transzformaltuk dohany ndvényekbe. A transzformald
konstrukcidban a kitinaz gén a karfiol mozaik virus 35S promoterének iranyitasa alatt allt,
ezaltal Kkonstitutivan, vagyis a noveny élete sordn folyamatosan termelte az endokitinaz
enzimet. A transzformald vektor kanamycin rezisztenciaért felelés gént is tartalmazott, amely
lehetévé tette, hogy a ndvényeket el6zetesen szelektaljuk. PCR tesztek bizonyitottak, hogy a
felnevelt és vizsgalt novények tartalmaztadk a Trichoderma hamatum endokitindz génjét. A
transzgenikus novenyeket tobbféle modszerrel fertéztik szabadfoldrél szarmazd Botrytis
cinereaval. Az ellenérzott kortlmények kozott torténo szirkepenész-fertézések soran
megéllapitottuk, hogy a transzgénikus vonalak kulénbdz6 meértéki, de nagyobb toleranciat
mutatnak a gombaval szemben, mint a vad tipusu novények. A fertézések soran azt
tapasztaltuk, hogy egy vonal (7. szamua) mindegyik kisérletben a legerésebb, esetenként a
kontrollhoz hasonld tlineteket mutat, mig mas vonalakon (5. és 9. szdmu) a leggyengébb
tlnetek jelentek meg, flggetlentl a fert6zés maodjatol. Azonban a szarat fert6zve minden
vonalban sulyos tiinetek, sokszor pusztulas volt megfigyelhets, amelybél azt a kovetkeztetést
vontuk le, hogy a transzgén kifejezédesének meértéke a szarban nem megfelels. A

transzgenikus vonalakban megndvekedett kitinaz-aktivitdst mutattunk ki, indukcio nélkil is.



Azonban az altalunk alkalmazott moddszerrel nem talaltunk kilénbséget a tolerans es a
kevésbé ellenall6 vonalak kitinaz-szintje kozott. A vizsgalt gén a masodik és harmadik
utddnemzedékbdl is kimutathaté volt. Tovabbi vizsgalatok sziikségesek a Kitindz-szint
pontosabb vizsgalatara. Jelenleg egy fluorimetrian alapulé mddszert tesztelink, amellyel az
egyes vonalak Kitinaz szintje kozotti kilonbségeket lehet szamszertsiteni.

Tovébba szeretnénk ndvelni a transzgén kifejezédésének mértékét, foképp a szarban. Ehhez
olyan konstrukcidt kivantunk létrehozni, amely sebzésre aktivalodik, és erésebb hatasu, mit az
altalunk eddig hasznalt. Ennek érdekében olyan konstrukciot keészitettink, amelyben a
Trichoderma hamatum endokitinaz génje az Arabidopsis thaliana 7-es szdmu actin
promoterének iranyitasa alatt all, amely azt teszi lehetévé, hogy az enzim termelése csak
mechanikai sériilés esetén kdvetkezzen be. Ettél a mddszertél azt varjuk, hogy az enzim
szintje a korokozd tdmadasa esetén ugrasszeriien megemelkedik, ezéltal hatékonyabb
védelmet biztosit a névény szamara.

Ezzel a konstrukcidval is elészor a dohany névények transzformaldsat végeztik el. A
transzformaciobdl szarmazd novények elézetes szelektaldsat itt is a konstrukcidba beépitett
kanamycin rezisztenciaert felelés gén tette lehetévé. A kanamycint tartalmazd taptalajon
fejlédé novényeket PCR technikaval ellendriztik, és koziluk 46 vonal kerult ndvenyhazi
killtetésre. Ezeken a vonalakon kezdtik el parhuzamosan a Kkitindz enzim szintjének a
vizsgalatdt eés a szlrkepeneész-ellenallosdg ellenérzését. Elézetes eredményeink alapjan
elmondhatjuk, hogy az egyes vonalak kitindz szintje kdzott jelentés kilonbségeket talaltunk,
de jelenleg nem még nem tudjuk, hogy ez a kulonbség az ellenallosag meértékében is
megmutatkozik-e.

A még hianyz6 eredmények ellenére azonban elmondhatjuk, hogy a pozitiv eredmények
alatamasztottak azt a hipotézisiinket, hogy Trichoderma endokitindz gén segitsegével
ellenallobb névényi vonalakat lehet Iétrehozni, tehat megkezdhetjik a munkat gazdasagilag
fontos novényekkel is. F6 célunk, hogy sziurkepenész ellenallé malna, szeder és szederméalna
vonalakat hozzunk létre. Ehhez elkezdtlk a regeneracios rendszer kidolgozasat. 6 mélna, 1
szedermalna és 1 szeder fajtat vontunk be a kisérletbe, nagy résziik magyar nemesitési fajta.
Kiserleteink jelenlegi eredményei alapjan megallapithatjuk, hogy az egyes fajtak valaszado-
képessége kozott jelentds kilénbségek vannak. Vizsgalataink kiterjednek az anyandvények
fenntartasara, a megfelelé tenyészedények megtaldlasara, a fenntartas illetve a regenerécio
taptalajanak idealis dsszeallitasara, a fény hatasara a regeneracié soran. Fontos szempont a
kiindulasi novények kora, illetve az, hogy melyik névényi rész hasznalhatd a regeneracid

soran. A taptalaj dsszeallitasanal fontos szempont a mikro- és makroelemek, a kilénb6z6



vitaminok és hormonok ardnya, és a taptalajhoz adott szénforras minésége és mennyisége.
Azért sziksegesek ezek a minden tényezére Kiterjedé vizsgélatok, mert az irodalomban leirt
modszerek nagyon fajtafliggéek, az eredmények nehezen reprodukalhatéak. Szerzék abban
viszont egyetértenek, hogy a Rubus fajok rekalcitransak, vagyis regeneracios hajlamuk
gyenge. Munkank soran jo regeneraciot értiink el a szedermélna és nehany malna vonal
esetében, azonban a kisérletek tovabb folynak, hogy olyan modszert dolgozzunk ki, amely

minden vonalnal jol alkalmazhato.

Kalaszfuzaridzis alprogram

A buza kaldszfuzaridzisa, mely betegséget a nemzetkézi szakirodalomban FEB (Fusarium ear
blight) néven tartanak nyilvan, a vilag valamennyi gabonatermeszté réegidjaban elterjedt.
Minthogy nem jelentkezik minden évjaratban, sokhelyitt nem folytatnak rendszeres
védekezést ellene. Mennyiségi veszteségeket és sutdipari értékcsokkenést is okoz a FEB, igazi
veszélyessége azonban abban rejlik, hogy a betegségért felel6s gombafajok emberre-allatra
artalmas mikotoxinokat termelnek.

Két éven at (2003, 2004) folytattunk felvételezéseket az orszag 10 helyszinén olyan 6szi
baza allomanyokban, amelyekben nem végeztek kaldszfuzériézis (FEB) elleni &llomany-
permetezést. A program célja az volt, hogy megallapitsuk a FEB korokozoinak elterjedtségét,
a mikotoxin szennyezettség mértékét, valamint az idéjarasi tenyezok jarvanytani szerepét. A
korokozokat (Fusarium avenaceum, Fusarium culmorum, Fusarium graminearum, Fusarium
poae, Microdochium nivale var. majus, M. nivale var. nivale) fajspecifikus PCR maddszerrel
azonositottuk, amely alkalmasnak bizonyult a latens fertézottség kimutatésara is. Tejes
éréskor, valamint aratadskor vettink mintakat, és a szemtermest, illetve a pelyvalevelet

egyarant vizsgalat ala vetettik. Minden tablarél 200-200 kalaszt gyajtottiink véletlenszerien.

Mini Gro3 keszulék segitségevel (Sky Instrument, Wales, Nagy-Britannia) rogzitettik a
meteoroldgiai adatokat (hémerséklet, relativ paratartalom, levélfelllet nedvesség, csapadek
mennyisége) orankénti gyakorisaggal, a virdgzast megel6z6 10. naptol a betakaritasig.

A szemtermeés- és pelyvalevél mintakat mikotoxinok jelenlétére is vizsgaltuk. Négyféle
toxint — dezoxinivalenolt (DON), diacetoxiszcirpenolt (DAS), nivalenolt (NIV) és zearalenont
(ZEA) — mértiink gazkromatografiaval és tomegspektrometriaval.

2003-ban 6sszesen 30 mintaban 180 fajspecifikus PCR-detektalast végeztiink. Minddssze
31 esetben tudtunk gomba-DNS-t kimutatni (17.2%), s e pozitiv eseteknek is tobb mint



egyharmada (11) a pelyvéara esett (1. tablazat). A szemtermésben csak F. culmorum, F.
graminearum és F. poae fordult el6. Harom olyan helyszin is volt, Szeged, Kecskemét és
Kompolt, ahol a szemtermésben semmiféle gombaeredetii DNS nem fordult el6. Ami az
egész, 2003. evi felmérest illeti a F. graminearum volt a leggyakoribb faj (17 eset), ezt
kovette a F. poae (8), majd a F. culmorum és a F. avenaceum (3-3). Sehol nem észleltiik a két
Microdochium-fajt. A PCR-vizsgélatok alapjan jol el6re lehetett jelezni a betakaritas idején
varhatd fert6zottséget: azon a helyszinen, ahol tejeséréskor fert6zést észleltiink, ott
betakaritaskor is kimutathato volt az adott korokozo, s csupan egyetlen esetben tapasztaltuk
azt, hogy aratas idejére visszaszorult a tejes éréskor tapasztalt fert6zés. (A pszichrotrof F.
avenaceummal tortént ez meg Szegeden).

2004-ben — kdvetve a 2003. évi mintavételi rendet — viszonylag sok PCR-pozitiv esetet
rogzitettlink, szam szerint 66-ot (2. tablazat). Mind a 6 faj eléfordult, leggyakrabban a F.
graminearum (21), majd a F. poae (17). A szemtermésben is a F. graminearum volt a
leggyakoribb (7), ezt kovette a M. nivale var. nivale (4), majd a M. nivale var. majus, a F.
avenaceum és a F. poae (3-3), legvégiil pedig a F. culmorum (1 esetben). Két olyan helyszin
(Kecskemét es Kompolt) azért meg ebben az évben is akadt, ahol nem talaltunk a szemben
gomba-DNS-t. Tizbél hat szemtermés tételben mutattunk ki mikotoxint, s el6fordult egy —
hazai viszonyok kozott — kiugréan magas DON-adat is, amit a Rojtokmuzsajon gyujtott
mintdban mértiink (847 ng kg?), és amit az egyébként ritkan eléfordulé F. culmorum-
fert6zottseg rovésara irhatunk. A tobbi helyszinen a F. graminearum felelt a DON-
kontamindacidért, a NIV-szennyez6dést pedig a F. poae jelenléte okozta. Az egész vizsgalat-
sorozatban egyedill ebben az esztenddben talaltunk zearalenont, egy Enyingen gyiijtott
tételben; az elhanyagolhatéan kicsiny szennyezédésért (5.2 ug kg™) a F. graminearum volt a
felelos.

A felmérés soran alkalmazott diagnosztikai PCR eljaras rendkivul érzékeny, akar 0.002 ng
ml™ alatti DNS koncentracié kimutatasara is alkalmas. Ez a kiilénleges érzékenység tette
lehet6vé azt, hogy nagy mintaszamon (6sszesen 20 000 kalaszt vizsgaltunk!) gyors és pontos
fajazonositast végezziink. A modszer nagyfok( érzékenysége hitelesiti a most kozolt
eredményeket, magyaran: ahol ezzel az eljarassal nem tudtuk kimutatni a hat FEB korokoz6
egyikét sem, ott hagyomanyos eszktzokkel nem lehetett volna fert6zottséget megallapitani. E
hatarozott allitas kozvetett és ellentétes oldalrol jové bizonyitasat adjak a mikotoxin adatok: nem
volt toxin azokban a mintakban, amelyekben nem talaltuk meg a megfelelé korokozét. Az esetek
tobbségében a diagnosztikai PCR-rel észlelt enyhe fert6zottség sem tunetekkel, sem

terméskiesessel, sem mikotoxin felhalmozodassal nem jart.



Sok ujdonsagot hozott a felmérés a FEB fajok el6fordulasat és gyakorisagat illetéen.
Bizonyitottuk, hogy jelen van a klasszikus modell szerint lezajldé, F. graminearum Aaltal
kezdeményezett kalaszfuzériozis a hazai 6szi biza allomanyokban (hogy ti. mar GS70 kordli
stadiumban észlelhet6 a fert6zés, majd végig hizodik, egeszen a betakaritésig), de ez egyaltalan
nem gyakori és nem jellemzé esemény. A két év alatt megvizsgalt 20 buzadllomany koéziil
csupén hatban lehetett tetten érni ezt a modellt, és csak négy helyen volt a fertézésnek érdemi
dezoxinivalenol (>100 pg kg™) szennyezédésben megnyilvanulé kévetkezménye.

A F. poae volt a leggyakrabban kimutathatd gomba, az esetek csaknem 40 %-aban ezt a fajt
talaltuk meg. Vizsgalataink egyértelmtien igazoltak azt is, hogy masodlagos korokozoérol van,
hiszen mindig az érett szemtermésben, illetve a pelyvaban lehetett észlelni ezt a gombat, tejes
éréskor még nem. LebecsllIni azonban nem szabad ezt a méasodlagos fert6zést sem, hiszen
nivalenol felhalmozddéshoz vezethet, ami harom esetben igazolhaté volt az altalunk vizsgalt
tertileteken.

Nagyon visszaesett a F. culmorum eléfordulésa, bar ahol jelen van ez a gomba, ott nagy bajt
tud okozni. Lasd a 2004. évi rojtokmuzsaji meréseket! Visszaszorulasat — ami egyébkent szerte
Eurdpéban tapasztalhatd — azzal magyardzzuk, hogy ez a faj nem tudta allni a versenyt a F.
graminearummal és a F. poaeval. A F. graminearumot a kival6 reprodukcids stratégiaja
(homothallids aszkospora keépzeés), a F. poaet pedig a szaraz, meleg id6jarashoz valo
alkalmazkodasa tette legy6zhetetlenné a fajok versengéseben.

Inkédbb mikoldgiai, semmint ndvénykortani érdekessége van annak, hogy igazoltuk a M.
nivale mindkét valtozatanak jelenlétét hazai 6szi blza kalaszokon. A korabbi felmérésekben
valésziniileg azért nem talaltak meg ezeket a korokozokat, mert izolalasukhoz alacsony, 18°C
alatti inkubacios homérsékletre van szikség, amit a tdmegmintak szallitdsa és rutinvizsgalata
soran nem lehet biztositani. Minthogy a M. nivale nem okoz sulyos tlineteket és mikotoxin-
felhalmozddéassal sem jar a fert6zés, folosleges lenne e faj hazai jelentéségét talértékelni.

CD-n rogzitettik a meteorologiai adatokat, amelyeket igény szerint az érdeklédok
rendelkezésére tudunk bocsatani. Hatalmas adathalmazrdl van szo, melynek behat6 elemzésére
nincs mod ebben a jelentésben. A leglényegesebb dsszefliggésekre azonban ra tudunk mutatni.
Klasszikus felfogas szerint kedvez a Fusarium-fert6zésnek, ha tébb napon at paradus kérnyezet
uralkodik az 6észi buza allomanyokban virdgzaskor, vagy a viragzas koruli idészakban (Parry, et
al. 1995; Obst et al. 2002). A mi vizsgalataink igazoltak, hogy Magyarorszagon ez a helyzet
sehol nem fordult el6, még csapadékos evekben sem. A virdgzas altalaban révid ideig,
mindossze 5-10 napig tartott, s az egyes évjaratok kozott csupan annyi volt a kilénbség, hogy

aszalyos években mar majus els6 felében megkezdédott a déli végeken az 6szi buza viragzasa,



mig hiivosebb, csapadékos evekben csak majus végén, junius elején indult el a virdgzas.
Gyakorlatilag minddssze két hét eltolddast lehetett tapasztalni a szélséségesen szaraz 2003. év €s
a kifejezetten csapadékos 2004. év viragzasi periddusai kozott. Es soha, egyetlen mintavételi
helyen nem fordult el, hogy két napnal hosszabb paradus kdrnyezetben legyenek a virdgzo
kalaszok! Altalaban azt tapasztaltuk, hogy este 8-9 ora koéril volt eldszor észlelhets
paralecsapddés, de reggel 7 dréra ez mar mindendtt megsziint. Ha pedig csapadék hullott, akkor
2-3 Oréval késébb mar nem volt mérhetd levélfelillet nedvesseg érték. Egyedil a nyugati
orszagrészben, Rojtokmuzsajon és Szombathelyen rogzitettiink hosszabb paratelt idészakokat, de
ezek is legfeljebb 38-42 dras szakaszok voltak. lgaz, ez mindkét helyen elégségesnek bizonyult
ahhoz, hogy akar a szaraz 2003. évben, akar pedig a nedves 2004. évben megjelenjen a F.
graminearum és/vagy a F. culmorum fert6zés. 2004-ben radadasul jelentés mikotoxin
felhalmozddassal is parosult a fertézes, ami arra utal, hogy a korokozdk tartésan meg tudtak
telepedni a kalaszokban. De ujfent hangsulyozzuk, a klasszikus FEB-fert6zés hazankban ritka,
és foként a nyugati orszagrészre korlatozodik.

Miként fordulhat el6 mégis, hogy vannak évjaratok, amikor bizony az egyébként kivald
magyar buza is mindségi gondokkal kuszkodik? Eltekintve a felelétlen nyilatkozatoktol,
amelyeket gyakran szovevényes kereskedelmi érdekek mozgatnak, van egy nagy veszély: a
legkivaldbb termés is tonkremehet, ha széls6séges idojaras vagy a szegénység (kombajnok
hidnya) miatt megkésik a betakaritas, és jelent6s csapadék aztatja el a mar beérett buzat.
Felmérésiink egyik oldalaga ennek az allitasnak is szép bizonyitékat hozta.

Azzal a megfontolassal kezdtik el vizsgélni a betakaritaskor gyajtott pelyvalevél
gombafertézottségét, hogy magyarazatot keressiink arra, miért taldlnak néha (1) mikoxinokat
olyan lisztmintakban, amelyekben nem fordult elé az adott toxint termelé gomba. Ugy
okoskodtunk ugyanis, hogy az ilyen Kkivételes esetekben a pelyvalevélen masodlagos
fert6zesként jelenlevé penészgomba termelheti a toxint, és ez a toxin keril be — diffGzio dtjan
— a szembe. Felmérésiinkben az altalanos tendencia az volt, hogy a szemferté6zés és a
pelyvalevél fertézés dsszhangban van, azaz: amennyiben a szem fert6zodik, akkor ez a
fert6zes atterjed a pelyvalevélre is. El6fordult azonban az is — legtébbszor a F. avenaceum és
a F. poae esetében — hogy csak a pelyvalevelen volt értékelheté fert6zottség, a szemben
viszont nem tudtuk észlelni a gombat. Ez tipikus masodlagos kalaszfert6zéshél ered, vagyis
nem viragzaskor éri az inokulum a névényt (mint klasszikus esetben), hanem késébb.

Kilonleges és tanulsagos helyzet alakult ki Martonvasadron 2004-ben. Gyonyori,
egészséges buzaallomanyt vizsgaltunk, amelyben tejes éréskor csupan a F. graminearum

jelenlétét lehetett észlelni, méghozza a kimutathatdésag hataran. A betakaritaskor esedékes



mintavétel el6tt két nappal azonban 60 mm-es nagy es6 aztatta el a mar beérett kalaszokat.
Uzemi koriilmények kozott nem is lehetett volna megkezdeni az aratast, hiszen a szemek
nedvességtartalma 25 % folott volt. A kézi mintavételt azonban elvégeztilk, mégpedig gy,
hogy a kisérleti tablan 16 al-mintat vettink: 50 x 50 cm-es négyzetben minden kalaszt
levagtunk, és a 16 al-mintaban kulon-kilén elvégeztiik a FEB korokozdk PCR-es azonositasat
(szemtermésben és pelyvaban egyarant), és mértik (a szemekben) a négy mikotoxin (DAS,
DON, NIV, ZEA) mennyiségét. Dramai helyzetet tapasztaltunk (3. tablazat). A pelyvalevél
mintakbdl a FEB korokozok teljes arzendlja kimutathatd volt, még a ritka Microdochium-
fert6zes is tomegessé valt, s ami még nagyobb baj volt, eléretdrt az egyébként szintén ritkan
jelentkez6 F. culmorum. Megkezd6dott a szemtermés masodlagos kolonizécidja is, és az al-
mintak tobb mint felében (1) mértiink mikotoxin szennyezettséget. Mindez két nappal a nagy
es6 utan mar eszlelhet6 volt, igy nem kell hozza tdl nagy képzel6erd, mive lett ez a termés
egy hét mulva, amikorra hozza lehetett volna kezdeni az aratdshoz — Gzemi korilmények
kozott.

Kétéves felmérésiink azt mutatja, hogy hazankban a jo agrotechnikai feltételek kdzott
termesztett 6szi buza allomanyokban meg csapadekos evekben (Id. 2004.) sem kell klasszikus
kaldszfuzariozis jarvanytol tartani, s nagyon egészséges, j0 mindségi buzatermest lehet
betakaritani, akar rekord-hozamok mellett is. Azokon a terméhelyeken azonban, ahol tartds
paradus kornyezet alakult ki a GS 65-70 kortli fejlodési idészakban, érdemes kalaszfuzariozis
elleni védekezést folytatni. (Nem bannank, ha ezt a névényvedelmi dontést pontos diagnozis,
azaz a korokozok jelenlétének PCR-rel tortént megerésitése alapjan hoznak majd a
termesztok.) A legnagyobb veszélyt és valés mikotoxin kockazatot azonban a beérett
allomanyt éré nagy csapadék és a megkésett betakaritas jelenti.

Martonvasaron, Kkiserleti allomanyokban mintegy 20 fajtdn vegeztink PCR-alapu
azonositasokat azzal a céllal, hogy idejeében jelezzik, ha kilénésen erés Fusarium-
fogékonysag jelentkezik valamelyik kdztermesztésben levo fajtan vagy fajtajelélton. Mint 0 4.
tblazatban lathatd, orvendetesen gyenge fertézottséget észleltiink, s azt is foként a teljes
érésii mintakban (amikor mar nincs aktiv névényi vedekezés). Ezekben a vizsgalatokban is a
F. graminearum és a F. poae bukkant el6 leggyakrabban. Az kulén érvendetes, hogy 6szi
durum bulzaban egyéaltalan nem tapasztaltunk Fusarium-fertézottséget, mert az ilyen

anyagokat altalaban a fokozott FEB-fogékonysag jellemzi.



Vegetativ inkompatibilitas alprogram

A Thermobifida programban tortént elmaradasunk (kéarfelmérést és indoklast Id. ott)
kiegyenlitésére forditottunk tobb erot erre a kérdésre — terven felll. A kalaszfuzariozist okozé
Fusarium-fajok (hasonléan egy sor méas fonalas gombahoz) alapvetéen kétféle szaporodasi
modot kovetnek: egyesek rendszeresen beiktatjak életciklusukba az ivaros szaporodast (s
ezaltal folyamatosan gazdagitjak populacidjukat 0j patogén véltozatokkal), masok viszont
klonos szaporodasra torekszenek (s ily médon megovjak a populéciét attol, hogy az értékes
patogenitas-tulajdonsadgok kihiguljanak). Ez a kétféle stratégia egyazon fajban is
megfigyelhetd, a térben és id6ben elkilonilé populaciok mas-mas utat valasztanak.

A klénosan szaporodd populécidkban is vannak miikédéképes parosodasi tipus gének (az
ivaros reprodukcid genetikai hattere tehat biztositott), mégsem kerul sor ivaros szaporodasra,
mert azt megakadalyozza a néi sterilitds. A noi sterilitas okait nem ismerjik. Ezekben a
populacidkban gyakori tovabba a vegetativ inkompatibilitds, ami lehetetlenné teszi a
szomatikus sejtek kozotti egyesilést, s igy a heterokarion allapot és a paraszexualis
rekombinacio kialakulasat (amivel szintén gyakran élnek a fonalas aszkomicetak). Eddig nem
volt arra adat, hogy kapcsolat lehetne az ivaros rekombinacié zavarai és a vegetativ
inkompatibilitds ko6zo6tt, mi azonban egy érdekes jelenségre bukkantunk, amelynek behatd
vizsgélata igéretesnek latszott.

A vegetativ inkompatibilitast vic (het) gének iranyitjak. Egy-egy fajban 8-10 ilyen gén
van, altalaban 2-4 alléllal. Csak azok az egyedek képesek szomatikus sejtfuzidra (azok
kompatibilisek), amelyekben minden allél pontosan egyforma. Egyetlen allél-kiilénbség gyors
sejthalallal jaré inkompatibilitast eredmenyez.

Az egyik legjobban tanulméanyozott, vegetativ inkompatibilitasert felelés gén a
Neurospora crassa het-C génje. Ennek a génnek harom alléljat (het-C°®, het-C®*, és het-C™)
azonositottdk (Saupe és Glass, 1997). A harom allél tartalmaz egy olyan, hipervariabilis
polimorf régidt, amely az allél-specificitasért felel, nemcsak a Neurosporaban, hanem mas,
kozel-rokon Sordariaceae-fajokban is (Wu et al., 1998). E gén Podospora anserinaban
eléforduld homoldgja, a hch azonban nem jatszik szerepet a vegetativ inkompatibilitasban
(Saupe et al. 2000), s ebben a valtozatban nincs is jelen az emlitett hipervariabilis régio.

Mi a Fusarium proliferatum ITEM 2287 sz. torzsébdl klonoztuk a hch gént, és Gibberella
fujikuori gyujtéfaj nyolc biologiai fajdnak félszaz torzsében vizsgaltuk meg e gén
polimorfizmusat. A gént teljesen egyontetiinek talaltuk, minddssze két Fusarium subglutinans

és négy Fusarium proliferatum izoldtumban taldltunk kisebb, egy-egy aminosavra



korlatozodott szubsztiticiokat. Eloéallitottuk a hch egy mesterséges alléljat, amely a
Neurosporaban talalt, s ott inkompatibilitds okoz6 valtozat jellemzé motivumait tartalmazta.
Ezzel az alléllal transzformaltuk a F. proliferatum ITEM 2287 sz. torzsét, hogy lassuk,
okozhatna-e vegetativ inkompatibilitast egy ilyen alléel a G. fujikuroiban, ha egyéltalan
feloukkanna valahol a természetben. Ugy okoskodtunk, hogy a transzformécios gyakorisagot
szignifikansan csokkentené az ilyen allél bevitele, hiszen az inkompatibilitas kovetkezménye
a gyors sejthalal. Minthogy semmiféle csokkenést nem tapasztaltunk, igazoltnak latszik: a hch
gén a Fusariumokban nem jatszik szerepet a vegetativ inkompatibiltasban.

A hchrol azt is megallapitottuk, hogy egy kdpiaban van jelen a genomban és konstitutivan
irodik at. Elképzelhetetlenek tartottuk, hogy ilyen egykopias, konstitutiv és nagyon
konzervativ génnek semmiféle biolGgiai szerepe ne legyen. Iranyitott gén-diszrupcioval
inaktivaltuk tehat a hcht a F. proliferatum ITEM 2287 térzsben. A Ahch mutansok semmiféle
morfologiai eltérést nem mutattak, teljesen normalisan fejlodtek, jol sporuléltak, és nem
oldddott fel benniik a vegetativ 6n-inkompatibilitds. Ugyanakkor, né-sterillé valtak, ami arra

utal, hogy ennek a génnek nem az aszexudlis, hanem a szexudlis felismerésben van szerepe.

Thermobifida alprogram

A termofil, aerob cellul6zbonté mikroorganizmusok modellszervezeteként nyilvantartott
Thermobifida fuscanak &sszetett cellulolitikus enzimrendszere van. Megtortént az
enzimrendszer tobb tagjanak, koztik harom endoglukanaznak, két exoglukanédznak, egy
processziv endoglukanaznak és egy cellobidznak a részletes leirdsa, és a megfelel géneket is
izolaltdk. E fontos aktinomicéta lignocelluléz bontd enzimrendszerének teljes feldolgozasara
irdnyuld SDS-PAGE vizsgalatok azonban tovabbi enzimkomponensek Iétére is ramutattak. A
T. fusca TM51 torzsének Streptomyces lividansban (TK24) Kkészitett expresszios
génkonyvtarat atvizsgalva taldltunk egy olyan endoglukanaz-pozitiv klont, amelynek
nukleotid sorrendje kilonb6zott a T. fusca eddig ismert endoglukanazainak nukleotid
sorrendjétol, igy ezt a klont behatd vizsgalatnak vetettiik ala. Escherichia coliban tortént
szubklénozast kdvetéen azonositottunk egy 1859 bp nyitott leolvasasi keretet (ORF);
génbanki adatokkal tortent Gsszehasonlitas szerint ez az ORF szignifikans hasonldsagot
mutatott a cenDvel, a Cellulomonas fimi egyik endoglukanaz génjével. Az Gj gént Cel5bnek
neveztik el. A szarmaztatott aminosav szekvencia elemzése alapjan kiderilt, hogy a T. fusca
Uj endoglukandzanak N-terminalis katalitikus doménje 341, C-termindlis cellulézkoto

doménje pedig 80 aminosavbol all. A katalitikus domén aminosav sorrendje alapjan a Cel5B



enzim a RB-1,4-glukanazok GH5-0s csaladjanak “A” altipusaba tartozik. A Streptomyces
lividansban termeltetett E7 enzim hémérséklet-optimuma 77 °C, pH-optimuma 8,2 volt. Az (j
enzim leirasaval és besorolasaval csaknem teljessé valt a T. fusca cellulaz enzimrendszerének
a feltérképezése. Eszerint a fontos modellszervezet celllazai a glikozil hidrolazok négy
kilénbdzo csaladjaba sorolhatok, mégpedig a GH5, a GH6, a GH9 és a GH48 csaladokba.
Minden egyes csaladban két-két T. fusca eredetii hidroldz talalhat6, az uyanabba a csaladba
tartozo két enzimben a katalitikus és a szubsztratumkoté domén elhelyezkedése ellentétes. A
celluldzok e gazdag, valtozatos és egymast kiegészité rendszere teszi tehat ilyen nagyhatasu
cellulézbonto szervezetté a T. fuscat.

Az Actinomycetaceae csaladba tartozd, s 16S rDNS szekvencia analizis alapjan
nemrégiben létrehozott Thermobifida-nemzetséget harom faj alkotja: a T. alba, a T.
cellulolytica eés a T. fusca. A csoport ipari szempontbdl is figyelmet érdemlé tagjainak
legfontosabb k6zos tulajdonsaga a kivald lignocellulozbonto képesség. Mivel a kdzelrokon
monosporas sugargombak pontos azonositasa csak idoigényes és koltséges kemo- és
molekularis taxondmiai vizsgalatokkal végezhet6 el, célul tiiztlik ki egy egyszerti, gyors és
megbizhatd modszer kifejlesztését a Thermobifidak faj szerinti azonositasara. Erre a célra a
nemzetség minden tagjara jellemz6 0Osszetett celullaz-hemicellulaz rendszer zimografias
elemzése tint a legalkalmasabbnak. Vizsgélatainkban a hdrom ismert Thermobifida-faj 11
torzsének endoglukanaz, exoglukanaz, cellobiaz, endoxilanaz, p-xilozidaz, endomannanaz és
B-mannozidaz zimogramjait hasonlitottuk 06ssze. A nehezen kiértékelheté cellobidz, [-
xilozidaz és B-mannoziddz izoenzim mintdzatok alkalmatlannak bizonyultak fajszinti
reprezentaltsdgaval  magyarazhat6. A  hostabil,  tobbkomponensii  extracelluléris
endoglukanazok, endoxilandzok és endomannanazok viszont hasznalhatok voltak ilyen
célokra, mivel az egyes fajok kozott jelentds és kovetkezetes eltéréseket tudtunk veliik
kimutatni. Az endoglukanaz-, endoxilanaz- és endomannandz izoenzim mintazat alapjan a
vizsgalt 11 torzset harom csoportba tudtuk sorolni. Az igy kialakitott csoportok megfeleltek a
Zhang és munkatarsai altal bevezetett és jelenleg elfogadott Thermobifida-fajoknak. Munkank
soran csupan egyetlen eltérést tapasztaltunk: a Spanyol Nemzeti Torzsgyijtemenybél
szarmazo T. alba CECT 3323 tdrzs zimogramjai minden esetben a T. fusca torzsekkel
mutattak teljes azonossdgot. A CECT 3323 torzs 16S rDNS szekvencia analizise is
megerositette e torzs T. fusca fajba torténd atsorolasanak sziikségessegeét.



Az expresszios konyvtar hidrolazokra torténé szirésese soran egy B-xilozidaz klont is
izolaltunk, s egy olyan fzios fehérje konstrukciét alakitottunk ki, amelynek segitségével
tiszta xilozidaz enzimet nyertiink. SDS-PAGE vizsgalattal igazoltuk, hogy az aktiv enzim 130
kDa nagysagu dimer fehérje. Biokemiai vizsgalatok azt mutattak, hogy az enzim szeles pH-
tartomanyban aktiv (pH 4 és 7 kdzott nem valtozott az aktivitasa), hémeérséklet-optimuma
50°C, de 70°Con még aktvitadsanak felét megérzi. A B-xilozidaz intercelluléris enzim, ami a
termofil aktinomicetak Ovatos tdpanyag-hasznositasat mutatja: ezek a mikrobak ugyanis nem
hasznalnak monoszaharid végtermeket produkalo extracitoplazmas enzimeket, mert a
konnyen hasznosithatd glukozt vagy xilozt a bomld lignocelluléz szubsztratumban €16
konkurens szervezetek elorozhatnak.

Amikor érett komposzthdl Gj cellul6zbontdé mikrobakat izolaltunk, talaltunk egy olyan
torzset, amelynek 16S rRNS gen szekvencidja ara utalt, hogy ez a mikroba a Proteobacteria-
nemzetségbe tartozik. A 1469 bp hosszi rRNS szekvencia 91, 90, 90, 89 és 89%-0s
hasonlosagot mutatott a Pseudomonas cellulosa, a Teredinibacter turnerae, a Cellvibrio
mixtus, a Pseudomonas aeruginosa és a Pelagiobacter variabilis megfelelé génjéhez. A K07
elnevezési torzs kepes volt kristalyos celluléz szénforrdson szaporodni és termétestet is
fejlesztett. A mikroba Gram-negati, aerob, oxidaz- és katalaz-pozitiv, peritrich flagellummal
mozgd palca, ndvekedésének hémérséklettartomanya 22-44°C, optimuma 40°C. Cellobiaz
aktivitdsa fellmilja a Thermobifidakét. Eddig ismeretlen baktériumfajt talaltunk, amely
nemzetségszinten is Uj szervezetnek szamit.

Az utolsd6 harom bekezdésben 6sszefoglalt eredmények egyelére csak konferencia-
eléadasok és diplomamunkak formajaban kerlltek kozlésre. Ennek az az oka, hogy dr.
Kukolya Jézsef egyetemi adjunktusnak 2004. december 31-ével tavoznia kellett a tanszékrél,

a munkak rangos publikacidval valé lezarasa igy még varat magara.
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1. tablazat. Fusarium fajok diagnosztikai PCR-rel észlelt jelenléte és a mikotoxin szennyezédes meértéke 6szi buza mintakban, 2003-ban

Helyszin avenzlceum culnl1:6rum graminéarum poée " n&]\ga}hesvar. \Dgr rrlwli\\l/:lllz DAS DON = NIV ZEA
V TSPVTSPVTSPVTSPVTSZPV TS P pks' pgkgt pgkg' pgkg*

01 Abaujszanto S T T T S ST T T S S - - - -
02 Szeged - + 292 - 2 Q00 - 000 - 03 - ST - DD - 0 0 0
03 Debrecen - 9% + - O3 D -+ + + - 0T+ - O DD - OB DTD - 0 0 0
04 Enying - O 0@ - @ T T - 4+ + + - + + + - QO T - T DTD - 0 0 0
05 Eszeterag - - - - - - - - e L T - - - -
06 Godolls - 92 Q2 - 2 Q03 - T+ + - 0D - OO D - S DD - 0 0 0
07 Gyulatanya S T S S ST S S - - - -
08 Jaszboldoghdza - © 9o @ - ¢ @ @ - + + @ - O @ @ - @ @ D - T DT T - 0 0 0
09 Kaposvar S T T T S ST T T S S - - - -
10 Kecskemét - 90 Q9 - 2 Q090 - 000 - 03O -0 ST - D DD - 0 0 0
11 Kompolt - 902 Q9 - 2 Q090 - 000 - 23S -0 ST - D DD - 0 0 0
12 Rojtokmuzsaj - 29+ - 20 @@ -+ + O - 0D+ - O QST - O DD - 0 0 0
13 Székkutas S T S S ST S S - - - -
14 Szombathely - 090 - T 4+ + - + 4+ + - 0O QD - O DS DT - O DD - 0
15 Martonvasar - 920 9 - O g - 4+ g - + + + - O QO DT - @ DD - 0
- nem tortént mintavetel, illetve méres DAS, diacetoxiszcirpenol V, viragzaskor vett minta
%, nem volt PCR termék DON, dezoxinivalenol T, tejes éréskor vett minta
+, PCR termék jelen volt NIV, nivalenol S, szemtermes (betakaritaskor vett minta)
0, nem volt mérheté mennyiség ZEA, zearalenon P pelyvalevél (betakaritaskor vett minta)



2. tAblazat. Fusarium fajok diagnosztikai PCR-rel észlelt jelenléte és a mikotoxin szennyezédés mertéke 6szi buza mintdkban, 2004-ben

Helyszin avenzlceum culmérum gramiEéarum poée " n&]\ga}hesvar. \Dgr rrlwli\\l/:lllz DAS DON NIV ZEA
vV T S PVTSPVTSFP TSPV TS P V T S P ugkg' pgkgt pgkg' upgkg!

01 Abadjszantd S T R T T - - - -
02 Szeged - 9 2 Q@ - 3D T - + + + + + 0 - 2 2 2 - O T O 0 24 0
03 Debrecen - 9 2 Q9 - O O T - + + + + + + - 2 0 T - @ T + 0 0 0
04 Enying - 992+ - O @ T - + + + + + + - T+ + - T+ + 0 181 0 5.2
05 Eszeterag S - - T - - - -
06 Godolls - 9 2 Q@ - 3T DT - + + + + 9% - 2 20 T - O T 0 0 0 0
07 Gyulatanya S T - - - -
08 Jaszboldoghdza - @ @ @ - @ @ @ - @ + + 2 2+ - @ @ @ - T T+ 0 0 0 0
09 Kaposvar S T R T T - - - -
10 Kecskemet - 9 2 Q@ - 3 Q0 D - DT D 2 2+ - @ @ QO - T T D 0 0 0
11 Kompolt - 9 2 Q@ - 3D DT -+ T O 2 2+ - @ @ @ - T T+ 0 105 0
12 Rojtokmuzsaj -+ + + - O+ O - T DD + O+ - O + + - T+ + 0 847 67 0
13 Székkutas e T T T - - - -
14 Szombathely - 0+ + - O T - + + + + 2+ - @+ + - O + 355 0
15 Martonvasar - 24+ + - O 0 4+ - + + 2 @+ - O - O 257 42
-, nem tortént mintavétel, illetve mérés DAS, diacetoxiszcirpenol V, virdgzaskor vett minta
, nem volt PCR termék DON, dezoxinivalenol T, tejes éréskor vett minta
+, PCR termék jelen volt NIV, nivalenol S, szemtermes (betakaritaskor vett minta)
0, nem volt mérheté mennyiség ZEA, zearalenon P pelyvalevél (betakaritaskor vett minta)



3. tablazat. Megkeésett betakaritasbol szarmazo anyagok Fusarium-fertézottsége és mikotoxin-szennyezettsége — Martonvasar, 2004.

Sorszam  F. avenaceum F.culmorum F.graminearum F. poae M. nivale M. nivale var. DAS DON NIV ZEA

var. majus nivale
Hg MG M9 Hg

(al-minta) S P S P S P S P P S P kgl kgl kgl kg™
1 %) + %) %) %) %) %) g O %) %) + 0 0 0 0
2 %) + %) %) %) %) %) g O %) %) + 0 0 27 0
3 %) %) %) %) + + %) + g %) %) + 0 47 0 0
4 %) + %) + %) %) %) + g + %) + 0 0 0 0
5 %) + %) + + + %) g I %) ) + 0 183 0 0
6 %) %) %) + %) %) %) g I %) %) + 0 0 34.1 0
7 %) + %) + %) + %) + O %) ) + 0 226 0 0
8 %) %) %) + + + %) + O %) ) + 0 119 0 0
9 %) %) %) + + + %) + g %) %) + 0 257 423 52
10 %) + %) %) %) + %) + g + %) + 0 0 0 0
11 %) %) %) + + + %) g O %) %) + 0 764 0 0
12 %) + %) %) %) + %) + g %) + + 0 0 0 0
13 %) %) %) + %) %) %) t O %) ) + 0 0 0 0
14 %) + %) + %) %) %) + O %) ) + 0 0 0
15 %) + %) %) %) + %) + O %) + + 0 17 0 0
16 + %) %) %) %) %) %) %) %) %) %) 0 0 0 0

S — szemtermés; P — pelyva; + — PCR termék jelen; & — nem volt PCR termék; 0 — nem volt mérheté mikotoxin szennyezédeés.



4. tdblazat. Kiilénb6z6 bluzafajtadk és egyéb kalaszosok Fusarium-fert6zott: Martonvasar, 2004. (els6 érték) és 2005. (masodik)

Viragzas Tejes érési Szem Pelyva

Fajta Faj Sorszam Megnevezés |Sorszam Megnevezés |Sorszam Megnevezés |Sorszam Megnevezés
MV Hombér Oszi buza 1 0,0 21 0,0 41 0, GRA 61 0,0
MV Csardas Oszi buza 2 0,0 22 0,0 42 0,0 62 0, GRA
MV Emese Oszi buza 3 0,0 23 AVE, 0 43 AVE, 0 63 0,0
MV Suba Oszi buza 4 0,0 24 0,0 44 AVE, 0 64 0,0
MV Palma Oszi biza 5 0,0 25 0,0 45 POA, 0 65 0,0
MV Kédmon Oszi buza 6 0,0 26 0,0 46 AVE, 0 66 0,0
MV Walzer Oszi biza 7 0,0 27 0,0 47 0, GRA 67 0,0
MV Slveges Oszi buza 8 0,0 28 0,0 48 GRA, 0 68 0,0
MV Palotas Oszi biza 0,0 29 0,0 49 0,0 69 0,0
Oberkulmer- Toénksly biza 10 [0,0 30 |00 50 [0,0 70 |00
Rotkorn
Komes zab 11 AVE, 0 31 POA, 0 51 0,0 71 0,0
MV Mambo Oszi buza 12 0,0 32 0,0 52 AVE, 0 72 0,0
Gerald zab 13 0,0 33 0,0 53 POA, 0 73 0,0
MV Makaroni Oszi durum buza 14 0,0 34 0,0 54 0,0 74 0,0
Amilo rozs 15 0,0 35 0,0 55 0,0 75 0,0
Kitaro tritikalé 16 AVE, 0 36 GRA, 0 56 AVE, 0 76 0,0
MV Béres Oszi buza 17 0,0 37 0,0 57 POA, 0 77 0,0
MV Magdaléna Oszi buza 18 0,0 38 0,0 58 AVE, GRA 78 0,0
MV Toborz6 Oszi buza 19 0,0 39 0, GRA 59 0, GRA 79 0,0
MV Verbunkos Oszi buza 20 0,0 40 0,0 60 0,0 80 0]
POA =F. poae; AVE = F. avenaceum; CUL = F. culmorum; MAJ = M. nivale var. majus ; NIV = M. nivale var. nivale ;

Gram = F. graminearum; 0 = nincs fert6zottség



