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1. BEVEZETES ES CELKITUZES

A rdzsas meténg az Apocynaceae csaladba, azon beliil a Catharanthus nemzetségbe
tartozo disz- és gyogyndvény, amely az Indiai-6cednon talalhatd Madagaszkaron 6shonos. A
vildg szamos tropusi €s szubtropusi teriiletén elterjedt ndvény, tobb orszagban is termesztik
disznévényként (Mishra és Verma, 2017; Paarakh és mtsai., 2019). A rozsas meténg eredeti
¢lohelyén 6rokzold, lagyszara novényfaj, amely akar 1 méter magasra is megndhet. Levelei
atellenesek, ovalisak, kissé fényesek, szortelenek és koriilbeliill 3-9 cm hosszuak, rovid
levélnyéllel. A viragok az Apocynaceae csalddra jellemz6 6tos tagoltsaggal rendelkeznek, a
szirmok fehérek vagy sotét rozsasziniiek, melyek az alapjuknal partacsévé forrnak Ossze €s
sOtétebb szinliek (Aruna és mtsai., 2015; Mishra és Verma, 2017; Paarakh és mtsai., 2019).
Indiaban évszdzadok ota hasznaljak a r6zsas meténget az ajurvédikus gyogyaszatban, tobbek
kozott a daganatellenes, antimikrobidlis és antioxidans hatasai miatt. A novényben kozel 130
féle alkaloid taldlhatd, ilyen hatéanyagok példaul a vinblasztin, a vinkrisztin €s a vinkamin,
amelyeket mar a modern gydgyészatban is alkalmazzak kiilonbozé rakos megbetegedések

kezelésénél (Aslam és mtsai., 2010; Mishra és Verma, 2017; Paarakh és mtsai., 2019).

Ahogy a legtobb disznévény, igy a rdézsas meténg termesztését is szamos kartevo és
koérokozé befolyasolja. Ebbe beletartoznak a talajbdl fertdzé korokozok is, amelyek foként a
csirandvényeket tamadjak és gyokérnyaki rothadast, csirandvények hervadasat és pusztulasat
okozhatjak. Azonban a gyengébben fejlett egyedeket is megfert6zhetik, ilyenkor a levélzet
hervadasaban is megnyilvanulhat a fert6zés. Ezeket a betegségeket kiilonb6z6 nemzetségekhez
tartoz6 novénypatogén gomba és baktérium fajok okozzak, tobbek kozott a Fusarium spp.,
Pythium spp., Phytophthora spp., Alternaria spp. és Erwinia spp. A rdzsas meténg esetében
tobb névénypatogén gombat is emlitenek a szakirodalomban, mint példaul a Fusarium equiseti,
a F. oxysporum és F. solani fajokat (Yasir és Al-Maliky, 2023), melyek hervadast okoznak. Az
ilyen tiineteket mutatdé ndvények eladhatatlanok a piacon, igy komoly gazdasagi kart okoznak
a termesztOknek. A karositok elleni védelmet nagyban megneheziti a ndvényvéddszerek
hat6anyagainak folyamatos kivonasa, azonban a talajbdl fert6zé koérokozok ellen sikeresen
alkalmazhatunk biologiai ndovényvédelmet. Jelenleg Magyarorszagon is tobb biologiai
novényveédd szernek van engedélye, tobbek kozott a Bacillus amyloliquefaciens kiilonbozo
torzseinek, melyek széles hatasspektrummal rendelkeznek €s a talaj felett, illetve talajba
dolgozva is kijuttathatoak. Emellett engedéllyel rendelkezik még a Trichoderma asperellum

(korabbi nevén T. harzianum), illetve a T. atroviride is, melyek amellett, hogy elpusztitjak a



novénypatogén korokozokat, erdsitik a ndvények biotikus €s abiotikus stresszel szembeni

ellenalloképességiiket is (Singh és mtsai., 2018, Agromedium, 2024).

2022 6szén a Budai Arborétumban ilyen hervadésos tlineteket mutatd r6zsas meténg
tovekre lettiink figyelmesek, illetve 2023 tavaszan egy diszndvénytermesztd is hasonlo tiinetek
miatt kereste fel a Novénykortani Tanszéket, ezért célul tiiztiik ki a korokozdok azonositasat
mind klasszikus, mind molekularis modszerekkel. Tovabba célunk megvizsgalni, hogy az

altalunk izolalt korokozok elleni védekezéshez alkalmas-e antagonista szervezet hasznalata.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. Rozsas meténg korokozoi

Szamos termesztésbe vont disznévényt, igy a Catharanthus roseus-t is tobb kérokozo

fertézheti meg. Az alabbi tablazatban gylijtottem Ossze ennek a ndvényfajnak a korokozoit (1.

tablazat).

1. Tablazat: Catharanthus roseus kérokozdi

(Forras: sajat munka)

Korokozo6 neve

Forras

Aspergillus fumigatus

Kharwar és mtsai., 2008

Alternaia alternata

Kharwar és mtsai., 2008

Alternaria longipace

Kharwar és mtsai., 2008

Aspergillus niger

Kharwar és mtsai., 2008

Aspergillus terreus

Kharwar és mtsai., 2008

Bipolaris sp.

Kharwar és mtsai., 2008

Botrytis cinerea

Nejat és mtsai., 2015

Chaetomium globosum

Kharwar és mtsai., 2008

Chloridium virescenc

Kharwar és mtsai., 2008

Cladosporium cladosporioides

Kharwar és mtsai., 2008

Colletotrichum dematium

Nejat €s mtsai., 2015

Colletotrichum gloeosporioides

Nejat és mtsai., 2015

Colletotrichum sp.

Kharwar és mtsai., 2008; Ayob ¢és Simarani, 2016

Curvularia lunata

Kharwar és mtsai., 2008

Drechslera sp.

Kharwar és mtsai., 2008

Fusarium equiseti

Yasir és Al-Maliky, 2023

Fusarium moniliformae

Kharwar és mtsai., 2008

Fusarium oxysporum

Kumar és mtsai., 2013; Nejat és mtsai., 2015; Tu és mtsai.,

2021; Al-Ghazali és mtsai., 2022; Nguyen és mtsai., 2022;

Yasir és Al-Maliky, 2023

Fusarium roseum

Kharwar és mtsai., 2008




Fusarium solani

Nejat és mtsai., 2015; Ayob és Simarani, 2016; Nguyen és
mtsai., 2022; Yasir és Al-Maliky, 2023

Humicola sp.

Kharwar és mtsai., 2008

Macrophomina phaseolina

Ayob és Simarani, 2016

Nigrospora oryzae

Kharwar és mtsai., 2008

Nigrospora sphaerica

Ayob ¢és Simarani, 2016

Penicillium citrinum

Kharwar és mtsai., 2008

Penicillium crysogenum

Kharwar és mtsai., 2008

Phytophthora cactorum

Abad és mtsai., 1994

Moralejo és mtsai., 2009; Nejat és mtsai., 2015, Baysal-

Phytophthora nicotianae Gurel és mtsai., 2022

Phytophthora palmivora Patel és mtsai., 2016

Phytophthora parasitica Hossain és mtsai, 2009; Nejat és mtsai., 2015

Phytophthora tropicalis Nejat és mtsai., 2015

Puccinia vincae Nejat és mtsai., 2015

Pythium aphanidermatum Nejat és mtsai., 2015

Rhizoctonia solani Nejat és mtsai., 2015

Sclerotinia sclerotiorum Nejat és mtsai., 2015

Sclerotium rolfsii Nejat és mtsai., 2015

2.2. A dolgozatom alapjat képzo betegségek bemutatasa

2.2.1. Fuzariumos hervadas

A Fusarium nemzetség az egyik legjelentésebb ndvénypatogén csoport, Oridsi
gazdasagi karokat okozhatnak az ide tartozé fajok a mezdgazdasag minden teriiletén. A
legnagyobb karokat okozé fajok kozé tartozik a Fusarium oxysporum és a F. graminearum
(Summerell, 2019). A Fusarium oxysporum az egyik legtobbet kutatott Fusarium faj, melynek
szamos, a rothadasért és hervadasért felelés torzsével talalkozhatunk, a F. graminearum pedig

a buizan megjelend kalaszfuzariozisért felelds (Lecomte és mtsai., 2016; Summerell, 2019).



2.2.1.1. A Fusarium nemzetség rendszertani besorolasa

A Fusarium nemzetség a Gombak orszagaba és a Dikarya alorszagba, azon beliil az
Ascomycota torzs Pezizomycotina altorzsébe, ezen beliil a Sordariomycetes osztaly
Hypocreomycetidae alosztalyaba, a Hypocreales rend Nectriaceae csaladjaba tartozik
(Mycobankl, 2023). A Fusarium nemzetséget legel6szor Heinrich Friedrich irta le 1809-ben
(Nikitin és mtsai., 2023).

2.2.1.2. A Fusarium nemzetség biologiaja

A Fusarium nemzetség képviselOi vilagszerte elterjedtek, altalaban a talajban vagy
névényi maradvanyokban élnek, de megtalalhatok a levegében, a vizben, ¢16 ndvényekben és
rovarokban is (Nikitin és mtsai., 2023). A ndévénypatogén fajok koziil a legtobb hemibiotrof
¢letmodot folytat, ugyanis a korai fejlddési szakaszban a korokozo az €16 gazdanovénytol fligg.
Késo6bbi fejlodési szakaszban a gomba nekrotrof életmodra valt és végiil teljesen elpusztitja a
gazdanovényt. Egyes fajok kozvetleniil a gazdanovényt fertézik, mig mas fajok csak a
sebzéseken tudnak bejutni a gazdaszervezetbe (Zakaria, 2023). A novények elsddleges
fertdzése a talajban 1évé nOvényi maradvanyokon attelelt peritéciumokbdl vagy
klamidosporakbol indul. Tavasszal a makrokonidiumok, mikrokonidiumok és aszkosporak
széllel terjedve és megtapadva a gazdandvényen vagy a sebzéseken keresztiil bejutva
megfertézhetik a csirandvényeket. Késobb ezekbdl a fert6zott novényekbdl keriilnek vissza a
talajba az atteleld képletek. Amennyiben mar fertdzott mag kertil be a talajba, abban az esetben

mar a csirandvényen is megjelennek a betegségre utalé tiinetek (Nikitin és mtsai., 2023).

A nemzetség fajai vilagszerte jol ismert korokozoi szamos kultir- és disznovénynek,
amelyek a patogenitason kiviil még toxinok egész skalajat is termelhetik. Ilyen termelt
mikotoxinok példaul a fumonizin, moniliformin és beauvericin, melyek egyarant veszélyesek

az emberekre és az allatokra is (Armengol és mtsai., 2005, Summerell, 2019).
2.2.1.3. A Fusarium fajok altal okozott tiinetek

A Fusarium fajok altal okozott tiinetek megjelenhetnek mar a termesztés alatt is, illetve
a tarolas soran is. Kétféle tlinetegyiittest okozhatnak: hervadast, illetve gyokérnyaki rothadast.
A hervadas altalaban az egész novényt érinti, de rothadas eléfordulhat a tarolt ndvényi részeken
is, példaul a tulipanhagyman. A gomba a gyokérzeten keresztiil hatol be a névénybe, majd a

xilémet elérve elkezdi kolonizalni a novényt. Az elsé lathato tiinetek koz¢é tartozik a levelek
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fokozatos hervadasa és sarguldsa. Gyokérnyaki rothadés esetében a gomba elkezdi lebontani a
novény kortexét, ezaltal barnas-feketés foltokat, végiil pedig gyokérnyaki rothadast okoz

(Lecomte és mtsai., 2016).

Azok a Catharanthus roseus novények, melyek szintén valamelyik Fusarium fajjal
fertdzddtek, hasonlo tiineteket mutatnak: gyenge novekedés, levélsarguléas- és hervadas, illetve
gyOkérnyaki rothadds. A kérokozo gyakran fertdzi a csirandvényeket is, amely csirakori

pusztulasban nyilvanul meg, illetve gatolhatja a magok csirazast is (Al-Ghazali és mtsai., 2022).
2.2.1.4. A Fusarium nemzetség morfologiaja

A Fusarium nemzetség tagjai igen nagy valtozatossagot mutatnak mind morfologiai,
mind pedig fiziologiai jellemzék tekintetében. A Fusarium fajok haromféle sporat
fejleszthetnek: makrokonidium, mikrokonidium és klamidospora. Néhany fajnal egyszerre
jelen lehet mindharom spora, mig mas fajoknal nem. A makrokonidiumok a sporodéchiumon
jonnek létre, amely monofialidokbdl all. A makrokonidiumok a Fusarium fajok esetében
altalaban sarlo alakuiak. A mikrokonidiumok alakja és mérete igen eltéré lehet, altalaban ovalis
alakuak és egysejtiiek, rovid konidiumtarton termelddnek. A kiilonb6z6 konidiumok méretei is
variabilitdst mutatnak. A harmadik spératipus a klamidospora, amely egy vastag fali, magas
lipidtartalma, kitart6 spora, a kedvezdtlen kortilmények atvészelésére szolgal (Nelson és mtsai.,

1994; Moretti, 2009).

A Fusarium fajok tenyészetének szine a barnatol kezdédéen, a narancssargan keresztiil
egészen a sziirkés-fehéres szinekig valtozhat, fajtol fliggden. Egyes fajok lassabban, masok
kimondottan gyorsan ndvekednek a taptalajon. Ezen kiviil vizsgalhatdé még a masodlagos

metabolitok és a mikotoxinok jelenléte, illetve Osszetétele is (Leslie és Summerell, 2006a).

A Catharanthus roseus novényfaj esetében a legtobbszor a Fusarium oxysporum fajt
irtak le. Ennek a névénypatogén fajnak a burgonya dextr6z agar (PDA) taptalajon megjelend
morfologidja széles skalan mozog. A tenyészetben képzddo 1égmicélium lehet laza szerkezetii
vagy strll is, a szine fehértl egészen a narancssargan at a halvanylildig terjedhet. Egyes
tenyészetek esetében akar halvany barna vagy sotétebb feketés szklerdcium is képzddhet. A
legtobb izolatum esetében megjelennek a hosszukas, sarlé alakii makro- és az ovalis
mikrokonidiumok, a sporodéchiumok (konidiumtartd parna) és a klamidosporak is (Leslie és
Summerell, 2006b). A Fusarium oxysporum esetében a mikrokonidiumok atlagosan 5,0 um

hosszusaguak és 2,25 um szélességliek, mig a makrokonidiumok mérete atlagosan 26,5 um



hosszusag €és 3,6 um szélesség kozott mozog €s atlagosan 3 szeptummal rendelkeznek (Hafizi

¢s mtsai., 2013; Patra és Biswas, 2017; Hegde és mtsai., 2018).
2.2.1.5. Biologiai védekezés lehetoségei Fusarium fajok ellen

A talajban €16 Fusarium fajok gyengiiltségi parazitak, igy az elleniik valo védekezés
alappillére a fert6zés prevencidja. A fertdzés bekovetkezése tobbféleképpen is megeldzhetd,
igyelni kell a higiéniara, korokozoktél mentes szaporitdanyagot és iiltetokozeget kell
alkalmazni, megfelelé kondiciéban kell tartani a novényt, be kell tartani a vetésforgot
(amennyiben nem konténeres termesztésrol van sz0), illetve az ontdzoviz tisztasagara is oda
kell figyelni. Emellett tobbféle kémiai novényvéddszer is alkalmazhatod, azonban a negativ
kornyezet- és humantoxikologiai hatdsai és az ujabb szabdlyozdsok miatt egyre tobben
fordulnak a biologiai védekezés irdnydba. Erre tobbféle megoldast is talalhatnak a
szakemberek, tObbek kozott antagonista szervezeteket, ndvényi kivonatokat és illdolajokat. Az
antagonista szervezetek koziil legnagyobb szamban a Trichoderma fajokat alkalmazzak. Ezek
az antagonista szervezetek felismerik €s kapcsolddnak a novénypatogén gombak hifaival, majd
kiilonféle sejtfalbontd enzimeket termelnek, melyek legyengitik a korokozo sejtfalat, ezaltal az
antagonista szervezet be tud jutni. Ha az antagonista penetralt, az altaluk termelt kiilonb6z6
metabolitokkal megzavarjak a gazdaszervezet anyagcseréjét. Végiil az antagonista szervezet
teljes invazioja torténik a patogén felett €s cellulazok segitségével lebontja a maradék
micéliumot (Benhamou és Chet, 1997). Azonban emellett nem-patogén Fusarium és
Penicillium fajokkal is jo eredményeket értek el a Fusarium fajok elleni védekezésben
(Lecomte és mtsai., 2016). Magyarorszagon a jelenleg elérhetd biologiai ndvényvédo szerekben
a kovetkez0 torzsek talalhatéak meg: Trichoderma asperellum (korabban T. harzianum) T34-

es torzse, illetve a T. atroviride SC1-es torzse (Nébih, 2023).

2.2.1.6. Disznovénytermesztésben jelentés Fusarium fajok

Ahogy szinte minden termesztett kultirnévényt, Gigy a disznovényeket is megfertdzheti
tobb, a Fusarium nemzetséget képviselé novénypatogén faj. Ezek a talajbol fertéz6 gombak
altalaban gyokérnyaki rothadast, levél- és hajtashervadast, csirakori pusztulast, illetve sulyos
esetben a kifejlett novények teljes elhalasat is okozhatjak. Orchidea fajoknal tobb Fusarium faj,
koztiik a F. oxysporum, F. proliferatum, F. solani és F. subglutinans, F. begoniae, F. circinatum
is okozhat tlineteket, mint a gyokér- ¢és hajtasrothadas, nekrotikus levélfoltossag ¢és

levélhervadas (Srivastava és mtsai., 2018). Egyéb disznévényen is kimutattak mar Fusarium
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fajokat, tobbek kozott: Fusarium agapanthi (Agapanthus africanus noévényekrél), F.
anthophilum (Dasylirion longissimum-rol) és F. fujikuroi (Trachycarpus princeps-rél), ahol
szintén  csirakori  pusztuldsban, levélhervaddsban ¢és  levélsargulasban, illetve

gyokérrothadasban nyilvanultak meg a tiinetek (Guarnaccia és mtsai., 2019).

Catharanthus roseus-t is szamos Fusarium faj megtamadhatja, koztiik a F. oxysporum,
amely gyokérrothadast, és csirakori pusztulast okoz (Kumar és mtsai., 2013; Nejat és mtsai.,
2015; Tu és mtsai., 2021; Al-Ghazali és mtsai., 2022; Yasir és Al-Maliky, 2023). Nguyen és
munkatarsai (2022) F. oxysporum mellett F. solani-t is izolaltak fert6zott rozsas meténg
novényekbdl. Ezeken kiviil gyokér-, levél- és hajtasmintakbol Fusarium moniliformae-t, illetve

F. roseum-ot is izolaltak mar kutatok (Kharwar és mtsai., 2008).

2.2.2. Fitoftoras hervadas

Eddig tobb, mint 300 Phytophthora fajt hataroztak meg kutatok és egyes feltételezések
szerint még 100-200 faj leirdsa varhat6 a jovoben (Ho, 2018). A nemzetség tagjai sok,
gazdasagi szempontbol igen fontos névényeket is megfertéznek, tobbek kozott zoldségféléket

és disznovényeket, ezaltal komoly karokat okozva (Patel és mtsai., 2016).

2.2.2.1. A Phytophthora nemzetség rendszertani besorolasa

A Phytophthora nemzetség jelenleg a Chromista orszagba, azon beliil a Oomycota torzs
Oomycetes altérzsébe, ezen beliil a Peronosporales rend Peronosporaceae csaladjaba tartozik
(Mycobank2, 2023). A nemzetséget elséként de Bary irta le 1876-ban, a Phytophthora infestans
fajjal (Ho, 2018).

2.2.2.2. A Phytophthora nemzetség biologiaja

A Phytophthora nemzetségbe tartozé noévénypatogén fajok szintén talajban élo,
nedvességet igénylé mikroorganizmusok. Az attelelés utan, ami altalaban micéliummal, ritkabb
esetben oosproraként torténik, a csirdzd novényeken kialakuld specidlis hifan, a
sporangiumtarton jonnek létre a sporangiumok. A sporangiumtart6 altalaban éjszaka alakul ki,
igy nincs kitéve az UV-sugarzasnak. Az itt [étrej6vo sporangiumok 7-13 °C k6zott mar csirdzni
kezdenek abban az esetben, ha valamilyen nedvesség is rendelkezésiikre all. A sporangiumok
csirazéasa kétféleképpen torténhet: direkt modon csirtomlét novesztenek vagy indirekt moédon
flagellummal rendelkez6é zoosporakat hoznak 1étre és ezek fert6zik meg a novényt (Tsedaley,

2014). Ezek a zoosporak a két flagellum segitségével mozognak a vizben és jutnak el a
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gazdandvényig. A novényen a csiratomld segitségével jutnak be a sztromékon vagy az
epidermiszen keresztiil, majd micéliummal hatolnak at a sejtek kozott, a sejtbe jutashoz
hausztoriumot fejlesztenek, mely segitségével felveszik a tapanyagokat. Késébb, amikor a
novényi sejtek elhalnak a fert6zés hatasara, a gomba tovabbterjed a még egészséges ndvényi
részek felé. Ezaltal a novény teljes asszimilacids feliiletét elpusztithatja, melynek
kovetkeztében a gazdanovény is elhal. A Phytophthora szaporitoképletei a csapadékkal és az
elhalt novényi részekkel keriilnek vissza a talajba, ahonnan tavasszal ujra fert6zhetnek

(Tsedaley, 2014; Boevink és mtsai., 2020).

2.2.2.3. A Phytophthora fajok altal okozott tiinetek

A nemzetség fajai kiilonboz6 tiineteket okozhatnak, attol fiiggden, hogy milyen
gazdanovényen, mely Phytophthora faj okozza azokat. Fasszart novényeken, példaul tolgyfan
megjelend, Phytophthora ramorum altali fertézés legtobbszor nagy méreti, nedvedzd, rakos
sebekben és levélnekrozisban nyilvanul meg. A babéron a P. nemorosa és P. pseudosyringae
barna 1éziokat okoz, amelyek gyakran klorotikus udvarral hataroltak (Wickland és mtsai.,
2008). A P. cactorum termesztett szamocan a novény térothadasat és a terméshéj rothadasat
okozza, alman gyokérnyak- és gyokérrothadast, mig nyirfan hajtadson megjelend 1ézidkat okoz.
Ez a koérokozd rododendron bokrokon is megjelenhet, ahol a fertézés gyokérrothadéssal
kezdddik, késobb a hajtasok és a levelek is elhalnak, majd végiil az egész ndvény elpusztul

(Hantula és mtsai., 2000).

1. abra: Phytophthora sp. altal okozott levélsargulas-és hervadas Catharanthus roseus

toveken

(Foto: R. Wick, University of Massachusetts Amherst)
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Catharanthus roseus novények esetében tobb tanulmanyban is beszamoltak mar
Phytophthora fajok (tobbek kozott P. cactorum, P. nicotianae és P. palmivora) altal okozott
tiinetekr6l, melyek a gyokérzeten és a fold feletti részeken is megjelentek (1. abra) (Abad és
mtsai., 1994; Moralejo és mtsai., 2009; Nejat és mtsai., 2015; Patel és mtsai., 2016; Baysal-
Gurel ¢és mtsai., 2022). A gyokérnyaki rothadas igen jelentds tiinet, foként gyakori ont6zés
mellett, amely elengedhetetlen a termesztésénél. A fold feletti részeken jelentkezd tiinetek
eleinte apro, vizenyds foltokban jelennek meg, f6ként a hajtasok csucsain vagy a levélnyeleken.
Késobb ezek a foltok nagyobba és sotétbarna/fekete szinlivé valnak, korbe Olelhetik az egész
hajtast, amelynek kovetkeztében 1-2 héten beliill az egész ndévény elpusztulhat (2. abra)

(Baysal-Gurel és mtsai., 2022).

-+ . R. Wick, UMass

2. abra: Catharanthus roseus hajtasan megjelend, Phytophthora sp. altal okozott barnas-
feketés, rothado foltok
(Fotd: R. Wick, University of Massachusetts Amherst)

2.2.2.4. A Phytophthora nemzetség morfolégiaja

A Phytophthora fajok az oosporas gombak kozé tartoznak, kdnnyen azonosithatok a
kezdetben derékszogben elagazd, nem-szeptalt hifakrol (Ho, 2018). Néhany, a nemzetségbe
tartozo faj heterotallikus, vagyis az Al és A2 parosodasi tipusoknak térben €s idOben is
talalkozniuk kell, hogy 1étrejohessen az oospora, amely a Phytophthora fajok ivaros uton
1étrejovo képlete. Amennyiben az Al és A2 tipusok egymas mellett nének, a ndi hifa atnd az
anteridiumon és kialakul az oogonium. Az anteridium megtermékenyiti az oogoniumot és végiil
1étrejon az oospora. A Phytophthora cactorum esetében az oogoniumok és az oosporak mérete
IS kismértékben eltérd lehet mar abban az esetben, ha kiilonb6z6 gazdandvényekrdl izolaljak
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azokat. Hantula ¢és mtsai. (2000), illetve Cai és mtsai. (2021) kisérleteiben Gsszesen 5 eltérd
novényfajrol izolaltak P. cactorum korokozot, az oosporak atmérdjének mérete atlagosan 16,2-
34,9 um kozott volt, az oogéoniumok atmérdje pedig 19,1-40,3 pm kdzott mozgott. Ivartalan
szaporodas esetén a gomba a micéliuman ivartalan Gton 1étrehozza a sporangiumtartot, amelyek
végzddésein kialakulnak a citrom alak, vastag fali sporangiumok (Tsedaley, 2014).
Phytophthora cactorum esetében a sporangiumok mérete szintén kismértékben valtozékony
lehet, ezek atmérdje atlagosan 30,5-39,1 pum kozé esik (Cai és mtsai, 2021). Szintén
hatarozobélyegként szolgalhatnak a sporangiumokban kialakulo, két flagellummal rendelkezd
zoosporak is (Ho, 2018). PDA taptalajon a Phytophthora cactorum altalaban fehér, laza
szerkezeti, matt felszinii, szabalyos szegélyli telepeket alkot (Milenkovi¢ és mtsai., 2014;
Meszka és Michalecka, 2016). Egyes szerzok enyhe 1égmicélium képzodést is megfigyeltek
(Belisario és mtsai., 1997). Milenkovi¢ és mtsai. (2014) megfigyelései alapjan a tenyészetek

25°C koriili hémérsékleten novekedtek a legoptimalisabban.

A Catharanthus roseus novényfajrol mar tobbszor leirt Phytophthora nicotianae is
heterotallikus modon hozza létre az ivaros képleteit, az oosporakat, melyek atméréje atlagosan
24 um. A klamidosporak a legtobb tenyészetben béségesen termelddnek. A sporangiumok
alakja az ellipszisen at egészen a gomb alakig valtozhat, megtalalhaté rajta a papilla. Ennek a

fajnak az optimalis inkubacios hémérséklete 27-32°C kozott mozog (Drenth és Sendall, 2021).
2.2.2.5. Biologiai védekezés lehetoségei Phytophthora fajok ellen

A Phytophthora fajok szintén talajban €16, novénypatogén korokozok, ezért az elleniik
valo védekezés alapjat az alapvetd higiénia (példaul megfeleld és korokozoktol mentes kozeg),
a helyes fajtavalasztas és a vetésforgd adja, ugyantigy, mint a Fusarium fajok esetében. A
helyes agrotechnika mellett hasznalhatunk kémiai védekezést is, de a folyamatos
novényvédodszer-kivondsok miatt egyre tobb termesztd keresi a biologiai megoldasokat. A
talajbol fert6z6 Phytophthora fajok ellen szintén Trichoderma fajokat alkalmaznak legnagyobb
aranyban. A Trichoderma nemzetségbdl tobb fajt is bevontak a korokozok elleni védekezésbe:
Trichoderma asperellum (korabban T. harzianum), T. viride, T. reesei és T. virens. Az els6 3
novekedését is (de Andrade Lourenco és mtsai., 2022). Magyarorszagon jelenleg a fentebb
emlitett két fajnak van engedélye (Isd. 1.1.1. Bioldgiai védekezés lehetdségei Fusarium fajok
ellen). Trichoderma fajokon kiviil egyéb antagonista szervezetekkel is védekezhetnek a

termesztok a fitoftoras rothadas ellen. Kiilfoldon végzett kisérletekben jo eredményeket értek
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el még Pseudomonas fluorescens-szel és kiilonboz6é Bacillus fajokkal is. Jelenleg
Magyarorszagon is engedéllyel rendelkezik a B. subtilis QST 713-es torzse, illetve a B.
amyloliquefaciens FZB 24-es ¢s MBI 600-as torzse és a Bacillus amyloliquefaciens subsp.
plantarum D747-es torzse is (Nébih, 2023).

2.2.2.6. Disznovénytermesztésben jelentés Phytophthora fajok

A talajon torténd termesztésnél szinte mindig taldlkozhatunk talajbol fert6zo
novénypatogén korokozokkal, igy Phytophthora fajokkal is. Ezek a fajok — a Fusarium
fajokhoz hasonléan — gyokérnyaki rothadast, levelek foltosodasat és az egész ndvény
pusztulasat okozhatjak, melyek egyarant fertézik a fas- és lagyszara ndvényeket is. Spanyol
faiskolakban jelentds veszteségeket okoznak a P. citrophthora, P. nicotianae, P. hedraiandra
¢és a P. niederhauserii fajok (Mora-Sala és mtsai., 2022). Olaszorszagban a tolgyfa (Quercus
spp.) alloméanyokban altalaban a P. cinnamomi, P. cambivora és P. cryptogea fajokkal
talalkozhatunk, mig a P. palmivora inkabb az olajfakat (Olea europea) fertézi (Antonelli és
mtsai., 2022). Osszességében elmondhatd, hogy Eurépaban a legjelentdsebb fajok kozé
tartoznak a P. plurivora, P. cinnamomi, P. cactorum, P. nicotianae, P. ramorum és P.

citrophthora, de folyamatosan novekszik a leirt fajok szama (Mora-Sala és mtsai., 2022).

Catharanthus roseus névényekr6l is leirtak mar tobb novénypatogén Phytophthora fajt,
tobbek k6zott a P. nicotianae-t (Baysal-Gurel és mtsai., 2022.) és a P. parasitica-t (Hossain és
mtsai, 2009), melyek szintén levélhervadast és gyOkérnyaki rothaddst okoztak a vizsgalt

novényeken.

15



3. ANYAG ES MODSZER

3.1. A vizsgalat helye és ideje

A talajbol fert6z6 korokozokra utald tiinetes Catharanthus roseus novények egy részét
egy nagykanizsai disznovénytermeszt6 adta at azonositasra (3. abra), a masik részét pedig a
Budai Campus Arborétumaban talaltuk. A koérokozok azonositasahoz a Magyar Agrar- és
Elettudomanyi ~ Egyetem, Novényvédelmi  Intézet, Novénykortani — Tanszékének

laboratériuméban végeztiik el a vizsgalatokat 2022 szeptemberétdl.
3.2. A vizsgalat anyaga

3.2.1. Novények

A vizsgalathoz a nagykanizsai és az Arborétumbol szarmazé mintdkat egyarant
felhasznaltuk. A patogenitasi tesztek elvégzéséhez az egészséges novényanyagot szintén egy
hazai disznovénytermeszt6tol szereztiik be. Ezek a rozsas meténg névények 15-20 cm magasak

és tlinetmentesek voltak, néhany mar viragot is hozott.

3. abra: Tiinetes Catharanthus roseus névények a diszndvénytermesztonél
(Szendrei, 2023)
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3.2.2. Vizsgalatba vont izolatumok

A begylijtott mintakbol 10 db izolatumot hoztunk létre, ezek paramétereit az 2. tablazat

tartalmazza.

2. tablazat: A vizsgalatba vont izolatumok paraméterei

(Forras: sajat munka)

Izolatum kodja Novény rész Gyiijtés helye Gyiijtés ideje
Do1 gyokérnyaki rész Budai Arborétum 2022. 6sz
D02 gyokérnyaki rész Budai Arborétum 2022. ész
D03 szar Budai Arborétum 2022. sz
D04 gyokérnyaki rész Budai Arborétum 2022. 6sz
D05 szar Nagykanizsa 2023. tavasz
D06 szar Nagykanizsa 2023. tavasz
Do7 gyokérnyaki rész Nagykanizsa 2023. tavasz
D08 gyokérnyaki rész Nagykanizsa 2023. tavasz
D09 szar Nagykanizsa 2023. tavasz
D10 szar Nagykanizsa 2023. tavasz

3.2.3. Taptalajok, primerek

A korokozok izolalasahoz burgonya dextréz agar taptalajt (PDA) hasznaltunk. A
vizsgalathoz sziikséges tovabbi munkalatokhoz (tiszta tenyészetek létrehozasahoz, ezek

fenntartasahoz) szintén ezt a taptalajt alkalmaztuk.

Univerzalis inditoszekvencidkat alkalmaztunk a molekularis azonositashoz, melyek a
koérokozok 18S rRNS gén egy részét, az ITS1 régiot, az 5,8S rRNS gént, az ITS2 régidt és a
28S rRNS  koédolé gén egy  részét  amplifikajak. ITS1  primer: 5'-
TCCGTAGGTGAACCTGCGG -3°, ITS4 primer: 5'- TCCTCCGCTTATTGATATGC-3”
(White és mtsai., 1990). Hasznaltunk tovabba EF1-728F: 5' CAT CGA GAA GTT CGA GAA
GG-3’ ¢és EF1-986R: 5' TAC TTG AAG GAA CCC TTA CC-3’primerparokat (Carbone ¢és
Kohn, 1999) az EFla gén egy részének amplifikalasahoz. A PCR terméket a High Pure PCR
Product Purification Kit-tel (Roche) tisztitottuk szekvencia meghatarozas elott.
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3.2.4. Felhasznalt eszkozok

A kisérlethez az egyetem Novénykortani Tanszékének laboratoriuméaban megtalalhato
altalanos eszkdzoket hasznaltuk fel (fém bonc- és landzsatii, fém gyokérfurd, Eppendorf csovek
stb.) A leoltdshoz és a tenyészetek fenntartidsdhoz 85 mm-es milanyag Petri-csészéket

alkalmaztunk.

A fert6zott novényi részekrol valo leoltast, illetve az ezekbdl késziilt tenyészetek friss
taptalajra valo atoltasat Thermo Scientific MSC 1.2 lamindris fiilke alatt végeztiik el. Ezutan a
tenyészeteket Sanyo MLR-351 fitotronban inkubaltuk. A koérokozok szaporitoképleteit és a
koérokozok altal okozott tiineteket Leica MZ6 sztereomikroszkop €és Nikon Eclipse 50i
citoplaszt mikroszkop alatt vizsgaltuk, majd QImaging MicroPublisher 5.0 RTV kameraval

mikroszkopos felvételeket készitettiink.

A polimerdz lancreakcidkat Applied Biosystems 9700 tipusi PCR késziilékben
végeztiik el. Emellett alkalmaztunk tovabba Thermolyne Maxi Mix Plus vortex késziiléket,

Minispin Eppendorf asztali centrifugat €s UniEquip, Univapo 100 ECH vékuum koncentratort.
3.3. A vizsgalat modszere

3.3.1. Novényi részek gyijtése és tarolasa

A fert6z6tt nagykanizsai novényi anyagot 2023 tavaszan kaptuk, illetve az egyetem
Arborétumabdl szarmazo, tiineteket mutaté novényeket 2022 oktdberében gytijtottiik be, majd

papirzacskdba helyeztiik. Ezeket a mintakat a Novénykortani Tanszék laboratoriumaba vittiik.

3.3.2. Tiinetek jellemzése

A fert6zott noveényi részeken szabad szemmel is jol lathatok voltak a hervadéasos és
rothadasos tlinetek, de sztereomikroszkop alatt is megvizsgaltuk Oket és feljegyeztiik a

tineteket.

3.3.3. A korokozo izolalasa taptalajon, tiszta tenyészet és az antagonista

szervezet tenyészetének eloallitasa

A korokozokat PDA taptalajon izolaltuk a tlineteket mutatd rdzsas meténg szarabol. A
novényi anyagokat 5 percen at 10%-os hypo oldatban fertdtlenitettiik, majd steril vizzel

lemostuk €s behelyeztiik a laminaris fiilkébe megszaritani. Néhany perc mulva steril szikével
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darabokat metszettiink ki az egészséges ¢és a beteg részek hatararol, majd ezeket a
szovetdarabokat steril eszkozokkel a Petri-csészékben 1évé PDA taptalajra helyeztik (3
darab/Petri-csésze). Amikor az Gsszes szovetdarabot athelyeztikk a taptalajokra, parafilmmel
lezartuk a Petri-csészéket és feliratoztuk Oket, ezt kovetden pedig betettiik 6ket a fitotronba és

24 °C-on sotétben inkubaltuk azokat.

Néhany nap mulva a novekedésnek indult tenyészetekbdl gyokérfurod segitségével
micéliumkorongokat metszettiink ki és athelyeztiik 0ket 1j, steril taptalajra, igy létrehozva a
tiszta tenyészeteket. Ezeket néhany hetente atoltottuk a mar ismertetett modszerrel a
tenyészetek a tovabbi fenntartdsa érdekében. A vizsgalat késObbi részeihez 1étrehoztunk egy
antagonista szervezetet tartalmazo — a mi esetiinkben Trichoderma asperellum (korabbi nevén
T. harzianum) — tenyészeteket is. Ezekhez sporakat tartalmazo készitményt hasznaltunk a
kovetkezOképpen: steril landzsatiiket belemartottuk a spoéraporba, majd ezt 3 ponton
hozzaérintettilk a Petri-csészékben 1€évd taptalajhoz. A végén a tenyészeteket parafilmmel
lezartuk és szobahdmérsékleten inkubaltuk par napig. Az antagonista szervezet micéliuma igen

gyorsan (néhany nap alatt) bendétte a rendelkezésére allo taptalajt.

3.3.4. Morfoldgiai vizsgalatok: a szaporito képletek és tenyészbélyegek

jellemzése

A tiineteket okozo korokozokat eldszor a fertézott novényi részeken jelen 1€vo
szaporitoképletek alapjan jellemeztiik és azonositottuk. A morfologiai bélyegek koziil
vizsgaltuk — Fusarium fajok. esetében a konidiumok, Phytophthora fajok esetében a
sporangiumok — keletkezésének a helyét és modjat, a szinét, méretét és alakjat. Ehhez a
vizsgalathoz targylemezre cseppentettiik 1-1 csepp steril vizet, majd steril landzsatii
segitségével kaparékot készitettiik és ezeket vizsgaltuk meg citoplaszt mikroszkop alatt. Ezen
felil meghataroztuk még 50-50 db makro- és mikrokonidium és sporangium hosszusagat és
szélességét 1is, illetve vizsgaltuk még a tiszta tenyészetek morfologiai karaktereit is: a

tenyészetek alakjat, szinét, mintazottsagat, a szaporito- és egyeb képletek képzodését.
3.3.5. Patogenitasi teszt

A patogenitasi teszteket a kérokozok megbetegitdképességének igazoladsdhoz végeztiik
el egészséges, cserépben 1évé Catharanthus roseus toveken. Ehhez az egészséges novények
gyokérnyakhoz kozeli részeit fertOtlenitettiik és aprd sebzéseket ejtettiink, majd steril

landzsatiivel micélium darabokat emeltiink at ezekbe a metszésekbe és inokulaltuk a toveket.
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Eldszor feljegyeztiik a sikeres fert6zésre utalo tiineteket (példaul a levelek lankadasat,
sargulasat) a novényekrol, majd ezutan a novényeken megjelend szaporitoképletekrdl laminaris
fiilke alatt visszaizolaltuk taptalajra a kérokozokat és néhany nap inkubécio utan ellendriztiik a

tenyészeteket.

3.3.6. Molekularis vizsgalatok

Nukleinsav-kivonas

A korokozok 7-14 napos tiszta tenyészeteibol nyertiik ki a DNS-t a molekularis
vizsgalatokhoz. Ezekbdl a tenyészetekbdl laminaris fiilkében gyokérfuro segitségével
korongokat emeltiink ki, letisztitottuk réluk a felesleges taptalajt, majd dorzsmozsarban
eldorzsoltiik kvarchomok hozzaadasaval. Ezt kovetéen 700 pul CTAB puffert (2% CTAB; 1,4
M NaCl; 20 mM EDTA,; 100 mM TRIS-HCL pH: 8; 0,2% 2- ME) adtunk hozza, majd tovabb
homogenizaltuk a mintdkat. Az elegyet kitoltottiik Eppendorf-csdvekbe, majd 30 percen at, 65
°C-on asztali termosztatban inkubdltuk azokat. A szennyezddések és egyéb anyagok (pl.
fehérjék) eltavolitasahoz az Eppendorf-csévekbe szerves oldoszert (700 ul izoamilalkoholos-
kloroformot) pipettaztunk, amit kézi razast kovetden vortex segitségével kevertiink 6ssze, majd
10 percig centrifugaltuk szobahémérsékleten, asztali centrifuga segitségével. Az Eppendorf-
csovek felsd részén 1évd, puffert tartalmazod vizes fazist tiszta Eppendorf-csdvekbe
atpipettaztuk és hozzaadtunk térfogataranyosan izoamilalkoholos-kloroformot. Ezt kovetden
ismét vortexeltiik a mintakat, melyeket ezutan Gjabb 10 percig centrifugaltunk. A felsé fazist
ismét tiszta Eppendorf-csovekbe pipettaztuk at és hozzdadtunk 600 pl izopropanolt, amellyel
denaturéltuk a nukleinsavakat. A kovetkez6 centrifugélas (5 perc) utan ledntottiik a feliiltiszot
¢s az lledéket 5 perces centrifugalas soran 70%-0s etanollal mostuk. Ezutan az etanolt
leontottiik, lecsepegtettiik és az liledéket 10 percig vakuumszaritoban szaritottuk meg és ezt
kovetden 20 pl RNase-t tartalmazo TE-oldatban oldottuk vissza. A kivont 6rokitdanyagokat
mélyhiitében -20 °C-on taroltuk.

PCR (polimeraz-lancreakcid) vizsgalat

A polimeraz-lancreakcié soran az ITS régi6 egy szakaszat amplifikaltuk, melyhez az
ITS1 és ITS4 primerparokat, illetve az EFla gén egy szakaszat amplifikaltuk az EF1-728F és
EF1-986R primerpar alkalmazasaval. A vizsgalathoz a kovetkezdket mértiik 0ssze 40 pl
végtérfogatra reakcionként: 20ul Thermo Scientific Master Mix (2X) (MgCl12 20mM, dNTPS
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SmM, DreamTaq puffer, DreamTaq polimeraz enzim 5 u/ul), 2-2 pl primer (20 pmol/ul), 4 ul
DNS és 12 pl steril viz.

A PCR soran egy ciklus harom 1épésbdl all, melyek a kovetkezok:

e 94 °C-on torténik a denaturacid, 30 masodpercig, ekkor a komplementer szalak
elvélasztodnak egymastol,

e 55°C-on (ITS)/ 58 °C-on (EF1a) az anellacid, szintén 30 masodpercig, ennél a
1épésnél az inditészekvencidk, vagyis a primerek kotddnek,

e az elongacid pedig 72 °C-on megy végbe, 120 masodpercig, ekkor torténik a

lanchosszabbitas.

35 ciklus kovette az elsddleges denaturdcidt, ami 5 percig tartott és a teljes reakcid az
elongacioval fejezodott be, amely 10 percig tartott. A PCR eredményét egy Eco Safe nevii
festéket (Eco Safe Nucleic Acid Staining Solution, Biocenter) tartalmazé 1%-os agardzgélben

gélelektroforézissel ellendriztiik.

A nukleotid szekvencia meghatirozasa

A PCR termékeket a PCR High Purification Kit-tel (Roche, Németorszag) tisztitottuk
ki a gyart6 utasitdsai szerint. A tisztitas végén a koncentraciot leellendriztiik spektrofotométer
segitségével. A célszekvenciakat Godollére a Biomi Kft-hez kiildtiik kozvetlen szekvencia
meghatarozasra. CLC Sequence Viewer 7 (CLC Bio) programot hasznaltunk a szekvenciak
Osszehasonlitdsdhoz €s szerkesztéséhez. A korokozo azonositasahoz az NCBI (National Center

for Biotechnology Information) adatbazist, illetve annak BLAST programjat hasznaltuk fel.

3.3.7. Novénypatogén és antagonista szervezet kolcsonhatasa

Ahhoz, hogy bebizonyitsuk az antagonista szervezet — a mi esetiinkben a Trichoderma
asperellum (korabbi nevén T. harzianum) — hatasossagat a talajbodl fert6z6 korokozok ellen,
Petri-csészében kivitelezett kisérletet allitottunk be. Ehhez friss PDA taptalajt ontottiink ki
Petri-csészékbe laminaris fiilke alatt, majd miutan megdermedtek, steril landzsatiivel €s steril
gyokérfurdval micélium korongokat metszettiink ki a koérokozok 7-10 napos tenyészetébol.
Ezeket a korongokat a Petri-csészék egyik oldalara, a falatol 1,5 cm-re leoltottuk. Ezt kvetéen
az elore elkészitett antagonista szervezet tenyészeteibdl is micéliumkorongokat vagtunk ki és
helyeztiik el a Petri-csészék masik oldalara, szintén a falatdl 1,5 cm tavolsagra, 6sszesen 40

ismétléssel. Emellett 1étrehoztunk még 10 ismétlést a kontroll — csak a ndvénypatogént
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tartalmazo — tenyészetekbdl is, ahol a Petri-csészéknek csak az egyik oldalan lett leoltva a
koérokoz6. A  tenyészeteket parafilmmel lezartuk ¢és felcimkéztik Oket, majd

szobahOmeérsékleten inkubaltuk azokat.

A sikeres kisérlet érdekében 48 ora elteltével lemértiik a tenyészetekben a
novénypatogének micéliumkorongjaibol kiindulé novekedési sugarat, illetve a kontroll
tenyészetekbdl kiindult ndvekedési sugarat. A méréseket megismételtiik még két alkalommal,
melyek kozott szintén 48 ora telt el, illetve az utolsé mérés soran mar csak a kontroll tenyészetek

sugarat mértiik le. A statisztikai elemzéseket IBM SPSS elemz6 szoftverrel végezziik.
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4. EREDMENYEK

A begylijtott mintak esetében 5 izoldtum patogenitasat igazoltuk, vizsgalataink soran
ezeket az izolatumokat hasznaltuk fel. Ezek koziil 4-et Fusarium fajként, 1-et Phytophthora

cactorum-ként azonositottunk.
4.1. A Fusarium spp. altal okozott tiinetek

Kezdetben a levelek a levél fondki oldala felé kanalasodtak, idével hervadni, sargulni,
kezdtek, végiil teljesen elszaradtak. A termeszt6tol szarmazd egyedek hajtasa és gyokere is
gyengén fejlett volt. Néhany ndvényen mar szabad szemmel is lathatdéak voltak a gomba
képletei. Az iiltetokozegbdl kivéve szabad szemmel is jol lathatova valt a gyokérnyaki résznél
megjelend beflizodés is. A szérat kettévagva megfigyelhetové valt a szallitdszovetek elhaldsa

(tracheomikozis) (4. abra).

4. abra: Fusarium fajok okozta tiinetek Catharanthus roseus novényeken: a levelek
kanalasodasa (A), gyokérnyaki beflizédés (B), tracheomikoézis (C)
(Fotok: Borsos és Szendrei, 2023)

23



4.2. A Fusarium spp. morfologiai bélyegei

4.2.1. A tenyészetek morfologiai jellemzoi

A fiatal tenyészetek igen gyors ndvekedésiiek voltak, 7-10 nap alatt teljesen bendtték a
taptalaj felszinét. Eleinte krémes-fehéres szinli 1égmicélium képzodott a tenyészetekben. A
tenyészetek novekvd széle egyes esetekben csipkézett/szeldelt (D05, D06, D07, D08, D09,
D10), mas esetekben ép volt (D02, D03, D04). A 3-4 hetes tenyészetek tomorebbé valtak,
fonaki oldaluk a krémes szinr6l vilagos narancssarga sziniivé valtozott, szini oldaluk vilagosabb
maradt, illetve megjelent a fuzarium fajokra jellemz0, néhany esetben enyhébb zondzottsag is
(D05, D06, D07, D08, D09, D10), amely egyes izolatumoknal jobban észrevehetd volt (D09,

D10). A szini oldalukon 1év6 1égmicélium végig fehéres-krémes szinii maradt (5. és 6. abra).

5. abra: A Fusarium sp. D09-es izolatum tenyészete PDA taptalajon. Szini (A) és fonaki
(B) oldal
(Fotok: Borsos, 2023)
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6. abra: A Fusarium sp. D0O4-es izolatum tenyészete PDA taptalajon. Szini (A) és fonaki
(B) oldal
(Fotok: Borsos, 2023)

4.2.2. A szaporitoképletek morfologiai jellemzoi

A kiilonb6z6é Fusarium spp. izolatumok eltéré szaporitoképleteket képeztek. Néhany
tenyészetben csak mikrokonidiumok (D09), vagy csak makrokonidiumok (D05), vagy mikro-
¢s makrokonidiumok egyarant is képzddtek (D04). A mikrokonidiumok hialinok, egysejtiiek
voltak, alakjuk enyhén megnyult, ovalis volt (D09, D04) (7. abra). A mikrokonidiumok

meéreteit az 3. tablazat tartalmazza.

3. Tablazat: A mikrokonidiumok dtlagos méretei

(Forras: sajat munka)

Mikrokonidiumok mérete
Izolatum
Szélesség Hosszusag
kodja
(um) (um)
Minimum | Maximum | Atlag | Minimum | Maximum | Atlag
D09 11 4,14 2,11 2,92 9,94 5,26
D04 2,44 4,76 3,90 5,02 10,5 6,94
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7. abra: A mikrokonidiumok D09-es (A) és D04-es (B) izolatumokrol

(Fotok: Borsos, 2023)

A makrokonidumok szintén hialinok, alakjuk sarl6 alaku és atlagosan 3 db szeptummal

rendelkeztek (D04) (8. abra) vagy enyhén lekerekitett végi, kifli alakuak voltak (D05) (8.

abra), ezek méreteit a 4. tablazat foglalja 6ssze. Megfigyeltiink klamidosporak képzddését is a

tenyészetekben, melyek elhelyezkedése terminalis (D04) volt.

4, Tablazat: A makrokonidiumok atlagos méretei

(Forrds: sajat munka)

Makrokonidiumok mérete
Izolatum Szélesség Hosszusag
kédja (um) (um)
Minimum | Maximum | Atlag | Minimum | Maximum Atlag
D04 2,27 4,39 3,22 13,3 36,5 24,50
D05 2,99 6,56 4,28 11,2 24,5 17,85
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8. abra: A makrokonidiumok D04-es (A) és D05-6s (B) izolatumokrol
(Fotok: Borsos, 2023)

4.3. A Phytophthora cactorum altal okozott tiinetek

Szintén talajbol fert6z0 korokozordl van szd, ezért az altala okozott tlinetek
megegyeztek a Fusarium spp. altal okozott tiinetekkel: a levelek lankadtak, sargultak,
nekrotizalodtak a gyokérnyaki rész barnult (9. abra). A két névénypatogént csak mikroszkop

segitségével tudtuk elkiiloniteni a morfoldgiai képletek, valamit a tenyészbélyegek alapjan.

9. abra: Phytophthora cactorum okozta tiinetek Catharanthus roseus névényeken
(Foto: Szendrei, 2023)
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4.4. A Phytophthora cactorum morfologiai bélyegei

4.4.1. A tenyészetek morfologiai jellemzoi

A korokozot szintén sikeresen izolaltuk PDA taptalajon (D01). A leoltast kovetden a
telepek lassu novekedést mutattak. A tenyészetek szine eleinte fehéres, majd késébb vilagos
krémes-fehéres sziniivé valtozott, Iégmicélium nem képz6dott. Az idésebb (4-6 hetes) telepek

felszine mattd, a micéliumtdmeg igen strtivé valt. A tenyészetek ndvekvo széle kifehéredo,

belsejiik sargasabb-krémesebb szinii volt (10. abra).

10. abra: Phytophthora cactorum (D01) tenyészete PDA taptalajon. Szini (A) és fonaki
(B) oldal
(Fotok: Borsos, 2023)

4.4.2. A szaporitoképletek morfologiai jellemzoi

A Phytophythora cactorum korokozé sporangiumai tomegesen képzodtek a
tenyészetben, vékony fallal hataroltak, hialinok és citrom alakuak voltak, illetve a papilla is jol
kivehetd volt (11. abra). Méretiik atlagosan a 22,69 x 30,57 pm kozott mozgott. A
sporangiumokban jol lathatéak voltak a benniik képzddd zoosporak is, illetve megfigyeltiink

néhany klamidosporat is, melyek elhelyezkedése terminalis volt (11. abra).
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11. abra: Phytophthora cactorum sporangiumai
(Foto: Borsos, 2023)

4.5. Patogenitasi teszt

A patogenitasi teszt elvégzéséhez egészséges, becserepezett Catharanthus roseus
novényeket hasznaltunk. A tovek alsobb részét fertdtlenitettiik és steril landzsatiivel apro
karcolasokat ejtettiink az epidermiszen, majd a korokozok tiszta tenyészetébdl vett
micéliummal atszott taptalajkoronggal mesterségesen fertdztiikk oket. Ezutdn a ndvényeket
steril, atlatsz6, miianyag dobozokban tartottuk, magas relativ paratartalom mellett. A fert6zést
kovetd 7. napon a ndvények mar lankadtak, a leveleik a fondki oldal fel¢ kanalasodtak,
viragbimboik is hervadtak (12. abra). Ekkor mar az inokulalasi pontoknal is jol latszodott a
barna szdveti elhalas. A novények szarat kettévagva megfigyelhetd volt a széllitonyalabok

elhalasa.
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12. abra: A Fusarium fajjal végzett patogenitasi teszt eredménye Catharanthus roseus
toveken

(Fotok: Borsos és Szendrei, 2023)

4.6. Molekularis vizsgalatok

4.6.1. Azonositas az I'TS régio alapjan

A molekularis azonositashoz olyan tenyészeteket valasztottunk melyeket eldtte a
morfoldgiai bélyegek alapjan (legalabb nemzetség szinten) meghataroztunk, azonban
kiilonboztek egymadstdl, igy az azonositds soran a D01, D04, D09 izolatumokkal dolgoztunk.
Az ITS régi6 alapjan torténd azonositas soran az ITS1 és ITS4 univerzalis primerek kb. 600

bazispar hosszlisagu szakaszt sokszoroztak meg a polimeraz lancreakcidban.

4.6.1.1. Fusarium fajok azonositasa

A nukleotid sorrend dsszehasonlitds eredményeként a D04-es izoldtum szekvenciaja
99,80%-0s hasonlosagot mutatott az NCBI adatbaziban szereplé Fusarium oxysporum
izolatumok szekvencidival. A D09-es izolatum szekvencidja 100%-os hasonlosdgot mutatott az
NCBI adatbaziban szereplé Fusarium fc. incarnatum-equiseti és F. chlamydosporum

izolatumok szekvenciaival. A torzsfan a Fusarium solani (AB369415) izolatum kiilén agon
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helyezkedik el a Fusarium oxysporum, Fusarium fc. incarnatum-equiseti izolatumoktol (13.

abra).

©® AB369415
MN856255

10¢

MN498032
| s5| ® DO9HTS1_C11
109 MN737772
L& MH455291

1o MT560381

1o MT560380

o3 MN521552
199 MN521518
o DO4#ITS1_B11

MN095347

0,025

13. abra: A Fusarium oxysporum és F. fc. incarnatum-equiseti izolatumok

dendrogramja az ITS régi6 szekvenciarészlete alapjan

4.6.1.2. Phytophthora faj azonositasa

A nukleotid sorrend 6sszehasonlitas eredményeként a DO1-es izolatum szekvencidja
100%-o0s hasonlosagot mutatott az NCBI adatbaziban szereplé Phytophthora cactorum
izolatumok szekvenciaival. A térzsfan a Phytophthora infestans izolatum (AB688348) kiilon
agon helyezkedik el a Phytophthora cactorum izolatumoktol (14. abra).

#l AB688348

. i DO1_ITS
MK534126

100

MT280033
10¢

MN398584
«3% 0OK257590

OK257624

0,015

14. abra: A Phytophthora cactorum izolatumok dendrogramja az ITS régid

szekvenciarészlete alapjan
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4.6.2. Azonositas EFla gén alapjan

Mivel az ITS genomi régid vizsgalata soran a D09-es izolatum esetében nem egyértelmii
eredményt kaptunk, ezért elvégeztiik az EF1a gén alapjan torténd azonositast is, mely sordn az
EF1-728F ¢és EF1-986R primerpar kb. 300 bazispar hosszisagu szakaszt sokszoroztak meg a
polimeraz lancreakcioban. A D09-es izolatum szekvenciaja 100%-os hasonldésagot mutatott az
NCBI adatbaziban szereplé Fusarium fc. incarnatum-equiseti izolatumok szekvenciaival. A
torzsfan a Fusarium solani (AB426618) izolatum kiilon agon helyezkedik el a Fusarium fc.

incarnatum-equiseti izolatumoktol (15. abra).

® AB426618

KY328428

KY328384

DOS#EF1-728F_E11

MK328878

KY328423

0,080

15. abra: A F. fc. incarnatum-equiseti izolatumok dendrogramja az EFla gén

szekvenciarészlete alapjan

Magyarazat a 13., 14. és 15. abrahoz: Az izolatumokat a dendrogramon az NCBI
adatbazis hivatkozasi szamaival és a korokozo nevekkel tiintettiik fel. A torzsfan a vizszintes
vonalak, ill. azok hossza az izolatumok egymastol valo genetikai tavolsagat mutatjak a vizsgalt
szekvencidk nukleotid sorrendjének eltérései alapjan. A fiiggéleges vonalak az izoldtumok
egyezOségét jelzik az elagazdsokig. A torzsfa alatti skala mértéke 1 bazis eltérést jelol 100

bazisonként.
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4.7. Antagonista szervezet hatékonysaganak vizsgalata in vitro

A patogenitasi tesztek sikeres elvégzése utdn egy antagonista szervezettel allitottunk be

kisérletet. A vizsgalathoz a D04-es izolatumot és a Trichoderma asperellum-ot valasztottuk.

Az elsé mérés — a leoltast kdvetd 48 ora elteltével — eredményei a kovetkezok lettek: a
kontroll edényekben atlagosan 1,55 cm-t, a kisérleti edényekben atlagosan 1,51 cm-t ndttek a

leoltas pontjatdl a micéliumok. Itt még nem figyelheté meg szignifikans eltérés.

A masodik mérés — tjabb 48 ora elteltével — adatai: a kontroll csészékben atlagosan 3,13
cm, a kisérleti csészékben atlagosan 1,91 cm sugériranyu novekedés volt megtigyelhetd. Ennél
a mérésnél mar jol latszodott, hogy a kontroll edényekben (amelyekben csak Fusarium sp. volt

leoltva) sokkal nagyobb iitemben tudott ndvekedni a korokozo micéliumszovedéke (16. abra).

16. abra: A kontroll tenyészet (A) és az antagonista szervezettel kezelt tenyészetek (B) a
2. mérés idépontjaban

(Fotok: Borsos, 2023)

A harmadik ¢és egyben utols6 mérés — szintén 48 ora elteltével — eredményei a
kovetkezOk: ebben az idépontban mar csak a kontroll csészéket mértiik, ugyanis addigra mar
teljesen beszOtte az antagonista szervezet a rendelkezésére allo teret a kisérlethez beallitott
Petri-csészékben (17. abra). A kontroll csészékben atlagosan 4,64 cm-t nétt a ndvénypatogén

koérokozo micéliuma sugariranyban.
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17. abra: A kontroll tenyészet (A) és az antagonista szervezettel kezelt tenyészetek (B) a
3. mérés idépontjaban

(Fotok: Borsos, 2023)
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5. KOVETKEZTETESEK

2022. 6szén a Budai Arborétum teriiletén, illetve 2023. tavaszan egy nagykanizsai
disznovénytermeszté ndovényallomanyaban is megfigyeltek Catharanthus roseus névényeken

hasonlo, hervadasos tiineteket.

Ezeken a novényeken eleinte hervadasos tiineteket, a levelek fonaki iranyba torténd
kanalasodasat lehetett észlelni, amely valamilyen viz- és tdpanyagfelvételi problémara engedett
kovetkeztetni. A talajbol fert6z6 korokozok — a Fusarium és a Phytophthora fajok is — a
novényi szdvetben tracheomikoézist, vagyis a szallitoszovetek részleges, végil teljes elhalasat
okozzk, altalaban a gydkérnyaki résznél, ezért okoznak eleinte ilyen hervadasos tiineteket.
Ilyenkor egy laikus altalaban még tobb vizet ad a ndvényeknek, amit6l csak rosszabbodik a
helyzet, hiszen a ndvénypatogén gombdk nedves kornyezetben érzik a legjobban magukat,
illetve a mar valamilyen mértékben elhalt gyokérzet sem képes felvenni a vizet és a maradék
gyokér is elpusztul. A kezdeti tlinetek megjelenése utdn mar nem lehet hatékonyan védekezni
ezek ellen a talajbol fert6zo korokozok ellen, a fertdzott novényegyedek teljesen elpusztulnak

(Lecomte és mtsai., 2016; Al-Ghazali és mtsai., 2022; Baysal-Gurel és mtsai., 2022).

A Fusarium nemzetség fajait mar tobb szakirodalomban is leirtak Catharanthus roseus
egyedekrdl, leggyakrabban a Fusarium oxysporum fertézte a novényeket (Kumar és mtsai.,
2013; Tu és mtsai., 2021; Al-Ghazali és mtsai., 2022), azonban a hazai szakirodalomban kutatva
Catharanthus roseus gazdanovényr6l nem talaltuk meg Fusarium fajok leirasat. Az
Arborétumbdl, illetve a termesztotdl szarmazd ndvényekbdl izolalt fajok morfologiai bélyegei
kissé eltértek. Egyes tenyészetek széle szeldelt volt, és zonazottsagot is megfigyeltiink benniik
(D05, D06, D07, D08, D09, D10), mas tenyészetek novekvo széle pedig ép volt, zonazottsagot
nem tapasztaltunk (D02, D03, D04). A makro- ¢és mikrokonidiumok méreteit is vizsgaltuk,
melyek megegyeztek a Fusarium oxysporum-rél (D02, D03, D04), illetve a F.incarnatum-
equiseti fajkomplexrél (D05, D06, D07, D08, D09, D10) a szakirodalomban leirtakkal (Hafizi
¢s mtsai., 2013; Patra ¢és Biswas, 2017; Hegde ¢és mtsai., 2018; Hami ¢és mtsai., 2021). A
korokozok pontos azonositasat molekularis vizsgalatokkal is alatdmasztottuk a D04-es és DO9-
es izolatum esetében az ITS régid vizsgalata alapjan. A D09-es izolatum esetében az EFla gén
alapjan torténd azonositast is elvégeztiink. Ezek alapjan a kovetkez6 eredményeket kaptuk: D04
— Fusarium oxysporum, illetve D09 — Fusarium fc. incarnatum-equiseti. A F.incarnatum-
equiseti fajkomplex tagjai kozt vannak szaprofitak és korokozok is, azonban nem csak ndvényi,

hanem 4llati, és human patogének is ismertek tagjai kozott. A fajok pontos taxondomidja a
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fajkomplexen beliil még nem tisztazott. A fajkomplex tagjait leirtdk mar szamos disznévényrol,
mint Hosta, Hibiscus, Ligustrum fajokrol, de zoldségeket (pl. Solanum lycopersicum) és

szant6foldi novényeket (pl. Zea mays) egyarant fertézhetnek (Wang és mtsai., 2019).

A masik izolalt koérokozoét a morfoldgiai bélyegek és az ITS régio vizsgalata alapjan
Phytophthora cactorum-ként azonositottuk, amelyet az egyik legjelentdsebb Phytophthora
fajként tartanak szamon Eurdpa-szerte (Mora-Sala és mtsai., 2022). Hazankban Catharanthus
roseus-rol ezidaig nem jelezték eléfordulasat. A tenyészetek szine eleinte fehéres, majd késobb
vilagos krémes-fehéres szintivé valtozott (Milenkovi¢ és mtsai., 2014; Meszka €s Michalecka,
2016), légmicélium nem képzddott, ellentétben Belisario és mtsai. (1997) megfigyeléseivel. Az
idGsebb (4-6 hetes) telepek felszine matta, a micéliumtomeg igen stirtivé valt. Ebben az esetben
a sporangiumokat vizsgédltuk meg, melyek mérete és leirdsa szintén megegyezett a
szakirodalmakban leirtakkal (Tsedaley, 2014; Ho, 2018). Az altalunk izolalt fajnal ezek

atlagosan a 22,69 um szélesek és a 30,57 um hosszuak voltak.

Munkank soran elséként azonositottuk a Phytophthora cactorum, Fusarium fc.

incarnatum-equiseti és Fusarium oxysporum koérokozokat rozsas meténgrdl hazankban.

Ezek utan egy antagonista szervezettel — a mi esetiinkben a Trichoderma asperellum-
mal — allitottunk be kisérletet Fusarium oxysporum fajjal (D04-es izolatum) szemben. Ennek
statisztikai értékelése még folyamatban van, azonban az eredmények alapjan az antagonista
szervezet képes gatolni a novénypatogén korokozd novekedését in vitro. A tovabbiakban
érdemesnek tartjuk elvégezni a kisérletet in vivo koriilmények kozott is, illetve megvizsgalni,
hogy az antagonista szervezetnek van-e gatld hatasa az altalunk izolalt masik Fusarium faj,

illetve Phytophthora cactorum ellen is.
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6. OSSZEFOGLALAS

A rézsas meténg igen kozkedvelt, az Apocynaceae csalad Catharanthus nemzetségébe
tartozd disz- és gyogyndvény. Virdgai a csalddra jellemz6 0tos tagoltsaggal rendelkeznek,
melyek egyre tobb szinben megtalalhatok a piacon. A novényben rengeteg alkaloid és egyéb
hatdoanyag is megtaldlhatd, ezért a modern gyogyaszatban is egyre szélesebb korben
alkalmazzak kiilonb6z6 megbetegedések kezelésénél (Aslam és mtsai., 2010; Mishra és Verma,
2017; Paarakh és mtsai., 2019). Ahogy a legtobb termesztett ndvényt, igy a r6zsas meténget is
sok korokoz6 tamadhatja meg, tobbek kozott a talajbol fertézoé korokozok is (pl. Fusarium és
Phytophthora fajok). Ezek ellen a ndovénypatogén gombak ellen nagy kihivast jelent a
megfeleld védelem kialakitdsa, azonban a talajbol fert6zé korokozok ellen sikeresen

alkalmazhatunk bioldgiai novényvédelmet.

2022. 8szén a Budai Arborétum teriiletén figyeltiink meg talajbol fert6z6 korokozokra
utalo tiineteket Catharanthus roseus novényeken, illetve 2023. tavaszan egy nagykanizsai
disznovénytermesztd is felkeresett minket hasonlo tiineteket mutatd rézsas meténg tovekkel.
Ezeket a korokozokat igen nehéz pontosan meghatarozni, igy munkam soran célul tiztiik ki
ezek pontos azonositdsat, illetve hogy az éltalunk izolalt korokozok elleni védekezéshez
alkalmas-e antagonista szervezet hasznalata. A vizsgalatokat a Novénykortani Tanszék
laboratoriuméban végeztiik, ahol a korokozokat PDA taptalajon izolaltuk. Vizsgaltuk a
tenyészetek morfologiai bélyegeit, illetve a szaporitoképletek is (Phytophthora esetében a
sporangiumok, mig a Fusarium fajok esetében a mikro- és makrokonidiumok méreteit). Ezutan
a korokozok patogenitasat is igazoltuk. A molekularis azonositas soran az ITS régiot és az EFla
gént vizsgaltuk, melyek alapjan a kovetkezd korokozokat hataroztuk meg: Phytophthora
cactorum, Fusarium oxysporum ¢és Fusarium fc. incarnatum-equiseti. Végiil egy altalunk
valasztott izolatummal (Fusarium sp.) végeztiik el az antagonista szervezettel (Trichoderma
asperellum) beallitott kisérletet, ahol megallapitottuk, hogy ez a védekezési modszer

tokéletesen miuikodik in vitro az adott korokozoval szemben.

Munkéank soran el6szor azonositottuk a Phytophthora cactorum, Fusarium fc.
incarnatum-equiseti és Fusarium oxysporum korokozokat rozsas meténgrdl hazankban, melyet

molekularis azonositassal is alatamasztottunk.
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Kelt: 2024. aprilis 19.

Hallgat6 aldirasa
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NYILATKOZAT

Borsos Dora Piroska (hallgatd Neptun azonositdja: IZ160C) konzulenseként nyilatkozom arrol,
hogy a diplomadolgozatot attekintettem, a hallgatot az irodalmi forrasok korrekt kezelésének
kovetelményeirdl, jogi és etikai szabalyairol tajékoztattam.

A zéarodolgozatot/szakdolgozatot/diplomadolgozatot/portfolidt a zardvizsgan torténd védésre
Javaslom / nem javaslom.

A dolgozat allam- vagy szolgalati titkot tartalmaz: igen  nem

Kelt: 2024. aprilis 19.

(z///..%;f/i//i/} Jokle Accstnn

bels6 konzulens
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