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1. Bevezetés és célkituzeés

A rebarbara (Rheum rhabarbarum) géncentrumanak Kina tekinthetd, ott terjedt el
elsének igazan, mint gyogyhatdsi novény (Roggemans és Boxus, 1988). Europai
termesztésének kozpontja kezdetekben Anglia volt, ahol a 18. szazadtol valt ismertté
z0ldségnovényként. Fézelékként, savanytsagként, valamint gyliimolcspotlasra és izesitésre is
hasznaltak. Hazankban mar régota fellelhetd, de még a kevéssé ismert zoldségnovényeink kdzé
tartozik, hiszen termesztése a hazai viszonylatban nem jellemzd. Eurdpai szinten a termesztése
magasabb szinvonalat mutat, hiszen a f6 termeszt6 korzetei Hollandia, Németorszag, Dania és
Belgium (Dregus et al., 2001).

A rebarbara ével6 novény, amely mélyre nyuld gyokérzetet képez és csak a masodik
¢évt6l kezdve nevel magszarat (Dene, 1910). A rebarbaranak hossza szines levélnyele és
nagyméretli levelei vannak (Natter-Nad, 1962). A rebarbara fogyaszthatd része a levélnyél,
mely a telepitéstdl kezdve a masodik évtol szedhetd, akar 8-10 éven keresztiil (Lérincz, 2007).
A levéllemezben felhalmozodott oxalsav tartalom mérgezo, ezért ezt aruva készitéskor el kell
tavolitani (Taun, 2011).

A rebarbara felhasznaldsat tekintve szamottevd, hiszen a vegyiparban,
¢lelmiszeriparban, textiliparban és gyogyszeriparban is jelen van (Dregus et al., 2001).

A rebarbara vitaminokban gazdag novény, melyben fellelheté A-, Bl-, B2-, és C-
vitamin is. A fanyar savanykas ize annak kdszonhetd, hogy szerves savak koziil jelen van benne
alma-, citrom-, és oxalsav is (Vukovics, 2006).

A dolgozatomban emlitésre keriil a rebarbaran el6fordulo fobb karositok ismertetése, de
a dolgozatom alapjat csaladi gazdasagunk szabadfoldi rebarbara allomanyban eléforduld
korokozok bemutatasa, feltérképezése képzi, hiszen kevés hazai és nemzetkdzi adatot talaltunk
ezzel kapcsolatosan.

A kutatas soran célunk volt 2022-2023 kozott, kiilonbozo tiineteket mutatd, beteg
levelekrdl a korokozok izolalasa, klasszikus €s molekularis modszerekkel torténd azonositasa,
hogy vélaszt kaphassunk, hogy mely kérokozok fordulhatnak eld és okozhatnak jelentds kart
hazai, szabadfoldi allomanyban. Tovabbi célunk volt még az izolalt korokozok patogenitasanak

igazolasa, valamint a biotr6f korokozok esetében a szaporitd képletek jellemzése is.



2. Irodalmi attekintés
2.1. A rebarbara elterjedése

A rebarbara (Rheum rhabarbarum) géncentrumanak Kina tekinthetd, ott terjedt el
elsdnek igazan, mint gyogyhatasu novény (Roggemans és Boxus, 1988). A rebarbarat, mint
z0ldségnovényt koriilbelil a 18. szazad oOta ismerhetjiik. Termesztésének koézpontja
kezdetekben Anglia volt, gyiimolcspotlasra, fozelék és savanyusag, siitemény, izesitésre
hasznaltak. Az ottani ismeretségnek koszonhet6en keriilt 4t az eurdpai orszagokba. Hazankban
mar tobb mint 100 éve fellelhetd, de eleinte féuri kertekben terjedt el, mint disznvény, hiszen
jellegzetes alakja és levélmérete rendkiviil diszitd jellegli. Magyarorszagon a mai napig nem
igazan ismert novény, hiszen Eurdpédban a {6 termesztd korzetei Hollandia, Németorszag, Dania

¢s esetlegesen Belgium (Dregus et al., 2001).

2.2. A rebarbara rendszertana és botanikai leirasa

A rebarbara (Rheum rhabarbarum) a zarvatermék (Magnoliophyta) torzsébe, a
szegfiiviragiak (Caryophyllales) rendjébe ¢és a kesertfiifélék (Polygonaceae) csaladjaba
tartozik.

A rebarbara egy lagyszari ével6 novény, melynek fontos tulajdonsaga, hogy az elsé
években fas karogyokeret és levéllombozatot fejleszt, és csak a masodik évtdl kezdve nevel
magszarat (1. abra). A rebarbara nagyméretli gyoktorzset képez, ami igen mélyre hatold. A
gyokér mar az els6 nyaron 30-90 cm hosszu, a masodik év Gszére pedig eléri a 150 cm-€s
méretet is. Mélyre nyuld gyokérzetének vastagsaga akar 12-15 cm is lehet (Dene, 1910).

A fogyasztott rész a levélnyél, amelynek mérete és hosszusaga fajtaktol eltérd, de
atlagosan 30-60 cm hosszu, €s vastagsaga 2-3 cm, de akar elérheti az 5-6 cm-t is. Levélnyelét
tekintve lehet zold levélnyelii-z6ldhasu, piros levélnyelti-z61ld hust és piros levélnyelii-piros

hust (Natter-Nad, 1962).

1. abra: Rebarbara iiltetvény (Foto: Varga, 2022)
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2.3. A rebarbara kornyezeti igényei

A rebarbara fényigényével kapcsolatban kiemelendd, hogy a legtobb zoldségfajjal
ellentétben a félarnyékos koriilmények sem gatoljak a fejlodését. A hémérsékleti optimuma 12-
15 °C kozott alakul. A rebarbara a fagyra nem érzékeny ndvény, takards nélkiil elviseli a minusz
2-3 °C hidegeket is. A téli idészakok utan a hajtas fejlédése akar mar 4-5 °C-on is megindul
(Dregus et al., 2001).

A rebarbara a jo vizgazdalkodasu teriileteken fejlodik igazan jol. Talontozést, pangod
vizet nem kedveli. Meleg nyari napokon, a lombozat mérete miatt is 6nt6zést igényel (Taun,
2011).

Mivel a rebarbarat éveldként termesztjiik, célszerli szervestragyat a talajba dolgozni az
allomény telepitését megeldzden, majd tenyésziddszakban lombtragyas kezelésekkel
biztositani a sziikséges tapanyag mennyiséget (Balazs et al., 1987). A rebarbara talajra nem
kiilonosen igényes, szakirodalmi forrasok szerint sikeresen termeszthetd homokos, de akar

valyogos talajokon is (Jeszenszky, 1931).

2.4. A rebarbara termesztéstechnologiija
1. Szaporitas

A rebarbara termesztése nagyiizemi koriilmeények kozott indulhat helyrevetéssel. Masik
elterjedt szaporitdsi mod a palantanevelés. A magokat aprilis végén, majus elején érdemes
szaporitotalcaba elhelyezni, és flitetlen folia alatt fokozatos 6nt6zés mellett nevelni. Az elvetett
magok kelési ideje 10-14 nap utan figyelheté meg (Lérincz, 2007).

Egy régi termesztési leiras a rebarbarat 30x30 térallasra javasolta, de a friss szakirodalmi
forrasok 1,5.-2m sortavolsagot ajanlanak (Montgomery, 1930). A rebarbara palantak allando
helyére vald kiiiltetésére a kovetkezd év tavaszan keriil sor atlagosan 1,5x2m tdtavolsaggal
(Dorogi, 1988).

Toosztas esetén, a 4 évnél idosebb, vagy a kivagéasra szant 8-10 éves toveket, a
rigykezdemények melletti jo gyokérzettel, 4-6 részre lehet vagni, és egybdl az 0j végleges
helyére iiltetni. TOosztds esetében elény, hogy csak a legjobb, legerésebb ndvényeket
szaporitjuk. A tdosztassal szaporitott ndvények szinte azonnal termdre fordulnak, igy mar az
els6 év majusanak végétdl kisebb mennyiségben szedhetdk (Terbe, 2000).

2. Apolasi munkak

A rebarbara a kezdeti fejlédési stadiumokban igényel intenzivebb apolast, mint példaul

a gyomirtas, kapalas, hiszen a késObbi idokben a nagyméretii levelek elég arnyékot vetnek az



agyasra, igy a tenyésziddszak folyaman a gyomok megjelenésével egyre kevésbé kell
szamolnunk (Nonn, 1910).

A rebarbara minden évben ujabb viragot hoz, amely csokkenti a novény ndvekedési
erélyét, a levél és levélnyéltermelést, ezért érdemes Oket eltavolitani (Taun, 2011).

3. Szedés

A rebarbaranak a levélnyelét fogyasztjuk, a levéllemez magas oxalsav tartalma miatt
mérgez0, ezért aruva készitéskor az utdbbit el kell tavolitani (2. abra). Mind a helyrevetett,
mind a palantarol iiltetett Allomanyban a levélnyelek a masodik évtdl értékesithetdk, altalaban
aprilis végétdl junius kozepéig. Altalanos leiras szerint a 10-15 centiméteres levélnyelek mar
szedhet6ek (Taun, 2011).

Fontos, hogy a szedés kézzel torténjen, ugy hogy a levélnyelet megfogjuk, €s erdteljesen
felfelé hizzuk, tgyelni kell ra, hogy szedéskor a hajtaskezdemény ne sériiljon. Késsel
semmiféleképpen nem szabad szedni, hiszen a visszamaradott levagott rész rothadni kezdhet,

¢és negativ hatassal van a novény egészségére (Taun, 2011).

2. abra: Rebarbara szedése (Foté: Varga, 2022)

Fontos tényezd még, hogy az elsé szedés alkalméval névényenként csak 3-4 levélnyelet
szedjiink, hiszen ezzel segithetjiik a ndvény fejlodését (Dorogi, 1988).

4. Térolas

A rebarbararol leszedett friss levélnyeleket 2-4 hétig tarolhatjuk miianyag zsdkokban,
hiitészekrényben elhelyezve, de a levélnyelek fagyaszthatok is (Taun, 2011).

A z0ldségek tartositasara egyik legalkalmasabb modszer a fagyasztas. A fagyasztés

elokovetelményei a valogatas, mosas, hamozas, szeletelés és a csomagolés. Bebizonyosodott,



hogy a rebarbara nyele, 90-95% relativ paratartalom mellett, a minusz 8 °C minusz 12 °C kozott

kivaloan tarolhato és stabil marad (Howard, 1967).

2.5. A rebarbara gazdasagi jelentosége

A rebarbara évelé novény, amely iiltetése utan 1-2 évvel szedhetd, akar 8-10 éven
keresztiil (Lorincz, 2007).

A rebarbarat, mint gyogyhatasii novényt, el6szor Kindban termesztették, ezen a
teriileten akkoriban még nem z6ldségnovényként hasznositottak (Roggemans és Boxus, 1988).

Az angol kertekben zoldségnovényként elterjedd rebarbarat, a 18. szdzadban kezdték
termeszteni az Eszak- és Nyugat-europai orszagokban (Dregus et al., 2001). A rebarbara
gyorsan elterjedt és népszertivé valt Eszak-Amerikaban és Eszak-Eurépaban. Népszeriisége oly
szinten ndvekedett, hogy még Kanadaban és Alaszkaban is termeszteni kezdték. Az 1930-as
években a Kent-Puyallup volgyben, majd az 1970-es években a Willamette-volgyben kisebb
termeldk Osszefogtak, hogy stabilizaljak a piacok fejlddését és a rebarbara termesztés multjat
megorizzek (Clifford és Dale, 1991). Erdélyben is elterjedt a rebarbara termesztése, hiszen a
hegyi éghajlat kedvez6 szamara (Daniel, 2007).

Eurdpai orszagok koziil elsdsorban Németorszagban, Anglidban és Franciaorszagban
termesztik (Cojocaru et al., 2020).

Kiilonb6z6 exportald orszdgai is vannak, mint példaul Hollandia, Belgium,
Németorszag €s Franciaorszag. Az elmult 10 évben Lengyelorszagban vald termelése ¢€s

Németorszag felé torténd exportja is jelentds (Dregus et al., 2001).

2.6. A rebarbara felhasznalasa

A rebarbara els6 felhasznalasa gyogyhatasahoz kotddik (Roggemans és Boxus, 1988).
A legfontosabb gyogyhatasii ndvényi része a gyokere, f6ként gyulladasos megbetegedések
ellen hatasos (He et al., 2009).

A rebarbara gyokerébdl antipszoriatikus gyogyszerkészitményeket allitottak eld,
valamint alkalmaztak gyomorfajdalom, hanyinger, aranyér és a hasmenés ellen (Rapoti és Rom
Vary, 1997; Eman et al., 2016).

A rebarbara széles korben felhasznalhatdo vegyipar, élelmiszeripar, gyogyszer ¢és
textiliparban is egyarant (Dregus et al., 2001).

A rebarbara levélnyelét kiilonboz6 konyhai készitmények készitésére hasznaljak,

késziilhet leves, édesség, pite és kompot is egyarant (3. abra) (Cojocaru et al., 2020).



3. abra: Rebarbara elkészitésének modjai, felhasznalasa (Forras: Internet 1)

2.7. A rebarbara beltartalmi értékei

A rebarbara levélnyelében és levéllemezében taldlhatdak olyan szerves savak, mint az
alma-, citrom-, és oxalsav melyeknek koszonhetben érezhetd fanyar savanykas ize. Ezek mellett
emlitésre méltoak a ndvényi rostok, fellelheté benne A-, Bl-, B2-, és C-vitamin, és
kiemelked6en sok benne a kalium, kalcium, foszfor, magnézium, vas és szelén (Vukovics,
2006; Blazovics, 2016).

A levélnyél szine alapjan megallapithato, hogy a vords szinli nyél nagyobb
mennyiségben tartalmaz vitamint a zold szinii nyelekkel szemben. Az A-vitamin bevitele az
emberi szervezetre is jO hatassal van, hiszen javitja a bor és nyalkahartya épségét. Az A-vitamin
mellett a K-vitamin is fontos szerepet jatszik a csontok regeneralodasaban. A modern,
energiaszegény, vitamindis és rostban gazdag, valtozatos taplalkozas egyik j ndévénye
(Umesh, 2009). A voroskaposzta és lilahagyma mellett a rebarbaraban is nagy mennyiségben
el6fordulnak antocianinok (Hegediis, 2013).

A rebarbaraban talalhaté szerves savak koziil legjelentésebb mértékben az oxalsav van
jelen. Az oxalsav a rebarbaran kiviil eléfordulhat gyiimdlcsokben, magvakban, kakadban és
példaul a didban is. A levélnyél kevesebb mértékben tartalmaz oxalsavat, mint a levéllemez, a
legmagasabb oxalsav tartalom a levélben 0,5 — 1,0 % is lehet. Elise (2020) a rebarbaraban 100
grammonként 570-1900 mg oxalsavat mért. A rebarbara fogyasztasanal fokozottan kell

figyelniink a bevitt mennyiségre, hiszen ha til sok rebarbarat fogyasztunk, akkor kivalthat
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szdmos olyan tiinetet, mint péld4ul a gorcsos hasi fajdalom vagy hanyinger. A magas oxalsav
tartalom vesekd képzddésre hajlamosit (Elisabetta et al., 2010).
2.8. A rebarbara karositéi

A rebarbara annak ellenére, hogy egy ellenalldé novényfajnak tekinthetd, mégis
szdmolnunk kell a termesztés soran kartevokkel és korokozokkal. A rebarbaran eléfordulo
karositok koziil a kartevok szama kevesebb, azonban van néhany, amelyrdl ismert, hogy a
rebarbara novényen taplalkozik. A tablazatban a szakirodalmi adatok alapjan a rebarbaran
eléforduld kartevoket és korokozokat ismertetem (1. és 2. tablazat) (Internet 2; Howard et
al., 1996).

A 4. abra a sajat iiltetvénylinkben lefotozott Limax maximus-t (meztelencsiga) és Lygus

lineolaris-t (foltos novényi poloska) szemlélteti.

1. tablazat: A rebarbara kartevdi (Forras: Internet 2)

Magyar név Latin név

Fekete bab levélteti Aphis fabae
Meztelencsiga Limax maximus
Rebarbarabogar Rhubarb curculio
Burgonya szarfaro Hydraecia micacea
Foltos ndvényi poloska Lygus lineolaris

4. abra: Meztelencsiga és foltos novényi poloska a rebarbara allomanyban (Fot6: Varga,
2023)
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2. tablazat: A rebarbara kérokozéi (Forras: Howard et al., 1996)

Betegség neve Korokozo neve

Rebarbara alternarias levélfoltossaga | Alternaria spp.

Rebarbara ramularias levélfoltossaga | Ramularia rhei

Rebarbara aszkohitas levélfoltossaga | Ascochyta rhei

Rebarbara peronoszpora Peronospora jaapiana

Sziirkepenész Botrytis cinerea

(Syn.:Botryotinia fuckeliana)

Rebarbaralisztharmat Erysiphe polygoni
Rebarbararozsda Puccinia phragmitis
Baktériumos gyokérgolyva Agrobacterium tumefaciens

Voros levél (bakterialis lagyrothadas) | Erwinia rhapontici

(Bacterium rhapontici)

2.9. Dolgozatom alapjat képzo fontosabb korokozok jellemzése

2.9.1. Pseudomonas orientalis
A Pseudomonas orientalis a Proteobacteria torzsbe, a Gammaproteobacteria osztalyba,

a Pseudomonadales rendbe ¢és a Pseudomonadaceae csaladba tartozik (Internet 3). A
korokozot Dabboussi és munkatarsai irtak le elészor 1999-ben, amit egy libanoni forrasbol
izolaltak (Dabboussi et al., 1999).

A Pseudomonas orientalis vilagszinten kevésbé elterjedt korokozo. Egyes forrasok
szerint a korokozot azonositottdk Ecuador, India, Kina, Amerikai Egyesiilt Allamok,
Spitzbergdk, Libanon teriiletén, valamint Eurdpai orszagok koziil Németorszagban,

Ausztridban, Spanyolorszagban és Franciaorszagban (5. abra) (Internet 4).
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5. abra: Pseudomonas orientalis foldrajzi elterjedése

A Pseudomonas orientalis egy Gram-negativ, palcika alaka baktérium. Kimutattak,
hogy a korokozo képes a fehérjékben gazdag ételekben fennmaradni. Ezt bizonyitotta az, hogy
a korokozo6 két torzsét (P49, P110) lazactilébdl izolaltak, majd a 16S rRNS gén vizsgélata soran
azonositottak a torzseket (Leja et al., 2019).

Egy vizsgalat soran kimutattak, hogy Iran északi részén beteg citruslevelekbdl és
szarakbol izolalt Pseudomonas orientalis baktérium patogén a citrusfélékre (Beiki et al., 2016).
A Pseudomonas orientalis F9 torzsét sikeriilt izolalni egy svajci gylimdlcsdsben 1évo
almaviragokbol (Santos Kron et al. 2020).

Egy masik szakirodalom is beszamol arrdl, ahol a Pseudomonas orientalis F9 torzsének
szamos antagonsita hatasat vizsgaltdk szdmos fitopatogén baktériummal szemben, kiilondsen
az Erwinia amylovora-val, a tiizvész okozojaval szemben, mely alapjan a kérokozo F9 torzse
is feltart (Zengerer et al., 2018).

Egyes szakirodalmak alapjan, az Eszaki-sarkrol szarmazé kéregjégmagokban is
kimutattak a Pseudomonas orientalis baktériumot, melyet a 16S rRNS szekvencia adatok
alapjan azonositottak (Singh et al., 2016).

Vizsgalatot végeztek illoolajok antibakteridlis hatasdnak becslésére élelmiszerekbdl
izolalt Pseudomonas orientalis torzseken. Megfigyelték, hogy a citromfii-, boroka,-feketebors-
¢és a keserlinarancs-olaj a korokozo P49 torzse ellen bakteriosztatikus hatast fejt ki, ami azt
jelenti, hogy leallitja a baktériumok sejtosztdédasat. Ezzel szemben a koérokozo P110-es torzse

érzékeny a lime-, citromfli, rozmaring- és feketebors-olajokra (Leja et al., 2019).
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2.9.2. Pseudomonas marginalis

A Pseudomonas marginalis a Proteobacteria térzsbe a Gammaproteobacteria osztalyba
a Pseudomonadales rendbe ¢s a Pseudomonadaceae csaladba tartozik (Internet 5).

A korokozd széles korben elterjedt Eurdpa és a vilag kiilonbozé pontjain, mint
Afrikdban, Amerikai Egyesiilt Allamokban, Azsiaban. Eurépai orszagok koziil
Olaszorszagban, Franciaorszdgban, Belgiumban, Portugalidban, valamint Magyarorszaggal
szomszédos orszagokban, mint Ausztridban és Szerbidban is azonositottak a koérokozot (6.
abra) (Internet 5).

A koérokozot eldszor 1918-ban Brown irta le Bacterium marginale néven Dél-
Karolinaban, majd 1925-ben a korokozo neve Pseudomonas marginalis lett, mely Stevens

nevéhez flizodik (Internet 6).

6. abra: Pseudomonas marginalis foldrajzi elterjedése (Forras: Internet 5)

A Pseudomonas marginalis jelentds korokozo, széles gazdandvénykorrel rendelkezik,
amely gytimolcsok és zoldségek széles skalajan okoz lagyrothadast (Achbani et al., 2014).
Jelent6s karokat okoz kaposztan, hagyman, uborkan, z6ldbabon, borson. Salatan is kimutattak
a korokozot (7. abra) (Internet 7).

A korokozot Kinaban, Zhangye korzetben azonositottak burgonyarol (Li et al., 2007);
Marokkoban hagyman okozott lagyrothadast (Achbani et al., 2014).
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7. abra: Pseudomonas marginalis salatan okozott tiinete (Forras: Internet 8)

Filogenetikai és genomikai elemzések soran kideriilt, hogy a Pseudomonas marginalis
esetében egy olyan fajkomplexr6l beszélhetiink, amely szamos fajt tartalmazhat. A
szakirodalmi adatok alapjan a Pseudomonas marginalis azonositasa és vizsgalata soran oxidaz,
arginin-dihidrolaz és burgonya lagyrothadas tekintetében pozitiv eredményeket mutatott
(Sawada et al., 2022).

Hazankban a Pseudomonas marginalis koérokozot kaposztafélék csiranévényeibol
sikeriilt izolalni (Czina et al., 2022).

A Pseudomonas marginalis rebarbaran okozott tiineteit a levelek kora befolyasolja. Egy
mesterséges fertézés kimutatta, hogy a rebarbara idésebb levelei fogékonyabbak a korokozoval
szemben, mint a fiatalabb levelek. Az iddsebb levelek azok a levelek, amelyek teljesen
kifejlodtek, elérték a szedésérett allapotot. A korokozd a levéllemezen kevésbé, de a
levélnyélen puha, nedves, barna rothadasnak indul6 tiineteket okozott (8. abra) (Clark és

Graham, 1962).

8. abra: Pseudomonas marginalis tiinete rebarbaran (Forras: Sawada et al., 2022)
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A Pseudomonas marginalis protopektinazokat termel, melynek hatasara lebontja a
z6ldségnovények kiilsé héjan talalhatd pektineket, melynek kdvetkeztében a ndvény lagyult,
gyengiilt és kellemetlen szagu lesz (Bautista, 2014).

A Pseudomonas marginalis morfologiai és tenyészbélyegeit tekintve palcika alakq,

polaris flagellumokkal rendelkezé Gram-negativ baktérium (Bastas, 2023).

2.9.3. Alternaria alternata

Az alternaria fajok kozil az Alternaria alternata az Ascomycota torzsbe, a
Dothideomycetes osztalyba, a Pleosporales rendbe és a Pleosporaceae csaladba tartozik
(Mycobank, 2023). A korokozot 1912-ben irta le eldszor Keissl (Index Fungorum, 2023).

A korokozo széles korben elterjedt a vilag minden tajan. Az Alternaria alternata-rol
Dél-Afrikaban szamoltak be eldszor, hogy burgonya névényen levélfoltossdgot okozott. A
korokozot jelentették Izraelbdl, Braziliabol és Eszak-Amerikabol is (Van der Waals et al.,
2011). A korokozot 2004-ben Pakisztanban is azonositottak paradicsom novényen (Akhtar et
al., 2004). A korokozot az utobbi években gerberarol (Bellé et al., 2019); rozsarél (Fang et al.,
2020); japanszilvarol (Prunus salicina) (Long et al., 2021) irtak le.

Az Alternaria alternata az egyik leggyakoribb olyan korokozo, amely megtalalhatd
szamos élelmiszeripari termékben, beleértve magvakban, zoldségben, gylimdlcsben (Barkai-
Golan és Follett, 2017). Az Alternaria alternata tobb mint 380 gazdandvényfajon
megtalalhato.

Az Alternaria alternata vilagszerte okoz nekrotikus foltokat szamos zoldségen és
gylimoleson. Egyes szakirodalmak szerint, ez egy latens gomba, ami a zdldség és
gyiimolcstarolas soran fejlodik ki, majd a forgalmazasi idészakra valik észlelhetdvé (Troncoso-
Rojas és Tiznado-Hernandez, 2014). A betegség tiinetei mangon (Mangifera indica) 0,5-1
mm méretiiek, kis fekete foltokkal, sotét kozépponttal, vagy sotét lencsefolttal (Yahia, 2011).

Az Alternaria alternata egy olyan opportunista korokozo, amely szamos novényi részen
levélfoltossagot €s rothadast okoz. A mandula levelein a levélfoltossag 12-18 mm atmérdjii,
barna foltok forméajaban jelenik meg, majd iddvel a foltok feketévé valnak (9. abra) (Internet
9).
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9. abra: Alternaria alternata tiinete mandula levelén (Forras: Internet 9)

A korokozot 2004-ben azonositottak paradicsom ndvényen Pakisztanban. A ndvényen
a kezdeti tlinetek az alsé levelek sarguldsaval kezdddott, de leggyakrabban a levélnyélen és
levélcsticson alakultak ki. A fertdzés késObbi iddszakaban a tiinetek megnagyobbodtak,
Osszendttek és koncentrikus korok voltak megfigyelhetdk, ami késébb a levelek zsugorodasat

okozta (10. abra). A korokozo6 jelentds terméskiesést is okozhat (AKkhtar et al., 2004).

10. abra: Alternaria alternata tiinete paradicsom levelén (Forras: Akhtar et al., 2004)

A korokozo konidiumai szél segitségével képesek terjedni. A konidiumok allhatnak
egyesével, vagy kis csoportokban. Alakjukat és méretiiket tekintve lehetnek tojasdadok,
ellipszoidok vagy kuposak és 9-18 um x 20-63 um nagysagtiak (11. abra) (Lopez és Cabral,
1999).
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N

11. abra: Alternaria alternata konidiumai (Forras: Internet 10)

A korokozo

szamos novényen méretbeli valtozdsokat mutat morfologiai és

tenyészbélyegek tulajdonsaganak tekintetében (3. tablazat).

3. tablazat: Az Alternaria alternata konidiumok méretei

Vizsgalt névény

Konidiumok mérete

Forras

Rozsa 11,9-27 um x 7,5-5,1 pm (Fang et al., 2020)
Japanszilva 22,1-46,5 x 9,2-13,5 pm (Long et al., 2021)
Gerbera 26,3-60,2 um x 12,1-18,1 um (Bellé et al., 2019)

PDA téaptalajon a korokozé kor alaku és sotét olivazold telepeket alkot, feliiletén

szlirkésfehér 1égmicéliummal (Chen et al., 2018). Yu et al. (2015) kutatasuk soran PDA

lemezeken kezdetben vilagossziirke szinii, majd s6tétzoldbol feketévé valo tenyészbélyegeket

figyeltek meg. Amikor a tiptalajt teljesen bendtte a korokozé az egész tenyészet feliilete

feketévé valt.

2.9.4. Ramularia rhei

A ramularia fajok koziil a Ramularia rhei az Ascomycota torzsbe a Dothidemycetes

osztalyba, a Mycosphaerellales rendbe és a Mycosphaerellaceae csaladba tartozik (Mycobank,
2023). A korokozot 1896-ban irta le elészor Allesch (Index Fungorum, 2023).

Ramularia egy fajokban gazdag nemzetség, amely szamos fontos kultirnvény, tobbek

kozott az arpa, a cukorrépa és az eper terméskieséséért felelds novényi kérokozoknak ad otthont

(Videiraet al., 2016).
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A korokozot gyakran tévesen hatarozzdk meg, mert az altala okozott tiinet gyakran
Osszetéveszthetd az Ascohyta rhei tiineteivel. Az Ascohyta rhei esetében a levelek felsé
feliiletén apro, sargaszold foltokat figyelhetliink meg, melyek idével mozaikos megjelenésiivé
valnak. A foltok kozepe kifehéredik és kihullik (Howard et al., 1996).

A Ramularia rhei a levéllemezen és a levélnyélen is okozhat tiineteket. A leveleken
kezdetben kis piros pottyokként jelenik meg. Ezek fokozatosan megndvekednek, és tobbé-
kevésbé kor alakuak lesznek (12. abra). A nagy foltok szine fehértdl a barndig terjednek, lilas
fényudvarral (Internet 11).

A levélnyélen késébb jelentkeznek a tiinetek. El8szor kis foltokként jelennek meg, majd
iddvel a levélnyél novekedésével megnyulhatnak. A nagyobbak sargasbarna szintiek, akéar 1 cm
hosszasagu, besiillyedt elvaltozasokat is megfigyelhetiink. Mind a leveleken, mind a szaron a
foltok kdzepén fehér konidiumtartd gyep figyelheté meg (Howard et al., 1996).

A Ramularia rhei altal fert6zott leveleken a fokozatos sporatermelés kovetkeztében az
inokulumszint novekszik, ami a levélnyél foltosodasahoz vezet, mivel a sporak a levéllemezrol

a levélnyél feliiletére mosodnak (Zhao et al., 2005).

12. abra: Ramularia rhei altal okozott tiinet rebarbara levelén (Forras: Internet 11)

A Ramularia rhei a rebarbara iddsebb levelein telel at. Széllel, esévizzel és esetenként
a fert6zott gyokérzettel is terjedhetnek. A korokoz6 gyorsan terjed, jo fertdzoképességl, tiinetei
az 1 levélzeten mar 10-14 nap elteltével lathatéak (Howard et al., 1996).

A Ramularia fajok hialin konidiumtartokkal és konidiumokkal rendelkeznek (Videira
et al., 2016), amelyek 2-3 x 7-35 um nagysagtiak (Howard et al., 1996).
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Egy 6sszehasonlito kisérletben in vitro koriillmények kozott vizsgaltak a Ramularia rhei
¢s az Aschoyta rhei konidiumainak csirazasat, ahol megallapitottak, hogy a Ramularia rhei
jobban alkalmazkodik a magasabb hémérsékletekhez (Zhao et al., 2006).

2.9.5. Peronospora jaapiana

A peronoszpora fajok koziil a Peronospora jaapiana az Oomycota torzsbe, az
Oomycetes osztalyba, a Peronosporales rendbe és a Peronosporaceae csaladba tartozik
(Mycobank, 2023). A korokozot 1910-ben irta le elészor Magnus (Index fungorum, 2023).

A korokozo jelenlétét 1903-ban Svéjcban, majd az 1980-as években kinai rebarbaran
(Rheum officinale) az Egyesiilt Kiralysag tobb teriiletén is jelezték (Yorkshire,
Nottinghamshire, Norfolk, Worcestershire, Surrey és Hampshire). Az Egyesiilt Kirdlysagon
kiviil az USA, Lengyelorszag és Ausztralia kertjeiben is észlelték a betegséget. Tovabbi
jelentések érkeztek Azsiabol és Europabol (Huckle et al., 2016).

A koérokozoé foldrajzi elterjedését tekintve még megjelent Franciaorszagban, Daniaban,
Németorszagban és Norvégiaban is (Francis, 1981).

A Peronospora jaapiana egy oligofag korokozo, melynek gazdandvénykorébe tartozik
a Rheum officinale, Rheum palmatum, Rheum rhaponticum, Rheum undulatum (Rheum
rhabarbarum) (Francis, 1981).

A Peronospora jaapiana mar palanta korban is fertézhet. A késObbiekben a tiineteket a
rebarbara levelein lathatjuk. Kezdetben a levél felsd feliiletén nagy szegletes, sargas, barnas-
voroses foltokat lathatunk, amelyek elérhetik a 10 millimétert is (Huckle et al., 2016).

A foltokat eleinte erek hataroljak, de stlyos fertézottség esetén az erek megszakadnak,
majd a levelek darabokra hullanak. A ndvények szinte teljesen lombtalanok lehetnek. A kor
elorehaladtaval a levélfoltok kiszaradnak és végiil a levelek pusztulasat okozzak (13. abra)

(Francis, 1981).
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kedveznek, a sporak terjedését pedig az es6zés segiti. A jarvanyok ezért a hideg, csapadékos
¢vszakokban sulyosabbak. A légaramlatok, vizfroccsenés vagy az emberekkel ¢és
szerszamokkal valo érintkezés révén terjednek (Huckle et al., 2016).

A Peronospora jaapiana obligat korokozo, igy a fertézéshez, a novekedéshez és a
sporulacidhoz ¢l6 gazdandvényre van sziikség. A sporak a levelek also feliiletérdl, altalaban a
nyitott sztomakon keresztiil kikeriild sporangiumtartokon termelddnek. A Peronospora
jaapiana sporangiumainak élettartama nem ismert. Mas rokon fajokrol szarmazo informacio
szerint, ha a paratartalom €s hdmérséklet kedvezdtlenné valik, akkor a sporak feltehetdleg rovid
¢letiick. A Peronospora jaapiana sporangiumai obovoidok, 28-30 x 14-18 um nagysaguak és
halvany lilasbarna szintiek (Huckle et al., 2016).

Egyes szakirodalmak szerint Peronospora fajoknal is képzddhetnek vastag falu
oosporak, amelyek hosszu ideig tulélnek a novényi maradvanyokban, de a Peronospora
jaapiana esetében nem talaltak ilyeneket. Jelenleg keveset tudunk arr6l, hogy hogyan marad
fenn az évszakok kozott, de ugy gondoljadk, hogy a micélium a szaporité gyokerek fiatal
hajtasaiban képes fennmaradni. (Huckle et al., 2016).

A Peronospora jaapiana micéliuma szokatlanul nagy mennyiségii glikogént tartalmaz,
ami lehetévé teszi szamara, hogy a bomld levélmaradvanyokban teleljen at (Huckle et al.,
2016).
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2.9.6. Erysiphe polygoni

Az Erysiphe polygoni az Ascomycota torzsbe a Leotiomycetes osztalyba, a Helotiales
rendbe és az Erysiphaceae csaladba tartozik (Mycobank, 2023). Egyes forrasok szerint az
Erysiphe polygoni az Erysiphales rendben talalhatd (Internet 13). A korokozo széles korben

elterjedt a vilag minden tajan (14. abra).

14. abra: Erysiphe polygoni foldrajzi elterjedése (Forras: Internet 14)

Az Erysiphe polygoni egy obligat parazita, amely széles gazdandvénykorrel
rendelkezik. A korokozd féleg a Polygoniaceae és a Chenopodiaceae csaladba tartozo
novényeket fert6zi. A korokozd gazdandvényei kozé tartozik a szakirodalom szerint a Rumex
obtusifolius (réti 16rom), amit Koreaban azonositottak egy egyetemi vizsgalat soran (Hong et
al., 2019).

Délkelet-Azsidban a korokozo a Fabaceae csaladba tartozo Vigna radiata (mungébab)
legpusztitobb betegsége (Gawande és Patil, 2003).

A korokozot Argentinaban Brassica napus (kaposztarepce) (Gaetan és Madia, 2004),
Eszak-Dakodaban Beta vulgaris subsp. vulgaris var. altissima (cukorrépa) (Bradley et al.,
2007), Kinaban Trifolium repens (fehér here) (Zhang et al., 2022) novényekrdl irtak le.

Az Erysiphe polygoni altal okozott tiinet, hogy a leveleken fehér porszeri, lisztes
bevonatu micélium novekedés figyelhetd meg. A foltok a betegség elérehaladtaval 6sszendnek,
idovel képesek atterjedni az alsobb levelekre is. A fertdzott levelek szine idovel fokozatosan
vilagoszoldre, sargara majd végiil barnara valtozik. A teljes novényi rész elhalhat (Howard et
al., 1996).

A gomba szamos novényfajon tobb fiziologiai fajban fordul eld. A sporak a terjedés 6
eszkozei, a sz€l nagy tdvolsagokra szallitja. A korokozéd kazmotéciumokkal telel, amely késo
nyaron alakul ki a fertdzott novények felsd levélfeliiletén, amelyek a tél folyaman életben

maradnak. Tavasszal az aszkosporaval fertéz (Internet 15).
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A betegség kialakulasanak kedvez az alacsony relativ paratartalom, a gazdaszervezeten
beliili vizstressz ¢s a levélfeliilet nedvesség, amelyben a sporak kicsirdzhatnak.

Gorogszéna novényen (Trigonella foenum-graecum) azt vizsgaltak, hogy a sotétség, a
hémérséklet és a fényviszonyok hogyan hatnak az Erysiphe polygoni csirazasara. A
konidiumok csirdzasat egy teljes napon at, vagyis 24 oran keresztiil 19-23 °C figyelték meg. A
vizsgalat soran kideriilt, hogy a sotétség gatolta, mig a fény pedig serkentette az Erysiphe
polygoni csirazasat. Vilagos koriilmények kozott a konidiumok csirazasa 21°C-on 34%-Kkal
javult. 22°C utan a konidiumok csirazasa nem novekedett szignifikansan (Som és Saharan,
2000).

Az Erysiphe polygoni olyan micéliumot képez, amely szamos hausztoriumot termel,
szamos, egysejtli konidiumot tartalmaz, amelyek hialin, keskeny ellipszoid vagy hengeres
alakuak, ¢és 24-51 x 10-17,5 pm nagysaguak.

A teleomorf allapot egy sotét, teljesen zart kazmotéciumbol all, amely 4-10 aszkuszt
tartalmaz. A tojasdad aszkuszokban négy aszkosporat figyeltek meg, amelyek hialinok vagy
aranysarga szintiek, méretiik 20-25 x 12-20 pm volt (Bradley et al. 2007).

A konidiumok hialinok, alakjuk hossziikastol a hengeresig valtozhat. Méretiik 30-45 X
15-25 pum. A konidiumok végeibdl hosszu, elagazas nélkiili csiratomlok képzdédtek (Zhang et
al. 2022).
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3. Anyag és médszer

3.1. A vizsgalat helye és ideje

A vizsgalathoz sziikséges novényi részeket Kiskéroson (15. abra) és Kiskorostol 5 km
tavolsagra 1év6 Kozép-Cebén (16. abra) gyijtottem 2022-2023 kozott. Kiskoros Bacs-Kiskun
varmegyében talalhatd. A teriileteken, ahol kordbban, mint Kiskéros kornyékén mindenhol
szOlotermesztés zajlott, laza homoktalaj talalhatdo 40-80 cm mélyen agyagos vizzard réteggel.
A csapadék és a hOmérsékleti értékek nagy ingadozast mutatnak éves szinten. Csaladi
gazdasagunk Osszes teriilete 10 hektar, melybdl 6,5 hektaron szdléiiltetvények talalhatok és 3,5

hektaron rebarbara termesztéssel foglalkozunk.

15. abra: Kiskorosi termesztoteriilet (Foto: Varga, 2023)

16. abra: Kozép-Cebei termesztoteriilet (Fot6: Varga, 2023)
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A korokozok vizsgalatat, klasszikus és molekularis modszerekkel torténd azonositasat,
a patogenitasi vizsgalat elvégzését a Magyar Agrar-és Elettudomanyi Egyetem, Budai Campus,

Novényvédelmi Intézet, Novénykortani Tanszékének laboratoriumaban végeztiik el.

3.2. A vizsgalatban felhasznalt anyagok

3.2.1. Vizsgalt izolatumok

A foltbetegséget mutatd rebarbara levelérdl munkank soran 1 baktérium és 7 gomba
tenyészetet tudtunk tiszta tenyészetbe hozni. A felhasznélt izoldtumok paramétereit a 4.

tablazat foglalja ossze.

4. tablazat: Vizsgalatba vont izolitumok paraméterei

Izolatum kéd Novényi rész Gyiijtés helye Gyiijtés ideje Gyiijtotte

R1 Levél Kiskoros 2023.05.28 Varga Maté
R1/A Levél Kiskoros 2022. 05.14 Varga Maté
R1/B Levél Kiskoros 2022.05.14 Varga Maté
R2 Levél Kozép-Cebe 2022.05.14 Varga Maté
R3 Levél Kiskoros 2022.05.14 Varga Maté
R4 Levél Ko6zép-Cebe 2022.05.14 Varga Maté
R5 Levél Kozép-Cebe 2022.05.14 Varga Maté
R6 Levél Kiskoros 2022.05.14 Varga Maté

3.2.2. A korokozok tenyésztése, taptalajok

A baktériumok izolalasa King-B taptalajon (Biolab Zrt.) tortént (King et al., 1954),
melynek Osszetétele: 1,5 g Ko2HPO4 20 g pepton, 10 g glycerol, 1,5 g MgSO4 X 7 H20, 15 g
agar, 1 | H20. A baktériumot szobahdmérsékleten King-B taptalajon, -20 °C-on és -70 °C-on
konzerval6 folyadékban tartottuk fent. A konzervalo folyadék komponensei a kdvetkezok: 3g
Beaf extract, 5 g pepton, 20 g glycerol, 1 | H20.

A Levan tulajdonsagot a LOPAT tesztben 5 %-0s szacharozt tartalmazoé téptalajon
vizsgaltuk, melynek osszetétele: 1 1 H2O-hez 23 g nutrient agar, 50 g szachar6z. Az arginin-
dihidrolaz bontasahoz hasznalt taptalaj az alabbi komponenseket tartalmazza: 1 1 H20, 1 ¢

pepton, 5 g NaCl, 0,3 g KaHPOa4, 0,010 g fenolvoros, 10g L-Arginin, 3g agar.
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A laboratoriumban vizsgalt patogén gombak izoldlasat burgonya dextr6z (Potato
dextrose agar-PDA, Biolab Zrt.) taptalajon izolaltuk, melynek osszetevéi 39 g PDA és 11 steril

desztillalt viz.

3.2.3. Vizsgaltba vont ndvények

A novényi mintakat Kiskérosrol és annak kiiltertiletén talalhaté Ko6zép-Cebérdl, sajat
gazdasagbol gyljtottem. A vizsgalatba alkalmanként 10-15 levelet gyijtottem, melyeken
vizsgaltuk a ndvénypatogén gombdk és baktériumok okozta betegségeket.

Dohanynovényt (Nicotiana tabacum) hasznaltunk a hiperszenzitiv reakcio
elvégzéséhez. A burgonyarothadas vizsgéalatot a LOPAT teszt soran burgonyagumon végeztiik.

A kisérletben vizsgalt rebarbara koziil, amely Kozép-Cebén talalhato a ,,Lider Red”
fajta, melynek levélnyelének szine z6ldes-pirosas. Kiskéroson talalhatd rebarbara a ,,Victoria”

fajta, aminek a levélnyele pirosas, halvany rézsaszines szini.

3.2.4. Felhasznalt eszk6zok

A vizsgélataink elvégzéséhez segitségre szolgalt a NoOvénykortani Tanszék
laboratoriumban talalhatd fém-, porcelan és millanyag eszkozok (bonctli, landzsatd,
doérzsmozsar, targylemez, 5 és 7 mm-es dugofurd, lombik, Eppendorf csdvek, oltokacs, szike,
mérdpohar, pipetta stb.). A taptalajok kiontése 905 mm-es milanyag Petri-csészékbe tortént,
majd a korokozokat Thermo Scientific MSC 1.2 lamindris fiilke alatt oltottuk taptalajra. A kész
tenyészeteket Sanyo MLR-351 fitotronban inkubaltuk. A baktérium szuszpenziok sejtszamat
spektrofotométer segitségével allitottuk be. Segitségiinkre szolgalt a fert6zott novényi részek
és a szaporitoképletek vizsgalatdhoz egy Leica MZ6 sztereomikroszkop és egy Nikon Eclipse
501 citoplaszt mikroszkop. A mikroszkopos felvételeket Qlmaging MicroPublisher 5.0 RTV
kameraval készitettilk. A polimeraz lancreakciok Applied Biosystems 9700 tipusu PCR
késziilékben mentek végbe. Tovabba segitségiinkre szolgalt egy Minispin Eppendorf asztali
centrifuga és egy Univapo és UniEquip 100 ECH vakuum koncentrator. A korokozokat idésebb
allapotukban hiitészekrénybe helyeztiik €s ott taroltuk.
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3.3. Vizsgalat mddszere

3.3.1.  Novényi részek gylijtése és tarolasa

A rebarbara {iltetvényrdl az elsd fert6zott novényi részeket 2022. tavaszan gyiijtottiik,
ami folyamatos volt egészen 2023. juniusaig. A fertdzott leveleket az elsd tiinetet mutato foltok
megjelenésekor kezdtik el begylijteni a rebarbara iiltetvényrdl. A mintdk gyljtése ¢és
feldolgozasa 2-3 hetes idokozokkel tortént. A mintakat papirzacskoba, feliratozva gyiijtottem
¢és széllitottam az Egyetem NOvénykortani Tanszék laboratoriuméba. A mintakat, hogy
megOrizzék friss allapotukat altalaban azonnal vizsgaltuk, vagy 1-2 napra hiitdszekrénybe

helyeztiik, ahol 4-5 °C hdmérsékletet biztositottunk.

3.3.2. Tiinetek jellemzése

A rebarbara leveleken a kisér6- és fotiineteket szabad szemmel és sztereo mikroszkdoppal
vizsgaltuk. A vizsgélatunk célja az volt, hogy megfigyeljiik a tiinetek megjelenésének idejét és
a foltok belsejében képz6dd szaporitoképleteket. Figyeltiik, hogy a kdrokozok a ndvény mely
részén okoznak tiinetet, beleértve a levélnyelet és a levéllemezt.

A lisztharmattal és peronoszporaval fertdzott levelek esetében a korokozok szaporitd
képleteit vizsgaltuk.
3.3.3. A termesztés mddszere

A szaporitas technologiai terv alapjan a szaporitotalcakba valdé magvetést 2020 majus
II. dekadjaban kezdtiik, hiszen ekkor kezdtem el foglalkozni a rebarbara termesztésével (5.
tablazat). A termesztés soran felhasznalt vetémagok koziil a ‘Lider red’ fajta a Szentesimag
Kft-t6l, mig a Victoria’ fajta a Royal Sluis Magrovet Kft-t6l szarmazik. A szaporitotalcakat
egy fiitetlen foliasatorban helyeztem el. Osszesen 7392 db mag keriilt vetésre 66 db talcaba. A
vetést kovetden tobbségében 7 napra jelentek meg a sziklevelek. A palantdkat napi kétszer
ontoztem, ¢és amikor elérték a 2 hetes, 2-3 leveles fejlettségi allapotot, akkor elkezdtem a
tapoldatozasat, Omex starter miitragyaval (0,1 % koncentraciéban), amely egy palantaneveld
tapoldat. Ennek kijuttatdsa 2-3 naponta tortént.

A fejlodé novények szabadfoldre valo kiiiltetése julius 7-én tortént, 6-8 leveles fejlett
allapotban. Az 1 m?-rdl lekeriild termésmennyiség egy megfeleld tenyésziddben elérheti a 2-3

kg-ot.
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5. tablazat: Szaporitas technolégiai terv

Novényfaj Rebarbara

magvetés ideje majus II. dekadja

helye fiitetlen folia satorba szaporitotalcaba
majus II. dekadja, szabadfoldre vald
kitiltetés julius

modja palantanevelés

sor ¢s totavolsag (m) szabadfoldon 2,4x 0,75

vetémagsziikséglet (db/ha) 7392

kelési arany (%) 68

kitiltetett palanta (db) 5026

ezermagtomeg (g) 9-14

tenyészidd (nap) 120

3.3.4. Korokozok izolalasa taptalajon
Gombaék izolaldsa

A korokozokat steril koriilmények kozott, laminaris flilkében izolaltuk. A
laboratoriumba behozott fertdzott leveleket sztereo mikroszkop alatt vizsgaltuk, de szaporitod
képletek hidnya miatt a leveleket 70%-os etanollal fertdtlenitettiik, majd steril vizzel oblitettiik
és felszaritottuk. Ezt kovetden az elhalt és egészséges rész hatararol aprod szovetdarabokat
metszettliink ki alkohollal és Bunsen égovel sterilizalt landzsatli segitségével, majd a leemelt
novényi részt leoltottuk PDA taptalajra (17. abra) és Fitotronba helyeztiik. Ahhoz, hogy
megbizonyosodjunk a tenyészetek allapotarol, 2-3 nap elteltével megvizsgaltuk és a
novekedésnek indult tenyészetekbdl PDA taptalajra helyezve tiszta tenyészetet hoztunk létre,
majd az igy atoltott tenyészeteket ismét Fitotronba helyeztiik, addig az allapotig, amig a
korokozo micéliuma teljesen be nem nétte a Petri-csészét. A tenyészeteket, annak érdekében,
hogy a késdbbiekben is tudjunk veliik dolgozni 4-5 hetente atoltottuk, ami Gigy tortént, hogy a

bendtt tenyészetek sz¢€1ébol dugofurdval micélium korongokat helyeztiink steril taptalajra.
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17. abra: Novényi rész PDA taptalajra valo leoltasa (Foto: Pecze, 2022)

Baktériumok izolalasa

A tiineteket mutatd leveleket 70%-os alkohollal lefertdtlenitettiik. Az elhalt ¢és
egészséges rész hatararol sterilizalt szike segitségével mintat vettiink, majd a ndvényi
szovetrészeket steril desztillalt vizzel homogenizaltuk és steril fiilkében szélesztettiik King-B
tatalajon (18. abra). A Petri-csészéket 26 °C-on 1-2 napon keresztiil inkubaltuk. Par nap
elteltével a Petri-csészén megjelend kiilonallé koldnidkat ismét taptalajra oltottuk. Ezekbdl
hoztuk létre a tiszta tenyészeteket, melyeket a késdbbiekben azonositottunk. Fenntartasuk

érdekében 2-4 hetente atoltottuk tiszta taptalajra.

18. abra: Novényi mintak homogenizalasa és szélesztése steril taptalajra (Foté:
Varga, 2023)
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A morfoldgiai vizsgalatok — a szaporitd képletek és, tenyészbélyegek jellemzése

A lisztharmattal és peronoszporaval fert6zott levélmintdkon talédlhaté kazmotéciumok
¢s  sporangiumtartok  valamint sporangiumok morfologidjat  vizsgaltuk. El6szor
sztereomikroszkop alatt figyeltiik meg és fotokat készitettiink. Ezt kovetden a szaporitd
képleteket leemeltiik a levelek feliiletérdl €s targylemezre helyeztiik, majd ezt vizsgaltuk
citoplaszt mikroszkoppal. A képletekrdl kiilonbozd nagyitdsban fényképeket készitettiink.
Lemértiik a kazmotéciumok atmérdjét, megszamoltuk a fiiggelékek szamat, lemértiik a
hossztisagukat. A sporangiumok esetében azok atmérdjét és hosszat, valamint a tartok hosszat
mértiilk meg. Ezekbdl az adatokbol, illetve a gazdandvénybdl hataroztuk meg a kérokozokat.

A tiszta tenyészetek esetében vizsgaltuk az altaldnos morfologiai jellemzoket: a

tenyészetek alakjat, szinét, mintazottsagat, felszinét és a szaporito képletek képzodését.

3.3.5. Novénypatogén baktériumokra irdnyuld vizsgalati médszerek

Baktérium szuszpenzid eldallitasa

A baktérium szuszpenziot, amelyet a vizsgélatok alatt felhasznaltunk 24 6ras, 26 °C-on
inkubalt, tiszta tenyészetbél allitottuk eld. A szuszpenzidt spektrofotométerrel 5x108 sejt/ml
toményseéglre allitottuk be, 540 nm-en, melyet desztillalt vizzel kalibraltunk.

Gram tulajdonsag vizsgalata

A baktérium izolatum 24 Oras tiszta tenyészetébdl egy-egy koloniat kijeldltiink, majd
fogpiszkalod segitségével targylemezre emeltiik, melyre 3%-os KOH oldatot csepegtettiink,
majd homogenizaltuk. Abban az esetben, ha a KOH oldat feloldotta a korokozo sejtfalat €s
nyulos allaga elegyet kaptunk, akkor Gram-negativ baktériumrol beszélhetiink. Abban az
esetben, ha a KOH oldat nem oldotta fel a kérokozo sejtfalat, és nem kapunk nyulés allaga
elegyet, akkor Gram-pozitiv baktériumrol beszélhetiink.

LOPAT teszt

A Pseudomonas fajok, alfajok és patotipusok kozotti kiillonbségek kimutatasara
alkalmaztuk a LOPAT tesztet, ami 6t kiilonboz6 vizsgalatbol all (Levan termelés, Oxidaz
aktivitds, burgonya (Potato) rothadasi képessége, az Arginin-dihidrolaz eldallitdsa és a
dohanynovényen (Tobacco) végzett hiperszenzitiv reakcio vizsgalat) (Lelliott et al., 1966).

A Levan teszt soran a baktériumot 26° C-on 48 o6ran keresztiil inkubaltuk 5 %-0s cukor
tartalmt taptalajon. Akkor tekinthetd pozitivnak a teszt, ha csillog6, fehér és kidomborodo

koloniak novekednek.
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Az Oxidaz tulajdonsag meghatarozasahoz oxidaz tesztcsikot hasznaltunk, melyet a
Biolab Zrt. forgalmazott. Fogpiszkalo segitségével friss baktérium tenyészetbdl kentiink ra a
tesztcsikra, majd 1-2 perc utan értékeltiik a bekovetkezo szinreakcidt. Pozitiv szinreakcid esetén
rozsaszin-lilas szinvaltozas figyelhet6 meg, negativ reakcié soran nincs szinvaltozas,
esetenként krémszinii elvaltozast lathatunk.

A burgonya (Potato) rothadasi képességet vizsgalva, a megmosott és etilalkohollal
leferttlenitett burgonya gumokat szeletekre vagtuk, és steril Petri-csészébe helyeztiik, majd
fogpiszkalo segitségével baktérium koloniakkal fertéztik meg. Kontroll esetében a
fogpiszkalot steril desztillalt vizbe martottuk, és ugy fertdztilk meg a gumot. A megfertdzott
burgonya szeleteket 90%-os relativ paratartalom mellett 26°C-on 7 napig inkubaltuk. Akkor
tekinthetd sikeresnek €s pozitivnak a teszt, ha a szras helyén és kdrnyékén a burgonyaszelet
rothadasnak indul.

Az arginin-dihidrolaz taptalajbdl steril kémcsdbe ontottiink 4 ml-t. Szilarditas utan a
baktériumtenyészetbol kolonidkat juttatunk a taptalajba, majd paraffinolajjal lezartuk és 5 napig
26°C-on inkubaltuk. Pozitiv eredményr6l beszélhetiink, ha a taptalaj elszinezddése
narancsszinil lesz.

A hiperszenzitiv reakcié vizsgalatahoz baktérium szuszpenzidt hasznaltunk, melynek
toménysége 5x108 sejt/ml volt. Az oldatot dohanyndvény (Nicotiana tabacum) levélszdvetébe
juttatuk fecskend6 segitségével. A tesztet 24 €s 48 ora elteltével értékeltiik a kialakult nekrozis

alapjan.

3.3.6. Patogenitasi teszt

1zolalt gombak esetében alkalmazott modszer

A patogenitasi tesztet annak igazolasara végeztiik, hogy megfigyeljiik, hogy az izolalt
korokozo valoban képes-e fertdzni a ndvényeinket. A teszt elvégzése elsd sorban a levelek
fert6tlenitésével kezdodott. A leveleket 70%-os etanolba helyeztiik 2-3 percre, majd
athelyeztiik steril desztillalt vizbe steril csipesz segitségével ismét 2-3 percre (19. abra). A

levelek feliiletérdl a nedvességet laminaris fiilkében szaritottuk fel.
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19. abra: Levelek fertétlenitése (Fot6: Varga, 2022)

A leveleket steril csiraztato tivegedényekben 1évé iiveggyongyokre helyeztiik, majd a
korokozo tenyészeteib6l 5 mm-es micélium korongokat helyeztiink a levelekre (20. abra).
Patogenitasi teszt szempontjabdl 2 csiraztaté iivegedényt hasznaltunk. Az egyikben a
korongokat a levelek ép felszinére helyeztiik, a masikban a levelek epidermiszét megsebeztiik,
¢és arra helyeztiik a micélium korongokat. Kontroll vizsgalatot is elvégeztiink, melyben az
egészséges levelekre steril PDA téaptalaj korongokat helyeztiink. A leveleket 4-6 napon
keresztiil természetes fényviszonyok mellett, szobahémérsékletnek megfeleld 25-26 °C-on
inkubaltuk. A patogenitasi teszt akkor tekinthetd sikeresnek, ha megfelelt a Koch-féle

posztulatumoknak.

20. abra: Micélium korongok levélre valé helyezése (Foto: Varga, 2022)

Izolalt baktérium esetében alkalmazott mdodszer

A vizsgalatot steril koriilmények kozott végeztiik el €s a patogenitasi teszt elvégzéséhez
rebarbara leveleket hasznaltunk. Patogenitdsi tesztet annak érdekében végeztiink, hogy
megnézziik, hogy az izolalt korokozo valoban fertdzi-e a rebarbara leveleket. A beteg levelekrol

izolalt tiszta tenyészetbdl fertéztilk a leveleket. A leveleket fogpiszkald segitségével,
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injektalassal és ecsettel tobb helyen megsértettiik a sikeres fert6zés érdekében (21. abra).
Vizsgaltuk, hogy melyik esetben lesz sikeres a fertézésiink. A kontrollként hasznalt rebarbara
leveleket steril, desztillalt vizbe martott fogpiszkaloval, injektalassal és ecsettel sértettiik meg.
A megfert6zott €s kontroll leveleket steril miianyag dobozba és steril iivegedénybe, nedves
koriilmények kozé helyeztiik, majd 7 nap elteltével vizsgaltuk a kialakult elvaltozasokat, hogy
képesek-e a rebarbarat fertézni, és az eredetileg megfigyelt tlinetek kialakulnak-e a

mesterségesen fert6zott novényen is.

21. abra: Egészséges levelek mesterséges fertézése (Foto: Karacs-Végh, 2023)

3.3.7. Molekularis vizsgalat

A molekuldris vizsgalatok soran feladataink kozé tartozott a gombdk esetében az
orokitéanyag kivondsa a koérokozé tiszta tenyészetébdl, valamint minden izolalt korokozo
esetében a PCR vizsgalat és a nukleotid szekvencia meghatarozasa. A baktérium esetében a 24
oOrés tiszta tenyészetbdl baktériumszuszpenziot készitettiink és azt hasznaltuk a PCR elegyhez.

Orokitéanyag kivonasa az izolalt gomba tiszta tenyészetébdl

A korokozo 6-10 napos tiszta tenyészeteibdl DNS-t nyertiink ki, hogy elvégezziik a
molekularis vizsgalatokat. Laminaris fiilkében micéliumot emeltiink le a korokozé
tenyészeteibdl, majd dorzsmozsarban kvarchomok segitségével eldorzsoltiik. 700 ul CTAB
puffert (2% CTAB; 1,4 M NaCl; 20 mM EDTA; 100 mM TRIS-HCL pH: 8; 0,2% 2-ME)
adtunk hozza, és tovabb homogenizaltuk a mintdkat. A keletkezd elegyet Eppendorf-csdvekbe
toltottiik, majd asztali termosztat segitségével 65 °C-on 30 percig inkubaltuk. Az Eppendorf-
csovekbe szerves oldoszert (700 pl izoamilalkoholos-kloroformot) pipettaztunk, majd vortex
segitségeével 0sszekevertlik, majd 10 percig asztali centrifugaval centrifugaltuk, igy eltavolitva

a szennyezOdéseket ¢s egyéb anyagokat.
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Az Eppendorf-csovek felsé részén keletkezd, puffert tartalmazo vizes fazist tiszta
Eppendorf-csévekbe pipettaztuk at, majd hozzaadtunk 500 pl izoamilalkoholos-kloroformot,
ami utan a mintakat ismét vortexeltiik és 10 percig centrifugaltuk. Az igy keletkezd felsd fazist
ismét tiszta Eppendorf-csovekbe pipettaztuk at, €s hozzaadtunk 600 pl izopropanolt a
nukleinsavak denaturdldsanak érdekében, majd 5 percig centrifugaltuk. A centrifugéalas utan a
feliiltszot ledntottiik, majd a pelletet 5 perces centrifugalas soran 70 %-0s etanollal mostuk.

Végiil az etanolt ledntottiik és a pelletet 10 percig szaritottuk vakuum szaritoban, majd
ezt kdvetden 20 pl RNase-t tartalmaz6 TE-oldatban oldottuk vissza. A kivont oérdokitdanyag
tarolasa mélyhiitében tortént — 20 °C-on.

PCR (Polimeraz-lancreakcid, polymerase chain reaction) vizsgalat

A molekularis vizsgdlatokhoz PCR modszert alkalmaztunk minden vizsgélt izoldtum

esetében. A PCR-t Mastercycler Eppendorf flexlid tipusti PCR késziilékben végeztiik.

A gombdak esetében ITS1 és ITS4 primerparok felhasznalaséval. ITS1 primer: 5'-
TCCGTAGGTGAACCTGCGG -3°, ITS4 primer: 5'- TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’
(White et al., 1990). A vizsgalathoz az alabbiakat mértik Ossze 40 pl végtérfogatra
reakcionként: 20ul Thermo Scientific Master Mix (2X) (MgCI2 20mM, dNTPS 5mM,
DreamTaq puffer, DreamTaq polimeraz enzim 5 u/pl), 2-2 ul ITS1, ITS4 primer (20 pmol/pl),
4 pl DNS és 12 pl steril viz.

Egy ciklus harom 1épésbdl tevodott dssze a polimeraz-lancreakcid soran: Az elsd 1épés
a denaturacid, a hidrogén hidak felszakitasa, ami 94 °C-on 30 mp-ig tartott, a masodik lépés az
anellacio, az inditoszekvenciak kotédése, ami 55 °C-on 30 mp-ig tartott és végiil az elongacio,
a lanchosszabbitas, ami 72 °-on 120 mp-ig tartott. Az elsdédleges denaturaciot (94 °C, 5 perc)
35 ciklus kovette. A reakcid a befejezd lanchosszabbitassal (72 °C, 10 perc) zarult.

A baktériumok esetében a 16S rRNS génre (Clarridge, 2004) specifikus 63F (5°-
CAGGCCTAACACATGCAAGTC-3’) ¢és 1389R (5’-ACGGGCGGTGTGTACAAG-3’)
primereket, valamint a Pseudomonas marginalis rpoB génre specifikus F3 (5°-
CAATCGAAACGCCGGAAGGC-3’) ¢és R4 (5-GCGGACGCTGGTTGATGCAA-3’)
(Sawada et al., 2022) primereket hasznaltuk.

A PCR reakcid a 16 S TRNS gén esetében: 94 C-on 5 perces elddenaturalassal kezdddott.
Majd 94 °C-on 15 masodperces denaturalas, 55 °C-on 30 masodperces primer kotddés, 72 °C-
on 90 masodperces lanchosszabbitas kovetkezett, amik 35-szor jatszodtak le. A PCR reakcio

72 °C-on 10 perces lanchosszabbitassal zarult.
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A PCR reakcio az rpoB gén esetében: 95 C-on 2 perces elédenaturalassal kezdddott.
Majd 95 °C-on 30 masodperces denaturaléas, 68 °C-on 30 masodperces primer kotddés, 72 °C-
on 60 masodperces lanchosszabbitas kovetkezett, amik 40-szer jatszodtak le. A PCR reakcid
70 °C-on 7 perces lanchosszabbitassal zarult (Sawada et al., 2022).

A PCR reakci6 0sszetevoi 25 ul végtérfogatra a kovetkezok: 10 ul H20, 12,5 pl Master

mix, 0,5 ul Forward primer, 0,5 pl Reverz primer, 1,5 pl DNS (baktériumszuszpenzio).

Gélelektroforézis

A PCR termékeket ECOSafe (Biocenter) festék hozzdadéasaval készitett 1%-os agar6z
gélen futtattuk, melyet vizszintes mini elektroforézis késziilékben vélasztottuk el késziilékben
(140 V, 90 mA) 1 %-os TBE pufferben (12,11 g Tris; 5,135 g bérsav; 0,372 g EDTA; 1000 ml
desztillalt vizben). A méréshez 1 kb-os GeneRuler 1étrat hasznaltunk. A nukleinsav frakciokat

UV fényben olvastuk le.

PCR termék tisztitas és szekvencianalizis

Az amplifikaciot kovetden a termékét a High Pure PCR Product Purification Kit

c gy

NanoDrop 2000c spektrofotométerrel mértiik, majd Godolldre a Biomi Kft-hez kiildtiik direkt
szekvencia meghatarozasra. A szekvenciak elemzéséhez és dsszeillesztéséhez a CLC Genomics
workbench 6.8.1. (CLC Bio A/S, Cambridge, MA) software csomagot ¢s NCBI Genebank
adatbazisat és BLAST programjat hasznaltuk.
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4. Eredmények

4.1. Novénypatogén baktériummal végzett vizsgalatok eredményei

41.1. Korokozo izolalasa

2023-ban, a Magyar Agrér- és Elettudomanyi Egyetem Novénykortani laboratoriumaba
behozott levélmintakon baktériumokra jellemzd vizenyds, rothadd, majd nekrotizalodo,
barnul6 foltokat tapasztaltunk, ezért feltételeztiik a levelek baktériummal torténd fert6zését (22.
abra). A kisérletben taptalajra helyeztiink €16 és elhalt hatarrészt tartalmazé novényi darabokat
¢s homogenizalt elegyet is. Az izolalas soran jelentdsen kevert tenyészeteket nem tapasztaltunk,
mindegyik Petri-csészében nagyon egységes koloniak néttek fel, melybdl tiszta tenyészetet
hoztunk létre, és igy vizsgalatainkban csak egy izolatumot (R1) azonositottuk klasszikus és

molekularis modszerekkel.

22. abra: Tiinetet mutato rebarbara levél (Foto: Varga, 2023)

4.1.2. Tenyészbélyeg jellemzése

A vizeny6s levélbdl izolalt ndvénypatogén baktérium (R1 izoldtum) King-B taptalajon
jol tenyészthetd volt. A taptalajon képzddd kolonidk aprok, ép szEliiek, kicsit kidomborodoak,
sima feliiletliek, fehéres sargas szintieck voltak (23. abra). Mikroszkép alatt vizsgalva

mozgékonyak voltak. A baktériumok fluoreszcens pigmentet nem termeltek.
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23. abra: Az R1 izolatum tenyészbélyege King-B taptalajon (Foté: Varga, 2023)

4.1.3. Gram tulajdonsag

A Gram tulajdonsag elvégzése soran az R1 izolatum 3%-os kalium-hidroxid oldattal

Osszekeverve nyulossa valt, a sejtfala feloldodott, KOH pozitiv, tehat az altalunk izolalt

baktérium Gram-negativnak tekinthetd.

4.1.4. LOPAT teszt

A LOPAT teszt elvégzése soran az R1 izolatum eltéréd eredményeket mutatott. Az

izoldtumunk dohany ndvényen hiperszenzitiv reakciot adott, Levan- és oxidaz aktivitasa

pozitiv, valamint a burgonya rothadasi képessége is pozitiv, mivel okozott elvaltozast, rothadast

burgonya szeleteken. Az arginin-dihidrolaz eldallitas szempontjabdl izolatumunk negativ

tulajdonsagu (6. tablazat).

6. tablazat: LOPAT teszt eredményei

Vizsgalt
izolatu
m/
Vizsgalt
reakcio

k

Levan termelés

(L)

Oxidaz aktivitas

(®)

Burgonya
rothadasi
képessége (P)

Arginin-
dihidrolaz (A)

R1
izolatum
eredmén

ye

Hiperszenzitiv
reakcio (T)
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4.1.5. Patogenitasi teszt

A rebarbara levelérdl izolalt baktérium izoldtum (R1) esetében sikeres volt a
patogenitasi vizsgalat, mivel a fertézott novényi részeken kezdetben kisebb sarguld, nagyon
vizeny6s majd késobb egyre nagyobb barnulo, elhalo foltok jelentek meg (24. abra). A fert6zés
utan 1 héttel a levelek sargultak, majd nekrotizalodtak. A mesterségesen fert6zott levelekrdl
visszaizolaltuk a kérokozot, és igazoltuk a Koch posztulatumokat. A kontroll levelek esetében

elvaltozasokat nem tapasztaltunk.

24. abra: A patogenitasi teszt eredménye a fert6zés koveto 7. napon (Foto: Varga,
2023)

4.1.6. Korokozo6 azonositasa molekuldris mddszerrel

A rebarbara levelén vizeny® foltokat, sargulast és elhalast okozd korokozd (R1
izolatum) 16S rRNS gén molekuléris vizsgalata soran ~1300 bazispar hosszasagu termékeket
tudtunk a specifikus primerek segitségével kiemelni. Az izoldtumok részlegesen meghatarozott
16S rRNS szekvencidit dsszehasonlitottuk a nemzetkdzi adatbazisban (NCBI Genebank)
talalhat6 kiilonb6zo 16S rRNS szekvenciakkal. A szekvencia analizis alapjan izolatumunk (R1)
97,16-97,25 % azonossagot mutat, mas Pseudomonas orientalis izolatumokkal. A

rendelkezésre allo szekvenciak alapjan filogenetikai torzsfakat készitettiink (25. abra).
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Pseudomonas marginalis pv. marginalis-Képaszta-Dunaszige} A
533 ON420773.1-Pseudomonas orientalis —
420 0P315290.1.-Pseudomonas orientalis
27}¢ MT712236.1-Pseudomonas orientalis
MK123853.1.-Pseudomonas marginalis pv. marginalis
MK123854.1-Pseudomonas marginalis pv. marginalis
0K135843.1.-Pseudomonas orientalis
0P048140.1.-Pseudomonas oriantalis
KJ638095.1.-Pseudomonas orientalis
MTE605336.1.-Pseudomonas orientalis
MT605319.1.-Pseudomonas orientalis
KJ638095.1.-Pseudomonas oriantalis
OR367293.1.-Pseudomonas orientalis
KC834324.1.-Pseudomonas orientalis
KC834342.1.-Pseudomonas orientalis
R1 B
JX678983.1.-Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi —
LC012764.1.-Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi
KT965195.1.-Pseudomonas amygdali pv. aesculi
KX010084.1.-Pseudomonas amygdali pv. lachrymans
0Q0659765.1.-Pseudomonas syringae pv. syringae
Pseudomonas syringae pv. syringae-Kanna-Godallé
4ir* MG149782.1.-Pseudomonas viridiflava
34| MG686550.1.-Pseudomonas viridiflava
53/ MH788996.1.-Pseudomonas viridiflava
34 MG972916.1.-Pseudomonas viridiflava
Pseudomonas viridiflava-Kanna-Gédollé
HE585219.1.-Pseudomonas viridiflava-Bazsalikom-Budapest
———————+ MF405914.1.-Pseudomonas syringae pv. syringae
MF405915.1.-Pseudomonas syringae pv. syringae
0,050 ) _

25. abra: Izolatumok filogenetikai torzsfaja a 16S rRNS gén szekvenciak alapjan,
génbanki izolatumokkal. Sajat izolatum rebarbararol: R1. A torzsfa UPGMA
modszerrel késziilt

Magyarazat: A vizszintes vonalak az izolatumok egymdstol valo genetikai tavolsagat mutatjak, mig a fiiggéleges vonalak az
izolatumok genetikai azonossagat jelzik az elagazasokig, ahol a feltiintetett szamok a bootstrapanalizis eredményeit mutatjak,
1000 mintavétel esetén, mutatva a térzsfa megbizhatosagat. A torzsfa alatti skala 50 bazisvaltozast mutat 1000 bazisonkeént.

A torzsfa két agra oszthatdé (A, B). Az A 4gon csak egy hazankban kaposztafélék
csirandvényeibdl izolalt Pseudomonas marginalis pv. marginalis helyezkedik el, mely a
legtavolabbi rokonsdgot mutatja a rebarbararol izolalt R1- es izolatummal.

A B agon jol elkiilonitheté csoportot alkotnak az egyes jelentds gazdasagi kart okozo
Pseudomonas fajok. A B agon kiilon csoportokat alkotnak: Pseudomonas viridiflava,
Pseudomonas orientalis, Pseudomonas syringae pv. syringae fajok.

Izolatumunk (R1) legkdzelebbi rokonsagot Pseudomonas orientalis és két
Pseudomonas marginalis pv. marginalis izolatumokkal mutatja, mivel egy agon helyezkednek
el. A rebarbararol szarmaz6 izolatumunk (R1) a legkdzelebbi rokonsagot a rizoszférabol izolalt

Pseudomonas orientalis (KC834342.1, KC834324.1) izolatumokkal mutatja.

A 16S rRNS gén mellett vizsgaltuk a P. marginalis fajra specifikus rpoB gént is mivel
izolatumunk nemcsak a P. orientalis, hanem a P. marginalis fajokkal is mutatott kozeli

rokonsagot. Az rpoB gén esetében a specifikus primerekkel ~630 bazispar hosszisagu terméket
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kellene felszaporitani. PCR termék nem volt megfigyelhetd sem a rebarbararol izolalt mintank
esetében, sem a tobbi vizsgalt Pseudomonas faj esetében sem, mely igazolta, hogy a vizsgalt
izolatumaink nem Pseudomonas marginalis faj (26. abra).

A 16S rRNS ¢és a Pseudomonas marginalis fajra specifikus rpoB génszakasz molekularis
vizsgalata alapjan a rebarbararol izolalt baktériumfajt (R1 izolatum) Pseudomonas orientalis-
fajként hatdroztuk meg. Azonban tovabbi vizsgalatok mindenképpen indokoltak, mivel
izolatumunk, csak 97%-os hasonldésagot mutat a P. orientalis fajjal és kiilon agon helyezkedik
el a torzstan, mely akér 0j faj jelenlétére is utal, igy tovabbi vizsgdlatok sziikségesek, mint

zsirsavanalizis, DNS hibridizaci6, ennek igazolasara.

100bp R1 Psn Pss Psys Pv 100 bp

26. abra: Pseudomonas marginalis fajra specifikus rpoB génszakasz PCR termékeinek
ellendrzése 1%-os agaroz gélben

(M-marker, 100 bp; R1-sajat izolatumunk; Psn: Pseudomonas savastanoi pv. nerii; Pss:
Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi; Psys: Pseudomonas syringae pv. syringae; Pv:
Pseudomonas viridiflava)

4.2. Novénypatogén gombakkal végzett vizsgalatok eredményei

4.2.1. A 2022-es mintagyiijtés eredményei

A 2022-es mintagylijtést KiskOroson végeztem el. Az allomanyban tobbféle
foltbetegség fordult eld. Tanulmanyozva az irodalmi forrdsokat 3 korokozot tartottunk
felelosnek a tiinetek kialakulasaért: Alternaria alternata, Ramularia rhei és Ascochyta rhei. A
korokozokat taptalajon izolaltuk és 7 tiszta tenyészetet (R1/A, R1/B, R2, R3, R4, RS, R6-0s
izolatumok) hoztunk 1étre. Két esetben (R1/A, R1/B) az izolalt koérokozok nem bizonyultak

patogénnek, igy ezekkel az izolatumokkal a késObbiekben nem foglalkoztunk.
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42.1.1 Alternaria alternata

Az Alternaria alternata tiineteire a tenyészidészakban, julius kornyékén figyeltem fel.
A rebarbara levelein az Alternaria fajokra jellemz6 nagyméretii (1,5-2,5 cm) kezdetben barna,
koncentrikus foltokat lattunk, majd idével a foltok nekrotizalodtak, elfeketedtek (27. abra). Az
adott novényrdl mintat gylijtttem, és a Magyar Agrar- és Elettudomanyi Egyetem,
Novénykortani Tanszék laboratériumaban a tiinetet mutatod leveleket sztereo mikroszkop alatt
vizsgaltuk. A foltokban szaporitd képleteket nem figyeltiink meg, igy a leveleket
fertStlenitettiik és ndvényi részeket helyeztliink PDA taptalajra.

27. abra: Az Alternaria alternata okozta tiinet a rebarbara levelén (Foto: Varga, 2022)

Tenyészbélyegek jellemzése:

A korokozot sikeresen tenyésztettiik PDA taptalajon. A tenyészetek tobbnyire szabalyos
kor alakuak, ép széliiek, barna szinlieck voltak. A tenyészet szini oldaldn sziirkésfehér
micéliumot, mig a tenyészet fondki oldalan az alternéridra jellemz6 koncentrikus

mintazottsagot figyeltiink meg (28. abra). A tenyészet atlagosan 11 nap alatt ndtte be a taptalajt.
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28. abra: Alternaria alternata (RS izolatum) tenyészbélyege: A: szini oldal, B: fonaki
oldal (Foté: Varga, 2022)

Patogenitasi vizsgalat eredménye:

Az inokulalt rebarbara leveleken a fert6zést kdvetd 7-8. napon jol lathatd elhalés volt
megfigyelhetd. 10 nap elteltével a korokozora jellemz6 sziirkés-barna micélium is
novekedésnek indult (29. abra). A koérokozot sikeresen Gjraizolaltuk PDA taptalajon a fert6zott
rebarbara levél szoveteibdl, igy sikeresen alatdmasztottuk a kérokozo megbetegitoképességét a

Koch posztulatumokat kovetve.

29. abra: A patogenitasi teszt eredménye (Foté: Varga, 2022)
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Azonositds az ITS régid alapjan:

A molekuléris vizsgélat sordn sikeresen vontunk ki dssznukleinsavat a kdrokozok tiszta
tenyészeteibdl (R2, R3, R4, RS, R6-o0s izolatumok). Az ITS régio vizsgalata soran az ITS1 és
ITS4 univerzalis primerekkel kb. 600 bazispar hosszusagu termékeket amplifikaltunk a
polimerdz lancreakcio6 soran. A nukleotid sorrend meghatarozasat kovetden, sajat izolatumaink
520 bp hosszusagu szakaszat Osszehasonlitva a nemzetkdzi adatbazis szekvencidival
megallapitottuk, hogy az altalunk izolalt korokozok az Alternaria alternata gombafajjal
azonosithatok. Osszegylijtve az adatbazisbol a gomba kiilfldi izolatumainak szekvenciait
ebbdl a régidbal - és Gsszevetve a sajat izolatumaink nukleotid sorrendjével - megallapitottuk,
hogy izolatumaink a vizsgalt szakaszon homoldgok a kérokozd kiilfoldrdl kozolt izolatumainak

szekvenciaival (30. abra).

® MZ722977_A.brassicae
® MZ722968_A.brassicae
o MT447475
«® MZ160963
8 MT134992
@ KF293887
o KJ526174
- ON258622
- MN907440
% MT134991
«®R5

R4

..® R6

*$R3

& MG025883
MF029625
KF380815
OM095432
1o OM319506
«# OM943431
1o OM319529
@ KX783404
R2

0,009

30. abra: Az Alternaria alternata izolatumok dendrogramja az ITS régio
szekvenciarészlete alapjan

Magyaradzat a 30. dbrahoz: Az izolatumokat a dendrogramon az NCBI adatbazis hivatkozdsi szamaival tiintettiik fel.
Csoporton kiviili tagként két Alternaria brassicae izolatum szekvencidjat hasznaltuk fel az elemzés soran. A térzsfan a vizszintes
vonalak, ill. azok hossza az izolatumok egymdstol valo genetikai tavolsagat mutatiak a vizsgalt szekvenciak nukleotid
sorrendjének eltérései alapjan. A fiiggbleges vonalak az izolatumok egyezdségét jelzik az elagazasokig. A torzsfa alatti skala

mértéke 9 bazis eltérést jelol 100 bazisonként.
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4.2.1.2 Ramularia rhei

A Ramularia rhei tiineteire az allomanyban mar majusban felfigyeltem, és egészen
oktoberig észlelhetdek voltak a tlinetek kisebb nagyobb mértékben. Azért is volt érdekes
szdmomra, hiszen az elsd tlinetek megjelenése egy idObe esett a rebarbara elsd szedésével. A
kezdeti tiinetek majusban még elenyészdek voltak. A jiniusi iddszakban a tiinetek mar jobban
latszodtak.

A tiinetek a felsObb, érett leveleken jelentek meg el6szor, a novények fiatal lombleveles
allapotdban a koérokoz6é nem volt jelen. A leveleken a tiinet eldszor aprd piros foltként
jelentkezett, majd fokozatosan névekedett és a foltokat lilas fényudvar vette korbe (31. abra).
A foltokat méretiik és alakjuk alapjan szabad szemmel nehéz elkiiloniteni az Ascochyta rhei
tiineteit6l. A korokozot ugy lehet elkiiloniteni, hogy az Ascochyta rhei esetében nem jelenik
meg lilas fényudvar, és a levélnyélen sem okoz tiineteket.

A foltok a rebarbara dllomanyban megmérve, atlagosan 0,6-0,8 mm nagysaguak és

szabalytalan alakuak.

31. abra: A Ramularia rhei okozta tiinetek a rebarbara levelén (Foto: Varga, 2022)

4.2.2. A 2023-as mintagytijtés eredményei

A 2023-as mintagytjtést Kiskéroson és Kiskorostol 5 km tavolsagra 1évo Kozép-Cebén
végeztem el. Ebben az évben a foltbetegségeken tul lisztharmatos és peronoszpodras tiineteket
figyeltem meg. Ezek a korokozok taptalajon nem tenyészthetdk, igy az alabbiakban morfologiai

tulajdonsagaikat mutatom be.
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4.2.2.1 Peronospora jaapiana

A Peronospora jaapiana tiineteire az allomanyban mar majus végén felfigyeltem, és
egészen oktoberig észlelhetdek voltak a tiinetek kisebb nagyobb mértékben. A kezdeti tiinetek
még elenyészdek voltak, de junius kozepére robbanasszerlien fert6zodott az allomany. A
tiinetek kezdetben az i1ddsebb, érett levelek szinén kialakulo, erek altal hatarolt, szabalytalan
alaki nagyobb méretii szegletes barnds-voroses foltként jelentek meg. A foltok idével
beszaradtak, Osszefolytak és kirepedeztek. A fondkon Ilathatdé volt a sziirkés szin
sporangiumtart6 gyep (32. abra). A foltok mérete atlagosan elérte a 3,5-4,2 cm nagysagot.

Az adott ndvényrdl mintat gyiijtottem, és a Magyar Agrér- és Elettudomanyi Egyetem,

Novénykortani Tanszék laboratoriumaban mikroszkop alatt vizsgaltuk a szaporitoképleteket.

32. abra: A Peronospora jaapiana okozta tiinetek a rebarbara levelén (Foté: Varga,
2023)
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Laboratoriumban lemértem a sporangiumok, sporangiumtartok és szterigmak méreteit,
majd atlagoltam az eredményeket, amit a 7. tablazat mutat be. A sporangiumok kissé megnyult,
tojasdad alakuak voltak. A hosszikas, legtobb esetben kétfelé elagazd sporangiumtartd végén

atlagosan két szterigma helyezkedett el (33. abra).

7. tablazat: A Peronospora jaapiana morfolégiai bélyegeinek mérettartomanyai

Sporangiumok mérete (m) Sporangiumtarté mérete Szterigmak (um)
(um)
24-32 x 13-17 188,5 7,2

33. abra: A Peronospora jaapiana sporangiumtartéja és sporangiumai 400X-0s
nagyitason (Foto: Varga, 2023)

4.2.2.2 Erysiphe polygoni

A tenyésziddszak végén figyeltem fel lisztharmat okozta tiinetekre, szeptember-oktdber
kornyékén. A rebarbara allomanyban a lisztharmatra utalo tiineteket a ,,Victoria” fajtan
figyeltem meg. A felsé leveleken kezdetben foltszertien jelent meg a tiinet, majd idével az egész
levéllemezt beboritotta a fehéres, lisztes bevonat (34. abra), amelybe agyazottan
kazmotéciumok is képzddtek. Idével a levelek sargultak és barnultak.

Az adott ndvényrél mintat gyiijtottem, és a Magyar Agrér- és Elettudomanyi Egyetem,
Novénykortani  Tanszék laboratoriumaban a  kérokozo —szaporitoképleteit vizsgaltuk

mikroszkop alatt.
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A kazmotéciumok megnyultabb, gomb alakuak, vilagosbarna szintiek voltak (35. abra),
atlagos méretiik 144,25 pm x 132,25 um volt. Alapi elhelyezkedésti fliggelékeket figyeltiink
meg, amelyek atlagosan 96,65 pm hosszuak voltak. A felnyilé kazmotéciumokban atlagosan 4-

6 aszkuszt figyeltiink meg.

34. abra: Az Erysiphe polygoni okozta tiinetek a rebarbara levelén (Fot6: Varga, 2023)

— BA"
o

i : e

35. abra: Az Erysiphe polygoni kazmotéciuma 200X-os nagyitason (Foté: Varga, 2023)
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5. Kovetkeztetés

2022-2023-ban a rebarbara (Rheum rhabarbarum) n&vényen vizsgaltuk a
novénypatogén korokozok okozta betegségek megjelenését €s kartételét a Magyar Agrar- és
Elettudomanyi Egyetem, Budai Campus, Novényvédelmi Intézet, Novénykortani Tanszék
laboratoriumaban. Howard et al. (1996) altal leirt szakirodalomban az Agrobacterium
tumefaciens (baktériumos gyokérgolyva) és az Erwinia rhapontici (voros levél, bakterialis
lagyrothadés) is el6fordulhat a rebarbaran, mint baktériumos betegségek, valamint gombas
betegségek koziil Alternaria spp. (rebarbara alternarias levélfoltossaga), Ramularia rhei
(rebarbara ramularias levélfoltossaga), Ascochyta rhei (rebarbara aszkohitas levélfoltossaga),
Peronospora jaapiana (rebarbara peronoszpodra), Botrytis cinerea (sziirkepenész), Erysiphe
polygoni (rebarbara lisztharmat), Puccinia phragmitis (rebarbararozsda). A vizsgalt mintak
esetében az alabbi korokozokat azonositottuk: Pseudomonas orientalis, Alternaria alternata,
Ramularia rhei, Peronospora jaapiana, Erysiphe polygoni.

2022-ben alterndrias levélfoltossag tiinetei jelentek meg nagyrészt az dllomanyban. A
fert6zott rebarbara leveleken nagyméretii (1,5-2,5 cm), kezdetben barnuld, majd nekrotizal6do
foltokat figyeltiink meg. Az Alternaria fajok széles korben elterjedtek a vilagon, azonban
rebarbaran vald el6forduldsardl hazdnkban még nem szamoltak be. A foltok hasonloak a
mandula (Internet 9) és paradicsom (Huckle et al., 2016) levelén megfigyelt tiinetekhez.

A korokozot sikeresen tenyésztettiik PDA taptalajon. Chen et al. (2018) is PDA
taptalajon jellemezték a korokozot: kor alakt és sotét olivazold telepeket alkot, feliiletén
sziirkésfehér 1égmicéliummal, mig Yu et al. (2015) a kovetkezoket figyelték meg: kezdetben
vilagossziirke, majd so6tétzoldbol feketéve valik a tenyészet. Az altalunk vizsgalt 11 napos
tenyészet tobbnyire szabalyos, kor alaka és barna szint volt.

A sikeres patogenitasi vizsgalat mellett a korokozé molekularis vizsgalatat is
elvégeztiik. A polimerdz-lancreakcio sordn az ITS1 és ITS4 univerzalis primerekkel kb. 600
bazispar hosszusaglh termékeket amplifikdltunk A nemzetkozi adatbazis szekvenciait
Osszehasonlitottuk a sajat izolatumaink 520 bp hossziisagu szakaszaval €s arra a kovetkeztetésre
jutottunk, hogy az altalunk izolalt korokozo az Alternaria alternata gombafajjal azonosithato.

A Ramularia rhei altal fert6zott leveleken megfigyelt tiinetek megegyeznek az irodalmi
adatokkal (Internet 11.; Howard et al., 1996). A szakirodalom nem tesz emlitést a tiinetek
megjelenésének idejérdl és helyérdl, és a foltok méretérdl, de a mi megfigyeléseink alapjan a

tiinetek a felsdbb érett leveleken jelentek meg elészor. A tlinet megjelenése Osszefiiggésbe
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hozhat6 a rebarbara els6 szedésének idejével (majus). A foltok elérhetik atlagosan az 1 cm
nagysagot is.

Howard et al. (1996) is leirta, hogy a Ramularia rhei és az Ascochyta rhei altal
eléidézett levélfoltok nagyon hasonlitanak egymasra és nehéz az elkiilonitésiik. Azonban a
foltokat lilas fényudvar vette korbe, ami a ramularias levélfoltossag jellemz6 tiinete (Internet
11).

A Ramularia rhei korokozo tenyésztése a vizsgalatok soran nem volt sikeres, mert lassu
novekedési korokozorol van szd, és izolalasa soran mar egyéb korokozok is jelen voltak
(Alternaria és Cladosporium fajok), amelyek taln6tték a Ramularia fajt (Nagy, 2006).

2023-ban baktériumos fertdzést figyeltiink meg az allomanyunkban. Clark és Graham,
(1962) altal leirtakban a Pseudomonas marginalis a levéllemezen kevésbé, de a rebarbara
levélnyelén nedves, barna rothaddsnak indulo tiineteket okoz. Ilyen tiineteket kevésbé
tapasztaltunk az dallomanyban. A levélnyélbél nem sikeriilt ndovénypatogén korokozo
kimutatdsa. Azonban a levéllemezen kisebb sarguld vizenyOs, majd nagyobb barna foltokat
figyeltiink meg. A tiineteket mutatd mintabol sikeriilt a korokozo klasszikus és molekularis
azonositasa, igazoltuk a patogenitast. A rebarbara levelér6l a Pseudomonas orientalis fajt
mutattuk ki, mely eddigi ismereteink szerint eddig sem a hazai, sem a nemzetkozi
szakirodalomban nem keriilt leirasra.

Sawada et al. (2022) altal leirtakban a Pseudomonas marginalis azonositasa soran
elvégzett oxiddz, arginin-dihidrolaz ¢és burgonya lagyrothadas tekintetében pozitiv
eredményeket mutatott, valamint a P. marginalis fajra specifikus rpoB gén molekularis
vizsgalata alapjan 630 bp hosszusagu szakaszt sikeriilt felszaporitani. A szakirodalomban leirt
adatokkal szemben mi oxidaz és burgonya lagyrothadés tekintetében pozitiv, mig arginin-
dihidroladz esetében negativ eredményeket kaptunk, és az rpoB gén vizsgalata sordn, nem
igazoltuk a P. marginalis fajt, mely alatimasztja a szabadfoldi rebarbara allomanyban,
levéllemezen a foltosodast a P. orientalis faj okozta.

A molekuléris vizsgalatok soran izolatumunk a 16S rRNS vizsgalat soran, a szekvencia
analizis alapjan 97,16-97,25% azonossagot mutat, mas Pseudomonas orientalis izolatumokkal.
A rebarbarardl szarmazo izolatumunk (R1) a legkdzelebbi rokonsagot a rizoszférabol izolalt
Pseudomonas orientalis (KC834342.1, KC834324.1) izolatumokkal mutatja. Mivel
izolatumunk csak 97%-os hasonlosdgot mutatott, ezért tovabbi vizsgalatokra lesz szilikség
annak igazolasara, hogy esetleg egy 1j Pseudomonas faj megjelenését igazoljuk rebarbaran.

2023-ban peronoszpora fertdzést is megfigyeltiink az allomanyban. A Peronospora

jaapiana szakirodalmi adatok alapjan mar palanta korban is fertdzhet, de iiltetvényiinkben nem
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okozott tiineteket palanta korban. A leveleken megfigyelt tiinetek részben megfeleltek Huckle
et al. (2016) és Francis (1981) altal leirtaknak, kezdetben a levelek felso feliiletén nagy
szegletes, sargas, voroses-barnas foltokat lathatunk, majd idével az erek megszakadnak ¢és a
levelek darabokra hullanak. Huckle et al. (2016) szerint a foltok 10 mm-t nagysaguak, azonban
vizsgalatunk soran a foltok mérete atlagosan elérte a 3,5-4,2 cm-es nagysagot.

Huckle et al. (2016) altal mért sporangiumok mérete (28-30 x 14-18 um) kdzel azonos
mérettartomanyba esik a vizsgalatunkban szerepld sporangiumok méretével (24-32 x 13-17
pum).

Az Erysiphe polygoni altal fert6zott rebarbara leveleken megfigyelt tiinetek megfeleltek
az Howard et al. (1996) altal leirtaknak. A fels6 leveleken kezdetben foltszeriien jelent meg a
tinet, majd idével az egész levéllemezt beboritotta a fehéres, lisztes bevonat, amelybe
agyazottan kazmotéciumokat is megfigyeltiink. Erdekesség, hogy az allomanyban megjelent
lisztharmat csak a 'Victoria’ fajtan és azon beiil is csak egy-két rebarbara bokron volt
megfigyelhetd. A kazmotéciumokban megjelend aszkuszok szdma (4-6) kozel azonos volt
Bradley et al. (2007) altal leirtakkal (4-10).

A rebarbara novénykortani héttere kevésbé kutatott teriilet nemcsak hazankban, hanem
vilagviszonylatban is. Hazadnkban a rebarbara termesztése egyre nagyobb teret hodit, emiatt
varhatéan a jovoben fokozodni fog a nodvénypatogén koérokozok megjelenése az
allomanyokban, valamint a fertézési nyomas, és ezzel egyiitt a megvalaszolatlan
névényvédelmi problémak is. Kutatasunk 0jszertisége, hogy hazankban a rebarbaran jelentds
mindségi és mennyiségi kart okozo korokozokat eddig még nem vizsgaltak, a jovoben akar
sulyos gazdasagi kart is okozhatnak, mindenképpen figyelmet kell forditanunk ra, €s a tiineteket
felismerni. Kiemelend6, hogy a Pseudomonas orientalis faj el6fordulasat elséként igazoltuk

crer

valamint tovabbi molekularis hatterének feltarasara.
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6. Osszefoglalas

A rebarbarat (Rheum rhabarbarum), mint z6ldségnévényt hazai viszonylatban még
kevesen ismerik, hiszen a termesztése nem tul elterjedt, viszont fogyasztasa egyre gyakoribbnak
tekinthetd6 napjainkban, mert sokféle novényi rostot ¢és vitamint tartalmaz, valamint
valtozatosan fogyaszthato. Csaladi gazdasagunk a szOltermesztés mellett rebarbara
termesztésével is foglalkozik. Az évek soran, ahogy egyre jobban kezdtem beletanulni a
rebarbara termesztésébe, megfigyeltem, hogy a leveleken eltéré alaki és mintdzottsagu,
valamint vizeny6s foltok jelennek meg, ezaltal csokken az asszimilacios feliilet, ami kihat a
levélnyél mindségére és mennyiségére.

Munkank soran célul thztiik ki, hogy szabadfoldi rebarbara allomanyban, a rebarbara
levelein eléforduld kiilonbozd foltosodast, elhaldst, rothadast mely koérokozok okozhatjak,
mivel kevés hazai és nemzetkozi irodalom all rendelkezésiinkre. Célul tiiztiik ki a kérokozok
izolalasat, valamint klasszikus és molekularis modszerekkel torténd azonositasat.

A rebarbara levélmintdkat a sajat gazdasagunkbol, Kiskérosrol és Kozép-Cebérol
gytjtottik, melyekrél Pseudomonas orientalis, Alternaria alternata, Ramularia rhei,
Peronospora jaapiana és Erysiphe polygoni korokozokat azonositottunk.

Vizsgalataink soran az izolalt korokozok patogenitasanak igazolasat és molekularis
azonositasat a Pseudomonas orientalis és az Alternaria alternata esetében sikeriilt igazolnunk.
A koérokozokat King-B és PDA taptalajon izolaltuk, majd patogenitasi teszttel igazoltuk az
izolatumok megbetegitd képességét.

A Ramularia rhei okozta tiineteket méretiik és alakjuk alapjan szabad szemmel nehéz
elkiiloniteni az Ascochyta rhei tiineteit6l. Az Ascochyta rhei esetében azonban nem jelenik meg
lilas fényudvar, €s a levélnyélen sem okoz tiineteket.

A Peronospora jaapiana és az Erysiphe polygoni esetében a szaporitoképletek
jellemzését végeztiik és azokat vetettiik 6ssze az szakirodalmi adatokkal.

Vizsgalatunk soran 10j adatokkal szolgalhattunk hazankban a rebarbara novénykortani
problémaival kapcsolatban. A szakirodalombol ismert kérokozdkon tul egy 1), eddig még hazai
és nemzetkdzi szinten nem ismert baktériumfajt, a Pseudomonas orientalis-t azonositsunk

szabadfoldi rebarbara dllomanyban.
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