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1. BEVEZETES

A sz616 korai tokeelhalasat (grapevine trunk disease — GTD) gombak altali fertézés okozza. A
betegségek ezen csoportja olyan tlinetegylitteseket foglal magaba, melyek jelenleg megoldatlan
problémat jelentenek a sz6l6 novényvédelmében, hiszen sulyos esetben a fertdzott toke
pusztuldsdhoz vezethetnek. Egy ilyen megbetegedés igen komplex folyamat és tobb korkép
formajaban is megvaldsulhat, mint a Botriszférias-, Eutipas-, Fomopsziszos tOkeelhalas, a
Feketelabusag, valamint az Esca. 2018-ban, 34 kiilonb6z6 nemzetségbe tartozo, dsszesen 133
gombafajt hoztak Osszefiiggésbe a GTDk-kel €s ez a szam évente novekszik (Cobos és mtsai.,

2022), 2023-ra 174-re emelkedett (Li és mtsai., 2023).

A GTD komoly anyagi karokat okoz a sz616- és boragazatnak, mivel az ide tartoz6 patogének
stlyosan fenyegetik a borsz6lé (Vitis vinifera) élettartamat és termdéképességét, tovabba
gazdasagi problémat okoznak a termelési koltségek novelésével. Az Esca évente 1,5 milliard
USD veszteséget okoz bizonyitottan és tobb, mint 2 milliard toke fert6zéséért felelés (Fischer
¢s mtsai., 2019). A probléma megoldasat tovabb neheziti, hogy a napjainkban hasznalatban 1év6

fungicidek hatastalanok, a natrium-arzenat betiltasa ota (Songy és mtsai., 2019).

Az utobbi években kiemelkedd figyelmet kaptak a bioldgiai ndvényvédelem lehetdségei
(Cobos és mtsai., 2022). Ennek hatékony megvaldsitasdhoz elengedhetetlen a sz616re és annak
kornyezetére jellemzé mikrobiom, ezen beliill a betegségeket okozd gombak és ezek
szinergistainak és antagonistainak leirasa. Tovabba a jelen 1évé mikroorganizmusok kozotti
kolcsonhatasok, valamint az ezekre hatd abiotikus kornyezeti faktorok viszonyanak
meghatdrozdsa, ugyanis a patogének jelenléte nem minden esetben vezet a tiinetek
megjelenéséhez. A betegségek pontosabb megértéséhez fontos a jovoben feltarni tobbek kozott
a novény koranak szerepét, a sebgydgyuldsban és védekezésben szerepet jatszd fenolos
vegyiiletek  funkcidjat, valamint a gazdandvény endofita mikroorganizmusainak

kolcsOnhatasait.

2. CELKITUZES

Kutatasunk célja, hogy az Esca betegségért elsésorban felelés Phaeomoniella chlamydospora
(Pch) altal okozott tiinetek erdsségét Osszefliggésbe hozzuk a sz6l6 mikrobiotajaban
természetes koriilmények kozott jelen 1évé mikroorganizmusokkal. Jelen dolgozatban a sz616
szallitészoveteibdl izolalt Erwinia billingiae (Ebi) baktérium hatasara, a Pch virulenciajaban
bekovetkezd valtozdsokat, valamint a két mikroorganizmus kozotti kolcsonhatisokat

vizsgaltuk.



3. IRODALMI ATTEKINTES

3.1. A szolot befolyasolo biotikus tényezok és a sz616 mikrobiomja

A sz016 kiemelt helyen szerepel a mezdgazdasagban, mely visszavezethetd a bordszati
tradiciokra és a bor mitologiai szerepére egyarant. A termesztési adatokban megfigyelhetd
valtozasok Osszefiiggésbe hozhatdak az idéjarési tényezokkel, a sz016 szervezet- €s élettani

sajatossagaival, tovabba a kiilonb6z6 mikro- €s makroorganizmusok behatasaval egyarant.

A bortermd sz6l6 roppant kényes novény, rengeteg kartevoje ismert volt mar az 1890-es
években, pl. a hernyok, legyek, bogarak pajzs- és levéltetvek, kabocak, poloskak, termeszek,
atkak, csigak és a sort még hosszan folytathatnank (Jablonowski, 1895). Azonban nem csupan
makroszkopikus karteviinek széles a skaldja, a sz616tokéhez sok kiilonbdz6 mikroorganizmus
tarsul és képes kolonizalni annak mind kiils6 (epifitonok), mind bels6 (endofitonok) feliileteit.
Ezen mikrobak hatasai lehetnek negativak, de pozitivak is. Bizonyos mikrobak tobb
aspektusban is kulcsszerepet jatszanak a novény egészsége szempontjabol. Stimulalhatjak a
novény ellendlloképességét a mechanikai sériilésekkel szemben, vagy gétolhatjdk a ndvényi
koérokozokat. Fontos tehat tisztazni, milyen hatassal lehetnek adott mikroorganizmus-névény

kapcsolatok a sz616 fitneszére és a termésre.

A mikrobiom definicidja egy 0j megkozelités szerint, egy olyan karakterisztikus mikrobialis
kozosség, amely joOl leirhatd éldhelyeket foglal el, amiknek -elkiiloniild fizikai-kémiai
tulajdonsagai vannak. Tehat nem csupan a magéba foglalt mikroorganizmusokra utal, hanem
azok tevékenységének szinterére is, ami sajatos okologiai nichék kialakulasat eredményezi.
Egy dinamikus és interaktiv Okoszisztémaforma, mely valtozhat id6ben és térben. Ez a
»tevekenységi szintér” magaba foglal minden mikrobialis 6sszetevot, metabolitot (szignal- és

organikus molekulak, toxinok) és a kornyezeti feltételeket (Berg és mtsai., 2020).

Az ebben a témaban késziilt tanulmanyok azt mutatjak, hogy a ndvény fold feletti részeinek
baktériumkozdssége erdsen fligg sok, kiillonbozo faktortol, beleértve a vegetativ ciklus
kiilonbozd allomasait (Pinto és mtsai., 2014), a sz6l6 fajtdjat, a geografiai helyzetet, a dild
kitettségét vagy a talaj mikrobialis Osszetételét, tehat sok egyedi mikroba képes kolonizalni a
fold feletti ndovényi szerveket. A sz6l6t kolonizald mikrobiom sajatsagos Osszetétele mellett
fontos megjegyezni, hogy a diil6 talaja a gytjtéhelye azon baktériumoknak, amelyek képesek
megtelepedni a filoszférdban (Zarraonaindia és mtsai., 2015). A levél, virdg és termés

mikrobiomjarol szol6 tanulmanyok nem meggydzéek a GTD korokozok jelenléte és a GTD



tiinetek kialakulasa kozotti 6sszefliggés tekintetében, tehat a tokebetegségekért felelés gombak

nem ezen részeket fertdzik (Bertsch és mtsai., 2013).

Tobb publikacid alapjan a bakteridlis tarsulds a levélszinten elsddlegesen Proteobacteria,
Firmicutes, Bacteroide ¢és Actinobateria csoportok tagjaibol all 0ssze, mig a viragban a
Pseudomonas és Erwinia fajok dominalnak (Bekris és mtsai., 2021; Deyett & Rolshausen,
2020; Niem és mtsai., 2020). Nagyobb valtozatossag figyelhetd meg az epifiton kozdsségben,
mint az endofitonban. A mikrobiom eukaridta kozdsségének Osszetétele levél esetében az

Ascomycota és Basidiomycota térzsek altal dominalt (Pinto és mtsai., 2014).

A farészek endofita baktériumairdl kevesebb informacié all rendelkezésre, a dominansak a
Proteobacteria (~50%) és Actinobacteria (~18%) ¢s Bacteroidota (~14%) fajok voltak,
egészséges ¢€s tlinetes novényben egyarant. Egészséges ndvények bakterialis mikrobiomjaban
dominans volt a Bacillus és Streptomyces taxonok tagjai, amelyek forditott mennyiségi
Osszefiiggést mutattak tobbek kozott a Pch-val, tehat valdsziniisithetd ezen mikroorganizmusok
védelmi szerepe a GTDk-kel szemben (Bekris és mtsai., 2021; Deyett & Rolshausen, 2020;
Niem ¢€s mtsai., 2020).

A fold feletti fasodo részekben leirhaté gombabiom fajgazdagsaga 6sszefiiggésben all a névény
életkoraval, id6sebb ndvényekbdl tobb taxont izolaltak. Jellemzden a sz6l6 endobiomjanak
gombai az Ascomycota, Basidimycota és Zygomycota torzsekbe tartoztak, legnagyobb
gyakorisaggal az Alternaria, Cladosporium, Aspergillus nemzetségek voltak jelen,
megemlitend0 a Botryosphaeriaceae, Nectriaceae, Diaporthaceae csaladok, ill. a
Phaeomoniella nemzetség tagjait, mely utobbiak szerepet jatszanak a korai tokeelhalasban
(Bertsch ¢és mtsai., 2013; Del Frari és mtsai., 2019; Dissanayake €s mtsai., 2015, 2018;
Gonzélez ¢és mtsai., 2009; Gramaje és mtsai., 2018; Gramaje & Armengol, 2011; Jayawardena

¢és mtsai., 2016, 2018).

A gyokérzona mikrobidlis fajgazdagsdga nagyon magas, ugyanakkor a rhizoszféraban joval
alacsonyabb a bakterialis diverzitas, mint a kotott talajok esetében (Marilley & Aragno, 1999)
¢és Osszetétele is nagyban eltér (Bulgarelli és mtsai., 2012; Peiffer és mtsai., 2013), ami a

gyokérzona altal kialakitott erésen szelektiv kdrnyezetre utal (Quiza és mtsai., 2015).
3.2. A sz6l6 és korokozoi kolcsonhatasai, a tokebetegségekkel szembeni védekezési
lehetoségek

A ndvény ¢és a korokozé kozotti kapesolat a kontaktus fazisdval kezdddik, a ndvényi szovetek

felszinén. Valaszként a fertdzott egyedek képesek tobb onvédelmi mechanizmust aktivalni,



vagyis a konstitutiv védekezés mellett indukalhatd védekezési mechanizmusok is szerepet

jatszanak a sz016 kérokozokkal szembeni védekezésében..

Konstitutiv védekezés esetében a novények mar a patogén megjelenése elott aktiv allapotban
vannak. Valosziniileg képesek korlatozni a parazitak belépését a gazdandvény szoveteibe
kozvetleniil, vagy a mar megfertdzott szovetek elzarasaval. Ez éltalaban a levél, fiirt és bogyok
morfo-anatomiai jellemzdire utal, amelyek a gombatamadasoktdl fiiggetleniil alakulnak ki,
vagy olyan anyagokat tartalmaznak, amelyek antimikrobidlis hatastiak. Ezen molekulak

szintézise fokozodhat fertdzés esetén, ami a stresszre adott ndvényi valaszként értelmezheto.

A levél abaxialis feliiletén talalhato levélszorok hidrofob gatként szolgéalhatnak, csokkentve a
kontaktus teriiletét azaltal, hogy kevesebb mennyiségli vizet engednek a levéllemezhez. A
levélszorok nagy szamban vald jelenléte a levél feliiletének viztartoképességének

csOkkenéséhez vezet, ami dontd fontossagu a fertdzeés szakaszaban.

A sztomak a legfontosabb ttvonala a patogének bejutdsanak a levélen. A patogén zoosporak az
egészséges sztomakon kémiai vegyiiletek altal (pl.: aminosav, izoflavonoidok, pektinek és
sejtfalfragmentumok) regulalt kemotaxist eredményeznek. A sztoma gyakorisaga és a novény

betegségre valo fogékonysaga k6zott nem tartak még fel egyértelmiien a kapcsolatot.

A kutikula egy védelmi funkciot betoltd membranja a levegdvel érintkezd novényi
szoveteknek, amellyel stabilizalja a novény a formdjat, csokkenti a vizvesztést €s kontrolalja a
gazeserét. Két rétegbdl all, amiknek kvantitativ kiilonbségeik figyelheték meg a kiilonboz6
fajtdknal, ennek aranya genetikailag kodolt és a kornyezeti tényezOk altal modositott.
Elsédleges védelmi gat, ami sok novényi patogén esetében megallitja a névényi szdvetek
fertdzését, tovabba a kiilonbozd struktira, dsszetétel és vastagsag fontos szerepet jatszik a
védekezésben, utdbbiban vald kiilonbségek negativ korrelaciot mutatnak a fajta
fogékonysagaval, ebbdl kovetkezik, hogy a korokozok bejutasara elsddlegesen a kiilsd

sériiléseknél van esély (Sladonja & Poljuha, 2013).

A modern fenntarthatd szélétermesztés célja a vegyszeres kezelések korlatozasa, alternativ
stratégiak alkalmazasaval. Az egyik a szOl6 rezisztencidjanak kivaltasa az immunitas
stimulalasaval. A novényi immunitast két f6 védekezési Gtvonal szabalyozza (Boller & Felix,
2009), melyek olyan novényi jelatviteli eseményeket inditanak el (Garcia-Brugger és mtsai.,
2006; Jeworutzki és mtsai., 2010; Tsuda & Katagiri, 2010), amik nagyszabasu transzkriptom-
atprogramozashoz vezetnek (Galletti és mtsai., 2008; Pitzschke és mtsai., 2009). A névényi

hormonok, mint példaul a szalicilsav, a jazmonsav és az etilén részt vesznek a védekezési



valaszok finomhangolasaban (Koornneef és mtsai., 2008). E védekez6 jelatviteli utvonalak
egyik eredménye az antimikrobidlis masodlagos metabolitok, példaul a fitoalexinek termelése
(Hammerschmidt, 1999), a sejtfal masodlagos vastagodasa és a patogenezishez kapcsolodod
fehérjék megjelenése, ill. koncentraciojuk novekedése (Loon és mtsai., 2006). A GTDk-kel
szembeni ellenallosagot tobbek kozott a fas szovetekben mérhetd lignintartalommal és az
szallitészoveti elemek atméréjével is Osszefliggésbe hoztak (Pouzoulet és mtsai., 2014,

Rolshausen és mtsai., 2008).

Antimikrobidlis vegyiiletek koziil fontos a rezveratrol, ami bar nem azonnali hatast mutat, de
hossza tava egylittes inkubacio a patogénekkel azok kondidiumainak csirazasat és csiratomlok
novekedését gatolja. A sztilbének indukalt védekezési mechanizmusokban vald részvétele
kimutathatd. A pterosztilbén szerepet jatszhat a penészesedés ellen, rezveratrollal komplexet
alkotva pedig a peronoszpoéra fertdzés sordn mutat toxicitast, ami a patogének sztomakbol valo
kiszoritasaban és a fert6zott szovetekben vald felhalmozodasaban nyilvanul meg. Tovabba ez
a legmérgezobb sztilbén vegylilet a lisztharmattal szemben, mivel a kérokozd ndvekedésének
és fejlodésének gatlasat okozza. Atlagos konstitutiv tartalma a sz6l6ben nagyon alacsony.
Szintén erdsen toxikus hatist mutatnak az ugyancsak a sztilbének kozé tartozé viniferin

molekulak (Sladonja & Poljuha, 2013).

A novényi hormonként szamon tartott jdzzmonsav metilalt forméja noveli a névény dsszes fenol-
és flavonoid tartalmat (Tao és mtsai., 2022). A fenolos vegyiiletek nagyon heterogén csoportja
a ndvényi metabolitoknak, amik jelen vannak a szovetekben és adaptiv valaszért felelések
kedvezdtlen kornyezeti korilmények kozott. Fiziologiailag fontosak a szén tarolasaban, a
tapanyaghiany potlasaban és fénykdrosodas elleni védelemben, valamint fertdzések esetén.
Felhalmozodasuk a novény HR reakcigjaval fiigg Ossze. Gyors ndvényi vélasz esetén
koncentraciojuk megnd a nekrotikus foltokban, a fert6zott sztdbmakban és az azokhoz kozeli
szovetekben ¢€s gatoljak a korokozo novekedését. A hatékony indukalhatdo védekezési
mechanizmusok tovabba magukba foglaljak a lokalizalt H.O2 termelést és a lignin

bioszintézisében részt vevo géneket.

GTDk-kel szemben jelenlegi védekezési lehetdségek koziil az egyik legrégebb ota alkalmazott
modszer az Un. ,,gyogyaszati miitét”, mely soran a fertézés altal érintett ndvényi részek
eltavolitasra keriilnek. Ennek sikere korlatozott, ha a fert6zés elérte a talajt vagy a belsd
szoveteket. Kiilonosen igaz ez az Esca betegségre, ahol gyakran megfigyelhet6 bels6 nekrozis

mind az érintett névények sarjfajaban, mind pedig az alanyban (Epstein és mtsai., 2008).



Alkalmazhat6 tovabba a metszési sebvédelem, ami magéaba foglalja a sebek pasztakkal,
festékekkel és gombaold szerekkel valo kezelését (pl.: tiofanat-metil, bor) (Billones-Baaijens
és mtsai., 2015; Rolshausen és mtsai., 2010, 2010; Rolshausen & Gubler, 2005; Sosnowski és
mtsai., 2008, 2013). A fert6zések visszaszorithatok a metszés késleltetésével, tehat a patogének
szdmara kedvezOtlen kornyezetbe valdo sebképzéssel, valamint a talaj megfeleld
nedvességtartalmanak fenntartasaval, mivel a talontdézés kedvez a talajban terjedd
patogéneknek és csokkenti a gyokérzona légellatottsagat (Toussoun és mtsai., 1970). Tisztitott
metszoollokrol, oltogépekbdl és ontozotartalyokbol is kimutattak a feketelablisag €s a petri-
betegség korokozoinak szaporulatait (Agusti-Brisach és mtsai., 2013; Aroca és mtsai., 2010;
Gramaje és mtsai., 2011; Retief és mtsai., 2006), igy az eszkdzok gyakori fertdtlenitése is
csokkentheti a fert6zések kockazatat. A kémiai kontroll alkalmazasa nehézkes, mivel a kiilsé
koérokozok ellen alkalmazott fungicidek nem hatolnak be kell6 mélységbe, igy az

szallitdszovetben 1évé gombakra hatastalanok (Gramaje és mtsai., 2009).

30 perces, 50 °C-os forro vizzel torténd kezelés a nyugalmi allapotban 1évé vesszok
leghatékonyabb fertOtlenitési eljardsa, azonban tul nagy veszteségeket okoz azaltal, hogy

megneheziti az igy kezelt dugvanyok gyokeresedését (Ophel és mtsai., 1990; Wample, 1993).

Alternativ metodus pl. az elektrolizalt savas viz dugvanyokra valo kijuttatdsa a hidratacios
szakaszban, a novény novekedésének befolyasolasa nélkiil, mely gyakorlat eredményesnek
mutatkozott a Pch és a P. minimum konidiumcsirazasanak csokkentése tekintetében; az dnozas
azonban a Botryosphaeriaceae fajok és a Pch esetében hatastalannak bizonyultak (Di Marco &
Osti, 2009). Az indiai mustarmagliszt (Brassica juncea) a beteg t6kék ala temetve javitotta a
terméshozamot, valamint csokkentette a betegségek terjedését a kalluszosodas idészakaban és

szignifikansan csokkentette a patogének jelenlétét a talajban (Gramaje és mtsai., 2018).

A GTDk biologiai lekiizdésére (biologiai kontrollalds, BCA = biocontrol agents) vonatkozé
legtobb tanulmany a Bacillus substilis, a Trichoderma atrovidire és a T. harzianum
alkalmazasat vizsgalta. Jelenleg kereskedelmi forgalomban kaphat6 por, granulatum, pellet, a
fenti mikrobakat, mint hatéanyagokat tartalmazva. Ezek hatasara a Pch és Phaeacremonium
fajok eléfordulasa és nekrotikus hatasa csokken (Fourie & Halleen, 2004, 2006; Osti & Di
Marco, 2007). Tovabbi bizonyitottan BCA hatassal bir6 mikrobak a Pythium oligandrum
(Yacoub és mitsai., 2016), a Rhizophagus irregularis, valamint rizo- és/vagy endoféraban
megtalalhat6 baktériumok, amik csokkentették a tOkebetegségek hatasait, képes csdkkenteni a

Pch altal okozott 1éziok hosszat a fert6zott sz6l6dugvanyokon (Gramaje €s mtsai., 2018) .



Valo6szintisithetd, hogy az integralt névényvédelem (IPM) megkozelités, amely az 6sszes fenti
védekezési lehetdség kombindcidja, a legsikeresebb stratégia a GTD fertdézések
minimalizalasara.

3.3. Tokebetegségek altalainos bemutatasa

A V. vinifera 29 gombas megbetegedésre hajlamos, ezek koziil a GTDk-et tartjdk a
legpusztitobbnak (Gramaje és mtsai., 2018). A korai tokeelhalés esetében az aszkomikoéta fajok,
valamint bizonyos bazidiomikota taxonok jatszanak fontos szerepet (Cloete és mtsai., 2015;

M. Fischer, 2002).

Bar a GTD relativ 4j fogalom, a betegség koran sem az (Mugnai és mtsai., 1999). 1912-ben
Lionel Petri igazolta, hogy a nekrozist mutat6 szallitoszovetekbdl izolalt Cephalosporium és
Acremonium fajok a tiinetek megjelenéséért feleltek. Az 1900-as évek elején pedig Donald
Reddick mutatta ki, hogy a Diaporthe ampelina kapcsolatba hozhato a ndvényi
sejtburjanzéssal, tokeelhaldssal és a ma Fomopsziszos t6keelhalds néven ismert betegségre
jellemzd tiinetekkel (Gramaje és mtsai., 2018). 1964-ben Chamberlain és mtsa-i azonositottak
tobb Botryosphaeriaceae csaladba tartozo6 fajt, mint patogént (Chamberlain és mtsai., 1964). Az
Eutipas tokeelhalast elséként Ausztraliaban kototték az Eutypa lata nevii gombahoz (M. Carter,
1957). Mar tobb, mint 6tven éve hasznaljak a feketelabusag kifejezést a hasonlo tiineteket
(gyokeérnekrozisok ¢€s altalanos hanyatlds) mutatd betegségek leirdsara. Mindazonaltal, hogy
régdta ismertek ezen betegségek, a korokozok fontossagat €s hozzajarulasat a névény egészségi

allapotahoz csak az utdbbi idében vizsgaljak részleteiben (Gramaje és mtsai., 2018).

A GTDk novekvd gyakorisaga tobb kiilonbozd faktor eredménye. El6szor a *90-es évek alatti
intenziv szOlotelepités fokozta a patogének terjedésére, mely nemcsak a potencidlisan
szennyezett szaporitdbanyag gyors mozgasa miatt mutatkozott, hanem a nagyobb teriileti,
iddsebb iiltetvények kialakuldsa kovetkeztében, ami okén vilagszerte szembetlind mértékben
jelentek meg a tiinetek. Masodszor a termelési metddusok drasztikus véltozasai, végiil bizonyos

fungicid szerek betiltasa kedveztek a gombas fert6zéseknek (Gramaje és mtsai., 2011, 2018).

A GTD modern meghatarozasat a *90-es évek végén irta le tobb tudos kozésen (Mugnai, 2011).
Megfigyeléseik kozott szerepelt, hogy bizonyos gombacsoportok szdmara elsdsorban a nyilt,
fas szovetek jelentik a belépési pontot, beleértve minden mezdgazdasagi folyamat altal okozott
sebet. A korokozok ezeket fertézve jutnak be a ndvényi szervezetbe és kolonizaljak, karositjak
a szallitoszoveteket €s levéltiineteket is okoznak. Tovabba sok GTD-hez kapcsolt patogénként

ismert fajro6l megallapitottak, hogy sejtburjanzast és korai elhaldst okoznak az éveld novények



széles korében (Gramaje és mtsai., 2016, 2018). Ezen korokozok elsésorban a levegében
terjedd sporak szétszorddasaval, de fertézott dugvanyok hasznalataval is tovabb terjedhetnek.
A gombafajtol fiiggden, az aszkospoéra (ivaros spora) vagy a konidium (ivartalan spora) a
kéregbe ¢s/vagy az elhalt fas szovetek feliiletébe bedgyazodott peritéciumokbdl vagy
piknidiumokbol szabadul fel. Az aszkosporak és konidiumok kialakuldsa kedvezd kornyezeti
feltételek mellett megy végbe, amik elsésorban csapadékos iddjarashoz vagy magas relativ
paratartalomhoz kapcsoltak, abban az esetben, ha a hdmérséklet fagypont felett van (Gubler &
Eskalen, 2001; Rooney-Latham és mtsai., 2005; Urbez-Torres, Battany, és mtsai., 2010; Urbez-
Torres, Bruez, és mtsai., 2010; van Niekerk és mtsai., 2010). Ezt kovetden az esd, a sz¢l vagy
izeltlabuak terjesztik a sporakat, amig azok a behatolas szempontjabol érzékeny sebekhez nem
jutnak, majd kicsirazasuk vezet a xilémben és bélparenchima sejtekben valé megtelepedéshez
(Moyo ¢és mtsai., 2014). Ugyanakkor szerencsére a fertdzési ratak relativ alacsonyak (3,6% ¢és
28,6% kozott mozognak, a patogének fliggvényében) €s csak abban az esetben valosulnak meg,

ha az inokulum koncentraci6 10* és 10° spora/ml kozott helyezkedik el (Carter & Moller, 1971).

Kimutatasra keriilt, hogy a spérafelszabadulasok, ebbdl kovetkezden a nagy kockazath fertdzési
id6északok, a tenyésziddszak soran fiiggenek a koérokozoktdl, a foldrajzi elhelyezkedéstdl és
atfedésben vannak a nyugalmi metszési idészakokkal. A novény érzékenysége elsdsorban a
metszeés idejétdl, tovabba a metszeés és az esetleges fertdzési események kozott eltelt idotdl fiigg.
A régiok kozotti eltérések az éghajlati kiilonbségekre vezethetok vissza. Nehéz egyértelmi
kovetkeztetéseket levonni, hiszen a kiilonb6zd kutatasok eltérd patogéneket és szOl6fajtakat

vizsgalnak, eltér6 kornyezeti tényez6k mellett (M. V. Carter & Moller, 1970; Price, 1973).

A magas homérséklet novénykarositdo hatasan kiviil egyéb szélsdséges kornyezeti viszonyok
(pl.: nagy es0zések vagy aszalyok, tavaszi fagy stb.) is befolyasoljak a gazdandvény fiteneszén
til a patogén gombak terjedését is (Van Niekerk és mtsai., 2011). Az Esca betegség tiinetei
stlyosbodnak vizterhelés alatt, amint a Pch esetében kimutattak (Edwards és mtsai., 2007a,
2007b; Ferreira és mtsai., 2017). A magas paratartalommal, alacsonyabb atlaghdmérséklettel
leirhat6, csapadékosabb évjaratokban megemelkedett a GTD-fert6zott tokék szama, igy

logikus, hogy ezen iddjarasi koriilmények kedveznek a fertdzésnek.

Feltételezhetben szamos, a korokozo altal kivalasztott, kiilonbozé molekula részt vesz a
fert6zési folyamatban, példaul extracellularis fehérjék (Luini és mtsai., 2010), szekunder
metabolitok és poliszacharidok is (Bruno & Sparapano, 2006). A gombak termelik a legtobb
masodlagos metabolitot, melyekbdl sok vélhetéleg fitotoxinként miikodik, ezek lehetnek

poliketidek, fenolpropinatok, fenolok, terpének, szteroidok ¢€s alkaloidok, jellemz6 ez a GTD



korokozokra is (Andolfi €s mtsai., 2011). Egy masik hipotézis szerint a fertdzott faban a
xilémnedv aramldsanak akadalyozésa tapanyaghidnyt eredményez a lombozatban és ez felelds
a levéltiinetek kialakuldsaért. A szallitészovet korokozok altal okozott kdzvetlen karosodasa és
elzarédasa mellett, a rajuk adott novényi reakciok is hozzajarulhatnak a xilémben
megfigyelhet6 rendellenességekhez, hiszen a gazdaszervezet ugy probalja megakadalyozni a
korokozok terjedését, hogy elzarja az érintett edénynyalabokat, ami csokkenti a xilémnedv

aramlasat (Bortolami és mtsai., 2023).

3.4. A sz616 tokebetegségek csoportjaba tartozo korképek

A sz016t6kék megbetegedését egy, vagy tobb GTD is okozhatja egyszerre, a kiilonbozo
patogéneknek tobbszords fertdzési lehetdségei vannak szezonalisan és egész évben egyarant.
Tovabba bizonyos tiinetek atfedést mutatnak a kiilonb6z6é GTDk kozott, ami megneheziti ezek

szabadfoldon torténd azonositasat. A harom f6 tokebetegség jellemzdit targyaljuk.

3.4.1. Botrioszférias tokeelhalas

A hajtasok késleltetett tavaszi novekedésében, a hajtds elhaldsdban, a riigy és a xylém
nekrozisaban nyilvanul meg. A piknidiumok elhalt fabol fejlodnek ki. FO tlinete a fas
szoveteken megjelend €k alakl rdkos sejtszaporulat vagy korkords/egyenletlen kozponti

foltosodas. 1-2 évvel az infekcid utan jelennek meg a betegség jelei, foként idésebb diilékon.

3.4.2. Eutipas tokeelhalds

Tiinetei a klorotikus levelek, melyre begdngyolt sz€l és nekrotikus vonalak jellemzdek. Féként
3 ¢és 8 éves kor kozotti novényeket tdmad és évenként megjelenik. A csokevényes hajtdsokon
a fiirtok egyenetleniil érnek, kicsik és stlyos esetben a bogyodk toppedését, majd pusztulasat
okozza. A fas szOvet tiinetei koz¢ tartozik a kordon elhalasa, ezek belsejében megjelend ¢k
alaku nektorikus foltosodas. A kordonok pusztuldsat kovetden kiilsd sejtburjanzasok jelennek
meg, jellemzéen a kérek nélkiili teriileteken. Szamos a Diatrypaceae taxonba tartozo faj

okozhatja, ezek koziil az E. lata a legvirulensebb és az egyetlen, ami a levéltiinetekért felels.

3.4.3. 4 szolonoveény Esca betegsége

A betegségnek két tipusat kiilonitjiik el, a kronikus (enyhe) és az akut (,,gutaiités”, apoplexia).
Az eldbbi esetében a levéltiinetek nagyon valtozatosak, szaradés, lehullas, pirosodds vagy
sargulas jelentkezhet (Beris és mtsai., 2022; Lecomte és mtsai., 2012), a legjellegzetesebb
megjelenési formaja az Un. tigris-csikossag (Surico, 2009). A levélfeliilet elszinezddésével

egyidOben szaradnak a levelek, vildgos vagy pirosas-barna nekrotikus szdvetek keletkeznek,



gyakran ezeket vékony piros vagy sarga klorotikus savok hataroljak. A piros szinezettség
valamint a leveleken, vagy akdr a bogy6 héjan megjelend sotét foltok a fehérszold esetében
gyakoribbak (Mugnai és mtsai., 1999). Az akut tipusra az egész toke, vagy egy kordon
zOldhajtasainak hirtelen szdradasa jellemzO, levéltiinetként a perzselddést, hullast ¢&s
zsugorodast irtak le. Mindkét esetben a levéltiinetek késo tavasszal, vagy nyaron jelennek meg.
Jellemz6 a xylémben megfigyelhetd fekete foltok, amiket rozsaszint6l barndig tartd atmenettel
jellemezhetd elszinezddések hatarolnak, barnatol feketéig terjedd ércsikok, vagy az elszaradt
fak esetében eziistos szin megjelenése. Iddsebb szoloben a fa fehéres-sargas lagy korhadasat

okozhatja (Fischer, 2002).

Az Esca vita targyat képezte az elmult évtizedekben, hiszen szamos taxonémiailag nem rokon
gombafajt, valamint sok endofita baktériumot izolaltak a betegségben érintett tokék fas
szoveteibdl (Bruez és mtsai., 2014, 2015, 2016; Hofstetter és mtsai., 2012). Azonban ezeknek
a mikroorganizmusoknak a szerepe és az, hogy hogyan lépnek kolcsonhatasba a betegség
tiineteiért felelds elsddleges gombakkal, még mindig kérdéses. A legelterjedtebb hipotézis
szerint a Pch és/vagy a Phaeoacrmonium fajokkal fert6zott tokékben késobb kialakulhatnak a
tiinetek, amennyiben tovabbi bazidiumos gombak (Inocutis, Inonotus, Fomitiporella,
Fomitiporia, Phellinus és Sterum nemzeségek) is kolonizaljak a gazdandvényt (Cloete és
mtsai., 2015). Az Esca-kor — vagy altalaban a sz016t0ke-betegség — patogenezise még mindig
tisztazatlan. A levéltiinetek kialakuldsdnak molekularis és fizioldgiai hatterében mar emlitett
bizonytalansagok mellett az Esca néhany jellemzdje nagyon nehezen érthetévé teszi
kialakulasat. Az egyik ilyen tulajdonsag a kiilsé tiinetek ingadozo kifejezddése, ami hidnyozhat
a fanekrdzisban szenvedd gazdaszervezetbdl, ill. a betegség nagyon hosszu latencidja, amely
tobb évig is eltarthat (Beris és mtsai., 2022). Egy masik zavar6 tény, hogy a korokozok
mennyisége a gazdaszervezetben ¢€s a tiinetek kifejezddése kozotti varhatod dsszefiiggés gyakran
nem mutathato ki természetesen fertdzott ndvényekben (Bruez €és mtsai., 2014; Mondello ¢és
mtsai.,, 2018), ami arra utal, hogy a korokozok tagjai a szO0l6 egészséges endofita
mikrobidmjanak. A fenti ellentmondasok miatt a kiilsé tényezok €s a ritka események az Esca-
tinetek kialakulasaban dont6 jelent6séglinek vélhetok. Egyes kutatok olyan kiilsé kivaltd
tényezokre Osszpontositanak, mint a csapadék és a hdmérséklet (Calzarano €és mtsai., 2018),
vagy a metszési gyakorlat (Lecomte és mtsai., 2018). Masok a koérokozok kozott 1étrejott
mikrobialis kdlcsonhatasok szerepét hangsulyozzak (Sparapano és mtsai., 2001), vagy akar a
nem patogén baktériumok (Haidar és mtsai., 2021) vagy gombak (Karacsony és mtsai., 2023)

szerepét. Egy masik elmélet azzal magyarazza az Esca kifejezddésének jellemzobit, hogy



feltételezi, hogy kritikus patogén biomasszanak kell megvaldosulnia a gazdaszervezetben ahhoz,
hogy a tiinetek kifejlédjenek (Hrycan és mtsai.,, 2020). Ez megvalosulhat akar a termelt
patogenitasi faktoroknak a ndvekvé korokozd biomasszaval aranyos mennyiségi
novekedésével, vagy a gombaknak az artalmatlan endofita ndvekedésrdl a patogén viselkedésre
valo attérésével egy adott sejtstirliség mellett. Szamos tanulmény sugallja bizonyos GTD
gombdk, pl. a Pch, a P. minimum és tobb Botrhyospheariaceac faj endofita fazisat
sz6lonovényben (Gonzalez & Tello, 2011), mivel ezek izolalasa megvaldsithato tiinetmentes,
kifejlett novényekbdl (Aroca és mtsai., 2010; Edwards & Pascoe, 2004; Hofstetter és mtsai.,
2012). Valoszinisithetd, hogy a gombak kiilonb6z6 biotikus és/vagy abiotikus stressztényezok
hatasara valnak koérokozokka, tehat latens patogénként is szerepet jatszhatnak a szdéldben.
Tovabbi vizsgalatok sziikségesek, hogy meghatarozhassuk, milyen folyamatok valtjak ki ezen

endofita mikroorganizmusok korokozoként valdo megjelenését (Ferreira és mtsai., 2017).

A vizsgalataink targyat képz6 Pch konidiumainak tobb, mint 90 %-a fejlesztett csiratomlot 20
¢s 30 °C kozotti hdmérsékleten, de még 40 °C felett is képes volt csirdzni. A csirazashoz
sziikkséges nedves idészakok hossza Pch esetében maximum 24 ora, ezek 50 %-nak
megjelenéséhez 17,2 6ra volt sziikséges (Ji, Altieri, s mtsai., 2023; Ji, Salotti, és mtsai., 2023).
A Pch szignifikansan magasabb ardnyban van jelen a télen csapadékos régiokban (24,5%), mint
a nyaron csapadékos (5,4%) régidkban, kideriilt, hogy a régio-tiinet-patogén kolcsonhatés
alapjan a Pch volt a legszélesebb tiinetprofillal rendelkezd patogén a téli csapadékos régidokban.
Leggyakrabban csapadékos teriileteken, fekete (29,7% ¢és 42,9% kozott) és barna nekrotikus
foltokbol (15,8%), ill. az €k alaku nekrozisokbol (12,5%) izolaltak vissza. A Pch
sporakibocsatasa szorosan Osszefiigg a csapadek elofordulasaval, hyphomycete €s piknidialis
szinanamorfjait is megfigyelték a sz6l6torzsek repedéseiben 1€vo védett feliileteken sporazva

(van Niekerk és mtsai., 2010).

A szekretalt sejtfalbonté enzimek (Fleurat-Lessard és mtsai., 2023) valamint a reaktiv
hidroxilgyokok nem enzimes termelésének (Perez-Gonzalez és mtsai., 2022) hatasara a gombak
karositjak a fertdzott fas szoveteket, ami fekete nekrozist okoz. Amikor a Fomitiporia fajok
(mésodlagos kolonizaldk) elérik a megfelelé kolonizaciés fokot, 1étrejon az Esca proper-
szindroma (Beris és mtsai., 2022), mely a farész masodlagos fehér korhadasaként jelentkezik.
A féaban jelentkezd helyi tiinetek mellett az Esca a fert6zott novények egynyari részében is
kifejezédik. A tiinetek kialakuldsanak hattere a gazda z61d részein sem tisztazott, mivel maguk

a korokozok nem kolonizaljak ezeket a szerveket. Valosziniileg a fitotoxikus metabolitok a



fert6zott farészben szallitddnak, eljutnak a levelekbe és hozzajarulnak az ottani tiinetek

kialakulasadhoz (Bertsch és mtsai., 2013).

A naftalén poliketidek masodlagos metabolitok, amelyeket altalaban gombdk és novények
allitanak el6. A GTD patogének esetében leggyakrabban kimutatott ilyen molekulék a szkitalon
¢s izoszkleron. Ezek vizsgélata soran azt tapasztaltdk, hogy elébbivel kezelve a novényt, azon
vilagoszoldtdl klorotikusig terjedd, szabalytalan foltokat okozott a levél érhalozata kozott, mig
az izoszkleron nagy, 6sszefliggd klorotikus €s nekrotikus foltokat eredményezett, majd a lamina
torzulasahoz ¢€s elszaraddsahoz vezetett. Ezek €s tovabbi két pentaketid is izolalva lett Pch-bol,
amik dsszefliggésben lehetnek a tokeelhalassal. Feltételezhetd, hogy a Pch hajlamositja a sz616t
a fa nekrozisara azéltal, hogy lebontja a novény toxikus fenolvegylileteit és mas, a
gazdaszervezet altal termelt anyagokat, amelyek gétolhatndk a fa rothadasaért felelds
gombdkat. Azonban a betegség tiineteinek eléforduldsat kdzvetitd mechanizmusok, valamint a
fertdzés soran a gazdaszervezetben €s a korokozoban bekovetkezd valtozasok kevéssé ismertek
(Gubler és mtsai., 2004). A kumarinok és izokumarinok olyan természetes vegytiletek, melyek
a sikimisav bioszintézis-uton at szintetizalédnak és gyakori fitotoxikus metabolitjai a
gombdknak (Cimmino és mtsai., 2015). A fentiek koziil a szkitalon ismert melanin intermedier.
er0sebb pigmentacioja indikatora lehet a magasabb virulencianak (Greenblatt & Wheeler,
1986).

Az Esca korokozoéi esetén a masodlagos anyagcseretermékek mellett vélhetdleg fehérjék (Luini
¢s mtsai., 2010) és szekretalt poliszacharidok (pl.: pullulan, Bruno és mtsai. 2007) is részt

vesznek a gazdandvény tlineteinek kialakitasadban.

Az Esca jellemz6 tiinetei az 1. abran megtekinthetdk, a masik két f6 sz616 tékebetegséggel

egylitt (Bertsch és mtsai., 2013).

3.5.Az Erwinia nemzetség és az Ebi

Az Erwinia nemzetséget az Enterobacteriaceae csaladba soroljak, az ide tartozo taxonok f6
fenotipusos jellemz6i megegyeznek, savat termelnek cukorbol, peritrikus flagellumokkal
rendelkeznek, bizonyos szubsztratok fermenteldsara képesek anaerob koriilmények kozott.
Négy csoportba soroljak dket, az egyik tagjait a D-gliikkozt szokatlan oxidativ metabolizmusa
¢€s az altaluk létrehozott, sargatol malyva szinig terjedd, telepek jellemzik. E genusznak sok

tagja jellemzOéen novényi betegségeket okoz, ezeknek alapvetden négy tipusa van, a gyors



nekrozis, a progressziv szovetmaceracio (puha rothadas), elzarddas (érrendszeri hervadas) és

daganatképzddéshez vezetd hipertrofia.

A nekrogén csoport tagjai koziil sok fertéz a gazdandvény viragzasi idészakaban, rovarok altali
terjedéssel (E. amylovora) és a mezégazdasagi gyakorlatok altal (E. ribrifaciens). A macerativ
csoportba tartozo fajok jellemzden a rizoszférahoz kapcsolddnak. A vaszkularis hervadésos
az ¢érrendszer elzarodasat okozzak, ami elhalashoz ¢és hervadasi tiinetekhez vezet,
terjesztésiikben bogarak vesznek részt, attelelésiik is rovarokban valosul meg. A sejtburjanzast
okozo6 fajok bizonyos novényfajokat fertéznek, igy az ide tartozo6 taxonok gazdaspecifikusak.
Alma, korte, birs, di6, kukorica, gumds- és hagymas novények esetében leirasra keriilt tobb

patogén is.

A Mergaert és munkatarsai altal, 1999-ben leirt Ebi a hipertrofiat okozo csoportba tartozik,
masodlagos kolonizalo, jellemzden a Rosaceae csaldd taxonjait tartjdk gazdandvényiliknek
(Kado, 2006). Kutatasok alapjan az Ebi, mint lehetséges biokontroll agens is le lett irva, hiszen
magas védelmet biztositott korte gylimolcsében és alma virdagaban a tlizelhalas ellen

(Mikicinski és mtsai., 2020).



Esca Botrioszférias Eutipas
komplex tékeelhalas tékeelhalas

Bogyo Levél Teljes névény

Fas szovet

1. abra: A {6 sz0l6toke-betegségek tiinetei feln6tt szOldiiltetvényeken. A kiillonbozo
fertdzések okozta tiinetek eltérdek a levelek és a bogyok tekintetében, de hasonlitanak

a fas szovetek nekrozisaban (Mondello és mtsai., 2018).

4. ANYAG ES MODSZER

4.1. A vizsgalt mikroorganizmusok tenyésztése

A kisérletek soran az alabbi taptalajok keriiltek felhasznalasra:

YG: yeast extract - glucose, 1m/V% ¢élesztokivonat, 2 m/V% gliikéz, 2 m/V% agar,
YGMB: metilén-kékkel kiegészitett YG,

CDA: 1 m/V% szacharoz tartalmt Czapek-Dox Agar, 2 m/V% natrium-nitrat (NaNO3), 1
m/V% kalium-foszfat (KH2POy), 0,5 m/V% magnézium-szulfat (MgSOs), 0,5 m/V%
kalium-Klorid (KCI), 0,01 m/V% vas(I1)-szulfat (FeSO4), 2 m/V% agar]-,

LB: baktériumok tenyésztésére Luria-Bertani, 1 pepton, 0,5 élesztékivonat, 1 NaCl



Az inkubécidk a gombak ¢s kevert kultarak esetben mindig so6tétben, 25 °C-on torténtek; a
kizarolag baktériumot tartalmazé tenyészetek vagy szobahdmérsékleten, természetes
fényviszonyok kozott, korkords sikrazogépen (120 rpm) folyadékkultiraban, vagy a gombak

esetében ismertetett koriilmények kozott LB taptalajon (+2 m/V% agar) lettek nevelve.

A Pch ¢és Ebi mikrobék kozotti kolcsonhatasok vizsgalata soran szilard tapkozegre a mikobakat
10° sejt/ml szuszpneziokként (Pch esetén konidium-, Ebi esetén szejtszuszpenzid) inokulaltunk
5-5 ul térfogatokkal. Folyadékkulturak esetén a mikrobdk 10° sejt/ml végkoncentraciokkal
oltottuk be.

4.2. A vizsgalt mikroorganizmusok izolalasa és azonositasa

4.2.1. Sz6l6 endofita gombak

A kisérleteink soran egy korabban leirt modszer szerint, sz616tdke fas szovetébdl izolalt 3 Pch
torzset (Pch46, Pch201 ¢és Pch621) hasznaltunk, melyeket a kordbbiakban azok morfologiai
bélyegei alapjan, ill. ITS (internal transcribed spacer) régidinak ITSIf és ITS4 primerek
alkalmazasédval, PCR (polimeraz lancreakcid) soran torténd felamplifikalasédval azonositottak
(1. Tablazat), majd 50 %v/v glicerolban, -80 °C-on tarolva keriiltek megérzésre (Karacsony és
mtsai., 2023).

4.2.2. 8z0l6 endofita baktériumok

A mintavétel 2022. augusztusaban az Eszterhazy Karoly Katolikus Egyetem Sz6l6birtokan, 15
tiinetmentes Cabernet sauvignon sz6l6téke xylém szovetébdl, azok lokalis natrium-
hipoklorittal (NaClO, 4% aktiv klortartalom) torténd sterilizalasat kovetden, a tokék
megfurasaval tortént. Az igy kinyert forgacs egy részével lett inokulalva mintanként 5-5 ml LB
tapoldat, melyeket 48 oran keresztiil, 25 °C-on, 120 rpm razatds mellett inkubaltunk.
A baktériumkulturak desztillalt vizzel x104, x107°, x10® és X107 -es mértékben lettek higitva,
majd higitasonként 50 ul minta lett LB taptalajra sz€lesztve. 3 napos inkubécios 1d6t kovetden
az eltér6 morfologiat mutatdé mikroorganizmus telepek kétszer egymds utdn keriiltek
szélesztésre, a tiszta csiravonalak kialakitdsa végett. Ezt kdvetden az izolalt baktériumok a

GTD gombakkal azonos méddon lettek megorizve.

A torzsek DNS tartalmanak izolalasa 2 napos LB folyadékkultarakbol tortént. 10 perces forrd
(100 °C) vizfiirdével valosult meg a sejtek feltarasa, majd ezt kovetden a mintak 5 percig tartd
1000 rpm-es centrifugalasa soran valasztottuk el egymastol a nehezebb sejtfragmentumokat és

a DNS-t, utobbit a feliiluszo lepipettazasaval nyertiik ki (Ali A. és mitsai.,, 2009). A



baktériumizolatumok meghatarozasa a 16S rRNS-t kodold gén (1. Tablazat) PCR soran torténd

felamplifikalasaval, majd szekvenaldsaval valosult meg (Wang és mtsai., 2022).

1. tablazat: A vizsgalt izolatumok egyes génjeinek felamplifikalasahoz és

szekvenciameghatarozasahoz alkalmazott primerek.

Mikroorganizmus | Primer Szekvencia

gomba ITS1f (5’-CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA-3’)
ITS4 (5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3")

baktériumok 16S27F (5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG3-’)
16S1392R | (5’-GGTTACCTTGTTACGACTT-3’)

4.3. Berendezések és softwarek

A sterilizalasi eljarasok Raypa® steam sterilizer autoklav haszndlataval, 30 perces programon.
121 °C-on torténtek. A tenyészetek inkubéldsa Velp Scientifica FTC 90E termosztatban,
sOtétben vagy IKA® KS 4000 ic contol tipust korkoros sikrazogépen természetes fényviszonok
mellett valosultak meg. A fluoreszcens méréseket DeNovix QFX Fluorometer, a
spektroszkopias vizsgalatok pedig UV-1800 Shimadzu UV spektrofotométerrel (UV Probe
2.42-es programmal) ill. Thermo scientific NanoDrop 2000 alkalmazasaval mentek végbe. A
fotodokumentacio a Biometra BioDocAnalyze A mikroszkopos felvételek Olympus BX53F2-
es, diferencidl interferencia kontraszt (DIC) optikai kiegészitovel felszerelt mikroszkoppal

torténtek.

A statisztikai analizisek a GraphPad Prism 8.0.1, a telepekrdl késziilt fotok teriiletét Fiji
Imagel2 szoftverrel mértik le (Rueden és mtsai, 2017)i, a fényképszerkesztés a
PhotoshopCS6Portable programok felhasznaldsaval, a vizsgalt torzsek szekvenciajanak

meghatarozasa online adatbazis segitségével (www.ncbi.nlm.nih.gov) valosultak meg.
4.4. Potencialis antagonistak, ill. szinergistak kimutatisa

A Pch46-os torzsének sporaszuszpenzidjaval masszivan oltott, majd beszaritott, YGMB
taptalajra tortént a fent leirtak sordn izolalt baktériumtdrzsek inokuléalasa; azok felszinén ~1 cm
hosszusagu csikokban, oltokaccsal torténd felvitellel, inokulumként a baktérium izolatumok 2
napos LB tapoldatban készitett tenyészetét felhasznalva. A baktérium-Pch46 kolcsonhatasok
értékelése 5 napos inkubacios 1dot kovetden a baktériumkolonidk koriil a kék festék szinében

bekovetkezo valtozasok vizsgalata alapjan valdsult meg. Tobb mikroorganizmus 1€gzése soran



alternativ elektronakceptort is elfogadnak, mint pl. a metilénkéket, ennek redukcidjaval
szintelen, leuko-metilénkék keletkezik. Az elhalt sejtek azonban erre nem képesek, igy a festék
altal sotétkékre szinezddnek. A baktériumkolonidk koriili micélium kék szinének mélytilése

gombaellenes aktivitast jelez (Gyorgy, 2020).

45 A vizsgilt mikroorganizmusok novekedési ratajanak, sejtszamanak és
sporaszamanak mérése

cyey

inokulélésra, 5-5 pl térfogata szuszpenziokként. A ndvekedési ratdk, 21 napos inkubacids idot
kovetéen keriiltek lemérésre, majd minden telepbdl azonos méretii, a koloniak altal teljesen
lefedett, korongok (d=5mm) kivagasaval és 0,01 V/V%-0s Tween 80-ban val6 diszpergalasaval
fénymikroszkop alatt, Biirker-kamra segitségével valosult meg a sejtszamok meghatarozasa.
Minden mérés harom parhuzamosban keriilt megvalositasra. A mikroszkdpos vizsgalatok soran
a szilard téaptalajon noOvesztett tenyészetekbdl szikével lettek kimetszve, a 3-5 mm
oldalhosszisagu ¢és 1-2 mm vastagsagu szeletek. A mikroorganizmusokat kdzvetleniil a

targylemezre helyezés utan vizsgaltuk

s rer

10 ml Czapek-Dox folyadékkultirakban 10° sejt/ml koncentracioban inokulaltuk a harom Pch
¢s egy Ebi izolatumot kiilon-kiilon, illetve a gombakat a baktériummal egyiitt leoltva. 6 napos
inkubacios id6t kovetdn steril szlrlet késziilt a tenyészetekbdl, melyekhez, tovabba a
kontrolként alkalmazott inokulalatlan tapoldat 750 pl térfogataihoz azonos térfogatti 0,01 mM
fluoreszcein oldat lett hozzaadva, tovabbi egy napos inkubacio utina a fluoreszcein
beallitassal, ahol az excitacios érték 470 nm, az emisszids tartomany pedig 514-567 nm volt)

(Negm és mtsai., 2016). Minden mérés harom parhuzamosban keriilt megvalositasra.
4.7. Poliszacharid koncentracio

10 ml Czapek-Dox folyadékkultiirakban 10° sejt/ml koncentracioban inokulaltuk a harom Pch
¢s egy Ebi izolatumot kiilon-kiilon, illetve a gombakat a baktériummal egyiitt leoltva. 6 napos
inkubécios 1dot kovetdn a kultardk 1 ml mennyiségeibdl, 10 perces, 1000 rpm-es centrifugéalast
kovetden valosult meg a sejtek kililepitése. A feliilliszokbol azonos térfogatu etanol
hozzaadasaval, 16 oréan at, 4 °C-on lett kicsapva a mintak poliszacharid tartalma. Ezt kovetden

megismételtiik a centrifugalast és a pelletet beszaritottuk. 100 ul bidesztillalt vizbe valo



visszaoldas utan hajtottuk végre a Dubois assay-t a cukortartalom meghatarozasa céljabol, az
alabbiak szerint. A visszaoldott 100 pl térfogati mintakhoz 2,5 ul 80 %-os fenolt és 255 ul
tomény kénsavat adtunk, majd tiz percig allni hagytuk. A mintdkat 30 percen at 30 °C-on
melegitettilk, majd a bekdvetkezd szinvaltozast 490 nm-en mértiik. A kapott értékekbdl a

crer

mtsai., 1956). Minden mérés harom parhuzamosban keriilt megvalositasra.

4.8. In planta kisérletek

A f6ld feletti novényi részek tekintetében a szOl6tdke leveleit kiemelten haszndljdk, mint a
novény egészségiigyi allapotanak statuszat mérd szervet. A levelek a novény legnagyobb
felszinl szervei, amelyek a vegetacios idészak teljes terjedelmében jelen 1év6 strukturak. (Pinto

¢s mtsai., 2014).

Cabernet sauvignon fajtaji sz616 z6ldhajtas szekciok (1 szekcio = a levél, egy nodusz és az
ezek alatt elhelyezkedd internédium) a nodusz alatti sebzésbe juttatott, Czapek-Dox
tapoldatban tenyésztett kulturak (3 Pch és 1 Ebi izolatum szeparaltan, illetve a gombak a
baktériummal kombinaltan inokuldlva €s inkubalva 25 °C homérsékleten 2 napig) sebzésbe
torténd pipettazasaval és azok parafilmmel valo lezarasaval valosult meg a fert6zés. Minden
fert6zés 5 novényen keriilt megvaldsitasra. Novényhazban, természetes fényviszonyok kozott
tartva a mintdkat, 14 napos inkubacids 1d6t kovetden tortént a fotoszintetikus pigmentek
vizsgalata. Levelenként 6t-6t db, 0,5 cm-es sugaru korong kivagasat kdvetden, egyesével
mikrocentrifuga csébe és 16 orara -20 °C-ra helyezve keriiltek feltarasra a novényi sejtek. Majd
1,5 ml 80%-o0s acetonban aztatva, szintén 16 oOran at, szobahémérsékleten lettek kioldva a
novényi pigmentek, melyek 3 kiilonb6z6 hullamhosszon lettek mérve (klorofill-a — 663,6 nm;
klorofill-b — 646,6 nm; karotinoidok — 470 nm). A kapott értékeket Yang és munkatarsai (1998)
altal megalkotott képletekbe helyettesitettiik be, majd az igy kapott értékeket szamitottuk at

png/mma2-re (Branisa és mtsai., 2014).

Az alkalmazott képletek a kovetkezok:

Klorofill-a koncentracio = 12,25 X Aeeze— 2,25 X Acas6

Klorofill-b koncentracié = 20,31 x Asas6— 4,91 X Ass36

Teljes karotinoid koncentraciéo = (1000 x As7o — 2,27 % Klorofill-a — 81,4 x Klorofill-b) / 227

Ahol A az adott hullamhosszon mért abszorbancia értéke.



5. EREDMENYEK
5.1. Potencialis antagonistak, ill. szinergistak kimutatasa

A Pch gomba Pch46-os torzsével masszivan oltott, ill. a kiilonb6z6 izolalt endofita
baktériumokkal inokulalt taptalajon, 6t napos inkubécios idét kdvetden vizsgaltuk meg a
metilénkék festék szinében bekovetkezd valtozasokat. A baktériumtelepek esetén harom
kiilonbozo tipust viszonyt azonositottunk a Pch46 torzs tekintetében. A sotétebb kék arnyalatu
taptalajrészletek azt mutattak, hogy valdszintileg a baktérium hatasara a gomba elpusztult, tehat
adott baktérium jelenléte negativ hatassal birt a Pch46 torzsre (2. abra, A jelolés ). Ugyanakkor,
n¢hdny esetben egyes baktériumok a Pch46 torzs altal képzett micéliumpdazsiton szokatlanul
intenziv ndvekedést mutattak a gombasejtek pusztuldsat jelzd sotétkék elszinezddés hianya
mellett, mint az a 2. dbra B jelzésénél is megfigyelhetd. Ez jelentheti az adott baktérium-
izolatum neutralis/pozitiv viszonyat a Pch vizsgalt torzse tekintetében. Kutatdsunk soran ezen
csoportba tartoz6 mikroorganizmusokat vizsgaltuk tovabb egy esetleges szinergista, endofita
baktérium meghatarozasa érdekében. A fent leirt jelenségek mellett a legtobb baktérium esetén
a vizsgalt gombatdrzs tekintetében nem volt megfigyelheté egyértelmii kolesonhatés (2. Abra,

C jelolés).

5.2. A vizsgalt baktérium azonositasa

A baktériumbol kinyert 16S riboszémalis DNS szekvenciaja alapjan, a tovabbi vizsgalatokra
kivélasztott, a Pch-val vélhetSleg szinergizmust mutato baktériumtorzs (2. Abra, B jelolés) 100
%-o0s lefedetséggel, 99,90%-0s egyezést mutatott az NCBI adatbazisaban szereplé Erwinia
billingiae Eb661-es torzsével.



2. abra: Metilénkékkel festett taptalajra szélesztett Pch46 micéliumpazsit és a raoltott
endofita baktériumtorzsek kozotti kolcsonhatasok kimutatasa a festék szinvaltozasa
alapjan, ahol A: gombaellenes aktivitas, B: valdsziniisithetd szinergizmus, erds bakterialis

szekrécid, C: mikroorganizmusok kdzotti interakeio hianya.

5.3. A vizsgalt mikroorganizmusok névekedési ratajanak, sejtszamanak és

sporaszamanak mérése

5.3.1. A novekedési ratak osszehasonlitdsa tiszta és kevert kulturak esetében

A CDA taptalajon nevelt Ebi, Pch és kevert kulturdk novekedésében bekovetkezd valtozasokat,
folyamatos monitorozas utan, 21 nappal az inokulaciot kovetden mértiik le. A mindkét
mikroorganizmust tartalmazd tenyészetek esetében az intenzivebb ndvekedés szemmel is
lathat6 volt. A telepekrdl késziilt fotok teriiletét Fiji szoftverrel mértiik le és cm?-re dtszamitva
adtuk meg. Mint az a 3. abrdn is latszik, mind a harom vizsgalt patogén gombatorzs
szignifikansan nagyobb telepméretet mutatott az Ebi-vel kevert kultarak esetében, a kizarélag
Pch-val inokulalt telepekhez viszonitva. Két torzs, a Pch46 és Pch201 esetében nagyobb

mértékii volt ez a szignifikans eltérés, mig a Pch621 esetében kevésbé.
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3. abra: A Pch 3 torzsének novekedése tiszta tenyészetben (Ebi -), vagy az Ebi
baktériummal egyiitt (Ebi +) inokuladlva CDA taptalajon, 25 °C-on inkubalva 21 napig. A
betiik a szignifikdnsan (p<0,05) kiilonbdz6 adatsorokat jeldlik.

«rer

A 21 napos inkubécios id6t kovetden nem csupén a telepek teriiletének pontos lemérése valosult
meg, hanem azok morfologiai bélyegeinek megfigyelése is. Lathato a 4. abran, hogy a kizarolat
az Ebi alkotta telep, a CDA tiptalajon minimalis novekedést mutatott, telepteriilete
megkozelitdleg azonos volt az inkubécidkor felvitt sejtszuszpenzio felpipettazasakor kialakult
méretével. Ezzel szemben a Pch torzsekkel kdzosen torténd inkubécio, a gombak telepének
feltételezhetd szinergista hatdsa, amit a 4. é&bran lathatunk. A megfigyelhetd sotétebb
pigmentacié a magasabb melanintartalom kovetkeztében alakult ki, melynek mennyisége
Osszefiiggésben allhat, a szakirodalmi attekintésben mar emlitett, szkitalon molekuléval, ami az
egyik legnagyobb mértékben szekretalt fitotoxikus hatdssal birdé szekunder metabolit a Pch
esetében. Tehat az Ebi jelenléte nem csupéan a novekedés mértékére volt pozitiv hatassal, hanem
vélhetdleg a patogén egy jelentds virulenciafaktorara is. Tovabba a telepek szélének nagyobb
foku szeldeltsége Osszhangban van a baktérium altal serkentett micélialis novekedéssel

kapcsolatos megfigyeléseinkkel.



Pch46 Pch201 Pch621

napos inkubdéciot kdvetden.

5.3.3. Pch sporaszamanak meghatdrozdsa

A 21 napos inkubacié utdn megvalositott telepndvekedés meghatarozasat és annak
vizsgalt Pch torzsbol a Pch621-es nem mutatott szignifikans csokkenést az Ebi-vel kevert
kultirdk esetében, a kizardlag a gombat tartalmazé telepekhez viszonyitva, ugyanakkor a
Pch46-os és Pch201-es torzsek sporaszama szignifikansan csokkent az Ebi-vel valo kozos
inkubacio esetében. Ez megerdsiti a fentebb leirtakat, miszerint az altalunk vizsgalt endofita
baktérium jelenléte a micélidlis novekedést erdsiti; tovabba, mint azt az 5. dbra is jol mutatja,
csokkenti a sporuldci6 mértékét, ami szintén arra utal, hogy az Ebi jelenléte a Pch

kornyezetében, pozitiv hatassal bir annak vitalitasara.
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5. 4bra: 25 °C-on, 21 napon at tartd inkubécios id6t kovetden, a CDA taptalajbdl kivagott és
Tween 80-ban diszpergalt Pch telepek gombaspodra-tartalma koloniateriiletre levetitve, tiszta
(Ebi -) és kevert (Ebi +) kultirakban. A betiik a szignifikansan (p<0,05) kiilonb6z6
adatsorokat jelolik.

5.3.4. Ebi sejtszamanak meghatarozdsa

A fenti mérésekkel azonos idében és modon valosult meg az Ebi sejtszamaban bekovetkezd
valtozasok leirasa, tiszta és kevert kultarak esetében. A harom gombatorzsbdl kettd, a Pch201
¢és a Pch62 jelenléte szignifikans novekedést okozott a baktérium sejtszamaban, mig a harmadik
torzs, a Pch46 ugyan nem szignifikansan, de szintén ndvelte a bakterialils sejtszamot a kevert
kultirékban (6. dbra). Ez az eredmény azt mutatja, hogy nem csupan az Ebi van pozitiv hatdssal
a gomba novekedésére, hanem a Pch-val val6 kozos inkubécid is noveli az endofita baktérium
sejtszamat a kevert kolonidkban. Mivel mind a két mikroorganizmus nagyobb novekedést mutat

a masik jelenlétében, valdsziniisithetd a koztiik megvalosulo szinergista klcsonhatas.



1.5%10°+

1%10°+

5%108— ab

sejtszam/kolonia

+ + +

Ebl  5in4e Pch201 Pche21

Inokulalt mikroorganizmusok

5. abra: 25 °C-os, 21 napon at tart6 inkubacids 1d6t kdvetden, a CDA téptalajbol kivagott és
Tween 80-ban visszaoldott Ebi telepek bakterilis sejtszama, tiszta és kevert (+ Pch)

kultarédkban. A betiik a szignifikansan (p<0,05) kiilonb6z6 adatsorokat jelolik.

5.3.5. A Pch és Ebi egyiittes névekedésének mikroszkopos megfigyelése

A mikroszkopos vizsgalatok sordn lathatova wvalt, hogy a kevert kultardk esetében
megfigyelhetd a Pch és az Ebi asszocidlit novekedése. A baktérium intenziv szaporodast
mutatott a gombafonalak mentén. Ez az eredményiink is tovabb erdsiti azt a feltételezést, hogy

az Ebi szamara is el6ny6s a kozos novekedés.

7. abra: Az Ebi novekedése a Pch46 fonalainak mentén, CDA taptalajon, a 21 napon at tarto,
25 °C-on torténd inkubalast kdvetden (bar = 50 pm).



5.4. Fenolvegyiiletek degradaciéjanak vizsgalata

A fenolvegyiiletek degradacidja vélhetdleg nagyban hozzéjarul a Pch sikeres kolonizaciojahoz
a szO6loben, hiszen mind a sejtfalalkotokban, mind a novény altal, a védekezés érdekében
szekretalt masodlagos anyagcseretermékekben megtaldlhatéak fenolos molekulak. Ezek
lebontésa elengedhetetlen a korokozo szamara az fert6z¢és, kolonizacié és terjedés tekintetében

egyarant.

Annak vizsgalata érdekében, hogy az Ebi milyen moddon jarul hozza ennek a
virulenciafaktornak a kifejezodéséhez, egy szintén fenolos molekula lebomlasanak mértékét

vizsgaltuk, ez a vegyiilet a fluoreszcein. A molekula zdld szinii fluoreszcencidjanak csokkenése

crer

A kapcsolodd méréseink eredményei (8. abra) azt mutatjak, hogy az Ebi 6nmagéaban szinte
egyaltalan nem degradalja a fluoreszceint, mig a Pch46-os és aPch20l-es torzsek
szignifikansan tobb fluoreszcein lebontasara képesek kevert kulturakban, mint a kizardlag a
Pch-t tartalmazo tenyészetek esetében. Azonban a Pch621-es torzsnél csak kis mértékii valtozas
volt megfigyelhetd, egy a tobbi gombatdrzshoz viszonyitva eleve alacsony, tisztatenyészteben

mért érték mellett.
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8. abra: A fluoreszcein molekula bontasanak mértéke tiszta Ebi, valamint Pch torzsek tiszta
(Ebi -) és kevert (Ebi +) 3 napos kulturaiban, 24 oraval a fluoreszcein hozzaadasa utan
mérve a fluoreszcencia érték valtozasat a kiindulasi allapothoz képest. Az Y tengely a

fluoreszcia egység (FU) valtozasat mutatja. A betlik a szignifikansan (p<0,05) kiilonb6z6

adatsorokat jelolik.



5.5. Poliszacharid termelés

Méréseink alapjan a Pch46-os és Pch201-es torzsek esetében az Ebi jelenléte szignifikdnsan
ndvelte a mintak poliszacharid tartalmat a tiszta Pch kultardkéhoz képest. A Pch621-es torzs
esetében is megfigyelheto kiilonbség a tiszta és kevert kulturak k6zott, azonban ez a ndvekedés
nem szignifikans (9. abra). A gomba tisztatenyészetek értékei tekintetében a fenolos vegyiiletek

crer

legalacsonyabb értéket.
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9. abra: Czapek Dox folyadékkultiraban 6 napon at inkubalt tiszta Ebi, valamint Pch torzsek
tiszta (Ebi -) ill. kevert (Ebi +) kultirainbol kivont poliszacharid tartalom. A betiik a

szignifikansan (p<0,05) kiilonb6z6 adatsorokat jelolik.

5.6. In planta vizsgalatok

Arra valo tekintettel, hogy a novények egészségi allapotanak statuszat leginkabb a levelek
vizsgélataval allapitjdk meg, ill. a szdlotOke-betegségek levéltiineteket is produkalnak,
kutatdsunk sordn a mesterségesen fertdzott zoldhajtasok leveleinek fotoszintetikus
pigmenttartalmat hasonlitottuk 6ssze egyrészt a konrollal, tehat a nem fert6zott ndvénnyel,
masrészt a kevert €s oOndllé kulturdkkal valo fert6zés eredményét egymassal, 14 napos
inkubacios 1dot kovetden. Mind a négy mért paraméter esetében latszik, hogy az Ebi
onmagaban nincsen fitotoxikus hatassal, nem befolyasolta a klorofill- és karotinoid vegyiiletek

mennyiségét.



Méréseink alapjan a Pch46-os ¢és Pch201-es torzsek Ebi-vel kozos inokuldlds soran
szignifikansan csokkentik a levelek klorofill-a tartalmat, mig dnmagukban erre a gombatdrzsek
nem voltak képesek a két hetes inkubacios id6 lejarta utan. Erdekes eredmény, hogy ezzel
szemben a Pch621-es torzs mind 6nallo, mind kevert kultaraban szignifikansan csokkentette a
klorofill-a tartalmat, de a két kondicié kozott nem figyeltiink meg szignifikans kiilonbséget. A
kontrollhoz képest, ebben az esetben, a kizarélag korokozoval mesterségesen fertdzott mintak

koziil csak a Pch621-es torzs mutat szignifikans eltérést (10. abra Chl-a oszlopai).

A Klorofill-b mennyiséget a Pch46 ¢és Pch 621 gombatorzs képes volt szignifikdnsan
csOkkenteni 6nmagaban is, mely tulajdonsidgra az Ebi jelenléte nem volt hatdssal. Ez a
tulajdonsag a Pch201 torzs esetében csak az Ebi jelenlétében valdsult meg (10. abra Chl-b
oszlopai).

crer

azt tapasztaltuk, hogy a gombak koziil tisztatenyészetben csak a Pch621 torzs okozta a vizsgalt
paraméter csokkenését. Az Ebi-vel egyiittesen leoltva azonban mindharom gombatorzs képes
volt az 6sszklorofill tartalom csokkentésére. A gomba tisztatenyészet és a kevert kultura kozt a

mért paraméter tekintetében csak a Pch621 torzs nem mutatott szignifikans kiilonbséget.

A fotoszintézis soran keletkezd fel nem hasznosuld energia elvezetésében, s ezzel egyiitt a
novény ho- és fénystresszel szembeni védelmében fontos pigmentmolekula esetében azt
tapasztaltuk, hogy ugyan nem szignifikdnsan, de mar Oonmagaban, az Ebi is képes volt
csokkenteni ennek mennyiségét a levelekben; ez igaz a Pch621-es torzsre is. A Pch46-os és
Pch201-es torzsek esetében is szignifikans csokkenés mutatkozik a karotinoid tartalomban,
azonban csak a kevert kulturdknal. A kontrollhoz képest, ebben az esetben, a kizardlag
korokozoval mesterségesen fertdzott mintdk koziil csak a Pch621-es térzs mutat szignifikdns

eltérést (10. abra Car oszlopai).
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10. abra: A kontroll és fert6zott Cabernet sauvignon zoldhajtasok leveleinek fotoszintetikus
pigmenttartalma (klorofill a = Chl-a, klorofill b = Chl-b, 6sszklorofill = Chl-a+b, karotinoid =
Car) a sebzést és fertdzést kovetd 14. napon, a negativ kontroll, az Ebi, illetve a Pch tiszta
(Ebi -) és kevert (Ebi+) kultarainak esetében. A betiik a szignifikansan (p<0,05) kiilonb6z6
adatsorokat jelolik adott pigmenttartalom szempontjabol. Az adatsorok kozotti
szignifikanciaviszonyok egy-egy fotoszintetikus pigment tekintetében kiilon kertiltek

vizsgalatra.

6. KOVETKEZTETESEK

A kutatasunk soran megvalositott kisérletek eredményei alapjan kijelenthetjiik, hogy in vitro
koriilmények kozt az Ebi baktérium egy vizsgalt izolatuma szinergista kdlcsonhatast mutatott
az Esca betegséget okozd Pch gomba harom vizsgalt torzsével. A két mikroba kdlcsondsen
fokozni volt képes egymas szaporodasi ratdjat, a gombak esetében pedig megfigyelhetd volt az
ivartalan sporaképzés kisebb mértékii megnyilvanuldsa a baktérium jelenlétében, ami a
miceélidlis novekedés fokozott mértékével van dsszhangban. Ennek a megfigyelésnek némileg
ellentmondva a gombatelepek intenzivebb pigmentacidja valosult meg a baktériummal
kivitelezett kevert kultirdkban. A kolonidk szinezddését okozd melanin egy madsodlagos
anyagcseretermék, mely vegyliletek jellemzéen a tenyészetek stacioner fazisdban, a
sporulacidval parhuzamosan termelddnek (Calvo és mtsai., 2002). A latszolagos ellentmondast
feloldhatja az Ebi 4altal a Pch tekintetében kivaltott biotikus stressz, mivel a melanin
termelésével a gombak szamos negativ behatdssal szemben védekeznek (Cordero &
Casadevall, 2017). Emellett az is emlitésre méltd, hogy a melanin bioszintézis egyik

koztiterméke, a szkitalon a Pch patogenezisében vélhetdleg szerepet jatszo molekula. Az Ebi



jelenlétében megvalosulod fokozott melanizacid vélhetdleg ennek a patogenitasi faktornak az
intenziv termelésével is egyiitt jar, fokozva a Pch virulencidjat (Bruno és mitsai.,, 2007).
Megvizsgaltuk a Pch virulencija tekintetében fontosnak gondolt més folyamatokat is,
vizsgalt Pch torzseknek ezeket tulajdonsagait az Ebi fokozni volt képes egy torzs (Pch621)
kivételével. Ennek vélhetd oka, hogy a mért tulajdonsdgok a nevezett torzs esetében eleve
nagyon alacsony szinten mutatkoztak meg. Hasonld kiilonbség volt tapasztalhatdé a
gombatorzsek Ebi-vel mutatott kolcsonhatisa tekintetében a kolcsonhatasok in planta
vizsgalata soran is. A harombol két torzs (Pch46 ¢és Pch201) esetén az Ebi-vel megvaldsitott
egyiittes fert6zések a fert6zott novények fotoszintetikus pigmenttartalmanak szignifikdnsan
nagyobb mértékli csokkenését okoztdk, mint a gombak tisztatenyészeteivel magvaldsitott
fertdzések. Ilyen tekintetben a Pch621 gombatdrzs ismét kivételnek bizonyult, azonban
tisztatenyészete eleve virulensebbnek mutatkozott a masik két térzshdz képest. Osszességében
eredményeink azt sugalljak, hogy az Ebi és Pch mikrobdk kozt megvaldsuld kdlcsonhatés
fokozni képes a Pch altal kialakitott Esca korkép levéltiineteinek erdsségét a kdlesonhatasban
résztvevd Pch torzs fliggvényében. Az ilyen tekintetben kivételt képezé gombatorzs esetében
vélhetdleg eleve olyan magas szinten fejezddnek ki a patogenitas szempontjabol lényeges
tulajdonsagok, hogy azt a baktérium jelenléte érdemben mar nem fokozza. A gombatdrzsek
kozt tapasztalhatdo kiilonbségek ravilagitanak arra is, hogy az Esca levéltiineteinek
kialakulasdban vélhetdleg kis szerepe van a Pch fenolbont6d képességének és poliszacharid
termelésének, hiszen ilyen tekintetben a Pch621 torzs kiilondsen kis potencialt mutatott, mig a
fert6zott novények leveleinek karositasat legnagyobb mértékben valdsitotta meg. Mindemellett
fontos megjegyezni azt is, hogy a torzsek kozotti kiillonbségeket nem feltétleniil tiikrozik az in

vitro tenyészetekben mért értékek.

7. OSSZEFOGLALAS

A V. vinifera, mely kiemelked6 jelentsséggel bir a mez6gazdasagban, rengeteg, kiilonb6z6
korokozo altal veszélyeztetett. 29 gombas megbetegedésre hajlamos ezek, kozil a
legpusztitobb korképek kozé tartoznak, a vildg Osszes szOlotermd teriiletén jelen 1évo és
kimagaslo anyagi karokat okoz6 gombas tokebetegségek, mellyekkel eddig tobb, mint 170

taxont hoztak osszefliggésbe, azonban ez a szam folyamatosan nd.

Ezen korokozok kiilonféle anyagcserezavarokat okozhatnak, jellemzd a toke belsejében
megfigyelhetd nekrotikus szovetelhalds, valamint a leveleken masodlagosan megjelend

tiinetek, mint a szaradas, nekrozis, klorozis, elhullés. Jellemzden a sériilt ndvényi feliileteken at



fertézik meg a novényt, elsddlegesen a vaszkularis rendszert kolonizalva. Ezek a betegségek

hosszan lappanghatnak, de stlyos esetben letalisak, akar akudt pusztulast is eldidézhetnek.

Jelenlétik mégsem minden esetben vezet a ndvény haldldhoz vagy akar a tiinetek
megjelenéséhez. Azt, hogy fellép-e egészségkarosodas a ndvényben, tobb tényezore lehet
visszavezetni, ilyen példaul a novény védelmi mechanizmusai, az éghajlat befolyasa a szol6
vitalitdsara, a toke kornyezetében, ill. annak belsejében kialakult gomba- és baktériumbiomra.
Tovabba a mikrobiom tagjainak egymasra gyakorolt hatdsa is fontos tényezd, hiszen a
kiilonb6zé mikroorganizmusok gatolhatjadk, vagy éppen serkenthetik a korokozok
anyagcser¢jét, amely az elleniik valo védekezésben kulcsfontossagli lehet, mivel az egyetlen
hatékony vegyiiletet, a natrium-arzenatot betiltottdk. Emiatt a GTD-k kezelését évtizedek oOta
intenziven tanulmanyoztak és jelentds eldrelépést tettiink a korokozoik, epidemioldgiajuk,
hatasuk és ellendrzésiik megértésében. A probléma kiterjedtsége és Gsszetettsége miatt azonban
nem sikeriilt egyetlen hatékony ellendrzési, kezelési vagy megeldzési intézkedést kidolgozni

(Fontaine és mtsai., 2016; Gramaje és mtsai., 2018).

Kutatasunk soran izolaltunk és azonositottunk egy olyan endofita baktériumot, a sz0l6 fas
szovetébdl, ami tobb kisérlet alapjan szinergistdja az Esca betegségért elsdsorban felelds Pch-
nak. Ezt aldtdmasztjdk a mikroorganizmusok novekedési, sejtosztddasi, pigmenticids és
metabolikus vizsgalatainak eredményei, valamint a kevert kulturak esetében megfigyelhetd

szignifikansan novekvo patogenitasi faktorok in vitro és in planta.

A jelen tanulmanyban leirt, az Esca kifejez0dését pozitivan befolydsoldé mikrobidlis
kolesonhatdshoz hasonldt keveset ismer a szakirodalom. Az ismert kérokozok jol jellemzett
kolcsonhatdsai mellett csak néhany, alapvetéen nem ndvénypatogén baktérium és gombafaj

esetén irtak le azok pozitiv hatasat az Esca kialakulasara.
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