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1. BEVEZETES ES CELKITUZES

Az 6szi kaposztarepce (Brassica napus L.) a kaposztafélék (Brassicaceae) csaladjaba
tartozo, szant6foldi olajos novény. Magja 40-50% olajat tartalmaz. A nemesitési munkaknak
koszonhetden az uj fajtak/hibridek olaja mar nem tartalmaz erukasavat, tovabba gliikkozinat
tartalma is megfeleléen alacsony. Osszetétele alapjan igy a repceolaj kivaloan alkalmassa valt
human téplalkozasra, valamint az olajiités sordn keletkezd repcedara természetes és jo
mindségii kiegészitd takarmanyforrast jelent az allattenyésztés ipardgaban. A repce olajat
tovabba felhasznalja a festék-, a textil-, a bor-, a gumi-, a milanyag- és az energiaipar is (Antal,
2005).

A repce hazdnkban - a napraforgd utdn - a masodik legnagyobb teriileten termesztett
olajos novényiink. Vetésteriilete kb. 300 ezer hektarra tehetd, a hektaronkénti termésatlag 3
tonna (Internet 1.). A vilagon évente kozel 70 milli6 tonna repcét termesztenek. Kanada, a
vilag legnagyobb repcetermesztdje, a vilagtermelés 20-30%-at adja, mig az Eurdpai Unid
orszagaiban termesztett repcét a legmagasabb hozamokkal lehet jellemezni (Internet 2.). A
nemesité munkénak kdszonhetden a repceolaj széles korben felhasznalt novényi olajja valt,
azonban a novény betegség ellenalld képessége csokkent. Ennek kovetkeztében a repce
plenodomuszos betegsége egyre nagyobb kart okoz a repcetermesztdknek (Kightley ez al.,
2012).

A repce plenoddémuszos betegségét két egymassal kozeli rokonsagban allé korokozod
idézi eld. A Plenodomus lingam (Tode) Hohn. hazai jelenléte és kartétele mar évtizedek ota
ismert. A legijabb vizsgalatok alapjan azonban egy masik koérokozo, a Plenodomus biglobosus
Shoemaker & Brun is jelen van a magyarorszagi repce allomanyokban (Bagi et al., 2020). A
két korokozot tiinetek alapjan elkiiloniteni szinte lehetetlen. A kiilfoldi tanulményok azonban
arrol szamolnak be, hogy a két faj biologiaja kissé eltérd, és a fungicidek hatékonysaga sem
egyseéges a két Plenodomus faj tekintetében (Huang et al., 2011). A plenodomuszos betegség,
vagy ahogy a termesztok ismerik, a fomas levélfoltossag €s szarrak elleni novényvédelmi
technoldgia sok-sok éve jol bevalt startégiat kovet. Varga (2014) azonban mar kordbban is
hangsulyozta, hogy hazai szinten is kiemelten fontos lenne, a gombapopulaciok
rezisztenciajaval kapcsolatos vizsgalatok elvégzése. A vizsgalatok elvégzése azért is fontos,
mert az 0 Plenodomus faj kapcsdn semmiféle hazai ismeret nem 4all rendelkezésre a

névényveédo szerek hatékonysagéaval kapcsolatban.



Munkénk sordn az alabbi célkitiizéseket fogalmaztuk meg:

- A betegség jellegzetes tiineteit mutatod 6szi kaposztarepce novények vegetativ részeinek
gyljtése a korokozok izolalasa céljabol;

- Az izolatumok faj szintli azonositasa tenyészbélyegek alapjan, valamint nukleinsav alapt
modszerrel;

- Az izolalt kérokozok megbetegito képességének igazolasa;

- A Plenodomus lingam és Plenodomus biglobosus izolatumok fungicid hatéanyagokkal
szembeni érzékenységének in vitro vizsgalata sorozathigitdsos, mérgezett agarlemezes

modszerrel.



2. IRODALMI ATTEKINTES
2.1. A repce plenodomuszos betegsége és korokozoi

A repce plenodomuszos betegségét két tomldsgomba (Ascomycota) egymassal kozeli
rokonsagban all6 faja okozza: A Plenodomus lingam (Tode) Hohn. és a Plenodomus biglobosus
Shoemaker & Brun (Van de Wouw és Howlett, 2020). A betegség a kdznyelvben és a szakmai
¢letben fomas levélfoltossadg és szarrak néven ismert, de hasznaljdk még a gyokérnyak és
szarrothadas, tovabba a repce feketelabuisdga elnevezéseket is. A repce plenodomuszos

betegsége elleni védekezés a hazai repcetermesztés allando részét képezi (Varga, 2014).
2.2. A korokozok jelentosége

A repce plenodomuszos megbetegedése a keresztesviraguak csalddjaba tartozd novényeknek
vilagszerte fontos betegsége, amely stlyos jarvanyokat okoz Ausztraliaban, Amerikaban és
Eurdpéban, valamint az elmult években a kérokozé megjelent Azsiaban is (Liu et al., 2014). A
becslések szerint vildgszerte tobb mint 1000 millid eurd értékii veszteséget okoz a
repcetermesztoknek (Fitt et al., 2011; Zhang et al., 2014).

Régebben a betegség okozta termésveszteség mértéke akar a 70%-ot is elérte (Seidel et
al., 1984). A jarvanyok stlyossaga termesztési szezononként és régionként eltérd lehet.

A populécidkat két egymassal kozeli rokonsagban 1évé faj, a Plenodomus lingam és a
P. biglobosus alkothatja, melyek kiilon-kiilon, vagy egyszerre, akar egy ndvényen is
eléfordulhatnak. A P. lingam agresszivebb kérokozo, és rendszerint sulyosabb jarvanyokat és
jelentdsebb termésveszteséget okoz (Fitt et al. 2006a, b). A fokozott kartétel az alapi részen
kialakul6 szarrdkkal van szoros dsszefiiggésben (Zhou et al. 1999), ugyanis a P. biglobosus
altal okozott elvaltozasok inkabb a szar felsobb részein fordulnak el6 (West et al. 2001). A
rendszeresen végzett megfigyelések alapjan Nyugat-Eurépaban magasabb a P. /lingam aranya,
Ko6zép- és Kelet-Europaban pedig a P. biglobosus van tulsulyban.

A betegséget tobbnyire dsszel alkalmazott kémiai novényvédelemmel lehet lekiizdeni.
Gyakran egy 6szi kezelés nem elegendd a betegség visszaszoritdsdhoz. A koérokozok altal
okozott jarvanyok sulyossdga varhatoan novekedni fog a globalis felmelegedéssel
parhuzamosan, ezért a gazdanOvény rezisztencianemesitése a betegség lekiizdésére egyre

fontosabba valik (Dawidziuk et al., 2013; Huang et al., 2016;).



2.3. A korokozok rendszertani besorolasa

A Mycobank (2021) ¢és az EPPO adatbazisa (Internet 4.) szerint a repce
plenodomuszos megbetegedését okozd Plenodomus lingam (Tode) Hohn. és Plenodomus
biglobosus Shoemaker & Brun, Gruyter, Aveskamp & Verkleya gombék orszagan beliil, az
Ascomycota tdrzsbe, a Pezizomycotina altdrzsbe, a Dothideomycetes osztalyba, a
Pleosporomycetidae alosztalyba, a Pleosporales rendbe, a Leptosphaeriaceae csaladba és a
Plenodomus nemzetségbe tartozik.

A P. lingam faj legitim elnevezése az elmult évtizedben tobbszor valtozott. Korabban
Leptosphaeria maculans Ces. & De Not. néven, a Leptosphaeria nemzetségbe soroltdk, de
ismert Phoma lingam (Tode) Desm.-ként, vagy Sphaeropsis lingam (Tode) Mussat-ként is
(Internet 5). A Plenodomus nemzetség Gruyter et. al (2013) taxondémiai eredményei alapjan
véglegesedett, amikor a Leptosphaeria és Phoma fajok rendszertanat molekularis modszerekkel
uj alapokra helyezték.

A P. biglobosus-t eredetileg Leptosphaeria biglobosa néven irtak le. Utobbira ma mar
csak szinonimaként tekinthetiink (Internet 5). A két korokozot 2006-ban kiilonitették el
egymastol, amikor felfigyeltek arra, hogy a P. lingam egyes populacioi nagyon eltéréek
virulenciajukat és agresszivitasukat tekintve (Internet 6; Fitt ez al., 2006a; Gruyter et al.,

2013).

2.4. A korokozok gazdanovénykore

A Plenodomus lingam és a P. biglobosus leginkabb a Brassica nemzetségbe tartozo
novényeket fertézik (Farr és Rossmann, 2021), az 6szi kdposztarepce (Brassica napus L.)
allomanyokban jelentds karokat okoznak. Fertdzik a Brassica ndvénynemzetség mas fajait is,
mint példaul a tarlorépat (Brassica rapa), a barna mustart (B. juncea) és a kelkaposztat (B.
oleracea). Szamos mas termesztett és vadon ¢16 novényt is megfertdzhetnek a kérokozok [pl.:
retek (Raphanus sativus L.), kelbimb6 (B. oleracea convar. oleracea var. gemmifera), fehér
mustar (Sinapsis alba), Tadfii (Arabidopsis thaliana)]. Keresztesviragh gyomfajokrol, igymint
a repcsényretek (Raphanus raphanistrum), a szapora zsombor (Sisymbrium officinale), a mezei
tarsoka (Thlaspi arvense) is kimutattdk a korokozokat (Rouxel és Balesdent, 2005; Varga,

2014).



2.5. A kérokozok foldrajzi elterjedése

A Plenodomus lingam és a P. biglobosus széles korben elterjedtek, kiilondsen a Brassica
nemzetségbe tartozo ndvények termdteriiletén fordulnak eld. Kartételiik jelentds Ausztralidban,
Eszak-Amerikédban és Eurdpaban, de a korokozok megtalalhatok a vilag més részein, igy
Azsiaban, Afrikaban és Dél-Amerikaban is. A két korokozo egyiittes eléfordulasarol szamoltak
be Eurépa kiilonbozd orszagaiban, beleértve szamos kozép-eurdpai orszagot (pl.:
Lengyelorszag, Litvania, Csehorszag). A korokozok jelenléte a kornyezd orszagokbol is ismert.
A P. lingam-ot Roméniaban mar 1964-ben leirtak, 1965-ben Horvatorszagban is észlelték. A
P. biglobosus Szerbidban 2016-ban keriilt leirasra (Mitrovic et al., 2016).

Varga (2014) tanulmanyaban olvashat6, hogy nem megfeleld ndvényvédelmi
technologia esetén a P. lingam okozta betegség jelentds korlatozo tényezdvé valt a repce
termésmennyiségét tekintve a Karpat-medencében. Termesztett repcén torténd magyarorszagi
megjelenésérél eldszor 1996-bol taldlunk adatot (Varga, 2014). Ennek ismeretében
feltételezhetd, hogy vadrepcén mar a korabbi idészakban is jelen lehetett a korokozd. Az ivaros
alak megjelenésérél az els6 adatok 2006-bol szarmaznak (Magyar et al., 2006). A P.
biglobosus-t hazankban 2018-ban izolaltédk eldszor (Bagi et al., 2020).

2.6. A korokozok biolégiaja

Eurdopaban a repce ndvényeket tobbnyire dsszel fertdzik meg a pszeudotéciumokban
termelddd aszkosporak, melyek az el6z6 termesztési iddszakbol visszamaradt, fertdzott, elhalt
szarmaradvanyokon képzddnek. Az aszkospordk szorddasanak iddszaka ndvényvédelmi
szempontbol kiemelt jelentdségili, mert bebizonyosodott, hogy a fungiciddel végzett kezelések
akkor a leghatékonyabbak, ha a tomeges aszkospora kiszoroédas idészakaban alkalmazzak dket,
ami jellemzdéen egy csapadékos idészak utan kovetkezik be. A koérokozok fejlodését, a
pszeudotéciumok képzddését az iddjaras jelentdés mértékben befolyasolhatja, tovabba az
aszkosporak terjedéséhez a szeles iddjaras is jelentés mértékben hozzajarul (West et al., 2001;
Varga, 2014). A fertdzés bekovetkeztéhez az optimalis hdmérséklet tartomany igen széles (8-
20 °C), igy szinte egész évben szamithatunk a fert6zés megjelenésére.

A Plenodomus lingam gomba életciklusa Osszetett, jellemzd ra, hogy hemibiotrof
parazita életmodot folytat. Az aszkospordk a szikleveleken és a leveleken csiraznak, és a
gazcserenyilasokon keresztiil behatolnak a névénybe. A gomba ezutan a szarban és a levél
szoveteiben intrercellularisan fejlodik, majd megjelennek a betegség tiinetei a leveleken. Ezt a

szakaszt a szakirodalom biotrof fazisnak nevezi. Nekrotrof fazisat a P. lingam késo tavasszal



kezdi meg Europaban, ez a szakasz egészen a repce betakaritasaig tart. Ekkor a szartonél
barnulast, nekrozist okoz (szarrdk), ami a szartoréshez és hozamveszteséghez vezet.
Betakaritast kovetden a gomba szaprofitaként folytatja életciklusat, a talajon maradt fert6zott
novényi maradvanyokon, melyeken felszaporodik. Termdtestei talélik a terméskozi iddszakot,
sOt sporai akar tobb éven at is megorzik életképességiiket. A gomba fert6zott vetdmaggal is
terjed és évekig fert6zoképes marad. Ha azonban az altalanos gyakorlat szerint a vetésre
haszndlt vetdmagtételek korokozoémentesek, akkor a korokozo a fert6zott ndvényi
maradvanyokbdl keriil a ndvényallomanyba (West et al., 2001; Varga, 2014; Dawidziuk et
al., 2013; Kerdraon et al., 2020). Az egymast kovetd termesztési idoszakok jarvanyai nem
fliggetlenek egymastol, igy a jarvanyligyi vizsgalatoknak atfogd képet kell alkotni a fert6zési
folyamatokrol. A fertdzott ndvényi maradvanyokat tartalmazo tarlo lehetévé teszi a P. lingam
¢s a P. biglobosus felszaporodasat és a plenodomuszos megbetegedés sulyossaga altalaban
korrelal az el6z6 évben kibocsatott aszkosporak mennyiségével (Bousset et al., 2018;

Kerdraon et al., 2020).

2.7. A korokozok altal okozott tiinetek 6szi kaposztarepcén

A Plenodomus lingam és a P. biglobosus altal okozott tiinetek nagyon hasonldak
egymashoz, ezért tiinetek alapjan szinte lehetetlen elkiiloniteni a kérokozokat. A P. lingam a
novényt az Osszes fejlodési fazisaban képes megbetegiteni, a tiinetek az egész ndvényen
jelentkezhetnek. A fert6zés dsszel alakul ki, a levélfoltok 6szt6l kora tavaszig figyelhetok meg.
Az Osszel vetett ndvényeknél a kezdeti aszkosporas fert6zés utan halvany, szabalytalan foltok
alakulnak ki a szikleveleken, a leveleken, a szaron vagy a levélnyélen. A foltok késébb kor
alakava vagy ovalissa valnak és hamvassziirkévé valnak (1. abra) a megfert6ztt novényi
részek (Varga, 2014; Van de Wouw és Howlett, 2020). A piknidiumok ekkor akar szabad

szemmel is megfigyelhetdk (1. és 2. abra).

PRlenodomus lingam|(LERTMA)Lht

1. abra: A P. lingam okozta levélfoltossag repcén (Forras: Internet 7.)



N¢ha a nekrotizalodott szovetek kitdredeznek, beszakadoznak (1. abra) kiilondsen nagy
esOzések utan, de egy keskeny, hamvassziirke sav altaldban megmarad.

A aszkosporak altal tavasszal elinditott kdvetkezd fert6zési hullam az idésebb leveleken
mar markansabb tiinetekkel jelentkezik, ekkor éles kontarral hatarolt, koncentrikus, kozepén
vilagos foltok alakulnak ki a fert6zott novényeken. A fert6zés eldrehaladtaval a levelek
klorézisa és szaradasa figyelheté meg. A szaron a fert6zés kovetkeztében barnas-fekete szinii
rakos sebek alakulnak ki (2. dbra), kiilondsen a repceszar-ormanyos kartétele nyoman. A
fertdzés kovetkeztében a szar bélallomanya sziirkés-fekete szinezetlivé valik és mar nem lesz
képes ellatni funkciojat. Ezt a jelenséget nevezziik szarrdknak, amely sulyos esetben

szartoréshez vezethet.

2. abra: A P. lingam okozta szarrak repcén (Forras: Internet 7.)

A szar torése tavasztol nyarig, egészen a betakaritasig tapasztalhatd. A betegség akar
becdszintig is terjedhet, ebben az esetben a magok is fertézddnek. A betegség kovetkeztében a
novény kivilagosodik, megddlhet valamint kényszeréretté is valik, ami maga utan vonja a

cres

okoz tiinetet, emiatt szartorést nem okoz (Fitt ez al., 2006 a, b; Bousset et al., 2018).

2.8. A korokozok morfologiai és tenyészbélyegei

A két Plenodomus faj elkiilonitése a morfologiai bélyegek alapjan nem egyszeri. A két
faj alig kiilonbozik a pszeudotéciumok és az aszkospordk méretét tekintve (1. tablazat). A
korokozok a vegetacios idOszak soran piknidiumokat képeznek, melyek morfologiailag szintén
nagyon hasonldak (2. tablazat). A P. lingam esetében a piknidium fekete, kerek, feliilete sima,
mérete 200 x 200 pm. A P. lingam esetében a piknidium nem tartalmaz parafiziseket. A
piknidium fala mindkét faj esetében vékony hialin sejtekbdl all (Shoemaker és Brun, 2001).
Koreai P. biglobosus populacio jellemzése soran feketésbarna, lapitott gomb alaka

piknidiumokat figyeltek meg (Hong et. al., 2009).



1. tablazat: A P. lingam és a P. biglobosus 0sszehasonlitasa az ivaros termotest alapjan

(Shoemaker és Brun, 2001)

Morfologiai bélyeg

P. lingam

P. biglobosus

pszeudotécium alakja

gdmb vagy ovalis, also része lapitott

pszeudotécium mérete

300-400 pm

280-350 pm

pszeudotécium helye

szar epidermiszébe dgyazva

szar epidermisze alatti szovetben

aszkosporak szdma, szine 8 db szintelen
aszkosporak mérete 6,5 x 55 um 6,5 x 45 pm
aszkosporak feliilete sima sima

2. tablazat: A P. lingam és a P. biglobosus 6sszehasonlitdsa az ivartalan termétest alapjan

(Boerema et al., 2004)

Morfologiai bélyeg

P. lingam

P. biglobosus

piknidium alakja

lapitott gomb alaku

gomb alaku (szemolcsos)

piknidium mérete

150-400

150-350 (-400)

piknidium szine

fekete

fekete vagy sziirkésbarna

konidiumok alakja

ellipszoid / lapitott hengeres

konidiumok mérete

(2,5)-3,5-4,5-(5) x 1-1,5- (2)um

4-5x 1,5-2pm

konidiumok szine hialin

Mindkét kérokozé tenyészthetd taptalajon, és sok esetben a P. lingam és a P. biglobosus
el is kiilonithetd egymastol (Boerema et al., 2004). A szerzOok szerint a P. biglobosus szabalyos
alaku, fehéressziirke tenyészetet képez, melyben sargasbarna szinii pigmentacio figyelhetd meg
(3. abra), mig a P. lingam tenyészetei szabalyosak vagy szabalytalan alakuak, valtozatos
szintiek, azonban pigmentacié nem alakul ki a tenyésztés soran. Hong és munkatarsai (2009)
koreai P. biglobosus izolatumok kapcsan szintén megfigyelték a sargasbarna pigmentképzodést
a taptalajokban. Mitrovic és munkatarsainak (2016) vizsgalata alapjan PDA téaptalajon
tenyésztett (hémérséklet 25+1 °C) P. biglobosus Otnapos tenyészeteit gyors novekedési litem
¢s a szabalyos kor alakt novekedés jellemzi. A szerzok emlitik, hogy a P. biglobosus 15 nap
elteltével sargasbarna pigmentet képez, mig a P. lingam esetében az Gtnapos tenyészet
szabalytalan kor alaku, ndvekedési iiteme lassabb. Mitrovic és munkatarsainak (2016)
tanulmanyaban a micélium szine mindkét kérokozo esetén sziirkésfehér vagy fehér, a tenyészet
szerkezete laza. Egyes izolatumok esetén a tenyészetekben ivartalan szaporitoképletek

képzddnek. A piknidiumok alakja kerek, sziniik barna, egy vagy tobb iiregbdl allnak. Rahnama
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és munkatarsai (2017) tanulményaban a P. lingam esetében szintén lassabb novekedési
iitemrdl és szabalytalan alaka tenyészetekrdl szamoltak be. Kutatdsukban a micélium szine

nagy valtozatossagot mutatott a fehértdl a sziirkéig.

3. abra: P. biglobosus izolatumok eltérd intenzitast pigmentacidja PDA taptalajon

(Liu et. al., 2014)

2.9. A korokozok azonositasa molekularis modszerekkel

A két vizsgalt korokozd morfologiai bélyegek alapjan torténd elkiilonitése nehézkes és
bizonytalan, ezért molekularis médszerek alkalmazasa ajanlott a két faj megkiilonboztetésére.
A Plenodomus lingam és a P. biglobosus kimutatasara a fajspecifikus primerparral végzett
polimeraz-lancreakcio az egyik leghatékonyabb és legkevésbé iddigényes modszer (Rahnama
etal., 2017).

Liu és munkatarsai (2006) a korokozok ITS régidinak és 5,8S rRNS génjének
felszaporitasara 1TS4 ¢és ITSS5 univerzalis primereket hasznaltak. A kapott termékek
szekvenciajat meghataroztattak €s a génbankban 1év6 szekvencidkkal 6sszehasonlitottak. Ezek
alapjan lehetévé valt azoknak a primereknek a megtervezése, amelyeknek felhasznalasaval a
két faj egyértelmiien, az amplikon hosszusaga alapjan, kiilonithetd el egymastol. A PCR soran
a P. lingam izolatumok esetén 331 bp hosszusagu termék keletkezett, a P. biglobosus
izolatumok esetén pedig 444 bp hosszsagu szakasz szaporodott fel (Liu et al., 2006).

Jacques és munkatarsai (2021) fajspecifikus, kvantitativ PCR (qPCR) vizsgalatot
végeztek a két faj kimutatasara és szdmszerisitésére a repce szant6foldi mintaiban. Az ITS
régiokon alapuld tesztnél specifikusabb eredmény sziiletett. Eredményeik alapjan a
P. biglobosus gyakorisdga magasabb volt, mint kordbban gondoltak. Jarvanyligyi ¢és
kolonizacids biologiai jellemz6i nagyon hasonldak a P. lingam-hoz. A két faj egylittes jelenléte

ugyanazon novény levelein és szarszoveteiben kérdéseket vetnek fel a ndvények szovetein
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beliili relativ eléfordulasi gyakorisagukrol és bioldgiai kolcsonhatasaikrol (Jacques et al.,
2021).

Bagi és munkatarsai (2020) hazai vizsgéalatdban a felhasznalt tenyészetek
orokitéanyagat multiplex PCR-rel értékelték, melyhez Liu és munkatarsai (2006) altal
megtervezett fajspecifikus primereket hasznaltak fel. A gélelektroforézis segitségével a P.
biglobosus izolatumok egyértelmiien megkiilonboztetheték voltak a P. lingam-tol,
amplikonhossz alapjan. A kivalasztott izolatumok ITS régidinak és az 5,8S rRNS génjének
BLAST keresései 99,7-100%-o0s hasonldsaggal megegyeztek a referencia izolatumokkal (Bagi
et al., 2020).

2.10. Lehetoségek a korokozok elleni névényvédelemben

A repce plenodomuszos betegségének termésmennyiségre gyakorolt hatdsa
agrotechnikai, kémiai ¢és genetikai védekezési stratégiak kombinacidjaval jelentosen

csokkenthet (Van de Wouw et al., 2016; Zhang és Fernando, 2016).

2.10.1. Genetikai védelem, a hibridek ellenallosaga

A rezisztencianemesités a plenodomuszos megbetegedés elleni kiizdelem egyik f6
eszkoze. Kétféle rezisztencia 1étezik: a tobb génen alapuld kvantitativ (poligénikus rezisztencia)
¢s az egy génen alapul6 kvalitativ (rassz-specifikus) rezisztencia, ami a korokoz6 meghatarozott
rassza ellen nyujt védelmet. A kvalitativ rezisztencia gén a génnel szembeni kodlcsonhatasban
fejezodik ki. A Brassica gazdandvény adott rezisztencia-génjéhez kapcsolodik egy avirulencia
gén a P. lingam-ban. Az avirulencia génekrdl transzlacio utjan atir6do effektor fehérjek a
betegség sulyosbitasaban vesznek részt. A kvalitativ rezisztencia kifejezddését altalaban korai
fejlddési fazisban, szikleveles korban vizsgaljak. Ezen a rezisztencia fajtak jellemzden az Rlm
gének altal szabalyozottak, amilyen példaul az RIm7 és az RIm3 gén. A repce Rlm génje a P.
lingam Avr génjét ismeri fel, ami pedig miikdésbe Iépteti a ndvény védekezé mechanizmusat.
A B. napus genom 0Osszetettsége ¢s amfidiploid jellege megnehezitette az ellenallosagért felelds
gének azonositasat és klonozasat, ennek ellenére szamos rezisztenciagén ismert: RIm1, Rlm2,
RIm3, RIm4, RIm5, RIm6, RIm7, RIm§, RIm9, RIm10, Rlm11, RImS, LepR1, LepR2, LepR3.
Amiota lehetdveé valt az egyes szervezetek genomjainak szekvencia szintli megismerése, a P.
lingam szamos avirulencia génjét azonositottdk (AvrLml, AvrLm2, AvrLm3, AvrLm5-9,
AvrLm10, AvrLm11). A kvantitativ rezisztencia esetében szamos kisebb gént hataroztak meg,
amelyek mindegyike kis mértékben hozzdjarul az éaltalanosan ellenallo fenotipus

kialakulasahoz. Altaldban a kvantitativ rezisztenciat a ndvény kifejlett allapotaban vizsgaljak.
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crer

a kvantitativ rezisztencia és a rassz-specifikus rezisztencia kombinécioja tartdsabb betegségek
elleni védekezést eredményezhet (Kutcher ez al., 2010; Larkan et al., 2015, Van de Wouw
és Howlett, 2020).

Bar a rezisztencianemesités az egyik legigéretesebb jarvanyvédelmi stratégia a
korokozok elleni védekezés szempontjabol, ennek ellenére fokozott figyelemmel kell végezni.
Ugyanis a P. lingam szant6foldi populacidi nagy evolucios potenciallal rendelkeznek és néhany
éven beliil képesek attdrni a rassz-specifikus rezisztenciaért felelds géneket, ami ujabb kihivast
jelent a rezisztens fajtdkra tdmaszkodo betegségek elleni védekezésben. A kilencvenes évek
elején az RIm3 rezisztenciagént bevezették a kanadai repcefajtak esetében, mely hosszu évekig
megfeleld rezisztenciat biztositott a fertézéssel szemben. Azonban a 2000-es évek elején stilyos
jarvanyok tortek ki, annak kdvetkeztében, hogy az RIm3 rezisztencia génnel rendelkezo repce
hibridek mar nem voltak képesek ellenallni a korokozo fertdzésének. Az a tény, hogy az RIm3
rezisztenciagént attorte a korokozo, megkoveteli, hogy a nemesitdk valtozatos és hatékony
rezisztenciagénekkel rendelkezd repcefajtakat fejlesszenek. A gombapopulacidk rendszeres
megfigyelése naprakész Gtmutatast nyujthatnak a megfeleld rezisztencia génekkel rendelkezd

hibridek termesztésében (Zhang és Fernando, 2016; Van de Wouw és Howlett, 2020).

2.10.2. Agrotechnikai védekezés

A plenodomuszos betegség kartételi kiiszob alatt tartdsara iranyuld alapvetd
agrotechnikai stratégiak koz¢ tartozik a vetésfogd és a korokozokkal fertdzott tarlo elkeriilése.
A repce esetében legalabb Gtéves vetésforgd alkalmazasa javasolt. A kérokozok a betakaritas
utan visszamaradt névényi maradvanyokon felszaporodhatnak, ezért a szantas nélkiili és direkt
vetési technoldgidk haszndlata keriilendd. A betakaritdst kovetéen a tarlon mélyszantas
alkalmazasa javasolt, elOsegitve a fertdzott ndvényi maradvanyok lebomlésat. A
novényvédelem soran kiemelt figyelmet kell forditani a Brassicaceae csaladba tartoz6 gyomok
jelenlétére és az arvakelésekre, ugyanis a korokozok ezeken is fennmaradhatnak (McCredden
etal.,2017; Varga, 2014).

Kiemelten fontos a megfeleld vetdmag valasztasa, hiszen a korokozok vetdmaggal is
terjedhetnek, ezért csak ellendrzott forrasbol szarmazo, megfelelden bevizsgalt, fémzarolt
vetdmagot érdemes hasznalni. Okolégiai termesztésben a vetdmagok esetében lehetdség van
forrd vizes kezelésre, valamint a levélfoltok kialakulasa utan, a fert6zott levelek eltavolitasaval
csokkenthetd a tablan beliili masodlagos fertdzés, valamint a szarrak kialakulasanak kockazata.

Széraz iddszakban végzett vetés esetén csokkenhet a fert6zddés kockazata, ugyanis
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alacsonyabb a szor6do aszkosporak szdma. Vetéshez, a betegség terjedése szempontjabol, azok
a tablak a legalkalmasabbak, ahol az azt megel6z6 4 évben nem termesztették a korokozok
egyik gazdanovényét sem (Kutcher et al., 2010; Varga, 2014; Van de Wouw és Howlett,
2020).

2.10.3. Kémiai novényvédelem

A plenodomuszos betegség elleni védekezés harom elemre épiil:

e fungicides vetdmagcsavazas
e 0Oszi fungicides allomanykezelés

e tavaszi kétszeri fungicides allomanykezelés (Varga, 2014)

A kémiai novényvédelem elsé 1épése a vetdmagok megfeleld kezelése. A fungicid
hatéanyaggal  végzett vetOmagcsavazas  segitségével elkeriilheté a  korokozok
szaporitdanyaggal torténd terjedése. Ausztralidban a fluquinkonazol tartalmi gombadld
szerekkel végzett vetdmagcsavazast €s a mutragyaval bevont flutriafol hatéanyagl szerek
barazdaba torténd kijuttatdsait mar évtizedek oOta alkalmazzdk a betegségek megeldzése
érdekében. Bizonyos esetekben vetOmag-csavazast és lombozat kezelést is alkalmaznak
ugyanazon teriileten egyetlen szezonban, erds szelekciés nyomast gyakorolva a P. lingam
populécidira. Az ausztral piacon Uj hatasmechanizmusu gombadld szerként jelent meg a
szukcinat-dehidrogenaz-gatlo (SDHI) hatdanyagok csoportja, amely a vetdémag csavazasara
alkalmazhaté (Van de Wouw et al., 2016; Van de Wouw et al., 2018).

Peng és munkatarsai (2020) a vetdmagkezelést koltséghatékony megoldasnak vélik,
azonban hangsulyozzak, hogy nincs olyan regisztralt vetdmagkezeld termék, amely a fold felett
kialakulé6 megbetegedést hatékonyan gatolnd. Vizsgalatukban tobb fungicidet vizsgaltak a
P. lingam okozta levélfoltossag €s a szarrdk kialakulasaval szemben. Kontrollalt kornyezeti
feltételek mellett a fluopiram hatéanyag nagyobb hatékonysdgot mutatott, mint a
fluquinkonazol hatdéanyag a levélfoltok kialakulasdnak megel6zésében. Vizsgalatukban a
ProsperEverGol ¢és a HelixVibrance forgalomban 1év6 fungicidek hatastalanok voltak. A 30-
150 g fluopiram/ 100 kg magmennyiség esetében nagyrészt gatolta a szikleveles fertdzést, a
hatékonysdgot azonban jelentdsen befolydsolta a talaj nedvességtartalma a vetést kovetd 3
héten beliil. A szukcindt-dehidrogendz inhibitor fungicidek tipikus mechanizmusan kiviil a
fluopiram a PR-1 fehérjéket kodolo indikatorgén expressziojat is jelentdsen segitette, jelezve a

rezisztencia kialakulasanak lehetdségét. A 75 és 150 g fluopiram/100 kg-os magmennyiség
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esetén szantofoldi kisérletek soran csokkentette a sziklevelek fertozodését, mind a korokozokra
fogékony, mind a rezisztens repcefajtak esetében (Peng et al., 2020). Magyarorszagon az
engedélyezett novényvédd szerek jegyzéke (2020.12.31.-1 4llapot) szerint gombadld
csavazoszerként a fluopikolid és a fluoxastrobin hatdéanyag tartalmii Scenic Gold és Integral
Pro készitmények engedélyezettek (Internet 8.).

A plenodémuszos betegség elleni kémiai védekezés kovetkezd fontos eleme az Gszi
fungicides kezelés, melynek sordn kiilonb6z4 triazol tipust készitmények alkalmazésa ajanlott.
Ezek a készitmények a gombadld hatason tal, képesek a fold feletti vegetativ részek
novekedésének korlatozasara és a gyokérzet novekedésének serkentésére. Ezéltal a repce
novény télallobb lesz, a fold feletti vegetativ részek mennyisége csokken, mely dnmagéban is
csokkenti a plenodomuszos fert6zés kockazatat. Ilyen triazol tipust hatéanyagok a
difenokonazol, metkonazol, paklobutrazol, protiokonazol és a tebukonazol (Varga, 2014).
Hazai forgalomban az engedélyezett novényvédo szerek jegyzéke (2020.12.31.-1 allapot)
szerint ilyen gombadld, ndvekedés szabalyozd szer pl. a CarambaTurbo, melynek hatéanyaga
a metkonazol és a mepikvat-klorid; valamint a Toprex, melynek hatéanyaga a difenokonazol és
paklobutrazol (Internet 8.).

A tavasszal, az akar két alkalommal végzett fungicides alloméanykezelés a repce
védelmének harmadik 1épése, melyet szarbainduldskor és a foviragzas idején kell végrehajtani.
A szarbaindulaskor triazol tipusu készitmények alkalmazasa, a fovirdgzas idején pedig mas
hatdsmechanizmusu, széles hatasspektruma fungicid hasznalata ajanlott. Az ebben az
id6szakban elvégzett kezelés, nemcsak a plenodomuszos megbetegedés ellen, hanem az

alternarias és szklerotinias fertdzések megeldzése érdekében is fontos (Varga, 2014).

2.10.4. Fungicidek hatékonysaga a repce plenodomuszos betegségének korokozoival
szemben

A fungicidek P. biglobosus elleni hatékonysagar6l a hazai viszonylatban semmiféle
adatunk nincs és a P. lingam kapcsan is kevés az informacio.

A nemzetk6zi szakirodalomban t6bb tanulmany vizsgalta a fungicidek P. lingam-ra és
P. biglobosus-ra gyakorolt hatdsat. Egyes vizsgalatok kimutattdk, hogy a P. lingam
érzékenyebb a fungicidekre, mint a P. biglobosus (Huang et al., 2011). Kiilonb6z6 P. lingam
izolatumok kozott mutattak ki eltéréseket kanadai kutatok a Qol (Quinone-outside inhibitor)
fungicidekkel szemben (Zhang és Fernando, 2018). A tanulményokbol levonhatd a
kovetkeztetés, miszerint a gombadld szerek alkalmazasanak idézitése donté fontossagu a P.

lingam és P. biglobosus elleni védekezésben, mert a készitmények a szar megfert6zodését
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kovetden mar nem képesek hatékonyan kontrollalni a korokozok terjedését. Megallapitottak,
hogy a lombos éllapotban 1év6 repcedllomédnyba kijuttatott fungicidek csokkentik a betegség
sulyossagat és novelik a termés mennyiségét, foleg a plenodéomuszos betegségre fogékony
repcefajtaknal (Zhang és Fernando, 2018; Huang et al., 2011).

Hwang és munkatarsai (2016) piraklostrobin hatéanyagi készitménnyel kezelve
megallapitottak, hogy hatéanyag alkalmazésa csokkentette a betegség stilyossagat és novelte a
terméshozamot a kezeletlen kontrollhoz képest. A fertdzés elleni védekezés akkor volt a
legeredményesebb, ha a kezelést haromszor is elvégezték (fiatal novényeknél, korai viragzasi
szakaszban, késoi viragzasi szakaszban). Az eredmények arra engednek kovetkeztetni, hogy a
szezon elején alkalmazott gombadld szerek megakadalyozték a fiatal ndvények pusztuldsat és
a késobbi szezonban torténd alkalmazéas csokkenti a masodlagos fertézéseket valamint a
termésveszteséget (Hwang et al., 2016). A repce novényvédelme kapcsan hazankban is
elérhetd piraklostrobin hatdanyaga fungicid, ilyen példaul a Picasso Active novényvédod szer

(Internet 8).

2.11. A kisérlet soran felhasznalt hatéanyagok bemutatasa

Szamos kiilonbozo hatashelyt (specifikus) hatdanyag hatékony a repce plenodomuszos
betegségével szemben, beleértve a DMI, a Qol, és az SDHI csoportba tartoz6 fungicideket
(Eckert et al. 2010). Ezen csoportokban 1évé hatéanyagok nagy eldnye, hogy nagyrésziik
szisztémikus kinetikaval rendelkezik, nagy hatranyuk viszont, hogy az ugyanazon hatashelyti,
felszivodo hatdéanyagokhoz kothetd a fungicid rezisztencia kialakulésa (Soros, 2019; Internet
9.).

A gombadld hatoanyagokat a Fungicide Resistance Action Committee (FRAC),
kiilonbozé kodok alapjan csoportokba sorolja (3. tablazat), hogy segitséget nyljtson a
rezisztencia és keresztrezisztencia kialakuldas kockazatanak csokkentéséhez (Imternet 9.,

Internet 10.).
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3. Tablazat: Hatoanyagok csoportositasa FRAC, 2021 alapjan (Internet 10.)

Célzott hatashelyt (specifikus) hatdanyagok

Légzésgatlok
Hatashely Kémiai csoport Hatdanyag FRAC kéd Megjegyzés
Mitokondrialis | piridin - boszkalid Rezisztencia és
Komplex II. | karboxamidok 7 kereszt rezisztencia
szukcinat- | piridinil-etil- fluopiram kialakulhat.
dehidrogenaz- | benzamidok Kozepes €s magas
inhibitorok rezisztencia
(SDHI) kockazat.
Mitokondrialis | metoxi-akrilatok | azoxistrobin Rezisztencia és
Komplex III. :aklostrobi 11 kereszt rezisztencia
quinone- PIAXIOstrobin kialakulhat. Magas
outside- rezisztencia
inhibitorok kockazat.
(QoI)

Szteroid-bioszintézist gatlok

(SBI)

Cl4-demetilaz Triazolok tebukonazol Rezisztencia és
gatlok 3 keresztrezisztencia
(DMI) kialakulhat.

Kozepes
rezisztencia
kockazat.

2.11.1. Mitokondrialis Komplex II. inhibitorok (SDHI)

Az SDHI csoportba tartozo hatéanyagok, a szukcinat-dehidrogendz enzim gatlasaval

fejtik ki hatasukat. A savamid csoport ezen vegyliletek toxofér csoportja, ami elektronszivo

csoportot tartalmazo6 karbonsavrészbdl, valamint lipofil karakter(i anilinrészbdl tevédik Ossze.

Egyik ilyen napjainkban is engedélyezett hatdanyag, a 2003-ban megjelent boszkalid (CAS
188425-85-6) (4. abra). A boszkalid egy harmadik generacios SDHI, a piridin—karboxamidok

els6 képviseldje. Ismeretlen okokbol az aszkuszos gombakra is kifejti hatasat (Sords, 2019).

Cl

4. abra: A boszkalid kémiai szerkezete (Internet 11.)
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A fluopiram (CAS 659743-90-5) (5. abra) az SDHI csoporton beliil egy 1) kémiai
alosztaly, a piridinil-etil-benzamidok ko6z¢ tartozik. Széles hatdsspektrumu fungicid hatéanyag.
Kedvezd tulajdonsidga a meglehetdsen gyors transzlokacid a névényben. A strobilurinokhoz
hasonléan noveli a novényi sejtek klorofill tartalmat (Soros, 2019). Tovabbi kisérletek

kimutattak kivalo nematicid hatasat is (Spinks et al., 2020).

@) —~
N N
H

CF3

5. abra: A fluopiram kémiai szerkezete (Internet 12.)

2.11.2. Mitokondrialis Komplex III. inhibitorok (Qol)

crer

kotoédve fejtik ki gatld hatasukat. A Qol csoportba tartozo szintetikusan hatéanyagokat, a
Strobilurus tenacellus gomba strobilurin-A mésodlagos metabolitjabol allitjdk eld (Soros,
2019). A lassu felszivodasuk kovetkeztében jo preventiv hatdssal is rendelkeznek, gatoljak a
novény felszinén a gombasporak csirazasat. Az invazid soran a megtelepedett korokozot is
elpusztitjak kurativ és eradikativ hatasuk miatt (Ypema és Gold, 1999). Ilyen szintetikus
vegyiilet az azoxistrobin (CAS 131860-33-8) (6. abra) is. A kedvezd szisztémikus

tulajdonsagat a ndvényben gyenge savva hidrolizalodo észter csoportnak koszonheti a

0
O

hatéanyag (Soros, 2019).

Z "N
I
O N)
H3CO / OCH3

o)

6. abra: Az azoxistrobin kémiai szerkezete (Internet 13.)
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A piraklostrobin (CAS:175013-18-0) (7. abra) a xilémben lezajlo transzlokaci6 mellett
transzlamindrisan is mozog. Gombadld hatdsan tilmenden, gatolja az 6regedési folyamatokat a
ndvényben. A peroxiddz aktivitds a piraklostrobinnal kezelt ndvényekben csaknem
megkétszerez6dott enzimatikus aktivitdst mutatott, ami hozzajarulhat a stressz toleranciahoz.
Ez a hatéas, amelyet 6t nappal a fungicid kezelés utan allapitottak meg, tobb mint négy hétig
fennmaradt (Koehle et al., 2003).

Cl

7. abra: A piraklostrobin kémiai szerkezete (Internet 14.)
2.11.3. C14-demetilaz gatlok (DMI)

A szteroidok de novo szintézisére az aszkuszos és bazidimuos gombak képesek. Az
ergoszterol bioszintézis gatlasa révén a sejtmembran szétesik, tovabbi sejtek nem képzddnek.
Ezen hatasmechanizmus alapjan fejti ki hatasat a tebukonazol (8. abra). A triazolok csoportjaba
tartozo fungicid hatdanyag kémiai szerkezetére jellemz6 a gyenge savi karakterti alkoholos
hidroxil csoport, amely floém szisztémikus kinetikat tesz lehetévé a hatdbanyagnak a novényben

(Séros, 2019).

Cl
HzC CHgj

8. abra: A tebukonazol kémiai szerkezete (Internet 15.)
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3. ANYAG ES MODSZER
3.1. A vizsgalatok helyszine és ideje

A plenoddémuszos betegség tiineteit mutatd vegetativ novényi részeket (9. abra) 2021.
majus 30-4n Tamasi, valamint 2021. jalius 12-én Gyékényes térségében 1évd ilizemi
repcetablakrol gytjtottem. A mintdkat a MATE Budai Campus Novénykortani Tanszék
laboratoriuméba szallitottam, ahol a koérokozok izolalasat és a fungicid hatdanyagokkal

kapcsolatos in vitro vizsgalatokat 2021. augusztusaban és szeptemberében végeztem.

9. abra: A plenodomuszos betegség jellegzetes tiinetei 6szi kaposztarepce levelén

(Foto: Csik Adam, 2021)

A két helyszinrdl 6sszesen 31 esetben izolaltuk a plenodomuszos betegség valamelyik
korokozojat, melyek koziil 5 db izolatumot valasztottunk ki a hatdanyagokkal végzett

vizsgalatokhoz (4. tablazat).

4. tablazat: Az izolatumok neve, szdrmazésa, gylijtési helye €s ideje

Izolatum Gyiijtés Szarmazasi Hibrid neve Novényi rész
neve idopontja helye
L279 2021.05.30. Tamasi Hybrirock levél
L280 2021.05.30. Tamasi Hybrirock levél
L291 2021.07. 12. Gyékényes Umberto KWS szar
L295 2021.07. 12. Gyékényes Umberto KWS szar
L308 2021.07. 12. Gyékényes Umberto KWS szar
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3.2. A mintak gyiijtése, tarolasa és feldolgozasa

A tiinetet mutatdé ndvényi részeket metszdolloval vagtam le, majd feliratozott
papirzacskéba helyeztem ¢és hiitdszekrényben 7 °C-on taroltam. A sporulacié elOsegitésére a
fert6zott leveleket és szarakat, amelyeken szabad szemmel is latszodtak a piknidiumok, nedves
kamraba helyeztem (10. abra), majd harom napig inkubaltam 24+3 °C-on, természetes fény

mellett.

10. abra: Fert6zott repceszarak és levelek inkubalasa nedves kamraban

(Foto: Csik Adam, 2021)

3.3. A korokozok izolalasa taptalajon, a tenyészetek jellemzése és fenntartasa

A novényi mintakat Leica MZ6 sztereomikroszkop segitségével vizsgaltam. Lang felett
kihuzott iivegkapillarissal leemeltem egy piknidium szajnyildsabol az el6toré konidium
masszat, majd steril desztillalt vizzel feltoltott mikrocentrifuga csdvekbe mostam dket. A
konidiumokat tartalmazé szuszpenziokbol 100 ill. 200 pl-t szélesztettem laminaris fiilkében
(Thermo Scientific MSC 1.2) PDA (potato dextrose agar, burgonya dextr6z agar, Biolab)
taptalajon. A Petri-csészéket 24 °C-on, termosztatban inkubaltam, majd harom nap elteltével a

novekvo kolonidk atoltasaval, monosporas (egykonidiumos) tenyészeteket allitottam eld.

A tenyészetek morfologiai tulajdonsagait 28 nap utdn jellemeztem. Feljegyeztem a
tenyészetek altaldnos morfologiai jellemzoit (alak, szin, mintdzottsag stb.) Az izolatumokat a

hatoéanyagok in vitro teszteléséig PDA taptalajon tartottam fenn.

3.4. A korokozé molekularis azonositasa

Szakirodalmi ismeretek alapjan a P. lingam és a P. biglobosus morfoldgiai bélyegek
alapjan torténd azonositasa - a hasonlo vagy atfedd tenyészbélyegek miatt - Gnmagéban nem
megbizhatd. Az izolalt kérokozok fajszintli meghatarozasat nukleinsav alapt, molekularis

modszerrel végeztiik.
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3.4.1. DNS kivonas CTAB modszerrel

Az Ossznukleinsav  kivondsakor CTAB (hexadecil-trimetil-ammonium-bromid)
modszert alkalmaztunk, ami egyszer(i, gyors és alacsony koltségii extrakciot tesz lehetévé. Bar
mas eljarasokhoz képest viszonylag alacsony hozamu, azonban meglehetésen j6 mindségu
DNS nyerhet6 ki ezzel a mddszerrel (Zimmermann et al., 1998).

A DNS kivondsdhoz 12-18 napos tenyészeteket hasznaltunk fel. Tenyészetenként,

laminaris fiilkében a gomba micéliumabol 1 cm?

darabot vagtunk ki, majd steril
doérzsmozsarban kvarchomok hozzaadéasaval roncsoltuk és homogenizaltuk. A mintahoz 700 pl
CTAB (Duchefa Biochemier, Hollandia) puffert (2% CTAB, 1,4 M NaCl, 20 mM EDTA, 100
mM TRIS-HCI pH: 8, 0,2% 2-ME) adtunk, és tovabb dorzsoltiik a mozsarban. Az elegyet
mikrocentrifuga csovekbe toltottiik €s asztali termosztatban 45 percen keresztiil 65 °C-on
inkubaltuk. A kovetkezd Iépésben a nukleinsavakat tisztitottuk a szennyezddésektol,
fehérjektol. Az elegyet 700 pl izoamilalkoholos-kloroform 1:24 aranyu elegyével 0sszeraztuk,
vortexeltiik, majd 10 percen keresztiil centrifugaltuk szobahOmérsékleten. A puffert és a
nukleinsavakat tartalmazo fels fazist egy tiszta mikrocentrifuga csobe pipettaztuk. Ezt a [épést
megismételtilk, majd a nukleinsavak denaturalasa kovetkezett 600 pl izopropanol
hozzaadasaval. 5 perc centrifugélast kovetden a felso fazist leontottiik. A visszamaradt tiledéket
1 ml 70%-os etanollal mostuk, majd 5 perc centrifugalds utan a fels6 fazist ismét ledntottiik. A
visszamaradt liledéket 15 percig szikkasztottuk és vakuum koncentratorral beszaritottuk. Utolso

1épésként az RNS-ek lebontasa kovetkezett: a pelletet 50ul 10 pg/ml RNase-t tartalmazé TE
oldatban szuszpendaltuk (Maniatis ez al., 1989 alapjan modositasokkal).

3.4.2. Multiplex polimeraz-lancreakcio (PCR)

A multiplex PCR eljaras soran a fajok azonositasa a keletkezé PCR termék hosszusaga
alapjan torténik. A reakciohoz sziikséges inditdé szekvencidkat Liu és mukatarsai (2006)
tervezték, mely alkalmas a két Plenodomus faj gyors és megbizhatd elkiilonitésére. A
primerszett egy univerzalis reverse (LmacR) és két fajspecifikus forward primert (LmacF _ P.
lingam, LbigF P. biglobosus) tartalmaz. A primerek segitségével a korokozok ITS régioi és az
5,8 TRNS gén sokszorozodik meg a polimeraz lancreakcié soran. A fajszintli meghatarozas a
PCR termék mérete alapjan lehetséges. A P. lingam esetén 331 bazispar hosszasagl, mig a P.

biglobosus esetén 444 bazispar hossziasagu célszekvencia keletkezik.
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A multiplex PCR-hez a kdvetkez6 komponenseket mértiik 6ssze:

- 33,5 ul steril desztillalt viz

-3 ul DNS

-3 ul MgClL (20mM)

- 0,5 pul DreamTaq polimeraz enzim (5 U/pl)

- 5 ul 10x-es DreamTaq puffer

-2 ul 5 mM dNTPs (DNS nukleotidok: Adenin, Guanin, Timin, Citozin),

- 1 pul LmacR (5'-GCAAAATGTGCTGCGCTCCAGG-3") (20 pmol/ul)

- 1 pul LmacF (5-CTTGCCCACCAATTGGATCCCCTA-3") (20 pmol/ul)

- 1 ul LbigF (5'-ATCAGGGGATTGGTGTCAGCAGTTGA-3") (20 pmol/ul)

A PCR protokoll:

Az elédenaturacid 95 °C-on 3 percig tartott. A ciklusokon beliil a DNS szalak megfeleld
szétvalasztasahoz az elegyet 95°C-on 15 mp-ig denaturaltuk. Kovetkezd 1€épésben hiiteni kell a
reakcioelegyet, az oligonukleotid szekvencidk (primerek) felkapcsolodasahoz. Az anellaciot 70
°C-on 30 mp-ig végeztiik. A ciklus utolso Iépése az Gn. elongacid (lanchosszabitas), mely soran
a reakcioelegy 72°C-ra vald felmelegitése tortént 60 mp-en keresztiil. A 1épések 30 cikluson
keresztiil ismétlédtek. Majd a terminalis elongaci6 72 °C-on tovabbi 10 percet vett igénybe. A
késziilék a PCR-termékeket 4 °C-on tarolta. A PCR eredményét 1%-os agardz gélen
gélelektroforézissel ellendriztiik. Az agar6z gél Eco Safe Nucleic Acid Staining Solution
festéket (Biocenter) tartalmazott. A PCR termék méretét 100 bp-os DNS [étrdhoz (Thermo

Scientific) viszonyitva hataroztam meg, fajszinten azonositva igy az izolalt korokozokat.

3. 5. Az izolalt korokozok patogenitasanak vizsgalata

A fungicid hatéanyagokkal végzett vizsgalatokat megeldzéen annak bizonyitdsara,
hogy az izoldtumok megbetegitdé képesek, patogenitasi tesztet végeztink a Koch-
posztulatumok alapjan. A vizsgélathoz csavazatlan vetdmagbol ndvényeket neveltem, melyeket
kb. 3-5 leveles allapotban mesterségesen fertdztiink. Steril landzsatiivel a cserepes repce
novényeink szarat Ovatosan megsebeztik (11. abra), majd az izoldtumok monospdras
tenyészeteibdl micéliumdarabokat helyeztiink a sebzési pontokba. A kontroll ndvényeket a
steril PDA koronggal inokulaltuk. A fert6zési pontot parafilmmel zartuk le, majd
szobahdmérsékleten 24+3 °C-on természetes fény mellet inkubaltuk a ndvényeket. A

patogenitasi teszt eredményét 6 nap elteltével értékeltiik
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11. abra: Patogenitasi teszt: a fiatal repce ndvények mesterséges fertézése

(Foto: Csik Adam (a), Bagi Bianka (b) 2021)

3.6. Fungicid hatéanyagok tesztelése a korokozok micélium novekedésére

A hatéanyagok tesztelésére sorozathigitdsos, mérgezett agarlemezes modszert
alkalmaztunk (12. abra). A vizsgalat alkalmas a korokozok micélium névekedésére gyakorolt
hatdsanak értékelésére, valamint az esetleges hatékonysagcsokkenés kialakuldsanak

megallapitasara. A vizsgalat sordn tiszta hatdanyagokkal dolgoztunk (5. tablazat).

12. abra: Sorozathigitdsos mérgezett agarlemezek elkészitése

(Fotd: Petroczy Marietta, 2021)

A hazankban is engedélyezett boszkalid, fluopiram, azoxistrobin, piraklostrobin,
valamint tebukonazol hatdéanyagokat (5. tablazat) 2,10,20,30 mg/L-es koncentraciéban (6.

tablazat), 4 ismétlésben vizsgaltuk.
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5. tablazat: A vizsgalatba vont fungicid hatéanyagok jellemzd adatai

Hatoanyag Gyarto | Oldoszer Hatas A hatéanyagot tartalmazo
neve mechanizmus novényvédo szer
boszkalid Merck | izopropanol SDHI pl. Pictor Active, Cantus,
Kft. Efilor
fluopiram Merck metanol SDHI pl. Eldorado,
Kft. Propulse
azoxistrobin Merck metanol Qol pl. Amistar Gold, Mirador
Kft. Forte
piraklostrobin | Merck | izopropanol Qol pl. Picasso Active, Pictor
Kft. Active
tebukonazol Merck | izopropanol DMI pl. Andromeda, Fezan,
Kft. Mirador Forte

A PubChem adatbazis szerint ezek a hatéanyagok vizben nem, vagy csak nagyon
gyengén oldddnak (Internet 16.), ezért az adatbazis alapjdn, a hatéanyagtol fliggden
izopropanolt vagy metanolt hasznaltunk oldészerként.

A PDA (Biolab Magyarorszag) taptalajt a gyartod utasitasa szerint készitettem el. 39 g
PDA-t 1 liter desztillalt vizzel 6sszemértem, majd autoklavban sterilizaltam kb. 121 °C-on, 30
percen keresztiil.

A PDA-hoz hatéanyagonként torzsoldatot készitettiink. Mikrocentrifuga csdvekbe
0,0001 g pontossagu preciziés mérlegen mértiik ki a hatéanyagokat, majd a feloldashoz
sziikséges olddszert pipettaval adtuk hozza. Négy Erlenmeyer lombikot feltltottiink 250 ml
steril, folyékony PDA taptalajjal, majd megvartuk, hogy kézmelegre hiiljon, ezutan
hozzamértiik a hatdéanyagot tartalmaz6 torzsoldatot 2, 10, 20, 30 mg/L-es koncentracidoban. A
mérgezett taptalajt 85 mm atmérdjii miianyag Petri-csészékbe ontottem (20 ml/ Petri csésze). A
mérgezett agarlemezek kdzepére 16-18 napos tiszta tenyészetekbdl 5 mm atmérdjii micélium

korongokat helyeztem.

A hatéanyagok gatld hatasat kétféle kontrollhoz hasonlitottuk. Az oldoszert és
hatéanyagot nem tartalmazé kontroll mellett, annak kizarasara, hogy az alkalmazott oldoszerek
befolyasoljak a kérokozok novekedését, elkészitettilk az olddszert tartalmazo kontrollt is. A

Petri-csészéket feliratoztuk, parafilmmel lezartuk, majd 24 °C-on, termosztatban inkubaltuk.
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6. tablazat: Hatoanyagok feloldasa oldoszerben, a készitett elegyek koncentracioja, valamint

az adott koncentracidohoz sziikséges torzsoldat dsszetevoi

Hatéanyag Hatéanyag Vizsgalt elegy Torzsoldat
feloldédasa koncentracidja Hatéanyag Oldoszer
oldészerben (g/L) (mg/L) mennyisége mennyisége
(mg) (uh)
10g boszkalid / 1 liter 2mg/1 liter PDA 2 mg 200 pl
boszkalid izopropanol 10mg/1 liter PDA 10 mg 1000 pl
(Internet 17.) 20mg/1 liter PDA 20 mg 2000 ul
30mg/1 liter PDA 30 mg 3000 ul
fluopiram 250 g fluopiram / 1 2mg/1 liter PDA 2 mg 8 ul
liter metanol 10mg/1 liter PDA 10 mg 40 pl
(Internet 18.) 20mg/1 liter PDA 20 mg 80 ul
30mg/1 liter PDA 30 mg 120 pul
azoxistrobin | 20 g azoxistrobin/ 1 2mg/1 liter PDA 2 mg 100 pl
liter metanol 10mg/1 liter PDA 10 mg 500 pl
(Internet 19.) 20mg/1 liter PDA 20 mg 1000 pl
30mg/1 liter PDA 30 mg 1500 ul
piraklostrobin | 30 g piraklostrobin / 2mg/1 liter PDA 2 mg 66,67 ul
1 liter izopropanol 10mg/1 liter PDA 10 mg 333,33 ul
(Internet 20.) 20mg/1 liter PDA 20 mg 666,67 ul
30mg/1 liter PDA 30 mg 1000 pl
tebukonazol | 100 g tebukonazol / 1 2mg/1 liter PDA 2 mg 20 pl
liter izopropanol 10mg/1 liter PDA 10 mg 100 pl
(Internet 21.) 20mg/1 liter PDA 20 mg 200 ul
30mg/1 liter PDA 30 mg 300 ul

A tenyészetek novekedését a leoltds utani 10. napig kisértem figyelemmel. A
tenyészetek atmérdjét a 3., 7. és 10. napon vonalzéval mértem meg mm pontossaggal,
mérésenként kétszer, egymasra merdlegesen. A tovabbiakban a két érték atlagaval dolgoztam.
A tenyészetek valtozasat fényképekkel is dokumentaltam. A kapott adatokat Microsoft Excel

programmal értékeltiik és abrazoltuk.
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4. EREDMENYEK
4.1. A korokozok azonositasa molekularis modszerekkel

A repce leveleirdl szdrmazo L279-es és L280-as izolatumok esetében a gélelektroforézis
eredménye alapjan - kb. 330 bp hosszusdgi PCR termék keletkezett (13. abra), ezért a
korokozot Plenodomus lingam-ként hataroztuk meg.

Az L291-es, L.295-6s, L308-as izolatumok esetében a gélelektroforézis kb. 450 bp
hosszusaga PCR termékek jelenlétét mutatta az agardz gélben (13. abra), igy megallapithato,

hogy a repce szarabol izolalt kérokozok a P. biglobosus fajhoz tartoznak.

M L1279 1280 1291 295 L308

13. abra: Plenodomus izolatumok fajszintli azonositdsa a PCR-t kdvetd gélelektroforézissel

(Foto: Csik Adam 2021)

4.2. Az izolalt kérokozok tenyészbélyegei

Az izolatumok tenyészbélyegeit PDA taptalajon a leoltast kovetd 28. napon
dokumentaltuk (14. és 15. abra). A P. lingam és a P. biglobosus tenyészetek szinbeli eltérést
mutattak, valamint a P. /ingam esetében a két izolatum kozott is kiilonbségeket figyeltiink meg.

Az L279-es P. lingam izolatum esetében a micélium szabalyos kor alakban novekedett.
A tenyészet sz¢éle enyhén hullamos, szini oldalan a leoltasi pont koriil a micélium sziirkésfehér,
a leoltasi ponttol kifelé haladva vilagosodik. A tenyészetben foltszerd, vilagos szini
légmicélium-ndvekedés figyelhetd meg. A fondki oldaldn a leoltasi pont koriil a tenyészet
sOtétbarna szinii, majd kifelé haladva barnassargéava valik (14. abra).

Az 1.280-as P. lingam micéliuma szabalytalan kor alakban novekedett. A szini oldalon
a leoltasi pont koriil barnas szind, kifelé haladva sziirkésfehér das légmicélium képzodik.

Fonaki oldalan a telep szine egységes sotétbarna, csak a szegélye kivilagosodo (14. abra).
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L279 A / - Lzso\\ o
14. abra: P. lingam (L279, L.280) 28 napos tenyészete PDA téptalajon
(Fot6: Csik Adam 2021)

A Plenodomus biglobosus morfologiailag egyméshoz nagyon hasonlé telepeket képzett
(15. abra). A telepek szabalyos kor alakban ndvekedtek, szini oldalukon a micélium szine
sziirkésfehér. A micélium az atoltas helyétdl kifel¢ vilagosodik, a telep sz€lén a micélium
lazabb szerkezetli. A telepek fonakjan sotétbarna elszinezddés tapasztalhatd az atoltasi pont

koriil, majd kifelé haladva a telepek szegélye narancsos szinll a pigment képzddés miatt.

15. abra: P. biglobosus (L291, 1295, L308) 28 napos tenyészete PDA taptalajon
(Fot6: Csik Adam 2021)

4.3. Patogenitasi teszt

A mesterségesen megfertdzott cserepes repce novényeken 4 nap eltelte utdn mar a
betegségre jellemzd tiinetek jelentkeztek (16. abra). Az inokulalds pontja folotti levelek
sargulni kezdtek. A 6. napon az L280-as, L291-es, L295-6s, L308-as tenyészet micéliumaval
inokulalt ndvények lankadtak és elpusztultak. Az L279-es izolatum micéliumaval inokulalt
novény az inokulaciot kdvetd 9. napon szintén elpusztult. A repce novények szaran a fertdzési

pont koriil barna szinili szovetelhalas alakult ki.

A kontroll ndvényen az értékelés napjdig a betegségre jellemzd tiinet nem jelent meg.
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16. abra: Plenodomus izolatomokkal fert6zott repce novények az inokulalast kdovetd 6. napon

(Foto: Csik Adam 2021)

4.4. Fungicid hatéanyagok in vitro tesztelése a Plenodomus izolatumok micélium
novekedésére

4.4.1. Boszkalid

Az SDHI hatastani csoport tagjaként a boszkalid hatékonyan gatolta a vizsgalt
Plenodomus izolatumok fejlodését a mérgezett agarlemezeken (17. abra). A 10, 20, 30 mg/L-
es koncentraciokban a hatdanyag teljesen gatolta a micéliumnovekedést mind a két korokozo
esetében (18. abra). A legkisebb, 2 mg/L-es ddzisban mind a két faj tenyészetei kis mértékben
novekedésnek indultak. A kontrollhoz viszonyitva a P.lingam telepek atmérdje atlagosan 93%-

kal, a P. biglobosus telepek atmérdje pedig 92%-kal csokkent a 2 mg/L-es koncentracid

esetében.
Boszkalid
[mm]
50
40
30
20 ammy P. biglobosus
10 o p biglobosus
0 P.biglobosus
P. lingam
0 mg/L
me 2 mg/L P.lingam
10 mg/L
20 mg/L 30 mo/L
mg [Koncentracio]

m[279 mL280 mL291 =L295 mL308 [Izolatumok]

17. abra: A boszkalid hatékonysaga a Plenodomus izolatumok micélium névekedésére

a 10. napon
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Az oldoszerként alkalmazott izopropanol a legmagasabb alkalmazott dézisban (3000
ul/L) sem befolyésolta a Plenodomus izolatumok fejléddését (15. abra), Novekedés iiteme

megegyezett a kontrollal, igy a gatl6 hatéas kizarolag a boszkalid hatdanyagnak tulajdonithato.

Izopropanol Boszkalid Boszkalid Boszkalid
Kontroll max. dozis 10 mg/L 20 mg/L 30 mg/L

L279

L280

L291

L295

L308

18. abra: Plenodomus izolatumok novekedése izopropanol, ill. boszkalid tartalmi mérgezett
agarlemezeken a leoltast kovetd 8. napon

(Foto: Csik Adam 2021)

4.4.2. Fluopiram

A fluopiram (SDHI) hatékonysaga doézisonként és fajonként is kiilonbozott (19. és 20.
abra). A legmagasabb, 30 mg/L-es koncentraciéban, minden izolatum esetében fungicid hatast
figyeltiink meg. Az alacsonyabb, 20 mg/L-es dozisban a Plenodomus lingam tenyészetek
micélium ndvekedése szintén teljesen gatolt volt valamennyi izoldtumnal, azonban a P.
biglobosus fajhoz tartozo L291-es, 1L.295-0s és L.308-as izolatumok névekedésnek indultak (19.
és 20. abra). 20 mg/L-es dozis hasznalatakor a P. biglobosus atlagos telepatmérdje a kontroll
telepatmérdjének 8,2% -at érte el. A 10- és 2 mg/L-es koncentracid esetében is megfigyelhetd
a két faj kozotti kiilonbség, viszont a magasabb koncentracioktol eltérden a 10- és 2 mg/L-es
dézis hasznalatakor a P. lingam telepek micéliumndvekedése is elindult. 10 mg/L-es dézist
alkalmazva a P. lingam telepek atmérdje a kontroll 14%-4t, a P. biglobosus telepek atmérdje a

kontroll 27%-4t érte el a 10. napon. A 2 mg/L-es koncentracioban a P. lingam tenyészetek
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atlagosan 31%-o0s, a P. biglobosus tenyészetek atlagosan 46%-os telepatmérdt értek el a
kontrollhoz képest.

Fluopiram
[mm]
50 [ ]
40 ,
30
20 | : : amy P. biglobosus
10 = ﬂ A=W p piglobosus
0 aay P.biglobosus
0 L oy P. lingam
me 2 mg/L P.lingam
10 mg/L
20 mg/L

30 mg/L [Koncentracid]

mL279 mL280 mL291 mL295 mL308 [Izolatumok]

19. abra: A fluopiram hatékonysaga a Plenodomus izolatumok micélium novekedésére

a 10. napon

Metanol

Fluopiram  Fluopiram
max. dozis

Kontroll 10 mg/L 20 mg/L

Fluopiram
30 mg/L

L279

1280 [4

L291
L295

L308

20. abra: Plenodomus izolatumok ndvekedése metanol, ill. fluopiram tartalmi mérgezett
agarlemezeken a leoltast kovetd 8. napon

(Foto: Csik Adam 2021)
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A fluopiram oldoszereként hasznalt metanol a legmagasabb alkalmazott dozisban (1500
ul/L) sem befolyasolta Plenodomus izolatumok fejlédését (20. abra). A ndvekedés iiteme
megegyezett a hatéanyagot és olddszert nem tartalmazé kontrollal, igy a sorozathigitas soran

tapasztalt gatlo hatés kizarolag a fluopiram hatdéanyagnak tulajdonithato.

4.4.3. Azoxistrobin

A Qol hatastani csoportba tartozd azoxistrobin hatdéanyag az izolatumok tobbségére (az
L280-es Plenodomus lingam izoldtum kivételével) egyik vizsgalt koncentracioban sem
bizonyult gombadld hatastnak, csak gyenge fungisztatikus hatast figyeltiink meg (21. és 22.
abra).

A P. biglobosus izolatumok telepatmérdje koncentracionként szamottevOen nem
valtozott az azoxistrobin tartalmu mérgezett agarlemezeken: A telepek atmérdje atlagosan
45%-ban maradt el a kontrollhoz képest. Egyediil az L.280-as P. /ingam izolatum mutatkozott
érzékenynek a hatéanyag két magasabb dozisara. A korokozod ndvekedése 20 mg/L-es
koncentracioban 92,5%-kal, 30 mg/L koncentracidban 96%-kal maradt el a kontrollhoz képest.

A két faj koziil osszességében a P. biglobosus ellenallobbnak tlinik a hatéanyaggal
szemben, a mérgezett taptalajon a tenyészetek atlagos atmérdje nagyobb volt a P. lingam
tenyészetekéhez képest. Az olddszerként hasznalt metanol nem befolyasolta az izolatumok

novekedését a taptalajon (22. abra).

Azoxistrobin
[mm]
60
50
40 -'
30 F P .
P. biglobosus
20 ' l , 7 i
10 P. biglobosus
0 ' . P.biglobosus
P. lingam
0 mg/L
2 mg/L P.lingam
10me/L 6 me/t

30 mg/L [Koncentracio]

m1279 mL280 =mL291 =L295 mL308 [[z0]latumok]

21. abra: Az azoxistrobin hatékonysaga a Plenodomus izolatumok micélium novekedésére

a 10. napon
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Metanol Azoxistrobin Azoxistrobin Azoxistrobin
max. dozis 10 mg/L 20 mg/L 30 mg/L

y

1

Kontrol

L280

22. abra: Plenodomus izolatumok novekedése metanol, ill. azoxistrobin tartalmu mérgezett

agarlemezeken a leoltast kdvetd 8. napon

4.4.4. Piraklostrobin

A piraklostrobin (Qol) 10, 20, 30 mg/L-es koncentracioiban fungicid hatést figyeltiink
meg az Osszes Plenodomus biglobosus izoldtum esetében, valamint az L280-as P. lingam
izolatumnal is (23. és 24. abra).

Az 1.279-es P. lingam izoldtum azonban a legmagasabb (30 mg/L-es) doézist alkalmazva
is novekedésnek indult a mérgezett agarlemezek felszinén, bar a tenyészet atmérdje 94%-kal
kisebb volt a kontrollhoz viszonyitva.

A 2 mg/L-es dozis esetében a P. lingam 1zolatunok telepatmérdje atlagosan 72%-kal, a
P. biglobosus telepek atlagosan 80%-kal maradtak el a kontrollhoz képest.

Az oldoszerként alkalmazott izopropanol a legmagasabb alkalmazott dézisban (3000
ul/L) sem befolyasolta a Plenodomus izolatumok fejlédését (24. abra), igy a gatldo hatas

kizarolag a piraklostrobin hatdéanyagnak tulajdonithato.
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Piraklostrobin

] * V4 P e P. biglobosus
- — “w=p, piglobosus
P.biglobosus
y 4 4

A
& &5 & Pl

P.lingam
Omg/L  2mg/L  10mg/L 20mg/L 30mgL [Koncentracid]

70
60
50
40
30
20

m[279 mL280 mL291 ®L295 ®mL308[Izolatumok]

23. abra: A piraklostrobin hatékonysaga a Plenodomus izolatumok micélium novekedésére

a 10. napon

Izopropanol Piraklostrobin Piraklostrobin Piraklostrobin
max, dézis 10 mg/L 20 mg/L 30 mg/L

Kontroll

2o f

Laso

(BETHN |

L295

L308
24, abra: Plenodomus izolatumok ndvekedése izopropanol, ill. piraklostrobin tartalmu

mérgezett agarlemezeken a leoltast kovetd 8. napon

(Foto: Csik Adam 2021)
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4.4.5. Tebukonazol

A DMI hatéstani csoportba tartozéd tebukonazol izolatumonként és dézisonként eltérd
hatékonysagot mutatott (25. és 26. abra).

A 30 mg/L-es koncentracioban az 1.279-es és az 1.280-as P. lingam izolatum, az L.291-
es, valamint az .295-0s P. biglobosus izolatum micélium novekedését teljes mértékben gatolta
a hatéanyag. Az L308-as P. biglobosus izolatum még a legmagasabb vizsgalt
hatéanyagtartalom esetében is novekedésnek indult, bar a telep atmérdje 89,5%-kal elmaradt a
kontrollhoz képest.

A 20 mg/L-es dozis alkalmazasakor az atlagos telepatmérd kozel azonos volt, mind a
két faj tekintetében. Az izoldtumok atmérdje 92,5%-kal maradt el a kontrollhoz képest.

A 10 mg/L-es dozis alkalmazasakor a két faj kozott telepatmérdben 4% kiilonbséget
tapasztaltunk. A P. lingam tenyészetek atlagosan 81%-kal, a P. biglobosus tenyészetek
atlagosan 77%-kal maradtak el a kontrollhoz képest.

A 2 mg/L-es dozis hasznalatakor a P. /ingam izolatumok telepatmérdje atlagosan 62%-
kal, a P. biglobosus izolatumok atmérdje atlagosan 61%-kal maradt el a kontrolltol.

Az oldoszerként alkalmazott izopropanol ebben az esetben sem volt hatassal a

Plenodomus izolatumok fejlodésére (26. abra).

Tebukonazol
[mm]
60
50
40
30
0 l D o
— =4 P.biglobosus
10 M p piglobosus
0 Loy P.biglobosus
Omg/L mg/L &y r.lingam
10 mg/L pli
20 mg/L o ingam
30mg/L g oncentracio]

25. abra: A tebukonazol hatékonysaga a Plenodomus izolatumok micélium ndvekedésére

a 10. napon
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Izopropanol Tebukonazol Tebukonazol Tebukonazol
Kontroll s 10 mg/L 20 mg/L 30 mg/L

26. abra: Plenodomus izolatumok névekedése izopropanol, ill. tebukonazol tartalmu
mérgezett agarlemezeken a leoltast kdvetd 8. napon

(Foto: Csik Adam 2021)
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5. EREDMENYEK MEGVITATASA, KOVETKEZTETESEK

Mindkét Plenodomus faj egyszeriien tenyészthetd taptalajon, ahogy azt Boerema és
mtsai. (2004) emlitik tanulmanyukban. A konidiumokat PDA téptalajon szélesztve a sporak 2-
3 nap elteltével csiratomldt és hifakat fejlesztettek. Az atoltast kovetden 10-14 nap elteltével
mar jol megfigyelhetdk a jellegzetes tenyészbélyegek. A legszembetiindbb hatarozobélyeg a
pigmentképzés, ami alapjan a P. biglobosus izolatumok elkiiloniilnek a P. [lingam
tenyészetektdl. A sargasbarna szinanyagképzésrél szamos tanulméany beszamol (Boerema et
al., 2004; Hong et al., 2009; Mitrovic et al., 2016), az L.291-es, L.295-6s, L308-as izolatumok
esetében mi is megfigyeltiink sargasbarna, ill. narancssargas pigmentaciot. Ezeket az
izolatumokat a multiplex pcr eredménye alapjan is a P. biglobosus fajhoz soroltuk.

A Liu és mtsai. (2006) altal tervezett primer alapjan a két faj egyértelmiien
elkiilonithetd egymastol a PCR termék hosszisaga alapjan. Az eredeti cikkbdl tudjuk, hogy
PCR soran a P. lingam izolatumok esetén 331 bp hosszusagu, a P. biglobosus izolatumok esetén
pedig 444 bp hosszsagu szakasz keletkezik. A gélelektroforézis alapjan a termék pontos
hosszusaga természetesen nem hatarozhatdé meg, de ez az azonositast nem befolyasolja.

A patogenitasi tesztet sikeresen elvégeztiik, bizonyitva a kérokozok megbetegitd
képességét. Néhany éve, az uj nemzetkozi iranyvonal szerint a megbetegito képességet csak €16
novényeket fertdzve lehet értékelni, a levalasztott ndvényi részek (pl. levelek) fert6zését a
kutatasok kozlése soran mar nem fogadjak el. Ezért repce ndvényeket neveltem a patogenitas
igazolasahoz, melyeket 3-6 leveles korban fertdztiink. A megfertézott repce ndévények
mortalitdsa 100%-o0s az inokulalast kdvetd 9 napon beliil. A steril taptalajjal fertézott kontroll
ndvényen a vizsgalat napjaig nem jelentkeztek tiinetek.

A hatéanyagok teszteléséhez 2 db P. lingam és 3 db P. biglobosus izolatumot
valasztottunk ki. A P. biglobosus kérokozot 2018-ban izolaltak eldszor hazdnkban (Bagi és
mtsai., 2020). A vizsgalatunk soran megallapitott fungicid hatékonysagi eredmények a
Plenodomus biglobosus korokoz6 kapcsan az els6 hazankban. Vizsgalatunkhoz a NEBIH altal
is hasznalt és elfogadott mérgezett agarlemez vizsgalati médszert hasznaltuk (Internet 3.).
Aponyiné és mtsai (2004) szerint ez a modszer alkalmas a fungicid micélium ndvekedést,
konidium csirazast befolydsolo hatasanak elbiralasara: un. elsd, szkrining vizsgalatra és in vitro
tenyészthetd korokozok fungicid érzékenységi (rezisztencia) szintjének elbiralasara. A modszer
alapja, hogy a vizsgdlandd készitménnyel Un. mérgezett agar-lemezt készitiink, és azon
értékeljiik a micélium novekedést, konidium csirazast. Szerettiik volna a konidiumok

csirazésara is tesztelni a fungicid hatéanyagokat, azonban a két Plenodomus faj nagyon ritkan
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sporuldl taptalajon. A kivalasztott 5 izolatum esetében nem figyeltiink meg piknidiumokat sem
a fiatal, sem az iddsebb tenyészetekben. Konzulensem Bagi Bianka doktori kutatomunkéja
sordn tobb, mint 300 alkalommal izolalt Plenodomus fajt repce ndvényrdl, koziiliik azonban
csak 5-6 izolatum esetében figyelt meg piknidium képzddést a taptalajon (Bagi, 2021 szébeli
kozlés). Mitrovic és munkatarsainak (2016) is azt emlitik, hogy csak egyes izolatumok esetén
képzddnek a tenyészetekben ivartalan szaporitoképletek, ennek okéarol azonban nem tesznek
emlitést. Ezért a hatéanyagok gatlo hatasat, csak a micélium novekedésére teszteltiik.

Vizsgalataink sordan nem forgalomban 1év0 ndévényvédd szerekkel, hanem tiszta
hatoanyagokkal dolgoztunk. Ennek oka, hogy ugyanaz a hatéanyag szamos engedélyezett
készitményben eléfordul, legtobbszor mas hatdéanyaggal kombindcidban, egyéb adjuvansok és
adalékanyagok mellett. [gy nem lehetett volna a hatéanyagokrél valés képet alkotni.

A legkiegyenlitettebb hatdssal a boszkalid rendelkezett: 10 mg/L hatéanyag tartalomig
fungicid hatéassal birt, valamennyi izolatum esetében. A 2 mg/L-es dozis esetén az izolatumok
mar novekedésnek indultak. A boszkalid hatdéanyag megtaldlhatdé kombinacidoban a
PictorActive, és az Efilor, vagy dnmagéaban a Cantus nevii készitményben.

A fluopiram fungicid hatdsahoz magasabb hatdanyag koncentracid sziikséges (20 mg/L-
es ¢és a 30 mg/L dozis kozott). Azonban a korokozok koziil a P. lingam érzékenyebb a
hatéanyagra mint a P. biglobosus.

A piraklostrobin fungicid hatast koncentracidja a boszkalidhoz hasonloan a 2 mg/L-es
¢s a 10 mg/L-es dozis kozott talalhato, de az egyik Plenodomus izolatum (L279-es P. lingam)
a vizsgalt legmagasabb koncentracidban is ndvekedésnek indult. Ez eldrevetiti azt, hogy a hazai
populdcidban vélhetden lesznek olyan populaciok, amelyek ellenallosdggal rendelkeznek a
hatéanyaggal szemben.

A strobilurin hatéanyagok kapcsan magas a rezisztencia kialakulasanak kockazata
(Internet 10.), ahogy szdmos mas korokozo6 kapcsan (Erysiphe necator, Venturia inaequalis)
hazénkban is ismert a rezisztencia kialakulasa a Qol hatéanyag csoporttal szemben. Erdekes a
szintén ebbe a hatéanyagcsoportba tartozé azoxistrobin gyenge hatékonysaga vizsgalataink
soran. A hatéanyagok hatdsmechanizmusa nagyon hasonlo, ezért a FRAC szerint a
keresztrezisztencia kialakulasdnak kockézata nagy a strobilurin tipusu vegyiileteknél (Internet
10.), ez azonban eredményeinkbdl nem latszik. Az azoxistrobin a piraklostrobinnal ellentétben
a vizsgalt legmagasabb ddzisban (30 mg/L) sem gatolta az izolatumok ndvekedését (kivéve az
L280-as P. lingam izolatumot). A tebukonazol hatéanyag fungicid hatasat a 20 és 30 mg/L-es
dozis kozott lehet pontosan megallapitani. Azonban volt olyan P. biglobosus izolatum (L308)

ami a 30mg/L-es doézisnak is ellenallt. Fennall a veszélye a rezisztens populaciok
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kialakulasanak ennél a hatdoanyagnal is, de 0sszességében elmondhato, hogy jelenleg hatékony

a szer mind a két korokozodval szemben.
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6. OSSZEFOGLALAS

Az 0Oszi kaposztarepce termesztésekor a plenodémuszos betegség jelentds gazdasagi
kart okoz a repcetermesztoknek.

A megbetegedést két, egymassal kozeli rokonsagban 4ll6 kérokozo idézi eld: a
Plenodomus lingam és a Plenodomus biglobosus. A P. lingam hazai jelenléte és kartétele mar
évtizedek Ota ismert, a P. biglobosus-t azonban csak néhany éve mutattdk ki a hazai
repcetablakon. A P. biglobosus gomba esetében semmiféle hazai ismeret nem allt rendelkezésre
a novényvédo szerek hatékonysagaval kapcsolatban, viszont a kiilfoldi tanulmanyok arrol
szamolnak be, hogy a két faj bioldgidja kissé eltérd, és a fungicidek kiilonb6z6 hatékonysaggal
miikddnek a korokozok ellen.

Kutatdsom soran beteg novényi részeket gylijtottiink, ezekbdl allitottuk eld a kérokozok
tiszta tenyészetét. A két korokozot morfologiailag nehéz megkiilonbdzteni, pontos azonositas
csak molekuldris moédszerek alkalmazasaval lehetséges. Vizsgalataink sordn specifikus piremer
szettel multiplex per tesztet végeztiink és megallipitottuk pontosan melyik kérokozo fertdzte
meg a repce ndvényeket.

A koérokozok fungicidekkel szembeni érzékenységét mérgezett agarlemezes modszerrel
vizsgaltuk. Tiszta hatéanyagokkal dolgoztunk: boszkalid (SDHI), fluopiram (SDHI),
azoxistrobin (Qol), piraklostrobin (Qol) és tebukonazol (DMI), hogy egyéb adjuvans ne
befolyasolja az eredményeket. A hatdéanyagokat 2, 10, 20 és 30 mg/L koncentracioban kevertiik
a PDA taptalajhoz. Eredményeinket a hat6anyagot nem tartalmazo6 kontrollal, valamint az
oldoszert tartalmazd kontrollal hasonlitottuk 6ssze. Eredményeink alapjan ugy tiinik, hogy a
két faj bizonyos hatéanyagokra eltéréen reagdl, valamint az izolatumok kozott is vannak
kiilonbségek, ami a hazai populdcidkban a rezisztencia kialakuldsdnak kockazatat vetiti eldre.

Természetesen sokkal teljesebb képet kaphattunk volna, ha tobb izoldtummal és
nagyobb ismétlésszammal dolgozunk. Magasabb ismétlésszam esetén megbizhato statisztika is
illeszthetd lett volna az eredményekre. Tiszta hatéanyaggal végezni a vizsgalatokat azonban
nagyon koltséges: ennek a néhany izolatumnak a tesztelése is tobb szdzezer forintba keriilt.
Ennek ellenére azt gondolom, hogy az eredmények gyakorlati szempontbdl is értékesek, mert
meghatarozhat6 beldliik, hogy az egyes hatéanyagoknal melyek azok a koncentraciok, amelyek
altalaban teljes gatlast okoznak és melyek azok, amiken mar vélhetden elindul a korokozok

fejlddése, igy a késdbbi vizsgalatok ezekre az értékekre optimalizalva allithatok be.
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