Doktori (PhD) értekezés

Bagi Bianka
Budapest
2023



NMIA\ I =

MAGYAR AGRAR- ES
ELETTUDOMANYI EGYETEM

MAGYAR AGRAR- ES ELETTUDOMANYI EGYETEM

A repce plenoddmuszos betegségét okozo hazai korokozok

jellemzése

DOI: 10.54598/003780

Bagi Bianka
Budapest
2023


https://doi.org/10.54598/003780

A doktori iskola

megnevezése: Kertészettudomanyi Doktori Iskola
tudomanyaga: Novénytermesztési €s kertészeti tudomanyok
vezetdje: Zamboriné dr. Németh Eva

egyetemi tanar, DSc
Magyar Agrar- és Elettudomanyi Egyetem
Kertészettudomanyi Intézet

Gyodgy- és Aromanovények Tanszék

Témavezetok: Dr. Petroczy Marietta
egyetemi docens, PhD
Magyar Agrar- és Elettudomanyi Egyetem
Novényvédelmi Intézet

Novénykortani Tanszék

Dr. Palkovics Laszlo

egyetemi tanar, DSc

Széchenyi Istvan Egyetem

Albert Kdzmér Mosonmagyarovari Kar

Novénytudomanyi Tanszék

Az iskolavezetd Jovahagydsa

A témavezetOk jovahagyasa



1.

2.

TARTALOMJEGYZEK

BEVEZETES ..ottt 8
TRODALMI ATTEKINTES .....couiiimiiiiieiineiseisesiesssssss s ssssssss s ssssssssssssenens 10
2.1.  Arepce jelentdsége €s termesztésének helyzete.........ooovvvviiiiiiiiiiiiiiici, 10
2.2 A repce plenodomuszos betegsege €s KOTOKOZOT ......oovuvvviiiiiiiiiiiiiiiiii e 11
2.2.1. A korokozok rendszertana €s €lNEVEZESEI ........uvrveeiiiiiiieiieieese e 12
2.2.2. A KOToKOZOK elKUIONIEESE. ......eeveiiiieiiiieiee e 12
2.3. A korokozok foldrajzi elterjedése €s jelentOSEglk .......ccovvvvviiviiiiiiiiiiicie e 13
2.4. A korokozok altal eldidézett tnetek .........cveiviiiiiiiiiiie e 15
2.5. A koérokozok morfoldgiai €s teny€SZbEIYEEET ..ouvveuriiiieiiiiiic e 15
2.6. A korokozok azonositdsa molekularis médszerekkel fajszinten ............coeovvevviiininnnnn 17
2.7. A P.lingam és a P. biglobosus genetikai valtozEKONYSAga..........cccovevververvenirenininienn 18
2.8, A KOTOKOZOK DIOIOZIAJA ....veevviieeieieii s 20
2.8.1. A KOrokozok €letmOd]a ........ccoiviiuiiiiiiiiiiiie e 20
2.8.2. A korokozok paroSodasi tPUSAL ........ccveeverireiieiisieieeie e 21
2.9. A korokozok elleni védekezés IehetOSEZEI ........verviiviiiiiiiiiiicie e 22
2.9.1. A korokozok elleni reziSztencianemeSites ..........ovvereeiririeiieiiinreseese e 22
2.9.1.  Agrotechnikai VEAeKeZES..........cooiiiiiiiiiiiii 24
2.9.2.  KeMIal VEACKEZES ......ccuiiiiiiiiieiiiieitie sttt ne e 25
2.9.3.  Bi0logial VEAEKEZES.........cciiiiiiiiiiiii 28
ANYAG ES MODSZER.......ccoooooiiiriiiiniiieeiesesieseissss s 30
3.1, AVizsgalat helye €S 1dJE . ..ovueviiiriiiieiiiiiieiei it 30
3.2, A VIZSAlAt ANYAZA ...c.viiiiiiiiiiiiie e 30
3.2.1.  NOVENYek €S 1ZOIAUMOK .......ooiviiiiiiiiiiieiccie e 30
3.2.2.  INAItOSZEKVENCIAK ... ..iiuiiiiiiiiiie ittt nee s 32
3.2.3. Taptalaj, vegyszerek, enzim, Kit..........ccocovriiiiiiiiiiiiiiieiic e 37
3.2.4.  Fungicid hatOanyagok ..........cccccueiuiiiiiiieiiiie e 38
3.2.5.  ESZKOZOK .vveiiiiiitie sttt ettt et ra e re e 38



4.

3.3, A VIZSZAlat MOASZETEC ... .vei it 38

3.3.1. A ndvényi részek gyljtése €S tArolasa........ccoovveriiiiiieiiiiiiiieeee e 38
3.3.2. A korokozok izoléaldsa taptalajon, a tenyészetek fenntartdsa ..........cccoovveveiveiinnnne 39
3.3.3.  Morfologiai és tenyészbélyegek jellemzése €s értékelése. .......ooovmnirninnninninnnnns 40
3.3.4.  PatOgenitASi tESZE.....ecueiiiiiiiiieitiet et 41
3.3.5. Az izolatumok molekularis VIizSZAlatai ..........cccocvrviiiiiiiiciie 41
3.3.6. A fungicid hatdanyagok tesztelése a kdrokozok micéliumanak novekedésére....... 46
3.3.7. A vizsgalatok soran alkalmazott statisztikai modszerek ..........coocevveriiiiiiiniienninnns 48
EREDMENYEK ...ttt 49
4.1 A Plenodomus-fajok el6fordulasa 6szi KAPOSZtarepCen .........ccevvvrvreeverienieiienesiesienneans 49
4.1.1. A KOrokozok elterjedtSEZe. .....uumiuiiiiiiiiiiii et 49
4.2. Plenodomus-fajok okozta tiinetek 0szi KAPOSZLATEPCEN .....ovvrverviiiierieieieie e 50
4.2.1. Plenodomus-fajok morfologiai- és teny€észbelyegei .....oovviririiniiniiiiiiienisienineanens 51
4.3, PatOZENILAST tESZLE ..eouveeiiiiiiieitie ettt ettt ettt ettt e b e b e e b e n e nnn e e neennnas 57
4.4. Plenodomus izolatumok molekularis vizsgalata...........cccoveririniiiiieieiee e 58
4.4.1. Plenodomus izolatumok fajszintli elKGIONILESE ......c.verververiiriiiiiiiiieece e 58
4.4.2. Plenodomus lingam parosodasi tipusainak vizsgalata ............ccccceeerereniieninnnnnns 60
4.4.3. Plenodomus izolatumok AvrLm4 génjének vizsgalata.........c.ccoovvvviieneniiennnnnnnns 61
4.4.4. Plenodomus izolatumok 18S-28S szakaszanak vizsgalata............cceceverireninnnnns 61
4.45. Plenodomus izolatumok LSU régidjanak vizsgalata............ccocvvvvviveiienencieninnnnnns 62
4.4.6. Plenodomus izolatumok tub2 génjének vizsgalata............cooevvrvriiiiinencienininns 62
4.4.7. Plenodomus izolatumok rpb2 régidjanak vizsgalata............ccoceevveiviiieriniiininnnnns 63
4.4.8. Plenodomus izolatumok actl génjének vizsgalata..........c.coovviviieiiiiininiienininns 63
4.5.  Filogenetikai analiZis .........cccceiiiiiiiiiiii e 64
45.1. Filogenetikai torzsfa az ITS1-5,8S-1TS2 régid alapjan.........cccccevvviiiiiiiiiiiiennne 64
45.2. A kétkorokozo filogenetikai analizise ,,multilocus”-os torzsfa alapjan................. 66
4.5.3. Filogenetikai torzsfa az actl gén egy szakasza alapjan ............ccccvveiiiviiiiiiiiiennne 68



4.6. Fungicid hatéanyagok in vitro tesztelése a Plenodomus izolatumok micéliumanak

NOVEKEAESEIEC ...ttt et e e et e e e s et e e e e e ab e e e e e sabaeeeesaabeeeeeaasbeeeessbeneeeanns 70
4.6.1. BOSZKAIIA.......cciiiii et 70
4.6.2.  FIUOPITAM oottt bbb 71
4.6.3.  AZOXISIIODIN ....oeiiii e e 73
4.6.4.  PiraKIOStrODIN ...c.ooiieiic e 75
4.6.5.  TEDUKONAZOL ......coe ittt e 76
4.7.  Uj tudomanyos eredmMENYEK ..........coovevrvrrriieeeiisiiesesseesiessess s esesess s tesesessesesessensesenes 78
KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK ......cocvuiiuiiieieeiereiete s eseesee e, 79
OSSZEFOGLALAS ...ttt 87
SUMMAOARY ..ottt st 89
MELLEKLETEK .......coouiiiiiiieiieiess ettt sse sttt asse s 91
KOSZONETNYILVANITAS ..ottt 142



2-ME

actl

Avr

BLAST

CTAB

CYP51

ddPCR

DMI

DNS

EDTA

ENA

FRAC

ITS

LAMP

LSU

MANOVA

MAT

M

mM

Roviditések jegyzéke
2-merkapto-etanol
aktin 1 gén
avirulencia gén
Brassica
Basic Local Alignment Search Tool
bazispar
cetil-trimetil-ammonium-bromid
14-demetilaz enzim

droplet digital polymerase chain reaction, csepp digitalis polimeraz

lancreakcio

demethylase inhibitor, demetilaz inhibitor

dezoxiribonukleinsav

etilén-diamin-tetraecetsav

European Nucleotide Archive, Europai Nukleotid Archivum

Fungicide Resistance Action Committee, Fungicid-rezisztencia Bizottsag
Internal Transcribed Spacer

Leptosphaeria

loop-mediated isothermal amplification, hurok altal kozvetitett izotermikus

amplifikacio

large subunit, nagy alegység

Multivariate analysis of variance, tobbvaltozos varianciaanalizis
mating-type, parosodasi tipus

mol

millimol



NaCl

NCBI

PCR
PDA
Qol

QTL

RIm

RAPD

rDNS

RFLP

rpb2

SBI
SDHI
SSU

tub2

natrium-klorid

National Center for Biotechnology Information

a hiba valosziniisége

Plenodomus

Polymerase Chain Reaction, polimeraz lancreakcio

potato dextrose agar, burgonya-dextrox agar

quinone outside inhibitor, kiilsé kinon gatl6 inhibitor

Quantitative Trait Loci, kvantitativ tulajdonsdgokat meghatarozo6 16kuszok

resistance to Leptosphaeria maculans, rassz-specifikus rezisztenciaért

felelos gén

Random amplification of polymorphic DNA, véletlenszertien amplifikalt

polimorf DNS
riboszomalis RNS-t kddolo sejtmagi dezoxiribonukleinsav

Restriction Fragment Length Polymorphism, restrikcidos fragment

hossztsag polimorfizmus

RNA polymerase 11 second largest subunit, RNS polimeraz I masodik nagy

alegysége

sterol biosynthesis inhibitor, szterol bioszintézis inhibitor

succinate dehydrogenase inhibitor, szukcinat dehidrogenaz inhibitor
small subunit, kis alegység

B-tubulin-2 gén



1. BEVEZETES

A repce (Brassica napus L.) vilagszerte az egyik legfébb olajnovény, melyet jelentds
teriileten termesztenek (Brachaczek és mtsai., 2021). Az 1980-as évektdl a fébb repcetermesztd
régiokban — ugy, mint Kanadaban, Eurépaban, Kindban, Indidban, valamint Ausztralidban —
a nagy hozamu hibridek bevezetése az élelmiszeripar €s a takarmanyozas piacan a repcemag
eldallitasanak fokozatos novekedését eredményezte. Az 1990-es évektdl azonban Eurdpaban ¢€s
Ausztraliaban a termésmennyiség atlagos novekedési ratdja hanyatlani kezdett. Ebben az idében a
biotikus tényezdkkel szembeni védelem nem volt megfeleld, emellett a repce magas erukasav és
gliikozinolat szinttel rendelkezett, amely mind élelmiszeripari, mind takarmanyozési szempontbol
kedvezotlen volt (Allender és King, 2010; Zheng és mtsai., 2020).

A nemesités soran ugyan optimalizaltak az erukasav és a gliikozinolat szintjét, azonban
ennek kovetkezményeképp csokkent a novények ellenallosaga a korokozokkal, tobbek kozott a
plenodomuszos betegség korokozodival szemben is. Az ellenalloképesség csokkenése miatt
gyakoribba valt a korokozok eléfordulasa, egyre nagyobb karokat okoztak a repcetermesztok
szamara (Kightley és mtsai., 2012). Egyes feljegyzések szerint a plenodomuszos betegség
korokozoi vilagszerte jelentds gazdasagi kart, évente tobb, mint 900 millié dollar veszteséget
jelentenek (Fitt és mtsai., 2008).

A betegségért felelds két korokozo — a Plenodomus lingam és a Plenodomus biglobosus —
egylittes jelenlétét ezidaig szamos eurdpai orszagban igazoltak. Magyarorszagon a P. lingam-ot
eldszor 2006-ban irtak le (Magyar és mtsai., 2006; Szlavik és mtsai., 2006). Szerbiaban, Rimski
Sandevi kozelében gytijtott repcemintdkbol 2016-ban Mitrovié és mitsai. izolaltdk a
P. biglobosus-t. A 2018-ban gyiijtott mintainkbol néhany esetben azonositottuk a korokozot,

amelynek jelenléte Magyarorszagon korabban ismeretlen volt (Bagi és mtsai., 2020).

Vizsgalataink soran célkitiizéseink az alabbiak voltak:

- A plenodomuszos betegség korokozoi elterjedtségének feltérképezése hazankban;

- A Plenodomus izolatumok fajszintli azonositasa és jellemzése morfologiai, valamint
tenyészbélyegek alapjan;

- A Plenodomus-fajok megbizhat6 azonositasa molekularis modszerrel,

- A Plenodomus izolatumok kiilonbdzé genomi régiodi (teljes ITS régio, az LSU, a B-tubulin-2
gén, az rpb2 régio, valamint az actl gén egy szakasza) nukleotid szekvencidjanak egyiittes
elemzésével a hazai populacio valtozékonysaganak feltérképezése, az izolatumok filogenetikai

rokonsaganak feltarasa;



Egyéb genomi régidk (avirulencia gén, parosodasi tipusokat meghataroz6é gén) molekularis
vizsgalata,
AP. lingam és a P. biglobosus izolatumok fungicid hatéanyagokkal szembeni érzékenységének

in vitro vizsgalata sorozathigitasos, mérgezett agarlemezes modszerrel.



2. IRODALMI ATTEKINTES
2.1. Arepce jelentdsége €s termesztésének helyzete

A repce (Brassica napus L.) napjainkban a vilag legfontosabb szant6foldi kultarnévényei
kozé tartozik (Al-Shehbaz és mtsai., 2006). Olajban gazdag magjaibdl étolajat (Matthdus és Briihl,
2003), biodizelt (Raymer, 2002) és a kér6dzok, valamint a baromfik szamara j6 mindségii
takarmanyt allitanak el6 (Fenwick, 1982; Salem és Nefzaoui, 2003).

A telitett zsirsavak viszonylag alacsony, valamint a telitetlen zsirsavak magas szintjének
koszonhetéen a repceolaj emberi fogyasztasra alkalmas (Lin és mtsai., 2013), felhasznalasa az
utobbi idében Europa-szerte (Carré és Pouzet, 2014), valamint globalisan is novekedett
(Internetl). A telitetlen zsirsavakban gazdag étrend szamos jotékony hatassal rendelkezik,
csokkenti a koleszterinszintet, emellett pedig ndveli a sziv- €s érrendszer védelmét (Lin és mtsai.,
2013). Ezenkiviil a repceolaj mas hasznos OsszetevOket is tartalmaz, mint példaul szterolokat,
karotinoidokat, K-vitamint és tokoferolt (Jakobsen és mtsai., 2015). A biodizel el6allitasat tekintve
az Europai Unid a vilagban jelentOs szerepet tolt be, megkozelitoleg a globalis termelés 60%-at
biztositja (Thamsiriroj és Murphy, 2010; Borawski és mtsai., 2019). A tagorszagaiban ezen
lizemanyag eldallitasdnak f6 nyersanyaga a repce, amelybdl eldallitott termék a lehetséges
forrasokhoz képest a legjobb mindségi tulajdonsagokkal rendelkezik (Internet2). A biodizel
eldallitasa soran keletkezd melléktermékbdl repcepogacsat készitenek, amelyet allati takarmany
alapanyagaként hasznalnak fel, ugyanis nagy mennyiségii energiat, valamint értékes tapanyagokat
biztosit az allatok szamara (Jakobsen és mtsai., 2015).

A repce 6szi tipusat (6szi kaposztarepcét) foként Eurdpaban és Kina egyes részein, mig a
tavaszi tipusat Kanadaban, Eszak-Eurépaban és Kinaban termesztik. Ausztralidban és az Egyesiilt
Allamok délkeleti részén, ahol a telek enyhék, a tavaszi tipusa atteleltethetd (Raymer, 2002).

A nagy hozamu hibridek bevezetésének és elterjesztésének koszonhetden a repce atlagos
termésmennyisége 1981-t61 novekedésnek indult (Zheng és mtsai.,, 2020). Az elérhetd
termésmennyiség tovabbfejlesztésével és a repcemag erukasav, valamint gliikozinolat tartalmanak
csOkkentésével ebben az iddben az élelmiszeriparban és az allati takarmanyozasban is 0j piacok
nyiltak a repce szamara (Dimov és Mdllers, 2010). A kedvezdbb tulajdonsagok jelentdsen novelték
a repce jovedelmezdségét, valamint ennek kdszonhetden a termdteriiletét is. 1990-tdl azonban
Németorszagban, Franciaorszagban, az Egyesiilt Kirdlysagban ¢és Ausztralidban az atlagos
termoteriiletek évenkénti novekedési aranya csokkenni kezdett, amelynek hatterében tobb

befolyasold tényezo is allt (Zheng és mtsai., 2020).
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Ahogy a XX. szazad végén, tigy az utobbi években is a repce atlagos termésmennyiségének
instabilitasa figyelheté meg tobbek kozott Eurdpaban is (Brown és mtsai., 2019). A varhato
termésmennyiség mas szant6foldi ndvényekhez képest kevésbé kiszamithatd (Berry és Spink,
2006; Rondanini és mtsai., 2012; Zheng és mtsai., 2020). A kiszamithatatlansag aggodalomra adott
okot a repcetermesztok korében, emiatt a repce termoteriilete az utdbbi idében a korabbi
teriiletmérethez képest csokkent (Arthey, 2020).

Manapsag a klimavaltozasnak koszonhetden az abiotikus stresszfaktorok koziil a magas
hémérséklet, kiilonosen a levél- és termésképzés idészakaban (Weymann és mtsai., 2015),
valamint a viragzas utani kevés csapadék (Champolivier és Merrien, 1996) negativ hatassal van a
betakarithatd termésmennyiségre. Mindemellett a novényvédelemben is szamos nehezitd tényezd
akadalyozza a kivant termésmennyiség elérését.

A korokozokat figyelembe véve jelentds azok széleskorli elterjedése, a novényi
rezisztencia attorésére képes populaciok megjelenése (Fu és mtsai., 2020), illetve a
fungicid-rezisztens populaciok szelektalodasa (Van de Wouw és mtsai., 2018b). A kérokozokhoz
hasonldan a kartevok elterjedése is szadmottevd, valamint fokozodik a kulcsfontossagu
rovarkartevok inszekticidekkel szembeni rezisztenciaja is (Slater és mtsai., 2011; Andert és mtsai.,
2021). Ugyancsak meghataroz6 az Eurdpai Unidban a korabban alkalmazott neonikotinoidok
repce vetdmagok csavazasanak céljabol torténd hasznalatanak betiltdsa 2013. decemberétdl
(Noleppa, 2017). A neonikotinoid hatéanyagokkal torténd csavazas nemcsak a rovarkartételre,
hanem azon ndvénypatogén virusok terjedésére is hatassal volt, amelyek rovarok altal terjednek,
igy a virusok is egyre nagyobb kihivast jelentenek a repce ndvényvédelmében. A repcét
megfert6z6 Turnip yellows virus (TuY'V) vektora a repcét is karositd észibarack-levéltetli (Myzus
persicae). Egyes megfigyelések szerint a Turnip yellows virus-nak is jelentds szerepe van abban,
hogy a repce nem képes elérni a potencialis termésmennyiségének maximumat (Stevens és mtsai.,
2008).

A kedvezd jovedelmezdség €s a gabonaalapu vetésforgd alkalmazasdban bet6ltott fontos
szerepe miatt a repcetermesztés azonban a nehézségek ellenére is nagy népszeriiségnek 6rvend

(Dawidziuk és mtsai., 2012).
2.2 Arepce plenodomuszos betegsége és korokozoi

Az 6szi kaposztarepce betegségei kozott vilagszerte jelentds a plenodomuszos betegség,
amely a repce fomas levélfoltossdga és szarrdkjaként, a repce fomas gyokérnyak- ¢és
szarrothadasaként, illetve feketelabusagaként (Rouxel és Balesdent, 2005; Abraham és mtsai.,

2011), a repce fomas- (Varga, 2014), valamint leptoszférias betegségeként (Keszthelyi és
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Kazinczi, 2014) is ismert. A betegséget két korokozo a Plenodomus lingam (Tode) Hohn. és a
Plenodomus biglobosus (Shoemaker & H. Brun) Gruyter, Aveskamp & Verkley okozza
(Brachaczek és mtsai., 2021; Internet3).

2.2.1. A korokozok rendszertana és elnevezései

A régebbi megfigyelésekkel ellentétben a betegséget nem egy korokozo (Smith €s Sutton,
1964) és nem is egy fajkomplex (Balesdent és mtsai., 1998), hanem két, egymassal kozeli
rokonsagban 1év6 korokozo, a P. lingam és a P. biglobosus okozza (Dilmaghani és mtsai., 2009).
Rendszertanilag az Ascomycota térzsbe, a Pezizomycotina altorzsbe, a Dothideomycetes osztalyba,
a Pleosporomycetidae alosztalyba, a Pleosporales rendbe és a Leptosphaeriaceae csaladba
tartoznak (Internet3). Ezeket a korokozokat korabban a Leptosphaeria nemzetségbe soroltak,
azonban egyes vizsgalatok alapjan manapsag a Plenodomus nemzetségbe tartoznak (de Gruyter és
mtsai., 2012; Wijayawardene és mtsai., 2014). A nemzetség neve egyben a korokozok legitim
nevét is képezi. Ez az elnevezés azonban altalanosan még nem terjedt el (Zamanmirabadi és mtsai.,
2022).

A ndvénypatogén gombak taxondmidjara korabban jellemzd volt, hogy a kérokozok
teleomorf (ivaros) és anamorf (ivartalan) alakjat a megjelenésiik alapjan kiilon névvel illették
(Crous, 2005). A dezoxiribonukleinsav (DNS) szekvenalasi technologiak elterjedésével,
a korokozok 6rokitd anyagadnak megismerésével azonban az utobbi idOben az ,,egy gomba egy
név” alapjan torténé azonositasa valt elfogadotta (Wingfield és mtsai., 2012). A fellelhetd
szakirodalomban szamtalanszor talalkozhatunk a régebbi elnevezésekkel. A P. lingam-ot a kettds
nevezéktan szerint a teleomorf alak alapjan Leptosphaeria maculans Ces. & De Not., anamorf alak
alapjan Phoma lingam (Tode) Desm. (Rouxel és Balesdent, 2005), mig a P. biglobosus-t teleomorf
alak alapjan Leptosphaeria biglobosa Shoemaker & H. Brun, anamorf alak alapjan Plenodomus

biglobosus (Shoemaker & H. Brun) Gruyter elnevezéssel illették (Shoemaker és Brun, 2001).

2.2.2. A korokozok elkiilonitése

2001-ig a P. lingam és a P. biglobosus korokozokat egy fajnak tekintették annak ellenére,
hogy korabban szamos kutatast végeztek a P. lingam izolatumok elkiilonitésére vonatkozoan.
Az egyik, elkiilonitésre alkalmazott modszer az izolatumok eltérd virulenciajan alapult (Badawy
¢s mtsai., 1991), majd az izolatumok OrokitGanyaganak restrikciés fragment hosszsag
polimorfizmus (RFLP, restriction fragment length polymorphism) mintdzatanak analizisét is
elvégezték (Koch és mtsai., 1991). Balesdent és mtsai. (1992) a kés6bbiekben az izolatumok

fitotoxin-termelését is megfigyelték. Vizsgalatuk soran a fitotoxint nem termeld izolatumokat
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Tox?, mig a fitotoxint termelSket Tox™ jeloléssel lattak el. Williams és Fitt (1999) kutatasuk soran
tobb tulajdonsag esetében is kiillonbséget figyeltek meg a kevésbé virulens (B csoport) és az
agresszivebb (A csoport) izolatumok kozott. Vizsgaltak a csiratomldé novekedési iitemét in vitro,
a pigmentek termelddését folyékony kozegben, valamint vizsgéaltak a pigmentek hidnyat,
a kiilonb6z6 vonalak sirodezmin termelését, a fehérjékben megjelend kiilonbségeket, az azonos
kémiai reakciot katalizalo, de szekvencidjukban eltérd izoenzimek felépitését és az
elektroforetikus kariotipusokat, valamint a nukleinsavban megfigyelhetd kiilonbségeket.

Az izolatumok kozotti kiilonbségek alapjan 2001-ben, a kevésbé agressziv, fitotoxint nem
termel6 izolatumokat 0j fajként, Plenodomus biglobosus-ként kiilonitették el (Shoemaker és Brun,
2001; Kuusk és mtsai., 2002).

2.3. A korokozok foldrajzi elterjedése és jelentdségiik

A P. lingam ¢és a P. biglobosus fajok az USA-ban (Henderson, 1918), Kanadaban (Gugel
¢és Petrie, 1992), Afrikaban (Fitt és mtsai., 2006b), Ausztraliaban (Sivasithamparam és mtsai.,
2005), valamint Eurdpa-szerte (West és mtsai., 2001) oriasi karokat okoznak. A kartétel mértéke
kontinensenként eltérd, amelynek okai a kérokozok populacio-Osszetételében, a termesztett repce
tipusokban (tavaszi/6szi), fajtakban és hibridekben, a kontinensek uralkod6 klimatikus
viszonyaiban, valamint a szant6f6ldon alkalmazott termesztéstechnologiai modszerekben (West
¢és mtsai., 2001) keresendok.

Eurdpéaban, Kanadéban és Ausztralidban, ahol mindkét korokozd bizonyitottan jelen van,
5-t6l 50%-ig terjedd termésveszteséget képesek eredményezni (Hall és mtsai., 1993; Barbetti €s
Khangura, 1999; Zhou és mtsai., 1999). A korokozok egyre novekvé jelentésége, valamint a
klimavaltozas kozotti Osszefiiggést tobb megfigyelés is aldtdmasztja. Az altaluk kialakitott
jarvanyok az utobbi idében a legsulyosabb veszteséget Ausztralia és Franciaorszag mediterran
klimaju teriiletein okoztak (Fitt és mtsai., 2006a). Evans és mtsai. (2008), valamint Butterworth és
mtsai. (2010) Angliaban, Wales-ben, valamint Skociaban végzett tanulmanya alapjan a novekvo
homeérséklet 50%-os terméscsokkenést eredményezhet. A ndvekvd homérséklet hatisara a
korokozok egyre jelentdsebb kart fognak okozni az északi, skot teriileteken is. Egyes teriileteken
epidémiaként akar 90%-os kart is okozhatnak, azonban megfeleld névényvédelem mellett az
altaluk eldidézett terméskiesés 10% ala csokkenthetd (Sprague és mtsai., 2006; Van de Wouw ¢€s
mtsai., 2016; Van de Wouw és mtsai., 2018Db).

A két kérokozo egyiittes jelenlétét korabban mar Eurdpa szamos orszagaban — beleértve
Lengyelorszagot (Kaczmarek és Jedryczka, 2011), Litvaniat (Brazauskiené és mtsai., 2011),
Csehorszagot (Mazakova és mtsai., 2017), Szlovakiat (Jedryczka és mtsai., 2000) — megfigyelték.
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A P. lingam-ot Romaniaban 1964-ben, Szerbidban 1997-ben izolaltak el6szor (Mitrovic, 1997).
A P. biglobosus jelenlétét Szerbiaban 2016-ban, 2010-ben gyttt repcemintakbol izolalva
mutattak ki (Mitrovi¢ és mtsai., 2016).

1996 6szén az Orszadgos MezOgazdasagi Mindsitd Intézet Novénykortani Osztalyanak
Magkortani Csoportja P. lingam-mal fert6zott vetémagokat figyelt meg az 6szi kaposztarepce
vetOmagtételek  vizsgédlata soran. Ezeket a vetdmagtételeket Kemenesszentpéteren,
Bakonygyepesen, Papan, valamint Nydgéren allitottak elé (Jakabné és mtsai., 1997). A korabbi
megfigyelések ellenére hazankban a P. lingam megjelenését hivatalosan 2006-ban irtak le elészor
(Magyar ¢és mtsai., 2006; Szlavik és mtsai., 2006). Varga (2014) feljegyzései alapjan az utdbbi
idében a plenodémuszos betegség a Karpat-medencében is a repce ndvényvédelmének egyik
legjelentdsebb tényez6jévé valt. A betegséget okozo masik koérokozo, a P. biglobosus jelenléte
egészen 2018-ig ismeretlen volt hazankban (Bagi és mtsai., 2020).
modelleket is fejlesztettek az elleniik vald hatékonyabb védekezés érdekében. Franciaorszagban
egy kezdetleges elbrejelzési modszert dolgoztak ki, amely informaciot biztosit az elsé P. lingam
egymast kovetd esds nap, valamint 14 °C alatti napi atlagos 1éghdmérséklet sziikséges (Péres és
Poisson, 1997; West és mtsai., 2000). Ezen moddszer alkalmazéasaval optimalizaltdk a
fungicidekkel torténé permetezés idépontjat, valamint ennek kdszonhetden csdkkenthetd volt a
kijuttatand6 fungicid mennyisége is (Penaud és Walker, 2015). Az Ausztralidban fejlesztett
Blackleg Sporacle eldrejelzd modell szintén a hdmérsékleten és az esdézéseken alapul. Eldrevetiti,
hogy az aszkosporak kiszorodasa 43 nappal a betakaritas utan fog bekovetkezni, ha 10 napon
keresztiil az atlagos homérséklet 22 °C alatt lesz, valamint legaldbb heti 4 mm a csapadék
mennyisége (Salam és mtsai., 2003). A franciaorszagi, valamint az ausztraliai eldrejelzési
modszerek alkalmazéasa az adott orszdg klimatikus viszonyai miatt korlatolt. Salam és mtsai.
(2007) tesztelték a Blackleg Sporacle eldrejelzési modellt, Gjrakalibraltak ausztraliai, kanadai,
franciaorszagi, lengyelorszagi €és az egyesiilt kirdlysadgbeli kdrnyezeti viszonyok alapjan, majd
ezutan tesztelték a tovabbfejlesztett valtozatot. fgy hoztak 1étre a SporacleEzy modellt, amely mér
tobb régioban is alkalmazhato.

Az eldrejelzd modellek Osszességében hozzajarulhatnak a koérokozok elleni védekezési
stratégidk optimalizalasdhoz azaltal, hogy az alkalmazasukkal csokkentheté a ndvényi
maradvanyokon fennmaradé inokulum mennyisége, amely tovabbi fertdzési forrasként szolgalna

(Salam és mtsai., 2007).
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2.4. A korokozok altal eldidézett tiinetek

A korokozok altal eldidézett tiinetek mar csirandvény korban megfigyelhetdk, de tobbnyire
az els6 néhany levélen jelentkeznek elészor (Brachaczek és mtsai., 2016). A P. lingam és a
P. biglobosus a leveleken nagyon hasonld, kivilagosodo kozepii, kerekded, tobb mm atmérdji
1ézidkat okoz (Keszthelyi és Kazinczi, 2014). Johnson és Lewis (1994) a P. biglobosus altal
okozott 1ézidkat tobbnyire kisebbnek és kevésbé intenziven sporulalonak tartottdk. Mazékova ¢€s
mtsai. (2017) is a kisebb, sotétebb, csupan néhany piknidiumot tartalmazo, vagy piknidium
nélkiili, sotét szegéllyel rendelkez6 foltokat a P. biglobosus, mig a nagyobb, halvanyabb sziirke
szinli, kevés piknidiumot tartalmazd, szegély nélkiili 1éziokat a P. lingam fert6zésének
tulajdonitottak.

A P. lingam a szaron, viragzati tengelyen, valamint a bec6termésen bemélyedd, rothado,
megrepedezé, majd kés6bb beszaradd, sotétbarna léziokat (Keszthelyi és Kazinczi, 2014),
amagon elszinez6dést, valamint deformaciot okoz (Chen és mitsai., 2010). A fert6zés
bekovetkeztével a szar alapi, gyokérnyaknal elhelyezkedd része, valamint a gyokér elfeketedik
(Howlett, 2004; Keszthelyi és Kazinczi, 2014). A korokozo altal kialakitott legveszélyesebb tiinet
a szarrak, amely szartorést és ezaltal terméskiesést eredményez (Fernando és mtsai., 2007). Egyes
megfigyelések szerint azon novények esetében, amelyek mar csirandvény korban megfert6zodtek,
sokkal nagyobb eséllyel alakul ki szarrdk, mint azoknal, amelyek csupan fejlettebb korban
fertézodtek (West és mtsai., 2001; Marcroft és mtsai., 2005). A P. biglobosus a P. lingam-hoz
képest tobbnyire kisebb jelentdségli, mert a szar alapi része feletti régioban idéz eld 1éziokat (West

¢és mtsai., 2002).
2.5. A koérokozok morfoldgiai és tenyészbélyegei

A P. lingam és a P. biglobosus morfologiailag rendkiviil hasonld, de genetikailag
kiilonboz6 fajok (Howlett és mtsai., 2001). A két korokozot klasszikus mikologiai modszerekkel
a morfologiai bélyegeik alapjan nem lehet egyértelmtien elkiiloniteni (Johnson és Lewis, 1994).

A P. lingam piknidiuma sététbarna szinii vagy fekete, rendelkezik osztiolummal, valamint
anovényi szovetbe agyazodott (Smith és Sutton, 1964). Hosszanti atméréjének mérete 200 um-nél
nagyobb, akar 600 um is lehet (Ghanbarnia és mtsai., 2011). Fala tobbrétegli, vékony
pszeudoparenchimabol 4ll, amit egy vastag fala, sotét szinli szkleroplektenchima vesz korbe,
parafizisek nem taldlhatok a piknidiumokban. Az érett piknidium iirege altalaban szabalytalan
(Boerema és mtsai., 1994). A piknidiumban elhelyezkedé konidiumok hengeresek, végiik

lekerekitett, sziniik vilagosbarna vagy hialin, méretiik 3-5 x 1,2-2 um (Smith és Sutton, 1964).
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A P. biglobosus piknidiuma hasonlit a P. lingam piknidiumara. Formaja kerekded, mérete
200 x 400 pm, feliilete sima. Rendelkezik osztiolummal, amely hengeres, kozépen helyezkedik el,
fala egyenes, hossza 150-200 x 100 pm, fala 15-20 pum vastag, kiilsé 2-4 um-es
pszeudoparenchima rétege soOtét szinli, belsé 6-8 sejtrétege hialin, szogletes sejtekbdl all.
A piknidium fala egységesen 18-24 um vastagsagu, kiilsé 4-6 pum-es pszeudoparenchima rétege
sotét, szogletes sejtek alkotjak. A piknidiumban 1évd konidiumok forméja egyenes henger, mérete
4-5 x 1,5-2 um, fialid flizi le, tdmegesen vilagosbarna szinii, de egyediil hialin (Shoemaker és
Brun, 2001).

A P. lingam pszeudotéciuma szubepidermalisan a névény szovetébe, jellemzben a szaraba
van beagyazddva. Mérete a 600 pm-es atmérét is elérheti, gdomb alakja van, amelynek alja kissé
lapitott, alig  észrevehetéen  kupos nyaki résszel rendelkezik. Fala  részben
szkleroplektenchimatikus. A pszeudotéciumban 1év6 aszkuszok 120-135 x 12-16 pm nagysaguak,
8 sporat tartalmaznak, a spordk feliil 4 rekeszesek, alul pedig 2 rekeszbdl allnak. Az aszkosporak
45-55 x 6-7 um-esek, keskenyek, orso alakuak, 5 részre szeptaltak, sargas-barna sziniiek
(Shoemaker, 1984; Boerema és mtsai., 1994).

A P. biglobosus pszeudotéciuma kiilonbozik a P. lingam pszeudotéciumatol. A novény
szovetébe dgyazodva, szubepidermalisan helyezkedik el, szine s6tét, formaja kerekded, amelynek
alja enyhén lapitott. Atméréje 280-350 pm, feliilete sima, kiviilrél laza, hialin micéliumréteg
hatarolja. Nyaki része kdzponti elhelyezkedést, alakja kissé kupos, hossza 200-400 pm, sz€lessége
200-300 um, 8-10, néha 15 réteg sokszog alaki pszeudoplektenchima sejtbdl all, amelyek
atmérdje 6-8 um. Ezekben a rétegekben elszortan néhany nagyobb, 25-30 pm atmérdji sejt is
megtalalhat6. A nyaki rész belsdé oldalan elszortan hialin perifizisek is el6fordulnak, amelyek
10-20 x 5-6 um nagysaguak (Shoemaker és Brun, 2001).

Habar a két korokozé morfoldgiai bélyegeik alapjan nem kiilonithetd el, tenyészbélyegeik
alapjan konnyebben megkiilonboztethetok egymastol (Mitrovié és mtsai., 2016). Mig a P. lingam
tenyé€szete agar tartalmu taptalajon lassabb novekedésii, valamint a tenyészet széle szabalytalan,
addig a P. biglobosus izolatumok sokkal gyorsabban és egyenletesebben novekednek (McGee és
Petrie, 1978; Humpherson-Jones, 1983; Koch és mtsai., 1989), tenyészetiik szabalyos kor alaku,
a micélium laza szerkezetl, eleinte fehér, fehéres sziirke szinti, valamint a korokozo 1égmicéliumot
is képez (Mitrovi¢ és mtsai., 2016).

A kiilonb6z6 fajokhoz tartozod izolatumok a vizoldhatd sargas-barna vagy pirosas-barna
pigment felhalmozasaban is kiilonboznek (McGee és Petrie, 1978; Koch és mtsai., 1989; Johnson
¢s Lewis, 1990). Mitrovi¢ és mtsai. (2016) az altaluk vizsgalt P. biglobosus izolatumok esetén a

15 napos tenyészeteknél mar intenziv sargas-barna pigmenttermelést figyeltek meg a
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micéliumban. A P. lingam izolatumaik esetében egy idé utan fekete pigmentek keletkeztek a
micéliumban agar tartalmu taptalajon (Mitrovi¢ és mtsai., 2016).

Calvert és mtsai. (1949) kutatasuk soran izolatumaikat egy fajhoz tartozonak tekintették,
azonban megfigyelték, hogy egyes izolatumok in vitro nem hoztak létre piknidiumot,
mas izolatumoknal csupan elszortan, vagy béségesen keletkeztek piknidiumok. Boerema (1976)
megfigyelése alapjan taptalajon a P. lingam izolatumok valtozatosak a piknidiumok termelését
tekintve. McGee ¢és Petrie (1978) vizsgalata soran a P. lingam izolatumok piknidiumok tomegét
hoztak létre, mig a P. biglobosus izolatumok V8 agaron csupan néhany piknidiumot képeztek.
Az ausztral izolatumok nem termeltek piknidiumot in vitro kériilmények k6zott. Mitrovic és mtsai.
(2016) vizsgalatuk soran tenyészeteiket 25 + 1 °C-on termosztatban tartva piknidiumok
keletkezését figyelték meg burgonya-dextrox agar (PDA, potato dextrose agar) taptalajon mindkét
faj esetében. Az altaluk vizsgalt P. lingam tenyészetek koziil néhany esetben 220-510 um-es, mig
a tiz P. biglobosus izolatum esetében 240-480 pm-es nagysagu piknidiumokat figyeltek meg,
amelyek rozsaszines konidiummasszat bocsatottak ki.

A pszeudotéciumok mindkét faj esetében létrejohetnek mesterséges taptalajon abban az
esetben, ha ellentétes parosodasi tipusokat kereszteziink egymassal, viszont a két faj kozotti ivaros
szaporodas nem bizonyitott (Gall és mtsai., 1994; Somda és mtsai., 1997; Balesdent és mtsai.,
2001). Delwiche (1981), valamint Petrie és Lewis (1985) kisérletet tett a két faj keresztezésére
in vitro, azonban vizsgalatuk soran nem keletkeztek pszeudotéciumok.

A két korokozo tenyészbélyegei valtozatosak lehetnek, ezért megbizhato elkiilonitésiik

kizar6lag molekularis modszerrel lehetséges (Rouxel és mtsai., 2004).
2.6. A korokozok azonositdsa molekularis modszerekkel fajszinten

A P. lingam ¢és a P. biglobosus azonositasara tobb, altalanosan elterjedt modszer 1étezik:
invitro tenyészetek létrehozasa és a tenyészbélyegek alapjan torténd fajszinti meghatarozas
(Mitrovi¢ és mtsai., 2016), toxintermelés értékelése (Balesdent és mtsai., 1992), sirodezmin
termelés vizsgalata (Williams és Fitt, 1999), valamint a virulencia mértékének értékelése
kiilonb6z6 rezisztenciagénekkel rendelkezé fajtakon (Ghanbarnia és mtsai.,, 2012). Ezek a
vizsgalatok azonban gyakran rendkiviil id6- és munkaigényesek, nem elég érzékenyek, nem elég
megbizhatoak, valamint nem minden esetben megfeleléek ezen kozeli rokon fajok
elkiilonitéséhez. Ezzel ellentétben a nukleinsav alapt polimeraz lancreakcio (PCR, polimerase
chain reaction) alapu eljarasok hasznalata ebben a tekintetben rendkiviil elényos, mert pontosak,

érzékenyek és lehetdveé teszik a fitopatogének gyors meghatarozasat.
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White és mtsai. (1990) altal tervezett univerzalis ITS4 és ITSS5 primerek felhasznalasaval,
Liu és mtsai. (2006) a P. lingam és a P. biglobosus riboszomalis RNS-t kodold sejtmagi
dezoxiribonukleinsavanak (rDNS) Internal Transcribed Spacer (ITS) régioit és az 5,8S rDNS gént
tartalmazo szakaszat szaporitottak fel. A szerzok a szekvencidk osszehasonlitasat kdvetden olyan
primereket terveztek, amelyek segitségével egy PCR reakcidoban lehetévé valt a P. lingam és a
P. biglobosus azonositasa és egymastol vald elkiilonitése a célszekvencia mérete alapjan
(multiplex PCR).

A korokozok jelenlétének kimutatdsara tovabbi modszerek is alkalmasak. A két faj
levegdben terjedd aszkosporainak mennyiségi meghatarozasara Kaczmarek és mtsai. (2009) valos
idejii PCR-t alkalmaztak. Jellegzetes tiineteket mutatd 6szi kaposztarepce magokbol univerzalis
ITS4 és ITSS primerek segitségével Song és mtsai. (2016) nested (fészek) PCR-rel mutattak ki a
P. lingam-ot. Schnippenkoetter és mtsai. (2021) kutatasuk soran a P. lingam-ot, valamint a patogén
DNS-ének mennyiségét csepp digitalis polimeraz lancreakcio (ddPCR, droplet digital PCR)
segitségével hataroztak meg in planta. Du és mtsai. (2021) Kinaban a Plenodomus populacio
monitorozasara egy un. hurok altal kozvetitett izotermikus amplifikacio (LAMP, loop-mediated
isothermal amplification) reakcion alapuld diagnosztikai eljarast fejlesztettek ki. Ehhez a
modszerhez 615 bazispar (bp) hosszusagti P. biglobosus ’brassicae’-bél szarmazé DNS
szekvenciat hasznéltak fel, amely eléallitdsdhoz korabban véletlenszerien amplifikalt polimorf
DNS (RAPD, random amplified polymorphic DNA) médszert alkalmaztak. A LAMP reakciohoz
hasznalt primerkészlet a P. biglobosus ’brassicae’-re nézve specifikus és rendkiviil érzékeny volt,
reakcionként mar 132 femtogram (fg) mennyiségben is képesek voltak kimutatni a P. biglobosus

“brassicae’ DNS-ének jelenlétét.
2.7. AP.lingam és a P. biglobosus genetikai valtozékonysaga

A P. lingam esetében kettd, a ’brassicae’ és a ’lepidii’, mig a P. biglobosus esetében hét
kiilonbozé szubklad kiilonithetd el, amelyek a ’brassicae’, a ’canadensis’, a ’thlaspii’,
az ’erysimii’, az ’australensis’, az *occiaustralensis’ és az ’americensis’ (Mendes-Pereira és mtsai.,
2003; Vincenot és mtsai., 2008; Zou ¢és mtsai., 2019). A szubkladokba torténd besorolas a foldrajzi
elterjedésen, a gazdanovényeken, valamint a filogenetikai analizisen alapult (Zou és mtsai., 2019).
Az eddigiek soran a repcérdl kimutatott Plenodomus izolatumok a P. lingam ’brassicae’
(Mendes-Pereira és mtsai., 2003), a P. biglobosus ’brassicae’ (Liu és mtsai., 2014), *canadensis’
(Van de Wouw és mtsai., 2008; Dilmaghani és mtsai., 2009), ’australensis’ (Plummer és mtsai.,
1994; Voigt és mtsai., 2005), valamint az *occiaustralensis’ (Vincenot és mtsai., 2008; Dilmaghani

¢s mtsai., 2009) szubkladokba tartoztak. A P. biglobosus szubkladjai koziil a ’brassicae’ a
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legelterjedtebb, a legtobb repcetermesztd régidban megtalalhatd (Liu és mitsai., 2014).
A P. biglobosus ’canadensis’-t eddig a B. napus-rol, illetve a B. rapa-rol izolaltak Kanadaban és
Ausztraliaban, filogenetikailag ezen szubklad helyezkedik el legkdzelebb a P. biglobosus
"brassicae’ szubkladhoz (Van de Wouw és mtsai., 2008; Dilmaghani és mtsai., 2009). A ’thlaspii’,
az ’erysimii’, az ’australensis’ és az ’occiaustralensis’ szubklad kevésbé elterjedt, csupan néhany
specifikus esetben izolaltak. A P. biglobosus ’thlaspii’-t keresztesviragu gyomndvényrol,
Erysimum spp.-r6l szintén Kanadaban (Mendes-Pereira és mtsai.,, 2003), a P. biglobosus
"australensis’-t B. napus-rél és B. rapa-rol az Egyesiilt Allamokban és Ausztralidban (Plummer és
mtsai., 1994; Voigt és mtsai., 2005), a P. biglobosus ’occiaustralensis’-t pedig foként olyan
repcékrdl izolaltak, amelyek B. rapa sp. sylvestris-bol és vad retekbdl (Raphanus raphanistrum)
szarmaz6 rezisztenciagénekkel rendelkeztek. Ezek az izolatumok Ausztralia nyugati részérdl,
Chilébsl és az Amerikai Egyesiilt Allamok egyik tagallamaboél, Georgidbol szarmaztak (Vincenot
¢s mtsai., 2008; Dilmaghani és mtsai., 2009).

King és West (2022) a kutatasuk soran ravilagitott arra, hogy a P. biglobosus
szubkladjainak elterjedését vizsgdlni sziikséges, mert egyre novekvd problémat jelent a
repcetermesztok szamara (Huang és mtsai., 2014). Korabban kizar6lag a P. biglobosus *brassicae’
szubklad jelenlétét mutattak ki Europaban (Mendes-Pereira és mtsai., 2003; Liu és mtsai., 2014),
azonban 2022-ben a P. biglobosus ’canadensis’ jelenléte is bizonyitotta valt (King és West, 2022).

A riboszomalis DNS szekvenciak, Gigy, mint a 18S kis alegység (SSU, small subunit) és a
28S nagy alegység (LSU, large subunit) szakasz bizonyos részei rendkiviil konzervaltak, valamint
alkalmasak arra, hogy vizsgalatukkal a rendek €s az orszagok elkiilonithetdk legyenek egymastol
(Balesdent és mtsai., 1998; de Gruyter és mtsai., 2009). Az ITS régiokat és az 5,8S rDNS gént mar
évek ota alkalmazzak az Ascomycota gombak fajszintli meghatarozasara, valamint a fajon beliili
diverzitas megfigyelésére (White és mtsai., 1990; Capote és mtsai., 2012). Zou és mtsai. (2019)
a szubkladok meghatarozasahoz, valamint a filogenetikai analizishez a riboszomalis DNS ITS
régioit hasznaltak mindkét faj esetében. Mendes-Pereira és mtsai. (2003) a klaszteranalizishez a
B-tubulin-2 gén (tub2) szekvenciait is felhasznaltak, de ezeket a szekvencidkat a nemzetkozi
adatbazisban (National Center for Biotechnology Information (NCBI), Eurépai Nukleotid
Archivum (ENA, European Nucleotide Archive)) nem publikaltak. A két korokozd B-tubulin
fehérjéit kodolo szekvenciakat Voigt és mtsai. (2005) is vizsgaltak, amelyek eredményeik alapjan
rendkiviil hasonldak voltak. Chen és mtsai. (2015) az RNS polimeraz Il masodik nagy alegységét

(rpb2, RNA polymerase 1l second largest subunit régiot) is elemezték. Az rpb2 régiod
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informativabb ¢és valtozékonyabb, mint az ITS régid, igy ez alapjan a faj alatti kiillonbségek
konnyebben vizsgalhatok (Drehmel és mtsai., 2008).

Voigt és Wostemeyer (2000) filogenetikai vizsgalataikhoz a konzervalt, aktin fehérjét
kodold gént (actl) valasztottak. Ezen vizsgalatok alapjan a késébbiekben Voigt és mtsai. (2005)
tobbek kozott a P. lingam és a P. biglobosus szekvenciait is 6sszehasonlitottak. Eredményeikkel

alatamasztottak, hogy a két korokozo esetében ez a régid rendkiviil hasonld.
2.8. A korokozok biologiaja
2.8.1. A korokozok életmoddja

A fert6zott ndvényi maradvanyokbdl kiszabadulo aszkosporak és konidiumok elsddleges
fertdzési forrasként szolgalnak a fiatal repcendvények szamdra. Mig az inokulumok fennmaradasi
ideje a novényi maradvanyokon Eurdpaban kevesebb, mint két év, addig Nyugat-Ausztralidban
akar tobb, mint négy évig is fertéz6képesek maradhatnak (West és mtsai., 2001; Fitt és mtsai.,
2006a). A korokozok terjedése leginkabb a leveg6ben 1év6 aszkosporak altal torténik, amelyek
epidémia kialakulasahoz is vezethetnek (Gladders ¢és Musa, 1980). Az aszkosporak
kiszorodasanak mértéke 5 és 20 °C-os 1éghomérséklet kozott nem kiilonbozik jelentdsen, azonban
esOzések hatasara szignifikansan emelkedhet (Huang és mtsai., 2005). Az esGcseppek altal torténd
terjedésiik foként 14 cm-es tavolsagon beliil kovetkezik be (Travadon és mtsai., 2007), azonban a
sporak sz¢él altal akar 10 km-es tavolsagra is eljuthatnak (Piliponyte-Dzikiene és mtsai., 2014).
A csapadékos id6jaras, valamint a téli, tavasz eleji kornyezeti koriilmények kedveznek a
korokozok felszaporodasanak (Bokor, 1972).

A korokozok a repce magjait is fertdzik, igy a kontinensek kozotti aruszallitas lehetdséget
teremt a korokozok terjedéséhez vilagszerte (Hall és mtsai., 1996). Habar korabban a P. lingam-ot
Kindban a karantén koérokozok kozott tartottdk szamon, a repcemagok Kanadabdl torténd
importalasanak koszonhetden ebben az orszagban is kimutathatd a korokozo jelenléte (Chen és
mtsai., 2010).

Egyes feltételezések szerint a két korokozd hemibiotrof parazita. A tenyésziddszak elején
és végén rovid ideig fakultativ parazita (nekrotrof) életmaodot folytatnak, amely alatt a toxinok és
a degradéacios enzimek altal levélfoltossdgot, valamint a szdron rakos sebeket és lézidkat
alakitanak ki. Ezen két szakasz k6zott endofita fazisban biotrof életmddot folytatnak. Ez a periddus
a levélfoltossag kialakulasatol a szaron megjelend 1€zidkig tart. Ekkor a korokozok micéliuma a
levél és a szar szallitonyalabjaiban intercellularisan ndvekszik (Fernando és mtsai., 2007),

amelynek hatasara csokken a viz, valamint a tapanyagok szallitasa (Hammond és mtsai., 1985).
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Annak ellenére, hogy a P. lingam és a P. biglobosus epidemiologiaja hasonld, fert6zési
stratégiajuk azonos €s gyakran egyiitt fordulnak el6 a fert6zott névények szoveteiben, a korokozok
patogenitasa és a betegség mértéke gyakran szamottevéen kiilonbozik (West és mtsai., 2002).
A két korokozo életmodjaban eltérd, hogy a pszeudotéciumok a P. lingam esetében korabban, mig
a P. biglobosus esetén késébb jelennek meg. Emiatt a pszeudotéciumok érése
(Toscano-Underwood ¢és mtsai., 2003), valamint az aszkosporak kiszorodasanak idészaka is
kiilonb6z6 iddszakra tehetd. A P. lingam aszkosporai kora Osszel és télen, mig a P. biglobosus

aszkosporai kés6 6sszel, télen, és/vagy tavasszal fert6z6képesek (Huang és mtsai., 2005).

2.8.2. A korokozok parosodasi tipusai

A fenotipusosan megjelend, valamint a molekuldris kiilonbségek mellett a genetikai
inkompatibilitas is meger6siti azt a tényt, miszerint a P. lingam ¢és a P. biglobosus két kiilon faj
(Koch ¢és mtsai., 1991; Somda és mtsai.,, 1996; Shoemaker és Brun, 2001). Az ivaros
szaporodasukra bipolaris heterotallizmus jellemz6 (Shoemaker és Brun, 2001). A heterotallikus
gombak esetében fajonként két kiillonboz6 parosodasi tipus, vagyis két kiillonb6zé meiosporabol
szarmaztathat6 sejt/hifa sziikséges az ivaros szaporodashoz. A parosodasi tipusok kifejezddéséért
az tin. MAT (mating type) lokuszok felelések a genomban (Kovacs, 2013), amelyek koziil a
P. lingam esetében — az egyéb Dothideomycetes osztalyba tartozé gombakhoz hasonléan — egy
darab talalhaté meg. A MAT lokusznak ennél a fajnal két alternativ formaja (idiomorf all¢lja) van
(bipolaris), amelyeknek kiilonbozniiik kell az adott korokoz6 ivaros szaporodasahoz (Cozijnsen és
Howlett, 2003; Kovacs, 2013).

Cozijnsen és Howlett (2003) meghataroztak a P. lingam brassicae’ genom egyes régidinak
nukleotid szekvenciait, beleértve a MAT lokusz egyes szakaszait is. A MAT-I6kuszon
elhelyezkedd gén idiomorf alléljai a MATI1-1 és a MAT1-2. A MAT1-1 allél 1368 bp-bdl all, 441
aminosavbol allo fehérjét kodol, valamint egy 45 bp-bol all6 intront tartalmaz. A MAT1-2 allél
1246 bp-bol all, 397 aminosavbol allo fehérjét kodol és egy 55 bp hosszisagu intron talalhatdo meg
benne.

Cozijnsen és Howlett (2003) altal tervezett primerkészlet egyes primerei a nukleotid
sorrend vizsgalatan kiviil az izolatumok parosodasi tipusanak meghatarozasara is alkalmasak.
A kutatok két specifikus szensz és egy univerzalis antiszensz primer felhasznalasaval multiplex
PCR-t végeztek, amely soran a MAT gén kiilonboz6 hosszusagl fragmentumai szaporodtak fel.
A MATI1-1 allél esetében 686 bp, mig a MATI1-2 allél esetében 445 bp hossziisagli amplikon
képzodott, ezaltal a P. lingam ’brassicae’ két parosodasi tipusa jol elkiiloniilt. Ezen vizsgalat

lehet6vé teszi egy teriileten 1évé P. lingam ’brassicae’ populacio genetikai vizsgalatat abbol a
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célbol, hogy jellemezhessiik a genetikai diverzitasat, valamint az ivaros szaporodas fennalldsanak

jarvanytanilag betoltott szerepét (Cozijnsen és Howlett, 2003).
2.9. A korokozok elleni védekezés lehetdségei

A szant6foldi novények, igy a repce esetében is az élelmiszerbiztonsagot érintd kérdések
miatt egyre nagyobb sziikség van arra, hogy megértsiik a klimavaltozas ndvényekre gyakorolt
hatasait, valamint azokat az alkalmazkodasi stratégidkat, amelyek a rendelkezésiinkre allnak a
korokozok altal indukalt veszteségek csokkentésében (Barnes és mtsai., 2010).

Ilyen nélkiilozhetetlen stratégiai elemek az integralt szemlélet alapjait képezd rezisztens
hibridek alkalmazasa, valamint az okszer(i n6vényvédelem, amelyek a P. lingam és a P. biglobosus
elleni novényvédelem alappilléreit is képezik. Ezek mellett az agrotechnikai elemekkel, mint
példaul a talajmiiveléssel, a vetésforgd bovitésével, a vetés iddpontjanak megvalasztasaval,
a novénysuriség bedllitasaval, valamint a novények nitrogénellatdsanak kialakitdsaval is

koriiltekinten kell eljarni (Aubertot és mtsai., 2004).

2.9.1. A korokozok elleni rezisztencianemesités

A P. lingam és a P. biglobosus koziil a nagyobb gazdasagi veszteséget a P. lingam okozza,
igy a korokozo elleni rezisztencia kialakitdsa a ndvénynemesitok szamara jelentds kutatési teriilet
(Shoemaker és Brun, 2001; Delourme és mtsai., 2006). A Brassica fajok és a P. lingam ko6zotti
genetikai kolcsOnhatas mar szamos vizsgalat targyat képezte (Delourme és mitsai., 2006),
a P. biglobosus elleni rezisztenciara viszont ezidaig kevesebb figyelmet forditottak, emiatt a

rezisztenciaforrasok felkutatasara tovabbi vizsgalatok sziikségesek (Fitt és mtsai., 2006a).

2.9.1.1. Monogénikus (rassz-specifikus, vertikalis, kvalitativ) rezisztencia

A monogénikus rezisztencia a csirandvény ¢€s a kifejlett novény esetében egyarant
kifejezodik (Fitt és mtsai., 2006a). A monogénikus rezisztencia kifejezodése a P. lingam
tekintetében altalaban a rassz-specifikus rezisztenciaért felelds génnek (RIm, resistance to
Leptosphaeria maculans) koszonheté (Hayward és mtsai., 2012). Ezen gén (RIm) a P. lingam
rasszainak megfeleld avirulencia génjeit (AvrLm) ismeri fel. A két gén kozotti kolesonhatas altal
a novény védekez6 mechanizmusa miikodésbe 1ép (Vincenot és mtsai., 2008). A B. napus-ban és
a vele rokonsagban 1évé ndvényekben szamos rassz-specifikus gént azonositottak (Delourme és
mtsai., 2006; Fitt és mtsai., 2006a).

A kiilonb6z6 repce fajtakban és hibridekben kiilonbozé P. lingam izolatumokkal vald
vizsgalatok soran hat rezisztenciagént azonositottak: az RIml-et a ’Quinta’ (Ansan-Melayah és
mtsai., 1998), az RIm2-t és az RIm3-at a *Glacier’ (Ansan-Melayah és mtsai., 1998; Balesdent és
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mtsai., 2002), az RIm4-et a ’Jet Neuf® fajtaban (Balesdent ¢és mtsai., 2001), az RIm7-et nem
kereskedelmi vonalakban (Balesdent és mtsai., 2002), az RIm9-et pedig a *Darmor’ (Delourme és
mtsai., 2004) fajtaban talaltak meg. A gének koziil 6t (RIm1, RIm3, RIm4, RIm7 és RIm9) az N7-es
kapcsoltsagi csoportba, az RIm2 gén pedig egy masik kapcsoltsagi csoportba tartozik (Delourme
¢és mtsai., 2004; 2006).

A P. lingam a nemesités soran kialakitott rezisztencia gyors attorésére képes (Van de
Wouw és mtsai., 2010; 2014). Franciaorszagban a 2000-es évek elején szamoltak be a rezisztencia
A monogénes rezisztenciaval rendelkezd fajtdk széleskori alkalmazasaval a korokozd
konnyebben valik képessé az adott rezisztenciagén attorésére, ennek koszonhetéen egyes
megfigyelések szerint az RIm1, RIm2, RIm4 géneket bizonyos teriileteken mar attorték a korokozo
jelenlévé populacioi (Rouxel és mtsai., 2003). Annak érdekében, hogy egy adott rezisztenciagén
attorését megel6zzEk, ahogy a vilag nagy részén, Ugy Franciaorszagban is a kiilonb6zo
rezisztenciagénnel, vagy rezisztenciagénekkel rendelkez6 fajtakat valtogatjak (Gladders és mtsai.,
2006). Azokban az orszagokban, ahol a P. lingam jelentds jarvanyokat idéz el6, a nemzeti
fajtaregisztracio soran a korokozoval szembeni rezisztencia alapvet6 kovetelménynek szamit (Fitt
¢és mtsai., 2006a).

AP. biglobosus izolatumok esetében a P. lingam-ra jellemz6, a kdrokozoé és a gazdandvény
kozotti specidlis, rezisztenciaért felelds kdlcsonhatas nem figyelheté meg (Vincenot és mtsai.,
2008). Néhany eredmény arra enged kovetkeztetni, hogy a P. lingam-mal szembeni rezisztenciaért
felelés gének nem hatékonyak a P. biglobosus-szal szemben. Példaul a *Vivol® fajtaban megjelend
RIm1 gén (Brun és mtsai., 1997) és az MX vonalakban megjelené RIm6 gén is mutat rezisztenciat
a P. lingam-mal szemben, a P. biglobosus-szal szemben viszont nem miitkddnek eredményesen
(Somda és mtsai., 1998).

2.9.1.2. Poligénikus (horizontalis, kvantitativ) rezisztencia

Néhany B. napus fajtaban feltételezhetben nem rassz-specifikus, hanem a kvantitativ
tulajdonsagokat meghatarozo lokuszok (QTL, Quantitative Trait Loci) régidja altal kdzvetitett
poligénikus rezisztencia jelenik meg. A kromoszomdakon beliill a QTL régidban a mennyiségi
tulajdonsagok kialakitasaban szerepet jatszo gének (QR) talalhatok (Delourme és mtsai., 2006; Fitt
¢és mtsai., 2006a). Az utobbi években egyre inkabb a szarrak elleni kvantitativ rezisztencia kutatasa
keriilt a kozéppontba, a kiilonbdzé Brassica fajokban tobb rezisztenciagént is talaltak (Jestin és

mtsai., 2011; Huang és mtsai., 2016).
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A rassz-specifikus rezisztenciaval szemben a poligénikus (horizontalis) rezisztencia (QR)
csupan részleges védelmet nyajt a P. lingam-mal szemben, emiatt abban az esetben, ha az
inokulum koncentracidja magas, nem tudja megel6zni a nagy terméskiesést (Salisbury és mtsai.,
1995; Khangura és Barbetti, 2001; Marcroft ¢s mtsai., 2003). Kifejezédése csak a levél fertéz6dése
utan varhatd, igy nem gétolja meg a patogén megtelepedését, csupan csokkenti a tiinet stilyossagat
¢s/vagy a jarvany kialakulasanak esélyét (Hayward és mtsai., 2012).

A kvantitativ rezisztencia sokkal tartésabb rezisztencianak bizonyul, mint a kvalitativ
rezisztencia, mert a patogén sokkal lassabban kiizdi le, mint a rassz-specifikus rezisztenciagéneket
(Lindhout, 2002; Boyd, 2006).

A QTL régidkat kapcsoltsagra iranyuld analizisek folyaméan azonositottdk olyan
populaciokban, amelyek két sziil6s (Brassica napus x Brassica sp.) keresztezésekbol szarmaztak
(Flint-Garcia és mtsai., 2003; Delourme és mtsai., 2006; Rimmer, 2006). Az utobbi id6ben szamos
vizsgalat irdnyult a ’Darmor’ fajtara, amelyben felfedezték a poligénikus rezisztenciaért felelds
QTL régiokat. A QTL régiok altal ez a fajta rezisztenciaforrasként szolgal a nemesitok szamara
(Pilet és mtsai., 1998; Pilet és mtsai., 2001; Jestin és mtsai., 2011).

Egyes vizsgalatok alatdmasztjak, hogy a kvantitativ rezisztencia, akdr 6nmagéban, akar
rassz-specifikus génekkel kombinaltan alkalmazva, {6 alkotoelemét képezi a patogén elleni tartds
védelemnek. A P. lingam elleni poligénikus rezisztenciaval rendelkez6 ’Jet Neuf’ fajtat
széleskoriien termesztették az 1970-es és 1980-as években Eurdpa-szerte anélkiil,
hogy elveszitette volna a szant6foldon kialakitott hatékonysagat a korokozo ellen (Pinochet és
mtsai., 2003). Egyes vizsgalatokban kimutattdk, hogy a jelentdsebb rassz-specifikus
rezisztenciaért felelds géneket a poligénikus rezisztencidval kombinalva lelassithatd a virulens

izolatumok repce ndvényekhez valo alkalmazkodasa (Brun és mtsai., 2009).

2.9.1. Agrotechnikai védekezés

Az agrotechnikai védekezés a két korokozo ellen alapvetden a prevencidra epiil.
Meghatarozo jelentdségli az egészséges vetdmag hasznalata, valamint a betakaritast kovetden a
ndvényi maradvanyok alaszantasa, amelyek enélkiil fert6zési forrasként szolgalhatnak. Ezenkiviil
jelentds szerepe van a legaldbb 4 éves vetésforgd alkalmazdsdnak, amely soran rotaciot
alkalmazunk a repce és mas szant6foldi novények kozott abbol a célbol, hogy elkeriiljik a
korokozok fennmaradasat a fert6zott novényi maradvanyokon (Keszthelyi és Kazinczi, 2014,
Van de Wouw és Howlett, 2020).

A repcetermesztés gazdasdgi megtériilése, a kedvezd piaci lehetdségek, valamint jo

tulajdonsagokkal rendelkezd fajtak elérhetésége Kanada nyugati részén a repce intenzivebb
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termesztéséhez, valamint az optimalisnal rovidebb vetésforgod alkalmazasahoz vezetett (Kutcher
¢s mtsai., 2013). Ennek kdszonhetéen 2010 és 2015 kozott ebben a régidban a plenodomuszos
betegség korokozoinak eléforduldsa egyre gyakoribba valt (Zhang és Fernando, 2017). Guo és
mtsai. (2008) vizsgalatai alatamasztottak, hogy a vetésvaltas, valamint a talajmiivelés egyiittes
alkalmazasa szignifikansan csokkentette a plenodomuszos betegség korokozoira jellemz6 tiinetek
kialakulasat. Abban az esetben, amikor a vetésforgoban a repce buza utan kovetkezett, kevesebb
volt a fertézott novény, kevesebb fert6zott levél és 1€zid volt megfigyelhetd ndvényenként,
valamint alacsonyabb volt a levelek 1éziokkal valo boritottsaganak aranya is.

A fert6zott novényi maradvanyok alaforgatasa fontos szerepet jatszik a plenodémuszos
betegség korokozoi elleni védekezésben. Ezzel a modszerrel felgyorsithatjuk a maradvanyok
bomlasat, valamint leroviditjiik ezen kérokozok élettartamat (Huang és mtsai., 2003; Peluola és
mtsai., 2013). A korokozok élettartamanak lerdviditéséhez hozzajarulnak azok a lebontd és
antagonista szervezetek, amelyek aktivitasukkal képesek csokkenteni a talajba forgatott ndvényi

részeken 1év6 ndovénypatogén gombak mennyiségét (Naseri és mtsai., 2008).
2.9.2. Kémiai védekezés

A plenodémuszos betegség korokozoi ellen mar a vetdmag csavazasakor védekezhetiink
(Van de Wouw ¢és mtsai., 2018a). Csavazasra alkalmas mikroorganizmus a Bacillus
amyloliquefaciens MBI 600-as torzse, amelynek hatasmechanizmusat a 2.9.4. pontban
részletezem. A magon is felszaporoddé korokozok (Plenodomus sp., Alternaria brassicae,
Alternaria brassicicola, Rhizoctonia solani, Peronospora parasitica) altal okozott csirakori
pusztulas ellen fungicid hatéanyagok is alkalmazhatok (Internet4). A fungicid hatéanyagokkal
szembeni rezisztencia késleltetésére, illetve megel0zésére segitséget nyujt a repcetermesztok
szamara a Fungicid-rezisztencia Bizottsdg (FRAC, Fungicide Resistance Action Committee),
amely a hatéanyagokat hatastani csoportokba sorolja, az azonos csoportokba tartozd
hatéanyagokhoz pedig egy-egy koédszamot rendel (FRAC, 2022). A repce esetében a hatdanyagok
koziil a fluopikolid, valamint a fluoxastrobin alkalmazhatok csavazasra, amelyek jelenleg
kombinacioként vannak forgalomban (Internet4). A fluopikolid mitézist gatlo (FRAC kod: 43),
a fluoxastrobin sejtlégzést gatlé (FRAC kod: 11) felszivodod hatéanyag. A fluopikolid esetében
kozepes, mig a fluoxastrobin esetében — a tobbi strobilurin hatéanyaghoz hasonléan — magas a
rezisztencia kialakulasanak kockazata (FRAC, 2022).

A fungicid-rezisztencia kialakulasanak elkeriilése érdekében a késébbi fenologiai fazisok

soran is ajanlott a kiilonbdzd hatdsmechanizmussal rendelkezd hatdanyagokat kombindcidban,
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vagy valtakoztatva alkalmazni (Fajemisin és mtsai., 2022b). Ezeket a lehetéségeket a fejezet
tovabbi részében részletezem.

Manapsag a Plenodomus-fajokkal szembeni kémiai védelem leginkabb az
azol-szarmazékok alkalmazasara épiil (Van de Wouw és mitsai., 2018a), amelyek 6szi és tavaszi
kijuttatasaval érheté el a leghatékonyabb védekezés (Zamani-Noor és Kniifer, 2018). Ezen
hatdéanyagok fungicid hatidsa a gombak C14 demetilaz (= 14a-demetilaz) enzimének és ezaltal az
ergoszterol bioszintézisének gatlasan alapul (Davis és mtsai., 1988). A hatasmechanizmus miatt a
szterol bioszintézis inhibitor (SBI, sterol biosynthesis inhibitor) fungicidek kéz¢é (Matysiak és
Kaczmarek, 2013), a demetilaz enzim gatlasa miatt pedig a demetilaz inhibitor (DMI, demethylase
inhibitor) fungicidek csoportjaba tartoznak (Shalini és mtsai., 2011). Gyakori alkalmazasuk miatt
ezen hatdanyagokkal szembeni rezisztencia kialakulasanak kockazata magas (FRAC kéd: 3) (Van
de Wouw és mtsai., 2018b; FRAC, 2022).

Korabbi in vitro vizsgalatok kimutattak, hogy a P. lingam és a P. biglobosus kiilonbozik a
triazolokkal szembeni érzékenységiik tekintetében. A micélium novekedését vizsgalva a P. lingam
izolatumok sokkal érzékenyebbek voltak a fluziazolra és a tebukonazolra, mint a P. biglobosus
izolatumok, egyeldre azonban még nem tisztazott, hogy a triazolok ugyanolyan mdodon hatnak-e a
korokozok novekedésére in planta, mint in vitro (Eckert és mtsai., 2010). Habar Eckert és mtsai.
(2010) a P. lingam izolatumok érzékenysége kozott is figyeltek meg kiilonbségeket, nem
azonositottak, hogy ezen kiilonbségek a P. lingam 14-demetilaz enzim (CYP51) (=ERG11)
génjének mutacidi miatt jOhettek 1étre, amely mutdciok mdas patogének esetében
fungicid-rezisztencia kialakulasahoz vezettek (Cools és Fraaije, 2008). A P. lingam populaciok
esetében Van de Wouw és mtsai. (2017) Ausztraliaban a fluguinkonazol, Yang és mtsai. (2020)
Ausztraliaban, valamint Fajemisin és mtsai. (2022a) Csehorszagban a tebukonazol
hatékonysaganak csokkenését figyelték meg. Van de Wouw és mtsai. (2017) molekularis szinten
is megvizsgaltak a fungicid-rezisztens izolatumokat, azonban a CYPS1 gén esetében mutéciot,
valamint a gén kifejez6désében valtozast nem azonositottak. Yang és mitsai. (2020) is

megvizsgaltak a kevésbé érzékeny izolatumokat molekularis szinten. A CYP51 gén kodold

crer

crer

A triazolokat nemcsak a korokozok elleni védelem, hanem a ndvények ndvekedésének
szabalyozasaban (= retardalasban, regulatorozéasban) betoltott szereplik miatt is alkalmazzak
(Berry és Spink, 2009), amelyet a gibberellin bioszintézis els6 1épéseinél torténd gatld hatasnak
tulajdonitanak (Rademacher, 2000). A triazolok javitjak a repcendvények télallosagat (Balodis és

Gaile, 2012), valamint csokkentik azok megddlésének veszelyét (Matysiak és Kaczmarek, 2013),

26



ezeken kiviil pedig kiilonféle kedvezd morfologiai és fiziologiai valtozasokat okoznak a
novényekben. A sejtek megnyuldsanak gatlasa miatt rovidebbek maradnak a hajtasok, eldsegitik
a klorofill szintézist (,,z01dit6 hatas”), valtozatlan marad az internédiumok és a levelek szama, a
novény zomokebb lesz, mialatt a gyokér erdteljesebben novekszik. A fogyokér gyakran hosszabb
¢s vaskosabb lesz, a gyokér és a hajtas egymashoz viszonyitott novekedésének aranya a gyokér
iranyaba tolodik el (Grossmann, 1990). A triazolok tovabba lassitjak a szeneszcenciat a klorofill,
mtsai., 1985), tovabba javitjak az abiotikus stresszel szembeni ellenallésagot (Grossmann, 1990).

Novekedésszabalyozas céljabol a triazolok mellett az egyik leggyakrabban alkalmazott
hatéanyag a mepiquat-klorid, amelyet Oszi képosztarepcében tobbnyire kombinacidoban
alkalmaznak (Riediker és mtsai., 2002). A novekedésszabalyozasban betoltott szerepe mellett
javitja a novények megddléssel szembeni ellendlloképességét, valamint pozitivan befolyasolja a
betakarithato termést minéségi és mennyiségi szempontbol is (Zamani-Noor és Kniifer, 2018).

A triazolokon kiviil egyéb fungicidek is rendelkezésre allnak a repcetermesztok szamara.
Ilyenek a kiils6 kinon gatl6 inhibitor (Qol, quinone outside inhibitor) és a szukcinat dehidrogenaz
inhibitor (SDHI, succinate dehydrogenase inhibitor) fungicidek. Mindkét csoport tagjai a
gombasejt energiatermelésébe avatkoznak bele (Bartlett és mtsai., 2002; Avenot és Michailides,
2010).

A Qol fungicidek gatoljdk a mitokondridlis 1égzést azaltal, hogy a citokrom bcl
enzimkomplexben (komplex 111) a Qo (quinon outside) helyen gatoljak a mitokondrialis
elektrontranszportot (Gisi és mtsai., 2002). A specifikus aktivitisuk miatt a citokrom bcl
enzimkomplexben mutéaciok johetnek létre, amelyek fungicid-rezisztens vagy tolerans gomba
vonalak megjelenését eredményezhetik (Vincelli, 2002). A mitokondrialis elektrontranszport
gatlasa soran reaktiv oxigének is keletkeznek, amelyek karositjadk a sejteket, valamint ezaltal
hozzajarulnak a patogén gombak elleni védelemhez (Inoue és mtsai., 2012). Ebbe a csoportba
tartoznak a stobilurinok is, amelyek manapsag az altalanosan elterjedt fungicidek k6zé sorolhatok.
Széles hatasspektrummal rendelkezé fungicidek (Ellner, 2005), hatékonyan gatoljak a sporak
csirazasat, amely energiaigényes fazisa a gomba fejlédésének (Bartlett és mtsai., 2002).
A strobilurinokkal szembeni rezisztencia kialakuldsanak kockazata magas (FRAC kod: 11)
(Gullino és mtsai., 2000; FRAC, 2022).

A strobilurinok k6zé tartozo piraklostrobinnal Wang és mtsai. (2020) a kanadai P. lingam
izolatumaikat tesztelték és a vizsgalat soran az izolatumok érzékenységének valtozasat figyelték

meg. Fajemisin és mtsai. (2022b) kutatdsuk sordn felvetették annak lehetéségét, miszerint a
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P. lingam egyes izolatumai rezisztensek lehetnek a dimoxistrobinnal szemben, igy ezt a
hatéanyagot mas hatéanyaggal kombinalva érdemes alkalmazni.

A strobilurinok nemcsak a ndvénypatogén gombdkkal szemben nyujtanak védelmet,
hanem szamos fiziologiai valtozast is képesek eléidézni a névényekben (Giuliani és mtsai., 2019).
mtsai., 2012). Jamieson és mtsai. (1999) megfigyelték, hogy azoxistrobinnal a levelek fokozott
klorofillképzése (,,z01dit6 hatas™) tovabb fenntarthatd, valamint a betakarithatd termés mennyisége
is pozitivan befolyasolhato. Alkalmazasuk triazolokkal valdé kombinacidban a viragzas alatt
indokolt lehet, mert a késObbi novekedési fazisokban, valamint az érési idészak alatt a
novényallomany mar nehezen hozzaférheté (Becka és mtsai., 2011; Spitzer és mtsai., 2012).

Az SDHI (szukcinat dehidrogenaz inhibitor) csoportba tartozo fungicidek a gombak
sejtlégzését gatoljak azaltal, hogy blokkoljak a mitokondridlis II komplexben az ubiquinon-k&td
oldalt és ezaltal gatoljadk a mitokondridlis elektrontranszportot (Avenot és Michailides, 2010;
Sierotzki és Scalliet, 2013). Ebbe a csoportba tartoznak példaul a repcetermesztés soran is
alkalmazhat6 boszkalid, fluopiram és izopirazam hatéanyagok, amelyekkel szembeni rezisztencia
kialakuldsdnak kockézata nemcsak kozepes, de egyes hatdanyagok esetében magas is lehet
(FRAC kod: 7) (FRAC, 2022). A P. lingam izolatumok vizsgalata soran Fajemisin és mtsai.
(2022b) megfigyelték, hogy a boszkalid nagyon hatékonyan gatolta a micélium ndvekedését.
Az altaluk  vizsgélt legmagasabb koncentracidé (10 pg/mL) mind a 41 izolatum
micéliumndvekedését teljes mértékben gatolta, igy eredményeik alapjan a csehorszagi populaciok
esetében a rezisztencia kialakulasat nem feltételezték. Peng és mtsai. (2020) a fluopiramot
hatékonynak talaltak a magok csavéazésara.

Kaczmarek és mtsai. (2009) vizsgalatai megerdsitették, hogy a két repcét megfert6z6
Plenodomus-faj kiilonbozik a fungicidekkel szembeni érzékenységiiket tekintve. Ebbol arra
korokozok aranya meghatarozhatja, hogy milyen gombadldszerrel végezziik a kezelést, valamint

befolyasolhatja annak 1ddzitését is.

2.9.3. Bioldgiai védekezés

A kémiai novényvédelem humanegészségiigyi, valamint a kornyezetvédelmet érintd
kovetkezményei miatt egyre inkabb kulcsfontossagu szerepet téltenek be a mikroorganizmusok a
fitopatogén koérokozok elleni védelemben.

Ahogy szamos esetben, igy a plenodomuszos betegség korokozdi esetében is

védekezhetiink biologiai szervezetekkel. Csavazasra és permetezésre is alkalmas az Oomycetes
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osztalyba tartozoé Pythium oligandrum M1l-es torzse (EFSA, 2020; Bélonoznikova és mtsai.,
2022). A Pythium oligandrum aktivalja a névény védekez6 mechanizmusat, ezaltal biztositja a
fokozott védelmet a ndvénypatogén korokozokkal szemben (Benhamou és mtsai., 2012; Gerbore
¢s mtsai., 2014). A rizoszféraban a Pythium oligandrum az auxin prekurzorként funkcionald
triptamin termelésén keresztiil eldsegiti a mellékgyokerek képzodését, ezaltal a ndévény
gyokérrendszerének fejlédésében, a gyokértomeg novelésében is szerepe van (Le Floch és mtsai.,
2003; Benhamou és mtsai., 2012). A gyokerek még alacsony koncentracio esetén is rendkiviil

érzékenyen reagalnak az auxinra, igy az alacsony koncentraciéban, de rendszeresen térténd auxin

crer

2003).

Cholerton (2015) kutatasai alapjan a Bacillus amyloliquefaciens MBI 600-as torzsének
alkalmazasa is potencialisan megfelel6 védelmet ny(jt a repce szamara a P. lingam fertdzésének
korai fazisaban. A mikroorganizmus tobb hatashelyen fejti ki a hatasat (FRAC kod: BMO02), a vele
szembeni rezisztencia kialakulasa ezidaig nem ismert (FRAC, 2022). A Bacillus
amyloliquefaciens torzsek a gyokéren keresztiil tobb novényfajt is képesek kolonizalni, ezaltal
antagonista aktivitdsuknak koszonhetden képesek megvédeni a ndvényeket a fitopatogén
gombdkkal szemben, valamint kijuttatdsuk esetén a kornyezetiikre sincsenek negativ hatéssal
(Zhao ¢és mtsai., 2014). A gyokerekbe jutva serkentik a ndvények novekedését (Turner és
Backman, 1991), antimikrobialis peptidekkel, valamint litikus enzimekkel rendelkeznek, tovabba
képesek indukalni a szisztemikus Szerzett rezisztencia mechanizmusat (Samaras és mtsai., 2018).

Lipkova ¢és mtsai. (2021) vizsgalata alapjan az egyik legtdbbet kutatott ndvényi
novekedésszabalyozast eldsegité Pseudomonas simiae WCS417 baktériumnak is szerepe lehet a
P.lingam elnyomasaban, azonban ennek bizonyitasara tovabbi szabadfoldi kisérletek
szlikségesek.

Shah ¢és mtsai. (2020) repcér6l szarmazoé P. lingam és P. biglobosus izolatumokat
vizsgaltak. A vizsgalat soran a P. biglobosus izolatumok egy részében egy, a mikovirusok kozé
tartozo kétszali RNS quadrivirus jelenlétét figyelték meg. A mikovirus eltavolitasat kdvetden
virussal fert6zott és virust nem tartalmazo P. biglobosus vonalakat hoztak 1étre. Ezen vonalak
novekedésének ¢és virulencidjanak Osszehasonlitdsaval megfigyelték, hogy a virusfertdzés
hipervirulenciat és szisztemikus Szerzett rezisztenciat képes el6idézni a P. lingam-mal szemben a
repce novényekben, miutan virussal fertézott P. biglobosus izolatumokkal inokulaltak oket.
Eredményeik alapjan a ndvényeket hipovirulens P. biglobosus izolatumokkal mesterségesen
inokulalva hatékonyan csokkenthetd lenne a P. lingam altal eléidézett veszteség a tenyészidoszak

soran.
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3. ANYAG ES MODSZER
3.1. A vizsgalat helye és ideje

A plenoddémuszos betegség tlineteit mutatd repce leveleket és szarakat 2017 és 2021 kozott,
az orszag 29 telepiilésének kozelébodl, 10 varmegyébdl gytijtottiik (1. abra). A ndvényi mintak
demonstracios, illetve kisérleti parcellakbol és iizemi tablakrol szarmaztak. A vizsgalatokat a
Magyar Agrér- és Elettudomanyi Egyetem, Novényvédelmi Intézet, Novénykortani Tanszékének

laboratoriumaban és tiveghazaban végeztiik.

L] ¢ [ %
T\ PSR
G ) £ SO ) \
P el .\wj -/ e

1. abra 2017 és 2021 kozott gytijtott mintak szarmazasi helye
3.2. A vizsgalat anyaga

3.2.1. Novények és izolatumok

Az 6t év soran Osszesen 502 db, jellegzetes tlinetet mutatd novényi részt gytijtottiink

(1. tablazat).

1. tablazat A gy(jtott ndvényi részek szama évenkénti bontasban

Ev Levélmintak szdma (db) Szarmintak szdma (db)
2017 0 26
2018 122 40
2019 53 36
2020 27 27
2021 150 21
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Amennyiben lehetdségiink nyilt rd, a mintakat ismert repcehibridekrol (’ Allberich KWS’,
’Alvaro KWS’, *Exception’, "Factor KWS’, ’Gordon KWS’, "Hybrirock’, "Marc KWS’, "PX113°,

’Shrek’, "Umberto KWS?) gyiijtottiik.

Az 06t év alatt 308 alkalommal izolaltunk Plenodomus-fajt a tiineteket mutatd névényi

részekrdl (2. tablazat). A molekularis jellemzéshez kivalasztott izolatumokat a 4. mellékletben

ismertetem.

2. tablazat Az izolatumok adatai: név, szdrmazasa (hibrid, novényi rész, gyljtés idopontja €s

helyszine)
Begylijtott Gyujtés
Izolatum neve Hibrid ) f,gy J . : ,,qu . Gytijtés helyszine
névényi rész idépontja
L1, L2 ’Allberich KWS’
szar 2017. 06. 23. Nagylozs
L3 ’Gordon KWS’
L4, L5 ’Hybrirock’
L6, L7 ’Factor KWS’
L8, L9 ’Alvaro KWS’ szar 2017. 07. 04. Nagylozs
L10, L11 ’Marc KWS’
L12, L13 ’Umberto KWS’
L14 - L18 ’Marc KWS’
levél 2018. 04. 07. Kétpd
L19-L23 ’Gordon KWS’
L24 —L29 "Hybrirock’ levél 2018. 04. 13. Vadosfa
L30 - L32 ’Marc KWS’ levél 2018. 04. 13. Osli
L33 -L35 "Hybrirock’ levél 2018. 04. 13. Bdsarkany
L36, L37 ’Marc KWS’
L38, L39 ’Umberto KWS’ szar 2018. 06. 27. Szalanta
L40 — L42 ’Alvaro KWS’
L43 — L45 ’Gordon KWS’
L46 — L50 ’Hybrirock’
szar 2018. 06. 28. Tordas
L51, L52 ’Marc KWS’
L53, L54 ’Alvaro KWS’
L55 - L60 ’Umberto KWS’ levél 2019. 03. 30. Kuncsorba
L61 PX113° levél 2019. 03. 30. Torokszentmiklos
L62, L63 Ismeretlen levél 2019. 04. 22. Dombévar
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L64, L65 Ismeretlen Szar 2019. 04. 20. | Baranyaszentgyorgy
L66 — L74 Ismeretlen szar 2019. 07. 109. Harkany
L75-1L95 ’Shrek’ Szar 2019. 07. 19. Fels6nana
L96 — L109 Ismeretlen levél 2019. 09. 109. Martonvasar

L110-L127 "Exception’ levél 2020. 02. 23 Baranyajend
L128 — L135,

L145, L148, *Shrek’ szZar 2020. 07. 01. Felsénéana
L149, L152
L136 — L144,
L146, L147, Ismeretlen szar 2020. 07. 02. Jaszboldoghaza
L150, L151,
L153

L154 - L168 Ismeretlen levél 2021. 01. 31. Kiskunlachaza
L169 — L196 Ismeretlen levél 2021. 04. 25. Mezéd
L197 - L199 Ismeretlen levél 2021. 04. 25. Palé
L200 — L207 Ismeretlen levél 2021. 05. 05. Gyirmot
L208 — L225 Ismeretlen levél 2021. 05. 08. Esztergom
L226 — L237 Ismeretlen levél 2021. 05. 16. Santos
L238 — L252 Ismeretlen levél 2021. 05. 17. Gyomaendrdd
L253 - L264 Ismeretlen level 2021. 05. 11. Piiski
L265—L273 Ismeretlen levél 2021. 05. 30. Igal
L274 — L280 Ismeretlen levél 2021. 05. 30. Tamasi
L281 - L284 Ismeretlen levél 2021. 05. 28. Kiszombor
L285 - L308 ’Umberto KWS’ Szar 2021. 07. 12. Gyékényes

3.2.2. Inditoszekvenciak

A molekularis vizsgalatok sordn elsésorban kiilfoldi referalt folyoiratokban publikalt
primereket hasznaltunk, azonban az rpb2 régié vizsgalatahoz sajat primereket terveztiink.
A primerek elhelyezkedésének abrazolasa a nemzetkozi adatbazisbol (NCBI, National Center for
Biotechnology Information) szarmazo Plenodomus izolatumok szekvenciai alapjan késziilt
(5. melléklet). A ,multilocus”-os elemzéshez alkalmazott genomi régiok felszaporitasahoz

alkalmazott primereket a 3.2.2.4 — 3.2.2.8. pontokban részletezem.
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3.2.2.1. Fajszintli azonositas az ITS régid rovid szakasza alapjan

Valamennyi izolalt korokozot azonositottuk az ITS régid egy szakasza alapjan, melyhez
Liu és mtsai. (2006) altal tervezett LmacF, LbigF, valamint LmacR specifikus primereket
hasznaltuk fel a multiplex PCR soran. Az LmacF ¢és az LbigF fajspecifikus szensz primerek, mig
az LmacR a P. lingam ’brassicae’ és a P. biglobosus ’brassicae’ 6rokitéanyagahoz is kotédd
antiszensz primer (2. abra). Ezek a primerek a P. lingam és a P. biglobosus rDNS-ében 1év6 ITS1
régiod egy részét, az 5,8S rDNS gént és az ITS2 régio egy részét amplifikaljak. A P. lingam esetében
a primerekkel egytitt 331 bp, mig a P. biglobosus esetében 444 bp hosszusagu szakasz szaporodik

fel. Vizsgalataink soran ezt a szakaszt az izolatumok fajszintli azonositasara hasznaltuk fel.

LmacF: 5-CTTGCCCACCAATTGGATCCCCTA-3'
LbigF: 5'-ATCAGGGGATTGGTGTCAGCAGTTGA-3'
LmacR: 5'-GCAAAATGTGCTGCGCTCCAGG-3'

Plenodomus lingam
188 288

1DNS i J 58S 1 DNS $ 1DNS
1rs1 o 588 - ITS2 m’ =

200 0 500
'*'

Plenodomus biglobosiis
188 288

1DNS ITS1 58S 1DNS ITS? 1DNS
- 1 'J 200 200 4| ’ s?:
|

Jelmagyarazat: [0 » - LmacF primer Il - ITSrego

: : - 1iboszomalis gének
- - LbigF primer =5 Sric

. - LmacR primer

crer

LmacF, LbigF, LmacR primerek elhelyezkedése
3.2.2.2. Parosodasi tipusok vizsgélata

A P. lingam parosodasi tipusait (,,mating types”) multiplex PCR-rel vizsgaltuk, melyhez
az LmMATI1-1F, az LmMAT1-2F és az LmMATR primereket hasznaltuk fel (Cozijnsen és
Howlett, 2003). Az LmMMATI1-1F és az LmMATI1-2F a P. lingam parosodasi tipusait tekintve
specifikus szensz primerek, mig az LmMATR a P. lingam mindkét parosodasi tipusahoz kotddo
antiszensz primer (3. abra). MATI1-1 tipus esetén a primerekkel egyiitt 686 bp, mig MAT1-2 tipus

esetén 445 bp hosszusagli amplikon keletkezik.
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LMmMMAT1-1F: 5-CTCGATGCAATGTACTTGG-3'
LmMMAT1-2F: 5'-AGCCGGAGGTGAAGTTGAAGCCG-3'
LMMATR: 5-TGGCGAATTAAGGGATTGCTG-3'

Plenodomus lingam MATI1-1 v ‘
L‘?: 4?3 i';.‘-:- ':I).') 1 303 1 L;): ¢ 1 ':9)
Plenodomus lingam MATI1-2 [ 4
Il}'.‘ 4': CI_ GEO :l‘.O ‘I}. X 1400
| = ¢ :

Jelnagyarazat: -LmMATL-1F primer [l - MAT geén

’ - LiMATL-2F primer [] -kodolo szekvenciak

- intron
‘ - LinMATR primer

3. abra A Plenodomus lingam mating type fehérjéjét kodolod szekvenciai a MAT1-1 és a
MAT1-2 tipus esetén, valamint az LmMAT1-1F, LmMAT1-2F, LMATR primerek

elhelyezkedése

3.2.2.3. AvrLm4 gén vizsgalata

Az AvrLm4 gén vizsgalatahoz az AvrLm4F szensz és az AvrLm4R antiszensz primereket
hasznaltuk fel (4. abra) (Van de Wouw és Howlett, 2012). A primerekkel egyiitt 1127 bp

hosszsagu termék keletkezik a P. lingam esetében.

AvrLm4F: 5>-AGAAGGGTAAGGGGCAAGTC-3’
AvrLm4R: 5’-GAAGAACCCTGCTAGATAGGTAAGC-3’

. Plenodomus lingam
v 200 400 800 800 1.000 ‘
1 L 1 1 |
- ]
Jelmagyarazat: > - AvrLm4F primer Bl - AviLm4 gén

[] -kodolo szekvenciak

- intron

‘ - AvrLm4R primer

AvrLm4R primerek elhelyezkedése
3.2.2.4. Az ITS régio teljes szakaszanak vizsgalata

Az ITS régid teljes szakaszanak vizsgalatdhoz a PN3 — PN10 primerpart alkalmaztuk
(Mitrovi¢ és mtsai., 2016). Ezek a primerek a 18S rDNS gén egy részét, az ITS1 régiot, az 5,8S
rDNS gént, az ITS2 régiot és a 28S rDNS gén egy részét sokszorozzak (5. abra). A P. lingam
esetében primerekkel egyiitt 554 bp, mig a P. biglobosus esetében 582 bp hosszusagu termék
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keletkezik. A ,multilocus”-os vizsgalathoz a felszaporitott termékek nukleotid sorrendjének

ITS1-5,8S-1TS2 szakaszat hasznaltuk fel.

PN3: 5'-CCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATC-3'
PN10: 5-TCCGCTTATTGATATGCTTAAG-3'

Plenodomus lingam

188 288
1DNS >
1DNS
ITS1 58S 1DNS ITS2
100 200 300 400

Plenodomus biglobosus

18S
1rDNS 288
ITS1 58S 1DNS ITS2 1DNS
100 200 300 400 500
- | | —‘ | | -
Jelmagyarazat: - PIN3 primer B - ITS régio

; I - 1iboszomalis gének
- PN10 prumer

crer

PN3, PN10 primerek elhelyezkedése

3.2.2.5. LSU régi6 vizsgalata

Az LSU régi6 vizsgalatahoz az LROR szensz és az LR7 antiszensz primereket alkalmaztuk
(Vilgalys és Hester, 1990; Rehner és Samuels, 1994). Ezen primerek a 28S rDNS génhez kotédnek
(6. abra). A termék hossza a P. lingam esetében a primerekkel egyiitt 1364 bp, mig a P. biglobosus
esetében 1363 bp hosszisagu (Chen és mtsai., 2015). Ezt a régiot a rokonsagi viszonyok feltarasa

soran vizsgaltuk.

LROR: 5’-GTACCCGCTGAACTTAAGC-3’
LR7: 5>-TACTACCACCAAGATCT-3’

Plenodomuis lingam 288
500 1000 tDNS ‘
Plenodomus biglobosus 238
500 1000 1DNS ‘
Jelmagyarazat: - LROR primer Il - 15U égio
‘ - LR7 primer Il - 1riboszomalis gén

crer

LROR, LR7 primerek elhelyezkedése
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3.2.2.6. Tub2 gén vizsgalata

A tub2 gén egy részének felszaporitasahoz a Btub2Fd szensz és a Btub4Rd antiszensz
primereket alkalmaztuk (7. abra) (Woudenberg és mtsai., 2009). A felszaporitott termék hossza a
primerekkel egyiitt a P. lingam esetében 394 bp, mig a P. biglobosus esetében 386 bp hosszusagu
(Chen és mtsai., 2015).

Btub2Fd: 5>-GTBCACCTYCARACCGGYCARTG-3’
Btub4Rd: 5’-CCRGAYTGRCCRAARACRAAGTTGTC-3’

Plenodomus lingam

100 200 300 -

- ~ | I p ~ ]

I T i ] ¥

Plenodonuis biglobosus

;A »

1 b —

Jelmagyarazat: - Btub2Fd primer [l - tub2 gén
_ - Btub4Rd primer [ ] - kddold szekvenciak
- mntron

crer

szekvencidinak egy része és a Btub2Fd, Btub4Rd primerek elhelyezkedése

3.2.2.7. Rpb2 régio6 vizsgalata

Az rpb2 régi6 egy szakaszanak vizsgalatdhoz a P. lingam rpb2 régio (DQ470894;
KT389669; KY064047; XM_003841144), valamint a P. biglobosus rpb2 régio (KY064037;
MT683512) szekvenciainak felhasznalasaval az OligoAnalyzer 3.1 online szoftver (Integrated
DNA Technologies Inc.) segitségével sajat primereket terveztiink (RPB2F szensz és RPB2R
antiszensz), melyeket a vizsgalat soran felhasznaltunk. A primerek az rpb2 régidhoz kotddnek (8.

abra) és mindkét faj esetében a primerekkel egyiitt 535 bp hosszsagu szakasz amplifikalodik.

RPB2F: 5’-AGGCTTGTGGTTTGGTCAAGA-3’
RPB2R: 5’-ATCATAGCRGTCTCTTCCTCCT-3’
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Plenodomus lingam

00 200 300 400 00 l

1 M (! Il

Jelmagyarazat: > - RPB2F primer Il -RPB21¢gis
. -RPB2R primer  [_] - kodolé szekvencia

szekvenciajanak egy része és az RPB2F, RPB2R primerek elhelyezkedése
3.2.2.8. Actl gén vizsgalata

Az actl gén vizsgalatahoz az Aktinl7 szensz és az Aktinl8 antiszensz primereket
alkalmaztuk (9. abra) (Voigt és mtsai., 2005). Ezen primerek alkalmazasaval a P. lingam és a

P. biglobosus esetében is a primerekkel egyiitt 943 bp hosszsagu szakasz szaporodik fel.

Aktinl7: 5°-TGGGACGATATGGANAANATCTGGCA-3’
Aktinl8: 5’-TTAGAAGCACTTNCGGTG-3’

Plenodomus lingam

200 400 800 800 ‘

(! 1 (! A

Plenodomus biglobosus

200 400 800 800 ‘
1} L} 1 — ~ e

f*

Jelmagyarazat: % _ Alctinl 7 primer Bl - actlgén
‘ s WIS paier [[] -kodolé szekvenciik
~ - intron
9. abra A Plenodomus lingam és a Plenodomus biglobosus aktin fehérjéjét kodolo

szekvenciajanak egy része €s az Aktinl7, Aktin18 primerek elhelyezkedése
3.2.3. Taptalaj, vegyszerek, enzim, kit

A koérokozokat burgonya-dextroz agar (PDA, Biolab, Magyarorszag) taptalajon izolaltuk
¢és tartottuk fenn. Az Ossznukleinsav-kivonashoz cetil-trimetil-ammonium-bromid (CTAB,
Duchefa Biochemie, Hollandia) tartalma puffert, a tisztitashoz izoamil-alkohol tartalmu
kloroformot (1:24), a nukleinsav extrakciojahoz 2-propanolt, a PCR reakciokhoz Dream Taq

Green PCR Master Mix 2x-t (Thermo Scientific, Litvania) hasznaltunk. A gélelektroforézishez a
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termékek varhato hossza alapjan GeneRuler 1 kb plus és GeneRuler 100 bp (Thermo Scientific,
Litvania) markereket valasztottunk. A szekvencidk meghatarozasa el6tt a PCR-termékeket High
Pure PCR Product Purification Kit-tel (Roche, Németorszag) tisztitottuk.

3.2.4. Fungicid hatéanyagok

Az izolatumok fungicid érzékenységének vizsgalatara Ot altaldnosan alkalmazott
hatéanyagot valasztottunk ki, melyeket a Merck Kft.-tdl, tiszta hatdéanyag formajaban
szereztiink be. Az SDHI fungicidek koziil a boszkalidra €s a fluopiramra, a Qol fungicidek koziil
az azoxistrobinra ¢és a piraklostrobinra, a DMI fungicidek koziil pedig a tebukonazolra esett a
valasztasunk. A hatéanyagok koziil mindegyik jelenleg is hasznalatos 6szi kaposztarepce
kultaraban (Internet5). A PubChem adatbazis alapjan ezen hatéanyagok vizben nem, vagy csupan
nagyon gyengén oldodnak (Internet6), emiatt az adatbazis alapjan a hatéanyagtol fliggéen
izopropanolt (a boszkalid, a piraklostrobin €s a tebukonazol esetében), vagy metanolt (a fluopiram

¢s az azoxistrobin esetében) hasznaltunk olddszerként.

3.2.5. Eszkozok

A vizsgalatainkhoz az altalanos laboratoriumi iiveg- és fémeszkozokon kiviil 85 mm
atmérojl, steril miianyag Petri-csészéket hasznaltunk. Thermo Scientific MSC 1.2 laminaris
fiilkében végeztiik el a korokozok izolalasat és a tenyészetek 1étrehozasat. Az izolatumokat Sanyo
MLR-351 fitotronban, 24 °C-on taroltuk. A ndvényi részek vizsgdlatdhoz Leica MZ6
sztereomikroszkopot, a konidiumok vizsgalatdhoz pedig Nikon Eclipse 50i citoplaszt
mikroszkopot hasznaltuk. QImaging MicroPublisher 5.0 RTV kameraval készitettik a
mikroszkopos felvételeket. A PCR-eket GeneAmp PCR System 9700 tipusi PCR késziilékben
(Applied Biosystems) végeztiik el.

3.3. A vizsgalat modszere

3.3.1. A ndvényi részek gylijtése €s tarolasa

A tlineteket mutatd leveleket €és szarakat feliratozott papirzacskokba gytijtottiik és még
aznap az egyetem laboratoriumaba szallitottuk.

Helytakarékossdg miatt a tovabbiakban kizardlag azokkal a levél-, és szdrdarabokkal
dolgoztunk, amelyeken a plenodomuszos betegség ivartalan termétestei, piknidiumok képzddtek.
A felhasznalt novényi részeket a konidiumok el6torésének céljabol maximum 3 napig nedves

kamréaban, természetes megvilagitas mellett, szobahdmérsékleten inkubaltuk (10. 4bra).
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10. abra Fert6zott repcelevelek (A) és szarak (B) inkubaldsa nedves kamraban (Fotok: Bagi)

3.3.2. A korokozok izolalasa taptalajon, a tenyészetek fenntartasa

A nedves kamrakban elhelyezett levél-, (11/A abra) és szardarabokon (11/B abra) 1évo
piknidiumokbdl sok esetben piknokonidiumok tomege tort eld. Ezeket Goh (1999) moddszerét
hasznalva lang felett kihtzott tivegkapillarissal sztereomikroszkop alatt leemeltiik, majd steril
vizbe helyeztiik. Ha az inkubéci6 sordan nem jelent meg konidiummassza a piknidiumok
szajnyilasanal, akkor a piknidiumokat a levél szovetébdl kiemeltiik, steril vizbe helyeztiik,
6vatosan roncsoltuk. A konidiumszuszpenziot minden esetben vortexeltiik, majd laminéaris fiilke
alatt PDA taptalajon szélesztettiik. A Petri-csészéket 24 = 1 °C-on, sotétben inkubaltuk, majd a
nyers tenyészetekb6l 3 nap utdn a csirdzd konidiumok hifacstiicsanak atoltasaval tiszta

tenyészeteket hoztunk létre.

11. abra Tomeges piknidiumképz6dés és sporulacio repcelevélen (A) (Foto: Jaki) és szaron (B)

(Foto: Bagi)

Az izolatumokat hosszabb tdvon kémcsovekben, ferde agaron (12/A 4bra), valamint

agarlemezeken (12/B abra) tartottuk fenn.
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12. abra Az izolatumok fenntartdsa ferde agaron (A) és agarlemezeken (B) (Fotok: Bagi)

3.3.3. Morfologiai €s tenyészbélyegek jellemzése és értékelése

A két korokozd piknidiumai morfologiai bélyegeik alapjan rendkiviil hasonloéak
(Shoemaker és Brun, 2001; Ghanbarnia és mtsai., 2011), szabad szemmel nem kiilonithet6ek el,
emiatt elészor sztereo-, majd citoplaszt mikroszkép alatt vizsgaltuk Oket. A konidiumokat
méretiikbdl addddan kizardlag citoplaszt mikroszkop alatt vizsgaltuk. A piknidiumbdl elétort
konidiummasszat steril tivegkapillaris segitségével leemeltiik, majd a citoplaszt mikroszkopos
megfigyeléshez targylemezre helyeztiik. A konidiumok vizsgalataval egyidejlileg a késObbi
molekularis  vizsgdlatokhoz,  valamint az  izoldtumok  fajszintli = azonositasahoz
konidiumszuszpenziot is készitettiink. Ezen esetekben a vizsgalt konidiumok és a
konidiumszuszpenzié ugyanabbdl a levélfoltbol szdrmazott. A konidiumok tulajdonsagainak
értékelése az izolatumok molekularis modszerrel torténd fajszintli azonositasa utan tortént, mert a
konidiumok szemmel lathaté tulajdonsagai alapjan a két korokozd nem kiilonithetd el egymastol.
A random moddon kivalasztott izolatumok esetében (L7, L17, L18, L26, L34, L39, L43)
mintanként 50-50 konidium szélességét és hosszisagat um pontossaggal mértiik le, valamint a
konidiumok alakjat és szinét is megvizsgaltuk.

Az izolatumok tenyészbélyegeinek vizsgalata sordn megfigyeltiik a tenyészetek alakjat,
szinét, sz€lét, mintadzottsagat, a piknidiumok képzddését, a szinanyag termelddését, valamint a
képzddott légmicélium mennyiségét. Azon izoldtumok esetében, amelyeknél a konidiumok
méretét lemértiik (L7, L17, L18, L26, L34, L.39, L43), feljegyeztiik a tenyészetek atmérdjének
napi atlagos ndvekedését (mm / 24 h) is. A tenyészetek tulajdonsagait a leoltast kovetd 28. napon

figyeltilk meg. Az izolatumokat 24 + 1 °C-on, sététben taroltuk.
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3.3.4. Patogenitasi teszt

Az izolatumok megbetegitOképességének igazoldsira a Koch-posztulatumok alapjan
patogenitasi tesztet végeztiink. A vizsgélathoz csavazatlan vetdmagbol neveltiink ndvényeket
(13. abra). Egyes esetekben a mesterséges fert6zéshez a novényekrdl eltavolitott leveleket
hasznaltuk fel, melyeket a f6ér szini oldalan fert6ztiink meg, mig mas esetekben a 3-5 leveles
cserepes repce novényeket hasznaltuk fel, amelyeket azok szaran fertéztiink meg. A koérokozok
tenyészetekben a vizsgalati iddszak alatt nem sporulaltak, igy a konidiumok hianya miatt tiszta
tenyészetekbdl szarmazo micéliummal inokulaltuk a ndvényi részeket, melyeken elézdleg steril
landzsatlivel sebzést ejtettiink. Az inokulalt leveleket nedves kamrakba steril iiveggolyodkra
helyeztiik, a nedves kamrak aljara a 95 + 3%-os relativ paratartalom biztositasa érdekében steril
desztillalt vizet toltottiink. A levélnyeleket vizzel megtoltdtt mikrocentrifuga csdvekbe helyeztiik,
hogy a levelek elhervadasat késleltessiik. A cserepes ndvények szdrainak fertézése esetén az
inokulécios pontot parafilmmel lefedtiik. A kontroll ndvények szarait és a kontroll leveleket steril
PDA korongokkal inokulaltuk. A fertézott novényeket €s a fertdzott leveleket tartalmazo nedves
kamrékat a tlinetek megjelenéséig szobahémérsékleten 24 +2 °C-on, természetes megvilagitas
mellett inkubaltuk. A patogenitasi teszt eredményét 10 nap elteltével értékeltiik, majd a Koch-
posztuldtumokat kovetve a tlineteket mutatdé novényi szovetekbdl PDA taptalajon visszaizolaltuk

a korokozokat és ezaltal bizonyitottuk azok megbetegitoképességét.

13. abra Repce novények nevelése az iiveghazban (Fotd: Kecskeméti)
3.3.5. Az izolatumok molekularis vizsgalatai

3.3.5.1. Orékitdanyag kivonasa CTAB modszerrel

Az 6ssznukleinsav kinyeréséhez 15-20 napos tiszta tenyészeteket hasznaltunk. Laminaris

fiilke alatt a gomba micéliumanak kb. 1 cm? teriiletii részét leemeltiik a taptalaj feliiletérdl és steril
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dorzsmozsarban kvarchomokkal homogenaltuk. Ezutdn Maniatis €s mtsai. (1983) moddszerét
kovetve 800 ul CTAB puffer (2% CTAB; 1,4 mol (M) natrium-klorid (NaCl); 20 millimol (mM)
etilén-diamin-tetraecetsav (EDTA); 100 mM Tris-HCI pH: 8; 0,2% 2-merkapto-etanol (2-ME))
hozzaadésa utan tovabb dorzsoltiik. Ezutan az elegyet mikrocentrifuga csdvekbe toltottik és 30
percen keresztiil 65 °C-on inkubaltuk. A nukleinsav kitisztitasa céljabol kétszer izoamil-alkoholos
kloroformot (1:24) adtunk hozz4, jol 6sszeraztuk, majd 10 percen keresztiil centrifugaltuk. A felsé
fazist tiszta mikrocentrifuga csébe atpipettaztuk, majd hozzaadtunk 600 pl izopropanolt, ezzel
extrahaltuk a nukleinsavakat. Ezutan szintén centrifugalas kovetkezett, ledntottiik a feliiluszot,
a pelletet pedig 70%-os etanollal mostuk. A pelletet kb. 10-15 percig vakuumkoncentratorban
szaradni hagytuk. Ezutan 40 ul 10 pg/ml RNase-t tartalmazo TE-oldatba oldottuk vissza.
A nukleinsavakat -20 °C-on taroltuk.

3.3.5.2. PCR vizsgalat

A vizsgalatok soran 50 pl végtérfogatra mértiink 6ssze 4 pl DNS-t, primerenként 2 pl-t
(20 pmol/ul), 20 ul Dream Taq Green PCR Master Mix 2x-t (Thermo Scientific, Litvania) steril
desztillalt vizzel kiegészitve, a gyartd eldirasa szerint. A kiilonbozd régidk felszaporitasahoz
alkalmazott PCR-ek koriilményeit a 3. tablazat foglalja 6ssze. A PCR-termékekbdl 1%-os agardz
gélen 5 pl-t 1x-es TBE puffer felhasznalasaval futtattunk meg. Az agar6z gél Eco Safe Nucleic
Acid Straining Solution festéket (Thermo Scientific, Litvania) tartalmazott. A PCR-termékeket

UV fénnyel tettiik 1athatéva, majd lefényképeztiik dket.

3. tablazat A PCR-ek paraméterei a vizsgalt szakaszok szerint

Vizsgalt | Ciklusok PCR ciklus Végso
Elédenaturacio : : : )
szakasz szama | Denaturacio | Anellacio | Elongacié | elongaci6
ITS régiok

egyes részei

+ 5,85 DNS | 95 °C 3 perc 30 95 °C 15 mp

70°C30 | 72°C60 | 72°C 10

mp mp perc
gén (Liu és

mtsai., 2006)
MAT gén

fragmentuma
(Cozijnsen 94 °C 2 perc 35 94 °C 30 mp

60°C30 | 72°C60 | 72°C 10

mp mp perc
és Howlett,

2003)
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AvrLm4 gén

(Van de
59°C30 | 72°C40 | 72°C 10
Wouw ¢€s 95 °C 3 perc 35 95 °C 30 mp
mp mp perc
Howlett,
2012)
18S —28S
régid 58°C30 | 72°C60 | 72°C 10
94 °C 2 perc 37 94 °C 30 mp
(Mitrovi¢ és mp mp perc
mtsai., 2016)
LSU régio6
48 °C 45 72°C2 72°C 10
(Chen és 95 °C 5 perc 35 95 °C 45 mp
_ mp perc perc
mtsai., 2015)
tub2 gén
fragmentuma 52°C30 | 72°C80 | 72°C 10
95 °C 5 perc 35 95 °C 30 mp
(Chen és mp mp perc
mtsai., 2015)
rpb2 régio 58°C30 | 72°C45 | 72°C 10
95 °C 3 perc 35 95 °C 30 mp
egy szakasza mp mp perc
actl gén egy
szakasza 52°C60 | 72°C60 | 72°C5
95 °C 5 perc 30 95 °C 30 mp
(Voigt és mp mp perc
mtsai., 2005)

3.3.5.3. A PCR-termékek nukleotid szekvencidjanak meghatarozasa és analizise

A géelelektroforézist kovetden a PCR-termékeket a High Pure PCR Product Purification

crcr

a NanoDrop One/One C Microvolume UV-Vis (Thermo Scientific) spektrofotométerrel

ellendriztiik. A korokozok dsszehasonlité vizsgéalatdhoz felhasznalt izolatumok esetén (L7, L17,

L18, L26, L34, L39, L43) az LmacF, LbigF, LmacR primerekkel a fragmentumokat mindkét

iranybol szekvenaltattuk. A parosodasi tipus vizsgalatakor keletkezett termékeket a PCR-hez

hasznalt inditoszekvencidkkal szintén mindkét iranybdl szekvenaltattuk. A ,,multilocus”-os torzsta

elkészitéséhez a 18S-28S fragmentumot a PN10 primer felhasznalasaval antiszensz iranybol, mig

az LSU régio, tub2 gén és az rpb2 régio fragmentumait mindkét iranybol a PCR-hez felhasznalt

primerekkel szekvenaltattuk. Az actl gén vizsgalata soran is a PCR-hez felhasznalt primerekkel
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mindkét iranybdl tortént szekvenaltatas. A szekvencidk meghatarozasat a BaseClear B.V. (Leiden,
Hollandia) cég egy ABI Prism automatikus szekvenatorral végezte el. A szekvencidk
ellendrzésére, esetleges szerkesztésére és a nemzetkozi adatbazisbol szarmazd szekvenciakkal
valo Osszehasonlitdsara az NCBI adatbazis Basic Local Alignment Search Tool (BLAST)
programcsomagjat hasznaltuk fel (Altschul és mtsai., 1990). A szekvencidkat a CLC Sequence
Viever Viewer 8 (CLC Bio) program segitségével szerkesztettilkk, sziikség esetén a
kromatogrammok alapjan javitottuk dket, majd Osszehasonlitottuk mas orszagokbol szarmazo

1izolatumok szekvenciaival.

3.3.5.4. A filogenetikai torzsfak elkészitése és analizise

A részletes filogenetikai analizishez 26 hazai P. lingam ¢és 17 hazai P. biglobosus
izolatumot hasznaltunk fel (4. tablazat). A kapott nukleotid szekvencidk az NCBI adatbazisba
feltoltésre keriiltek.

4. tablazat A filogenetikai analizis soran felhasznalt sajat izolatumainkhoz tartoz6 génszakaszok

szekvenciainak génbanki azonosité kodjai

Génbanki azonosito
Izolatum teljes IT51- LSU régi6 egy | tub2 génegy | rpb2 régi6 egy | actl gén egy
5’88,4.1,-82 szakasza szakasza szakasza szakasza
1égio
L7 OMO098459 OM102999 OM291849 OM273759 OM273802

L11 OMO098460 OM103000 OM291850 OM273760 OM273803
L26 OMO098461 OM103001 OM291851 OM273761 OM273804
L30 OM098462 OM103002 OM291852 OM273762 OM273805
L34 OMO098463 OM103003 OM291853 OM273763 OM273806
L37 OMO098464 OM103004 OM273742 OM291875 OM273785
L40 OMO098465 OM103005 OM291854 OM273764 OM273807
L55 OMO098466 OM103006 OM273743 OM291876 OM273786
L59 OM098467 OM103007 OM273744 OM291877 OM273787
L61 OMO098468 OM103008 OM291855 OM273765 OM273808
L63 OMO098469 OM103009 OM291856 OM273766 OM273809
L71 OMO098470 OM103010 OM273745 OM291878 OM273788
L74 OM098471 OM103011 OM273746 OM291879 OM273789
L105 OM098472 OM103012 OM273747 OM291880 OM273790
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L108 OM098473 OM103013 OM291857 OM273767 OM273810
L110 OM098474 OM103014 OM291858 OM273768 OM273811
L112 OMO098475 OM103015 OM273748 OM291881 OM273791
L128 OM098476 OM103016 OM273749 OM291882 OM273792
L131 OM098477 OM103017 OM291859 OM273769 OM273812
L144 OMO098478 OM103018 OM273750 OM291883 OM273793
L150 OMO098479 OM103019 OM273751 OM291884 OM273794
L155 OM098480 OM103020 OM273752 OM291885 OM273795
L166 OMO098481 OM103021 OM291860 OM273770 OM273813
L174 OMO098482 OM103022 OM273753 OM291886 OM273796
L183 OM098483 OM103023 OM291861 OM273771 OM273814
L197 OMO098484 OM103024 OM291862 OM273772 OM273815
L198 OMO098485 OM103025 OM291863 OM273773 OM273816
L201 OM098486 OM103026 OM291864 OM273774 OM273817
L206 OMO098487 OM103027 OM273754 OM291887 OM273797
L214 OMO098488 OM103028 OM291865 OM273775 OM273818
L217 OM098489 OM103029 OM291866 OM273776 OM273819
L228 OMO098490 OM103030 OM291867 OoM273777 OM273820
L233 OMO098491 OM103031 OM291868 OM273778 OM273821
L238 OM098492 OM103032 OM291869 OM273779 OM273822
L245 OMO098493 OM103033 OM291870 OM273780 OM273823
L257 OMO098494 OM103034 OM273755 OM291888 OM273798
L258 OM098495 OM103035 OM291871 OM273781 OM273824
L265 OMO098496 OM103036 OM291872 OM273782 OM273825
L277 OMO098497 OM103037 OM291873 OM273783 OM273826
L281 OM098498 OM103038 OM273756 OM291889 OM273799
L283 OMO098499 OM103039 OM291874 OM273784 OM273827
L294 OMO098500 OM103040 OM273757 OM291890 OM273800
L306 OM098501 OM103041 OM273758 OM291891 OM273801

A szekvencidk analiziséhez és a filogenetikai kapcsolatok vizsgalatdhoz a MEGAT11
programcsomagot valasztottuk (Tamura és mtsai., 2021). A torzsfakat a Neighbor-Joining és a
Maximum Composite Likelihood (MCL) becslésekkel készitettiik. A torzsfak méretaranyosan

késziiltek, az agak hosszat a szubsztiticiok szama jeloli. Minden elemzés esetén a torzsfa
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megbizhatosagat 1000x-es ismétlésben bootstrap moddszerrel ellendriztiik. Csoporton kiviiliként
az actl génszakasz alapjan késziilt torzsfa kivételével minden esetben a Leptosphaeria doliolum
CBS 505.75 izolatumot valasztottuk, a torzsfakat ettdl az izolatumtol agaztattuk el. Ezen izolatum
esetén nem allt rendelkezésiinkre az actl gén vizsgalt szakaszanak szekvencidja, igy ehhez a
filogenetikai analizishez a Leptosphaeria lindquistii AY748979 izolatumat hasznaltuk fel
csoporton kiviiliként.

Az izolatumaink szubkladjanak meghatarozasahoz Mendes-Pereira és mtsai. (2003)
vizsgalatahoz hasonléan az ITS régiokat és az 5,8S rDNS gént hasznaltuk fel. Ezeket a P. lingam
CBS 275.63 vonalanak (JF740234), a P. biglobosus ’brassicae” UBIP01000001 genomjanak,
a P. lingam ’brassicae’ (AJ550885, AJ550887), P. lingam ’lepidii’ (AJ550890), a P. biglobosus
"thlaspi’ (AJ550891), a P. biglobosus *australensis’ (AJ550867), a P. biglobosus ’occiaustralensis’
(AM410082), a P. biglobosus ’americensis’ (MG321243) és a P. biglobosus ’brassicae’
(DQ133890) ugyanazon szakaszdnak szekvenciajaval hasonlitottuk ossze.

A ,multilocus”-os analizishez a P. lingam ’brassicaec’ esetében a CBS 275.63,
a P. biglobosus ’brassicae’ esetében az UBIP01000001 izolatumot hasznaltuk fel, mert egyediil

ezen izolatumok esetében publikaltdk a szekvencia adatokat az dsszes altalunk vizsgalt régiobol.

3.3.6. A fungicid hatéanyagok tesztelése a korokozok micéliumanak novekedésére

A hatéanyagok tesztelésére sorozathigitasos, mérgezett agarlemezes modszert
alkalmaztunk (14. dbra). Ez a modszer alkalmas a hatéanyagok micéliumnovekedésre gyakorolt
hatdsanak vizsgalatara, valamint az esetleges hatékonysagcsokkenés kialakuldsanak
megallapitasara. A boszkalid, a fluopiram, az azoxistrobin, a piraklostrobin és a tebukonazol
hatasat 2, 10, 20 és 30 mg/L-es koncentracioban (5. tablazat), négy ismétlésben, 5 izolatum (L.279,
L280, L291, L295, L308) esetében vizsgaltuk.

A gyartd utasitasait kovetve PDA (Biolab Magyarorszag) taptalajt készitettiink. 39 g
PDA-hoz 1 liter desztillalt vizet toltottiink, majd autoklavban 121 °C-on 30 percig sterilizaltuk.

Ezutan a PDA taptalajhoz hat6anyagonként torzsoldatot készitettiink. A hatdanyagokat
0,0001 g pontossagu precizids mérlegen mikrocentrifuga csdvekbe mértiik ki, majd a feloldashoz
szilkséges oldoszer mennyiségét pipettaval adtuk hozza. 250 ml steril, melegen folyékony
halmazallapott PDA taptalajjal hatoanyagonként négy FErlenmeyer lombikot toltottiink fel
(14/A abra), majd kézmeleg allapotaban a hatéanyagot tartalmazo torzsoldatot 2, 10, 20 és
30 mg/L-es koncentracidban hozzamértiik (14/B, C abra). A mérgezett taptalajt 85 mm atmérdji
mianyag Petri-csészékbe ontottiik (20 ml / Petri-csésze) (14/D éabra), a mérgezett agarlemezek

kozepére 16-18 napos tiszta tenyészetekbdl 5 mm atmérdjii micéliumkorongokat helyeztiink.
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14. abra Mérgezett agarlemezek készitése: taptalaj kimérése lombikokba (A), torzsoldat

hozzaadagolasa (B, C), taptalaj kiontése Petri-csészékbe (D) (Fotok: Petrdczy)

5. tablazat A hatéanyagok feloldodasa olddszerben, a vizsgalt elegyek koncentracioi, valamint

az adott koncentraciohoz sziikséges torzsoldat dsszetevoi

Torzsoldat
Hat6anyag oldodasa Vizsgalt elegy Hat6anyag Oldoszer
Hatoanyag .
oldoszerben (g/L) | koncentracidja (mg/L) | mennyisége | mennyisége
(mg) (uL)
_ 2mg/ 1 liter PDA 2 mg 200 pl
10 g boszkalid / i
) o 10 mg / 1 liter PDA 10 mg 1000 pl
boszkalid 1 liter izopropanol i
20 mg / 1 liter PDA 20 mg 2000 pl
(Internet7) i
30 mg /1 liter PDA 30 mg 3000 pl
2mg/ 1 liter PDA 2mg 8 ul
250 g fluopiram / i
) _ 10 mg/ 1 liter PDA 10 mg 40 ul
fluopiram 1 liter metanol i
20 mg /1 liter PDA 20 mg 80 ul
(Internet8)
30 mg /1 liter PDA 30 mg 120 pl
20 g azoxistrobin / 2mg/ 1 liter PDA 2mg 100 pl
azoxistrobin 1 liter metanol 10 mg/ 1 liter PDA 10 mg 500 ul
(Internet9) 20 mg /1 liter PDA 20 mg 1000 pl
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30 mg /1 liter PDA 30 mg 1500 pl
2mg/ 1 liter PDA 2 mg 66,67 ul
30 g piraklostrobin / i
) _ o 10 mg /1 liter PDA 10 mg 333,33 ul
piraklostrobin | 1 liter izopropanol i
20 mg/ 1 liter PDA 20 mg 666,67 ul
(Internet10) i
30 mg /1 liter PDA 30 mg 1000 pl
2mg/ 1 liter PDA 2 mg 20 ul
100 g tebukonazol / i
o 10 mg/ 1 liter PDA 10 mg 100 pl
tebukonazol | 1 liter izopropanol i
20 mg/ 1 liter PDA 20 mg 200 pl
(Internetl1l)
30 mg /1 liter PDA 30 mg 300 ul

A hatéanyagok gatlo hatdsat kétféle kontrollhoz hasonlitottuk. Az oldoszert és a
hatdéanyagot nem tartalmazo kontroll mellett, annak kizarasara, hogy az alkalmazott oldoszerek
befolyasoljak a korokozok ndvekedését, elkészitettiik az oldoszert tartalmazd kontrollt is.
A Petri-csészéket feliratoztuk, parafilmmel lezartuk, majd 24 + 1 °C-on, termosztatban inkubaltuk.

A tenyészetek ndvekedését a leoltas utani 10. napig kisértiik figyelemmel. A tenyészetek
atmérdjét a 3., 7. és 10. napon vonalzoval mértilk meg mm pontossaggal, mérésenként kétszer,
egymasra merdlegesen. A tovabbiakban a két érték atlagaval dolgoztunk. A tenyészetek valtozasat
fényképekkel dokumentaltuk, majd a kapott adatokat Microsoft Excel programmal értékeltiik és

abrazoltuk.

3.3.7. A vizsgalatok soran alkalmazott statisztikai modszerek

Statisztikai kiértékelést a konidiumok méreténél, valamint a hatdéanyagok in vitro
vizsgalatnal alkalmaztunk. Vizsgalataink soran az §sszehasonlitasokhoz Microsoft Excel és IBM
SPSS 10 statisztikai programot alkalmaztunk.

A konidiumok méreteinél két kvantitativ tulajdonsag figyelembevétele alapjan (hosszusag
¢s szélesség) kivantuk kimutatni az izolatumok kozotti kiilonbségeket. Az Osszehasonlitasra
egytényezls, tobbvaltozos varianciaanalizist (MANOVA, Multivariate analysis of variance

modellt) alkalmaztunk.
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4. EREDMENYEK

4.1 A Plenodomus-fajok el6fordulasa 6szi kaposztarepcén

Az izolalt korokozok fajszintli meghatarozasat — a morfoldgiai vizsgalatokat kovetden,
molekularis biologiai alapon — elvégezve megallapitottuk, hogy a 308 izolatum koziil 158 db
(51,3%) a P. lingam-hoz, 150 db (48,7%) a P. biglobosus-hoz tartozott. Az izolatumok fajszintii

azonositasanak eredményét a 4. mellékletben szemléltetem.
4.1.1. A korokozok elterjedtsége

A vizsgalt 29 mintavételi helyszin koziil 24 helyszinrdl izolaltuk a P. lingam, mig 18
helyszinr6l a P. biglobosus korokozot legalabb egy esetben (6. melléklet). Az egyes mintavételi

helyszineken a korokozokat kiilonbdz6 ardnyokban izolaltuk (15. ébra).

» .
érokszentmiklos .’ Ketpo
achaza

Gyomaendréd

4 ’ 3
Baranyaszentgyordy -~ [ @ B Szalanta W Plenodomus lingam

Palé Plenodomus biglobosus

15. abra A Plenodomus lingam és a Plenodomus biglobosus izolatumok sulyozott aranya

mintavételi pontonként

Az izolatumokat gylijtési id0 és adott évi szdrmazasi helyszinek szdma szerint a
6. tablazatban foglaltam Ossze. 2017-ben kizarélag P. lingam korokozot izolaltunk (13 db),
mig 2020-ban az izolatumok tobb, mint 90%-a (40 db) a P. biglobosus fajhoz tartozott (16. abra).
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6. tablazat A 2017 és 2021 kozotti gytjtési helyszinek és az adott fajhoz tartozo izolatumok

darabszama
Gyljtési helyszinek | Plenodomus lingam | Plenodomus biglobosus
Gyljtés éve (db) (db) (db)
2017 1 13 0
2018 6 29 12
2019 7 27 28
2020 3 4 40
2021 12 85 70
2017 2018 2019
0%
29.27%
~49.09%
50.91%
100%
-70.73%
2020 2021

9.09%

' 45.16%

= Plenodomus lingam

Plenodomus biglobosus

54.84%

90.91%

16. abra A Plenodomus izolatumok faji megoszlasa 2017 és 2021 kozott
4.2. Plenodomus-fajok okozta tiinetek 6szi kaposztarepcén

A P. lingam ¢és a P. biglobosus altal okozott levéltiinetek sotét szegéllyel koriilolelt,
tobb milliméteres, kerekded foltok, melyek kozépen kivilagosodnak és gyakran kitdredeznek
(17/A abra). A szarakon barna, nekrotikus, késébb kifehéredé foltok jelennek meg (17/B éabra).
A P. lingam f6ként a szar alapi részénél, a P. biglobosus a felsébb régioban okoz elhalo foltokat
(17/B abra). A két faj altal okozott tiinetek rendkiviil hasonloak, emiatt a levél-, és szartiineteik
alapjan szemrevételezéssel nem kiilonithetdk el egymastol. Mind a levélen és a szaron talalhatd
nekrotizalddo foltokban tdmegesen jelennek meg a piknidiumok (17/A és 17/B 4bra). A meleg és
a magas paratartalom hatasara a Plenodomus-fajok piknidiumaibol konidiummassza aramlik ki,

melynek szine a vildgosbarnatol a borddig valtozhat.
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17. abra Plenodomus-faj altal okozott tiinet levélen (A) és szaron (B) (Fotok: Bagi)

4.2.1. Plenodomus-fajok morfoldgiai- és tenyészbélyegei

A piknidiumok jellemz0i

A levéllemezeken kialakul6 foltokban, valamint a fertdzott szarakon 1év6 nekrézisokban
mindkét korokozo esetében a ndvény szovetébe agyazddott, fekete szindi, kerekded, 200-300 pm

kozotti atmérdjii piknidiumokat figyeltiink meg (18/A és 18/B éabra).

18. abra Plenodomus sp. piknidiumai sztereomikroszkop alatt (A), valamint citoplaszt

mikroszkdp alatt (B) (Fotok: Petroczy és Bagi)
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A konidiumok jellemz6i

A P. lingam és a P. biglobosus konidiumai szintelenek, henger alakuak, egysejtliek,
mindkét végiik tompa (19. abra). A két korokozot a konidiumok morfoldgiai tulajdonsagai alapjan

nem lehet elkiiloniteni egymastol.

19. abra Plenodomus-fajok konidiumai: P. lingam - L63-as izolatum (A), P. biglobosus - L99-es
izolatum (B) (Fotok: Jaki)

A konidiumok méreteinek statisztikai elemzése soran a hibatagok normalitasat a
Shapiro-Wilk teszt alapjan fogadtuk el, mert a szélesség esetében a hiba valdszintisége (p) 0,461;
a hosszusag esetében p=0,745. A szdérashomogenitast Levene-probaval ellendriztiikk, mely a
sz€lesség esetében F(6;343)=0,568; p=0,756; a hosszusag esetében F(6;343)=1,198; p=0,306 volt.

A vizsgalt izolatumok konidiumai nem kiilonboztek szignifikdnsan sem a szélesség, sem a
hosszusag tekintetében (Wilk’s-lambda = 0,96; p=0,330), igy a konidiumméret alapjan nem lehet
megbizhatdan azonositani az izolatumokat fajszinten.

Az izolatumok molekularis mddszerrel torténd fajszintli azonositasat kovetden lehetové
valt a korabban dokumentalt konidiumméretek visszakdvetése és azonositasa izoldtum szinten.
Avizsgalt P. lingam konidiumok atlagosan 1,553x3,795 pm-es nagysagliak, a vizsgalt
P. biglobosus konidiumok atlagosan 1,563x2,673 um-es nagysaguak voltak (7. tablazat).
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7. tablazat Plenodomus izolatumok konidiumainak atlagos mérete ¢és a tenyészetek atlagos

ndvekedése PDA téptalajon

A tenyészet
atlagos
Korokozé Izolatum A konidium atlagos mérete (um)
novekedése
(mm/nap)
L7 (1,39) —1,55-(1,73) x (3,37) — 3,86 — (4,5) 1,96
_ L18 (1,40) — 1,56 — (1,74) x (3) — 3,73 - (4,5) 2,50
P. lingam
L26 (1,34)-1,55-(1,72) x (3) — 3,76 — (4,41) 1,68
L34 (1,38) — 1,55 —(1,72) x (3,14) — 3,83 — (4,47) 2,21
L17 (1,39) - 1,57 - (1,74) x (3) — 3,73 - (4,2) 2,71
P. biglobosus L39 (1,38) - 1,57 —(1,8) x (3) — 3,75 — (4,28) 2,64
L43 (1,3)-1,55—(1,71) x (3,27) — 3,78 — (4,48) 2,67
Tenyészbélyegek

A P. lingam ¢és a P. biglobosus fajra jellemz6 tenyészbélyegek a legtobb esetben a leoltast
kovetd 28. napon mar jol elkiilonililnek egymastol, azonban fajon beliil is megfigyelhetd

valtozékonysag az izolatumok kozott.
A P. lingam tenyészbélyegei

A P. lingam konidiumai PDA taptalajon megfigyeléseink soran kozel 2-3 nap elteltével
indultak csirazasnak. A koérokozd tenyészetei leggyakrabban szabalytalan kor alakuak, ndvekvd
szegélylik ép, hulldmos, vagy csipkézett. Az izolatumokat a tenyészetek fobb morfologiai
jellemzodi — a tenyészetek szine, mintazottsaga, a szinanyag termelddése, valamint a 1égmicélium
képzodése — alapjan (20. abra) négy csoportba (A, B, C, D) soroltuk.

Az ,,A” csoportba tartoz6 tenyészetek (L4, LS5, L7 - L13, L29 - L32, L48, L53, L54, L272,
L275, L276) kozos jellemzdje, hogy sziniik a vildgossziirkétdl a sotétsziirkéig valtozik, fonaki
oldaluk szine egységesen soOtétsziirke vagy barna. Mintazottsagukat tekintve egynemiiek,
a tenyészet sz€1énél a taptalaj barndsra szinezddik, csak gyér 1égmicéliumot képeznek.

A ,,B” csoportba tartozé izolatumok tenyészeteinek (L1, L2, L3, L6, L15, L16, L18, L21,
L25 - L27, L28, L33, L61, L63, L75 - L80, L84 - L96, L132, L200, L221, L223, L269, L271)
szini oldala szintén a vilagossziirkétdl a sotétsziirkéig valtozik, fondki oldalukon a leoltasi ponttol

kiindulva nagyobb aranyban sotétsziirke vagy barna, azonban a szini €s a fonaki oldal szegélyénél
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viladgos sav figyelhetd meg. A taptalajon elszinez6dést nem okoz, Iégmicélium gyakorlatilag nem
képzodik. A tenyészetek széle csipkézett.

A ,,C” csoportba tartozo tenyészetek (L23, L24, .36, L40, L45 - L47, L51, L52, L98,
L101, L106 - L110, L1317, L197 - L199, L201, L204, L211 - L213, L215 - L218, L220, L222,
L224, L227, L228, L233, L234, L238, L239, L242, L243 - L245, L248, L254, L282, L283) szine
a fehértdl a vilagossziirkéig valtozik. A tenyészetek fonaki oldalat vizsgalva a tenyészet a leoltasi
pont koriil sziirkésbarna, vagy kozépbarna, sz¢le felé kivilagosodd. Szini oldaluk egynemt, fonaki
oldalukon a s&tét és a vilagos arnyalatok atmenete jelenik meg. Szinanyag termelddése nem
torténik, a szini oldalukon nagy mennyiségli 1égmicélium képzodik.

A ,,D” csoportba soroltuk azoknak az izolatumoknak (L.49, L50, L118, L160, 166, L167,
L183, L208 - L210, L214, L219, L225, L226, L230, L232, L235 - L237, L240, L246, L247, L255,
L256, L258 - L264, L266, L267, L273, L274, L277 - L280, L284) a tenyészeteit, melyek szine
fehértdl a vilagossziirkéig valtozik, fondki oldalukon a leoltasi pont koriil tobb cm atmérdjii kdrben
sOtétszlirke vagy barna. A tenyészetek a széliik felé kivilagosodnak, a fonéki oldalon a sotét és a
vilagos részek kozel egyenld aranyuak, vagy a fonaki oldal nagyobb része vilagos. Szini oldaluk
ugyan egynemi, de fonaki oldalukon kontrasztos savos mintdzottsagot lathatunk. A tenyészetek
széle ép. Szinanyag-termelddés nem jelentkezik, a légmicélium a tenyészetek felszinét egységes
fehér bevonatként boritja.

Egyes tenyészetek esetében (L34, L35, L229, 1231, L241, L.249, L250 - L253, L265,
L268, L270) a ,B” és a ,,D” csoport kozotti atmenet figyelhetd meg. Sziniik a fehértdl a
vilagossziirkéig valtozik, fondki oldalukon sziniik nagyobb aranyban sotétsziirke, vagy barna,
sz¢€lik felé kivilagosodo. Szini oldaluk egynemti, fonaki oldalukon kontrasztos sadvos mintazottsag
lathato.

A vizsgalt P. lingam tenyészetek atlagosan 2,09 mm-t novekedtek naponta (7. tablazat).
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20. abra Plenodomus lingam 28 napos tenyészetei PDA taptalajon (Fotok: Bagi és Csik)

A P. biglobosus tenyészbélyegei

A P. biglobosus konidiumai a P. lingam konidiumainal révidebb id6 alatt, mar egy nap
elteltével csirazdsnak indultak. Tenyészetei jellemzOen kor alaktiak, sz€liik hatarozatlan,
piknidiumokat nem képez. Legjellemzdbb tulajdonsaguk, hogy a legtobb esetben sargas-barnasra
szinezik a PDA taptalajt, azonban vannak izolatumok, melyek nem mutatjak ezt a tulajdonsagot.
A tenyészetek szine, mintazottsaga, valamint a légmicélium képzddése alapjan ebben az esetben
1s négy csoportot (A, B, C, D) kiilonitettiink el (21. abra).

Az ,,A” csoportba csak néhany izolatumot soroltunk a tenyészetek morfoldgiaja alapjan:
L14,L17,L19, L20, L22. A telepek szini oldala vilagossziirkés-fehéres, a leoltasi pontnal sargas
arnyalata, fonaki oldalat kozépen sotét sziirkés-barna elszinezddés jellemzi. Széle felé sargas
szinll, kivildgosodd. Mintazottsdgat tekintve szini oldala inkabb egynemii, fondki oldalanak
kozépsé része sotétbarna. A szini és a fondki oldalon egyarant elszortan sotét szinii
micéliumtomoriilések jelennek meg. A szini oldalon a laza szerkezetli 1égmicélium képzddése
intenziv.

A ,,B” csoportba (L37 - L39, L41 - L44, L55-L59, L60, L62,L64 - 74,181, L117,L123,
L138- L1140, L151, L154, L155, L159, L161, L169 - L171, L179, L180, L184, L188 - L191, L193
- L195, L202, L203, L205 - L207, L257, L281 L285 - L287, L289 - L296) tartozott az izolatumok
legnagyobb része. Az izolatumok szini oldala sziirkés, az izoldtumok fondki oldaldnak kézepén
nagyobb aranyban sotét szlirkés-barna elszinezddés figyelhetd meg. Széle felé sargads szind,

kivilagosodo. Szini oldaluk egynemd, fondki oldaluk sotétbarna a leoltasi pont koriil, majd a
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tenyészet sz€le felé vilagosbarnava, majd sargasbarnava valik. Az egységes bevonatot alkoto fehér
légmicélium a tenyészet sz¢le fel¢ tomorebb allagu.

A ,,C” csoport tagjainak (L82, L83, L111 - L115, L124 - L126, L145, L147 - L150, L157,
L162 - L165, L168, L178) szini oldala a tenyészet kozepe felé ugyan barnas, azonban a tenyészet
nagy része egységes sarga szinii, novekvo széle pedig fehér. Az izolatumok fonaki oldala a leoltasi
pont kornyékén sotét sziirkés-barna, széle felé sarga, kivilagosodd. A tenyészeteket savos
mintazottsag jellemzi. Szini oldalukon megfigyelhetd, hogy a P. lingam-hoz képest tobb
légmicéliumot hoz létre, amely a tenyészet kozepén tomor, sargas szind, a tenyészet széle felé
pedig lazabb, fehér.

A ,,D” csoportba tartozd tenyészetek (L97, L99, L100, L102 - L105, L119, L120, L122,
L128 - L130, L133 - L135, L141 - L143, L146, L153, L172 - L174, L176, L181, L186, L187,
L192) a korabban bemutatottaktol eltérd, atipikus tenyészbélyegeket mutatnak. Azonban ezen
izolatumok esetében is megerdsitettilk a PCR soran, hogy az a P. biglobosus fajhoz tartoznak.
A ,.D” csoport izolatumai a PDA téaptalajt nem szinezik el, sziniik egységes tortfehér vagy enyhén
krémszinli. Mintdzottsagukat tekintve elszortan vildgosbarnds foltok jelennek meg, szini
oldalukon nagy mennyiségii dus, gyapjas 1égmicélium képzddik.

Egyes tenyészetek esetében (L116, L121, L127, L144, L152, L156, L158, L177, L182,
L185, L301 - L304) a ,,B” és ,,C” csoport kozotti atmenet figyelhetd meg. Ezen tenyészetekre
jellemzd, hogy szini oldaluk a tenyészet kozepe felé barnas, a teny€szet nagy része sarga szind,
széle felé fehér. Fondki oldaluk kézépen nagyobb aranyban sotét sziirkés-barna szinii. Széle felé
sargas, kivilagosodo. Ezen tenyészetek esetén savos mintdzottsag jellemzo.

Egyes izolatumok tenyészetei (L136, L137, L175,1L.196, 1.288, .297 - L300, L305 - L308)
a ,,B” és a ,D” csoport kozotti atmenetbe sorolhatok. Az izoldtumok szini oldala sziirkes,
az izolatumok fondki oldalanak kozepénél nagyobb aranyban sotét sziirkés-barna elszinezddés
jelenik meg. Széle felé sargas szind, kivildgosodd. Szini oldaluk mintdzottsagukat tekintve
egynemii, fondki oldalukon a sotét €s a vilagos arnyalatok dtmenete jellemzo.

A vizsgalt P. biglobosus tenyészetek atlagosan 2,67 mm-t ndvekedtek naponta
(7. tablazat).
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21. abra Plenodomus biglobosus 28 napos tenyészetei PDA taptalajon (Fotok: Bagi és Jaki)

4.3. Patogenitasi teszt

A mesterségesen fertdzott novényeket és a levalasztott leveleket a fertézést kovetd
10. napig figyeltiik meg. A fiatal ndvények esetében a fert6zési pontnal 2-3 nap utan a korokozokra
jellemzd tlinetek, barnulas és az edénynyalabok elhaldsa jelent meg. A 10. nap utan az inokulalt
ndvényeken €s az inokulalt levalasztott leveleken a nekrozis kiterjedését figyeltiink meg. Néhany
levélen piknidiumok alakultak ki (22. abra). A steril PDA koronggal inokulalt kontroll névények
és levelek a 10. napig tiinetmentesek maradtak. Az inokulélt ndvényeken és leveleken megjelend
sOtétbarna foltokbol a korokozokat ujra izolalni tudtuk, ezaltal teljesitettik a Koch-
posztulatumokat. Az izolatumok ezutan is ugyanazon tenyészbélyegekkel rendelkeztek, mint a

mesterséges fertdzés elott.
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22. abra Az L39-es Plenodomus biglobosus altal okozott nekrotikus 1ézi6 és piknidiumok az

inokulalt repce levélen 10 napos inkubalas utan (Foto: Bagi)
4.4. Plenodomus izolatumok molekularis vizsgalata

4.4.1. Plenodomus izolatumok fajszintii elkiilonitése

A 308 izolatumot sikeresen hataroztunk meg fajszinten az ITS régiok és az 5,8S rDNS gén
molekularis vizsgalata alapjan fajspecifikus primerek alkalmazasaval PCR-rel. A P. lingam és a
P. biglobosus korokozok a keletkez6 PCR-termék hosszisaga alapjan egyértelmiien
elkiilonithetok. A P. lingam esetében 331 bp hosszsagu, mig a P. biglobosus esetében 444 bp
hosszusagu szakasz keletkezett (23. dbra). Ennek eredményeként megallapitottuk, hogy a vizsgalt

308 izolatum koziil 158 a P. lingam, mig 150 a P. biglobosus fajhoz tartozott.

M L200 L201 L202 L203 L204 L205 L206 L1207

500 bp -

300 bp -

23. abra A Gyirmotrol (Gyo6r) szarmazo P. lingam (L200, L201, L204) és P. biglobosus (L202,
L203, L205, L206, L207) izolatumok fajszintli azonositdsa az ITS régiok és az 5,8S rDNS gén

alapjan
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Az 6sszehasonlitd vizsgalatokhoz a P. lingam izolatumok koziil 4-et, mig a P. biglobosus
izoldtumok koziil 3-at valasztottunk ki, melyeket az NCBI adatbazisbol szarmazo kiilfoldi
izolatumok szekvenciaival hasonlitottuk 6ssze. Ehhez a P. lingam esetében 289 bp, mig a
P. biglobosus esetében 327 bp hossziisagh szakaszt hasznaltunk fel (7. melléklet), melyek a
nemzetk6zi adatbazisba feltoltésre keriiltek. Az 6sszehasonlitds eredményeként megallapithato,
torzsfan a P. lingam és a P. biglobosus izolatumok 100%-o0s megbizhatésaggal elkiiloniilnek
egymastol (24. abra). A sajat P. lingam izolatumainkat (L7, L18, L26, L34) a referencia
izolatumhoz (JF740234) hasonlitva 100%-o0s azonossagot, mig a sajat P. biglobosus
izolatumainkat (L17, L39, L43) a referencia izolatumhoz (AJ542501) hasonlitva 99,7-100%-0s
hasonldsagot figyeltiink meg a BLAST analizis alapjan.

_

MK922353 (L7)
MK922973 (L34)
MK922979 (L18)
MK922998 (L26)

Plenodomus
JX499035 lingam

87

2
=

GU205260
JF740234 (CBS 275.63)

DQ458907

96% )

AJ542501

JF740198
MH454482

MH472567 | Rlenadoims
i biglobosus

MK922972 (L17)

MK922343 (L39)

MK922971 (L43)

)

NR 155309 (CBS 505.75) - Leptosphaeria doliolum

—

0.01
24. abra Sajat és a nemzetkozi adatbazisbol szarmazo P. lingam izolatumok 289 bp hosszisagu,
valamint a P. biglobosus izolatumok 327 bp hossztsagu részleges ITS1 régio, 5,8S rDNS gén,
valamint részleges ITS2 régi6 szekvenciainak felhasznalasaval a Neighbor-Joining statisztikai

becslés alapjan készitett filogenetikai torzsfa

Megjegyzés: A torzstat 1000 ismétléses ,,bootstrap” tdmogatottsag mellett MEGA11 programmal
készitettiik el. A statisztikai tamogatottsag értékei az elagazasok mellett lathatok. Csoporton kiviili

taxonként a Leptosphaeria doliolum-ot (CBS 505.75) valasztottuk.
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4.4.2. Plenodomus lingam parosodasi tipusainak vizsgalata

Els6ként igazoltuk hazankban a P. lingam esetében mind a MAT1-1, mind a MAT1-2
parosodasi tipus jelenlétét molekularis modszerrel. A MATI1-1 tipus esetén 656 bp hosszisagu,
mig a MATI1-2 tipus esetén 445 bp hosszisagu szakasz keletkezik a PCR soran. A vizsgalt 23
izolatum koziil (4. melléklet) 17 esetben (L3, L4, L6, L7, L8, L12, L13, L16, L23, L75, L79, L80,
L84, L85, L88, L89, L93) mutattuk ki a MAT1-1, mig 6 esetben (L2, L5, L9, L10, L11, L21)
a MAT1-2 parosodasi tipust. A kapott szekvencidkat az NCBI adatbazisba feltoltottik.
A szekvencidk génbanki azonosit6é kodjait a 8. mellékletben szemléltetem. A Nagyldzsrol (L2 —
L13), valamint a Kétporol (L16, L21, L.23) szarmaz6 izolatumok kozott mindkét parosodasi tipus
jelenlétét megfigyeltiink (25. dbra), mig a fels6nanai izolatumok (L75, L79, L80, L84, L85, L8S,
L89, L93) mind a MAT1-1 parosodasi tipushoz tartoztak (26. abra). Ebbol megallapithatd, hogy a

P. lingam esetén Magyarorszagon is adott az ivaros szaporodas lehetdsége.

M 12 13 L4 IS L6 L7 L8 L9 LI1IOL11L12 L13L16 L21 L23

25. abra Nagylozsrol és Kétporol szarmazo P. lingam izolatumok parosodasi tipusainak

meghatarozasa PCR-rel

M L75 L79 L80 L84 L85 L88 L89 L93

700 bp -
500 bp -

26. abra Felsénanarol szarmazo P. lingam izolatumok parosodasi tipusainak meghatarozasa
PCR-rel
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4.4.3. Plenodomus izolatumok AvrLm4 génjének vizsgalata

Az AvrLm4 gént a P. lingam (27. abra), valamint a P. biglobosus izolatumok egy részénél
(L81, L82, L97, L104, L136) vizsgaltuk a PCR soran (4. melléklet). Az izolatumok kiilonb6z6
hibridekr6l szarmaztak. A P. lingam esetében a célszekvencia mérete a primerekkel egyiitt

1127 bp volt, a vizsgalt P. biglobosus izolatumok koziil amplikon egyik esetén sem keletkezett.

M L1 L2 L4 L5 Le L7 L8 L9 L10 L11 L12 L13 IL21 IL23

L79 L80 L110 L118

L3

1500 bp -|
1000 bp -|

27. abra P. lingam izolatumok AvrLm4 génjének vizsgalata PCR-rel
A gazdanovényeket, valamint a vizsgalt P. lingam izolatumokat a 8. tablazat foglalja 6ssze.

8. tablazat AvrLm4 gén el6fordulasa kiilonbozé gazdandvényekrdl szarmazo P. lingam

izolatumok genetikai alloményaban

Gazdandvény Vizsgalt izolatumok
AvrLm4 gént tartalmazott  |AvrLm4 gént nem tartalmazott
’Allberich KWS’ L1, L2 -
’Hybrirock’ LS L4
"Factor KWS’ L6 L7
’Alvaro KWS’ L8 L9
"Marc KWS’ L11 L10
"Umberto KWS’ L13 L12
’Gordon KWS’ L21, L23 -
’Shrek’ L80 L79
"Exception’ - L110, L118

4.4.4. Plenodomus izolatumok 18S-28S szakaszanak vizsgalata

A 308 izolatum koziil 43 esetében (4. melléklet) sikeresen amplifikaltuk a 18S-28S régiot:

a P. lingam esetén 554 bp, mig a P. biglobosus esetén 582 bp hosszusagu szakasz szaporodott fel,

mely alapjan a két korokoz¢ elkiilonithetd egymastol (28. abra).
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M L7 L1l 126 L30 L34 L37 LS5 L59 L71 L112 Li128

700 hp -
500 hp -

28. abra A 18S-28S szakasz vizsgalata PCR-rel a filogenetikai analizishez felhasznalt P. lingam
(L7, L11, L26, L30, L34) és P. biglobosus (L37, L55, L59, L71, L112, L128) izolatumok esetén

crer

crer

a PCR-ek soran a P. lingam esetében 1364 bp, a P. biglobosus esetében 1363 bp hosszisagh

termék keletkezett, mely a gélelektroforézis sordan a termék hossza alapjan egymdstdl nem

kiilonithet6 el (29. abra).

M L39 L105 L10S LI10 L144 L150 LI155 L166 L174 L183 L197 LI198 L201 L206 L214 L1217

1500 hp - Rl I —

1000 hp -

500hp -

29. abra Az LSU régi6 egy részének vizsgalata PCR-rel a filogenetikai analizishez felhasznalt
P. lingam (L108, L110, L166, L183, L197, L198, L201, L214, L217) és P. biglobosus (L59,
L105, L144, L150, L174, L206) izolatumok esetén

4.4.6. Plenodomus izolatumok tub2 génjének vizsgalata

A 18S-28S szakasz, valamint az LSU régid soran vizsgalt izolatumok esetén a tub2 gén
egy szakaszat is megvizsgaltuk. A PCR soran a P. lingam esetén 394 bp, a P. biglobosus esetén

386 bp hosszlisagu termék keletkezett (30. bra).
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M L59 Lol L63 L108 L112

30. abra A tub2 gén szakaszanak vizsgalata PCR-rel a filogenetikai analizishez felhasznalt
P. lingam (L61, L63, L108) és P. biglobosus (L59, L112) izolatumok esetén

crer

A 18S-28S szakasz, az LSU régio, valamint a tub2 gén vizsgalata soran felhasznalt 43
izolatum esetén az rpb2 régio egy szakaszat is PCR-rel felszaporitottuk. Mindkét korokozo esetén

535 bp hosszusagu szakasz amplifikalodott (31. abra).

M L7 L11 L26 L30 134 L37 L40

1000 hp -

500bp -

31. abra Az rpb2 régid egy szakaszanak vizsgalata PCR-rel a filogenetikai analizishez
felhasznalt P. lingam (L7, L11, L26, L34, L40) és P. biglobosus (L37) izolatumok esetén

4.4.8. Plenodomus izolatumok actl génjének vizsgalata

A kivalasztott 43 izoldtum esetén az el6z0 négy szakaszon kiviil egy 6todik szakaszt,
az actl gén egy szakaszat is amplifikédltuk PCR soran. Mindkét korokozo esetén 943 bp

hosszsagu a primerek altal kijelolt célszekvencia (32. dbra).
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M L63 L71 L74 L105

—t

32. abra Az actl gén egy szakaszanak vizsgalata PCR-rel a filogenetikai analizishez felhasznalt
P. lingam (L63) és P. biglobosus (L71, L74, L105) izolatumok esetén

4.5. Filogenetikai analizis

A vizsgalt 43 izolatum (4. melléklet) filogenetikai analizis¢hez a kovetkezd szakaszok
nukleotid sorrendjét valasztottuk ki: teljes ITS1-5,8S-1TS2 szekvencia (a P. lingam esetén 468 bp,
a P. biglobosus esetén 496 bp), az LSU régio egy szakasza (a P. lingam esetén 877-881 bp,
a P. biglobosus esetén 874-881 bp), a tub2 gén egy szakasza (a P. lingam esetén 343-345 bp,
a P. biglobosus esetén 336-337 bp), az rpb2 régi6 egy szakasza (a P. lingam esetén 492 bp,
a P. biglobosus esetén 492-493 bp), valamint az actl gén egy szakasza (a P. lingam esetén
898-899 bp, a P. biglobosus esetén 899 bp). A szakaszok szekvenciai tudomasunk szerint az els6

szekvencia adatok Magyarorszagrol.

4.5.1. Filogenetikai torzsfa az ITS1-5,8S-ITS2 régio alapjan

Az ITS1-5,8S-ITS2 régi6 alapjan a P. lingam és a P. biglobosus kiilon agon helyezkedik el,
valamint emellett az egyes szubkladok is jol azonosithatéoan elkiiloniilnek egymastol 1000
ismétléses ,,bootstrap” tamogatottsag mellett. Az altalunk vizsgalt izolatumok ITS1-5,8S-1TS2
szekvenciai teljes mértékben megegyeztek mind a 26 P. lingam izolatum esetén az Egyesiilt
Kiralysagbol szarmazo izolatum ugyanazon szakaszanak szekvenciajaval (JF740234 a CBS275.63
teljes genombal). Ehhez hasonléan mind a 17 P. biglobosus izolatum ITS1-5,8S-1TS2 szekvenciai
is 100%-ban megegyeztek a referencia izolatum szekvenciajaval (UBIP01000001) (33. abra).
Az elemzés alapjan egyértelmii, hogy mind a 43 Plenodomus izolatum a P. lingam ‘brassicae’,

illetve a P. biglobosus ‘brassicae’ szubkladhoz tartozik.
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80%

OM098497 (L277)
OMO098499 (L283)
OM098496 (L265)
OMO098495 (L258)
OM098493 (L245)
OM098492 (L238)
OM098491 (L233)
OMO098490 (L228)
OM098489 (L217)
OMO098488 (L214)
OMO098486 (L201)
OM098485 (L198)
OM098484 (L197)
OM098483 (L183)
OM098481 (L166)
OMO098477 (L131)

OM098474 (L110)
OM098473 (L108)
OM098469 (L63)
OMO098468 (L61)
OM098465 (L40)
OM098463 (L34)
OM098462 (L30)
OM098461 (L26)

se% | AJ550869
96%

OM098460 (L11)
OM098459 (L7)

_I— AJ550885
e | AJ550887

L~ JF740234 (CBS 275.63)

— ’brassicae’

aJs50800 - 'lepidil’

————— AJssos91 - 'thlaspi’

} ‘australensis’
AJS50870

96%

96%

6%

26%

AJS50872 - "erysimii’

AJ550868
FJ172238 "canadensis’
AJ550867

AmM¢10082 - 'occiaustralensis’
— MG321243 - 'americensis’

UBIP01000001
DQ133890
OMO98464 (L37)
OM098466 (L55)
OMO98467 (L59)
OM098470 (L71)
OM0984T1 (L74)
OM098472 (L105)
OM098475 (L112)
U oM098476 (L128)
OM098478 (L144)
OM098479 (L150)
OM098480 (L155)
OM098482 (L174)
OM098487 (L206)
OM098494 (L257)
OM098498 (L281)
OM098500 (L294)
OM098501 (L306)

— 'brassicae’

NR 155300 (cBS 505.75) - Leptosphaeria

doliolum

Plenodomus
lingam

Plenodomus
biglobosus

33. abra Az altalunk vizsgalt 26 P. lingam és a 17 P. biglobosus izolatum, valamint az NCBI

adatbazisbdl szarmazo izolatumok ITS1-5,8S-1TS2 szekvenciainak felhasznalasaval a

Neighbor-Joining statisztikai becslés alapjan készitett filogenetikai torzsfa

Megjegyzés: A torzsfat 1000 ismétléses ,,bootstrap” tamogatottsag mellett MEGA11 programmal

készitettiik el. A statisztikai tdAmogatottsag értékei az elagazasok mellett lathatok. A torzsfat a

csoporton kiviiliként a Leptosphaeria doliolum (CBS 505.75) szekvenciajaval gyokereztettiik.

65



4.5.2. A két kérokozo filogenetikai analizise ,,multilocus”-os torzsfa alapjan

A P. lingam izolatumok szekvenciai: a tub2 gén vizsgalt szakasza 99,42-100%-ban,
az LSU vizsgalt szakasza 99,43-100%-ban, az rpb2 régi6é vizsgalt szakasza 98,37-100%-ban
megegyezett a referencia izolatum ugyanazon szekvenciaival (CBS 275.63). A P. biglobosus
izolatumok szekvenciai: a tub2 gén vizsgalt szakasza 99,7-100%-ban, az LSU régid vizsgalt
szakasza 99,09-100%-ban, az rpb2 régio vizsgalt szakasza 100%-ban megegyezett a referencia
izolatum ugyanazon szekvencidival (UBIP01000001) (34. 4&bra). Tudomdsunk szerint
Magyarorszagon a P. lingam és a P. biglobosus esetén, ezen szakaszokat ezidaig nem vizsgaltak.

A P. lingam ‘brassicae’, a P. biglobosus ‘brassicae’, valamint a csoporton kiviiliként
alkalmazott Leptosphaeria doliolum izolatum négy lokuszanak kombinacidjaként létrehozott
adatbazis 0sszesen 46 izolatumbol all. A torzsfan (34. abra) a vizsgalt P. lingam és P. biglobosus
izolatumok a referencia izolatumokhoz képest 96%-os bootstrap tamogatottsag mellett egymastol
elkiiloniilten helyezkednek el. Fajon beliili jelent6és variabilitast nem figyeltink meg.
Az izolatumok kozotti alacsony genetikai diverzitds a vizsgalat soran nem meglepd, mert az

izolatumok az ITS1-5,8S-ITS2 régio alapjan ugyanazon szubkladokhoz tartoznak (33. abra).
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L198
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L144
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CBS 505.75

—

Plenodomus
lingam

Plenodomus
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Leptosphaeria
doliolum

34. abra A 26 P. lingam és a 17 P. biglobosus tub2 gén egy szakaszabol, az ITS1-5,8S-1TS2

régiobol, az LSU régid egy szakaszabol, az rpb2 gén egy szakaszabol, valamint a referencia

izolatumok szekvenciaibol a Neighbor-Joining statisztikai becslés alapjan készitett filogenetikai

torzsfa

Megjegyzés: A tobb, mint 95%-0s bootstrap timogatottsag értékei az elagazasok mellett 1athatok.

A torzsfat a csoporton kiviiliként a Leptosphaeria doliolum (CBS 505.75) szekvenciajaval

gyokereztettiik.
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4.5.3. Filogenetikai torzsfa az actl gén egy szakasza alapjan

A CBS 275.63-as P. lingam, az UBIP01000001-es P. biglobosus, valamint a
CBS 505.75-6s Leptosphaeria doliolum izolatumok esetén az NCBI adatbazisbol nem allt
gén esetén kiilon torzsfat készitettiink (35. abra). A torzsfat a ,,multilocus”-os vizsgalat soran is
alkalmazott 26 P. lingam és 17 P. biglobosus izolatum, az AY 748971 azonositoval nyilvantartott
P. lingam, valamint az AY748949 hivatkozasi szammal rendelkez6 P. biglobosus referencia
izolatum szekvencidit felhasznalva készitettiikk el. Csoporton kiviiliként az AY748979-es
Leptosphaeria lindquistii izolatumot valasztottuk, a torzsfat innen agaztattuk el. A sajat P. lingam
izolatumaink vizsgalt szakasza 99,78-99,89%-ban, mig a P. biglobosus izolatumaink vizsgalt

szakasza 99,89-100%-ban megegyezett a referencia izolatumok azonos szakaszaval.
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OM273802 (L7)
OM273803 (L11)
OM_273804 (L26)
OM273805 (L30)
OM273806 (L34)
OM273807 (L40)
OM273808 (L61)
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g

Plenodomus
lingam

Plenodomus
biglobosus

avragere - Leptosphaeria lindquistii

35. abra Az altalunk vizsgalt 26 P. lingam és a 17 P. biglobosus izolatum, valamint az NCBI

adatbazisbol szarmazo izolatumok actl génszakaszanak felhasznalasaval a Neighbor-Joining

statisztikai becslés alapjan készitett filogenetikai torzsfa

Megjegyzés: A torzstat 1000 ismétléses ,,bootstrap” tdmogatottsag mellett MEGA11 programmal

készitettliik el. A statisztikai tdmogatottsag értékei az elagazasok mellett lathatok. A torzsfat

csoporton kiviiliként a Leptosphaeria lindquistii (AY748979) szekvenciajaval gyokereztettiik.
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4.6. Fungicid hatéanyagok in vitro tesztelése a Plenodomus izolatumok micéliumanak

novekedésére

4.6.1. Boszkalid

Az SDHI fungicidek k6zé tartozd boszkalid hatékonyan gatolta a vizsgalt Plenodomus
izolatumok fejlédését mérgezett agarlemezeken (36. dbra). A 10, 20, 30 mg/L-es koncentraciokban
mindkét faj esetén hatékonyan gatolta a hatéanyag a micélium novekedését (37. abra).
A legkisebb, 2 mg/L-es koncentracioban mind a két korokozo tenyészetei a 10 nap alatt Kis
mértékben novekedésnek indultak. A kontrollhoz viszonyitva a 10. napon a P. lingam telepek
atméroje atlagosan 92,3%-kal, a P. biglobosus telepek atmérdje atlagosan 92,2%-kal kisebb volt a

2 mg/L-es koncentracio esetén.

[mm] Boszkalid
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= 60
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5 30
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I
0 ks EL
0 mg/L 2 mg/L 10 mg/L 20 mg/L 30mgL [koncentracio]

®mL279 mL280 wL291 wL295 mL308 [izolatumok]
PL PL PB PB PB

36. abra A boszkalid hatékonysaga a Plenodomus izolatumok micéliumanak novekedésére a

10. napon

Az oldoszerként alkalmazott izopropanol a legmagasabb alkalmazott koncentracidban
(3000 ul/L) sem befolyasolta a Plenodomus izolatumok fejlédését (37. abra). A novekedés iiteme

megegyezett a kontrollal, igy a gatl6 hatéas kizarolag a boszkalid hatéanyagnak tulajdonithato.
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K i izoptropanol boszkalid boszkalid boszkalid
onity max. dozis 10 mg/L 20 mg/L 30 mg/L

L279

L2230

L291

L295

L308

37. abra A Plenodomus izolatumok névekedése izopropanol, illetve boszkalid tartalmu

mérgezett agarlemezeken a leoltast kovetd 8. napon (Fotdk: Bagi és Csik)

4.6.2. Fluopiram

A szintén az SDHI fungicidek koz¢é tartozd fluopiram hatékonysaga fajonként és
koncentracionként is eltérd volt (38. és 39. abra). A legmagasabb, 30 mg/L-es koncentraciéban
minden izolatum esetén fungicid hatast figyeltink meg. Az alacsonyabb, 20 mg/L-es
koncentracidban a vizsgalt P. lingam izolatumoknal a 10 nap alatt atlagosan csupan minimalis
micéliumndvekedés volt érzékelhetd, a vizsgalt P. biglobosus izolatumok azonban a 10. nap
végére nagyobb telepatmérdvel rendelkeztek. Ezen koncentracié esetén a P. lingam tenyészetek
atmérdje a kontrollhoz képest atlagosan 99,6%-kal, mig a P. biglobosus tenyészetek atmérdje
91,9%-kal volt kisebb. A 10 mg/L-es és a 2 mg/L-es koncentracio esetében is megfigyelhet6 a két
korokozo kozotti kiilonbség, viszont a magasabb koncentracioktol eltéréen a 10 mg/L-es és a
2 mg/L-es koncentraciot alkalmazva a P. lingam tenyészetek is jelentésebb mértékben indultak
novekedésnek. A 10 mg/L-es koncentracio esetén a P. lingam tenyészetek atméréje a kontroll
12,1%-4at, a P. biglobosus tenyészetek atmérdje a kontroll 26,8%-at érte el a 10. napon.
A 2 mg/L-es koncentracio esetén a P. lingam tenyészetek 30,5%-0s, mig a P. biglobosus

tenyészetek 47,9%-os novekedést értek el atlagosan a kontroll tenyészetekhez képest.
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[izolatumok]

38. abra A fluopiram hatékonysaga a Plenodomus izolatumok micéliumanak novekedésére a

10. napon

A fluopiram oldoszereként hasznalt metanol a legmagasabb alkalmazott ddzisban

(1500 pl/L) sem befolyasolta Plenodomus izolatumok fejlédését (39. abra). A novekedés iiteme

megegyezett a hatdbanyagot és olddszert nem tartalmazd kontrollal, igy a sorozathigitds soran

tapasztalt gatld hatéas kizarélag a fluopiram hatéanyagnak tulajdonithato.
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metanol fluopiram fluopiram fluopiram
kontroll max. dézis 10 gl 20 el 0 mglL

L279

L280

L291

L295

L308

39. abra A Plenodomus izolatumok névekedése metanol, illetve fluopiram tartalmi mérgezett

agarlemezeken a leoltast kdvetd 8. napon (Fotok: Bagi és Csik)

4.6.3. Azoxistrobin

A Qol fungicidek kozé tartozd azoxistrobin hatdanyag az izolatumok tobbségére
(az L280-as P. lingam izolatum kivételével) egyik vizsgalt koncentracidban sem bizonyult
gombaolo hatastinak, csupan gyenge fungisztatikus hatast figyeltiink meg (40. és 41. abra). A két
korokozo esetében a koncentracio tekintetében szamottevd kiilonbséget nem tapasztaltunk.
A P. lingam izolatumok telepatmérdje a mérgezett agarlemezeken atlagosan a kontroll 56,16%-at,
mig a P. biglobosus izolatumok a kontroll tenyészetek atméréjének 57,6%-at érték el. Az 6t
izolatum koziil egyediil a L280-as P. lingam izolatum mutatkozott érzékenynek az azoxistrobin
93,18%-kal, mig a 30 mg/L-es koncentracidé esetében 96,21%-kal maradt el a korokozd

novekedése a kontrollhoz képest.
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[mm] Azoxistrobin
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40. abra Az azoxistrobin hatékonysaga a Plenodomus izolatumok micéliumanak novekedésére a

10. napon

Az oldoszerként alkalmazott metanol a méréseink alapjan az azoxistrobin esetén sem

befolyasolta az izolatumok novekedését a taptalajon (41. abra).

azoxistrobin azoxistrobin
20 mg/L 30 mgL

-

azoxistrobin

10 mg/L

metanol
max. dozis

kontroll

L279

L280

L291

L295

L308

41. abra A Plenodomus izolatumok névekedése metanol, illetve azoxistrobin tartalmi mérgezett

agarlemezeken a leoltast kovetd 8. napon (Fotok: Bagi és Csik)
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4.6.4. Piraklostrobin

A szintén a Qol fungicidek koz¢ tartozd piraklostrobin hatéanyaggal végzett
sorozathigitdsos vizsgalat soran a 10, 20, 30 mg/L-es koncentracioban az Osszes vizsgalt
P. biglobosus, valamint az L280-as P. lingam izolatum esetén is gombaol6 hatast figyeltiink meg
(42. és 43. abra). Az L279-es P. lingam izolatum a legmagasabb, 30 mg/L-es koncentraciot
alkalmazva is novekedésnek indult a mérgezett agarlemezeken, bar a tenyészetek atmérdje a
kontrollhoz képest 93,98%-kal kisebb volt. A 2 mg/L-es koncentracidé esetében a P. lingam
izolatumok a kontroll tenyészetek méretéhez képest 71,01%-kal, mig a P. biglobosus izolatumok

80,33%-kal kisebb telepatmérot értek el.

Piraklostrobin
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42. abra A piraklostrobin hatékonysaga a Plenodomus izolatumok micéliumanak ndvekedésére a

10. napon

Az oldoszerként alkalmazott izopropanol a legmagasabb alkalmazott koncentracidban
(3000 pul/L) sem befolyasolta a Plenodomus izolatumok fejlédését (43. abra), igy a gatld hatas

kizarolag a piraklostrobin hatéanyagnak tulajdonithato.
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izopropanol piraklostrobin  piraklostrobin piraklostrobin

kontroll max, dézis 10 mg/L 20 mg/L 30 mg/L

L279

L2280

L291

L295 F =

L308

43. abra A Plenodomus izolatumok névekedése izopropanol, illetve piraklostrobin tartalma

mérgezett agarlemezeken a leoltast kovetd 8. napon (Fotok: Bagi és Csik)

4.6.5. Tebukonazol

A DMI hatastani csoportba tartozd tebukonazol esetében izoldtumonként és
koncentracionként is eltérd hatékonysagot figyeltiink meg (44. és 45. abra). A 30 mg/L-es
koncentracidban az 1.279-es és az L280-as P. lingam izolatum, az L.291-es, valamint az L295-6s
P. biglobosus izolatum micéliumanak novekedését teljes mértékben gatolta a hatdanyag.
Az L308-as P. biglobosus izolatum még a legmagasabb vizsgalt hatbanyagtartalom esetén is
novekedésnek indult, azonban a tenyészet mérete a kontrollhoz képest 87,1%-kal kisebb
telepatmérot ért el. A 20 mg/L-es koncentraci6 esetén a tenyészetek mérete mindkét fajnal kozel
azonos volt. A P. lingam tenyészetek mérete atlagosan 91,02%-kal, mig a P. biglobosus
tenyészetek mérete 92,04%-kal maradt el a kontrollhoz tenyészetekhez képest. A 10 mg/L-es
koncentracional a két faj telepatmérdjének atlagai kozott 4,27%-os kiilonbséget tapasztaltunk.
A P. lingam tenyészetek atlagosan 77,73%-kal, mig a P. biglobosus tenyészetek atlagosan
73,46%-kal maradtak el a kontrolltol. A 2 mg/L-es koncentracio esetén a P. lingam izolatumok
tenyészetének mérete 28,71%-kal, a P. biglobosus tenyészetek mérete 22,5%-kal volt kisebb a

kontroll tenyészetek méretéhez képest.
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Az oldoszerként alkalmazott izopropanol ebben az esetben sem volt hatassal a Plenodomus

izolatumok fejlodésére (45. abra).

Tebukonazol
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44, abra A tebukonazol hatékonysaga a Plenodomus izolatumok micéliumanak novekedésére a

10. napon
izopropanol tebukonazol tebukonazol tebukonazol
kontroll max. dézis 10 mg/L 20 mg/L 30 mgl

L1291

L295

L308

45, abra A Plenodomus izolatumok ndvekedése izopropanol, illetve tebukonazol tartalmt

mérgezett agarlemezeken a leoltast kovetd 8. napon (Fotok: Bagi és Csik)
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4.7. Uj tudomanyos eredmények

A Plenodomus biglobosus els6 hazai azonositasat (Bagi ¢s mtsai., 2020) kovetben
bizonyitottuk annak orszagos elterjedését és megallapitottuk, hogy a Plenodomus
lingam és a Plenodomus biglobosus egyiittesen okozzak az Oszi kaposztarepcén

megjelend levélfoltossagot és szarrakot.

Elsoként jellemeztiik a hazai Plenodomus biglobosus populacié tenyészbélyegeinek

valtozékonysagat.

Magyarorszagon elséként kozoltiink szekvencia adatot a Plenodomus lingam és a
Plenodomus biglobosus korokozok kapcsan: az ITS régid, az LSU régio, a tub2 gén,

az rpb2 régio és az actl gén egyes szakaszairol.

Els6ként bizonyitottuk Magyarorszagon a Plenodomus lingam ivaros szaporodasanak
lehetdségét, valamint els6ként kozoltiink hazankbodl szekvencia adatokat a parosodasi

tipusokat meghatarozo gén egyes szakaszairol.

Hazankban els6ként végeztiink a Plenodomus lingam és a Plenodomus biglobosus
izolatumok esetében fungicid hatéanyagokkal szembeni in vitro érzékenységi
vizsgalatokat, melynek sordn az azoxistrobin esetén csupan fungisztatikus, mig a
boszkalid, fluopiram, piraklostrobin €s a tebukonazol esetén jelentds fungicid hatést

tapasztaltunk.
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5. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

Egy uj korokozo elterjedtsége

Egy 1) korokozo megjelenése vagy egy populacio genetikai sszetételének megvaltozasa
megkérddjelezheti a kordbban alkalmazott ndvényvédelmi stratégidk hatékonysagat.
A P. biglobosus-t 2018-ban gyiijtott mintakbol izolalva 2020-ban irtuk le el6szor Magyarorszagon
0szi kaposztarepcén (Bagi és mtsai., 2020). Ha egy orszadgban 0j kérokozo jelenik meg, akkor
kovetkezd 1épésként a terjedésének feltérképezése segitséget nyudjthat a novényvédelmi
technologiak és a novénynemesitési stratégiak ujragondolasaban (Huang és mtsai., 2014). A repce
plenodomuszos betegségét okozd Plenodomus-fajok elterjedtségével kapcsolatban kevés
informaci6é 4ll rendelkezésre Kozép-Eurdpaban, igy célul tliztiik ki, hogy azonositsuk és
jellemezziik a hazai repcetermesztésben eléfordulé Plenodomus-fajokat.

Vizsgalataink soran tizbdl kilenc varmegyében igazoltuk az 0j korokozo, a Plenodomus
biglobosus jelenlétét. Az egyes évek mintaclemszama eltérd, melynek okai els6sorban a
sz€lsOséges csapadékeloszlasban keresenddk. A 2019-es év szaraz iddjarasa egyaltalan nem
kedvezett a korfolyamatnak és a fertézés kialakulasanak. Eddigi eredményeink arra engednek
kovetkeztetni, hogy a P. biglobosus vélhetéen az egész orszagban széles korben elterjedt, azonban
ennek teljeskorii bizonyitdsahoz a kimaradt varmegyékbdl is tovabbi nagy elemszdmu mintavétel
lenne sziikséges. A korokozok jelenléte €s az altaluk megbetegitett ndvények gyakorisaga alapjan
azonban egyértelmiien kijelenthetd, hogy a Plenodomus biglobosus sokkal elterjedtebb
Magyarorszagon, mint azt kordbban sejtettiik.

Tiinetek, morfoldgiai- és tenyészbélyegek

A P. lingam-ra és a P. biglobosus-ra jellemz6 tiinetekrél a szakirodalomban nemcsak
egymassal megegyezd, hanem egymasnak ellentmondé leirasok is talalhatok. Egyes irodalmi
adatok alapjan a két korokozo tipikus tiinetei rendkiviil hasonldéak (Brun és mtsai., 1997), mig
masok megfigyelései szerint azok egymastol akar szemrevételezéssel is elkiilonithetdk. Habar
Johnson és Lewis (1994) a P. lingam-hoz képest a P. biglobosus altal okozott levélfoltokat
altalanossagban kisebbnek és a benniik 1évd piknidiumokat gyengébben sporuldlonak talaltak,
ezeket a tulajdonsdgokat a levélfoltok kora is befolyasolhatja, emiatt ez a moddszer
megbizhatatlannak bizonyult. Az altalunk megfigyelt levéltiinetek (17/A abra) megegyeznek a
Karolewski és mtsai. (2007) altal leirtakkal és egyben megallapithato, hogy a két korokozot a
levéltiinetek alapjdn nem lehet megbizhatéan elkiiloniteni egymastol. A vizsgalatok sordn a

szarakon megfigyelt tiinetek (17/B abra) megegyeztek a Liu és mtsai. (2014) altal leirtakkal.
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crer

felsdbb részén okoz hasonld, nekrotizalddo foltokat (Sprague és mtsai., 2007). Mintagytjtésiink
kezdeti szakaszdban a ndvényeknek csupdn a talajhoz kozeli szarrészét mintaztuk, amely
eredményeképp eleinte kizarolag a P. lingam kérokozot sikeriilt izolalnunk.

A P. biglobosus bekeriilésének id6pontjat eredményeink alapjan megbecsiilni nem
lehetséges, de széleskorii elterjedtsége arra utal, hogy évek, st akar évtizedek oOta jelen lehet az
orszagban. A két korokozé tobbnyire egyiitt jelenik meg a gazdandvényeken, valamint rendkiviil
hasonl6 tiineteket okoznak, ennek kovetkezményeképp lehetséges, hogy hossza idén at nem
deriilhetett fény hazankban a P. biglobosus jelenlétére.

A korokozok morfologiai bélyegei bizonyos tulajdonsadgokban hasonloak.
A piknidiumokat és a konidiumokat tekintve a megfigyeléseink megegyeznek Shoemaker és Brun
(2001), valamint Ghanbarnia és mtsai. (2011) altal leirtakkal. Ahogy a 21. abran is lathato,
aP.lingam ¢és a P.biglobosus konidiumai nagyon hasonloak, 600x-os nagyitason Sem
kiilonithetdk el méretiik, vagy alakjuk alapjan. Vizsgalatunk soran a kordbban dokumentélt
konidiumméretek visszakovetése és azonositasa izolatum szinten csupan a molekularis modszerrel
torténd fajszintli azonositast kovetden valt lehetové.

A fentiekben ismertetett tulajdonsdgokhoz képest a tenyészbélyegek alapjan torténd
meghatarozas megbizhatobbnak bizonyult. A P. lingam tenyészbélyegei PDA taptalajon
megegyeztek Mitrovi¢ és mtsai. (2016) altal leirtakkal (20. abra), akik 6t nap utan szabalytalan kor
alaku, csipkézett szEéli tenyészeteket figyeltek meg. A P. biglobosus esetében sargas-barnas
pigmentekrdl szamoltak be a 15 napos tenyészetek micéliumanal. A sarga szinli szinanyag
termelddése és kivalasa vizsgalataink soran azonban nemcsak a tenyészetekben (21. abra), hanem
sok esetben a tenyészetek koriil, a PDA taptalajban is megfigyelhet6 volt. Calvert €s mtsai. (1949)
vizsgalataik sordn kiilonbozd izolatumokat irtak le, amelyek tenyészetei a piknidiumok
létrehozasaban kiilonboztek. Vizsgalataink soran a tenyészetekben piknidiumok képzddését nem
tapasztaltuk. Egyes izolatumoknal a t6bbitdl eltérd, atipikus tenyészbélyegeket figyeltiink meg,
melyek a multiplex PCR alapjan szintén a P. biglobosus fajhoz tartoztak. A szakirodalom alapjan
a két korokozd egymastol valo elkiilonitése és fajszintli meghatarozdsa nagy biztonsaggal
kizarolag molekularis modszerekkel lehetséges (Rouxel és mtsai. 2004), melyet eredményeinkkel

mi is alatamasztottuk.
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Molekularis vizsgalatok

A Liu és mtsai. (2006) altal kidolgozott molekuldris azonositdsi modszer megbizhatdan
mikodott a hazai Plenodomus izolatumok fajszintii elkiilonitésére is. A szakirodalmi adatoknak
megfeleléen, a P. lingam izolatumok esetében 331 bp, mig a P. biglobosus esetében 444 bp
hosszusagu termék keletkezett. A multiplex PCR soran alkalmazott primerek (LmacF, LbigF,
LmacR) megbizhatonak bizonyultak, igy sikeresen adaptaltuk Liu és mtsai. (2006) moddszerét a
hazai izolatumokra. A PCR-termékek szekvenciajat 4 P. lingam és 3 P. biglobosus izolatum
esetében meghataroztattuk, majd elemeztiik, igy egyértelmiien igazoltuk az uj P. biglobosus faj
megjelenését Magyarorszagon.

Els6ként mutattuk ki hazankban a P. lingam mindkét parosodasi tipusanak jelenlétét,
igy bizonyitottuk a P. lingam ivaros szaporodasanak lehetdségét Magyarorszagon Cozijnsen €s
Howlett (2003) modszerét alkalmazva. A P. biglobosus izolatumok esetében az alkalmazott
primerekkel nem keletkeztek termékek a PCR soran, igy a korokozo parosodasi tipusainak tovabbi
vizsgalatahoz 1j primerek tervezése sziikséges. Az ivaros uton torténd szaporodas fo célja a
novénypatogén gombak esetében is, hogy a faj fennmaraddsa szempontjabol elénydsebb
tulajdonsagokkal rendelkez6 utdd jojjon 1étre (Horandl, 2009). Az ivaros szaporodas lehetévé teszi
a korokozo szamara a gyorsabb alkalmazkodoképességet a gazdaszervezethez (Parlevliet, 2002),
hogy képes legyen attorni annak kvalitativ rezisztenciajat (McDonald és Linde, 2002),
vagy lehetdséget nyujt a peszticidekkel szembeni ellenallo képesség kialakitasara (Kema és mtsai.,
2018).

A P. lingam és a P. biglobosus kozeli rokonsagban allo, heterotallikus fajok, azonban a két
faj kozotti (interspecifikus) keresztezések Shoemaker €s Brun (2001) megfigyelései alapjan
sikertelenek voltak.

Az AvrLm4 gén vizsgalata soran sikeresen adaptaltuk Van de Wouw és Howlett (2012)
modszerét a hazai izolatumokra. A vizsgalt P. lingam izolatumok esetén 1127 bp hosszisagu
termék keletkezett a PCR eredményeképp. Az AvrLm4 génnel rendelkez6 P. lingam izolatumok
kiilonbozo hibridek fert6zott ndvényi részeirdl szarmaztak, amibdl arra kovetkeztethetiink, hogy a
hibridek ellenalloképessége nem nyujt megfeleld védelmet az AvrLm4 génnel rendelkezd
P. lingam izolatumokkal szemben. A P. lingam populacié genetikai Osszetétele folyamatosan
véltozik. Ennek kovetkezményeképp a korokozd egyes izolatumai képesek megfertézni a
rezisztens hibrideket, ahogy ezt mar korabban megfigyelték Franciaorszagban (Brun és mitsali.,
2000), Ausztraliaban (Sprague és mtsai., 2007) és Kanadaban is (Zhang és mtsai., 2017).
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Filogenetikai analizis

A ndvényi korokozok genetikai variabilitasanak feltérképezése és nyomon kovetése
hozzajarulhat jobb novényvédelmi stratégiak kialakitasdhoz (Huang és mtsai., 2014). Molekularis
vizsgalataink soran a teljes ITS1-5,8S-ITS2 szakasz vizsgéalatahoz Mitrovi¢ és mtsai. (2016)
protokolljat kovettiik, amely Liu és mtsai. (2006) altal fejlesztett modszer mellett megbizhatdan
miikodik a P. lingam és a P. biglobosus fajszintii meghatarozasara, egymastol valo elkiilonitésére.
Mitrovi¢ és mtsai. (2016) a riboszomalis DNS 18S-28S szakaszat vizsgaltdk. Az altaluk hasznalt
primerekkel a hazai P. lingam izolatumok esetén is 554 bp, mig a hazai P. biglobosus izolatumok
esetén 582 bp hosszisagu termék keletkezett (28. abra). A riboszomalis DNS ITS régidinak
vizsgalata nemcsak a két korokozd fajszinti elkiilonitésére, hanem az egyes fajokon beliili
szubkladok meghatarozasara, valamint azok filogenetikai analizisére is alkalmas (Zou és mtsai.,
2019). A két Plenodomus-fajt illetden nem allt rendelkezésiinkre informacio arrol, hogy milyen
szubkladok terjedtek el hazankban, emiatt Zou és mtsai. (2019) nyoman az ITS régiokat a vizsgalt
izolatumok szubklad szinten torténd azonositasahoz, valamint azok filogenetikai analiziséhez is
felhasznaltuk.

A hazai P. lingam izolatumok molekularis szintli elemzése utan egyértelmiivé valt, hogy a
vizsgalt izolatumok kivétel nélkiil a ’brassicae’ szubkladhoz tartoznak (33. abra), a tenyészetek
morfologiai valtozatossdganak ellenére egymadssal szoros rokonsagi viszonyt mutatnak.
A ’brassicae’ szubklad, amely szamos Brassica-fajt képes megfertézni (Mendes-Pereira és mtsai.,
2003), vilagszerte elterjedt, mig a P. lingam ’lepidii’ szubkladot ezidaig kizardlag Lepidium
fajokrol Kanadaban izolaltak (Mendes-Pereira és mtsai., 2003).

Hasonloképp, valamennyi vizsgalt P. biglobosus izolatumunk a P. biglobosus ’brassicae’
szubkladhoz tartozott (33. abra). A ’brassicae’ szubklad, amely a Brassica nemzetség fajait fertdzi
(Mendes-Pereira és mtsai., 2003), a legszélesebb korben elterjedt az 6sszes P. biglobosus szubklad
koziil (Liu és mtsai., 2014). A P. biglobosus ’canadensis’ all a legkdzelebbi rokoni kapcsolatban
a P. biglobosus ’brassicae’-vel. Ezt a szubkladot ezidaig 6szi kaposztarepcérdl és kinai mustarrol
izolaltak (Van de Wouw és mtsai., 2008; Dilmaghani és mtsai., 2009). Egyes nézetek szerint az
Egyesiilt Kiralysagban a P. biglobosus ’canadensis’ megjelenése felelés a P. biglobosus
jelentoségének novekedéséért (King és West, 2022), amelynek megjelenése a jovében
Magyarorszagon sem zarhato ki. A P. biglobosus ’australensis’ (Voigt és mtsai., 2005),
’occiaustralensis’ (Vincenot és mtsai., 2008), valamint ’americensis’ (Zou és mtsai., 2019)

szubkladok szintén megfertézhetik a Brassica-fajokat, ezaltal az ¢szi kaposztarepcét is, mig mas

82



szubkladokat (Mendes-Pereira és mtsai., 2003), — a Thlaspi arvense-rél izolalt ’thlaspi’-t és az
Erysimum-fajrol ismert *erysimii’-t — ezidaig kaposztafélékrdl nem izolaltak.

Ahogy mas koérokozok esetében is, ugy a Plenodomus-fajok taxondmiai vizsgalatai soran
is kiilonb6z6 genomi régiokat vizsgalnak a fajok ¢és a szubkladok filogenetikai kapcsolatainak
felderitésére (Zou és mtsai., 2019). A novénypatogén gombak korében legaltalanosabban vizsgalt
régid a riboszomalis DNS ITS régidja (Capote és mtsai., 2012), amelyet mi is bevontunk a
vizsgalatainkba a hazai P. lingam és P. biglobosus izolatumok esetében. Wijayawardene és mtsai.
(2014) tobbek kozott az LSU és az rpb2 régié szekvencidit hasznaltak a Dothideomycetes
osztalyba tartozo 415 taxon filogenetikai analiziséhez. Az LSU régiora vonatkozdéan Chen ¢és
mtsai. (2015) modszerét sikeresen adaptaltuk a hazai P. lingam és P. biglobosus izolatumokra.
Az rpb2 régié vizsgalatahoz sajat primereket terveztiink, melyek megbizhatéban miikodtek a
P. lingam és a P. biglobosus esetén. De Gruyter és mtsai. (2012) a Leptosphaeria doliolum
filogenetikai vizsgalatdhoz tobbek kozott nemcesak az LSU és az ITS, hanem a B-tubulin régiot is
felhasznaltak. Hozzajuk hasonldan a ,,multilocus”-os analizishez Chen és mtsai. (2015) modszerét
kovetve a tub2 gént mi is vizsgaltuk.

A vizsgalt P. lingam és P. biglobosus izolatumok a négy genomi régio alapjan a torzsfan
megbizhatdan elkiiloniiltek egymastol (34. abra). Az azonos régiok szekvenciai a két faj kozott is
nagymértékben hasonloak voltak egymashoz, fajon beliil pedig alig mutattak valtozékonysagot.
jelentheti a kornyezethez valé alkalmazkodasi képességének csokkenését, amely fontos
informéciot nyujthat a fungicid-rezisztencia kialakuldsanak kockéazatarol.

Az azonos fajhoz tartozo izolatumok alacsony variabilitdsat az actl gén vizsgalata soran
kapott eredményeink is aldtdmasztjak, melyeket egy kiilonallo torzsfan abrazoltunk (35. abra).
Voigt és mtsai. (2005) a P. lingam és a P. biglobosus, valamint egyéb, Dothideomycetes osztalyba
tartoz6 fajok kozotti filogenetikai kapcsolatot vizsgaltdk tobbek kozott az aktin  gén
szekvenciainak felhasznalasaval. Az altaluk alkalmazott modszert sikeresen adaptaltuk a hazai

P. lingam és P. biglobosus izolatumokra.

Fungicid hatéanyagok tesztelése

A P. biglobosus korokoz6 kapcsan elséként végeztiink hazankban fungicid hatéanyagokkal
in vitro vizsgalatokat. Ezen vizsgalatok alapjat képezhetik egy szélesebb kori monitoringnak,
amely a novényvédelmi technologia optimalizalasara iranyul. Az izolatumok fungicid
érzékenységének megfigyelésére a Nemzeti Elelmiszerlanc-biztonsagi Hivatal altal is hasznalt és

elfogadott mérgezett agarlemez vizsgalati modszert alkalmaztuk (Aponyiné és mtsai., 2004).
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Aponyiné és mtsai. (2004) szerint ez a mddszer alkalmas a fungicid micéliumndvekedést, valamint
konidiumcsirazast befolyasolo hatasanak elbiralasara: Gin. screening vizsgalatra, valamint in vitro
tenyészthetd korokozok fungicid érzékenységi (rezisztencia) szintjének elbirdlasara. A modszer
alapja, hogy a vizsgaland6 készitménnyel, vagy hatdéanyaggal mérgezett agarlemezt készitiink,
melyen a micéliumnovekedést €s a konidiumok csirazasat figyeljiik meg. Vizsgalataink soran
tiszta hatdanyagokkal dolgoztunk, ezéltal kizarva az egyéb adjuvansok hatasat. Piknidium
képzddést nem tapasztaltunk taptalajon, igy kizarolag a micélium novekedését értékeltiik.

Az SDHI csoportba tartozdé boszkalid hatdanyag tesztelésénél kapott eredményeink
egybevagnak Fajemisin ¢és mtsai. (2022b) eredményeivel. Fajemisin ¢és mtsai. (2022b)
41 P. lingam izolatum esetén tesztelték a hatdéanyagot. Vizsgalatuk soran a legmagasabb
koncentracié 10 pg/mL volt, ennél a koncentracional mind a 41 izolatum micéliumndvekedése
teljes mértékben gatolt volt. Eredményeik alapjén a csehorszégi izolatumok esetében a rezisztencia
kialakulasat nem feltételezték. A sajat vizsgalataink soran hasonlot tapasztaltunk mind a P. lingam,
mind a P. biglobosus esetén. Az altalunk tesztelt izolatumoknal csupan a legalacsonyabb,
2 mg/L-es (=2 ng/mL) koncentracid esetén tapasztaltunk micéliumnovekedést.

Az altalunk vizsgalt 6t hatdéanyagot azonos koncentraciokban teszteltiik, melyek koziil a
legkiegyenlitettebb hatasa a boszkalidnak volt. 10, 20 és 30 mg/L-es koncentracidban is fungicid
hatassal rendelkezett, a micélium novekedése teljes mértékben gatolt volt a csehorszagi (Fajemisin
¢s mtsai., 2022b) megfigyelésekhez hasonléan valamennyi izolatumunk esetén. Eredményeink
alapjan mind a P. lingam, mind a P. biglobosus érzékenynek bizonyult a boszkaliddal szemben,
azonban ennek alatdmasztasara szélesebb korli monitoring lenne sziikséges.

A szintén SDHI csoportba tartozé fluopiram P. lingam korokozora gyakorolt hatasarol
kevés informacio all rendelkezésiinkre a szakirodalom alapjan. Van de Wouw ¢és mtsai. (2021)
ezen hatdanyagot tartalmazo készitménnyel végeztek vizsgalatot, melynek soran egyes P. lingam
izolatumok esetében az érzékenység csokkenését figyeltek meg. Ezzel szemben az altalunk
vizsgalt P. lingam izolatumok érzékenynek tekinthet6k a fluopiram hatdéanyagra, mert még
2 mg/L-es koncentracidban is atlagosan 69,47%-o0s csokkenést figyeltink meg a kontroll
tenyészetek (0 mg/L) méretéhez képest. Ehhez hasonléan a P. biglobosus izolatumaink is
érzékenynek tekinthetdk, ugyanis 2 mg/L-es koncentracio esetén atlagosan 52,08%-o0s csokkenést
tapasztaltunk.

A strobilurinok ko6zé tartozd azoxistrobin esetén Mondal és mtsai. (2005) Alternaria
alternata koérokozo tenyészeteivel végeztek vizsgalatot in vitro. 100 pg/ml-es koncentracio esetén

is kevesebb, mint 50%-o0s csokkenést tapasztaltak az izolatumok micéliumnovekedésében a
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kontrollhoz képest (0 pg/ml). Ennek oka egyes megtigyelések szerint a ndvénypatogén gombak
biologiai folyamataiban keresendék, melyek in vivo és in vitro kiilonbozhetnek.

Az azoxistrobinnal végzett vizsgalatunk soran a kontrollhoz képest a P. lingam izolatumok
esetében atlagosan 43,84%-kal, mig a P. biglobosus esetében 42,4%-kal kisebb atmér6ji
tenyészeteket mértiink, csupan fungisztatikus hatast figyeltiink meg a két korokozo esetében.
Eredményeink egybevagnak a korabbi megfigyelésekkel. Feltehetdleg az azoxistrobinnal végzett
in vitro tesztek a P. lingam és a P. biglobosus esetében nem Gsszevethet6k a ndvényen beliil
kifejtett gombadl6 hatassal, igy ennek ellenérzésére in vivo kisérletek sziikségesek.

A strobilurinok esetén Mondal és mtsai. (2005) megfigyelései alapjan a kiilonbozo
novénypatogén gombak ellendlld izolatumai akar tobb, mint 10 mg/L-es koncentracidban is
képesek toleralni az adott hatéanyagot. Ezek alapjan Fraser és mtsai. (2016) altal Albertdban
(Kanadaban) tesztelt 117 P. lingam izolatumot érzékenynek talaltak a piraklostrobin hatdanyagra,
mert 6,25 mg/L-es koncentracid esetében a kontroll tenyészetek (0 mg/L) méretéhez képest
minden tenyészet méreténél legalabb 50%-os csokkenést figyeltek meg a 10. napon.
Eredményeiket a sajat eredményeinkkel Osszevetve kijelenthetd, hogy a hazai P. lingam
izolatumok is érzékenyek a piraklostrobinra, hiszen vizsgalatunk soran mar a 2 mg/L-es
koncentracio esetén atlagosan 72%-kal kisebb telepatmér6t mértiink a 10. napon. A P. biglobosus
izolatumaink is érzékenyek voltak a piraklostrobinra, a kontroll tenyészetekhez képest atlagosan
79%-kal kisebb telepatmérét mértiink a 2 mg/L-es koncentracid esetén a 10. napon.

A DMI fungicidek folyamatos alkalmazasa mas ndvénypatogén gombdak populacidihoz
hasonléan (Brent és Hollomon, 2007) a P. lingam esetében is konnyen fungicid-rezisztencia
kialakulasat eredményezheti (Van de Wouw ¢€s mtsai., 2017; Yang €s mtsai., 2020; Fajemisin és
mtsai., 2022a). Ebbe a csoportba tartoznak a triazolok is, melyeket a névénypatogén gombak elleni
védekezésen kiviil a regulatorozasban betoltott szerepe miatt gyakran alkalmaznak
repcetermesztésben (Berry és Spink, 2009).

Eckert és mtsai. (2010) vizsgalatai alapjan a tebukonazol hatéanyagra a P. lingam
izolatumok érzékenyebbnek bizonyultak a P. biglobosus izolatumoknal. A hatéanyag a P. lingam
izolatumok esetében a P. biglobosus izolatumokhoz képest alacsonyabb koncentracioban gatolta
a micélium novekedését. A micélium novekedését a kontrollhoz (0 mg/L) képest atlagosan
50%-kal a P. lingam esetében 0,67 pg/ml-es koncentracioban, a P. biglobosus esetében csupan
1,45 pg/ml-es koncentracioban csokkentette. Ezzel szemben a mi vizsgalatunk soran a 2 mg/L-es
(=2 pg/ml) koncentracidoban a P. lingam izolatumok micéliumnovekedése a kontrollhoz képest
csupan 28,71%-kal, a P. biglobosus izolatumokeé pedig csupan 22,5%-kal csokkent. A 10 mg/L-es

koncentraci6 esetén a P. lingam izolatumok micéliumndvekedése a kontrollhoz képest
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77,73%-kal, a P. biglobosus izolatumoké pedig 73,46%-kal csokkent. Igy sajat kisérletiink alapjan
az 50%-os gatlas eléréséhez 2 mg/L és 10 mg/L kozotti koncentraci6 lenne sziikséges. Igy elézetes
tesztlink alapjan, a hazai P. lingam és P. biglobosus izolatumok kevésbé tiinnek érzékenynek a
tebukonazol hat6anyagra, mint az Egyesiilt Kirdlysagbol szarmazo izolatumok. Eckert és mtsai.
(2010) vizsgalatuk soran 2003-ban gyijtott izolatumokat, mig mi 2021-ben gyiijtott izolatumokat
hasznaltunk fel. Az eltérést akar az is okozhatja, hogy a két vizsgalat kozott a gazdandvényeket
sokszor kezelhették tebukonazol hatdanyagot tartalmazo készitményekkel, igy a korokozok azdta
ellenallobba valhattak a hatdanyaggal szemben.

A tiszta hatéanyagok bevonasaval végzett analizisiink fontos informacidkat biztosit a
P. lingam és a P. biglobosus izolatumokrol Magyarorszagon, amely nélkiilozhetetlen ahhoz,
hogy a jovoben bekovetkezd érzékenységbeli valtozasokat nyomon kovethessiik. Eredményeink
alatdmasztasahoz tobb izoldtum bevondsaval ugyanezen vizsgélatok elvégzésére lenne sziikség,
hogy biztosabb kovetkeztetéseket lehessen levonni a magyarorszagi Plenodomus populacio
fungicid érzékenységének tekintetében. A fungicid-rezisztencia kialakuldsdnak megakadalyozasat
érint0 stratégiak alapjan kiilonbozoé hatasmechanizmussal és hatashellyel rendelkez6 fungicideket
egylittesen és/vagy valtogatva lenne érdemes tovabbra is alkalmazni (Staub, 1991; Brent és

Hollomon, 2007).

Konkluzio

A plenodémuszos betegség korokozoi feltehetden a jovOben is a repcetermesztés egyik
legjelentdsebb novénykortani problémdjat fogjak jelenteni. Széleskdrli monitoring, valamint
szdmos vizsgalat lenne sziikséges ahhoz, hogy a korokozok altal eldidézhetd jovobeli oOriasi
gazdasagi veszteséget megeldzziik. Az 0szi kaposztarepce novényeken jelenleg mindkét korokozo
esetében csak a ’brassicae’ szubkldd populaciéi vannak jelen hazankban. A globalizacid
eredményeképp azonban fennall a kockézata annak, hogy tovabbi szubkladok jelenjenek meg Gszi
kaposztarepcén mind Magyarorszagon, mind a vildg mas pontjain. Azonban jelen eredményeink
arra engednek kovetkeztetni, hogy a plenodomuszos betegséget okozd korokozok jelentdsége a

kozeljovoben nem fog szamottevéen valtozni hazankban.
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6. OSSZEFOGLALAS

Az 6szi kaposztarepce napjaink egyik legfontosabb szant6foldi kultirnévénye. Jol ismert
betegségei kozé tartozik a Plenodomus lingam és a Plenodomus biglobosus altal okozott
feketelabusag, vagy masnéven szarrdk. A két korokozd gazdasagilag jelentds, sulyos
termésveszteséget idézhet eld. A hazai szakirodalomban a betegséget korabban a P. lingam-nak
tulajdonitottak, azonban eredményeink megerésitették a P. biglobosus jelenlétét és széleskori
elterjedését az orszagban.

2017 ¢és 2021 kozott Magyarorszag 10 varmegyéjének 29 helyszinérél 502,
a plenodomuszos betegség jellemzd tlineteit mutatd repcemintdt gyijtottiink. A korokozokat
rutinszerlien izolaltuk és tenyésztettiik PDA taptalajon. A gombék patogenitasat megerdsitettiik.
A korokozok altal leveleken és szarakon elbidézett tiineteket, illetve a piknidiumaik és a
klasszikus mikologiai moddszerekkel a két korokozd6 nem kiilonithetd el egymastol.
A tenyészbélyegek vizsgélatakor fajon beliili kiillonbségeket is megfigyeltiink, az izoldtumokat a
tenyészbélyegek alapjan csoportositottuk.

A korokozok megbizhatd fajszintii azonositasahoz fajspecifikus primereket alkalmaztunk
multiplex PCR soran. Tudomasunk szerint a P. biglobosus-t elészor azonositottuk
Magyarorszagon 0szi kaposztarepcén. Megallapitottuk, hogy a vizsgalt 308 1zolatum koziil 158
(51,3%) a P. lingam, 150 (48,7%) a P. biglobosus fajhoz tartozott. A kérokozok el6fordulasa és
gyakorisaga arra enged kovetkeztetni, hogy a P. biglobosus elterjedtebb Magyarorszagon, mint
korabban gondoltuk.

A fajszintli azonositds mellett molekularis vizsgalatokat is végeztiink. A P. lingam
izolatumok esetében mindkét parosodasi tipus jelenlétét igazoltuk, igy molekularis vizsgalattal is
alatamasztottuk, hogy a P. lingam esetében hazai koriilmények kozott lehetséges az ivaros
szaporodas. A Plenodomus izolatumok AvrLm4 génjének vizsgalata soran megallapitottuk, hogy a
vizsgalatba vont repce hibridek ellenalloképessége nem nyujt megfelelé védelmet a P. lingam
AvrLm4 génnel rendelkezd torzsével szemben.

Az ITS1-5,8S-ITS2 szekvenciakon, a részleges LSU szekvenciakon, a részleges tub2 gén
szekvenciakon és a részleges rpb2 régio szekvenciain alapuld filogenetikai analizis eredményei
alapjan megallapitottunk, hogy a vizsgalt Plenodomus izolatumok a P. lingam ’brassicae’ és a
P. biglobosus ’brassicae’ szubkladhoz tartoznak. Emellett a multi-lokuszos analizis fajon beliil
alacsony genetikai valtozékonysdgot eredményezett. Az azonos fajhoz tartozé izoldtumok

genetikai hasonlosagat az actl génre vonatkozo eredményeink is alatamasztottak. A P. lingam és
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a P. biglobosus génjeirdl és régioirdl elséként kozoltiink magyarorszagi szekvencia adatokat.
A globalizacié kovetkezményeképp fennall a veszélye annak, hogy Magyarorszagon a repcén
tovabbi szubkladok jelenjenek meg. Emellett azonban azt is feltételezni lehet, hogy a kozeljovoben
a plenoddémuszos betegség korokozodinak jelentdsége nem fog szamottevoen valtozni.

Az izolatumok fungicid érzékenységének vizsgalatdira 5 hatdéanyagot (boszkalid,
fluopiram, azoxistrobin, piraklostrobin és tebukonazol) vélasztottunk ki. Eredményeink arra
utalnak, hogy a két faj egyes fungicidekre eltérden reagal, valamint az egyes izolatumok kozott is
lehetnek olyan kiilonbségek, amelyek eldrevetithetik a rezisztencia kialakuldsanak kockazatat a
magyarorszagi Plenodomus populaciokban.

Valoszintsithetd, hogy a plenodomuszos betegség korokozoival a jovoben is szamolniuk
kell a termesztdknek, azonban eredményeink arra engednek kovetkeztetni, hogy a korokozok

jelentdsége a kozeljovoben nem fog szamottevden valtozni hazdnkban.
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7.  SUMMARY

Oilseed rape is one of the most important agricultural plants nowadays. Well-known
diseases include blackleg or stem canker, caused by Plenodomus lingam and Plenodomus
biglobosus. The two pathogens can cause economically significant, severe yield losses. In the
Hungarian literature, the disease was previously attributed to P. lingam, but our results have
confirmed the presence and widespread distribution of P. biglobosus in the country.

Between 2017 and 2021, 502 oilseed rape samples showing typical symptoms of blackleg
were collected from 29 locations in 10 counties of Hungary. Pathogens were routinely isolated and
cultured on potato dextrose agar medium. The pathogenicity of the fungi has been confirmed.
The usual symptoms of the pathogens on infected leaves and stems, the morphology of pycnidia
and conidia were observed. The symptoms and morphology of the two pathogens are too similar
to be distinguished by classical mycological methods. We also observed some differences within
species when examining fungal colonies on PDA. Isolates were grouped according to colony
morphology.

Multiplex PCR with specific primers for P. lingam and P. biglobosus was used for reliable
species-level identification of the pathogens. To our knowledge, P. biglobosus was first identified
from oilseed rape in Hungary. A total of 158 out of 308 studied isolates were identified as
P.lingam (51.3%) while P. biglobosus was detected in case of 150 isolates (48.7%).
The prevalence and frequency of the pathogens suggest that P. biglobosus is more widespread in
Hungary than previously thought.

In addition to species-level identification, other molecular tests were also carried out. Both
mating types were detected in P. lingam isolates. It was confirmed that sexual reproduction is
possible in P. lingam in Hungary. Analysis of the AvrLm4 gene in Plenodomus isolates showed
that the resistance of the examined oilseed rape hybrids does not provide adequate protection
against the strain of P. lingam with AvrLm4 gene.

Phylogenetic analysis based on ITS1-5.8S-1TS2 sequences, partial LSU sequences, partial
tub2 gene sequences and partial rpb2 region sequences showed that the investigated Plenodomus
isolates can be classified into the P. lingam ‘brassicae’ and P. biglobosus ‘brassicae’ subclades.
In addition, multi-locus analysis revealed low genetic diversity within the species. The genetic
similarity of isolates from the same species is supported by our results on the actl gene. The first
sequence data on the genes and regions of P. lingam and P. biglobosus in Hungary are provided.

Due to globalisation, there is a risk that additional subclades will emerge on oilseed rape in
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Hungary, but in the meantime it can be concluded that the importance of blackleg pathogens will
not change in the near future.

To test the fungicidal sensitivity of the isolates, 5 active ingredients (boscalid, fluopyram,
azoxistrobin, piraklostrobin and tebuconazole) were selected. Our results suggest that species
respond differently to certain fungicides and that there may also be differences between isolates,
which could predict the risk of resistance in Hungarian Plenodomus populations.

It is likely that growers will still have to contend with the blackleg disease in the future,
but our results suggest that the importance of the pathogens will not change significantly in the

near future in our country.
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M4. melléklet — Az izolatumok fajszintli meghatdrozasanak, valamint az izolatumokkal végzett molekularis vizsgalatok eredményei

boldtum neve Kérokord Molekularis vizsgéalatok
ITS MAT AvrLm4 | 18S-28S LSU tub2 rpb2 actl
L1 P. lingam X X
L2 P. lingam X X X
L3 P. lingam X X
L4 P. lingam X X X
LS P. lingam X X X
L6 P. lingam X X X
L7 P. lingam X X X X X X X X
L8 P. lingam X X X
L9 P. lingam X X X
L10 P. lingam X X X
L11 P. lingam X X X X X X X X
L12 P. lingam X X X
L13 P. lingam X X X
L14 P. biglobosus X
L15 P. lingam X
L16 P. lingam X
L17 P. biglobosus X
L18 P. lingam X
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Molekularis vizsgalatok

Izolatum neve Koérokozo
ITS MAT AvrLm4 | 18S-28S LSU tub2 rpb2 actl

L19 P. biglobosus X

L20 P. biglobosus X

L21 P. lingam X X X

L22 P. biglobosus X

L23 P. lingam X X X

L24 P. lingam X

L25 P. lingam X

L26 P. lingam X X X X X X
L27 P. lingam X

L28 P. lingam X

L29 P. lingam X

L30 P. lingam X X X X X X
L31 P. lingam X

L32 P. lingam X

L33 P. lingam X

L34 P. lingam X X X X X X
L35 P. lingam X

L36 P. lingam X

L37 P. biglobosus X X X X X X
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Molekularis vizsgalatok

Izolatum neve Korokozo
ITS MAT AvrLm4 | 18S-28S LSU tub2 rpb2 actl
L38 P. biglobosus X
L39 P. biglobosus X
L40 P. lingam X X X X X X
L41 P. biglobosus X
L42 P. biglobosus X
L43 P. biglobosus X
L44 P. biglobosus X
L45 P. lingam X
L46 P. lingam X
L47 P. lingam X
L48 P. lingam X
L49 P. lingam X
L50 P. lingam X
L51 P. lingam X
L52 P. lingam X
L53 P. lingam X
L54 P. lingam X
L55 P. biglobosus X X X X X X
L56 P. biglobosus X
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Molekularis vizsgalatok

Izolatum neve Korokozo
ITS MAT AvrLm4 | 18S-28S LSU tub2 rpb2 actl

L57 P. biglobosus X

L58 P. biglobosus X

L59 P. biglobosus X X X X X X
L60 P. biglobosus X

L61 P. lingam X X X X X X
L62 P. biglobosus X

L63 P. lingam X X X X X X
L64 P. biglobosus X

L65 P. biglobosus X

L66 P. biglobosus X

L67 P. biglobosus X

L68 P. biglobosus X

L69 P. biglobosus X

L70 P. biglobosus X

L71 P. biglobosus X X X X X X
L72 P. biglobosus X

L73 P. biglobosus X

L74 P. biglobosus X X X X X X
L75 P. lingam X X

123




Molekularis vizsgalatok

Izolatum neve Koérokozo
ITS MAT AvrLm4 | 18S-28S LSU tub2 rpb2 actl

L76 P. lingam X

L77 P. lingam X

L78 P. lingam X

L79 P. lingam X X X
L80 P. lingam X X X
L81 P. biglobosus X X
L82 P. biglobosus X X
L83 P. biglobosus X

L84 P. lingam X X

L85 P. lingam X X

L86 P. lingam X

L87 P. lingam X

L88 P. lingam X X

L89 P. lingam X X

L90 P. lingam X

L91 P. lingam X

L92 P. lingam X

L93 P. lingam X X

L94 P. lingam X
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Molekularis vizsgalatok

Izolatum neve Korokozo
ITS MAT AvrLm4 | 18S-28S LSU tub2 rpb2 actl

L95 P. lingam X

L96 P. lingam X

L97 P. biglobosus X X

L98 P. lingam X

L99 P. biglobosus X

L100 P. biglobosus X

L101 P. lingam X

L102 P. biglobosus X

L103 P. biglobosus X

L104 P. biglobosus X X

L105 P. biglobosus X X X X X X
L106 P. lingam X

L107 P. lingam X

L108 P. lingam X X X X X X
L109 P. lingam X

L110 P. lingam X X X X X X X
L111 P. biglobosus X

L112 P. biglobosus X X X X X X
L113 P. biglobosus X
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Molekularis vizsgalatok

Izolatum neve Korokozo
ITS MAT AvrLm4 | 18S-28S LSU tub2 rpb2 actl

L114 P. biglobosus X

L115 P. biglobosus X

L116 P. biglobosus X

L117 P. biglobosus X

L118 P. lingam X X

L119 P. biglobosus X

L120 P. biglobosus X

L121 P. biglobosus X

L122 P. biglobosus X

L123 P. biglobosus X

L124 P. biglobosus X

L125 P. biglobosus X

L126 P. biglobosus X

L127 P. biglobosus X

L128 P. biglobosus X X X X X X
L129 P. biglobosus X

L130 P. biglobosus X

L131 P. lingam X X X X X X
L132 P. lingam X
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Iolétum neve Kérokord Molekularis vizsgéalatok
ITS MAT AvrLm4 | 18S-28S LSU tub2 rpb2 actl

L133 P. biglobosus X

L134 P. biglobosus X

L135 P. biglobosus X

L136 P. biglobosus X X

L137 P. biglobosus X

L138 P. biglobosus X

L139 P. biglobosus X

L140 P. biglobosus X

L141 P. biglobosus X

L142 P. biglobosus X

L143 P. biglobosus X

L144 P. biglobosus X X X X X X
L145 P. biglobosus X

L146 P. biglobosus X

L147 P. biglobosus X

L148 P. biglobosus X

L149 P. biglobosus X

L150 P. biglobosus X X X X X X
L151 P. biglobosus X
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Iolétum neve Kérokord Molekularis vizsgéalatok
ITS MAT AvrLm4 | 18S-28S LSU tub2 rpb2 actl
L152 P. biglobosus X
L153 P. biglobosus X
L154 P. biglobosus X
L155 P. biglobosus X X X X X X
L156 P. biglobosus X
L157 P. biglobosus X
L158 P. biglobosus X
L159 P. biglobosus X
L160 P. lingam X
L161 P. biglobosus X
L162 P. biglobosus X
L163 P. biglobosus X
L164 P. biglobosus X
L165 P. biglobosus X
L166 P. lingam X X X X X X
L167 P. lingam X
L168 P. biglobosus X
L169 P. biglobosus X
L170 P. biglobosus X
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Iolétum neve Kérokord Molekularis vizsgéalatok
ITS MAT AvrLm4 | 18S-28S LSU tub2 rpb2 actl
L171 P. biglobosus X
L172 P. biglobosus X
L173 P. biglobosus X
L174 P. biglobosus X X X X X X
L175 P. biglobosus X
L176 P. biglobosus X
L177 P. biglobosus X
L178 P. biglobosus X
L179 P. biglobosus X
L180 P. biglobosus X
L181 P. biglobosus X
L182 P. biglobosus X
L183 P. lingam X X X X X X
L184 P. biglobosus X
L185 P. biglobosus X
L186 P. biglobosus X
L187 P. biglobosus X
L188 P. biglobosus X
L189 P. biglobosus X
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Molekularis vizsgalatok

Izolatum neve Koérokozo
ITS MAT AvrLm4 | 18S-28S LSU tub2 rpb2 actl
L190 P. biglobosus X
L191 P. biglobosus X
L192 P. biglobosus X
L193 P. biglobosus X
L194 P. biglobosus X
L195 P. biglobosus X
L196 P. biglobosus X
L197 P. lingam X X X X X X
L198 P. lingam X X X X X X
L199 P. lingam X
L200 P. lingam X
L201 P. lingam X X X X X X
L202 P. biglobosus X
L203 P. biglobosus X
L204 P. lingam X
L205 P. biglobosus X
L206 P. biglobosus X X X X X X
L207 P. biglobosus X
L208 P. lingam X
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Molekularis vizsgalatok

Izolatum neve Koérokozo
ITS MAT AvrLm4 | 18S-28S LSU tub2 rpb2 actl
L209 P. lingam X
L210 P. lingam X
L211 P. lingam X
L212 P. lingam X
L213 P. lingam X
L214 P. lingam X X X X X X
L215 P. lingam X
L216 P. lingam X
L217 P. lingam X X X X X X
L218 P. lingam X
L219 P. lingam X
L220 P. lingam X
L221 P. lingam X
L222 P. lingam X
L223 P. lingam X
L224 P. lingam X
L225 P. lingam X
L226 P. lingam X
L227 P. lingam X
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Molekularis vizsgalatok

Izolatum neve Koérokozo
ITS MAT AvrLm4 | 18S-28S LSU tub2 rpb2 actl
L228 P. lingam X X X X X X
L229 P. lingam X
L230 P. lingam X
L231 P. lingam X
L232 P. lingam X
L233 P. lingam X X X X X X
L234 P. lingam X
L235 P. lingam X
L236 P. lingam X
L237 P. lingam X
L238 P. lingam X X X X X X
L239 P. lingam X
L240 P. lingam X
L241 P. lingam X
L242 P. lingam X
L243 P. lingam X
L244 P. lingam X
L245 P. lingam X X X X X X
L246 P. lingam X
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Molekularis vizsgalatok

Izolatum neve Koérokozo
ITS MAT AvrLm4 | 18S-28S LSU tub2 rpb2 actl
L247 P. lingam X
L248 P. lingam X
L249 P. lingam X
L250 P. lingam X
L251 P. lingam X
L252 P. lingam X
L253 P. lingam X
L254 P. lingam X
L255 P. lingam X
L256 P. lingam X
L257 P. biglobosus X X X X X X
L258 P. lingam X X X X X X
L259 P. lingam X
L260 P. lingam X
L261 P. lingam X
L262 P. lingam X
L263 P. lingam X
L264 P. lingam X
L265 P. lingam X X X X X X
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Molekularis vizsgalatok

Izolatum neve Koérokozo
ITS MAT AvrLm4 | 18S-28S LSU tub2 rpb2 actl
L266 P. lingam X
L267 P. lingam X
L268 P. lingam X
L269 P. lingam X
L270 P. lingam X
L271 P. lingam X
L272 P. lingam X
L273 P. lingam X
L274 P. lingam X
L275 P. lingam X
L276 P. lingam X
L277 P. lingam X X X X X X
L278 P. lingam X
L279 P. lingam X
L280 P. lingam X
L281 P. biglobosus X X X X X X
L282 P. lingam X
L283 P. lingam X X X X X X
L284 P. lingam X
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Molekularis vizsgalatok

Izolatum neve Korokozo
ITS MAT AvrLm4 | 18S-28S LSU tub2 rpb2 actl
L285 P. biglobosus X
L286 P. biglobosus X
L287 P. biglobosus X
L288 P. biglobosus X
L289 P. biglobosus X
L290 P. biglobosus X
L291 P. biglobosus X
L292 P. biglobosus X
L293 P. biglobosus X
L294 P. biglobosus X X X X X X
L295 P. biglobosus X
L296 P. biglobosus X
L297 P. biglobosus X
L298 P. biglobosus X
L299 P. biglobosus X
L300 P. biglobosus X
L301 P. biglobosus X
L302 P. biglobosus X
L303 P. biglobosus X
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Molekularis vizsgalatok

Izolatum neve Korokozo
ITS MAT AvrLm4 | 18S-28S LSU tub2 rpb2 actl
L304 P. biglobosus X
L305 P. biglobosus X
L306 P. biglobosus X X X X X X
L307 P. biglobosus X
L308 P. biglobosus X
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M5. melléklet - A 3.2.2. fejezetben 1évé abrakhoz felhasznalt NCBI adatbazisbdl szarmazéd

szekvenciak
Abra szama | Vizsgalt szakasz Korokozé Génbanki azonositd
ITS régi6 rovid P. lingam JF740234
2. abra _
szakasza P. biglobosus DQ133890
MAT1-1 _
P. lingam AY174048
parosodasi tipus
3. ébra
MAT1-2 _
. P. lingam AY174049
parosodasi tipus
4. ébra AvrLm4 gén P. lingam FP929135
ITS régio teljes P. lingam KY050740
5. ébra i
szakasza P. biglobosus KT389541
P. lingam JF740306
6. 4abra LSU régio i
P. biglobosus MH874106
P. lingam KT389841
7. ébra tub2 gén i
P. biglobosus KT389840
P. lingam KT389669
8. 4abra rpb2 régio i
P. biglobosus MT683512
P. lingam AY748971
9. abra actl gén i
P. biglobosus AY748949
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M6. melléklet - A P. lingam és a P. biglobosus izolatumok darabszama a mintagytijtés idépontja
¢s helyszine alapjan csoportositva, valamint az egyes mintagyiijtési pontokon begytijtott novényi

részek darabszama

Levelekrol Szérakrol
Mintagyijtés Mintagytijtés Cydytor s:zérmazc') Gytjtott s.zérmazc’)
iddpontia helyszine levelek izolatum szirak (db) izolatum
(db) (db) (db)
PL | PB PL | PB
2017. 06. 23. Nagylozs 10 3 0
2017. 07. 04. Nagylozs 16 10 0
2018. 04. 07. Kétpo 29 5 5
2018. 04. 13. Vadosfa 25 6 0
2018. 04. 13. Osli 32 3 0
2018. 04. 13. Bésarkany 36 3 0
2018. 06. 27. Szalanta 18 2 5
2018. 06. 28. Tordas 22 10 2
2019. 03. 30. Kuncsorba 17 0 6
2019. 03. 30. | Torokszentmiklos 15 1 0
2019. 04. 22. Dombévar 5 1 1
2019. 04. 20. | Baranyaszentgyorgy 15 0 2
2019. 07. 109. Harkany 7 0 9
2019. 07. 19. Felsénana 14 18 3
2019. 09. 19. Martonvasar 16 7 7
2020. 02. 23. Baranyajend 27 2 16
2020. 07. 01. Felsénana 18 2 10
2020. 07. 02. Jaszboldoghaza 9 0 14
2021. 01. 31. Kiskunlachaza 7 3 12
2021. 04. 25. Mez6d 24 1 27
2021. 04. 25. Palé 9 3 0
2021. 05. 05. Gyirmot 11 3 5
2021. 05. 08. Esztergom 12 18 0
2021. 05. 16. Santos 16 12 0
2021. 05. 17. Gyomaendrdd 16 15 0
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2021. 05. 11. Piiski 14 11 1
2021. 05. 30. Igal 15 9 0
2021. 05. 30. Tamasi 13 7 0
2021. 05. 28. Kiszombor 13 3 1
2021.07. 12. Gyékényes 21 24
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M7. melléklet Sajat és a nemzetk6zi adatbazisbol szarmazd Plenodomus lingam izolatumok
289 bp hosszusagu, valamint a Plenodomus biglobosus izolatumok 327 bp hosszusagu részleges
ITS1 régid, 5,8S rDNS gén, valamint részleges ITS2 régid szekvencidinak illesztése

2 ') L
[ [

JF740234
DQ458907
GU205260

JX499035 I . » . e
MK922998 (L26) 1 DM S S R ! 8T 2
MK922979 (L18) 1 TS S TES

MK922353 (L7) 1 oo (e S nT 2
MK922973 (L34) BAB| TG Ciiiioi: siseiiiias s ioiie ! 8T 2

AJ542501
JF740198

MH454482 59
MH472567 59

MK922972 (L17) U
MK922343 (L39) Ll TTGGE - GG L BT 59
MK922971 (L43) CTHET GET mghcc I= & 8T 5o

NR 155309 (CBS 505.75) HER GG T ] 60

Consensus NTTGCNNACC CC-G--GGGC -T-C-TGCC- --A-G--A--

Conservation
™

MK922343 (L39) - -
MK922971 (L43) - -

NR 155309 (CBS 505.75) N
Consensus - - TGNAATTG CAGTCAGCGT CAGTAACAAT GTAATAAATT ACAACTTTCA ACAACGGATC

.
conseanen. _ [TITTTTT (TITTTTCTIT [TTTTTTTTTT (YRTTTTTT TRTTTNTTTNT (T
% 1 1
:

JF740234 - - %
DQ458907 - 90
GU205260 - 90
JX499035 - 90

MK922998 (L26) - 90

MK922979 (L18) - 90

MK922353 (L7) - T8 %0

MK922973 (L34) - T8 20
AJ542501 - I8 116
JF740198 - | 116
WH454482 - 18 116
MH472567 - ITR 116

MK922972 (L17) - TR 116

H
t

M

190 100
|

%0

|
JF740234 AT c 6 ] 150
DQ458907 81| G c 150
GU205260 Ll (] G 150
JX499035 JBTHGHTG c 150
MK922998 (L26) 8 6 c 150
MK922979 (L18) T G 6 150
MK922353 (L7) AT G e 150
MK922973 (L34) IATRGATC 6 150
AJ542501 IETEGETG 6 176
JF740198 81| G c 176
MH454482 BT G 6 176
WH472567 AT G 6 176
MK922972 (L17) T G c 176
MK922343 (L39) AT G G 176
MK922971 (L43) 8T G 6 176
NR 155309 (CBS 505.75) | G 6 | 178

Consensus TCTTGGTTCT GGCATCGATG AAGAACGCAG CGAAATGCGA TAAGTAGTGT GAATTGCAGA

consoon. [T TTTTITT TITTCITTC] XTI IO T T
L
MK922343 (L39)

% 2 »
L TR il B cBEE 210

caEl GRET 210

| I { BET 210

7| 1 J&T 210

I J8T 210

[ I cHEl SBET 210

1 | T 1 g | 210

] JiE 210

BET | T AT 235

} 8 i -+ GRET 235

| Gl 11 BET 235

T a7 GRER 235

1 236

il 236

MK922971 (L43) i BB cREY 235

NR 155309 (CBS 505.75) i L ¥ 233

ol
Consensus ATTCAGTGAA TCATCGAATC TTTGAACGCA CATTGCGCCC CTTGGTATTC CATGGGGCAT

-
conseon [T TTTTITIT CTTTETTTIT] XTI AT T T

s ” =
G TREEI ! IBART 270
T ! G BEERT 270
! TR’ GG ¥6 IBART 270

| ! BERET 270

! G TGEE 8T 270

I IBART 270

I ] G TGRT: BEERT 270

T ] ! G 296
{ ! | G 296

! G 296

: { 8 G 206

} ! GIT. | G 296

T1c THERETEE ] | G 296
AEEETEA | G 296

{ G 208

JF740234 ol

JF740234
DQ458907
GU205260

JX499035

MK922998 (L26)
MK922979 (L18)
MK922353 (L7)
MK922973 (L34)
12501

JF740198
MH454482
MH472567

MK922972 (L17)

258552322322552535

JF740234
DQ458907
GU205260
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o
N
S
S

MK922998 (L26)
MK922979 (L18)
MK922353 (L7)
MK922973 (L34)
AJ542501

JF740198

MH454482

WMH472567

MK922972 (L17)
MK922343 (L39)
MK922971 (L43)

NR 155309 (CBS 505.75)
CO"SOHSL‘I_i

S L S

2555882255558255538
DOOOOODOOO OO

Conservation
o

MK922972 (L17)
MK922343 (L39)
MK922971 (L43) BT
NR 155309 (CBS 505.75) ERMGHGE--- - - - - 5 ] 122
Consensus TG---GC--- ----

Conservation
e
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M8. melléklet — A P. lingam parosodasi tipusaért felelés génszakasz szekvenciainak génbanki

azonosito kodjai a vizsgalt izoldtumok esetén

MAT1-1 parosodasi tipus MAT1-2 parosodasi tipus
Izolatum Génbanki azonositd Izolatum Génbanki azonositd

L3 0Q623474 L2 0Q623491
L4 0Q623475 LS 0Q623492
L6 0Q623476 L9 0Q623493
L7 0Q623477 L10 00Q623494
L8 0Q623478 L11 0Q623495

L12 0Q623479 L21 0Q623496

L13 0Q623480

L16 0Q623481

L23 00623482

L75 0Q623483

L79 0Q623484

L80 0Q623485

L84 0Q623486

L85 00Q623487

L88 0Q623488

L89 0Q623489

L93 0Q623490
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