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1. A KUTATAS ELOZMENYEI, CELKITUZESEK

Magyarorszdg, mint az Eurdpai Unidé egyik fontos meggytermesztdje, a vilagon
egyedilallo fajtakinélattal rendelkezik. A 14 ezer ha meggylltetvény 40-70 ezer tonna termést
biztosit évente (KSH, 2015). A megfelel6 mindségli és mennyiségii gyiimoles elballitasahoz
azonban elengedhetetlen iiltetvényeink védelme az élettani hatdsokkal €s a karositokkal szemben
egyarant. A novényvédelem teriiletén egy, mar feledésbe meriilt korokozoval kell a termesztéknek
ujra szembenézniilk. A meggyantraknozis korokozdjat hazankban elséként Lehoczky Janos
azonositotta és irta le 1957-ben Gloeosporium fructigenum Berk. néven. A gomba kartétele és a
betegség jelentdsége a termésfertézésben nyilvanul meg. A gylimolcsokon barna szinti, fénytelen,
beslippedd foltok jelennek meg, amelyekben pards idoben, ragacsos, narancssarga szini
konidiummassza lathatd. A fert6zott termések eladhatatlannd valnak. A korokozoval a kordbbi
évtizedekben nem kellett szdmolni névényvédelmi szempontbdl, egészen a 2006-os jarvanyos
fellépéséig. A meggyantraknozis elleni novényvédelmi kezelések nem képezték részét a meggy
elleni névényvédelmi technologianak és engedélyezett ndvényvédd szer is alig volt a korokozo
ellen, igy a termesztOket varatlanul érte a jarvanyszerii fert6zés. A gomba okozta stlyos
kartételnek okaira sokan keresték a valaszt. Befolydsolhattak egyrészt a fajtaszortimentben
bekovetkezett valtozasok, hiszen a betegség korabban nem okozott szamottevo veszteséget, igy a
nemesitok nem szelektaltak antraknozissal szemben ellenalld fajtakat. Esetleg megjelenhetett a
korokoz6 1j, agresszivebb valtozata, illetve a koérokozo szdmara kedvezd iddjarasi koriilmények
¢s az inokulum felhalmozddésa is hozzajarulhatott a jarvany kialakulasahoz.

A Colletotrichum nemzetség vilagszerte elterjedt, sok fajt foglal magaban, melyek kozott
szamos, gazdasagilag igen jelentds korokozot talalhatunk. A kultirndvények széles skaldjan
antrakn6zist okoz6 Colletotrichum acutatum J. H. Simmonds koérokozét Simmonds 1965-ben
valasztotta kiilon a Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Penz. & Sacc. fajtol molekularis
modszerekkel. A legujabb kutatasi eredmények alapjan, a korokozdt inkabb gytijtéfajnak (vagy
mas néven: fajkomplexnek) tekintik, mely szamos kiilonallo, de egymassal igen szoros
filogenetikai rokonsagot mutaté Colletotrichum fajt foglal magaba. A fajkomplex tagjai
morfolégiai tulajdonsédgaikban nagyon hasonlitanak egymdsra, ezért a pontos azonositashoz
elengedhetetlen a nukleinsav alaptl, lehetdleg tobb génre vagy régiora kiterjedd, un. ,,multilocus’-
os vizsgalat.

A meggy antrakndzisaval kapcsolatos vizsgalatok tobb szempontbdl is aktualisak. A
termesztok szempontjabol legfontosabb a hatékony novényvédd szerek kivalasztdsa és a

novényvédelmi technoldgia kidolgozéasa, hiszen a monilinids kezelések végeztével a
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védekezéseket folytatni kell az antrakndzis korokozodja ellen. A technoldgia kidolgozasahoz
elengedhetetlen a koérokozd bioldgidjanak és gazdandvénykorének feltérképezése, valamint a
fajtak fogékonysaganak ismerete. A tudomany szdmara a korokozo meghatarozasan tal fontos
annak diverzitasa, morfoldgiai és molekularis valtozékonysaga, valamint a fajkomplexen beliili

elhelyezkedése.

Vizsgalataink sordn az alabbi célkitlizéseket fogalmaztuk meg:

e Antraknézis jellegzetes tlineteit mutatd termések gyiijtése az orszag tobb pontjarol,
kiilonb6z6 gazdandvényekrol;

e A korokozok izolélasa és jellemzése morfologiai és tenyészbélyegek alapjan;

e A koérokozok azonositasa és jellemzése nukleotid szekvencia alapjan (ITS régid, hiszton 3
gén, kalmodulin gén);

e Az 1956-ban megjelent kérokozd Osszehasonlitdsa az elmult évek meggyantraknozis
jarvéanyait kivalté korokozoval,

o Termesztett meggyfajtak fogékonysaganak vizsgalata in vitro korilmények kozott;

e A ndvényvédd szerek és temésndveld anyagok hatékonysidganak vizsgalata a korokozo
micéliumnovekedésére és konidiumainak csirazasara in vitro koriilmények kozott;

e Novényvédelmi technologidk tesztelése és értékelése termdiiltetvényekben, kis- és

nagyparcellas koriilmények kozott.

2. ANYAG ES MODSZER

A noveényi részek gyijtése és tarolasa

A fertdzott gylimolesoket az orszag kiilonbozé részein gyiijtottik feliratozott
papirzacskokba és a vizsgalatokig hlitdszekrényben, 4 °C hdmérsékleten taroltuk. A vizsgalatokat
¢s az izolalast legkésdbb 4 napon beliil elvégeztiik.

A tiinetmentes meggyleveleket harom helyszinen gylijtottiik a vizsgalatokhoz. Egy
lajosmizsei felhagyott iiltetvényben harom alkalommal gyiijtottiink tlinetmentes leveleket a
lombkorona belsd és kiilsd részébdl egyarant. Soskiton és Soponyan egy alkalommal gytijtottiink
mintat.

A leveleket feliratozott papirzacskokba helyeztiik és legkésobb masnap bedllitottuk a

kisérletet. Felhasznaldsig hlitdszekrényben, 4 °C-on taroltuk oket.

4



A korokozo jelenlétének vizsgalata tiinetmentes leveleken

A vizsgalat soran Berve ¢és mtsai. (2010) mddszerét kovettiik. A tiinetmentes leveleket 10-
10 db-os csoportokra osztottuk, majd feliiletiiket fertétlenitettiik. Fél percig 0,5% hipos oldatban,
majd 2 percig 70%-os etanolban aztattuk 6ket. A fert6tlenitést kdvetden steril vizben 2 percig
oblitettiik a leveleket, majd lamindris fiilkében megszaritottuk 6ket. A levélmintékat -18 °C-ra
fagyasztoba helyeztiik, csoportonként kiilon steril miianyag dobozokba csomagolva. A modszer
2010). Az optimalis fagyasztasi id6 meghatarozasara kiilonb6z6 ideig hagytuk a fagyasztoban a
leveleket: 1, 2, 3, 4 és 5 6ran keresztil.
A fagyasztast kovetéen a leveleket nedves kamraba helyeztiik és 26 °C-on és mesterséges
megvilagitas alatt, fitotronban inkubaltuk azokat. A korokozo szaporitoképleteinek megjelenését

2 héten keresztiil minden nap vizsgaltuk a levelek felszinén.

A korokozok izolalasa taptalajon és a tenyészetek fenntartasa

A fertézott gyiimolesokrdl és a levelekrdl — melyeken mesterségesen indukaltuk a
sporulacidt — steril landzsatii segitségével konidiumokat emeltiink le laminaris fiilke alatt és steril
PDA téptalajra helyeztiik azokat. A tenyészeteket 24 °C-on, sététben inkubaltuk. Egy hét elteltével
a novekvo tenyészetekbol 7 mm atmérdji dugofurdval a tenyészet sz€1€bol micéliummal atszott
taptalaj korongot emeltiink ki, melyet ismét steril PDA taptalajra helyeztiik. Miutan az igy
létrehozott tiszta tenyészetek bendtték a Petri-csészéket 4 °C-on, hiitészekrényben taroltuk azokat.
Az izolatumokat 8-12 hetente oltottuk at, igy fenntartva a tenyészeteket a vizsgalatok lezarultaig.
A tiszta tenyészeteket a korokozok jellemzéséhez, a molekuldris azonositasahoz, a patogenitasi

teszthez, az in vitro novényvédo szeres kisérletekhez hasznaltuk fel.

A morfologiai és tenyészbélyegek megallapitasa és értékelése

A fertézott terméseken megfigyeltiik a korokozok ivartalan szaporitd képleteit, az
acervuluszokat és a benniik képz6dd konidiumokat. A fert6zott részekrdl, ahol a kérokozok
szaporitd képletei megjelentek, landzsatiivel emeltiik le a konidiumokat €s citoplaszt mikroszkép
segitségével 100-100 konidium hosszusagat és atmérdjét mértiikk meg.

A tenyészeteket 24 °C-on, sotétben tartottuk a vizsgéalat végéig. Az izolatumok tiszta
tenyészetein négynaponta, két egymassal derékszoget bezard atmérdt mértiink. Az értékekbdl
kiszamitottuk az egyes izolatumok ndvekedési litemét (mm/24h). A tenyészbélyegek leirdsa soran

vizsgaltuk a tenyészetek szinét, a tenyészet mintazottsagat, a tenyészetek alakjat és szElét.



Molekularis biolégiai vizsgalatok

A molekularis vizsgalatokhoz az izolatumok Orokitdanyagat CTAB (cetiltrimetil-
ammonium-bromid) modszer segitségével vontuk ki (Maniatis és mtsai., 1989), majd kloroform
és izoamil alkohol 24:1 aranyu elegyének felhasznalasaval tisztitottuk (Gell és mtsai., 2007).

Az ITS régio vizsgalatara az ITS5 és NL4 (White és mtsai., 1990; O’Donnell, 1993)
primereket hasznaltuk fel. A hiszton 3 gén vizsgélatdhoz a C.A.Histone3.for és a C.A.Histone3.rev
primereket (Crous és mtsai., 2004), a kalmodulin gén vizsgalatdhoz a CA_CAL1 - CA_CAL2
primerpart hasznaltuk (O’Donnell és mtsai., 2000).

PCR eredményességét gélelektroforézissel ellendriztiik, amely soran 1%-os agardz gélben
futtattuk a PCR termékeket. A PCR terméket a PCR High Purification Kittel (Roche,
Németorszag) tisztitottuk ki a gyarto utasitasait kovetve. Egyes esetekben a tisztitott PCR-terméket
PGEM-T Easy vektorba ligaltuk. Transzformalashoz az Escherichia coli DH 5-a és JM 109 torzsét
hasznaltuk. A minipreparatum készitése és az insert beépiilésének ellendrzése utan a mintakat
Quantum Prep Plasmid Miniprep Kittel (BIO-RAD) a gyartd utasitasait kovetve tisztitottuk.
Szekvencia meghatarozasra 10 pl tisztitott rekombinans plazmidot kiildtiink Szegedre a BAY-
GEN Novénygenomikai, Huméan Biotechnologiai és Bioenergiai Intézetbe. A szekvencia
azonositasdhoz az NCBI adatbazist illetve annak BLAST programjat hasznaltuk fel. A
filogenetikai elemzéseket a BEAST v2.3.2. (Bayesian Evolutionary Analysis Sampling Trees)

programcsomag segitségével végeztiik (Drummond és mtsai., 2012).

A novényvédo szerek és termésnovelé anyagok hatasanak vizsgalata in vitro koriilmények
kozott

A hatasvizsgalatok soran a novényvédo szereket és termésnoveld anyagokat gyakorlati
dozisban és annak tizszeres higitasaban teszteltik. A vizsgalatokat mérgezett agarlemez
modszerrel végeztiik. A készitményeket eldre elkészitett, steril, kézmeleg PDA taptalajhoz
kevertiik, majd Petri-csészékbe toltottiik. A megszilardult tdptalaj kozepére helyeztiik a korokozéd
novekvo, tiszta tenyészetének sz€élébdl szarmazo, micéliummal atszott taptalajkorongot. Minden
esetben készitettiink hatéanyagot nem tartalmazd kontroll lemezeket is. A vizsgalatokat 4
ismétlésben végeztiik. A Petri-csészéket sotétben, 24 °C-on inkubaltuk. Az eredményeket akkor
értékeltiik, amikor a kontroll tenyészet mar teljesen bendtte a Petri-csészéket.

A konidium szuszpenzi6 elkészitéséhez a tiszta tenyészetekben megjelend narancssargas
konidium masszabol konidiumokat szuszpendaltunk steril desztillalt vizben, majd Biirker-kamra
segitségével 6 x 10? db/ml konidium koncentraciét allitottunk be. A mérgezett agarlemezek
kozepére 500 ul-t pipettaztunk, majd szélesztettiik. A kezeletlen kontroll esetében a konidiumokat

hatdoanyagot nem tartalmazd PDA taptalaj feliiletén szélesztettiik. A kisérletet szintén 4
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ismétlésben allitottuk be. A lemezeket sotétben, 24 °C-on inkubaltuk. A kisérletet a telepek
megszamolasaval 48-72 ora elteltével értékeltiik, amikor a kontroll esetében a konidiumok

csirdzasnak indultak.

3. EREDMENYEK ES KOVETKEZTETESEK

Tiinetek és gazdanovénykor

A mintagytijtést kovetden 55 alkalommal izolaltunk antraknézist el6idézd korokozot. Az
izolatumok nagy részét meggyrol (35 db gytimdlesokrol, 7 db levelekrdl) gytjtottiik, de bevontunk
a vizsgalatokba mas gazdandvények (alma, afonya, banan, cseresznye, fiige, husos som,
paradicsom, szamoca, sz010) gylimolcsérdl szarmazd mintakat is.

A fertdzott meggy és cseresznye epidermiszén eldszor aprd barna, fénytelen foltok jelentek
meg, amelyek néhany nap alatt 1-2 cm atmérdjiire novekedtek. Ezek a tiinetek megegyeznek a
Lehoczky (1957) altal leirtakkal. Szamocan a fent emlitettekkel megegyezd tiinetek alakultak ki,
ahogy azt Leandro és mtsai. (2001) is leirjak. Arzanlou és Torbati (2013) hiisos som termésein
hozzank hasonloan az éréfélben 1évé gylimolesokon, gyakran a kocsany feldli részen kialakuld
fénytelen, barna, szabalytalan alakt foltokat figyeltek meg. Az afonya gylimdlcsokon barna,
enyhén vizenyds, besilippedd foltok alakultak ki. Talge €s mitsai. (2007) szerint azonban az
antrano6zisos foltok szarazak. A fligéken barna besiippedd, szaraz foltok jelentek meg. EI-Gholl és
Alfieri (1994), valamint Choi és mtsai. (2013) barna, szabalytalan alakt 1éziokat figyelt meg fiige
terméseken. A koérokozo nem csak a gylimolcsdsokben okozhat tiineteket, hanem tarolds soran is
jelent6s kartétel 1éphet fel. A tarolt almakon kialakult tiinetek megegyeztek Mari és mtsai. (2012)
altal jellemzettekkel.

Molekularis azonositas

Az ITS régid, a hiszton 3 gén és a kalmodulin gén szekvenciai alapjan izolatumaink kettd
kivételével a Colletotrichum acutatum fajkomplex tagjai. A magyar izolatumok (az A37
(paradicsom) és A39 (banan) izolatumok kivételével) harom fajhoz tartoznak a fajkomplexen
beliil. A C. godetiae fajhoz tartoznak a meggyrdl, cseresznyérdl, szamocardl, barsonyosi husos
somrol, almarol, sz616r6l szdrmazo izolatumok. Az afonyarol, fiigérdl, kecskeméti hiisos somrol
szarmazo6 izolatumok a C. fioriniae faj izolatumaival allnak a legk6zelebbi rokonsagban. Ezek az
izolatumok a tenyészbélyegeik alapjan is jol elkiiloniiltek a tobbi izolatumtol, mert lilas
szinanyagot termeltek a taptalajon. Harom meggyrdl és harom szamocardl szarmazé izolatum a

legnagyobb hasonlosagot a C. nymphaeae fajjal mutatta. Az 1956-bol szarmazd A0 jelzési



izolatum az ITS régio6 vizsgalata alapjan a C. nymphaeae és C. chrysanthemi fajokkal mutat kézeli
rokonsagot. Azonban a hiszton 3 és kalmodulin gén szekvenciai alapjan — a tobbi meggyrol

szarmaz0 izolatumhoz hasonldéan — a C. godetiae fajjal all legkdzelebbi rokonsagban.

A meggyantraknézis korokozojanak biologiaja

Bizonyitottuk, hogy a gyiimdlcsmumiakon és terméskocsanyokon tal a riigypikkelyeken is
attelel a kérokozd. Cseresznye riigypikkelyein Berve és Stensvand (2006) és Burak és Eris (2008)
irtdk le a gomba attelelését.

A lajosmizsei és a soponyai meggyiiltetvényekbOl szarmazo, tiinetmentes leveleken
kimutattuk a meggyantraknézis korokozojanak jelenlétét. A leveleken 9-12 (atlagosan 10) nap
inkubaciot kovetden jelent meg a jellegzetes, narancssargas szinli konidiummassza a levelek szini
¢és fonaki oldalan egyarant. Kiilfoldi kutatok is igazoltdk mar a latens levélfertézést citrom
(Zulfigar és mtsai., 1996), szamoca (Leandro és mtsai., 2001; Mertely és Legard, 2004), szeder
(Yoshida és Shirata, 1999), alma (Crusius €s mtsai., 2002) és cseresznye (Borve és mtsai., 2010)

esetében.

Novényvédo szerek és termésnoveld anyagok hatékonysaga

A mérgezett agarlemez moddszer alkalmasnak bizonyult a novényvédd szerekkel és a
termésnoveld anyagokkal végzett hatasvizsgalatok elvégzésére laboratoriumi koriilmények kozott.
A novényvédd szerek micélium novekedésre és konidium csirdzasra gyakorolt hatdsat
megfigyelve megallapitottuk, hogy az in vitro vizsgalatokban a triazol szarmazékok a
leghatékonyabbak a meggyantraknozis korokozoja ellen. Freemann ¢és mtsai. (1997) a
propikonazol és a difenokonazol, Adaskaveg ¢és Forster (2000) valamint Schilder (2002) a
fenbukonazol, Paredes és Muifioz (2002) a propikonazol és a hexakonazol hatdanyagokat
hasznaltak eredményesen kisérleteikben ebbdl a hatdanyag csoportbdl. Freemann és mtsai. (1997)
laboratériumi vizsgalatokat végezve, a proklorazt talaltak a leghatékonyabbnak a C. acutatum
sensu lato ellen, amit a mi eredményeink is igazolnak, hiszen a prokloraz hatéanyagi Mirage 45EC
mind a micélium ndvekedésére, mind a konidiumok csirdzaséra fungicid hatdsunak bizonyult.
Adaskaveg és Forster (2000), valamint Schilder (2002) hatasvizsgalataikban a fozetil-Al (Aliette),
kaptan (Captan), benomil (Benlate), klortalonil (Bravo), zirdm (Ziram), fenbukonazol (Indar
75WP), miklobutanil (Rally 40WP), tiofanat-metil (Topsin 75WP), azoxistrobin (Abound) és
piraklostrobin (Cabrio) hatéanyagokkal érték el a legjobb eredményeket. Laboratoriumi
vizsgalataink soran mi is felhasznaltuk a kaptant, klortalonilt, miklobutanilt, tiofanat-metilt €s az
azoxistrobint, azonban ezek a hatéanyagok nem minden izolatum esetében rendelkeztek gombadld

hatdssal. Schilder és mtsai. (2001) a strobilurinokat hatékonynak tartjadk a gyiimolcsot fert6zo
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Colletotrichum fajok ellen. Sajat vizsgalataink eredményei ezt nem timasztjak ala, hiszen mind az
azoxistrobin, mind a trifloxistrobin tartalmu mérgezett agarlemezeken novekedésnek indult az
izolatumok tobbsége. Glits (2000) szerint alkalmas a védekezésre a mankoceb hatéanyag is, amely
vizsgalatainkban szintén j6 hatasfokkal birt a korokozo ellen. Alkalmasnak taldltuk még a
kovetkezO hatdéanyag-kombinacidkat is: trifloxistrobin+tebukonazol, fluopyram-+tebukonazol. A
réz tartalmu hatéanyagok koziil gyakorlati dozisban a tribazikus rézszulfat és a rézoxiklorid
bizonyult hatékonynak. Kiilf6ldon is rendelkezésre allnak ilyen fungicidek a Colletotrichum fajok
ellen (Waller, 1992). A kontakt készitmények hatasa tizszeres higitasban jelent6sen lecsokken,
ezért a gombadlo szereknél fokozottan figyelni kell a dozirozasra és a megfeleld novényveédo szer
boritottsag elérésére.

A novényveédo szernek nem mindsiild, termésndveld anyagok koziil a Sergomil gyakorlati
dozisban 89%-ban gatolta a koérokoz6d micéliumndvekedését. Ez a készitmény sziiret eldtti
csapadékos 1ddjaras esetén is hasznalhatdo, mert nem rendelkezik élelmezés-egészségiigyi

varakozasi idovel.

4. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

1. Hazankban els6ként azonositottuk a Colletotrichum acutatum fajkomplexbe tartozé C.
fioriniae fajt afonya és fiige, valamint a C. godetiae fajt sz616 termésekrol.

2. Eurdpaban a C. acutatum sensu lato (j gazdandvényeként irtuk le a hisos somot és a
vilagon els6ként hataroztuk meg a fajkomplexen beliili hovatartozasat (C. godetiae).

3. Hazankban els6ként hataroztuk meg tobb gylimolcsfaj antraknozisat kivaltdé korokozo C.
acutatum fajkomplexen beliili hovatartozasat (meggy, cseresznye, alma, husos som, sz616
— C. godetiae, meggy, szamdca — C. nymphaeae, flige, afonya, hisos som — C. fioriniae),
valamint molekularis mddszerrel azonositottuk az 1950-es években meggyantraknozist
kivalto korokozot.

4. A vildgon els6ként kozoltiink szekvencia adatokat a C. acutatum fajkomplex tagjanak
kalmodulin génjébdl, valamint hazdnkban els6ként kozoltiink szekvencia adatokat a C.
acutatum fajkomplex tagjanak hiszton 3 génjébdl.

5. A vildgon elséként bizonyitottuk meggy gazdandvényen a korokozo attelelését a
rigypikkelyeken, valamint els6ként mutattuk ki a korokozd latens jelenlétét a

meggylevelek belsd szoveteiben a vegetacios iddszakban.



Bar elsésorban nem tudoményos eredmény, de a gyakorlati ndvényvédelem szamara mégis

jelentds, hogy kidolgoztunk a kérokozé elleni hatékony, hazankban alkalmazhat6é novényvédelmi

technologiat.

10.
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