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OSSZEFOGLALAS

A tékeelhalds napjainkban a széldiiltetvények egyik legsiilyosabb betegsége vilagszerte, mely a magyarorszagi sz6l6kben is megtalalhato.
A magyarorszagi borvidékeken a tokeelhalas kialakitasaban szerepet jatszo korokozok eldforduldsarol azonban nagyon kevés adat taldalhato,
a Tokaj-hegyaljai borvidéken pedig nincsenek ismereteink arrdl, hogy jelenleg a targyalt betegséggel dsszefiiggésbe hozhato kérokozok koziil
melyek talalhatoak meg az iiltetvényekben.

Kutatomunkank célja a Tokaj-hegyaljai borvidéken észlelt fert6zé tékeelhalas néven osszefoglalt egyes betegségtipusok helyzetének fel-
meérése, a helyi szakemberek kozremiikodésével, tovabba a beteg tékékbdl izoldalhato korokozok morfologiai és genetikai alapon torténd azo-
nositasa.

A vizsgalt, elhalt tokék mindegyikébdl sikeriilt endofita gombdkat kitenyészteni. Az izolatumok kézott donté tébbségében a Botryosphaeria-
ceae csaladba tartozo Diplodia seriata volt kimutathaté a tenyészetek morfolégiai és az rDNS régio alapjdan tortént molekularis azonositasa
alapjan.

Kulcsszavak: sz616 tékeelhalas, Diplodia seriata, ITS
SUMMARY

Grapevine Trunk Diseases (GTD) is one of the most important diseases in vineyards worldwide, which can be found in Hungarian vineyards
as well. In Hungarian wine regions there is very little information about the occurrence of pathogens which cause GTD, in case of Tokaj wine
region there is no knowledge about that, what kind of pathogens can be found in the vineyards.

The objective of our research is to assess the situation and occurrence of GTD in Tokaj wine region in cooperation with local specialists,
as well as identification of pathogens which were isolated from the diseased trunks by morphological and genetic basis.

We were able to isolate endophytic fungi from all sampled grape trunk. The majority of them were determined as Diplodia seriata not only
based on colony morphology, but also determined by rDNA sequences.

Keywords: grapevine trunk diseases, Diplodia seriata, ITS
BEVEZETES A betegségnek tobbféle megjelenési forméja van:

(1) egy lassabb lefolyast — kronikus, és egy (ii) gyors
A tékeelhalas napjainkban a sz616iiltetvények egyik lefolyast — akut, amit apoplexianak (gutaiités) nevez-

legsulyosabb betegsége vilagszerte, mely a magyaror- nek. Az akut formanal egyértelmiien gyorsan alakul-
szagi sz6lokben is megtalalhato (Dula, 2011). A sz616- nak ki a tiinetek, mig a kronikus esetben akar tobb éven
toke ferté6z6 elhalasanak (Grapevine Trunk Diseases) keresztlil torténd pusztitdé hatasrol beszélhetliink
kialakulasaban tobbféle korokozo gomba is részt vehet. (Mikulas, 2008; Bertsch et al., 2012).

A sz616tdke korai, fertdzo tokeelhalasat korabban tobb- A Petri betegség kialakitasaban az egy évnél fiata-

féle néven irtak le, pl. Esca, Petri-betegség, Eutypa-, labb hajtasokat megtdmadd Phaeomoniella chlamydo-
Botryosphaeria, vagy fekete kordonkar-elhalas (BDA), spora gomba szerepét bizonyitottak (Gramaje és
stb. (Urbez-Torres, 2011). A betegséggel kapcsolatban Armengol, 2011; Bertsch et al., 2012; Dula, 2012). El-

tobb gombafajt is azonositottak eddig (pl. Phaeoacre- sOsorban a fertézott oltvanyok révén terjed, rohamos
monium aleophilum, Phaeomoniella chlamydospora, hozamcsokkenést okoz, de emellett a leveleken az erek
Eutypa lata, Fomitiporia mediterranea) (Bertsch et al., mentén foltok jelennek meg, melyek aztan klorotikus
2012). Az eddigi vizsgalatok alapjan a korai, fert6z6 ¢és nekrotikus szalagokat alkotnak. A legtobb esetben
tékeelhalasban szerepet jatszé koérokozo gombak fel- ezt a tlinetet nevezik , tigris-csikossagnak”™. Ezek a tii-
szaporodasahoz kedvez6 koriilményt biztosithat a csa- netek altalaban néhany év utan jelennek meg, mikor
padék egyenldtlen mennyisége is. mar fertézotté valt a sz616. Altalaban nyar kozepén,
A megbetegedés nem egy korokozora, vagy korok- szaraz, forrd, majd csapadékos iddben jelenik meg
ra vezethetd vissza, hanem komplex betegségként ér- (Surico et al., 2006).
telmezendd, hiszen nem csupan egy gombafaj valhatja Az Esca (latin) jelentése: étel, eledel, az angol sz6-
ki, hanem egyiittesen megjelenve tdbb korokozo faj is kép ezzel megegyez0d, de a gordg (eszkhatosz: leg-

kialakithatja, illetve valoszinisithetd szerepe van utolsd, végsd /betegségallapot/) eredeten alapul (Kdvics,
egyéb kornyezeti tényezoknek is (Bertsch et al., 2012). 2009). Vilagszerte elterjedt betegség (Fischer és
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Kassemeyer, 2003, Dula, 2012). Az 1900-as években
kezdték esca néven emlegetni a betegséget. Tobb gom-
ba is okozhatja a tiineteket. P. chlamydospora (Chaeto-
thyriales, Herpotrichiellaceae) és a P. aleophilum
(Diaporthales, Togniniaceae) és szamos Basidiomyce-
tes faj (Fischer, 2006), melyek koziil a legelterjedtebb
Fomitiporia mediterranea (syn: Phellinus punctatus és
Fomitiporia punctata). Magyarorszagrol, Dula Bencé-
né altal gytijtott, Tokaj-hegyaljardl szarmazo mintabol
izolaltak egy 0j, Phaeoacremonium hungaricum néven
leirt fajt a betegséggel kapcsolatban (Essakhi et al.,
2008). Az id6sebb tokéken jelenik meg a betegség: a
sz6l6levélen az erek megsargulnak, majd elszaradnak.
A betegség lefolyasa tobb évig is eltarthat, és el6szor a
fas részeken jelenik meg, majd ezt kovetden figyelhetd
meg a vegetativ részek pusztulasa (Lima et al., 2010;
Bertsch et al., 2012). Valosziniileg a sz616n ejtett metszé-
si sebeken keresztiil, a sz€1 segitségével jutnak a gomba-
sporak a novénybe (Varga, 2009; Diaz és Latorre,
2013). A korokozo a szdvetek teljes pusztulasat okozza
(Urbez-Torres, 2011). A vegetacids idészakban a lom-
bozati tiinetek altalaban juniust6l szeptemberig jelen-
nek meg a sz616n, de nem minden sz616tékén, illetve
nem minden levélen lathatoak a tiinetek (Petit et al.,
2006).

Az Eutypas tokeelhalast, amit a leggyakoribb be-
tegségként irtak le, az Eutypa lata gomba faj okozza
(Dula, 2012). Megjelenésével azokon a tertileteken kell
szamolni, ahol az éves csapadékmennyiség tobb mint
250 mm (Bertsch et al., 2012). Az Eutypas tékeelhalast
eloidézé mas, 0j fajokat is leirtak Ausztralidban
(Trouillas et al., 2011). Ezek a fajok az Eutypella mic-
rotheca, az Eutypella citricola és a Diatrypella vulgaris
voltak. Diaz és Latorre (2013) Chilében az Eutypella
leprosa fajt irtak le. A tiinetek koziil a satnya hajtasok,
a klorotikus pontok jellemzdéek. A lombozati tiinetek
altalaban tavasszal jelennek meg. A korokozo hatasara
a ndvény vizellatasa osszeomlik, a ndvényi sejteknek
csokken a permeabilitasa, ami kiszaradashoz vezet.

A fekete kordonkar elhalast (black dead-arm, BDA)
(néha: sz616 rak, grape cancer) el6szor Magyarorsza-
gon a tokaji régioban irtak le. A betegség soran kloro-
tikus pontok jelentek meg a leveleken, melyek késdbb
hervadasnak indultak (Lehoczky, 1974). A BDA beteg-
ség korokozodjaként korabban csak a Diplodia mutila
(teleomorf: Botryosphaeria stevensii) fajt irtak le, ma
mar azonban az emlitett kérokozohoz tarsult a Diplo-
dia seriata és a Botryosphaeria dothidea is (Phillips,
2002; Andolfi et al., 2011; Urbez-Torres, 2011). A fas
részek részleges elhalasa az exkoriozis. A betegség ne-
vét Ravaz és Verge vezették be 1925-ben.

A tokeelhalast okozé gombak hatdsara jelentds gaz-
dasagi karok keletkeznek a szdl6iiltetvényekben, me-
lyek eredményeképpen jelentés termésveszteség 1€p
fel. A tékepusztulast befolyasolja a tokeelhalasra valo
hajlam is. A fert6zott ndvényi anyagok (oltvanyok) pe-
dig novelik a betegség foldrajzi elterjedését.

A betegség elleni védekezési lehetoséget a meg-
felel6 higiénias fert6tlenités alkalmazasa, valamint fer-
tézés csokkentésére iranyulo fitotechnikai eljarasok
(sebkezelés, kevés sebfeliiletet ejté miivelés- és met-
szésmodok, fert6zott oltvanyok kiszlirése) jelenthetik.

A vizsgalatunk célja a Tokaj-hegyaljai borvidéken
észlelt fert6zo tokeelhalas néven dsszefoglalt egyes
betegségtipusok helyzetének felmérése, a helyi szak-
emberek kozremitkodésével, tovabba a beteg tokékbol
izolalhato korokozok morfologiai €s genetikai alapon
torténd azonositasa.

ANYAG ES MODSZER
Kisérleti beallitasok

Az elhalt, kitermelt tékéket a Tokaji Borvidék Sz6-
Iészeti és Boraszati Kutatointézet munkatarsai gyijtot-
ték be két teriiletrdl: Dorgd dald (1. teriilet: Mezo-
zombor hataraban) és Szemere dil6 (2. teriilet: Mad
hataraban). A 20 elpusztult tékét februar végén vagtak
ki, és szallitottak a laboratoriumba, a betegség jelenlé-
tének igazolasa és a korokozo gombak identifikalasa
céljabol.

Mikrobiologiai és molekularis biolégiai vizsgalatok

A mintak el6készitését €s a mikrobiologiai vizsga-
latokat Abreo et al. (2013) leirasa alapjan végeztiik el.

A minta beérkezése utan eldszor lefotoztuk a min-
takat. A betegség, a fas részek jellegzetes mintazatu el-
halasa jol lathatod volt a beérkezé mintakon. Ezt ko-
vetden mintat vettiink a fas részekbdl tigy, hogy az elsé
mintaszeletet eldobtuk, és csak a kovetkez6t hasznaltuk
fel a tovabbi munkakban. A mintakat el6bb 10%-os
Neomagnolos oldattal 10 percig fertdtlenitettiik, majd
kétszer mostuk steril desztillalt vizzel. A mosasok utan
steril burgonya-dextroz agarra (PDA, Scharlau)
helyeztiik a levagott sz616toke darabokat. A 3—5 napig
tart6 25 °C-on torténd inkubalas utan a fejlédé micéliu-
mokat Gj PDA taptalajra oltottuk. Tiszta tenyészet ké-
szitéshez az atoltasokat a micéliumok kifejlodése utan
(1-3 nap) végeztiik. Az izolatumok fenntartasa PDA
ferde agaron, 4 °C-on tortént.

A morfoldgiai vizsgalatok sordn a telepképzést, a
pigment termelést és a spora alakjat vizsgaltuk.

A DNS izolalashoz az izolatumokat 20 ml PD-
levest (burgonya-dextroz leves) tartalmazo, 100 ml-es
Erlenmeyer lombikban szaporitottuk fel, melybe egy
kacsnyi tenyészetet szuszpendaltunk bele. A tenyésze-
teket szobahdmérsékleten, razogép segitségével 3 na-
pon at 130 rpm-en razattuk. A feltaras el6tt a gomba
micéliumot specialis sziirokendd, Miracloth (Merck)
segitségével leszirtiik, majd desztillalt vizzel kétszer
atmostuk, és a sejtfeltarasig -20 °C-on taroltuk. A gomba-
sejtek feltarasat folyékony nitrogénben, dérzsmozsar-
ban végeztiik. A DNS kinyeréséhez NucleoSpin® Plant
IT (Macherey-Nagel) kitet alkalmaztunk a gyarto leira-
sa szerint. Az izolalt DNS-t 0,8% agaroz gélben futtat-
tuk TAE pufferben.

Az ITS1 és ITS2 szakaszokat tartalmazo rDNS ré-
gi6t ITS4 és ITSS primerek (White et al., 1990) segit-
ségével amplifikaltuk. A PCR reakcidban GoTaq Green
Master polimerazt (Promega) hasznaltunk.

A szekvenaltatashoz a PCR termékeket NucleoSpin®
Gel and PCR Clean-up (Macherey-Nagel) segitségével
tisztitottuk. A szekvenalast az Eurofins MWG GmbH
(Németorszag) végezte.
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A szekvencidkat az NCBI adatbazisba (ncbi.nlm.
nih.gov) blasztolva hataroztuk meg a gomba izolatu-
mok taxondmiai besorolasat. A Botryosphaeriaceae
csaladba tartoz6 mintak szekvencidit a tipustorzsek de-
ponalt ITS szekvenciaival is Osszehasonlitottuk. A
szekvenciakat Clustal X program (Higgins és Sharp,
1988; Thompson et al. 1997; Larkin et al., 2007) segit-
ségével rendeztiik Ossze. A torzsfat a MEGA 5.05
(Tamura et al., 2011) programmal készitettiik.

EREDMENYEK
Tiinetek a fas részeken

A fas részeken jol lathato nekrotikus részekkel je-
lentkezd elhalasok voltak megfigyelhetdk (1. kép).

Telepmorfologia alapjian beazonositott izolatumok

Eddigi telepmorfologiai vizsgalataink soran egy-
értelmiien Botryosphaerianak 1atszo, de ettdl eltérd
telepmorfologiat mutatd fajokat talaltunk. A telep-
képzés alapjan jol elkiilonithetéek voltak a Diplodia
seriata (teleomorf. Botryosphaeria obtusa), az Alter-
naria sp., a Fusarium sp., a Phomopsis sp., valamint
az Epicoccum nigrum (syn: Epicoccum purpurascens)
fajok (2. kép).

A telepmorfologia alapjan az elhalt mintak nagy ré-
sz€bdl (80%) kimutathatd volt a sz616 tokeelhalasaban
szerepet jatszo Botryosphaeria csoportba tartozd gom-
ba. A mintak negyedébdl egynél tobb endofita gomba
jelenlétét tudtuk kimutatni.

A Diplodia seriata (teleomorf: Botryosphaeria ob-
tusa) egy gyorsan novekvo, 1égmicéliumot képezd,

sotét pigmentet termeld faj (2A kép). A sporai ovalisak,
sOtétbarna szintiek, néhanyuk szeptalt (Arzanlou és
Dokhanchi, 2012).

[zolatumaink telepmorfoldgiai analizise soran Epi-
coccum nemzetségbe tartozo fajokat is sikeriilt azono-
sitanunk. Ezen fajokra is a gyorsan novekvé pelyhes
telepek képzése jellemzd, valamint erds narancssarga
szinll pigmentet termelnek, mely a PDA taptalajon jol
lathato (2B kép). Az enyhén pigmentalt konidioforok
sporodochiumot alkotnak, melyeken a konidiumok
egyesével képzddnek. A konidiumok géomb alaktak, 5—
25 um atméréjiick (Kortekamp, 1997).

Néhany tenyészetiink az ITS szekvencidk alapjan
Fusarium tricinctum fajként lett azonositva. A Fusar-
iumok fehéres szinti telepeket képeznek, rdézsaszines
pigmentet termelnek (2C kép), bdséges mikrokonidium
termel6 fajok. A makrokonidiumokra a sarloalak jel-
lemz6 (Carrieri et al., 2012).

A vizsgalt 44 izolatumbol csupan egy izolatum volt
a Phomopsis genusba sorolhato. Az izolatum pelyhes,
sima krém-fehér, bézs-barna telepeket képez. A tdrzse-
ket novekedési gytrti jellemzi (2D kép) és fekete pik-
nidiumokat képez, melyek 12—17 napos inkubacid utan
jelennek meg. Utana krémszer(i cseppeket tartalmazo
sporakat kezd termelni. A sporai atlatszoak, ovalisak,
az a-sporak a fajoknal kiilonbozdek lehetnek (Krol,
2005).

Alternaria genusba sorolhat6 fajokat is azonositot-
tunk. Telepeik gyorsan novd, fekete vagy olajzold-
sziirkés szintiek (2E kép). A spérai hosszukasak, el-
agaz6 lancokban kapcsolodnak egymashoz, melyek
vertikalisan és horizontalisan is harantfalakkal tagoltak
(Rotem, 1994).

1. kép: Nekrotikus elhalasok a sz616 fas részein
(A, B, C: néhany sz6lotéke keresztmetszeti képe)

Picture 1: Necrosis on woody parts of the grapevine (A, B, C: cross-sectional view of some grapevine)

2. kép: Az izolatumok telepmorfolégidja PDA tiptalajon
(A: Diplodia seriata, B: Epicoccum nigrum, C: Fusarium sp., D: Phomopsis sp., E: Alternaria sp.)

Picture 2: Colony morphology of the isolates on PDA medium (4: Diplodia seriata, B: Epicoccum nigrum, C: Fusarium sp., D: Phomopsis

sp., E: Alternaria sp.)
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A gombak azonositasa az ITS régiok szekvencidja
alapjan

A gombak azonositasat a legelterjedtebben hasznalt
molekularis marker, az ITS régiok szekvenciai (Schoch
et al., 2012) alapjan végeztiik el. A hlisz mintabdl ki-
tenyésztett gombak koziil 6sszesen 44 izolatum ITS
régidjanak szekvenciajat sikeriilt eddig meghatarozni.

A szekvenciak adatbazisba torténd blasztolasa utan 6t
csoportot tudtunk meghatarozni (1. abra). A 2. abran
lathatjuk a két tokekotegbdl izolalt fajok megoszlasat.
Megtigyelhetd, hogy a legnagyobb aranyban (68%) a
Diplodia seriata (teleomorf: Botryosphaeria obtusa)
izolatumok voltak jelen. Ezen kiviil Alternaria, Epicoc-
cum, Fusarium és Phomopsis gombak voltak azonosit-

hatok.

1. abra: Az elhalt sz616t6kékrol izolalt gombak maximum likelihood méodszerrel szerkesztett torzsfaja az
rDNS ITS régié szekvenciaja alapjan
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Megjegyzés: a TO1-T48 jelzés az elhalt t6kékbol szarmazo izolatumokat jeldli. Az elagazasok hossza aranyos a nukleotid eltérések szamaval,
a skala feliil, k6zépen talalhatd. Az elagazasok melletti szam a bootstrap analizis (1000 ismétlés) eredményét jeloli. Csak az 50%-nal nagyobb

értéekeket jeloltiik. Az elemzést a MEGA 5.05 programmal (Tamura et al., 2011) végeztiik.
Figure 1: Molecular phylogenetic analysis by maximum likelihood method of the fungal isolates from dead grapevine trunks

Note: TO1-T48 indicates our dead isolates from dead stocks. The tree is drawn to scale, with branch lengths measured in the number of
substitutions per site. The results of bootstrap analysis are indicated by gray numbers next to the branch. Values higher than 50% were only

presented. Evaluational analyses were conducted by MEGA 5.05 (Tamura et al., 2011).

2. abra: A tokekotegekbdl izolalt fajok megoszlasa
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Figure 2: Isolated species from dead grapevine trunks

Diplodia seriata

KOVETKEZTETESEK

A Tokaj-hegyaljai borvidékrol begytijtott elhalt to-
kék mindegyikébdl sikeriilt endofita gombakat ki-
tenyészteni. Az izolatumok ko6zott dontd tobbségben a
Botryosphaeriaceae csaladba tartozd gombak voltak
kimutathatdéak a tenyészetek morfoldgiai vizsgalata
alapjan. Az rDNS régid alapjan tortént molekularis
azonositas megeroésitette, hogy ezek a mintak a Diplo-
dia seriata fajhoz tartoznak, melyet a t6keelhalasban
szerepet jatszo gombaként tartanak szamon. A tobbi,
ITS szekvencia alapjan azonositott gombafajt is leirtak

mar a sz616tokérdl (Bertsch et al., 2012). Ezek koziil az
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Epicoccum nigrum és az Alternaria alternata esetében
mas patogénekkel szembeni antagonista hatast is leir-
tak a sz616 esetében (Kortekamp, 1997; Musetti et al.,
2006).
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