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1. BEVEZETES

A novényi korokozok fenntartasa és megorzése alapvetd eleme a rovid- és hosszatavu
in vitro vizsgalatoknak. Karen és mtsai. (2004) szerint az egyes korokozok fenntarthatosaganak
vizsgalata segitséget nyujthat egy faj azonositasdban, megismerésében, valamint tovabbi
kisérletek alapjaul szolgalhat. A gombak hosszutavi megorzése kiilonféle vizsgalatokra a
mikologia egyik fontos aspektusa. A morfoldgiai jellemzéshez, a patogenitasi tesztekhez és a
molekularis vizsgalatokhoz sziikség van a korokozo tiszta tenyészetére. Egy-egy hosszabb tava
vizsgalat soran (pl. doktori vagy palyazati kutatas, génmegérzés) az adott izolatumokat vagy
gomba torzseket hosszli évekig vagy akar évtizedekig fenntarthatjak. Elsédleges szempont,
hogy a hosszu id6n at tarolt izolatumoknak vagy torzseknek életképesnek kell maradniuk a
tarolas végéig és azt kovetden is, ugyanakkor a tarolas alatt nyugalmi allapotban kell maradniuk
a mutaciok elkeriilése érdekében (Borman és mtsai., 2006).

A Botrytis és a Monilinia fajok vilagviszonylatban a legjelentdsebb korokozok kozé
tartoznak, szabadfoldon és tarolds soran is minden évben komoly veszteséget okozhatnak.
Mindkét nemzetség tagjai alapvetden egyszerlien izolalhatok, tenyészthetdk és fenntarthatok
univerzalis taptalajokon. A korokozok virulencigjanak jellemzéséhez, a fungicidek
hatékonysaganak teszteléséhez vagy akar novényvéddszer-rezisztencia vizsgalatokhoz gyakran
hosszadalmas laboratoriumi vizsgalatok sziikségesek, mely soran elengedhetetlen, hogy az
izolatumaink életképesek maradjanak ¢és hosszitdvon megdrizzék eredeti ndvekedési
képessegiiket és morfologiai jellemzdiket.

A novénypatogén gombak hosszitaviu megdrzésére szamos moddszer all rendelkezésre.
A fagyasztas, illetve a liofilezés (syn. liofilizalas) elterjedt eljarasok, utobbi fagyasztva szaritast
jelent. A kriokonzervalas kevésbé elterjedt, meglehetdsen magas koltségei miatt. A fenntartas
€s tarolas torténhet tovabba 4svanyi olajban, steril taptalajon, vagy szilikagélen (Karen és
mtsai., 2004), a felsorolt modszerek tobbsége azonban specialis berendezést és felszerelést
igényel, mely a kisebb laboratériumok szamara nehezen elérheté. Olyan alacsony koltségii, de
hatékony tarolasi modszer hasznalata sziikséges, mely jo alternativaja lehet a dragabb
fenntartasi modoknak. A Botrytis és Monilinia fajokkal sok éve folynak vizsgalatok a
Novénykortani Tanszéken, azonban kevés szakirodalmi forras szol a hosszutava, taptalajon
torténd fenntartasukrol, fagyasztasukrol, ami tovabbi motivacio volt a kisérlet elvégzéséhez,
valamint arra is valaszt kaphatunk, hogyan viselik ezek a korokozok a mélyen fagypont alatti

hémérsékleteket, ill. a fagyasztas okoz-e valamilyen valtozast benniik.



2. CELKITUZES

Kutatdsom elsddleges célja, hogy feltarjam az alkalmazott tarolasi koriilmények koziil
azokat a legfontosabb tényezoket, amelyek befolyasoljak a Botrytis és a Monilinia izolatumok
hosszitavi megdrzését. Azt feltételeztem, hogy a kiilonbozo tarolasi koriilmények kozaott tartott
izolatumok eltéré novekedési mintazatot mutatnak attél fliggden, hogy az adott tarolast
befolyasold tényezdok egylittesen hogyan hatnak az adott izolatum életképességére. Jelen
vizsgalatban a tarolasi hdmérséklet, a taroldsi id6 és az alkalmazott fedés modja valtozokat,
egyidejlileg teszteltiik Botrytis cinerea, Monilinia fructigena és Monilinia laxa tobb
izolatuman. A vizsgélatok soran azokat a beallitasi értékeket hasznaltuk, amelyek altalanosan
elfogadottak a korokozok hosszitavu laboratoriumi taroldsa soran.

A vizsgalat eredményeként Osszehasonlithatova valnak a kiilonb6z6 tarolasi
koriilmények egymashoz viszonyitott hatasai, igy a jovOben a feltart hatasok fontos adalékai
lehetnek a tesztelt fajok laboratoriumi fenntartd vizsgalatainak. Korabban Williamson és mtsai.
(2007) mutattak be azt, hogy a Botrytis cinerea a hiit6tt aru kereskedelmének ndvekedésével
valt igazédn jelentds korokozdva, mert fagypont kdzelében is hosszu ideig képes volt életben
maradni, majd hatékonyan novekedni. E példa jol illusztralja, hogy a fagyasztva tarolt
¢lelmiszereinkkel vagy ¢€lelmiszeripari nyersanyagokkal egyiitt a ndovénypatogén korokozok

milyen sokaig maradhatnak életképesek, illetve Orizhetik meg a fert6z6képességiiket.

Vizsgalataink soran az alabbi konkrét kérdéseket és hipotéziseket fogalmaztuk meg:

1. Kimutathaté-e kiilonbség a kiillonbozo ideig tarolt izolatumok novekedési iiteme
kozott?
A nullhipotézisiink szerint a hosszabb ideig tarolt izolatumok ndvekedési iiteme
megegyezik a rovidebb ideig tarolt mintakkal. Példaul Delcan és mtsai. (2002)
kisérletében nem cs6kkent a Botrytis cinerea novekedési titeme 4 év tarolas utan.
2. Kimutathaté-e kiillonbség a kiilonb6z6 hémérsékleten tarolt izolatumok novekedési
iiteme kozott?
Azt varjuk, hogy a kiilonb6z6 hdmérsékleten tarolt izolatumok ndvekedési iiteme
kiilonbozd lesz, mert az 0Osszes vizsgalt korokozot életfolyamatat befolyasolja a
kornyezet hdmérséklete. Gindro és Pezet (2001) a Botrytis cinerea konidiumok tarolasa
soran azt az eredményt kaptak, hogy a 21 °C -on tarolt konidiumok egy hénap utan

elvesztették csirazoképességiiket.



3. Kimutathaté-e Kkiilonbség a levegd oxigénjétél elzartan tarolt (fedett) és a levegéd
oxigénjével érintkezve tarolt (fedetlen) izolatumok novekedési iiteme kozott?
Feltételezziik, hogy a leveg6tdl elzart (an. ,fedett”) és a levegével érintkez6 (an.
,.fedetlen”) mintak novekedése eltérd lesz. Delcan és mtsai. (2002) Botrytis cinerea
izolatumok esetében azt tapasztaltdk, hogy a levegdvel érintkezd, tarolt sporak
¢letképessége alacsonyabb a 20%-os glicerinben taroltakéhoz képest, azonban a
glicerinben tarolt sporak novekedési iliteme 14%-kal csokkent a kezdeti értékekhez
képest, mikozben szilikagélen vagy PDA taptalajon eltarolt sporak esetében nem volt
kimutathat6 csokkenés.
4. Kimutathaté-e kiilonbség a Kiilonboz6 izolatumok novekedési iiteme kozott (fajon
beliil)?
Viarakozasaink szerint a kiilonb6z6 izoldtumoknak kiilonbozo lesz a ndvekedési titeme.
Egy adott korokozon beliil az izolatumok agresszivitasa eltérd lehet, ami tobbek kozott
a micélium novekedési iitemével is jellemezheté (Pariaud és mtsai., 2009). Tran és
mtsai. (2020) Monilinia laxa és Monilinia fructicola izolatumok névekedését mérték.
Megfigyelték, hogy az in vitro mért micéliumndvekedés jelentds variancia forrasa fajon

beliil, az egyes izolatumok kozott.



3. IRODALMI ATTEKINTES

3.1 A novénypatogén modellszervezetek bemutatasa
3.1.1 Botrytis cinerea
A korokozé taxonomiai helyzete és életmddja

A Botrytis cinerea Pers. rendszertanilag az Ascomycota torzsbe, a Letiomycetes
osztalyba, a Helotiales rendbe és a Sclerotiniaceae csaladba tartozik (Williamson és mtsai.,
2007; Internet 1). Ez a haploid, fonalas, heterotallikus gomba szamos kétszik{i novényfajt képes
fert6zni (Tudzynski és Gronover, 2007), tobb mint 200 gazdandvénnyel rendelkezik vilagszerte
(Williamson és mtsai., 2007). A korokozé nagyfoku alkalmazkodoképességét bizonyitja a
megtamadott novényi szervek sokfélesége: a korokozo a virdgokat, a kotddott és az érett
gylimdlcsoket, valamint a leveleket, szarat is megfertézi (Glits és Folk, 2000). A nekrotrof
¢letmodi novénypatogén gomba, el6szor a gazdanovény sejtjeit pusztitja el, majd ezt kdvetden
kolonizalja az elhalt szovetet (Amselem és mtsai., 2011). A Botrytis cinerea sejtfalbonto
enzimeket, toxinokat és mas alacsony molekulatomegii vegyiileteket termel (pl.: oxalsav).
Egyes eredmények arra utalnak, hogy a korokoz6 fertdzési stratégiaként programozott sejthalalt

idéz el6 a gazdaszervezetben (Williamson és mtsai., 2007).

Tiinetek és gazdanovénykor

A korokozo féleg a novények felsd, zold részeit kolonizalja, de a jellegzetes sziirke
penészgyep (a konidiumtartok tomege) megjelenhet akar a névény mas részein is, mint példaul
gumokon és magokon (Delcan és mtsai., 2002). A fert6zés tiinetei magas paratartalom mellett
betakaritas el6tt és utan egyarant megjelenhetnek (Elad és mtsai., 2007), a sz6lére (1. abra,
balra), a hajtatott z6ldségnovényekre és a bogyodsokra (pl. szamoca, malna, afonya (1. abra,
jobbra)) kiilonosen veszélyes a korokozo (Williamson és mtsai., 2007). A Botrytis cinerea a
tarolt és szallitott terményeken is megjelenhet. Betakaritaskor a fertézés még gyakran nem
¢szrevehetd, azonban tarolds vagy szallitas sordn pdradus koriilmények kozott gyorsan
kialakulnak a tiinetek, akar 0 °C kozelében is (Aktaruzzaman és mtsai., 2017). A termények
tobbsége valoszinilleg még szabadfoldon fertézédik latensen a korokozoval, majd a tarolas
soran akkor indul fejlddésnek, ha valamilyen kornyezeti hatas felboritja a gazdandvény és a
nyugalmi allapotban 1évé korokozo egyensulyat (Jarvis, 1977). A vagott és cserepes viragok
esetén szintén jelentds karokat okozhat: a rdézsa, a gerbera vagy a ciklamen kiilondsen

veszélyeztetettek. A fiitott és flitetlen hajtatohazakban, valamint a folia alagutakban uralkodo



magas paratartalom nagyban noveli a fert6zés kialakulasanak esélyét (Williamson és mtsai.,

2007).

o

1. abra: Botrytis cinerea okozta rothadas és a jellegzetes sziirke konidiumtartd gyep
sz616n (balra) és afonyan (jobbra) (Fotd: Juhasz Daniel, 2022)

A korokozo biolégiaja és terjedése

A korokozo attelelése kétféleképpen torténhet: micéliummal a talajban vagy a bomlo
novényi maradvanyokban, tovabbd a kedvezétlen iddszak atvészelésére képezhet
szkler6ciumokat is (Staats és mtsai., 2005).

A koérokozo életciklusa tobb szakaszbol all. A vegetativ szakaszban micélium
forméajaban van jelen, majd késébb konidiumtartok, majd ezeken ivartalan aton konidiumok
jonnek létre, ezt a szakaszt a korokozo anamorf szakaszanak nevezziik (Beever és Weeds,
2007). A konidiumok a konidiumtarté végén holoblasztikus uton képzddnek, szimultan modon
(Hennebert, 1973). Ezek a mitotikusan 1étrejott sporak sz¢él altal nagy tavolsagra képesek eljutni
(Staats és mtsai., 2005), igy a korokozo 1égmozgassal valo terjedése igen jelentés (Williamson
¢és mtsai., 2007). A korokozé létrehozhat szklerociumokat is, tobbnyire tavasszal és Gsszel,
amely rendszerint micéliummal vagy konidiumtartokkal és konidiumokkal fejlédik tovabb, de
specialis koriilmények kozott 1étrehozhat tolesér alaka apotéciumokat is (Glits és Folk, 2000).
A szklerdcium 9-12 hénap elteltével mar csak steril apotéciumot tud 1étrehozni, de a csirazas
modjat foként a kornyezeti koriilmények hatarozzak meg. A szklerocium leggyakrabban
konidiumtartoval fejlédik tovabb, ugyanis a micélium névekedésének optimum hémérséklete
hatraltatja a szklerocium képzést és ez forditva is igaz (Jarvis, 1977). Az apotécium
aszkosporakat tartalmaz, melyek meidzissal jonnek létre, ezt nevezziik a kdrokozé teleomorf

szakaszanak (Beever és Weeds, 2007).



A hémérséklet hatasa Botrytis fajokra

A Botrytis fajokat gyakran a hiivos iddjaras korokozoiként tartjak szamon, mert
hémérsékleti optimumuk 18-23 °C kozott van ndvekedés, sporulacid, csirdzas és fertdzés
szempontjabdl egyarant (Aktaruzzaman és mtsai., 2017). A Botrytis cinerea kitartoképlete, a
szkler6cium széles homérséklet tartomanyban, 3-27 °C-ig képes csirazni (Jarvis, 1977).
Kublitskaya és Ryabtseva (1970) kisérletében a Botrytis cinerea néhany szkleréciuma nedves
kamraban tartva 3-27 °C-on nem hozott 1étre konidiumtartdkat, viszont 2-5 hénap utan
apotéciummal fejlédott tovabb, melyek 3°C-on 20-30 napig, 23 °C {616tt azonban csak 3 napig
voltak életképesek. Nonaka és Morita (1967) 8 szklerdcium tipust kiilonitett el morfologiai
tulajdonsaguk alapjan. Azonban a 80 izolatum vizsgalata soran a megfigyelt szklerociumok
80%-a tipust valtott a homérséklet hatdsara. A szkleréciumokbol inditott tenyészeteknek
kiilonb6z6 ndovekedési optimumuk volt, a tenyészetek 79%-a 20 °C-on, 6% -a 15 °C-on és 15%-
a 25 °C -on novekedett a legjobban, valamint a tobbségik 10 °C-on sporulalt a
legintenzivebben. Brooks és Cooley (1917) vizsgalataik utan arra a kdvetkeztetésre jutottak,
hogy a sporuléci6 taptalajon 5 és 10 °C kozott indul meg a leoltastol szamitott 10-31 napon
beliil. A Botrytis cinerea micéliumanak novekedését Schneider-Orelli is vizsgalta (1912),
amely soran a novekedéshez sziikséges optimalis hdmérsékletet 20-22 °C -ban hataroztak meg.
A micélium azonban alacsony homérsékleten is képes novekedni: Nutrient Gelatin taptalajon O
°C-on is észlelheté novekedést rogzitettek, a tenyészet 1étrehozasatol szamitott 35 napon beliil.
A micélium novekedése 25 °C folott azonban jelentdsen lelassult. Shiraishi és mtsai. (1970)
valamivel magasabb, 24-28 °C k6z6tti optimum hémérsékletet irtak le burgonya szacharoz agar
taptalajon, tovabba a ndvekedéshez sziikséges minimum hémérsékletet 0 °C-ban, a maximum
hémérsékletet pedig 35 °C-ban hataroztak meg.

A hémérséklet hatasat B. cinerea konidiumok csirazasara mar szamos kutato vizsgalta.
Doran (1922) maximum csirazasi hdmérsékletnek 26 °C-ot, minimum hémérsékletnek pedig 7
°C-ot jelolt meg. Azonban Schneider-Orelli (1912), majd Brooks és Cooley (1917)
megallapitottak, hogy a konidiumok mar 0 °C -on is csiraznak kukorica agaron a taptalajra
helyezést kvetd 31 napon beliil. Brown (1922) 5 °C -on jo csirazasi eredményt kapott, késobb
Haas és Wennemuth (1962) is sikeresen csiraztatott sporakat 1 és 10 °C kozotti tartoméanyban.
Hennebert és Gilles 1958-ban a sporak csirazasat vizsgalva azt az eredmény kaptak, hogy a
sporak 5 ora alatt csirdznak ki és az ehhez tartozé optimum homérséklet 20 °C, majd 18 ora
elteltével a novekedés fliggévé valt a kiilsé tapanyagoktol, ekkor mar 30 °C volt a csirazashoz

tartoz6 optimum hémérséklet.



A korokozo morfologiai azonositasa

A Botrytis nemzetség tagjai konnyen felismerhet6k jellegzetes konidiumtartoikrol,
melyek kezdetben szintelenek, késobb sziirkék, majd barnasak lesznek. A konidiumtartok
végén egysejtil, ovalis alaka konidiumok fiiz6dnek le (Williamson és mtsai., 2007).

Az izoldtumok in vitro, taptalajon torténd tenyésztése soran nagyfokli morfologiai
valtozatossagot mutatnak: alapvetéen micélium képz6 vagy szklerocium képzd tipusra
kiilonithetdk (Mirzaei és mtsai., 2009), Emiatt mar szamos kutato hivatkozott a Botrytis cinerea
koérokozora fajkomplexként, amely morfologiailag azonos formdban jelenik meg a
gazdandvényeken, azonban in vitro koriilmények kozott jelentds és allando kiilonbségeket
mutat és szamos tipust foglal magaba (Miller, 1982; Giraud ¢és mtsai., 1999; Albertini és mtsai.

(2002). Paul (1929) harom izolatum tipust irt le, nagy mennyiségli szklerocium képzo (2. abra

balra), Iégmicélium fejlesztd (2. abra kozépen) €s intenziven sporuldld (2. abra jobbra).

2. abra: Eltér6 Botrytis cinerea tenyészetek: szklerocium képz6 (balra), micéliumot

fejleszt6 (kozépen), intenziven sporulalé (jobbra) (Fot6: Juhasz Daniel, 2022)

A korokozo micéliuma PDA taptalajon kezdetben szintelen, majd fehér-piszkosfehér,
végiil a sporak megjelenésekor sziirkés-barna szinti lesz, boségesen képez valtozatos formaja
szklerociumokat. A konidiumok egysejtiiek, gombolyti, ellipszoid vagy tojasdad alakuak,
szintelenek vagy halvanybarndk, hosszusaguk atlagosan 10 pm, atlagos szélességiik 5 um. Az
izolatumok 7 nap elteltével elérik a 8 cm-es atmérét MEA (malt extract agar, malata kivonat
agar) és PDA (PDA (potato dextrose agar, burgonya kivonat agar) taptalajon 25°C-on tarolva
(Aktaruzzaman ¢és mtsai., 2017; Kwon és mtsai., 2011; Park és mtsai., 2011).

Tanovi¢ és mtsai. (2009) PDA és MEA taptalajon vizsgalt morfoldgiai bélyegek alapjan
két nagy csoportra osztottak a B. cinerea izolatumokat: micélium képzé és szklerocium képzo

9



izolatumokra. Kisérletiikben azt figyelték meg, hogy PDA taptalajon tobb szklerocium képzo
tipus fejlodik, viszont az egyes Petri-csészékben 1€v szklerociumok szama MEA taptalajon
magasabb. A sporulaci6 MEA taptalajon sokkal gyakoribb (az izolatumok 36,7%-a képzett
szaporitd képlete), ezzel szemben PDA taptalajon csak az izolatumok 6,4%-a képzett

konidiumokat. A névekedés iiteme PDA taptalajon 7,3 és 26,7 mm kozott mozgott.

3.1.2 Monilinia spp.
A korokozo taxonomiai helyzete és életmodja

Az almatermésii és csonthéjas gylimolesok barna rothadasat tobb Monilinia faj okozza:
a Monilinia fructigena (Pers.) Honey., a Monilinia laxa (Aderh. & Ruhland.) Honey. ¢és a
Monilinia fructicola (G.Winter) Honey., melyek vilagszerte elterjedtek és évente jelentds
terméskiesést idézhetnek el6 (Batra, 1991). A Monilinia polystroma ugyan kisebb jelentdségii,
de hazankban el6fordul almatermésii és csonthéjas gyiimolcsok rothadasat okozva, kartétele,
tiinetei a Monilinia fructigena korokozohoz hasonlitanak (Petroczy és Palkovics, 2009).
Rendszertanilag az Ascomycota torzsbe, a Letiomycetes osztalyba, a Helotiales rendbe ¢és a
Sclerotiniaceae csaladba tartoznak (Internet 2; Internet 3).

A Monilinia fajok nektrotrof életmodtak (Batra, 1991). A Monilinia fructigena
elsdsorban termésrothadast okoz almatermésiieken és ritkdn csonthéjasokon, de ez a korokozo
felelés a mogyord termésbarnulasaért és terméshullasaért is. A Monilinia fructicola és a
Monilinia laxa képes viragot fertzni, ezzel a viragok elszaradasat okozzak, tovabba a M.
fructicola képes megtamadni az egészséges gyiimolesot is. A Monilinia laxa és Monilinia

fructigena csak a sériilt gyltimolcsoket képes fertézni (Rungjindamai és mtsai., 2014).

Tiinetek és gazdanovénykor

A Monilinia fajok virag- és hajtaselhalast, a fas részeken rakos sebeket, valamit
termésrothadast idéznek eld, ezzel a gyiimolcsdsokben stlyos terméskiesést, a disznovényeken
pedig esztétikai kart okoznak (Batra, 1991).

Hosszantartd nedves és mérsékelten meleg iddjaras esetén a veszteség stlyos lehet. Az
elhalt viragok lehullanak, vagy a fan maradnak és konidiumokat képezve tovabbi fertézési
forras jelenthetnek. A virdgkocsanyon at a korokozo6 gyakran tovabbterjed, a vesszok elhalasat
okozva (Batra, 1991). Levélfert6zés ritka, inkabb a vesszGelhalas kdvetkezményeként alakul
ki, viszont a korokoz6 sporai meleg €és nedves iddjaras esetén a leveleket is megfertozhetik. Az

agrakosodas 4ltalaban a fertézott vesszOkbdl alakul ki, mikor a kérokozd micéliummal
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tovabbterjed a vastagabb fas részek felé is, amely nyoman az érintett teriileten gyakran jelenik
meg valadékozas (Byrde és Willetts, 1977).

A korokozok legsulyosabb karokat el6idézd életszakasza a gyiimdlesok fertdzése. A
barna rothadas még a sziiret utan, a tarolas vagy a szallitas soran is kialakulhat (Wormald, 1954;
Byrde és Willetts, 1977). A gyiimolcsok érettsége, valamint a sebzés kora nagymértékben
befolyasolja a fert6zés bekovetkezését. A fiatal gyiimolcsok megsebezve ellenallobbak, mint
az iddsebbek, ezzel szemben az iddsebb sebzés ellenallobb, a fiatal pedig fogékonyabb a
korokozora (Wormald, 1954). A fertézést koveten kezdetben apro, barna, rothadé folt jelenik
meg a gylimolcs felszinén, melynek atmérdje kor alakban ndvekszik. Ezt kovetden a sargas
exogén sztromak koncentrikus korokben jelennek meg (3. abra) a fert6zési pont koriil (Batra,
1991). Nedves koriilmények kozott az érett gylimolesot teljesen beborithatjak a korokozo
képletei, mig szaraz koriilmények kozott és/vagy éretlen gylimolcson nem képzddnek
szaporitoképletek, hanem a termés elvesziti viztartalmat és rancosra aszalodik, tigynevezett
,,gyimolecsmumia” alakul ki (Glits és Folk, 2000). A Monilinia fructigena tovabbi tiinete az
almak megfeketedése, mely leginkdbb tarolds soran fénytdl elzart kdriilmények kozaott. llyenkor
a kezdeti barnulas idével koromfeketére szinezddik, a gyiimdlcs felszinén nem jelenik meg
fruktifikaci6, valamint a termés alakja és felszine sem véltozik meg jelentdsen (Byrde és

Willetts, 1977).

3. abra: A Monilina fructigena exogén sztromai alman (balra) és a Monilinia laxa

képletei fert6zott szilvan (jobbra) (Foto: Juhasz Daniel, 2022)
Gazdanovénykoriikhoz foként a Rosaceae csalad tagjai tartoznak, de képesek

megbetegiteni a mogyordt (Corylus avellana), egyes esetekben akar a szol6t (Vitis vinifera) is

(Petroczy és mtsai., 2011).
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A korokozoé biologiaja és terjedése

A Monilinia fajok jellemzden a fertdzott gyiimolesokbdl kialakuld mumidkban,
valamint a fas részek rakos sebeiben vészelik at a telet és a kedvezotlen idészakot (Batra, 1991).
A hazankban el6forduld fajok ezekr6l a részekrdl, ivartalan uton képz6d6 konidiumokkal
inditjak a tavaszi fertézést (Glits és Folk, 2000). A Monilinia fructigena konidiumai leginkabb
a vegetacio végén képzddnek. Ezzel szemben a Monilinia laxa {6 kartétele a tavaszi virag,
hajtaselhalas és a fas részek rakosodasa, de termésrothadassal jelentds karokat okoz a
csonthéjas gyiimolcsokon, almaterméstiecken azonban nagyon ritkan fordul elé (Wormald,
1954; Batra, 1991). Ivaros szaporodasuk elméletileg lehetséges tdlcsér alaka, nyeles
apotéciumokkal (benniik aszkosporakkal), amik a gyiimdlcsmumiak feliiletén alakulhatnak Ki
(Byrde és Willetts 1977), azonban eléfordulasukat egyetlen hazai szakirodalom sem tamasztja
ald. A mumiava aszalddott gyiimdlcsok a fan maradnak vagy lehullanak, a kérokozé ezekben a
képzddményekben vészeli 4t a telet, majd tavasszal konidiumtartokat és konidiumokat fejleszt.
A korokozo a fertdzott fas részeken szintén attelelhet, majd tavasszal ezeken a részeken is

konidiumok fejlesztésével fertéz (Batra, 1991).

A homérséklet hatasa Monilinia fajokra

A Monilinia fructigena alman és kortén minden évben gazdasagi veszteséget okoz a
gylimolcsosben és tarolas soran (Robinson és Xu, 2000). A szerzok szerint a konidiumok csak
kozel 100%-os paratartalom mellett csirdznak és a homérséklet novelésével novekszik a
csirazasi arany, amely 23-25 °C-on éri el a maximumot, efolott csokken a csirazasi erély és
gyakorisag. Xu és mtsai. (2001) vizsgalata soran az életképes konidiumok 70%-a gyorsan
kicsirazott 2 6ran beliil 20-25 °C-on. Fert6z¢és utan a sporulaciot sem a hdmérséklet (10-20 °C),
sem a relativ paratartalom (45-98%) nem befolyasolta. Sporulaciéo nem alakult ki sem 5 °C alatt,
sem 25 °C felett. A levalt konidiumok a hémérséklet és a relativ paratartalom fiiggvényében
akar 20 napig is €letképesek maradtak, azonban a konidiumok életképességének szempontjabol
a hémérsékelt fontosabb paraméternek bizonyult a relativ paratartalomnal. Karova (1974)
szerint a konidiumok 8-10 oran at képesek elviselni a -20 °C-ot, anélkiil, hogy
fertdzoképességiiket elveszitenék. A nedves idészakok iddtartamédnak ndvelése csokkenti a

barnarothadas el6fordulasat az idésebb sebeken (Robinson és Xu, 2000).

A korokozo morfologiai azonositasa
Az exogén sztromak megjelenése és jellemzoi a fert6zott részeken fajspecifikusak: a

Monilinia fructigena esetében eleinte fehérek, majd okkersargara szinezédnek, méretiik 1-2
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mm ko6zott mozog. A Monilinia laxa exogén sztromai kisebbek, maximum 1 mm-esek és
szlirkésbarna sziniiek (Batra, 1991, Petroczy és mtsai., 2011). Az elagazé lancokban képz6do
makrokonidiumok az exogén sztromakon jelennek meg. A makrokonidiumok holoblasztikus
uton jonnek létre, ellipszoid alaktak és hialinok, képz6désiikhoz fény sziikséges (Wormald,
1954; Batra, 1991). Tomlésgombakra jellemzéen a Monilinia fajok képeznek
mikrokonidiumokat is, ezek enyhén korte alakuak, funkcidjuk valdszinlleg tapanyag
raktarozas, csirazasra nem képesek igy nem vesznek részt a fertézésben (Byrde és Willetts,
1977).

PDA, Leonian-malata agar és Mathur-Barnett-Lilly agar taptalajokon a Monilinia fajok
konnyen tenyészthetdk és megkiilonboztethetdk az altalanos tenyészbélyegek alapjan (Petroczy
¢s mtsai., 2004). Mufioz és mtsai. (2008) kutatasa alapjan egyes esetekben a Monilinia laxa és
Monilinia fructigena tenyészbélyegei nagyon hasonlithatnak, igy nehezen azonosithatok.

A Monilinia fructigena szamara a burgonya-dextroz agar bizonyult a legjobbnak, a
tenyészet szine fehéres vagy sargasbarna, a tenyészetek széle inkabb szabalyos vagy ép, ritkdn
sporulal, viszont gyakran képez 1égmicéliumot, a névekedés intenzitasa 0-12 mm/nap (4. abra)
(Byrde és Willetts 1977; Horvathné, 2009). Mufioz és mtsai. (2008) vizsgalatai alapjan a
Monilinia fructigena izolatumok 23 °C-on a leoltast kdvetd negyedik napon atlagosan 41-46

mm atmérdjiek voltak, mig a leoltastol szamitott hetedik napon ez a szam 68-78 mm kozott

mozgott.

4. abra: A Monilinia fructigena tenyészbélyegei PDA taptalajon fonaki oldal, jobbra a
szini oldal (Foto: Juhdsz Daniel, 2022)
A Monilinia laxa koncentrikus zonakban, gyakran karélyosan novekszik, a telepek széle
csipkézett vagy szabalytalan (Batra, 1991). A tenyészet szine vildgossziirke, esetleg barnas
szinll, gyakran rozettalt mintdzottsdg lathat6 benne és szintén jO ndvekedést mutat PDA

taptalajon (5. abra). Nagyon ritkan képzddnek konidiumok a tenyészetben (Byrde és Willetts
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1977). Egyes megfigyelések szerint a Monilinia laxa izolatumok fajon beliil tobb morfologiai
csoportra oszthatok a PDA taptalajon képzett tenyészbélyegek alapjan (Tran és mtsai., 2020).
A Monilinia laxa izolatumok 23 °C -on a leoltast kovetd negyedik napon atlagosan 17-59 mm-
esek voltak, a leoltast kovetd hetedik napon pedig 47-78 mm atmérdjliek voltak atlagosan,

kovetkezésképpen a Monilinia laxa izolatumok novekedése PDA taptalajon valamivel

gyengébb, mint a Monilinia fructigena izolatumoké (Mufioz és mtsai., 2008).

5. abra: balra Monilinia laxa PDA taptalajon fonaki oldal, jobbra a szini oldal (Foto:
Juhéasz Daniel, 2022)

3.2 Korokozok fenntartasa, tarolasi modszerek

Egy korokozok izolatumainak fenntartasa ill. megérzése alapveté eleme az in vitro
vizsgalatoknak (Karen és mtsai., 2004). A gombak hosszitavi megdrzésére szamos modszer
all rendelkezésre: liofilezés, kriokonzervalas, valamint asvanyi olajban, steril taptalajon,
szilikagélen torténé tarolas. A szerzOk szerint ugyan a felsorolt modszerek mindegyike
alkalmas a korokozok hosszutavu fenntartasara, azonban valamennyi eljarasnak van hatranya
IS. A tarolasi modszer kivalasztasa természetesen az adott fajtol, a vizsgalat céljatdl is fligg. A
tarolhatosdg maximalis id6tartama tarolasi modonként valtozik, de altalaban 10 év vagy
kevesebb (Karen és mtsai., 2004).

A liofilezés ¢€s a kriokonzervalds minimalis valtozassal, j61 megdrzi az adott gombafajt
viszont draga mddszer és nem ad lehetdséget a patogének jboli tarolasara (Delcan és mtsai.,
2002). Karen és mtsai. (2004) szerint a liofilezés csak kisméreti, 10 um-nél kisebb sporaval
rendelkez6 fajoknal alkalmazhat6 eredményesen, mert a nagyobb méretii sporak karosodhatnak
a fagyasztas soran. Kriokonzervalas soran a konidiumokhoz fagyasgatlo készitményt adnak,
mely megakadélyozza a szovetek karosodasat. Azonban bizonyos esetlekben a krioprotektans

hozzéadasa, karos hatdsokhoz vezetett. Holden és Smith (1992) kisérletében a krioprotektans
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szerek hozzaadasa, mint példaul a glicerin, a dimetil-szulfoxid és a trehal6z csokkentette a
Puccinia abrupta var. partheniicola sporainak életképességét és virulenciajat is.

Delcan és mtsai. (2002) szerint az asvanyi olaj hasznalata gombak megérzésére nehéz
¢s a feliilfert6z6dés is gyakori, tovabba az olajban és szilikagélben torténd tarolas soran
megnyilvanulhat. Ezenkiviil az olaj korlatozza a gomba szamara felvehetd oxigén mennyiségét,
ezért az anyagcsere folyamata lelassul, azonban tovabbra is novésben marad, ami fokozza a
mutaciok megjelenését (Braverman és Croiser, 1966; Karen és mtsai., 2004). Ezzel szemben
Johnson és Martin (1992) az agar taptalajon tenyésztett gombak olajjal valo fedését, olcsé és
konnyen kezelhetd modszerként emliti, mely lehetové teszi a korokozok megdrzését
szobah6mérsékleten hosszi éveken keresztiil, raadasul az olaj védelmet nyujt az atkakartétel
ellen is. Smith és Onions (1983) kisérletében 58 olaj alatt tarolt gombafajbol 47 bizonyult
¢letképesnek 32 évnyi tarolas utan.

A gomba kultirak megdrzésére tovabbi modszer a folyamatos csiraztatas, szaritas és
fagyasztas. A folyamatos csiraztatas soran az adott fajt sziinet nélkiil agar taptalajon neveljiik,
amely modszert leggyakrabban 5-20 °C kozotti hémérsékleten alkalmazzak és rovidtava
fenntartasra a legalkalmasabb. Ezenfeliil a modszer népszeriiségét noveli, hogy egyszerii és
olcso, valamint nem igényel specialis felszerelést (Karen és mtsai., 2004).

A szaritas, mint tarolasi modszer olyan gombafajoknal hasznos, amelyek sporat vagy
egyéb kitartd képletet képeznek. Kozegként altalaban szilikagélt, iiveggyongyoket és talajt
hasznalnak. A leghosszabb id6 melyen keresztill szaritassal életképesek maradtak
Plectomycetes, Hyphomycetes és Zygomycetes osztalyba tartozé korokozok 11 év volt,
kozegként szilikagél szolgalt. A hosszutavu fenntartds mellett tovabbi elonye, hogy az el6z6
mo6dhoz hasonléan szintén olcsé és egyszerii a kivitelezése. Osszehasonlitva az olaj alatt
tarolassal, a szilikagélben tarolt korokozok jobban csirdztak a tarolds utan, azonban a taléld
gombak kore szlikebb volt. Bar a fagyasztva széritds és folyékony nitrogénnel valo tarolas
jobbnak bizonyult, a szilikagélben valo tarolas egy jo alternativa a kisebb laboratoriumok
szamara (Karen és mtsai., 2004).

A fagyasztas - beleértve a mélyhiitést - sokoldalu és széleskorben alkalmazhat6 tarolési
modszer. A legtobb gomba folyékony nitrogénben vagy kozonséges fagyasztoban megdrizhetd
fagyasvédo szerrel vagy néhany esetben anélkiil is. Fagyasztva szaritassal vagy liofilizacioval
a kultarat elobb fagyasztjak majd vakuum alatt szaritjak. A fagyasztva szaritas ¢és -135 °C ala
hiités kivalé modja az allandé megdrzésnek, azonban specialis ¢és draga felszereléseket igényel

(Smith és Onions, 1983; Karen és mtsai., 2004). Borman és mtsai. (2006) Castellani modszerét
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kovetve 45 gomba faj spdraszuszpenziodjat taroltak steril vizben, szobahdmérsékleten, 2
honaptol 21 évig terjedd iddintervallumban. A vizsgélat eredményeként elmondhat6, hogy a
korokoz6 életképessége nem fligg nagymértékben a tarolasi iddszak hosszatol, de bizonyos
fajok elvesztették tenyészetbéli jellemzdiket és steril micéliumot produkaltak. Osszességében a
Castellani modszer tovabbra is egyszerl €s olcso a legtobb gombafaj megdrzésére, azonban ki
kell egésziteni egy masféle taroldsi modszerrel is, annak érdekében, hogy a korokozd
morfologiailag stabil és életképes maradjon hosszu tarolas utan is.

A feliilfert6z6dés sajnos egy altalanos probléma a torzsgyiijteményekben. Szamos
kutatd beszdmolt mar atka és egyéb szervezetek karositdsarol a tenyészetekben (Holden és
Smith, 1992; Karen és mtsai., 2004). Delcan és mtsai. (2002) kisérletében PDA taptalajon
szintén gyakori probléma volt a befertdzodés. Egy korokozo izolatuméanak morfologidja és
fiziologiaja azonban idével 6nmagaban is megvaltozhat. Kiilonosen igaz ez a sporulacio
képességére, de akar a gazdanovényt fertdz6 képességét (patogenitasat) is elveszitheti a

sorozatos atoltasok soran (Karen és mtsai., 2004).

3.2.1 Botrytis cinerea

Delcan és mtsai. (2002) 6tféleképpen taroltak Botrytis cinerea izolatumot. A kisérlethez
sziikséges korokozot padlizsan-agaron izolaltdk, majd 20-25 °C -os hdmérsékleten, 16 6ras
fotoperiddus mellett nevelték a sporuldcio eléréséig. Ezt kovetden konidiumszuszpenziot
készitettek, melyet szilikagélben 4 °C -on, homokban 4 °C -on és burgonya dextroz agaron 4
°C-onkémcsovekben taroltak. A maradék két esetben pedig steril landzsatiivel leemelt sporakat
hasznaltak, melyeket -20 °C -on taroltak mikrocentrifuga csévekben, amelyek koziil az egyiket
szarazon hagytak, a masikat pedig 20%-os glicerinnel t6ltotték fel. Az izolatumok
¢életképességét és jellemzdit 1, 2 és 4 év tarolas utan vizsgaltak. Négy év tarolas utan azt
figyelték meg, hogy a korokozo linearis novekedése altalaban hasonldé vagy meghaladja a
kezdetben mért értékeket. Két modszernél figyeltek meg csak csokkent novekedést: a
homokban téaroltak (9%-os csokkenés) €és a glicerinben taroltak (14%-o0s csokkenés) esetén.
Ugyanitt megfigyelték, hogy a sporulacié mértéke és a szklerociumok mérete tarolasi modtol
fiiggetlentil csokkent 4 év tarolds utdn, a szarazon tarolt sporak életképessége alacsony,
burgonya dextréz agaron pedig gyakori a feliilfert6z6dés. Legjobbnak a homokban 4 °C -on és
glicerinben -20 °C -on val6 tarolas bizonyult.

Gindro és Pezet (2001) Botrytis cinerea konidiumok tarolasat vizsgaltak el6kezelés
nélkiil, kiilonb6z6 homérsékleteken, -80 °C, -20 °C, 4 °C és 21 °C —on. A kisérletet harom éven

keresztiil végezték, eredménytil azt kaptak, hogy a 21 °C -on tarolt konidiumok mar egy honap
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utan elvesztették életképességiiket, azonban a 30 hoénapig, -80 °C, -20 °C és 4°C-on tarolt
konidiumok sorrendben 79%, 8% és 0,2%-a sikeresen csirazott. A -80 °C-on tarolt konidiumok
99%-a csirazoképes volt az elsé hat honapban, ez a szdm megegyezik a friss konidiumok
csirazasi szazalékaval. Elektronmikroszkoppal megvizsgalva, a -80 °C-on tarolt konidiumok
citoplazmajanak visszahuzoddé zénajaban egy 1) falréteg kialakuldsat mutattdk ki,

Osszehasonlitva a friss konidiumokkal, a citoplazma integritdsa emellett megmaradt.

3.2.2 Monilinia spp.

Sanderson ¢s Jeffers (1992) Monilinia ocycocci tarolasara kétféle fagyasztot (,,frost
freezer”, ,,deep freezer” tipust) és két kiilonbozo szaritoszert (CaClz, CaSOs) teszteltek. A
kisérletet 90 x 70 mm-es liveg edényekben végezték, melyek vermikulitot tartalmaztak. 10-15
darab szklerécium behelyezése utan a vermikulitot ionmentes vizzel nedvesitették és az
edényeket parafilmmel zartdk le, majd 16 °C -on 12 6rés fotoperioduson nevelték dket az
apotéciumok megjelenéséig. Ezt kovetden az aszkospoérakat naponta haromszor-négyszer
gyljtotték, majd a deszikkald szert tartalmazd Petri-csészéket parafilmmel zartdk le. A
deszikkalas nélkiili edényeket nem zartdk le, igy azokra hatdssal volt a kdrnyezet paratartalma.
Az igy elkészitett edényeket az alabbi négy kiilonb6zd hdomérsékletre helyezték:
szobahdmérsékelt, hiitdszekrény (4-6 °C), frost freezer és deep freezer tipusu fagyasztd (-20
°C). Az aszkosporak életképességét két féle modszerrel tesztelték. Az els6 moddszer szerint
aszkospora szuszpenziot készitettek és szobahOmérsékleten, PDA taptalajon nevelték 24-48
oran at, majd mikroszkop alatt Kicsirazott aszkosporakat kerestek. A masik modszer soran az
aszkospora szuszpenziot targylemezre cseppentették, majd egy csepp fluorescein diacetat
(FDA)-ot adtak hozza, ezutan 10 percig inkubaltak. A fluoreszkalas eléréséhez egy specialis
lampat hasznaltak, majd szintén mikroszkop alatt szamoltak a vilagitd sporakat. Eredményeik
azt mutattik, hogy a ,,deep freezer” tipusu fagyasztoban sokkal tobb (27,6%) aszkospdra maradt
¢letben, mint a ,,frost-freezer” tipustiban (10,9%). A frost freezer tipusu fagyasztot hasznalva 6
honap utdn egyetlen aszkospdra sem maradt éleben. Feltételezések szerint azért, mert ez a
tipusu fagyasztd folyamatosan valtoztatja a belsd hdmérsékletet a jég felhalmozddasanak
elkeriilése érdekében. Ezzel szemeben a deep freezer tipust fagyasztd viszonylag allando
hémérsékletet biztosit. A két alkalmazott szaritoszer kozott viszont nem volt szignifikans
kiilonbség, tovabba egyik fagyasztoban sem maradtak életben olyan aszkosporak melyekhez
nem hasznaltak szaritoszert.

A korokozok tarolas utani életképessége az in vitro ndvényvéddszer hatékonysag

tesztelésének szempontjabol is kiemelten fontos. Zhu és mtsai. (2011) DMI fungicid rezisztens
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Monilinia fructicola micéliumot és konidiumokat taroltak 36 héten at, 4 °C, -20 °C és -80 °C —
on. A micéliumot haromféle médon taroltak, PDA ferde agaron szerves olajjal fedve, PDA
taptalajon 10%-os glicerinnel fedve ¢és szaritott sziirGpapiron, a konidiumokat pedig
szilikagélen taroltak. Megtfigyeléseik szerint a tarolasi modtol fiiggetleniil csokken az
izolatumok propikonazol ellenallosaga, a rezisztencia azonban részben ujra ndvekedni kezdett
miutan két hétig dszibarackon nevelték a kdrokozot, tehat a korokozok hosszatava fenntartasa

hatéssal lehet a patogenitésra és virulenciara.
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4. ANYAG ES MODSZER

4.1 Helyszin és eszkozok

A kisérletet a Magyar Agrar- és Elettudomanyi Egyetem Novénykortani Tanszékének
laboratoriumaban végeztiik 2022-2023 kozott. Az izolalast és atoltast Thermo scientific
laminaris boxban végeztiik, melyben a munkavégzést megel6zéen germicid UV fény, majd a
munkavégzés alatt a vertikalis légaram biztositotta a steril koriilményeket. A kisérletben
hasznalt landzsatiiket és dugofurokat 70%-0s alkohollal, majd lelangolassal sterilizaltuk. A
nedves kamrakba steril liveggyongyoket helyeztiink a nedves kamra aljaba, mig a magas
paratartalmat desztillalt vizzel biztositottuk. A korokozok tenyésztéséhez burgonya dextroz
agar (Potato Dextrose Agar, PDA) taptalajt hasznaltunk, melyet el6zetesen kuktaban 30 percen
keresztiil, magas nyomason sterilizaltunk, ezt kdvetden a tenyészetek létrehozasanal 85x13
mm-es, a kisérletben pedig 55x14 mm-es Petri-csészékbe Ontottiink. A leoltast, atoltast
kovetden a Petri-csészéket parafilm szalaggal zartuk le.

A korongok kivagasahoz 5 mm-es dugofurdt hasznaltunk, majd a korongokat steril 1,5
ml-es, milanyag mikrocentrifuga csovekbe helyeztiik. A fedett korongok esetében a
mikrocentrifuga csoveket 87%-0s steril glicerinnel toltottiikk meg. A csoveket papir tasakokba
rendszereztilk, majd azokat milanyag tasakokba helyeztiikk. A 22 °C -os hémérsékletet egy
PHCBI fitotron biztositotta, a 10 és -20 °C -ot egy Gorenje hiitészekrény, a-70 °C -ot pedig egy
PHCBI tipusu fagyaszto.

4.2 Korokozok izolalasa

A kisérlethez a Monilinia fructigena, Monilinia laxa és a Botrytis cinerea fitopatogén
gombakat izolaltunk, melyeket 2022. tavaszan és Oszén gyiijtottiink az orszag kiilonbozé
részeirdl ill. kereskedelmi forgalombol (1. tablazat). A koérokozok azonositasat klasszikus
mikologiai modszerrel: a tiinetek, a morfologiai és a tenyészbélyegek alapjan végeztiik. Gylijtés
sordan célom az volt, hogy az izolatumok kiilonb6zd helyszinekrdl ¢és kiilonbozd

gazdanovényekrdl szarmazzanak, hogy tesztelhetd legyen az izolatumok kozotti kiilonbség.
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1. tadblazat: Az izolatumok elnevezés ¢€s jellemzo adataik

Izolatum Gyljtés Gyljtés
Koérokozo Gazdanovény Y ?/uj )
neve helye ideje
Botrytis Szeder _
BC-1 . (Rubus Budapest 2022. majus
cinerea
caesius)
) Afonya
Botrytis o )
BC-2 ) (Vaccinium Budapest 2022. majus
cinerea )
myrtillus)
) Sz616
Botrytis - o )
BC-3 ) (Vitis  vinifera Budapest 2022. majus
cinerea
"Regal’)
Sz616
Botrytis (Vitis vinifera _
BC-4 . ) Szekszard 2022. majus
cinerea "Polosket
muskotay’)
» Vadkorte
Monilina 2022.
MON-1 ) (Pyrus Budapest
fructigena szeptember
pyraster)
- Korte
Monilina 2022.
MON-2 ) (Pyrus Kishartyan
fructigena _ szeptember
communis)
o Diszcseresznye
Monilinia
MON-3 | (Prunus Budapest 2022. majus
axa
serrulata)
o Szilva
Monilinia 2022.
MON-4 (Prunus Kishartyan
laxa ) szeptember
domestica)

A fertézott novényi részeken megjelend konidiumokat steril landzsatli segitségével

oltottuk le taptalajra. Amelyeken nem talaltunk szaporitoképleteket, 1-2 napra nedves kamraba

helyeztiik, ¢és

szobahomérsékleten,

természetes

megyvilagitas

mellett

inkubaltuk a

szaporitoképletek megjelenéséig. A fertézott novényi részek vizsgalatdhoz és a fruktifikacio
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ellenérzéséhez szteredmikroszkopot hasznaltunk. A leoltast harom pontra végeztiik, majd
parafilmezés és feliratozas utan a Petri-csészéket fitotronban, 24 °C-on tartottuk, 12 oras

megyvilagitas mellett. 5-7 nap elteltével tiszta tenyészeteket hoztunk létre (6. abra).

6. abra: Tiszta tenyészetek 1étrehozéasa (Fotd: Kocsis Ivett, 2022)

4.3 A vizsgalat menete

A vizsgalat kezdetét megel6zé héten kivalasztottunk 4 izolatumot mindkét korokozo
nemzetségbdl, melyeket alkalmasnak itéltiink a kisérlethez. Ismétlés szadmnak a 3-at
valasztottuk, mivel ez mar, a korabbi tapasztalataink alapjan, kelld biztonsagot ad a kiértékelés
soran €s a korongok szamat tekintve is kezelheté mennyiség. A kisérlet eldtt egy héttel minden
tenyészetbdl 4 darab tiszta tenyészetet hoztunk l1étre a megfeleld szamu korong eléréséhez.

A kisérletet 2022. 10. 12-én inditottuk. A kisérleti elrendezést a 2. tablazat mutatja be.
Négy kiilonb6z6 hémérsékletet valasztottunk: 22 °C, 10 °C, -20 °C és -70 °C. A korongok
¢letképességét 3 hét (21 nap) 3 honap (103 nap) és 6 honap (159 nap) elteltével ellendriztiik. A
kiilonb6zé hémérsékleten tarolt korongok felét 87%-os steril glicerinnel fedtiik le: 3 darab
fedetlen (glicerin nélkiil) és 3 darab glicerinnel fedett keriilt kiilon mikrocentrifuga csévekbe,
igy minden hémérsékletre, idotartamra 6 darab korong jutott (7. abra). A korongokat 5 mm-es
dugofuroval vagtuk ki és mikrocentrifuga csévekben taroltuk, a glicerinnel fedett korongok
esetében a csovekbe 1,5 ml steril glicerint toltottiink. A kisérlettel parhuzamosan 24 °C-on
elinditottunk egy tarolas nélkiili kontroll sorozatot is, mely 6sszehasonlitasi alapként szolgalt,
ami alapjan arra lehetett kovetkeztetni, hogy tarolds nélkiill az adott koérokozd milyen
novekedési mintazatot mutat. Ezzel a kiegészitd csoporttal megbizonyosodhattunk a tesztelt
izolatumok alap novekedési intenzitasarol, igy barmilyen ettdl eltérdé névekedésbeli mintazat a

tarolasbol fakado kezeléseknek koszonheto.

21



2. tablazat: Kisérleti elrendezés korokozonként, a szamok a kezelési csoportok

ismétléseinek szamat jelolik

Tarolasi hémérséklet
22 °C 10 °C -20 °C -70 °C

Glicerinnel torténd fedés

Tarolasi id6 | Fedett | Fedetlen | Fedett | Fedetlen | Fedett | Fedetlen | Fedett | Fedetlen
3 hét 3 3 3 3 3 3 3 3
3 hoénap 3 3 3 3 3 3 3 3
6 hénap 3 3 3 3 3 3 3 3

Az egyes mintakat egyedi jeloléssel ellatva, egymastol fliggetleniil - mikrocentrifuga
csovekben - taroltuk. A mikrocentrifuga csoveket az alabbi mdodon neveztiik el, a szederrdl
szarmaz0 B. cinerea izolatummal bemutatva: BC_1 +20 3w f1. A BC 1 a szederr6l szarmazé
izolatum elnevezése, +20 a tarolasi hémérsékletet mutatja, a 3w-azt azt jelenti, hogy 3 hétig
taroltuk az adott mikrocentrifuga csovet, az f1 pedig azt jeloli, hogy glicerinnel voltak fedve a

korongok.

7. abra: A mikrocentrifuga csovekbe helyezett korongok hdmérsékletek szerint csoportba

rendezve a tarolas elott (Foto: Juhasz Daniel, 2022)
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4.4 A tenyészetek novekedésének mérése

A kiilonbozd koriilmények kozott tarolt izolatumok ndvekedési iitemének nyomon
kovetésére a leoltastol kezdve két napos gyakorisaggal mértem a tenyészetek atmérdit két
iranyban (1. melléklet; 2. melléklet). Ezt kovetden a mért adatok atlaganak felhasznalasaval
kiszamitottam a tenyészetek feliiletét (cm?). A tenyészetek alakja szabalyos korhéz hasonld
mindharom koérokozo esetében, ezért a tenyészetek feliiletét a kor teriiletének képlete alapjan

szamoltam. A statisztikai elemzés soran ezzel a szarmaztatott valtozoval szamoltam tovabb.

4.5 Statisztikai elemzés
A mérési adatok elemzéséhez az R statisztikai programot hasznaltuk. A statisztikai

elemzés soran alkalmazott fontosabb programcsomagok: ‘lme4’, ’car’.

A tenyészetek életképességének ellendrzése

Altalanos kevert hatasa modellel (LMER) kérokozonként kiilon teszteltiik a tenyészetek
¢letképességét ¢és novekedési intenzitasat kiilonbozé tarolasi  kezelések hatasanak
figyelembevétele nélkiil. Elézetesen azt feltételeztiik, hogy a tarolési kezeléseknek alavetett
izolatumok egészségesek ¢és életképesek, igy barmilyen valtozds a tenyészetek
¢letképességében a kezeléseknek koszonhetd. Az altalanos kevert hatdsi modellben a
tenyészetndvekedés (cm?) fiiggd valtozoként, a leoltastol eltelt napok szama (diszkrét),
valamint az izolatum azonositoja (faktor) pedig magyarazovaltozoként szerepelt. Az egyedileg
jelolt tenyészetek méret valtozasat ismételt mintavétellel mértiik, igy a mérési adatok
Osszetartozasat random faktor (tenyészetek egyedi azonositdja) segitségével vettiik figyelembe

a modellben.

A tarolasi kezelések hatasanak vizsgalata

A tenyészetek a mérés elsé felében vagy teljesen bendtték a Petri-csészét (55 mm,
100%) vagy az addigi teriiletiik a mérési idoszak fennmarado részében sem valtozott, igy a
mérési adatok (tenyészet teriilete) bimodalis eloszldsa miatt azok binarizalasara volt sziikség:
,,0” értéket kapott az a tenyészet, amely a mérés aktualis idépontjaban még nem nétte be a teljes
taptalajt, mig ,,1” értéket akkor, amikor a teljes taptalajt kolonizalta.

A taroladsi hatasok tenyészetnovekedésre gyakorolt hatasdnak teszteléséhez
altalanositott kevert hatasu modellt hasznaltunk, amelyben binaris eloszldsra korrigaltunk
(GLMM-b). A modell segitségével teszteltiik a tarolasi idd, a tarolasi hémérséklet és a tarolas

soran alkalmazott fedési modszer hatdsat a koérokozok életképességére nézve. A modellben a
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tenyészetek teriilete fiiggd valtozoként, mig a tarolasi hdmérséklet (diszkrét), a tarolasi ido
(diszkrét) és a fedés (faktor) magyarazé valtozoként szerepelt. A modellben teszteltiik a tarolasi
idoxtarolasi hémérséklet, tarolasi idOxfedés, valamint a tarolasi hdémérsékletxfedés
interakcidinak a hatasat is. Az egyedileg jelolt tenyészetek méret valtozdsat ismételt
mintavétellel mértiik, igy a mérési adatok Osszetartozasat random faktorok (hierarchikus nested
random faktor: tenyészetek egyedi azonositdja / izolatum egyedi azonositdja) segitségével
vettiik figyelembe a modellben a mintavételi pontok statisztikai fliggetlenségének megdrzése

érdekében.
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5. EREDMENYEK

5.1 Botrytis cinerea
A tenyészetek életképességének ellenérzése

Az LMER modellben tesztelt tenyészetek életképességére a leoltastol eltelt napok
szama valtozo6 szignifikans hatast gyakorolt. Az izolatumok tarolasi kezelés nélkiil életképesek,
igy a tenyészetek életképességében bekdvetkezd barmilyen valtozas a kezeléseknek kdszonhetd
(3. tablazat). Az izolatum hatasa nem gyakorolt szignifikans hatast a tenyészetek
¢letképességére, tehat a kiillonbozé gazdandvényrdl szarmazo izolatumok életképessége kozott

nincs kiilonbség.

3. tablazat: A leoltastol eltelt napok szdmanak, valamint az izolatum hatasa a tarolasi

kezelésben nem részesiilt Botrytis cinerea tenyészetek életképességére.

Tesztelt valtozo Chi? Df p-érték
Napok szama 35,281 1 p<0,001
Izolatum 0,647 3 0,886

Tarolasi kezelések hatasa
A GLMM modellben tesztelt taroléasi idd, tarolasi hdmérséklet, fedés tipus, valamint a
valtozok kimutathatoan befolyasoltak, hogy a Botrytis cinerea korokozo tenyészetei teljes

mértékben kolonizaltak-e a Petri-csészéket (4. tablazat).

4. tablazat: A tarolasi kezelések hatasa a Botrytis cinerea korokozo tenyészeteinek

novekedésére
Tesztelt valtozo Chi? Df p-érték
Tarolasi ido 27,317 1 p<0,001
Tarolasi homérséklet 15,499 1 p<0,001
Fedés tipusa 111,273 1 p<0,001
Izolatum 3,791 3 0,285
Tarolasi idé x Tarolasi homérséklet 8,675 1 0,003
Tarolasi id6 x Fedés tipusa 2,164 1 0,141
Tarolasi homérséklet x Fedés tipusa 2,364 1 0,124

25



A tarolasi id6 esetében a szignifikans hatds azt jelenti, hogy a tenyészetek teriiletének
novekedése a kiilonbozo tarolasi iddtartamok (21 nap, 103 nap, 159 nap) fiiggvényében
valtozott (4. tablazat, 8. abra). A tarolasi id6 novelésével csokkent a taptalajt benovo
tenyészetek aranya 21 nap tarolas utan a tenyészetek jelentds része képes volt teljesen bendni a
taptalajt, majd a tarolési id6 novelésével a novekedés mértéke meredeken csokkent, 103, illetve
159 nap tarolas utan a tenyészetek tobbsége nem volt képes kolonizalni a teljes Petri-csészét a

mérés ideje alatt (8. abra).

1.0

0.6 0.8

0.4

Tenyészetek novekedése
0.2

0.0

100 150 200
Tarolasi id6 (nap)

(=]
W
(=]

8. abra: A tarolasi id6 hatasa a Botrytis cinerea tenyészetek méretére

Abramagyaréazat: Tenyészetek mérete: ,,0” a vizsgalat ideje alatt a tenyészet nem
kolonizalta a taptalaj teljes feliiletét; ,,1° a vizsgalat ideje alatt a tenyészet kolonizalta a

taptalaj teljes feliiletét.



A tarolasi homérséklet szignifikans hatast gyakorolt a tenyészetek novekedésre, tehat
a tenyészetek novekedését a tarolasi hdmérséklet (-70 °C, -20 °C, 10 °C, 20 °C) is befolyasolta
(4. tablazat). A tarolasi hémérséklet csokkentésével ndtt azon tenyészetek aranya, amelyek
képesek voltak a teljes Petri-csésze kolonizalasara. A -70 és -20 °C-on torténd tarolasok kozott
nem volt kimutathat6 kiilonbség, mig a nem fagyasztott izolatumok (10 °C, 20 °C) tarolhatdsag
kimutathatdan, er6s0dd iitemben csokkent a hdmérséklet novelésével. Vizsgalatunk tovabbi
érdekes eredménye, hogy a tenyészetek életképességében nem mutatkozott szamottevd

kiilonbség 20, illetve 10 °C-on térténd tarolas utan (9. abra).
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Tenyészetek novekedése
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9. abra: A tarolasi hdmérséklet hatasa a Botrytis cinerea tenyészetek novekedésére.

Abramagyaréazat: Tenyészetek novekedése: ,,0” a vizsgélat ideje alatt a tenyészet nem
kolonizalta a taptalaj teljes feliiletét; ,,1° a vizsgalat ideje alatt a tenyészet kolonizalta a

taptalaj teljes feliiletét.
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A fedés kezelés esetében a szignifikans hatas azt jelenti, hogy a tenyészetek teriiletének
novekedése attol fliggden valtozott, hogy a kisérlet soran a korokozot glicerinnel fedve vagy
anélkiil taroltuk (4. tablazat). A mérés idGtartama alatt a glicerinnel fedett, oxigéntdl elzart
korongok életképessége jelentdsen lecsokkent. A fedetlen korongok dontd tobbségébdl a
korokozo képes volt teljes egészében kolonizalni a Petri-csészéket a mérés idOtartama alatt,
addig a glicerinnel fedett korongokbol sokkal nagyobb aranyban fejlddtek olyan tenyészetek,
amelyek nem voltak képesek a teljes Petri-csésze kolonizalasara (10. abra).

A tarolasi homérséklet és a tarolas idotartamanak interakcidja is szignifikans hatést
gyakorolt a Botrytis cinerea tenyészetek életképességére, amely azt jelzi, hogy a tarolasi id6 az

egyes tarolasi hdmérsékleteken eltéré mértékii novekedési értéket eredményezett (4. tablazat).

Fedetlen

Fedés

Fedett

Tenyészet novekedése

10. abra: A tarolasi hdmérséklet hatasa a Botrytis cinerea tenyészetek novekedésére.

Abramagyarazat: Tenyészetek novekedése: 0: tenyészet nem vagy csak részlegesen
kolonizélta a taptalaj feliiletét a mérés aktualis idopontjaban; 1: tenyészet kolonizalta a

taptalaj teljes feliiletét a mérés aktudlis idépontjaban.

Izolatumok kozotti kiilonbség
A vizsgalat soran a Botrytis cinerea koérokozo6 izolatumainak nem volt szignifikans
hatasa a tenyészetek ¢letképességére (4. tablazat), tehat az izolatumok kdzott nem tapasztaltunk

kiilonbségeket a kiillonb6zé mddon tarolt tenyészetek életképességében.
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5.2 Monilinia fructigena
A tenyészetek életképességének ellendrzése

Az LMER modellben tesztelt tenyészetek életképességére a leoltastdl eltelt napok
széama valtozo szignifikans hatast gyakorolt. Az izolatumok tarolasi kezelés nélkiil életképesek,
igy a tenyészetek életképességében bekdvetkezd barmilyen valtozas a kezeléseknek kdszonhetd
(5. tablazat). Az izolatum valtozd nem gyakorolt szignifikdns hatast a tenyészetek

¢letképességére, tehat a kiillonbozo eredetl izolatumok életképessége kdzott nincs kiilonbség.

5. tablazat: A leoltastol eltelt napok szamanak, valamint az izolatum hatasa a tarolasi

kezelésben nem részesiilt Monilinia fructigena tenyészetek életképességére.

Tesztelt valtozd Chi? Df p-érték
Napok szama 59,975 1 p<0,001
Izolatum 2,001 1 0,157

Téarolasi kezelések hatasa
A GLMM modellben tesztelt tarolasi idd, fedés tipusa valtozok egyarant szignifikansak
voltak, tehat a tarolasi id6 és a fedés tipusa kimutathatéan befolyasoltak, hogy a Monilinia

fructigena korokozo tenyészetei teljes mértékben kolonizaltak-e a Petri-csészét (6. tablazat).

6. tablazat: A tarolasi kezelések hatasa a Monilinia fructigena korokozo tenyészeteinek

novekedésére

Tesztelt valtozo Chi? Df p-érték

Téarolasi ido 4,939 1 0,026

Tarolasi hémérséklet 2,188 1 0,139
Fedés tipusa 58,382 1 p<0,001

Izolatum 0,917 1 0,338

Tarolasi 1do6 x Tarolasi homérséklet 0,117 1 0,732

Tarolasi id6 x Fedés tipusa 0,505 1 0,477

Tarolasi hdmérséklet x Fedés tipusa 1,037 1 0,308
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A tarolasi id6 esetében a szignifikans hatds azt jelenti, hogy a tenyészetek teriiletének
novekedése a kiilonbozo tarolasi iddtartamok (21 nap, 103 nap, 159 nap) fliggvényében
valtozott (6. tablazat). Vizsgalatunk eredménye alapjan elmondhatd, hogy a Monilinia
fructigena korokozo életképességét negativan befolyasolja a tarolasi id6, ugyanis a tarolas
id6tartaméanak novelésével jelentdsen novekedett azoknak a tenyészetnek az aranya, amelyek

nem voltak képesek a teljes Petri-csésze kolonizalasara (11. abra).

04 06 08 1.0

Tenyészetek novekedése
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Tarolasi idé (nap)

11. abra: A tarolasi id6 hatasa a Monilinia fructigena tenyészetek novekedésére
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A fedés kezelés esetében a szignifikans hatas azt jelenti, hogy a tenyészetek teriiletének
novekedése attol fliggden valtozott, hogy a kisérlet soran a korokozot glicerinnel fedve vagy
anélkiil taroltuk (6. tablazat). A mérés id6tartama alatt a glicerinnel fedett korongokbdl inditott
korokozo életképessége jelentdsen csokkent. A fedetlen korongok dontd tobbségébdl olyan
tenyészet fejlodott, amely képes volt teljes egészében kolonizalni a Petri-csészét a mérés
idGtartama alatt. Ezzel szemben a fedett korongokbol sokkal nagyobb aranyban fejlédtek olyan

tenyészetek, amelyek nem voltak képesek a teljes Petri-csésze kolonizalasara (12. abra).

0 1

Fedetlen

Fedés

Fedett

Tenyészet novekedése

12. abra: A tarolasi hdmérséklet hatasa a Monilinia fructigena. tenyészetek novekedésére.

Abramagyarazat: Tenyészetek novekedése: 0: tenyészet nem vagy csak részlegesen
kolonizalta a taptalaj feliiletét a mérés aktualis id6pontjaban; 1: tenyészet kolonizélta a

taptalaj teljes feliiletét a mérés aktualis id6pontjaban.

Izolatumok kozotti kiilonbség
A vizsgalat soran a Monilinia fructigena korokozo izolatumainak nem volt szignifikans
hatasa a tenyészetek életképességére (6. tablazat), tehat az izolatumok kdzott nem tapasztaltunk

kiilonbségeket a kiillonbdzé mddon tarolt tenyészetek életképességében.
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5.3 Monilinia laxa
A tenyészetek életképességének ellendrzése

Az LMER modellben tesztelt tenyészetek életképességére a leoltastdl eltelt napok
széama valtozo szignifikans hatast gyakorolt. Az izolatumok tarolasi kezelés nélkiil életképesek,
igy a tenyészetek életképességében bekdvetkez6 barmilyen valtozas a kezeléseknek kdszonhetd
(7. tablazat). Az izolatum valtozd nem gyakorolt szignifikdns hatast a tenyészetek

¢letképességére, tehat a kiillonbozo eredetli izolatumok életképessége kdzott nincs kiilonbség.

7. tablazat: A leoltastol eltelt napok szamanak, valamint az izolatum hatasa a tarolasi

kezelésben nem részesiilt Monilinia laxa tenyészetek életképességére.

Tesztelt valtozo Chi? Df p-érték
Napok szama 58,380 1 p<0,001
Izolatum 3,042 1 0,081

Téarolasi kezelések hatasa

A GLMM modellben tesztelt tarolasi id6, tarolasi hOmérséklet, valamint a tarolasi
hémérséklet és a taroldsi i1d6 interakcidja egyarant szignifikans volt, tehat ezen valtozok
kimutathatéan befolyasoltak, hogy a Monilinia laxa korokozo tenyészetei teljes mértékben

benétték-e a Petri-csészét (8. tablazat).

8. tablazat: A tarolasi kezelések hatasa a Monilinia laxa kérokozo tenyészeteinek

novekedésére
Tesztelt valtozd Chi? Df p-érték
Tarolasi idé 20,829 1 p<0,001
Tarolasi homérséklet 14,164 1 p<0,001
Fedés tipusa 0,000 1 0,999
Izolatum 2,669 1 0,102
Tarolasi ido x Tarolasi hdmérséklet 5,534 1 0,019
Tarolasi id6 x Fedés tipusa 0,000 1 1,000
Tarolasi hdmérséklet x Fedés tipusa 0,000 1 1,000
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A tarolasi id6 esetében a szignifikans hatds azt jelenti, hogy a tenyészetek teriiletének
novekedése a kiilonbozo tarolasi iddtartamok (21 nap, 103 nap, 159 nap) fliggvényében
valtozott (8. tablazat). Vizsgalatunk eredménye alapjan elmondhatd, hogy a Monilinia laxa
korokozo €letképességét negativan befolyasolja a tarolasi idd, ugyanis a tarolas idétartamanak
novelésével jelentdsen csokkent azoknak a tenyészetnek az aranya, amelyek képesek voltak a
teljes Petri-csésze kolonizalasara. A tenyészetek életképessége mar 21 nap tarolas utan is

jelentdsen romlott (13. abra).

1.0

Tenyészetek novekedése
00 02 04 06 038

0 50 100 150 200
Tarolasi idé (nap)

13. abra: A tarolasi id6 hatasa a Monilinia laxa tenyészetek novekedésére
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A tarolasi homérséklet szignifikans hatast gyakorolt a tenyészetek novekedésre, tehat
a Monilinia laxa tenyészetek novekedését a tarolasi homérséklet (20 °C, 10 °C, -20 °C, -70 °C)
befolyasolta (8. tablazat). A tarolasi hdmérséklet csokkentésével ndtt azon tenyészetek ardnya,
amelyek képesek voltak a teljes Petri-csésze kolonizalasara (14. abra). A mérés ideje alatt a
hosszutava fenntartasra legalkalmasabbnak a -70 °C-on torténd tarolas bizonyult, a tenyészetek

donto tobbsége képes volt a teljes taptalaj kolonizalasara a hémérsékleti kezelés utan (14. abra).

1.0

Tenyészetek novekedése
00 02 04 06 038

Tarolasi homérséklet (°C)

14. abra: A tarolasi hdmérséklet hatasa a Monilinia laxa tenyészetek novekedésére

A tarolasi hémérséklet és a tarolas idétartamanak interakcidja is szignifikans hatést
gyakorolt a Monilinia laxa tenyészetek ¢letképességére, vagyis a tenyészetek életképességét a
hossztavl fenntartds sordn a tarolasi 1d0 €s a tarolasi hdmérséklet egylittesen hataroztak meg

(8. tablézat).

Izolatumok kozotti kiilonbség
A vizsgalat soran a Monilinia laxa korokoz6 izolatumainak nem volt szignifikans hatasa
a tenyészetek életképességére (8. tablazat), tehat az izolatumok kozott nem tapasztaltunk

kiilonbségeket a kiilonb6z6 modon tarolt tenyészetek életképességében.
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6. KOVETKEZTETESEK

Vizsgalataink soran igazoltuk, hogy a kiilonb6z6 tarolasi kezelések kimutathatdan
befolyasoljak a Botrytis cinerea, Monilinia laxa és Monilinia fructigena korokozok
¢letképességét a hosszutavu, in vitro laboratériumi fenntartas soran.

Eredményeink alapjan elmondhatd, hogy az Aaltalunk vizsgalt Osszes korokozo
¢letképességét negativan befolyasolta a tarolasi idd, tehat a megnovelt tarolasi 1d6 jelentdsen
csokkentette a korokozok életképességét. Ez a hatas korokozo-specifikusan jelentkezett,
ugyanis a Botrytis cinerea korokozo esetében a tarolasi id6 negativ hatdsa mindossze a 3 és 6
honapon at tarto tarolas utan jelentkezett, addig a Monilinia fructigena és a Monilinia laxa
esetében a teljes Petri-csészét kolonizalo tenyészetek aranyanak drasztikus csokkenését mar 3
hét tarolas utan megfigyeltiik. Mindezekkel szemben szamos szakirodalmi eredmény az
eredményeinkkel ellentétes hatasrol szamoltak be, azonban ezek a vizsgalatok csak egy-egy
tényezot vettek figyelembe a korokozok tarolhatdésaga szempontjabdl, ami nem feltétleniil ad
hiteles képet a kérdéssel kapcsolatban. Példaul Borman és mtsai. (2006) vizsgalataik soran
megallapitottak, hogy a korokozé életképessége nem fiigg nagymértékben a tarolasi idészak
hosszatol. Hasonl6 eredményekrdl szamolt be egy masik vizsgalat is. Delcan és mtsai. (2002)
kisérletében 4 év tarolas utan a korokozo linearis novekedése altalaban hasonld volt, vagy a
novekedési értek meghaladta a kezdetben mért értékeket. Sajat kisérletiink soran egy sokkal
komplexebb megkozelitést alkalmaztunk. A vizsgalatunkhoz hasonldan, Gindro és Pezet
(2001) is arrol szamolt be, hogy a Botrytis cinerea 21 °C -on tarolt konidiumai mar egy honap
utan elvesztették életképességiiket, azonban a 30 honapig, -80 °C, -20 °C és 4 °C-on tarolt
konidiumok sorrendben 79%, 8% ¢és 0,2%-a sikeresen csirazott. Jol lathatd ebbdl a vizsgalatbol,
hogy a tarolasi id6 és a hdmérséklet hatasanak egylittes figyelembe vétele kritikus szempont a
hosszutavu tarolasi koriilmények meghatarozasakor, hiszen ezek interakcigja hatarozta meg a
Botrytis cinerea korokoz6 fenntartasat.

A homérséklet szamos bioldgiai folyamatot jelentésen befolyasol, igy ennek alapjan
feltételeztiik, hogy a korokozok eltarthatosagara a tarolasi hémérséklet is jelentds hatast fog
gyakorolni. Eredményeink alapjan a tarolasi hdmérséklet csokkentésével ndtt azon tenyészetek
aranya, amelyek képesek voltak a teljes Petri-csésze kolonizalasara, amely mintazat
Osszhangban van a szakirodalomban talalhat6 korabbi tudomanyos eredményekkel (Gindro és
Pezet, 2001; Delcan és mtsai., 2002). Delcan és mtsai. (2002) kutatasa soran igazoltak a tarolasi
hémeérséklet életképességet befolyasold hatasat a kiillonbozd korokozok tenyészeteire nézve.

Legjobbnak a homokban 4 °C -on és glicerinben -20 °C -on val6 tarolast talaltak, azonban
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vizsgalataink sordn a fedés tipusa és a taroldsi homérséklet interakcidja nem bizonyult
szignifikans hatasinak. A kutatasunkban a Botrytis esetében -70 és -20 °C-on torténd tarolasok
kozott nem volt kimutathatd kiilonbség, mig a nem fagyasztott izolatumok (10 °C, 20 °C)
tarolhatosaga nagymértékben csokkent a homérséklet novelésével. A Monilinia laxa
novekedésére szintén negativan hatott a tarolasi hémérséklet novelése. Igy hosszatavon a
legjobb ndvekedést -70 °C-0s tarolas mellett értiink el. Ennek vélhetden az lehetett az oka, hogy
a fagypont folotti hdmérsékleteken tarolt izolatumok valdszintileg folytattdk a novekedést és az
anyagcsere folyamatok is csak lassultak, igy idével elfogytak a forrasaik (taptalaj, oxigén) és
¢letképességiik ezaltal jelentdsen lecsokkent.

Megallapitottuk, hogy a vizsgalt korokozok hosszatavu eltarthatosagat a levegétol valod
elzaras is kimutathatéan befolyasolja. A Botrytis cinerea és Monilinia fructigena izolatumok
esetében vizsgalataink sordn hasonlé mintdzatot irtunk le. A glicerinnel fedett korongok dontd
tobbsége egyaltalan nem indult ndvekedésnek a mérések alatt. Ennek hatterében valdsziniileg
az oxigén hidnya allhat, amely a tarolds soran csokkenthette a tenyészetek ¢letképességét.
Delcan és mtsai. (2002) glicerinben tarolt izolatumok esetében 14%-0s novekedésbeli
csokkenést tapasztaltak a kezdeti értékekhez képest. Ezzel 6sszhangban a Botrytis cinerea és
Monilinia fructigena izolatumok esetében vizsgalataink soran hasonl6é mintazatot irtunk le. A
glicerinnel fedett korongok dontd tobbsége egyaltalan nem indult ndvekedésnek a mérések
alatt. Ennek hatterében valdszinlileg az oxigén hianya allhat, amely a tarolas soran
csokkenthette a tenyészetek életképességét.

Korabban feltételeztiik, hogy a fajon beliill az egyes izolatumok jelentds eltérést
mutathatnak egymashoz képest. A feltételezést szamos szakirodalmi forras erdsiti. Példaul egy
vizsgalatban kiilonb6z6 Botrytis cinerea izolatumok névekedési iiteme PDA taptalajon 7,3 és
26,7 mm kozott alakult (Tanovié és mtsai., 2009). Jelen vizsgalatunk soran a kiilonboz6 Botrytis
cinerea, Monilinia laxa és Monilinia fructigena izolatumok novekedési iiteme kozott nem
tapasztaltunk kiilonbséget, tehat a kiilonbozé gazdandvényekrdl szarmazod izolatumok
tarolhatok azonos modon, a tarolas utani életképességiiket sem befolyasolta azt, hogy milyen
gazdandvényrdl szarmaztak.

Vizsgalataink hozzajarulnak a vizsgalt Botrytis és Monilinia fajok laboratoriumi
fenntartasahoz. A vizsgélat célja és id6tartama alapjan kivéalaszthatd, hogy milyen koriilmények
kozott a legeélszeriibb tarolni az adott faj izolatumait.

A Botrytis cinerea életképes marad -20, vagy akar -70°C-on is. Williamson és mtsai.
(2007) is azt valosziniisitették, hogy a hiitott aru kereskedelmének novekedése hozzajarult a

korokozo jelentdségének novekedéséhez. De a Botrytis cinerea csak egyetlen kiragadott példa
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a hlitott aruk és élelmiszerek felszinén jelenlévo korokozokra. Vizsgalatunk felhivja a figyelmet
egy talan kevésbé hangstlyozott problémara, hogy a fagyasztva tarolt élelmiszereinkkel vagy
¢lelmiszeripari nyersanyagokkal novénypatogén korokozok juthatnak el észrevétleniil a vilag
barmely pontjara, ugy hogy mindekdzben megorizhetik életképességiiket és
fert6z6képességiiket. Nehéz megbecsiilni, hogy a jelenségnek az invazids fajok terjedése
szempontjabol milyen ndvényegészségiigyi, s a mikotoxinokat termeld fajok kapcsan milyen

humanegészségiigyi kockazatai lehetnek.
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7. OSSZEFOGLALAS

A Botrytis és a Monilinia fajok vilagviszonylatban a legjelentésebb széles
gazdanovénykorrel rendelkezd ndvénypatogén gombak kozé tartoznak. Szabadfoldon és a
termények taroldsa soran is minden évben komoly veszteséget okozhatnak vilagszerte. A
koérokozok virulencidjanak jellemzéséhez, a fungicidek hatékonysdganak teszteléséhez vagy
akar novényvédoszer-rezisztencia vizsgalatokhoz gyakran hosszadalmas laboratoriumi
vizsgalatok sziikségesek, amely soran elengedhetetlen, hogy az izolatumok életképesek
maradjanak ¢és hosszutdvon megorizzék eredeti novekedési képességiiket, morfologiai
jellemzoéiket. Azonban a fenntartasi modszerek tobbsége azok magas koltségigénye miatt csak
korlatozottan elérhetd a kisebb laboratériumok szamadra, ezért indokolt az alacsony koltségii
modszer vizsgalata, amelyek jo alternativaként szolgalhatnak.

Az utobbi évtizedekben mar szamos kutatds irdnyult a ndvényi korokozdk in vitro
fenntartasara, ennek ellenére kevés szakirodalom szol a Botrytis cinerea és Monilinia spp.
taptalajon torténd tarolasrol, fagyasztasrol. Munkank soran 4 Botrytis, 2 Monilinia fructigena
¢s 2 Monilinia laxa izolatumot vizsgaltunk. A kutatas elsédleges célja volt, hogy feltarjuk az
alkalmazott tarolasi koriilmények koziil azokat a legfontosabb tényezdket, amelyek
befolyasoljak ezen ndvénypatogén izolatumok hosszitavia megorzeését.

A kutatds soran az alabbi vizsgalati kérdéseket fogalmaztuk meg: (1) Kimutathato-e
kiilonbség a kiilonb6z6 ideig tarolt izolatumok novekedési iiteme kozott? (2) Kimutathato-e
kiilonbség a kiillonbozé homérsékleten tarolt izolatumok novekedési iiteme kozott? (3)
Kimutathat6-e kiilonbség a kiilonb6z6 fedési modszerrel tarolt izolatumok ndvekedési iiteme
kozott? (4) Kimutathato-e kiilonbség a kiilonb6z6 izolatumok névekedési liteme kozott (fajon
beliil)? A kisérlet beallitaisahoz PDA taptalajon sporuldlo tenyészetekbdl kivagott korongokat
taroltunk kiilonb6z6 homérsékleteken fedés nélkiil, illetve glicerinnel fedve. Az izolatumok
virulenciajat 3 hét (21 nap) 3 honap (103 nap) és 6 honap (159 nap) elteltével PDA taptalajon,
szobahdmérsekleten, természetes fotoperiodus mellett vizsgaltuk. A kiilonbozd tarolasi
moddszerek Osszehasonlitdsa és értékelése a tenyészetek novekedési iitemének vizsgéalatan
alapult.

Kutatasunk eredményeként a Botrytis esetében az Osszes tarolasi tényezd (ido,
homérséklet, fedés tipusa, valamint a taroldsi homérséklet és a taroldsi id0 interakcioja)
egyarant hatassal voltak a korokozo novekedésére. A Monilinia fructigena esetében a tarolasi
1d0 és a fedés, mig a Monilinia laxa novekedésére az id6 és a homérséklet gyakorolt kimutathatod

hatast.
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A tarolasi id6tartam novelése és a tarolasi homérséklet ndvelése egyarant rontotta
mindharom koérokozd ndvekedési képességét, hiszen a homérséklet novekedésével az
anyagcsere folyamatok is élénkiiltek, és az id0 eldrehaladtival a korokozok feléltek a
rendelkezésiikre allo forrasokat (tapanyag, oxigén). A légmentesen tarolt korongokbdl sokkal
kisebb aranyban fejlédnek életképes tenyészetek. A fajok kiilonb6z6 izolatumainak tarolas
utani novekedési liteme kozott nem talaltunk kiilonbséget, tehat a kiilonb6z6 gazdandvényrdl
szarmaz6 Botrytis cinerea, Monilinia fructigena és Monilinia laxa izolatumok azonos
koriilmények kozott tarolhatok.

A vizsgalat sordn feltartuk a kiillonb6zd tarolasi koriilmények egyméshoz viszonyitott
hatasait, melyek segitséget nyujtanak a tesztelt korokozok hosszutava laboratoriumi
fenntartasahoz. Eredményeink felhivjak tovabbd a figyelmet ndvénypatogén korokozok

fagyasztva tarolt élelmiszerekkel vagy nyersanyagokkal torténd terjedésére.
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10. MELLEKLETEK

1. mérés

2. mérés

3. mérés

4, mérés

5. mérés

6. mérés

7. mérés

1. melléklet: A -70°C-on tarolt BC-1 izolatum fotdi, tarolasi id6tartamonként oszlopokba
rendezve, a sorok a mérési alkalmakat jel6lik (Foto: Juhasz Daniel, 2022-2023)
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2. melléklet: A -70°C-on tarolt MON-3 izolatum fotoi, tarolasi idGtartamonként

oszlopokba rendezve, a sorok a mérési alkalmakat jelolik (Fotd: Juhasz Déniel, 2022-
2023)
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