DIPLOMADOLGOZAT

Tornay Levente

2024



MA\| (=

Magyar Agrar- és Elettudomanyi Egyetem
Budai Campus
Novényvédelmi intézet

Novényorvosi mesterképzési szak

Paradicsomot fert6zo Colletotrichum izolatumok jellemzése

Belso konzulens: Dr. Toth Annamaria
egyetemi adjunktus

Bels6 konzulens
intézete/tanszéke: Novényvédelmi intézet

Novénykortani tanszék

Készitette: TORNAY LEVENTE

MATE Budai Campus

2024



Tartalom

1. BeVeZetes €8 CEIKITUZES .....ooiviiiiiiiiiiiiiie e 3
2. Irodalmi AtEKINTES ......eeviiieiiiicic e 4
N AN o U= Vo [ ot~ o SR 4
2.2 A paradicSOmM KOTOKOZOT .....vvviiiiiii ittt 4
2.3 A ColletotriChUum NEMZELSEE ... ..vvveieieiiesie i 9
2.3.1 A Colletotrichum fajkomplexek kozotti KUlonbségek .......covvevvvereiiieiiniiniiienen, 9

2.4 A paradicsomot fert6z6 Colletotrichum fajoK..........cccoiveiiiiiiiciic e, 10
2.5 A Colletotrichum nemzetség rendszertani besorolasa ..........ccooeveererenenieniiniesiesisieenn, 11
2.6 A Colletotrichum nemzetség foldrajzi elterjedese ........oovviriiiniiiiiiiiieeeeeee, 11
2.7 A Colletotrichum nemzetség gazdasagi jelentdSEge ........c.ovvvrvririieienininireseeeee 12
2.8 A paradicsomot fert6z6 Colletotrichum fajok altal okozott tiinetek ...........cocvevvevennne, 13
2.9 A Colletotrichum fajok DIOIOZIAJa. .......ccververviriirieieiere e 14
2.10 A paradicsomot fert6z6 Colletotrichum fajok morfologija és tenyészbélyegei ......... 15
3. ANYAZ €S MOASZET ....vvieiieiee ettt 20
3.1 A vizsgalat helye €S 1d€J€ .....uviiueiiiiiiiiiieie e 20
3.2 A VIZSZAlAt ANYAZA ...cvviiiiiiiieii i 20
3.2.1 A VizsZAlt NOVENYEK ..o 20
3.2.2 Felhasznalt €SZKOZOK.........ccueiviiiiiiiiiii e 21
3.2.3 Taptalaj és InditOSZEKVENCIAK. .........coviiiiiiiiiiic i 21

3.3 A VIZSZAlat MOASZETE .....ooveiiiiiiiiiiiec s 21
3.3.1 A mintdk gyUjtése €S tArOlASA........ceevviiiiiiiiiiii i 21
3.3.2 A tlinetek JEIIEMZESE ......ocvviiiiiiiiecei e 22
3.3.3 A korokozo izolalasa taptalajon, tiszta tenyészetek fenntartdsa............ccceevveeiinens 22
3.3.4 Morfoldgial VIZSZAlAtoK ..........coviuiiiiiiiiiiiiiii e 22
3.3.5 PatO@ENTLAST TESZLE ...eeiuvvieiiiieeiiiie sttt et ettt bbb e e e 22



3.3.6 MOIEKUIATIS AZOMNOSIEAS .1vvvvvrrrniiieeiiiieestiissseeeeeseesta st eeseeseesss s seeeeeseesssbanrsreessesessnns 23

CETCAMENYEK ... 25
A1 TUNCLEK ...ttt 25
4.2 Morfologiai tulajdonsagok €s tenyészbelyegek ..........coviiiiiiiiiiiiiiiiiciiiecie e 26
4.3 PAtOZENITAST TESZE ..e.veeuviiieeiieiisieesie ettt b e n e nne s 28
4.4 MOIeKUIATiS QZONOSIEAS .....c.vviuiiiiiiitieie e 29

- OSSZEIOGIALAS .......cevvecviecte ettt 33
- KOSZONENYIIVANTLAS ... 34
Ir0daloMIEZYZEK ... 35

. ADTAK €5 tADIAZAtOK JEZYZEKE .v.vvvvrvviecvseeiieeeseieee ettt 41



1. Bevezetés és célkitiizés

A paradicsom (Solanum lycopersicum) az egyik legfontosabb zoldségfaj hazankban,
amely mind a friss fogyasztasra, mind ipari feldolgozésra jelentds gazdasagi értéket képvisel.
Fontos vitamin €s asvanyi anyag forras, legfébb alkotoja a likopin. Emellett C és A vitamint,
vasat, folsavat, és kaliumot tartalmaz. Rendszeres fogyasztasa javitja a latast, csokkenti a
vérnyomast és a koleszterin szintet, magas rost tartalma pedig az emésztérendszerre hat
jotékonyan. Magyarorszagon a palantaneveléssel torténd szaporitds a meghatarozoé jelentdségii.
Szabadfoldi termesztése soran a kiiiltetésre aprilis vége és majus vége kozott kertil sor.

Termesztése soran szamos kartevd és korokozo jelentés karokat okozhat. Az egyik
legfontosabb a Colletotrichum nemzetségbe tartozo gombak altal eldidézett antraknozis.
Magyarorszagon a betegség azota valt jelentdssé, miota szabad f6ldon a paradicsomot nem
folyamatosan, a teljes érettség elott szedik, hanem egy menetben géppel takaritjak be. Ilyenkor
sok bogyd mar tulérett lesz. A betegséget korabban elsdsorban a Colletotrichum coccodes
fajnak tulajdonitottak, amely a paradicsom termésén jellegzetes besilippedd, rothadd foltokat
képez, jelentds terméskiesést eredményezve.

Az utdbbi években azonban tobb kutatds is ravilagitott arra, hogy nem csupan a C.
coccodes faj feleldés a paradicsom kolletotrichumos tiineteinek kialakulasaért, hanem mas,
Colletotrichum nemzetségbe tartozd fajok is képesek hasonld fertézést okozni. Ennek
kovetkeztében a kolletotrichumos betegséget kivaltd patogének pontos meghatarozasa
kulcsfontossagu a hatékony védekezési stratégidk kidolgozasa szempontjabol, mivel a
kiilonbozo6 fajok eltérd biologiaval és patogenitassal rendelkezhetnek.

A kutatasom célja annak a felmérése és meghatarozasa molekuléris vizsgélatokkal
alatamasztva, hogy a hazai paradicsom termesztésben el6forduld kolletotrichumos
betegségekért mely Colletotrichum fajok felelések. A vizsgalt mintak alapjan célunk volt
azonositani a jelen 1évé korokozd fajokat, és feltdrni azok esetleges eltéréseit a korabban
dominansnak tartott C. coccodes-hez képest. Eredményeink hozzajarulhatnak a paradicsom
kolletotrichumos betegségeinek pontosabb megértéséhez, valamint a védekezési modszerek

optimalizalaséhoz.



2. Irodalmi attekintés

2.1 A paradicsom

A paradicsom (Solanum lycopersicum) napjainkban a legnagyobb mennyiségben és
legszélesebb korben termesztett zoldségnovény. Oshazaja Dél-Amerika, ahol mar az &si inka
torzsek is termesztették, majd késobb a spanyol hoditok a XVI. szazadban behoztak Eurdpaba,
ahol kezdetben diszndvényként termesztették, mert gy gondoltdk mérgez6. Késobb a XVII.
szazadban fokozatosan elterjedt termésének fogyasztasa (Cebolla-Cornejo et al., 2013).

Botanikailag a paradicsom a burgonyafélék (Solanaceae) csaladjaba tartozik, termése
1édus bogyotermés. Gazdasagi jelentdsége szamottevd, hiszen nem csak frissen fogyasztjak
termését, hanem feldolgozott forméban is megtalalhatjuk a boltok polcain sliritményként,
ketchupként vagy konzervként. A vilagon az éves paradicsomtermelés meghaladja a 180 millio
tonnat. Az egyik legnagyobb termel6 Kina, majd ezt kovetéen Eurdpa, India és Amerika (FAO,
2023).

A paradicsom tapértéke is szamottevd, sok C vitamint tartalmaz, illetve likopint, ami
antioxidans tulajdonsagénak koszonhetéen daganatos, valamint sziv €s érrendszeri betegségek
megelézésére hasznalhato (Rao és Agarwal, 2000).

A termesztése egyarant folyik szabadfoldon €s hajtatasban is. Mindkét termesztési
moddnak megvannak a maga korokozoi és kartevoi, melyek jelentds gazdasagi karokat tudnak
okozni. Az el6bbiek k6zé tartoznak a virusok, baktériumok és a kiilonféle gombas betegségek,
mint példaul a Colletotrichum nemzetség tagjai. A Kkarositok ellen vald védekezés

nélkiilozhetetlen a fenntarthato és gazdasagilag hatékony paradicsom termesztés biztositasahoz.

2.2 A paradicsom korokozoi

A paradicsom (Solanum lycopersicum) termesztése soran korokozok megjelenésével
kell szamolnunk, akar szabadfoldon akar tiveghazban termesztiink. Ezek jelentds terméskiesést
okozhatnak. A korokozok kozé tartoznak a gombak, baktériumok, virusok, viroidok és
fitoplazmék, melyek elterjedése, eléfordulasa fiigg a termesztéstechnologiatdl €és a kdrnyezeti
tényezoktol. Az 1. tablazatban mind a hajtatott mind a szabadfoldi paradicsom termesztése
szempontjabodl 1ényeges korokozok taldlhatok. Az integralt novényvédelmi rendszerek (IPM)
alkalmazasa alapvetd fontossdgu a betegségek ellen vald védekezésben és a kornyezettudatos

termesztésben (Jones, 2016).



1. tablazat: A paradicsomot fert6z6 fontos koérokozok listaja

Rendszertan Korokozé Betegség Hivatkozas
.. Tomato .
Bunyaviridae . . ietal.,
y . Spotted Wilt Paradicsom foltos hervadas virus Q
Tospovirus . 2021)
Virus
Virgaviridae Tomato Paradicsom mozaik virus (Alon et
Tobamovirus Mosaic Virus al., 2021)
Alphafelxiviridae | Pepino Mosaic Penino mogaik vi (EPPO,
Potexvirus Virus CPING MOozatk VIrus 2024)
Bromoviridae Cucumber L
. e (Bujarski
Cucumovirus, Mosaic Virus, . s v
. . A paradicsom pafranyleveliisége etal.,
Virgaviridae Tomato 2019)
Tobamovirus Mosaic Virus
Bromoviridae Cucumber
Cucumovirus, Mosaic Virus,
Alphaflexivirdae Potato X . ) (EPPO,
. . A krotikus elhala
Potexvirus, Virus, paradicsom nekrotikus elhalasa 2024)
Virgaviridae Tobacco
Tobamovirus Mosaic Virus
. .. Tomato Brown .
Virgaviridae . Paradicsom barna termésrancosodas (Alon et
. Rugose Fruit ]
Tobamovirus . virus al., 2021)
Virus
. Tomato Yellow Navas-
Gemiviridae Paradicsom sarga levélgondorodés ( .
Bedomovirus Leaf Curl virus Castillo et
g Virus al., 2000)
Tomato
. . (Navas-
Closteroviridae Infectious ) _ L, .
o . Paradicsom fert6z6 klordzis virus Castillo et
Crinivirus Chlorosis
. al., 2000)
Virus
Candidatus (EPPO
Acholeplasmataceae | Phytoplasma A paradicsom sztolburja 202 4)’
solani
Clavibacter
Microbacteriaceae | michiganensis . . (Nandi et
. P kl kt tegsé
Clavibacter subsp. aradicsom klavibakteres betegsége al., 2018)
michiganensis
Pseudomonas .
Pseudomonadaceae . A paradicsom pszeudomonaszos (EPPO,
syringae pv. )
Pseudomonas betegsége 2024)
tomato




Xanthomonas .
Xhantomonadaceae . A paradicsom xanthomonaszos (EPPO,
campestris pv. ,
Xanthomonas . : betegsége 2024)
vesicatoria
(Index
Oomycota Phytophthora .
y yt P A paradicsom fitoftoras betegsége Fungorum,
Peronosporaceae infestans
2024)
Fusarium
Ascomycota . : EPPO,
Nectrigceae oxysporum _f._ A paradicsom fuzariumos hervadasa ( 2024)
sp. lycopersici
AscomyCOta Dldymel.la. A paradicsom didimellas betegsége (EPPO,
Didymellaceae lycopersici 2024)
Ascomycota Alternaria ) .., , (Index
. A paradicsom alternarids betegsége | Fungorum,
Pleosporaceae solani
2024)
i : L (Index
Ascomycota Septoria A paradicsom szeptérids Fundorum
Mycosphaerellaceae lycopersici levélfoltossaga g '
2024)
Ascomycota Cladosporium A paradicsom kladosporiumos (EPPO,
Cladosporiaceae fulvum levélfoltossaga 2024)
Ascomycota Colletotrichum A paradicsom kolletotrichumos (EPPO,
Glomerellacae spp. betegsége 2024)
Golovinomyces
lycopersici,
Ascomycota Erysiphe . . (EPPO,
. . A paradicsom lisztharmata
Erysiphaceae lycopersici, P 2024)
Leveillula
taurica
. Index
Ascomycota Botrytis . . , (
e . A paradicsom botritiszes betegsége | Fungorum,
Sclerotiniaceae cinerea 2024)

A gombas betegségek a paradicsom termesztésben az egyik legnagyobb kihivast
jelentik, kiilonésen meleg és paras kornyezetben, ami a legtobb névénypatogén gombanak

optimalis a fertézésre.
Phytophthora infestans

A Phtyophthora infestans, a burgonyavész korokozdja nem csak a burgonyatermesztést

neheziti, de a paradicsom termesztésben is okoz fejfajast a termesztoknek. A betegség gyorsan



terjed nedves kornyezetben, és sulyos karokat okoz a névények levelein, szaran és termésein,

valamint palantad6lést is okozhat a fiatal novényeknél (Nowicki et al., 2012).
Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici

A paradicsom fuzariumos hervadasa hirtelen hervadast okoz, amely akar
novényelhalashoz is vezethet. A betegség kiterjedt barna gyokérrothadassal és vordsesbarna
érszoveti elszinezOdéssel jar. A ndvényi maradvanyokon a talajpan marad fennt
klamidosporakkal. Az ellendllo fajtdk és a talaj fertdtlenitése a leghatékonyabb védekezési

modszerek (EPPO, 2004).
Didymella lycopersici

A Didymella lycopersici a paradicsomon és paprikan okoz karokat, kiilondsen a csirazas
elotti €s utani idoszakban. A betegség iiveghazban kiilonosen jelentds, ahol a szar foltosodasa
¢és hervadasa a novény pusztulasahoz vezethet. Kiilonos tekintettel kell lenni az egészséges

szaporitdanyagra, mivel a magok hordozhatjak a betegséget (Kasselaki et al., 2008).
Alternaria solani

Az alternarias betegségnek a hazikertekben, szabadfoldon ¢€s hideghajtatasban van
nagyobb jelentdsége, de korszerli liveghdzi termesztés sordn is eléfordulhat. Ez a fitopatogén
gomba kifejezetten szereti a meleg iddjarast, igy nyaron, nyar végén a legjellemzdébb. Tiineteit
tekintve a n6vény minden részét fertézi, minden fenologiai fazisban, a leveleken és terméseken

koncentrikus barna, sotétbarna kerek foltok jonnek 1étre (EPPO, 2004).
Septoria lycopersici

A szeptorids levélfoltossag gyakran a fentebb emlitett alternarids betegéggel egyiitt
fordul eld. A korokozo6 a paradicsom levelét fertézi. A leveleken kis méretii, kezdetben sargulo,

majd késobb barna kerek foltok keletkeznek, amik be is szaradnak (Parker et al., 1997).
Cladosporium fulvum

Angol neve ,,leaf mold” azaz levél penész. Ez a gombafaj leginkdbb a leveleket fert6zi
iiveghdzi allomanyban, a ndvény egyéb részein ritkan fordul elé tlinet. A 90% feletti
paratartalom és a 18-27 Celsius fok idedlis a fejlodéséhez. A levelek sulyos fert6zodése esetén

terméskieséssel kell szamolni (EPPO, 2004).



Colletotrichum spp.

A Colletotrichum fajok antraknozist okoznak, amely stlyos gazdasagi karokat
eredményezhet a szabadfoldi paradicsom termesztés soran. A leggyakrabban el6forduld
paradicsomot fert6zé Colletotrichum fajok: Colletotrichum coccodes, Colletotrichum
nymphaeae, Colletotrichum fioriniae és Colletotrichum acutatum (Zivkovic et al., 2010). A
legtijabb kutatas alapjan 11 paradicsomot is fert6zé Colletotrichum fajt irtak le (Talhinhas és
Baroncelli, 2021) A terméseken besiippedd sotét foltok keletkeznek, melyek késobb

rothadasnak indulnak, ezzel eladhatatlanna téve a termést.
Golovinomyces lycopersici

A paradicsom lisztharmatat tobb korokozo is okozhatja. Az legelterjedtebb a
Golovinomyces lycopersici és az Erysiphe lycopersici, de ezeken kiviil a Leveillula taurica is
gyakran el6fordul. Tiineteit tekintve epifita vagy endofita (Leveillula taurica) micéliumot hoz
létre a leveleken, néhany esetben pedig a szaron. Sulyos fertézés kovetkeztében ez a levelek
szaradasahoz vezethet. A tobbi gombas fertdzéssel ellentéteben a lisztharmatok nem igényelnek
olyan magas paratartalmat a fertézéshez. Uveghazakban jelentds korokozé a Botrytis cinerea
mellett (Matsuda et al., 2001).

Botrytis cinerea

A sziirkerothadast okoz6 Botrytis cinerea a paradicsom esetében leginkabb az
iiveghdzakban okoz karokat, de polifag korokozoként szamos ndvény termesztését
megneheziti. A fertdzés gyorsan terjed megfeleld koriilmények kozott, melyek a paras és zart
kornyezet. A legyengiilt, stresszelt novényeken a termések rothaddsnak indulnak, illetve a

levelek szaradnak (Williamson et al., 2007).

A paradicsomot érintd gombas betegségek attekintése elengedhetetlen ahhoz, hogy
megértsiik a termesztés soran fellépd kiillonféle korokozok jelentdségét és a veliik szembeni
védekezés komplexitasat. A dolgozat f6 fokusza a Colletotrichum nemzetség fajai altal okozott
fertézések, de a fentebb emlitett egyéb gombas betegségek ismerete szintén sziikséges a
hatékony, fenntarthato és gazdasagos paradicsom termesztéshez.

A szabadfoldi termesztésben a Colletotrichum fajok komoly karokat okozhatnak,
kiilondsen meleg, nedves iddjards esetén. Az iiveghazi termesztésben viszont a betegség
el6fordulasa ritkébb, és inkabb mas koérokozok domindlnak, mint példaul a fentebb emlitett

Botrytis cinerea.



2.3 A Colletotrichum nemzetség

A Colletotrichum nemzetség szamos jelentds korokozot foglal magaban, amelyek széles
gazdanovénykorrel rendelkeznek vilagszerte, beleértve a paradicsomot is (Cannon et al., 2012).
A Colletotrichum nemzetségbe tartozéo gombak jellemzéen hemibiotrof életmodot folytatnak,
ami azt jelenti, hogy kezdetben biotréfként élnek a gazdandvényen, anélkiil, hogy stlyos
karokat okoznanak, majd késobb nekrotroffa valnak, €s a novényi szdveteket pusztitjak
(Talhinhas és Baroncelli, 2021).

A Colletotrichum nemzetség els6 leirt faja a Colletotrichum lineola, amelyet 1831-ben
August Carl Joseph Corda azonositott, egy Apiaceae csaladbdl szarmazd ndvényi szarrol,
Kozép-Eurdpabdl a mai Cseh Koztarsasag teriiletérél (Hyde et al., 2009). Ezt kovetden a fajok
dont6 tobbsége 1888-1975 kozott lett leirva (638 faj), ezutan 1976 és 2008 kozott koriilbeliil
évente 1 0j fajt jegyeztek fel. Majd 2009-t61 2021-ig tovabbi 228 fajt, ami évente 18.3 1) fajt
jelentett (Talhinhas és Baroncelli, 2021). Ahogy fejlédtek a molekularis és genetikai
vizsgalatok egyre tobb fajt kiilonitettek el egymastdl és fajkomplexeket hoztak létre. A
Colletotrichum fajkomplexek kiilonbozé jellemzOk alapjan térnek el egymastol, amelyek
molekularis, morfologiai és oOkologiai sajatossagokra épiilnek. Az egyes komplexek
elkiilonitését és rendszertani besorolasat leginkdbb molekularis filogenteikai elemzések alapjan
végzik. A legfrissebb, 2022-es adatok szerint a Colletotrichum nemzetséghez 16 fajkomplex
tartozik. Ezen kiviil taladlhat6 15 6ndllo (singleton) faj, amelyeket nem tudtak fajkomplexekbe
sorolni (Liu et al., 2022).

2.3.1 A Colletotrichum fajkomplexek kozotti kiillonbségek

Morfoldgiai kiilonbségek: Morfologiailag a fajok konidiumai, szaporitoképleteik és
hifaik alapjan kiilonithetok el, Példaul a C. acutatum fajkomplex fajaira jellemzoek a hegyes
végl konidiumok, mig a C. gloeosporioides fajkomplex fajai tompabb végli konidiumokat
képeznek (Cannon et al., 2012; Jayawardena, 2021).

Okolégiailag és gazdanévénykér alapjan: Az egyes fajkomplexek eltérd
gazdandvényekre specializalodhatnak, ami szintén segiti a fajok elkiilonitését. Példaul a C.
acutatum fajkomplex fajai polifagok, széles gazdanovénykorrel rendelkeznek, mig a C.
orbiculare fajkomplex tagjai specifikusan egy fajt vagy csaladot fert6znek (Cai et al., 2009;
Jayawardena, 2021).

Patogenitas és életméd alapjan: Egyes fajkomplexek hemibiotrof életmodot kdvetnek,

mig masok endofitaként vagy nekrotrofként élnek. Példaul a C. acutatum fajkomplex tagjai



tobbségében hemibiotrofok, amig a C. orbiculare tagjai inkabb nekrotrof életmoduak (Peres et
al., 2005).

Molekularis kiilonbségek: A Colletotrichum fajkomplexek elkiilonitéséhez tobbgénes
molekularis filogenetikai elemzést hasznalnak. Az rDNA-ITS régiot széles korben alkalmazzak
a gombak taxonomidjaban, de az olyan gének, mint a gapdh, tub2, act, cal, és his3 is fontosak
a kiilonb6z6 fajok kozotti filogenetikai kapcsolatok meghatarozasaban (Cai et al., 2009; Damm
et al., 2012a; Jayawardena, 2021).

2.4 A paradicsomot fert6zo Colletotrichum fajok

Paradicsom tekintetében Talhinhas és Baroncelli (2021) tanulmanya alapjan 11
paradicsomot is fert6z6 Colletotrichum fajt irtak le. Ezek a kovetkez6 fajok: C. acutatum, C.
fioriniae, C. johnstoonii, C. nymphaeae, C. salicis, C. simmondsii, C. boninense, C. karstii, C.
truncatum, C. coccodes, C. nigrum.

A C. acutatum fajkomplexbdl szarmazik a legtobb paradicsomot is fert6zo
Colletotrichum faj. Ez a fajkomplex rendkiviil valtozatos, morfologiailag és filogenetikailag
sokféle csoport. Korabban egyetlen fajnak tekintették (Colletotrichum acutatum), de késébb a
molekularis vizsgalatok fejlddésének kdszonhetden szamos Uj fajt kiilonitettek el beléle. Damm
¢s munkatarsai (2012) jelentds taxondmiai atdolgozasa 31 fajt ismert el a komplex részeként,
ami mara 41-re béviilt (Talhinhas és Baroncelli, 2021). A fajok gyakran okoznak
gytimolcsrothadast, konidiumaik egyik vagy mindkét vége kihegyesedd, ami morfologiai
jellemzdjiik. A fajok elkiilonitéséhez genetikai vizsgéalatokat végeztek, ahol az ITS, gapdh,
CHS-1, act és tub2 gének szekvenciaadatait hasznaltak (Jayawardena, 2021; Talhinhas és
Baroncelli, 2021). A fajkomplex paradicsomot is fert6zo tagjai: C. acutatum, C. fioriniae, C.
johnstoonii, C. nymphaeae, C. salicis és a C. simmondsii.

A C. boninense fajkomplexbdl 2 faj is fertézi a paradicsomot a C. boninense és a C.
karstii (Talhinhas és Baroncelli, 2021). Ez a fajkomplex 25 kozeli rokon fajt foglal magaban.
A konidiumok képzésénél jellemzbéek a konidiumképzé sejteknél a levalasi hegek. A fajok
koziil néhany specifikus gazdandvényhez vagy foldrajzi teriiletekhez kotédik. A fajkomplex
tagjai kozt lehetnek fitopatogének vagy endofitak (Jayawardena, 2021). A Colletotrichum
boninense fajt elészor Japanban, a Bonin- szigeteken azonositottak, azdta szamos névényen
megtalaltak vilagszerte. Kiilonb6zé novénycsaladokban, példaul az Amaryllidaceae,
Orchidaceae, Proteaceae és Solanaceae csaladokban fordul el6, gyakran antraknozist okozva

a leveleken és a terméseken (Damm et al., 2012b). A C. karstii a fajkomplex leggyakoribb és
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foldrajzilag legelterjedtebb faja, mely széles gazdandvénykorrel rendelkezik (Damm et al.,
2012b).

A C. truncatum fajkomplex négy kozeli rokonsagban allo fajbol all, amelyek koziil kettd
patogén, kettdé pedig szaprofita. A fajokat jellegzetes morfoldgiai tulajdonsagaik, példaul a
gOrbiilt, tompa végii és éles csucst konidiumok alapjan lehet megkiilonboztetni (Jayawardena,
2021). A legtobb faj gazdaspecifikus, kivéve a C. truncatum-ot, amely human patogénként is
megjelenhet (Squissato et al., 2015). A C. truncatum fertézheti a paradicsomot is (Saini et al.,
2017).

Onallo fajok:

Paradicsomot fert6z6 Colletotrichum-ok koziil kettd egyik fajkomplexbe se tartozik,
ezeket nevezziik 6nalld (singelton) fajoknak. Ez a két faj a C. coccodes és a C. nigrum. A
filogenetikai vizsgalatok azt mutattak, hogy a C. coccodes egy kiilonallo leszarmazasi vonalat
képvisel a nemzetségen beliil (Jayawardena, 2016). Ezen elemzések alapjan két kladot
kiilonitettek el a fajon beliil: C. coccodes és C. nigrum. Az utobbi klad létezését sokaig
kérdésesnek tartottak, de Gjabb vizsgalatok eredményeként mostanra 6nall6 fajként ismerték el
(Liu et al., 2011; Liu et al., 2013). Ennek ellenére a két kozeli rokon faj megkiilonboztetése
nem egyszerli. Manova és munkatarsai (2022) kutatasa soran, ahol a Solanaceae csaladot
fert6z6 Colletotrichumokat vizsgaltak, az ACT ¢és TUB2 masodlagos DNS-barcode-ok
alkalmazasaval 6k is alatimasztottak a coccodes csoport két kladra valo osztasat. Tovabba a C.
nigrum leginkabb a termésekrdl, mig a C. coccodes foleg a gyokerekbdl keriilt izolalasra
(Manova et al., 2022).

2.5 A Colletotrichum nemzetség rendszertani besorolasa

A Colletotrichum nemezetség rendszertanilag a Gombak orszagaba, a Dikarya
alorszagba, Ascomycota torzsbe, Pezizomycotinia altdrzsbe, ezen beliill a Sordariomycetes
osztalyba, Hypocreomyceridae alosztalyba és a Glomerellales renden beliili Glomerellaceae
csaladba tartozik (Index Fungorum, 2024).

2.6 A Colletotrichum nemzetség foldrajzi elterjedése

Jelenleg 2024 szeptemberében az Index Fungorum listaja alapjan 1060 Colletotrichum
faj van leirva. Ezek koziil 945 kiilonallo fajként és a maradék 115, fajon beliili forma species-
ként vagy varietas-ként van leirva (Index Fungorum, 2024).

A Colletotrichum nemzetség tagjai globalisan jelen vannak és szamos gazdasagilag
jelentds, illetve kevésbé jelentés novény patogénjei. Az elterjedésiiket tekintve az Osszes

kontinensen talalkozhatunk képviseldjével, leszamitva az Antarktiszt. A legtobb faj polifag,
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azaz tobb gazdandvénnyel rendelkezik, de nemzetségen beliil taldlkozhatunk oligofag (pl.:C.
lupini csak a Lupinus spp.-t fertézi) képviseldvel is (Talhinhas és Baroncelli, 2021).
Alapvetéen a Colletotrichum fajok tobbsége Azsiabol, Oceaniabol és Ausztraliabol
szarmazik (1. abra). Europaba sok fajt behurcoltak €s a klimavaltozasnak koszonhetéen ezek a
fajok meg is telepedtek. Foldrajzi elhelyezkedését tekintve Magyarorszagnak a C. nymphae, C.
coccodes, C. fioriniae és a C. acutatum fajokkal lehet szamolni, ugyanis ezek a fajok Eur6paban
széles korben elterjedtek. Tovabba szamolni lehet a C. nigrum megjelenésével is, Ili¢i¢ és

munkatarsai (2024) mar igazoltak a korokozo jelenlétét a szomszédos Szerbidban.

N.C. America S. America  Africa Europe Oceania Total

C. siamense 20 38 6 0 144 25 228
C. gloeasporioides 10 17 6 54 110 20 217
C. fructicola 11 37 2 8 113 6 176
C. fioriniae 43 1 1 33 36 22 134
C. truncatum 5 4 2 2 110 7 130
C. karstii 16 24 6 19 48 19 130
C. nymphaeae 15 26 8 39 28 6 118
C. acutatum 0 10 15 19 4 28 68
C. godetiae 5 3 1 51 3 2 65
C. theobromicola 12 27 0 0 5 13 56
C. tropicale 9 26 0 0 13 0 48
C. lupini 5 1 4 17 2 16 45
C. scovillei 1 5 0 0 36 0 42
C. simmondsii 2 0 0 2 2 34 40
C. brevisporum 2 12 0 0 22 4 40
C. asianum 3 8 3 0 11 9 34
C. coccodes 7 1 2 13 4 4 31
Total (incl. other spp.) 3 35 420 1144 347

1. abra A Colletotrichum fajok eléfordulasainak szama kontinensenként (azoknal a fajoknal,
amelyeknél ebben a forrasban 30 vagy annal tobb feljegyzés szerepel) (Forras: Talhinhas és
Baroncelli, 2021) A hétérképek (zold — alacsony; piros — magas) az egyes fajok relativ
eléfordulasi gyakorisagat abrazoljadk kontinensenként.

2.7 A Colletotrichum nemzetség gazdasagi jelentosége

A Colletotrichum-ok a vilagon a top 10 legtobb gazdasagi kart okoz6 fitopatogén
gombak kozé tartoznak (Dean et al., 2012). A Colletotrichum fajok altal okozott antrakno6zisos
betegség vilagszerte jelentGs gazdasagi kart okoz a paradicsom termesztésben, gyakrabban
szabadf6ldon, de novényhazi koriilmények kozott is el6fordulhat. Ezek a gombas betegségek a
névény minden részét megfertdzhetik, de a legnagyobb problémat a termés fertézésével
okozzék, ami sulyos terméskieséshez vezethet, kiilonosen a termés érési szakaszaban és a
betekaritas utan posztharveszt (Hyde et al., 2009). A Colletotrichum fertézések gazdasagi

jelentdsége abban rejlik, hogy a fert6zésre idealis idoben a terjedése gyors €s azok a termések
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amelyek mar fert6zottek nem gyogyithatok, eladhatatlanok (Liu et al., 2011). Ezen kiviil
posztharveszt patogének is, mivel képesek nem-patogén formaban talélni, €s a betakaritas utan
fertézni a terméseket (Talhinhas és Baroncelli, 2021). Mivel a szabadfoldi paradicsom
termesztés soran egy menetes betakaritas a bevett technoldgia, ezért jellemzden eléfordul, hogy
a termés tulérik, ennek kovetkeztében konnyebben sériil és fertozodik meg gombas
betegségekkel. A C. coccodes mint a legfébb koérokozoja a paradicsom antrakndzisanak,
fungicides kezelés nélkiil akar 70%-o0s termésveszteséget is okozhat szabadfoldon. Tobbszori
fungicides kezelés mellett is 5-15%-o0s termésrothadassal lehet szamolni (Byrne et al., 1997).
Az egyik legfrissebben leirt faj Eurdépaban a C. nigrum, melyet 2024-ben mutattak Ki
Szerbiaban, ahol jelentés gazdasagi karokat okozott ez a korokozo (Ilici¢ et al., 2024). Hasonld
esetek fordultak el az USA-ban, Oroszorszagban és Uj-Zélandon is, ahol szamottev

veszteségeket jelentettek a gomba (C. nigrum) fertézése miatt. (Rivera et al., 2016).

2.8 A paradicsomot fert6zé Colletotrichum fajok altal okozott tiinetek

A Colletotrichum fajok tipikus tiinete az antraknozis. A paradicsomon a kiilonb6z6
Colletotrichum fajok altal okozott antraknozis nagyon hasonld, ezért nehéz a tiinetek alapjan
meghatarozni a kiilonboz6 fajokat. A biztos hatarozas érdekében morfologiai €s molekularis
vizsgalatokat sziikséges végezni (Manova et al., 2022). A fert6zés mind az éretlen, mind érett
paradicsomokat érintheti, azonban a tiinetek leginkabb az érett terméseken jelentkeznek. A
kezdeti tiineteik kissé besiippedd kor alaku vizenyds foltokként jelentkeznek az érett termések
feliiletén. Ezek a foltok gyorsan nének, majd a 1éziok helyén sotét koncentrikus gytrik (2.
abra) jelennek meg, amik késobb Gssze is néhetnek. Idealis kornyezeti koriilmények kozott a
foltokban a lazac szint6l a narancssargan at, a sziirke barmilyen arnyalataig megjelenhet a
konidiummassza ( Kumar et al., 2018; EPPO, 2024).
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2. abra Az antraknozis tiinetei paradicsomon: (a) besiippedt folt és narancssarga

konidiummassza; (b) fekete acervuluszok (Forras: Svetlana et al., 2010)

2.9 A Colletotrichum fajok biologiaja

A Colletotrichum fajok kiilonb6z6 ¢életmodokkal és fert6zési mechanizmusokkal
rendelkeznek. A nemzetségen beliil a kovetkezd életmodok fordulnak eld: endofita,
hemibiotrof, nekrotrof, latens, és nyugalmi (Cannon et al., 2012). A hemibiotrofia, amely egy
kezdeti biotrof fazist kovetden nekrotrof fazisba valt at, a leggyakoribb fertézési forma a
Colletotrichum nemzetségben. A Colletotrichum fajok képesek életmodjukat valtoztatni. Az
¢letmodvaltast a gazdandvény érettsége, ellendllo képessége, a kornyezeti tényezok, valamint
a gomba virulenciaja hatarozza meg (Jayawardena, 2021).

A Colletotrichum fajok életciklusa két fazisra oszthato: aszexualis (ivartalan) és
szexualis (ivaros) fazis. Az aszexudlis ciklus sordn a gomba acervuluszokat hoz létre a
gazdandvény intrakutikularis rétegében. Amikor a micélium a névény epidermisze és a kutikula
kozé nd, a kutikula megreped, és az érett acervulusz lathatova valik, amiben konidiumok
képzddnek. Az ivaros alakok ritkan figyelhet6k meg természetes kornyezetben. Az ivaros
reprodukcid soran peritéciumok képzddhetnek, amik segitik a gomba tulélését kedvezdtlen
id6szakokban (Jayawardena, 2021).

A Colletotrichum-ok fertézési ciklusa 2 6 szakaszra oszthatd: fert6zés elbtti (pre-
infection) és fertézés utani (post-infection) (Jayawardena, 2021) A fert6zés el6tti szakaszban a
gomba behatol a ndvénybe €s kolonizalja azt. Ez éltalaban a konidiumok csirdzasaval és
apresszorium kialakuldsaval torténik. Az apresszoriumok segitik a gomba bejutasat a novény
kutikuldjan keresztiil (Perfect et al., 1999). Ritkan el6fordulhat, hogy a bejutas nem
apresszoriumok segitségével torténik, hanem a ndvény sériilésein keresztiil, vagy akar a

sztromakon keresztiil jut be a gomba, amit indirekt penetracionak neveziink (Latunde-Dada,
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2001). A fert6zés utani szakaszban a Colletotrichum-ok vagy hemibiotrofként vagy
nekrotrofként folytatjak a fertézést. A hemibiotrofia egy tiinetmentes bidtrof fazissal kezdddik,
majd atvalt nekrotrof fazisba ahol a hifak sejtfal-bontdé enzimeket termelve pusztitjak a
gazdanovényt (O’Connell et al., 2012). Az C. acutatum fajkomplex fajai, ahonnan a legtobb
paradicsomot is fert6z6 Colletotrichum szarmazik, gyakran egy rovid biotof fazis utan
atvaltanak nekrotrof fazisba, azaz hemibiotrofok (Damm et al., 2012a).
2.10 A paradicsomot fert6z6 Colletotrichum fajok morfologiaja és
tenyészbélyegei

A C. coccodes tenyészbélyegei bugonya-dextroz agar (PDA) taptalajon kor alakuak,
kezdetben fehéres szintiek, majd idével sziirkés szinivé valnak, és fekete képletek
(acervuluszok) képzédnek benniik (3. abra) (Liu et al., 2011). A tenyészetekben
konidiummassza is képz6dhet, ami a lazac szintdl kezdve rozsaszines, narancssargas is lehet.
A micélium ritkas, fehér szinli. A tenyészet fondki oldala fehéres-sargas szinti. A konidiumok
szeptum nélkiiliek, sima falaak, hialinok (atlatszo), hengeresek és lekerekitett végliek (Liu et
al., 2011; Pérez-Mora et al., 2020). Mérettartomanyait a 2. tablazat tartalmazza.

2. tablazat A Colletotrichum coccodes konidium méretei

Forras Konidium hosszusaga (um) | Konidium szélessége (um)
(Liu etal., 2011) 16-26 2,5-5
(Pérez-Mora et al., 2020) 15,5-21-3 3,6-5,3
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3. abra A Colletotrichum coccodes tenyészbélyegei PDA taptalajon (1-2) és konidiumai (3-5)

(Forras: Liu et al., 2011)

A Colletotrichum acutatum PDA taptalajon fehéres-sziirkés tenyészeteket képez. A

tenyészet kozéppontjanal fekete acervuluszokat (4. abra) fejleszt. A konidiumok hialinok,

szeptum nélkiiliek, ors6 alakiak vagy hengeresek, méretiik a 3. tablazatban talalhato

(Zivkovic et al., 2010).

3. tablazat A Colletotrichum acutatum konidium méretei

Forras Konidiumok hosszisaga (um) | Konidiumok szélessége (um)
(Zivkovic et al., 2010) 11,2-16-3 2,4-48
(Vichova et al., 2012) 11-15 25-4
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4. abra A Colletotrichum acutatum tenyészete PDA taptalajon és konidiumai 1000x-es

nagyitason (Forras: Zivkovic et al., 2010)

A Colletotrichum fioriniae PDA taptalajon fehéres-vilagossziirke szinii tenyészeteket

képez, fonaki oldala narancssargas-barnas szinii (5. abra). A tenyészet kozepén lathatok sotét

szin{i acervuluszok. Az acervuluszbdl a szetak hianyoznak. A konidiumok hialinok, mindkét

végiik hegyes, méretiik a 4. tablazatban olvashat6 (Shivas és Tan, 2009; Da Lio et al., 2018).

4, tablazat A Colletotrichum fioriniae konidium méretei

Forras Konidiumok hosszisaga (um) | Konidiumok szélessége (pum)
(Shivas és Tan, 2009) 9-15 3-4,5
(DaLioetal., 2018) 10-14 3-4

5. abra A Colletotrichum fioriniae tenyészete PDA taptalajon és konidiumai (Forras: Fu et

al., 2019)
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A Colletotrichum nymphaeae PDA taptalajon fehéres- sziirkés tenyészeteket képez.

Felszinén lazacszinli koncentrikus korokben képzédnek a konidiumok (6. abra). A konidiumok

hialinok, révidek, hengeresek, végeik lekerekitettek, méreteik az 5. tablazatban lathatok
(Guginski-Piva et al., 2018; Chechi et al., 2019).

5. tablazat A Colletotrichum nymphaeae konidium méretei

Forras Konidiumok hosszusaga (um) | Konidiumok szélessége (pum)
(Guginski-Piva et al., 2018) 12,3-13-6 5,1-6,3
(Chechi et al., 2019) 8-25,9 2,4-9,9

6. abra A Colletotrichum nymphaeae tenyészete PDA taptalajon (A) és konidiumai (B)
(Forras: Guginski-Piva et al., 2018)

A Colletotrichum nigrum tenyészete PDA taptalajon kezdetben fehéres vagy sziirkés

szinli micéliummal atszott. Késébb a tenyészet sziirkés-fekete szinli lesz, az acervuluszok

megjelenése miatt (7. abra). A konidiumok hialinok, sima faltak, henger alakiak, méretiiket a

6. tablazatban olvashatjuk (Liu et al., 2013; Ilici¢ et al., 2024).

6. tablazat A Colletotrichum nigrum konidium méretei

Forrés Konidiumok hossztsaga (um) | Konidiumok szélessége (um)
(Tlici¢ et al., 2024) 12,6-23,1 2,1-4,2
(Liu et al., 2013) 15-20 3,5-4
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7. abra A Colletotrichum nigrum tenyészete PDA taptalajon (b) és konidiumai

(Forras: Liu et al., 2013; Ili¢i¢ et al., 2024)
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3. Anyag és modszer

3.1 A vizsgalat helye és ideje
A vizsgalatokat a Magyar Agrar- és Elettudomanyi Egyetemen, a Novényvédelmi

Intézet, Novénykortani Tanszékének laboratoriuméban végeztiik 2022-2023 kozott.

3.2 A vizsgalat anyaga

3.2.1 A vizsgalt novények

A vizsgalathoz a Colletotrcihum nemzetség jellegzetes tlineteit mutaté paradicsom
terméseket gyijtottiink. A mintdk Szdédligetrél hazikertbdl, a soroksari tangazdasagbol és
Veresegyhazrol szarmaznak. Az izolatumok kodjai, gazdandvénye, a gyiijtés helye és ideje a 7.

tablazatban olvashato.

7. tablazat A vizsgalt izolatumok kddja, gazdandvénye, gyiijtés helye €s ideje

Izolatumok kédja Gazdandvény Gyfjtés helye Gytjtés ideje

PO1 Solanum Veresegyhaz 2022.09.15
lycopersicum

P02 Solanum Veresegyhaz 2022.09.15
lycopersicum

P03 Solanum Szodliget 2022.09.20
lycopersicum

P04 Solanum Szddliget 2022.09.20
lycopersicum

P05 Solanum Soroksar 2022.09.07
lycopersicum

P06 Solanum Soroksar 2022.09.07
lycopersicum

PO7 Solanum Soroksar 2023.09.15
lycopersicum

P08 Solanum Soroksar 2023.09.15
lycopersicum




3.2.2 Felhasznalt eszkozok

A kutatas folyaman a tanszéken taldlhatdo fém-, liveg-, porcelan-, és milanyag
eszkOzoket hasznaltuk. A tenyészeteket 85 mm-es miianyag Petri-csészékben neveltiik és
tartottuk fenn. Az izolalasra és a tiszta tenyészetek inditdsara Thermo Scientific MSC 1.2
laminaris fiilke alatt keriilt sor, majd Sanyo MLR-351-es fitotronban inkubaltuk ¢ket. A beteg
novényi részek és szaporitoképleteik vizsgalatahoz LeicaMZ6 sztereomikroszkopot és Nikon
Eclipse 501 kutatdémikroszkdpot hasznaltunk. A képeket QImaging MicroPublisher 5.0 RTV
kameraval rogzitettiik.

A polimeraz lancreakciokhoz Applied Biosystem 9700-as PCR késziiléket hasznaltuk,
illetve Thermolyne Maxi Mix Plus vortexet és Minispin Eppendorf asztali centrifugat, valamint

az UniEquip ¢és Univapo 100 ECH vakuum koncentrator késziilékeket hasznaltuk még.

3.2.3 Taptalaj és inditoszekvenciak

Izolalashoz burgonya dextréz agar (Potato dextrose agar, PDA, BioLab Zrt.) taptalajt
hasznaltunk. Az izolatumok fenntartdsdhoz és a tiszta tenyészetekhez szintén PDA téptalajt
alkalmaztunk.

A molekularis azonositasahoz univerzalis inditoszekvencidkat alkalmaztunk, melyek a
korokozok 18S rRNS gén egy darabjat, az ITS régidt, az 5,8S rRNS gént, az ITS2 régiot
valamint a 28S rRNS-t kodoldo gén egy darabjat amplifikaljak. ITS1 primer: 5'-
TCCGTAGGTGAACCTGCGG -3’, ITS4 primer: 5'- TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’
(White et al., 1990). A PCR vizsgalathoz DreamTaq DNS polimeraz enzimet (Thermo
Scientific)  hasznaltunk. Az  actin  gén  vizsgalatdhoz az ACT-512F. 5'-
ATGTGCAAGGCCGGTTTCGC -3’ és ACT-783R: 5-TACGAGTCCTTCTGGCCCAT -3’
(Carbone és Kohn, 1999) primerpart; a kalmodulin gén vizsgalatihoz a CA CALI1: 5’-
TGAGTACAAGGAGGCCTTCTCCC-3, CA _CAL2: 5’-
TTTTTGCATCATGAGTTGGACGAACTC -3’ (O’Donnell et al., 2000) primerpart
hasznaltuk.

A PCR termékeket High Pure PCR Product Purification Kit-tel (Roche) tisztitottuk a

szekvencia meghatarozas elott.

3.3 A vizsgalat modszere

3.3.1 A mintak gyiijtése és tarolasa
A mintdk begyljtése soran a tipikus tiineteket mutatd paradicsom terméseket
begyijtottiikk papirzacskoba, majd miianyag zarhatd dobozba egyesével, majd 4 Celsius fokon

hiitve taroltuk, amig a laborba nem kertiltek.
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3.3.2 A tiinetek jellemzése
A fertézés jeleit mutatd terméseket szabad szemmel (folt szine, alakja, mérete,
kiindulasi pontja stb.), valamint sztered mikroszkop alatt (pl. szaporitdé képletek jelenléte)

tanulmanyoztuk €s eredményeinket feljegyeztik.

3.3.3 A korokozo izolalasa taptalajon, tiszta tenyészetek fenntartasa

Ha a begylijtott mintan lattunk szaporitd képletet akkor arrdl izolaltuk a kérokozot,
abban az esetben ha nem volt szaporito képlet akkor a termés belsé szovetébol, a beteg és az
egészséges novényi rész hatarardl izolaltuk a korokozokat PDA tiptalajon. A Petri-csészéket
parafilmmel lezartuk, majd 24 °C-n, sotétben inkubaltuk azokat.

Azon tenyészetek sz€é1ébdl, melyek novekedésnek indultak, micéliumkorongot
metszettiink ki majd athelyeztiik steril taptalajra, igy létrehozva a tiszta tenyészeteket. A

tenyészeteket 4 hetente atoltottuk, igy tartottuk fent azokat.

3.3.4 Morfologiai vizsgalatok

Vizsgaltuk a konidiumok keletkezésének helyét, sejtszamat, szinét, modjat és alakjat
valamint 50-50 konidium hosszisagat és szélességét. A konidiumokat steril landzsatiivel
emeltiik le a tenyészetekrdl, majd targylemezre helyeztiik o6ket. A targylemezen 1évo
konidiumokat pedig citoplaszt mikroszkoppal vizsgaltuk.

A tiszta tenyészetek esetében vizsgaltuk a tenyészetek alakjat, szinét, felszinét és a
szaporitoképletek keletkezését.
3.3.5 Patogenitasi teszt

A visszafertdzéshez, patogenitasi tesztekhez tlinetmentes, egészséges terméseket
hasznaltunk, melyek felszinét 10%-os hipoval fertdtlenitettiink laminaris fiilke alatt. Miutan a
termések megszaradtak a fertOtlenitést kovetden, steril itivegekbe, steril liveggyongyokre
helyeztiikk Oket. Az iiveggyongyok ala steril vizet is Ontottiink. A terméseket 14 napos
tenyészetekbdl szdrmazd 5 mm-es micélium korongokkal inokulaltuk, miutdn a terméseken
steril 1andzsatiivel sebzést ejtettiink. A kontroll terméseket steril PDA koronggal inokulaltuk

(8. abra).
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8. abra Bal oldalon kontroll (steril taptalajjal fert6zott), jobb oldalon a tiszta tenyészetbdl

szarmaz6 micéliumkoronggal fertdzott paradicsomok; 1. nap (Foto: Tornay, 2022)

3.3.6 Molekularis azonositas

Nukleinsav kivonas

A DNS kinyeréshez, fiatal, 1 hetes tenyészeteket hasznaltunk. Ezekbdl a tenyészetekbdl
laminaris fiilke alatt micéliumot helyeztiink at steril dorzsmozsarba, majd kvarchomok
segitségével eldorzsoltiik azokat. Majd 700 ul CTAB puffert (2% CTAB; 1,4 M NaCl; 20 mM
EDTA; 100 mM TRIS-HCL pH: 8; 0,2% 2-ME) adtunk hozza és tovabb homogenizaltuk a
mintakat. A kapott elegyet 40 percen keresztiil 65 °C-os asztali termosztatban inkubaltuk.

A szennyezddések és fehérjék eltavolitasahoz a mikorcentrifuga csovekbe szerves
oldoszert, 700 pl izoamilalkoholos-kloroformot (1:24 v/v) pipettaztunk. Ezeket kézi razést
kovetden vortex segitségével Osszekevertiilk, majd 10 percen keresztiil centrifugaltuk 6ket
szobahdmérsékleten és 13.400 fordulat/perc fordulatszdmon. A csdvek felszinén 1évo vizes
fazist tiszta csovekbe pipettaztuk, majd térfogataranyosan izoamilalkoholos-kloroformot
adtunk hozza és vortexeltik Oket. Ezt kdvetéen ismét 10 percig centrifugaltuk 13.400
fordult/perc-en. A felsé fazist ismét tiszta csovekbe pipettaztuk és hozzaadtunk 600 pl
izopropanolt, ezzel a nukleinsavakat denaturaltuk. Ismét centrifugaltunk, de mar csak 5 percig,

utana a feliiliszot ledntottilk majd 70%-0s etanollal 5 percig ismét centrifugalva mostuk. Az
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etanolt ezt kovetden ledntdttiik, majd a pelletet 10 percen keresztiil vakuum szaritoba helyeztiik.
A széritast kovetéen 30 pl RNase-t tartalmazo TE-oldatban oldottuk vissza. Az igy kapott
orokitéanyagot -20 °C-on taroltuk.

Polimeraz-lancreakcio (polymerase chain reaction, PCR)

A vizsgalathoz az aldbbiakat mértiik 0ssze 40 ul végtérfogatra reakcionként: 20ul
Thermo Scientific Master Mix (2X) (MgCl. 20mM, dNTPS 5mM, DreamTaq puffer,
DreamTaq polimeraz enzim 5 u/ul), 2-2 pl primer (20 pmol/pl), 4 ul DNS és 12 pl steril viz.

Egy ciklus a polimeraz lancreakcio soran harom 1épésbdl allt: denaturacié 94 °C, 30 mp
(komplementer szalak elvalasztdsa), annellaci6 55 °C (ITS, ACT), 59 °C (kalmodulin), 30 mp
(inditoszekvencidk kotddése) és elongacid 72 °C, 120 mp (lanchosszabbitas). Az elsddleges
denaturaciot (94 °C, 5 perc) 35 ciklus kovette. A reakcid a befejezo lanchosszabbitassal (72 °C,
10 perc) zarult.

A PCR eredményét Eco Safe festéket (Eco Safe Nucleic Acid Staining Solution,
Biocenter) tartalmazo 1%-os agardzgélben gélelektroforézissel ellendriztiik.

A célszekvencidkat a Biomi (Godolld, Magyarorszag) céghez kiildtik kozvetlen
szekvencia meghatarozasra. A szekvencidk szerkesztéséhez, illetve dsszehasonlitdsahoz CLC
Sequence Viewer 7 (CLC Bio) programot hasznaltunk. A korokozok azonositdsdhoz az NCBI
(National Center for Biotechnology Information) adatbazist, illetve annak BLAST programjat
hasznaltuk fel.
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4. Eredmények
4.1 Tiinetek

Ahogy a 9. abran is lathat6, a begyijtott mintakon tipikus Colletotrichum okozta
antraknodzisos tlinetek voltak lathatok. A tlineteket minden esetben szeptemberben figyeltiik
meg, tobbségében tulérett terméseken. A terméseken tobb pontbdl is kiinduld foltokat
figyeltiink meg, amelyek par millimétert6l par centiméter nagysagig terjedtek. A foltok a termés
szovetébe besilippedtek. A foltokban sotét szinli acervuluszok, és narancssarga szini
konidiummassza is megjelent (9. abra). A foltok alatt a paradicsom husa puhult, rothadasnak
indult.

9. abra Colletotrichum okozta antrakndzisos tiinetek paradicsom termésen Soroksaron (Foto:

Téth, 2023)
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4.2 Morfologiai tulajdonsagok és tenyészbélyegek

A begylijtott mintdk kozil a taptalajra leoltast kovetden, a P02, PO3 és P04 izolatumok
esetében az Alternaria fajokra jellemz6 tenyészet fejlodott ki. Hatarozas utan, ezen mintakat
nem vizsgaltuk tovabb.

A P01, P05, P06, P07 és P08 izolatumoknal a leoltas utan a Colletotrichum nemzetségre
jellemzd tenyészbélyegeket figyeltiink meg.

A leoltast kdvetden a nyers tenyészetekben kétféle tenyészetet figyeltiink meg. Az egyik
izolatum PDA téaptalajon eleinte fehéres-sziirkés, kor alakban fejlddo tenyészetet hozott 1étre,
ami késobb barnés-sziirkés szint vett fel. A tenyészet kozepén vilagos barna konidiummassza
fejlédott. Tovabba zonazottsag is megfigyelhetd koncentrikus korok formajaban (10. abra). A
masik izolatum eleinte sziirkés-fehéres kor alakll tenyészetet képzett, ami késobb a tenyészet
sz€1étol a kozéppont felé halvany narancssargés szint vett fel, kozepén halvany narancssarga

szinli konidiummasszat hozott 1étre (10. abra).

10. abra Nyers tenyészet PDA téptalajon 1 hét utan (bal: szini oldal, jobb: fonaki oldal)
(Fot6: Tornay 2023)

Atoltas utén a tiszta tenyészetek nagyon hasonldé morfolégiai bélyegeket hoztak létre a
taptalajon. Az idOsebb tenyészetek széle halvanybarna szinii és a tenyészet kozepe felé egyre
sotétebb barna, fekete lett. A tenyészetek kozepén sotét acervuluszok figyelhetok meg. Tovabba
mindkét izolatum esetében felfedezhetd koncentrikus kor alaki zénazottsag. A konidiumok

hialinok, egysejtliek, henger alaktiak mindkét izolatum esetében (11. és 12. abra). A P05-6s
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izolatum konidiumainak hossza atlagosan 15,84 um, szélessége pedig 3,45 um volt. A PO7-es

izolatum esetében a konidiumok hossza atlagosan 16,11 pum, szélessége pedig 3,32 um volt.

11. abra A P05-0s izolatum szini és fondki oldala PDA téptalajon és konidiumai (Fot6:

Tornay, 2023)

12. abra PO7-es izolatum szini és fonaki oldala PDA taptalajon és konidiumai (Fot6: Tornay,
2023)
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4.3 Patogenitasi teszt

A vizsgalt mintak esetében 4-7 nappal az inokulalast kovetden elvaltozasok jelentek
meg az inokulalt terméseken. A patogenitasi teszt soran a Koch pusztulatumok minden izolatum
esetében teljesiiltek (13. abra). A kontroll terméseken az értékelés napjaig nem jelent meg

tiinet.

13. abra A patogenitasi teszt eredménye visszafertézés utan 7 nappal (Foto: Toth, 2023)
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4.4 Molekularis azonositas

A molekularis azonositas soran a P05 ¢s P07 izolatumokkal dolgoztunk. Az azonosités
soran az NCBI adatbazist, illetve annak BLAST programjat hasznaltuk fel. Az ITS régi6 alapjan
torténd azonositas soran az ITS1 és ITS4 univerzalis primerek kb. 600 bazispar hosszisagu
szakaszt sokszoroztak meg a polimerdz lancreakcidkban.

A torzsfan a paradicsomot fert6z6 Colletotrichum fajokat tiintettiik fel. Az altalunk
vizsgalt izolatumok 100%-0s homologiat mutattak a Colletotrichum coccodes és
Colletotrichum nigrum izolatumokkal és kiilon agon helyezkednek el a tobbi Colletotrichum

izolatumtol (14. abra).

5 C.simmondsii_MH864146
58 C.nymphaeae_MH865694
S0 C.acutatum_MH865699
101 C.fioriniae_MH865695
106 C-salicis_MH865705
_"l C.johnstonii_MH865012

100 C-karsti_MH865823
__idl 79| Lo C.boninense_MH864150
C.truncatum_MH863694
C.coccodes_KY364639
C.nigrum_OM387025
P05
C.nigrum_KU821176
C.coccodes_JX294010
C.coccodes_JX294026
C.coccodes_KF494011
P07
C.coccodes_KF494010
C.coccodes_KY364640
C.coccodes_PQ327412

100

0,013

oo

14. abra A paradicsomot fert6zé Colletotrichum izolatumok dendrogramja az ITS régio

szekvenciarészlete alapjan

Az actin és kalmodulin gén alapjan torténd azonositast is elvégeztiik, mely soran a
CA_CAL1 - CA_CAL2 primerek kb. 750 bazispar, mig az ACT-512F — ACT-783R primerek
kb. 300 bazispar hosszisagl szakaszt sokszoroztak meg a polimeraz lancreakciokban.

Mindkét gén vizsgalata soran ugyanazt az eredményt kaptuk, szekvencidink a
Colletotrichum coccodes és C. nigrum fajokkal is 100%-o0s homologiat mutattak (15. és 16.

abra).
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4 Ql ® C.karstii_ACT_KF460435
® C.boninense_ACT_ONO033792
® C.truncatum_ACT_KF322063
o C.simmondsii_ACT_MT305705
82 C.nymphaeae_ACT_MW816862
7 C.fioriniae_ACT_ON186698
10 ® C.acutatum_ACT_MW816861
7 ® C.johnstonii_ACT_JQ949765
@ C.salicis_ACT_ON991543
1o C.nigrum_ACT_0Q613634
108 C.nigrum_ACT_0OQ613635
108 PO7_ACT
1o PO5S_ACT
108 C.coccodes_ACT_KY995504
10 C.nigrum_ACT_OP980568
108 C.nigrum_ACT_ORS553965
108 C.coccodes_ACT_GU935797
C.nigrum_ACT_KU821251

0,060

15. abra A paradicsomot fert6z6 Colletotrichum izolatumok dendrogramja az ACT

gén szekvenciarészlete alapjan

m{ ® C.boninense_CAL_ON009368

57, ® C.karstii_CAL_HM582013

® C.acutatum_CAL_MH113878

100 C.nymphaeae_CAL_OMO032864
10 C.simmondsii_CAL_MF426231
i ® C.fioriniae_CAL_MN895534
'ﬂgl—. C.johnstonii_CAL_MT456993
® C.salicis_CAL_MN895535
— 48 C.coccodes_CAL_GQ849468

10® C.coccodes_CAL_HM171670
C.coccodes_CAL_HM171669
. 9 .9 C.coccodes_CAL_ON996461

P05_CAL
C.nigrum_CAL_OM387029
PO7_CAL

® C.truncatum_CAL_OP495721

0,060

16. abra A paradicsomot fertéz6 Colletotrichum izolatumok dendrogramja a CAL gén
szekvenciarészlete alapjan

Magyarazat az abrédhoz: Az izoldtumokat a dendrogramon az NCBI adatbazis hivatkozasi
szdmaival és a fajnevekkel tiintettiik fel. A térzsfan a vizszintes vonalak, ill. azok hossza az
izolatumok egymastol vald genetikai tavolsagat mutatjak a vizsgalt szekvencidk nukleotid
sorrendjének eltérései alapjan. A fiiggdleges vonalak az izolatumok egyezOségét jelzik az
elagazasokig. A torzsfa alatti skala mértéke 1 bazis eltérést jelol 100 bazisonként.
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5. Kovetkeztetések

A kutatas célja az volt, hogy megvizsgaljuk, hogy hazankban milyen Colletotrichum
fajok fordulnak elé paradicsom (Solanum lycopersicum) névényen. A paradicsom
antraknozisaért a Colletotrichum coccodes-t tartjuk felelésnek hazankban (Glits és Folk, 2000)
azonban az elmult évtizedekben a Colletotrichum nemzetség kutatasat nagymértékben
elOsegitette a gén alapu azonositasi technikak fejlédése. Ennek koszonhetden szamos, korabban
egy fajként meghatarozott Colletotrichum-rol deriilt ki, hogy morfologiailag hasonléak, viszont
genetikailag elkiilonithetek egymastél. Igy szamos 10j fajt irtak le, amik fertdzhetik a
paradicsomot (Jayawardena, 2021; Talhinhas és Baroncelli, 2021)

A paradicsomon megfigyelt tlinetek megegyeztek a szakirodalmi adatokkal. Tobb
pontbdl kiinduld, besiippedd foltokat figyeltiink meg, amiben megjelent az acervulusz és a
narancssarga konidiummassza is (Glits és Folk, 2000; Liu et al., 2011). A morfoldgiai
vizsgalatot illetden az iddsebb tenyészetek széle halvanybarna szinli és a tenyészet kdzepe felé
egyre sOtétebb barna, fekete (11. és 12. abra) a C. nigrum tenyészetével (7. abra) (Ili¢i¢ et al.,
2024) nagyobb hasonldsagot mutat, mint a C. coccodes faj tenyészeteivel (3. abra) (Liu et al.,
2011). A konidiumok alakja és mérete alapjan mind a két faj hasonld tulajdonsagokkal
rendelkezik (Liu et al., 2011, 2013; Pérez-Mora et al., 2020; Ili¢i¢ et al., 2024), amit a mi
méréseink is alatamasztanak.

Molekularis vizsgalatink soran azonban a mintak nemcsak a Colletotrichum coccodes,
hanem a Colletotrichum nigrum fajjal is 100%-ban egyeznek. Manova és munkatarsai (2022)
felhivjak a figyelmet arra, hogy csupan az ITS régi6 vizsgalata nem elegendd a két faj
elkiilonitéséhez. Vizsgalataink sordn ezért nemcsak az ITS régiot, hanem az actin és a
kalmodulin géneket is vizsgaltuk. Azonban ennek a két régionak a vizsgalata sem kiilonitette
el a két fajt egymastol. Chang és munkatarsai (2024) 6 gén vizsgalataval tudtak egyértelmiien
elkiiloniteni egymastol a két fajt. Egyes szakirodalmak a C. coccodes-en beliil két kladot
emelnek ki: a C. coccodes és C. nigrum (Liu et al., 2013). Jelen eredményeink alapjan nem
mondhatjuk ki egyértelmiien, hogy a mintakbol izolalt gomba a C. coccodes vagy a C. nigrum
faj.

Ezek az eredmények hasznosak lehetnek a jovoben a C. nigrum és C. coccodes faj
tovabbi vizsgalataihoz. A C. coccodes faj egy sokkal jobban vizsgalt faj, ezért tobb a
tudomanyos értekezés rola. Ezzel szemben a C. nigrum egy kevésbé kutatott faj, kevés
szakirodalom taldlhato rola, igy ezzel a kutatassal bovithetd a gombarol taldlhato kutatasok

szama. Tovabba a paradicsom termesztés tekintetében sem elhanyagolhatd, hogy mely fajok
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talalhatok meg hazankban. Liu és munkatarsai (2013) kutatasai alapjan a C. nigrum joval
szélesebb gazdanovénykdrrel rendelkezik, mint a C. coccodes. A C. nigrum képes fertdzni
egyéb kulturndvényeket, mint pédaul a Fragaria sp. vagy Lens culinare, illetve gyomokat is
mint a Cichorium intybus vagy a Helianthus tuberosus. Novényvédelmi tekintetben minél
nagyobb gazdanovénykorrel rendelkezik egy faj, annal nagyobb kockazatot jelent (Abdullah et
al., 2017; Zhang et al., 2023).

Az eredmények alapjan nem egyértelmi, hogy pontosan melyik faj okozta a tiineteket,
ezért tovabbi mintdk vizsgélatara lenne sziikség a meghatarozashoz. Vizsgalatainkat
eldsegitette volna, ha tobb mintaval végezziik a kisérletet, am a 2024 nyar végi szaraz idé nem
kedvezett a Colletotrichum fajoknak, igy nem talaltunk 1j antrakndézisos paradicsom

terméseket. A kutatas folytatasa ezért érdemes lenne a jovében.
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6. Osszefoglalas

A Colletotrichum fajok kutatisa az egész vilagon széleskori. Ez koOszonhetd
gazdanovénykoriiknek, valamint morfologiai €s molekuléaris sokféleségiiknek. Paradicsom
esetében mar 11 Colletotrichum faj jelenlétét irtak le. Vizsgalatunk soran célul tiiztiik ki, hogy
mely Colletotrichum fajok fordulhatnak el6 paradicsomon hazai viszonylatban. Jelenleg
hazankban a Colletotrichum coccodes fajt tartjak felelosnek a betegség kialakulasaért. A
Colletotrichum fajok antraknézisos tiineteket okoznak a paradicsom érésben 1évé termésén €s
posztharveszt is megjelenhetnek a tlinetek, valamint a novény tobbi részét is fertdzhetik. A
kutatdshoz magyarorszagi helyszinekrdl (Veresegyhaz, Szddliget, Soroksar) gytijtottiink
paradicsom terméseket, amik antraknézisos tiineteket mutattak. A mintakat 2022 ¢és 2023
szeptemberében gyijtottiik. A korokozot PDA (burgonya-dextroz-agar) taptalajon izolaltuk és
tiszta tenyészeteket hoztunk létre. A Koch-posztulatumok minden esetben teljesiiltek.
Elvégeztiik a tiszta tenyészetek morfologiai vizsgalatait, valamint lemértiik a konidiumokat is.
Molekularis vizsgéalatokat is végeztiink. Az ITS régio, az actin és kalmodulin gén alapjan
torténd azonositast is elvégeztiik. Az ITS régid és a gének vizsgalata soran IS ugyanazt az
eredményt kaptuk, szekvencidink a Colletotrichum coccodes ¢s C. nigrum fajokkal is 100%-0s
homologiat mutattak. Az eredményeink alapjan nem elkiilonithetd a két faj, bar morfologiai
vizsgalataink soran a PDA taptalajon vizsgalt tiszta tenyészet morfoldgiai bélyegei a C. nigrum
fajjal mutatnak nagyobb hasonlésagot. Ez alapjan tovabbi vizsgalatok lennének sziikségesek a
két faj pontos meghatarozasahoz. Eredményeink hozzajarulnak a Colletotrichum nemzetség
kutatasaihoz, valamint a magyarorszagi paradicsom termesztés fejlddéséhez és az Integrated

Pest Management (IPM) tokéletesitéséhez.
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7. Koszonetnyilvanitas

A kutatas Dr. Toth Annamaria és Szendrei Lilla Phd. hallgat6 nélkiil nem johetett volna
létre. K6szonom mindkettejiik kitart6 munkajat €s segitségét a kutatdsom soran. Tovabba

kdszondm a csalddom tdmogatasat egyetemi tanulmanyaim alatt.
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9. Abrak és tablazatok jegyzéke

Tablazat jegyzék

1. tablazat: A paradicsomot fert6z6é fontos korokozok listaja 5.-6. oldal

2. tablazat A Colletotrichum coccodes konidium méretei 15. oldal

3. tablazat A Colletotrichum acutatum konidium méretei 16. oldal

4. tablazat A Colletotrichum fioriniae konidium méretei 17. oldal

5. tablazat A Colletotrichum nymphaeae konidium méretei 18. oldal

6. tablazat A Colletotrichum nigrum konidium méretei 18. oldal

7. tablazat A vizsgalt izolatumok kddja, gazdandvénye, gytijtés helye €s ideje 20. oldal
Abraj egyzék

1. abra A Colletotrichum fajok el6fordulasainak szama kontinensenként (azoknal a fajoknal,

amelyeknél ebben a forrasban 30 vagy annal tobb feljegyzés szerepel) (Forras: Talhinhas és

Baroncelli, 2021) 12. oldal

2. abra Az antraknozis tlinetei paradicsomon: (a) beslippedt folt és narancssarga

konidiummassza; (b) fekete acervuluszok (Forras: Svetlana et al., 2010) 14. oldal

3. abra A Colletotrichum coccodes tenyészbélyegei PDA taptalajon (1-2) és konidiumai (3-5)
(Forras: Liu et al., 2011) 16. oldal

4. abra A Colletotrichum acutatum tenyészete PDA taptalajon és konidiumai 1000x-€s

nagyitason (Forras: Zivkovic et al., 2010) 17. oldal

5. abra A Colletotrichum fioriniae tenyészete PDA taptalajon és konidiumai (Forras: Fu et al.,
2019) 17. oldal

6. abra A Colletotrichum nymphaeae tenyészete PDA taptalajon (A) és konidiumai (B) (Forras:
Guginski-Piva et al., 2018) 18. oldal

7. abra A Colletotrichum nigrum tenyészete PDA taptalajon (b) és konidiumai

(Forras: Liu et al., 2013; Ili¢i¢ et al., 2024) 19. oldal
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8. abra Bal oldalon kontroll (steril taptalajjal fert6zott), jobb oldalon a tiszta tenyészetbdl

szarmazo6 micéliumkoronggal fert6z6tt paradicsomok; 1. nap (Foté: Tornay, 2022) 23. oldal

9. abra Colletotrichum okozta antrakndzisos tiinetek paradicsom termésen Soroksaron (Foto:

Toth, 2023) 25. oldal

10. abra Nyers tenyészet PDA taptalajon 1 hét utan (bal: szini oldal, jobb: fondki oldal) (Fot6:
Tornay 2023) 26. oldal

11. abra A P05-6s izolatum szini és fonaki oldala PDA taptalajon és konidiumai (Fot6: Tornay,
2023) 27. oldal

12. abra P07-es izolatum szini és fonaki oldala PDA téaptalajon és konidiumai (Fot6: Tornay,
2023) 27. oldal

13. abra A patogenitasi teszt eredménye visszafertdzés utan 7 nappal (Fotd: Téth, 2023) 28.
oldal

14. abra A paradicsomot fert6z6 Colletotrichum izolatumok dendrogramja az ITS régio

szekvenciarészlete alapjan 29. oldal

15. abra A paradicsomot fert6z6 Colletotrichum izolatumok dendrogramja az ACT gén

szekvenciarészlete alapjan 30. oldal

16. abra A paradicsomot fert6z6 Colletotrichum izolatumok dendrogramja a CAL gén

szekvenciarészlete alapjan 30. oldal
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