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1. BEVEZETES

A ndvényi korokozok fenntartdsa és megbrzése alapvetdé eleme a révid- és hosszutava in vitro
vizsgalatoknak. Karen és mtsai. (2004) szerint az egyes kdrokozok fenntarthatésaganak vizsgalata segitséget
nyUjthat egy faj azonositasaban, megismerésében, valamint tovabbi kisérletek alapjaul szolgalhat. A gombak
hossz(tavi meg6rzése kiilonféle vizsgalatokra a mikologia egyik fontos aspektusa. A morfologiai jellemzéshez, a
patogenitasi tesztekhez és a molekularis vizsgalatokhoz szilkség van a kérokoz6 tiszta tenyészetére. Egy-egy
hosszabb tavu vizsgalat soran (pl. doktori vagy palyazati kutatas, génmeg6rzés) az adott izolatumokat vagy gomba
térzseket hosszU évekig vagy akar évtizedekig fenntarthatjék. Elsédleges szempont, hogy a hosszu id6n at tarolt
izolatumoknak vagy torzseknek életképesnek kell maradniuk a tarolas végéig és azt kdvetben is, ugyanakkor a
tarolas alatt nyugalmi allapotban kell maradniuk a mutéciok elkertilése érdekében (Borman és mtsai., 2006).

A Botrytis és a Monilinia fajok vilagviszonylatban a legjelent6sebb kdrokozok kdzé tartoznak, szabadfdldon
és tarolds soran is minden évben komoly veszteséget okozhatnak. Mindkét nemzetség tagjai alapvetben
egyszerlien izolalhatok, tenyésztheték és fenntarthatok univerzalis taptalajokon. A kérokozok virulenciajanak
jellemzéséhez, a fungicidek hatékonysaganak teszteléséhez vagy akar novényvéddszer-rezisztencia
vizsgalatokhoz gyakran hosszadalmas laboratériumi vizsgalatok szilkségesek, mely soran elengedhetetlen, hogy
az izoldtumaink életképesek maradjanak és hosszutdvon megérizzék eredeti ndvekedési képességiket és
morfoldgiai jellemzGiket.

A novénypatogén gombak hosszutavi megbrzésére szamos médszer all rendelkezésre. A fagyasztas,
illetve a liofilezés (syn. liofilizalas) elterjedt eljarasok, utobbi fagyasztva szaritast jelent. A kriokonzervalas kevésbé
elterjedt, meglehetésen magas koltségei miatt. A fenntartas és tarolds torténhet tovabba asvanyi olajban, steril
taptalajon, vagy szilikagélen (Karen és mtsai., 2004), a felsorolt mddszerek tobbsége azonban speciélis
berendezést és felszerelést igényel, mely a kisebb laboratériumok szaméara nehezen elérhetd. Olyan alacsony
kéltségl, de hatékony tarolasi modszer hasznalata szlikséges, mely j6 alternativaja lehet a dragabb fenntartasi
maodoknak. A Botrytis és Monilinia fajokkal sok éve folynak vizsgélatok a Novénykortani Tanszéken, azonban kevés
szakirodalmi forras szdl a hosszutavu, taptalajon torténd fenntartasukrél, fagyasztasukrél, ami tovabbi motivacié
volt a kisérlet elvégzéséhez, valamint arra is valaszt kaphatunk, hogyan viselik ezek a kérokozok a mélyen fagypont

alatti hdmérsékleteket, ill. a fagyasztas okoz-e valamilyen valtozast bennik.



2. CELKITUZES

Kutatasom els6dleges célja, hogy feltarjam az alkalmazott tarolasi kérllmények kozil azokat a
legfontosabb tényezdket, amelyek befolyasoljak a Botrytis és a Monilinia izolatumok hosszutavi megérzését. Azt
feltételeztem, hogy a kiildnb6zé tarolasi korliimények kozoétt tartott izolatumok eltéré ndvekedési mintazatot
mutatnak attdl fliggéen, hogy az adott tarolast befolyasold tényez6k egyittesen hogyan hatnak az adott izolatum
életképességére. Jelen vizsgalatban a tarolasi hémérséklet, a tarolasiidd és az alkalmazott fedés madja valtozdkat,
egyidejlleg teszteltiik Botrytis cinerea, Monilinia fructigena és Monilinia laxa tobb izolatuman. A vizsgalatok soran
azokat a beallitasi értékeket hasznaltuk, amelyek altalanosan elfogadottak a kdrokozok hosszutavu laboratériumi
tarolasa soran.

A vizsgalat eredményeként dsszehasonlithatéva valnak a kilonbozé tarolasi koriimények egymashoz
viszonyitott hatasai, igy a jovében a feltart hatasok fontos adalékai lehetnek a tesztelt fajok laboratériumi fenntarté
vizsgalatainak. Korabban Williamson és mtsai. (2007) mutattak be azt, hogy a Botrytis cinerea a hiitétt aru
kereskedelmének novekedésével valt igazan jelentés korokozdva, mert fagypont kézelében is hosszu ideig képes
volt életben maradni, majd hatékonyan névekedni. E példa jol illusztralja, hogy a fagyasztva tarolt élelmiszereinkkel
vagy élelmiszeripari nyersanyagokkal egyutt a névénypatogén korokozok milyen sokaig maradhatnak életképesek,

illetve Grizhetik meg a fertéz6képességuket.

Vizsgalataink soran az alabbi konkrét kérdéseket és hipotéziseket fogalmaztuk megq:

1. Kimutathaté-e kiilonbség a kiilonboz6 ideig tarolt izolatumok novekedési liteme kozo6tt?
A nullhipotézisiink szerint a hosszabb ideig tarolt izolatumok novekedési iteme megegyezik a rovidebb
ideig tarolt mintakkal. Példaul Delcan és mtsai. (2002) kisérletében nem csokkent a Botrytis cinerea

novekedési Uteme 4 év tarolas utan.

2. Kimutathaté-e kiilonbség a kiilonb6zé hémérsékleten tarolt izolatumok novekedési liteme kozott?
Azt varjuk, hogy a kulonbdzé hdmérsékleten tarolt izolatumok névekedési iteme kilénbdzé lesz, mert az
dsszes vizsgalt kdrokozot életfolyamatat befolyasolja a kdrnyezet 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 csirdzoképességuket.

3. Kimutathaté-e kiilonbség a levegd oxigénjétdl elzartan tarolt (fedett) és a levegd oxigénjével

érintkezve tarolt (fedetlen) izolatumok novekedési iiteme kozott?

Feltételezziik, hogy a leveg6tdl elzart (Un. ,fedett’) és a levegével érintkezd (Un. ,fedetlen”) minték
ndvekedése eltérd lesz. Delcan és mtsai. (2002) Botrytis cinerea izolatumok esetében azt tapasztalték,
hogy a levegével érintkezd, tarolt spdrak életképessége alacsonyabb a 20%-0s glicerinben taroltakéhoz
képest, azonban a glicerinben tarolt sporak névekedési lteme 14%-kal csdkkent a kezdeti értékekhez
képest, mikdzben szilikagélen vagy PDA taptalajon eltarolt spdrak esetében nem volt kimutathaté

csokkenés.



4. Kimutathaté-e kiilonbség a kiilonb6z6 izolatumok novekedési liteme kozott (fajon beliil)?
Vérakozasaink szerint a kulonbozd izolatumoknak kilonbozd lesz a ndvekedési Uteme. Egy adott
kérokozon belll az izolatumok agresszivitasa eltérd lehet, ami tobbek kozott a micélium ndvekedési
utemével is jellemezhetd (Pariaud és mtsai., 2009). Tran és mtsai. (2020) Monilinia laxa és Monilinia
fructicola izolatumok novekedését mérték. Megfigyelték, hogy az in vitro mért micéliumnovekedés jelentés

variancia forrasa fajon bellil, az egyes izolatumok koz6tt.



3. IRODALMI ATTEKINTES

3.1 A novénypatogén modellszervezetek bemutatasa
3.1.1 Botrytis cinerea
A kérokozé taxondmiai helyzete és életmédja

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 szdmos kétszik(i novényfajt képes fertézni (Tudzynski és Gronover, 2007), tobb mint 200
gazdandvénnyel rendelkezik vildgszerte  (Wiliamson és mtsai., 2007). A kérokozd nagyfokl
alkalmazkodoképességét bizonyitjia a megtamadott ndvényi szervek sokfélesége: a kérokoz6 a virdgokat, a
kétddott és az érett gylimdlcsoket, valamint a leveleket, szérat is megfertézi (Glits és Folk, 2000). A nekrotrof
életmddu névénypatogén gomba, elészdr a gazdandvény sejtjeit pusztitja el, majd ezt kévetéen kolonizélja az elhalt
szdvetet (Amselem és mtsai., 2011). A Botrytis cinerea sejtfalbontd enzimeket, toxinokat és mas alacsony
molekulatdmeg(i vegyileteket termel (pl.: oxalsav). Egyes eredmények arra utalnak, hogy a kérokozé fertézési

stratégiaként programozott sejthalalt idéz el a gazdaszervezetben (Williamson és mtsai., 2007).

Tiinetek és gazdanovénykor

A kérokozo6 f6leg a novények felsd, zold részeit kolonizalja, de a jellegzetes sziirke penészgyep (a
konidiumtartok tomege) megjelenhet akar a névény més részein is, mint példaul gumokon és magokon (Delcan és
mtsai., 2002). A fertézés tinetei magas pératartalom mellett betakaritas el6tt és utan egyarant megjelenhetnek
(Elad és mtsai., 2007), a szélére (1. abra, balra), a hajtatott z8ldségnbévényekre és a bogydsokra (pl. szamdca,
mélna, afonya (1. &bra, jobbra)) kulondsen veszélyes a korokozo (Williamson és mtsai., 2007). A Botrytis cinerea
a tarolt és szallitott terményeken is megjelenhet. Betakaritaskor a fertézés még gyakran nem észreveheté, azonban
tarolas vagy szallitas soran paradus korllmények kozott gyorsan kialakulnak a tlinetek, akar 0 °C kozelében is
(Aktaruzzaman és mtsai., 2017). A termények tobbsége valészinlileg még szabadfdldon fertézGdik latensen a
kérokozdval, majd a tarolas soran akkor indul fejlédésnek, ha valamilyen kérnyezeti hatas felboritja a gazdandvény
és a nyugalmi allapotban 1évé kdrokozo egyensulyat (Jarvis, 1977). A vagott és cserepes viragok esetén szintén
jelentés karokat okozhat: a rozsa, a gerbera vagy a ciklamen kiilondsen veszélyeztetettek. A fiitott és fltetlen
hajtatbhazakban, valamint a félia alagutakban uralkoddé magas paratartalom nagyban néveli a fert6zés

kialakulasanak esélyét (Williamson és mtsai., 2007).



1. abra: Botrytis cinerea okozta rothadas és a jellegzetes szlirke konidiumtartd gyep sz6l6n (balra) és
afonyan (jobbra) (Fotd: Juhasz Daniel, 2022)

A koérokozo biologiaja és terjedése

A korokozé attelelése kétféleképpen torténhet: micéliummal a talajpan vagy a bomld ndvényi
maradvanyokban, tovabba a kedvezétlen id6szak atvészelésére képezhet szklerdciumokat is (Staats és mtsai.,
2005).

A kérokozo életciklusa tobb szakaszbol all. A vegetativ szakaszban micélium formajaban van jelen, majd
késbbb konidiumtartok, majd ezeken ivartalan Uton konidiumok jénnek létre, ezt a szakaszt a kérokozé anamorf
szakaszanak nevezzik (Beever és Weeds, 2007). A konidiumok a konidiumtartd végén holoblasztikus Uton
képzbdnek, szimultan médon (Hennebert, 1973). Ezek a mitotikusan létrej6tt sporak szél altal nagy tavolsagra
képesek eljutni (Staats és mtsai., 2005), igy a kérokozé légmozgéassal valo terjedése igen jelentés (Williamson és
mtsai., 2007). A korokoz6 létrehozhat szklerociumokat is, tobbnyire tavasszal és Gsszel, amely rendszerint
micéliummal vagy konidiumtartokkal és konidiumokkal fejlédik tovabb, de specialis korilmények koz6tt Iétrehozhat
tolcsér alaku apotéciumokat is (Glits és Folk, 2000). A szklerécium 9-12 hénap elteltével mar csak steril
apotéciumot tud létrehozni, de a csirdzas madjat foként a kdrnyezeti korlilmények hatarozzak meg. A szklerécium
leggyakrabban konidiumtartéval fejlédik tovabb, ugyanis a micélium ndvekedésének optimum hémérséklete
hatraltatja a szklerocium képzést és ez forditva is igaz (Jarvis, 1977). Az apotécium aszkosporakat tartalmaz,

melyek meidzissal jonnek létre, ezt nevezzik a kérokozé teleomorf szakaszénak (Beever és Weeds, 2007).

A homérséklet hatasa Botrytis fajokra

A Botrytis fajokat gyakran a h(ivds idéjaras korokozdiként tartjdk szamon, mert hémérsékleti optimumuk
18-23 °C koz6tt van ndvekedés, sporulécid, csirazas és fertdzés szempontjabdl egyarant (Aktaruzzaman és mtsai.,
2017). A Botrytis cinerea kitartoképlete, a szklerocium széles hémérséklet 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 létre konidiumtartdkat, viszont 2-5 hénap utan apotéciummal fejlédott
tovabb, melyek 3 °C-on 20-30 napig, 23 °C folétt azonban csak 3 napig voltak életképesek. Nonaka és Morita

(1967) 8 szklerécium tipust killénitett el morfolégiai tulajdonsaguk alapjan. Azonban a 80 izolatum vizsgalata soréan
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a megfigyelt szkleréciumok 80%-a tipust valtott a hOmérséklet hatasdra. A szklerociumokbdl inditott
tenyészeteknek kilonbdz6 ndvekedési optimumuk volt, a tenyészetek 79%-a 20 °C-on, 6% -a 15 °C-on és 15%-a
25 °C-on ndvekedett a legjobban, valamint a tdbbségik 10 °C-on sporulalt a legintenzivebben. Brooks és Cooley
(1917) vizsgalataik utan arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a sporulécié taptalajon 5 és 10 °C kdzott indul meg
a leoltastol szamitott 10-31 napon beldl. A Botrytis cinerea micéliumanak novekedését Schneider-Orelli is vizsgalta
(1912), amely soran a ndévekedéshez szilkséges optimalis hémérsékletet 20-22 °C -ban hataroztak meg. A
micélium azonban alacsony hémérsékleten is képes ndvekedni: Nutrient Gelatin taptalajon 0 °C-on is észlelhet6
novekedést rdgzitettek, a tenyészet létrehozasatdl szamitott 35 napon belil. A micélium névekedése 25 °C folott
azonban jelentésen lelassult. Shiraishi és mtsai. (1970) valamivel magasabb, 24-28 °C koz6tti optimum
hémérsékletet irtak le burgonya szacharéz agar taptalajon, tovabbd a ndvekedéshez szilkséges minimum
hémérsékletet 0 °C-ban, a maximum hémérsékletet pedig 35 °C-ban hataroztadk meg.

A hémérséklet hatasat B. cinerea konidiumok csirazasara méar szamos kutato vizsgalta. Doran (1922)
maximum csirdzasi hdmérsékletnek 26 °C-ot, minimum hémérsékletnek pedig 7 °C-ot jeldlt meg. Azonban
Schneider-Orelli (1912), majd Brooks és Cooley (1917) megallapitottdk, hogy a konidiumok mar 0 °C -on is
csiraznak kukorica agaron a taptalajra helyezést kdvetd 31 napon belll. Brown (1922) 5 °C -on j6 csirazasi
eredményt kapott, késébb Haas és Wennemuth (1962) is sikeresen csiraztatott sporakat 1 és 10 °C kozotti
tartomanyban. Hennebert és Gilles 1958-ban a sporak csirazasat vizsgalva azt az eredmény kaptak, hogy a spérak
5 Ora alatt csiraznak ki és az ehhez tartoz6 optimum hémérséklet 20 °C, majd 18 6ra elteltével a ndvekedés figgéve

valt a kils6 tapanyagoktol, ekkor mar 30 °C volt a csirdzéshoz tartoz6 optimum hémérséklet.



A korokozé morfologiai azonositasa

A Botrytis nemzetség tagjai konnyen felismerheték jellegzetes konidiumtartéikrél, melyek kezdetben
szintelenek, késobb szirkék, majd barnasak lesznek. A konidiumtartok végén egyseitii, ovélis alaku konidiumok
fiz6dnek le (Williamson és mtsai., 2007).

Az izolatumok in vitro, taptalajon torténd tenyésztése soran nagyfoku morfolégiai valtozatossagot
mutatnak: alapvetéen micélium képzé vagy szklerécium képzé tipusra kilonitheték (Mirzaei és mtsai., 2009).
Emiatt mar szamos kutaté hivatkozott a Botrytis cinerea kérokozéra fajkomplexként, amely morfolégiailag azonos
formaban jelenik meg a gazdandvényeken, azonban in vitro korliimények kozott jelentds és allandd 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 mennyiségl szklerocium képzd (2. &bra balra), légmicélium fejleszté (2. abra

kdzépen) és intenziven sporulal6 (2. abra jobbra).

2. &bra: Eltérd Botrytis cinerea tenyészetek: szklerocium képz6 (balra), micéliumot fejlesztd (kdzépen),

intenziven sporulélé (jobbra) (Fotd: Juhdsz Daniel, 2022)

A kérokozd micéliuma PDA taptalajon kezdetben szintelen, majd fehér-piszkosfehér, végul a sporak
megjelenésekor szlrkés-barna szinii lesz, béségesen képez valtozatos forméaju szklerociumokat. A konidiumok
egysejtliek, gdmbolyd, ellipszoid vagy tojasdad alakuak, szintelenek vagy halvanybarnak, hosszusaguk atlagosan
10 um, atlagos szélességlk 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 morfolégiai bélyegek alapjan két nagy csoportra
osztotték a B. cinerea izolatumokat: micélium képzd és szklerdcium képzd izoldtumokra. Kisérletikben azt figyelték
meg, hogy PDA taptalajon tobb szklerécium képzd tipus fejlédik, viszont az egyes Petri-csészékben lév
szklerociumok szama MEA taptalajon magasabb. A sporulacio 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 ndvekedés iteme PDA taptalajon 7,3 és 26,7 mm kozott mozgott.
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3.1.2 Monilinia spp.
A koérokozo taxondmiai helyzete és életmoédja

Az almatermés(i és csonthéjas gyimdlcsdk barna rothadasat tébb 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 el (Batra, 1991). A Monilinia
polystroma ugyan kisebb jelentéség, de hazankban eléfordul almatermésii és csonthéjas gyimaélcsok rothadaséat
okozva, kartétele, tiinetei a Monilinia fructigena kérokozohoz hasonlitanak (Petroczy és Palkovics, 2009).
Rendszertanilag az Ascomycota térzsbe, a Letiomycetes osztalyba, a Helotiales rendbe és a Sclerotiniaceae
csaladba tartoznak (Internet 2; Internet 3).

A Monilinia fajok nektrotrof életmoduak (Batra, 1991). A Monilinia fructigena elsésorban termésrothadast
okoz almatermésiieken és ritkdn csonthéjasokon, de ez a korokozé felelés a mogyoré termésbarnulasaért és
terméshullasaért is. A Monilinia fructicola és a Monilinia laxa képes viragot fertézni, ezzel a viragok elszaradasat
okozzak, tovabba a M. fructicola képes megtamadni az egészséges gyumalcsét is. A Monilinia laxa és Monilinia

fructigena csak a sérult gyimolcsoket képes fertézni (Rungjindamai és mtsai., 2014).

Tiinetek és gazdandvénykor

A Monilinia fajok virag- és hajtaselhalast, a fas részeken rakos sebeket, valamit termésrothadast idéznek
el6, ezzel a gyimoélcsdsokben sulyos terméskiesést, a disznvényeken pedig esztétikai kart okoznak (Batra, 1991).

Hosszantartd nedves és mérsékelten meleg id6jaras esetén a veszteség sulyos lehet. Az elhalt virdgok
lehullanak, vagy a fan maradnak és konidiumokat képezve tovabbi fert6zési forras jelenthetnek. A virdgkocsanyon
at a korokozd gyakran tovabbterjed, a vesszék elhalasat okozva (Batra, 1991). Levélfert6zés ritka, inkabb a
vesszbelhalas kdvetkezményeként alakul ki, viszont a korokozd spérai meleg és nedves idbjaras esetén a leveleket
is megfertdzhetik. Az agrakosodas altalaban a fert6zott vesszékbdl alakul ki, mikor a kérokozd micéliummal
tovabbterjed a vastagabb fas részek felé is, amely nyoman az érintett terlileten gyakran jelenik meg véladékozas
(Byrde és Willetts, 1977).

A kérokozok legsulyosabb karokat elidézd életszakasza a gylimélcsok fertézése. A barna rothadas még
a szlret utén, a tarolas vagy a szallitas soran is kialakulhat (Wormald, 1954; Byrde és Willetts, 1977). A gylimdlcsok
érettsége, valamint a sebzés kora nagymértékben befolyésolja a fertézés bekdvetkezését. A fiatal gyimdlcsok
megsebezve ellenallébbak, mint az idésebbek, ezzel szemben az idésebb sebzés ellenallébb, a fiatal pedig
fogékonyabb a korokozédra (Wormald, 1954). A fertézést kdvetden kezdetben apré, barna, rothadé folt jelenik meg
a gyumdlcs felszinén, melynek atmérbje kor alakban ndvekszik. Ezt kdvetben a sargas exogén sztromak
koncentrikus kérokben jelennek meg (3. &bra) a fertézési pont koril (Batra, 1991). Nedves kortimények kozétt az
érett gyiimolcsot teliesen beborithatjak a korokozd képletei, mig széaraz koérlimények kozott ésivagy éretlen
gytimdlcsén nem képzbédnek szaporitoképletek, hanem a termés elvesziti viztartalmat és rancosra aszalddik,
ugynevezett ,gyimdlcsmumia” alakul ki (Glits és Folk, 2000). A Monilinia fructigena tovabbi tlinete az almak

megfeketedése, mely leginkabb tarolas soran fénytdl elzart kdrliimények kozott. llyenkor a kezdeti barnulas id6vel
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koromfeketére szinezGdik, a gyimolcs felszinén nem jelenik meg fruktifikacio, valamint a termés alakja és felszine

sem valtozik meg jelent6sen (Byrde és Willetts, 1977).

3. abra: A Monilina fructigena exogén sztromai alméan (balra) és a Monilinia laxa képletei fert6z6tt szilvan
(jobbra) (Fot6: Juhasz Daniel, 2022)

Gazdandveénykorikhdz féként a Rosaceae csalad tagjai tartoznak, de képesek megbetegiteni a mogyorot

(Corylus avellana), egyes esetekben akar a sz0l6t ( Vitis vinifera) is (Petroczy és mtsai., 2011).

A kérokozé bioldgiaja és terjedése

A Monilinia fajok jellemzéen a fertdzott gylimolcsokbdl kialakuld mumigkban, valamint a fas részek rakos
sebeiben vészelik at a telet és a kedvezétlen idészakot (Batra, 1991). A hazankban eléforduld fajok ezekrdl a
részekrdl, ivartalan Uton képz6dé konidiumokkal inditjak a tavaszi fertézést (Glits és Folk, 2000). A Monilinia
fructigena konidiumai leginkabb a vegetacid végén képzddnek. Ezzel szemben a Monilinia laxa f6 kartétele a
tavaszi virag, hajtaselhalas és a fas részek rakosodasa, de termésrothadassal jelentés karokat okoz a csonthéjas
gylmolcsokon, almatermésiieken azonban nagyon ritkdn fordul el (Wormald, 1954; Batra, 1991). Ivaros
szaporodasuk elméletileg lehetséges tolcsér alaku, nyeles apotéciumokkal (benniik aszkospérakkal), amik a
gyUmolcsmumiak fellletén alakulhatnak ki (Byrde és Willetts 1977), azonban eléfordulasukat egyetlen hazai
szakirodalom sem tamasztja ala. A mumiava aszalodott gyimaélcsdk a fan maradnak vagy lehullanak, a korokozd
ezekben a képz6dményekben vészeli at a telet, majd tavasszal konidiumtartokat és konidiumokat fejleszt. A
kérokozd a fert6z6tt fas részeken szintén attelelhet, majd tavasszal ezeken a részeken is konidiumok fejlesztésével
fertéz (Batra, 1991).

A hémérséklet hatasa Monilinia fajokra

A Monilinia fructigena alman és kortén minden évben gazdasagi veszteséget okoz a gylimaélcsosben és
tarolas soran (Robinson és Xu, 2000). A szerz6k szerint a konidiumok csak kdzel 100%-0s paratartalom mellett
csiraznak és a hdmérséklet ndvelésével ndvekszik a csirazasi arany, amely 23-25 °C-on éri el a maximumot, eflott
csokken a csirazasi erély és gyakorisag. Xu és mtsai. (2001) vizsgélata sorén az életképes konidiumok 70%-a

gyorsan kicsirazott 2 6ran belil 20-25 °C-on. Fert6zés utan a sporulaciot sem a hémérséklet (10-20 °C), sem a
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relativ paratartalom (45-98%) nem befolyasolta. Sporulacié nem alakult ki sem 5 °C alatt, sem 25 °C felett. A levalt
konidiumok a hémérséklet és a relativ paratartalom fliggvényében akar 20 napig is életképesek maradtak, azonban
a konidiumok életképességének szempontjabdl a hémérsékelt fontosabb paraméternek bizonyult a relativ
paratartalomnal. Karova (1974) szerint a konidiumok 8-10 6ran at képesek elviselni a -20 °C-ot, anélkil, hogy
fert6zoképességuket elveszitenék. A nedves idGszakok idétartamanak novelése csokkenti a barnarothadas

eléfordulasat az idésebb sebeken (Robinson és Xu, 2000).

A kérokozo6 morfoldgiai azonositasa

Az exogén sztrémak megjelenése és jellemzéi a fertdzott részeken fajspecifikusak: a Monilinia fructigena
esetében eleinte fehérek, majd okkersargéra szinez6dnek, méretik 1-2 mm k6z6tt mozog. A Monilinia laxa exogén
sztromai kisebbek, maximum 1 mm-esek és szlirkésbarna szinliek (Batra, 1991, Petroczy és mtsai., 2011). Az
elégazd lancokban képz6dd makrokonidiumok az exogén sztrémékon jelennek meg. A makrokonidiumok
holoblasztikus uton jonnek létre, ellipszoid alakuak és hialinok, képzédésiikhdz fény szikséges (Wormald, 1954;
Batra, 1991). Tomlésgombékra jellemzbéen a Monilinia fajok képeznek mikrokonidiumokat is, ezek enyhén korte
alakuak, funkcidjuk valdszinilileg tapanyag raktarozas, csirazasra nem képesek igy nem vesznek részt a
fert6zésben (Byrde és Willetts, 1977).

PDA, Leonian-malata agar és Mathur-Barnett-Lilly agar taptalajokon a Monilinia fajok kénnyen
tenyészthetdk és megkilonbdztetheték az altalanos tenyészbélyegek alapjan (Petroczy és 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 szdmara a burgonya-dextréz agar bizonyult a legjobbnak, a tenyészet szine fehéres
vagy sargasbarna, a tenyészetek széle inkabb szabalyos vagy ép, ritkdn sporuldl, viszont gyakran képez
légmicéliumot, a ndvekedés intenzitdsa 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 atméréjliek voltak, mig a leoltastdl 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 (Foté:
Juhasz Daniel, 2022)
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A Monilinia laxa koncentrikus zonakban, gyakran karéjosan novekszik, a telepek széle csipkézett vagy
szabalytalan (Batra, 1991). A tenyészet szine vildgosszUrke, esetleg barnés szin(i, gyakran rozettalt mintazottsag
lathatd benne és szintén j6 ndvekedést mutat PDA taptalajon (5. &bra). Nagyon ritkan képzddnek konidiumok a
tenyészetben (Byrde és Willetts 1977). Egyes megfigyelések szerint a Monilinia laxa izolatumok fajon belul tobb
morfoldgiai csoportra oszthatok a PDA taptalajon képzett tenyészbélyegek alapjan (Tran és mtsai., 2020). A
Monilinia laxa izolatumok 23 °C -on a leoltast kdvetd negyedik napon atlagosan 17-59 mm-esek voltak, a leoltast

kévetd hetedik napon pedig 47-78 mm atmérdjliek voltak atlagosan, kdvetkezésképpen a Monilinia laxa izolatumok

ndvekedése PDA taptalajon valamivel gyengébb, mint a Monilinia fructigena izolatumoké (Mufioz és mtsai., 2008).

5. &bra: balra Monilinia laxa PDA taptalajon fonaki oldal, jobbra a szini oldal (Foté: Juhasz Daniel, 2022)

3.2 Korokozok fenntartasa, tarolasi modszerek

Egy kdrokozok izolatumainak fenntartasa ill. megdérzése alapvetd eleme az in vitro vizsgélatoknak (Karen
és mtsai., 2004). A gombak hosszutdvi megdrzésére szdmos mddszer &ll rendelkezésre: liofilezés,
kriokonzervélas, valamint asvanyi olajban, steril taptalajon, szilikagélen torténé tarolas. A szerzék szerint ugyan a
felsorolt mddszerek mindegyike alkalmas a kérokozdk hosszutavu fenntartasara, azonban valamennyi eljarasnak
van hatranya is. A tarolasi mddszer kivalasztasa természetesen az adott fajtdl, a vizsgalat céljatol is figg. A
tarolhatosag maximalis idétartama térolasi modonként valtozik, de altaldban 10 év vagy kevesebb (Karen és mtsai.,
2004).

A liofilezés és a kriokonzervalas minimalis valtozassal, j6l megérzi az adott gombafajt viszont draga
modszer és nem ad lehetdséget a patogének Ujbdli tarolasara (Delcan és mtsai., 2002). Karen és mtsai. (2004)
szerint a liofilezés csak kisméretii, 10 um-nél kisebb spdraval rendelkezd fajoknal alkalmazhaté eredményesen,
mert a nagyobb méret(i spérak karosodhatnak a fagyasztas soran. Kriokonzervalds soran a konidiumokhoz
fagyasgatlé készitményt adnak, mely megakadalyozza a szdvetek kdrosodasat. Azonban bizonyos esetlekben a
krioprotektans hozzaadasa, karos hatasokhoz vezetett. Holden és Smith (1992) kisérletében a krioprotektans
szerek hozzaadasa, mint példaul a glicerin, a dimetil-szulfoxid és a trehal6z csokkentette a Puccinia abrupta var.

partheniicola sporainak életképességét és virulenciajat is.
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Delcan és mtsai. (2002) szerint az asvanyi olaj hasznalata gombak megdrzésére nehéz és a
felllfertzédés is gyakori, tovabba az olajban és szilikagélben torténd tarolas soran mutaciok léphetnek fel, amely
szaméara felvehet6 oxigén mennyiségét, ezért az anyagcsere folyamata lelassul, azonban tovabbra is névésben
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 vald fedését, olcso és konnyen kezelhetd
maodszerként emliti, mely lehetévé teszi a korokozok megdrzését szobahémérsékleten hosszl éveken keresztil,
raadasul az olaj védelmet nyuijt az atkakartétel ellen is. Smith és Onions (1983) kisérletében 58 olaj alatt tarolt
gombafajbdl 47 bizonyult életképesnek 32 évnyi tarolas utan.

A gomba kultirdk meg8rzésére tovabbi mddszer a folyamatos csiraztatas, szaritds és fagyasztas. A
folyamatos csiraztatas soran az adott fajt szlinet nélkil agar taptalajon neveljiik, amely médszert leggyakrabban
5-20 °C kozotti hdmérsékleten alkalmazzak és rovidtavu fenntartasra a legalkalmasabb. Ezenfelll a mddszer
népszeriiségét ndveli, hogy egyszerli és olcso, valamint nem igényel speciélis felszerelést (Karen és mtsai., 2004).

A szaritas, mint taroldsi mddszer olyan gombafajoknal hasznos, amelyek spérat vagy egyéb kitartd
képletet képeznek. Kozegként altalaban szilikagélt, Uveggyongyoket és talajt hasznalnak. A leghosszabb idd
melyen keresztll szaritassal életképesek maradtak Plectomycetes, Hyphomycetes és Zygomycetes osztélyba
tartozo kérokozok 11 év volt, kézegként szilikagél szolgalt. A hosszutavu fenntartas mellett tovabbi elénye, hogy
az el6z6 médhoz hasonldan szintén olcsd és egyszer(i a kivitelezése. Osszehasonlitva az olaj alatt tarolassal, a
szilikagélben tarolt kdrokozdk jobban csiraztak a tarolas utan, azonban a tulélé gombak kore szlikebb volt. Bér a
fagyasztva széritas és folyékony nitrogénnel valo tarolds jobbnak bizonyult, a szilikagélben vald tarolas egy jo
alternativa a kisebb laboratoriumok szamara (Karen és mtsai., 2004).

A fagyasztas - beleértve a mélyh(itést - sokoldali és széleskorben alkalmazhatd tarolasi médszer. A
legtobb gomba folyékony nitrogénben vagy kézonséges fagyasztdban megérizhetd fagyasvédé szerrel vagy
néhany esetben anélkiil is. Fagyasztva szaritassal vagy liofilizacidval a kulturat el6bb fagyasztjak majd vakuum
alatt szaritjak. A fagyasztva szaritas és -135 °C ala h(ités kivalé modja az allandé megérzésnek, azonban specialis
és draga felszereléseket igényel (Smith és Onions, 1983; Karen és mtsai., 2004). Borman és mtsai. (2006)
Castellani médszerét kdvetve 45 gomba faj spéraszuszpenzidjat téroltak steril vizben, szobahémérsékleten, 2
hénaptél 21 évig terjedé idSintervallumban. A vizsgalat eredményeként elmondhatd, hogy a koérokozd
életképessége nem fligg nagymértékben a tarolasi idészak hosszatol, de bizonyos fajok elvesztették tenyészetbéli
jellemzéiket és steril micéliumot produkaltak. Osszességében a Castellani mddszer tovabbra is egyszerii és olcso
a legtdbb gombafaj megbrzésére, azonban ki kell egésziteni egy masféle tarolasi médszerrel is, annak érdekében,
hogy a kérokozé morfoldgiailag stabil és életképes maradjon hosszu tarolés utan is.

A felllfertéz6dés sajnos egy altalanos probléma a torzsgydjteményekben. Szamos kutatd beszamolt méar
atka és egyéb szervezetek karositasardl a tenyészetekben (Holden és Smith, 1992; Karen és mtsai., 2004). Delcan
és mtsai. (2002) kisérletében PDA taptalajon szintén gyakori probléma volt a befertéz6dés. Egy kérokozé

izolatumanak morfologiaja és fizioldgiaja azonban idével énmagaban is megvaltozhat. Kildndsen igaz ez a
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sporulacié képességére, de akar a gazdandvényt fertézd képességét (patogenitasat) is elveszitheti a sorozatos

atoltasok soran (Karen és mtsai., 2004).

3.2.1 Botrytis cinerea

Delcan és mtsai. (2002) &tféleképpen taroltak Botrytis cinerea izolatumot. A kisérlethez szikséges
kérokozét padlizsan-agaron izolaltak, majd 20-25 °C -os hémérsékleten, 16 oras fotoperiddus mellett nevelték a
sporulécio eléréséig. Ezt kovetden konidiumszuszpenzidt készitettek, melyet szilikagélben 4 °C -on, homokban 4
°C -on és burgonya dextréz agaron 4 °C -on kémcsovekben taroltak. A maradék két esetben pedig steril
landzsatlivel leemelt spdrakat hasznaltak, melyeket -20 °C -on taroltak mikrocentrifuga csévekben, amelyek kdzil
az egyiket szérazon hagyték, a masikat pedig 20%-os glicerinnel toltotték fel. Az izolatumok életképességét és
jellemz6it 1, 2 és 4 év tarolas utan vizsgaltak. Négy év tarolas utan azt figyelték meg, hogy a kérokozo linearis
ndvekedése altalaban hasonld vagy meghaladja a kezdetben mért értékeket. Két mddszernél figyeltek meg csak
csokkent ndvekedést: a homokban téroltak (9%-0s csdkkenés) és a glicerinben téroltak (14%-0s csdkkenés)
esetén. Ugyanitt megfigyelték, hogy a sporulacié mértéke és a szkleréciumok mérete tarolasi modtdl fliggetlendl
csokkent 4 év tarolas utan, a szarazon tarolt sporak életképessége alacsony, burgonya dextréz agaron pedig
gyakori a feliilfertézédés. Legjobbnak a homokban 4 °C -on és glicerinben -20 °C-on val6 tarolas bizonyult.

Gindro és Pezet (2001) Botrytis cinerea konidiumok tarolasat vizsgaltak el6kezelés nélkl, kilénbdzé
hémérsékleteken, -80 °C, -20 °C, 4 °C és 21 °C —on. A kisérletet harom éven keresztll végezték, eredményiil azt
kaptak, hogy a 21 °C -on tarolt konidiumok mar egy honap utan elvesztették életképességiiket, azonban a 30
hénapig, -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 hdnapban, ez a szam megegyezik a friss konidiumok
csirdzasi szazalékaval. Elektronmikroszkoppal megvizsgélva, a -80 °C-on tarolt konidiumok citoplazmajanak
visszahUzodd zéndjaban egy U] falréteg kialakuldsat mutattak ki, 6sszehasonlitva a friss konidiumokkal, a

citoplazma integritasa emellett megmaradt.

3.2.2 Monilinia spp.

Sanderson és Jeffers (1992) Monilinia ocycocci tarolasara kétféle fagyasztét (,frost freezer”, ,deep
freezer” tipusu) és két kilonbdzd széritdszert (CaCly, CaSOQq) teszteltek. A kisérletet 90 x 70 mm-es Uveg
edényekben végezték, melyek vermikulitot tartalmaztak. 10-15 darab szklercium behelyezése utan a vermikulitot
ionmentes vizzel nedvesitették és az edényeket parafilmmel zartak le, majd 16 °C-on 12 6ras fotoperiéduson
nevelték ket az apotéciumok megjelenéséig. Ezt kovetben az aszkosporakat naponta haromszor-négyszer
gy(ijtotték, majd a deszikkald szert tartalmazo Petri-csészéket parafilmmel zartdk le. A deszikkalas nélkili
edényeket nem zartak le, igy azokra hatassal volt a kérnyezet paratartalma. Az igy elkészitett edényeket az alabbi
négy kuldnb6zd hémérsékletre helyezték: szobah6mérsékelt, hiitészekrény (4-6 °C), frost freezer és deep freezer
tipusu fagyasztd (-20 °C). Az aszkosporak életképességét két féle modszerrel tesztelték. Az elsé mddszer szerint
aszkospdra szuszpenziét készitettek és szobahdmérsékleten, PDA taptalajon nevelték 24-48 é6ran at, majd

mikroszkop alatt kicsirazott aszkospérakat kerestek. A masik modszer soran az aszkospéra szuszpenzidt
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targylemezre cseppentették, majd egy csepp fluorescein diacetat (FDA)-ot adtak hozza, ezutédn 10 percig
inkubaltak. A fluoreszkalas eléréséhez egy specidlis lampat hasznaltak, majd szintén mikroszkép alatt szamoltak
a vilagité sporakat. Eredményeik azt mutattak, hogy a ,deep freezer” tipusu fagyasztéban sokkal tobb (27,6%)
aszkospdra maradt életben, mint a ,frost-freezer” tipustiban (10,9%). A frost freezer tipusu fagyasztét hasznalva 6
hénap utan egyetlen aszkospdra sem maradt éleben. Feltételezések szerint azért, mert ez a tipusu fagyasztd
folyamatosan valtoztatja a belsé hémérsékletet a jég felhalmozodasanak elkerilése érdekében. Ezzel szemeben
a deep freezer tipusu fagyaszto viszonylag allandd hémérsékletet biztosit. A két alkalmazott szaritoszer kozott
viszont nem volt szignifikans kildnbség, tovabba egyik fagyasztéban sem maradtak életben olyan aszkospoérak
melyekhez nem hasznaltak szaritészert.

A Kkérokozok tarolas utani életképessége az in vitro ndvényvéddszer hatékonysdg tesztelésének
szempontjabol is kiemelten fontos. Zhu és mtsai. (2011) DMI fungicid rezisztens Monilinia fructicola micéliumot és
konidiumokat taroltak 36 héten at, 4 °C, -20 °C és -80 °C —on. A micéliumot haromféle mddon taroltak, PDA ferde
agaron szerves olajjal fedve, PDA taptalajon 10%-0s glicerinnel fedve és szaritott szlir6papiron, a konidiumokat
pedig szilikagélen taroltak. Megfigyeléseik szerint a tarolasi mddtol fliggetlenil csdkken az izolatumok propikonazol
ellenallésaga, a rezisztencia azonban részben Ujra nGvekedni kezdett miutan két hétig 6szibarackon nevelték a

koérokozdt, tehat a kérokozok hosszutavy fenntartasa hatassal lehet a patogenitasra 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 laboratériumaban
végeztiik 2022-2023 kdzott. Az izolalast és atoltast Thermo scientific laminaris boxban végeztik, melyben a
munkavégzést megelézéen germicid UV fény, majd a munkavégzés alatt a vertikalis Iégaram biztositotta a steril
korilményeket. A kisérletben hasznalt landzsatiiket és dugéfurékat 70%-os alkohollal, majd lelangolassal
sterilizaltuk. A nedves kamrak aljaba steril Gveggyongyoket helyeztiink, mig a magas paratartalmat desztillélt vizzel
biztositottuk. A korokozok tenyésztéséhez burgonya dexiroz agar (Potato Dextrose Agar, PDA) taptalajt
hasznaltunk, melyet elézetesen kuktadban 30 percen keresztll, magas nyoméason sterilizaltunk, ezt kdvetden a
tenyészetek létrehozasanal 85x13 mm-es, a kisérletben pedig 55%x14 mm-es Petri-csészékbe ontdttiink. A leoltast,
atoltast kovetden a Petri-csészéket parafilm szalaggal zartuk le.

A korongok kivagasahoz 5 mm-es dugéfurét hasznaltunk, majd a korongokat steril 1,5 mi-es, miianyag
mikrocentrifuga csovekbe helyeztiik. A fedett korongok esetében a mikrocentrifuga cséveket 87%-os steril
glicerinnel toItottik meg. A csoveket papir tasakokba rendszereztik, majd azokat miianyag tasakokba helyeztiik.
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 fagyaszté.

4.2 Koérokozok izolalasa

A kisérlethez a Monilinia fructigena, Monilinia laxa és a Botrytis cinerea fitopatogén gombakat izolaltunk,
melyeket 2022. tavaszan és 6szén gylijtottink az orszag kilénbdzd részeirdl ill. kereskedelmi forgalombdl (1.
tablazat). A koérokozdk azonositdsat klasszikus mikologiai modszerrel: a tlinetek, a morfologiai és a
tenyészbélyegek alapjan végeztik. Gydjtés soran célom az volt, hogy az izolatumok kilénbdzd helyszinekrdl és

kllonbozd gazdandvényekrdl szarmazzanak, hogy tesztelhetd legyen az izolatumok koz6tti kilonbség.
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1. tablazat: Az izolatumok elnevezés és jellemz6 adataik

Izolatum ) ) L Gylijtés Gylijtés
Kérokozd Gazdandvény o
neve helye ideje
Botrytis Szeder 2022.
BC-1 _ _ Budapest .
cinerea (Rubus caesius) majus
Botrytis Afonya 2022.
BC-2 . o . Budapest B
cinerea (Vaccinium myrtillus) majus
Botrytis Sz616 2022.
BC-3 , o Budapest ,
cinerea (Vitis vinifera 'Regal’) majus
Sz616
Botrytis o 2022.
BC-4 . (Vitis vinifera Szekszard 5
cinerea majus

'Poloskei muskotay’)

Monilina Vadkorte 2022.
MON-1 , Budapest

fructigena (Pyrus pyraster) szeptember

Monilina Korte 2022.
MON-2 Kishartyan

fructigena (Pyrus communis) szeptember

Monilinia Diszcseresznye 2022.
MON-3 Budapest .

laxa (Prunus serrulata) majus

Monilinia Szilva 2022.
MON-4 _ Kishartyan

laxa (Prunus domestica) szeptember

A fertézott ndvényi részeken megjelend konidiumokat steril [andzsat(i segitségével oltottuk le taptalajra.
Amelyeken nem talaltunk szaporitképleteket, 1-2 napra nedves kamraba helyeztiik, és szobahémérsékleten,
természetes megvilagitds mellett inkubaltuk a szaporitdképletek megjelenéséig. A fert6zott ndvényi részek

vizsgalatahoz és a fruktifikacié ellendrzéséhez szteredmikroszkdpot hasznaltunk. A leoltast harom pontra végeztik,
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majd parafiimezés és feliratozas utan a Petri-csészéket fitotronban, 24 °C-on tartottuk, 12 dras megvilagitas mellett.

5-7 nap elteltével tiszta tenyészeteket hoztunk Iétre (6. abra).

6. abra: Tiszta tenyészetek létrehozasa (Foto: Kocsis Ivett, 2022)

4.3 A vizsgalat menete

A vizsgélat kezdetét megelézd héten kivalasztottunk 4 izolatumot mindkét kérokozd nemzetségbdl,
melyeket alkalmasnak itéltink a kisérlethez. Ismétlés szamnak a 3-at valasztottuk, mivel ez mar, a korabbi
tapasztalataink alapjan, kell6 biztonsagot ad a kiértékelés sordn és a korongok szadmat tekintve is kezelhetd
mennyiség. A kisérlet el6tt egy héttel minden tenyészetbdl 4 darab tiszta tenyészetet hoztunk létre a megfeleld
szamu korong eléréséhez.

A Kisérletet 2022. 10. 12-én inditottuk. A kisérleti elrendezést a 2. tablazat mutatja be. Négy kilénbdz6
hémérsékletet valasztottunk: 22 °C, 10 °C, -20 °C és -70 °C. A korongok életképességét 3 hét (21 nap) 3 honap
(103 nap) és 6 honap (159 nap) elteltével ellendriztiik. A kilonb6z6 hémérsékleten térolt korongok felét 87%-os
steril glicerinnel fedtlik le: 3 darab fedetlen (glicerin nélkiil) és 3 darab glicerinnel fedett kerdlt kilon mikrocentrifuga
csovekbe, igy minden hémérsékletre, idtartamra 6 darab korong jutott (7. abra). A korongokat 5 mm-es
dugofaréval vagtuk ki és mikrocentrifuga csovekben taroltuk, a glicerinnel fedett korongok esetében a csdvekbe
1,5 ml steril glicerint toltottink. A kisérlettel parhuzamosan 24 °C-on elinditottunk egy tarolas nélkili kontroll
sorozatot is, mely 0sszehasonlitasi alapként szolgalt, ami alapjan arra lehetett kovetkeztetni, hogy téarolas nélkul
az adott kérokozd milyen ndvekedési mintdzatot mutat. Ezzel a kiegészité csoporttal megbizonyosodhattunk a
tesztelt izolatumok alap ndvekedési intenzitasarol, igy barmilyen ettél eltéré ndvekedésbeli mintazat a tarolashol

fakado kezeléseknek koszonheto.
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2. tablazat: Kisérleti elrendezés korokozdnként, 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 hénap 3 3 3 3 3 3 3 3
6 hénap 3 3 3 3 3 3 3 3

Az egyes mintakat egyedi jeldléssel ellatva, egymastdl fliggetlentil - mikrocentrifuga csvekben - taroltuk.
A mikrocentrifuga csoveket az alabbi médon neveztik el, a szederrdl szarmaz6 B. cinerea izolatummal bemutatva:
BC_1_+20_3w_f1. ABC_1 a szederrdl szarmazo izolatum elnevezése, +20 a tarolasi hémérsékletet mutatja, a 3w-
azt azt jelenti, hogy 3 hétig taroltuk az adott mikrocentrifuga csovet, az f1 pedig azt jeldli, hogy glicerinnel voltak

fedve a korongok.

7. abra: A mikrocentrifuga cs6vekbe helyezett korongok hémérsékletek szerint csoportba rendezve a
tarolas el6tt (Fotd: Juhasz Daniel, 2022)
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4.4 A tenyészetek novekedésének mérése

A kiilonbdzd korliimények kozott tarolt izolatumok ndvekedési itemének nyomon kévetésére a leoltastol
kezdve két napos gyakorisaggal mértem a tenyészetek atmérdit két irdnyban (1. melléklet; 2. melléklet). Ezt
kovetden a mért adatok atlaganak felhasznalaséval kiszamitottam a tenyészetek fellletét (cm?). A tenyészetek
alakja szabalyos kérhdz hasonlé mindhdrom kérokozo esetében, ezért a tenyészetek felliletét a kor terliletének

képlete alapjan szamoltam. A statisztikai elemzés soran ezzel a szarmaztatott valtozéval szamoltam tovabb.

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

alkalmazott fontosabb programcsomagok: ‘Ime4’, ‘car’.

A tenyészetek életképességének ellendrzése

Altalanos kevert hatast modellel (LMER) kérokozonként kiilén teszteltiik a tenyészetek életképességét
és novekedési intenzitasat kulonbozd tarolési kezelések hatadsanak figyelembevétele nélkil. El6zetesen azt
feltételeztiik, hogy a tarolasi kezeléseknek alavetett izolatumok egészségesek és életképesek, igy barmilyen
valtozas a tenyészetek életképességében a kezeléseknek kdszonhetd. Az altalanos kevert hatasu modellben a
tenyészetndvekedés (cm?) fliggd véltozdként, a leoltastdl eltelt napok szama (diszkrét), valamint az izolatum
azonositdja (faktor) pedig magyarazévaltozoként szerepelt. Az egyedileg jeldlt tenyészetek méret valtozasat
ismételt mintavétellel mértik, igy a mérési adatok dsszetartozasat random faktor (tenyészetek egyedi azonositéja)

segitségével vettlk figyelembe a modellben.

A tarolasi kezelések hatasanak vizsgalata

A tenyészetek a mérés els6 felében vagy teljesen benétték a Petri-csészét (55 mm, 100%) vagy az addigi
terliletlik a mérési idészak fennmarado részében sem valtozott, igy a mérési adatok (tenyészet teriilete) bimodalis
eloszldsa miatt azok binarizélasara 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 térolasi hatasok tenyészetnovekedésre gyakorolt hatasanak teszteléséhez altalanositott kevert hatasu
modellt hasznéltunk, amelyben binaris eloszldsra korrigaltunk (GLMM-b). A modell segitségével teszteltiik a
tarolasi id6, a tarolasi hémérséklet és a tarolas soran alkalmazott fedési modszer hatasat a korokozok
életképességére nézve. A modellben a tenyészetek teriilete fliggd valtozoként, mig a tarolasi hdmérséklet
(diszkrét), a tarolasi idé (diszkrét) és a fedés (faktor) magyarazé valtozdként szerepelt. A modellben teszteltlk a
tarolasi idéxtarolasi hémérséklet, tarolasi idoxfedés, valamint a tarolasi hdmérsékletxfedés interakcidinak a
hatésat is. Az egyedileg jelolt tenyészetek méret valtozasat ismételt mintavétellel mértik, igy a mérési adatok
osszetartozasat random faktorok (hierarchikus nested random faktor: tenyészetek egyedi azonositdja / izolatum
egyedi azonositdja) segitségével vettlik figyelembe a modellben a mintavételi pontok statisztikai fliggetlenségének

megbrzése érdekében.
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5. EREDMENYEK

5.1 Botrytis cinerea
A tenyészetek életképességének ellendrzése

Az LMER modellben tesztelt tenyészetek életképességére a leoltastdl eltelt napok szama valtozo
szignifikans hatast gyakorolt. Az izolatumok tarolasi kezelés nélkil életképesek, igy a tenyészetek
életképességében bekdvetkez6 barmilyen valtozas a kezeléseknek kdszdnhetd (3. tablazat). Az izolatum hatasa
nem gyakorolt szignifikans hatast a tenyészetek életképességére, tehat a kiilénbdzd gazdandvényrdl szarmazd

izolatumok életképessége kdzott nincs kilénbség.

3. tablazat: A leoltastdl eltelt napok szamanak, valamint az izolatum hatasa a tarolasi kezelésben nem

részesult Botrytis cinerea tenyészetek életképességére.

Tesztelt valtozé 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 tarolasi idd, tarolasi hdmérséklet, fedés tipus, valamint a tarolasi hémérséklet
és a tarolasi id interakcidja egyarant szignifikans volt, tehat ezek a valtozok kimutathatéan befolyasoltak, hogy a

Botrytis cinerea kdrokozo tenyészetei telies mértékben kolonizaltak-e a Petri-csészéket (4. tablazat).

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

Tesztelt valtozé Chi? Df p-érték
Tarolasi id6é 22,597 1 p<0,001
Tarolasi homérséklet 14,227 1 p<0,001
Fedés tipusa 134,147 1 p<0,001
|zolatum 6,201 3 0,102
Tarolasi id6 x Tarolasi homérséklet 4,994 1 0,025
Tarolasi id6 x Fedés tipusa 0,539 1 0,463
Tarolasi hémérséklet x Fedés tipusa 2,300 1 0,129
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A tarolasi id6 esetében a szignifikans hatas azt jelenti, hogy a tenyészetek terliletének ndvekedése a
klldnbdz4 térolasi idStartamok (21 nap, 103 nap, 159 nap) figgvényében valtozott (4. tablazat, 8. bra). A tarolasi
id6 ndvelésével cskkent a taptalajt bendvo tenyészetek aranya 21 nap térolas utén a tenyészetek jelentés része
képes volt teljesen bendni a taptalajt, majd a tarolasi id6é ndvelésével a ndvekedés 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

0 50 100 150 200
Tarolasi id6 (nap)

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

Abramagyarézat: Tenyészetek mérete: ,,0” a vizsgalat ideje alatt a tenyészet nem kolonizalta a taptalaj

teljes fellletét; ,,1” a vizsgalat ideje alatt a tenyészet kolonizalta a taptalaj teljes felliletét.
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A tarolasi hémérséklet szignifikans hatast gyakorolt a tenyészetek novekedésre, tehat a tenyészetek
novekedését a tarolasi hémérséklet (-70 °C, -20 °C, 10 °C, 20 °C) is befolydsolta (4. tablazat). A tarolasi
hémérséklet csokkentésével nétt azon tenyészetek ardnya, amelyek képesek voltak a teljes Petri-csésze
kolonizalasara. A -70 és -20 °C-on torténd tarolasok kdzott nem volt kimutathatd kilénbség, mig a nem fagyasztott
izolatumok (10 °C, 20 °C) tarolhatosag kimutathatéan, er6sodd utemben csokkent a hémérséklet novelésével.
Vizsgalatunk tovabbi érdekes eredménye, hogy a tenyészetek életképességében nem mutatkozott szamottevd

klilonbség 20, illetve 10°C-on torténd tarolas utan (9. abra).
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9. abra: A tarolasi hdmérséklet hatasa a Botrytis cinerea tenyészetek névekedésére.

Abramagyarazat: Tenyészetek ndvekedése: ,,0” a vizsgalat ideje alatt a tenyészet nem kolonizalta a

taptalaj teljes feliletét; ,,1” a vizsgélat ideje alatt a tenyészet kolonizalta a taptalaj teljes feliletét.

A tarolasi hémérséklet és a tarolas idétartamanak interakcidja is szignifikans hatast gyakorolt a
Botrytis cinerea tenyészetek életképességére, amely azt jelzi, hogy a tarolasi id6 az egyes tarolasi

hémérsékleteken eltéré mérték(i ndvekedési értéket eredményezett (4. tablazat).
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A fedés kezelés esetében a szignifikdns hatds azt jelenti, hogy a tenyészetek teriletének ndvekedése
attol figgben valtozott, hogy a kisérlet soran a kdrokozot glicerinnel fedve vagy anélkil taroltuk (4. tablazat). A
mérés id6tartama alatt a glicerinnel fedett, oxigéntdl elzart korongok életképessége jelentGsen lecsokkent. A
fedetlen korongok donté tdbbségébél a kérokozé képes volt teljes egészében kolonizalni a Petri-csészéket a mérés
idtartama alatt, addig a glicerinnel fedett korongokbol sokkal nagyobb aranyban fejlédtek olyan tenyészetek,

amelyek nem voltak képesek a teljes Petri-csésze kolonizalasara (10. abra).

Fedetlen

Fedés

Fedett

l

Tenyészet novekedése

10. abra: A fedés mddjanak hatasa a Botrytis cinerea tenyészetek névekedésére.
Abramagyarazat: Tenyészetek novekedése: 0: tenyészet nem vagy csak részlegesen kolonizalta a
taptalaj fellletét a mérés aktudlis iddpontjaban; 1: tenyészet kolonizélta a taptalaj teljes felliletét a mérés

aktualis idépontjaban.

Izolatumok kozotti kiilonbség
A vizsgélat soran a Botrytis cinerea kérokozé izolatumainak nem volt szignifikans hatasa a tenyészetek

életképességére (4. tablazat), tehat az izolatumok koz6tt nem tapasztaltunk kildnbségeket a kiilonb6z6 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 szama véltozo
szignifikdns hatést gyakorolt. Az izoldtumok tarolasi kezelés nélkil életképesek, igy a tenyészetek
életképességében bekovetkezd barmilyen valtozas a kezeléseknek koszonhetd (5. tablazat). Az izoldtum valtozé
nem gyakorolt szignifikans hatast a tenyészetek életképességére, tehat a kilonboz0 eredetl izolatumok

életképessége kozott nincs kulonbség.

5. tablazat: A leoltastdl eltelt napok szdmanak, valamint az izolatum hatéasa a tarolasi kezelésben nem

részesilt Monilinia fructigena tenyészetek életképességére.

Tesztelt valtozé Chi2 Df p-érték
Napok szama 46,541 1 p<0,001
Izolatum 1,969 1 0,161

Tarolasi kezelések hatasa
A GLMM modellben tesztelt tarolasi id6, fedés tipusa valtozdk egyarant szignifikansak voltak, tehat a
tarolasi id6 és a fedés tipusa kimutathatéan befolyasoltak, hogy a Monilinia fructigena kérokozé tenyészetei teljes

mértékben kolonizalték-e a Petri-csészét (6. tablazat).

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

Tesztelt valtozo Chi? Df p-érték
Tarolasi idé 7,140 1 0,007
Tarolasi hémérséklet 1,567 1 0,210

Fedés tipusa 70,407 1 p<0,001
Izolatum 0,255 1 0,613
Térolasi idd x Tarolasi hémérséklet 1,275 1 0,259
Tarolasi id6 x Fedés tipusa 0,449 1 0,503
Tarolasi hémérséklet x Fedés tipusa 2,481 1 0,115
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A tarolasi id6 esetében a szignifikans hatas azt jelenti, hogy a tenyészetek terliletének ndvekedése a
kulonboz6 tarolési id6tartamok (21 nap, 103 nap, 159 nap) fliggvényében valtozott (6. tablazat). Vizsgalatunk
eredménye alapjan elmondhat6, hogy a Monilinia fructigena korokozd életképességét negativan befolyasolja a
tarolasi id6, ugyanis a tarolas idStartamanak névelésével jelentésen névekedett azoknak a tenyészetnek az aranya,

amelyek nem voltak képesek a teljes Petri-csésze kolonizélaséra (11. abra).
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11. &bra: A tarolasi idé hatasa a Monilinia fructigena tenyészetek ndvekedésére

28



A fedés kezelés esetében a szignifikans hatas azt jelenti, hogy a tenyészetek terilletének ndvekedése
attol figgben valtozott, hogy a kisérlet soran a kdrokozot glicerinnel fedve vagy anélkl téaroltuk (6. tablazat). A
mérés idétartama alatt a glicerinnel fedett korongokbdl inditott kérokozo életképessége jelentésen csbkkent. A
fedetlen korongok dontd tobbségébdl olyan tenyészet fejl6d6tt, amely képes volt teljes egészében kolonizalni a
Petri-csészét a mérés idétartama alatt. Ezzel szemben a fedett korongokbdl sokkal nagyobb arényban fejlédtek

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

Fedetlen

Fedés

Fedett

Tenyészet novekedése

12. abra: A fedés mddjanak hatasa a Monilinia fructigena. tenyészetek nvekedésére.

Abramagyarézat: Tenyészetek novekedése: 0: tenyészet nem vagy csak részlegesen kolonizalta a
taptalaj feliletét a mérés aktualis iddpontjaban; 1: tenyészet kolonizalta a taptalaj teljes felliletét a mérés

aktualis idépontjaban.

Izolatumok kozotti kiilonbség
A vizsgalat soran a Monilinia fructigena kérokozd izolatumainak nem volt szignifikdns hatésa a

tenyészetek életképességére (6. tablazat), tehat az izolatumok kdzétt nem tapasztaltunk kildnbségeket a

klilénbdzd 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 szama véltozo
szignifikdns hatést gyakorolt. Az izoldtumok tarolasi kezelés nélkil életképesek, igy a tenyészetek
életképességében bekovetkezd barmilyen valtozas a kezeléseknek kdszonhetd (7. tablazat). Az izolatum valtozo

nem gyakorolt szignifikans hatast a tenyészetek életképességére, tehat a kilonboz0 eredetl izolatumok

életképessége kozott nincs kulonbség.

7. tablazat: A leoltastdl eltelt napok szdmanak, valamint az izolatum hatasa a tarolasi kezelésben nem

részesiilt Monilinia laxa tenyészetek életképességére.

Tesztelt valtozé Chi? Df p-érték
Napok szama 65,362 1 p<0,001
Izolatum 2,852 1 0,091

Tarolasi kezelések hatasa

A GLMM modellben tesztelt tarolasi id6, tarolasi hémérséklet egyarant szignifikans volt, tehat ezen

valtozok kimutathatéan befolyasoltak, hogy a Monilinia laxa kérokozo tenyészetei telies mértékben benbtték-e a

Petri-csészét (8. tablazat).

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

Tesztelt valtozé Chi? Df p-érték
Tarolasi id6 36,447 1 p<0,001
Tarolasi homérséklet 21,978 1 p<0,001
Fedés tipusa 0,000 1 0,999
|zolatum 3,368 1 0,066
Tarolasi id6 x Tarolasi hémérséklet 2,049 1 0,152
Tarolasi id6 x Fedés tipusa 0,000 1 1,000
Tarolasi hémérséklet x Fedés tipusa 0,000 1 1,000

A tarolasi id6 esetében a szignifikans hatés azt jelenti, hogy a tenyészetek tertiletének ndvekedése a
kilénbdz6 tarolasi idétartamok (21 nap, 103 nap, 159 nap) fuggvényében valtozott (8. tablazat). Vizsgalatunk
eredménye alapjan elmondhaté, hogy a Monilinia laxa kérokozd életképességét negativan befolyésolja a tarolasi
idd, ugyanis a tarolas idétartamanak novelésével jelentésen csokkent azoknak a tenyészetnek az aranya, amelyek

képesek voltak a teljes Petri-csésze kolonizalasara. A tenyészetek életképessége mér 21 nap tarolas utan is

jelentésen romlott (13. abra).
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13. abra: A tarolasi id6 hatadsa a Monilinia laxa tenyészetek névekedésére

A tarolasi hdmérseéklet szignifikans hatast gyakorolt a tenyészetek ndvekedésre, tehat a Monilinia laxa
tenyészetek novekedését a tarolasi hdmérséklet (20 °C, 10 °C, -20 °C, -70 °C) befolyasolta (8. tablazat). A tarolasi
hémérséklet csokkentésével nétt azon tenyészetek ardnya, amelyek képesek voltak a teljes Petri-csésze
kolonizalasara (14. abra). A mérés ideje alatt a hosszutavu fenntartasra legalkalmasabbnak a -70 °C-on torténd
tarolas bizonyult, a tenyészetek donté tobbsége képes volt a teljes taptalaj kolonizalasara a hémérsékleti kezelés

utan (14. abra).
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14. &bra: A tarolasi hémérséklet hatasa a Monilinia laxa tenyészetek ndvekedésére
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Izolatumok koz6tti kiilonbség
A vizsgalat soran a Monilinia laxa kérokozd izolatumainak nem volt szignifikans hatasa a tenyészetek
életképességere (8. tablazat), tehat az izolatumok kozott nem tapasztaltunk kilénbségeket a kilénb6z6 modon

tarolt tenyészetek életképességében.
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6. KOVETKEZTETESEK

Vizsgalataink soran igazoltuk, hogy a kiildnb6z6 tarolasi kezelések kimutathatéan befolyasoljak a Botrytis
cinerea, Monilinia laxa és Monilinia fructigena korokozdk életképességét a hosszutavu, in vitro laboratdriumi
fenntartas soran.

Eredményeink alapjan elmondhato, hogy az altalunk vizsgalt dsszes korokozd életképességét negativan
befolyasolta a tarolasi idd, tehat a megndévelt térolasi id6 jelentésen csokkentette a korokozok életképességét. Ez
a hatas kérokozo-specifikusan jelentkezett, ugyanis a Botrytis cinerea korokozd esetében a tarolasi idé negativ
hatadsa mind6ssze a 3 és 6 honapon at tarto tarolés utan jelentkezett, addig a Monilinia fructigena és a Monilinia
laxa esetében a teljes Petri-csészét kolonizald tenyészetek ardnyanak drasztikus csokkenését mar 3 hét tarolas
utan megfigyeltik. Mindezekkel szemben szamos szakirodalmi eredmény az eredményeinkkel ellentétes hatasrdl
szamoltak be, azonban ezek a vizsgalatok csak egy-egy tényezét vettek figyelembe a kérokozok tarolhatdsaga
szempontjabol, ami nem feltétleniil ad hiteles képet a kérdéssel kapcsolatban. Példaul Borman és mtsai. (2006)
vizsgalataik soran megallapitottak, hogy a kérokozé életképessége nem fligg nagymértékben a tarolasi idészak
hosszatol. Hasonlo eredményekrdl szamolt be egy masik vizsgalat is. Delcan és mtsai. (2002) kisérletében 4 év
tarolas utan a kérokozé lineéris ndvekedése altalaban hasonléd volt, vagy a ndvekedési érték meghaladta a
kezdetben mért értékeket. Sajat kisérletink sordn egy sokkal komplexebb megkézelitést alkalmaztunk. A
vizsgalatunkhoz hasonloan, Gindro és Pezet (2001) is arrél szamolt be, hogy a Botrytis cinerea 21 °C -on tarolt
konidiumai mar egy honap utan elvesztették életképességilket, azonban a 30 hénapig, -80 °C, -20 °C és 4 °C-on
tarolt konidiumok sorrendben 79%, 8% és 0,2%-a sikeresen csirazott. Jol lathato ebbdl a vizsgalatbol, hogy a
tarolasi id6 és a hémérséklet hatasanak egyittes figyelembe vétele kritikus szempont a hosszitava tarolasi
kérilmények meghatérozasakor, hiszen ezek interakcioja hatarozta meg a Botrytis cinerea kérokozé fenntartasat.

A hémérséklet szamos bioldgiai folyamatot jelentdsen befolyasol, igy ennek alapjan feltételeztlik, hogy a
kérokozok eltarthatosagara a tarolasi hémérséklet is jelentés hatast fog gyakorolni. Eredményeink alapjén a tarolasi
hémérséklet csokkentésével nétt azon tenyészetek ardnya, amelyek képesek voltak a teljes Petri-csésze
kolonizalasara, amely mintazat 6sszhangban van a szakirodalomban talalhaté korabbi tudoményos eredményekkel
(Gindro és Pezet, 2001; Delcan és mtsai., 2002). Delcan és mtsai. (2002) kutatdsa soran igazoltak a tarolasi
hémérséklet életképességet befolyasold hatasat a kiilénbdzd korokozdk tenyészeteire nézve. Legjobbnak a
homokban 4 °C -on és glicerinben -20 °C -on val6 tarolast talaltak, azonban vizsgélataink soran a fedés tipusa és
a tarolasi hdmérséklet interakcidja nem bizonyult szignifikans hatdsunak. A kutatasunkban a Botrytis esetében -70
és -20 °C-on torténd tarolasok kdzott nem volt kimutathato kilénbség, mig a nem fagyasztott izolatumok (10 °C,
20 °C) tarolhatésaga nagymértékben csokkent a hémérséklet novelésével. A Monilinia laxa ndvekedésére szintén
negativan hatott a tarolasi hémérséklet novelése. igy hossziitavon a legjobb ndvekedést -70 °C-os tarolas mellett
értlink el. Ennek vélhetden az lehetett az oka, hogy a fagypont folotti hémérsékleteken tarolt izolatumok
val6szin(ileg folytattak a névekedést és az anyagcsere folyamatok is csak lassultak, igy idével elfogytak a forrasaik
(taptalaj, oxigén) és életképességiik ezaltal jelentésen lecsokkent.

Megallapitottuk, hogy a vizsgalt kdrokozok hosszitavu eltarthatésagat a leveg6tdl vald elzaras is

kimutathatéan befolyasolja. A Botrytis cinerea és Monilinia fructigena izolatumok esetében vizsgalataink soran
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hasonld mintazatot irtunk le. A glicerinnel fedett korongok dontd tébbsége egyaltalan nem indult névekedésnek a
mérések alatt. Ennek hatterében valdsziniileg az oxigén hianya allhat, amely a térolas soran csokkenthette a
tenyészetek életképességét. Delcan és mtsai. (2002) glicerinben tarolt izolatumok esetében 14%-o0s névekedésbeli
csOkkenést tapasztaltak a kezdeti értékekhez képest. Ezzel 6sszhangban a Botrytis cinerea és Monilinia fructigena
izolatumok esetében vizsgélataink sorén hasonld mintazatot irtunk le. A glicerinnel fedett korongok dénté tébbsége
egyaltalan nem indult névekedésnek a mérések alatt. Ennek hatterében valészinlileg az oxigén hianya allhat,
amely a tarolas soran csokkenthette a tenyészetek életképességét.

Korabban feltételeztiik, hogy a fajon bellil az egyes izolatumok jelentds eltérést mutathatnak egymashoz
képest. A feltételezést szamos szakirodalmi forras erésiti. Példaul egy vizsgalatban kiilénbzd Botrytis cinerea
izolatumok ndvekedési iteme PDA taptalajon 7,3 és 26,7 mm kdz6tt alakult (Tanovi¢ és mtsai., 2009). Jelen
vizsgélatunk soran a kilonb6z0 Botrytis cinerea, Monilinia laxa és Monilinia fructigena izolatumok névekedési
liteme kdzott nem tapasztaltunk kiilonbséget, tehat a kiildnbzé gazdandvényekrdl szarmazd izoldtumok tarolhatok
azonos moédon, a tarolas uténi életképességiiket sem befolyasolta az, hogy milyen gazdandvényrél szarmaztak.

Vizsgalataink hozzéjarulnak a vizsgélt Botrytis és Monilinia fajok laboratoriumi fenntartasahoz. A vizsgalat
célja és idétartama alapjan kivalaszthatd, hogy milyen koriilmények kozott a legcélszerlibb tarolni az adott faj
izolatumait.

A Botrytis cinerea életképes marad -20, vagy akar -70°C-on is. Williamson és mtsai. (2007) is azt
valoszinisitették, hogy a hiitott aru kereskedelmének ndvekedése hozzajarult a kérokozd jelentdségének
novekedéséhez. De a Botrytis cinerea csak egyetlen kiragadott példa a hiitdtt aruk és élelmiszerek felszinén
jelenlévé korokozdkra. Vizsgélatunk felhivja a figyelmet egy talan kevésbé hangsulyozott probléméra, hogy a
fagyasztva tarolt élelmiszereinkkel vagy élelmiszeripari nyersanyagokkal ndvénypatogén kdrokozok juthatnak el
észrevétlenll a vilag barmely pontjara ugy, hogy mindekdzben megébrizhetik életképességiiket és
fertézéképességuket. Nehéz megbecstilni, hogy a jelenségnek az invaziés fajok terjedése szempontjabdl milyen

ndévényegészségugyi, és a mikotoxinokat termelé fajok kapcsan milyen huméanegészségugyi kockazatai lehetnek.
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7. 0SSZEFOGLALAS

A Botrytis és a Monilinia fajok vilagviszonylatban a legjelentésebb széles gazdandvénykoérrel rendelkezd
névénypatogén gombak kdzé tartoznak. Szabadfdldon és a termények tarolasa soran is minden évben komoly
veszteséget okozhatnak vilagszerte. A korokozdk virulencidjanak jellemzéséhez, a fungicidek hatékonysaganak
teszteléséhez vagy akar ndvényvéddszer-rezisztencia vizsgalatokhoz gyakran hosszadalmas laboratdriumi
vizsgélatok szukségesek, amely soran elengedhetetlen, hogy az izolatumok életképesek maradjanak és
hosszutavon megdrizzék eredeti novekedési képességiket, morfologiai jellemzbiket. Azonban a fenntartasi
modszerek tobbsége azok magas koltségigénye miatt csak korlatozottan elérheté a kisebb laboratoriumok
szaméara, ezért indokolt az alacsony koltségli modszer vizsgalata, amelyek j alternativaként szolgélhatnak.

Az utobbi évtizedekben mar szamos kutatas iranyult a ndvényi kdrokozok in vitro fenntartasara, ennek
ellenére kevés szakirodalom sz6l a Botrytis cinerea és Monilinia spp. taptalajon térténé tarolasrol, fagyasztasral.
Munkank soran 4 Botrytis, 2 Monilinia fructigena és 2 Monilinia laxa izolatumot vizsgaltunk. A kutatas els6dleges
célja volt, hogy feltarjuk az alkalmazott tarolasi korilmények koziil azokat a legfontosabb tényezbket, amelyek
befolyasoljak ezen névénypatogén izolatumok hosszltavi megérzését.

A kutatas soran az alabbi vizsgélati kérdéseket fogalmaztuk meg: (1) Kimutathaté-e kilénbség a kiilonbdzd
ideig tarolt izolatumok ndvekedési lteme kdzott? (2) Kimutathaté-e kildnbség a kiildnb6zé hémérsékleten tarolt
izolatumok ndvekedési Uteme koz6tt? (3) Kimutathatd-e kildnbség a kiilonb6z6 fedési modszerrel tarolt izolatumok
novekedési liteme kdz6tt? (4) Kimutathatd-e kildnbség a kiilonbdz6 izoldtumok ndvekedési liteme kdz6tt (fajon
bellil)? A kisérlet beallitasahoz PDA taptalajon sporulal6 tenyészetekbdl kivagott korongokat taroltunk kilonbdzé
hémérsékleteken fedés nélkll, illetve glicerinnel fedve. Az izolatumok virulencijat 3 hét (21 nap) 3 honap (103
nap) és 6 hénap (159 nap) elteltével PDA taptalajon, szobahdmérsékleten, természetes fotoperiédus mellett
vizsgaltuk. A kilonbdz0 tarolasi modszerek 6sszehasonlitasa és értékelése a tenyészetek ndvekedési itemének
vizsgalatan alapult.

Kutatasunk eredményeként a Botrytis esetében az Gsszes tarolasi tényezd (id6, hémérséklet, fedés
ndvekedésére. A Monilinia fructigena esetében a tarolasi id6 és a fedés, mig a Monilinia laxa névekedésére az idé
és a hdmérséklet gyakorolt kimutathaté hatast.

A tarolasi idGtartam novelése és a tarolasi hdmérséklet novelése egyarant rontotta mindharom korokozo
ndvekedési képességét, hiszen a hémérséklet ndvekedésével az anyagcsere folyamatok is élénkiiltek, és az id6
elérehaladtaval a kérokozok felélték a rendelkezéstikre &ll6 forrasokat (tapanyag, oxigén). A légmentesen tarolt
korongokbdl sokkal kisebb aranyban fejlédnek életképes tenyészetek. A fajok kiilonbézé izoldtumainak tarolas
uténi névekedési iteme kozott nem taléltunk kilonbséget, tehat a kilonbdzé gazdandvényrdl szdrmazd Botrytis
cinerea, Monilinia fructigena és Monilinia laxa izolatumok azonos kdrilmények kozétt tarolhatok.

A vizsgalat soran feltartuk a kilénboz6 tarolasi kérilmények egyméshoz viszonyitott hatasait, melyek
segitséget nyujtanak a tesztelt kérokozdék hosszutavl laboratoriumi fenntartasadhoz. Eredményeink felhivjak
tovabba a figyelmet ndvénypatogén kérokozok fagyasztva tarolt élelmiszerekkel vagy nyersanyagokkal torténé

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 fotoi, tarolasi idétartamonként oszlopokba rendezve, a sorok a
mérési alkalmakat jel6lik (Fotd: Juhasz Daniel, 2022-2023)
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1. mérés

2. mérés

3. mérés

4. mérés

5. mérés

6. mérés

7. mérés

2. melléklet: A -70°C-on tarolt MON-3 izolatum fotéi, tarolasi idétartamonként oszlopokba rendezve, a sorok
a mérési alkalmakat jeldlik (Foto: Juhasz Daniel, 2022-2023)
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