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1 Bevezetés és célkituzés

A citrusfélék a vilag legnagyobb feliileten termesztett gytimdlesei, hiszen vilagszerte
tobb, mint hétmillié hektaron termesztik, igy a tiz legfontosabb novény kozé tartoznak a teljes
gytimolcstermesztés tekintetében és értékiiket tekintve elsd helyen allnak a nemzetkozi
gytimolcskereskedelemben (Khanchouch et al., 2017).

A ,citrusfélék” kifejezés a nemzetség fajainak és hibridjeinek komplexét jeloli. A
leggyakrabban termesztett fajok a Citrus reticulata (mandarin), Citrus sinensis (édes narancs),
Citrus limon (citrom), Citrus aurantifolia (lime), Citrus grandis (pomelo) és Citrus paradisi
(grapefruit) (Wu et al., 2018). Bar a citrusfélék Kelet-Azsiaban Gshonosok, a citrustermesztés
a tropusi, szubtropusi és mediterrdn éghajlati 6vezetekben is elterjedt, jelenleg Kina, Brazilia,
az Eur6pai Uni6 és az Egyesiilt Allamok a vezet termeszték a nemzetkézi frisspiacon (Bhatta,
2022; Lombardo et al., 2023). A citrusfélék fontos forrasai a magas antioxidans hatassal
rendelkezé bioaktiv vegyiileteknek, mint példaul a C-vitaminnak, a hidroxi-fahéjsavnak és
flavonoidoknak (Khanchouch et al., 2017). Ennek koszonheten foleg a téli idészakban kedvelt
gylumolcseink koz¢ tartoznak.

A globdlis klimavaltozas okozta felmelegedés hatasait hazankban is érezziik. Ma mar
szamos mediterran eredeti kultura, mint a flige vagy a datolyaszilva termesztésére van hazai
példa. Nagyon népszerli gyiimolesok a citrusfélék is a hazi kiskertekben, de az is eldfordulhat,
hogy a boltok polcain magyar citrommal taldlkozunk, hiszen Lajosmizsén mar folia boritasu
termesztd berendezésben is zajlik a termesztés. A bio élelmiszerek iranti ndvekvo igény pedig
tovabb fokozza a hazai termesztési kedvet. Azonban a hazai fogyasztokat természetesen
egyeldre a friss citrusfélékkel az import latja el nagy mennyiségben. A vilag minden tajarol
érkeznek gyiimolesok és veliikk egyiitt korokozok is. A nemzetkozi szakirodalom alapjan
szamos gombafaj fertdzheti a citrusféléket, koztiik sok olyan is, melyeknek csak a szallitas és
raktarozas alatt alakulnak ki tiineteik.

Munkank soran célul tliztiik ki felmérni egyes citrusfélék (bio- és konvencionalis
termesztésbdl szarmazd) fertdzottségét. A korokozok klasszikus €s molekularis modszerekkel
végzett azonositasan tal célul tiiztiik ki a fajok rokonsagi kapcsolatainak vizsgalatat, valamint
megtudni, hogy van-e kozottiik a hazankban is termesztett novényekre veszélyt jelentd

koérokozo.



2 Irodalmi attekintés

A nemzetkozi szakirodalom alapjan a postharvest korokozok koziil a Penicillium
nemzetség (Marcet et al., 2012; Cheng et al., 2020; Kanashiro et al., 2020), az Alternaria
nemzetség (Timmer et al., 2003; Vitale et al., 2021), a Colletotrichum nemzetség (Kaur et al.,
2007; Crous et al., 2016; Guarnaccia et al., 2017), a Fusarium nemzetség (Sandoval et al.,
2018; Jae et al., 2000; Hasan et al., 2023) és a Geotrichum nemzetség (Gusella et al., 2021;
Guerline et al., 2022; Paes et al., 2022) fajaival talalkozhatunk leggyakrabban a citrusféléken.

2.1 A korokozok rendszertani besorolasa

2.1.1 A Penicillium fajok rendszertani besorolasa

A Penicillium nemzetség rendszertanilag az Aspergillaceae csaladhoz tartozik, mely az
Ascomycota torzs, Eurotiomycetes osztaly, Eurotiales rend tagja. A csaladba tartozo 1062 leirt
faj tilnyomo tobbsége az Aspergillus és a Penicillium nemzetséghez sorolhat6 (Sayers et al.,
2009).

A citrusfélék zoldpenészének korokozojat, a Penicillium digitatum-ot, Saccardo irta le
1881-ben. A korokozo jelenleg elfogadott tudomanyos neve P. digitatum Sacc. (MycoBank1,
2023).

A Penicillium italicum-ot, a citrusfélék kékpenészét okozd gombat Wehmer irta le

1894-ben. A jelenleg elfogadott tudomanyos neve a P. italicum Wehmer (MycoBank?2, 2023).

2.1.2 A Colletotrichum fajok rendszertani besorolasa

A Colletotrichum fajok az Ascomycota torzs, Sordariomycetes osztaly, Glomerellales
rend, Glomerellaceae csalad, Colletotrichum nemzetségébe tartoznak (NCBII1, 2023). A
Colletotrichum fajokat jelenleg 14 fajkomplexbe soroljak, melyekhez tobb mint 220 faj tartozik
(Wikee et al., 2011).

2.1.3 Az Alternaria fajok rendszertani besorolasa
Az Alternaria fajok az Ascomycota torzs, Dothideomycetes osztaly, Pleosporales rend,

Pleosporaceae csalad, Alternaria nemzetségébe tartoznak (NCBI2, 2023).

2.1.4 A Fusarium fajok rendszertani besorolasa
A Fusarium fajok az Ascomycota torzs, Sordariomycetes osztaly, Hypocreales rend,

Nectriaceae csalad Fusarium nemzetségbe tartoznak (NCBI3, 2023).



2.2 A korokozok foldrajzi elterjedése

A Penicillium nemzetséghez to6bb mint 300 faj tartozik, melynek tagjai mindenitt
clterjedtek a Foldon (Mingshuang et al.,, 2021). A nemzetség két, a citrustermesztésben
elterjedt, de kevésbé, mint a P. digitatum (Brown és Eckert, 1988).

Az Alternaria gombanemzetség tagjai széles korben elterjedtek, a nemzetséghez
szamos szaprofita és novénypatogén faj is tartozik, amelyek a gabonafélék, gylimolcsok és
z0ldségek betakaritas elotti €s utani allapotromlasat idézik eld. A kérokozd okozta betegség a
citrusfélék esetében a mediterran éghajlati  vidékeken jelent6s. Europat tekintve
Spanyolorszagban, Olaszorszagban ¢és Gordgorszagban is irtak le Alternaria spp. okozta
gyimolcsrothadast (Garganese et al., 2016).

A Colletotrichum fajok koziil citrusféléken a C. gloeosporioides fajkomplex (C.
fruticola, C. gloeosporioides, C. helleniense); C boninense fajkomplex (C. boninenese, C.
catinaense, C. constrictum, C. karstii) és C. acutatum fajkomplex (C. acutatum, C.simmondsii,
C. johnstonii, C. godetiae) tagjai Ausztraliaban, Azsia, Afrika, Europa és Amerika citrustermé
vidékein gyiimolesokon okoznak antraknozist (Damm et al., 2012; Peng et al., 2012; Huang et
al., 2013; Riolo et al., 2021; Wang et al., 2021).

A Fusarium nemzetség fajai, melyek citrusfélék szaraz gyokérrothadasat (F.
oxysporum, F. solani, F. semitectum, F. subglutinans, F. equiseti) (Jaouad et al., 2020) és
gylimolcsrothadasat okozzak, vilagszerte elterjedtek a faiskolakban és iiltetvényekben egyarant

(Khouja et al., 2008; Zakaria, 2023).
2.3 A korokozok gazdasagi jelentésége

A citrusfélék esetében eldforduld veszteség kozel 50%-a kothetd a betakaritds utani
korokozokhoz, koziiliik is a P. digitatum okozza a betakaritas utani Osszes veszteség 90%-at
(Marcet et al., 2012; Costa et al., 2019; Cheng et al., 2020).

A Penicillium, az Aspergillus és Alternaria nemzetségekbe tartoz6 gombak altal termelt
egyes masodlagos anyagcseretermékek toxikusak, ezeket a szakirodalom mikotoxinoknak
nevezi. A mikotoxinok az allatok és az emberek szamara jelentds egészségligyi kockazattal
birnak, karosithatjdk a kiilonb6z6 szerveket, a hormonhéztartds zavarat okozhatjak, illetve
ismert a mutagén hatasuk is (Coulombe, 1993; Drusch és Ragab, 2003).

P. digitatum esetében termogén alkaloidokat, koztik triptoquialanin A-t és
triptoquialanin C-t mutattak ki a korokozoval fertézott citrusfélékben (Costa et al., 2019). Az

9



Alternaria alternata torzsei a mikotoxinok kémiailag valtozatos csoportjat termelik, beleértve
az alternariolt (AOH), az alternariol-monometil-étert (AME), a tenuazonsavat (TEA), az
altenuént (ALT) és az altertoxinokat (AT). Alternaria-toxinokat (AOH, AME, TEA és néhany
esetben AT ¢és ALT) mutattak ki kutatok kiilonb6zo gylimolcsokben, koztiik a narancsban,
citromban ¢és mandarinban is (Scott, 2001).

A Colletotrichum nemzetség fajai a ndvénypatogén gombak egyik legfontosabb
nemzetsége, vilagszerte szamos haszonndvény betegségéért feleldsek, igy tiz évvel ezeldtt mar
felkeriiltek a vilag 10 legfontosabb ndovénypatogén gombajanak listajara (Dean et al., 2012). A
legtobb termesztett ndvény fogékony a Colletotrichum nemzetség egy vagy akar tobb fajara is.
A nemzetség egyes tagjai nagymértéki kart tudnak okozni citrusfélékben betakaritas elott és

utan is, latens jelenlétiik miatt (Kaur et al., 2007; Crous et al., 2016; Guarnaccia et al., 2017).
2.4 A korokozok gazdanovénykore

2.4.1 A Penicillium fajok gazdanovénykore

A Pencillium nemzetséghez tartozo fajok tobbek kozott képesek fertdzni a cukorrépat,
kukoricat, kavét, dinnyét, paradicsomot, almat, a Prunus és Pyrus fajokat, buzat és a sz616t is
(Palou, 2014). A P. digitatum a citrusfélék egyik legjelentdsebb korokozodja igen sziik
gazdanovénykorrel rendelkezik, mivel a citrusféléken kiviil nem fertéz mas friss gylimolcsot
vagy z0ldséget természetes koriilmények kozott (Lopez-Perez et al., 2011). A gomba leginkabb
az érett citrusféléket betegiti meg (Julca et al.,2015).

2.4.2 A Colletotrichum fajok gazdanovénykore

A nemzetség legfontosabb gazdandvényei kozott szerepelnek a csonthéjasok (pl.
meggy, cseresznye, szilva), a sz016, az almaterméstiek (pl. alma, korte), z6ldségndvények (pl.
paprika, paradicsom, tojasgytimdolcs), fas €s lagyszaru disznovények (pl. juhar fajok, fenyd
fajok). Egyes fajok fertzik a tropusi és mediterran gylimolcsoket is, mint a citrusféléket,
mango6t vagy akar a kavét. A Colletotrichum fajok koziil citrusféléken a C. gloeosporioides
fajkomplex, C. acutatum és a Colletotrichum boninense fajkomplex tagjai is okoznak
antraknozist (Dean et al., 2012; EPPO, 2023).

2.4.3 Az Alternaria fajok gazdanévénykore
Az Alternaria fajok széles gazdanovénykorrel rendelkeznek, fert6zik a gabonaféléket,
disznovényeket, zoldségeket. Jelentds tarolasi betegségeit okozzak olyan gyiimolcsoknek, mint

az alma és citrusfélék (Thomma, 2003).
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2.4.4 A Fusarium fajok gazdanovénykore

A Fusarium fajok szamos ndvényt, koztiik tropusi gyiimolesoket is képesek fertdzni, mint
az avokadd, anandsz, mangd, papaya (Zakaria, 2023). A Fusarium oxysporum
gazdanovénykore magaban foglalja a kétszikiieket (pl. bab, dinnye, szegfii, gyapot, szoja,
paradicsom, citrusfélék) és az egyszikiieket (pl. gabonafélék, bandn, orchidea, palma) de vizi
novényeken (pl. lotusz), valamint gyomokon vagy ¢€l6skodd novényeken (sepriirépa és
boszorkanyfii) is el6fordul (Edel-Hermann és Lecomte, 2019). A Fusarium verticillioides

gazdandvényei a gabonafélék mellett a citrusfélék, a banan €s az ananasz is (Pitt, 2014).
2.5 A korokozok altal okozott tiinetek

2.5.1 A Penicillium fajok altal okozott tiinetek citrusféléken

A P. digitatum ¢és P. italicum fert6z6dés esetén kezdetben a gyiimdlcs epidermisze
elszinez6dik, vizzel atitatott, puha lesz (Konstantinos et al., 2019). A foltban megjelenik a
gomba fehér szinli micéliuma, amely elkezd terjedni a gyiimdlcs feliiletén, mig be nem boritja
(Snowdon, 1990; Costa et al., 2019).

A P. italicum okozta fert6zés esetén — amely a kékpenészes rothadas néven ismert—a
fehér micélium egyre mélyebre hatol a szovetekbe, majd a termés felszinén megjelenik a kék,
kékes-zold szinti konidiumtartd gyep (1/B. abra). A sporulald konidiumtartokat egy nagyon
keskeny, fehér micélium sav veszi koriil (Louw és Korsten, 2015).

A P. digitatum esetében, amely citrusfélék a zoldpenészes rothadasat okozza, a
konidiumtarto gyep olajzold szinii (1/A. abra) és szélesebb, fehér, nem sporulald micélium sav
figyelhet6 meg koriilotte, melyet rothad6 héj hatarol. Id6vel a gytimdlcs teljes feliiletét beboritja
a konidiumtarté gyep (Snowdon, 1990; Palou, 2014). Ezt koveti a termés zsugorodasa, ami P.
digitatum esetén mumifikalodott formahoz vezet, mig a P. italicum esetében a mumifikalodott

forma ragadds masszava valik (Konstantinos et al., 2019).

(A)

1. abra Penicillium digitatum (A) és Penicillium italicum (B) okozta

gyiimolcsrothadas (Forras: Palou, 2014)
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2.5.2 A Colletotrichum fajok altal okozott tiinetek citrusféléken

A gylimdlcsokon besiippedi, vizzel atitatott, kerek vagy ovalis alaku, barnatol feketéig
terjed6 szinti foltok keletkeznek (2. abra), melyekben megjelenhet a rozsaszinii vagy
lazacszini konidium massza is (Guargaccia et al., 2017; Martinez-Blay et al., 2020). Jelentds
tiinet még a leveleken megjelend vilagosbarna foltok, amelyek tobbé-kevésbé kor alaktiak. A
betegség elorehaladtaval a levelek elszaradnak, majd lehullanak (Agostini et al., 1992; Aiello
et al., 2014). A fentiek mellett a Colletotrichum fajok okozhatnak korai gyiimolcshullast is
(Lima et al., 2011; Guarnaccia et al., 2017).

2. abra Colletotrichum gloeosporioides sensu lato altal okozott tiinetek

(Forras: Guarnaccia et al., 2017)

2.5.3 Az Alternaria fajok altal okozott tiinetek citrusféléken

A citrusfélék alternarias foltossagat okozo A. alternata sensu lato korokozo hatasara
apro, a barnatol a feketéig terjedd foltok képzddnek a fiatal leveleken és gyiimdlesokon. A
foltok id6vel 6sszeolvadhatnak (Whiteside et al., 1988; Akimitsu et al., 2003). A citrusfélék
feketerothadasat okozo A. alternata f. sp. citri tiinete a gyiimolcsokon a kocsany feldl jelenik
meg. A fekete elszinez6dés, mely a korokozd micéliumatol sotét szini, a belsé szovetekben
gyorsan terjed (3. abra) (Katoh et al., 2006). A tiinetek idével megjelennek a gyiimdlcs
epidermiszén is, szintén a kocsany feldl, nagy kiterjedésii barna szinti, rothado folt forméjaban
(Garganese et al., 2016). A fert6zott gyiimolcsok gyakran élénkebb sziniiek a fert6zésre
valaszul keletkez6 etilén miatt (Katoh et al., 2007).
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3. abra Alternaria alternata f. sp. citri okozta gyiimdlcsrothadas (Forras: Ohtani et al.,
2009)

2.5.4 A Fusarium fajok altal okozott tiinetek citrusféléken

A Fusarium fajok, koztiik a Fusarium verticillioides a citrusfélék gylimolesének
epidermiszén barna szini elvaltozasokat okoznak (Zakaria, 2023). A fert6zés helyén a
gylimolcs héja kissé besiipped (4. abra). A kisebb foltok id6vel dsszeolvadhatnak és paras
koriilmények kozt megjelenhet benniik a gomba micéliuma (Jae et al., 2000).

Sulyos fert6zés esetén a gyiimolcs belsé szoveteiben is megjelenik a gomba, F.
moniliforme, F. solani, F. sambucini, F. equiseti fajok esetében eltérd, fehér bézs vagy
rozsaszinli micéliuma (Whiteside et al., 1988). A fert6zés sok esetben a gylimolcskocsany feldl
indul ki (Fogliata et al., 2013; Anam et al., 2021; Xiao et al., 2023).

4. abra Fusarium concentricum fajjal fert6z6tt mandarin gyiimolcs
(Forras: Hasan et al., 2023)
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2.6 A korokozok morfolégiai tulajdonsagai és tenyészbélyegei

2.6.1 A Penicillium fajok morfolégiai tulajdonsagai és tenyészbélyegei

A P. italicum és digitatum tenyészetek gyorsan novekednek malatakivonat-agaron
(MEA) és burgonya-dextroz-agaron (PDA) egyarant. A tenyészetek szini oldala kékes-zoldes,
néha fehér arnyalati, a fonaki oldala pedig krémsarga szinti (5. abra). A telepek textiraja
barsonyos, valadékcseppek nélkiil. A konidiumtartok a micéliumbol erednek, szabalytalanul
elagazoak (Palou, 2014; Tahiri et al., 2022).

P. digitatum konidiumai sima faltiak, tobbnyire ovalis vagy henger alakuak (5. abra,
A3-as kép), atlagosan 6-8(-15) um méretiiek. P. italicum konidiumai tobbnyire gomb alaktiak
(5. abra, B3-as kép) és atlagosan 3-5 um nagysaguak (Pitt és Hocking, 2009; Tahiri et al.
2022).

Penicillium

digitatum

B Penicillium italicum

5. abra P. digitatum (A) és P. italicum (B) tiinete narancson (1), tenyészete (2) és
konidiumai (3) (Tahiri et al., 2022)

2.6.2 A Colletotrichum fajok morfologiai tulajdonsagai és tenyészbélyegei

Burgonya-dextroz agaron (PDA) a Colletotrichum spp. tenyészetének alapszine a
vilagossziirkétdl a sargasbarnan at a krémszintiig valtozhat. Egyes esetekben a tenyészetekben
rozsaszines arnyalat is megjelenhet (To6th, 2017). Azonban a tenyészetek morfologidja nem
elegendé hatarozobélyeg a nemzetségen beliili fajkomplexek hatarozasara (Hiremath et al.,
1993).
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A C. lupini korokozd tenyészete kor alak(, ép szegélyli, fehéres-sziirke szinii
légmicéliummal. A fonaki oldala narancssarga arnyalat, a leoltasi pont koriil sotétebb szinii
(6. abra) (Lotter és Berger, 2005; Damm et al., 2012; Alkemade et al., 2021). A kérokozo
konidiuma egysejti, hialin, sima feliiletd, jellemz6en hengeres. A C. lupini konidiumok atlagos
mérete 7-21,5 um X 3,5-7 um kozott valtozik (Nirenberg et al., 2002; Talgo et al., 2007; Damm
etal., 2012). A novekedés napi iiteme 6,2 mm (Alkemade et al., 2021).

6. abra A Colletotrichum lupini tenyészete PDA taptalajon, szini (B) és fonaki
oldala (A) (Lotter és Berger, 2005)

2.6.3 Az Alternaria fajok morfolégiai tulajdonsagai és tenyészbélyegei

Alternaria alternata sensu lato korokozot PDA taptalajon (25+1 °C) inkubalva, a tiszta
tenyészetek gyors novekedésiiek, szabélytalan alakuak, olivazdld szinliek, a szegélyiik
kivilagosodo (7. abra). A konidiumok tojasdadok, horizontalisan és fliggélegesen szeptaltak,
1-6 és 0-2 sejtfallal tagoltak, atlagosan 16-46 um x4-16 um méretiick (Wang et al., 2010;
Woudenberg et al., 2015; Moosa et al., 2021).
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7. abra Alternaria alternata korokozo tenyészetek (A) szini és (B) fonaki oldala, (C, D)

konidiumok mikroszkopos képe (Forras: Kumar et al., 2018)

2.6.4 A Fusarium fajok morfolégiai tulajdonsagai és tenyészbélyegei

A Fusarium fajok tenyészetein PDA taptalajon bdséges, altalaban krémfehér szinti
légmicélium lathato, illetve a tenyészetekben gyakran lilasbarna pigmentacio figyelheté meg.
A F. verticillioides (8. abra) makrokonidiumai hialinok, ors6 alakuak, altalaban 5 szeptummal
rendelkeznek, méretiik 13-15 pum x3-4 um és 27-29 um x4-5 pm kozott valtozik, a
mikrokonidiumok mérete pedig 3-4 um x1-2 pum és 9-10 um x1-3 um kozott valtozik, sziniik
hialin, alakjuk ovalis (Pitt, 2014).

Hasan et al. (2020) altal mandarinrol izolalt Fusarium concentricum faj tenyészetei
PDA taptalajon fehéres szinliek voltak, benniik klamidosporakat és makrokonidiumokat

figyeltek meg, alakjuk ovalis, szeptummal nem rendelkeztek (Hasan et al., 2020).

8. abra A Fusarium verticillioides 7 napos tenyészete PDA taptalajon izolalva. A
tenyészetek (A) fényen (1) és sotétben nevelve (2,3), illetve a konidium lancokrdl (B) és a

konidiumokrdl (C) késziilt mikroszkopos képek (Forras: Yilmaz et al., 2021).
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2.7 A korokozok biologiaja

2.7.1 A Penicillium fajok biologiaja

Nekrotrof korokozoként a P. digitatum és P. italicum kiilonféle mechanikai sériilésekbol
¢s kornyezeti tényezokbdl, koztiik hidegtdl, égéstol, szEltdl, jégesétdl és rovaroktdl szarmazo
sebeken keresztiil fertézi meg a citrusfélék gytimolcsét (Droby et al., 2008; Perez et al., 2017).
A faj citrusfélékhez kototten fordul el6 (Frivad és Samson, 2004; Jonas et al., 2019). A fert6zott
gylimolcsokon termelt spordk nagy mennyiségben a levegdben terjednek, és konnyen
megfertozhetik a kdrnyezo gyiimdlcsoket barmely szallitasi €s taroldsi szakaszban, a betakarités
elott vagy utdn. A betegség varhato kifejlodésének stulyossdga altalaban fligg a sebeken
megtelepedett korokozd spordk mennyiségétdl, a termés érettségétdl (az érett gylimolesok
nagyon fogékonyak) és a korokozok fertézéséhez optimalis kornyezetei feltételektol
(hémérséklet: 20-25°C) (Konstantinos et al., 2019). A citrusfélék P. digitatum-mal torténd
mesterséges fertézése utan a gomba fejlodésének mértéke a citrus fajtol is figg. A Citrus
paradisi érett termése érzékenyebb erre a korokozora, mint a Citrus limon, Citrus sinensis,
Citrus clementina (Ortuno et al., 2011). A P. italicum fejlédése lassabb, viszont jobban ellenall
a hidegnek, szemben a P. digitatum-mal (Whiteside et al., 1988).

Louw és Korsten, (2015) vizsgalatai alapjan P. italicum jelent6sen nagyobb elhalast
okozott normdl szobahdmérsékleten tarolt citromon (33,9 mm + 11 mm), és kisebb mértékiit
(19,9 = 11 mm) hiitott taroldban (86,4 + 4,5% relativ paratartalomban). A korokozo névekedési
sebessége gyiimolcson 4,8 mm/nap normal és 1,4 mm/nap hiitétt koriilmények kozott. A P.
italicum altal okozott fert6zések a karosodas elsé jeleit htitott koriilmények kozott 12-13 nap

elteltével, mig normal kornyezeti koriilmények kozott 2-3 nap utan mutat.

2.7.2 A Colletotrichum fajok biolégiaja

Bioldgiajukat tekintve a Colletotrichum nemzetség tagjai hemibiotrof, illetve nekrotrof
korokozok. A gomba elsdsorban a ndvények sériilt vagy legyengiilt szoveteibe hatol be. Ott a
konidiumok kicsirdznak, az appresszoriumok lehetévé teszik a gomba szamara, hogy
kozvetleniil behatoljon a gazdaszervezet kutikulajaba és az epidermisz sejtfalaba. Kialakulnak
az acervuluszok, a gomba szaporitoképletei, melyekbdl a tavozo konidiumok, viszonylag rovid
1d6 alatt terjedhetnek el az esGcseppek vagy esOztetd ontdzEes révén mas egészséges novényre,
megfertdzve azt. A fert6zés szoveti nekrozist eredményez. Az elhalt ndvényi maradvanyok az

els6dleges fert6zési forrasok (Dean et al., 2012; Ajay, 2014).
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2.7.3 Az Alternaria fajok bioldgiaja

Az Alternaria nemzetségbe tartoz6 fajok konidiumai légmozgassal terjednek, majd a
fiatal, fogékony gylimolcsok vagy levelek feliiletén gyorsan kicsirdznak, és akar mar azelott
toxintermelésbe kezdhetnek, miel6tt behatolnanak a szovetekbe, kdzvetleniil az epidermiszen

vagy a sztomakon keresztiil (Akimitsu et al., 2003).

2.7.4 A Fusarium fajok biolégiaja

A Fusarium fajok tobbsége talajlakéd. Korokozoként a fold feletti és a fold alatti novényi
részeket fertézik (Summerell et al., 2003). A Fusarium fajok konidiumai levegdvel,
esOcseppekkel és Ontozovizzel terjedhetnek. Az egyes fajok klamidosporai hossz ideig
megmaradhatnak a talajban és az elhalt névényi szovetekben (Smith, 2007). A legtobb faj
hemibiotrof, a fert6zés korai szakaszaban a korokozo novekedése és fejloddése a novénytol fiigg,
majd nekrotrof életmddot folytat, mely soran elpusztitja a gazdandvényt (Lin et al., 2013).
Egyes fajok kozvetleniil megfertézhetik a ndvényeket, és vannak olyan fajok, amelyek sebeken
keresztiil fertéznek. A fertézés kovetkeztében citrusféléken szallitoszoveti, gyokér és

szarelhalast, gytiimolcsrothadast figyelhetiink meg (Zakaria, 2023).

2.8 A korokozok elleni védekezés

A betakaritaskori és utdni biotikus és abiotikus stresszfaktor, mint példaul a szedés,
csomagolds, tarolas, szallitds és raktarozas, fokozott mechanikai sériiléseket eredményezhet,
ami a gyiimolcsoket fertézé korokozok megjelenését eredményezheti. Altalaban a citrusfélék
betakaritas utani gyiimolcsrothaddsanak aranya 10-30% kortl van, bar sulyos fertdzés esetén
akar 50%-ra is emelkedhet (Youssef és Hussien, 2020; Strano et al., 2022). Az eltarthatosagot
noveld kezelések nélkiil, a gylimolcsok gombas rothaddsabol eredd vesztesége a becslések
szerint elérheti a 90%-ot (Bhatta, 2022). Jelenleg a védekezésre hasznalt leggyakoribb
fungicidek a szterin-demetilaz inhibitorok (DMI), mint az imazalil, pirimetanil, fludioxonil és
tiabendazol (EI-Otmani et al., 2011; Tahiri et al., 2022).
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3 Anyag és méodszer

3.1 A vizsgalat helye és ideje

A gyiimolcsok, melyeket gylijtottiink koérokozd gomba altal okozott betegségre utald
tiineteket mutattak (9. abra). A patogének azonositasahoz sziikséges vizsgalatokat a Magyar
Agrar és Elettudoméanyi Egyetem, Novényvédelmi Intézet, Novénykortani Tanszékének a

laboratoriumaban végeztiink 2022. februarja és decembere kozott.

9. abra Penicillium spp. okozta gyiimdlcsrothadas (Fot6: Szendrei, 2022)

3.2 A vizsgadlat anyaga

3.2.1 A vizsgalt gyiimolcsok
A gombas tiineteket mutaté citrusfélék gylimolcsei hazai szupermarketekb6l, zoldség-
gyiimélcs kiskereskedelembdl, piacokrél szarmaztak. Osszesen 20 izoldtummal dolgoztam,

melyek adatait az 1. tdblazatban dsszesitettem.
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1. tablazat A vizsgalt mintak és az azokrol szarmazo izolatumok jellemzo adatai

Tzolatum Novényvédoszer, Novényvédoszer,
Gazda- | mellyel kezelték | Izolatum| Gazda- | mellyel kezelték
kodja novény a gyiimolcs kodja novény a gyiimolcs
feliiletét feliiletét
Cl0o1 Mandarin Imazalil Cl11 Citrom Bio
Cl02 Lime Imazalll, . Cl12 Lime Imazalil
Pyrimethanil
. Imazalil, . )
Cl03 Mandarin Thiabendarol Cli4 Citrom Bio
Cl04 Citrom Imazalil ClI15 [ Mandarin 'maza“" .
Pyrimethanil
. Imazalil, . Imazalil,
C105 Citrom Thiabendazol CI16 | Mandarin Thiabendazol
. Imazalil, . .
Cl06 Grapefruit Thiabendazol Cl19 Citrom Bio
. . . Imazalil,
Cl07 Citrom Bio Cl20 | Mandarin Thiabendazol
C108 Mandarin | !mazalil, o0 1 Gitrom Bio
Pyrimethanil
Cl09 Citrom Bio Cl23 Lime Imazalil
CI10 Citrom Imazalil Cl24 | Grapefruit 'maza“" .
Pyrimethanil

3.2.2 A felhasznalt eszkozok

A vizsgélatainkhoz a Tanszék laboratoriumaban talalhato altalanos fém-, porcelan-,
iiveg- ¢és mianyag eszkozoket hasznaltunk (landzsatii, bonctli, 7 mm-es gyokérfuro,
dorzsmozsar, targylemez, lombik, mikrocentrifuga csovek stb.). A tenyészeteket 85 mm-es
mianyag Petri-csészékben tartottuk fenn.

A korokozokat minden esetben a gylimolcs belsé szovetébdl Thermo Scientific MSC
1.2 lamindris fiilke alatt izolaltuk. A tenyészeteket Sanyo MLR-351 fitotronban inkubaltuk. A
fertdzott novényi részek és a szaporitoképletek vizsgalata soran Leica MZ6
sztereomikroszkopot és Nikon Eclipse 50i kutatomikroszkopot hasznaltunk. A mikroszkdpos
felvételeket QImaging MicroPublisher 5.0 RTV kameraval készitettiik.

A polimerdz lancreakcidkat Applied Biosystems 9700 tipusi PCR késziilékben
végeztiikk. Haszndltunk tovabba Thermolyne Maxi Mix Plus vortex késziiléket, Minispin

Eppendorf asztali centrifugat, és UniEquip, Univapo 100 ECH vékuum koncentratort.
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3.2.3 Taptalaj, inditészekvenciak

A korokozokat burgonya dextréz agar (Potato dextrose agar, PDA, BiolLab Zrt.)
taptalajon izolaltuk. A tiszta tenyészetek eldallitasahoz és az izolatumok fenntartasdhoz
(jellemzéshez, patogenitasi teszthez, molekularis azonositashoz) szintén PDA téptalajt
hasznaltunk.

A molekularis azonositashoz univerzalis inditdszekvencidkat hasznaltunk, melyek a
korokozok 18S rRNS gén egy részét, az ITS1 régiot, az 5,8S rRNS gént, az ITS2 régiot és a
28S rRNS  kodolé gén egy részét  amplifikdljak.  ITS1  primer:  5'-
TCCGTAGGTGAACCTGCGG -3’, ITS4 primer: 5'- TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’. A
PCR vizsgalathoz DreamTaq DNS polimerdz enzimet hasznaltunk. A kalmodulin gén
vizsgalatahoz a CA CALI1: 5-TGAGTACAAGGAGGCCTTCTCCC-3’, CA CAL2: 5’-
TTTTTGCATCATGAGTTGGACGAACTC -3’ primerpart hasznaltuk.

A PCR termékeket szekvencia meghatarozas elétt High Pure PCR Product Purification
Kit-tel (Roche) tisztitottuk.

3.3 A vizsgalat modszere

3.3.1 A novényi részek gyiijtése
A gombas tiineteket mutatd citrusfélék gyiimolcsei hazai szupermarketekbdl, zoldség-
gylimoles  kiskereskedelembdl, piacokrol szarmaztak. A megvasarolt gylimolcsoket

papirzacskoba helyeztiik és a laborba szallitasig 4 °C-on taroltuk.

3.3.2 Tiinetek jellemzése
A fertdzott gyiimolesokon megjelend f6- és kisérdtiineteket szabad szemmel, illetve
sztereomikroszkop alatt tanulmdnyoztuk: feljegyeztik a foltok jellemz6 morfologiai

tulajdonsagait.

3.3.3 A korokozok izolilasa taptalajon, tiszta tenyészetek fenntartasa
A korokozokat minden esetben a gyiimolcs belsé szovetébdl izolaltuk az egészséges €s
beteg rész hatararol. A Petri-csészéket paratilmmel lezartuk, majd 24 °C-n, s6tétben inkubaltuk.
A novekedésnek indult tenyészetek sz€élébdl micéliumkorongokat metszettiink ki és
helyeztiink at steril taptajra (10. abra), igy létrehoztuk a tiszta tenyészeteket. Az izolatumok
novekedéséi litemének kiszamitasdhoz 4 naponta mértik a tenyészetek atmeérdjét. A
tenyészetek fenntartasa érdekében a mar ismertetett modszerrel 4 hetente a korokozot 1j

agarlemezre atoltottuk.

21



g "0, 3
- )& { / &£

10. abra Tiszta tenyészetek 1étrehozasa steril fiilke alatt (Fotd: Szendrei, 2022)

3.3.4 Morfoldgiai vizsgalatok

A morfoldgiai bélyegek koziil vizsgaltuk a konidiumok keletkezésének helyét, maodjat,
a konidiumok sejtszamat, szinét, méretét €s alakjat. A részletes morfoldgiai jellemzéshez steril
landzsatii  segitségével konidiumokat emeltiink le a fertdzott novényi részekrél, majd
athelyeztiik azokat targylemezre és citoplaszt mikroszkdp segitségével vizsgaltuk. A fent
emlitett tulajdonsdgokon tal 50-50 konidium hosszisagat ¢és szélességét hataroztuk meg.
Vizsgaltuk még a tiszta tenyészetek altalanos morfoldgiai jellemzoit: a tenyészetek alakjat,

szinét, mintazottsagat, felszinét, novekedési litemét €s a szaporitd képletek képzodését.

3.3.5 Patogenitasi teszt

A patogenitasi tesztekhez az egészséges, kezeletlen héju (vagy bioldgiai termesztésbol
szdrmaz0), gyiimolcsoket alkohollal fertdtlenitettiik laminaris fiilke alatt. A gytimolcsoket 2
percre a 70%-os etanolba, majd ismét 2 percre steril vizbe helyeztiik, ezutan leszaritottuk a
nedvességet a gylimolcsok feliiletérdl. A gytimolesoket steril iivegekbe, steril iiveggyongyokre
helyeztiik, alajuk steril vizet ont6ttiink, majd a kérokozo 14 napos tenyészetébdl szarmazo 5

mm-es micélium korongokkal inokulaltuk a gyiimolcsok egy részét.

3.3.6 Molekularis azonositas

Nukleinsav kivonas

A korokozok fiatal, 1 hetes tenyészeteibdl DNS-t nyertiink ki a molekularis vizsgélatok
elvégzéséhez. A tenyészetekbdl laminaris flilkében micéliumot emeltink le, majd
dorzsmozsarban kvarchomok segitségével eldorzsoltiik azokat. 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. Az elegyet mikrocentrifuga csdvekbe toltottiik, majd 40

percig 65 °C-os hdmérsékleten asztali termosztatban inkubaltuk.
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A szennyezddések és egyéb anyagok (pl. fehérjék) eltavolitasahoz a mikrocentrifuga
csovekbe szerves oldoszert — 700 pl izoamilalkoholos-kloroformot (1:24) — pipettaztunk,
amelyet kézi razas utdn, vortex segitségével kevertiink 6ssze, majd 10 percig centrifugaltuk
szobahémérsékleten, asztali centrifugaval 13400 forulat/perc (maximum) fordulatszamon. A
mikrocentrifuga csovek felsé részén 1évo, puffert tartalmazo vizes fazist tiszta csovekbe
pipettaztuk, majd hozzaadtunk térfogataranyosan izoamilalkoholos-kloroformot, majd ismét
vortexeltik a mintdkat, melyeket ezt kovetéen 0jabb 10 percig centrifugéltunk, szintén
maximum fordulatszamon. A fels6 fazist ismét tiszta csdvekbe pipettaztuk €s hozzaadtunk 600
ul izopropanolt, amellyel a nukleinsavakat denaturdltuk. A kovetkezd centrifugélds (5 perc)
utan ledntottiik a feliilaszot és a pelletet 5 perces centrifugalas soran 70%-0s etanollal mostuk.
Az etanolt ledntdttiik, lecsepegtettiik, majd az pelletet 10 percig vakuum szaritoban szaritottuk,
ezt kovetden 30 pl RNase-t tartalmaz6 TE-oldatban oldottuk vissza. A kivont 6rokitdanyagot
mélyhiitében taroltuk -20 °C-on.

PCR (Polimeraz-lancreakcid, polymerase chain reaction) vizsgalat

A PCR soran az ITS régiot amplifikaltuk, melyhez az ITS1 és ITS4 primerparokat
hasznaltuk. A kalmodulin gén vizsgalatdhoz a CA_CAL1 - CA_CAL2 primerpart hasznaltuk.

A vizsgalathoz az aldbbiakat mértiikk 0ssze 40 pl végtérfogatra reakcionként: 20ul
Thermo Scientific Master Mix (2X) (MgCl2 20mM, dNTPS 5mM, DreamTaq puffer,
DreamTaq polimeraz enzim 5 u/ul), 2-2 ul ITS1, ITS4 primer (20 pmol/ul), 4 ul DNS és 12 pl
steril viz.

Egy ciklus a polimeraz lancreakcid soran harom 1épésbdl allt: denaturacié 94 °C, 30 mp
(komplementer szalak elvalasztasa), annellacio 55 °C (ITS), 59 °C (kalmodulin), 30 mp
(inditészekvenciak kotddése) és elongacio 72 °C, 120 mp (lanchosszabbitas). Az elsddleges
denaturaciot (94 °C, 5 perc) 35 ciklus kovette. A reakcid a befejezd lanchosszabbitassal (72 °C,
10 perc) zarult. A PCR eredményét Eco Safe festéket (Eco Safe Nucleic Acid Staining Solution,

Biocenter) tartalmazé 1%-o0s agardzgélben gélelektroforézissel ellendriztiik.

A nukleotid szekvencia meghatarozasa

A PCR termékeket a PCR High Purification Kittel (Roche, Németorszag) tisztitottuk ki
a gyartd utasitdsai szerint. A célszekvenciat a BaseClear B.V. (Leiden, Hollandia) céghez
kiildtiik kozvetlen szekvencia meghatarozasra. A szekvencidk szerkesztéséhez, illetve
Osszehasonlitasdhoz CLC Sequence Viewer 7 (CLC Bio) programot hasznaltunk. A kérokozok
azonositasdhoz az NCBI (National Center for Biotechnology Information) adatbazist, illetve

annak BLAST programjat hasznaltuk fel.
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4 Eredmények

4.1 Penicillium spp. okozta tiinetek

4.1.1 Citromon megfigyelt tiinetek

Egyes esetekben (C105, CI07 izolatumok) a kocsannyal ellentétes oldal feldl kiindulo,
nagy kiterjedésli micéliumbevonatot figyeltiink meg, melyet kékes szinii sporulacio kovetett. A
gyiimolcs héja matt volt és enyhén elszintelenedett a micéliummal bevont feliilet koril.
Felvagva a gylimolcsot a belsé szovetben enyhe barnulést, illetve rothadast figyeltiink meg a

micéliummal bevont teriilet feldl, ahogy az a 11. abran lathato.

11. abra CI05-6s izolatum okozta tiinetek citromon (Fot6: Muhari, 2022)

Egyes gylimolcsok esetén a gomba micéliuma a gyiimdlcs epidermiszének teljes
feliiletét beboritotta mar a vizsgalatok kezdetekor (C111), melyen nagy mennyiségi, kékes-z6ld
szinli konidiumtart6 gyepet figyeltiink meg. A gyiimoélcs bels6 szoveteiben rothadas alakult ki
ebben az esetben is. Az egyik minta esetében a gyiimélcs epidermiszén 2-4 cm atmérdji,
beszaradt, kor alaku foltot figyeltiink meg (C114), melyben megjelent a gomba micéliuma (12.
abra). A gytimolcs epidermisze matt volt, a folt koriil enyhén elszintelenedett. A gylimolesot

felvagva a folt alatt a gyiimolcs héjanak barnuldsat tapasztaltuk.

12. abra CI14-es izolatum okozta tiinetek citromon (Fot6: Muhari, 2022)
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4.1.2 Mandarinon megfigyelt tiinetek

Mandarin esetében a fertdzott gytiimdles epidermisze matt volt, a kocsany fel6li részétol
kiindulva, nagy kiterjedésii micéliummal bevont feliiletet figyeltiink meg, melyben kékes szinii
sporulacié alakult ki (C101, CI08, CI20 izolatumok). A gyliimdlcsok belsé szovete rothadt, egy
esetben a kékes szinii sporulaciot a belso szovetekben is megfigyeltiik (C108).

Nagy kiterjedésti, vizeny6s rothadds is megjelent a gylimolcs epidermiszén a gomba
micéliumaval egyiitt (Cl03-as, Cl16-os izolatumok). A gomba zoldes szinnel sporulalt a
rothado foltban (C103-as izolatum). Felvagva, szintén feljegyeztiik a belso szovetek rothadasat.

Egy esetben a héjon néhany milliméteres vildgosbarna, kissé besiippedo foltokra lettiink
figyelmesek. A gylimolesot felvagva a foltok alatt a gylimoles héja barnult, alatta pedig a
gyiimolcs szovete rothadt volt (CI115-6s izolatum) (13. abra).

13. abra CI15-0s izolatum okozta tiinetek mandarinon (Fot6: Muhari, 2022)

4.1.3 Grapefruiton megfigyelt tiinetek
A grapefruit gyiimdlcs epidermiszén nagy feliileten fehér szinli micélium bevonat
alakultki. A gytimdlcs epidermisze matta valt és elszintelenedett a micéliummal boritott teriilet

koriil. A gyiimdlcs belsé szovetaben rothadas alakult ki (C106-os izolatum).

4.2 Alternaria spp. okozta tiinetek

4.2.1 Citromon megfigyelt tiinetek
A kocsany feldli részen barnult, és rothadt a gytimolcsok epidermisze. A gytimolcsoket
felvagva a belsé szovetekben is rothadast tapasztaltunk, illetve megjelent benne a gomba

sOtétbarna szinli micéliuma is (Cl04, CI22) (14. abra).
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14. abra CI22-es izolatum okozta tiinetek citromon (Fotd: Muhari, 2022)

4.2.2 Grapefruiton megfigyelt tiinetek
A gytiimolcs feliiletén egy, nagyjabol 3 cm atmérdju kor alaka foltot figyeltiink meg,
mely koriil a gyiimdles héja enyhén megpuhult. A gytimolcs belsd szovetében a kocsany koriil,

a folt alatt rothadast tapasztaltuk, melyben azonositottuk a kérokozo sotét szinli micéliumat
(CI24) (15. abra).

15. dbra CI24-es izolatum okozta tiinetek grapefruiton (Fot6: Muhari, 2022)

4.3 Colletotrichum spp. okozta tiinetek

4.3.1 Citromon megfigyelt tiinetek
A Colletotrichum fajok okozta tiinetek (16. A abra) esetében a gyiimélcs epidermiszén
tobb, par milliméterestdl a centiméteres atmérdig terjedd, besiippedd, barna szinli foltokat
tapasztaltunk. A gyiimolcs bels6 szovete a foltok alatt barnult és rothadt (C109-es izolatum).
Mas esetben a gyiimdlcs kocsanya feldl nagy kiterjedésii, sotét barna, besiippedd foltot
figyeltink meg (16. B abra). A foltban megjelent a gomba micéliuma. A gylimolcs belsd

szovetében a kocsany koriil rothadas alakult ki (Cl119-es izolatum).
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16. abra A: CI09-es izolatum okozta tiinetek, B: CI19-es izolatum okozta tiinetek citromon

(Fot6: Mubhari, 2022)

4.3.2 Lime-on megfigyelt tiinetek
Az érett gyiimolcs epidermiszén kiilonbozo atmérdji, egybeolvadod, kerek, barna szini
foltokat figyeltiink meg, melyekben megjelent a gomba micéliuma. A gyiimdlesszdvet barnult,

rothadt volt (CI23-as izolatum).
4.4 Fusarium spp. okozta tiinetek

4.4.1 Citromon megfigyelt tiinetek
A gylimolcs felilletén 0,5-1 cm atmérdjii sotétbarna enyhén besiippedd foltokat
tapasztaltunk, a foltok kozepén fehér szinli micélium jelent meg. A gylimolcs belsé szovetében

a h¢j a foltok alatt elvékonyodott, illetve enyhe barnulast tapasztaltunk (C110-es izolatum).

4.4.2 Lime-on megfigyelt tiinetek
A gytim0lcsokon vilagosbarna foltokat figyeltiink meg (17. abra). A foltok alatt szintén
megfigyeltiik a gylimdlcs héjanak elvékonyodasat és barnuldsat, illetve a szovetek rothadasat

(Cl02, CI12 izolatumok).

17. abra CI02-es izolatum okozta tiinetek lime-on (Fot6: Muhari, 2022)
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4.5 Morfologiai tulajdonsagok és tenyészbélyegek

Az izolatumok konidiumainak paramétereit a 2. szamu tablazat tartalmazza.

2. tabldzat A kérokozodk konidiumainak mérete

) Hosszusag [um] Szélesség [um]
Izolatum — - - — - -
Minimum | Maximum | Atlag | Minimum | Maximum | Atlag
Clo1 2,2 4.4 2,9 2,0 4,8 2,8
Cl02
mikrokonidium 10,1 14,2 12,6 2,1 4,2 3,0
makrokonidium 22,3 30,1 26,6 3,2 49 4.1
Cl03 2,8 5,6 3,5 1,3 3,4 2,3
Clo4 10,0 29,6 17,2 45 12,5 8,9
Cl05 4,7 9,5 7,1 2,3 53 3,5
CIl06 3,1 12,6 59 2,5 6,0 3,2
Cl07 3,2 9,3 50 2,5 54 3,8
Cl08 2,5 4,5 3,2 1,7 3,0 2,2
Cl109 115 19,4 16,0 3,3 5,7 4,8
Cl10
mikrokonidium 5,6 12,1 7,5 15 2,6 2,1
makrokonidium 25,9 60,2 40,5 2,6 4,0 3,2
Cl11 1,9 3,7 2,7 1,9 3,3 2,6
Cl12
mikrokonidium 0 Lol ee S8 ek el
makrokonidium 23,2 30,3 25,8 3,0 4,2 3,6
Cl14 1,7 3,4 2,5 15 3,0 2,4
Cl15 1,1 2,8 2,1 15 2,8 2,0
Clle6 2,2 4,5 3,2 2,0 4,2 3,0
Cl19 12,0 17,6 15,3 3,7 6,1 50
Cl20 2,2 3,7 3,1 15 3,2 2,3
Cl22 8,8 26,1 16,9 58 13,0 9,3
Cl23 9,5 19,9 13,2 2,5 4.4 3,4
Cl24 8,2 26,7 16,7 6,1 13,5 9,6

Magyarazat a 2. tdbldzathoz: A tablazatban kék szinnel a Penicillium, sarga szinnel

az Alternaria, piros szinnel a Colletotrichum, zold szinnel a Fusarium fajokat jeloltiik.
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4.6 Penicillium spp. morfologiai tulajdonsagai és tenyészbélyegei

4.6.1 Citromrol izolalt Penicillium spp. tenyészbélyegei és morfologiai tulajdonsagai

A CI05-6s és Cl07-es izolatum tenyészete viszonylag lassan (20 nap alatt) nétte be a
taptalaj felszinét. A tenyészet krémfehér szinii, szabalytalan alaku, ép szegélyl és barsonyos
texturaju volt. A konidiumok egysejtiiek, kissé¢ ovalis alakuak, paramétereiket tekintve
atlagosan 3,8 X 5 um a CI07-es izolatum esetében, a C105-06s izolatumnal, kissé nagyobb, 3,4 x

7,1 um nagysaguak voltak (18. abra).

18. dbra A CI05-0s izolatum tenyészete ¢és konidiumai (Fotd: Muhari; Szendrei 2022)

A Cl11-es izolatum tenyészete szabdalytalan kor alaku volt, viszonylag gyorsabban 17
nap alatt ndtte be a taptalaj felszinét. A tenyészet enyhén kékes-zold szinii volt, megfigyeltiink
benne zonazottsagot. A konidiumok egysejtiiek, gomb alaktak, méretiiket tekintve atlagosan

2,6 X 2,7 um nagysaguak voltak (19. abra).
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19. dbra A CI11-es izolatum tenyészete €s konidiumai (Fotd: Muhari; Szendrei 2022)

A Cll4-es izoldtum tenyészbélyegeiben megegyezett a Clll-es izolatummal, viszont
lassabban novekedett anndl, nagyjabol 1 honap alatt nétte be a taptalaj felszinét. Az egysejti,

gomb alaku konidiumok mérete atlagosan 2,3 x 2,5 um nagysagu volt.
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4.7 Mandarinrol izolalt Penicillium spp. tenyészbélyegei és morfologiai

tulajdonsagai

A Cl01-es, Cl103-as (20. abra), C108-as izolatumok tenyészetei a Cl11-eshez hasonldan
szabalytalan kor alakuak voltak, viszont anndl viszonylag gyorsabban 14 nap alatt nétték be a

taptalaj felszinét. A Cl01-es, Cl03-as és Cl108-as izolatum esetében a tenyészet ndvekedésének

Q =

20. abra A CI03-as izolatum tenyészete €s konidiumai (Fotd: Muhari; Szendrei 2022)

mértéke megegyezett a Clll-es izolatummal. A tenyészet enyhén kékes-zold szinli volt,
megfigyeltiink benne zoénazottsagot. A konidiumok gémb alakuak voltak, méretiik atlagosan
2,8 X 2,9 pm nagysagt volt a Cl01-es izolatum esetében. Az apré konidiumok egysejtiiek,
ovalis alaktiak voltak, méretiik atlagosan 2,3 x 3,5 um nagysagt a C103-as és 2,2 X 3,2 um
nagysagu volt a Cl08-as izolatum esetében.

A CI15-6s izolatum tenyészbélyegeiben megegyezett a Cl14-es izolatummal, azonban
lassabban novekedett a tobbi izolatumhoz képest, nagyjabol 1 hénap alatt ndtte be a taptalaj
felszinét. A konidiumok egysejtiiek, gomb alaktiak, atlagosan 1,9 x 2 pm nagysaguak voltak.

A CI16-os és Cl120-as izolatumok tenyészete 20 nap alatt nétte be a taptalaj felszinét. A
tenyészetek szine fehér, alakjuk szabalytalan, szegélye kissé csipkézett volt (21. abra). A
konidiumok egysejtiick, gomb alaktak voltak, nagysaguk atlagosan 3 x 3,2 um volt CI16-0s

izoladtum és 2,3 X 3,1 um a Cl20-as izolatum esetében.

21. abra A CI16-0s izolatum tenyészete és konidiumai (Fotd: Muhari; Szendrei 2022)
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4.7.1 Grapefruitrol izolalt Penicillium spp. tenyészbélyegei és morfologiai
tulajdonsagai

A CI06-0s izolatum tenyészete viszonylag lassan 20 nap alatt nétte be a taptalaj
felszinét. A tenyészet krémfehér szinii, szabalytalan alaki, ép szegélyli €s barsonyos texturaju
volt a Cl05-6s és Cl07-es izolatumhoz hasonldan. A konidiumok egysejtiiek, kissé ovalis gomb

alakuak, paramétereiket tekintve atlagosan 3,2 x 5,9 um nagysagtiak voltak.
4.8 Az Alternaria spp. tenyészbélyegei és morfologia tulajdonsagai

4.8.1 Citromrol izolalt Alternaria spp. tenyészbélyegei és morfologiai tulajdonsagai
Mindkét izolatum esetében (C104, Cl22) a tenyészet szabalyos kor alaku volt és barna
szin{i légmicélimot képzett, illetve a tenyészet novekvo széle fehér szinii volt (22. abra). A
telepek a taptalajt 19 (C104) és 21 (CI22) nap alatt ndtték be. A konidiumok a nemzetségre
jellemzden hosszikas, bunko alakuak, kereszt és hossziranyban is tagoltak, valamint barna

szintiek voltak. A konidiumok mérete atlagosan 15,3-17,2 x 8,9-9,3 um volt.

22. abra A CI22-es izolatum tenyészete €s konidiumai (Fot6: Muhari; Szendrei 2022)

4.8.2 Grapefruitrol izolalt Alternaria spp. tenyészbélyegei és morfologiai tulajdonsagai
A Cl24-es izolatum tenyészete szintén szabalyos kor alaku volt, benne barna szinii

légmicélumot figyeltiink meg, a tenyészet széle kifehéredett. A korokozo Cl24-es izolatumanak

konidiumai a citromr6l izolaltakhoz hasonléan a nemzetségre jellemzéek voltak. A konidiumok

paraméterei a 2. tablazatban talalhatoak.
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4.9 Colletotrichum spp. tenyészbélyegei és morfolégiai tulajdonsagai

4.9.1 Citromrol izolalt Colletotrichum spp. tenyészbélyegei és morfolégiai tulajdonsagai

A CIl09-es izolatum tenyészete gyors novekedésii volt (11 nap alatt ndtte be a taptalajt),
fehér szinli 1égmicéliumot képzett. Mar a fiatal tenyészetben tapasztaltuk a nemzetségre
jellemzd narancssarga szinii konidummassza képzddést, mely az egész tenyészet feliiletén,
koncentrikus korokben jott 1étre (23. abra). Konidiumok egysejtiick, hialinok, henger alaktiak

voltak, méretiik atlagosan 4,8 x 16 um volt.

23. abra A CI09-os izolatum tenyészete €s konidiumai (Foto: Muhari; Szendrei 2022)

A CI19 izolatum tenyészete szintén gyors novekedésii volt (12 nap alatt notte be a
taptalajt), fehér szinli 1égmicéliumot képzett. A Cl119-es izolatum esetében csak a leoltasi pont
kortil tapasztaltuk konidiummassza képzodését (24. abra). Konidiumok egysejtiiek, hialinok,

henger alakuak voltak, méretiik atlagosan 4,8 x 16 um volt (24. abra).
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24. abra A CI19-os izolatum tenyészete €s konidiumai (Fot6: Muhari; Szendrei 2022)
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4.9.2 Lime-rol izolalt Colletotrichum spp. tenyészbélyegei és morfologiai tulajdonsagai
Cl23-as izolatum tenyészete szabdlyos kor alaku, krémfehér szinli, szintén gyors
novekedésli volt (12 nap alatt nbtte be a taptalajt), benne zondzottsdgot figyeltiink meg. A

konidiumok [13,2x3,4um] egysejtiiek, hialinok, henger alaktak voltak (25. abra).

25. dbra A CI23-as izolatum tenyészete és konidiumai (Foto: Muhari; Szendrei 2022)

4.10 Fusarium spp. tenyészbélyegei és morfologiai tulajdonsagai

4.10.1 Citromrol izolalt Fusarium spp. tenyészbélyegei és morfologiai tulajdonsagai
A CI110 izolatum tenyészete gyors novekedésli volt (14 nap alatt ndtte be a taptalaj
felszinét), krémfehér szinti Iégmicéliumot képzett. A korokozo mikrokonidiumai atlagosan 7,5

X 2,1 pm, makrokonidiumai 40,5 x 3,2 um nagysaguak voltak.

4.10.2 Lime-rol izolalt Fusarium spp. tenyészbélyegei és morfolégiai tulajdonsagai

A Cl02-es izolatum tenyészete gyors ndvekedésii volt (12 nap alatt nétte be a taptalaj
felszinét), krémfehér szinli légmicéliumot képzett. A tenyészetben szintén képzddtek a
nemzetségre jellemzd 2-6 sejtli, sarld6 alaki makrokonidiumok, illetve egysejti
mikrokonidiumok. A koérokozé mikrokonidiumai atlagosan 12,6 x 3,0 wm, makrokonidiumai
26,6 x 4,1 um nagysaguak voltak.

A Cl12-es izolatum tenyészete lassabb ndvekedésii volt (20 nap alatt notte be a taptalaj
felszinét), krémfehér szinli 1égmicéliumot képzett, a tenyészetben zonazottsagot figyeltiink meg

(26. abra). A tenyészetben a nemzetségre jellemz6 2-6 sejtii, sarld alaki makrokonidiumok,
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illetve egysejtli mikrokonidiumok képzoédtek (26. abra). A koérokozd mikrokonidiumai

atlagosan 6,2 x 2,7 um, makrokonidiumai 25,8 x 3,6 pm nagysaguak voltak.

26. abra A CI12-es izolatum tenyészete €s konidiumai (Fotd: Muhari; Szendrei 2022)

4.11 Patogenitasi teszt

Penicillium fajok esetében az inokulalast kovetéen 3 nappal mar lathatéak voltak a
korokozo okozta tiinetek, Fusarium, Alternaria, Colletotrichum fajoknal 7-14 nap elteltével
tapasztaltunk elvaltozast az inokulalt gyiimolcsokon (27. abra). A patogenitasi teszt soran a

Koch posztulatumok minden izolatum esetében teljesiiltek.

27. abra A mesterséges fertdzés eredményei a koérokozok patogenitasanak

igazolasara (Foto: Muhari, Szendrei 2022)
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4.12 A korokozok azonositasa molekularis modszerekkel

4.12.1 Azonositas az I'TS régio alapjan

Molekularis vizsgalatokhoz olyan tenyészeteket valasztottunk, melyekr6l mar
tenyészbélyeg alapjan meghataroztuk a nemzetséget, igy a Cl11, Cl112, Cl122, CI23, Cl24-es
izolatumokat elemeztiik. Az ITS régid alapjan torténd azonositds soran az ITS1 és ITS4
univerzalis primerek kb. 600 bazispar hosszusagl szakaszt sokszoroztak meg a polimeraz
lancreakcidban.

A nukleotid sorrend Gsszehasonlitas eredményeként a Clll-es izolatum szekvencigja
98,9%-0s hasonlosagot mutatott a Penicillium italicum és Penicillium expansum izolatumok
szekvenciaival (28. és 29. abra). Az Aspergillus niger izolatumok csoporton kiviiliként masik

agon jol elkiiloniilnek a Penicillium izolatumoktol.

Penicillium italicum strain DUCC5739 internal transcribed spacer 1, partial 5.8S ribosomal RNA gene a... Penicillium italicum 492 492 100% 2e-134 98.91% 1122 MT582779.1

Penicillium italicum isolate UFMGCB 17970 internal transcribed spacer 1, partial sequence; 5.8S ribosomal RNA g... Penicillium italicum 492 492 100% 2e-134 98.91% 411 MT533762.1

Penicilli isolate 22 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer ... Penicillium expa... 492 492 100% 2e-134 9891% 587 MT441636.1

Penicillium isolate CPe5 internal transcribed spacer 1. partial 5.8S il | RNA gene and ... Penicillium expa... 492 492 100% 2e-134 98.91% 531 MK385640.1

Penicillium isolate CPe3 internal transcribed spacer 1, partial sequence; 5.8S ribosomal RNA gene and ... Penicillium expa... 492 492 100% 2e-134 98.91% 532 MK385638.1

Penicillium italicum strain AK37 small subunit rib | RNA gene, partial internal transcribed spacer 1... Penicillium italicum 492 492 100% 2e-134 98.91% 563 MK736929 1

Penicillium italicum strain AK36 small subunit ril RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1... Penicillium italicum 492 492 100% 2e-134 9891% 564 MK736928 1

:

Penicillium italicum strain AK35 small subunit ril | RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1... Penicillium italicum 492 492 100% 2e-134 98.91% 569 MK736927.1

Penicillium italicum strain AK33 small subunit rib RNA gene, partial internal tr. ibed spacer 1... Penicillium italicum 492 492 100% 2e-134 98.91% 563 MK736925.1

Penicillium italicum strain AK32 small subunit ril RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1... Penicillium italicum 492 492 100% 2e-134 9891% 568 MK736924 1

:

Penicillium italicum strain AK31 small subunit il | RNA gene,_partial sequence; internal franscribed spacer 1... Penicillium italicum 492 492 100% 2e-134 98.91% 565 MK736923.1

Penicillium italicum strain AK30 small subunit rib RNA gene, partial internal transcribed spacer 1... Penicillium italicum 492 492 100% 2e-134 9891% 562 MK7369221

Penicillium italicum strain AK29 small subunit ril RNA gene, partial sequence; internal tr ibed spacer 1... Penicillium italicum 492 492 100% 2e-134 9891% 567 MK736921.1

:

Penicillium italicum strain AK28 small subunit ril | RNA gene, partial sequence; internal tr ibed spacer 1... Penicillium italicum 492 492 100% 2e-134 9891% 565 MK736920.1

CECECE<B<ECE<B<E<E<H<N<N<N<N<]

Penicillium italicum strain AK24 small subunit ril RNA gene, partial internal transcribed spacer 1... Penicillium italicum 492 492 100% 2e-134 98.91% 580 MK736916.1

28. dbra Az NCBI adatbazis taldlatai (legnagyobb egyezés) a CI11- es izolatum

azonositasa soran

MK385640_Penicillium expansum
MK385638_Penicillium expansum

MT441636_Penicillium expansum

199 MT582779_Penicillium italicum
Ci11_ITS

10¢
MT533762_Penicillium italicum

NR_111348_A ill i
‘DJ—C i _Aspergillus niger

]—0 JX110160_Aspergillus niger

0,035

29. abra A Penicillium expansum és P. italicum izolatumok dendrogramja az ITS

régid szekvenciarészlete alapjan
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Magyarazat az 29. abrahoz: Az izolatumokat a dendrogramon az NCBI adatbazis
hivatkozési szdmaival és a korokozo nevekkel tintettiik fel. Csoporton kiviili tagként két
Aspergillus niger izolatum szekvenciajat hasznaltuk fel az elemzés soran. A torzsfan a
vizszintes vonalak, ill. azok hossza az izolatumok egymastol valo genetikai tavolsagat mutatjak
a vizsgalt szekvencidk nukleotid sorrendjének eltérései alapjan. A fliggdleges vonalak az
izolatumok egyezdségét jelzik az elagazasokig. A torzsfa alatti skala mértéke 1 bazis eltérést

jelol 100 bazisonként.

A Cl12-es izolatum vizsgalt szakasza 99%-0s hasonldsagot mutat az adatbazisbol
szarmaz6 Fusarium verticilloides izolatumokkal és kiilon agon helyezkedik el a F. oxysporum

izolatumtol (30. abra).

® MZ496570_F. oxysporum

. Ci12_1TS

100 e

= 1o MW798250_F. verticilloides

1o MN871798_F. verticilloides
MK174969_F. verticilloides

ol OM956083_F. verticilloides
108 OM956077_F. verticilloides
MN871545_F. verticilloides

0,020

30. abra A Fusarium verticilloides izolatumok dendrogramja az ITS régio

szekvenciarészlete alapjan

Magyarazat a 30. abrahoz: Az izolatumokat a dendrogramon az NCBI adatbazis
hivatkozasi szamaival és a korokozo nevekkel tiintettiik fel. Csoporton kiviili tagként egy F.
oxysporum izolatum szekvenciat hasznaltuk fel az elemzés soran. A torzsfan a vizszintes
vonalak, ill. azok hossza az izolatumok egymastol valo genetikai tavolsagat mutatjak a vizsgalt
szekvencidk nukleotid sorrendjének eltérései alapjan. A fiiggéleges vonalak az izolatumok

egyezOségét jelzik az elagazdsokig. A torzsfa alatti skala mértéke 1 bazis eltérést jelol 100

bazisonként.
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A Cl22-es és Cl24-es izolatumok a vizsgalt szakaszon 100%-o0s azonossagot mutatnak
az adatbazisban szereplé Alternaria alternata izolatumokkal és jol elkiiloniilnek az A. solani
izolatumtol (31. abra). A vizsgalatok soran Alternaria citri izolatumokat is gyijtottiink az

elemzéshez. A két korokozd az ITS régio vizsgalata alapjan nem kiilonithet6 el egyértelmiien.

KP340981_A. solani

< KT768147_A.citri
00589884 _A. alternata
1o 0Q589910_A. alternata
59 0Q589902_A. alternata
P Ci22_1TS

s® OM319520_A. alternata
«® OM390606_A. alternata
+# 0Q712018_A. alternata
+# DQ339104_A. citri
KT768146_A. citri
«®Ci24_ITS
0Q000970_A. alternata
+# MK351431_A. alternata
0QO001035_A. alternata
+# 0Q026887_A. alternata
1% MK392097_A. alternata
KR912294_A. solani
0Q569158_A. alternata
& MT481780_A. citri

{ MW851893_A. citri
OR237128_A. citri

0,013

31. dbra Az Alternaria citri és A. alternata izoldtumok dendrogramja az ITS régio6

szekvenciarészlete alapjan

Magyarazat az 31. dbrahoz: Az izoldtumokat a dendrogramon az NCBI adatbazis
hivatkozési szamaival és a korokozo nevekkel tiintettiik fel. Csoporton kiviili tagként egy A.
solani izolatum szekvenciat hasznaltuk fel az elemzés soran. A torzsfan a vizszintes vonalak,
ill. azok hossza az izoldtumok egymastol vald genetikai tavolsagat mutatjadk a vizsgalt
szekvencidk nukleotid sorrendjének eltérései alapjan. A fiiggdleges vonalak az izoldtumok
egyezdségét jelzik az elagazasokig. A torzsfa alatti skala mértéke 1 bazis eltérést jelol 100

bazisonként.
A CIl23-as izolatum ITS szekvenciarészlete alapjan a Colletotrichum acutatum

fajkomplex tagjaival mutat 97%-0s hasonlosagot (32. abra), azonban a Colletotrichum fajok

fajkomplexen beliili megbizhat6 azonositasa csupan az ITS régio vizsgalataval nem lehetséges.
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Colletotrichum abscissum isolate RB197 internal transcribed spacer 1, partial sequence; 5.8S ribosomal RNA gene... Colletotrichum ab... 737 737 97% 0.0 92.56% 7928 MK541030.1

Fungal endophyte isolate 6058 internal transcribed spacer 1, partial sequence; 5.8S ribosomal RNA gene and inter... fungal endophyte 737 737  97% 00 9256% 634 KR016224.1

Fungal endophyte isolate 3803 internal transcribed spacer 1, partial sequence; 5.8S ribosomal RNA gene and inter... fungal endophyte 737 737 97% 0.0 9256% 654 KR015633.1
Glomerella acutata 18S rRNA gene (partial), ITS1,5.8S rRNA gene, ITS2 and 28S rRNA gene (partial), isolate IN2 ~ Colletotrichum ac... 737 737 97% 00 9256% 582 FEN566876.1

Glomerella acutata 185 rRNA gene (partial), [TS1, 5.8S rRNA gene, ITS2 and 28S rRNA gene (partial), isolate CS-1 Colletotrichum ac... 737 737 97% 0.0 9256% 554 FEN566875.1

Colletotrichum sp. strain YNLC511 internal transcribed spacer 1, partial sequence; 5.8S ribosomal RNA gene and i... Colletotrichumsp. 732 732 97% 0.0 9237% 543 MT196320.1

Colletotrichum sp. strain YNLC510 internal transcribed spacer 1, partial sequence; 5.8S ribosomal RNA gene and i... Colletotrichumsp. 732 732 97% 00 9237% 543 MT196319.1

CH<B<E<E<H<H<N<]

Colletotrichum scovillei LD242 genes for 185 rRNA, ITS1,5.85 fRNA ITS2, 285 RNA, partial and complete seque... Colletotrichum sc... 732 732 97% 0.0 92.38% 610 LC488852.1

32. abra Az NCBI adatbazis talalatai a CI23-as izolatum azonositasa soran

A Cl23-as izolatum azonositiasa a kalmodulin gén alapjan

A CA _CAL 1¢ésCA _CAL 2 primerek kb. 800 bazispar hosszisagu szakaszt emeletek
ki a PCR reakcio6 sordn. Vizsgalva a Cl23-as minta kalmodulin gén részletét és 6sszevetve az
adatbazisban szerepld szekvencidkkal 99-100%-o0s azonossagot mutatott a Colletotrichum

lupini és C. tamarilloi izolatumokkal (33. abra).

Colletotrichum tamarilloi isolate Pe-Im-12 calmodulin (CAL) gene, partial cds Colletotrichum tamarilloi 1179 1179 100% 00 9984% 797 MG451876.1
Colletotrichum tamarilloi isolate Pa-Th-11 calmodulin (CAL) gene, partial cds Colletotrichum tamarilloi 1179 1179 100% 00 9984% 797 MG451875.1
Colletotrichum tamarilloi isolate Pi-Pi-10 calmodulin (CAL) gene, partial cds Colletotrichum tamarilloi 1179 1179 100% 00 9984% 797 MG4518741
Colletotrichum tamarilloi isolate CH09 calmodulin (CAL) gene, partial cds Colletotrichum tamarilloi 1179 1179 100% 00 9984% 798 OK258093.1
Colletotrichum tamarilloi isolate Az-Pi-24 calmodulin (CAL) gene. partial cds Colletotrichum tamarilloi 173 173 100% 00 9969% 797 MG451882.1
Colletotrichum tamarilloi isolate Uy-Pi-23 calmodulin (CAL) gene, partial cds Colletotrichum tamarilloi 1173 1173 100% 00 9969% 797 MG451881.1
Colletotrichum tamarilloi isolate Mi-Pi-22 calmodulin (CAL) gene, partial cds Colletotrichum tamarilloi 1173 1173 100% 00 9969% 797 MG451880.1
Colletotrichum tamarilloi isolate Quinc-Pi-21 calmodulin (CAL) gene, partial cds Colletotrichum tamarilloi 1173 1173 100% 00 9969% 797 MG451879.1
Colletotrichum tamarilloi isolate Cu-Pi-20 calmodulin (CAL) gene, partial cds Colletotrichum tamarilloi 1173 1173 100% 00 9969% 797 MG451878.1
Colletotrichum tamarilloi isolate Ch-Pi-19 calmodulin (CAL) gene, partial cds Colletotrichum tamarilloi 1173 1173 100% 00 9969% 797 MG451877.1
Colletotrichum lupini strain IMI 504893 chromosome 5, complete sequence Colletotrichum lupini 1173 1173 100% 0.0 99.69% 6820665 CP019477 1
Colletotrichum lupini isolate Lup5 calmodulin (CAL) gene partial cds Colletotrichum lupini 1173 1173 100% 00 9969% 829  MZ389475.1
Colletotrichum lupini isolate Lup4 calmodulin (CAL) gene, partial cds Colletotrichum lupini 1173 1173 100% 00 9969% 829 MZ389474.1
Colletotrichum lupini isolate Lup3 calmodulin (CAL) gene, partial cds Colletotrichum lupini 1173 1173 100% 0.0 9969% 829 MZ389473.1
Colletotrichum lupini isolate Lup2 calmodulin (CAL) gene, partial cds Colletotrichum lupini 173 1173 100% 0.0 9969% 829 MZ389472.1
Colletotrichum lupini isolate Lup1 calmodulin (CAL) gene. partial cds Colletotrichum lupini 1173 1173 100% 00 9969% 829  MZ389471.1
Colletotrichum lupini strain PJ64 calmodulin (CAL) gene, partial cds Colletotrichum lupini 1173 1173 100% 00 9969% 794  MT456994.1
33. abra Az NCBI adatbazis talalatai a CI123-as izolatum kalmodulin gén azonositdsa soran
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Elkészitve a régi6 filogenetikai torzstajat megallapitottuk, hogy a Cl23-as izolatum a C.
lupini szekvenciakkal mutat hasonlosagot (34. abra). A C. tamarilloi izolatumok kiilon agon
helyezkednek el.

@ KT600790_C. citri
® MN895510_ C. nymphaeae

& MZ389475_C. lupini

MT456994_ C. lupini

P27#CAL

.® OK258093_C. tamarilloi

-® MG451876_C. tamarilloi

# MG451875_C. tamarilloi

MG451874_C. tamarilloi

.® MG451881_C. tamarilloi

MG451882_C. tamarilloi

MG451879_C. tamarilloi

# MG451878_C. tamarilloi

MG451877_C. tamarilloi

0,008

34. dbra A CI23-as izolatum dendrogramja az ITS régi6 szekvenciarészlete alapjan.

Magyarazat a 34. abrahoz: Az izolatumokat a dendrogramon az NCBI adatbazis
hivatkozasi szamaival és a korokozd nevekkel tlntettiik fel. A torzsfan C. tamarilloi, C.
nymphaeae, és C. citri izolatumok szekvenciait hasznaltuk fel az elemzés soran. A torzsfan a
vizszintes vonalak, ill. azok hossza az izolatumok egymastdl valé genetikai tavolsagat mutatjak
a vizsgalt szekvenciak nukleotid sorrendjének eltérései alapjan. A fliggdleges vonalak az
izolatumok egyezdségeét jelzik az elagazasokig. A torzsfa alatti skala mértéke 1 bazis eltérést

jelol 100 bazisonként.
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5 Kovetkeztetések

A vizsgalat soran Penicillium, Colletotrichum, Fusarium és Alternaria nemzetséghez
tartozd gombafajokat izolaltunk importalt citrusfélékrol. A korokozok kartétele a citrusféléken
a kiilfoldi szakirodalmakbol ismert (Pitt, 2014; Louw és Korsten, 2015; Vitale et al., 2021).

Penicillium fajok

A vizsgalt citrusfélékrol 11 esetben Penicillium fajt azonositottunk. Kétféle tiinettipust
figyeltiink meg, melyeket két kiilonb6z6 korokozo idézhetett eld. Az egyik esetben a kdrokozd
CI05, CI06, CI07-es izolatumainak micéliumszovedéke nagy feliileten vonta be a citrusfélék
felszinét, a micélium koriil a gyiimdlesok héja enyhén rothadt, barnult és matt szinlivé valt. Az
infekcio helyén, kis feliileten olajzdlden sporulalé micéliumot figyeltiink meg. Ez megegyezik
a szakirodalom tiinetleirasaival a P. digitatum kapcsan (Snowdon, 1990; Costa et al., 2019). A
masik esetben a C101, C103, CI08, CI11, CI16, CI20 izolatumok kéken sporulald micéliuma
vonta be a gyiimdlcs feliiletét. A sporulalé micélium koriil a gylimdlesok héja enyhén vizenyds,
rothadt volt. A tiinetek megfelelnek a szakirodalomban P. italicum kérokozorol irtakkal (Palou,
2014; Louw és Korsten, 2015). A korokozok Cl14-es és Cl15-6s izolatumai esetében nem
tapasztaltuk a fentebb leirt egyik tlinettipust sem. Ezen esetekben a gylimdlcsok epidermisze
matt volt, rajtuk beszaradt foltokat tapasztaltunk és a folt koriil enyhén elszintelenedett a
gyiimolcsok héja. Ennek oka lehet, hogy a szallitas és tarolas soran jelen 1évé kornyezeti
feltételek nem kedveztek a korokozo szamara, esetleg a korokozo virulenciaja gyengébb volt.

A CI05, CI106, CI07-es izolatumok tenyészbélyegei megegyeztek a P. digitatum fajrol
leirtakkal (Palou, 2014; Tahiri et al., 2022). A tenyészetek krémfehér szintiek, szabalytalan
alakuak, ép szegélyliek és barsonyos textirajuak voltak, kb. 20 nap alatt n6tték be a taptalajt. A
konidiumok egysejtiick, enyhén ovalis alakuak voltak, méretiik atlagosan 3,2-3,8 x 5-7 pm
kozott valtozott, ez nagyrészt megegyezik Pitt és Hocking (2009) leirasaval, az eltérés oka lehet
az, hogy tenyészetébdl szarmaz6 konidiumok méretét vizsgaltuk, nem pedig a gylimolcs
feliiletérdl. A tiinetek és morfologiai bélyegek alapjan a korokozot Penicillium digitatum-ként
azonositottuk.

A CI01, CI03, CI08, Cl11-es izolatumok tenyészete szabalyos kor alakt, zonazott volt,
kékes-z0ld szinli sporulaciot figyeltiink meg benne. A konidiumok egysejtiiek, gdmb alaktiak
voltak, méretiik atlagosan 2,2-2,8 X 2,7-3,5 um kozott valtozott, ez szintén kisebb az atlagos P.
italicum-rdl leirt konidiummeéretnél (Pitt és Hocking, 2009), mely oka szintén az lehet, hogy a
korokozo tenyészetébdl vizsgaltuk a konidiumok méretét. Az egyéb karakterek megegyeznek
a szakirodalomban P. italicum-rél leirtakkal (Pitt és Hocking, 2009; Tahiri et al., 2022), igy az
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emlitett izolatumokat a tiinetek és a morfologiai bélyegek alapjan P. italicum-ként
azonositottuk (Tahiri et al., 2022). A Clll-es izolatumot a klasszikus mikologiai
hatarozobélyegeken tul és az ITS genomi régio egy szakaszanak alapjan is P. italicum-ként
hataroztuk meg.

Alternaria fajok

A vizsgalat soran harom esetben azonositottunk Alternaria korokozoval ferté6z6dott
citrusfélét. A korokozo Cl04-es és Cl22-es izoldtuma jellegzetes, kocsany felél indul6 rothadést
okozott. A gyiimolcsoket felvagva szintén tapasztaltuk a belsé szovetek barnulasat és
rothadasat. Ezek a tiinetek megegyeznek az A. alternata s. |. okozta tiinetekkel a szakirodalom
alapjan (Katoh et al., 2006; Woudenberg et al., 2015). Mindkét izolatum esetében (C104, CI22)
a tenyészet szabalyos kor alaku volt és barna szinii 1égmicélimot képzett, illetve a tenyészet
novekvd széle fehér szinii volt. A korokozok konidiumai a nemzetségre jellemzden hosszikas,
bunk¢ alaktiak, kereszt €s hosszirdnyban is tagoltak, barna sziniiek voltak, méretiik 4tlagosan
16,9-17,2 x 8,9-9,3 um kozott valtozott. A tlinetek és morfologiai bélyegek alapjan mindkét
esetben A. alternata sensu lato -ként valdszinisitettiik a korokozot, melyet az ITS régiod
molekularis vizsgala is igazolt. A citrusféléken eléforduld Alternaria fajok kapcsan, még tobb
tisztazand6 kérdés maradt. Az A. alternata és az A. citri az Index Fungorum nemzetkozi
adatbazis alapjan két kiilon faj, azonban egy 2015-ben megjelent taxonomiai cikkben az A. citri
—taz A. alternata faj szinonimajaként emlitik és javasoljak az A. alternata f. sp. citri elnevezés
hasznalatat (Woudenberg et al., 2015).

A korokozd Cl24-es izolatumanak a tiinete kiilonbozott a fentebb leirtaktol, ez esetben
a gyiimolcs héjan nagy kiterjedésii foltot tapasztaltunk, mely koriil a gytimolcs héja enyhén
puhult volt, a gytimdlcs belsé szovetében, a folt alatt rothadast tapasztaltunk. A korokozo Cl24-
es izolatumanak tenyészete szintén az Alternaria nemzetségre jellemzé volt (Wang et al., 2010;
Moosa et al., 2021). Ezen tiinetek és morfologai bélyegek alapjan az Alternaria nemzetség
tagjaként hataroztuk meg a korokozo Cl24-es izolatumat.

Colletotrichum fajok

A tiineteket mutato citrusfélékr6l harom esetben azonositottunk Colletotrichum fajt. A
tiinetek jellegzetes kor alaku, besiippedd foltokként jelentek meg a gylimoles héjan (CI09,
CI23) (Martinez-Blay et al., 2020) vagy a kocsany kortil (CI119). A foltok alatt a gyiimdlcs
szovete rothadt, melyet Guargaccia és munkatarsai (2017) is emlitenek. A korokozo CI09 és
Cl19-es izolatumanak tenyészete jellegzetes krémfehér szinii, szabalyos kor alakban fejlodott,
benne mindkét esetben narancssarga konidiummasszat képzodott. A konidiumok a

Colletotrichum nemzetségre jellemzéen (Damm et al., 2012), egysejtiiek, hialinok voltak,
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méretiik atlagosan 15-16 X 3,5-5,5 um kozott valtozott. A morfoldgiai és tenyészbélyegek
szerint, Damm és munkatarsai (2012) alapjan a C. acutatum fajkomplex tagjaként azonositottuk
a korokozo CI09 és Cl19-es izolatumat. A fajkomplexen beliili pontos azonositdsdra még
tovabbi vizsgalatokat tartunk sziikségesnek. A korokozo Cl23-as izolatuménak tenyészete
szabalyos kor alaka, krémfehér szinti volt, benne zoénazottsagot figyeltiink meg,
konidiummasszat nem képzett a gomba. A korokozo konidiumai a Colletotrichum nemzetségre
jellemz6 (Damm et al., 2012) egysejtiick, hialinok voltak, méretiik atlagosan 13,2 X 3,4 um
kozott valtozott. A molekularis vizsgalatok soran a kalmodulin gén egy részét vizsgalva
megallapitottuk, hogy a Cl23-as izolatum a C. lupini szekvenciakkal mutat hasonlosagot. A
morfologiai bélyegek és két régido molekularis adatai alapjan, Lotter és Berger (2005), illetve
Alkemade és munkatarsai (2021) munkait figyelembe véve, C. lupini-ként azonositottuk a
koérokozot.

Fusarium fajok

Harom esetben a Fusarium nemzetség tagjait azonositottuk citrusfélékrél, ahogy Pitt
(2014) is a jelentés korokozokként emliti 6ket ezeken a gazdandvényeken. A tlinetek
mindharom (Cl02, CI10, CI12 izolatum) esetében hasonloak voltak: a gylimdlcs héjan
elszortan, 1-2 cm-es barna foltok jelentek meg, melyek alatt a bels6 szovetek enyhén rothadtak.
Hasonlo - Fusarium faj altal okozott - tiineteket Xiao és munkatarsai (2023) is leirtak citrusfélék
kapcsan. A korokozok tenyészbélyegei a szakirodalom alapjan szintén a Fusarium nemzetségre
utaltak (Kunta et al., 2015). A kérokozo Cl12-es izolatumat a molekularis vizsgalatok soran az
ITS genomi régido egy szakasza alapjan F. verticillioides-ként hataroztuk meg. A F.
verticillioides a F. fujikuroi fajkomplex tagjaként ismert, mely a fajkomplexen beliil
egyediilalld6 moédon kukorican kiviil szdmos mas gazdandvénnyel is rendelkezik, mint az
ananasz vagy a borsé (Jabtonska et al., 2020).

A vizsgalatunk soran izolalt C. acutatum fajkomplex tagjai, vagy az A. aletrnata, illetve
a F. verticillioides polifag korokozokként ismertek (Damm et al., 2012; Pitt, 2014; Woudenberg
et al., 2015), igy akar veszélyt jelenthetnek a hazankban is termesztett novényekre, pl. 0j
rasszok megjelenésével is. Az altatunk izolalt korokozok koziil, a Penicillium, Alternaria,
Fusarium fajok toxintermelése is igazolt a citrusfélék kapcsan (Pitt, 2014; Costa et al., 2019;
Scott, 2001), igy fontosnak tartjuk felhivni a figyelmet, bizonyos tiinetek esetén semmiképpen

ne hasznaljuk fel a beteg citromokat.
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6 Osszefoglalas

A citrusfélék kozé tartozo gyiimolcsok a vilag minden tajan kozkedveltek, pozitiv
taplalkozastani hatasuk széles korben bizonyitott. A citrusfélék termesztési korzete ugyan
hémérsékleti korlatba litk6zik, de nemzetkozi kereskedelemben igy is a top 10-ben szerepelnek
volumenben. Szamos korokozojuk ismert, melyek csokkentik a gyiimolcsok pulton
tarthatosaganak idejét.

Vizsgalatunkban felvételeztiik, mely koérokozok érkeznek hazankba az importalt
citrusfélékkel egyiitt. A vizsgalt citrusfélék mindig mutattak tiineteket, kisebb-nagyobb,
beszaradt vagy akar rothad6 foltokat a gylimélcs héjan. A korokozokat minden esetben a
gylimolcs belsd szovetébdl izolaltuk PDA tdptalajon. A Koch-posztulatumot kovetve
bebizonyitottuk a korokozok megbetegitoképességét, valamint egyes korokozok esetében nem
csak klasszikus mikoldgiai meghatarozast, hanem molekuléris azonositast is végeztiink.

A szakirodalombol mar ismert gombafajokat, a Penicillium, Colletotrichum, Fusarium
¢és Alternaria nemzetség tagjait azonositottuk a vizsgalat soran. Legtobb esetben Penicillium
italicum és P. digitatum korokozot hataroztunk meg a fert6zott citrusfélékrol. A Colletotrichum
nemzetség koziil a C. acutatum fajkomplexbe tartoz6 fajokat izolaltunk a hazankba importalt
citrusfélékrol. Azonositottunk Alternaria nemzetségbe tartozo patogéneket is, melyek ismert
mikotoxintermelok. Tovabba Fusarium fajokat is, melyek koziil a molekularisan is
meghatarozott F. verticillioides hazankban a kukorica csépenészesedését okozza, de a
szakirodalombol ismert tropusi novények, koztiik a citrusfélék korozdjaként.

Vizsgéalatunk ravilagit arra, hogy az import gyilimolcsokkel szamos idegenhonos
korokozo keriilhet hazankba. Egyes korokozok széles gazdandvénykorrel rendelkeznek, vagy
mikotoxinokat is termelhetnek. Vannak olyan novényi korokozok, amik tobb rasszal
rendelkeznek. Uj rasszok importalasaval a hazai populacié diverzitasa ndvekedhet, mely

kdnnyebb adaptaciohoz is vezethet.
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10.

Nyilatkozatok

NYILATKOZAT

Diplomadolgozat nyilvanos hozzaférésérél és eredetiségérsl

A hallgaté neve: Muhari Bence

A Hallgato Neptun kédja: GC5E27

A dolgozat cime: Import citrusféléken eléfordulé kérokozék
vizsgalata

A megjelenés éve: 2023

A konzulens intézetének neve: Novényvédelmi Intézet

A konzulens tanszékének a neve: Nivénvkortani Tanszék

Kijelentem, hogy az altalam benydjtott
diplomadolgozat egyéni, eredeti jellegd, sajat szellemi alkotasom. Azon részeket, melyeket
mas szerz8k munkajabol vettem at, egyértelmiien megjeldltem, és az irodalomjegyzékben
szerepeltettem.

Ha a fenti nyilatkozattal valotlant allitottam, tudomasul veszem, hogy a zardvizsga-bizottsag a
zardvizsgabol kizar és a zardvizsgét csak Gj dolgozat készitése utan tehetek.

A leadott dolgozat, mely PDF dokumentum, szerkesztését nem, megtekintését és nyomtatasat
engedélyezem.

Tudomasul veszem, hogy az altalam készitett dolgozatra, mint szellemi alkotas
felhasznaldsara, hasznositdsira a Magyar Agrar- és Elettudomanyi Egyetem mindenkori
szellemitulajdon-kezelési szabalyzataban megfogalmazottak érvényesek.

Tudomasul veszem, hogy dolgozatom elektronikus valtozata feltdltésre keriil a Magyar Agrar-
és Elettudomanyi Egyetem konyvtari repozitori rendszerébe. Tudomasul veszem, hogy a
megvédett és

- nem titkositott dolgozat a védést kovetéen

- titkositasra engedélyezett dolgozat a benyujtasatol szamitott 5 év eltelte utan
nyilvanosan elérhetd és kereshetd lesz az Egyetem kényvdari repozitori rendszerében.

Kelt: _ 7029% év LO\I;"M@{K hé _O4 nap
%’Lﬁ@lﬂcu g&‘@“

Hallgato aldirasa
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NYILATKOZAT

Muhari Bence (hallgatd Neptun azonositdja: GC5E27) konzulenseként nyilatkozom arrdl,
hogy a zarddolgozatot/szakdolgozatot/diplomadolgozatot/portféliét attekintettem, a
hallgatét az irodalmi forrasok korrekt kezelésének kovetelményeirdl, jogi és etikai
szabdlyairdl tajékoztattam.

A zarddolgozatot/szakdolgozatot/diplomadolgozatot/portfélidt a zardvizsgan torténd
védésre javaslom / nem javaslom.

A dolgozat allam- vagy szolgalati titkot tartalmaz: igen ne

Kelt: Budapest, 2023. november 2.

Jot Aavnotass

belsé konzulens

NYILATKOZAT

Muhari Bence (hallgatd Neptun azonositdja: GC5E27) konzulenseként nyilatkozom arrdl,
hogy a zarddolgozatot/szakdolgozatot/diplomadolgozatot/portféliét attekintettem, a
hallgatét az irodalmi forrasok korrekt kezelésének kovetelményeirdl, jogi és etikai
szabdlyairdl tajékoztattam.

A zarddolgozatot/szakdolgozatot/diplomadolgozatot/portfdlidt a zardvizsgan torténd
védésre javaslom / nem javaslom.

A dolgozat allam- vagy szolgalati titkot tartalmaz: igen ne

Kelt: Budapest, 2023. november 2.

belsé konzulens

56



NYILATKOZAT

Muhari Bence (hallgaté Neptun azonositoja: GC5E27) konzulenseként nyilatkozom arrdl, hogy
a zérddolgozatot/szakdolgozatot/diplomadolgozatot/portféliot attekintettem, a hallgatot az
irodalmi forrdsok korrekt kezelésének kovetelményeirdl, jogi és etikai szabalyairdl

tajékoztattam.

A zarddolgozatot/szakdolgozatot/diplomadolgozatot/portféliét a zarévizsgén torténd
védésre javaslom / nem javaslom.

A dolgozat allam- vagy szolgélati titkot tartalmaz: igen ne

Kelt: Budapest, 2023. november 2.

~—— D
p by VTR

|
L 7(,

v

Dr. Horvathné Petréczy Marietta Erzsébet
belsd konzulens|

57



