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1. BEVEZETES

Gylimolesok és zoldségek betakaritasat kovetden jelentds veszteségek léphetnek fel, melyek
mértékének pontos, szamszerli meghatdrozasa nehéz, mivel nagyon sok tényezd komplex
hatasaként alakulnak ki, valamint nincsenek altalanosan elfogadott modszerek a veszteségek
értékelésére (FAO, 1989). A World Resources Intsitute ezeknek az un. postharvest
veszteségeknek a mértékét 10 és 40% kozott hatarozta meg (WORLD RESOURCES, 1998), de
szinte minden teriileten — orszagok, betakaritast kovetd fazisok, kiilonb6zd termények — talalunk
egyediilallo példakat szélsdséges (0 vagy 100%-0s) veszteségre is (FAO, 1981).

A friss termények mindségi jellemzodinek romlasa, amelyek koziil a termeld, a kereskedo, illetve
a fogyaszt6 szamara elsddleges a megjelenés, az allomany, az iz és az illat, valamint a tapérték
(KADER, 1985), komoly gazdasagi veszteséget jelent. Mindenek elott figyelembe kell venni,
hogy a postharvest veszteségekért nagymértékben felelés mikrobialis — kertészeti termények
esetén foként penészes — romlas nemcsak gazdasagi veszteséget okoz, hanem élelmiszer-
biztonsagi szempontbdl is kockazatot jelent.

A mikroorganizmusok okozta fertdzésekkel és romlassal szembeni védekezésre a termesztés €s a
tarolas soran kiilonbdz6 eszk6zok, eljarasok allnak rendelkezésre. Ezek koziil nagyon elterjedt a
kiilonboz6 kémiai vegyszerek (fungicid kezelések) alkalmazasa. Ezekkel szemben azonban mind
fogyasztdi, mind tudomanyos téren komoly aggalyok Iéptek fel. Ezen tGlmenden, pl. az Egyesiilt
Allamokban egyes fungicid hatasu vegyszereket be is tiltottak, és a késGbbiekben is tovabbi
vegyszerek haszndlatdnak visszaszoritdsara, alkalmazott mennyiségének csokkentésére
torekednek (WISNIEWSKI and WILSON, 1992). Ez a tendencia sziikségessé tette wjabb
eljarasok kutatasat, amelyek részben vagy egészben alkalmasak a vegyszeres kezelések
kivaltasara.

Az utobbi évtizedekben terjedt el a gyiimdlcs-, zoldség-, €s gabonatarolas teriiletén a biologiai
védekezés (biocontrol) fogalma, majd gyakorlati alkalmazasa, mely alapvetéen olyan
mikroorganizmusok — elsGsorban élesztogombak és baktériumok — felhasznalasat jelenti, melyek
antagonista hatasuk kovetkeztében gatoljak a penészgombak ndvekedését, szaporodasat. A
védekezo élesztdgombak, baktériumok — a szakirodalom szerint — tobbnyire olyan terményekrol
szarmaznak, amelyen a romlast okozd penészt gatolni kivanjak. Ezaltal alkalmazasuk gyakran
egy-egy gyumolcs-, vagy zoldségfajtara, foldrajzi teriiletre korlatozodik.

A Dbiokontroll hazankban csak a ndvénytermesztés teriiletén az integralt ndvényvédelem

részeként ismert. E16 antagonista szervezetek postharvest veszteségeket csokkenté hatésaval



kapcsolatos kiilfoldon elért biztatdé eredmények arra 6sztondznek, hogy a magyar gyiimolcs- és

z6ldségtarolasban is ismertté és megvalosithatova tegyiik ezt az eljarast.

Célkituzések

1.

2.

A nemzetk6zi szakirodalom bemutatasa gyiimolesok €s zoldségek tarolas soran bekdvetkezo
romlasara, a romlast akadalyozo eljarasokra — kiilonos tekintettel a biologiai védekezésre,
annak vizsgalati modszereire — vonatkozoan.

Penicillium expansum novekedését, szaporodasat gatld élesztdgomba kivalasztasa: egyrészt
,hagyomanyosO uton, gyiimolesrél szarmazé izolatumok; masrészt nem gyiimélesrol
szarmaz6 ¢lesztégomba fajok koziil.

A kivélasztott  éleszté  izolatum, vagy tOrzs antagonista  hatékonysaganak,
hatdsmechanizmusanak ¢és gyakorlatban (gylimoleson, gyliméles tarolasi gyakorlatot

modellezd koriilmények kozott) vald alkalmazhatosaganak vizsgalata.



2. SZAKIRODALMI ATTEKINTES

2.1. Gyiimdlcsdk és zdldségek romldsa tarolds soran

2.1.1. Tarolas alatti veszteségek

A gyimolesok, zoldségek, egyéb termények tarolasa soran kiilonbozé okokbdl kifolyolag
adodhatnak veszteségek (1. abra). A veszteségek nagy hanyadat a 1€gzésbdl és parologtatasbol
adodo tomegveszteség adja. Ennek mértéke a tarolasi id6 fliggvényében nd. Jelentds tarolasi
veszteségek adodhatnak kiilonbdz6 mikrobidlis illetve nem-mikrobialis eredeti megbetegedések
miatt (2. 4&bra). Optimalis tarolasi koriilmények kozott ez utdbbi csupan az 0Osszes
tomegveszteség 20%-at teszi ki (OSTERLOH, 1996), de a vilag szdmos helyén komolyabb —
tarolasi betegségekhez kapcsolodd — veszteségekrdl szamolnak be. Ez abbol is adodhat, hogy
mig a tomegveszteségek egyenletesen novekednek, addig a betegségek a tarolas soran gyakran
hirtelen, nem ellendrizheté modon Iépnek fel, ezaltal az Osszveszteségek meghatarozo

tényezo6jéve valnak (URBAN, 1996).

raktari kartevok patkanyok/egerek

mikrobialis eredetii varasodas
megbetegedés Monilias romlas
Alternarias romlas
botritiszes romlas
maghaz romlas

Tarolasi Penicilliumos romlas
betegségek stb.
piros foltossag
o lenticella foltossag
2 Jonathén foltossag
=] , . ,
h~ héjbarnulas
s . nem
Tarolas soran . .1
. ,, mikrobialis
bekdvetkezd detd
veszteségek eredett hasbarnulas
megbetegedes| maghazbarnulas
- iivegesedés
- fagykar
Apadasi . .
veszteség tomegveszteseg
I
1 . - .
Mindsz L _ | méretcsokkenés
1noseg rancosodas
romlas Osszetevok lebomlasa
izvaltozas
termény hibak felerésddése

allag romlas

1. abra Gyiimolcsok tarolasa soran bekovetkezd veszteségek csoportositasa (OSTERLOH, 1996)
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2. dbra A gylimolcsok tarolasa soran bekdvetkezod veszteségek lefutdsa az ido fliggvényében

(OSTERLOH, 1996).

2.1.2. Mikrobidlis eredetii romlas

Z06ldségek és gylimolcsok mikroorganizmusokkal torténé megfert6zodését, valamint azt, hogy a
fert6zésbol kialakuljanak a romlas tiinetei, a ndvénykorokozo szervezetek virulencia faktorai és a
ndvényi szovet természetes védekezd mechanizmusa kozotti bonyolult kolesonhatas hatdrozza
meg. Két lehetdség all fenn, miutan a mikroorganizmus a termény feliiletére keriil: elszaporodik
a gazdaszervezeten — romldst okoz, vagy a gazdaszervezet védekezd mechanizmusa
kovetkeztében nem okoz kart. A legtobb mikroorganizmus csak seben, vagy valamely nyitott
csatornan (pl. 1égzdényilas) keresztiil tud behatolni a zoldségbe, illetve a gylimolcsbe. Néhany
kivételes esetben — pl. Botrytis cinerea uborkan, vagy Colletotrichum fajok paradicsomon ¢és
paprikan — tapasztaltak csak olyat, hogy az ép kutikula rétegen képes athatolni a patogén gomba
(ADIKARAM et al., 1983; ELAD, 1988). A ndvénykorokozé mikroorganizmusok kutikula
bontd vagy pektin bontd enzimeik segitségével képesek behatolni a gazdaszervezetbe. A
novények védekezd mechanizmusa egyrészt a kutikula rétegbdl, az epidermiszbdl és viasz
rétegbo6l all, masrészt kémiai jellegi: bizonyos esetekben antimikrobas vegyiileteket — pl.
fitoalexineket — képeznek (HARDING és HEALE, 1980), vagy olyan fehérje inhibitort
termelnek, mely a mikrobak pektindz enzimét gatolja (BROWN és ADIKARAM, 1983).

A mikrobdk harom f6 csoportja — baktériumok, élesztégombak és penészgombak — koziil a
gylimolcsokon foként penészek és élesztok, a zoldségeken penészek és baktériumok okoznak
romlast (BRACKETT, 1987; SPLITTSTOESSER, 1987, LUND és SNOWDON, 2000). Ennek
oka a gyiimolcsok és zoldségek Osszetételében talalhaté meg (1. tablazat).

Elsésorban a gylimolcsok kis pH-ja ad magyarazatot arra, hogy baktériumos fert6zések nem
vagy csak ritkdn okoznak romlast. A nagy viz- és szénhidrattartalom mind a z6ldségek mind a

gylimolcsok esetében kedvez a penészgombak ndvekedésének.
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1. tablazat Néhany gyiimélcs és zoldség dsszetétele és pH-ja (DEAK és BEUCHAT, 1996)

Osszetevo (%)

Termék - e - o—— -

Viz Szénhidrat  Fehérje Asvanyi anyag Egyéb pH
alma 84,1 14,9 0,3 0,3 0,4 3,2
barack 85,4 17,9 1,0 0,6 0,1 3,6
banan 74,8 23,0 1,2 0,8 0,2 4.6
sargadinnye 92,1 6.9 0,5 0,3 0,2 6,3
sz616 81,9 14,9 1,4 0,4 1,4 39
narancs 87,2 11,2 0,9 0,5 0,2 3,5
szamoca 89,9 8.3 0,8 0,5 0,5 4,2
sargarépa 88,2 9,2 1,3 1,1 0,2 5,0
karfiol 91,7 4.9 2,4 0,8 0,2 5,6
uborka 96,1 2,7 0,7 0,4 0,1 5,6
zoldbab 89,9 7,7 2,4 0,8 0,2 5,6
z06ld borsd 81,2 11,4 6,1 0,9 0,4 5,7
spenot 93,7 3,2 2,3 1,5 0,3 5,1
paradicsom 94,1 4,0 1,0 0,6 0,3 4.4

2.1.3. Romlast 0okozo penészek

A gytimo6lesok és zoldségek, illetve a beldliik késziilt termékek a termelés kiilonbozo 1épéseiben
— termesztés, érés; betakaritas; tarolas; feldolgozas soran — fertéz6dhetnek penészgombakkal. A
szennyezddés forrasai a penészgombak kiilonbozo részei lehetnek: micélium darabka, spora vagy
konidium, illetve szklerociumok. A micélium darabka azonnal fert6z6 képes, a spora vagy
konidium ¢és a szklerocium azonban csak a megfelelé kornyezeti koriilmények kozott csirdzik
(NGUYEN-THE ¢és CARLIN, 2000; FILTENBORG et al., 2002). A névénykorokozo penészek,
amelyek a tenyészid6 soran fertzik a terményeket, a talajbol és fert6zott vagy korhadd névényi
részekbdl szarmaznak, és a sz¢€l illetve az esd segitségével képesek az egészséges egyedekre
eljutni. Tarolas soran egyrészt a még a szabadfoldon gylimélcsokre és zoldségekre tapadt
mikroorganizmusok, masrészt a tarolotér sajat mikrobiotaja okozhat romlast. Ez utobbi esetben a
sporak vagy konidiumok kozvetité kdzege a hiitdtaroloban keringtetett levegd és a betarolast
megel6z6 mosas vize lehet, de romlas alakulhat ki a fert6zott és egészséges egyedek kozvetlen
érintkezése kovetkeztében is (STOLL, 1977). ETTER és munkatarsai (1990) szerint a raktari
megbetegedéseket okozod gombaknak csupan kis hanyada szarmazik a szant6foldrol. A raktari
gombak perzisztens fajok, azaz a rovid €s a hosszideji tarolas soran is képesek romlast okozni.
Ez azzal magyarazhato, hogy ezek a fajok altalaban képesek a raktarakban uralkod6 viszonylag
sz€lséséges kornyezeti koriilmények kozott is — kis szubsztrattartalom, kis homérséklet —

elszaporodni és igy a raktari mikrobidta allando tagjaiva valni.
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A betarolt termények romlasat a raktar mikrobiotdjabol egy vagy tobb domindnssa valo
penészfaj okozza, attol fliggéen, hogy az adott tarolasi koriilmények mely fajok szamara
kedvezoek (FILTENBORG et al., 2002).

A gyiimolcs- és zoldségtarolas soran bekdvetkezd legjellemzobb betegségeket €s korokozoit

foglalja 6ssze a 2. tablazat.

2. tablazat Gylimolcsokon és zoldségeken eléforduld leggyakoribb penészes megbetegedések €s
a betegséget kivalté gombafajok. (SZEPESSY, 1977; SOMMER, 1985; SASS, 1986;
SCHOLBERG és CONWAY, 2002)

Betegség Penészgomba Termény

sziirke penészes romlas Botrytis cinerea szamoca, alma, korte,
sargabarack, 6szibarack,
cseresznye, szilva, sz610, flige,
kivi, uborka, paradicsom,
paprika, z6ldborso, z6ldbab,
zeller, salata, hagyma,
sargarépa, citrom, narancs

kék penészes romlas Penicillium expansum, alma, korte, sargabarack,

Penicillium italicum Oszibarack, szilva, cseresznye,

sz010, citrom, narancs,
grapefruit, fiige, hagyma,
fokhagyma, uborkafélék,

z6ld penészes romlas Penicillium digitatum citrom, narancs, grapefruit,
szoja

lenticella rothadas Gloeosporium album alma, korte

Alternarias rothadas Alternaria spp. citrus félék, alma, korte, kivi,

Oszibarack, cseresznye, szilva,
sz016, burgonya, paradicsom,
hagyma, képoszta

fekete/barna rothadas Monilinia fructigena, M. laxa alma, korte, cseresznye,
meggy, nektarin, §szibarack,
sargabarack, szilva

savanyu rothadas Geotrichum candidum citrus félék, paradicsom

fehérpenészes rothadas Rhizopus stolonifer Oszibarack, cseresznye, szilva,
szamoca, sz6l0, papaya,
uborka, paradicsom

Mucor okozta rothadas Mucor sp korte, alma, padlizsan,
paprika, paradicsom

2.2. Penicillium expansum

A Penicillium expansum-ot, a foleg almas termésiieck romlasat okozo penészfajt, az imperfekt
gombak (Deuteromycetes) kdz¢, azon belill a Penicillium nemzetségbe soroljak. A Penicillium

nemzetség tagjaira jellemzo, hogy telepeik altaldban gyorsan novekednek, hifajuk szeptalt, a
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telep szine fehéres vagy sziirke arnyalata. A 3. adbra szemlélteti a nemzetség jellegzetes
szerkezeti felépitését. Az elagazodasok (ramus, branch) szamanak, helyének, jellegének illetve a
konidiumok méretének, alakjanak, szinének és feliiletének nagy szerepe van a nemzetségbe

tartozo fajok azonositasakor (SAMSON et al., 2002).

- konidium—

\\ metula ||
ramus

— Konidiofor | I

3. abra Penicillium nemzetségre jellemz6 konidium tartd (konidiofor) szerkezete

A Penicillium nemzetségre jellemz6, hogy nagy mennyiségii, szaraz konidiumot (konidiosporat)
hoz létre. Ebbo6l adédoan a 1égtérben nagy gyakorisaggal fordul elé Penicillium konidium, ami
nemcsak a Penicillium fajokkal folytatott koriiltekintd labormunkara hivja fel a figyelmet, hanem
magyarazatot szolgaltat arra is, hogy miért olyan nagy mértékii a Penicillium fajok okozta

romlés a kiilonb6z0 termények tarolasa soran (MOSS, 1987).

2.2.1. Penicillium expansum morfoldgiai jellemzése

A Penicillium expansum faj alaktani leirasat a 3. tdblazat tartalmazza.

3. tablazat Penicillium expansum alaktani leirasa (ONIONS és BRADY, 1987; SAMSON et al.,
2002)

Morfologiai egység Leiras

telep gyorsan terjedo; fako zold, széle fehér; hatoldala egyes
torzseknél szintelen, masoknal sotét barna

konidium tart6 (konidiofor) | feliilete sima; elagazodasok a fétengely masodik vagy harmadik
szintjén a fétengelyhez lapitott helyzetben; kiilonalloan nének

metula hengeres alaku, 5-8 fialidot tart
fialid palack formaju, rovid nyakkal, 7-12 pm hossza
konidium alakja ellipszoid alaku, sima feliilet(i, mérete: < 3,5 um
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2.2.2. Fizioldgiai tulajdonsagok

2.2.2.1. Novekedéshez sziikséges tapanyagforrasok

A Penicillium nemzetségbe tartozd fajok szénforrasként tobbnyire jol hasznositjak a mono- ¢€s
diszacharidokat, a cukoralkoholokat, képesek lebontani a poliszacharidokat. Friss gyiimolcsok és
egyéb novényi nyersanyagok romlasat okozo tulajdonsagaval van szoros 0sszefiiggésben pektin
bont6 tulajdonsaguk. Tobb Penicillium faj képes a lipaz termelésre, amely lehetové teszi a
nagyobb zsirtartalmu termékeken vald elszaporodast is. Egyes fajok szamos szerves molekula —
kozottiik a szorbinsav — lebontdsara is képes. A szénforrasok széles skaldjan valdo novekedéssel
szemben a Penicillium fajok nitrogén forrasként a legtobb esetben csak a nitratot képesek
hasznositani, ezenkiviil pepton jelenlétében tapasztaltak csak gyorsabb novekedést. A szén- €s
nitrogén forrason kiviil mas tapanyagot szervetlen forrasokbol vesznek fel. A Penicillium fajok
tobbségére nem jellemz0 a komplex tapanyagforrasok illetve vitaminok irdnti igény (MOSS,

1987).

2.2.2.2. Kornyezeti tényezok hatasa a névekedésre

A Penicillium fajok optimalis szaporodasi hémérséklete 20-30°C. A legtobb faj — kozottik a
Penicillium expansum - nem képes 37°C felett novekedni. Ezzel szemben szamos élelmiszer
romlasat okozo fajrol ismert, hogy képes hiitott koriilmények kozott — pl. 5°C — novekedni
(MOSS, 1987), s6t Penicillium expansum-r6l —6°C-os minimalis szaporodasi hémérsékletet is
feljegyeztek (PITT és HOCKING, 1997).

A novekedést befolyasold tényezok koziil fontos a kdzeg vizaktivitdsa. A Penicillium expansum
konidium csirazasahoz és novekedéséhez sziikséges minimalis vizaktivitas a 0,85 és 0,82 kozotti
tartomanyba esik. Emellett figyelembe kell venni azt is, hogy a novekedés szempontjabol szoros
Osszefiiggés all fenn a hdmérséklet €s a vizaktivitas kozott (FILTENBORG et al., 2002).

A legtobb Penicillium faj széles pH tartomanyban (pH 3,0-8,0) képes novekedni (MOSS, 1987;
FILTENBORG et al., 2002).

2.2.3. Anyagcsere / masodlagos metabolitok

A penészgombak anyagcsere folyamatai — hasonléan a tdbbi mikroorganizmushoz — alapvetden
primer és szekunder folyamatokra oszthatok. A novekedés, osztodas fazisaban alapvetden
elsddleges anyagcsere zajlik, mely nukleinsav-, fehérje-, illetve lipid szintézissel jar. Termények
tarolasakor penész okozta romlas soran minden esetben megjelennek ezek a primer anyagcsere
termékek, melyek iz-, szin-, szag hibaval, vitamin veszteséggel jarhatnak, azonban nem toxikus
jellegiiek.
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A novekedés stacioner fazisaban adott koriilmények kozott méasodlagos anyagcesere folyamatok
kovetkezhetnek be. A szekunder metabolitok bonyolultabb szerkezetli vegyiiletek. Ezek kozé
tartoznak a kiillonb6zé mikotoxinok, melyek magasabbrendti ¢l6lényekre kifejtett mérgezo
hatassal (vese-, majkarositd hatds, 6déma eldidézése, mutagén hatés, idegrendszerre kifejtett
karos hatas) jellemezhetok (ETTER et al., 1990).

A mikotoxin képzddést jelentés mértékben befolyasoljak a kiillonbozé kornyezeti tényezok. A
primer anyagcsere folyamatokhoz sziikséges kedvezd feltételek megvaltozasa — pl. a
tapanyagforrasok kimeriilése — a gomba anyagcsere folyamatainak modosuldsahoz vezethet,
amely tobbek kozott mikotoxinok képzdédésében nyilvanul meg. Egyes mikotoxinok (pl.
aflatoxin B1) kozel azonos hémérsékleti- és vizaktivitasi tartomanyban képzdodnek, mint
amelyben az ezeket termeld penészfajok (pl. Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus)
szaporodnak. Tobb mikotoxin (patulin, penicillinsav, ochratoxin A) képzddésének optimalis
hémérsékleti €s vizaktivitasi tartomanya azonban kisebb, mint a termeld penészfaj (pl.
Penicillium expansum, Penicillium verrucosum, Aspergillus ochraceus) szaporodasanak
megfeleld tartomany. A mikotoxin termelddését befolydsold tényezok kozé tartozik még az
oxigén: a kis oxigén koncentracid visszaszoritja a toxin képzodését; a pH hatasaval kapcsolatban
pedig ismert, hogy egyes aminosavak és zsirsavak jelenléte stimulalja a mikotoxin képzodést
(FILTENBORG et al., 2002).

A Penicillium nemzetség tagjainak mikotoxin termelésérél szamos adat talalhatdo az
irodalomban. A Penicillium expansum roquefortin C, patulin, penicillinsav, citrinin, viridikatum-

toxin, kommunezin, ketoglobozin termelésérdl ismert (MANTLE, 1987; SAMSON et al., 2002).

2.2.3.1. Patulin

A patulin poliketid tipust vegyiilet (4. abra), savas kozegben stabil, ezzel szemben lugos
kozegben, illetve szulthidril-csoportot tartalmazd vegyiiletek jelenlétében gyorsan bomlik

(TEREN és NOVAK, 1990).

4. dbra A patulin szerkezeti képlete
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Vizben, alkoholban, acetonban, etilacetatban és kloroformban jol olddédik, petroléterben
oldhatatlan. Vizes, metanolos kozegben lassan bomlik, kloroformban, metilkloridban stabil
(WILSON, 1976). A patulinrdl kimutattak, hogy — amellett, hogy erds antibiotikus hatast fejt ki
baktériumokra — az allati sejtekre és szovetekre karcinogén és mutagén hatasu lehet (DICKENS
és JONES, 1961; STOTT és BULLERMAN, 1975). Ezenfeliil LLEWELLYN és munkatarsai
(1998) kisérleti uton kimutattak, hogy tiido- és agyvizenyd, maj-, 1ép- és vesekarosodas,
valamint az immunrendszerre kifejtett mérgez6 hatas is a patulin toxikozis tiineteiként
jelentkezhet allatokban.

Az Aspergillus és a Penicillium nemzetség — pl. Penicillium expansum — egyes fajairol mutattak
ki patulin termelést. Mivel Penicillium expansum az almas termésliek egyik leggyakoribb
romlast okozoja, a kék penésszel fert6zott almaban, kortében, illetve a belblik késziilt
termékekben nagy valdszintiséggel taldlhatod patulin (4. tdblazat). A patulinrél kimutattdk, hogy
almalében és sz616lében 22°C-on kozepesen stabil. A gyiimdlcsleveket rovid idétartamokra

80°C-ra hevitve még mindig volt kimutathatdo mennyiségii patulin (SCOTT és SOMERS, 1968).

4. tablazat Almastermésiiekben ¢és azokat tartalmazo termékekben mért patulin mennyiség

(LEGGOTT ¢és SHEPHARD, 2001; 24/1995 (VII. 14.) NM rendelet)

Termék Patulin mennyiség  Szarmazasi hely  Felmérés

(vizsgalt minta/pozitiv minta) max. értékei (ng/kg) ideje
almalé 38-56 Egyesiilt Kiralysag  1980-1984
almalé (32/5) 59-434 Egyesiilt Kiralysag 1992
almalé, almabol késziilt termék (62/3) >50 Egyesiilt Kiralysag 1993
alma, korte és vegyes gylimdlcs 51-1130 Ausztralia 1989-1990
termékek (328/75)
almalé, alma tartalmu bébiétel 170 Spanyolorszag 1992
(107/82)
almalé koncentratum (215/215) 7-376 Torokorszag 1994
alma, almabol késziilt termékek 5-45 Dél Afrika 1996-1998
(60/16)
patulin hatarértéke élelmiszerekben 50 Magyarorszag

2.2.4. A Penicillium-ok okozta romlas tiinetei

A penicilliumos romlas korképére jellemz6, hogy a gylimolcson illetve zoldségen barna puha-
vizes jellegli romlasi foltok jelennek meg (5. abra/A). A folt felszine lesiillyed, részben rancosan
Osszehuzodik. A termény romlott részén kezdetben fehér konidiumtartok jelennek meg,
amelyekbdl a késobbiekben zoldes-kékes telep képzddik (5. abra/B). Innen szarmazik a
Penicillium expansum okozta kék penészes-, illetve a Penicillium digitatum okozta z6ld penészes

romlas elnevezés is. A romlott gyliimolcsok dohos szaglak, az egész termény ize — a még
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egészséges részé is — penészes, erjedt jellegli (URBAN, 1996). Nyolc-tiz hetes hiit6 tarolas utan
a Penicillium expansum barnulasi foltok atmérdi elérhetik a 2,5-3 cm-t. Az egyéb Penicillium
fajok altal eldidézett romlas lassabban alakul ki, valamint a rothadt szdveti részek is kevésbé

puhulnak, mint a Penicillium expansum okozta romlas esetén (JANISIEWICZ, 1999).

5. abra Kék penészes romlas okozta tiinetek alman (JANISIEWICZ, 1999)

2.3. Zoldségek és gyiimolcsok mikrobioldgiai romlasat gatldé/megeldzo eljarasok

A gylimodlesok és zoldségek utjat a termesztési helyr6l a fogyasztoig szdmos olyan eljaras
kisérheti, melynek tobbek kozott célja, hogy a termék minél kivanatosabb legyen a fogyasztod
szadmara, elérhetdsége ne legyen egy adott id0szakhoz kotve, azaz legyen hosszabb ideig friss
allapotban eltarthatd. Ezeknek az eljarasoknak — kezdve a ndvénynemesitéstol, a szabalyozott
légteri tarolason at a specialis vegyszeres kezelésekig — altalaban komplex hatasuk van. A
tarolas soran célunk, hogy a) késleltessiik a gylimoles érését; b) csokkentsiik a 1égzésbol,
parologtatasbol szarmazdé mennyiségi €s mindségi veszteségeket; c) megakadalyozzuk a
termények romlasat. Némelyik eljards nem kifejezetten arra iranyul, hogy a mikrobiologiai
romlast gatolja, de hatasuk altal a termény ellenallobba valhat a ndvénypatogénekkel szemben is.
Ebben a fejezetben azonban a kiilonbozé eljarasok mikroorganizmusokra kifejtett hatasat

kivanom csak targyalni.

2.3.1. Termesztés hatasa

A gyliimélcsok és zoldségek termesztés és tarolas soran bekdvetkezd mikrobiologiai romlasa
nagymértékben fligg a ndvényi szovetek morfologiai €s fizioldgiai allapotatdl (ZAGORY, 1999).
Ezért mar egy fajta nemesitése, kivalasztisa és termesztése soran nagy koriiltekintéssel kell

eljarni. Vannak egyes gylimoélcs-, illetve zoldségfajtak, amelyek egy-egy korokozoval szemben
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rezisztencia géneket hordoznak magukban, melyeket a kiillonbozd fajtak keresztezése soran
tovabb lehet adni (STOLL, 1977). A nemesités egy masik aga azzal foglalkozik, hogy a névényi
szervezet bizonyos részei — pl. a termény héja — valjanak ellenallova a mikrobak behatolasaval
szemben (STOLL, 1977; LUND és SNOWDON, 2000).

Termesztés soran elényds, ha a ndvények nincsenek til szorosan egymas mellé iiltetve. A
megfeleld tragyazas és, ezaltal, a novények megfeleld asvanyi anyag ellatottsaga is fontos
szempont: gyiimolcsok és zoldségek esetén tobb, mint 30 olyan megbetegedés ismert, mely
kalcium hianybol ered. Kalcium hiany kovetkeztében ugyanis megndvekszik a novények
1égzése, sejtfaluk pedig gyengiil (STOLL, 1977).

Sok gylimdlcs és zoldség esetében megfigyelték, hogy éretlen allapotban joval ellenallobbak
mikrobidlis eredeti romldssal szemben, mint érett allapotban. Ez magyarazhat6 — pl. alma
esetében — azzal, hogy az érési folyamat soran csokken a gyiimdlcs savtartalma. Az ilyen tipusu
rezisztenciagyengiilést még a ndvények altal az érés soran termelt, penészekre toxikus hatasu
polifenolok mennyiségének csokkenése is okozza (STOLL, 1977; SOMMER, 1985). Ezért a
betakaritas id6pontjanak €s a megfeleld tarolasi eljarasok megvalasztasa is segithet a mikrobialis
romlas megeldzésében, illetve megakadalyozasaban.

Gyiimolcsok és zoldségek penészes megbetegedésében a termény fizioldgiai allapotan kiviil
fontos szerepet jatszanak még a kiilonboz6 fungicid kezelések (SHOLBERG és CONWAY,
2002).

2.3.2. A sziiret és a betarolas hatasa

A betakaritas soran az egyik legfontosabb szempont a késébbi romlas megeldzése érdekében,
hogy a termény ép maradjon, ne keletkezzenek rajta kiilonbozo sériilések, iitddések. A sziiretelés
legkiméletesebb modja, ha kézzel szedik a gyiimolesot, illetve a zoldséget. Ezaltal nemcsak a
sériiléseket lehet elkeriilni, hanem figyelembe lehet venni a gylimolcs vagy zoldség érettségi
allapotat is (LUND és SNOWDON, 2000). Az azonnal piacra keriild, illetve az érzékenyebb
gyiimolcsoket szoktak kézzel szedni. A mechanikai hatasokkal szemben ellenallobb, illetve az
azonnal feldolgozasra keriild termények betakaritasa gépesitett uton torténik (LUND és
SNOWDON, 2000; MITCHELL, 1985).

A gyiimdlesok, illetve zoldségek szedése utan tovabbi sériilést okozhat, ha a rekeszek,
tartalyladak kiképzése nem megfeleld, ha ezeket tultoltik. Fizikai karosodas érheti a terményeket
a szallitas és a betarolas soran, valamint a kiilonb6zé szempontok szerint végzett osztalyozas

kozben (5. tablazat) JANISIEWICZ, 1999).
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5. tablazat Kortén képzodott sériilések halmozodod mértéke a sziirettdl a betarolasig
(MITCHELL, 1985)

Hely Sériilt gylimolces (%)
Fa 0
Szed6 edény 14
Tarolotartaly a gyiimdlcsosben 26
Halomba rakas utan 38
Osztalyozas utan 82

2.3.3. Tarolas soran alkalmazott eljarasok hatasa

Z06ldségek ¢és gylimolcsok tarolasa soran tobbféle modszert alkalmaznak annak érdekében, hogy
késleltessék az érés folyamatat, gatoljak a romlast.
Az alkalmazott, illetve még vizsgalt eljarasok az alabbiak:
< Hitotarolas
< Hutotarolast kiegészitd eljarasok
— szabalyozott, modositott 1égtert tarolas
— vegyszeres kezelés
— hdkezelés
— biologiai védekezés (2.4 fejezet)
— egyeb kezelések.

2.3.3.1. Hiités, hiitdtarolas

SOMMER (1985) szerint a betakaritast kovetd idészakban a megfeleld tarolasi homérséklet
beallitasa a romlas megel6zés ¢€s gatlas legkritikusabb pontja, amely mellett az egyéb eljarasok
csupan kiegészitd szerepet toltenek be.

Az optimalis szaporodasi-ndvekedési homérsékletnél kisebb tarolasi hémérsékleten a penészek
csirdazasa, majd hifa ndvekedése és ezaltal a romlasi foltok képzodése nagyon lelassul (6. abra).
A szaporodas optimadlis hémérsékleten néhany oOraig/napig tarté lappangasi fazisa hiitott
viszonyok kozott hetekig/honapokig nyalhat. Ezt kovetden a stacioner fazis elérése is sokkal
késobb kovetkezik be, mint az optimumhoz kdzeli homérsékleten (SOMMER, 1985).

A penészgombak kis tarolasi homérséklettel szembeni érzékenysége kiillonbozo. A penészek egy
csoportjanak novekedési hdmérséklet minimuma 0°C koriili, vagy afelett van. Mas penészfajok
még ennél kisebb hémérsékleten is képesek szaporodni, ezek koziil kiemelkedd a foként
almastermésiick ¢és citrus félék romlasat okozd Penicillium expansum és a szamoca,
csonthéjasok, szOl6 sziirke penészes rothadasat okozd Botrytis cinerea. Ezek mellett az

Alternaria alternata (csonthéjasok, almastermésiiek, szol0, kivi) és a Cladosporium herbarum
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(csonthéjasok, almastermésiiek, sz610) is jelentds romlast okozhat 0°C-on valo tarolas mellett is.
A Monilinia fructicola (csonthéjasok) is képes 0°C-on szaporodni, de a romlés tiinetei sokkal
lassabban alakulnak ki az el6z6ekben emlitettekhez képest (GRIFFIN, 1981/a; SOMMER, 1985;
LUND ¢és SNOWDON, 2000).

30 - A 40+  25°C B
9 ’é 25 9 'é 30 - 15°C
8 20 A 8
S = S E
EE 15 E€ 20
2E 0] 8 E o
g ; 10 g 2 10 . 2.5°C
5% s, e e -
0 ‘ T T T 1 0 T T T T T \*’*\_—\*./\‘ 1
0 10 20 30 40 0 2 4 6 10 12 14 16 18 20
Homérséklet (°C) Térolasi id6 (nap)

6. abra Monilinia fructicola okozta barna rothadas homérséklet optimuma (A) és id6beni lefutasa

kiilonb6z6 konstans hémérsékleteken (B) (BROOKS ¢és COOLEY, 1928 nyoman)

A tarolasi homérséklet megvalasztasakor természetesen nemcsak a mikroorganizmusok
érzékenységét kell figyelembe venni, hanem a gyiimdlesok, zoldségek kis homérséklettel
szembeni érzékenységét is, mert a til kis hdmérséklet karokat (gylimolcshus barnulds, érési
rendellenesség, allomanyvaltozas stb.) okozhat (MITCHELL, 1985).

Az adott terménynek megfeleld tarolasi homérséklet fenntartdsa mellett fontos, hogy kdzvetleniil
a betakaritast kovetden gyorsan legyenek a zoldségek, gylimolesok lehiitve. A lehiités sebessége
terményenként valtozo: szamoca esetében ajanlott, hogy egy oran beliil, cseresznye esetében 4
oran beliil kovetkezzen be (MITCHELL, 1985). Az azonnali hiitéssel a sporak csirazasat is meg
lehet akadalyozni, igy a romlas tiinetei is joval kés6bb jelentkeznek (GRIFFIN, 1981/b;
JANISIEWICZ, 1999).

2.3.3.2. Szabalyozott/maodositott légterii tarolas

Gyiimolcsok ¢s zoldségek tarolasa soran a hiités mellett nagyon elterjedt a tarolokban
alkalmazott szabalyozott légterii-, vagy kisebb csomagolasi egységekben alkalmazott modositott
légter(i tarolas. A szabalyozott 1égter(i tarolds sordn a tarolo termekben allando szinten tartjak az
adott terménynek megfeleld, a normal légdsszetételtdl eltérd gazosszetételt. A modositott
atmoszféras csomagolasban a kiindulasi 1€gosszetételt lehet beallitani, amely a tarolas soran a

gylimdlcs, zoldség 1égzése, a csomagoloanyag ateresztOképessége hatdsara modosul.
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A normal 1égdsszetételtdl (21% Oy, 0,03% CO,) valo eltérés kisebb oxigén €s/vagy nagyobb
széndioxid tartalmat jelent. Egyes esetekben szénmonoxidot is alkalmaznak az elébbi
modositasok mellett. A 6. tablazat néhany gyiimdles és zoldség tarolasa soran alkalmazott
szabalyozott 1égtér gazosszetételét tartalmazza.

A szabalyozott/modositott 1égtér elsddleges hatdsa, hogy csokken a termények légzése, ami
késlelteti a karos fiziologiai valtozasokat is. Ezaltal a gyiimdlcs, zoldség ellenallobb a
mikrobidlis romlassal szemben is. A csokkentett oxigén, illetve a megnovelt széndioxid
koncentracionak kozvetlen gatld hatdsa is van a mikroorganizmusokra (NGUYEN-THE ¢és
CARLIN, 2000). Annak ellenére, hogy a penészgombak aerob szervezetek, ez utobbi allitast
nem tamasztotta ala minden ezzel kapcsolatos kutatas. Tobb penészgombaval (Botrytis cinerea,
Penicillium expansum, Alternaria sp.) elvégzett kisérletekben a normal 1égosszetételtol eltérd
(pl. 2,0% Oy, 10,5% CO,) gazosszetételnek nem volt jelentds gatlo hatasa (YACKEL et al.,
1971; SOMMER, 1985).

6. tablazat Termények tarolasdhoz ajanlott homérsékleti és szabalyozott 1€gosszetételi

paraméterek (LUND és SNOWDON, 2000)

Termény Homérséklet  Szabalyozott 1égdsszetétel
tartomany (°C) 0, (%) CO;z (%)
alma 0-4 2-3 1-2
sargabarack -1-0 2-3 1-2
sz016 -1-0,5 2-5 1-3
Oszibarack -1-0 1-2 5
korte -1-0,5 2-3 0-1
szilva 0-1 1-2 0-5
szamoca 0 10 15-20
avokado 5-13 2-5 3-10
narancs 2-8 5-10 0-5
grapefruit 10-15 3-10 5-10
citrom 10-14 5-10 0-10
ananasz 7-13 5 10
banan 13-15 2-5 2-5
paradicsom 12-15 3-5 -

2.3.3.3. Vegyszeres kezelések

Gyiimolcsok és zoldségek betakaritasat kovetden sokféle vegyszert — fungicidet, bakteriocidet,
novény novekedésszabalyzokat — hasznalnak a termények minél hosszabb eltarthatosaga és
mindség megorzése céljabol. Ezeknek a kémiai vegyiileteknek az alkalmazasat egyrészt azzal
szabalyozzak, hogy milyen mértékben maradhat szermaradvany a terményben vagy a feliiletén.
Az alkalmazis soran fontos szempont tovabba, hogy elkeriilj¢k a mikroorganizmusok
rezisztenssé valasat, emiatt a betakaritds és a kitarolas kozotti killonbozé szakaszokban —
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betakaritas utan, betarolas el6tt és utan, csomagolas eldtt — kivanatos az egymastol eltérd kémiai
Osszetételll vegyszerek hasznalata (LUND ¢és SNOWDON, 2000). Ebbol addéddan nagy
valasztékban allnak rendelkezésre kiilonb6zd vegyszerek, és emellett mindig ujabb és wjabb
vegyiiletek penészekre kifejtett hatasat is vizsgaljak (7. tablazat).

A kiilonb6z6 fungicideket olykor mesterséges viaszbevonat alkotdjaként juttatjak a gyiimolcs
feliiletére. A mesterséges bevonat (pl. polietilén alapt) ezaltal nemcsak a termény vizveszteségét
gatolja, hanem egyben romlasat is akadalyozza (LUND és SNOWDON, 2000; KOBILER et al.,
2001).

7. tablazat Gyiimolcsok és zoldségek eltarthatosagat ndveld néhany alkalmazott és vizsgalt

vegyiilet
Vegyiilet Romlas, korokozo Termény Hivatkozas
karbendazim+ metalaxil  Penicillium spp. alma
natrium-orto-fenil-fendt  Penicillium spp. citrus gyiimolcsok
iprodion Penicillium spp. alma
tiabendazol Penicillium spp. citrus gyiimolcs, banan LUND &
. . : . . és
¥maz§hl, proklaraz, Alternaria okozta romlds banan SNOWDON, 2000
iprodion
etakonazol, Geotrichum okozta
propikonazol, guazatin ~ savanyu rothadas
dikloran Rhizopus okozta romlés
benomil Botrytis cinerea alma, 6szibarack, SOMMER, 1985
nektarin, szilva
klor Penicillium expansum alma JANISIEWICZ,
1999
ZZ;ZZ Z;fg ZZ:Z fekete gyokér rothadas sargarépa 11)391\3UA ¢s GAYE,
benzimidazol mandarin NAQVI, 1993
ammonium molibdat Penicillium expansum, alma USALL et al., 2001
Botrytis cinerea, Rhizopus
stolonifer
kis molekulatomegii Penicillium expansum cseresznye MATTHEIS és

A penészes romlas kémiai tton torténd gatlasi modszerei kozé tartozik még — a nem gyakran
alkalmazott és nem egyértelmii hatékonysaggal bir6 — o6zonnal vald kezelés alkalmazasa.
PALOU ¢s munkatarsai (2002) 6zonnal torténd kezelés hatasara annak ellenére, hogy a betegség
el6fordulasanak mértéke nem valtozott szignifikansan, szamos romlést okozo penész (Monilinia
fructicola, Botrytis cinerea, Mucor piriformis és Penicillium expansum) hifanévekedésének és
sporaképzésének gatlasat érték el 6szibarackon és sz616n. Ezzel szemben PEREZ és munkatarsai
(1999) szamocan — szamos kedvezd hatas mellett — nem tudtdk kimutatni az ézon penészgatld

hatésat.
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A kiilonboz6é kémiai vegyliletek alkalmazasaval fellépd aggalyok kovetkeztében a természetes
vegyiiletek gatld hatasanak vizsgalata is megkezdddott az elmult évtizedekben. A vizsgalt
természetes anyagok koz¢é tartoznak tobbek kozott a kiilonb6zo esszencialis olajok (pl. karvon, a
fokhagyma kivonat egy olajos komponense), kitinazok, ecet- és propionsav, citrommag kivonat,
propolisz (OPPENHEIM és CHET, 1992; NGUYEN-THE ¢és CARLIN, 2000; KRAUSS ¢és
JOHANSON, 2000).

2.3.3.4. Hokezelés

Az utdbbi évtizedben egyre inkabb elterjed a gyiimolcsok, zoldségek betarolas eltti hokezelése.
A hokozlés kozege lehet viz (vizbe martas, vizzel valo kefés mosas — 40°C-60°C, 30 sec-10
min), meleg levegd (43°C-54°C, 10 -60 min) illetve forrdé g6z (LUND és SNOWDON, 2000;
SCHIRRA et al.,, 2000). A 8. tablazat azokat a koérokozokat foglalja magéaban, melyekkel

szemben a hokezelés valamely maddja hatasos volt.

8. tablazat Gyiimolcsok és zoldségek romlasat okozo penészek gatlasa betarolas elotti

hékezeléssel

Hdékezelés modja Penészgomba

Kezelt termény

Hivatkozas

g0z Botrytis cinerea

meleg vizes kefés
mosas

Penicillium digitatum
Alternaria alternata
Botrytis cinerea,
Alternaria alternata
Monilinia fructicola

meleg vizes permetezés
meleg vizbe martas Penicillium digitatum
Penicillium italicum

Monilinia fructicola

sz610

citrus gyiimolcs
mango

paprika

nektarin, 0szibarack

Galia dinnye
narancs

cseresznye

szamoca

LYDAKIS és AKED,
2003

PORAT et al., 2000
PRUSKY et al., 1999
FALLIK et al.; 1999

KARABOLUT et al.,
2002

FALLIK et al.; 2000
OBAGWU ¢és
KORSTEN, 2003
MARQUENIE et al.,
2002/b

GARCIA et al., 1995

A betarolast megel6z0 hokezelésnek ketts hatasa van: egyrészt a 40°C-60°C-os hémérséklet
onmagaban gatolhatja egyes penészek spordinak csirdzasat (KARABOLUT et al., 2002);
masrészt ez a homérséklet megolvasztja a gylimolcsok, zoldségek természetes viaszrétegét, mely
ezaltal egyenletesebben vonja be a feliiletet, eltomiti a sériiléseket, poérusokat és igy
megakadalyozza a tovabbi fertdézéseket (SCHIRRA et al., 2000; PORAT et al., 2000).

A hokezelésnek mindemellett hatranya is van: gyakran az a hdmérséklet, amely mikrobiologiai

szempontbol biztonsagot nytjt, egyéb mindség karosodast okozhat a terményben (pl. puhulas,
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barnulas) (MARQUENIE et al., 2002/b). A meleg levegd, illetve viz alkalmazéasa — hasonldan a
tobbi postharvest eljarashoz — egyéb kezelésekkel egyiitt valoban hatékony.

2.3.3.5. Egyéb kezelések

Postharvest kezelések soraba tartozik még a besugarzas, illetve a termény természetes ellenallo
képességét elosegito kezelések.

A besugarzast évtizedek ota alkalmazzak kiilonboz6 iparagakban pl. orvosi eszkozok,
gyogyszerek sterilizésére, élelmiszer tartositasra, fliszerek mikrobialis szennyezettségének
csOkkentésére. Friss gyilimdlcs ¢és zoldség kezelésére — elsGsorban rovari kartevok
hatastalanitasara — is alkalmazhat6. Az amerikai Food and Drug Administration szabalyzata
szerint, ,,frissOnek tekintheték mindazon nyers élelmiszerek (pl. gyiimélcsok és zoldségek),
melyek ionizald besugarzassal vald kezelésének mértéke nem haladja meg az 1 kGy dozist
(MERMELSTEIN, 2001).

Gyiimolesok és zoldségek tarolas soran bekovetkezé mikrobidlis romlasanak besugarzassal
torténd gatlasara mar korabban is iranyultak kisérletek, pl. ISMAIL és AFIFI (1976) vizsgalatai
szerint besugarzas hatdsara a sargarépa és a szamoca megdrizte mikrobioldgiai stabilitdsat még
12°C (szamoéca) illetve 25-30°C-on (sargarépa) valo tarolas soran is. KOVACS (2004) azonban
ramutat arra is, hogy a besugarzasnak eltarthatosag noveld hatdsa mellett negativ hatasa is van:
eléidézheti a termények puhuldsat is. A besugarzassal torténd kezelés ma is fontos szerepet kap a
friss termények mindségének megorzésében, illetve az erre iranyuld kutatasokban
(BARBAROSA-CANOVAS et al., 1998; NEVEN és DRAKE, 2000; FARKAS, 2001).
Ultraibolya-C (A=254 nm) fénnyel torténd kezelés hatasira MARQUENIE és munkatarsai
(2002/a) eredményei szerint a Botrytis cinerea €s Monilinia fructigena sporak elpusztultak.
NIGRO ¢és munkatarsai (1998), akik sz0l6 Botrytis-es romléasaval foglalkoztak, azt tapasztaltak,
hogy a mesterséges fertdzést megel6z6 UV-C sugarzas megerdsiti a novény ellenalloképességét,
¢s ezaltal csokkenti a sziirke penészes romlas mértékét.

Az UV sugarzas itt emlitett hatdsa mellett szamos olyan torekvés ismert, amely szintén a
termény ellenalld képességének novelésére iranyul. Kalcium tartalmi oldatban vald aztatas
hatasara — amelyet altalaban alma esetében alkalmaznak — er6sddik a gyiimdlces sejtfala, és
ezaltal ellenallobb a fizioldgiai hibakkal és penészes romlassal szemben (CONWAY et al., 1994;
JANISIEWICZ et al., 1998; KOVACS et al., 1988). Ujabb kutatisokban a sz616héjban
megtalalhatd és antioxidans hatdsardl ismert transz-rezveratrol antifungélis hatasat vizsgaltak.
URENA ¢és munkatarsai (2003) sikeresen alkalmaztak transz-rezveratrol kivonatot sz6l6n és

alman.
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2.4. Bioldgiai védekezés

2.4.1. Bioldgiai védekezésrol dltalaban

A Dbiologiai védekezés (biological control, biokontroll) fogalma eredetileg a novényvédelem
korében alakult ki és alapvetden a kartevok elleni, kemikalidkat mell6z6, a természetben
fellelhetd ,,er6forrasokraO (mikroorganizmusokra, rovarokra) tdmaszkodo védekezést jelentette
(VAINA, 1987). Ma is az integralt novényvédelem komplex rendszerének szerves része a
termesztéstechnikai védekezés, mechanikai védekezés, kémiai védekezés mellett (GILINGERNE
¢s ZENTAI, 2003). A biologiai védekezést a novényvédelem teriiletén az alabbi modon
hatarozzak meg: ,,a ndvényallomanyba a kartevok természetes ellenségeit telepitjiik be és
biztositjuk a felszaporodasukat, miutan kialakul koztiik egy olyan bioldgiai egyensuly, ami a
kérositok tevékenységét a gazdasagilag elfogadhato karszint alatt tartjaO (IZBEKI et al., 2004).
Az utobbi évtizedekben egyre inkabb elétérbe keriilt a penészgombakkal szembeni biologiai
védekezés is. A fogalom ezen a teriileten valé meghatirozasa tobb atalakuldson ment végbe:
COOK ¢és BAKER (1983) definicidja szerint a biologiai védekezés egy koérokozd inokulum
mennyiségének vagy betegségokozd képességének a csokkentése, amely egy vagy tobb ¢élo
szervezet — kivéve az embert — hatasa révén megy végbe. PETERSSON 1998-ban COOK egy
késobbi (1989) megfogalmazasat idézi: biologiai védekezés soran egyrészt olyan természetes
vagy modositott szervezeteket, géneket hasznalnak, amelyek csokkentik a romlast okozo
szervezet hatasat, masrészt kedvezo koriilményeket teremtenek kivanatos szervezetek (termény,
fa, allat, kedvez6 tulajdonsagu rovar, mikroorganizmus) szamara.

Annak ellenére, hogy a biologiai védekezés fogalma t6bb teriileten is hasznalatos, az értekezés

tovabbi részében ezt a kifejezést a penészek ellen irdnyuld eljaras megnevezésére alkalmazom.

2.4.2. Biolbgiai védekezés helye

Biologiai védekezéssel a termesztéstdl a fogyasztoig tartd folyamatban tobbszor is —

szabadf6ldon a termesztés soran, majd tarolas, illetve a feldolgozés soran — taldlkozhatunk.

2.4.2.1. Termesztés

A szabadfoldi, illetve az {iveghazi termesztés soran kiilonb6z6 modokon keriilhetnek a
novényekhez az antagonista szervezetek attol fliiggden, hogy a novény melyik részét (gyokér,
szar, termés) kell a patogénekkel szemben védeni. A fert6zott talajba szérvavetéssel vagy a
palantdk mentén bardzdakba juttatjdk a védekezéshez alkalmazott mikroorganizmusokat. Ezen

modszerek kozé tartozik a magok antagonista élesztd vagy élesztészerii gomba sporaval torténd
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bevonasa is (CHET és INBAR, 1994). Amennyiben a termést, illetve a terméskezdeményt

kivanjak védeni, permetez0 eljarast alkalmaznak pl. sz6l0 vagy szamoca esetén (ZAHAVI et al.,

2000).

9. tablazat Novénykorokozo mikroorganizmusokat gatlo, kereskedelemben is megtalalhato,

szabadf6ldon alkalmazott antagonista gombat tartalmazo6 termékek (VRIJE et al., 2001)

Antagonista Novénykorokozo Termény Termék markaneve,
gomba mikroba szarmazasa
Coniothyrium Sclerotinia sclerotiorum, zo6ldség, Contans (Prophyta,
minitans S. minor szantofoldi Németorszag)
termények
S. sclerotiorum napraforgd (Oroszorszag)
nem patogén Fusarium oxysporum paradicsom, Fusaclean L és G [Fo47]
Fusarium szegfl (NPP, Franciaorszag)
oxysporum
Gliocladium Pythium spp., tiveghazi PreStop (Kemira Agro Oy,
catenulatum Rhizoctonia spp., disznovények és  Finnorszag)
Botrytis spp., Didymella z6ldségek
spp.
Peniophora Heterobasidion feny6 szar és PG szuszpenzio6 (Ecological
gigantea annosum gyokér rothaddsa  Labratories Ltd and the
Forestry Commision, Egyesiilt
Kiralysag), Rotstop (Kemira
Agro Oy, Finnorszag)
Trichoderma spp.  Pythium spp, Scerotinia  z6ldségek, Trichodermin (Bulgéria, és
spp, Verticillium spp.,  gyimolcsok Oroszorszag)
kiilonb6z6 gombak zoldségek, Solsain, Hors-Solsain,
(féleg Trichoderma spp) gylimolesok Plantsain (Prestabiol,

T. harzianum
T. polysporum

T. viride

viragok, szamoca,
fak, zoldségek

Pythium spp, R. solani,
egyéb talajeredeti
patogének

Fusarium spp, P. szamos termény,

ultimum, R. solani, S. disznovények,
homeocarpa gyep
kiilonb6z6 gombak disznévények,

erdei fak, borso

Armillaria mellea (méz  fak

gomba)

Pythium spp, Sclerotinia z06ldség és

spp gylumolcs

talaj eredetli patogének  védett termények
Botrytis cinerea szamodca
Phytophthora spp disznévények

Franciaorszag)
Bio-Fungus (De Ceuster,
Belgium)

Tri002, Tri003 (Asperg,
Németorszag)

Supresevit (Borregaard és
Reitzel, Déania és Fytovita,
Cseh Koztarsasag)
Harzian 20 (NPP,
Franciaorszag)

Harzian 10 (NPP,
Franciaorszag)
Binab-T WP (Binab,
Svédorszag)

Binab-T WP (Binab,
Svédorszag)

Bip T (Lengyelorszag)
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A 9. tablazatban lathat6, hogy tobb antagonista szervezet mar forgalomban is van. A
Trichoderma nemzetség egyes fajainak alkalmazasa gyakori, tobb tanulmany is késziilt ezen
mikroorganizmus hatasmechanizmusarol (CHET és INBAR, 1994, GOLDMAN et al., 1994,
AIT-LAHSEN et al., 2001).

A gomba-, illetve a gombaszeri készitmények mellett baktériumok alkalmazasaval — Bacillus
thuringiensis, Bacillus subtilis, Pseudomonas fajok — is Kkisérleteznek a szabadfoldi

termesztésben (GOLDMAN et al., 1994; THOMASHOW, 1996; BACON et al., 2001).

2.4.2.2. Tarolas

Tarolés soran romlast okozo penészek élesztdgombaval, illetve baktériumokkal valo gatlasanak
irodalma nagyon nagy. A 10. és 11. tablazatban foglaltam 0ssze azokat az antagonista
szervezeteket, amelyekkel sikeres kisérleteket folytattak — legtobb esetben in vivo koriilmények
kozott is. A gyiimdlesok jellegébol (méret, keménység, természetes védelem) és a tarolasi
igényekbdl (nagy mennyiségben, hosszan tarolhatd) adoddéan a legtobb eredményt az

almastermésiiekkel, a csonthéjasokkal, illetve a citrusfélékkel érték el.

10. tablazat Penészeket gatlo €lesztd- és élesztdszeri gombak

Penészgomba Antagonista éleszto Termény Hivatkozas
Alternaria sp. Metschnikowia pulcherrima alma SPADARO et al., 2002
Aspergillus niger Acremonium cephalosporium sz016 ZAHAVTI et al., 2000

Aerobasidium pullulans sz016 SCHENA et al.; 1999;
CASTORIA et al., 2001
Candida guillermondii sz016 ZAHAVTI et al., 2000
Botrytis cinerea Aerobasidium pullulans szamoca LIMA etal.; 1997
Aerobasidium pullulans sz010, SCHENA et al.; 1999
paradicsom
Aerobasidium pullulans alma, sz6l16 CASTORIA et al., 2001
Acremonium breve alma JANISIEWICZ, 1988
Acremonium cephalosporium sz610 ZAHAVI et al., 2000
Candida oleophila alma LIMA et al.; 1997,
MERCIER ¢és WILSON,
1994
Candida guillermondii sz016 ZAHAVTI et al., 2000
Cryptococcus albidus alma ROBERTS, 1991; FAN ¢és
TIAN, 2001
Cryptococcus flavus alma ROBERTS, 1991
Cryptococcus humicola alma ANDERSON et al., 1997
Cryptococcus laurentii alma ROBERTS, 1990/b
Metschnikowia pulcherrima alma PIANO et al., 1997,
SPADARO et al., 2002
Muscodor albus alma MERCIER és JIMENEZ,
2004
Pichia guillermondii CHALUTZ et al., 1988
Sporobolomyces roseus alma FILINOW et al., 1996
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Botryotinia fuckeliana Metschnikowia pulcherrima sz6106 CURTIS et al., 1996
Monilia sp Metschnikowia pulcherrima alma SPADARO et al., 2002
Monilinia fructicola Muscodor albus 4szibarack MERCIER és JIMENEZ,
2004
Monilinia laxa Metschnikowia pulcherrima Oszibarack CURTIS et al., 1996
Mucor sp. Cryptococcus albidus korte ROBERTS, 1990/a
Cryptococcus flavus korte ROBERTS, 1990/a
Cryptococcus laurentii korte ROBERTS, 1990/a
Penicillium digitatum  Aerobasidium pullulans grapefruit SCHENA et al.; 1999
Candida famata narancs ARRAS, 1996
Candida oleophila grapefruit MCGUIRE és
HAGENMAIER, 1996
Pichia guillermondii citrus DROBY et al., 1993
gylimolcs
Penicillium expansum  Aerobasidium pullulans alma, sz616 JANISIEWICZ et al., 2000;
CASTORIA et al., 2001
Candida sake alma USALL et al., 2000
Cryptococcus spp. alma ROBERTS, 1991; HE et al.;
2003
Cryptococcus albidus alma FAN és TIAN, 2001
Cryptococcus ciferii alma VERO et al.; 2002
Metschnikowia pulcherrima alma SPADARO et al., 2002;
JANISIEWICZ et al., 2001
Muscodor albus alma MERCIER és JIMENEZ,
2004
Pichia guillermondii alma MCLAUGHLIN et al., 1990
Sporobolmyces roseus alma JANISIEWICZ és BORS,
1995
Penicillium Hyphopichia burtonii arpaszem RAMAKRISHNA et al.,
verrucosum 1996
Penicillium roqueforti  Pichia anomala blizaszem BJ'ORI\{BERG és
SCHNURER, 1993
Rhizopus stolonifer Acremonium cephalosporium sz6106 ZAHAVI et al., 2000
Rhizopus sp.
Aerobasidium pullulans sz010, SCHENA et al.; 1999;
paradicsom CASTORIA et al., 2001
Candida guillermondii sz016 ZAHAVI et al., 2000
Kloeckera apiculata Oszibarack MCLAUGHIN et al., 1992
Pichia guillermondii sz016 CHALUTZ et al., 1988
Spherotheca fuliginea  Tilletiopsis spp. tiveghazi URQUHART et al., 1994
uborka
11. tablazat Penészeket gatld baktériumok
Penészgomba Antagonista baktérium Termény Hivatkozas
Alternaria sp. Enterobacter aerogenes cseresznye UTKEHEDE és
SHOLBERG, 1986
Pseudomonas cepacia afonya STRETCH, 1989
Botrytis cinerea Erwinia sp. alma DOCK et al., 1998
Pantoea agglomerans alma, korte NUNES et al., 2002
Pseudomonas cepacia alma, korte JANISIEWICZ ¢és

ROITMAN, 1988
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Pseudomonas gladioli korte MAO és CAPELLINI,

1989
Mucor sp. Pseudomonas cepacia alma JANISIEWICZ és
ROITMAN, 1987
Bacillus subtilis nektarin, UTKEHEDE és

8szibarack, SHOLBERG, 1986;
sargabarack, PUSEY ¢és WILSON, 1984

szilva,
cseresznye
Pencillium digitatum  Pseudomonas cepacia citrus WILSON ¢és CHALUTZ,
gylimoles 1989
Bacillus subtilis citrus SINGH és DEVERALL,
gylimoles 1984
Penicillium expansum Pantoea agglomerans alma, korte NUNES et al., 2002
Pseudomonas syringae alma JANISIEWICZ, 1987
Pseudomonas cepacia alma, korte JANISIEWICZ ¢és
ROITMAN, 1988
Rhizoctonia solani Pseudomonas fluorescens NIELSEN et al.; 1998
Rhizopus stolonifer Enterobacter cloacae Oszibarack WILSON et al, 1987

Annak ellenére, hogy az irodalomban ilyen nagy szamban olvashatunk a sikeres

probalkozasokrol, tizemi alkalmazéasban csak néhany készitménnyel talalkozunk (12. tablazat).

12. tablazat Térolas soran alkalmazott, kereskedelemben megtaldlhatd antagonista szervezetet

tartalmazé készitmény (USALL et al., 2001; SPADARO et al., 2002; VERO et al.,

2002)
Antagonista szervezet Penészgomba Termény Mirka név
Candida olephila Penicillium digitatum, citrus gylimolcs ~ Aspire

Penicillium spp, Botrytis spp
Pseudomonas syringae Penicillium spp, Botrytis spp almas terméstick BioSave 10, 11

Pseudomonas syringae Botrytis spp, Penicillium almas termésiick BioSave 100, 110,
spp, Mucor spp, Geotrichum 1000
Spp

Cryptococcus albidus  Penicillium spp, Botrytis spp almas terméstick Yield Plus

2.4.2.3. Feldolgozas

Az élelmiszer feldolgozas sordn mar ritkdbban taldlkozunk a bioldgiai védekezés fogalmaval,
helyette inkabb a starter- vagy védokultura alkalmazasa terjedt el.

A kiméletes eljarasokkal kezelt (minimally processed) zoldségek, gyiimolcsok esetén a human
patogén baktériumok (Salmonella spp, Listeria spp, Clostridium spp) szaporodasanak gatlasa a
6 feladat. Erre a tejsavbaktériumok alkalmazasa mutatkozik megfelel6 megoldasnak, hiszen sok
¢lelmiszer természetes mikrobiotajanak alkotdi, eredményesen gatolnak tobb koérokozot és

emellett még az emberi szervezetre kedvezo hatast is gyakorolnak (LEVERENTZ et al., 2003).
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A soriparban a malatagyartds soran a nem kivanatos anyagcsere termékeket eredményezd
spontan erjedést Geotrichum candidum-ot tartalmazd védoétenyészettel gatoljak. Ez a
védotenyészet ugyanakkor alkalmasnak bizonyult kiilonb6z6 mikotoxinokat termeld penészek

(Fusarium spp, Penicillium spp és Aspergillus spp) gatlasara is (NANASINE, 2001).

2.4.3. Antagonista szervezetek altal kifejtett gatlas hatasmechanizmusa

Penészeket gatlo élesztégombak és baktériumok keresése, gatlasi hatékonysag vizsgalata mellett
egyre nagyobb hangsulyt fektetnek a kutatok a gatlas hatdsmechanizmusanak feltarasara. A
hatasmechanizmus ismeretének birtokaban lehet0ség nyilik arra, hogy az adott antagonista
szervezet hatékonysagat valamilyen eljarassal — pl. genetikai, fizikai, kémiai — noveljiik.
Ezenfeliil egy adott gatlo szervezet ipari, kereskedelmi alkalmazasa is nehezen valdsithaté meg a
gazdaszervezet — patogén mikroorganizmus — antagonista mikroorganizmus kozotti kdlcsonhatas
ismerete nélkiil (CASTORIA et al., 2001).

Ugyanakkor nagyon nehéz pontosan meghatarozni egy adott mikroorganizmus altal kifejtett
gatlas hatdsmechanizmusat, mivel a gatlas gyakran tobbféle hatas Osszekapcsolddasaként jon
létre. A komplex gatld hatason belill alapvetden négyféle jelenséget — tapanyagért, térért torténd
versengés; antibidzis; parazitizmus; ndvény ellenalld képességének novelése — szoktak
megkiilonboztetni (DROBY et al., 1991; ARRAS és ARRU, 1997; PETERSSON, 1998;
SPADARO ¢s GULLINO, 2004).

2.4.3.1. Tapanyagert, terért valo versengés

A versengés a fajok kozotti antagonista kolcsonhatasanak egyik megnyilvanulasi formaja,
melynek 1ényege, hogy két faj egyedei valamilyen jelentds kornyezeti 1étfeltételért versengenek,
mely soran az egyik hatranyos helyzetbe keriil vagy kiszorul azaltal, hogy a masik gyorsabban
szaporodik, vagy mindkettdjiilk szdmara fontos forrasokat — tapanyag, energia — hatékonyabban
kimeriti (PETERSSON, 1998; VAINA ¢és JAKUCS, 2003).

Megfigyelték, hogy egyes élesztogombak képesek nagyon gyorsan elszaporodni és bevonatot
képezni a termény feliiletén, igy mire a penészgombak sporai csirazni kezdenének, az
¢lesztdgombak szaporodasanak exponencialis fazisa mar véget ért. Ehhez az intenziv
szaporodashoz tapanyagra van sziikségiik, amit a termény felszinér6l nyernek, nem karositva az
alsobb rétegeket. Ezaltal azonban az adott zoldség vagy gylimoles felszine elszegényedik a

penészek szamara is fontos tadpanyagokban, pl. cukrokban (PETERSSON, 1998).
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A versengés jelenségére gyakran kdzvetett uton kovetkeztetnek a kutatok (lasd 2.6.2.1. fejezet),

igy nem minden esetben lehet meghatarozni egyértelmiien azt a vegyiiletcsoportot, amelyért a

versengés folyik (13. tablazat).

13. tablazat Tapanyagért, térért valo versengéssel magyarazott kolcsonhatas romlast okozo és

antagonista mikroorganizmusok kozott

Kolcsonhatas
tipusa

Antagonista
mikroorganizmus

Penészgomba

Hivatkozas

tapanyagért, térért

Metschnikowia pulcherrima
Cryptococcus laurentii
Candida sake + Pantoea

Botrytis cinerea
Botrytis cinerea
Penicillium expansum

SPADARO et al., 2003
ROBERTS, 1990/b
NUNES et al., 2002

valo versengés

altalaban agglomerans

Pichia guillermondii ARRAS et al., 1998

Penicillium italicum

JANIESIEWICZ et al.,
2000

nitrogén forrasért Aureuobasidium pullulans  Penicillium expansum

torténd versengeés

Candida guillermondii Penicillium expansum ORTU et al., 2003
Cryptococcus laurentii, C. Penicillium expansum VERO et al., 2002
ciferrii

PIANO et al., 1997

Metschnikowia pulcherrima  Botrytis cinerea

Cryptococcus humicola, FILINOW et al., 1996
Filobasidium floriforme,
Rhodosporidium toruloides

Pichia anomala

szénforrasért
torténd versenges

Botrytis cinerea

DRUVEFORS et al.,
2003

Penicillium
roqueforti

2.4.3.2. Antibiozis

Az antibidzis az antagonista kolcsonhatds olyan tipusa, mely sordn az egyik faj a masik

egyedeiben (szaporodasaban, fejlodésében) okoz karosodast toxikus metabolitokkal
(antibiotikumokkal, enzimekkel, illékony komponensekkel stb.) (FRAVEL, 1988; VAINA ¢és
JAKUCS, 2003).

Tag hatasspektrum jellemzi azokat a mikroorganizmusokat, melyek antibiozis révén gatolnak.
Figyelembe kell venni azonban, hogy egy-egy toxikus metabolit termelését nem a
kolcsonhatasba keriilo szervezetek idézik eld, hanem foként a kémiai, bioldgiai kornyezet
befolyasolja, igy egy adott antagonista szervezet nem minden koriilmény kozott képes gatolni a
patogén mikroorganizmust. Emellett ismeretes, hogy a mikrobak viszonylag rovid id6 alatt
rezisztenss¢é valhatnak egy-egy szdmukra korabban toxikus anyaggal szemben. Ellenérzést valt ki
az ilyen mechanizmussal gatlé antagonistakkal szemben az is, hogy az emberi szervezetre is
artalmasak lehetnek (ARRAS és ARRU, 1997). A 14. tablazatban gyijtottem Ossze azokat az
antagonista szervezeteket, melyek — tobbek kozt — antibidzis utjan fejtettek ki géatldo hatast

kiilonb6z6 penészekre.
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14. tablazat Antibidzis révén gatld antagonista mikroorganizmusok

Antagonista Abiotikus Patogén Gatlas Hivatkozas
mikroorganizmus anyag mikroorganizmus  helye
Bacillus subtilis iturin Monilinia fructicola Oszibarack PUSEY et al., 1988
plipastatin  Botrytis cinerea invitro  YAMADA etal,,
1990
Enterobacter ammonia Phythium ultimum novények HOWELL et al.,
cloaceae 1988
Pseudomonas pirrolnitrin  Botrytis cinerea, korte, alma JANISIEWICZ és
cepacia Penicillium expansum ROITMAN, 1988
antibiotikumok Penicillium digitatum, citrus WILSON ¢és
P. italicum gytiimoles CHALUTZ, 1989
Epicoccum epikorazin,  Phythium spp., invitro BROWNetal,
purpurascens flavipin Phytophthora spp. 1987
Gliocladium virens gliovirin, Phythium ultimum, gyokér, FRAVEL, 1988;
gliotoxin Rhizoctonia solani magok  COOK, 1993
Muscodor albus illékony Penicillium expansum, alma, MERCIER és
komponensek  Botrytis cinerea, 6szibarack JIMENEZ, 2004
Monilinia fructicola
Trichoderma 6-pentil-a-piron Rhizoctonia solani salata CLAYDON et al.,
harzianum 1987

2.4.3.3. Parazitizmus

VAINA ¢és JAKUCS (2003) meghatdrozdsa szerint a parazitizmus az antibidzistol abban
kiilonbozik, hogy ,,az egyik faj a masikat kozvetleniil ,timadjaQ abbol ¢1Q Két faj kozott
fennall6 parazita kolcsonhatasnak kétféle tipusa lehet: a) biotrof jellegii parazitizmus esetén a
patogén szervezet csak az €16 szovetben vagy sejtekben képes a gazdaszervezettel kapcsolatban
maradni; b) nekrotréf parazitizmus esetén a gazdaszervezet sejtjei, szovetei elhalnak a patogén
szervezet altal termelt metabolitok hatdsara, csak ezt kovetden hatol be a parazita a
gazdaszervezetbe.

A biologiai védekezésben alkalmazott, illetve vizsgalt antagonista szervezetek koziil elsdsorban
a Trichoderma fajok hatdsmechanizmusa alapszik parazita kolcsonhatasra. Tobben is
beszamoltak arrol, hogy a Trichoderma harzianum kitinaz, illetve glukandz enzimek
termelésével okoz kart kiillonbozé zoldségeken, gylimolcsokon (szOl6, sargarépa, szoja)
megtelepedd novénykorokozd penészekben (pl. Botrytis cinerea, Rhizoctonia solani)
(BENHAMOU ¢és CHET, 1993; GOLDMAN et al., 1994). A Trichoderma fajokhoz hasonléan
Pichia membranifaciens, Aureobasidium pullulans és Gliocladium virens esetében is tapasztaltak
olyan enzim termelddést, mely a gomba sejtfal bontasat idézi el6 (GOLDMAN et al., 1994;
CASTORIA et al., 2001; MASIH ¢és PAUL, 2002). Penészekkel szemben antagonista hatast

kifejté Rhodotorula glutinis, Pichia guillermondii és Phytium nunn esetében az élesztok penész
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hifahoz val6 szoros tapadasat is megfigyeltetk (ADAMS, 1990; WISNIEWSKI et al., 1991;
CASTORIA et al., 1997).

2.4.3.4. A novény ellendlloképességének novelése

Parazita szervezet behatoldsira a novények — a mar létezé fizikai €s kémiai védekezd
rendszeriikon kiviill — tovabbi védomechanizmus beinditasaval reagalnak. A legismertebb
folyamat ezen beliil az antimikrobas hatast fitoalexinek (fenilpropanoidok, terpenoidok, zsirsav
szarmazékok) termelése a fertdzés helyén (ARRAS és ARRU, 1997).

Penészek antagonista szervezetei is kivalthatnak a bioldgiai védekezés soran olyan hatast, amely
fitoalexin termelésre serkenti a novényt, ezaltal segitve a gazda szervezetek (pl. zoldség,
gylimolcs, gabona) sériilt szoveteinek behegedését, és novelve a gazdaszervezet ellenalld
képességét (PETERSSON, 1998). Pichia guillermondii és Candida famata esetén figyelték meg,
hogy Penicillium digitatum gatlasa soran nemcsak a mar emlitett versengés és parazitizmus
jatszott szerepet, hanem indirekt uton a gyiimdlcs fitoalexin termelését is indukaltadk (RODOV et
al., 1994; ARRAS, 1996). WISNIEWSKI és munkatarsai (1991) ugyancsak Pichia guillermondii
esetében tapasztaltdk, hogy grapefruiton alkalmazva ndvelte a gyiimdlcs etilén termelését, mely
hormon a fenilalanin-ammonium-lidz enzim aktivalasaval fenolok, fitoalexinek és liginek
termelésére serkenti a gyiimdlcsot.

A gytimdlesok védekezé mechanizmusukkal ellentétben képesek olyan anyag kibocsatasara, ami
elésegiti a penészkonidium megtapadasat és csirazasat. Ezt a hatast képesek ellensulyozni egyes
antagonista szervezetek. FILINOW (2001) tapasztalata szerint Sporobolomyces roseus és
Cryptococcus laurentii antagonista élesztok jelenlétében a sziirke penészes rothadast okozo
Botrytis cinerea konidiuma nem tudta tapanyag forrasként hasznositani az alma altal kibocsatott
butil-acetatot, mely in vitro koriilmények kozott novelte a konidium felszinhez valo kotddését és

kicsirazasat.

2.4.4. Antagonista szervezetek kivalasztasa

Egy antagonista szervezet kivalasztasahoz, ipari alkalmazasdhoz hosszu ut vezet: tobbek kozott
figyelembe kell venni a gatlas hatékonysagat, a gazdaszervezetre és kdzvetve az emberre kifejtett
hatasat, nagy mennyiségben torténd eldallitasat, forgalomba hozas lehetdségeit. WISNIEWSKI
¢s WILSON (1992) osszegyljtotték azokat a tulajdonsagokat, amelyeknek egy ,.idealis
antagonista szervezetetOjellemezni kellene:

- genetikailag stabil

- kis koncentraciéban hatékony; jol adagolhatod
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nincs nagy tapanyag igénye; szélsdséges kornyezeti tényezok mellett is életképes

a penészgombak széles skalajara hatékony kiilonb6zo zoldségek és gyiimolcsok esetén

nem tdmadja meg a gazdandvényt; nem termel az emberi szervezetre karos termékeket

rezisztens a rovarirtokkal szemben

jol iranyithato6 a szaporodasa nem koltséges taptalajon.

A 10. és 11. tablazat alapjan lathato, hogy a tarolds soran alkalmazott, illetve vizsgalt antagonista
szervezetek tobbsége élesztdgomba. Az ¢élesztogombak alkalmazasanak elsddleges elénye a
baktériumokkal szemben, hogy tobbnyire nem termelnek antibiotikumokat, toxikus vegytileteket,
amely az emberi ¢és allati szervezetet kozvetlen vagy kozvetett uton kérosithatnd. Az élesztok
biologiai védekezésre valo felhasznalasat tdimasztjak ala még az alabbi jellemzok (PETERSSON,
1998):

-nem termelnek allergén sporakat,

-altalaban nem emberi és allati korokozok,

-kis vizaktivitasu koriilmények kozott is jol szaporodnak,

-extracelluléris poliszaharidokat termelnek, mely eldsegiti a megtapadast,

-tapanyagok széles skalajan nagyon gyorsan képesek szaporodni,

-kis parcialis oxigénnyomas mellett is képesek szaporodni,

-takarmany adalékként is hasznaljak koszonhetden nagy fehérje, eszencialis aminosav és

vitamin tartalmuknak.

Az élesztok gatld hatdsmechanizmusa nagyon gyakran a tdpanyagért illetve a helyért torténd
versengéssel magyarazhato. Ezt tdmasztja ald az a megfigyelés, hogy az élesztdgomba sejtek
gyorsan elszaporodnak a sériilések felszinén (PETERSSON, 1998), ezéltal elfoglaljak a helyet
mas mikroorganizmusok elél. Tovabba tobb szerzé is beszamol arrdl, hogy dsszefiiggés all fenn
az élesztésejt koncentracioja és gatlo hatékonysiga kozott: nagy sejtszami (107-10% sejt/ml)
¢lesztd szuszpenzid esetén nagyobb mértékben tapasztalhato gatlas (MCLAUGHLIN et al.,
1990; PIANO et al., 1997).

Ujabb kutatasi teriilet az élesztd killertoxinok gatld hatisanak vizsgilata a penészgombakra
(PETERSSON, 1998; BIORNBERG és SCHNURER, 1993). WALKER és munkatarsai (1995)
megfigyelése szerint Saccharomyces cerevisiae és Pichia anomala fajok antifungélis hatast

fejtettek ki tobb novény- illetve human patogén gombara.
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2.4.5. Antagonista hatast befolyasold tényezok

A gatldé mikroorganizmusok hatasat egyrészt meghatarozzak az alapvetd kornyezeti tényezok (a
termény tulajdonsagai, szarmazdsa, a tarolas koriilményei), masrészt az antagonista szervezet

alkalmazasanak modja.

Az alapvet6 kornyezeti tényezok egy része (gylimolcsre, zoldségre jellemzo tapanyag Osszetétel,
ipari gyakorlatban alkalmazott tarolasi homérséklet, 1égosszetétel) egy-egy termény esetén adott.
Némi modositassal — pl. az antagonista szervezetek kozvetlen kémiai kdrnyezetének kedvezdbbé
tételével — novelni lehet a gatld hatast (SPADARO és GULLINO, 2004). Egyes cukrok, cukor
analog vegyiiletek vagy nitrogén vegyiiletek adagolasaval jelent6s mértékii antagonista hatas
novekedést értek el PIANO ¢és munkatarsai (1997), valamint JANISIEWICZ (1994), ez azonban
a tapanyagért vald versengéssel is szoros 0sszefliggésben van. Egyes ionok, pl. vas (HE et al.,
2003), kalcium s6k (MCLAUGHLIN et al., 1990), illetve vitaminok, pl. biotin (JANISIEWICZ
et al., 2001) hozzaadasaval is javithato a gatlo hatékonysag.

A termények tagabb értelemben vett adottsagai is befolyasolo tényezok. A gyiimdlesok érettségi
allapota — melynek eldrehaladasaval parhuzamosan modosul a tdpanyag dsszetétel, és csokken a
termény patogén gombakkal szembeni ellenallo képessége — is modositja az antagonista hatast
(WSZELAKI ¢s MITCHAM, 2003). KARABOLUT ¢s munkatarsai (2002) figyelték meg, hogy
a gylmolcsok, zoldségek eredeti mikrobidlis szennyezettsége sem kozombos a biologiai
védekezés szempontjabol: minél kisebb mértékii a szennyezettség, annal jobb a gatld
hatékonysag. A termény feliiletére nagy mennyiségben felvitt antagonista mikroorganizmus az
eredeti mikrobiota 0Osszetételét megvaltoztathatja: egyes, eredetileg gatolni nem kivant
mikroorganizmusok eltlinhetnek, minek hatdsara masok felszaporodhatnak (PETERSSON ¢s
SCHNURER, 1995). Ez eredményezhet az antagonista mikroorganizmussal egyiitt szinergista

hatast, ugyanakkor ennek ellenkezdje is valosziniisitheto.

Az antagonista szervezet alkalmazasi modjanak gatlast befolyasold tényezdi koziil az egyik
legfontosabb az alkalmazott inokulum koncentracié. Az irodalomban szdmos helyen utalnak arra
a tényre, hogy az antagonista élesztdgombat vagy baktériumot tartalmazd szuszpenzio
sejtstiriségének novelésével kozel linedris mértékben nd a gatld hatékonysag in vitro és in vivo
koriilmények kozott egyarant (ROBERTS, 1990/b; BIORNBERG és SCHNURER, 1993; FAN
¢és TIAN, 2001).

Laboratériumi koriilmények kozott a mintdk romlast okozd €s antagonista mikroorganizmussal
valo beoltasa kozott eltelt idonek is hatasa van a bioldgiai védekezés hatékonysagara. ARRAS
(1996) kozvetett uton, illetve HE ¢€s munkatarsai (2003) kozvetlenil jutottak arra a
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megallapitasra, hogy — amennyiben a gatld élesztégombaval vald beoltds megelézi a patogén
penésszel torténd fertdzést — a bioldgiai védekezésre hasznalt élesztdgomba gatld hatasa egyenes
aranyban n6 az antagonista kdlcsonhatasban 1€vé mikroorganizmusokkal torténd beoltas kozott
eltelt idével. Azonban ROBERTS (1990/b), hasonl6 jellegii kisérletei soran, nem tapasztalt ilyen
tipusi  Osszefiiggést. A  hatékonysag befolyasold tényezdinek vizsgalata soran a
mikroorganizmusok beoltasi sorrendjével és a beoltasok kozott eltelt idével kapcsolatban
felvetddik az a kérdés, hogy mit kivanunk modellezni: (1) azt a betarolasi modszert, mely szerint
a beérkezd terményt eldszor mossak — ezaltal eltdvolitva rola a szabadfoldrdl, gyliimdlcsosbol
szarmazo fert6zési forrasokat, majd biokontroll mikroorganizmussal kezelik, mely a tarolotérbol
szarmazo szennyezddések ellen védi a terményt; vagy (2) egy olyan rendszert, ahol az eredeti
szennyezddések eltavolitdsa nem lehetséges teljes mértékben, illetve, ahol fennall az a gyakorlati
probléma, hogy az antagonista szervezet nem keriilhet kozvetleniil a mosast kovetden a termény
feliiletére, pl. Dél Afrikdban (OBAGWU és KORSTEN, 2003).

Néhany utalas talalhaté az irodalomban arra vonatkozéan, hogy az antagonista felviteli modja
(pl. védo viasz rétegbe keverve, vagy a viaszréteg felvitelét megelézden) (SPADARO és
GULLINO, 2004), illetve az antagonista szer formaja (eredeti sejtszuszpenzio,
visszanedvesithetd szaritott és poritott alak) (USALL et al., 2001) is befolyasolhatjak a gatld

mikroba hatékonysagat.

2.5. Biolégiai védekezéssel kombinalt kezelések

Egy-egy tarolas soran alkalmazott eljaras 6nmagaban gyakran nem fejt ki olyan mértékii hatast,
mely minden igényt kielégitene. Ezért sok esetben az eljarasokat egyiittesen alkalmazzak. Forro
vizbe vald martas és szabalyozott légterti tarolas kombindlasakor WSZELAKI és MITCHAM
(2003) azt allapitottak meg, hogy a két eljaras kiegésziti egymast: a hdkezelés a tarolas kezdetén
mintegy fert6tlenitette a szamodca szemeket, ezaltal kezdetben visszaszoritotta a romlast, mig a
szabalyozott légtér megemelt széndioxid €s csokkentett oxigén szintje a tarolds egész idétartama
alatt fejtett ki gatlo hatast. Gylimoélcs és zoldség tarolas esetén kiillonb6zo mértékii hiitétarolast
mindig alkalmaznak. Emellé tarsitjak az egyéb modszereket, pl. szabalyozott 1égterii tarolas,
vegyszeres kezelés.

A kombinalt kezelések vizsgalata azért is fontos, mert igy komplexebb és a valos alkalmazasnak
megfeleld képet kapunk az antagonista szervezet alkalmassagarol. Ugyanakkor nem
elhanyagolhat6 a kiilonb6z6 kezelések illetve kombinacidik alkalmazasanak gazdasagi vonzata
sem, hiszen mindezen eljarasok tobbletkoltséget jelentenek, ami a fogyasztok szamara a mindség

¢s biztonsag mellett szintén fontos szempont.
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Mint egyik eljaras sem, a biologiai védekezés sem elég hatékony dnmagaban. A 15. tdblazatban
azokat a kombinalt eljarasokat gylijtottem 6ssze, melyekben a romlast tobbnyire hatékonyabban

gatolta az antagonista szervezet és valamely mas eljaras egyiittes alkalmazasa.

15. tablazat Biologiai védekezéssel kombinalt eljarasok

Kombinalt Antagonista Penészgomba Megjegyzés Hivatkozas
kezelés szervezet(ek)
kevert Pseudomonas  Penicillium expansum alma, 22°C, JANISIEWICZ
tenyészet + syringae + azonos koncentracioju és BORS, 1995
(htitétarolas)  Sprobolomyces tenyeszetek 50:50%
roseus aranyban Osszekeverve
Candida sake + Penicillium expansum alma, korte, 20°C, 1°C NUNES et al.,
Pantoea Botrytis cinerea 2x10°-10":8x10°-10’ 2002
agglomerans cfu/ml (C.s:P.a) 50:50%
aranyban Osszekeverve
biol. véd. +  Candida sake  Penicillium expansum almén, 1°C USALL et al.,
SzL, MA 3% O, — 3% CO,, 1% O,- 2000
tarolas + 1% CO,
hiitstarolas  Pichia anomala Penicillium nedves takarmany biza 14 DRUVEFORS
roqueforti hoénapon at valo tarolasa, et al., 2002
valtozd homérséklet, és
gazosszetétel
Pichia Botrytis cinerea szamoca, 5-14 napig 5°C + WSZELAKI és
guillermondii 2 nap 20°C, MITCHAM,
15 % CO,+18 % 0,167 % 2003
N,
biol. véd. +  Bacillus subtilis Penicillium narancs, 10°C, OBAGWU és
kémiai digitatum, P. italicum 1-5% natrium bikarbonat KORSTEN,
kezelés + 2003
(hittdtarolas) Candida sp. Botrytis cinerea alma, 24°C ' MCLAUGHLIN
Penicillium expansum 1-2% kalcium klorid et al., 1990
Candida Botrytis cinerea alma, Oszibarack, 20-22°C, DROBY et al.,
oleophila Penicillium expansum 2% nétrium bikarbonat 2003
(Aspire) Monilinia fructicola
Rhizopus stolonifer
Cryptococcus  Botrytis cinerea alma, 23°C, FAN és TIAN,
albidus Penicillium expansum 90-180 mM kalcium 2001
klorid,
50 ppm iprodion
Pseudomonas  Penicillium expansum alma, korte, 22°C JANISIEWICZ,
syringae, 1-4 mg/ml 2-dezoxi-D- 1994
Sprobolomyces glitkéz
roseus (mutans)
biol. véd. +  Bacillus subtilis Penicillium narancs, 10°C, OBAGWU és
hékezelés digitatum, P. italicum 45°C-os vizfiirdd, 2 percig 2K(S)1;STEN,
Pichia Botrytis cinerea szamoca, 5-14 napig 5°C + WSZELAKI és
guillermondii 2 nap 20°C, MITCHAM,
63°C-os vizfird6 2003
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Az irodalomban a kombinalt kezelések kevésbé sikeres alkalmazasaval is talalkozhatunk: DOCK
¢s munkatarsai (1998) alma sziirkerothadasat kisérelték meg gatolni modositott atmoszféras
csomagolassal, antagonista baktériummal és a kettd egyiittes alkalmazasaval. A két eljaras
kiilon-kiilon hatékonynak bizonyult, azonban a bioldgiai védekezésre hasznalt Erwinia toérzs nem
KARABOLUT ¢és munkatarsai (2002) is bizonytalan eredményeket értek el Candida sp. és forrd
vizzel vald kefés mosas kombinacidjaval, mellyel 6szibarack és nektarin Penicillium expansum,

illetve Monilinia fructicola okozta romlast kivantak megel6ézni.

2.6. Biolégiai védekezéssel kapcsolatos vizsgalati médszerek

2.6.1. Mikroorganizmusok izolalasa, antagonista szervezetek kivalasztasa

Mikroorganizmusok izoldlasanak ¢és a feltehetden antagonista szervezetek kivalasztasanak
(screenelés) tobbféle modjaval is lehet talalkozni az irodalomban. A legegyszeriibb eljaras az
adott termény mikrobiotajanak feltérképezéséhez a gylimdlcs vagy zoldség steril vizben torténd
mosasa, a mosofolyadék higitdsa majd szélesztése taptalajra. Ezt koveti az izoldtumok
elkiilonitése a szemrevételezés Utjan megallapithaté morfologiai tulajdonsagok alapjan, majd az
egysejt tenyészetek készitése (WILSON és CHALUTZ, 1989; ZAHAVI et al., 2000). Egyes
kutatasokban nemcsak a terményre jellemz0 mikroba populacidt izolaljak, hanem hasonld
eljarasnak vetik ala az egyéb novényi részeket — szar, levél, virag — is (STRECH, 1989;
ROBERTS, 1990/b; ARRAS, 1996). Az izolalast kdvetéen a terményre, illetve a ndvényre
jellemzd mikroba populaciobol a gatld €lesztd vagy baktérium kivalasztasat altaldban magan a
terményen végzik. A gylimolesot, zoldséget lemossak esetleg vegyszeres iton fertdtlenitik, majd
miutan megszarad pontszertien (steril tlivel) sebeket ejtenek a termény kiilonb6z6 pontjain.
Ezeket a sebeket oltjak be eldszor adott koncentracioju éleszto, illetve baktérium szuszpenzidval,
majd bizonyos id6 elteltével (30-120 perc) a penészspora szuszpenzidval (WILSON és
CHALUTZ, 1989; ROBERTS, 1990/b; ARRAS, 1996). A mesterségesen fert6zott gyiimolcsot,
z0ldséget 10-14 napig inkubaljak szobahomérsékleten. Az adott éleszté vagy baktérium gatld
hatdsat a romldsi foltok el6fordulasaban és atmérdjében mérik. Ett6l kis mértékben tér el
STRECH (1989) moédszere, aki fekete és vords afonyan vizsgalta élesztok és baktériumok
antagonista hatasat: a gytimdlcs méretébol kifolydlag az afonyat belemartotta az antagonista
szuszpenzidba, majd a szar résznél oltotta be Alternaria-val.

WILSON ¢és munkatarsai (1993) egy uj modszert fejlesztettek ki, amellyel antagonista

mikroorganizmusokat izoldlnak, vagyis gyakorlatilag 0sszevonjak az izolalas és screenelés
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1épéseit. Ennek értelmében a gylimolcsot eldszor steril vizben mossak, majd ezzel a
mosofolyadékkal oltjdk be a gylimdleson mesterségesen ejtett sebeket. Ezutan kovetkezik a
patogén penésszel valod beoltas. Tiz napos, 21°C-on vald inkubalast kovetden steril eszkozzel
kivagjak azokat a sebeket, amelyeknél nem mutatkozott romlas, steril higitoban mossak, majd
ebbdl szélesztenek szilard tapkozeg feliiletére. A tovabbiakban az izolalas szokasos Iépéseit

hajtjak végre.

2.6.2. Antagonista szervezet hatékonysdganak vizsgalata

A vizsgalt ¢élesztogomba illetve baktérium penészgombaval szembeni gatlo hatasat
leggyakrabban in vivo, azaz valamely gylimolcson vagy zoldségen vizsgaljak. Ez a modszer
(romlési foltok eléfordulasi ardnyanak, atmérdjének mérése) gyakorlatilag megegyezik az el6z6
alfejezetben ismertetett screenclesi eljarassal, azzal a kiilonbséggel, hogy a statisztikai
értékelhetdség érdekében nagyobb mintaszammal dolgoznak (ROBERTS, 1990/b; WILSON et
al., 1993; USALL et al., 2000).

Az antagonista szervezet altal kifejtett gatldé hatékonysag in vitro vizsgalata is ismert.
BJORNBERG ¢és SCHNURER (1993) fejlesztettek ki egy olyan mddszert, mely szerint a még
végeznek, majd a megszilardult antagonista-tapkdzeg keverék felszinére cseppentenek penész
spora, illetve konidium szuszpenziot. Az antagonista hatdst a penésztelep atmérdjének
valtozasaval mérik. PIANO ¢és munkatarsai (1997) az élesztd szuszpenziot csupan szélesztették a
taptalaj felszinén, majd erre cseppentették rd a penész konidium szuszpenzidt. Ilyen
koriilmények kozott gondot okozhat a szubsztrat hifa novekedés nyomon kovetése. Ennek
kikiiszobolésére DRUVEFORS (személyes kozlés) kivagja a penésztelepet, leolvasztja rola a
tapkozeget majd szaritast kdvetden a biomassza tomegét méri. PETERSSON és SCHNURER
(1995) tigy modositotta korabbi modszerét, hogy mintaikat steril peptonvizben homogenizaltak,
majd cikloheximidet tartalmazé taptalajra szélesztették megfeleld higitasban, annak érdekében
hogy penésztelep-képzo egységet hatarozzanak meg.

Agarlyuk diffuzids eljarast alkalmaztak HE ¢és munkatarsai (2003): Penicillium expansum
szuszpenzidt szélesztettek szilard tapkozeg feliiletére. Négy 6,5 mm atmérdju lyukat fartak a
tapkozegbe, melybe az antagonista élesztd szuszpenzidjat adagoltak.

Az in vitro és in vivo mddszerek kozotti atmenetet képezi DOCK és munkatarsai (1998)
megoldasa: mikrotiter lemez bemélyedéseinek aljaba eldszor tapkozeget adagoltak, majd ennek
felilletére egy kis darab almat helyeztek. Az almadarabkat steril fogpiszkald segitségével

sértették meg, majd a sebeket beoltottak antagonista és/vagy patogén szervezet szuszpenzidjaval.
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In vitro ¢és in vivo korilmények kozott is gyakran vizsgaljak az antagonista hatékonysagot
befolyasold tényezOk hatasat: kiillonbozé homérsékleten és/vagy légdsszetételii kdrnyezetben
valo tarolassal, kiilonbdz6 sejtsiirliségii (10°-10° sejt/ml) éleszté/baktérium szuszpenzid

alkalmazasaval, illetve egyéb kombinalt kezelésekkel (forrd vizes mosas, vegyszeres kezelés).

Egy adott antagonista szervezet hatékonysagat tobb esetben egy adott — az iparban alkalmazott —
vegyszerrel valo Osszehasonlitds utjan allapitjak meg: ROBERTS (1990/b) a Cryptococcus
laurentii hatasat az almastermésiiek sziirke rothaddsanak megelézésére alkalmazott benomillal
hasonlitotta 6ssze. Hasonloan jart el FAN ¢és TIAN (2001) Cryptococcus albidus esetében,
melynek gatlo hatasat kiilonboz6 koncentracioju iprodion kezeléshez viszonyitottak. OBAGWU
¢s KORSTEN (2003) Bacillus subtilis hatékonysagat imazalil és guazatin keverékének hatasaval
vetették egybe. A kereskedelemben 1évo fungicidekkel torténd Osszehasonlitdsnak két modja
fordul eld: az egész gylimolesdt belemartjdk az adott vegyszert tartalmazé mosovizbe, vagy

csupan a mesterségesen készitett sebekbe adagolnak vegyszert tartalmazo oldatot.

2.6.3. Hatasmechanizmus vizsgalati modszerei

2.6.3.1. Versengés vizsgalata

Azt, hogy a tapanyagért, illetve térért vald versengés az adott antagonista szervezet altal kifejtett
hatas magyarazata, gyakran csak kozvetett uton tudjak bizonyitani a kutatok. ROBERTS
(1990/b) a Cryptococcus laurentii és Botrytis cinerea kdzotti szén- és nitrogénforrasért vald
versengést az alapjan feltételezi, hogy az adott éleszté gyorsan képes a gyiimolcs sebben
elszaporodni, illetve, hogy a sziirke penészes rothadas okozdjardl ismeretes, hogy konidium
csirazasat jelentés mértékben befolydsolja a kozvetlen kornyezet szénhidrat és nitrogén
ellatottsaga. FAN és TIAN (2001) hasonl6 kdvetkeztetést von le az alapjan, hogy Cryptococcus
albidus hatékonysag vizsgalata soran kétféle élesztdsejt-szuszpenzidval dolgoztak. Kisebb volt
annak a szuszpenzionak a hatékonysaga, melyben az élesztOsejtek az eredeti taplevesben voltak,
ahhoz a szuszpenzidhoz képest, mely az eredeti tapleves eltdvolitdsaval majd vizzel torténd
helyettesitésével késziilt.

A tapanyagért valdo versengés vizsgalatanak elterjedt modszere, hogy tobblet szén-, illetve
nitrogénforrast juttatnak az antagonista-patogén rendszerbe. Ez torténhet cukrok, sok
formajaban, de gyakran alkalmaznak természetes anyagot, pl. almalevet, szol6levet. Ennek

hatasara kétféle jelenséget figyeltek meg:
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< egyes tobblet szén vagy/és cukor forras hatdsara a patogén szamara elegendd tapanyag all
rendelkezésre, igy a versengést kivaltod antagonista szervezet mar nem gatlé tényez6 (LIMA
etal., 1997; CASTORIA et al., 2001);
< a tobblet tapanyag forras hatdsara nagysagrendekkel n6é az antagonista populacié nagysaga,
mely ndveli a gatlé hatékonysagot (VERO et al., 2002). PIANO ¢s munkatarsai (1997)
ezzel szemben azt tapasztaltdk, hogy az altaluk alkalmazott nitrogén forras gatolta élesztd
izolatumaik gatld hatékonysagat, a feleslegben adagolt fruktéz pedig a penész ndvekedést
szoritotta vissza.
Ezen eredmények alapjan ugy tlinik, nem lehet ezzel a modszerrel sem egyértelm{i magyarazatot
szolgaltatni a hatdsmechanizmus okara.
JANISIEWICZ ¢és munkatarsai (2000) fejlesztettek ki egy 0j vizsgéalati modszert, mely egyrészt
lehetdséget nyujt a tapanyagért és térért valdo versengés elkiilonitésére, masrészt pontos
informéciot szolgaltat a nitrogénforrasban bekdvetkezd valtozasokrol. Ezt oly modon oldjak
meg, hogy egy mikrotiter lemez és a bemélyedésekbe illeszkedd alulrol membrannal hatarolt
betét segitségével ugyan térben elvalasztjak egymastol az antagonista €s a patogén szervezetet,
azonban a tapanyagforrast szolgaltatd tapleves mindkét szervezet szamara hozzaférhetd marad.
Az inkubalas végén a tapleves sziirletébél HPLC technika segitségével meghatarozzak az
aminosavak mennyiségében bekovetkezd valtozasokat, az antagonista altal konidium csirazasra

kifejtett gatlo hatast mikroszkoppal kdvetik nyomon.

2.6.3.2. Antifungalis vegyiilet képzésének vizsgdlata

Az antagonista mikroorganizmus altal képzett penészgombakra toxikus hatasi anyag
kimutatasara altalaban az élesztdgomba vagy baktérium razatott tenyészetének sejtmentes
feliiluszojat, vagy sziirletét hasznaljak. A sejtmentes feliiliszoval, szlrlettel hasonloképpen
jarmak el, mint az ¢él0 sejteket tartalmazod szuszpenzidval a hatékonysdg vizsgalat soran.
Amennyiben a sejtmentes oldatoknak nincs gatld hatdsa — ami az élesztégombak esetében
altalaban fennall —, azt feltételezik, hogy az adott mikroorganizmus nem termel antibiotikumot
(LIMA et al., 1997; PIANO et al., 1997; CASTORIA et al., 2001; FAN és TIAN, 2001).

JANISIEWICZ és munkatarsai (2000) agarlyuk diffuzios teszttel ellendrizték izolatumaik altal
esetlegesen termelt fungicid hatast vegyiiletek jelenlétét. A kisérlet megerdsitéseként almalevet
tartalmazoé szilard tapkozeg feliiletén , kettds tenyészetetOkészitettek kiilonbozd médon: egymast
keresztez6 vonalakat huztak a konidium szuszpenzioval és az élesztd szuszpenzidval; ugyanezt
megismételték azzal az eltéréssel, hogy az €leszté vonal meghuzéasa két nappal megeldzte az 6t

keresztezd penész konidiumot tartalmazo vonal készitését; valamint egymadssal parhuzamos
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vonalakat is szélesztettek a taptalaj feliiletére. Hasonloan jartak el VERO és munkatérsai (2002)

1S.

Antifungalis komponens kimutatasakor egyes esetekben taldlkozhatunk élesztogombak altal
kifejtett killer hatas vizsgalataval is. JANISIEWICZ és munkatarsai (2001) agarlyuk diffizios
modszert alkalmaztak: szilard tapkdzeg kozepére lyukat furtak, melybe sejtmentes feliiltiszot
adagoltak, majd 24 ora elteltével killer érzékeny torzset oltottak a lemez feliiletére. Megfeleld
inkubaciot kovetden a gatldsi zona atmérdjét hataroztdk meg. FREDLUND ¢s munkatarsai
(2002) ¢16 sejtek altal okozott szinatcsapast eredményezd reakciot hasznaltak ki egy Pichia
anomala torzs killertoxin termelésének kimutatasara HODGSON ¢és munkatarsai (1994) leirasa

alapjan.

2.6.3.3. Parazitizmus vizsgalata

Antagonista szervezetek — foként éleszt6- vagy élesztOszerli gombak — és patogén penészek
kozotti kozvetlen kolcsonhatas vizsgalatat pasztazo elektron mikroszkop segitségével lehet a
leglatvanyosabb moddon kimutatni. Ezt a modszert alkalmazva mutatta ki: CHET és INBAR
(1994) a Trichoderma fajok és a talaj eredetli névénykorokozd Sclerotinia sclerotiorum kdzotti
micoparazita jellegli kdlcsonhatast; ARRAS és munkatarsai (1998) Pichia guillermondii sejtek
Penicillium italicum hifahoz; valamint CASTORIA és munkatarsai (2001) Rhodotorula glutinis
sejtjeinek Botrytis cinerea hifahoz val6 tapadasat.

SPADARO ¢és munkatarsai (2002) antagonista €lesztd Botrytis cinerea konidium csirazasra
kifejtett hatasat vizsgaltak. Az éleszto sejteket és a penész konidiumokat folyékony tapkozegben
razattak, majd fénymikroszkop segitségével hataroztak meg a kicsirdzott konidiumok aranyat.
Vizsgalatai soran figyelték meg az ¢él6 Metschnikowia pulcherrima sejtek penész konidiumok
Antagonista mikroorganizmusok enzim tevékenységen alapuld gatldé hatdsanak kimutatdsat
tobbek kozott LORITO és munkatarsai (1994), valamint DI PIETRO és munkatarsai (1993) irtak
le. Folyékony tapkozeget novénykorokozd penész konidium-, illetve spora szuszpenzidval
oltanak be, majd olyan tiszta enzim, vagy enzimkeverék oldatot adagolnak, mely megfelel az
antagonista szervezet altal termelt enzimeknek. 24-30 o6ras inkubacidt (25°C) kovetden

meghatarozzak a kicsirazott konidiumok %-os aranyat, é¢s mérik a hifa hosszat.
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2.6.3.4. A novény ellendlloképességének javitdsdara iranyulo hatas kimutatdsa

A gazdanovény altal termelt ,,védekezd vegyiiletekO mennyiségi és minGségi meghatarozasa
kromatografias eljarasokkal valdsithatdé meg. ARRAS (1996) mutatott ki és hatarozott meg
narancs epikarp részébol fitoalexineket vékonyréteg (TLC) és nagy hatékonysagu folyadék
kromatografias (HPLC) eljarassal. A vizsgélat szerint az antagonista Candida famata izolatum
hatasara megtobbszor6zodott az epicarp szkoparon és szkopoletin szintje a kontroll mintdhoz

képest.

2.6.3.5. Antagonista szervezet ipari, mezogazdasdgi alkalmazhatosdaganak vizsgadlata

Hatékonysaguk alapjan megfelelonek mutatkozé antagonista szervezetek lizemi, szabadfoldi
alkalmazasahoz hosszu ut vezet a laboratorium és féliizemi kisérletektol.

Fontos 1épés az adott gatlo élesztdgomba vagy baktérium torzs altaldnos jellemzdinek — tapanyag
igény, homérséklet, pH, vizaktivitds hatdsa a szaporodasra — feltérképezése. A tdpanyagigény
meghatarozasahoz altaldban minimal tapkoézeget egészitenek ki egy-egy tapanyagforrassal
(szénhidrat, nitrogén, szervetlen sok, vitaminok stb.). Mivel ily mdédon nagy szdmu minta
keletkezik, a legalkalmasabb eljarasnak a mikrotiter lemezek alkalmazasa bizonyult, melyben a
folyékony — kiilonboz6 Osszetételii — tapkozegben a szaporodo sejtek okozta turbiditast mérik
(JANISIEWICZ ¢és BORS, 1995; JANISIEWICZ et al., 2001; FREDLUND et al., 2002). Ehhez
hasonld6 moédon lehet meghatarozni a kiilonb6z6 vizaktivitast és pH-ju tdpkozegek hatasat az
antagonista szervezet szaporodasara (FREDLUND et al., 2002).

A kiilonbozé hémérsékleten vald tarolas, illetve kezelés antagonista szervezetre kifejtett
hatdsanak vizsgalatanak tobb szempontbdl is van jelentOsége. Fontos megallapitani, hogy az
antagonista szervezet az ipari gyakorlatban alkalmazott kis tarolasi hdmérsékleti tartomanyban
(terménytd] fiiggden kb. 0-10°C) is kifejti-e gatld hatasat (ROBERTS, 1990/b; BIORNBERG és
SCHNURER, 1993; SPADARO et al., 2004). Mivel a gyiimdlcsdk és zoldségek feliiletén
alkalmazott biokontroll mikroorganizmusok a fogyasztdé szervezetébe keriilhetnek, egyes
esetekben vizsgaltak a gatlo €lesztd vagy baktérium 37°C-on vald szaporodasat (JANISIEWICZ
et al.,, 2001; USALL et al., 2001). A nagyobb homérséklettel (50°C) szembeni érzékenységet
figyelembe kell venni abban az esetben, ha betarolaskor hékezelést alkalmaznak, hiszen ennek
fliggvényében lehet meghatarozni az egyes kezelések (antagonista szervezet felvitele, hokezelés,
mosas) sorrendjét (SPADARO et al., 2004). A homérséklet antagonista mikroorganizmus
szaporodasat, élettevékenységét befolyasold hatdsanak megallapitasdhoz a gatlo élesztd vagy
baktérium tenyésztését kiillonbozé homérsékleten végzik, és adott id6 elteltével vizsgaljak a

szaporodas mértékét (FREDLUND et al, 2002).
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Az antagonista mikroorganizmusok alkalmazhatdsaga attol is fiigg, hogy az adott gylimoleson,
illetve zoldségen mennyire tud elszaporodni. Ennek vizsgalata soran az élesztégomba, vagy
baktérium mesterségesen ejtett sériilésekben kialakuld szaporodas dinamikéjat figyelik meg. A
sériillésekbe adott sejtstirliségli  antagonista szuszpenzidt adagolnak, majd kiilonb6zd
hémérsékleten inkubaljak. A tarolasi homérséklet fliggvényében kialakitott idokozonként mintat
vesznek: a beoltott sebeket a terménybdl kivagjak, steril higitoban, puffer oldatban razatassal a
mikroorganizmusokat kimossak, majd valamely ¢16sejtszam meghatarozasi modszer segitségével
meghatarozzak a gatld élesztdé vagy baktérium telepképzd egységeinek szamat (ROBERTS,
1990/b; JANISIEWICZ ¢és BORS, 1995; PIANO et al, 1997; NUNES et al, 2002). A
sériilésekben valo elszaporodds ismerete alapjan azonban még nem lehet egyértelmi
kovetkeztetést levonni arra vonatkozodan, hogy a terményt antagonista szuszpenzidba martva,
vagy azzal permetezve hogyan szaporodik a gatlé mikroorganizmus a gylimolcs, illetve zoldség
egész feliiletén (WSZELAKI és MITCHAM, 2003). USALL ¢s munkatarsai (2001), valamint
SCHENA ¢és munkatarsai (1999) végeztek olyan kisérleteket, amelyben alma egész feliiletén

végeztek a korabbiakhoz hasonlo kisérletet.

Egy adott antagonista szervezet engedélyezésének alapveto feltétele, hogy az emberi szervezetre
artalmatlan legyen. A kutatok 4ltalaban korabbi ismeretekre tamaszkodnak: sok
mikroorganizmusrél ismert, hogy milyen veszélyességi csoportba sorolhato. PETERSSON és
munkatarsai (1999), valamint FREDLUND ¢és munkatarsai (2002) is felhivjak arra a figyelmet,
hogy annak ellenére, hogy az altaluk alkalmazott Pichia anomala nem, vagy csak ritkan okoz
human megbetegedést, koriiltekintd veszélyelemzésre van sziikség. A korabbiakban emlitettek
szerint: toxikoldgiai szempontbol dontd tényezonek tekintik a gatlé mikroorganizmus 37°C-on
vald szaporodasat. ARRAS ¢és munkatarsai (1999) végeztek toxicitdsi vizsgalatokat kisérleti
allatokon (tengeri malacon, egéren). Eredményeik alapjan a maj, I&p, vese és a tidé nem
mutatott koros elvaltozast Pichia guillermondii, Candida oleophila és Rhodotorula glutinis

hatésara.

A gylimodlcsok ¢és zoldségek romlasi veszteségeinek elkeriilésére gyakran alkalmaznak
betarolaskor fungicid kezelést. Feltételezve, hogy kombinalt kezelés esetén — kisebb
mennyiségben ugyan —, de sziikség van a fungicid hatasu vegyszerre, sziikséges az antagonista
mikroorganizmus vegyszerrel szembeni érzékenységét is vizsgalni. Erre a célra az irodalomban
tobb modszer talalhaté. LIMA ¢és munkatarsai (1997), valamint FREDLUND ¢és munkatarsai

modszere abban kiilonbozik, hogy az eldbbiek szilard tapkdzeget hasznaltak és az antagonista
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mikroorganizmus telepképzd egységét hatdroztdk meg, ezzel szemben FREDLUND és
munkatarsai folyékony tapkozegben az élesztésejtek szaporodasa kovetkeztében az optikai
denzitas valtozasat mérték az inkubacid soran. Ezektdl eltérd modszert alkalmaztak USALL és
munkatarsai (2001): az antagonista Candida sake-t eldzetesen 30 percig kiillonbozo
koncentracioban fungicidet és antioxidanst tartalmazé oldatban taroltadk, majd a kezelést

kovetden hataroztak meg hagyomanyos modszerrel az élsejtszamot.

Mikroorganizmusok gyakorlati alkalmazasat megeldzo 1épes — nemcsak gyliimolesok, zoldségek
tarolasa soran, hanem mas iparagakban is — a laboratoriumi Iéptéket meghaladé féliizemi, tizemi
kisérletek, melyek egyrészt kiterjednek magéara a terményre/termékre, de a mikroorganizmus
nagyléptékben torténd eldallitdsara is. Féliizemi kisérleteket végeztek PETERSSON és
munkatarsai (1999) gabonaval: 160 kg buzat tartalmazé silokat készitettek olyan kdrnyezeti
tényezOknek kitéve, melyek a valds tarolas soran is kialakulnak (hémérséklet-ingadozas 13
hoénapon keresztiil, 1égmentes zaras kovetkeztében kialakuld 1€gdsszetétel valtozas). USALL és
munkatarsai (2001) antagonista élesztdvel kezelt almaval végeztek féliizemi és lizemi tarolasi
kisérletet, az utobbi esetben a biokontroll kezelést nemcsak hiitéssel, hanem vegyszeres
kezeléssel és szabalyozott légter(i tarolassal is tarsitva. LIMA és munkatarsai (1997) szamocat
nemcsak betakaritds utdn, hanem azt kozvetleniil megel6zden, illetve még a viragzasi szakasz
alatt is permetezték gatlo élesztd szuszpenzioval.

Kifejezetten biologiai védekezésre hasznalt mikroorganizmus nagyléptékben torténd
eléallitasardl keves adat talalhatd az irodalomban. Ez azzal is magyarazhato, hogy a megfeleld
paraméterek ismeretében, nagymennyiségli élesztdgomba, illetve baktérium szuszpenzid
eléallitdsa nem kiilonbozik a mas iparagakban erre a célra kifejlesztett modszerekt6l. VRIJE és
munkatarsai (2001) irjak le részletesen Coniothyrium minitans nagyléptékben torténd készitését.
Ez a gatlo élesztégomba nem szaporodik jol folyadék fazisban, ezért szilard fazisu fermentaciot
alkalmaztak ipari mértékii tenyésztésére. A nagymennyiségli biomassza eldallitasat kovetden
szaritas kovetkezik. A poritott, liofilezett, de visszanedvesitheté forma a tarolhatosag céljanak
megfelel, azonban a konnyebb és biztonsagosabb felhasznalhatosag érdekében a biokontroll
mikroorganizmust granulatum vagy szuszpenzioé forméjaban hozzak forgalomba (JANISIEWICZ

¢s JEFFERS, 1997; VRIJE et al., 2001).
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. A vizsgdlatokhoz felhasznalt tdpkozegek

A kiilonbozo szilard és folyékony tapkozegek OsszetevOinek mennyisége — ha masképp nem
jeldltem — 1000 ml tapkozegre vonatkozik.
¢ Malata-gliikéz tapkozeg (MG)
17 g malata kivonat (MERCK 1.05397)
5 g gliikoz (REANAL 01010-08-38)
20 g agar agar (MERCK 1.11925) (szilard tapkozeg esetén)
* Burgonya kivonatos tapkozeg (Potato dextrose agar — PDA)
39 g burgonya gliik6z agar (MERCK 1.10130)
+ ElesztSkivonat-pepton-gliikoz tapkozeg (YEPD)
5 g élesztd kivonat (MERCK 1.11926)
5 g pepton (MERCK 1.11931)
10 g gliikoz (REANAL 01010-08-38)
20 g agar agar (MERCK 1.11925) (szilard tapkozeg esetén)
(A kivant pH beallitasa 0,1n HCI oldattal tortént.)
*  Metilénkék tapkdzeg
a) 500 ml puffer a kivant pH érték beallitasahoz
0,1 M citromsav 1-hidrat (CcHsO7H,0) (REANAL 03125-1-38)
0,2 M di-natrium-hidrogén-foszfat 2-hidrat (Na,HPO,2H,0) (REANAL 04112-1-38)

Puffer pH 0,1 M citromsav (ml) 0,2 M Na,HPO4 (ml)
3,6 339 161
4,0 307 193
4,2 294 206
5,0 243 257
5,6 210 290
6,2 169 331

b) 500 ml agaros rész:
5 g ¢leszt6 kivonat (MERCK 1.11926)
10 g pepton (MERCK 1.11931)
10 g gliikkoz (REANAL 01010-08-38)
25 g agar agar (MERCK 1.11925)
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c¢) metilénkék térzsoldat (100 ml):
3 g metilénkék (REANAL 20951-1-99)
10 ml etanol (REANAL 09473-2-08-65)
90 ml desztillalt viz

Az agaros részt és a puffert kiilon-kiilon kell sterilezni, majd 60°C-ra visszahtitve kell
egymassal elegyiteni. Ezt kovetéen kell 1 ml metilénkék torzsoldatot a tapkdzegbe
csOppenteni.
¢ Almas tapkozeg
850 ml 100%-os almalé (Hohes C, Happy Day)
16 g agar agar (MERCK 1.11925)
150 ml desztillalt viz
Az agar agart a desztillalt vizben feloldva illetve az almalevet kiilon kell sterilezni
(az almalé kis pH-ja miatt), majd 50°C-ra valo visszahiités utan lehet 6sszednteni.
¢ Bengal rozsa — kloramfenikol tapkdzeg (RBC)
32,2 g bengal ro6zsa kloramfenikol agar (MERCK 1.00467)
* Higité
8,5 g NaCl
1 gpepton (MERCK 1.11931)

¢ Tween-es higito

8,5 g NaCl
1  gpepton (MERCK 1.11931)
2 g Tween 80

* Lagy agar (100 ml-re vonatkoztatva)
0,9 g NaCl (REANAL 24640-1-08-38)
0,2 g agar agar (MERCK 1.11925)

3.2. A vizsgdalatok sordn alkalmazott mikroorganizmusok

A vizsgalatok soran alkalmazott, térzsgyiijteménybdl szarmazd mikroorganizmusokat — néhany
kivételtdl eltekintve — a MezOgazdasagi és Ipari Mikroorganizmusok Nemzeti Gyiijteményébdl
(NCAIM) bocsatottak rendelkezésemre.
a) Penészgombak
Penicillium expansum NCAIM F00811
Penicillium expansum NCAIM F00601
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A két penésztorzset MG ferde agaron, 25°C-on tenyésztettem, az egyes kisérletekhez 6-8

napos tenyészet konidiumait hasznaltam. A konidium szuszpenzi6 stirliségét Biirker-kamra

segitségével hataroztam meg, illetve allitottam be.

b) Elesztdgombak

Kluyveromyces lactis NCAIM Y01080, NCAIM Y0258, NCAIM Y00260

Metschnikowia pulcherrima NCAIM Y 00681

Sporobolomyces roseus NCAIM Y00693

Pichia anomala (Hansen) Kurtzman (J121) Dr. J. Schniirer ajandéka (Swedish University of
Agricultural Sciences, Uppsala, Sweden)

Saccharomyces cerevisiae S6 killerérzékeny torzs

A megnevezett ¢lesztégombakon kiviil (részletes felsorolas a 2. mellékletben illetve a 19.
tablazatban):
— 17 kiilonbdz6 hazai és kiilfoldi torzsgyiijteményekbdl szarmazo ismert €lesztotorzs
— Tokaji borbodl 29 és aszuszemekrdl szarmazo 19 a Mikrobiologia és Biotechnoldgia

Tanszék munkatérsai altal izolalt élesztétorzs

— 23 almardl izolalt éleszt6torzs.

Az ¢lesztotorzseket MG ferde agaron, 25°C-on tenyésztettem, az egyes kisérletekhez 2
napos tenyészet sejtjeit hasznaltam. A szuszpenzi6 sejtsiiriségét Biirker-kamra segitségével

hataroztam meg, illetve allitottam be.

3.3. A vizsgdlatok soran alkalmazott modszerek

3.3.1. Eleszt6torzsek almardl torténd izolalasa, identifikalasa

Két Fejér megyébdl és két Pest megyébdl szarmazd almafajtardl izolaltam éleszttorzseket.
Szarmazasi helyenként 3-3 alma feliiletérdl kiilon-kiilon mostam le a mikroorganizmusokat 40
perces, 100 ml Tween-es higitoban valo razatas soran. Az alaphigitasbol kéttagu higitasi sort
készitettem, melynek minden tagjabol 100-100 pl-t szélesztettem RBC szilard tapkozeg
feliiletére. A lemezeket 25°C-on 48 oraig inkubaltam. Az inkubacios id6 elteltével kifejlodott —
szemrevételezés alapjan — kiilonboz6 telepeket egyenként YEPD lemezek feliiletére
sz¢lesztettem egysejt tenyészet készitése céljabol. Az RBC ¢és YEPD lemezeken fejlodott
telepeket morfologiai tulajdonsagaik alapjan csoportokba osztottam. A tovabbi vizsgalatokat a
csoportok egy-egy kivalasztott tagjaval folytattam. A késébbi vizsgalatok soran igéretesnek

mutatkozo éleszt6tdrzsek azonositasara API ID 32 C jelii identifikécios tesztet hasznaltam.
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3.3.2. Penicillium expansum fejlédését gatlo éleszt6torzsek kivalasztisa

Penicillium expansum FO00811 és/vagy F00601 torzsének tenyészetébél 10° konidium/ml
striségli szuszpenzidt készitettem. A szuszpenziobol 100-100 pl-t MG, illetve PDA tapkozeg
felilletére szélesztettem. A  beoltott lemezek feliiletére az élesztétorzsek/izolatumok
tenyészetébdl kaccsal vonaltenyészetet készitettem. A lemezeket 5 napig, 25°C-on inkubéltam.

A lemezek kiértékelését szemrevételezéssel végeztem, mely alapjan a vizsgalt élesztétorzseket

csoportokba soroltam.

3.3.3. Antagonista élesztOtorzsek gatld hatdsanak vizsgalata, és Osszehasonlitasa

45-50°C-ra visszahiitott tapkozeg (MG/PDA) 5 ml-ébe 1 ml élesztd szuszpenziot kevertem. Az
élesztd szuszpenzié sejtsiirtisége 107, 10° illetve 107 sejt/ml volt. A tapkozeg — éleszté keveréket
a fenti taptalajjal megegyez6 (MG/PDA) lemezek feliiletére Ontdttem. Miutdn a tapkdzeg —
¢lesztd keverék megdermedt, a lemez feliiletére 3 helyre 10-10 pl penész konidium szuszpenziot
(stirliség: 10° konidium/ml) cseppentettem. A kontroll mintak nem tartalmaztak élesztékeveréket.
A vizsgalatokat két-két parhuzamos mintaval végeztem. A lemezeket 25°C és 15°C-on 9 napig,
illetve 5°C-on 14 napig inkubaltam. A 16. tablazat szemlélteti, hogy mely élesztotorzsek hatasat

vizsgaltam az egyes penésztdrzsek esetében.

16. tablazat: Az antagonista ¢leszt6torzsek gatld hatasanak vizsgalata soran alkalmazott

penésztorzs — €lesztétorzs kombinacidk attekintése

Penésztorzs Gatlo élesztotorzs

Metschnikowia pulcherrima Y00681
Sporobolomyces roseus Y00693

Pichia anomala (Hansen) Kurtzman (J121)
Penicillium expansum FO0811 Kluyveromyces lactis Y00260
Kluyveromyces lactis Y0258
Kluyveromyces lactis Y01080

Almardl izolalt torzs (C jel)

Metschnikowia pulcherrima Y00681
Sporobolomyces roseus Y00693
Penicillium expansum F00601 Pichia anomala (Hansen) Kurtzman (J121)
Kluyveromyces lactis Y00260

Almardl izolalt torzs (C jel)

Az értékelés szemrevételezéssel, valamint a penésztelepek atmérdjének mérésével tortént. A
mérés soran megkiilonboztettem az egész telep (1éghifat + szubsztrat hifat képzo rész) és a telep

konidium képz0 részének méretét.
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3.3.4. Kluyveromyces lactis gatld hatasmechanizmusanak vizsgalata

3.3.4.1. Sejtmentes sziirlet hatdsanak vizsgadlata

Sejtmentes sziirlet készitése

100 ml YEPD levest beoltottam egy oltokacsnyi Kluyveromyces lactis Y00260 térzzsel, és 30°C-
on 2 napig razattam (180 rpm). A razatas végén a tenyészet koncentracioja 10° sejt/ml volt. A
razatott tenyészetet 5 percig 4000 rpm sebességgel centrifugaltam, a feliiltiszobol 4x15 ml-t Petri
csészébe adagoltam és -18°C fagyasztottam. Hasonldan jartam el 15-15 ml steril YEPD levessel.
Koncentralt sejtmentes sziirlet készitése

A fent leirt modon elkészitett sejtmentes sziirletet (2 sejtmentes sziirlet, 2 YEPD leves) Leybold
GT-2 liofilezd berendezéssel (Leybold GMBH, Németorszag) 45°C-on koncentraltam. A
fagyasztva szaritott mintakat 1,5-1,5 ml steril desztillalt vizben vettem fel.

MG/PDA tapkozegre kiilon-kiilon Penicillium expansum F00811 és F00601 torzs konidium
szuszpenzidjat (100 pl, 10° konidium/ml) szélesztettem.

3 helyen 6 mm atmér6ji lyukat fartam, melybe 100-100 pl-t pipettaztam a 1. fagyasztott ¢s
felengedett sejtmentes sziirletbdl; 2. a koncentralt sejtmentes szlirletb6l; 3. a koncentralt YEPD
levesbol. A liofilezett YEPD leves kontrollként szolgalt, mellyel ellendriztem, hogy a
koncentralt tdpanyagok (pl. s6k) nem okoznak-e onmagukban gatlast. A lemezeket 22°C-on

inkubaltam egy hétig. A lyukak koriili penészgomba ndvekedést vizsgaltam.

3.3.4.2. Killertoxin képzés vizsgalata

El6tenyészetet készitettem KI. lactis Y00260 torzzsel 50 ml YEPD levesben, 30°C-on vald
razatassal (180 rpm). 24 o6ra elteltével az élesztd szuszpenzio siirlisége 10° sejt/ml volt. Az
elétenyészet 1-1 ml-ével 100-100 ml YEPD levest (pH 3,5; 4; 4,2; 5; 5,3; 6,2) oltottam be. A
tenyészeteket 48 ora hosszat, 25°C-on, razoégépen (180 rpm) inkubaltam.

A tenyésztés 24. és 48. orajaban 1,5-1,5 ml mintat vettem ki Eppendorf csdovekbe. Centrifugalast
(14.000 rpm, 5 min) kdvetden a vizsgalat tovabbi részéhez a sejtmentes feliilliszot hasznaltam.
Az élesztotorzs killertoxin képzését agarlyuk diffuzios probaval vizsgaltam. A KI. lactis fent leirt
tenyésztési koriilményeivel kozel azonos pH-ji metilénkék lemezeket készitettem (pH 3,6; 4;
4,2; 5; 5,6; 6,2). S6 killer érzékeny élesztétorzs szuszpenzidjanak (107 sejt/ml) 100-100 pl-ét
szélesztettem a metilénkék lemezeken, melyeken a szuszpenzid szaradasat kdvetden 6 mm
atmérdjl lyukakat furtam. A lyukakba a kdzel azonos pH-ju YEPD levesben tenyésztett K/ lactis
Y00260 sejtmentes szlrletének 100-100 pl-ét pipettaztam. A lemezeket 22°C-on 2 napig
inkubaltam. Az értékelés soran a lemezekbe furt lyukak koriili S6 ¢leszt6torzs ndvekedését

figyeltem.
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3.3.4.3. Kluyveromyces lactis dltal termelt gaznemii anyagok hatdsanak vizsgadlata
Illékony komponens altal kifejtett gatlas vizsgalata

Az élesztétorzsek illékony komponensének gatld hatdsat két olyan egymassal szembeforditott
Petri csésze segitségével vizsgaltam, melyben az alsd csészében az antagonista élesztd
tenyészetet, a felsOben pedig a gatolni kivant penész tenyészetet oltottam (7. abra). Az alsé
csészében a tapkozeg feliiletére 48 ords élesztétenyészetbdl készitett 107 sejt/ml siiriiségii
szuszpenziobol 100 pl-t szélesztettem. A felsd csészében a tapkozeg feliiletére 3x10 pl penész
konidium szuszpenzi6t (10° konidium/ml) cseppentettem. A konidium szuszpenziot lagyagarral
készitettem. Két-két csészét egymassal szembe forditottam, és oldalukat tobb rétegben bevontam
parafilmmel. Ily modon a tenyészetek egy légtérben voltak, de egymassal nem érintkeztek. A
kontroll mintdban az als6é csészét nem oltottam be élesztével. A kisérletet MG és PDA
tapkozegen végeztem a két Penicillium expansum €és a harom K/. lactis torzs Osszes lehetséges
kombinaciojaval, két-két parhuzamos mintaval. A lemezeket 22°C-on 16 napig, 5°C-on 23 napig
inkubaltam. A gatlas mértékét a penésztelep atmérdje alapjan allapitottam meg. Az itt leirt
modszert a Swedish University of Agricultural Sciences Mikrobioldgia Tanszékén Dr Johann

Schniirer és munkatarsai dolgoztak ki.
felso csésze

penész leoltas

also csésze: €lesztdvel beoltva

7.4bra Illékony komponensek hatasanak vizsgalata egymassal szembeforditott Petri csészékkel

Fobb illékony komponensek azonositasa, és hatasuk vizsgalata

A Kl lactis altal termelt illékony vegyiiletek fékomponensei egymassal szembe forditott Petri
csészek kozotti 1égtérbol gazkromatografias (GC/MS) modszerrel keriiltek azonositasra a
Budapesti Corvinus Egyetem Kozponti Laboratoriumaban. A mérések HP 5890A (Hewlett-
Packard Company, Avondale, PA) tipusu gazkromatograffal késziiltek, mely kozvetlen
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interfésszel kapcsolodik egy VG TRIO-2 (VG Masslab Ltd., Altrincham, UK) tipust kvadrupol
tomegspektrométerhez. A mérések paramétereit a 17. tablazat foglalja magaba. Az adatokat PDP
11/53 adatrogzité gytjtotte.

Az illékony komponensek vizsgalatat a szilard fazisi mikroextrakcié (SPME) egészitette ki. Az
adszorbens szal 100 pm polidimetil-sziloxdnnal bevont szal (Supelco, Bellefonte, PA). Az
adszorpcid 60°C-on 30 percen keresztiil zajlott.

Az egyes komponensek azonositasa a standardok retenciés ideje €s az egyes tdmegszamoknal

mért ionaram intenzitas aranyok alapjan tortént.

A GC/MS vizsgalatokhoz az alabbi mintakat készitettem eld:
- egymassal szembeforditott Petri csészék — az also lemez Kluyveromyces lactis
Y00260 107 sejt/ml siiriségii szuszpenzidjaval beoltva,
- vak minta I.: egymassal szembeforditott Petri csészék — két, csak steril MG
tapkozeget tartalmazo lemez

- vak minta II.: két egymassal szembeforditott steril, iires Petri csésze.

17. tablazat A GC/MS mérés paraméterei

Gazkromatografias paraméterek

kapillaris oszlop 25 m x 0,2 mm Ultra-2, 0,33 pm metilszilikon
bevonattal (Hewlett-Packard Company,
Avondale, PA)

hémérséklet program 60°C 2 perc izoterm
felfiitési sebesség 15°C/perc 280 °C-ig
15 perc hontartés

injektor és interfészhémérséklet | 280°C

Tomegspektrometrids paraméterek

ionforrds hémérséklete 280°C

tizemmod EI scan iizemmod, EE=70eV
szelektiv ion lizemmad (SIR)

tomegszamok m/e 70, 71, 73

Az egyes azonositott komponensek Penicillium expansum F00601-re Kkifejtett hatasat a
fejezetben tobbszor alkalmazott modszerrel vizsgaltam oly modon, hogy a szembeforditott Petri
csészék felsd lemezére oltottam penészt (3x10ul, 10° kon/ml), az alsé lemezre az azonositott
komponensek kereskedelemben kaphatd valtozatanak 1% és 10%-os higitast oldatat (100 pl)

szélesztettem.
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Kluyveromyces lactis altal termelt széndioxid mennyiségének mérése

Vizsgaltam Kl lactis Y00260 torzs anyagcesere folyamatai kdvetkeztében a két Petri csésze altal
kozrezart térben megvaltozd gazodsszetételt. A kisérlet sordn csak az alsd csészét oltottam be az
éleszt 107 sejt/ml siirtiségli szuszpenzidjaval (100 pl). A 25°C-on valo tenyésztés 2. és 5. napjan
Combi Check 9800-1 (PBI DANSENSOR) gazelemz6 késziilekkel mértem a CO,/O, 0sszetételt.
Ehhez a gazelemz0 mintavevd tlijét beszurtam a két Petri csésze kozé, és a légtérbol 30 ml

mintat vettem. A kisérletet 5 parhuzamos mintaval végeztem.

3.3.4.4. Mikroszkopos vizsgalat

A penész-¢lesztd kolcsonhatds mikroszkopos vizsgalatdhoz targylemez tenyészetet készitettem.
Steril targylemezre 0,5-1 ml 45°C-o0s — még folyékony — MG tapkozeget szélesztettem. Miutan a
tapkozeg megszilardult, KI. lactis Y00260 sejt szuszpenzidjanak (107 sejt/ml) és P. expansum
F00601 konidium szuszpenzié (10° konidium/ml) keverékének 10 pl-ét cseppentettem ré.
Kontrollként csak penész konidiumot tartalmazo szuszpenziét (10° konidium/ml) alkalmaztam.
A targylemezeket steril Petri csészébe helyeztem, és a megfeleld nedvességtartalom biztositasa
mellett 25°C-on inkubaltam. A penész konidium csirdzasat ¢és hifa ndvekedését

fénymikroszkoppal kisértem figyelemmel.

3.3.4.5. Kluyveromyces lactis szaporoddasanak vizsgadlata két kiilonbozé tapkozegen

Kluyveromyces lactis Y00260 és Y0258 torzs tenyészetébdl készitett 10° sejt/ml siirliségii
szuszpenzidé 100-100 pl-ét MG ¢és PDA lemezre szélesztettem. A lemezeket 25°C és 5°C-on
inkubaltam. A 25°C-os tarolas 1., 2., 5. és 9. napjan (az Y0258 torzs esetében a 2., 6. és 9.
napjan), az 5°C-os tarolds 8. és 14. napjan kezelésenként 2 parhuzamosban egy-egy lemezt
homogenizaltam 50 ml higitoval Stomacher (BAGMIXER, INTERSCIENCE) késziilékben 1
percig. Az igy elkészitett szuszpenzid higitasi tagjaibol lemezontéssel allapitottam meg egyes
lemezeken jelenlevd élesztosejtek szamat. A lemezontést YEPD téaptalajjal végeztem, a

lemezeket 30°C-on 2 napig inkubaltam.

3.3.5. Elesztégomba Penicillium expansum torzsek patulin termelésére kifejtett hatisanak

vizsgalata

A penészgomba torzsek patulin termelésének vizsgdlata két lépésben tortént: (1) nyomon
kovettem a két P. expansum torzs altal termelt patulin mennyiségének valtozasat az ido
fliggvényében, illetve (2) vizsgaltam két ¢élesztégomba (M. pulcherrima, Kl. lactis) hatasat P.

expansum FO0811 torzs patulin termelésére.
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A patulin mennyiségének id6beni valtozasahoz 250-250 ml MG folyékony tapkozeget 1-1 ml
10° kon/ml sejtsiirliségli P. expansum F00811, illetve FO0601 konidium szuszpenziéval oltottam
be. A tenyészeteket 20-22°C-on razattam, az inkubalas 3., 6. €s 9. napjan mintat vettem.
Az élesztdgomba mikotoxin termelésre kifejtett hatasanak vizsgalatahoz szintén MG folyékony
tapkozeget oltottam be a kdvetkezOképpen:

a) kontroll — P. expansum F00811 (10° kon/ml);

b) P. expansum F00811 (10° kon/ml) + M. pulcherrima szuszpenzio (10°

cell/ml);
¢) P. expansum F00811 (10° kon/ml) + K. lactis szuszpenzi6 (10° cell/ml).
A tenyészeteket 20-22°C-on 6 napig razattam.

Mindkét esetben a mintdkat 0,2 pm porus atmérdji membranszlirdn sziirtem, majd a tovabbi
vizsgalatig fagyasztva taroltam (-18°C).

A mikotoxin kimutatas nagyhatékonysagu folyadék kromatografias modszerrel (HPLC) tortént,
Spectra Physics (Spectra Physics, USA) késziiléken végeztiik a Konzervipari Kutato-, Fejlesztd

¢s Mindségvizsgalo Kht-ban, a 18. tablazatban feltiintettet paraméterek szerint.

18. tablazat Folyadékkromatografias vizsgalat koriilményei

oszlop LiChrospher 100 RP-18 (5 um) endcapped,
250%4 mm, cartridge rendszerti (MERCK)

el6tét oszlop LiChrospher 100 RP-18 (5 um) endcapped,
4x4 mm (MERCK)

eluens viz/acetonitril (90/10)

aramlasi sebesség 1 ml/min

injektalt térfogat 10 pl

detektalas hulldimhossza 276 nm

modszer kimutatasi hatara 10 ug/kg

3.3.6. Kombinalt kezelés hatasanak vizsgalata

3.3.6.1. Modositott atmoszféra és antagonista éleszté alkalmazdsanak vizsgadlata

A 3.3.3. fejezetben leirt modszerrel megegyez6 modon készitettem el mintdimat. A vizsgalt
penészgomba a P. expansum F00601 volt, az alkalmazott antagonista élesztok pedig KI. lactis
Y 00260 és M. pulcherrima Y00681 voltak.

Az elokészitett Petri csészéket tartalyokba helyeztem el, melyeknek kiilon-kiilon allitottam be a

T

Wosthoff pumpat hasznaltam, mely levegd-CO, keveréket juttatott a tartdlyokba. A tartalyba
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bejuttatott széndioxid mennyiségét a CO, palack szabalyzojaval végeztem, a tartdlyok
1égosszetételét Combi Check 9800-1 (PBI DANSENSOR) gazelemz0 késziilékkel ellendriztem.
A kisérletekben egy-egy tartaly légosszetétele a leveg6ével megegyezd volt, ez szolgalt
kontrollként. Az egyes mintavételek utan a kivant 1égosszetételt ujra beallitottam. A lemezeket a
tartalyokban 20°C-on 2 hétig inkubaltam.

Az értékelés szemrevételezéssel, valamint a penésztelepek atmérdjének mérésével tortént. A
mérés soran megkiilonboztettem az egész telep (1éghifat + szubsztrat hifat képzo rész) és a telep

konidium képz0 részének méretét.

3.3.7. In vivo kisérletek

3.3.7.1. Almas tapkozegen végzett kisérletek

Almas tapkozeggel a 3.3.3. fejezetben leirt modon lemezeket készitettem. A penészgomba
torzsek P. expansum F00811 és FO0601 voltak, a vizsgalt antagonista élesztotorzsek Kl lactis

Y 00260 és egy almardl izolalt (C jeli) torzs volt.

3.3.7.2. Alman végzett kisérletek

Kereskedelembdl, illetve gylimolcsdsbdl szarmazo nyari almat (Goldstar, pH 3,5-4) hideg vizben
mostam, majd szarazra toroltem. A gytimdlcs harom kiilonboz6 pontjan 4 mm atmérdji, kb. 5
mm mély lyukakat fartam. A lyukakat az alabbi modon oltottam be:
a) kiilon-kiilén 10 pl 10° konidium/ml siiriiségii P. expansum F00811, illetve FO0601
szuszpenzidval;
b) kiilén-kiilon 10 pl 107 sejt/ml M. pulcherrima Y00681, valamint K. lactis Y00260
szuszpenzioval
c) 10-10 pl P. expansum + élesztd szuszpenzidval;
d) nem oltottam be.
A kisérletet ugyanezen koriilmények kozott hiitétarolobol szarmazoé almaval (Jonathan, pH 3,9-
4,0) az FOO0811-es penésztorzzsel és Kl lactis Y00260, valamint az 4ltalam almardl izolalt (C
jeli) élesztotorzzsel is elvégeztem.
Az almékat 25°C illetve 8°C-on taroltam 20 napig. Az értékelést a furt lyukak koriil kialakulo —

penészes romlasra utald — barnulési foltok mérésére alapoztam.
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3.4. Statisztikai modszerek

A kisérletek értékelése soran a vizsgalt tényezok (pl penésztelep atmérd) idobeni valtozasanak
szemléltetésekor a Microsoft Excel tablazat kezeld program statisztikai fliggvényeit (atlag-,
szoras szamitas) alkalmaztam.

Tobb  tényezéd (pl. kiilonbozé  élesztégombak) meghatarozott paraméter szerinti
Osszehasonlitaisakor STATGRAPHICS 5.1 statisztikai programmal szamitott Duncan-féle t-
probat (95%-os valdszinliségi szinten) vettem figyelembe. Az oszlop diagramokon a szignifikans
differenciat az ABC betiiivel jeleztem.

Kluyveromyces lactis  torzsek hatékonysaganak Osszehasonlitasa sordn 4  tényez0s
varianciaanalizist végeztem a STATGRAPHICS 5.1 statisztikai programmal. Az adatok
konnyebb kezelhetdsége ¢és értékelése érdekében, kiilon-kiillon végeztem el a 4 tényezds
varianciaanalizist a harom tarolasi hoémérséklet adataira. Ezen felil a 4 tényezds
varianciaanalizist két 1épcsében kellett kivitelezni. Els6ként egy adott homérsékleten nyert
adatokkal egytényezds varianciaanalizist hajtottam végre oly modon, hogy a kiilonb6z6 tényezok
tartozd 6-6 parhuzamos adatot egy csoportba soroltam és azonos koddal lattam el. Az adatok
elokészitését ugy modositottam, hogy az egytényezds varianciaanalizishez a 0 szorasu

csoportokat kihagytam. Ezt kdvetden harmonikus atlagot szamitottam az alabbi modon:

Osszes csoport szdma*

(1/6)x + (1/5)y + (1/4)z+ E

*(0 szorasuakkal egyiitt

X, y, z azt fejezi ki, hogy a csoportok koziil hany db olyan van, amelyben 6

vagy csak 5, 4 vagy kevesebb parhuzamosan leoltott telep volt mérheto.
A csoporton beliili (maradék) atlagot osztva a harmonikus atlaggal a maradék szoras értékéhez
jutunk. Az adatelemzés masodik 1épéseként a kiillonbozo tarolasi homérsékleten felvett adatok 6-
6 parhuzamosanak atlagértékével dolgoztam, és ezekkel végeztem el a négytényezds
varianciaanalizist. Ennek varianciaanalizis tdblazatdban a maradék négyzetOsszeg, szabadsagi
fok illetve szoras értéke 0. A tovabbi szamitasokhoz ide az egytényezds varianciaanalizis soran
szamolt maradék (csoporton beliili) négyzetdsszeget, szabadsagi fokot illetve maradék szorast

helyettesitettem be. A szignifikans differencia szamitasat a Scheffe proba szerint végeztem.
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4. EREDMENYEK

4.1. Penicillium expansum fejl6dését gatld élesztétorzsek kivalasztdsa

Az izolalasi eljaras soran a négy kiilonb6z6 szarmazasi helyll és fajtaju almarol 58 éleszto
izolatumot 23 — morfologiai tulajdonsagaik alapjan kiilonb6z6 — csoportba soroltam. A 23
csoport egy-egy kivalasztott tagjanak, valamint asziszemrol, tokaji borbol izolalt élesztotorzsek,
illetve torzsgytjteménybdl szarmazd ismert Elesztétorzsek gatld hatdsat vizsgaltam Penicillium
expansum két torzsére. Az €lesztO-penész kolcsonhatas szempontjabol az élesztotorzseket harom
csoportra Iehetett osztani: (A) a penész benétte a lemezt, de az élesztotorzs vonaltenyészete koriil
teljes és/vagy részleges gatlas volt tapasztalhato; (B) a penész benétte a lemezt és szorosan
koriilndtte az éleszt6tdrzs vonaltenyészetét; (C) a penész teljesen benétte a lemezt és az
¢lesztOtorzs vonaltenyészetét. Részleges gatlas esetén a penész konidium fejlédésében
mutatkoztak eltérések, teljes gatlas esetén nemcsak a konidium képzést, hanem a hifa ndvekedést
is visszaszoritotta az adott €lesztétorzs egy keskeny zonaban (8. dbra). Az ily mdédon harom
kategoriaba sorolhatéd élesztotorzsek/izolatumok csoportositasat a 19. tablazat és a 2. melléklet

a), b), ¢) és d) része mutatja be.

8. abra Screenelés soran tapasztalt penész-¢lesztd kdlesonhatasok (A: részleges/teljes gatlas; B: a

penész szorosan koriilndvi; C: a penész teljesen bendvi az élesztd vonaltenyészetét)

A késobbi vizsgalatok szempontjabol azokat az ¢€lesztotorzseket és izolatumokat helyeztem
elétérbe, melyek koriil gatlasi zona alakult ki. Ezért az almarol izolalt élesztd csoportok koziil az
A, C, F, H, K jelieket azonositottam (19. tablazat). Az API identifikacios teszt alapjan a C, F, H,
K jelt torzsek Metschnikowia pulcherrima fajhoz tartoznak. Az A jelli torzset az API teszttel

nem lehetett azonositani.
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19. tablazat Penicillium expansum torzseivel szemben teljes és/vagy részleges gatlast kifejtd

¢élesztotorzsek, -izolatumok

‘s . , o L , , Aszi 0l, tokaji
ég % Torzsgytiijteménybol Almardl szarmazo SZUSZEMmIo’, tokayl
G v S , e . 1. borbdl szarmazo
= N & szarmazo torzsek izolatumok . .

o 5= izolatumok
A = B
Kluyveromyces lactis Y00260
s O Kluyveromyces lactis Y0258
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S g Geotrichum candidum
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4.2. Antagonista élesztétérzsek gatld hatdsdnak vizsgalata.

4.2.1. Harom biokontroll éleszt6torzs gatld hatasanak elemzése

A szakirodalombol biokontroll élesztégomba fajként ismert M. pulcherrima, Sp. roseus €s Pich.
anomala gétlo hatasat kiilonboz6 kutatohelyeken mas-mas modszerrel vizsgaltak. Ahhoz, hogy
tovabbi — gatlo hatasuk tekintetében ismeretlen — élesztotorzsek vizsgalatahoz megfeleld alapot
képezzenek, egy adott modszerrel kellett hatdsukat elemezni. A kivalasztott harom élesztotorzs
penészekkel szembeni viselkedése egymashoz képest hasonld volt, de a hatasukat a valasztott
koriilmények befolyasoltak. Ezért a gatlo hatast a valasztott P. expansum torzs, az antagonista
¢lesztd szuszpenzid koncentracidja, az alkalmazott taptalaj illetve a hdmérséklet fiiggvényében
elemeztem (3., 4. és 6. melléklet). A tarolasi homérséklet befolydsold hatdsara részben a

Kombinalt kezelések hatasa c. fejezetben is ki fogok térni (4.4. fejezet).

4.2.1.1. Penicillium expansum forzsek dsszehasonlitisa a gatlas szempontjabol

A két vizsgalt P. expansum torzs telepei az id6 fliggvényében kiilonbozé ndvekedést mutattak.
Az FO0811 penésztorzs kontroll telepeinek ndvekedése 25°C és 15°C-on a tarolas 5. napjatol
kezdve lassult, majd stacioner fazisba Iépett at. Ebben a szakaszban a telepek atmérdi 30 és 40
mm ko6zé estek. Ezzel szemben az F00601 P. expansum torzs kontroll telepei ugyanezen

koriilmények kozott a vizsgalt idoben végig allandé novekedést — exponencialis fazist — mutattak
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(9. abra). A telepek atméréi a 9. napon 40 és 65 mm kozé estek, taptalajtol és hémérséklettol
fiiggéen. 5°C-on mindkét torzs esetében 6-7 napos lappangasi szakaszt kovetden lehet a
novekedés exponencialis fazisat felismerni, mely még a kisérlet lezarasakor is — a 14. napon —
folyamatban van. A penésztdrzsek kontroll telepeinek ilyenfajta kiilonbozésége mindkét

taptalajon megfigyelheto volt.

60
E 50 i
é 40
g 30 . | *
&
5 20
N
9 10 | [ |
(5]
o
0 T T T T
0 2 4 6 8 10
kisérlet id6tartama (nap)
& P.exp FO0811 M P. exp FO601 |

9. abra Penicillium expansum torzsek kontroll telepeinek novekedése 25°C-on, MG taptalajon

P. expansum F00811 P. expansum F00601

60 60
E 50 50 =
40 - 40
£ =SEs
£ 30 T 30
o
é 20 20 1
a 0 . . 0 | .

2 6 9 2 6 9
kisérlet id6tartama (nap) kisérlet idtartama (nap)
D D kontroll — egész telep7 D . P. anomala jelenlétében — egéSZ telep,
[ ] [ ] kontroll — konidium képz6 rész; [ P. anomala jelenlétében — konidium képzé rész;

10. abra Pich. anomala (10° sejt/ml) altal kifejtett gatlo hatas a két kiilonbozé P. expansum torzs
egeész telepére (Iéghifatszubsztrat hifa) és a penésztorzsek konidium képzo részére, 25°C-on,

MG téptalajon.
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A két P. expansum torzs antagonista ¢éleszto jelenlétében is eltérd viselkedést mutatott. Ez a 10.
abran és a 20. tablazatban kdvethetd nyomon. Az alkalmazott éleszt6torzsek az FOO811 torzs
telepeit kisebb mértékben tudtak gatolni, mint az FO0601 penésztorzs telepeit, ha az egész telep
(Iéghifa+szubsztrat hifa) atmérdjét vettem figyelembe. Egyes esetekben ,,negativ gatlasO volt
megfigyelhetd, azaz kis sliriiségben jelenlevd antagonista élesztd serkentette a penésztelep
novekedését.

P. expansum FO0811 torzs 1éghifas és szubsztrat hifas részét ugyan nem minden esetben lehetett
a vizsgalt ¢élesztégombakkal hatékonyan gatolni, a konidium képzd rész mérése soran azonban

mindkét penésztorzs esetén jelentds mértékli gatlas volt megfigyelhetd.

Az antagonista €leszt0 szuszpenzio koncentracio novelésének hatasat a 20. tablazat szemlélteti.

20. tablazat Novekvo koncentracioban és kiilonbozo taptalajon alkalmazott antagonista
¢élesztotorzsek altal kifejtett gatlo hatas mértéke a 25°C-on mért kontrollhoz
viszonyitva a harom tarolasi hémérséklet (25°C, 15°C és 5°C) figyelembevételével,

a kisérlet végén.

) éleszt6 szuszpenzié koncentracidja (sejt/ml)
=
S = M. pulch (Y00681) Sp. roseus (Y00693) Pich. anomala (J121)
8 | =
|2 10 10° 107 10° 10° 107 10° 10° 107
-12-
O | -4-40% | -4-58% | 12-80% | 32-40% | 47-59% | 27-59% 12-34% | 70-78%
- | = 23%
g
=
g -4-35% | 26-64% | 5-84% | 13-35% | 42-65% | 63-79% | -20-9% | 21-29% | 66-79%
A
72-
O | 64-81% | 54-84% 78-82% | 82-86% | 83-85% | 38-71% | 49-80% | 66-79%
= | = 100%
g
= 55-
g 54-85% | 42-88% L00% 76-82% | 85-86% | 81-87% | 53-74% | 85-87% | 85-88%
A 0

Egy adott élesztotorzs sejtstiriségének novelésével a legtobb esetben novekvd gatlas volt

crer

a) M. pulcherrima illetve Pich. anomala alkalmazasakor egyes esetekben a 10° és 10° sejt/ml

sejtsiirliség kisebb mértékii gatlast, a 107 sejt/ml koncentracié ellenben joval nagyobb mértékii
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gatlast okozott; b) Sp. roseus alkalmazasanak egyes eseteiben a 10° és 10° sejt/ml sejtsiirtiség
alkalmazva viszont nem noétt a gatlas mértéke.

Az antagonista ¢éleszt6torzs hatékonysaganak koncentracid fliggdségét vizsgalva, az is
megfigyelhetd, hogy kis sejtsiirtiséget alkalmazva Sp. roseus bizonyult hatékonyabbnak, ezzel

crer

erésebb gatld hatasa.

4.2.1.3. Kiilonbozo tapkézegek alkalmazdsanak hatdsa a penész gatldsra

Mindkét penésztorzs kontroll leoltdsainak vizsgalatakor tapasztalhatd volt az a jelenség, hogy
ugyanazon koriilmények kozott PDA tapkozegen nagyobb atmérdji telepek fejlodtek (11. dbra),

de ez statisztikailag csak az FO0601 P. expansum torzs esetében volt igazolhato.

70
= 60
g
g 50 -
2
35 |
g 40
= 30
2
8§ 2 -2
3 L Z
8 10 -
e

0 T T T T
0 2 4 6 8 10
kisérlet id6tartama (nap)
‘—O—FSII-MG — @ — F811-PDA —A—F601-MG — -A — F601-PDA ‘

11. abra Két Penicillium expansum torzs kontroll telep novekedésének 6sszehasonlitasa MG és

PDA taptalajon, 25°C-on.

A taptalajok kozotti kiilonbség az antagonista élesztdvel torténd gatlas soran is megjelent. A 20.
tablazatrol leolvashatd, hogy ugyanazon penésztorzs esetén PDA taptalajon az egyes

¢lesztotorzsek nagyobb mértékil gatlo hatast fejtettek ki, mint MG taptalajon.

4.2.1.4. Antagonista élesztok gatlo hatdsa a taroldsi homérséklet fiiggvényében

Kiilonboz6 tarolasi homérsékletet alkalmazva is megfigyelhetdé volt a vizsgalt P. expansum

torzsek kozotti kiilonbség. A 25°C-on és 15°C-on valod tarolas soran az FO0811 penésztorzs
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kontroll telepeinek atmérdje kozott nem mutatkozott szignifikdns kiilonbség. Erre a
penésztorzsre az 5°C-os tarolas fejtett ki jelent0s gatlo hatast. A P. expansum F00601 torzs
esetében mindharom kiilonb6z6 tarolasi homérséklet hatdsa egyértelmiien észlelhetd volt a
kontroll telepek atmérdinek kiilonbségében (12. bra).

A penésztorzsek kontroll telepeinél megfigyelt jelenség az antagonista élesztok jelenlétében
novekvo telepeinél is tapasztalhatod volt (21. tablazat). Az FOO811 torzs esetében 15°C-on kdzel
azonos mértékll a gatlo élesztok hatasa, mint 25°C-on. M. pulcherrima ¢és Sp. roseus
alkalmazasakor még az is el6fordult, hogy az antagonista élesztd altal kifejtett gatld hatas
mértéke kisebb volt 15°C-on, mint 25°C-on, de figyelembe véve, a %-ban kifejezett gatlas valos
értékét, ez a kiilonbség a legtobb esetben nem jelentett gyakorlati szempontbdl jelentds eltérést.
5°C-on valo tarolas hatdsara az élesztok altal kifejtett gatlas jelentés mértékben fokozodott. Ez
magyarazhatd azzal, hogy a kis hémérséklet — mint kornyezeti tényezé — Onmagaban is
jelentdsen gatolja a P. expansum ndvekedését. Ennek ellenére, mint minden tarolasi homérséklet

esetén, a tablazatbol itt is egyértelmiien leolvashato az éleszt6k antagonista hatasa.

F00811
&l

. I
Hi

12. abra P. expansum torzsek kontroll telepeinek fejlodése a homérséklet fiiggvényében a

penésztelep atmérd (mm)

kisérlet 9. napjan. Az azonos betlijelii kezelések kozott nincs szignifikans differencia (P=0,05)

Az F00601 penésztorzs telepeinek fejlodésén az antagonista élesztok jelenléte mellett is
érzékelhetd volt a 25°C és 15°C illetve a 15°C és 5°C tarolasi hémérsékletek kozotti
kiilonbségek hatasa. 5°C-on vald tarolas esetén a kis homérséklet dominansabbnak tiinik az
antagonista élesztotorzsek gatlé hatasanal, mivel 5°C-on a kontrollhoz képest kisebb volt az

¢lesztok hatékonysaga, mint 25°C és 15°C-on.
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21. tdblazat Antagonista ¢lesztétorzsek gatld hatasa (%) a hdmérséklet fiiggvényében. 25°C-on
tarolt kontroll telepek atmérdihez viszonyitva, 10° sejt/ml koncentracioju élesztd

szuszpenzid esetén.

% 5]
;g _f o, Penész M. c Penész Pich.
NS & . p. roseus
0 E“ g kontroll | pulcherrima kontroll anomala
& =
25°C 0 4% 51% 0 12%
% 15°C -4% -4% 47% 8% 15%
— 5°C 40% 58% 59% 29% 34%
0
§ 25°C 0 30% 53% 0 22%
Slisec| 6% 26% 42% -5% 21%
~
5°C 30% 64% 65% 20% 29%
25°C 0 54% 82% 0 49%
% 15°C 25% 70% 82% 50% 80%
é 5°C 74% 84% 86% 66% 80%
§ 25°C 0 42% 85% 0 85%
é 15°C 17% 58% 85% 48% 86%
~
5°C 68% 88% 86% 62% 86%

4.2.2. Almardl izolalt és torzsgylijteménybdl szarmazd Metschnikowia pulcherrima gatld

hatdsanak 6sszehasonlitasa

Az almardl izolalt M. pulcherrima torzs gatlasi hatékonysaganak vizsgalata soran a kiilonb6zo
tényezOk — P. expansum torzs, élesztd szuszpenzio sejtstirisége, homérséklet, taptalaj — gatlast
befolyasold hatasa ugyanugy jelentkezett, mint a térzsgylijteménybdl szarmazo M. pulcherrima,
Sp. roseus ¢és Pich. anomala esetében. A kétféle M. pulcherrima torzs antagonista
hatékonysaganak 0sszehasonlitasat szemlélteti részben a 13. abra.

A két M. pulcherrima torzs gatlod hatasa kozott jelent6s kiillonbség mutatkozott 25°C és 15°C-on.
Az almarol izolalt élesztotorzs a legtobb esetben nagyobb mértékii gatlé hatast mutatott, mint a
penésztelepek atmérdi a kontroll telepekhez hasonléan az id6 fiiggvényében — kisebb mértékben
ugyan — linedarisan novekedtek, igy a tarolas 10-12. napjaig volt jelentds gatlas tapasztalhato (3.
melléklet). 10° illetve 107 sejt/ml koncentracioju éleszté szuszpenziot alkalmazva a tarolas egész

idétartama soran jelentOs gatlast fejtett ki az almarol izolalt éleszt6tdrzs. 5°C-on vald tarolas
63



soran a két M. pulcherrima torzs hatdsa nem valt el egymastol, de a kontrollhoz képest sem

mutatkozott jelentds gatlas, mivel a kis homérséklet onmagaban nagy mértékben gatolta a

penésznovekedést.
A P. expansum F00811 B P. expansum F00601
25°C 25°C
g 70 70
= 60 60 *
£ 50 50 d
§ 40 - 40 -
2 30 A 30 A
3 20 20 -
510 10 1
é 0 T T T 0 +—m L i T L
0 5 10 15 20 0 5 10 15 20
kisérlet id6tartama (nap) kisérlet id6tartama (nap)
= 15°C 15°C
=)
g 70
o 60
E 50 —
= 40
e 30 -
°© 20 A
N
8 10 A
Q‘é O T T T T
0 5 10 15 20 0 5 10 15 20
kisérlet id6tartama (nap) kisérlet id6tartama (nap)
5°C 5°C
~~ 0
= 70 7
g 60 - 60
:e 50 - 50
g 40 40
8 30 30 A
5 20 20
2 10 - 10
‘§ 0 2 T T T 0 T T T
& 9 510 15 20 25 0 5 10 15 20 25
kisérlet idétartama (nap) kisérlet idStartama (nap)

¢, ¢ kontroll; A torzsgylijteményi M. pulch; m almardl izolalt M. pulch

13. dbra Almardl izolalt és torzsgyljteményi M. pulcherrima torzsek P. expansum
penésztorzsekre kifejtett gatlasi hatékonysaganak dsszehasonlitasa kiillonbozo tarolasi

hémérsékleten, MG taptalajon, 10° sejt/ml koncentracidju élesztd szuszpenziot alkalmazva.
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4.2.3. Kluyveromyces lactis és ismert antagonista éleszt6torzsek gatld hatdsanak

Osszehasonlitasa

4.2.3.1. Kiilonbozd Kluyveromyces lactis térzsek hatékonysdaganak dsszehasonlitasa

Kl lactis Y00260, Y0258 és Y01080 torzseinek hatékonysagat négytényezds varianciaanalizissel
hasonlitottam 0ssze. A varianciaanalizis eredményeit szemléltet6 tablazatok a 5. mellékletben
talalhatok. Az eredmények alapjan megallapithatod, hogy a harom K/. lactis torzs gatlé hatdsa
kozott 25°C-on nem volt, 15°C-on ¢és 5°C-on volt statisztikailag szignifikans differencia,
azonban ez utobbi sem mondhaté jelentdsnek a gyakorlatban, ugyanis csupan 1-2 mm-nyi telep
atméro eltérést jelent.

Ezek az eredmények nem igazoltak az élesztotorzs kivalasztasnal tapasztalt eltérd hatékonysagot,
ezért a tovabbi Osszehasonlitd vizsgalatok értékelését a harom Kl lactis torzs koziil csak az

Y 00260 jelt torzzsel végeztem.

4.2.3.2. Kluyveromyces lactis Y00260 hatékonysdagdnak ismert antagonista torzsek gatlo

hatasaval torténd osszevetése

Kl lactis P. expansum torzsekre kifejtett gatlas elemzése sordn az ismert antagonista torzsek
gatlo hatasaval kapcsolatban eléforduld jelenségeket itt is tapasztaltam. A K/. lactis Y00260
torzs gatld hatdsa nagymértékben eltérd volt a vizsgalt penésztorzstol és tapkozegtdl fliggden

(14. abra és 15. abra, 3. melléklet).

(wur) gaoune dojoyzsuad

Sp.roseus

P.anomala

MG A 1 Kl lactis ) . o
Kontroll [] egész telep konidium képz0 rész

14. 4bra K1. lactis Y00260 és ismert antagonista élesztétorzsek (10° sejt/ml koncentracioban
alkalmazva) gatlo hatasa P. expansum FOO811 torzsre 25°C-on, MG és PDA tapkozegen, a

kisérlet 9. napjan. Az azonos betlijelii kezelések kozott nincs szignifikans differencia (P=0,05)

65



oloune dofay zsouad

15. 4bra K1. lactis Y00260 és ismert antagonista élesztétorzsek (10° sejt/ml koncentracioban
alkalmazva) gatlo hatasa P. expansum FO0601 torzsre 25°C-on MG ¢és PDA tapkdzegen, a

kisérlet 9. napjan. Az azonos betlijelii kezelések kozott nincs szignifikans differencia (P=0,05)

MG taptalajon szinte alig fejtett ki antagonista hatast az alkalmazott ¢leszt6torzs az FO0811 jela
P. expansum torzs léghifat és szubsztrat hifat képzo részére. Ellenben az F00601 penésztorzs
egész telepeit MG tapkdzegen jelentdsen gatolta a K/ lactis torzs. PDA tapkozegen mindkét
penésztorzs esetén tapasztalhatd volt — az MG tapkdzeghez képest nagyobb mértékii — gatlas.

A penésztelepek konidium képzd teriiletét mérve a Kl. lactis Y00260 torzs gatlas szempontjabol

nagy hasonlosagot mutatott az ismert antagonista torzsekkel (6. melléklet).

Hasonldan a mar elemzett antagonista torzsekhez a Kl. lactis Y00260 esetében is tapasztalhato
volt, hogy novekvé éleszto siiriiséget alkalmazva fokozatosan nétt az €lesztotorzs gatld hatasa,
illetve, hogy a kisebb tarolasi hémérséklet és Kl. lactis vizsgalt torzsének egylittes alkalmazasa
nagyobb mértékil gatlast okozott, mint a két tényezo kiilon-kiilon (3. melléklet).

Az itt leirt eredmények alapjan megallapithato, hogy a KI. lactis Y00260 torzs gatlo hatasa egyes
esetekben kisebb mértékii, mint az ismert antagonista torzseké, ennek ellenére illeszkedik azok
kozé. gy — az in vitro kisérletek alapjan — feltételesen alkalmassa valhat a biologiai védekezésre.

Mivel ezt az élesztofajt ilyen szempontbol még nem vizsgaltak, munkam tovabbi részében a K.

lactis P. expansum torzzsel szemben kifejtett gatlas hatasmechanizmusaval foglalkozom.
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4.3. A Kluyveromyces lactis Penicillium expansum-ra kifejtett gdtldsanak

hatasmechanizmusa

4.3.1. Kluyveromyces lactis altal termelt anyagok hatasa

4.3.1.1. Antibiotikus anyagok termelése

Kl lactis Y00260 torzs antibiotikus anyag termelését a koncentralt és nem koncentralt sejtmentes
sztrlet hatasaval ellendriztem (agarlyuk difftizidos modszer). A nem koncentradlt sejtmentes
szlirlet hatasa a penészek konidium képzésében mutatkozott meg. Az FOO811 jelt P. expansum
torzs esetében ez alig észrevehetd, az FO0601 torzs esetében jellegzetesebb: 2-3 mm-es zonaban
nem képzddtek a P. expansum-ra jellemzo z6ld konidiumok (16. abra). Itt is érzékelhetd volt

tehat a P. expansum két vizsgalt torzse kozotti kiillonbség.

Penicillium expansum FO00811 Penicillium expansum F00601

16. abra K. lactis Y00260 sejtmentes sziirletének hatasa P. expansum-ra 25°C-on

A koncentralt sejtmentes szlirlet alkalmazasa soran azonban egyik penésztorzs esetében sem volt
gatlas vagy egyéb elvaltozas tapasztalhato. Ennek alapjan a konidium fejlédésben okozott gatlas

nem utal antibidzisra.

4.3.1.2. Killertoxin képzés

A szakirodalmi attekintésben emlitettek szerint: POLONELLI és munkatarsai (1990) illetve
WALKER ¢s munkatarsai (1995) szamoltak be munkéjukban arrdl, hogy élesztok altal termelt
killertoxinok nemcsak mas élesztdgombak, hanem egyes penészgombak fejlodését is képesek
gatolni. Ezen feliil, K/. lactis-r6l kimutattadk a killertoxin termeld tulajdonsagot (STARK és
BOYD, 1986).
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A fent leirt két okbol kifolydlag vizsgaltam az Y00260 jelti KI. lactis torzs killertoxin termelését.
Korabbi feltételezéseimmel szemben azonban a tipkdzegek pH-jatol fiiggetleniil nem

tapasztaltam killertoxin képzddést.

4.3.1.3. lllékony és gaznemii komponensek hatdsa

A Kl lactis torzsek altal termelt illékony illetve gdznemii komponensek P. expansum-ra kifejtett
hatasa — melyet egymassal szembe forditott Petri csészék segitségével vizsgaltam — a gatlasi
hatékonysaghoz hasonloan nagymértékben fiiggott a vizsgalt penésztorzstdl, az alkalmazott

tapkozegtol valamint a tarolasi hdmérséklettdl (17. abra és 18. abra).

MG téapkozeg, 22°C PDA tapkoézeg, 22°C

T 40 40
g
0 30 30
5 /(‘_’—I/{ }\I/_i—_i
& 20 20 3
o] Lt 0 %
% 0 T T T 0 T T T
= 0 5 10 15 20 0 5 10 15 20

kisérlet id6tartama (nap) kisérlet idGtartama (nap)

MG tapkozeg, 5°C PDA tapkozeg, 5°C

g 40 40
g
NS} 30
E i
£ 20 %
g
°© 10 4
B
‘g 0 7_x_— T T T
Q
= 30 0 5 10 15 20 25

kisérlet idotartama (nap) kisérlet id6tartama (nap)

¢ kontroll; x Y00260; = YO01080; A Y00251

17. abra KI. lactis torzsek altal termelt illékony illetve gaznemii komponensek gatld hatasa P.

expansum F00811 torzsre MG és PDA tapkozegen, 22°C és 5°C-on.

A P. expansum FO0811 penésztorzs gatlasa MG és PDA tapkdzegen — kiilonb6z6 mértékben —
kimutathat6 volt 22°C-on. MG taptalajon a Kl lactis Y00251, Y01080 vagy Y00260 torzs

jelenlétében a penésztelep atmérdje a kontroll telep atmérdjének 30%-a volt. Ugyanez az
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eredmény PDA tapkdzegen csak Y00260 jelt €lesztétorzs jelenlétében volt megfigyelhetd, az
Y00251 és YO1080 jeli torzsek altal termelt gaznemt komponensek hatasa kisebb mértéki volt.
5°C-on a penészndvekedés — mind a kontroll telepé, mind az élesztotorzs jelenlétében novekvo
telepé — lassabb volt, mint 22°C-on. A kis tarolasi homérsékleten MG tapkodzegen az
¢lesztotorzsek nem fejtettek ki jelentds gatlast, ezzel szemben PDA tapkozegen a Kl lactis
Y 00260 és YO01080 torzsek jelenlétében ndtt penésztelepek atmérdi €s a kontroll telepek atmérdi

kozott szignifikans kiilonbség volt kimutathato.

MG tépkdzeg, 22°C PDA tapkozeg, 22°C
60
50 §
40

30 e £
20 - é;f/%f
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18. abra KI. lactis torzsek altal termelt illékony illetve gaznemii komponensek gatld hatasa P.

expansum F00601 torzsre MG és PDA tapkozegen, 22°C és 5°C-on.

A P. expansum F00601 torzs esetében MG tapkdzegen, 22°C és 5°C-on a penész gatlas jellege
megegyezett az FOO811 jelii torzsnél tapasztaltakkal. PDA tapkozegen, 22°C-on a gatlas mértéke
csokkent a tarolas végén az Y00260 élesztotorzs jelenlétében. Az YO01080 Kl lactis torzs

jelenlétében a penésztelep atmérdje a tarolas 10. napjatdl meghaladta a kontroll penésztelep
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atmérdjét. A vizsgalatot megismételve azonban nem jelentkezett ez a jelenség. 5°C-on a kontroll
P. expansum F00601 torzs telepeinek atmérdi és az élesztotorzsek jelenlétében fejlodo telepek

atméroi kozott kisebb mértékii gatlas volt megfigyelhetd, mint az FOO811 penésztorzs esetében.

A Kluyveromyces lactis Y00260 altal termelt illékony vegyiiletek meghatarozasa soran Ot

fokomponenst sikeriilt azonositani GC/MS modszerrel.

:
£
i
ifi

i
feomif
el

';K

s

P
k! ——
“:n

L I
e
o

etil acetat i
/ 1zoamil-alkohol 188

Z izovajsav+izovaleriansav+taptalaj komponensek

i

sl e B ol el B s o BB B

13 T F==——=ﬁ:".’_aé=f *-"J?—i—-m’.ppn_uﬁ_pw )
7 T 2 S e e B B B N NN S B B B m S e s 2w an a e e e m 1

gf{) Z 87 71 i [BA

AP L Fhpiig 1:7¥
i
i
m/e J
1
£
71 #%4
d
4

fenil-izobutirat

L

19. abra K!. lactisY00260 altal termelt illékony komponensek
A 70-es tomegszamnal a legnagyobb intenzitdsi csucsok etilacetat, izoamilalkohol, valamint

izovajsav, izovaleridnsav €s a taptalajbol szarmazd komponensek elegyébdl szarmaznak. A 73-as

tomegszamnal mért csticsot fenilizobutiratként lehetett azonositani. A 71-es tomegszam esetén a
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12. és 21. perc kozott siirin megjelend csucsok a Petri csészéket koriilzard parafilmbél

szarmaznak (19. abra).

Az egyes fokomponensekkel kiilon-kiilon elvégzett vizsgalatok soran elsdsorban az inkubacid
11. napjan voltak jelentds kiilonbségek a kontroll és az illékony komponensekkel kezelt mintak
kozott. (20. abra). Ekkor mind az 1%-os, mind a 10%-os oldatok jelenlétében novekvo
penésztelepek atméroi jelentdés mértékben kisebbek voltak, mint a kontroll. A leghatékonyabb
gatlast az izovaleridnsav fejtette ki. Az inkubacio 5. napjan csak az izovajsav és izovaleridnsav
10%-0s oldata esetén volt erdsebb gatlas tapasztalhat6. A kontroll és az egyes illékony
komponensek jelenlétében leoltott telepek novekedése idében hasonld dinamikat mutatott, mint a

Kluyveromyces lactis torzsek jelenlétében (18. abra), a gatlds mértéke azonban kisebb volt.

penésztelep atmér6 (mm)

20. abra Egyes illékony komponensek hatasa Penicillium expansum F00601 torzsre 25°C-on
(K-kontroll, 1- izoamilalkohol, 2- etilacetat, 3- izovajsav, 4- izovaleriansav, 5- fenilizobutirat; a-

1%, b-10%)

Az illékony és/vagy gaznemill komponens hatasanak vizsgalata kdzben az alabbi jelenség is
megfigyelhet6 volt: a kontroll csészékben, ahogy a fels6 csészében kifejlodtek a penésztelepeken
a konidiumok, az als6 csésze taptalajara hullottak, ahol, ezaltal, szintén penésztelep képzddott.
Azokban a csészékben, ahol az also csésze élesztd szuszpenzidval volt beoltva, nem képzddtek
penésztelepek (21. abra). Ezzel a jelenséggel igy azt is lehet modellezni, hogy a tarolas soran a
gylimolcsoket bevono védd élesztd réteg védelmet nyljthat a levegébdl a termény feliiletére

keriil¢ penész spora/konidium okozta romlassal szemben.
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also csésze

felsé csésze

Kl lactis Y00251

21. dbra KI. lactis Y00251 torzs altal termelt illékony és/vagy gaznemii komponens altal P.

expansum-ra kifejtett gatlo hatés

A két egymassal szembe forditott Petri csésze kozotti 1égtér gazosszetételének valtozasat jelentds
mértékben befolyasolta a Kl. lactis Y00260 torzs (22. tablazat). A légtér CO, tartalma 0,1%-r6l
8-10%-ra emelkedett, az O, koncentracio pedig 20,5%-r61 13-14%-ra csokkent.

22. tablazat Kl lactis Y00260 anyagcsere folyamatai altal okozott gazosszetétel valtozas két

egymassal szembe forditott Petri csésze altal kozrezart 1égtérben.

Kontroll csészék (az als6 csésze Kl lactis Y00260 torzzsel beoltott
Tenyésztési | nincs mikroorganizmussal beoltva) csészék
idé 0, (%) CO; (%) 0, (%) CO; (%)
2. nap 20,3+0,3 0 14,0 £ 0,5 10,0 £ 0,6
S. nap 20,5 + 0,06 0,1 14,6 £0,9 7,9+0,9

A légtér megemelkedett CO, tartalma hozzdjarulhat a penészndvekedés gatlashoz, bar a
modositott légteri tarolas nem eredményezi a P. expansum hasonld mértékli gatlasat. Ezzel
Osszhangban vannak YACKEL és munkatarsai (1971) altal elért eredmények, melyek szerint
10,5% CO; és 2,0% O, tartalmli szabalyozott légterli taroldsnak a normal légtérben torténd

tarolashoz viszonyitva nem volt hatasa P. expansum megjelenésére és el6fordulasara.
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4.3.2. Elesztbseitek jelenlétének kdzvetlen hatdsa a konidium csirdzdsra

A mikroszkopos vizsgalat soran a Kl lactis sejtek Osszetomorodve alkottak telepeket, melynek
jelenléte az FO0811-es penésztorzs konidiumainak csirdzasat ¢és hifanovekedését nem
befolyasolta. Az FO0601-es P. expansum esetében az inkubacid 17. érajaban még enyhe gatlas
mutatkozott, ez azonban az inkubacié 22. 6rajaban nem volt észlelhetd (22. abra). A K. lactis
sejtek nem tapadtak oly mdodon a hifdhoz, ami a szakirodalom szerint a kdzvetlen kdlcsonhatas

esetén jellemz6 (CASTORIA et al., 1997).

P. exvansum FO0811

22.h

kontroll P. ex Kl. as Y00260
P. exnansum FO0601

17.h

22.h

22. abra K. lactis Y00260 sejtjeinek kozvetlen hatdsa P. expansum FO0811 és FO0601 térzs
konidium csirazasara (25°C, MG tapkozeg)

73



4.3.3. Tapkozeg 6sszetétel befolyasa Kluyveromyces lactis szaporodéasara

A kiilonbozo élesztotorzsek gatld hatékonysaganak vizsgalatakor tobb esetben erdsebb galtas
volt megfigyelheté PDA tapkozegen. Ezért vizsgaltam a K/ lactis két torzsének szaporodasat a

két kiilonbozo6 taptalajon. A vizsgalat eredményét a 23. abra szemlélteti.

Kluyveromyces lactis Y0258

telepszam
(1g tke/ml)

=
5]
s “
st 5]
T ]

0 2 6 7 10 14
. B MG -25°C
kisérlet idGtartama (nap)
B PDA -25°C
Bl MG - 5°C
Kluyveromyces lactis Y 00260 [ PDA -5°C

telepszam
(lg tke/ml)

0 1 2 5 8 9 14

kisérlet idGtartama (nap)

23. abra K!. lactis torzsek szaporodasa két taptalajon és két homérsékleten

A diagramokrol leolvashat6, hogy 25°C-on nincs szignifikans kiilonbség a két tapkozeg élesztd
szaporodast befolyasolo hatasa kozott. 5°C-on azonban MG tapkdzegen az Y0258 éleszt6torzs
esetében egy-két nagysagrenddel tobb telep képzodott, mint PDA tapkdzegen. Az Y00260 torzs
esetében ez a kiilonbség csak a kisérlet 8. napjan volt mérhetd. Tovabba megfigyelhetd, hogy az
Y0258 torzs mindkét tenyésztési hdmérsékleten jobban szaporodott, mint az Y00260 torzs. A
kisérlet soran, a kiilonb6zo tapkozegek, illetve élesztétorzsek kozott kimutatott kiilonbség nem

jelentkezett a gatlas hatékonysagaban (5. melléklet).
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4.4. Az élesztdgombdk hatdsa Penicillium expansum térzsek patulin termelésére

A két vizsgalt P. expansum torzs patulin termelése alapvetden kiillonbozott: az FO0601-es torzs
nem termelt, az FOO811 nagy mennyiségli patulint termelt az adott koriilmények kozott. Az
FO0811-es torzs altal termelt patulin mennyiségének valtozasat a 24. abra szemlélteti. A
tenyésztés elsd hat napjaban intenziv mikotoxin termelés figyelhetd meg, azonban a 9. napon a
mért patulin mennyisége kevesebb, mint a korabbi idépontokban. Hasonld tapasztalatokrol
szamol be HASAN (2000), aki 20°C-on, 10 napig tartdé tenyésztést kovetéen mért kisebb
mikotoxin mennyiségeket. HASAN feltételezése szerint a patulin mennyiség csokkenése azzal

magyarazhatd, hogy maga a penész kezdi lebontani a mikotoxint.

patulin

6. nap: 340,3 ng/ml

3. nap: 39,9 ug/ml

9. nap: 8,4 pg/ml

&t.l
9407

24. abra Penicillium expansum FO0811 altal termelt patulin

Jelentds mértékben kisebb mennyiségili patulin volt kimutathaté a kontrollhoz képest azokbol a
mintakbol, melyekben élesztogomba (K. lactis, illetve M. pulcherrima) hatasat vizsgaltam P.
expansum patulin termelésére (25. dbra). Ez kdvetkezhet egyrészt abbol, hogy a vizsgalt
¢lesztOgomba torzsek gatoltak a penészndvekedést €s, ezaltal, a patulin termelést is. MOODLEY
¢s munkatarsai (2002) figyelték meg, hogy P. expansum-mal mesterséges mddon beoltott

almakon kisebb atmérdji romldsi foltok jelentek meg, és ennek kovetkeztében kisebb
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mennyiségli patulin volt mérhetd modositott atmoszféras csomagolas alkalmazasa esetén. Ezek
alapjan feltételezhetd, hogy nem minden penészt gatld tényez0 jelentkezik olyan
stresszhatasként, amely a mikotoxin termelést fokozna.

Az ¢élesztogombak jelenlétében kisebb mennyiségben mérhetd patulin magyardzata lehet
tovabba, hogy a Kl lactis illetve M. pulcherrima képesek lebontani a termelddott mikotoxint,
hasonloan a Saccharomyces cerevisiae-hez, mely jelenlétében almalé fermentacio soran csékken

a patulin mennyisége (STINSON et al.; 1978; SUMBU et al., 1983).

F811 kontroll: 707,4 png/ml

=

F811+ K. lactis: 8,5 ng/ml

FO0811+ M. pulch: 3,9 pg/ml

2 B B
@ ‘e &
< | i

| 5.aup

|
|

IRLRT

25. dbra Elesztdgombaval egyiitt tenyésztett Penicillium expansum FO0811 patulin termelése a

tenyésztés 6. napjan

4.5. Kombinalt kezelések alkalmazasa

4.5.1. Mobdositott atmoszféras tarolas és antagonista élesztd egyiittes hatasa a P. expansum-ra

A normal légtér Osszetételéhez képest nagyobb CO; és kisebb O, tartalom penésznovekedést
gatld hatasa a kontroll mintdknal is megfigyelhetd volt (26. &bra). A 6%-0s CO, tartalmu
légosszetételben kisebb mértékli gatlas volt tapasztalhatd, egyes esetekben nem is volt

szignifikans kiilonbség a normal 1égdsszetételben novekvo kontroll telepek atmérdihez képest. A
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22% CO, tartalmu modositott atmoszféra alkalmazasakor a penésztelepek atmérdi jelentOs

mértékben kisebbek voltak a normal 1égosszetételben mért értékekhez képest.

MG PDA

penésztelep atmér6 (mm)
o
<

kontroll

Kl lactis kontroll

Kl lactis

26. abra Kiilonbozo kiindulasi CO; tartalmu 1égosszetétel és antagonista élesztd jelenlétének
egyiittes hatasa P. expansum FO0601 ndvekedésére (a penésztelep 1ég- és szubsztrat hifa képzo
részét mérve), a kisérlet 12. napjan. Az azonos betiijelli kezelések kozott nincs szignifikans differencia

(P=0,05)

Amellett, hogy a Kl lactis Y00260 torzs jelentds mértékben gatolta a penész novekedését,
megfigyelhetd az is, hogy az egyre nagyobb kiindulasi CO, tartalmu légtérben egyre kisebbek
voltak a penésztelep atmérdk. A 22% CO, tartalmt 1égdsszetétel erdteljesebb gatld hatdsa itt is
megmutatkozott.

M. pulcherrima Y00681 torzset alkalmazva antagonistaként az élesztd gatlo hatasa mellett nem
volt tapasztalhat6 a légtér nagyobb széndioxid tartalmanak gatlo hatasa, kivéve PDA tapkozegen

a tarolas 12 napjan.

4.5.2. A Kkis tarolasi hdmérséklet és az antagonista élesztd egylittes hatdsa

A kiilonbozo élesztotorzsek — Pich. anomala, M. pulcherrima, Sp. roseus és Kl. lactis — gatld
hatékonysaganak vizsgalatakor a homérséklet befolyasold hatasat elemezve additiv hatast
figyeltem meg a kisebb tarolasi homérséklet és az antagonista élesztotorzs egyiittes alkalmazasa
esetén (3. melléklet, 27. abra).

Az additiv hatas 5°C-on vald tarolds esetén nem minden vizsgalt antagonista élesztonél

mutatkozott jelentds mértékben: a kis tarolasi hdmérséklet onmagéaban olyan mértékben gatolta a
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penésznovekedést, hogy emellett nem volt az ¢élesztd gatldo hatasa szignifikdnsan érzékelheto.
Ezzel szemben a Sp. roseus torzs esetében az éleszté 25°C és 15°C-on olyan nagy mértéki
gatlast fejtett ki P. expansum F00601 torzsre mindkét tapkdzegen, hogy a tarolasi hémérséklet
kiilonbség hatasa nem volt érzékelhetd. Az 5°C-on vald tarolas és a tdrzs egyiittes

alkalmazasakor viszont mutatkozott a két tényez6 additiv hatasa.

Pichia anomala Sporobolomyces roseus
E 60 60
£ 50 50
2 40 A 40
£ 30 »~ I 30
5 B
& 20 S 20
g 10— = 10 A
‘% 0 T \ 0 ‘ ‘
= 0 5 10 15 0 5 10 15
kisérlet id6tartama (nap) kisérlet idétartama (nap)
Metschnikowia pulcherrima Kluyveromyces lactis Y00260
]
£ 60
9 50
B3)
£ 40
=
= 30
g 20
3 10
g 0 T T
a
0 5 10 15 0 5 10 15
. kisérlet id6tart
kisérlet id6tartama (nap) iscrlet idStartama (nap)
¢ 25°C; A 15°C; x 5°C; —— kontroll; : élesztd jelenlétében

27. 4bra Tarolasi hémérséklet és antagonista élesztd (10° sejt/ml) kombinalt alkalmazésanak

hatasa P. expansum F00601 térzsre, MG taptalajon

4.6. In vivo kisérletek értékelése

4.6.1. Kluyveromyces lactis és almardl izolalt Metschnikowia pulcherrima gatld hatékonysaga

eyliimolcsot modellezd tapkdzegen

A két vizsgalt élesztotorzs P. expansum torzsekre almas taptalajon kifejtett gatldo hatékonysagat

MG és PDA téaptalajon tapasztalt eredményekhez viszonyitottam.
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Kl lactis Y00260 alkalmazasa soran a kiilonb6zd tényezok — tdroldsi homérséklet, élesztd
szuszpenzié sejtslirlisége, penésztorzs — szinte minden kombinacidja esetén MG és PDA
tapkozeghez képest almas tapkozegen nagyobb mértékii gatlas volt megfigyelhet6 (28. abra).

Almardl izolalt M. pulcherrima esetén a harom taptalaj kozott a gatlas szempontjabol nem
tapasztaltam ilyen jellegli eltérést, viszont ez az élesztotorzs nagyobb mértékll gatlast fejtett ki,

mint a K/. lactis Y00260.

FO0O0811

telep atmérd (mm)

’

penész

F00601

telep &tmérd (mm)

’

penész

[] egésztelep konidium képz6 rész

28. abra KI. lactis Y00260 és M. pulcherrima torzsek P. expansumra kifejtett gatld hatasa harom
kiilonboz6 taptalajon, 25°C-on, a kisérlet 9. napjan. (K — kontroll; K/. — KI. lactis Y00260; M.t. —
torzsgytjteményi M. pulcherrima; M.i. — almarol izolalt M. pulcherrima) Az azonos betiijelii

kezelések kozott nincs szignifikans differencia (P=0,05)
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4.6.2. Kluyveromyces lactis gatld hatékonysaga alméan

A nyari alman végzett kisérletek soran ismét megmutatkozott a két vizsgalt P. expansum torzs
kozotti kiilonbség: az FO00601-es torzzsel vald beoltas nem okozott semmiféle elvaltozast a
mesterségesen készitett sebekben, ezzel szemben az FO0811-es torzzsel torténd beoltas hatasara
25°C-on néhany napon beliil jelentkeztek az irodalomban is jellegzetes korképként leirt barnulas.
A késobbiekben ezért az ilyen jellegli vizsgalatokhoz csak az FO0811-es torzset alkalmaztam.

Az alma fajtdja, érettségi foka, és az ezzel szoros Osszefiiggésben allo Osszetevok aranya
befolyasolta a gatlast. A torzsgyijteményi M. pulcherrima 25°C-on a tarolas 3. napjan még
jelentds gatlast eredményezett, de az inkubalds 15. napjan mar nem volt jelentds kiilonbség az
egyes mintak kozott. 7°C-on valo tarolas soran a tarolas 15. napjan egyértelmii gatlas volt
tapasztalhatd az élesztdvel és penésszel beoltott mintak és a kontroll — penésszel beoltott —
mintak kozott (29. abra). Az ¢élesztovel kezelt sebek nem mutattak elvaltozast. Ugyancsak nyari
alman végzett kisérletek soran K/. lactis Y00260 esetén nem tapasztaltam szignifikdns mértéki

gatlast.

P. exp kontroll P.exp + M. pulch M. pulch kontroll

29. abra: P. expansum F00811 torzs okozta romlas gatlasa M. pulcherrima Y00681-es torzzsel,

tarolas 7°C-on
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A hiit6tarolobol szarmazoé almakkal torténd vizsgalatok soran az almarol izolalt M. pulcherrima,
valamint K/. lactis Y00260 szignifikans gatlo hatast fejtett ki P. expansum-mal szemben. A két
¢lesztOtorzs hatasa kozott azonban nem volt jelentos eltérés (30. abra). A gatlas mértékét
azonban nehéz Osszevetni a szakirodalomban leirt eredményekkel, mivel minden esetben mas és
mas vizsgalati paraméterek (antagonista- ,illetve penész konidium koncentracio; almafajta;

beoltas modja) szerepelnek.

Tarolas 25°C-on Tarolas 7°C-on

T

£ 50 50

% 40 40 |

€ 30 30

S 20 - 20

ol P —

T 0 : 0 :

2 3 6 9 6 12 18 23
kisérleti idotartam (nap) kisérleti id6tartam (nap)

1 Kontroll I KXl lactis O] M. pulcherrima

30. abra K/. lactis Y00260 és almarol izolalt M. pulcherrima P. expansum FO00811 térzzsel

szemben kifejtett gatlo hatdsa alman
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5. KOVETKEZTETESEK, JAVASLATOK

A gyiimdlcsok és zoldségek taroldsa soran fellépd — foként penészes romlasbol eredeztethetd —
veszteségek mértéke 10-40%-ig terjedhet (WORLD RESOURCES, 1998). A termények
penészesedését fungicidek alkalmazasaval gatoljak, illetve elézik meg. A vegyszerek kivaltasa,
mennyiségiik csokkentése érdekében egyre nagyobb hangsulyt fektetnek a biologiai védekezésre
(WILSON ¢és WISNIEWSKI, 1989). A bioldgiai védekezéssel kapcsolatos kutatasoknak allando
része az Ujabb ¢és Ujabb antagonista mikroorganizmusok kivalasztasa. A szakirodalomban leirt
(2.6.1 fejezetben 0sszefoglalt) izolalasi €s screenelési mdodok altalaban egy adott terményhez €s
annak mikrobiotdjahoz kotédnek. Emellett azonban eldzetes informéaciot is adnak az antagonista
szervezet hatékonysagarol. Az altalam alkalmazott screenelesi eljaras elénye, hogy egyszerd,
gyorsan kivitelezhetd in vitro modszer: az élesztdgomba vonaltenyészete koril kialakuld gatlasi
zona alapjan sikeresen valasztottam ki penészt gatld élesztdgomba torzset €s izolatumot. A
gatlasi zona utalhat a gatlas hatdsmechanizmusara: antibiotikus anyag képzésére, vagy az
¢lesztdgomba gyors metabolizmusa ¢&s szaporodasa kovetkeztében kialakuld tapanyag
elszegényedésére a tenyészet kdrnyezetében (LIMA et al., 1997). A kiilonb6z6 élesztégombak
gatlasi hatékonysaganak vizsgalati eredményeit figyelembe véve ez a screenelési modszer nem
szolgaltat egyértelmii informaciot az antagonista szervezet hatékonysdgara nézve. Almarol
izolalt és torzsgyijteménybdl szarmazd Metschnikowia pulcherrima Osszehasonlitasa esetén a
screenelési eljaras sszhangban volt a hatékonysag vizsgalattal: az almarol izolalt térzs, melynek
vonaltenyészete koriil gatlasi zona volt, joval erdsebb gatld hatast fejtett ki a hatékonysag
vizsgalata soran, mint a torzsgyljteménybdl szdrmazod torzs, melynek tenyészetét a penész
benétte (19. tablazat, 2/a melléklet). Ezzel szemben azon Kluyveromyces lactis torzsek kozott,
melyek a screenelés soran eltérd hatast mutattak, nem volt szignifikans kiilonbség a hatékonysag
tekintetében (19. tablazat, 2/a melléklet, 5. melléklet).

Az élesztétdrzsek antagonista hatékonysiaganak BJORNBERG és SCHNURER (1993)
modszerével torténd vizsgalata soran megfigyelheté volt a kiillonbozé vizsgalati tényezok,
koriilmények — penésztorzs, antagonista élesztd szuszpenzidé koncentracid, taptalaj, tarolasi
hémérséklet — befolyasa. A két Penicillium expansum torzs ¢élesztogombaval szembeni
érzékenysége jelentds mértékben kiillonbozott (10. abra), ezért érdemesnek tartanam a két
penésztorzs kozotti kiilonbség genetikai hatterének kutatasat, mert ez lehetdséget adhat a
penészgomba és az antagonista mikroorganizmus kozotti kdlcsonhatds mélyrehatobb ismeretére.
Az ¢élesztotorzsek gatld hatékonysaga és az alkalmazott sejtstiriség, illetve tarolasi hdmérséklet
kozott szoros Osszefliggést figyeltem meg (20. és 21. tablazat). MCLAUGHLIN és munkatarsai

srcr
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¢lesztdé szuszpenzidt alkalmazva ndvekvd mértékli gatlast tapasztaltam. A kisebb tarolasi
hémérseklet és az antagonista élesztok egyiittes alkalmazasa additiv hatast eredményezett, ami

dsszhangban van BIORNBERG és SCHNURER (1993) megfigyelésével.

A kiilonb6z6 kutatasok alapjan biologiai védekezésre alkalmasnak bizonyuld élesztogombakkal
torténd Osszehasonlitd vizsgalatok szerint megallapithato, hogy a Kluyveromyces lactis vizsgalt
torzsei is lehetséges biokontroll szervezetek (14. és 15. abra). Az altalam vizsgalt Kluyveromyces
lactis torzsek alapvetden nem zdldségrol, gyiimolesrdl vagy egyéb terményrdl szarmaznak —
amilyen probalkozast az altalam feldolgozott szakirodalom nem tartalmaz — ezért lehetséges,
hogy alkalmazisuk nemcsak egy terményre, foldrajzi teriiletre korlatozodik, hanem annal

nagyobb hataskortivé valhat.

A Kluyveromyces lactis Y00260 torzs gatld hatdasmechanizmusat vizsgalva nem tapasztaltam
killertoxin képzést. Az agarlyuk diffuzios vizsgalat, mely soran az élesztd sejtmentes sziirletében
esetlegesen jelenlevd antibiotikus anyagok hatdsat vizsgaltam, nem utalt antibidzisra, mivel az
egyik penésztorzs (FO0601) esetében tapasztalt enyhe gatlas nem fokozodott a koncentralt
sejtmentes sziirlet alkalmazasa esetén. Hasonld kisérletekben CASTORIA ¢és munkatarsai
(2001), illetve FAN ¢s TIAN (2001) sem tudtak kimutatni Aerobasidium pullulans, illetve
Cryptococcus albidus sejtmentes feliiluszojanak penészgatld hatasat, melyek alapjan arra a
kovetkeztetésre jutottak, hogy az emlitett élesztégombak nem termelnek antibiotikumot.

A szakirodalomban (MCLAUGHLIN et al, 1990; PIANO et al.,, 1997) tapasztaltakhoz
hasonléan a tapanyagért vald versengésre csak kozvetett uton tudok kdvetkeztetni. Egyrészt,
novekvd sejtsiiriségli  élesztd szuszpenziot alkalmazva nétt a  Kluyveromyces lactis
hatékonysaga, masrészt a két kiillonbozd Osszetételii tapkozegen eltérd gatlas volt tapasztalhatod
(3. melléklet). A tapkdzegekben jelenlevd kiilonbozo tapanyagforrasok nem befolyasoltak az
¢lesztOszaporodast (23. 4bra), azonban egyes Osszetevok — melyeknek pontos meghatarozasa
tovabbi kutatasokat igényel — sziik keresztmetszetet jelenthetnek a penészgombdk szdmara. A
burgonya-dextroz tapkodzeg valamely komponensének fogyasa szoritja vissza valdsziniileg a
Penicillium expansum ndvekedést, mivel nemcsak a kontroll telepatmérdk atlaga, hanem az
¢lesztdgombakkal elért gatlas mértéke is nagyobb volt PDA tapkdzegen, mint a malata kivonatot
tartalmazo tapkozegen (14. és 15. abra). SPADARO ¢és munkatarsai (2002) Metschnikowia
pulcherrima izolatumok antagonista hatasat vizsgaltak hatféle tapkdzegen, és arra a
kovetkeztetésre jutottak, hogy a kiilonb6z6 tapanyagforrasok nemcsak a romlast okozé penész €s

az antagonista ¢éleszté kozotti versengésre vannak hatdssal, hanem az egyes szervezetek
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anyagcseréjére is befolyassal vannak. Igy lehetséges, hogy az adott élesztdizolatum bizonyos
tapanyagforrasok jelenlétében a penésszel szemben toxikus anyagokat képez.

Az illékony komponensek gatldé hatdsanak vizsgalata egyértelmiien bizonyitja, hogy a
Kluyveromyces lactis altal termelt gaznemii anyag (izoamil-alkohol, izovajsav, izovaleriansav,
fenilizobutirat, valamint etilacetat) szintén oka a gatlasnak. Az egyes komponensekkel kiilon-
kiilon elvégzett vizsgalatokat (20. abra) hasonlitva a Kluyveromyces lactis torzsekkel végzett —
illékony komponensek hatasara vonatkoz6 — vizsgalatokkal (17., 18. abra), megallapithato, hogy
az ¢lesztOk anyagcseréje kovetkeztében kisebb mennyiségben ugyan, de allanddan jelenlévo
komponensek egylittesen kifejtett hatdsa nagyobb mértékii, mint egy-egy komponens egyszeri,
nagyobb mennyiségben torténd adagolasa révén bekovetkezett gatlas. Ezeknek az illékony
anyagoknak nagy koncentracioban valé 6nallo alkalmazasat akadalyozza az is, hogy legtobbjiik
igen kellemetlen szagi. A mikroorganizmusok metabolizmusa kovetkeztében zart térben
kialakulo légosszetétel valtozas — oxigén tartalom csokkenés €s széndioxid tartalom ndvekedés —
onmagaban nem fejt ki olyan mértékii gatlast, melyet ezekben a kisérletekben tapasztaltam,
azonban hozzajarulhat az illékony komponensek hatasdhoz. Az illékony komponensek
gatlohatasara vonatkozd eredményeimet tamasztja ala, hogy DRUVEFORS (2004) is
megfigyelte az élesztd altal termelt etilacetat penészgatld hatasat Pichia anomala-val végzett
kisérletei soran.

Antagonista ¢lesztok modositott 1égtérrel (26. abra), illetve kisebb hdmérsékleten val6 tarolassal
(27. abra) kombinalt alkalmazasa nemcsak a szakirodalombol ismert biokontroll élesztdk, hanem
Kluyveromyces lactis esetében is novelte a penésznovekedés gatlast. USALL és munkatarsai
(2000) is beszamolnak arrdl, hogy az altaluk alkalmazott Candida sake, alma szabalyozott
légter(i tarolasa soran, fokozott mértékben gatolta a Penicillium expansum okozta romlast. A
Kluyveromyces lactis esetében az 5°C-os tarolas soran fellépd additiv hatds hidnya azonban nem
elonyos az élesztd gyakorlati alkalmazédsa szempontjabol. Ez a tény arra is felhivja a figyelmet,
hogy mar screenelés soran is érdemes az ipari gyakorlat fobb tényezodit szem el6tt tartani (pl.
screenelést kis hdmérsékleten is elvégezni, vagy kis hdmérsékleten tarolt almarol antagonista
mikroorganizmust izolalni).

Az illékony komponensekkel elvégzett vizsgalatok-, valamint a kombinalt kezelések kisérleti
eredményei felvetik azt a lehetdséget, hogy a Kluyveromyces lactis bioldgiai védekezésre szant
alkalmazasa modositott atmoszféraju csomagolasban fejtheti ki hatasat a leghatékonyabb modon,
tekintve, hogy ott viszonylag kis légtérben az illékony komponensek megfeleld koncentracidban
vannak jelen, illetve a normal 1égosszetételhez képest nagyobb széndioxid- és kisebb oxigén

koncentracio és az élesztd gatlod tevékenysége additiv hatast eredményez.
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A kiilonboz6 fajtaji — nyari, illetve tarolasra szant — almakon végzett vizsgalatok ugyan nem
voltak Osszhangban, az a tény azonban, hogy a Kluyveromyces lactis toérzs a tarolt alman
mutatott gatlo hatast, tovabb erdsiti annak gyakorlati alkalmazhatosagat. Ezt tdmasztja ala az is,
hogy az almardl izolalt Metschnikowia pulcherrima torzs is hasonld gatldo hatékonysagot
mutatott ugyanazon koriilmények kozott. A késdbbiekben fontosnak tartanam az olyan jellegii
vizsgalatok elvégzését, melyek jobban modellezik a gyakorlati alkalmazast: az alkalmazott
¢lesztdgomba védo hatasat ne csak mesterségesen ejtett sebekben, hanem az alma egész feliiletén
kisérjék figyelemmel.

Az almas tapkozegen nyert biztatd eredmények (28. dbra) nem tiikrozték teljes mértékben az
alman kialakul6 enyhébb gatld hatast (30. abra), melynek oka az almalé és a vizsgalt alma eltérd
Osszetételében (pl. savtartalom, cukortartalom) kereshet6. Mindemellett fontosnak tartom olyan
modell tapkdzegek alkalmazasat is, melyek minél inkabb megkozelitik a vizsgalt gytimdlcs, vagy
zoldség Osszetételét, hiszen ezeken hitelesebb elorejelzéseket szerezhetiink az antagonista
szervezet és a penészgomba terményen kialakulé egymasra hatdsarol, mint a mesterséges
tapkozegeken.

Antagonista ¢élesztdgombak Penicillium expansum patulin termelésére kifejtett hatasaval
kapcsolatos elSkisérletek biztatd eredményekkel szolgaltak (25. abra). Elelmiszer-biztonsagi, de
alapkutatasi célbol is érdemesnek tartandm ennek a kdlcsonhatasnak tovabbi vizsgalatat.
Gyiimolcsok és zoldségek tarolasa soran felmeriild biologiai védekezéssel kapcsolatos
munkakban egyeldre ritkdn fordulnak el olyan vizsgalatok, melyek az antagonista szervezet, a
penészgomba, vagy a kettd kozott kialakuld kolcsonhatds hatasmechanizmusanak genetikai
hatterét is figyelembe vennék. A biokontroll szervezetek molekularis technikakkal torténd jobb
megismerése, a gyakorlati alkalmazhatosaganak kiterjesztése, valamint az esetleges genetikai
beavatkozassal megndvelt hatékonysag végett véleményem szerint az ilyen irdnyt kutatdsoknak

nagy jovoje van.
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I.

6. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

A szakirodalomban elsénként vizsgaltam olyan élesztégomba penészgombdra kifejtett
antagonista hatasat, mely nem a gylimolcsokre, zoldségekre jellemzd mikrobiota tagja. Az
altalam alkalmazott Kluyveromyces lactis €leszt0 az elvégzett in vitro és a gyakorlati életet
modellezd koriilmények (alméan, kombinalt kezelés soran) kozotti dsszehasonlitds alapjan

potencialis védo (biokontroll) mikroorganizmusnak tekintheto.

Megallapitottam, hogy a Kluyveromyces lactis éltal kifejtett gatlas hatasmechanizmuséaban, a
tapanyagért valo versengés mellett kiemelkedd szerepe van az é€lesztdgomba altal termelt

illékony komponenseknek és széndioxidnak.

A kisérleti eredmények alapjan a Kluyveromyces lactis és Metschnikowia pulcherrima
¢élesztdgombaknak a Penicillium expansum patulin termelésére kifejtett hatasat figyelembe
véve, az antagonista ¢lesztok nem csupan a gazdasagi veszteségek csokkentése, hanem az

¢lelmiszer-biztonsag szempontjabol is jelentds szerepet jatszhatnak.
Megallapitottam, hogy az almardl szdrmazoé hatékony élesztdizolatumok Metschnikowia

pulcherrima torzsek. Az altalam kivalasztott izoldtum szintén hatékony volt a vizsgalt

penésztorzsekkel szemben — gatlohatasa nagyobb volt, mint a térzsgytijteményi izolatumnak.
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7. OSSZEFOGLALAS

Gyiimolesok és zoldségek penészes megbetegedés eredetli romlasa, illetve fert6zottsége
vilagszerte komoly veszteséget okoz a tdrolds soran, melynek mind gazdasagi, mind
¢lelmiszerbiztonsagi szempontbdl nagy jelentsége van.

Az elmult idészakban egyre inkdbb olyan mindség megorzésre iranyuld eljarasokra (pl.
hiitétarolds, betdrolas eldtti hokezelés, szabalyozott 1égterti tarolas, ndvénynemesités) iranyul a
figyelem, melyek lehetové teszik a vegyszeres (fungicid) kezelések melldzését, vagy csokkentett
mértékil alkalmazasat a tarolas soran. Ezen eljarasok egyike a biologiai védekezés — penészekkel
szemben gatld hatast kifejté mikroorganizmusok alkalmazasa — mely hazankban a termények
tarolasa teriiletén még kutatasi szinten sem nagyon ismert.

Allandé torekvés ujabb és ujabb antagonista mikroorganizmusok kivalasztasa, gatlo
hatasmechanizmusuk megismerése, és gyakorlati hasznalatra valo alkalmassaguk vizsgalata. A
munka célja is ezzel van 6sszhangban: Penicillium expansum-ot gatlo élesztégomba kivalasztasa,
¢s kortiltekintd vizsgalata.

nem jellemz6 Kluyveromyces lactis-t, valamint egy almarol izolalt Metschnikowia pulcherrima-
ként azonositott torzset. Mivel ez utdbbi fajnak a biologiai védekezés teriiletén nagy irodalma
van, a késébbiekben 6sszehasonlité vizsgalatoknal kertilt a figyelem eléterébe. A Kluyveromyces
lactis faj néhany torzsének gatlo hatasat a szakirodalomban bioldgiai védekezésre alkalmasnak
itélt élesztégombak hatékonysagaval in vitro és — laboratoriumi koriilmények kozott — alman
Osszevetve ez az ¢élesztdgomba potencialis biokontroll szervezetek kozé sorolhatd. Ezt
tamasztjak ald a hatdsmechanizmus megismerésére iranyuld vizsgalatok, mely soran nem
talaltam egyértelmi bizonyitékot antibidzisra. A gatlasban nagy szerepe van az élesztdgomba
altal termelt illékony komponenseknek (izovajsav, izovaleriansav, fenil-izobutirat). A kombinalt
kezelések soran tapasztalt additiv hatas is a gyakorlati megvalosithatosagot segiti elo.
Penicillium expansum ¢és antagonista élesztok (Kluyveromyces lactis, illetve Metschnikowia
pulcherrima) kevert tenyészetében a kontrollhoz képest kisebb patulin mennyiség hivja fel a
figyelmet arra, hogy a biokontroll élesztok alkalmazdsa nemcsak gazdasagi megfontolasbol,
hanem ¢lelmiszerbiztonsagi szempontbol is hasznosak lehetnek.

A munka folytatasaként fontosnak tartom a gatlé hatdsmechanizmus tovabbi vizsgalatat, a gatlas
genetikai hatterének megismerését. A gyakorlati alkalmazas szempontjabol sziikségesek még az
ipari alkalmazast jobban modellezd kisérletek: pl. modositott atmoszférds csomagolas,

antagonista alkalmazasa a gylimolcs egész feliiletén, féliizemi kisérletek.
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SUMMARY

Due to spoilage and contamination caused by molds on fruits and vegetables during postharvest
storage high economic losses appear all over the world, but also safety aspects have to be
considered.

More and more technologies — such as cooling, heat treatment before storage, controlled
atmosphere storage etc. — are investigated and applied in recent years in order to keep better
quality of fruit and vegetables with omission or reduced use of chemicals during storage.
Biological control — using antagonistic microorgansims for inhibition of plant pathogenic molds
— is one of the newer methods. Despite promising results in research and succesful application in
some countries biocontrol in fruit and vegetable storage is not well known even at scientific level
in Hungary.

Isolating newer and newer biocontrol agents, achieving more knowledge about the mode of
action, enhancing their efficiency, investigating their capability for practical application is
permanently in focus of researchers. The aim of this work is linked to this trend: screening and
investigating antagonistic yeast — not applied up to the present — for inhibition of Penicillium
expansum.

Two yeasts have been selected as a result of the in vitro screening: Kluyveromyces lactis — a
yeast not member of the usual microbiota of apple; and an isolate originating from apple
identified as Metschnikowia pulcherrima. Regarding the numerous publications connected with
biocontrol activity and mode of action of Metschnikowia pulcherrima the isolate from apple was
used for comparison. Kluyveromyces lactis can be determined as a potential biocontrol agent on
the basis of comparison of the inhibitory effect of some strains of this yeast with biocontrol
yeasts in vitro and — under laboratory conditions — on apple. According to investigations on
mechanism of action no proof on antibiotic production was found. Production of volatile
compounds (iso-valeric acid, iso-butyric acid and fenil-iso-butyrate) play important role in
inhibition of mold growth. Applying Kluyveromyces lactis in combination with other treatments
additive effect was achieved that also contributes to the succesful application in future.

The quantity of patulin was ten times less in mixed cultures of Penicillium expansum and
antagonistic yeasts (Kluyveromyces lactis or Metschnikowia pulcherrima) than in control
samples, refering to the advantages of application of biocontrol yeast not only from economical
point of view but in terms of food safety as well.

Getting more knowledge about mode of action, and about the genetic background of the
inhibitions are the main goals in the future. It would be also important to carry out experiments —
such as modified atmosphere storage, application antagonists on the whole surface of the fruit —

for modelling practice in a proper way.
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2. MELLEKLET — ELESZT® IZOLATUMOK ES P. EXPANSUM KOLCSONHATASA

a) torzsgyljteménybdl szarmazd izolatumok

7]
E _ Penicillium expansum az adott éleszt6torzs vonaltenyészetét
= ]
2 | T
g & benovi szorosan koriilnovi
A =
Cryptococcus laurentii Pichia membranaefaciens
Yo 1321 Torulaspora delbrueckii
— Saccharomyces exigenus 1033 T Schizosaccharomyces pombe
po Kloeckera apiculata Y00936 Candida inconspicua CBS 180
2 Dekkera bruxelliensis 1007 Candida magnoliae CBS 4239
= Saccharomyces cerevisiae Yarrowia lipolytica CBS 6124
§ O | Sporobolomyces roseus Y00693 Candida zeylanoides CBS 619
< = Saccharomyces diastaticus Kluyveromyces lactis Y0241
S Kluyveromyces marxianus Y1070 Kluyveromyces lactis Y01080
% Metschnikowia pulcherrima Y00681
. Cryptococcus albidus Yo 1320
R Rhodotorula rubra

b) almardl izolalt élesztd csoportok besorolasa

E Penicillium expansum az adott éleszt6torzs/izolatum
2 = vonaltenyészetét
N —
@ <
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¢) aszuszemrodl szarmazo izolatumok

E Penicillium expansum az adott éleszt6torzs/izolatum
2 = vonaltenyészetét
N o
@ <
L a
g ‘= benovi szorosan koriilnovi
A | =
A257S; A17LM; A3LZS; A24LZS; A9M; ASLM; A1LM; A2M; A6LM;
&) A26ZS; ABLMZS; A4LZS; A2S; ATLM; A16M; A19; A18LM
2 |3 |AzsiAlL
2 -
5§
S
% 8 A25ZS; A17LM; A3LZS; A24LZS; A9M; ASLM; A1LM; A2M; A6LM;
“f = < A26ZS; ABLMZS; A4LZS; A2S; ATLM; A16M
A E A277ZS; A11L; A19; A18LM

d) tokaji borbol szarmazé izolatumok

Penésztorzs

Taptalaj

Penicillium expansum az adott éleszt6torzs/izolatum
vonaltenyészetét

benovi

szorosan koriilnovi

P. expansum

F00811

PDA

MG

1/0/16; 1/3/1; 1/3/C; 1/2/D; 1/0/A; 1/2/3;
1/1/D

1/1/10; 1/2/C; 1/1/A; 1/0/D; 1/1/C;
1/2/16; 1/1/11; 1/2/F; 1/2/E; 1/1/B; 1/2/B;
1/3/3; 1/3/A; 1/0/B; 1/0/C; I/O/E; 1/0/F;
1/2/2; 1/2/18; 1/3/6; 1/3/7; 1/3/B

1/0/16; 1/1/10; 1/2/C; 1/1/A; 1/0/D;;
I/1/C; 1/2/16; 1/1/11; I/3/C; 1/2/F; I/2/E;
1/2/D; 1/1/B; 1/2/B; 1/1/D; 1/3/3; 1/3/ A,
1/0/C

1/0/A; 1/0/B; 1/0/E; I/0/F; 1/2/2;
1/2/3;1/2/18; 1/3/1; 1/3/6; 1/3/7; 1/3/B

P. expansum

F00601

MG

1/0/16; 1/1/10; 1/2/C; 1/1/A; 1/0/D;
I/1/C; 1/2/16; 1/1/11; 1/3/C; 1/2/F; 1/2/E;
1/2/D; 1/1/B; 1/2/B; 1/1/D; 1/3/3; 1/3/ A,
1/0/A; 1/0/B; 1/0/C; 1/0/E; 1/0/F; 1/2/2;
1/2/3;1/2/18; 1/3/1; 1/3/6; 1/3/7; 1/3/B

PDA

1/0/16; 1/1/10; 1/2/C; 1/1/A; 1/0/D;;
I/1/C; 1/2/16; 1/1/11; 1/3/C; 1/2/F; 1/2/E;
1/2/D; 1/1/B; 1/2/B; 1/1/D; 1/3/3; 1/3/ A,
1/0/A; 1/0/B; 1/0/C; 1/0/E; 1/0/F; 1/2/2;
1/2/3;1/2/18; 1/3/1; 1/3/6; 1/3/7; 1/3/B
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Eleszt6torzsek gatlé hatasa (%) Penicillium expansum torzsek szubsztrat és 1éghifa képzé részére a hdmérséklet, tapkozeg és alkalmazott éleszto

koncentraci6 fliggvényében. (25°C-on mért kontroll penésztelep atmérokhoz viszonyitva)

F811/MG |P.exp| M. pulcherrima- | P. exp P. exp . P. exp . P.exp| M. pulcherrima -
kont torzsgyiijteményi kont Sp. roseus kont Pich. anomala kont KL lactis kont almardl izolalt
10° | 10° | 10’ 10°  10° | 10’ 10° | 10° | 10’ 10° | 10° 10 10° | 10° | 10’
25°C 0 16 4 40 0 33 51 27 0 -12 12 70 0 1 -24 -19 0 42 65 100
15°C -4 1 -4 13 -4 32 46 27 7 11 15 78 7 5 12 20 10 48 59 71
5°C 39 38 58 80 39 39 59 59 29 23 34 72 29 19 28 27 50 50 57 72
P.exp| M. pulcherrima- |P.exp P. exp . P. exp . P.exp| M. pulcherrima -
F811/PDA kont torzsgyilijteményi kont Sp. roseus kont Pich. anomala kont Kl lactis kont almarol izolalt
10° | 10° | 10’ 10°  10° | 10’ 10° | 10° | 10’ 10° | 10° 10’ 10° | 10° | 10’
25°C 0 26 30 37 0 18 53 67 0 -20 22 66 0 5 4 64 0 71 71 87
15°C -6 -4 26 5 -6 13 42 63 -5 3 21 79 -5 6 22 61 11 61 70 76
5°C 30 35 64 84 30 35 65 79 20 9 29 77 20 5 11 58 53 57 71 84
P.exp| M. pulcherrima- |P.exp P. exp . P. exp . P.exp| M. pulcherrima -
F601I/MG kont torzsgyilijteményi kont Sp. roseus kont Pich. anomala kont Kl lactis kont almarol izolalt
10° | 10° | 10’ 10°  10° | 10’ 10° | 10° | 10’ 10° | 10° 10 10° | 10° | 10’
25°C 0 64 54 72 0 80 82 83 0 38 49 86 0 38 41 72 0 57 100 | 100
15°C 25 70 70 85 25 82 82 84 50 61 80 88 43 50 64 84 32 67 77 100
5°C 74 81 84 100 74 78 86 85 66 71 80 87 65 71 68 79 82 81 80 100
P.exp| M. pulcherrima- |P.exp P. exp . P. exp . P.exp| M. pulcherrima -
F601/PDA kont torzsgyilijteményi kont Sp. roseus kont Pich. anomala kont Kl lactis kont almarol izolalt
10° | 10° | 10’ 10°  10° | 10’ 10° | 10° | 10’ 10° | 10° 10’ 10° | 10° | 10’
25°C 0 54 42 54 0 76 85 81 0 53 85 85 0 54 67 69 0 83 100 | 100
15°C 17 76 58 76 17 78 85 83 48 67 86 87 38 52 69 90 18 79 89 100
5°C 68 85 88 100 68 82 86 87 62 73 87 88 58 71 77 86 82 86 89 100
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ElesztStorzsek gatlé hatasa (%) Penicillium expansum torzsek konidium képzo részére a hémérséklet, tapkozeg és alkalmazott élesztd koncentracio
fiiggvényében. (25°C-on mért kontroll penésztelep atmérékhoz viszonyitva)

P. ex M. pulcherrima - P. ex; P. ex . P. ex . P. ex M. pulcherrima -
F8IIMG kon:) tiirzigyﬁjteményi konfJ Sp. roseus kon:J Pich. anomala kon:J Kl lactis konfJ alﬁlér(’)l izolalt
10° | 10° | 10 100 10° | 10 10° | 10° | 10 10° | 100 10 10° | 10° | 10
25°C 0 16 36 40 0 55 51 75 0 60 69 70 0 50 34 34 0 61 100 100
15°C 7 55 38 39 7 52 72 74 7 51 75 78 7 44 46 50 17 59 100 100
5°C 80 74 73 80 80 76 80 80 63 54 65 74 63 57 68 77 100 100 100 100
P. ex; M. pulcherrima - P. ex; P. ex . P. ex . P. ex M. pulcherrima -
F6OUMG kon:) tiirzigyﬁjteményi konfJ Sp. roseus kon:J Pich. anomala kon:J Kl lactis konfJ alﬁlér(’)l izolalt
10° [ 10° | 107 10° | 10° | 10’ 10° | 10° | 10 10° | 100 10 10° | 10° | 10
25°C 0 80 82 72 0 80 100 100 0 64 82 86 0 73 83 100 0 64 100 100
15°C 34 83 86 100 34 82 100 100 53 73 83 87 47 67 85 100 42 75 100 100
5°C 83 100 100 100 83 100 100 100 80 79 81 100 80 100 100 100 100 100 100 100
F811/PDA | P. ex M. pulcherrima - | P. ex; P. ex; . P. ex; . P. ex; M. pulcherrima -
konf tﬁer;gyﬁjteményi konf Sp. roseus konf, Pich. anomala konf, KL lactis konf alf:lér()l izolalt
10° | 10° | 10 100 10° | 10 10° | 10° | 10 10° | 10° 10 10° | 10° | 10
25°C 0 52 70 63 0 18 53 67 0 55 69 65 0 52 65 68 0 77 100 100
15°C -6 60 76 34 -6 13 42 63 -5 51 79 79 -5 46 55 77 -7 66 83 100
5°C 81 80 81 84 81 79 79 100 57 46 65 82 57 45 50 100 100 100 100 100
P. ex M. pulcherrima - P. ex P. ex . P. ex . P. ex M. pulcherrima -
F601/PDA konf tiier;gyﬁjteményi konf Sp. roseus konf Pich. anomala konf KL lactis konf aliér(’)l izolalt
10° | 10° | 10’ 10° | 10° | 10’ 100 | 10° | 10 100 | 100 10 10° | 10° | 10
25°C 0 86 86 54 0 80 85 100 0 73 85 85 0 71 83 69 0 100 100 100
15°C 24 85 85 100 24 83 85 100 55 74 89 87 42 69 76 100 38 81 100 100
5°C 76 100 100 100 76 100 100 100 83 83 87 100 81 80 100 100 100 100 100 100




4. MELLEKLET — GATLAS ABSZOLUT ERTEKE

25°C-on mért kontroll penésztelep atmérdkhdz viszonyitott 10%-nyi gatlas megfelel:

Penésztorzs| FO00811 F00601
Tapkozeg
MG 3-4 mm 4-5 mm
PDA 3-4 mm 5-6 mm
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5. MELLEKLET — STATISZTIKAI ERTEKELES TABLAZATAI

Kluyveromyces lactis (NCAIM Y00260, YO01080 és Y0258) torzsek Penicillium expansum
NCAIM F00811 torzsre kifejtett gatld hatdsanak Osszehasonlitisa négytényezos
varianciaanalizissel, Scheffe proba szerint.

Gatlo hatas o6sszehasonlitasa 25°C-on

Egytényezds varianciaanalizis (6-6 parhuzamos adattal szamolva):

One-Way Analysis of Variance

Data: KITENY25.atm

Level codes: KITENY25.kod

Labels:

Means plot: Scheffe Confidence level: 95 Range test: Scheffe

Analysis of variance

Source of variation Sum of Squares d.f. Mean square F-ratio Sig. level

Between groups 76164.593 113 674.02295 203.829 .0000
Within groups 1759.217 532 3.30680
Total (corrected) 77923.810 645

176 missing value (s) have been excluded.

Harmonikus atlag és maradék szoras:
h=5,538
mar. szoras = 0,597

Négytényez0s varianciaanalizis (a parhuzamosok atlagértékével szamolva):

Analysis of Variance for K4TENY25.atlag atm - Type III Sums of Squares

Source of variation Sum of Squares d.f. Mean square F-ratio Sig. level

MAIN EFFECTS

A:K4TENY25.taptalaj 432.865 1 432.8645
B:K4TENY25.eleszto 4.683 2 2.3417
C:K4TENY25. konc 3511.403 6 585.2339
D:K4TENY25.1ido 10476.430 2 5238.2152
INTERACTIONS

AB 155.98754 2 77.993772
AC 329.22433 6 54.870722
AD 48.48776 2 24.243882
BC 187.15227 12 15.596022
BD 17.91262 4 4.478154
CD 383.94179 12 31.995149
ABC 160.86922 12 13.405769
ABD 69.15337 4 17.288342
ACD 168.67454 12 14.056211
BCD 189.36204 24 7.890085
ABCD 58.77300 24 2.448875
RESIDUAL .00000E0000 0 .00000E000O0
TOTAL (CORRECTED) 16194.920 125

0 missing values have been excluded.
All F-ratios are based on the residual mean square error.
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Table of Least Squares Means for KATENY25.atlag atm

95 Percent Confidence

Level Count Average Stnd. Error for mean
GRAND MEAN 126 20.726825 .00000E0000 20.726825 20.726825
A:K4TENY25.taptalaj
1 63 22.580317 .00000E0000 22.580317 22.580317
2 63 18.873333 .00000E0000 18.873333 18.873333
B:K4TENY25.eleszto
1 42 20.896429 .00000E0000 20.896429 20.896429
2 42 20.826905 .00000E0000 20.826905 20.826905
3 42 20.457143 .00000E0000 20.457143 20.457143

C:K4TENY25.konc
1 18 26.899444 .00000E0000 26.899444 26.899444
2 18 25.832778 .00000E0000 25.832778 25.832778
3 18 23.833889 .00000E0000 23.833889 23.833889
4 18 23.197778 .00000E0000 23.197778 23.197778
5 18 18.539444 .00000E0000 18.539444 18.539444
6 18 14.568889 .00000E0000 14.568889 14.568889

Szignifikans differencia Scheffe szerint:

LSDse, =0,4144

Gatlo hatas 6sszehasonlitasa 15°C-on

Egytényezds varianciaanalizis (6-6 parhuzamos adattal szamolva):
One-Way Analysis of Variance

Data: KITENY15.atm
Level codes: KITENY15.kod
Labels:

Means plot: Scheffe Confidence level: 95 Range test: Scheffe

Analysis of variance

Source of variation Sum of Squares d.f. Mean square F-ratio Sig. level

Between groups 52657.760 100 526.57760 304.515 .0000
Within groups 830.033 480 1.72924
Total (corrected) 53487.793 580

196 missing value(s) have been excluded.

Harmonikus atlag és maradék szoras:
h=5,683
mar. szoras = 0,304
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NégytényezOs varianciaanalizis (a parhuzamosok atlagértékével szamolva):

Analysis of Variance for K4TENYl5.atlag atm - Type III Sums of Squares

Source of variation Sum of Squares d.f. Mean square F-ratio Sig. level

MAIN EFFECTS

A:KATENY15.taptalaj 214.868 1 214.8683
B:K4TENY15.eleszto 54.688 2 27.3439
C:K4TENY15.konc 2615.243 6 435.8739
D:K4TENY15.ido 10939.916 2 5469.9581
INTERACTIONS

AB 8.60639 2 4.303196
AC 256.11029 6 42.685048
AD 19.61479 2 9.807394
BC 75.54116 12 6.295096
BD 67.79578 4 16.948945
CD 325.64944 12 27.137453
ABC 92.65584 12 7.721320
ABD 13.82352 4 3.455879
ACD 156.20588 12 13.017157
BCD 48.49646 24 2.020686
ABCD 60.20795 24 2.508665
RESIDUAL .00000E0000 0 .00000E0000
TOTAL (CORRECTED) 14949.423 125

42 missing values have been excluded.
All F-ratios are based on the residual mean square error.

Table of Least Squares Means for KA4TENYl5.atlag atm

95 Percent Confidence

Level Count Average Stnd. Error for mean
GRAND MEAN 126 17.270952 .00000E0000 17.270952 17.270952
A:K4TENY15.taptalaj
1 63 18.576825 .00000E0000 18.576825 18.576825
2 63 15.965079 .00000E0000 15.965079 15.965079
B:K4TENY1l5.eleszto
2 42 16.570238 .00000E0000 16.570238 16.570238
3 42 18.153095 .00000E0000 18.153095 18.153095
4 42 17.089524 .00000E0000 17.089524 17.089524
C:K4TENY15. konc
1 18 21.804444 .00000E0000 21.804444 21.804444
2 18 22.576111 .00000E0000 22.576111 22.576111
3 18 18.981111 .00000E0000 18.981111 18.981111
4 18 18.713333 .00000E0000 18.713333 18.713333
5 18 17.591667 .00000E0000 17.591667 17.591667
6 18 11.815556 .00000E0000 11.815556 11.815556

Szignifikans differencia Scheffe szerint:
LSDsy, = 0,296
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Gatlé hatas osszehasonlitasa 5°C-on:

Egytényez6s varianciaanalizis (6-6 parhuzamos adattal szamolva):

One-Way Analysis of Variance

Data: KITENY5.atm
Level codes: KITENY5.kod

Labels:

Means plot: Scheffe Confidence level: 95 Range test: Scheffe

Analysis of variance

Source of variation Sum of Squares d.f. Mean square F-ratio Sig. level

Between groups 32611.266 75 434.81688 279.659 .0000
Within groups 555.067 357 1.55481
Total (corrected) 33166.333 432

139 missing value(s) have been excluded.

Harmonikus atlag és maradék szoras:
h=5,378
mar. szoras = 0,289

NégytényezOs varianciaanalizis (a parhuzamosok atlagértékével szamolva):

Analysis of Variance for K4TENY5.atl atm - Type III Sums of Squares

Source of variation Sum of Squares d.f. Mean square F-ratio Sig. level

MAIN EFFECTS

A:KATENY5. taptalaj 5.0323 1 5.0323
B:K4TENY5.eleszto 11.5530 2 5.7765
C:K4TENY5. konc 2090.0484 6 348.3414
D:K4TENY5.ido 4487.1705 1 4487.1705
INTERACTIONS

AB 7.76182 2 3.880908
AC 531.93573 6 88.655955
AD 6.41867 1 6.418671
BC 78.56679 12 6.547233
BD 3.09780 2 1.548901
CD 165.38008 6 27.563347
ABC 34.86355 12 2.905296
ABD 6.92055 2 3.460275
ACD 115.58970 6 19.264949
BCD 40.65340 12 3.387783
ABCD 30.31778 12 2.526482
RESIDUAL .00000E0000 0 00000E0000
TOTAL (CORRECTED) 7615.3101 83

28 missing values have been excluded.
All F-ratios are based on the residual mean square error.
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Table of Least Squares Means for KA4ATENYS5.atl atm

95 Percent Confidence

Level Count Average Stnd. Error for mean
GRAND MEAN 84 16.634762 .00000E0000 16.634762 16.634762
A:K4TENYS5. taptalaj
1 42 16.879524 .00000E0000 16.879524 16.879524
2 42 16.390000 .00000E0000 16.390000 16.390000
B:K4TENY5.eleszto
2 28 16.296786 .00000E0000 16.296786 16.296786
3 28 16.456429 .00000E0000 16.456429 16.456429
4 28 17.151071 .00000E0000 17.151071 17.151071

C:K4TENY5. konc
1 12 18.653333 .00000E0000 18.653333 18.653333
2 12 21.959167 .00000E0000 21.959167 21.959167
3 12 21.284167 .00000EQ000 21.284167 21.284167
4 12 18.665000 .00000E0000 18.665000 18.665000
5 12 16.559167 .00000E0000 16.559167 16.559167
6 12 12.722500 .00000E0000 12.722500 12.722500

Szignifikans differencia Scheffe szerint:
LSDso, = 0,358
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6. MELLEKLET — ELESZTOGOMBAK GATLO HATEKONYSAGA KEPEKBEN

Metschnikowia pulcherrima Y00681

P. expansum F00811

PDA

kontroll 10° sejt/ml 107 sejt/ml

P. expansum F00601

PDA

kontroll 10° sejt/ml 10° sejt/ml 107 sejt/ml
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Sporobolomyces roseus Y00693

P. expansum FO0811

kontroll 10° sejt/ml 10° sejt/ml 107 sejt/ml

P. expansum F00601

MG

PDA

kontroll 10° sejt/ml 10° sejt/ml 107 sejt/ml
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Pichia anomala J121

P. expansum F00811

kontroll 10° sejt/ml 10° sejt/ml 107 sejt/ml

P. expansum FO0601

MG

PDA

kontroll 10° sejt/ml 10° sejt/ml 107 sejt/ml

111



Kluyveromyces lactis Y 00260

P. expansum F00811

MG

PDA

kontroll 10° sejt/ml 10° sejt/ml 107 sejt/ml

P. expansum F00601

MG

PDA

kontroll 10° sejt/ml 10° sejt/ml 107 sejt/ml
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Koszonom két témavezetdémnek — Mohacsiné dr. Farkas Csillanak és Dr. Balla Csabanak — hogy
mind emberileg, mind szakmailag timogattak. A veliik valé megbeszélések iranyaddak voltak,
sokszor mutattak ra 0ijabb és Gjabb lehetdségekre munkdmmal kapcsolatban, lendiiletet és kedvet

adtak a folytatashoz.

Koszonet illeti a Mikrobiologia és Biotechnoldgia Tanszék, valamint a Hiitd- és Allatitermék
Technologia Tanszék munkatarsait, akik sokszor hasznos tanaccsal, oOtlettel lattak el, és akik

nagyban hozzajarultak kisérleteim elvégzéséhez.

Szeretnék koszonetet mondani a Kozponti Elelmiszer-tudomanyi Kutatointézetnek, ahol

lehetéségem nyilt arra, hogy az értekezést elkészitsem.

Dr. Lelik Laszlonak a Kozponti Laboratérium vezetdjének a gazkromatografias vizsgalatokban,
Horvath Orsolyanak a Konzervipari Kutatd-, Fejleszté és Mindségvizsgald Kht. Munkatarsanak
a patulin kimutatasban, és Dr. Kormendy Laszlonak a statisztikai szdmitasokban nyujtott

segitségéért szeretném koszonetemet kinyilvanitani.

Koszonettel tartozom Dr. Paul Féarbernek, a karlsruhei Bundesforschunganstalt fiir Ernédhrung
kutatojanak, aki azonttl, hogy az ott eltoltdtt 6t honap alatt bevezetett az alapvetd molekularis

biologiai ismeretekbe, Gjbdl €s t1jbol a munka elkészitésére 0sztonzott.

Végiil, de nem utolsé sorban koszonettel tartozom férjemnek és csaladomnak, azért, hogy
mindvégig megfeleld hatteret biztositottak, biztattak, vagy egyszerlien meghallgattak, ha

valamilyen problémam meriilt fel egy-egy kisérlettel kapcsolatban.
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