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Osszefoglalas
A pollen-spoéra interakciot meghatarozo hattérmechanizmusokra eddig kevés figyelem iranyult.
Ezeket a hatasokat részben a mikrobialis kémiai kommunikacio jelensége magyarazhatja. Jelen
munka részletesebb, feltard kutatdsunk legfontosabb kezdeti 1épéseit kivanja bemutatni.
Eldvizsgalatunk legfbb célkitlizése volt, hogy validaljuk az alkalmazott modszertant, illetve
teszteljiik a konidiumok csirazasat befolyasold legfontosabb tényezoket. A vizsgalat soran
modellszervezetként a Botrytis cinerea ndvénypatogén gombat valasztottuk. Kezdeti
eredményeink arra utalnak, hogy az alkalmazott modszertan alkalmas a konidiumok kezdeti
fejlédésének nyomon kovetésére. JelentSs kiilonbséget figyeltiink meg a kivonatok tipusaval
kapcsolatban, aminek szamottevd id6- és koncentraciofiiggd hatasa van. Mindez arra utalhat,
hogy a Botrytis cinerea kérokozd konidiumainak fejlodését olyan szabalyozé molekulak
befolyasoljak, amelyek analog hatastak lehetnek a ndvényi pollenekben talalhatd stimulator

vegyiiletekkel.

Kulesszavak: mikrobialis kommunikacio, quorum sensing, spektrofotometria
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Abstract
There is little attention on the spore-pollen interaction, especially their background
mechanisms, which microbial communications might partially explain. In this pilot study in
Botrytis cinerea, we will show some first primary results, such as methodological validation
and the role of some influencing factors. The preliminary results suggested valid
methodological background to measure the initial growth of conidia development. Furthermore,
we obtained a significant difference for the type of extract, which has a detectable time- and
concentration-dependent effect. Summarizing, these results may indicate that the development
of the pathogenic conidia of B. cinerea is influenced by certain regulatory molecules, which

may have an analogous biological effect on the stimulatory compounds found in plant pollens.

Keywords: microbial communication, quorum sensing, spectrophotometry

Bevezetés

A légmozgassal terjedd novényi pollenek és ndvénypatogén gombak spoérai megfeleld
koriilmények kozott nagy mennyiségben kiiilepedhetnek kiilonbozé novényi felszineken (pl.
kéreg, termés) (Song ¢és mitsai., 2014). Ezekben a természetes pollencsapdakban a
felhalmozodott novényi pollenek csapadékkal keveredve idealis kozeget biztositanak az
ugyanitt kitilepedett gombasporak kezdeti fejlodéséhez (Hennebert, 1973). A ndvénypatogén
gombak és a ndvényi pollenek kozotti interakcio kutatottsaga ellenére (Ogawa és English,
1960) eziddig csak kevés figyelem Osszpontosult a serkentd hatast kivaltd
hattérmechanizmusokra (Kocsis ¢s mtsai.,, 2022), amelyet részben magyarazhat a
ndvénypatogén szervezetek kozott leirt mikrobialis kommunikécié (az un. ,,quorum sensing”,
QS) jelensége (Padder és mtsai., 2018).

A QS soran a mikrobialis szervezetek bizonyos dnszabalyozé molekuldkat valasztanak ki,

amelyek az egyedstirtiség ndvekedésével felhalmozodnak, igy lokalisan érzékelhetik a hasonl6
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szervezetek denzitasait (Mehmood és mtsai.,, 2019). A szabalyozdé molekuldk hatdsara a
biologiai szervezetek megvaltoztatjdk az addigi életmiikddésiiket, igy modosulhat a
szaporodasuk, szinkronizalhatjak a konidiumok tomeges csirdzasat (Barriuso, 2015; Lindsay és
mtsai., 2012; Padder, 2018; Sato és mtsai., 2004). A QS vegyiiletek mennyisége az id6 és az
inokulumok mennyiségének fliggvényében is valtozhat (Rosero-Hernandez és mtsai., 2020).
Eldvizsgalatunk sordn azt feltételeztiik, hogy a ndovénypatogén gombék spordi is kémiai jelek
segitségével kommunikalnak egymassal, amely hatast a novényi pollenekbol diffundalo
anyagok pozitivan befolyasolhatjadk. A vizsgalatunk modell organizmusa a sz016
sziirkerothadas betegség kialakulasaért felelés gomba, a Botrytis cinerea Pers., amelynek
konidiumai a levegében terjedhetnek és a novényi pollenek mellett természetes
pollencsapdakban kiiilepedhetnek. Jelen kutatdsunk soran célul tlztik ki az alabbi
Osszefliggések tesztelését: 1) Osszefiigg-e a Botrytis cinerea konididumok csirazasi aranya,
valamint a csiratomlok atlagos mérete azok abszorbancia szintjével?; valamint 2) milyen

tényezOk befolyasoljak a konidiumok csirazasat? A kérdés kapcsan teszteljiik a kivonatok

sres

Anyag és moédszer

Pollen és konidium szuszpenzio eléallitasa

A pollen szuszpenzid elkészitéséhez napraforgd (Helianthus annuus) pollen és steril desztillalt
viz hozzdadéasaval két parhuzamos higitasi sort készitettiink (0, 500.000 és 1.000.000
pollen/ml). Az els6 higitasi sort 20, a masodik higitasi sort 2 oran keresztiil oldottuk vizben. Az
oldasi id6 letelte utan az oldatot alacsony fordulatszamon centrifugaltuk, majd a feliiliszot a
méréshez pipettaztuk. A konidium szuszpenzié eldallitdsdhoz konidiumokat emeltiink le
mesterségesen fert6zott szol6furt feliiletér6l, majd a fent ismertetett modszerrel higitasi sort

készitettiink.
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Konidiumok csirdazasanak nyomon kévetése

Mérés soran friss Botrytis cinerea konidiumokat kezeltiink kiilonbdzd &sszetételli (kivonat
vagy konidium/ml), valamint kiilonb6z6 ideig oldott (oldasi idé: 2 és 20 ora) vizes
kivonatokkal. A kivonatok mar sem pollent, sem konidiumot nem tartalmaztak. A friss B.
cinerea konidium szuszpenzié koncentracidja 1.000.000 konidium/ml volt. A konidiumok
csirazadsanak méréséhez MultiScan FC tipust spektrofotométert hasznaltunk (Hernandez és
mtsai.,, 2007), amely a fény elnyelésén keresztiil hatdrozza meg a microplate lemez
mintahelyeiben talalhato oldatok stirliségét. A konidiumok csirazasi és ndvekedési aranya
tilkrozi az ateresztett fény mennyiségét (abszorbancia, transzmisszid). A spektrofotométeres
méréseket kovetden validacios vizsgalatokat végeztiink. Minden kezelésb6l 50 konidiumot
vizsgaltunk és értékeltiik a csirazas mértékét egy 0-6-ig terjedd skalan (0: nem csirazik, 1-6:
csiratomld hossza a konidium hosszahoz képest).

Statisztikai elemzés

A statisztikai elemzésekhez a konidiumok csiratomléjének atlagos méretét hasznaltuk.
Altalanositott linearis modell (zamma eloszlas) segitségével teszteltitk a spektrofotométer altal
mért abszorbancia értékek Osszefliggését a konidiumok csirdzasi aranyaval, valamint a
konidiumok csiratdmldjének atlagos méretével. A modellben fiiggd valtozoként szerepelt az
abszorbancia érték, magyarazovaltozoként a csirazasi arany, valamint az atlagos csiratomld
méret. Linedris kevert modell segitségével teszteltiik a kivonat tipusa, a koncentracid és az
oldasi id0 hatasat a csiratomlok atlagos méretére, mig random faktorként a mintak azonositdja

szerepelt a modellben. Minden statisztikai elemzést R programkoérnyezetben futtatunk.
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Eredmények
A konidiumok fejlettségi allapotaval kapcsolatos valtozokat (csirazasi arany, csiratomld atlagos
mérete) az abszorbancia értékek igazolhatdan tiikrozik. A konidiumok fejlddését tobb tényezd
is befolyasolta. A konidiumok alacsonyabb mértékben csiraztak konidiumkivonat hatasara a
pollenkivonathoz képest. Az id6 és a koncentracid fiiggvényében ndvekvo abszorbancia
értékeket kaptunk. Kimutathat6 hatast valtott ki a kivonat tipusa a koncentracioval, valamint az
id6vel alkotott interakciodja is, azaz az egyes kivonat tipusok eltérd idébeli és koncentraciobeli
ndvekedési mintazatot indukalnak. Mindezekkel szemben az oldési id6 nem befolyasolta a

csiratomldk fejlodését.

Eredmények értékelése
El6vizsgalatunk egyik kiemelt célkitlizéseként igazoltuk, hogy spektrofotometrias méréssel
megbizhatéan nyomonkovetheté a konidiumok csirazasa, igy a modszer alkalmas a gombak
kezdeti fejlédésének nyomon kovetésére. Kutatdsunk masik fontos célkitliizése a kiilonbozo, a
konidiumok kezdeti fejlodését befolyasold hatasok megismerése volt. Eredményeink igazoljak,
hogy a kivonatok befolyasoljak a Botrytis cinerea konidiumok csirazasat, amelyek sajatos id6-
¢és koncentracidbeli mintazatot adnak a kivonat tipustol fiiggéen. A pollenkivonat jelentésebb
serkentd hatdsa miatt azt feltételezzilk, hogy tobb stimuldtor anyagot tartalmaznak a
konidiumokhoz képest. Tovabba a kivonatok oldasi ideje nem befolyasolta jelentés mértékben
a konidiumok csirazasat, ami feltehetéen azt jelenti, hogy a csirdzasserkentd anyagok
kioldédasa, a pollenek és konidiumok esetén is, mar két oranal rovidebb id6 alatt
végbemehetett. Az elézetes eredményeink Osszefoglalasaként elmondhatjuk, hogy Botrytis
cinerea koérokozd szaporitoképleteinek fejlodését bizonyos szabalyozé molekulak
befolyasolhatjak, amelyek analdg hatasuak lehetnek a n6vényi pollenekben talalhato stimulator

vegyiiletekkel.
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