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1. BEVEZETES

Az Eszakkelet-Magyarorszagon elteriilé Tokaji borvidék a bortermelés hosszl és gazdag
multjara tekint vissza, egészen a 16. szazad elejéig. A régio €ghajlata, talaja és domborzata
kiilondsen alkalmas kiillonb6zd aszusz6léfajtak termesztésére, melyeket egyediilallo
mikrobak6zosség jellemez. A mikrobdk koziil kimagaslo szereppel bir a Botrytis cinerea
fonalas gomba, amely az éltala okozott nemes-, illetve sziirkerothadas jelenségrdl ismeretes.
Mig a sziirkerothadas az egész évi sz6ldtermést veszélyeztetheti, a nemesrothadas a Botrytis
cinerea fert6zés egy olyan formaja, amely az érés késoi szakaszaban érinti a sz0l6t. A gomba
behatol a bogyd belsejébe, és anyagcseretevékenységével megvaltoztatjaannak kémiai
Osszetételét és csokkenti a viztartalmat. A folyamat soran koncentralédd cukrok, savak és

izanyagok az abbdl késziilt bornak rendkiviil sszetett €s mély izt kolcsondznek.

Mig szamos tanulmany vizsgalta a tokaji borokhoz kapcsolodé mikrobialis kozdsséget,
korlatozott ismereteink vannak az érintett gombafajok genetikai valtozatossagarol. A
dolgozatom 6 célja, hogy betekintést nytijtson a Tokajiborvidék kiillonb6z6 évjaratu aszusodott
sz6l6szemeirdl izolalt éleszték és fonalas gombik-wvilagaba, elsddlegesen a Botrytis cinerea
torzsek diverzitasaba. Az eredményeim hozzajarulhatnak a nemesrothadas jelenségével
Osszefiiggd mikrobakozosség jobb megértéseéhez, mely alapot adhat olyan jovObeni
vizsgalatokhoz, amelyek soran a mikrobialis kzosség genetikai diverzitasa és az asziborok ize

¢s mindsége kozotti kapcsolat feltarasa a cél.



2. CELKITUZESEK

Szakdolgozatomban a Tokaji borvidék kiilonb6zo geoldgiai és éghajlati adottsagu teriiletein
fellelhetd aszuszolofajtak élesztd- €s fonalas gomba diverzitasanak vizsgélatat tliztem ki célul,

melynek eléréséhez az alabbi feladatok teljesitése szolgalt:

- asziiretet megeldzoen asziiszemek gytijtése intakt szol6fiirtokrol,

- gombatorzsek izolalésa,

- torzsgyljtemény létrehozasa korabbi években és a 2022-ben éltalam izolalt éleszt6- és
fonalas gomba torzsekbdl,

- azizolatumok telep- és sejtmorfologidjanak jellemzése,

- fonalas gombakbol torténd DNS izolalas optimalizalasa,

- az élesztd- és fonalas gomba torzsekbdl genomi nukleinsav Kivonasa,

- a gomba izoldtumok faj szintli azonositasa (identifikdldsa) az amplifikalt rDNS
restrikcios endonukleazzal torténd emésztése alapjan,

- Botrytis cinerea fajon beliili genetikai variabilitasanak vizsgalata RAPD mintazat
alapjan,

- eltéré morfologiai és genetikai mintdzatot mutatd torzsek kivalasztasa szekvendldsra és

a kapott adatok dsszevetése szekvenciaadatbazisok tipustorzseivel.

Vizsgalataimat az ,Objektiv min0sitési rendszer kidolgozasa a tokaji borkiilonlegességek
megkiilonboztethetdségeére’ cimii; 2020-1.1.2-PIACI-KFI-2020-00040 szamu projekt keretein
beliil a Magyar Agrar- és Elettudomanyi Egyetem Elelmiszer-mikrobioldgia, -higiénia és -
biztonsag Tanszékének laboratoriumaiban végeztem, az ott talalhatod eszkdzpark és vegyszerek

hasznalataval. A DNS mintak szekvendldsa a Biomi Kft. (G6d6116) munkatéarsainak koszonhetd.



3. IRODALMI ATTEKINTES

3.1 Tokaji borvidék

A Tokaji borvidék Magyarorszag ¢€szakkeleti részén, a Zempléni-hegység lejtdin
helyezkedik el mintegy 13000 hektaron, ebbdl tobb, mint 5500 hektar beiiltetett teriilet. A
régidhoz tartoz6d 27 kozigazgatasi egység mindegyike sajatos terroir-ral és szoléfajtakkal
rendelkezik. Ezek koziil a legfontosabbak Tokaj, Mad és Tallya, amelyek a legkiemelked6bb
mindségli borokat adjak. A Tokaji borvidék tajképérdl is nevezetes: meredek, teraszos
szolotiltetvényekkel és festoi falvakkal jellemezhetd. Hagyomanyai szorosan kotddnek a helyi
kultarahoz ¢és életmodhoz, a szOldiiltetvények és boraszatok pedig a régid torténelmének és
identitasanak fontos részét képezik. 2002-ben a Tokaji borvidéket az UNESCOra vilagorokség
részévé nyilvanitotta, elsdsorban a boraszat hosszu torténelme és egyediilalldo hagyomanyai

miatt, melyek a 16. szdzad Ota nagyrészt valtozatlanok maradtak (Internet 1).

A Tokaji borvidék geoldgiaja Osszetett és valtozatos, a kiilonbozo talajok hozzajarulnak a
borok egyedi jellemzdihez. A régio vulkanikus sziklaalakzatokon fekszik, d4svanyi anyagokban
gazdag, termékeny talajt biztositva a sz6lémuveléshez. Szilicium-dioxid tartalmukban
kiilonb6z6 vulkani kdzettipusok (dacit, riolit, zeolit; andezit, bazalt) széles palettdja talalhatod
meg a teriileten. Leggyakoribb talajtipusa a vulkdni hamubol képzddott tufa kiilondsen
alkalmas a szoél6termesztésre. Egyéb talajtipusai kozé tartozik a 16sz, az agyag €s a homok,
ezeknek szintén jelentds a szerepe a régidoban termelt borok soksziniiségének kialakitasaban

(Molnar et al., 2010).

A borvidék a szOlétermesztés északi klimatikus hataran teriil el, amely elengedhetetlen
tényezdje a nagy savtartalomra épiilé fehérbor készitésének. Eghajlatat tekintve kontinentélis,
hideg telekkel: és_forr6 nyarakkal. A régioban a hOmérséklet nagymértékii ingadozasa
tapasztalhato, ami jelentds hatassal van a sz0l8 érésére. Juliusban a napi kozéphdmeérseklet
21 °C koriil, mig a januarban atlagosan -3 °C koril alakul. Az éves csapadékmennyiség is
jelentds; 500-700 mm koz¢ tehetd. Ez a nagy mennyiségli csapadék és Oszi pards iddjards, a
hiivos éjszakakkal és meleg nappalokkal kiegésziilve, idealis feltételeket teremt a Tokaji
borvidék édes borainak alapjaul szolgald Botrytis cinerea fonalas gomba terjedéséhez és

fejlodéséhez (DOomMotor et al., 1990; Mészaros et al., 2017).

Tokalj-Hegyalja dominans sz016fajtai a furmint €s a harslevelii. A borvidék dont6 hanyadat,
mintegy kétharmadat boritja furmint, amely nagy savtartalommal rendelkez6 magyar

sz6lofajta, testes szaraz és édes fehérborok eldszeretettel hasznalt alapanyaga. Késon érd laza
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fiirtjeit vastag héju bogyo6 alkotjak, erésen fogékony a botritiszes nemesrothadasra, valamint a
peronoszpora ¢s lisztharmat fertdzésekre. A teriilet maradék egyharmadan javarészt harslevelit
mivelnek. Vékony héju bogyoi a furmintnal kisebb mértékben hajlamosak a nemesrothadésra.
Széles korben alkalmazzak édes, de szaraz és félszaraz borok készitéséhez is. A borvidék egyéb
engedélyezett sz616fajtai kozé tartozik a sargamuskotaly, a kovérszo10, a kabar és a zéta; a Tokaj
oltalom alatt all6 eredetmegjeldlés csak ezen fajtakbol késziilt borok esetében alkalmazhat6

(Internet 2.; Robinson et al., 2013).

A tokaji késoi sziiretelésii borok a vilag legdsszetettebb és legkeresettebb desszertborai kozé
tartoznak, egyediilall6 modszerrel késziilnek. A nemesrothaddson atesett botritiszes szemeket,
gondosan kézzel sziiretelik és valogatjadk. Ez az aprolékos folyamat biztositja, hogy csak a
legjobb mindségli sz616 keriiljon felhasznaldsra az aszibor készités¢hez. A’'valogatott sz6lot
ezutan kadakba helyezik, ahol allni hagyjak Oket. A kddak aljan 1év6 csapokon csurog ki a
bogyok sajat tomege okozta préselddés eredményeként a tokaji borok talan legexkluzivabb és
legritkabb formaja, az esszencia. A magas, literenkénti 500.g-ot meghaladé cukortartalom miatt
az esszencia erjedési folyamata lassu, tobb évig is eltarthat. Az erjedési folyamat befejezése
utan az eszenciat tolgyfahordoban érlelik hosszabbrideig, gyakran akar egy évtizedig vagy még
tovabb. Ez a hosszan tartd érlelési folyamat az esszencia egyedi tulajdonsagaival egyiitt
rendkiviil Osszetett és intenziv izli bort eredményez. Az esszenciaborok hihetetlentil ritkak, és
korlatozott elérhetdségiik €s magas aruk miatt gyakran kiilonleges alkalmakra vagy gyiijtéknek
tartjak fenn ket (Magyar, 2011;Robinson et al., 2013).

Mivel az asziszemek nem; vagy csak kis mértékii nedvességtartalommal rendelkeznek,
azokat azonos évjaratu furmint vagy harslevell széléfajtabol késziilt mustban vagy ujborban
aztatjak néhany napig..Ez a maceracio lehetdvé teszi a sz616bol a gazdag, koncentralt cukrok
¢és aromak kivondsat. Ezutan préselik a szemeket, melyet akar honapokig tartd erjesztés kovet.
Végiil az(igy késziilt aszuborokat a torvényileg meghatarozott ideig t6lgyfahordoban érlelik,
miel6tt palackozva forgalomba hozndk. Régen az asziszemeket puttonynak nevezett dongas
faedényebe gylijtottek, melyhez egy gonci hordonyi, azaz 136 liter mustot vagy bort ontottek.
Az aszik puttonyszamat az alapborhoz adott aszisz616 mennyiség hatarozta meg. Napjainkban
ez a bor maradékcukor tartalmanak fiiggvénye, aszibornak csak 120 g/l cukortartalmat

meghaladd borok nevezhetdek (Magyar, 2011; Robinson et al., 2013).

A szamorodni borkészitési folyamata hasonlit az aszi¢hoz, mivel itt is nemes rothaddson
atesett sz616t hasznalnak fel. Az asziborészattal ellentétben azonban a szamorodni eljaras soran
egészséges ¢€s botritiszes szOl0t is hasznalnak. A szO6l6t lesziiretelik, majd egyiitt erjedni
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hagyjéak, igy az egészséges és a toppedt sz616 izei kombinalodva, egységes izprofilt hoznak
l1étre. Az erjedés utdn a szamorodni bort legalabb hat honapig tolgyfahordoban érlelik. Ez az
¢érlelési folyamat lehetdvé teszi, hogy a bor kifejlessze jellegzetes izvilagat, amely a szaraz és
savanyutol az édes és zamatosig terjedhet, attol fliggéen, hogy a borkészités soran milyen
aranyban hasznaltdk fel az egészséges €s a botritiszes sz616t. Az aszuborokhoz hasonloan a
szamorodni borokat is palackozzak, ¢s hagyjak tovabb érni, miel6tt forgalomba keriilnének

(Magyar, 2011; Robinson et al., 2013).

A 2013-as borvidéki szabalyozast kdvetden megsziint két bortipus a forditas €s‘a maslas,
melyek a boltok polcain napjainkban igazi kiilonlegességnek szamit. A forditdsnal az aszisz616
préselése sordn visszamaradt aszutésztara azonos évjaratu mustot vagy még erjedés alatt 1évo
bort Ontdttek, melyet par Oraig é4zni hagytak. Az aszihoz viszonyitva magasabb
csersavtartalommal rendelkezik, kevésbé édes, de még fellelhetd benne az asziszolo egyedi
botritiszes izvilaga. Maslas esetében a szamorodni vagy az aszubor seprdjét musttal vagy borral

felontotték, erjesztették, majd fahordoban érlelték legalabb.egy évig (Internet 2.).

3.2 Botrytis cinerea
3.2.1 A fonalas gomba taxonomidja

A Botrytis nemzetséget el6szor Pier Antonio Micheli botanikus irta le 1729-ben megjelent
Nova plantarum genera kotetében. Mintegy 900 gombafaj eredetérdl és novekedésérdl kozolt
adatokat, ¢s elséként mutatott ra arra, hogy a gombak szaporitotesttel €s sporakkal rendelkeznek
(Ramsbottom, 1957). A Botrytis cinerea taxondomiaja az évek soran a molekularis biologia és a
genetikai vizsgéalatok fejlddésének koszonhetéen finomodott. E gomba azonositdsa és
osztalyozasa az elsddlegesen morfologiai jellemzok alapjan torténd azonositasrol egy
integraltabb, molekularis és genetikai adatokat is magaban foglalé megkozelitésre tért at. Ez a
Botrytis cinerea a gombak orszagaba, az Ascomycota torzsbe, a Leotiomycetes osztalyba, a
Helotiales rendbe és a Sclerotiniaceae csaladba tartozik. A tobb, mint 30 kiilonb6z6 fajt magaba
foglald Botrytis nemzetségre az aszexudlis sporatermelés, ugynevezett konidiumképzddés
mellett az ivaros folyamatok is jellemzOek. A nemzetség legismertebb és gazdasagilag
legjelentdsebb faja széles gazdandvénykdrének és globalis elterjedésének kdszonhetden a B.

cinerea (Garfinkel, 2021).



3.2.2 A fonalas gomba életciklusa

A pleomorfizmus kifejezés egyes fitopatogén gombak azon képességére utal, hogy
kornyezetétol vagy novekedési koriilményeitdl (pl. hdmérséklet, paratartalom, a gazdandvény
érzékenysége) fiiggben tobbféle morfoldgiai (pleomorf) format képes kialakitani, ami
hozzéjarul genetikai sokféleségiikh6z. A Botrytis cinerea név a gomba ivartalan (anamorf)
alakjara utal, mig ivaros (teleomorf) formdjat Botryotinia fuckelina-ként ismerik. Fontos
azonban megjegyezni, hogy a kettds ndmenklatira rendszerét nem hasznaljak altalanosan, €s

sok gombat ma mar egyetlen binominalis néven irnak le (Kdvics, 2015).

A B. cinerea anamorf allapotat ivartalan sporak, konidiumok képzddése jellemzi, melyek
nagy szdmban képzddnek a fertdzott novényi szoveteken. Szétszorodasuk utan tobb hétig is
fennmaradhatnak a talajban, ndvényi tormeléken és mas feliileteken."Amikor a B. cinerea
konidiuma a ndvény felszinére keriil, kicsirazik €s csiratomlot alkot. A csiratomd egy keskeny,
hosszukas szerkezet, amely a konidiumbdl emelkedik ki €s andvény felszine felé ndvekszik,
behatol annak szoveteibe, differencidlodik, majd mitozissal szomatikus hifadkat hoz létre.
Kedvezd koriilmények kozott a vegetativ sejtek egy részének novekedése leall és ivartalan
fejlodésbe kezd. Ennek sordn kis ovalis vagy hengeres alaku konidiumok keletkeznek az

egyenes vagy elagazo konidioforok csicsan (Gonzalez et al., 2016).

A B. cinerea parosodasi rendszerét el0szor Groves és Loveland (1953) vizsgalta, akik
megallapitottak, hogy a gomba  heterotallikus, vagyis zigéta képzéséhez két kiilonbozd
parosodasi tipusu torzs jelenlétére van sziikség. Faretra munkatarsaival (1988) 213 szant6foldi
B. cinerea izolatumot vizsgaltak. Parositasi kisérleteik soran az izolatumokat egy kivétellel két
kompatibilitdsi csopertba soroltdk csoporton beliili sterilitdisuk ¢és csoportok kozotti
termékenységiik alapjan. Arra a kdvetkeztetésre jutottak, hogy B. cinerea-nal a parosodasi tipus
egyetlen 16kusz, melyet MAT 1-nek neveztek el, két alléljének szabalyozasa alatt all. A SAS56
torzset MAT L-1 parosodasi tipustinak, mig a SAS405 torzset MAT1-2 tipustinak azonositottak,
ezeket referencia torzsként hasznaltak a vizsgalatban résztvevd tobbi torzs parosodasi tipusanak
meghatarozasahoz. Ezt a megfigyelést tovabba alatamasztja a 24 aszkosporabdl szarmazéd
MATI1-1 és MATI1-2 tipust torzs 1:1 aranya szegregacidja a keresztezési vizsgalatok soran.
Néhany izoldtum azonban szexualisan kompatibilitdst mutatott mindkét referenciatorzs
esetében, ezeket a tenyészeteket MAT1-1/2-nek nevezték el, melyek gyakran 6ntermékenyek
(homotallikusak) voltak. Nem talaltak Osszefliggést az izolatumok parosodasi tipusa,
morfologiaja vagy szklerociumot €s apotéciumot novesztd képessége kozott. Az eredmények

azt mutattak, hogy az egyes makrokonidium eredetii tenyészetek homotallikusak (MAT1-1/2)
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vagy heterotallikusak (MAT1-1 vagy MAT1-2) is lehetnek (Faretra et al., 1988). A
kozelmultban végzett vizsgalatok kimutattak, hogy a MAT gén a Botrytis cinerea aszexualis
szaporodasanak szabalyozasaban is szerepet jatszik, kifejezédése befolyasolja a konidiumok

termelését (Wang et al., 2017).

Ivaros szaporodas akkor torténik, amikor a gomba kompatibilis parosodé torzsei (MAT1-1
és MAT1-2) érintkeznek egymassal, és plazmogamian mennek keresztiil, amely soran a két
parosodo torzs citoplazmdja dsszeolvad. Ennek eredményeképpen heterokarion hifa jon 1étre,
ahol a két parosodo torzs magja egyazon a citoplazmaban talalhat6. A szaporodas kdvetkezo
szakaszaban a heterokarion hifa aszkogén hifava differencialodik, amely ezutan kariogamian,
azaz két kompatibilis sejtmag Osszeolvadasan megy keresztiil. Ez az 6sszeolvadas egy diploid
zigbdta mag kialakulasahoz vezet, melyet meidzis, majd mitdzis kovet, nyole haploid sejtmag
kialakulasat eredményezve. Ezek a haploid sejtmagok ezutan aszkosporakka érnek, amelyeket
egy zsakszerl struktara, az aszkusz zar be. Az aszkuszok az apotéciumnak nevezett, csésze
alaku termdtestekben fejlédnek ki. Ha a kornyezeti feltételek kedvezdek, az érett aszkosporak
kiszabadulnak az apotéciumokbdl, és a levegdben terjednek, majd a fogékony ndvényi
szoveteken megtapadnak, kicsirazhatnak és apresszoriumnak nevezett struktarakat hozhatnak
létre, amelyek athatolnak a ndvényi sejtfalon €s megkonnyitik a gomba szaméra a
gazdaszovetek kolonizaciojat. A fertézés eldrehaladtaval a gomba attérhet ivartalan
szaporodasra, konidiumokat termelhet, amelyek tovabb segitik a koérokozo terjedését a
gazdandvényen beliil és mas kozeli novényeken. Az aszexudlis szaporodas soran genetikailag
azonos utodok jonnek 1étre mitotikus sejtosztodas Gtjan. Ez a folyamat lehetdvé teszi a gomba
szamara, hogy gyorsan kolonizalodjon ¢és terjedjen a gazdandvényen belill, ami a betegség
jellegzetes tlineteinek, példaul a levélfoltoknak, az elhaldsnak és a szovetek bomlasanak

kialakulasdhozvezet (Gonzdlez et al., 2016).

A _szklerociumnak nevezett strukturdk a micéliumok kemény, tomor tomegei. Képesek
tulélni‘az olyan zord kdrnyezeti feltételeket, mint a szdrazsag és a hideg homérséklet, lehetévé
téve a gomba szdmadra, hogy a talajban vagy a ndvényi térmelékben fennmaradjon, amig a
csirazashoz és a fert6zéshez kedvezo feltételek nem alakulnak ki. Képzddését olyan kdrnyezeti
tényezok valtjak ki, mint a tdpanyag elérhetdsége, a homérséklet és a paratartalom. A
szkler6ciumok fejlédése dsszetett folyamat, amely magaban foglalja a hifak differenciadlodasat,
a tapanyagok felhalmozodasat és a kiilsO stresszel szembeni védelmet biztositd melanin

termelését. Miutan a szklerocium teljesen kialakult, tobb honapig vagy akar évekig is nyugalmi



allapotban maradhat, varva a megfeleld koriilményekre, hogy kicsirdzzon és 1j fertdzési ciklust

inditson el (Backhouse ¢s Willetts, 1984).

3.2.3 A fonalas gomba genetikai diverzitisa

A Botrytis cinerea genetikai sokféleségének egyik legfontosabb jellemzdje a nagyfoku
polimorfizmus, amelyre a tobb allél vagy génvaltozat jelenléte utal egy populacion beliil. Ez
lehetévé teszi a gomba szdmara a gyors fejlodést és alkalmazkodast a kiilonb6zd kornyezeti
feltételekhez és gazdandvényekhez, eldsegitve a tulélését €s terjedését. A kutatok szdmos
molekularis markert azonositottak, példaul mikro- ¢és miniszatelliteket; = valamint
transzpozonokat, amelyek felhaszndlhatok a B. cinerea genetikai sokféleségének ¢és
populaciészerkezetének tanulmanyozasara. A polimorfizmus mellett a B. cinerea genomja
nagyfoka plaszticitdst is mutat, ami lehetévé teszi, hogy a kornyezeti-jelzésekre és a
gazdaszervezet védekezésére reagalva gyors valtozasokon menjen keresztiil. Ezt a plaszticitast
nagyrészt a transzpozonok jelenléte hatarozza meg, amelyek mobil genetikai elemként képesek
a genomban mozogni és genetikai variacidt 1étrehozni. Aktivitdsuk a gomba virulenciajat és
alkalmazkodoképességét fokozd 1 génvaltozatok Iétrehozasdhoz ¢és Uj tulajdonsdgok

megjelenéséhez vezethet (Martinez et al., 2005).

A transzpozonok jelentds szerepet jatszanak a Botrytis cinerea genetikai variabilitasaban és
cinerea genomjaban, hosszl terminalis ismétlédései (LTR: long terminal repeat) és a reverz
transzkriptaz ¢s integraz fehérjéket kodolod gének jelenléte jellemzi, amelyek elengedhetetlenek
a genomon beliili mobilitdsdhoz. Ezenkiviil a Boty elemek jelenlétét molekularis markerként
hasznaltdk a gomba kiilonb6z6 izolatumainak megkiilonboztetésére. Egy masik DNS-
transzpozon, a Flipper szintén gyakran fellelhetd a B. cinerea genomjaban. Ezt az elemet a
termindlis forditott ismétlédések (TIR: terminal iverted repeat) és a transzpozaz fehérjéket
kodolo génekjelenléte jellemzi, melyek kozvetitik a genomon beliili athelyezddést. Kimutattak,
hasonléan a Flipper elemeket is molekularis markerként hasznaltdk a Botrytis cinerea
populécidszerkezetének €s genetikai variabilitasanak tanulmanyozasara (Favaro et al., 2005;

Martinez et al., 2005).

A nuklearis ugral6 gének molekularis vizsgalatai azt mutattak, hogy a B. cinerea-populacio
két alcsoportba sorolhatd. A transzpozonok tekintetében az 1. csoport (vacuma tipus) izoldtumai

azok teljes hidnyat mutattak, egy vegetativ kompatibilitdsi csoporthoz (VCG: vegetative



compatibility group) tartoztak és fenhexamid reziszteciat mutattak. A II. csoport (transposa
tipus), Boty ¢és Flipper elemeket tartalmazott, tobb VCG-hez sorolhatéak és fenhexamid-
érzékenyek voltak (Tanovic et al., 2014). A B. pseudocinerea a B. cineredval kozeli
rokonsagban 4ll6 faj, amely szintén sziirkepenészes betegséget okoz szimos gazdandvényen. A
morfologiai hasonlosagok és az atfedd gazdandvénykdr miatt kihivast jelenthet e két gombafaj
megkiilonboztetése hagyomanyos modszerekkel, példaul mikroszkopiaval és tenyésztésen
alapulo technikdkkal. A molekularis technikdk azonban, kiilondsen a genetikai markerek
hasznalataval, igen hatékonynak bizonyultak a B. cinerea és a B. pseudocinerea
megkiilonboztetésében. Bar a B. pseudocinerea torzseket eredetileg vacuma-tipusnak-irtak le
(Giraud et al., 1999), késObbi vizsgalatok kimutattak, hogy a faj térzsei eltérd transzpozon-

tartalommal rendelkeznek (Fekete et al., 2012; Johnston et al., 2014).

A mikro- és miniszatellitek olyan ismétlodé DNS-szekvenciak, amelyek szdmos szervezet
genomjaban széles korben elterjedtek, beleértve a Botrytis cinerea-tis. Ezeket a szekvencidkat
ismétlédé motivumaik jellemzik, amelyek a mikroszatellitek esetében 2-6 bazispar, a
miniszatellitek esetében pedig akar 100 bazispar hosszisagiak is lehetnek. Nagyfoku
polimorfizmusuk ¢és molekularis technikakkal valé konnyti kimutatdsuk miatt a mikro- és
miniszatelliteket széles korben hasznaljak genetikai markerként kiilonboz0 szervezetek, koztiik
mikroszatellitek, mas néven egyszerll szekvenciaismétlddések (SSR-ek) kiilondsen hasznos
markerek a B. cinerea genetikai- sokfé¢leségének tanulmanyozéasara, mivel nagyfoku
polimorfizmusuk az ezeken az ismétlodod szekvencidkon beliili gyakori inzerciok és deléciok
miatt alakul ki. A kutaték-mikroszatellita markereket alkalmaztak a kiilonbozé foldrajzi
régiokbdl és gazdandvényekbdl szarmazd B. cinerea izolatumok genetikai diverzitasanak és
populdcioszerkezetének értékelésére. Vizsgalataik soran jelentds mértékli genetikai
variabilitast, valamint a populaciok terjeszkedésére utald bizonyitékokat tartak fel (Isenegger
et al, 2008). A/miniszatellitek, mas néven valtoz6 szamu tandemismétlédések (VNTR: variable
numbertandem repeat), az ismétlédé DNS-szekvencidk egy masik tipusa. Bar a miniszatellitek
altalaban kevésbé polimorfak, mint a mikroszatellitek, mégis értékes informacidkkal
szolgalhatnak a gomba genetikai diverzitasardl és populacios szerkezetérdl. A B. cinerea ATP-
szintdzat kodolo gén intronjaban egy valtozatos ismétlddést mutaté AT gazdag, MSB1-nek
elnevezett miniszatellitet azonositottak, mely a gomba genomjaban csak egyetlen 16kuszban
talalhaté meg (Giraud et al., 1998). Az MSBI1 sajatos felépitése, hogy a varidnsok minden

allélban azonos fizikai sorrendben kovetkeznek, a leginkdbb hasonldak keriilnek egymas



kozelébe. Az ismétlddések szamat befolydsold mutéciok ritkdn fordulnak eld, a nagymértékii
variabilitds a replikacié soran végbemend csuszas (SSM: slipped strand mispairing)
eredményeként jon létre, ahol az ujonnan replikdlodott szal hibasan parosul az el6z6 ismétlés
homolog részével. Az Botrytis nemzetségen kiviil egyetlen masik nemzetségben sem talaltak
MSBI1 miniszatellitet, még a legkdzelebbi rokonsagban all6 Sclerotinia esetében sem (Levinson

¢s Gutman, 1987; Giraud et al., 1998).

3.2.4 A fertozés jo oldala: nemesrothadas

A Botrytis cinerea felelds adott szOldiiltetvényeken a kozonséges sz616t a vilagleghiresebb
¢s legkeresettebb borainak kincset érd alapanyagava valtoztatd nemes rothadas-jelenségéért. A
gombanak specidlis koriilményekre van sziiksége ahhoz, hogy novekedjen €s 1étrehozza ezt az
atalakulast. Ezen feltételek kozé tartozik a paratartalom, a homérséklet-és a szoélofajta
kombinacioja. A B. cinerea ndvekedéséhez az idealis kornyezet a-paras’1égkor, reggeli koddel,
majd meleg, szdraz délutanokkal. A paratartalom ¢és a meleg valtakozasa lehetdvé teszi a
fejlodését, ugyanakkor megakadalyozza mas, nemkivanatos, sz0l6tokét karositd penészgombak
novekedését. A vilag leghiresebb nemes rothadéson atesett sz6lobdl késziilt borai, mint a
magyar Tokaji Aszu és a francia Sauternes, olyan régiokbol szarmaznak, ahol ilyen egyediilallo
¢ghajlati viszonyok uralkodnak. A hdmérséklet'dontd szerepet jatszik a fertdzés kialakuldsaban.
Bar a gomba a homérséklet széles skaldjan -képes talélni, szaporodasdhoz az enyhe és meleg
koriilmények, jellemzden 15°C és 25°C kozotti hdmérséklet az optimalis. Az ezen tartomanyon
kiviili hémérséklet gétolhatja. novekedését, ami a nemes rothadas teljes kialakuldsat
akadalyozhatja, ezzel potencialisan csokkentheti a kapott bor mindségét. Végiil, de nem utolso
sorban a szOlofajta alapvetd fontossagli a B. cinerea sikeres ndvekedése szempontjabol. A
gomba az olyan-vékonyabb héju, magas nedvességtartalmu szoélofajtakat kedveli, mint a
Semillon, a Sauvignon Blanc és a Furmint, igy ezek a nemes rothadasti borok eldallitasdhoz

els6dlegesen hasznalt sz616fajtak (Magyar, 2011).

A'sz018 Botrytis cinerea altali atalakuldsa Osszetett folyamat, amely szdmos biologiai és
kémiai valtozast foglal magaban. A gomba jellemzden a sz6l6 héjan rovarok, mechanikai
sériilés vagy természetes Oregedés soran keletkezett sebeken vagy nyildsokon keresztiil fertdzi
meg a sz6l6t. Amint behatolt a sz616 héjaba, protedzokat, cellulazokat és pektinazokat termel,
amelyek lebontjdk a szdldsejtek sejtfalat és egyéb komponenseit, eldsegitve a bogyok
vizvesztését. Ez, illetve anyagcsere folyamatai soran felvett viz a bogyok kiszaradésat, valamint

cukrok ¢€s egyéb vegyliletek koncentralédasat eredményezi. A cukorkoncentracion kiviil a
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crer

borkdsav, az almasav és a citromsav hozzajarulnak a bor savassagahoz, és kiegyensulyozé
elemként szolgalnak a bor édességéhez. A folyamat egyedi és Osszetett izprofili szolot
eredményez, amelyet a bordszok nagyra értékelnek. A keletkezd borok jellemzden édesek,
magas maradékcukor-tartalommal, és olyan mély iz- és illatvilaggal rendelkeznek, amelyhez
foghatot a nem fert6zott sz616bol késziilt borok nem tudnak felmutatni (Ribereau-Gayon et al.,

1980).

A fertézés hatdsara a sz616 sztilbén vegyiileteket is termel, amelyekrél tgy vélik, hogy
fokozzak a szOlo ellenalldo képességét a gombaval szemben. Ezek, koztiikk a rezveratrol,
antioxidans és gyulladascsokkentd tulajdonsagokkal rendelkeznek, amelyek hozzajarulhatnak

a mérsékelt borfogyasztassal jard egészségiigyi elonyokhoz (Iriti et al., 2004).

A Botrytis cinerea egyik legjelentdsebb hatdsa a bor texturdjara-a glicerin termelddése,
amely a gomba anyagcseréjének mellékterméke. A glicerin‘hozzajérul a bor viszkozitdsahoz és
sz4jizéhez, gazdag, sima €s barsonyos texturat adva neki. A.nemes rothadas soran kiilonb6z6
illékony vegyiiletek is keletkeznek, koztiik terpének, észterek és alkoholok, amelyek
hozzéjarulnak a bor Osszetett aromaprofiljdhoz. Ezek a vegyliletek virdgos, gylimolcsos és
fliszeres jegyeket, valamint foldes és gombas jegyeket kolcsondzhetnek, amelyek a nemes
rothadéasu borok sajatjai. A folyamat'emellett a sz616 fenolos vegyiileteit, koztiik a tanninokat
¢s az antocianokat is befolyasolja, melyek koncentraciondvekedése elsdsorban bor szinéhez, de

szajizéhez és izprofiljahoz is hozzdjarulnak (Collado és Viaud, 2016).

3.2.5 A fertozés rosszoldala: sziirkerothadds

A Botrytis cinerea rendkiviil alkalmazkodo és opportunista gomba, igy a novényfajok széles
korét képes megfertdzni. A leggyakoribb gazdandvények kozé tartoznak a kiilonféle
gyiimolcsok, zoldségek és disznovények, példaul a sz616, az eper, a paradicsom, a salata és a
rozsa. A gazdanovények ilyen valtozatos skaldja miatt a sziirkerothadas pusztitast végezhet
mind a kereskedelmi, mind az otthoni kertekben. A gyiimélcskultirdkban a sziirkerothadas
jelentds terméskiesést okozhat, és csokkentheti a termés mindségét. Bar a sziirke- és a nemes
rothadast ugyanaz a gomba okozza, de nagyon eltérd hatassal vannak a sz6lére és az abbol
késziilt borokra. A rothadas két formaja kozotti legfontosabb kiilonbség abban rejlik, hogy a
fertdzés milyen koriilmények kozott kovetkezik be. Mig a nemes rothadas kialakuldsara a
hiivosebb id6jaras jellemzo, kevés csapadékkal, de magas paratartalommal, a gomba lassu

novekedése mellett, addig a sziirkerothadas inkabb meleg, nedves koriilmények kozott fejlédik
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ki. Ilyen koriilmények kozott a gomba gyorsan novekedhet, és a szOl6t sziirke, penészes
micéliumtomeg boritja. Hasonloképpen, a szamocaban €s a paradicsomban a sziirkepenész
gyumolcsrothadashoz vezethet, ami a gyilimdlcsot fogyasztasra alkalmatlanna teszi. A
disznovények, példaul a roézsdk és mas virdgos fajok szintén fogékonyak a sziirkerothaddsra.
Ezeken a ndvényeken a gomba megfertdzheti a szirmokat, leveleket és szarakat, ami
elszinezddéshez, hervadashoz és végiil elhalashoz vezet. Ez nemcsak a novény esztétikajat
befolyasolja, hanem a ndvény altaldnos egészségi allapotat is gyengitheti, és igy fogékonyabba

valik mas betegségekre és kartevokre (Dean et al., 2012).

3.3 Szolén elofordulé tovabbi éleszté- és fonalas gombak

A sz0616n fellelhetd ¢élesztégombak sokféleségének vizsgalata vilagszerte szdmos
kutatocsoport elsédleges célkitlizései kozott szerepelt. Kiilonb6zé mintavételezési technikak és
analitikai modszerek alkalmazasaval arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a szdlészemek
dominans €lesztokdzdsségét az Ascomycota torzshdz tartozé harom faj alkotja: Hanseniaspora
uvarum (anamorf: Kloeckera apiculata), Metschnikowia pulcherrima (anamorf: Candida
pulcherrima) és Candida stellata (Beltran et al., 2002; Clemente-Jimenez et al., 2004).
Azonban, hiivosebb éghajlatu teriiletekrdl szarmazd mintak a Cryptococcus, Rhodotorula és
Aureobasidium nemzetségbe tartozd bazidiumos ¢élesztogombak dominancidjat mutattak
(Prakitchaiwattana et al., 2004; Yanagida et al., 1992). Nem tenyésztésen alapuld, hanem
kozosségi nukleinsav kivonast kdvetden a 26S riboszomalis RNS-t kodold gén vizsgalata soran
a kutatok 22 kiilonbozéd nemzetségbe tartozd 52 élesztdfajt azonositottak a sz6lébogyo
felszinérdl (Renouf et al., 2007). Nem meglepd, hogy egy ilyen valtozatos mikrobakdzosség
tagjai kozott nagyfoku versengés alakulhat ki az élettérért. Egyes torzsek (S. cerevisiae,
Candida spp., Pichia-spp. és Hanseniaspora spp.) killer toxinnak nevezett exotoxinokat
termelnek, melyek mas azonos vagy kozeli nemzetségbe tartozo élesztok sejtfolyamatainak
gatlashoz, apoptozisdhoz vagy membran permeabilitisanak megvaltozasdhoz, ezzel
pusztulasahoz vezethetnek (Magliani et al., 1997). A M. pulcherrima antimikrobialis hatasa
pulcherriminsav termeld aktivitasaval hozhatd Osszefiiggésbe, mely sziderofor vegyiiletként
megkoti a tapkozegben fellelhetd vasat, vords pigmentként megfigyelheté pulcherrimin
form4ajaban. Mivel a vas a legtobb €l6 szervezet szamara nélkiilozhetetlen mikroelem, a
kornyezetében 1évo mikrobakra antagonista hatassal rendelkezik (Sipiczki, 2006; Mazeika et

al., 2021).
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A 3.2 fejezetben részletezett Botrytis cinerea-n kiviil a sz016n mas, annak romlasaért felelds
tomlésgombak (Ascomycota) torzsébe tartozd nemzetségek is eléfordulhatnak. A sz616bogyod
elsddleges kartevoi az Alternaria és Cladosporium nemzetséghez tartoznak. Az Alternaria
alternata altal okozott rothadas aprd vizcseppel boritott teriileten, de akar 100%-os relativ
paratartalom mellett is bekovetkezhet. A Cladosporium-rothadas jellemzden betakaritds utan
alakul ki a termésen, de a sziiret eldtt is megjelenhet hosszan tarté csapadékdus iddjarasi
viszonyok mellett. A sz616 héjanak mechanikai vagy mikrobidlis tevékenység okozta sériilése
masodlagos fertdzések taptalaja lehet. Az Aspergillus nemzetség kiillonboz6 fajai — A. alliaceus,
az A. carbonarius, az A. niger és az A. ochraceus — a furt rothaddsan kiviil, gliikdz-oxidaz
enzimiik révén gliikkonsavat termelnek, mely nemcsak a bor érzékszervi mindségromlasat
okozhatja, hanem kozvetve annak alkoholtartalmat is csokkenti (Ramachandran et al., 2006). A
Penicillium nemzetségbe sorolhatd P. expansum megjelenése altaldban meleg és paras évekre
jellemzd, foként a zart fiirtli fajtak fogékonyak a fert6zésre, melynek eldrehaladott allapotaban

a bogyok szaraz koriilmények kozott is tovabb rohadnak.

A sz016 fonalas gomba kartevdinek masik csoportjat a jAromsporas gombak (Zygomycota)
torzse képviseli. A Rhizopus fajok okozta rothadasnak meleg, nedves éghajlatii szélészetek a
legkitettebbek. Nedves i1ddjarasi koriilmények kozott a gomba atterjedhet a fiirt Osszes
bogydjara, annak egészének rothadasat okozva. A Mucor-rothadas altalaban betakaritas utani
betegségként fordul eld a gylimolcsokon, beleértve a sz6lot is, bar ritka a bortermelésre szant
fajtak esetében. A nemzetség “fajaira jellemzd, hogy hiivos, 5 °C-on torténd tarolasi

koriilmények kozott is novekedhetnek (Wilcox et al., 2017).

3.4 Gombafajok molekularis vizsgalati lehetdségei

A molekuldris bioldgia vildgaban az ¢l6lények pontos azonositdsa €s osztalyozéasa
kulcsfontossagu a kiilonb6z6 Okoszisztémakban betoltott szerepiik megértéséhez és a
populaciok kezelésére irdnyulod stratégiak kidolgozasahoz. Az egyik fontos kutatasi teriilet,
amely . ilyen azonositast ¢és osztdlyozast igényel, a mikologia, amely a gombak
tanulmanyozasara Osszpontosit. A gombadk szamos Okoszisztémaban jelentds szerepet
jatszanak, mivel szaprofita, korokozd, sét, mas szervezetekkel kolcsondsen egylittmikodo

(szimbionta) szervezetként is funkcionalhatnak.

3.4.1 DNS vonalkodolas

Uj, eddig ismeretlen fajok azonositasa klasszikus modszerekkel gyakorta nagy kihivast

jelentett a rendszerbiologusok, taxonomusok ¢€s evolucidbiologusok szamara, igy sziikség volt
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egy olyan eljaras kifejlesztésére, mely lehetové tette a gyors, meghizhatd és reprodukéalhato
fajmeghatarozast. A DNS vonalkddolas technikdjanak segitségével egy vizsgalt torzsrol
megallapithatd, hogy mely taxonomiai kategoridba tartozik, illetve még be nem azonositott
fajok rendszertani besorolasat is nagy mértékben megkdnnyiti. Mint nevébdl is kovetkezik, a
modszer az adott organizmusbol szarmazé DNS szekvencian alapul, mely Osszehasonlitasra
keriil a korabban, ismert fajok szekvenciaibol felépitett referencia konyvtarakban tarolt
informaciokkal. Ez a DNS vonalkddnak nevezett szekvencia tobbnyire révid, 400-800 bazispar
hosszl, melyet a sejtekbdl, szovetekbdl kivont genomi DNS egy szakaszanak amplifikalasaval
allitanak eld specifikusan tervezett primerparok hasznalatdval polimerdz lancreakcio¢’ (PCR:
polymerase chain reaction) segitségével. A reakcid végtermékeként kapott amplikonokat ezutan
Sanger vagy 0j generacios modszerekkel szekvenaljak, majd az igy kapott nukleotidsorrendet
Osszevetik nyilvanos adatbazisokban, példaul az INSDC (International Nucleotide Sequence
Database Collaboration) vagy a gombak esetében az UNITE adatbazisban talalhat6 referencia

szekvenciakkal (Kress és Erickson, 2012).

A mitokondridlis citokrom-oxidaz I (COI) gén lokuszénak univerzalis DNS vonalkodként
valo hasznalata az allatvilagban azon alapul, hogy adott faj torzsei k6zott erdsen konzervalt
szekvenciaval rendelkezik, mig eltérd fajok esetében jelentdsen kiilonbozik (Hebert et al.,
2003). Az allatokkal ellentétben a gombak mitokondrialis genomja nagyobb variabilitast mutat,
emellett egyes gombafajok egyedi mitokondridlis mérettel és szerkezettel rendelkeznek,
melyek jelentdsen eltérnek az -allatokndl megfigyelhetd "standard" mitokondridlis genom
felépitésétol. Mivel a /mitekondridlis DNS-markerek (beleértve a COI-t is) kevésbé
konzervaltak és kevésbé megbizhatoak a gombak azonositasa soran, mint az allatok esetében,
a kutatok ehelyett a gombak mas DNS-vonalkéd markereire 6sszpontositottak (Lang et al.,

2007; Dentinger et al., 2011).

Elesztok esetében a fajok karakterizalasara a riboszomaélis DNS nagy alegységének D1/D2
Robnett (1998) részletes adatbazist készitett mintegy 500 tomlésgomba torzsbe tartozd
¢lesztofajra vonatkozoan, melyek szekvencia-divergenciaja elegendd volt a kozeli rokon fajok
megkiilonboztetéséhez. Bazidiumos élesztdgombak legtobb faja is megkiilonboztethetd a
D1/D2 domén szekvencidja alapjan, azonban kimutattak, hogy altalaban, a fonalas gombakat is
figyelembe véve, a riboszomalis 18S és 26S rDNS szekvencidk kozott elhelyezkedd ITS
(Internal Transcribed Space) régi6 jobban alkalmas erre a célra, mint a D1/D2 domén. Emellett

azt talaltdk, hogy a riboszomidlis gének kozott elhelyezkedd, at nem ir6dd IGS (Intergenic
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Spacer) régio is hasznalhato fajok, illetve az egy fajba tartozo torzsek identifikalasara (Fell et
al., 2000; Schoch et al., 2012). Figyelembe véve univerzalitisat, amplifikalhatésaganak
egyszerliségét, illetve, hogy mar rendelkezésre allt egy nagy méretli és megbizhatd szekvencia
adatbazis, a kutatok arra a konszenzusra jutottak, hogy az ITS régiot valasztjak a gombak

elsddleges vonalkodjanak (Schoch et al., 2012).

3.4.2 PCR-RFLP

A restrikcidos fragmenthossz polimorfizmus (RFLP: restriction fragment “length
polymorphism) analizis egy olyan molekularis biologidban alkalmazott technika, mely a
homolog DNS-szekvencidk polimorfizmusanak jellemzésére az amplifikalt altalaban gén vagy
génszakasz hasitasi mintazatait hasznalja, ami a valasztott szekvenciatol fliggéen alkalmas lehet
fajok, illetve torzsek megkiilonboztetésére. A modszer specifikus, 4-6.-bazispar hosszl
szekvencidkat un. restrikcios helyeket felismerd enzimek, restrikcios endonukleazok
hasznalatan alapul. A PCR-RFLP sordn egy meghatarozott DNS szakaszt polimeraz lancreakcio
segitségével amplifikdlnak, majd az amplifikalt DNS<t restrikciés enzimekkel emésztik,
amelyek a felismerési szekvenciajuk alapjan meghatarozott helyeken vagjadk el a DNS-t.
Hasznalhat6 egynukleotid-polimorfizmusok (SNP: single nucleotide polymorphism) vagy mas
mutaciok kimutatdsara, amelyek megvaltoztatjak a restrikcios enzim felismerdhelyét. Egy adott
restrikcios hely jelenléte vagy hidnya hatdrozza meg a keletkezd fragmentumok szamat és
méretét, amelyek gélelektroforézissel lathatova tehetdk. A technikat széles korben hasznaljak
genetikai variaciok tanulmanyozasara. A modszer egyik korlatja, hogy nem tud kiilonbséget
tenni két szekvencia kozott, ha az enzim felismerdhelyét nem érinti a mutécid. Ezenkiviil a
PCR-RFLP idéigényes lehet, és gondos optimalizalast igényel a reprodukalhatd eredmények
eléréséhez. E korlatok ellenére tovabbra is széles korben hasznalt technika a genetikai

kutatasban és a diagnosztikdban (Gherbawy és Voigt, 2010).

Az amplifikalt riboszémalis DNS restrikcids analizis (ARDRA) egy masik hatékony
technika, amely az RFLP elveire épiil, gyors és hatékony eszkozt kindlva a genetikai variaciok
elemzésére. Az ARDRA a riboszomalis RNS (rRNS) génekre Osszpontosit, amelyek a
kiilonbozd szervezetek kozott nagymértékben konzervaltak, mégis elegendd szekvencia-
variacidt mutatnak ahhoz, hogy lehetévé tegyék a kozeli rokon fajok megkiilonboztetését. Az
ARDRA szédmos eldnyt kindl mas molekularis technikédkkal szemben. Eldszor is, ez egy
rendkiviil megbizhato és reprodukalhatdé modszer, mivel az rRNS-gének tobb példanyban

vannak jelen a genomban, ¢és PCR segitségével konnyen amplifikalhatok. Masodszor, a
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konzervalt gének hasznélata lehetdvé teszi a szervezetek széles korének elemzését, igy az
ARDRA sokoldalt eszkozz¢ valik a genetikai diverzitas és a kiilonboz6 taxonok kozotti
filogenetikai kapcsolatok tanulméanyozasara. Végill a moddszer viszonylag egyszerli és
koltséghatékony, mivel nem igényel specidlis felszerelést vagy kiterjedt szakértelmet. A
molekularis bioldgiaban az ARDRA-t kiilonb6z6 alkalmazasokban hasznaltak, tobbek kozott a
kornyezeti mintakban 1év6 mikroorganizmusok azonositasara, a kiillonb6z6 6koszisztémakban
1évé mikrobialis diverzitds tanulmanyozasdra ¢és a mezdgazdasagban eléforduld gombas
korokozok jellemzésére. A taxondmia ¢€s a filogenetika teriiletén az ARDRA értékes eszkdznek
bizonyult a kozeli rokonsagban 4116 fajok kozotti kapcsolatok feloldasaban és a populaciokon

beliili genetikai diverzitas értékelésében (Gherbawy és Voigt, 2010).

3.43 RAPD

Egy masik, PCR-alapu technika, a RAPD (random amplified polymorphic DNA), amelyet
sz¢éles korben alkalmaznak kiilonb6z0 szervezetek, koztiik gombak osztidlyozasara ¢és
filogenetikai elemzésére. A reakcid soran hasznalt primerek rovid (altalaban 10 nukleotid
hosszusagn), tetszoleges szekvenciak, amelyek a-DNS-templat tobb helyéhez is kotédhetnek.
Ezek a primerek nem specifikusak egy adott szekvenciara, mivel a DNS véletlenszerii
szakaszainak amplifikalasara tervezték Oket. A PCR-t ezekkel a primerekkel végezve, tobb
kiilonb6z6é méreti DNS-amplifikatumot ‘hozunk Iétre, amelyek minden egyes organizmus
esetében egyedi ujjlenyomatot vagy savos mintazatot mutatnak. Ez a mintazat lathatéva tehetd
gélelektroforézis segitségével.. A\ RAPD modszer mas molekularis tipizalasi technikdkhoz
képest viszonylag egyszerli, mivel'nem igényel elézetes ismereteket a vizsgalt szervezet DNS-
A RAPD-technikaval.kapcsolatos egyik f6 probléma az eredmények reprodukalhatosaga. A
tetszOleges primerek hasznalata és a PCR-reakcio érzékenysége néha kovetkezetlen sdvozasi
mintazatokhoz vezethet, ami megneheziti az eredmények Osszehasonlitasat a kisérletek kozott.
E problémalekiizdése érdekében a kutatoknak gondosan standardizalniuk kell a PCR
kortilményeket, és megfeleld kontrollokat kell alkalmazniuk annak érdekében, hogy az
eredmények megbizhatoak és kovetkezetesek legyenek. Bar a RAPD egyedi DNS-
ujjlenyomatokat képes létrehozni a kiilonbozd fajok esetében, a technika felbontoképessége
nem feltétlentil elegend6 ahhoz, hogy egy fajon beliil megkiilonboztesse a kozeli rokonsagban
allo torzseket vagy izolatumokat. A kapott adatok elemzése kihivast jelenthet, mivel tobb
mintan keresztiil bonyolult sdvozasi mintazatokat kell dsszehasonlitani, ehhez szamos szoftver

all rendelkezésre, de ezek pontossaga eltérd lehet (Gherbawy és Voigt, 2010).
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1 Vizsgalt torzsek, torzsgyiijtemény létrehozasa

Vizsgalataimba a projekt keretein beliil kiilonb6z6 tokaji boraszatokbol, 2020 és 2021-es
évjaratu szOlor6l és aszuszemekrdl szarmazod 8 élesztégomba, illetve 19 fonalas gomba
izolatumot (1. tablazat) vontam be. A 2020 évjarati mintdk feldolgozasa, illetve az izolalt
mikroorganizmusok eldzetes vizsgalata megtalalhaté Kovacs B. (2021), Mihalyfi Cs. (2021) és
Salma, A. (2021) szak-, illetve diplomadolgozataban.

1. tablazat: A vizsgalatokba bevont toérzsek szarmazasi helye és tipusa

Torzs Mintagyiijtés Boraszat Termdhely Szolo fajta/
azonositdja ideje (dilo) Minta tipusa
BCY 44/2 2020.10.20. Disznokd Lajosok Furmint
BCY 44/6 2020.10.20. Disznokd Lajosok Furmint
BCY 53/5 2020.10.17. Grand Tokaj Szentvér Aszu I1. osztaly
BCY 54/2 2020.10.21. | Tokaj-Heétszd16 Hétsz010 Aszu II. osztaly
BCY 55/6 2020.10.28. | Tokaj-Hétsz616 Hétsz616 Aszu 1. osztaly
BCY 55/7 2020.10.28. | Tokaj-Hétsz616 Hétsz616 Aszu 1. osztaly
BCY 56/7 2020.10.28. | Tokaj-Hétszolo Hétsz616 Aszu 1. osztaly
BCY 56/8 2020.10.28 Tokaj-Hétszd16 Hétszo16 Aszu 1. osztaly
BC 4/2 2020.09.29. Grand Tokaj Szentvér Harsleveli (¢p bogyo)
BC 30/1 2020.10.12. | Tokaj-Hétszolé Nagyszolo Furmint (toppedt bogyo)
BC 34/5/1 2020.10.13. Diszndkd Lajosok Furmint (Aszu 1. osztély)
BC 35/1/1 2020.10.13. Disznokd Kapi/Hangécs Zéta (Aszl 1. osztaly)
BC 35/1/S1 | 2020.10.13. Disznokd Kapi/Hangécs Zéta (Aszl 1. osztaly)
BC 40/1 2020.10.19. Tokaj Oremus Serédy-Vay Furmint
BC 55/4 2020.10.28: | Tokaj-Hétsz616 Hétsz616 Aszu 1. osztaly
BC 56/2 2020.10.28. | Tokaj-Hétsz616 Hétsz616 Aszu 1. osztaly
BC 60/2 2021.09.21. | Tokaj-Hétsz616 Hétszo16 Furmint (ép bogyo)
BC 61/5 2021.09.21. | Tokaj-Hétsz616 Hétszo16 Harsleveli (ép bogyo)
BC 62/1 2021.09.22. Disznoko Kapi Furmint (ép bogyo)
BC 62/10 2021.09.22. Disznoko Kapi Furmint (ép bogyo)
BC 62/2 2021.09.22. Diszn6ko Kapi Furmint (ép bogyo)
BC 62/3 2021.09.22. Diszn6ko Kapi Furmint (ép bogyo)
BC.62/4 2021.09.22. Diszn6ko Kapi Furmint (ép bogyo)
BC 62/5 2021.09.22 Disznokd Kapi Furmint (ép bogyd)
BC 64/1 2021.09.22. | Patricius Borhaz Vérhegy Harsleveli (ép bogyo)
BC 65/1 2021.09.24. Tokaj Oremus Gyopéros Furmint (ép bogyd)
BC 78/1 2021.09.30. | Grof Degenfeld | Soos/Galambos |  Zéta (toppedt bogyd)

A tanszéki torzsgyljteménybdl szarmazo torzsekbdl sajat torzsgyilijteményt hoztam

1étre. Az izolatumok atoltasa érdekében YEPD (0,5% pepton, 0,5% élesztd kivonat, 1% gliik6z,

1,5% agar), illetve MEA (3% malata kivonat, 1,5% agar) taptalajokat készitettem. Osszemérést

kovetden az elegyet az agar oldodasaig felmelegitettem, majd a tapkdzegbdl 5-5 ml-t
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kémcsovekbe mértem, és 121 °C-on autoklavoztam. A kémesovek tartalmat ferditve hagytam
megdermedni. Ezutdn a lemeztenyészet formajaban kapott torzseket €¢lesztok esetében YEPD,
mig fonalas gombakndl MEA ferde agarra oltottam és 25 °C-on inkubdltam. A torzseket
iddszakos atoltds mellett ferde agaron tartottam fenn. Hosszatavu tarolds céljabol a friss
telepekbdl 20%-os glicerin oldatot tartalmazo kriocsdbe két oltokacsnyi sejtet/micéliumot

mértem, majd a csoveket -80 °C-ra helyeztem.

4.2 2022-es évjarati mintak gyiijtése és feldolgozasa

Torzsgylijteményem tovabbi Botrytis cinerea izoldtumokkal torténd bovitése! céljabol
kiilonbozdé termOhelyekrdl €s aszaszOlofajtakrol szarmazd aszisodott szOlofiirtok (1. abra)
begyljtését végeztem a Tokaji borvidék Mad és Mezézombor kozé esd diildin (2. tablazat)
2022.10.21-én. A mintagyljtés soran lelangolt ollot, steril' gy{ijtétasakot ¢és
mintavételezésenként Uj gumikesztylit hasznalva torekedtem az aszeptikus munkavégzésre. A

szOlofiirtoket kevesebb, mint 72 6raig 4 °C-on hiitve taroltam tovabbi felhasznalasig.

2. tablazat: Mintagyjtési helyek és sz0l6 fajtak

Minta sorszam Boraszat Termdohely (diilé) Sz616 fajta
1 Balassa Betsek Koveérszolo
2 Balassa Szent Tamas Furmint
3 Balassa Betsek Zengd
4 Balassa Betsek Sarga muskotaly
5 Balassa Nytlaszo Furmint
6 Disznokd [11éshazy Furmint
7 Disznokd Kapi Zéta
8 Disznoko Kapi Harslevela

{

1. abra: Szent Tamas dil6n aszisod6 furmint fiirt, illetve Botrytissel fert6zott szo16bogyok (sajat kép)
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Az aszGszemek felszinének sterilizdlasa érdekében centrifugacsdovekbe 2%-os natrium-
hipoklorit oldatot toltdttem, majd a bogyokat 2 percig aztattam, Ovatos razogatds mellett.
Ezutan steril desztillalt vizzel kétszer Oblitést végeztem. Lelangolt szikével a bogyokat
megnyitottam, vagasi felszinnel lefelé az eldzbleg gyartoi leiras alapjan készitett Rose-Bengal
- Chloramphenicol agart (Biolab, Magyarorszag) tartalmazo Petri-csészék kozepére helyeztem
¢s egy hétig 25 °C-on inkubaltam azokat. Ezzel parhuzamosan a kezeletlen bogyok felszinén
fellelhetd, szabad szemmel is lathato Botrytis cinera telepekbdl is mintat vettem, majd hasonld
feltételek mellett tenyésztettem. A kindvd telepekbdl maldtas lemezeken tiszta tenyészeteket

hoztam létre, majd azonos Osszetételii ferde agarra oltottam, illetve -80 °C-ra letettem.

4.3 Torzsek morfologiai vizsgalata

A morfologiai vizsgalatokhoz a torzsgylijtemény torzseibdl friss.tenyészetet készitettem:
¢lesztoknél YEPD, illetve WL Nutrient (éleszt6 kivonat 4.0 g/1, kazein-5.0 g/, dextréz 50.0 g/1,
kalium-foszfat 0.55 g/l, kalium-klorid 0.425 g/1, kalcium-klorid 0.125 g/l, magnézium-szulfat
0.125 g/1, vas-klorid 0.0025 g/l, mangan-szulfat 0.0025/g/1, bromkrezol-zold 0.022 g/1, agar
20.0 g/l) tapagart, fonalas gombaknal MEA tapagart alkalmaztam. Az ¢élesztételepek és fonalas
gomba torzsek makromorfologédjat szabad szemmel és sztereomikroszkop hasznélatdval
os nagyitason elemeztem, melyhez targylemezre desztillalt vizet cseppentettem, majd egy
kacsnyi ¢lesztOsejtet szuszpendaltam benne, melyet fedélemezzel boritottam. Fonalas gombak
mikroszkopikus struktirdjdnak ‘vizsgalatdt cellux preparatum készitésével végeztem a
tenyésztés 14. napjan. Ehhez targylemezre laktofenol gyapotkék festékek cseppentettem,
melynek 0sszetevoi segitik a gombaszerkezetek megdrzését (Larone et al., 2018), majd egy
cellux csikot a tenyészet felszini struktiraihoz érintettem €s belesimitottam a targylemezen 1évo

festékbe. A preparatumokat fénymikroszkop 600x-os nagyitdsan vizsgaltam.

4.4 Nukleinsav izolalas

A genommal kapcsolatos molekularis biologia vizsgalatok el6készitése érdekében a
létrehozott élesztd- és fonalasgomba gylijtemény torzseibdl nukleinsav extrakcidra volt
sziikség. Ehhez a 4.1-es fejezetben alkalmazott, azokkal megegyez6 6sszetételit YEPD, illetve
malata kivonatot tartalmazd lemez taptalajokat készitettem, melyeket a vizsgalt torzsekkel
inokulaltam. A Petri-csészéket 25 °C-on inkubaltam élesztéknél két, fonalas gombak esetében

Ot napig.
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Az ismert mdodszerek koziil harom modszert valasztottam ki és hasonlitottam 0ssze az
alapjan, hogy mennyire alkalmasak fonalas gombakbol torténé nukleinsav kivonasra. Eleszték

esetében a fenol-kloroformos eljarast alkalmaztam DNS extrakciora.

4.4.1 Fenol-kloroformos eljardas

1,5 ml-es Eppendorf csébe 300 pl I-es lizis pufferhez (2% Triton-X-100, 1 w/v% SDS, 100
mM NaCl, 10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA; pH=8) két kacsnyi friss tenyészetet/micéliumot
adtam, majd 0,3 g liveggyongy jelenlétében 3 percig maximalis intenzitassal vortexeltem. Két
percig tartdo centrifugalast kdvetden (12000 rpm, 20 °C) a feliiluszot G Eppendorf csébe
pipettaztam, hozzdmértem 150 ul fenolt, 150 pl kloroform:izoamilalkoholt (24:1) ¢s200 ul TE
puffert (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA; pH=8), majd erdteljesen Gsszeraztam. Azonos
paraméterek mellett torténd centrifugélast kovetden a feliiliszo vizes fazist 0j Eppendorf csébe
pipettdztam, hozzaadtam 150 pl kloroform:izoamilalkoholt (24:1), erételjes Osszerazast
kovetden ujabb centrifugalasi 1épés kovetkezett. A feliiliszot uj. Eppendorf csdbe pipettaztam,
majd annak kétszeresével megegyezd térfogatu 96%-0s etilalkoholt mértem hozza, majd
né¢hany atforditassal Osszekevertem. A teljes precipitacid érdekében 20 percig -20 °C-on
inkubaltam. Ezutan 15 percig (12000 rpm, 4 °C) centrifugaltam, majd az etanolt ledntottem a
pelletrdl. A pelletet gazlang mellett megszaritottam és 50 ul TE pufferben visszaoldottam.

Tovabbi felhasznélasig az extraktumokat <20 °C-on taroltam.

4.4.2 Natrium-acetdtos eljdrds

1,5 ml-es Eppendorf ¢s6ben 400 pl I1-es lizis pufferhez (200mM Tris-HCl, pH 8.5, 250 mM
NaCl, 25 mM EDTA,.0.5% SDS) 2 nagy kacsnyi micéliumot adtam. A mintakat szarazblokk
termosztatban 65°C-on inkubaltam 10 percig, majd pellettord segitségével homogenizaltam.
(Az optimalizacid érdekében a homogenizacié alternativdjaként 0,3g liveggyongyot hasznalva
30 masodpercesvortexelés mellett végeztem el az eljarast). 130 pl Na-acetatot (3 M, pH=5.2)
adtam a mintakhoz, majd 30 masodpercig maximalis intenzitdssal vortexeltem. A lizatumot ezt
kovetden 10 percig -20 °C-on inkubaltam, majd 15 percig centrifugaltam (13000 rpm, 4 °C). A
feliiluszot ) Eppendorf csébe pipettaztam, és azonos térfogatu izopropil-alkoholt mértem
hozza, alapos Osszekeverést kovetden 10 percig -20 °C-on inkubdltam, majd ismételten
centrifugaltam 10 percig (12000 rpm, 4 °C). A pelleteket 700 pl 96%-os alkohollal, majd 700
ul 70%-os alkohollal mostam. A pelletet gazlang mellett megszaritottam és 50 pl TE pufferben
visszaoldottam. Tovabbi felhasznélasig az extraktumokat - 20°C-on téroltam (Osama et al.,

2011).

20



4.4.3 Kalium-acetdtos eljards

1,5 ml-es Eppendorf csében 500 ul III-as lizis pufferhez (400mM Tris HCl pH=8, 60mM
EDTA pH=8, 150mM NaCl, 1% SDS) 2 nagy kacsnyi steril fogpiszkaloval feldarabolt
micéliumot adtam, majd szobahémérsékleten (25 °C) 10 percig allni hagytam. Hozzaadtam 150
ul K-acetatot (60 ml SM K-acetat, 11,5 ml jégecet, 28,5 ml desztillalt viz; pH=4,8). 1 perc
vortexelést kovetden, 1 percig centrifugaltam (12000 rpm, 20 °C). A feliiliszot 4 Eppendorf
csObe pipettaztam, majd ismételten centrifugaltam. A feliiliszohoz megegyezd térfogatu
izopropil alkoholt mértem hozza. A csdvet parszor atforgattam, majd a kicsapddott nukleinsav
iilepitése érdekében 2 percig centrifugaltam (12000 rpm, 20 °C). A feliilisz6t ledntdttem, €s a
pelletet 300 ul 70%-os etanollal mostam. 1 percig centrifugaltam (10000. rpm, 20 °C), ezt
kovetden a feliiluszot ledntottem. A pelletet gdzlang mellett megszaritottam és'50 pl 1x-es TE

pufferben visszaoldottam. Tovabbi felhasznélasig az extraktumokat -20 °C-on taroltam (Liu et

al., 2000).

crer

Fisher Scientific Inc.) spektrofotométerrel ellendriztem. Az extrakciét kovetden az
extraktumokat DN-4z és proteindaz mentes RN-4z"A-val (Thermo Fisher Scientific, USA)
emesztettem az RNS molekuldk degradacioja erdekében. Ehhez mintanként 2 ul TE pufferbdl
¢s 1 ul (10 mg/ml) RN-4z A-bol reakciomixet készitettem, majd 3-3 pl-t mértek a nukleinsav

izolatumokhoz, melyeket 1 6ran keresztiil 37 °C-on inkubaltam termosztat szekrényben.

4.5 Molekularis vizsgalati médszerek

4.5.1 Agaroz gélelektroforézis

A DNS izolalast kovetden, illetve a kiilonbozé PCR alapu molekularis vizsgalatok soran az
egyes nukleinsav amplikonok, illetve fragmentumok jelenlének ¢s méretének meghatarozasat
agaroz gélelektroforézissel végeztem. A modszer soran agar6zbol (Promega, USA) 1-1,5%-0s
gélt készitettem 0,5x TBE puffer (45 mM Tris-bazis, 45 mM borsav, | mM Nax-EDTA)
felhasznalasaval. A komponenseket Erlenmeyer-lombikba mértem, majd mikrohullamu
stitében az agaroz teljes oldodasaig melegitettem. Ezt kovetden 45 °C-ra hiitéttem, majd 3,3 ul
GR Green festéket (New England Biolabs, USA) mértem hozz4, és a géltalcaba ontdttem. Egy
specialis ,,fésti” segitségével a DNS mintdk befogadasara alkalmas ,,zsebeket” hoztam létre. A
gél dermedését kovetden a futtatd kadba 0,5X TBE puffert ontottem, majd belehelyeztem a gélt
tartalmazo talcat. RAPD esetén az elsd €s utolso zsebbe 5 ul MidRanger 1étrat (Norgen, Canada)
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mértem [marker: 300, 500, 700, 1000, 1500, 2000, 2500, 3000, 4000, 5000 bp], mig egyéb
esetekben az elsd zsebbe 2 pul 100 bp-os 1étrat (New England Biolabs, USA) adagoltam [marker:
100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000, 1200, 1517]. A tobbi zsebbe 3 pl 3X-osra
higitott Gel Loading Buffer (New England Biolabs, USA) és DNS mintdk (ARDRA és RAPD
esetében 10 pl, kiilonben 3 pl) elegyét mértem. A gélt vizsgalattol fiiggden 60-120 percig 120
V-on futtattam. Az eredmények kiértékeléséhez a gélt UV transzluminator segitségével

vilagitottam meg, lathatova téve a DNS band-eket.

4.5.2 rDNS régiok amplifikdlasa polimeraz lancreakcioval

A torzsek riboszomialis konzervativ szekvencidinak (D1/D2 domén, illetve 1TS1/5,8S
rDNS/ITS2 régid) felszaporitasahoz a régiora specifikus primerparokat hasznéaltam.
Elesztégombak esetében a D1/D2 domén amplifikalashoz az NL1: 5’~GCATATCAATAAGCG
GAGGAAAAG-3’ és NL4: 5°- GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3’, mig fonalas gombaknal
ITS1: 5’>-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’ és ITS4: 5°- TCC. TCCGCTTATTGATATGC-3’
primereket alkalmaztam. A PCR reakciot OneTaq® DNS polimerazzal (New England BioLabs,
USA) végeztem el 30 pl végtérfogatban (3. tablazat). A reakciomix mintanként 6 pl (5x) enzim
puffert, 0,84 ul (25 mM) magnézium-kloridot, 0,1 pl(25 mM) ANTP-t, 1-1 pl (10 uM) forward
¢s reverse primert, 0,2 pl (5U/ul) DNS polimerazt, 19,86 ul nukledz mentes desztillalt vizet,
illetve 1 pl nukleinsavat tartalmazott.

3. tablazat: PCR reakcio paraméterei A) NIL1-NL4, B) ITS1-ITS4 primerparok hasznalata esetén. A 2-4. 1épés
ciklusainak szdma: 35.

Lépés AHomerse‘klet . 1dé
1. Elédenaturacio 95 °C 5 perc
2. Denaturacio 95 °C 0,5 perc
3. Anellidlas 53,5 °C 51 °C 0,5 perc
4. Lanchosszabbitas 72 °C 68 °C 1 perc
5.Végsoé lanchosszabbitas 72 °C 68 °C 5 perc
4.5.3 ARDRA

Az amplifikalt rDNS régiokat élesztk esetében Haelll, fonalas gombaknal Haelll és Mspl
(Promega, USA) kiilonb6z6 felismerd és hasitohellyel rendelkezd (2. abra) restrikcios
enzimekkel emésztettem. Ehhez mintdnként 3 ul amplikonhoz 0,2 pl enzimet, 1 pl enzimpuftert
(Promega, USA) ¢és 5,8 ul desztillalt vizet mértem, majd 37 °C-on 4 6rdn 4t inkubaltam. A

fragmentumok szamat és méretét gélelektroforézis segitségével elemeztem.
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2. ébra: A) Haelll és B) Mspl enzimek felismerési és hasitasi helyei

4.5.4 RAPD

A tanszéken kordbban végzett Botrytis cinerea torzsek genetikai diverzitasat vizsgalo
RAPD optimalizalési kisérletek (Takacs D., 2018) soran valtozatos mintdzatot adé OPE20
primer mellett tovabbi harmat (OPE1, OPE19 ¢és P5) vontam be kutatasomba (4. tablazat).

4. tablazat: A RAPD reakci6 soran alkalmazott primerek szekvenciai

Primer Szekvencia
OPE1 5’ CCCAAGGTCC, 3?
OPE19 5’ ACGGCGTATG. 3’
OPE20 5’ AACGGTGACC 3’
P5 5’ AACGCGAAC 3’

A PCR reakcidt (5. tablazat) Taqg DNS polimerazzal (New England BioLabs, USA)
végeztem el 30 pl végtérfogatban. A reakciomix mintanként 3 ul (10x) enzim puffert, 0,2 pl (25
mM) dNTP-t, 1 pl (10 uM) primert, 0,15 pl (5 U/ul) DNS polimerazt, 24,65 pl nukledz mentes

desztillalt vizet, illetve 1 pl nukleinsavat tartalmazott.

5. tablazat: PCR reakci6 paraméterei RAPD primerek hasznalata esetén. A 2-4. 1épés ciklusainak szama: 35.

Lépés Hoémérséklet Ido
1. Elédenaturacio 95 °C 5 perc
2. Denaturacio 95 °C 0,5 perc
3. Anellalas 34 °C 0,5 perc
4. Lanchosszabbitas 68 °C 2 perc
5. Végso lanchosszabbitas 68 °C 5 perc

A PCR reakcio sikerességét agardz gélektroforézissel ellendriztem, az amplikonok méretét
GelAnalyzer szoftver segitségével becsiiltem. A kapott mintazat alapjan az adatokon XLSTAT

szoftverrel klaszteranalizist végeztem ¢€s dendrogramot szerkesztettem.

4.5.5 Elokeszitées szekvendaldsra, szekvencia analizis

Az ARDRA analizissel azonos mintazatot mutatd torzsek kozil csoportonként
kivalasztottam néhanyat szekvenalasra, mely a csoport tagjait reprezentativan képviseli. A

torzseket a 4.6.2. fejezetben leirtak szerint amplifikdltam élesztégombak esetében NL1-NL4,
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mig fonalas gombdk esetében ITSI-ITS4 primerparok alkalmazasaval. A PCR reakcio
sikerességét agardz gélektroforézissel ellendriztem, az amplikonok méretét GelAnalyzer

szoftver segitségével becsiiltem.

Ezutan a PCR termékeket Monarch® PCR & DNA Cleanup Kit (New England BioLabs,
USA) hasznalataval tisztitottam. Mintanként 1,5 ml-es Eppendorf csébe 25 ul amplikonhoz 5x-
0s mennyiségii (125 pl) kotd puffert (DNA Cleanup Binding Buffer) mértem, majd
pipettazassal alaposan elkevertem. Az oszlopokat a mellékelt gytijtéecsovekbe helyeztem, majd
azokra 150-150 ul-t mértem az elegybdl. 1 percig szobahdémérsékleten 13000, rpm-en
centrifugaltam, majd a gytijtdcsovek tartalmat eltavolitottam. Az oszlopokra ezt kdvetéen 200
pl moso6 puffert (DNA Wash Buffert) pipettdztam. Centrifugaldst kdvetden megismételtem a
mosasi [épést. Az oszlopot 1,5 ml-es Eppendorf csébe helyeztem, 20 pl elvalaszto puffert (DNA
Elution Buffer) mértem az oszlop kozepére és egy percig allni hagytam. A tisztitott DNS

elualasahoz 1 percig centrifugaltam a csdveket.

A mintak koncentraciéjat és tisztasagat Nanodrop 2000™" (Thermo Fisher Scientific, USA)
spektrofotométerrel ellendriztem, majd a Biomi Kft.-hez szallitottam. A szekvenalas Sanger
modszerrel, élesztdgombak esetében NL1 primerrel, mig fonalas gombédknal 1TS4 primerrel
tortént. A kapott szekvenciak mindségét SnapeGene Viewer szoftverrel ellendriztem, mellyel
szekvencia elején €s végén 1évo zajt 1s'szlirtem. A szekvenciarészletek 0sszehasonlitasat lokalis
illesztéssel (BLAST, Basic Loecal “Alignment Search Tool), végeztem a GenBank
nukleotidszekvencia adatbazisaban (Internet 3.) szerepld tipustérzseken, melynek
eredményébdl megallapithato a vizsgalt torzs rokonsagi foka az adatbazisban szerepld mas
fajokhoz viszonyitva.. Az illesztés mindségére kiilonbozd statisztikai mérészamokbol
kovetkeztettem. Az illesztés pontszama (Score) azt mutatja, hogy mennyire j6 az 6sszerendezés,
min¢l magasabb, anndl jobb. Az E-érték (expect value) megadja, hogy az adatbazisban térténd
keresés az-adott illesztéshez varhatéan hany kozel azonos pontszammal rendelkezd talalatot
eredményez a véletlennek koszonhetden. A P-érték (probability) pedig annak a valdszintisége,
hogy az adott illesztés a véletlennek miive. Mind az E, mind a P érték esetében az alacsonyabb

érték jelenti a jobb talalatot (Higgins és Taylor, 2000).

4.6 Statisztikai szoftverek

A dolgozat statisztikai elemzéseit, kiértékeléseit RStudio (Posit, USA) segitésével
végeztem. A grafikus elemek koziil a dobozdiagramok 1étrehozasdban a Minitab (Minitab, UK),

mig a dendrogram szerkesztésénél az XLSTAT (Lumivero, USA) szoftverek segédkeztek.
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5. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

5.1 Izolatumok morfologiai jellemzése

5.1.1 Elesztégombik morfolégidja

A molekularis vizsgalatok megkezdése elott jellemeztem az élesztd izolatumok telep- €s
Az izolatumok telepmorfologidjat sztereomikroszkoppal vizsgalva YEPD esetében homogén
krémszinli, illetve barnds/rézsaszines pigmenteket tartalmazé kiilonbozéd méretli telepet
figyeltem meg. WL Nutrient tapkozegnél a telepek a zold szin kiilonb6z06 arnyalatait mutattak.
Egyes tenyészeteken beliil eltéré méretii és szinti, helyenként fehér, nem pigmentalt telepek is
44/2 azonositoju torzsbol BCY 44/2/A és B izolatumot, mig a BCY 56/8 t6rzsb6l BCY 56/8/A,
B és C izolatumokat kiilonitettem el. Igy a korabbi nyolc izolatum-helyett tizenegy torzzsel
dolgoztam tovabb. A sejtmorfoldgia tekintetében — azokat fénymikroszkoppal vizsgalva —
bipolaris sarjadzast mutato citrom, kis méretli hossziukas, kérte, illetve olajcseppszeri képletet
tartalmaz6 ovalis, kerekded alaku sejteket lattam. A'morfoldgiai vizsgalatok alapjan a 11 torzset
harom csoportba soroltam (6. tablazat, 3. dbra). Az elsé csoportba a BCY 44/2/A és B, BCY
44/6, BCY 55/6, illetve a BCY 56/8/A, B ¢és C torzsek tartoztak. A masodik csoportot a BCY
53/5, BCY 54/2 és BCY 56/7 torzsek alkottak. A harmadik csoport egyediili tagja a BCY 55/7-

es izolatum volt.

6: tablazat: Eleszttorzsek morfologiai csoportositisa

Csop. Telepmorfologia Sejtmorfologia

YEPD: nagy, kor alaka, dombort, krémszini
l. telepek
WL: eltér6 arnyalatu, ,,kokardas” zold telepek

citrom alaku, bilateralisan
sarjadzé sejtek

YEPD: krémszind, szabalytalan alaku,
hullamos sz¢li telepek, aljukon
barna/r6zsaszin pigmenttel
WL: kdzepén csucsos, barna alju telepek
YEPD: nagy, kor alaku, parnaszeriien
I1. feldomborodé krémszinii telepek ovalis/korte alaku sejtek
WL: aprd, méregzold telepek, fehér peremmel

kiilonbo6zo érési fazisban 1évo,
eltéré méretli kerek/ovalis sejtek,
kozépen olajcseppel
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5.1.2 Fonalas gombdk morfologidja

A kordbbi évjaratu kiilonbozd szOlofajtakrol szarmazo-tanszéki torzsgylijteménybdl
valasztott harom (BC 35/1/S1, BC 4/2, BC 40/1) Botrytis cinerea-ként azonositott torzs mellett
két 2020-as (BC 62/2, BC 62/4), és 23 natrium-hipokloritos felszini fertdtlenitést kovetd
aszubogy6 belsejébdl izolalt vizudlisan B. cinerea-nak feltételezhetd torzs morfoldgiai
on torténd inkubécio mellett kdvettemnyomon. A telepek kezdetben fehér szintiek voltak és a
tobbitdl fejlédésben jelentdsen alulmaraddé BC 1/8/3-as torzs kivételével hasonld ndvekedési
tendenciat mutattak. Egy-hét inkubaciot kovetden a telepek jelentds szinbéli eltéréseket
mutattak, tobbségében a sziirke kiilonb6z6 arnyalatait, de szamos tortfehér és bézs telepet is
megfigyeltem (8. tabldzat). Szerkezetiiket tekintve a torzsek kozel fele-fele aranyban alakitottak
ki tomor, illetve laza, vattaszerii micéliumot; ett6l eléré volt a BC I/5/1 azonositdju torzs
telepmorfologidja, mely sokkal kompaktabb szerkezettel rendelkezett. Harom torzset
leszamitva(BC '4/2, BC 35/1/S1 és BC 1/7/4), ahol nem tapasztaltam szklerociumképzddést,
igen valtozatos alaku, méretli és elhelyezkedésii képleteket mutattak (7. tdblazat, 4. abra).
Emellett fény- és sztereomikroszkoppal megfigyelve a konidiumokat (BC 1/7/4 kivételével,
mely nem termelt), erésen elagazd konidioforokon kialakuld ellipszoid strukturakat figyeltem

meg (5. abra).
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7. tablazat: B. cinerea torzsek szklerociumainak karakterisztikaja

Azonosité Méret Alak Elhelyezkedés
BC 4/2 nincs - -
BC 35/1/S1 nincs - -
BC 40/1 kozepes szabalytalan szabalytalan
BC 62/2 kozepes kerek szabalytalan
BC 62/4 kozepes kerek szabalytalan
BC 1/1/1 Kicsi kerek egyenletesen elszort
BC 1/1/2 kdzepes kerek korben, koncentrikus
BC 1/1/3 kdzepes kerek szélén koncentrikus
BC 1/2/4 nagy kerek korben, koncentrikus
BC 1/3/1 kozepes kerek egyenletesen clszort
BC 1/3/2 kozepes szabalytalan egyenletesen elszort
BC 1/3/3S kozepes kerek egyenletesen elszort
BC 1/3/4 nagy kerek egyenletesen elszort
BC 1/4/1 Kicsi kerek egyenletesen elszort
BC 1/5/1 nagy szabalytalan szabalytalan
BC 1/5/2 nagy kerek szabalytalan
BC 1/6/1 kozepes ovalis sugariranyt
BC 1/6/2 nagy kerek kozépen
BC 1/6/3A nagy szabalytalan korben, koncentrikus
BC 1/6/3B kozepes kerek kdzépen és szélén koncentrikus
BC 1/7/1 kozepes ovalis szabalytalan
BC 1/7/2 kozepes kerek kozépen és szélén koncentrikus
BC I/7/3A nagy szabalytalan kozépen
BC 1/7/3B Kicsi kerek szabalytalan
BC 1/7/4 nincs - -
BC 1/8/1 nagy kerek szabalytalan
BC 1/8/2 nagy kerek szabalytalan
BC 1/8/3 nagy kerek kozépen

4. abra: A) Szklerociumot nem képz6 BC 4/2 torzs, B) egyenletesen eloszlo apro, kerek szklerociumok
(BC I/3/1), illetve C) sugarasan szimmetriat mutat6 ovalis szklerociumok (BC 1/6/1)
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5. abra: A) Elagazo konidiofor és B) leflizodott konidiumok

8. tablazat: B. cinerea torzsek telepmorfologiai vizsgélata

Micélium Micélium

Azonosité | szerkezete | Telep szine | Azonosité szerkezete | Telep szine
BC 4/2 tomOor tortfehér | BC 1/5/1 nagyon tomor | vilagossziirke
BC 35/1/S1 tomOor tortfehér | BC 1/5/2 tomor sOtétsziirke
BC 40/1 laza sotétsziirke | BC 1/6/1 tomor vilagossziirke
BC 62/2 laza sotétsziirke | BC 1/6/2 tomor vilagossziirke
BC 62/4 laza sotétsziirke | BC1/6/3A laza vilagossziirke
BC 1/1/1 laza bézs BC1/6/3B tOmor bézs
BC 1/1/2 laza sotétsziirke | BC 1/7/1 tOmOor vilagossziirke
BC 1/1/3 laza sotétsziirke |BC 1/7/2 laza vilagossziirke
BC 1/2/4 tomor sotétsziirke | BC 1/7/3A laza vilagossziirke
BC1/3/1 tomor bézs BC 1/7/3B laza sOtétsziirke
BC 1/3/2 tomor sotétsziirke | BC 1/7/4 tomor vilagossziirke
BC 1/3/3S laza vilagossziirke | BC 1/8/1 laza sOtétsziirke
BC 1/3/4 tomor bézs BC 1/8/2 tomor sOtétsziirke
BC 1/4/1 laza sotétsziirke | BC 1/8/3 laza vilagossziirke

A morfologiaijellemzdk alapjan feltételezhetden B. cinerea torzsek mellett szamos egyéb
makro- és mikroszkoposan is eltéré morfologiat mutatd fonalas gomba izoldtumot figyeltem

meg; melyeket kozds tulajdonsagaik alapjan csoportositottam.

Fiatalon fehér vattakorongra emlékeztetd alaku és texturaju szovedék jellemzo a BC 30/1,
BC 62/3, BC 62/5, BC 64/1 és BC 78/1 azonositoju torzsekre. Mig a BC 30/1 és BC 62/3 torzs
az 1d6 mulasaval sargasbarnds arnyalatot mutatott, a csoport tobbi tagja tovabbra is fehér szinti
maradt. Kezdeti kompaktabb szerkezetiiket lazabb, habosabb micéliumhélézat valtotta.
Mikroszkopos képiik ovalis, egyik végiikon elkeskenyedd, barna szinli konidiumokat mutatott,
keresztirany barazdaltsaggal, melyek a konidiofor végén egyediil alltak vagy tobbtagu

lancolatot alkottak (6. dbra). Ez a jellegzetes konidium az Alternaria nemzetségre jellemzo.
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6. abra: A) BC 62/3-as torzs szinesed6 fonalai és B) BC 78/1 torzs konidiumai mikroszkop alatt

A Penicillium nemzetség altalanos ismertetdjegyeit mutatta két izolatum (BC 55/4, BC
56/2). A BC 55/4 torzs vilagoszold karfiolrozsara emlékeztetd kiemelkedéseket képzett, mig a
BC 56/2 torzs inkabb elteriild, sotétzold telepként novekedett, sz€lén fehér savval (7. abra).
Mikroszkoposan hossza elagazd konidiofor latszodott mindkét torzsnél, a fialidok végén

konidiumok lancolataval.

7. abra: A) BC.55/4 és C) BC 56/2 torzsek makroszkopos, illetve B) ecsetszerii elagazast mutatomikroszkopos
képe

Fiatalon fehértdl sargaig terjedd micéliumhaldzatot figyeltem meg a BC 34/5/1 torzs
esetében, melyet idével elfed a fekete konidiumok sokasadga. Mikroszkoppal vizsgalva nagy,
gomb alaku kiszélesedd vezikulumban végzddo, el nem dgazd konidioforokat figyeltem meg.
A vezikulumokhoz kapcsolodd elnyult, palack alaka fialidokon konidiumok lancolata
mutatkozott. Eltéréd morfologiat tapasztaltam a BC 62/10-es torzs esetében. Fehér szegélyt,
z0ld szinli telepei elszort kisebb szigetekként helyezkedtek el. Emellett a vezikulum nem
nagyméretll, kifejlett gdmbként, inkdbb csak megvastagodasként jelentkezett (8. abra). A

morfoldgiai jegyek alapjan vélhetéen mindkét torzs az Aspergillus nemzetséghez tartozik.
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8. abra: BC 62/10 (A, B) és BC 34/5/1 (C, D) torzsek makroszkopos és mikroszkdpos képe

A BC 35/1/1 és BC 61/5 torzsek poros texturdju, olivazold telepekkel jellemezhetdek.
Mikroszkoposan vastag, hengeres, helyenként szeptalt, illetve'.citrom alaku kiilonallo

konidiumok vagy azok el nem agazd lancolat figyeltem meg(9..4bra), mely a Cladosporium

nemzetség jellemzdje.
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9. abra: BC 61/5 torzs A) zold szinti telepe és B) mikroszkoppal megfigyelt konidium lancai

A’Rhizopus nemzetség morfoldgiai sajatossagait figyeltem meg a BC 1/3/10, BC 1/5/10 és
BC 1/8/10 izolatumokon (10. abra). A rendkiviil gyorsan névé micéliumok fehérek, a magasra
novo, el nem agazod sporangioforok végiikon egy-egy gombolyli sporangiummal barna szint
mutattak. A sporangiosporak szabalytalan sokszog alaktiak voltak. A sporangioférok taptalajjal

érintkez0 oldaldn eldgaz6 rizoidok mutatkoztak.
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10. ébra: BC 1/3/10 torzs A) makroszkdpos B-C) mikroszkopos és D) sztereomikroszkopos képe

Morfolégiai sajatossagaik alapjan nem sikeriil egy kategoéridba sem sorolni‘a BC 53/4, BC
60/2, BC 62/1 és BC 65/1 azonosit6ju torzseket. Altalanossagban elmondhato, hogy BC 65/1
halvany rozsaszin telepe kivételével, a tobbi torzs esetében mind a. fiatal, mind az idésebb
telepek is fehér sziniiek, valtozatos textiraval. Mikroszkop alatt-szemiigyre véve csak hifak

halézatat figyeltem meg, egyéb jellegzetes strukturdk és képletek nem voltak azonosithatoak.

5.2 Nukleinsav izolalasi modszerek osszehasonlitasa

Mivel eldzetes, fenol-kloroformos eljarassal fonalas gombakbol torténd nukleinsav izolalasi
probalkozasok nem eredményeztek elfogadhaté mennyiségii €s mindségli nukleinsav hozamot,
a 4.4. pontban ismertetett harom (fenol-kloroformos [tovabbiakban M1], natrium-acetatos
[tovabbiakban M2], illetve kalium acetatos [tovabbiakban M3]) izolalasi mddszer statisztikai
Osszehasonlitasat végeztem' kilonbozo fonalas gomba nemzetségbe (Aspergillus,

Cladosporium, Alternaria, Penicillium, Botrytis) tartoz6 torzsek bevonasaval.

A vélasztott -harom nukleinsav izolalasi modszer hatékonysaganak 0Osszehasonlitasat
egytényezOs varianciaanalizissel (ANOVA) végeztem. Ez egy olyan statisztikai teszt, amely
harom.  vagy. tobb csoport atlagainak Osszehasonlitdsdra hasznalhatd, segitségével
megallapithatd, hogy az egyes valtozok tekintetében szignifikans kiilonbségek vannak-e a

csoportok atlagai kozott (Witte és Witte, 2011).

A teszt eredménye alapjan megallapithatd, hogy mind a nukleinsav hozamot [F(2, 21) =
32,64; p = 3,60E-07], mind a tisztasagot 260/280 [F(2, 21) = 5,70; p = 0,010] és 260/230
abszorbancia arany [F(2, 21) = 14,62; p = 1,05E-04] esetében is szignifikdnsan befolyasolta a
nukleinsav izolalasi modszer. A modszerek 6sszehasonlitdsa dobozdiagram segitségével a 11.

abran lathato.
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11. dbra: M1, M2, M3 modszerrel kapott A) koncentraciok és B) 260/280 és C) 260/230 abszorbancia ardnyok

Mivel varianciaanalizis eredménye statisztikailag szignifikdns kiilonbséget mutatott a
csoportatlagok kozott, annak elvégzése utan Tukey HSD post-hoc tesztet alkalmaztam, hogy

megallapitsam, mely csoportparok kiilonbdznek egymastol (Witte és Witte, 2011).

Koncentracié tekintetében a Tukey-féle HSD-teszt eredménye alapjan az M1 és az M3
modszer (p = 1,03E-05, 95% C.I. = [136.5 — 269.0]), illetve az M2 és az M3 modszer (p =
2,85E-05, 95% C.I. = [90.4 — 222.9]) atlagérteke szignifikdnsan kiilonbozott. Nem volt
statisztikailag szignifikans kiilonbség az M1 és M2 mddszer kozott (p=0,209).

Tisztasagra vizsgalva 260/280 abszorbancia aranynal szignifikans kiilonbség mutatkozott
az M1 ¢és az M2 modszer (p'= 0,035, 95% C.I. = [0,026 — 0,744]), illetve az M2 és az M3
modszer (p = 0,014,95% C.I. = [-0,803 — -0,084]) kdzott. Nem volt statisztikailag szignifikans
kiilonbség az M1 és M3 modszer kozott (p=0,911). 260/230 abszorbancia arany esetében az
M1 és a M2 moédszer (p = 7,67E-05, 95% C.I. = [0,544 — 1,496)), illetve az M1 és az M3
modszer (p'= 0,019, 95% C.1. = [0,084 — 1,036]) kozott jelentds kiilonbség mutatkozott. Nem
volt statisztikailag szignifikans kiilonbség az M2 és M3 modszer kozott (p=0,060).

Megallapithatd, hogy a harom nukleinsav izolaldsi modszer koziil az kalium-acetatos
modszerrel volt a legnagyobb hozam elérhetd, de a natrium-acetatos eljards esetében is
elfogadhat6 nukleinsav koncentraciot sikeriilt elérni. Azonban a kalium-acetatos moddszer
tisztasaga jelent0sen alulmarad a natrium-acetdtoshoz képest, ezért utobbit valasztottam

tovabbi izolalasok alapjaul.
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Emellett teszteltem, hogy a natrium-acetditos modszer hozama ndvelheté-e, ha a
homogenizacios 1épés alkalméval a pellettord (tovabbiakban M2a) helyett liveggyongyoket

(M2b) hasznalok.

Az eredmények értékelésére eldzetes Shapiro-Wilk tesztet végeztem annak megallapitasara,
hogy a mérési eredmények normal eloszlast kovetnek-e. A teszt eredménye alapjan (p > 0,05)
megallapithat6, hogy a teszt nem szignifikans, a nullhipotézist (o = 0,05 szignifikanciaszint

mellett) megtartottam, vagyis a mért értékek normal eloszlast kovetnek.

A péros t-proba eredménye alapjan nukleinsav koncentracio tekintetében t(8) = 2,729, p =
0,026, az M2a izoléalasi modszer (M = 71,067, SD = 34,777) szignifikansan eltér az M2b
modszertél (M = 137,422 , SD = 86,954). Az 1zolélas tisztasagara nézye 260/280 abszorbancia
aranynal t(8) = 0,067, p = 0,949, M2a (M = 2,097, SD = 0,102) az.M2a médszer nem tér el
szignifikansan az M2b (M = 2,098 , SD = 0,082) modszertdl, 260/230-arany esetében is t(8) =
0,596, p = 0,568, megegyezik az M2a (M = 1,278 , SD = 0,253) mddszer tisztasdga M2b-jével
M = 1,328 , SD = 0,240) az atlagok kiilonbségét vizsgalva. A modszerek 6sszehasonlitasa
dobozdiagram segitségével a 12. abran lathatd: Osszességben elmondhat6, hogy az M2b
modszerrel nagyobb hozam érhetd el az M2a moddszerhez képest, tehat tovabbi fonalas
gombakbol térténd nukleinsav izolaldsnal az tiveggyongyok hasznalataval kiegészitett natrium-
acetatos eljarast alkalmaztam.
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12. abra: M2a, és M2b modszerekkel elért A) koncentraciok és B) 260/280 és C) 260/230 abszorbancia aranyok
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5.3 Molekularis vizsgalati eredmények

Az ¢lesztégomba torzsek a projektben részt vevo mas torzsekkel egyiitt MALDI-TOF
tomegspektrometrias  vizsgalatnak alédvetve eldidentifikalasra keriiltek. A vizsgalat
eredményeként kapott pont (score) érték alapjan a BC 56/7 térzs Metschnikowia pulcherrima,
a BC 56/8/A, B, C torzsek Hanseniaspora uvarum fajként voltak azonosithatoak. Tovabbi két
torzs (BC 54/2 és BC 53/5) esetében az eredmény nemzetség szinten (Metschnikowia) volt
elfogadhat6. A tobbi torzs esetében nem sziiletett megfeleld megbizhatosagli eredmény, ezért

tovabbi molekularis vizsgalatok elvégzésére volt sziikség.

5.3.1 ARDRA
A 11 éleszto torzs rDNS-ének D1/D2 doménjét NL1-NL4 primerekkel amplifikaltam, ez

minden esetben kb. 700 bp hosszisagii amplikonokat eredményezett. Haelll restrikcids
enzimes emésztésiik gélképe alapjan (13. abra) a torzseket harom csoportba (I: 450, 140 bp; II:
250, 130 bp; HI: 350, 140 bp méretli fragmentek) soroltam, melyek teljes mértékben
megfeleltetheték voltak a morfoldgiai vizsgalat soran /kialakitott csoportokkal. Az elsé
csoportba a BC 44/2/A, BC 44/2/B, BC 55/6, BC 44/6,BC 56/8/A, BC 56/8/B, BC 56/8/C
torzsek, a méasodikba a BC 56/7, BC 53/8, BC 54/2 torzsek, mig a harmadikba a BC 55/7

azonositoju torzs tartozott.
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13. abra: Elesztd torzsek D1/D2 doménjének Haelll enzimmel torténé emésztése
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Tizenkilenc kordbbi és 26 2022 évjaratu fonalas gomba torzs ITS1/5,8S rDNS/ITS2
endonukledz enzimek hasznélataval. A kiértékelés soran a fragmentumok méretét Gel Analyzer
szoftver segitségével szamszerlsitettem (9. tablazat), mely sordan 16 eltérd mintazat
mutatkozott. ABC 64/1 és BC 30/1 torzsek emésztésével mindkét enzimmel megegyezd méretii
fragmentumokat kaptam. Azonos mintazat volt megfigyelhetd a BC 1/5/10 és BC 1/8/10
izolatumok kozott is. A projekt keretein beliil szekvenciaanalizissel Botrytis cinerea-ként
azonositott (Salma, 2021) BC 35/1/S1 torzs morfologiai leirdsa és ARDRA mintazata teljes
egyezést mutatott a vizsgalt BC 4/2, BC 40/1, BC 62/2, BC 62/4, illetve a"2022-es
izolatumokkal, kivéve a BC 1/3/10, BC 1/5/10, BC 1/8/10 jeliieket, igy megallapithato, hogy

ezen torzsek a Botrytis cinerea fajhoz tartoznak.
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9. tablazat: Az ITS1 és ITS4 primerparral amplifikalt szekvencidk, illetve.azok restrikcios emésztésével
kapott fragmentek becsiilt hosszai. A 100 bp alatti fragmentek nem kertiltek feltiintetésre.

Térzs azonosité ITS amp. Haelll Mspl
(bp) frag. (bp) frag. (bp)

BC 30/1 700 400, 120 420, 110
BC 34/5/1 700 2x340
BC 35/1/1 700 360, 180 580
BC 35/1/S1 670 670 380, 240
BC 4/2 670 670 380, 240
BC 40/1 670 670 380, 240
BC 55/4 750 2x300
BC 56/2 750 460, 100
BC 60/2 730 520, 140 500, 100
BC 61/5 640 300, 100 440
BC 62/1 830 370, 170 530
BC 62/10 700 530
BC 62/2 670 670 380, 240
BC 62/3 700 700 530, 110
BC 62/4 670 670 380, 240
BC 62/5 700 680 170
BC 64/1 700 400, 120 420, 110
BC 65/1 690 2x330 260, 160
BC 78/1 700 600, 100 580, 120
BC 1/1-8 torzsek* 670 670 380, 240
BC 1/3/10 1300 730, 260, 190 780, 170
BC 1/5/10 800 680 650
BC 1/8/10 800 680 650

*2022 évjaratban izolalt térzsek, a BC 1/3/10, BC I/5/10 és BC 1/8/10 torzsek kivételével
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5.3.2 Szekvendlas

Elesztégombak esetében a morfoldgiai vizsgalatok és a restrikcids emésztés soran
kialakitott csoportokbol néhany torzset kivalasztottam szekvenaltatasra. A szekvenciaanalizis
eredménye alapjan harom élesztotorzs (BCY 44/2/A, BCY 44/6, BCY 56/8/A) Hanseniaspora
uvarum, a BCY 55/7 torzs Starmerella bacillaris, mig a BCY 53/5 torzs Metschnikowia
pulcherrima fajként volt azonosithaté (10. tablazat). Tehat a morfoldgia alapjan felallitott
csoportok izolatumai a Hanseniaspora uvarum (1. csoport: BCY 44/2/A, BCY 44/2/B, BCY
44/6, BCY 55/6, BCY 56/8/A, BCY 56/8/B, BCY 56/8/C), Metschnikowia pulcherrima’ (11.
csoport: BCY 53/5, BCY 54/2, BCY 56/7), Starmerella bacillaris (I11. csoport: BCY 55/7) fajba
tartoznak. A kapott eredmények Osszhangban vannak a MALDI-TOF | vizsgalat sordn
kapottakkal.

A morfoldgiai és molekularis vizsgalatok alapjan kilenc fonalasgomba torzset valasztottam
ki szekvenciaanalizisra. A szekvenciaadatok faj szintli azonositést tettek lehetévé a BC 35/1/1
(Cladosporium cladosporioides), BC 55/4 (Penicillium~expansum), BC 56/2 (Penicillium
glabrum), BC 62/1 (Acremonium sclerotigenum), BC 62/2 (Botrytis cinerea), BC 1/7/4 (Botrytis

cinerea) ¢s BC 1/8/10 (Rhizopus arrhizus) torzsek esetében.

Hat izoldtum esetében a szekvenciaillesztés tobb fajra adott hasonld mindségii talalatot. A
szO0l6bogyot mint fonalas gombak gazdaszervezetét vizsgald szakirodalmi adatok és a torzsek
morfologiai tulajdonsdgai alapjan valosziniisithetd, hogy a BC 30/1 és BC 60/2 torzsek
Alternaria arborescens (Tancinova et al., 2016), a BC 34/5/1 Aspergillus niger, a BC 62/10
Aspergillus versicolor (Klich, 2002), mig a BC 62/5 torzs a Cladosporium herbarum (Briceino
and Latorre, 2008) fajba tartozik. Mivel vizsgélatok a sz6l6n szamos Fusarium nemzetséghez
tartozo faj jelenlétét kimutattak (Diaz, 2005), igy a BC 65/1 torzset csak nemzetség szinten
tudtam azonositani. A BC I/3/10 torzs esetében nem érkezett kelld mindségli szekvenciaadat,
nagymértékli hasonlosagot mutat a BC 1/8/10 torzzsel, igy feltehetdleg a Rhizopus nemzetségbe
tartozik.
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10. tablazat: BLAST illesztés eredménye

Szekv.

Torzs hossz Fai Referencia E %-0s | Hozzaférési
ID (bp) J torzs érték | azonossag szam
BCY . 0
4419/A 579 |Hanseniaspora uvarum CBS314 0.0 | 100,00% |KY107844
BCY . 0
4476 578 | Hanseniaspora uvarum CBS314 0.0 | 100,00% |KY107844
BCY . 0
56/3/A 580 |Hanseniaspora uvarum CA314 0.0 | 100,00% |KY107844
BCY | ggg |Metschnikowia NRRLY7111 | 0.0 | 98,93%- NG 075437
53/5 pulcherrima
BCY - /
55/7 486 | Starmerella bacillaris CBS843 0.0 (] 100,00% |AY394855
Alternaria alstroemeriae | CBS118809 0.0 | 100,00% |NR_163686
Alternaria doliconidium HKAS100840| 0.0 | 100,00% |NR_158361
ouL | st
Alternaria destruens ATCC204363| 0.0 | 100,00% |NR 137143
Alternaria arborescens CBS102605 0.0 | 100,00% |NR_135927
Aspergillus welwitschiae | CBS139.54 0.0 | 100,00% |NR_137513
BC ] . o
34/5/1 583 | Aspergillusfoetidus CBS121.28 0.0 | 100,00% |NR_163668
Aspergillus niger ATCC168888| 0.0 | 100,00% |NR_111348
BC Cladosporium 0
35/1/1 535 cladosporioides CBS112388 0.0 | 100,00% |NR_119839
554 569 | Penicillium expansum ATCC7861 0.0 | 99,81% |NR 077154
EI?ESZ 1029 |Penicillium glabrum CBS125543 0.0 | 100,00% |MH863551
Alternaria alstroemeriae | CBS118809 0.0 | 100,00% |NR_163686
552 562
Alternaria doliconidium HKAS100840| 0.0 | 100,00% |NR_158361
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Alternaria destruens ATCC204363| 0.0 | 100,00% |NR_ 137143

Alternaria arborescens CBS102605 0.0 | 100,00% |NR_ 135927
BC 57 |Acremonium CBS124.42 | 0.0 | 100,00% |NR_149332
62/1 sclerotigenum
68232 536 |Botrytis cinerea CBS140599 0.0 | 100,00% |KX710078

Cladosporium herbarum | CBS121621 0.0 | 100,00% |NR+119656

Cladosporium CBS175.82 | 0.0 | 100,009%“(NR_119657
BC macrocarpum
625 | >

Cladosporium versiforme | CBS140491 0.0 | 100,00% |NR_ 152297

Cladosporium variable CBS121636 0.0 | 100,00% |NR_ 119663

Fusarium concentricum NRRL25181 | 0.0 | 99,79% |NR_111886
BC Fusarium fujikuroi CBS221.76 0.0 | 99,79% |NR 111889
651 | ,

Fusarium annulatum CBS258.54 0.0 99,58% |NR_138275

Fusarium acutatum CBS402.97 0.0 99,37% |[NR_111142

Aspergillus sydowii CBS593.65 0.0 | 99.37% |NR 131259
BC Aspergillus versicolor ATCC9577 0.0 | 98,76% |NR 131277
62/10 | > ____

Aspergillus jensenii NRRL58600 | 0.0 | 98,74% |NR_135444

Aspergillus protuberus NRRL3505 0.0 | 98,73% |NR_135353
F/’% 4 526 |Botrytis cinerea CBS140599 0.0 | 100,00% |KX710078
F/,g/lo 619 | Rhizopus arrhizus CBS112.07 0.0 | 100,00% |NR_103595
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5.3.3 RAPD

Dolgozatom célkitlizései kozott szerepelt torzsgyljteményem 28 B. cinerea torzsének
molekularis megkiilonboztetése RAPD  segitségével. Ennek eléréséhez eldzetesen
kivalasztottam egy korabban is alkalmazott, B. cinerea esetében mintdzatot add primert
(OPE20), melyet masik harom (OPE1, OPE19, P5) véletlenszertien valasztott primer mellett
kiprobaltam. Ehhez harom morfologiailag kiilonb6zé B. cinerea torzs genomi DNS-ét
amplifikaltam a primerek segitségével. Ahogyan a 16. abran is lathato, valtozatos mintazatot

kaptam mind a négy primer esetében, igy alkalmasnak bizonyultak tovabbi -mérések

kivitelezéséhez.
OPEl OPE19 OPE20 ‘ P5
" :
‘ -
- ,
=y - |
— —
1 -k

16. abra: RAPD primerek alkalmassaganak vizsgalata B. cinerea torzsek (BC 35/1/S1, BC 62/4, BC I/1/1)
esetében

A treakcid és a mintazat reprodukéalhatova tétele érdekében a DNS mintédkat egységesen
100 ng/ul koncentraciora higitottam, majd primerenként mind a 28 torzzsel amplifikaltam a
szekvencidkat. OPE1 és OPE19 primerek hasznalata mellett azt tapasztaltam, hogy az
optimalizalas eldtt tapasztalt eltéré mintazatot nem sikeriilt reprodukélni, csak minimalis
kiilonbségeket lehetett megfigyelni. A higitds el6tti magasabb DNS-koncentracid esetén a
RAPD nem reprodukalhaté amplifikaciot eredményezhetett. Az OPE20 (17. é&bra) és PS5

primerekkel 21 torzs esetében valtozatos, reprodukalhatdé mintdzatot kaptam, azonban hét
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crer

eredményezett amplikont. gy a klaszteranalizist csak 21 térzson tudtam elvégezni.
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17. abra: OPE20 primer altal 1étrehozott valtozatos mintdzat

A RAPD mintdzatok alapjan Jaccard-féle hasonldsagi egyiitthatok kiszdmitasan alapuld
hierarchikus, agglomerativ klaszteranalizissel dendrogramot készitettem (18. abra). A toérzsek
tobbsége (19 torzs) 83%-o0s hasonldsag mellett két 6 klaszterbe sorolhatd, mig a BC 62/2 és
BC 62/4 azonositoju (2021-es évjaratu) torzsek kiilcsoportot alkotva 71%-ban mutatnak
hasonlosagot a tobbi torzzsel (2020 és 2022 évjarat). 95%-os hasonlosagnal a torzsek 9
klaszterbe sorolhatdak, ahol a BC 35/1/S1 és a BC 40/1 2020-bol szarmazo torzsek egyedi
mintazatot adtak, és az I. klaszterbe tartoz6 torzsekkel mutatnak nagyobb hasonlésagot. A
klaszteranalizis _eredményét Osszevetve az izolatumok szarmazasi helyével nem tudtam

kimutatni egy€rtelmi korrelaciot a klaszterek, illetve diilok és sz6l6fajtak kozott.
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6. OSSZEFOGLALAS

Dolgozatomban a Tokaji borvidékrdl szarmazéd kiilonb6zo évjaratu aszubor készitésre
hasznalt furmint, harslevelli, sarga muskotaly, kovérszold, zengd és zéta aszu szOléfajtakrol
szarmazo6 ¢élesztd- és fonalas gombdak izolalasat, morfologiai és molekularis biologiai analizisét

tiztem ki célul.

Vizsgalataimba 11 élesztd, illetve 45 fonalas gomba torzset, 6sszesen 56 izolatumot vontam
be. Az élesztégomba torzseket YEPD ¢és WL Nutrient tapagarokon tenyésztve telep- és
sejtmorfoldgiajuk alapjan harom csoportba soroltam. Az elsé csoportba tartozo torzsekte citrom
alaku, bilateralisan sarjadzo sejtek voltak jellemzdek, a masodikat kerek, éretten nagy méretii
olajcseppszerii képletet tartalmazé sejtekbdl allo telepek alkottak, mig a‘harmadik csoportba
egyetlen torzs tartozott, mely ovalis/korte alaku sejtekkel volt jellemezhet6. Az NL1-NL4
primerparral amplifikalt élesztd torzseket Haelll enzimmel végzett ARDRA analizisiik alapjan
harom csoportba soroltam, ezek teljes atfedést mutattak a morfoldgiai vizsgalatok soran
kialakitott csoportokkal. A csoportokbol kivélasztott® egy-egy torzs rDNS amplikonjat
szekvenaltattam. A DI1-D2 doménre kapott szekvenciaadatok alapjan fajszinten a harom
¢lesztogomba torzset Hanseniaspora uvarum (1. -csoport), Metschnikowia pulcherrima (I1.

csoport), Starmerella bacillaris (I11. csoport) tudtam azonositani.

A fonalasgombak tenyésztését MEA tapagaron végeztem. Mivel az aszibogyon fellelhetd
mikobiota koziil a B. cinerea kiemelt szereppel bir a nemesrothadas jelenségének kdszonhetden,
ezen torzseket alaposabb vizsgalatnak vetettem ald. A fiatal telepek fehér szintiek voltak, majd
foként a sziirke kiilonbozd drnyalatait mutattdk. A micéliumok a 28 torzs kozel felénél
kompakt szerkezetet alakitottak ki, az esetek masik felében laza, haldzatos rendezettséget
mutattak. Szklerociumképzésiikre is valtozatos formak, illetve elhelyezkedés volt jellemzd. A
B. cinerea torzsek mellett szamos egyéb morfoldgiai sajatossaggal rendelkezd fonalas gomba
is taldlhato” az izolatumok kozott, melyek az Alternaria, Penicillium, Aspergillus,

Cladosporium, illetve Rhizopus nemzetségek tipikus jegyeit mutattak.

A molekuldris vizsgalatok els6 [épéseként a torzsekbdl nukleinsav izolalasra volt sziikség.
Elesztégombaknal ezt fenol-kloroformos modszerrel végeztem, de mivel fonalas gombaknal
nem kaptam kell6 koncentracioju €s tisztasagl extraktumot, ezért a fenol-kloroformos médszer
mellett két tovabbi nukleinsav izolalasi modszert vizsgaltam, melyek koziil az tiveggyongy ok
hasznalataval optimalizalt natrium-acetatos modszer bizonyult leghatékonyabbnak, igy ezzel a

modszerrel folytattam a tobbi torzs esetében a nukleinsav kivondasat.
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Fonalas gombak esetében, azokat ITS1-ITS4 primerekkel amplifikdlva mind Haelll, mind
Mspl enzimekkel valtozatos fragmenteket kaptam. Két Alternaria nemzetségbe tartozd torzs,
két feltehetdleg Rhizopus nemzetségbe tartozod torzs és 26 B. cinerea tdrzs mutatott azonos

mintdzatot egymassal.

A morfologiai és molekularis vizsgalati modszerek soran tapasztaltak alapjan csoportonként
kivalasztottam néhany eltérd torzset szekvanalasra. Hét fonalas gomba torzs a Botrytis cinerea,
Penicillium expansum, Penicillium glabrum, Cladosporium cladosporioides, Acremonium
sclerotigenum, illetve a Rhizopus arrhizus fajokat képviselte. Tobb torzsnél a szekvenciaadatok
tobb fajra is hasonlé megbizhatosdgu eredménnyel szolgaltak, igy kelld bizonyossaggal csak
nemzetségszintli azonositast tettek lehetdveé (Alternaria, Aspergillus, -Cladosporium és

Fusarium nemzetségek).

A B. cinerea torzsek fajon beliili valtozatossagat négy RAPD primmerrel vizsgéltam, ezek
koziil az OPE20 ¢és P4 primerek esetében nagymértékii valtozatos mintadzatot, mig OPE1 és
OPE19 esetében csak finom eltéréseket tapasztaltam a torzsek kozott. A vizsgalt 21 torzsbdl 19
torzs 83%-os hasonlosag mellett két {6 klaszterbe csoportosultak. 95%-o0s hasonldsagnal a
torzsek 9 klaszterbe sorolhatdéak. Nem taldltam korrelaciot a klaszterek és az izolatumok

szarmazasa kozott.

Mint eredményeimbdl lathato, a. szélobogyok valtozatos élesztd- és fonalas gomba
diverzitassal rendelkeznek, melyek hatéssal lehetnek a borok mindségére. Tovabbi kutatasokat
érintd nagyszamu izolatum bevonasaval torténd feltérképezésére (elsddlegesen kiilonbozo
Botrytis cinerea torzsek tekintetében), arra a kérdésre keresve a valaszt, hogy mennyire
befolyasolja mikobidta, ezen beliill az egyes B. cinerea torzsek genetikai diverzitasa a

nemesrothadt bogyokbol késziilé borok mindségét.
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