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1. BEVEZETES

A Botrytis cinerea a szélotermesztést és a boraszatot figyelembe véve rendszerint két
gondolatkdrt érint. Egyrészt, mint a sz016 termésbiztonsagat leginkdbb veszélyeztetd harom
jarvanyos betegség egyike - a sz016 peronoszpora (Plasmopara viticola) és a sz616 lisztharmat
(Erysiphe necator) mellett -, masrészt, mint a nemes, édes és aszi borok Iétrejottében
nélkiilozhetetlen tényez6, ami a Fo6ldon rendkiviil kevés helyen tud Iétrejonni a

sz0l6termesztésre alkalmas kornyezetekben.

A termesztett novények kiilonb6zd kultiraiban okoz megbetegedéseket - eddig bizonyitottan
235 gazdandvény fajt képes megfertézni és rajtuk a sziirkerothadas nevii megbetegedést
kivaltani -, de mint tarolasi betegségeket okozd mikroorganizmust is nyilvantartjak. A
nagyobb gazdasagi jelentdséggel bird ndveénykulturdk mellett, tovabbi termesztett és vadon

¢lo novényeket is megfertdzhet (Jarvis, 1977).

A korokozd a szOlo esetében annak minden zdld részét fertdzheti, de a virdgzasban 1&vo
firtok teljes pusztulasit eredményezheti hiivds, csapadékos idoben (medardi
csapadékhullam), melynek kovetkeztében stlyos terméskiesést okoz. Az érett, magas
cukortartalmu fiirtok szemmel lathatéan sériiléstdl mentes bogydin aszusodas, ,,nemes
rothadds” indulhat meg. Ez utdbbi folyamat a korokozd jelenléte esetén, illetve kedvezd
koriilmények kozott a legtobb Karpat-medencei borvidék szdldiiltetvényében, a
legkiilonbozobb sz6l6fajtak  esetében 1s megtigyelhetd. Ezekbdl a szolokbol, kelld
odafigyeléssel kedvezd élettani tulajdonsagli, magas mindségii botritiszes, édes, fehér- és

vOros aszuborok készithetok.

A botritizalodott asziiszemekbdl kiilonleges technologidval késziild borok (aszl, szamorodni,
maslas, forditas), a vildgon egyediilallé, nagyon értékes, specidlis termékmindséget
jelentenek. Torténelmi bizonyitékok vannak arra, hogy a Tokaji Aszi készitése Tokaj-
hegyaljan mar a 16. szazadtol folyik, valamint, hogy 1772-ben a vilagon els6ként, a tokaji
diilloket osztalyoztak a kiralyi feljegyzések szerint (Balassa, 2012). A Tokaji Aszit egészen a

18. sz4zadig a kirdlyok kivaltsagos boraként tartottak szamon egész Eurdpaban.



A Tokaji Aszu esetében tobb évszazad tapasztalata 4ll rendelkezésre, ugyanakkor a kék
sz616bdl torténd botritiszes, édes vordsborok (vords aszi) készitésében sziinet kovetkezett be.
Még az 1900-as évek els6 felébdl talalhatunk bizonyitékokat arra, hogy a Karpat-medencében
altalanos volt a voros aszi készitése. Ilyen volt példaul a Ménesi Asza, amit Kadarkabol
készitettek, és Oriznek egy 1902-es cimkét is Villanyi Vords Aszu felirattal a szegedi Mora
Ferenc Muzeumban. Az Egri borvidéken is, a boros gazdak legféltettebb kincse volt a
természetes édes vOordsbor, amit mindig teljes- és talérésben sziiretelt kéksz616ikbol (oktober
kozepe €s november vége kozott) készitettek (sajat adat). Az elmualt 60 évben azonban sok

elméleti és gyakorlati tapasztalat meriilt feledésbe.

A kordbban hagyomanyosan vords aszu készitésre hasznalt, elsdsorban Kadarka valtozatok
mar eltlintek a termesztésbdl (példaul az Egri borvidékrdl a luadtalpu Kadarka), vagy pedig
csak nagyon kis feliileten talalhatok meg, igy 10j, erre alkalmas szdl6fajtak felkutatdsara volt
sziikség. Csaladunk, és az egri Szdlészeti és Boraszati Kutatointézet sz6l6-novénykortani
részlegének kozOs kutatdsai megerdsitették, hogy nem csak a jelenleg hasznalt fajtak
(Furmint, Harslevelll) alkalmasak aszi borok eldéllitasra, hanem egyéb fehér- és kékszold
fajtak is (pl. Olasz rizling, Turan). Az altalunk végzett Turan szol6fajta fajtaérték kutatasanak

nagy jelentéségli eredménye, hogy a szdlofajta kivaloan alkalmas vords aszu eldallitasara

(Kald, 2006).

A vOros aszi hagyomanyénak felélesztése érdekében kutatdsokat kezdtem a fajtahasznalattal,
a sz6l0 termesztés-technologiajanak kivalasztasaval és magat, a nemes rothadést eldidézo
Botrytis cinerea gomba vizsgalataval kapcsolatban. Jelen dolgozatban a jellemzben jol
aszusodd szoloteriiletekrdl szarmazd izolatumok genetikai valtozékonysaganak vizsgalatat

tiztem ki célul.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. A Botrytis cinerea

2.1.1. Taxonomiai, morfoldgiai és fiziologiai jellemzok, identifikalas

A Botrytis P. Micheli (,,fiirtdspenész”) nemzetség, nemzetségbe tartozd Botrytis cinerea
taxonémiai besorolasat az 1. tablazat tartalmazza. A Botrytis nemzetség tagjai gyakran
eléfordulnak a mérsékelt égévben, elsésorban, mint ndvénypatogén gombak. A Botrytis fajok
koziil a leginkabb ismert és vizsgalt faj a Botrytis cinerea, amely az Gjabb szakirodalomban
fellelhetd eredmények alapjan inkabb fajkomplexnek tekinthetd, mint 6nallo fajnak (Pitt et
Hocking, 1997).

1. tblazat: Botrytis cinerea taxondmiai rendszerezése (www.scribd.com/doc/82390241/BOTRYTIS)

Aszexualis rendszerezés | Szexualis rendszerezés
(Ivartalan) (lvaros)

Orszag Fungi Fungi

Divizi6 Deuteromycota Ascomycota

Osztaly Hyphomycetes Discomycetes

Rend Moniliales Helotiales

Csalad Moniliaceae Sclerotiniaceae

Génusz Botrytis Botryotinia

Faj Botrytis cinerea Botrytinia fuckeliana

A Botrytis cinerea Petri-csészés tenyészetén pihés, foltokban nové fehér micéliumokat
tapasztalhatunk, melyek sotétsziirkévé valnak a konidiumképzddés befejezddésekor.
Tenyésztése nem igényel kiilonleges kornyezeti koriilményt, szobahdmérsékleten jol és
gyorsan novekszik. Petri-csészében valo tenyésztése soran egyes izolatumai, akar 48-72 6ran

beliil képesek micéliummal boritani a rendelkezésiikre 4ll6 teriiletet (sajat megfigyelés).




A Botrytis cinerea jellegzetes sz616fiirt alaki konidiumtartoi jol felismerhetéek az 1. dbran
1évé pasztazo elektronmikroszkopos felvételen. Ennek az egyedi karakternek kdszonhetden

kdnnyen megkiilonboztetheté mas penészgombaktol.

WD HV curr 4 :“ ] 50 pm - WD HV curr d ag —{ A 1111
3.2mm 15.00 kV|11.8 p/ )| 750 x ELTE TTK 3.2 mm |15.00 kV|23.7 pA | GSI 255 x ELTE TTK

1. 4bra: Botrytis cinerea konidiumtartok konidimokkal (a szerz felvételei)

A Botrytis cinerea szaporodasi ciklusa vegetativ és ivaros szakaszokbol all. A vegetativ
(szomatikus) reprodukcié sordn a micéliumokbol aszexudlis konidiumok, szkleréciumok ¢€s
mikrokonidiumok fejlodnek. A szklerociumokbdl megfeleld kornyezeti koriilmények kozott
apotécium fejlédhet, melyek a meiozis eredményeként az aszkosporakat tartalmazzak. Ez az
ivaros folyamat ritkan figyelhetd6 meg a természetben, viszont laboratdériumban specialis

koriilmények kozott reprodukalhatéd és tanulmanyozhato6.

A B. cinerea ¢letciklusa soran létrejott szklerociumok, azaz kitartoképletek fontos szerepet
jatszanak a gomba tulélésében. E képletek faji bélyegnek tekinthetdk, mivel tobb faj is lehet
morfologiailag hasonlo, illetve a fajon beliili szkler6cium-variabilitas is lehet magas (Elad, et
al., 2004), ezért természetesen nem tamaszkodhatunk csak erre az informaciora a taxonémiai

besorolasnal.

A Botrytis fajok elkiilonitését el6szor a fenotipusos jellemzoik és a gazdanovény specifitasuk
alapjan kezdték meg. Mivel tobb faj is lehet fiziologiailag hasonld, és rdadasul a tenyésztési
koriilmények is hozzajarulnak a tulajdonsagok kialakuldsdhoz, igy nem tekinthetéek

kizarolagos modszereknek. A biologiai fajkoncepcids modszer alapja, hogy az ivaros és



ivartalan szaporodasi folyamatok alapjan kiilonitik el a fajokat. Az ivaros szaporodas in vitro
formaja azonban korlatozott, ezért ezt sem tekinthetjiik biztos moddszernek. A DNS

szekvenalasaval 0j, biztosabb eredményeket adé modszerek allnak rendelkezésiinkre.

Az identifikalasra (fajok elkiilonitésére) alkalmas molekularis modszerek kozos jellemzdje,
hogy olyan szekvenciakat vizsgalnak, melyek az evolicio soran alig valtoztak, vagy olyan
tulajdonsagot hataroztak meg, melyek megléte adott fajra jellemz6. Ilyen szekvencidk
elsdsorban az rDNS szakaszok, a gombaknal DNS barcod-ként alkalmazhaté ITS régio
(Schoch, et al., 2012).

2.1.2. Patogenitas

A patogén gomba a ndvény egyes részein, illetve szervezetében telepszik meg, és anyagait
hasznélja fel életmiitkodésének biztositdsdhoz. A behatolds a novény feliiletének sériilésein,

természetes nyildsain vagy az €p szoveten keresztiil kovetkezik be (Jakucs és Vajna, 2003).

A B. cinerea ¢l6 és holt szovetekben is képes fonnmaradni és szaporodni. Leggyakrabban az
elhalt novényi szévetekben képzddd szklerociumokbol fejlddd konidiumok szérodasa inditja
el a fert6zést, ugyanakkor az érés folyaman, a viragzas soran kialakult latens fertézések is
aktivalodhatnak kiilonb6z6 mechanizmusok szerint, némely esetben jelentds rothadasi

folyamatokat eredményezve (Elmer et Michailides, 2004).

A sz016nél kialakuld fert6zéshez minimum 15 ora és 18-21°C-os hdmérséklet, magas relativ
paratartalom és csapadékos iddjards sziikséges. A bogyodfelszinre keriilt konidiumok, a
megfeleld kornyezeti feltételek mellet csirdzdsnak indulnak és fertdznek, vagy latens
allapotban maradnak. E latens szakasz mar sok kutatas kulcskérdése volt a B. cinerea
esetében. Maga a folyamat harom {0 1épésre bonthat6: fertdzési fazisra, lappangési fazisra és

az aktiv ndvekedési szakaszra (Vaczy, 2009).

Mindenféle sériilés (esd okozta bogyorepedés, jégverés, viharkdr, lisztharmat-fertzés,
rovarragas) utat nyit a B. cinerea okozta fertézésnek. A sz6l6vesszok fert6zodésekor
fakobarna, majd barnas-fehér foltok jelennek meg, késobb konidiumtarté gyeppel a
felszinlikdn és a kifehéredd hancsszovetben szklerociumok képzddnek. A leveleken egy-egy
féértdl kiindulva gyorsan képzddd szabalytalan foltok keletkeznek. A fiirtvirdgzat, illetve a

fiirtkocsany megbetegedése részleges, vagy teljes fiirtelhalashoz vezet. A beteg ndvényrészek
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feliiletén sziirke konidiumtarté gyep figyelheté meg. Az érett, szemmel lathatdan sériiléstol

mentes bogyokon aszisodas (nemesrothadas) indulhat meg (Lazar, et al., 2004).

A szO0l6ndvény oOnvédelmi mechanizmusai kiilonbozé szinten jelentenek akadalyokat a
fertdzésekkel szemben. Az epidermiszt boritd viaszréteg szerepén és a kutikula vastagsagan,
mint fizikai tényez6kon tal, egyéb korokozo miatti inhibicids folyamatok is szerepet jatszanak
(Pezet, et al., 2003). A bogyok antioxidans tartalmu vegyiiletei, a jelenlévd polifenolok, és
stilbének mennyisége szintén novelik a bogyok B. cinerea elleni rezisztenciajat (Goetz, et al.,
1999). A sz610bogyok az érés elérehaladasa sordan (a magas polifenol tartalom ellenére is)
egyre ¢érzékenyebbek, mig a levelek rezisztensebbek lesznek a sejtfalhoz rogziilt fenoloknak
koszonhetden (Weber, et al., 1995). E folyamatok vizsgalata kiilonosen érdekes lehet azokban

az esetekben, mikor nagy polifenol tartalmt kék sz616k botritizaldédéasa kovetkezik be.

2.1.3. Funqgicid-kontroll és fungicid-rezisztencia

A B. cinerea elleni védekezést napjainkban is a kiillonb6z6 kemikaliadk hasznalata jelenti,
melyek alkalmazdsa a hasznélat elérehaladtaval a legtobb botriociddel szembeni fungicid-
rezisztencia kialakuldsahoz vezet. A botriocidek hatasmechanizmusuk alapjan 6t nagy

csoportba sorolhatok.

A legzeést gatlo fungicidek megzavarjak a gombak energiatermeld folyamatat, azaz az ATP
szintézist, ezzel gatolva a konidiumok csirazasat. A 1égzést gatlo fungicideken beliil
megkiilonboztetiink tobb helyen hatd vegyiileteket, oxidativ-foszforilaciot gatldo vegyiileteket,
valamint a III és a II mitokondrialis komplex inhibitorait. Mara mar majdnem minden 1égzést
gatld inhibitor esetében mutattak ki rezisztenciat. Ezek kozil a III mitokondrialis komplex
inhibitoraival szembeni rezisztencia kialakuldsa a citokrom b génben bekovetkezett mutacio

eredménye (Leroux, et al., 2010).

A mikrotubulus-szintézist gatlo fungicidek, az egy hatdhellyel rendelkezé benzimidazolok,
melyek az elsd széles hatdsspektrumu, szisztémikus fungicidek voltak (Leroux, 2004). E
szerek alkalmazésat a sziirkerothadas ellen régota nem javasoljdk, mivel tartds rezisztencia

alakult ki veliikk szemben (Lazar, et al., 2004).

Az ozmoreguldaciora hato fungicidek csoportjaba a dikarboximidek, a fenilpirrolok és az

aromds hidrokarbonatok tartoznak. A dikarboximidek mind a spordk csirdzasat, mind a
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micéliumok novekedését gatoljak. A kutatasok szerint bebizonyosodott, hogy a dikarboximid

tartalmi gombadld szerek célszekvencidja a Dafl hisztidin kindz gén (Cui, et al., 2002).

Az aminosavakkal antagonizalo fungicidek széles hatasspektrummal rendelkeznek, és mint
botriocideket vezették be az eurdpai piacra a 90-es évek kozepén. Gatoljak a csiratdmlo

novekedését, de a micélium novekedésére is hatassal vannak.

A szterol-bioszintészist gatlo fungicidek ko6z¢é tartozik a fenhexamid, melyet szintén
botriocidként vezettek be. A konidium csirdzdsdit nem gatolja, de mar alacsony
koncentracioban is gatolja a csiratoml6 és micélium ndvekedést. A legtjabb kutatasok szerint
a 3-ketoreduktaz génjének (Erg27) mikodését gatolja, de egyre tobb rezisztens torzset talaltak
francia sz6loteriileteken. A rezisztens torzsek esetében mutacié kovetkezett be az Erg27

génben (Billard, et al., 2012).

2.2. Variabilitas

A Botrytis nemzettségen beliil a B. cinerea szokatlan valtozatossagot mutat, melynek oka még
a mai napig sem teljesen feltart, mivel alig tobb mint 20 éve folynak ezzel kapcsolatos
vizsgalatok. A B. cinerea valtozékonysagat altalanossagban a heterokariozis és az aneuploidia
jelenségének tulajdonitjak. Ujabb vizsgalatok szerint azonban a heterotallikus gomba két
parosodasi tipusa mennyiségileg egyenlden oszlik meg. Ez egyértelmii bizonyitéka annak,
hogy a Botrytinia fuckeliana szexualis reprodukciora is képes a természetben. E tény a
heterokariozisnal és aneuploidianal valosziniileg sokkal jelentésebben hozzajarulhat a faj

variabilitasdhoz (Vaczy, et al., 2008).

A szexualis ciklus variabilitasat az okozza, hogy a vegetativ fejlodési szakaszba tigy iktatodik
be az ivaros rekombinacids szakasz, hogy csak idegen teleprél szarmazo him és néi ivarsejtek
egyesiilése eredményezhet megtermékenyiilést. Az ivaros folyamatok soran gaméta jellegii
sejtek egyesiilése jatszodik le, de sejtfuizio bekdvetkezhet szomatikus gombasejtek kozott is.
Az ivaros folyamat a kiilonb6z6 gombsejtek egyesiilését engedi és véd a beltenyészet
kialakuldsatol, mig az ivartalan kompatibilitasi rendszerek az azonossagot részesitik elényben,
¢és védenek a kedvezdtlen genetikai hatasoktol. Az ilyen vegetativ kompatibilis csoportok
(VCQG) vizsgalatakor is a genetikai valtozékonysagra kapunk vélaszt. A VCG-k nagy szdma és

az ugyanabba a csoportba tartozd izolatumok limitalt eléfordulasa jelzi, hogy a szexudlis
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rekombinacio fontos szerepet jatszik a természetben eléforduld B. cinerea populaciok

esetében (Elad, et al.,2004).

2.2. 1. Genetikai variabilitas

A modern névénykortan elengedhetetlen kiegészitdi a populacio- és filogenetikai elemzések,
melyek alkalmazasa hozzajarul a patogén populaciok variabilitdsdinak megismeréséhez. Ehhez
egyre Ujabb technikdk allnak rendelkezésre a teljes genom szekvendldstol, a fluoreszcens

fehérje markerek haszndlataig (Schumacher, 2012).

A tipizalas (fajon beliili valtozatok elkiilonitése), mint genetikai modszer altal kapott
informacio alkalmas a mikrobék, koztiik a patogén gombak populacidgenetikai jellemzésére.
Ezekhez a vizsgdlatokhoz olyan genetikai markereket kell kivalasztani, melyek nagy
valoszintiséggel fiiggetlenek a szelekcids nyomas alatt all6 tulajdonsagoktdl és eléggé

valtozatosak ahhoz, hogy megjelenitsék az egy fajon beliili kiilonbségeket (Pomazi, 2010).

A genetikai markerezés napjainkban mar egyszertien és olcson megvaldsithatd vizsgalati
modszer, hiszen a DNS egyszeriien kivonhaté minden €16 ¢és holt szovetbdl, sejtbdl, raadasul
kis mennyiségli minta is elegendd, mivel a PCR (polimeraz lancreakcid) segitségével konnyen
felszaporithatok a kivant szakaszok (Parker, et al., 1998). A DNS erdsen variabilis szakaszai
révén finom genetikai valtozasok is nyomon kovethetdk, ugyanakkor a nem kodolo régiok
nem allnak szelekcids nyomas alatt, igy a kisérlet céljanak megfeleléen valaszthato a
vizsgalni kivant marker. A szekvenalasi szolgaltatasok koltségeinek csokkenésével és az
elemzést végz0 szamitdgépes programok segitségével lehetdvé valt a polimorf régiok
szekvencidjanak kozvetlen Osszehasonlitdsa és a gombapopulacidok ilyen irdnyu részletes

tanulmanyozasa.

rrrrrr

szekvencidkat ugynevezett ,ugrald” géneknek nevezziik, mivel képesek kivagddni és a
kromoszomak kozott athelyezOdni. A modszer hasznalata csak a Saccharomyces cerevisiae
vizsgalatara terjedt el. Ilyen médszer még a RAPD (Randomly Amplified Polymorphic DNA)
analizis. Eltérés az eddigiekhez képest annyi, hogy az alkalmazott primerek nem ismert
szekvenciakat szaporitanak fel, véletlenszertien kotddnek a genomi DNS-hez. Az ilyen

primerek rovidek (kb. 10 bp hosszuak), szekvencidjuk dnkényes, mivel nem tervezettek. Ezért
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a primer kotédés érdekében, a hibridizaciot alacsony homérsékleten végzik. Ez a modszer
onmagaban is képes informacidt nyljtani az egész genom variabilitasardl, a primer
primerek kereskedelmi forgalombol beszerezhetdk. Az alacsony primerkdtddési hdmérséklet

miatt, a kapott eredmény nehezen reprodukalhat6.

variabilitds vizsgéalatara. Ilyenek lehetnek példaul az rRNS-eket kodolo régiok, transzlacios
elongacios faktor 2, aktin, B-tubulin és a kitin szintdz gén variablis intron régidja (Vaczy,
2009). Az egylokuszos markerek vizsgalata mellett rendkiviil informativ a tandem ismétlddd
szakaszokon (mikroszatellitek, miniszetellitek) alapuld vizsgalati modszerek. Mivel a szatellit
szekvencidk elemzése nem korlatozodik csupan egy fajra, hanem az alkalmazhatdsagi kore

sz€les, ezért alkalmas tobbek kozott a penészgombak vizsgalatara is (Pomazi, 2010).

2.2.2. Botrytis cinerea populaciok molekuldris variabilitdsa

Filogenetikai szempontbdl is, érdekes adatnak szamit tobb olyan kisérlet, amelyekben
kiilonb6zo gazdandvényrdl szarmazo izolatumokat vizsgaltak, és gazdandvényenként eltérd
genetikai mintdzatot mutattak. Karchiani-Balma és munkatarsai (2008) tunéziai izolatumokon
végzett vizsgalataik soran. a kiilonb6z6 gazdandvényekrol és foldrajzilag izolalt teriiletekrol
szarmazo B. cinerea izolatumok esetében a gazdandvény hatdsat erdteljesebb tényezének
tapasztaltak a foldrajzi tavolsdgokkal szemben. Hasonld eredményekre jutottak Fekete és
munkatarsai (2011), szamocardél és malnardl szarmazo botritisz izolatumokon végzett
vizsgalataik soran. Kiilonbozd molekuldris markerek segitségével, az eltéré fenologiaji
gazdandvényekrdl szdrmazod izolatumok kozott elkiiloniilés volt megfigyelhetd. Francia é€s
argentin B. cinerea izolatumokat két transzpozon elem jelenléte és azok kombinacioi alapjan
Osszehasonlitva kimutattak, hogy a kivi és sz616, illetve a paradicsom és afonya transzpozon
elemei szignifikans eltérést mutattak, melyet a RAPD (Randomly Amplified Polymorphic
DNA) analizis soran tapasztalt nagy genetikai valtozékonysag is megerésitett (Munoz, et al.,
2010).

Az Egri borvidéken, sz616rdl gytijtott izolatumok diverzitdsanak vizsgalata deritett fényt arra,
hogy a helyi populaciok diverzek és képesek a szexudlis reprodukciora. Az alkalmazott

markerek variabilitdsa ugyan alacsony volt, mégis nagy allélszdmban és csak itt eléforduld
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mutacids varidciokban fordultak eld. Borvidéken beliil a kiilonbozd helyekrdl szarmazo
izolatumok populacioi kozott foldrajzi alapu elkiiloniilés nem volt tapasztalhato, a szomolyai
teriiletek izolatumainak kivételével, amelyek csekély mértékben, de eltértek a tobbi

populaciotol (Vaczy, et al., 2008)

2.2.2.1. Szatellit szekvenciak

A szatellit szekvencidk olyan néhany szdz bazisbol felépiild, egymas utan kovetkezd (tandem)
részek, melyek az eukaridta genom nem kodold részein taldlhatok €s pontos funkciojat még
nem ismerjiikk. A szatellit elnevezés abbol adodik, hogy cézium-kloridban torténd gradiens
centrifugalds soran e DNS szakaszok egy jol elkiiloniild csucsként (szatellitként) jelennek
meg (Parker, et al., 1998). A szatellit DNS-ek leggyakrabban a kromoszoéma végein 1évo
teleomer szakaszoknal vagy éppen a centromerhez kozel helyezkednek el. Léteznek mini
(nagyobb ismétlodd egységekbdl felépiild), illetve mikro (kisebb egységekbdl felépiild)
szatellitek is. A miniszatellit szekvenciak rovid 6-120 bazisparnyi szakaszok ismétlddésébdl
allnak és legtobbszor szétszortan helyezkednek el a genomban. Teljes hosszuk 0,5-120
kilobéazis. Erdsen variabilis régiok, melyekben egyrészt a felépitd egységek szekvencidja,

masrészt az ismétlodo egységek szama valtozik (Vaczy, 2009).

Giraud és munkatarsai (1998) irtak le a B. cinerea els6 és mindezidaig egyetlen miniszatellit
szekvencidjat (MSB1) az ATP szintetaz gén intronjaban. Az altaluk leirt miniszatellit AT
gazdag, ¢és csak egy lokuszon taldlhato a genomban. Az ilyen nagy valtozékonysagu
miniszatellitek nagyon jol hasznalhatok a populacidgenetikai elemzésekhez (Parker, et. al.,
1998). Korabbi vizsgalatok soran, magyarorszagi — a Tokaji- és az Egri borvidékrdl szarmazo
— izolatumok esetében a, miniszatellit szekvenciakat felépité egységek — MVR-ek — kozott,
nagy szazalékban taldltak 0j mutdcidkat hordoz6 varidnsokat, melyek mdashol eddig nem
keriiltek leirasra és valdsziniileg helyben kialakuldé mutacidok révén jottek létre. Az Egri

borvidéken leirt 0j variansok nagy részésze szomolyai szdlotermd teriiletekrdl szdrmazott

(Vaczy, et al., 2007).
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2.2.2.2. B-tubulin gének

A tubulin fehérjék funkcidjuknal fogva a finom valtozdsok nyomon kdvetésére jol
alkalmazhaté genetikai markernek tekinthetdk. A ndvénypatogén gombak benzimidazol
rezisztenciaja a B-tubulin gén pontmutéacidjaval van kapcsolatban. A benzimidazol rezisztens
torzsek esetében pontmutacio kovetkezik be a 198. kodonon a B-tubulin génben, melynek
kovetkeztében, az mas aminosavat kddol (Zhang, et al., 2010). Mar 1995-ben is végeztek
kutatasokat allélspecifikus PCR kifejlesztésével benzimidazol rezisztens torzsek azonositdsara
Ausztralidban és Uj-Zélandon szekvencia analizis segitségével (Luck et Gillings 1995). Az
ujabb kutatasok feltartak, hogy a B. cinerea esetében mar azt is leirtak, hogy két o
benzimidazol rezisztens mutans létezik, az egyik esetében GAG (Glutaminsav) GCG-re
(Alaninra) valtozik, a masiknal pedig a GAG kodon (Glutaminsav) AAG (Lizinre) valtozik.
Ez a masodik mutans nagyobb rezisztenciat mutat (Malandrakis, 2010). A kordbban mar
emlitett Egri borvidéken végzett vizsgélatok soran a B-tubulin szekvencia eredmények, bar
onmagukban genetikailag nem voltak elég informativak, mégis, a gén 20 kiilonboz6 allélja
keriilt leirasra, amely a sziik mintavételi teriilethez képest jelentés mennyiségnek szamit

(Véczy, 2009).

2.4. Sz6lészeti és boraszati jelentoség

A vilag tobb borvidékén is készitenek botritiszes, édes borokat. Ausztriaban a burgenlandi
teriileteken készitik az egykor ruszti aszaként hiressé valt borkiilonlegességet, melynek ottani
elnevezése Ausbruch ¢€s botritiszes, tulérett és aszaldodott sz6lobogydk mustjabol késziil.
Németorszégban a Beeren-és Tockenbeerenauslese-ket tekintjiik botritiszes édes boroknak,
melyek szintén botriszes ¢€s tulérett sz6lobogyok keverékébdl késziilnek, ugyanakkor a
borokndl a botritiszesedés nem alapkdvetelmény. Franciaorszdgban Bordeaux Sauternes-
Barsac-i borvidékén és Elzaszban készitenek botritiszes borokat, melyek koziil a Sauternes-i
az, amelyik vilaghirnévnek o6rvend (Magyar, 2011). Magyarorszaghoz viszonyitva nagy
kiilonbség érzékelhetd az itthoni és a vilag asziborai kozott. A Magyarorszagon termelt
aszubor jellegzetes karakterét az aszusodott alapanyag, egyedi talajtipusok, szélofajtak és
éghajlati viszonyok egyiittese adja. Ezen kiviil az elkészités és érlelés modja is jelentds
mértékben hozzajarul az aszubor karakterének kialakitdsdhoz (Bene, 2004).
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2.4.1. A sziirkerothadas hatasa a borokra

A sziirkerothadasos fertdzés kovetkezében Iétrejove valtozasok nagyon sokrétiiek, melyek
koziil a leglatvanyosabb a cukortartalom nagymértékii csokkenése. Ezen kiviil jelentés
mértékben csokken a must nitrogén és vitamin tartalma - tiamin mennyisége 70-80%-al,
piridoxin mennyisége 50%-al, mikozben a borkdsav oxidacidja pedig progressziven
novekszik. A gomba, jelentds pektinbonto aktivitdssal rendelkezik, igy a must pektin tartalma
akar teljesen le is bomolhat, mig a galakturonsav mennyisége nd, ami az egészséges
sz0l6bogyd mustjara nem jellemz6. A B. cinerea a bor kezelését és erjedést karosan
befolyasold poliszacharidok szintézisére is képes. A glikanok lényegesen rontjak a bor
szlirhetdségét. A galaktozban és manndzban gazdag heteropoliszacharidok pedig az alkoholos
erjedést gatoljak és az ecetsav termelddést fokozzak az erjedés soran. A sziirkerothadas mégis
talan legsulyosabb kovetkezménye a lakkaz enzim aktivitasa, melynek kovetkeztében a bogyo
fenolos vegyiiletei kinonokka oxidalédnak. Fehérborok esetében ez barnulast, barna torést,
keserli izanyagok megjelenését, vorosborokban, a szinanyagok lebomlasat eredményezi

(Magyar, 1998).

A sziirkerothadast kiséré jelenségként a bogyoban a B. cinerea-dn kiviill szamos mas
penészgomba (Penicillium, Mucor, Aspergillus), élesztégombak és ecetsavbaktériumok
(Gluconobacter, Acetobacter) is fejlédésnek indulhatnak. Mindezek hozzajarulnak a bogyo
értékes anyagainak lebomlasdhoz, a kellemetlen iz- ¢és illatanyagok kialakulasdhoz. Ha a
tarsult mikrobiota jelentésebb aranyban vesz részt a fertdzés kialakuldsaban, vegyes
rothadasrol beszéliink. Ennek eredményeként a fert6zott mustok jo mindségii borkészitésre

nem hasznalhatok (Magyar, 2010).

2.4.2. A nemesrothadas, aszusodas

Az aszusodas kialakulasahoz tobb feltételnek is teljesiilni kell: a nedves iddjards mar teljes
érésben 1évo sz610bogyodt érjen, a bogydk szemre épek legyenek, a nedves iddszakot szaraz,
meleg id6 kovesse, illetve a szdlofajta asziusodas szempontjabdl megfeleld tulajdonsag
legyen. Jelenlegi ismereteink alapjan a sziirke- és nemesrothadds kozotti kiilonbségek a
folyamat koriilményeiben rejlenek. A nemesrothadast a gomba metebolizmusénak biokémiai

folyamatai és a sz616 toppedésének fizikai valtozasai egyiittesen eredményezik. A biokémiai
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folyamatok alapvetden azonosak a sziirkerothadaskor lejatsz6d6 folyamatokkal, a legnagyobb
kiilonbséget mégis az okozza, hogy a tulérett sz616 esetén a flirtkocsany elfasodik, igy nincs
lehetéség a toppedd bogyobdl elparolgd viz potlasira, ami az oldott anyagok
bekoncentralodasat eredményezi. Az érett sz6l6ben mar kialakult a fajtanak megfeleld cukor-

¢s savtartalom, a ,,z81d” izt okozd fenolos anyagok pedig lebomlottak (Magyar, 2011).

A bekoncentralodas soran egyre novekvé ozmotikus nyomas korlatozza a gomba névekedését
¢s metebolizmusat, ¢s megvaltoztatja az extracellularis enzimek aktivitasat. A gombahifak az
epidermisz alatti sejtrétegekben ndvekednek, a feliileti 1égmicélium képzés minimalis vagy
hianyzik. A termés 6ssztomege ¢s must mennyisége toredékére csokken, de mindez rendkiviil
nagy mindségjavulassal jar egylitt. A bekoncentralodas miatt jelentds cukorkoncentracio
novekedés tapasztalhato, amely 600 g/1 f61¢ is emelkedhet. A cukortartalmat alacsony gliikoz-
fruktoz ardny jellemzi, a magas fruktoz tartalom az édesség érzetét fokozza (Magyar, 2010).
A légmicélium hidnya miatt a gomba oxigén ellatottsdga korlatozott, ennek kovetkeztében
jelentésebb mennyiségili glicerin €s glilkonsav keletkezik. A gliikonsav felhaszaldsa a gomba
novekedésének stacioner fazisaban megsziinik, igy az feldusul a bogyoban, 10-30 g/l glicerin
tartalom mellett, 1-3 g/I-ben talalhat6 meg az aszis mustokban. Ezek a vegyiiletek indikatorai
az aszu mustnak, mivel az egészséges sz610 mustjaban nem talalhatok meg. A glicerin
tartalom tovabb novekszik az erjedés soran, mig a glilkkonsav mennyisége tovabb nem
valtozik. Ezért ezek a vegyiiletek a kierjedt borokban is alkalmasak a nemesrothadas tényének

megallapitasara (Magyar, 1998).

A botritisz borkdsav-felhaszndldsa novekedhet az aszisodas soran. A nemesrothadas soran az
ecetsav tartalom 1is altalaban novekszik, de ez a kisér6 mikrobiotanak koOszonhetd. A
citromsav, almasav mennyisége is valtozik a fert6zés kovetkeztében (Magyar, 2011). A
Tokaji Aszl és a vilag mas botritiszes borainak 0sszehasonlitasat végezték el fokomponens
analizis (PCA, principal component analysis) segitségével 2008-ban. Az eredmények azt
mutattak, hogy a borkdsav és az ecetsav mennyisége a legallandobb, illetve nem mutat nagy
kiilonbségeket a kiilfoldi aszaborok és Tokaji Aszuk kozott. Az almasav mennyisége

jelentdsen eltért, a Tokaji Aszik esetén szignifikansan nagyobb mennyiségeket mértek (Sass-

Kiss, et al., 2008).

A botritiszes mustokra jellemzd a kénessavat megkotd ketosavak nagy mennyisége. A

pirosz6lésav atlagosan masfélszerese, a 2-ketoglutarsav pedig tobb mint kétszerese a
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kozonséges mustokban mérhetének (Magyar, 2010). Néhany egyéb karbonilvegyiilet
feldGsulasa az ecetsav baktériumoknak tudhaté be. Az ilyen mustok erjedése soran a
tiaminhidny kovetkeztében a ketosavak mennyisége tovabb ndvekszik, ezért a botritiszes
borok kénessav megkotd képessége nagyon magas. A gliikonsav mellett a botritisz kisebb

mennyiségben gliikkuron- és galakturonsavat, valamint galaktarsavat is termel (Magyar 1998).

A nagy cukortartalom mellett az egyedi iz-és zamatanyagok képezik az aszusodott sz6l6
legfobb értékeit. Ezek kémiai 0sszetételében jelentOs szerepet jatszik a furfurol, benzaldehid,
fenilacetaldehid és benzilcianid (Magyar, 2010). A mézre, dszibarackra, egy€b gyiimdlcsokre
emlékeztetd illatba kulcsszerepe van a 6 laktonoknak. Ezen kiviil a Tokaji Asza egyedi
karakterét valoszinlileg a & és y laktonoknak kdszonhetjiik (Miklosy, 2004). Mar korédbban
azonositottak a szotolon nevii (3 hidroxi 4,5 dimetil 2 (5) furanon) laktont (Mashuda, et al.,

1984), ami mara mar bizonyitottan marker vegyiilet az elemzések soran.

2.4.3. A botritiszes borok és az egészség kapcsolata

A Tokaji aszat, mint ,,gyogyszert” egész Europaban alkalmaztak a kiralyi udvarokban.
Pontosan nem azonositottak egészségvédd hatasat, de azt tudtdk, hogy a benne talalhato

jotékony vegyiiletekbol sokkal tobb talalhatd, mint mas borokban (Magyar, 2011).

Ebben a vonatkozasban a polifenolokat kell kiemelni, mivel a normal fehérborokkal
Osszehasonlitva a botritiszes borokban joval magasabb a polifenolok mennyisége (Magyar,
2011). Ez val6szintileg annak koszonhetd, hogy a préselést hossza, héjon aztatasi periddus

el6zi meg. A rezveratrol tartalom szintén magasabb az ilyen tipusu fehérborokban (Celotti, et

al., 1996).

A biogén aminok az aminosavak dekarboxilezOdése soran keletkeznek. A botritiszes
borokban mennyiségiik meghaladhatja az atlagos értéket. Sass-Kiss és munkatarsainak (2008)
mérései alapjan is kimutathaté volt a magasabb biogén amin koncentracié az ilyen tipusi
borokban. A tanulmany szerint a biogén amin koncentraciokbdl kovetkeztetni lehet az aszl
eredetére is, azaz Tokajban késziilt-e vagy sem. A biogén amin tartalom meghatarozasa azért
fontos, mert til magas mennyiségben az emberi szervezetben allergis reakciot valthat ki.
Ilyen szempontbdl a legismertebb vegylilet a hisztamin, ami bdrirritaciot, aprd Kkilitéses
foltokat okoz. Sass-Kiss eredményei alapjan a Tokaji asziiborokban a putreszcin, tiramin €s

feniletilamin mennyisége magasabb.
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3. CELKITUZESEK

Sz61észeti €s boraszati szempontbdl fontos folyamat a sz610 botritiszes fertdzédése, illetve az
ebbdl kialakuld sziirke- vagy nemesrothadasos folyamatok. A korabban ismertetettek szerint a
nemesrothadas és asziusodas megfeleld kornyezeti koriilmények kozott, illetve alkalmas

sz6lofajta esetén, foldrajzi helytdl fiiggetleniil is kialakulhat.

Az Egri borvidék nagyobb részén boraszati megfontolasokbdl, altalaban nem kivant a
botritisz jelenléte. Jelen dolgozatban vizsgalni kivant szomolyai sz6l6termé teriileteken
viszont specialis, ,,botritisz kimel6” novényvédelem folyik, igy nagy biztonsaggal €s tobb

¢vjaratban is kialakul a sz610k aszisodésa.

Munkdm soran ezen teriiletek bortitizalodasi folyamatait vizsgaltam kiilonboz6 sz6l6fajtakon

¢és a kovetkezo kérdésekre kerestem valaszokat:
- Milyen fenotipusos tulajdonsagok jellemzik a teriileteken talalhat6 B. cinerea izolatumokat?

- Van vagy lehet-e fenotipuos kiilonbség a kék vagy fehér sz616fajtakrol szarmazoé izolatumok

kozott?
- Milyen genetikai tulajdonsagokkal rendelkezik a teriiletek B. cinerea populacioja?

- Van vagy lehet-e genotipuos kiilonbség a kék vagy fehér szoléfajtakrol szarmazo

1izolatumok kozott?
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4. ANYAG ES MODSZER

4.1. A kisérleti teriiletek bemutatasa és jellemzése

A vizsgalatokhoz sziikséges teriileteket Szomolya falu hataraban elhelyezkedd két elkiiloniilo
szOloiiltetvényen - Ispanberki és CsajszeEl - jeloltiik ki. Az Ispanberki termdéteriilet a Turéan, a
Csajszél pedig az Olaszrizling sz6l6fajta kapcsan, hossz évek tapasztalata alapjan kedvezd

az aszusodasnak.

Mindkét teriileten jellemzd az agyagbemosddéasos barna erddtalaj, melynek jelentds része
csernozjom valtozatba megy at. Alapkdzete riolit tufa. A teljesen koves, sekély termdrétegtol

kezdve a mély termdtalajig fordulnak eld talajvaltozatok a vidéken.

A szomolyai sz6l6term6 dombok atlagmagassaga 230 m, melyek hosszan elnytld, észak-déli
lefutastiak. A volgyekben patakok folynak, idealis kornyezetet biztositva a B. cinerednak. A

szliretidopontokat altalaban az aszusodashoz igazitjk, ami oktober kozepe a Turan esetében.

Az Olaszrizling iiltetvény combtékés miivelést, a tékefejek 60 cm-en helyezkednek el.
Folotte egy par drot fut, melyekbe a friss hajtasok kdnnyen beigazithatok. A tartdéoszlopok
tetején 170 cm magasan, egy darab flizddrot van. Metszéskor hat termdriigyet hagyunk fél
szal vesszOn a vezérdrotra kihajtva. A Turan tékefejes miivelésli, tdamberendezés nincs,
hagyomanyosan karokhoz rogzitjikk a tOkéket. Rovidcsapos metszést alkalmazunk, amin hat

termoriigyet hagyunk.

A ndvényvédelmet kén és réz tartalmu szerekkel végeztiik. Rovardld szert nem alkalmazunk.
2011-ben, az elsé permetezés maximalis dozist tiszta kénnel tortént, ami jol ritkitja a karos
atkakat és a lisztharmatot. Virdgzas el6tt réz és kén vizes oldatat hasznaltuk a legalacsonyabb
dozisban. A flirtzarodasig is csak ezt a szert hasznaltuk, utdna (julius vége és augusztus
kozepe kozott) 1-2 alkalommal rézhidroxidot és olajos allapota kénoldatot alkalmaztunk. Az

utolsé permetezés augusztus elején volt.
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4.2. Izolalas, torzsgyijtemény és fenntartas

Az Egri borvidékhez tartozé Szomolya falu hatardban 1€v6 szoloiiltetvényekrdl (Ispanberki és
Csajszel) 2011. szeptember elejétél, november kozepéig gyljtéttem B. cinerea-val fert6zott
bogyokat Olaszrizling és Turan szOolofajtakrél. A mintavételhez fém csipeszt hasznéltam,
melyet mindig gondosan lelangoltam az egyes mintavételek kozott, a fertdzések é&s
keresztfert6zések elkeriilése végett. A toppedt szemeket steril mintatartd dobozokba
gyljtottem. Az izolalas elsd lépéseként a bogyokrol konidiumokat vittem at sporaszorassal
bengal-rozsa szelektiv taptalajra (Scharlau Chemie S.A. Spain). Azon mintakat, melyek
esetében még nem voltak konidiumok a bogyofelszinen, nedves kamraban inkubaltam 28°C-
on. A bengéil-rozsa taptalajon csirdzasnak indult sporakbol sztereo-mikroszkop alatt
valogattam, majd agar darabkaval kivagva athelyeztem a novekedéshez sziikséges burgonya-
dextroz agar taptalajra (Scharlau Chemie S.A. Spain). Az ily modon 1étrehozott izolatumokat
genetikailag homogén, egysporas izolatumnak tekintettem. Az igy létrehozott izolatumokat
torzsgylijteménybe rendeztem és évjarat, szarmazasi hely szerint burgonya dextr6z agaron

tartom fenn, illetve -80 °C-on 50%-os glicerinben tarolom.

4.3. DNS izolalas

A genom vizsgalatahoz Petri-csészében tenyészet micéliumbol nyertem ki a DNS-t. A sejtek
feltarasa MagNA Lyser késziilékben, MagNA Lyser Green Beads-el (Roche Applied

Science), 2 mm atmér6jii keramiagolyokat tartalmazé milanyag cs6ben tortént.

Az extrakcidhoz kereskedelmi forgalomba kaphatdé DNS izolalo kit-et, DNeasy Plant Mini
Kit (QIAGEN) hasznaltam, a gyarto leirasa szerint, melyet a kovetkezékben részletezek (2.
tablazat):
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2. tablazat: DNS izolalasi 1épések

Feltaras, homogenizalas

1. Az Osszegyljtott 96%-os etanollal mosott micéliumot, a kerdmiagolyokat tartalmazo
feltaro cs6be (Green Beeds) tettem, amelybe elozdleg mar belemértem 300ul API
puffert, 10ul RNaz oldatot és 10ul Proteindz K-t. Ezek segitségével a fehérje és RNS
szennyezddés csokkenthetd.

2. Feltaras a MagNaLyser késziilékkel (90 masodperc, 5000 rpm).

3. A feltart mintdkat 10 percig 65°C-on inkubdltam a flithetd eppendorf razodban,
folyamatos razatas mellett.

4, Az inkubacié utan adtam hozza 100 ul kloroformot, vortexeltem 10 masodpercig.

5. Centrifugalas 20.000 g-n 5 percig. Ezutan a feliiluszoval dolgoztam tovabb.

Sziirés

6. A sejtlizatumot tartalmazé feliiluszot a (lila) QIAshredder Mini Spin oszlopokra
pipettam, melyeket 2 ml-es centrifuga csébe helyeztem.

7. Centrifugalas 11.000 g-n 2 percig. (Ha a centrifuga csében pellet volt felfedezhetd,
iigyeltem, hogy ne kavarjam fel a pipettazassal.)

8. Atpipettaztam centrifugalas utén az oldatot 1j, steril 1,5 ml-es eppendorf csébe.

DNS Kkicsapas, megkotés

9. Hozzéadtam 450ul PC puffert a tiszta lizaitumhoz és azonnal kevertem pipettazassal.

10. | Rapipettaztam max. 700ul oldatot a DNeasy Mini Spin oszlopra (z6ld), melyeket
elézdleg 2 ml-es eppendortba tettem, majd centrifugéltam 11.000 g-n 1 percig, ezutan
kiontottem az atfolyot.

11. | A 10. Iépést megismételtem azzal a maradék mintaval, amely az el6zépipettazasbol

nem fért az oszlopra.

Mosas
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12. | A DNS-t tartalmaz6 sziir6t (DNeasy Mini Spin oszlop) a 2 ml-es gytijtébe tettem, 400
pul PWI1 puffert pipettaztam ra és centrifugaltam 11.000 g-n 1 percig, az atfolyot

kiontottem.

13. | 700 pl PW2 puffert pipettaztam ra a membranra és centrifugaltam 11.000 g-n 1
percig.

14. 200ul PW2 puffert adagoltam az oszlopra, centrifugaltam 2 percig 11.000g-n, és a

mosopuffert teljesen eltavolitottam.

Elualas

14. | A membran szir6t egy tiszta 1,5 ml-es (vagy 2 ml-es) eppendorfba tettem és
rapipettaztam 50 pl 65°C-os PE puffert kozvetleniil a membranra, majd inkubaltam 5
percig 65°C-on. Centrifugaltam 11.000 g-n 1 percig.

15. | Megismételtem a Iépést Ujabb 50ul 65°C-os PE puffer hozzaadasaval és
centrifugaltam 11.000g-n 1 percig.

4.4. DNS koncentraciok meghatarozasa és normalizalasa

A DNS preparatumok koncentracidojat NanoDrop 2000 (Thermo Scientific) késziilékkel
mértem, amely nagyon kis mennyiségek koncentracidjanak mérésére szolgalo
spektrofotométer. A meghatarozott koncentraciojo DNS izolatumokat Maxymum Recovery
eppendorfokba (Axygen) mértem at, majd a QIAgility (QIAGEN) PCR 6sszeméré robot
késziilek segitségével egységes koncentraciora (25ng/ul) allitottam be, illetve 96 helyes
milanyag plate-be pipettdztattam 4t. A normalizacidt a vezérldprogramba betaplalt DNS

mintdk koncentracioja alapjan, higitassal végezte el a késziilék.
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4.5. DNS fragmentumok amplifikacioja és detektalasa

A PCR reakciokban hasznalt primereket az Integrated DNA Technologies Inc. (Coralville,
USA) szintetizalta. A reakciokat BioRad S1000 96 férdhelyes gradiens PCR késziilékben
végeztem. A reakciok Osszeallitasat az el6zdekben mar ismertetetett QIAgility pipettdzod

késziilékkel végeztem, egyedi vezérld program szerint, enzim-mix és DNS 6sszemérésével.

A reakcio soran felszaporodott PCR termékeket méret és koncentracid meghatirozashoz
kapillaris gélelektroforézis késziilékben - QIAxcell (QIAGEN) — futtattam a gyartd utasitasa
szerint nagyfelbontasi QIAxcel DNA High Resolution Kit felhasznilasaval, OM 500
protokollt alkalmazva. Az MSB1 PCR termékek vizsgalata esetén 15bp-1kb mérettartomanyt
atfogo QX Alignment Markert €s 25 bp—500 bp mérettartomanyu QX DNA Size Markert, mig
a tubl PCR termékek vizsgalata soran 15bp-3kb mérettartomanyt atfogd QX Alignment
Markert és pUC18/Haelll QX DNA Size Markert hasznaltam.

4.5.1. Miniszatelit szekvenciak felszaporitasa

Az MSB1 felszaporitasara a kovetkezd szekvenciaji primereket hasznaltam Giraud és

munkatarsai leirasa alapjan (1998):
MSBIF: 5>-AAGTTGCTGGTTCCTTGA-3’
MSBIR:5’-GTTGCAACCGGCGTAGAT-3’

Az amplifikaciot 25 mikroliter térfogatban végeztem, BIOTAQ PCR Mixet (Bioline)

reakcioelegy felhasznalasaval. A PCR reakcio koriilményei a kovetkezOk voltak:

95°C 3perc, majd 95°C 1 perc, 60°C 1 perc, 72°C 1 perc, harminc ciklusban; végiil 72°C 15

perc.

23



4.5.2. Tubulin szakaszok felszaporitasa

A tubl amplifikacidéjahoz a kovetkezd primerpart hasznaltam Furnier és munkatarsai (2005)

leirasa alapjan:
155: 5’-CAACCTTCAAAATGCGTGAG-3’
1174: 5’>-AGATGGGTTGCTGAGCTTCA.3’

Az amplifikaciot 25ul-es térfogatban végeztem, BIOTAQ PCR Mixet (Bioline) reakcidelegy

felhasznalasaval. A PCR reakci6 koriilményei a kdvetkezok voltak:

95°C 3perc, majd 94°C 1 perc, 55°C 1 perc, 72°C 1 perc 6t ciklusban, majd 94°C 1 perc,
55°C 1 perc, 72°C 1 perc harminc ciklusban; végiil 72°C 15 perc.

4.6. Szekvenalas

A kész PCR terméket megfelel6 modon lezarva és csomagolva, eljutattuk az LGC Genomics
(Berlin, Németorszag) részére, aki a PCR termékek tisztitasat és szekvenalast is elvégezte. A
kész szekvencidkat és elemzd fajlokat a cég honlapjarol toltottem le. Az LGC Genomics a

szekvenalast megbizas alapjan végezte.

4.7 Szekvencia elemzések és populacio differencialodas

A DNS szekvencidk illesztését GeneDoc 2.6 (Nicholas, et al., 2007) programmal végeztem,
majd a genetikai differenciadlodas felderitésekor a szekvencidkat a DNASp 5.10.01

programmal (Rozas, et al., 2003) elemeztem.

4.8. Elektron mikroszkopos vizsgalatok

Pasztazo elektronmikroszkoppal készitettem felvételeket a B. cinerea kezdeti fertdzési
folyamatarol az ELTE Anyagtudoményi Centrumaban (Budapest, 1117, Pazmany Péter

sétany 1/a). Az elektronmikroszkopos vizsgalatok az Eurdopai Unidé tamogatasaval, az
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Eurdpai Szocialis Alap tarsfinanszirozasaval valosultak meg (a tamogatas szama TAMOP
4.2.1/B-09/1/KMR-2010-0003)."

Ehhez sz616bogyot és széldlevelet fertéztem 1 ul B. cinerea szuszpenzioval, (50%-0s glicerin
oldattal mosott konidiumok) a 4. tablazatban feltiintetett beallitasok szerint. A fert6zést
megelézden a novényi részek feliiletét csiramentesitettem. A sz8l6bogyok és levelek mosasat

a 3. tablazatban leirtak alapjan végeztem.

3. tablazat: Mosasi bedllitdsok:

Sz610bogyo €s szo10levél tisztitasi Iépései laminaris box alatt.
1. Vizes mosas, 5 perc.
2. Hypokloridos mosas, 20 perc.
3. Sterilvizes aztatas, 5 perc.
4, Szarités steril szlirdpapiron.

4. tiblazat: Fert6zési beallitasok (Laminaris boksz alatt

Bogyok fertézése 1ul B. cinerea Levél fertézése 1ul B. cinerea konidium
konidium szuszpenzioval szuszpenzidval

Kocsanyhoz

Kitépett kocsany helyére Karcolt levélfeliiletre

Sértett bogyofeliiletre

A fertdzés utan kapott mintakat két napig taroltam szobahdmérsékleten, steril koriilmények
kozott, majd rahelyeztem a fertdzott bogyd és levélmintakat az elektronmikroszkop

mintatartojara (2. abra).
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levél vagy

bogyo darab

2. abra: A fert6zott minta mintatartora helyezése

A pasztazd elektronmikroszkopot (SEM) alacsonyvakuumu kornyezeti lizemmodban
haszndltam. Ez azt jelenti, hogy a viz harmaspontjdhoz kozeli nyomas és
hémérsékletviszonyokat teremtiink a SEM vakuumkamrajaban. Vizgdzt beeresztve a relativ
paratartalmat a homérséklet tovabbi hangolasaval 100%-ra tudjuk allitani, igy elkeriilve a
minta kiszaradasat. Ezzel a modszerrel az alacsony nyomast elviseld €16 biologiai mintdk is
vizsgalhatok fixalas nélkiil. A rogzités kétoldall, fémbdl késziilt elektromosan vezetd

ragasztoszalaggal végeztem.

A vizsgéalat célja a gomba mikro-morfologidjanak jobb megismerése volt, tovabbi

vizsgalatokat és kisérleteket az elektronmikroszkopos megtigyeléseken til nem terveztem.

4.9. Morfologiai jellemzés

Az egysporas izolatumokat burgonya-dextroz tapagarra oltottam, majd 21 napig inkubaltam
20°C-on, sdtétben. Harom hét elteltével az izolatumok fenotipusos megjelenését értékeltem a
micéliumképzes, sporulacié és szkelrocium képzés alapjan, Martinez és munkatarasi munkaja

szerint (2003).
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5. EREDMENYEK

5.1. Botrytis cinerea torzsgyiijtemény osszeallitasa

2011-ben, a korabban ismertetett szomolyai szOl6teriiletekrol, a kifejezetten aszus tiineteket
mutatd sz6l6bogyd mintdk feldolgozasa soran, 176 egysporas izolatumot allitottam el6. Az
izolatumokat jellegzetes telep- és mikroszkopos morfologiajuk alapjan identifikaltam. A
jellegzetes morfologiai kép, az irodalomi attekintésben szerepld sajat pasztazo
elektronmikroszkopos felvételen is lathato (1. abra). Az izolatumokat a gyujtés és izolalas
sorrendjében kodoltam és dolgoztam fel, illetve készitettem eld tarolasra és tovabbi
vizsgélatokra.  Adataikat  torzsgylijteménybe rendeztem a  tovabbi  vizsgalatok

megalapozasahoz.

A molekularis vizsgalatokhoz, a térzsgylijteményben 1évé mintamennyiséget optimalizaltam.
Az izolalt minta, hely és idOpont figyelembevételével 96 izolatumot valasztottam ki, mig a

fenotipusos vizsgalatokhoz, a lehetd legtobb mintat hasznaltam fel.

v \, L
"\f"kv_l—‘cldebrb
Au?‘m vy
(g {

2

3. dbra: Az Egri borvidék térképe a hegykozségekkel (Vaczy, 2009) és Szomolya miiholdas térképe (Google

Térkép - ©2012 Google) a mintavételi teriiletekkel. Piros jelolével az Ispanberki diilé, illetve a Turan

szbl6teriilet, sarga jelolével a Csdjszél diilo és az Olaszrizling sz8l6teriilet. A két teriilet kozotti tdvolsag kb.
hirom km.
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Az adatbazisban az izolatumokat gylijtési teriilet €és fajta, illetve gytijtési idOpont alapjan
rendszereztem. Az izolatumok felsorolast és felosztasat tartalmazd tablazatok az 1.

mellékletben talalhatoak (1/a és 1/b).

5.2. Fenotipus vizsgalatok

A morfologiai vizsgalat sordn a begyljtott izolatumok szklerocium képzési képességét
vizsgaltam 150 izolatumnal, mivel ez a legjellemz6bb morfoldgiai tulajdonsag a B. cinerea
esetében. Az izolatumokat a morfologiai megjelenésiik alapjan micélidlis és szklerocialis

csoportokra osztottam, melyet az 5. tablazatban tiintettem fol.

5. tablazat: Az izoldtumok morfoldgiai osztalyozasa és felosztasa micélidlis (M1, M2) és szklerocialis (S0, S1,

S2, S3, S4, S5) csoportokra

Gyenge micélium- 4,14, 16, 17, 20, 102
képzés. Sporulacio,
M1 szkler6écium képzés

nem tapasztalhato

Normal micélium- 1, 8,9, 33, 37, 38, 51, 53, 68, 72,
képzés, normal 73, 75,97, 118, 122, 128, 137,
M2 sporulacid, nincs

szkler6écium képzés

Sz0sz0s, pamacsos 83, 108, 129, 130, 131, 134, 144,
micélium-képzés, 146, 167, 176,
S0 gyenge sporulacio és

szklerocium képzés
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Kevés, elszort

2,3,5,6,7,10, 11, 34, 36, 42, 57,

szklerdcium, 59, 71, 74, 76, 77, 78, 80, 82, 84,
SI | sporulacio a széleken | 105, 119, 121, 123, 124, 125, 133,
136, 138, 155, 164, 170,
Kisebb-nagyobb 13, 23, 24, 25, 40, 41, 81, 101,
szkler6ciumok 103, 109, 112, 113, 116, 117, 140,
S2 elszortan, gyenge 174, 175,
sporulaci6 a széleken
Kozépen kort 21, 39, 47, 149, 151, 161
kialakito szklerocium
S3 tomeg
GOcsortos 12, 28, 29, 30, 31, 32, 92, 94, 95,
szklerociumok, 96, 106, 107, 110, 111, 114, 120,
s4 gyenge sporulaci6 a 141, 153, 159, 168, 169, 172,
széleken
Gyenge micélium-, 22, 26, 27, 43, 52, 60, 62, 66, 79,
erds szklerdcium 86, 87, 88, 90, 91, 93, 98, 99, 100,
S5 képzés, sporulacio 104, 115, 127, 135, 139, 142, 143,

gyakorlatilag nem

tapasztalhato

145, 147, 150, 152, 154, 156,
157, 158, 160, 162, 163, 165, 166,
171, 173,

29



4. abra: A kiilonbdz6 morfoldgiai csoportok 5. dbra: A micélialis és szklerocialis
szazalékos megoszlasa izolatumok szazalékos megoszlasa

Micélidlis megjelenés alapjan két csoportot kiilonitettem el. Ezek koziil az els6ben — M1 — a
sporulacio és a szklerocium képzés teljes hianya volt jellemzd, mig a masodik csoportban —
M2 — a normal sporulaci®6 mellett, a szklerocium képzOodést nem mutatd izolatumokat

csoportositottam.

A szklerocialis csoportok szama (6t - SO, S1, S2, S3, S4, S5) és a hozzajuk sorolt izolatumok
mennyisége joval nagyobb (4. dbra), mint a micélialis csoportoké. Az ide tartozo izolatumok

kiilonb6zo megjelenésiiek és nagy fenotipusos variabilitast mutatnak.

A szklerocidlis csoportok koziil és az izolatumok Osszességét tekintve is a legnagyobb
aranyban a kifejezetten erds szklerécium képz6 izolatumok voltak (S5 csoport). Ezeket az
egyarant sporuldld és szklerociumkat is képzd csoport (S1 csoport) koveti. A vizsgalt
izolatumok 84%-a képez valamilyen forméaban szklerociumot és csak 16% a csak micéliumos

megjelenési formaju (5 abra).
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Olasz rizling

0% 10%  20%  30%  40%  S50%  60%  70%  B0%  S0% 100%

| mSzKlerocialis izolatumok  mMicélialis izolatumok |

6. abra: A micélialis és szklerocialis izolatumok szdzalékos megoszlasa az
Olaszrizling és Turan sz0l6fajtak esetén

A kiilonbozo teriileteken taldlhatd szolofajtdk alapjan, a magas szklerocium képzési
képességet figyelembe véve, az Olaszrizlingrél szarmazd izolatumok 75%-a volt képes

szkler6ciumot létrehozni, mig a Turan sz6l6fajta esetében ez a mérték 89%-os volt (6. dbra).

1021
- ——"’Fﬂfﬂ-’f
,—F"'fﬂ_'_/-'_ﬂ-
09.11
0% 10% 20% 0% 40% o0% B0%: 70% 0% 0% 100%

|m SzKleracialis Izolatumok mMicélialis izolatumok |

7. abra: A micélidlis és szklerocialis izolatumok szazalékos megoszldsa a mintagyiijtési
idépontok alapjan

A mintagyijtési idéopontok alapjan a szklerocialis izolatumok mennyiségének novekedését,
illetve a micélidlis izolditumok ardnydnak csokkenését tapasztaltam a kezdeti 30-33%-0s

értékrdl, a mintagylijtés végén tapasztalt 6-8%-os értékig (7. abra).
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5.3. Szekvencia vizsgalatok

5.3.1. Miniszatellit szekvencia vizsgalatok

A szekvencia vizsgalatra kijelolt minden izolatum esetében sikeres volt a PCR reakcid, a
termékek megfeleld koncentracioban szaporodtak fel. Az elektroforézis sordn eltéré méretii
termékek megjelenését tapasztaltuk (8. dbra), ami a miniszatellit variansok elétrd szamu

1smétlodésére utal a kiilonbozo izolatumok esetében.
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8. 4bra: B.cinerea torzsekbdl felszaporitott MSB1 miniszatellit szekvenciak futtatdsanak képe QIAxcell
kapillaris gélelektroforézis késziiléken.

A 96 izolatum szekvencidinak vizsgdlata soran, 6sszesen kilenc miniszatellit varianst (MVR)
sikeriilt azonositani, ami jol lathat6 a 9. dbran. Ezen kiviil a 96 izolatum alléljai illesztve,

szinkddolva a 2. mellékletben talalhatok.
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9. dbra: Az MSB1 miniszatellit szekvencidk variansai (MVR). A legfels6 sorban a

konszenzus szekvenciat, alatta sargaval az ezzel megegyezoket, kékkel pedig a kiillonb6zo

nukleotidokat jeloltem, mig a deléciokat gondolatjelek jelolik. Piros keretben az eddig

csak Magvarorszagrol szarmazo izolatumokbdl szarmazo varidnsokat jeldltem.

A kilenc varidns koziil kettd csak magyarorszagi eldfordulasta (b18H, D2H), mig a tovabbi hét

varians megegyezik a Giraud és munkatérsai (2008) Champagne vidékérdl gytijtott francia

mintakbol leirt variansaival.

A DbI8H jeleldlesti, teljes értékli MVR szekvencia, eddig egy alkalommal, a Tokaji

borvidékrdl 2007-ben izolalt, csak egyetlen izolatumban volt megtaldlhatdo (Vaczy Kalman

Zoltan szobeli kozlése, nem publikdlt eredmény). A D2H, nem teljes értékii, delécios vagy

toredék szekvencia, korabbi vizsgalatok soran is tobb magyarorszagi izolatumban altalanosan

el6fordult (Vaczy, et al., 2007).

6. tablazat: Az MSBI1 miniszatellit szekvencia alléljai a miniszatellit varidnsok (MVR) (9. 4bra) alapjan. Az eddig

csak magyarorszagi izolatumokban eléforduld varidnsokat zold szinnel emeltem Kki.

Izolatumok szama

2
:E %% SZOMOLYA MVR térkép
% %5 2011

7 11 all | bl1l b115 | D2H | bl174 | cl121 | c3231

1 all | b11l | bl12 b12 | b18H | b1712 | c121 | c321

° 82 all | b11l | bl12 b12 b2 b1712 | cl21 | c321

4 9 2 all | bl11l | bll2 | bll2 b12 b2 b1712 | cl21 | c321
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A miniszatellit variansok ismétlédésének szama hét, nyolc és kilenc kozott valtozott egy-egy
izolatumban, kiilonbozé variansokbdl felépiilé allélokat kialakitva. A 96 izolatumban
Osszesen csak négy allél fordult eld, melyek koziil a harmassal jelzett allél fordult elé az
izolatumok nagy tobbségében (85%-ban). A magyarorszagi el6fordulasi variansokat
tartalmaz6 izolatumok alléljei, csak 12%-ban voltak jelen. Ugyanakkor meg kell emliteni,
hogy a jelenlegi vizsgalatok soran talalt allélok megegyeznek korabbi vizsgalatokban
leirtakkal (Vaczy, et al., 2007; Vaczy, 2009) ¢és kiilonbéznek a Giraud ¢s munkatarsai (2008)
altal leirt alléloktol.

Az allélok el6forduldsa nem mutatott semmilyen korrelaciot a kiilonb6zd szolofajtakkal. A
bl18H jelli varianst tartalmazo izolatum Turdn sz6ldfajtardl szérmazik €s az utolso
mintagyljtés izolatumai kozé tartozik. A D2H jelii toredék szekvenceiaju varianst hordozo

izolatumok 2/3 — 1/3 aranyban szarmaztak Turanrol, illetve Olaszrizlingrol.

5.3.2. B-tubulin szekvencia vizsgalatok

A masik vizsgalt markerhez hasonldan a tubl szekvencidkat is sikeriilt minden izolatumbodl
felszaporitani. A PCR termékek kb. 1100 bp méretiiek voltak (10. abra). Szekvenalasukat egy

iranybol, forward primerrel végeztem el.
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10. abra: B.cinerea torzsekbdl felszaporitott tubl szekvencidk futtatdsdnak képe QIAxcell kapillaris
gélelektroforézis késziiléken.
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A szekvenciak elemzése soran, az izolatumok szekvencidit illesztettem, majd a nem megfeleld

jeler6sségii részeket eltavolitottam, igy nagy biztonsaggal 636 bp hosszlisagli szekvenciakat

elemeztem. A szekvencidk illesztése utan, a teljes szekvencidban minddssze egyetlen

pontmutéciot talaltam (11. abra).
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11. 4bra: B.cinerea torzsekbdl felszaporitott tubl szekvencidk

ban eléfordulé C — T pontmutacio helye a szekvenciakban

A vizsgalt izoldtumok 20%-nal taldltam meg a mutaciot, amely szintén nem volt

Osszefliggésben a minta szdrmazasi helyével vagy a szdl6fajtaval.

Korabbi hasonld vizsgalatok sordn, ugyanezen marker 20 kiilonbozd alléljat irtdk le,

allélenként tobb mutéacios hellyel (Vaczy, 2009), igy a variabilitds hianya mindenképpen

meglepd eredménynek szamit. Nyilvanvaloan ezen eredmények alapjan a tubl szekvencia

nem hasznélhat6 fel populaciogenetikai vizsgalatokra.
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5.4. Genetikai differencialtsag vizsgalata

A tubl szekvencia variabilitaisnak hianya miatt, csak az MSBI1 genetikai marker esetében
tudtam tovabbi elemzéseket végezni. Kiszamoltam a genetikai differencidltsag mértékét a
kiilonbozo teriiletek, illetve sz6l6fajtak, valamint a kiillonb6zé mintagytjtési idépontok kdzott.
A Gst érték 0,05 - 0,15 tartomanyban mérsékeltnek, 0,15 és 0,25 kozotti tartomanyban
nagynak, mig 0,25 érték felett nagyon differencialtnak mondhato.

7. tablazat: Az MSBI1 miniszatellit szekvencidk Gst értékei mintagyiijtési
1dépontok és szOl6fajta és teriiletek alapjan

Mintagyijtési idépontok oktober 1 oktober 21 november 4
szeptember 11 0,066 0,123 0,127
oktober 1 0,044 0,053
oktéber 21 0,051
Szolofajta / Teriilet Olaszrizling / Csajszél
Turan / Ispanberki 0,017

A Gst értékek a 0,017 és 0,127 kozotti tartomanyban mozognak, ami a differenciacio hianyat,
vagy nagyon alacsony mértékét mutatja. Gyenge vagy mérsékelt differenciaci6 tapasztalhatd
az 1d6 eldrehaladtaval a kiilonbozé mintagytjtési idopontok kozott, ugyanakkor a két
szOlofajta és teriilet vizsgalatdnak eredményei kozott semmilyen kiilonbség nem volt

kimutathat6 (Gst=0,017). Mindez j6l lathat6 a 7. tablazatban.
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6. OSSZEFOGLALAS

Vizsgalataim soran, nagyszami mintan végeztem fenotipusos €s genotipusos vizsgalatokat az
Egri borvidéken talalhatd Szomolya kozség két szolotermd teriiletérdl. A begytjtott B.

cinerea izolatumok két sz6l6fajtarol szarmaztak, melyek aszusodo tiineteket mutattak.

A morfoldgiai tulajdonsagok vizsgalata soran nagy variabilitast tapasztaltam az izolatumok
kozott. Az izolatumok tobbsége képezett szklerociumot, jelentds eltérések a kiilonbozo
sz0l6fajtakrol szarmazo izolatumok kozott nem voltak. Ugyanakkor a kiilonboz6
mintagylijtési idépontokat dsszehasonlitva, az 1d6 eldrehaladtaval egyre nétt a szklerociumot

képzd izolatumok aranya.

A szkler6cium, vagy kitartoképlet képzés, fontos tulajdonsag, mivel nagyardnyu jelenléte a
helyi populaciok kornyezeti viszonyokhoz vald kivald alkalmazkodésat, pl. jo ,télallosagat™
bizonyitja. Ezt az is aladtamasztja, hogy a szkler6ciumbdl valo izolalas sordn rendszerint olyan
izolatum szarmazik, amely késObb maga is képez szkleréciumot (Martinez, et al., 2003). Ez a
folyamat valdsziniileg a természetben is hasonlé modon megy végbe, igy az ilyen izoldtumok
nagy aranya a gomba populacio stabilitasdra utalhat. Korabbi vizsgdlatok soran hasonld
mértéki és intenzitdsu szklerocium képzés volt tapasztalhatd a Tokaji borvidékrdl szarmazo
izolatumokon is, mig az Egri borvidék kiilonb6z6 helyeirdl szarmazé izolatumoknal, ez nem

volt ennyire domindns (Vaczy Kalman Zoltan személyes kozlése, nem publikalt adat).

Az izolatumok DNS szintii vizsgélata soran a vartnal joval alacsonyabb genetikai variabilitast
tapasztaltam. A korabbi Egri borvidéki izolatumokon végzett populacidgenetikai vizsgalatok
soran (Vaczy, et al., 2007; Vaczy, et al., 2008; Vaczy, 2009), a jelenleg is vizsgalt gének
genetikai markerként vald hasznalhatosagat, valamint a populaciok nagy variabilitasat

talaltak.

Jelen vizsgalataim sordn az ATP szintetdz gén intronjdban taldlhaté MSB1 miniszatellit
esetében csak négy allélt azonositottam, mig az eldz6kben emlitett vizsgéalatok sordn 15 allélt
irtak le. Ugyanezekrdl a teriiletekrél szdrmazd izolatumok tobb olyan allélt hordoztak,
amelyek valoszinlileg helyben kialakult muticiok eredményeként I1étrejott miniszatellit
variansokat tartalmaztak. Ezeket a varidnsokat jelenleg nem sikeriilt azonositani, iddével

kiszelektalodhattak a populaciobol. Azonositottam azonban egy és csak egy izoldtumban
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eléforduld olyan varianst (b18H), amelyet kordbban szintén csak egy, a Tokaji borvidékrol
szarmazo izolatumban azonositottak par évvel kordbban. Az egy-egy izolatummal
reprezentalt, ugyanakkor térben és idében elkiiloniild miniszatellit varidns jelenléte tovabbi

kérdéseket vethet fel.

A B-tubulin gén vizsgdlata soran szintén alacsony variabilitast tapasztaltam. A korabban
emlitett vizsgalatok ebben az esetben a génszakasz 20 alélljat, allélenként tobb mutaciot irtak
le. A jelenlegi szekvencidk az izolatumok o&todében eléforduld pontmuticion kiviil
tulajdonképpen genetikailag homogénnek mondhatok. Mivel azonban kddolo génben talalhato
markerr6l van sz6 tovabbi vizsgélatok sziikségesek majd ahhoz, hogy ez a mutacio

eredményez-e fehérje szintii valtozasokat.

A genetikai differenciacid vizsgalata nem mutatott kiilonbséget a kiilonboz6 szdléfajtakrol
szarmazd izolatumok koOzott, viszont a mintagyljtési idOpontok kozott kiilonbségek
tapasztalhatéak. A szeptemberi és novemberi mintagyiijtési idépontok izolatumai kozott,
kiilonbozo differencialtsagi szinteket tapasztaltam, ami arra utalhat, hogy nem alland6 a
fertdzést, illetve asziisodast eldidézd populacié. Hat év tavlataban, kiilonb6zd évjaratok
eredményeit 0Osszevetve, az izolatumok szekvenciai kozotti differencidcid szintje
kiemelkeddsen magas értéket mutat, ami a populacidk hosszu Iéptékii valtozasat mutatja, és

ami megerdsitheti a specializalodasrol alkotott elképzelést.

Eredményeim alapjan elmondhato, hogy a vizsgalt izolatumok morfologiailag nagy
valtozékonysagot mutatnak, erds szklerocium képzo tulajdonsaggal rendelkeznek, ugyanakkor
a vizsgalt genetikai markerek altal szolgaltatott informaciok alapjan alacsony variabilitas
jellemzi 6ket. Megalapozottabb kovetkeztetések levonasahoz, tovabbi vizsgélatokra lehet
sziikség genetikailag informativabb markerek haszndlataval. Ugyanakkor elmondhatd, hogy a
jelen vizsgalatbol szarmazd eredmények egy genetikailag egységes (esetleg specializalt)
populacié képét mutatjak, a borvidéki sokszinliséggel dsszevetve. Ezt megerdsiti, hogy Vaczy
¢s munkatarsai (2008), nagysagrendben hasonldé mennyiségii B. cinerea izolatumot vizsgalva,
az Egri borvidék kiilonbozd teriiletei kozotti genetikai differencidltsagot, csak a szomolyai

izolatumok esetében tapasztaltak.
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8. MELLEKLETEK
1. melléklet

1/a Mintanyilvantartas ¢és torzsgytjtemény

Minta szam Id6pont Szolofajta Dulo
E/11/1 2011.09.11 Olaszrizling Csajszél
E/11/2 2011.09.11 Olaszrizling Csajszel
E/11/3 2011.09.11 Olaszrizling Csajszel
E/11/4 2011.09.11 Olaszrizling Cséjszél
E/11/5 2011.09.11 Olaszrizling Csajszel
E/11/6 2011.09.11 Olaszrizling Csajszél
E/11/7 2011.09.11 Olaszrizling Cséjszél
E/11/8 2011.09.11 Olaszrizling Csajszél
E/11/9 2011.09.11 Olaszrizling Cshjszél

E/11/10 2011.09.11 Olaszrizling Cshjszél

E/11/11 2011.09.11 Olaszrizling Csajszél

E/11/12 2011.09.11 Olaszrizling Csajszél

E/11/13 2011.09.11 Olaszrizling Cshjszél

E/11/14 2011.09.11 Olaszrizling Csajszél

E/11/16 2011.09.11 Turan Ispanberki
E/11/17 2011.09.11 Turan Ispanberki
E/11/20 2011.09.11 Turan Ispanberki
E/11/21 2011.09.11 Turan Ispanberki
E/11/22 2011.09.11 Turan Ispanberki
E/11/23 2011.09.11 Turan Ispanberki
E/11/24 2011.09.11 Turan Ispanberki
E/11/25 2011.09.11 Turan Ispanberki
E/11/26 2011.09.11 Turan Ispanberki
E/11/27 2011.09.11 Turan Ispanberki
E/11/28 2011.09.11 Turan Ispanberki
E/11/29 2011.09.11 Turan Ispanberki
E/11/30 2011.09.11 Turan Ispanberki
E/11/31 2011.09.11 Turan Ispanberki
E/11/32 2011.09.11 Turan Ispanberki
E/11/33 2011.09.11 Turan Ispanberki
E/11/34 2011.09.11 Turéan Ispanberki
E/11/36 2011.09.11 Turan Ispanberki
E/11/37 2011.09.11 Turan Ispanberki
E/11/38 2011.09.11 Turan Ispanberki
E/11/39 2011.09.11 Turan Ispanberki
E/11/40 2011.09.11 Turan Ispanberki
E/11/41 2011.09.11 Turan Ispanberki
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E/11/42 2011.10.01 Turan Ispanberki
E/11/43 2011.10.01 Turan Ispanberki
E/11/47 2011.10.01 Turan Ispanberki
E/11/51 2011.10.01 Turan Ispanberki
E/11/52 2011.10.01 Turan Ispanberki
E/11/53 2011.10.01 Turan Ispanberki
E/11/57 2011.10.01 Turan Ispanberki
E/11/59 2011.10.01 Turan Ispanberki
E/11/60 2011.10.01 Turan Ispanberki
E/11/62 2011.10.01 Turan Ispanberki
E/11/66 2011.10.01 Turan Ispanberki
E/11/67 2011.10.01 Turan Ispanberki
E/11/68 2011.10.01 Olaszrizling Csajszel
E/11/71 2011.10.01 Olaszrizling Csajszél
E/11/72 2011.10.01 Olaszrizling Csajszel
E/11/73 2011.10.01 Olaszrizling Csajszel
E/11/74 2011.10.01 Olaszrizling Cséjszél
E/11/75 2011.10.01 Olaszrizling Csajszél
E/11/76 2011.10.01 Olaszrizling Csajszel
E/11/77 2011.10.01 Olaszrizling Cséjszél
E/11/78 2011.10.01 Olaszrizling Csajszél
E/11/79 2011.10.21 Turan Ispanberki
E/11/80 2011.10.21 Turan Ispanberki
E/11/81 2011.10.21 Turan Ispanberki
E/11/82 2011.10.21 Turan Ispanberki
E/11/83 2011.10.21 Turan Ispanberki
E/11/84 2011.10.21 Turan Ispanberki
E/11/86 2011.10.21 Turan Ispanberki
E/11/87 2011.10.21 Turan Ispanberki
E/11/88 2011.10.21 Turan Ispanberki
E/11/90 2011.10.21 Olaszrizling Csajszél
E/11/91 2011.10.21 Olaszrizling Csajszél
E/11/92 2011.10.21 Olaszrizling Csajszél
E/11/93 2011.10.21 Olaszrizling Csajszél
E/11/94 2011.10.21 Olaszrizling Csajszél
E/11/95 2011.10.21 Olaszrizling Csajszél
E/11/96 2011.10.21 Olaszrizling Csajszel
E/11/97 2011.10.21 Olaszrizling Csajszel
E/11/98 2011.10.21 Olaszrizling Csajszel
E/11/99 2011.10.21 Olaszrizling Csajszel
E/11/100 2011.10.21 Olaszrizling Csajszel
E/11/101 2011.10.21 Olaszrizling Csajszel
E/11/102 2011.10.21 Olaszrizling Csajszel
E/11/103 2011.10.21 Olaszrizling Csajszel
E/11/104 2011.10.21 Olaszrizling Csajszel
E/11/105 2011.10.21 Olaszrizling Csajszel
E/11/106 2011.11.04 Olaszrizling Csajszel
E/11/107 2011.11.04 Olaszrizling Cséjszél
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E/11/108 2011.11.04 Olaszrizling CsajszEl

E/11/109 2011.11.04 Olaszrizling Csajszél

E/11/110 2011.11.04 Olaszrizling Csajszél

E/11/111 2011.11.04 Olaszrizling Csajszel

E/11/112 2011.11.04 Olaszrizling Csajszel

E/11/113 2011.11.04 Olaszrizling Csajszél

E/11/114 2011.11.04 Olaszrizling Cséjszél

E/11/115 2011.11.04 Olaszrizling Csajszél

E/11/116 2011.11.04 Olaszrizling Csajszél

E/11/117 2011.11.04 Olaszrizling Cséjszél

E/11/118 2011.11.04 Olaszrizling Csajszél

E/11/119 2011.11.04 Olaszrizling Csajszél

E/11/120 2011.11.04 Olaszrizling Csajszél

E/11/121 2011.10.31 Turan Ispanberki
E/11/122 2011.10.31 Turan Ispanberki
E/11/123 2011.10.31 Turan Ispanberki
E/11/124 2011.10.31 Turan Ispanberki
E/11/125 2011.10.31 Turan Ispanberki
E/11/127 2011.10.31 Turan Ispanberki
E/11/128 2011.10.31 Turan Ispanberki
E/11/130 2011.10.31 Turan Ispanberki
E/11/131 2011.10.31 Turan Ispanberki
E/11/133 2011.10.31 Turan Ispanberki
E/11/134 2011.10.31 Turan Ispanberki
E/11/135 2011.10.31 Turan Ispanberki
E/11/136 2011.10.31 Turan Ispanberki
E/11/138 2011.10.31 Turan Ispanberki
E/11/139 2011.10.31 Turan Ispanberki
E/11/140 2011.10.31 Turan Ispanberki
E/11/141 2011.10.31 Turan Ispanberki
E/11/142 2011.10.31 Turan Ispanberki
E/11/143 2011.10.31 Turan Ispanberki
E/11/144 2011.10.31 Turan Ispanberki
E/11/145 2011.10.31 Turan Ispanberki
E/11/146 2011.10.31 Turan Ispanberki
E/11/147 2011.10.31 Turan Ispanberki
E/11/149 2011.11.14. Turan Ispanberki
E/11/150 2011.11.14. Turan Ispanberki
E/11/151 2011.11.14. Turan Ispanberki
E/11/152 2011.11.14. Turan Ispanberki
E/11/153 2011.11.14. Turan Ispanberki
E/11/154 2011.11.14. Turan Ispanberki
E/11/155 2011.11.14. Turan Ispanberki
E/11/156 2011.11.14. Turan Ispanberki
E/11/157 2011.11.14. Turan Ispanberki
E/11/158 2011.11.14. Turan Ispanberki
E/11/159 2011.11.14. Turan Ispanberki
E/11/160 2011.11.14. Turan Ispanberki
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E/11/161 2011.11.14. Turan Ispanberki
E/11/162 2011.11.14. Turan Ispanberki
E/11/163 2011.11.14. Turan Ispanberki
E/11/164 2011.11.14. Turan Ispanberki
E/11/165 2011.11.14. Turan Ispanberki
E/11/166 2011.11.14. Turan Ispanberki
E/11/168 2011.11.14. Turan Ispanberki
E/11/169 2011.11.14. Turan Ispanberki
E/11/170 2011.11.14. Turan Ispanberki
E/11/171 2011.11.14. Turan Ispanberki
E/11/172 2011.11.14. Turan Ispanberki
E/11/173 2011.11.14. Turan Ispanberki
E/11/174 2011.11.14. Turan Ispanberki
E/11/175 2011.11.14. Turan Ispanberki
1/b Genetikai vizsgalatokhoz valogatott izolatumok jegyzéke
Mintaszam Mintavételi idopont Szo6l6fajta Diilo
E/11/1 2011.09.11 Olaszrizling CsajszEl
E/11/3 2011.09.11 Olaszrizling Csajszél
E/11/5 2011.09.11 Olaszrizling Csajszél
E/11/7 2011.09.11 Olaszrizling Cséjszél
E/11/8 2011.09.11 Olaszrizling Csajszél
E/11/10 2011.09.11 Olaszrizling Csajszél
E/11/12 2011.09.11 Olaszrizling Csajszél
E/11/13 2011.09.11 Olaszrizling Csajszél
E/11/15 2011.09.11 Olaszrizling Csajszél
E/11/18 2011.09.11 Turan Ispanberki
E/11/20 2011.09.11 Turan Ispanberki
E/11/21 2011.09.11 Turan Ispanberki
E/11/23 2011.09.11 Turan Ispanberki
E/11/24 2011.09.11 Turan Ispanberki
E/11/26 2011.09.11 Turan Ispanberki
E/11/28 2011.09.11 Turan Ispanberki
E/11/30 2011.09.11 Turan Ispanberki
E/11/31 2011.09.11 Turan Ispanberki
E/11/33 2011.09.11 Turan Ispanberki
E/11/34 2011.09.11 Turan Ispanberki
E/11/36 2011.09.11 Turan Ispanberki
E/11/39 2011.09.11 Turan Ispanberki
E/11/40 2011.09.11 Turan Ispanberki
E/11/42 2011.10.01 Turan Ispanberki
E/11/44 2011.10.01 Turan Ispanberki
E/11/47 2011.10.01 Turan Ispanberki
E/11/48 2011.10.01 Turan Ispanberki
E/11/49 2011.10.01 Turan Ispanberki
E/11/50 2011.10.01 Turan Ispanberki
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E/11/53 2011.10.01 Turan Ispanberki
E/11/54 2011.10.01 Turan Ispanberki
E/11/55 2011.10.01 Turan Ispanberki
E/11/57 2011.10.01 Turan Ispanberki
E/11/58 2011.10.01 Turan Ispanberki
E/11/61 2011.10.01 Turan Ispanberki
E/11/62 2011.10.01 Turan Ispanberki
E/11/64 2011.10.01 Turan Ispanberki
E/11/65 2011.10.01 Turan Ispanberki
E/11/67 2011.10.01 Turan Ispanberki
E/11/68 2011.10.01 Olaszrizling CsajszEl
E/11/70 2011.10.01 Olaszrizling Csajszél
E/11/72 2011.10.01 Olaszrizling CsajszEl
E/11/74 2011.10.01 Olaszrizling Cséjszél
E/11/75 2011.10.01 Olaszrizling Csajszél
E/11/77 2011.10.01 Olaszrizling Cséjszél
E/11/79 2011.10.21 Turan Ispanberki
E/11/80 2011.10.21 Turan Ispanberki
E/11/82 2011.10.21 Turan Ispanberki
E/11/84 2011.10.21 Turan Ispanberki
E/11/86 2011.10.21 Turan Ispanberki
E/11/88 2011.10.21 Turan Ispanberki
E/11/89 2011.10.21 Olaszrizling Csajszél
E/11/90 2011.10.21 Olaszrizling Csajszél
E/11/92 2011.10.21 Olaszrizling Csajszél
E/11/93 2011.10.21 Olaszrizling Csajszél
E/11/95 2011.10.21 Olaszrizling Csajszél
E/11/96 2011.10.21 Olaszrizling Csajszél
E/11/98 2011.10.21 Olaszrizling Csajszél
E/11/99 2011.10.21 Olaszrizling Csajszél
E/11/101 2011.10.21 Olaszrizling Csajszél
E/11/103 2011.10.21 Olaszrizling Csajszél
E/11/104 2011.10.21 Olaszrizling Csajszél
E/11/106 2011.11.04 Olaszrizling Csajszél
E/11/108 2011.11.04 Olaszrizling Csajszél
E/11/109 2011.11.04 Olaszrizling Csajszél
E/11/111 2011.11.04 Olaszrizling CsajszEl
E/11/112 2011.11.04 Olaszrizling Csajszel
E/11/114 2011.11.04 Olaszrizling Csajszél
E/11/116 2011.11.04 Olaszrizling Csajszel
E/11/118 2011.11.04 Olaszrizling CsajszEl
E/11/120 2011.11.04 Olaszrizling Csajszél
E/11/122 2011.11.04 Turan Ispanberki
E/11/124 2011.11.04 Turan Ispanberki
E/11/126 2011.11.04 Turan Ispanberki
E/11/128 2011.11.04 Turan Ispanberki
E/11/131 2011.11.04 Turan Ispanberki
E/11/134 2011.11.04 Turan Ispanberki
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E/11/137 2011.11.04 Turan Ispanberki
E/11/139 2011.11.04 Turan Ispanberki
E/11/142 2011.11.04 Turan Ispanberki
E/11/143 2011.11.04 Turan Ispanberki
E/11/145 2011.11.04 Turan Ispanberki
E/11/147 2011.11.04 Turan Ispanberki
E/11/149 2011.11.04 Turan Ispanberki
E/11/151 2011.11.04 Turan Ispanberki
E/11/153 2011.11.04 Turan Ispanberki
E/11/155 2011.11.04 Turan Ispanberki
E/11/158 2011.11.04 Turan Ispanberki
E/11/161 2011.11.04 Turan Ispanberki
E/11/164 2011.11.04 Turan Ispanberki
E/11/166 2011.11.04 Turan Ispanberki
E/11/168 2011.11.04 Turan Ispanberki
E/11/170 2011.11.04 Turan Ispanberki
E/11/173 2011.11.04 Turan Ispanberki
E/11/174 2011.11.04 Turan Ispanberki
E/11/175 2011.11.04 Turan Ispanberki
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2. melléklet

Az MSB1 miniszatellit allélok illesztett szekvenciai. Az allélokban a kiilonb6zé miniszatellit variansok szinkodoltak. A szekvenciak elején

¢és végén lathato részek a marker hatarolok, nem szinkodolt szakaszok.
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