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BEVEZETES

A tokeelhalds napjainkban a sz6ldiiltetvények egyik legsulyosabb betegsége vilagszerte,
mely a magyarorszagi sz6l6kben is megtaldlhatdé (DULA B.NE, 2011). A magasmiivelés
elterjedésével Magyarorszagon is ndvekedett a korai tOkeelrothadas mértéke.

A tbkeelhalast okozo korokozé gombak hatasara jelentés gazdasagi karok keletkezhetnek a
sz6lotiltetvényekben, melyek eredményeképpen jelentds termésveszteség Iéphet fel. . A
tokepusztulast befolyasolja azonban a tokeelhalasra vald hajlam is. A fertdzott ndvényi
anyagok (oltvanyok) novelik a betegség foldrajzi elterjedését.

A sz616t0ke fert6z6 elhalasanak (Grapevine Trunk Diseases) kialakulasaban tobbféle
korokozd gomba is részt vehet. Eltéro tiinetekkel, illetve eltéré formaban jelentkezhetnek. A
betegségnek tobbféle megnevezése van, pl.. Esca, Petri-betegség, Eutypa-, Botryosphaeria-
elhalas, stb. Megjelenési formaja is tobbféle van: (i) egy lassabb lefolyasu - kronikus, és egy
(i) gyors lefolyasa — akut, amit apoplexianak (gutaiités) neveznek. A betegséggel
kapcsolatban tobb gombafajt is azonositottak eddig, ezek kozil a leggyakoribbak a
Phaeocremonium aleophilum, Phaeomoniella chlamydospora, Eutypa lata, Fomitiporia
mediterranae, Diplodia seriata. A Petri-betegséget a Phaeomoniella chlamydospora gomba
okozza, mely a fiatal hajtasokat tdmadja meg. A betegség kialakulasaban a fert6zott oltvanyok
szerepe bizonyitott. Az Esca betegséggel kapcsolatban tobbféle kdrokozd gomba koroktani
szerepét is bizonyitottak mar. A betegség lefolydsa tobb évig is eltarthat. El6szor a fas részt
tamadja meg a gomba, majd a vegetativ szervek pusztulasa is bekovetkezik. A gombasporak a
sz0lon ejtett metszési sebeken keresztiil jutnak a novénybe sz¢l segitségével, majd a korokozo
a novényi szovetek teljes pusztulasat okozza.

Jelenleg a betegség megeldzésére, vagy kezelésére nem all rendelkezésre vegyszeres
védekezési lehetdség. A megeldzésben fontos a fertdzott oltvanyok kisziirése, ¢és a fertdzés

csOkkentésére iranyul6 fitotechnikai eljarasok.



1. TEMAFELVETES

Magyarorszagi borvidékeken a tOkeelhalds kialakitasdban szerepet jatszoé korokozok
eléfordulasarol nagyon kevés adat talalhatd, a Tokaji borvidéken pedig nincsenek ismereteink
arrol, hogy jelenleg milyen korokozok talalhatoak meg az iiltetvényekben. Kutatdomunkank
soran célul tlztiik ki a Tokaji borvidéken észlelt fert6z6 tokeelhalas néven Osszefoglalt egyes
betegségtipusok helyzetének felmérése, a helyi szakemberek kozremiikodésével, tovabba a
beteg tokékbdl izolalhatod korokozdk morfologiai és genetikai alapon térténd azonositasa.

A kutatomunka soran az elvégzendd vizsgalatokkal azt szeretnénk meghatarozni, hogy
melyek gombafajok mutathatéak ki a fert6z0 tOkeelhalds tiineteit mutatd fas ndvényi
részekbdl a Tokaji borvidéken a betegség akut és a kronikus megjelenési formai esetén.

Tanulmanyozni szeretnénk, hogy az adott gombafajok milyen tiinetcsoportot jelenitenek
meg a borvidéken a kiilonb6zé szdlofajtdkon, illetve tovabbi célunk molekularis

populaciogenetikai vizsgalatokhoz hasznalhaté markerek (TEF1) keresése.



2. SZAKIRODALMI ATTEKINTES

2.1. A sz0616 korai, vagy fert6z6 tokeelhalasa

A sz616k korai tokeelhaldsa mara mar globalis megbetegedésnek szamit. A szélotoke
korai, fert6z6 okokra visszavezethetd elhalasanak (Grapevine Trunk Diseases — tovabbiakban
fert6z6 tékeelhalas) kialakulasaban tobbféle korokozo gomba is részt vehet (BERTSCH et al.,
2012). A tOkeelhaldas megelézése azért is jelent nagy problémat, mert nincsenek olyan
sz0l6fajtak, melyek ellendllnak a betegségnek. A megbetegedés nem egy korokozora, vagy
korokra vezethetd vissza, hanem komplex betegségként értelmezendd, hiszen nem csupéan egy
gombafaj valhatja ki, hanem egylittesen megjelenve tobb korokozo faj is kialakithatja, illetve
val6szinlsithetd szerepe van egyes kornyezeti tényezOknek is (BERTSCH et al, 2012). Az
egyenldtlen csapadékeloszlas lehet valosziniileg a legfontosabb abiotikus tényezd, ami
szerepet jatszik a tiinetek kialakuldsidban és a fert6zott t6kék korai pusztulasaban. Kutatasok
bizonyitjak, hogy az abiotikus €s a biotikus tényezOk mellett az emberi tevékenység is
befolydsolja a betegség kialakulasat. Utobbiak kozé tartozik a helytelen talajmiivelés,
telepités, tovabba az ontdzéssel kapcsolatos problémak (11).

A betegség lefolyasa alapjan megkiilonboztetnek egy lassabb (kronikus), és egy gyors

(akut) megjelenési formajat is.

2.2. A fert6zés Kiilonbozo megjelenési formai, és tiinetei

A tbékeelhalas tlineteinek megjelenése vilagszerte fokozatosan novekszik. A fertdzés eltérd
tiinetekkel, illetve eltérd formaban jelentkezhet. Az akut formdnal egyértelmiien gyorsan
alakulnak ki a tiinetek, mig a kronikus esetén akar tobb éven keresztiil torténd pusztitd
hatasrol is beszélhetink (MIKULAS, 2008, BERTSCH et al, 2012). A betegség
legszembetlindbb tiinete a levelek elszinezddése, amikor vilagos, klorotikus pontok jelennek
meg, majd késobbi hervadasa (RABAI et al., 2005, BERTSCH et al., 2012). MIKULAS
(2008) szerint nem mindig a teljes toke fertézodik meg, vannak olyan esetek, amikor csak a
hajtdsok vagy azoknak csak egy részét tdmadja meg a korokozd. A levéltiinetek nem

feltétlentil jelennek meg minden évben. A fertézés kiindulhat a tokérdl is, illetve a levagott



vesszOt is megfertdzhetik. A tokék szoveteit beliilrdl ,,emésztik” fel a gombak, mely hatdsara
a fas részben korhadas alakul ki.

A sz616t6ke korai, fert6z6 tékeelhalasat korabban tobbféle néven irtak le, pl.: Esca, Petri-
betegség, Eutypa-, Botryosphaeria, vagy fekete kordonkar-clhalas (BDA, black dead-arm),
stb. (URBEZ-TORRES, 2011). A betegséggel kapcsolatban tobb gombafajt is azonositottak
eddig (pl.: Phaeoacremonium aleophilum, Phaeomoniella chlamydospora, Eutypa lata,
Fomitiporia mediterranae, Diplodia seriata) (BERTSCH et al, 2012).

A Petri betegség kialakitasaban az 1 évnél fiatalabb hajtasokat megtamadé Phaeomoniella
chlamydospora gomba szerepét bizonyitottak (GRAMAJE-ARMENGOL, 2011, BERTSCH
et al, 2012, DULA B.NE, 2012). Els6sorban a fert6zott oltvanyok révén terjed. Rohamos
hozam csokkenést okoz, de emellett a leveleken az erek mentén foltok jelennek meg, melyek
aztan klorotikus és nekrotikus szalagokat alkotnak majd. A legtobb esetben ezt nevezik a
tigris csikossagnak. Ezek a tiinetek altaldban néhany év utan jelennek meg, mikor mar
fertdzotté valt a sz616. Altaldban nyéar kozepén széraz, forrd, majd csapadékos idében jelenik
meg SURICO et al., 2006).

Az Esca (latin) jelentése: étel, eledel, az angol szokép ezzel megegyezd, de a gordg
(eszkhatosz: legutolso, végsé /betegségallapot/) eredeten alapul (KOVICS, 2009). Vilagszerte
elterjedt betegség (FISCHER-KASSEMEYER, 2003, DULA B.NE, 2012). Az 1900-as
években kezdték esca néven emlegetni a betegséget. Tobb gomba is okozhatja a tiineteket. Pa.
chlamydospora (Chaetothyriales, Herpotrichiellaceae) és a P. aleophilum (Diaporthales,
Togniniaceae) ¢és szamos Basidiomycetes faj (FISCHER, 2006), melyek koziil a
legelterjedtebb Fomitiporia mediterranea (syn: Phellinus punctatus és Fomitiporia punctata).
Magyarorszagrol, Dula Bencéné altal gyiijtott, Tokaj-hegyaljardl szarmazé mintabol izolaltak
egy uj, Phaeoacremonium hungaricum néven leirt fajt is a betegséggel kapcsolatban
(ESSAKHI et al., 2008). Az iddsebb t6kéken jelenik meg a betegség és a fent emlitett
korokozok idézik eld. Esca esetében a széldlevélen az erek megsargulnak, majd elszaradnak.
A betegség lefolydsa tobb évig is eltarthat, és eldszor a fas részeken jelenik meg, majd ezt
kovetden figyelheté meg a vegetativ részek pusztulasa (LIMA et al., 2010, BERTSCH et al.,
2012). Valosziniileg a sz6lon ejtett metszési sebeken keresztiil a szél segitségével jutnak a
gombasporak a ndvénybe (VARGA, 2009, DIAZ-LATORRE, 2013). A korokozo a szovetek
teljes pusztulasat okozza (URBEZ-TORRES, 2011). A vegetacios iddszakban a lombozati
tiinetek altalaban juniustdl szeptemberig jelennek meg a sz616n, de nem minden sz616tékén,

illetve nem is minden levélen lathatoak a tiinetek (PETIT et al., 2006).



Az Eutypas tékeelhalast az Eutypa lata gomba faj okozza (DULA B.NE, 2012). A
leggyakoribb betegségként irtak le. Megjelenésével azokon a teriileteken kell szdmolni, ahol
az ¢éves csapadékmennyiség tobb mint 250 mm (BERTSCH et al., 2012). Az Eutypas
tOkeelhalast eldidéz0 mas, uj fajokat is leirtak Ausztralidban (TROUILLAS et al., 2011). Ezek
a fajok az Eutypella microtheca, az Eutypella citricola és a Diatrypella vulgaris voltak.
DIAZ-LATORRE (2013) Chilében az Eutypella leprosa fajt irtdk le. A tiinetek koziil a satnya
hajtasok, a klorotikus pontok jellemzéek. A lombozati tiinetek altaldban tavasszal jelennek
meg. A korokozd hatdsara a ndvény vizellatasa 0sszeomlik, a ndvényi sejteknek csokken a
permeabilitasa, ami kiszaradashoz vezet. Az 1. képen az Eutypa lata okozta tékeelhalas

tinetei lathatdak.

1. kép: Az Eutypas elhalas a Furmint levelén, a fas részen és a viragzaton
Forras: Xie Hongtao felvétele

Az a, c és az e képek a satnya hajtasokat mutatjak. A d képen a viragzatlathato, a bal oldali
a normal, a jobb oldali pedig a kiszaradt virdgot szemlélteti. Az f kép mutatja a fas rész
clhalasat. Jellegzetessége az ék alaku elhalas. A g és a h képek a tipikus tigris csikos
nekrotikus elhalast mutatjak a leveleknek.

A Botryosphaeria okozta tékeelhalas esetében a Botryosphaeria stevensii (anamorf:
Diplodia mutila) gombafaj megjelenése jelentés (MIKULAS, 2008, BERTSCH, 2012). A



betegség pontos leirdasa SCRIBNER és VIALA (1888) nevéhez fiizédik. A 2. képen a
Botryosphaeria okozta pusztito hatas figyelheté meg.

T

2. kép: A Botryosphaeria okozta pusztité hatas a Furmint levelén, a fas részen és a
bogydokon
Forras: Xie Hongtao felvétele
Az a: elszaradt leveleket, a b: sargas és narancssarga elszaradasokat a levél feliiletén, a c: a
fa keresztmetszetén latszo nekrotikus részeket, a d és az e: kiszaradt bogyokon megjelend

betegségtiineteket mutatjak.

A fekete kordonkar elhalast (black dead-arm, BDA) (néha: sz616 rak, grape canker)
eloszor Magyarorszagon a tokaji régioban irtdk le. A betegség soran klorotikus pontok
jelentek meg a leveleken, melyek késébb hervadasnak indultak (LEHOCZKY, 1974). A BDA
betegség korokozodjaként korabban csak a Diplodia mutila (teleomorf: Botryosphaeria
stevensii) faj volt leirva, ma mar azonban az emlitett korokozohoz tarsult a Diplodia seriata és
a Botryosphaeria dothidea is (PHILLIPS, 2002, URBEZ-TORRES, 2006, ANDOLFI et al.,
2011).

A fas részek részleges elhaldsa az exkoridzis. A betegség nevét Ravaz és Verge vezették be
1925-ben.

A jellemzo tiinetek koz¢ tartoznak a hosszikas, fekete elvaltozasok. A vesszOkon lathato
fehéres és vilagossziirke elszinezddés a sziiret utan figyelhetok meg. Vildgszerte, mint példaul

Portugéliaban, a tobb régioban végzett sz6l6termd teriiletek felmérése kozben, kideriilt, hogy



fajok koziil a B. dothidea faj a leggyakrabban izolalhatd az exkoriozist okozo fajok koziil
(PHILLIPS, 1998, 2000). Késébb ugyand kozolte, hogy a Neofusicoccum parvum az
exkoriozis korokozoja.

URBEZ-TORRES (2011) szerint nem elég csak a lathat tiinetekbdl kovetkeztetni a
betegségeket okozd Botryosphaeria fajok jelenlétére, hanem sziikség van a molekularis
biologiai vizsgalatok alkalmazasara is. Nagy variabilitdsuk miatt sziikséges az egyes fajok
DNS alapt pontos azonositasa. Kutatasok azt is bebizonyitottak, hogy ugyanazon fajok
kiilonboz6 lathato (levél) tiineteket is produkalhatnak (URBEZ-TORRES, 2011).

2.3. A tokeelhalasban szerepet jatszé fontosabb fajok taxondomiaja

2.3.1. Aszkuszos gombak

2.3.1.1. Botryosphaeriaceae

A Botryosphaeria rendszertanilag a Fungi orszagba, Ascomycota térzsbe, Dothideomycetes
osztalyba, Botryosphaeriales rendbe, Botryosphaeriaceae csaladba és a Botryosphaeria
nemzetséghe tartozik (14).

A Botryosphaeria genus korokozoi kozmopolitak. Vilagszerte elterjedt patogének a
szOloiiltetvényeken. Kronikus, rakos betegségeket okozd korokozdk (JAKUCS-VAINA,
20003). A kéregszovet kiils6 rétegének elhalasaban részt vevd fakultativ nekrotrofok.
Elterjedésiiket az éghajlati viszonyok és a szél6fajtak is befolyasoljak (URBEZ-TORRES
2011). Az optimalis ndvekedési hdmérsékletiikk 25-30 °C. A morfolégiai és taxondmai
elemzések €s a nukleotid szekvencidk azonositasa alapjan legalabb 21 fajt azonositottak mar
be a sz0l6t6kéken. A szOI6tdke fert6z6 betegségének (Grapevine Trunk Diseases)
kialakulasaért felelds korokozok is tagjai a csaladnak, melyek hatasara levélfoltossag,
gyiimdlesrothadas, hajtas kiszaradas, riigy nekrozis, erek menti elszinez6dés, a farész
korhadasa figyelhetd meg (URBEZ-TORRES, 2011). Egyes fajok a Botryosphaeriaceae
csaladban mar elismert opportunista human patogének, melyek szubkutan, szemészeti és/vagy
a belsd szervek fertézéseit is okozhatjdk (WOO, 2008). DENMAN et al. (2000) a
Bothrysophaeria genusba 143 kiilonbozo fajt soroltak be. A fajok azonositasa nehéz feladat,

mely a teleomorf és anamorf formak miatt is nehézkes.
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A Botryosphaeria fajok nem jol definialtak, mivel kiillonb6z6 fajneveken lettek leirva az
éves soran, igy a hasonld gombak miatt tobb vita kerekedett, hogy melyek azok, amelyek a
nemzetségbe tartoznak (PHILLIPS, 2002). A kiilonb6z6é fajok, az atfed6 morfologiai
jellemz6ik miatt gyakran mas fajokkal is kapcsolatba hozhatok (SLIPPERS, 2004). A
részletesebb taxondmiai attekintésr6l DENMAN et al. (2000) és PHILLIPS (2002) irtak.

Az 1990-es évek ¢és a korai 2000-es években a DNS-alapu azonositdsi technikdk és a
filogenetikai elemzések segitségével a nukleotid szekvencidk segitettek megoldani néhany, a
Botryosphaeria fajokkal kapcsolatos korabbi rendszertani vitat (DENMAN et al., 2000,
ZHOU-STANOSZ, 2001).

A jelenleg ismert, a sz616t fert6z6 legfontosabb Botryosphaeriaceae csaladba tartozo fajok:
Bothryosphaeria dothidea, Diplodia seriata (teleomorf: Botryosphaeria obtusa), Diplodia
mutila (teleomorf: Botryosphaeria stevensii), Dothiorella iberica, Dothiorella americana,
Guignardia bidwellii, Lasiodiplodia crassispora, Lasiodiplodia missouriana, Lasiodiplodia
theobromae, Lasiobiplodia viticola, Neofusicoccum australe, Neofusicoccum luteum,
Neofusicoccum macroclavatum, Neofusicoccum mediterraneum, Neofusicoccum parvum,
Neofusicoccum  ribis, Neofusicoccum viticlavatum, Phaeobotryosphaeria  porosa,
Spencermartinsia viticola (URBEZ-TORRES, 2011).

LUQUE et al, (2005) kutatasaikban a Botryosphaeriaceae csaladba tartozo ot fajt
vizsgaltak. Nevezetesen Fusicoccum aesculi, Diplodia seriata, Dothiorella viticola,
Neofusicoccum luteum és Neofusicoccum parvum, melyek fitotoxikus metabolitokat
termeltek, de a metabolitokat nem azonositottak (MARTOS et al., 2008). A N. parvum faj
esetében azonositottak exopoliszacharidként azonositott hidrofil, nagy molekulasulyt
fitotoxinokat. A N. lutem és a N. parvum is termel tovabba lipofil, kis molekulastulya
fitotoxinokat is.

PHILLIPS (1998, 2002) munkajaban megallapitotta, hogy a Botryosphaeria fajok csupan
morfologia alapon torténd elkiilonitése lehetetlen, mert mas fajokkal is Gsszetéveszthetéek.

A Botryosphaeriaceae csaladba tartozd6 N. parvum, N. ribis megkiilonboztetése nehéz
feladat, mert mind morfologiai jegyeik, mind az ITS régio Osszetétele hasonldé (ZHOU-
STANOSZ, 2001).

Az egyes fajok patogenitasanak és virulencidjanak megitélésére nem all rendelkezésre
elegendd informacio. Az eddigi kutatasok alapjan mindenképpen befolyasold tényezd a
gazdaszervezet. Meger6sitést nyert tovabba, hogy a Lasiodiplodia theobromae faj a leginkabb
virulens, ezt koveti a nagyon virulens N. luteum, N. parvum ¢és N. australe. A

Botryosphaeriaceae csaladban a Botryosphaeria dothidea, a D. mutila (teleomorf: B.
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stevensii) és a D. seriata (teleomorf: B. obtusa) fajokat az atmenetileg virulens, mig D. iberica
és S. viticola fajokat a gyengén virulens csoportba lehet sorolni (URBEZ-TORRES, 2011).

A Diplodia seriata (anamorf alak) teleomorf alakja a Botryosphaeria obtusa a leginkabb
kozmopolita faj, mert széles homérsékleti tartomanyban (10-40 °C) képes novekedni
(PHILLIPS et al., 2007).

A jelenleg rendelkezésre allo, deponalt szekvencidk nagy segitséget jelentenek a fajok

azonositasaban.

2.3.1.2. Eutypa lata

Az Eutypa lata névénypatogén tomlésgomba (JAKUCS-VAINA, 2003). Az Eutypa lata
masodlagos anyagcsere termékeket, foleg acetilént, tovabba heterociklusos vegyiileteket is
termel. Az E. lata altal kivalasztott anyag az eutypinl,4- hidroxi -3 -(3- metil-but- 3-én -1 -
inil)-benzaldehid. (BERTSCH et al., 2012, ANDOLFI et al., 2011). Az eutypin gyenge sav
jelleget és lipofil tulajdonsdgot mutat. A toxin ndvényi sejtekbe altalaban passziv diffuzio
segitségével hatol be és hajlamos a citoplazmaban felhalmozdédni (AMBORABE et al., 2001).
Az eutypin csokkenti az ADP/O aranyt. A tokék keresztmetszeténél a V-alakt elhalast okozza
(1. f. kép) (ANDOLFI et al., 2011).

2.3.1.3. Esca betegség kialakitasaban résztvevo aszkuszos korokozo gombak

Az esca betegség kialakitasdban részt vehetnek aszkuszos ¢és bazidiumos gombak is
(BERTSCH et al, 2012). Az Ascomycota (tomlés gombak) torzsébe tartozod
Phaeoacremonium aleophilum, Phaeomoniella chlamydospora ritkabban vesz részt az esca
betegség kialakitasaban, mint a bazidiumos Fomitiporia mediterranea (FISCHER-
KASSEMEYER, 2003). A Phaeomoniella chlamydospora 4ltal termelt antocianin okozza a
levelek tigriscsikossagat (ANDOLFI et al., 2011). Europdban mar évek oOta izolalt fajok
(SANTOS et al., 2006).

Tizenharom Phaeoacremonium fajt izolaltak mar a sz616r6l. Ezek a Petri-kor és az esca
kialakitdsdban is részt vesznek. Az 1-5 éves sz6l6t6kéknél szignifikdns a sz6lotokék

pusztulasi aranya (ESSAKHI et al., 2008).
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2.3.1.4. A tokeelhalasban szerepet jatszo bazidiumos gombak

A bazidiumos gombak kozé koriilbeliil huszezer faj tartozik. A gombarendszertanban
kiilon torzset alkotnak. Kozos jellemzdik koziil egyik legfontosabb az egysejtli, haploid
bazidiosporak lefliz6dési helye, az egy vagy tobbsejtii bazidium. A bazidiosporadk az ivaros
folyamatban képz6doé ivaros sporaalakok. A bazidiumos gombdk vegetativ tenyészteste a
dikariotikus micélium, melyeknek a hifai harantfalakkal kétsejtmagva sejtekre tagolodnak
(JAKUCS-VAJNA, 2003). A sz616 tokeelhalasaban részt vevé bazidiumos gombak koziil
legfontosabb a Fomitiporia mediterranea.

Az esca betegség (fehér rothadas) kialakitasaban résztvevd bazidiumos korokozo gomba a
Fomitiporia mediterranea, a Phaeoacremonium aleophilum és a Phaeomoniella
chlamydospora (BERTSCH et al., 2012).

A Fomitiporia mediterranea rendszertanilag a Fomitiporia nemzetség a Fungi orszagba,
Basidiomycota  t6rzsbe, = Agricomycetes  osztalyba, Hymenochaetales  rendbe,
Hymenochaetaceae csaladba tartozik (I4). FISCHER (2006) korabban F. punctata néven
azonositott. A micéliumok novekedése 15 és 35 °C kozott intenziv (FISCHER 2002). Feltiind

term6testeket noveszt a korhado farészen.

2.4.  Molekularis populaciégenetikai elemzésekhez alkalmas markerek (ITS 1-2)

Az ITS régi6 a manapsag a leggyakrabban vizsgalt DNS régi6 a gombakban. A fajok
rendszertani besorolasa és azonositasa céljabol az egyik leghasznosabb régio (Schoch et al.
2012). A leggyakrabban hasznalt standard ITS-primerek koz¢é tartozik a WHITE et al. (1990)
altal leirt ITS4 ¢és az ITSS primerek, melyek az aszkuszos gombak mindegyikénél
hasznalhatoak. Univerzalisak, a riboszomalis és a DNS-t kodolo génklaszer az ITS1 és ITS2
régioja is felszaporithato segitségiikkel a PCR reakciokban.

KENDALL-RYGIEWICZ (2005) munkajukban olyan hatékony PCR primereket kerestek,
melyekkel el lehet kiiloniteni az Ascomycetes és a Basidiomycetes torzsekbe tartozo fajokat.
Arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy az ITS1-F/NLB3 primerparok segitségével konnyebb a

tomlds €s a bazidiumos gombak elkiilonitése.

12



ITS primers

ITS1F
IT=S
=1
SSURMA  SRBR o B LS RMA
_ I —
LF 1
5.2=
TS
/ Ims= \ ITSAR
200 b S 8B5S
— ITS1 pppgs ITS-2

Frimers For roine sequencingare showr i bo d

1. abra: Az ITS1 és ITS 2 szakaszokat tartalmazo rDNS régio és az alkalmazott
ITS4 és ITSS primerek
Forras: WHITE et al. (1990)

Az 1. abran ITS1 és az IT2 szakaszokat tartalmazo riboszomalis DNS régio lathato,

melyet az ITS4 és ITSS primerek segitségével amplifikaltunk.

2.5. PCR-reakcié

A PCR (Polimeraz lancreakcio) technika a DNS-szal egy adott szakaszanak in vitro
koriilmények kozotti megsokszorozasat (amplifikacidjat) jelenti. A klasszikus PCR reakciod
folyaman a felszaporitani kivant célszekvencia mennyisége ciklusonként exponencidlisan
novekszik.

Khorana 1971-ben mar értelmezte a reakciot, de 1983-ban Kary Mullis dolgozta ki a
modszert. 1993-ban ezért a tevékenységéért Kémiai Nobel Dijat kapott. Manapsag a
kutatolaboratériumokban, mar nélkiilozhetetlen eszkozzé valt (DOMBRADI et al., 2004).

A Kklasszikus PCR-reakcioban a célszekvenciat tartalmazo templat-DNS-en kiviil, sziikség
van kettd, a célszakaszt hatarolo specifikus oligonukleotid (Forward és Reverse) primerre,
hostabil polimerazra (pl. Tag-polimeraz), a DNS épitéelemeire (dNTP-k) valamint a
polimerizacios reakcid szamara optimdlis kozegre (puffer). A reakcid harom, -eltérd
hémérsekletli 1épésbol all. Elsd 1épése a denaturdcid folyamata, mely sordan a DNS két szala
magas (90-95 °C) hémérséklet hatasara kettévalik. A kovetkezd 1épésben, az anellacio soran,
az oligonukleotid primerek bekotddnek a célszekvenciat hatdrolo komplementer DNS

szakaszokhoz. Ez a folyamat altalaban 50-60 °C-os hdmérsékleten jatszodik le. Ezt kdvetden,
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a harmadik 1épésben a DNS polimerdz segitségével megszintetizalodik a célszekvenciaval
megegyez0 DNS rész. Ez a DNS-polimerdz szamara optimalis hdmérsékleten, altaldban 72
°C-on jatszddik le. Leggyakrabban a Taq polimeraz enzimet alkalmazzak a PCR reakciokban,
mely a Thermus aquaticus baktériumbdl szarmazd, magas hémérsékleten sem inaktivalodo
polimeraz (DOMBRADI et al., 2004).

2.6. Bioinformatikai analizis

A genetikai adatok elérésére tobbféle adatbazis all mar manapsag rendelkezésre, melyek a
fajok azonositdsanak nélkiilozhetetlen eszkozei. A genetikai kapcsolatok, variaciok
megeértését ¢és feltarasat szolgalja a nukleotid adatbazis. Az 1960-as években Margaret
Dayhoff ¢és kollégai kezdtek gylijteni informaciokat a fehérjek szekvenciairdl és
struktarajukrol (POSADA, 2009). Az elsé nukleotid adatbazis az EMBL ¢és a NIH (NCBI
elédje) voltak. Ezek az adatbazisok genetikai informaciokat, besorolasokat, képeket és
informaciokat tartalmaznak a genombeli helyrél (locus), illetve, hogy hol (milyen él61ényben
vagy kivonatban) talaltdk meg az adott szekvenciat.

Adott szekvenciahoz hasonld, az adatbazisban talalhatd szekvencidkat blasztolassal
kereshetlink az adatbazisokbdl. A blasztolashoz tgynevezett FASTA formatumban kell lennie
a szekvencianak (I16). A szekvenciak Osszerendezését tobbféle szoftverrel, példaul a Clustal X
(HIGGINS-SHARP, 1988) segitségével lehet eclvégezni. Széles korben alkalmazott
bioinformatikai modszer a molekuldris biologiai vizsgalatokban. Segitséget nyujthat a
torzsfak készitésében is. A szekvenciak Osszerendezését lehetévé tevd program
tulajdonképpen egy tobbszords szekvencia szerkeszté program. A szekvencidk hétféle
formatumban szerepeltethetok (CHENNA et al., 2003). Mi a FASTA formatumot alkalmaztuk
az 6sszerendezéskor bemeneti formatumként.

A szekvenciak els6, szamitogépes, adott algoritmusok szerint (pl. Clustal-X programmal)
végzett Osszerendezése utan altalaban sziikséges az Osszerendezés (alignement) pontositasa.
Ezt elvégzhetjiik példaul a GeneDoc szekvencia szerkesztd program, segitségével. A program

ingyenesen hozzaférhet6 a http://www.psc.edu/biomed/genedoc honlapon. A pontos

Osszerendezés az alapja az egyes szekvencidk kozotti filogenetikai kapcsolatok feltarasanak,

melyet torzsfakkal jelenitiink meg.

14


http://www.psc.edu/biomed/genedoc

A MEGA egy olyan integralt szoftver, mely segitségével filogenetikai fakat lehet késziteni.
A fajok egymashoz vald kozelségét jeloli az evolucios valtozas soran (TAMURA et al.,

2011). A program az alabbi honlaprol ingyenesen letdlthetd: http://megasoftware.net/.

2.7. DNS szekvenalas

A szekvencia analizis széles korben hasznalt modszer az él61ények kozotti filogenetikai
kapcsolatok felderitésére. A szekvencia-elemzés elsé feltétele, hogy elegend6 mennyiségii
tiszta DNS-preparatum legyen, melybdl a szekvenaltatast kovetéen a vizsgalni kivant
szekvencia valamilyen fajl formajaban jelen lesz a szamitogépiinkon. Fajok elkiilonitésekor
altalaban egy adott DNS szakaszt szaporitunk fel PCR segitségével, majd az amplifikalt DNS
fragmentumot szekvenaljuk vagy szekvenaltatjuk, és a szekvencia adatbazisban deponalt
szekvencidkkal hasonlitjuk dssze.

A DNS szekvenaltatas soran célunk a nukelotid sorrend megallapitasa. Korabban csak az
RNS meghatarozasara dolgoztak ki mddszereket, de 1977-ben két, j DNS szekvenaltatasi
modszert hataroztak meg. Ezek a modszerck a Maxim-Gilbert-féle kémiai eljaras és a Sanger-
féle lancterminaldson alapulo eljaras.

A Maxim-Gilbert modszernél bazismodositast hajtanak végre specialis kémiai eljaras
segitségével, majd a moddositott bazis mellett taldlhatdo foszfodi€észter kotést hasitjak
(DOMBRADI, 2004). Az azonositast poliakrilamid gélelektroforézis segitségével lehet
megoldani.

A Sanger-féle lancterminaldason alapuld enzimatikus szekvenalds Iényege, hogy megallitja
a DNS szintézisét adott bazisnal és enzimesen szintetizalja a DNS-t.

A szekvencia analizis eldnye, hogy a kiilonb6zd laboratoriumokbol szarmazéd eredmények
azonnal 0sszehasonlithatoak, mivel a szekvenciakat elektronikus adatbazisokban helyezik el

(pl.: GenBank, EMBL (European Molecular Biology Laboratory).
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3. ANYAG ES MODSZER

3.1. Kisérleti beallitasok

Az elhalt, kitermelt tOkéket a Tokaji Borvidék Szdlészeti és Boraszati Kutatdintézet
munkatarsai gylijtotték be két teriiletrél: Dorgd dild (1. teriilet - Mezdzombor hatardban) €s
Szemere diild (2. teriilet — Mad hataraban). A 20 elpusztult t6kéket, februar végén vagtak ki,
¢s szallitottak a laboratoriumba, a betegség jelenlétének igazolasa és a korokozod gombak
identifikalasa céljabol. Ezen feliil tovabbi 209 minta érkezett be Tarcalrdl (3. teriilet —

Bakonyi diil6) a vegetacios idészakban, amib61 95 minta feldolgozasat végeztiik el eddig.

3.2. Mintael6késztés és mikrobiolégiai vizsgalatok

A mintdk el0készitését és a mikrobioldgiai vizsgalatokat ABREO et al. (2013) leirasa
alapjan végeztiik el.

Az els6 1épés a minta beérkezése utan a minta fotézasa volt. A betegség jol lathato volt a
beérkez6 mintakon, melynek minden betegség/korokozo (csoport) esetén mas-mas jellegzetes
alakja lehet. Ezutan kovetkezett a minta levagasa a t6kérdl, mely 1épésnél fontos volt, hogy (a
kiils6 fert6zottség csokkentése érdekében) az elsé szeletkét eldobjuk, majd a masodikat
helyeztiik steril Falcon-csébe, melyen a mintaszamot minden esetben feltlintettiik. Itt
végeztikk el a mintdak Neomagnolos fert6tlenitését, amikor a téke feliiletén 1évé mikrobakat
tavolitottuk el, hogy csak az endogén gombakat izolaljuk. A mintakra a Falcon-csébe 20-25
ml 10 %-0s Neomagnolos oldatot ontottiink, majd 10 percig aztattuk. Ezt kovetden a mintakat
kétszer mostuk steril desztillalt vizzel. A mosasok utan steril, Petri-csészében levé PDA
(Scharlau) taptalajra helyezziik a tékedarabot.

Az izolatumok inkubalasa 25 °C-on tortént. A tiszta tenyészet készitéshez az atoltasokat a
micéliumok kifejléddése utan (1-3 nap) végeztiik, szintén PDA-taptalajra.

Az izolatumok fenntartasa PDA ferde agaron tortént. A torzseket havonta atoltottuk. A

mintakat ferde agaron, 4 °C-on téaroltuk.
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3.3. Molekularis vizsgalatok

3.3.1. Izolatumok felszaporitasa, izolalasa, futtatdsa

A DNS izolalashoz az izolatumokat burgonya-dextroz folyékony kultaraban (20 ml)
novesztettiilk szobahdmérsékleten, razogép segitségével 3 napon at 130 rpm-en.

A feltaras el6tt a mintat specialis sziirokendd, Miracloth (Merck) segitségével leszirtiik,
majd desztillalt vizzel kétszer atmossuk a mintat. A mosas utdn sima sziirépapirra rahelyeztiik
a gomba micéliumot és a sejtfeltarasig -20 °C-on taroltuk.

A gombasejtek feltarasat folyékony nitrogénben, dorzsmozsarban végeztiik.
A DNS kinyeréséhez NucleoSpin® Plant 1I (MACHEREY-NAGEL) kitet alkalmaztunk a
gyart6 leirasa szerint (1. fiiggelék).

Az izolalt DNS-t 0,8 %-os agar6z gélben (TAE pufferrel) futtattuk.

3.3.2. PCR reakcio az ITS amplifikaciojahoz

A PCR reakci6 kivitelezéséhez MyGenie 96 Thermal Block (Bioneer, Korea) gradiens
PCR késziileket alkalmaztunk. Az ITS1 és ITS2 szakaszokat tartalmazd riboszoémalis DNS
régiot ITS4 ¢és ITSS primerek (White et al, 1990) segitségével amplifikaltuk. A PCR
reakcioban GoTaq Green Master polimerazt (Promega) hasznaltunk. A PCR reakciot 25 pl
térfogatban végeztik el, amely 12,5 ul GoTaq Green Master polimeraz enzimet (Promega),
0,4-0,4 nmol/ul ITS4 és ITSS (IBA, Germany) primereket, valamint a 12-50 ng templat DNS-
t tartalmazott. A gradiens PCR program 12 [épésbdl allt. Az elsé denaturacido 95°C-on, 5
percig tartott, majd 6tszor ismétlédott a denaturacié 95°C-on, 1 percig, az anellacid: 58°C-on,
1 percig, végiil a polimerizacio: 72°C-on, 1 perc 30 masodpercig. A GoTaq Green Master
magas hdOmérséklet hatasara viszonylag gyorsan inaktivalodik, ezért a reakcido kezdeti
ciklusaiban alkalmazott 95°C denaturacios hémérsékletet az 6tédik ciklus utan 90°C-ra
csokkentettiik, a tobbi koriilményt pedig valtozatlanul hagyva harmincszor ismételtiik a PCR

ciklus 1épéseit. A reakciot 72°C-on, 15 percig tartd polimerizacio zarta.
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3.3.3. A szekvendltatas elokészitese (PCR  termék  tisztitdasa, koncentraciojanak

meghatarozasa)

A PCR termék tisztitasait NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up (Macherey-Nagel)
segitségével, a gyarto leirasa alapjan végeztiik (2. fiiggelék).

A mintak DNS koncentracidojat Nanodrop 2000 késziilék (Thermo Scientific, USA)
segitségével hataroztuk meg 2 pl térfogatu izolalt DNS-oldatbol. A koncentracié aranyaban

higitottuk a bekiildéshez sziikséges mintakat.

3.3.4. A szekvenciak bioinformatikai analizise

Az izolatumok taxondmiai besoroldsat a szekvenciak adatbazisba blasztolasaval hataroztuk
meg. A Boryosphaeriaceae csaladba tartoz6 mintak szekvenciait a tipustorzsek deponalt ITS
szekvencidival 1s Osszehasonlitottuk. A szekvencidkat Clustal X program segitségével

rendeztiik 6ssze. A torzsfat a MEGA 5.05 (TAMURA et al., 2011) programmal készitettiik.
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4. EREDMENYEK ES AZOK ERTEKELESE

4.1. A fas részeken lathato tokeelhalas tiinetei

A fas részeken jol lathatd nekrotikus részekkel jelentkezo elhalasok voltak megfigyelhetéek
(3. kép).

3. kép: Nekrotikus elhalasok a szol6 fas részein

Forrds: Sajat felvétel
A 2/4 sz610toke keresztmetszeti képe, B: 2/5 sz016tdke keresztmetszeti képe,

C: 2/7 szolotoke keresztmetszeti képe

4.2. Telepmorfologia alapjan beazonositott izolatumok

Eddigi telepmorfoldgiai vizsgalatunk soran talaltunk egyértelmiien a Botryosphaerianak
latszo, de ettdl eltérd telepmorfologiat mutatd fajokat is. A telepek alapjan jol elkiilonithetd
volt a Diplodia seriata (teleomorf: Botryosphaeria obtusa) az Alternaria sp., a Fusarium sp.,
a Phomopsis sp., valamint az Epicoccum nigrum (syn:Epicoccum purpurascens) fajok.

A telepmorfologia alapjan az elhalt mintak nagy részébdl (80 %) kimutathatd volt a sz616
tokeelhalasaban szerepet jatszo Botryosphaeria csoportba tartozo gomba a telepmorfologia
alapjan. A mintdk negyedébdl tobb mint egy féle endofita gomba jelenlétét tudtuk kimutatni.

Ebben a fejezetben ismertetem ezen fajok morfologiai jellegzetességeit, valamint a

sporaképzését és a spordknak az alakjat is.
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A Diplodia seriata (teleomorf: Botryosphaeria obtusa) egy gyorsan ndvekvo,
légmicéliumot képezd, sotét pigmentet termeld faj. A spoérai ovalisak, sotétbarna sziniiek,

néhanyuk szeptalt (ARZANLOU-DOKHANCHI, 2012).

4. kép: A Diplodia seriata Burgonya-dextréz agaron

Forras: Kovacs Csilla felvétele

A 4. képen a T29 izolatum Diplodia seriatanak azonositott fajt lathatjuk PDA-agaron. A
korokozo gomba ezen a képen 10 napos.€s mar jol lathatoak a képzett 1égmicéliumok.
Alternaria genusba sorolhaté fajokat is azonositottunk. Telepeik gyorsan novo, fekete vagy
olajzold-sziirkés szintiek. A sporai eldgazd lancokban kapcsolodnak egymdshoz, melyek

harantfalakkal tagoltak és a kot6zott sonkdhoz hasonlé alakot mutatnak.

5. kép: Alternaria alternata

A: Alternaria alternata telep Burgonya-dextroz taptalajon, B és C: Alternaria sporak
mikroszkopi képe

Forras: Kovacs Csilla és Dr. Karaffa Erzsébet felvétele

Az 5. képen (A kép) a T25 izolatum Alternaria sp. faja lathato PDA-agaron. A sotét szinii
telepeket megfigyelhetjiik a képen, a tenyészet 10 napos volt a kép készitésekor. A masik két
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képen a sporai lathatok, melyet fénymikroszkoppal készitettiink. Jo1 lathato (B és C képek) a
sporak lancokba kapcsolodasa (ROTEM, 1994).

Izolatumaink telepmorfologiai analizise soran Epicoccum nemzetségbe tartozo fajokat is
sikeriilt beazonositanunk. Ezen fajokra is a gyorsan novekvd pelyhes telepek képzése
jellemzé, valamint erés narancssarga szini pigmentet termelnek, mely a PDA taptalajon jol
lathatd. A konidiumok nem specidlisak, enyhén pigmentalt konidioférok lathatdak rajta. A
konidiumok gémb alaktiak, 5-25 um atmérdjiek. A 6. képen 10 napos fajt (T26 izolatum)
lathatunk PDA téptalajon. Jol megfigyelhetd a pigment termelés (15).

6. kép: Epicoccum nigrum telep Burgonya-dextroz taptalajon

Forras: Kovacs Csilla felvétele

Néhany tenyészetiink a Fusarium tricinctum fajként lett azonositva az ITS szekvencidk
alapjan. A Fusariumok fehéres szinii telepeket képeznek, voros szinii pigmentet termelnek,
bdséges mikrokonidium termeld fajok. A makrokonidiumokra a sarld alak jellemzd
(CARRIERI et al., 2012). A 7. képen a T36 izolatumrol azonositott 10 napos Fusarium

tricinctum fajt lathatunk PDA-taptalajon. JoI lathato a termelt vordses-rozsaszines pigment.

7. kép: Fusarium tricinctum telep Burgonya-dextroz taptalajon

Forras: Kovacs Csilla felvétele
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A vizsgalt 44 izolatumbol csupan egy izolatum (T42) volt a Phomopsis genusba sorolhatd. Az
izolatum pelyhes, sima krém-fehér, bézs-barna telepeket képez. A torzseket ndvekedési gytiri
jellemzi, és fekete piknidiumokat képez, melyek 12-17 napos inkubacié utdn jelennek meg.
Utana krémszerli cseppeket tartalmazéd sporakat kezd termelni. A sporai atlatszoak, ovalisak,
az o-sporak a fajoknal kiilonbozéek lehetnek (KROL, 2005). A 8. képen a T42 izolatumot
lathatjuk PDA-agaron 10 naposan, a telepképzése soran a gylirlis mintazati ndvekedés jol

lathat6 a képen.

8. kép: Phomopsis mali a PDA-agaron

Forras: Kovacs Csilla felvétele
4.3. A gombak molekularis identifikalasa
4.3.1. A DNS izoldldsa
Eddig 148 gombabdl izolaltunk DNS-t. Az izolalt DNS-ek koncentracioja 1280 ng/ml

kozott volt a nanodroppal tortént mérések alapjan. Az izolalt DNS nem tartalmazott RNS-t, és

a toredezettség mértéke sem volt jelentds (9. kép).

9. kép: A gomba izolatumok DNS-ének futtatasa 0,8%-os agaréz gélben
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Els6 és utols6 sav: DNS marker (FastRuler High Range DNA Ladder, Fermentas). Tobbi sav
balr6l jobbra: T11-18 mintakbdl izolalt DNS)

4.3.2. A PCR termék ellenorzése gélelektroforézissel

A PCR reakci6 soran kapott ITS régiokat is tartalmazd6 rDNS fragment nagysaga
kortilbeliil 600 bazispar volt. A lathato kiillonbségek a futtatds soran az egyes izolatumok ITS
régidjanak szekvenciahossz kiilonbségeket jelezték. Ezek az eltérések mas-mas fajokat
jelenthetnek. A gélképen néhany izolatum ITS1 és ITS2 szakaszait is tartalmazo rDNS

régiojanak agaroz gélelektroforézis képét mutatja (10. kép).

600 b - v SN . : '
P cam— - s . 600 bp
-

M TO3 T09 T23 T24 T25 T26 T29 T35 T42 T45 M

10. kép: Néhany sz616tokérol szarmazo endofita gomba ITS1 és I'TS2 szakaszait is
tartalmaz6 rDNS fragmentum agaroz (1, 5%) gélelektroforézis képe.

M: GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder (Fermentas), T03-T45: sz016t0kébdl izolalt

endofita gombak izolatum szama

Az M (létra) a felvitt markert jeloli, mely PCR termék futtatdsa esetén 100 bazispar
nagysagi GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder fajstlyndvelé markert alkalmaztunk (3 pl). A
Iétra a DNS fragment nagysaganak ellendrzésére alkalmas. A 6X-0s Orange Loading Dye a
minta futds kdzbeni nyomonkovetését és a zsebek telitését segiti, mert festéket tartalmaz és
fajsulynoveld. A mintahoz a 6X-os toménységli Loading Dyet kihigitottuk. A zsebekbe 6ul
mennyiség keriilt (1 pl minta, 4pul nukleazmentes viz és 1l Loading Dye).

Az ot faj, melyet elkiilonitettiink a Diplodia seriata (teleomorf: Botryosphaeria obtusa)
(T03, TO9, T29), az Epicoccum nigrum (T26, T45), a Phomopsis mali (T42), a Fusarium
tricinctum (T35) és az Alternaria alternata (T23, T24, T25) volt.
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4.4. Gombak azonositasa az ITS régiok szekvenciaja alapjan

A gombak azonositasat a gombaknal legelterjedtebben hasznalt molekularis marker, az ITS
régiok szekvenciai (SCHOCH et al., 2012) alapjan végeztiik el. A hisz mintabdl kitenyésztett
gombak koziil Osszesen 44 izolatum ITS régidjat tartalmazd rDNS szekvencidjat sikeriilt
eddig meghatarozni. A szekvencidk adatbéazisba blasztoldsa utdn 6t csoportot tudtunk
meghatarozni. Az izolatumok tobbsége (66%) Diplodia seriata (teleomorf: Botryosphaeria
obtusa) volt. Ezen kiviil Alternaria, Epicoccum, Fusarium és Phomopsis gombak voltak
beazonosithatbak. A morfoldgiai azonositds soran az izoldtumok csaladokba ¢és
nemzetségekbe vald besorolasat tudtuk eldonteni. A tablazatban referenciaként feltiintettiik
azokat az ID szamokat, melyek lek6zolt torzsgylijteménybdl szarmazé izolatumokat jeloInek,
morfologiailag is megfeleloképpen identifikaltak, illetve referencia torzsek (1. és 2. tablazat).
Az izolatumaink szekvenciai a 3. fiiggelékben talalhatoak. Az Gsszerendezés eredményeit a 4.
fiiggelék mutatja.

A 3. abran lathatjuk a két tokekdtegbodl izolalt fajok megoszlasat. Megtigyelhetd, hogy a
legnagyobb aranyban a Diplodia seriata (teleomorf: Botryosphaeria obtusa) fajok vannak (68
%).

Izolalt fajok

Phomopsis mali
2%

Fusarium tricinctum Alternarlalﬂjaltemata
5% 7%

Epicoccum nigrum
18%

® Alternaria alternata
B Diplodia seriata

B8 Epicoccum nigrum

B Fusarium tricinctum
8 Phomopsis mali

3. abra: A tékekotegekbdl izolalt fajok megoszlasa

24



Az 1. tablazatban az 1. teriiletr6l (Dorgo6-diilld) szarmazdé mintdinkbol kitenyészett

izolatumok telepmorfologia és ITS szekvencidjuk alapjan torténd besorolasat lathatjuk.

1. tablazat: Az 1. teriiletrol szarmazo telepmorfologia és ITS szekvencia alapjan

beazonositott izolatumok

Referenciatorzsek
. . . . . | Besorolas ITS deponalt
T?ke Izola'tu.mok Besorolas Iroltr)rfologla szekvencia szekvenciginak
szama kodja alapjan g . . ;o
alapjan génbanki azonosito
szama
1. teriilet
TO1
TO4 ] . . .
1/1 To3 Botryosphaeriaceae | Diplodia seriata EF127892
TO8
. Alternaria
1/2 T24 Alternaria alternata AY625056, HQ263343
T25 Alternaria A'Itema”a AY625056, HQ263343
13 alternata
T26 Epicoccum Epicoccum 1 4014946, GU014950
nigrum
T27 . . .
1/4 m— Botryosphaeriaceae | Diplodia seriata EF127892
1/5 T29 Botryosphaeriaceae | Diplodia seriata EF127892
T31 Botryosphaeriaceae | Diplodia seriata EF127892
1/6 T45 Epicoccum Epicoccum | 1014946, GU014950
nigrum
T46 Botryosphaeriaceae | Diplodia seriata EF127892
T32 Botryosphaeriaceae | Diplodia seriata EF127892
1/7 i
T33 Epicoccum Epicoccum 1~ 4014946, GU014950
nigrum
T35 Gibberella Fusarium AB587028
tricinctum
1/8 T36 Gibberella Fusarium AB587028
tricinctum
T37 Botryosphaeriaceae | Diplodia seriata EF127892
. Alternaria
1/9 T38 Alternaria alternata AY 625056, HQ263343
T40 Botryosphaeriaceae | Diplodia seriata EF127892
T4l Epicoccum Epicoccum 1~ 014946, GU014950
110 nigrum
T47 Epicoccum Epicoccum | 5014946, GU014950
nigrum
T48 Botryosphaeriaceae | Diplodia seriata EF127892
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A 2. tablazatban a 2 teriiletr6l (Szemere-diil6) szarmazé mintainkbol kitenyészett

izolatumok telepmorfologia és ITS szekvencidjuk alapjan torténd besorolasuk talalhato.

2. tablazat: A 2. teriiletrél szairmazoé telepmorfolégia és ITS szekvencia alapjan

beazonositott izolatumok

Referenciatorzsek
. . . . .| Besorolas ITS deponalt
T?ke Izola,tu.mok Besorolas Ir.l?rfologla szekvencia szekvencidinak
szama kodja alapjan ., . . Iy
alapjan génbanki azonosito
szama
2. teriilet
TO5 Diplodia seriata EF127892
211 TO6 | Botryosphaeriaceae E%Iizorclzjc;m GU014946, GU014950
TO7 Diplodia seriata EF127892
TO9
2/2 T10 Botryosphaeriaceae | Diplodia seriata EF127892
T11
T12 . . . .
2/3 13 Botryosphaeriaceae | Diplodia seriata EF127892
2/4 T14 Botryosphaeriaceae | Diplodia seriata EF127892
2/5 T15 Botryosphaeriaceae | Diplodia seriata EF127892
216 T16 Botryosphaeriaceae | Diplodia seriata EF127892
T17
27 — Botryosphaeriaceae | Diplodia seriata EF127892
T19 Botryosphaeriaceae | Diplodia seriata EF127892
T42 Phomopsis Phomopsis mali AB665315
218 T43 Botryosphaeriaceae | Diplodia seriata EF127892
T44 Epicoccum Epicoccum | 5014946, GU014950
nigrum
T20 . . . .
2/9 1 Botryosphaeriaceae | Diplodia seriata EF127892
T22 Botryosphaeriaceae | Diplodia seriata EF127892
2/10 . Alternaria
T23 Alternaria alternata AY 625056, HQ263343

A 4. abran az elhalt sz6l6tokérdl izolalt gombak riboszomalis DNS régidjanak
szekvencidja alapjan beazonositott izolatumokat lathatjuk, melyet a ,,Maximum Likelihood”
modszerrel szerkesztett torzsfa szemléltet. Az elemzést a MEGA 5 programmal (TAMURA et

al., 2011) végeztiik. A torzsfat azért készitettliink, hogy vizualisan szemléltessiik az eltérd
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taxonomiai csoportokat. Tovabba az is jol latszik, hogy a Botryosphaeridkon beliil a Diplodia

seriata-hoz (teleomorf: Botryosphaeria obtusa) allnak legkozelebb az izolatumok.
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4. abra: Az elhalt sz616t6kékrol izolalt gombak riboszomalis DNS ITS régiojanak
szekvencidja alapjan, ,Maximum Likelihood” modszerrel szerkesztett torzsfa.

T01-T48: az elhalt tokékbdl szarmazo izolatumok. Az elagazasok hossza ardnyos a nukleotid

eltérések szamaval, a skala feliil, kdzépen talalhatd. Az elagazdsok melletti sziirke szdm a

bootstrap analizis (1000 ismétlés) eredményét mutatja (Csak az 50%-nal nagyobb értékeket

jeloltik).

A tarcali teriiletr6l szdrmazd mintdk izolatumai koziil a fajok 8 csaladba voltak
sorolhatoak. A Botryosphaeriaceae csaladba tartozok fordultak el a legnagyobb aranyban

(73 faj), melybdl 66 izolatumot Diplodia seriatanak (teleomorf: Botryosphaeria obtusa)
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azonositottunk. Botryosphaeria stevensii (anamorf: Diplodia mutila) 6 izolatumbol lett
azonositva. A Nectriaceae csaladbol csak egy Gibberella zeae (anamorf: Fusarium
graminearum) fajt talaltunk. A Diaporthaceae csaladbol egy Phomopsis volt kimutathato. A
Sphaerioidaceae csaladbol egy Phoma-t talaltunk. A Pleosporaceae csaladba tartozd fajok
kozil 2 Alternaria alternatat, 3 egyéb Alternaria fajt és egy Epicoccum nigrum (syn:
Epicoccum purpurasenc) fajt azonositottuk. A Peniophoraceae csaladbol is eléfordult egy faj.
9 Mucor ramosissimust is azonositottunk a Mucoraceae csaladbol. A Xylariaceae csaladba

tartozd Xylaria-t 4 izolatum, mig egyéb csaladba tartozo fajt 3 izolatum esetén talaltunk (5.
abra).

Tarcali mintak izolatumainak csaladba sorolasa
80 (3
70
60
. 50
Izolafumok 40
szama 30
20 9 2 6
10 1 1 1 1
O 1 1 1 1 1 — 1 — 1 — 1 — 1
2 2 2 > & o & 2
& & & & < & & &
2)({}@ oge“b' v &\‘F %rob‘ \‘\‘b V‘b .xexb‘b v@*‘}
Q
,_S‘Q‘b @ Afﬁ Q\Q'o é‘b @g .Q‘b'é &
\60 %Q Q@
@0

5. 4bra: A fas szovetekbdl izolalt kiilonb6zé endofita gombak csalaidokba sorolasa
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KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

A Tokaji borvidékrdl begyiijtott, elhalt tokék mindegyikébdl sikeriilt endofita gombakat
kitenyészteni. Az izolatumok kozott dontd tobbségében a Botryosphaeriaceae csaladba
tartoz6 gombak voltak kimutathatéak a tenyészetek morfoldgiai vizsgalata alapjan. Az rDNS
régidé alapjan tortént molekularis azonositas megerdsitette, hogy ezek a mintak Diplodia
seriata (teleomorf: Botryosphaeria obtusa) fajhoz tartoznak, mely a tékeelhalasban szerepet
Jatsz6 gombaként tartanak szdmon.

A tobbi, ITS szekvencia alapjan beazonositott izolatumot is leirtdk mar a sz616tokérdl
(BERTSCH et al., 2012). Ezek koziil az Epicoccum nigrum (syn: Epicoccum purpurascens),
¢és az Alternaria alternata esetében mas patogénekkel szembeni antagonista hatast is leirtak a
sz016 esetében (KORTEKAMP, 1997; MUSETTI et al., 2006).

A morfologiai és molekuldris vizsgalatok sordan voltak olyan izolatumok, melyeket
egyértelmilen meg lehetett hatarozni (Diplodia seriata), azonban voltak olyan izolatumok is,
melyek faj szintli azonositasat nem tudtuk elvégezni a telepmorfologia alapjan csak az ITS
szekvencidjuk vizsgalata soran. Ezeket a tenyészeteket csaladokba soroltuk a telepképzésiik
alapjan, melyet szakirodalom alapjan végeztiink el (Az irodalom a telepmorfologia alapjan
beazonositott izolatumok fejezetben talalhato.). Az egyértelmiien Botryosphaeriaceae
csaladba tartozo Diplodia seriata (teleomorf: Botryosphaeria obtusa) fajokat tipustorzsek
deponalt szekvencidival is 0sszehasonlitottuk.

Tovéabbi vizsgalataink sordan a TEF markerszekvencia alkalmazasat, valamint a

hagyomanyos modszerek kibovitését is célul tiiztiik ki a pontosabb fajazonositas érdekében.
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OSSZEFOGLALAS

A tokeelhalds napjainkban a sz6ldiiltetvények egyik legsulyosabb betegsége vilagszerte,
mely a magyarorszagi sz6l6kben is megtaldlhatd. A magyarorszagi borvidékeken a
tokeelhalas kialakitasaban szerepet jatszo korokozok eléforduldsarol azonban nagyon kevés
adat talalhato, a Tokaji borvidéken pedig nincsenek ismereteink arrdl, hogy jelenleg milyen
korokozok talalhatéak meg az tiltetvényekben.

Kutatomunkank célja a Tokaji borvidéken észlelt fert6zo tdkeelhalas néven Gsszefoglalt
egyes betegségtipusok helyzetének felmérése, a helyi szakemberek kozremiikodésével,
tovabba a beteg tokékbol izolalhatdé korokozok morfologiai és genetikai alapon torténd
azonositasa.

A vizsgalt, elhalt tokék mindegyikébdl sikeriilt endofita gombakat kitenyészteni. Tobbféle
gombat sikeriilt azonositani. Az izolatumok kozott dont6 tobbségében a Botryosphaeriaceae
csaladba tartozo Diplodia seriata (teleomorf: Botryosphaeria obtusa) volt kimutathaté a
tenyészetek morfologiai €s az rDNS régio alapjan tortént molekularis azonositasa alapjan.
Egyéb endofita gombakat is izolaltunk a fas szovetekbdl, példaul Alternaria, Epicoccum
nigrum, Gibberella zeae (anamorf: Fusarium graminearum), Mucor ramosissimus, Phoma, és

Phomopsis fajokat.
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FUGGELEK

1. fiiggelék: A DNS kinyerése NucleoSpin® Plant II (MACHEREY-NAGEL) protokoll

alapjan

1. NucleoSpin® Plant I (MACHEREY-NAGEL) protokoll
Az izolalas megkezdése, a thermoshakert 65°C-ra kell beallitani
Az elucio elott a nukleazmentes vizet fel kell melegiteni 70°C-ra
Sejt lizise PL1 pufferrel
o Keramiagyongyoket tartalmazo csovekbe 400 pl PL1 puffert mériink
(Roche Magyarorszag Kft.)
e A mintdk homogenizaldsa MagNaLyser késziilékben 90 sec 5.000 rpm-en
e A homogenizatumokhoz 10 ul RNase A oldat addsa, majd keverés vortexel
e A lizatumokat 10 percig 65°C-on thermoshakerben inkubaljuk
Homogenizatum tisztitasa a Nucleospin oszlopon (lila gyiiriivel)

e NucleoSpin oszlopot gylijtdcsdbe helyezziik és a feltart mintdkat felvissziik az

oszlopra.

e Centrifugalas 2 percig 11000 x g-n. A tiszta aluliszé 6sszegytijtése (a NucleoSpin
oszlopot nem hasznaljuk tovabb - Kidobjuk)

e Az aluluszokat tiszta, 450 pl PC puffert tartalmazod Eppendorf csdvekbe mérjiik

majd vortexel 6sszekeverjiik
DNS megkatése a Nucleospin szilikamembranon (zold gyiiriivel)

e NucleoSpin Plant II oszlopot (z6ld gytlirlis) 0j gylijtdcsdbe helyezziik, és a
mintakat (700 ul) az oszlopra pipettazzuk

e A mintdkat 1 percig 11000 x g-n centrifugaljuk, majd eldobjuk az aluliszot, az

oszlopot pedig visszatessziik a gylijtdcsdbe



A szilikamembran mosasa:

e 400 ul PWI1 moso puffert pipettazunk az oszlopra

e Centrifugalas 1 percig 11000 x g-n, majd az aluluszot eldobjuk
A szilikamembran mosasa és szaritasa:

1. mosas:

e 700 ul PW2 puffert pipettdzunk az oszlopra

e Centrifugalas 1 percig 11000 X g-n, az aluluszot ledntjiik

2. mosas:

e megismételjiik az el6z6 1épést 200 pul PW2 pufferrel

e Aszilikamembran szaritasa, hogy a maradék etanol elparologjon az oszloprol
Nagy tisztasagi DNS elualasa

e Az oszlopot egy j 1.5 ml-es centrifugacsébe helyezziik

50ul 70°C-o0s nukledz mentes vizet pipettdzunk az oszlopra

e Az oszlopot 5 percig 70°C -on inkubaljuk thermoshakerben

e Centrifugalas 1 percig 11000 x g-n, (DNS elualasa)

e Az utolso Iépés megismételhetd ujabb 50 pl nukleazmentes vizzel.

e DNS tarolasa -20 °C-on.

38



2. fiiggelék: A PCR termék tisztitasa NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up (Macherey-
Nagel) segitségével

e PCR termékhez kétszeres mennyiségi NTI puffert pipettazunk a PCR csdbe
(esetlinkben 60 pl PCR termékhez 120 pl NTI puffer + PCR termék kiegészitése, ha
sziikséges)

e A mintakat athelyezziikk szilikamembrannal ellatott oszlopokra. Az oszlopokat
gyljtécsovekbe helyezziik, centrifugaljuk: 1 min, 11000 g (alulaszoét eltavolitjuk)

e 700 pl NT3 puffert pipettazunk az oszlopokra, centrifugaljuk: 1 min, 11000 g
(aluluszot eltavolitjuk)

e Megismételjiik az el6z6 1épést

e Uresen centrifugéljuk az oszlopokat: 1 min, 11000 g, hogy teljesen eltivolitsuk az
NT3 puffert

e FElualas: Az oszlopokat 1j 1,5 ml-es Eppendorf csovekbe helyezziik. 20 ul NE puftert
pipettazunk az oszlopokra, szobahdmérsékleten inkubdljuk: 1 min, majd

centrifugaljuk: 1 min, 11000g (oszlopokat eltavolitjuk)
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3. fiiggelék: Telepmorfologia és ITS szekvencia alapjan beazonositott izolatumok

szekvenciai

Diplodia seriata
>T01l premix -- 33..567 of sequence

AGAAAGTTCAGAAGGTTCGTCCGGCGGGCGACGCCAACCGCTCCAAAGCGAGGTGTATTCTA
CTACGCTTGAGGGCTGAACAGCCACCGCCGAGGTCTTTAAGGCGCGTCCGCAGAGAGGALCGG
CGCCCAATACCAAGCAGAGCTTGAGGGTTGTAATGACGCTCGAACAGGCATGCCCCCCGGAA
TGCCAGGGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATT
ACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCCAGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGT
TTTAGTTTATTAACTTGTTTATCAGACGTCGACGTTTACTGACTGGAGTTTGAAGGTCCTCT
GGCAGAAAGCGCGCGGGGGEGGCCCGCGAGGGCCTCCTCGCGGCAAAGAGCCGCCAAAGCAAC
AGAGGTATGTTCACAAAGGGTGGGAGATTCGAGCCGAAGCCCGAGAACTCGGTAATGATCCT
TCCGCAGGTTCACCTACGGAAACCTTGTTACGATTTTTT

Epicoccum nigrum
>T26 premix —-- 15..535 of sequence

CTGATCCGAGGTCAAGAGTGTAAAAATGTACTTTTGGACGTCGTCGTTATGAGTGCAAAGCG
CGAGATGTACTGCGCTCCGAAATCAATACGCCGGCTGCCAATTGTTTTAAGGCGAGTCTACA
CGCAGAGGCGAGACAAACACCCAACACCAAGCAGAGCTTGAAGGTACAAATGACGCTCGAAC
AGGCATGCCCCATGGAATACCAAGGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGA
ATTCTGCAATTCACACTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCCAGAACCAAGA
GATCCGTTGTTGAAAGTTGTAACTATTATGTTTTTTCAGACGCTGATTGCAACTGCAAAGGG
TTTGAATGTTGTCCAATCGGCGGGCGGACCCGCCGAGGAAACGAAGGTACTCAAAAGACATG
GGTAAGAGGTAGCAGACCGAAGTCTACAAACTCTAGGTAATGATCCTTCCGCAGGTTCACCT
ACGGAAACCTTGTTACGATTTTTAC

Alternaria alternata
>T24 premix —-- 26..570 of sequence

GAGGTCAAAGTTGAAAAAAAGGCTTAATGGATGCTAGACCTTTGCTGATAGAGAGTGCGACT
TGTGCTGCGCTCCGAAACCAGTAGGCCGGCTGCCAATTACTTTAAGGCGAGTCTCCAGCAAA
GCTAGAGACAAGACGCCCAACACCAAGCAAAGCTTGAGGGTACAAATGACGCTCGAACAGGC
ATGCCCTTTGGAATACCAAAGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTC
TGCAATTCACACTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCCAGAACCAAGAGATC
CGTTGTTGAAAGTTGTAATTATTAATTTGTTACTGACGCTGATTGCAATTACAAAAGGTTTA
TGTTTGTCCTAGTGGTGGGCGAACCCACCAAGGAAACAAGAAGTACGCAAAAGACAAGGGTG
AATAATTCAGCAAGGCTGTAACCCCGAGAGGTTCCAGCCCGCCTTCATATTTGTGTAATGAT
CCCTCCGCAGGTTCACCTACGGAGACCTTGTTACGACTTTTTACTTCCC
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Fusarium tricinctum
>T35 premix -- 18..565 of sequence

GATCGAGGTCACATTCAGAAGTTGGGGTTTTACGGCATGGCCGCGCCGCGTTCCAGTTGCGA
GGTGTTAGCTACTACGCAATGGAGGCTGCAGCGAGACCGCCAATGTATTTCGGGGGCGGCAC
CGCCCAGAAGGGCAGAGCCGATCCCCAACACCAAACCCGGGGGCTTGAGGGTTGAAATGACG
CTCGAACAGGCATGCCCGCCGGAATACCAGCGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGAT
TCACTGAATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTTGCTGCGTTCTTCATCGATGCCAGA
ACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTGATTTATTTGTTTGTTTTACTCAGAAGTTACAATA
AGAAACATTAGAGTTTGGGTCCTCTGGCGGGCCGTCCCGTTTTACGGGGCGCGGGCTGATCC
GCCGAGGCAACATTAAGGTATGTTCACAGGGGTTTGGGAGTTGTAAACTCGGTAATGATCCC
TCCGCTGGTTCACCAACGGAGACCTTGTTACGATTTTTTACTTCCAACCCCT

Phomopsis mali
>T42 premix —-- 14..571 of sequence

ACTGATCGAGGTCAATTTTCAGAAGTTGGGGGTTTAACGGCAGGGCACCGCCAGGGCCTTCC
AGAGCGAGGGTTTAACTACTGCGCTCGGGGTCCTGGCGAGCTCGCCACTGAATTTCAGGGCC
TGCTCTTGGGTAAAAGCAGTGCCCCATCACCAAGCCAGGCTTGAGGGTTGAAATGACGCTCG
AACAGGCATGCCCTCCGGAATACCAGAGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCAC
TGAATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCCAGAACCA
AGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTGATTCATTTATGTTTTATTCTCAGAGTTTCAGTGTAAAA
ACAAGAGTTGGGTTGGCCGCCGGCGGGCTGTCTCAACACCCGAGGGTGAGGGGCCCCGAAGG
ACCAGCTAGCGCCGAGGCAACAGTAAGGTATAAGTTCACAAAGGGTTTCTGGGTGCGCCTGG
GGCGCGTTCCAGCAATGATCCCTCCGCTGGTTCACCAACGGAGACCTTGTTACGATTTTTAC
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4. fiiggelék: ITS szekvenciak rendezése

4/a

TO8
TO9
T10
T11
T12
T13
T14
T15
T1l6
T17
T18
T19
T20
T21
T22
T23
T24

4/b

T26
T33
T35
T41
T44
T45
T47

TO08-T24 izolatumok szekvenciainak rendezése

QO 0O00nonananannnnnnnan

T26, T33, T35, T41, T44, T45, T47 izolatumok szekvenciainak rendezése
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O QOO0 0000a60n6a0nnnnn

QO O00nananannannannnnnnan

G ) ) OO 0000006060006

QOO0 onanananannannnnan
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