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Bevezetés

A Botrytis genuszt Micheli allitotta fel 1729-ben, és azdta ebbe a nemzetségbe
kozismerten olyan fonalas gomba fajok tartoznak, melyek fitopatogének és gazdasagilag
jelentds kart tudnak okozni. Ez a megallapitas helytallo, mind a genus tagjaira tekintve
egyiittesen, mind a Botrytis cinerea esetében dnmagaban is.

A patogén gombdknak koszonhetd veszteségek évrdl évre valtoznak, de dvatos
felmérések szerint az atlagos évi terméshozam 5-10%-al val6 csokkenése altalanos a fejlett ipari
orszagokban (JAMES, 1974.).

A B. cinerea leginkabb a mérsékelt égovon terjedt el, és ott nagyszamu, eddig
bizonyitottan 235 gazdandvényen képes a sziirkerothadas (pouriture grise) nevil betegséget
kivaltani (JARVIS, 1977.). A B. cinerea gomba rendkiviil polifag, sokgazdandvényii (a legtobb
termesztett kétszikli novényt képes megfertdzni). A termesztett ndvények koziil megtaldlhaté a
szantofoldi kultarakban, az {iveghazi kultirakban, de karositja a disznévényeket, a bogyos
gylimolcstieket, koztik a szamoécat és a szO6lot, valamint szamos egyéb nagyjelentdségii
gylimoélcsfajtat is. Sok egyéb ndvénykultura is veszélyeztetett, azonban kisebb gazdasagi
jelentdségiik miatt nem keriilnek a figyelem kozpontjaba (COLEY-SMITH et al., 1980.).
Hidegtliré képességiik miatt, a nagymértékii tarolasi veszteségeket okoz6 mikroorganizmusok
kozt is szamon tartjuk, a termékek raktarozdsa és szallitmanyozéasa soran okozhat jelentds
problémakat.

Kartételének (mely ezen a téren, élelmiszeripari szempontbodl az egyik legkiemelkeddbb
jelentdségli ndvény) rendkiviil nagy szerepe van a sz6ldtermesztésben. A szO6l6fajtak koziil, az
amerikai szO6l6fajtak ellenalloak, viszont a Vitis rupestris fogékony, a Vitis vinifera pedig
nagyon fogékony. A betegségre vald hajlam fiigg a bogyd borszovetének vastagsagatol, az azon
1év0 viaszréteg kémiai Osszetételétdl, és a fiirt jellegétdl. A tomott fiirtl, felrepedésre hajlamos
bogyoju fajtak a legérzékenyebbek (BARTOK, 2004.).

A korokoz6 gomba valtozatos tulélési stratégiakkal rendelkezik, szaporodhat mind
szexualis, mind aszexualis mdédon. Kedvezd koriilmények kozott a sporacsirazas, fertdzés,
micélium ndvekedés és a bdséges sporulacio igen gyorsan megtorténik a nemzetség legtobb
tagjanal. A gomba sporak fertézhetnek helyben, de akar nagy tavolsagra vald szétszorddasra is
képesek esdcseppek, szél, vagy izeltlabu vektorok segitségével. A betegség a kdrnyezeti

kortilményektdl fliggden az érési 1d6 eldtt vagy alatt is megjelenhet.



1. Témafelvetés

Ahhoz, hogy a novényeket megvédhessiik a karositoktdl, ismerniink kell azok

A sz6l6n megjelend sziirkepenész jelentds terméskiesést okozhat, emellett ronthatja a
bor mindségét is (MARTINEZ et al.,, 2003.). Azonban, megfelelé korilmények kozott
(sz6lofajta, klimatikus tényezok), az érett sz6l0szemeken nemes rothadas is (pouriture noble)
kialakulhat.

Meglehet, hogy a Botrytis nemzetség tagjait  betegségeket  okozo
mikroorganizmusokként tartjuk szamon, de a Botrytis cinerea, sz616bogyokon nagy jelentéségii
¢s elosegitendd folyamatokat eredményezhet.

A Botrytis cinerea-nak koszonhetéek egyes évjaratokban specialis botritisz bukéval
rendelkezd aszu boraink, melyek késon sziiretelt, valogatott aszi szemek feldolgozasaval
késziilnek, kimagaslé mindségiiek, és amelyek Tokaj-Hegyalja vilaghirét megalapoztak.

Kisérleteink soran a Botrytis cinerea gomba tanulmanyozasaval az a célunk, hogy a
szliirke- ¢és nemes rothadas modellezésével megfigyelhessiik a kiilonboz6 differenciald
koriilmények hatasadt a gomba élettani tulajdonsagaira nézve, mint példaul a morfoldgiai
sajatsag valtozasat, a gomba alternativ oxidaz enzimének esetleges aktivitdsvaltozasat, valamint
a hatast az el6bb emlitett enzimet kédolo gén kifejezddésére.

Makroszkopos és mikroszkopos morfoldgiai vizsgalatainkkal valaszt szerettiink volna
kapni arra, hogy novekvd stressz hatdsara milyen mértékii novekedésgatlast ériink el, a stressz
hatds mennyire befolyasolja a torzsek mikroszkopos és makroszkopos tulajdonsagainak
(hifaszovedék stirisége, hifaatmérd, vakudlumozottsag, szaporitd képletek mennyisége)
valtozasat, igy ismerve meg a rezisztensebb torzseket novekedésgatlasban bekdvetkezett
kiilonbségiik alapjan.

Légzésaktivitasi vizsgalatok sordn arra kerestiik a valaszt, hogy a novekvd stressz
hatasara, hogyan valtozik a 1égzési elektrontranszport lancban, foként az alternativ utakon
keresztiil torténd elektronszallitas a terminalis oxidacid szinhelyére. A méréseket Clark tipust
polarografias elektrodaval végeztiik el.

Majd molekularis bioldgiai vizsgalatokkal (Northern-analizis) kivantuk bizonyitani,
hogy az alternativ utakon torténd transzporthoz sziikséges enzimet kodold gén valdban ki is

fejezodik-e.



2. Szakirodalomi attekintés

2.1. Taxonomia

A Botrytis = botrys (Botpul), gorog eredetii sz6, melynek jelentése szO16fiirt. A Botrytis
nemzettség elnevezése a gomba botrioblasztokonidiumainak fiirtszerli formajara utal
(KOVICS, 2009., VAINA 1987.). Innen kapta a fiirtds penész elnevezést, bar a koztudatban
inkabb a sziirkepenész, vagy a sziirkerothadas (pouriture grise) elnevezés az elterjedtebb.

A nemzetséget el0szor P.A. Micheli irta le 1729-ben, melyet C. H. Persoon validalta
1794-ben. A legismertebb tipusfaja a Botrytis cinerea, melyet Persoon 1821-ben irt le, és E. M.
Fries 1832-ben megerésitett (COLEY-SMITH et al., 1980.). 1869-ben el6szor, a Botrytis
cinerea teleomorf alakjat A. de Bary Peziza fuckeliana néven kozolte, melyet de Bary ex de
Bary 1884-ben Sclerotinia fuckeliana elnevezésre modositott. Ezen elnevezést H. H. Whetzel
legitimalta 1945-ben, és Botryotinia fuckeliana néven a Botryotinia genusba helyezte el (VAZY
etal., 2008.).

2.2. Rendszertani besorolas
A koérokozo teleomorf neve a Botryotinia fuckeliana, de a természetben a konidiumos
(anamorf) alak, a Botrytis cinerea fordul el6 a leggyakrabban, ezért altalaban a

szakirodalmakban is ezzel az elnevezéssel talalkozhatunk (/. tdblazat).

1. tablazat: A Botrytis cinerea (Pers.: Fr. Botryotinia fuckeliana (de Bary) Whetzel) rendszertani besorolasa
(WILLIAMSON et al., 2007.)

Kiralysag Fungi
Divizié Ascomycota
Osztaly Discomycetes
Rend Helotiales
Csalad Sclerotiniaceae
Génusz Botryotinia/ Botrytis
Faj Botryotinia fuckeliana/Botrytis cinerea

A Botritys cinerea tulajdonképpen egy gyiijt6faj, melyen beliil tobb faj 1étezik, de az
altaluk okozott tiinet €s a hasonl6 életmodjuk miatt nem szokték elkiiloniteni a morfologiailag
kiilonbséget nem mutaté fajokat (KOVICS, 2011., UBRIZSY, 1965.). A tdrzsek kdzott nagy
variabilitads tapasztalhatdo, mely nem csak iiltetvényen belill, de ugyanazon gyiimdlcsrél

begylijtott izolatumok kozott is megfigyelheto (ASADOLLAHI et al., 2013.).



2.3. Morfolégia

A Botryotinia fuckeliana makroszklerociumot képez, mely mérete 1-5 mm. E gombanak
meglehetésen kemény a sztromdja, mely meghatarozott alakd, ebbe hifdk 4gyazodtak. A
Botriotynia nemzetségbe tartozé fajok nyitott termdtesttel rendelkeznek, nyeles tipust
apotéciumot képeznek.

A Botrytis cinerea természetben el6fordulo leggyakoribb alakja a konidiumos forma. A
konidiumtartok szabadon (vagyis nem termdképletben), a kiszo vegetativ hifdkra merdlegesen
helyezkednek el, rendszerint fa elagazasuak, sziirke vagy (foként az Oregebb képletek)
vilagosbarna szintiek. A tartok again, kis flirtszerti csomokban (2. kép) helyezkednek el az
egysejtl, tojasdad vagy gombolyded alakl konidiumok, melyek 9-12x6,5-10 um nagysagtak

(1. kép), kémiai anyagokkal szemben ellenalloak.

1. kép: A Botrytis cinerea tojasdad alaka 2. kép: A Botrytis cinerea sz616flirt alaka konidium-
konidiumai tartdjanak fénymikroszkopos képe 20x-o0s nagyitasban

Forras: Szerzo

A korokozod a hyalosporae csoportba tartozik, ami azt jelenti, hogy a képzd6dd
konidiumok hyalinok, vagyis szintelenek, de ezek az érésiik folyaman fiist- vagy olajszintiekké

véalnak (KOVICS 2011., MUDICH, 1988., UBRIZSY, 1965.).

2.4. Fejlédésmenet

A sziirkepenész altal megfertézott novényi részeken a kérokozo szdmara kedvezotlen
koriilmények atvészelésére, Osszel - oktober kornyékén képzddnek a szabdlytalan alaka
szklerociumok, melyek atmérdje 2-5 mm, és fekete szinliek. A szklerociumok egy modosult
gombafonalakbdl 4116, néhany mm-es, kissé feldomborodo kitartod képletek, melyek egy belsd
fehér szintli gél allomanybol (medulla) és egy kemény, kiilsé fekete kéregbdl (cortex) tevodnek
0ssze. Ezek kiilonbozoek aszerint, hogy homogén allomanya vagy gomolyos hifaszévedékbdl
keletkeznek, ezaltal allomanyuk lehet lazdbb vagy tomottebb. Ez a kitartd képlet vészeli at a

téli kedvezbtlen iddjarast (€16 vagy elhalt novényi részeken, vagy a talajban), majd tavasszal a



nyelek feliiletén képzddnek az 1-2 cm hosszu talka vagy csésze alakti apotéciumok, melyek
tolcsér alaktiak és atmérdjik 1-5 mm.

Az apotéciummal kezdetét veszi az ivaros szaporodas. A termotestekben kialakul a néi
aszkogonium ¢és a him jelleget képviseld anteridium. Az aszkogonium parzofonalat fejleszt,
mely altal kialakul az aszkogén (aszkuszképzd) hifa, majd a tomlosgombakra jellemzo
horogképzddmény utjan megtorténik a kariogdmia és tobbszdri osztddas (redukciods €s ekvacios
0sztodas) utan kialakulnak az aszkuszok, benniik az aszkospordk. Az aszkosporak egysejtiiek,
ovalis alakuak, 9-11x5-6 um nagysaguak és szintelenek (VAINA, 1987.). Az aszkospora
csirazéasa révén pedig tovabbi szomatikus hifak képzddnek. Ezt az igen ritka fejlodési utat
nevezziik ivaros szaporodasnak (KOVICS, 2011., UBRIZSY, 1965.).

A természetben az ivartalan szaporodds fordul el¢ gyakrabban, mely sordn nem
képzddik apotécium, ndi és him ivarszerv, illetve aszkusz és aszkospoéra. A vegetativ hifak
konidiumtartokat képeznek, melyeken nagy szamban konidiumok (botrioblasztokonidium)
keletkeznek, (melyek biztositjak a tenyészidoszakban a gomba fennmaradésat, terjedését
(KOVICS, 2011., UBRIZSY, 1965.). Uveghazi kériilmények kozott a konidiumtartok és a
konidiumok is attelelhetnek.

A csirazas csiratomlével torténik, melynek homérsékleti optimuma 25 °C koriil van. A
csirazas 5-10 °C-os hémérsékleten lelassul, mig 40 °C felett meg is sziinik, s6t a tartos szarazsag
a gomba ivartalan spérait karositja. A konidiumok kedvezd koriilmények (20-25 °C-0s

léghdmérséklet és ~95%-os relativ paratartalom) esetén rendkiviil gyorsan 6-8 ora alatt
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1. abra: A B. cinerea szaporito képleteinek fejlédésmenete (Forras: Internet (11))



2.5. Kartétel

A novénypatogén Botrytis gomba szamos termesztett névényiinkon eléfordul. Legfébb
gazdanovényei k6zé sorolhatok az Allium, Alnus, Amaryllis, Apium, Asparagus, Aster, Beta,
Brassica, Calendula, Cannabis, Cpsicum, Cucumis, Cucurbita, Cyclamen, Cydonia, Daucus,
Dianhus, Erigeron, Fragaria, Gerbera, Gladiolus, Glycine, Helianthus, Lactuca, Linum,
Lupinus, Lycopresicon, Malus, Medicago, Nicotiana, Orpbanche, Pelargonium, Petroselium,
Phaseolus, Pisum, Prunus, Pyrus, Ribes, Rosa, Saintpaulia, Solanum, Trifolium, Tulipa, Vicia,
Vitis, Zea, Zinna nemzetségbe tartozé fajok (KOVICS, 2000.).

Elsdsorban sz6lon, szamocan és malnan okoz hatalmas karokat, de sok egyéb
novénykultira is veszélyeztetett, azonban vagy a kisebb kartétel vagy a kisebb gazdasagi
jelentdségiik miatt ezek nem vonnak akkora figyelmet magukra.

Az okozott kar szamo6can mar a termesztés ideje alatt is megfigyelhetd, foleg a talajjal
kozvetleniil érintkezd bogyok esetében. Azonban nem elhanyagolhaté a szamoca tarolasa soran
megjelend penészedés sem. Malnan, csapadékos idéjaras viszonyok kozott, a megtamadott
részeken kialakul a dus, sziirke penészgyep. Raktdrozas soran torténd fertézésre a legjobb példa
a voroshagyma, mely mar a term6foldon megfertézddhet, de a kartétel a tarolas soran tovabb
sulyosbodhat (GLITS et al., 1997., KOVICS, 2012.).

A gomba a vegetativ és a generativ részeket egyarant megfertdzheti.

A sz0616 (Vitis vinifera) esetében, legjellemzdbb tiinet a gyiimolcsrothadas, a korokozo
nyar végén, Osszel jelentkezik. A bogyokon ovalis, barna foltok jelennek meg, melyek
fokozatosan novekednek. A barnulds késobb a fiirt egy részére, vagy egészére is kiterjedhet,
majd a filirton kialakul a jellegzetes sziirkésfehér penészgyep (3. kép, 2. dbra).
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(Forras: Dr. Karaffa Erzsébet) 2. abra: A B. cinerea fejlédési ciklusa (Forras: Internet (12))




Eldfordulhat viragfert6zodés is, mely sordn a fert6zott virag megbarnul és elszarad, igy novelve
a késobbi kontakt infekcid esélyét, vagyis az elhalt viragmaradvanyokon keresztiili fert6zodést
(2. dbra). Ritkabb esetben a zsendiilo fiirtokon a fiirtnyél vagy kocsany fertézédésekor a szallito
edénynyalabok elhalnak, tapanyag ellatasi zavarok révén okozva terméskiesést. Stilyos esetben
a levelet is megtamadhatja, mialtal a levélszdveten sarga szegélyli barnulas figyelheté meg, de
ez igen ritka (GLITS et al., 1997., SZOKE, 1996., TOTH, 2008.).

A Botrytis cinerea novénybe torténd behatolasa legtobbszor (jégverés, csapadékos
id6jaras hatasara bekovetkezd bogyorepedés vagy kartevok altal okozott) sebeken keresztiil
torténik (2. dbra), de a fertdézésre hajlamos fajtaknal a sztobmakon, vagy akar az €p borszoveten
keresztiil is behatolhat, de ennek esélye igen kicsi, mivel 20 6ran at tartd6 folyamatos
nedvességre lenne sziikség a fertdzés bekovetkezéséhez. A kutikula feltérése mechanikusan,
mig a sejtfalakon valéd athatolas enzimatikusan torténik. A szdvetekbe jutva intercellularisan
novekszik, a sejtfal pektin anyagét felbontva, a szovet puhulasat és rothadasat idézi elo.

Hajlamosit6 tényezok kozé sorolhatok a magas 1égnedvesség, a tul slirli sortavolsaga
novényallomany, a tokék lombszerkezetének zstfoltsiga, de mindenféleképpen dontd
jelentdségli az egyes fajtak botrytis-érzékenysége is (pl. felrepedésre valo hajlam jelentésen
noveli a kockazatot). Sziirkerothadasra fogékony fajtdk - Cardinal, Ezerjo, Leanyka,
Rizlingszilvani, Kadarka - bogyohéja altaldban konnyebben reped. Nem érzékenyek a
sziirkerothaddsra pl.: Tramini, Chasselas, Kékfrankos, Bianca, Kunledny, Zala gyongye,
Medina, P6loskei muskotéaly (Forras: Internet (I3)).

A sz616n nem minden esetben okoz kart a Botrytis. A Tokaj-hegyaljai borvidéken az
érett sz6l6szemek cukor-, asvanyi anyag- és szerves savtartalma olyan magas, hogy a Botrytis
cinerea csak lassan tud névekedni és terjedni az ép bogyo feliiletén. A gomba ndvekedése soran
képes a szem nedvességtartalmat elparologtatni, igy a bogyd beltartalmanak toményedése
figyelhetd meg. Ekozben a bogyd szerves €s asvanyi anyagait is csokkenti, valamint Uj
vegylletek is szintetizalodnak. Ennek a kialakuldsdhoz azonban érett sz6ldszem sziikséges,
amely nem kap vizutanp6tlast a t6kété] (ROMHANY, 2001.). Ezt a folyamatot nevezziik nemes
rothadasnak (4. kép).



4. kép: Nemes rothadas (noble rot) (Forras: Dr. Karaffa Erzsébet)

2.6. A Botrytis cinerea I és II csoportjainak bemutatasa

Legutobbi kutatasok eredményei alapjan, a Botrytis cinerea fajkomplex legalabb két
rejtett fajt (cryptic species) foglal magaba (FOURNIER et al., 2005.), B. cinerea sensu sticto
(I. csoport) és B. psudeocinerea (I. csoport), melyek kozé tartozo torzsek genetikai alapon
elkiilonithetoek, a két faj kozott nincs génaramlas (gene flow). Kiilonbdznek patogenitasukban
és eltérd modon toleraljak a kiilonbozé novényvéddszereket (fungicideket) (ASADOLLAHI et
al., 2013.). Fenoldgiai kiilonbség, hogy az I csoport csak tavasszal, mig a II csoport tavasszal
¢s Osszel is megtalalhato a sz6lon, valamint az I csoport esetében szlikebb gazdandvény kort
talaltak, mint a II csoport tagjainal.

A két csoportot rendkiviil nehéz klasszikus rendszertani modszerekkel

megkiilonboztetni, elkiilonitésiik csak molekularis markerek felhasznélasaval lehetséges.

2.7. Az alternativ oxidazrol

A B. cinerea ellen torténé védekezés a mezdgazdasagban foként kemikaliakkal torténik,
melyek kozott megtalalhatok a 1égzési elektrontranszportlancot gatlok is, mint pl. a
strobilurinok kozé tartozd azoxystrobin. Azonban a Botrytis nagyfoku variabilitasanak
koszonhetden gyorsan kialakulnak a rezisztens torzsek, melyek mar nem (vagy nem elegendd
mértékben) gatolhatoak ezekkel a fungicidekkel. Ezen feliil az alternativ oxidéz altal kialakitott
1égzési utvonal is szerepet jatszik a gomba tulélésében, igy okozva oriasi kockdzatot a
ndvényvédelemben.

A legtobb eukariota mitokondrium elagazo 1égzési lanccal rendelkezik. Az oxidativ

foszforilalassal szorosan kapcsolt elektronszallito lanc utolsé tagja, a citokrom oxidaz (COX),



mely cianiddal (CN) specifikusan gatolhatd. Azonban, mar 1929-ben azt tapasztaltak, hogy a
novények 1égzése nem gatolhato teljes mértékben citokrom oxidaz inhibitorokkal, mert a cianid
jelenlétében mért 16gzésben az elektronszallitas elkeriili a citokromokat (PETHO, 1993.). Az
erre iranyuld kutatdsok egy alternativ mitokondridlis 1égzési utvonalat azonositottak a

novényekben, mely az ubikinonnal 4dgazik el, az elektronokat szintén az oxigénre szallitja, viz

keletkezése kozben, valamint a cianidra érzékeny citokrom oxidéaz utvonallal ellentétben CN

rezisztens (HENRY-NYNS, 1975.).

Membrankozotti tér

NADH NAD' 0, HO0 ; 0, B0 ADpspi ATP

3. abra: A mitokondrialis matrix sematikus abrazolasa (ahol: I, II, III és IV - a kiilonb6zé komplexek az
elektrontranszport lancban; V - az ATP szintetiz komplex; Q - ubikinon; C - feliileti citokrom ¢ fehérje; a sarga
nyilak mutatjik a membranon beliil az elektronaramlas iranyat (FERNANDEZ-ORTUNO et al., 2008).

Az alternativ cianidrezisztens 1égz¢és, kulcsenzime az alternativ oxidaz (AOX) (McDONALD-
VANLERBERGHE, 2005.). Az AOX fehérje a 1égzési lancban taldlhatd terminalis kinon
oxiddz, a divas karboxilat fehérjecsalad tagja, a mitokondrium bels6 membranjadban
helyezkedik el (3. abra). Az AOX rezisztens tobb olyan vegyiiletre, melyek gatoljak a citokrom
oxidazt (komplex IV), vagy a komplex III-at. A citokrom b gatlasa esetén az elektronok az
alternativ atvonalon keresztiil jutnak a terminalis oxidacio szinhelyére (WOOD-HOLLOMON,
2003.). Az AOX képes az oxigént vizz¢ redukalni (3. abra), mikozben a képzddo energia ho
formajaban szabadul fel (BERTHOLD-STENMARK, 2003.). Az AOX képes a légzési
elektrontranszport lanc tulredukalodésat is megelézni és ezéltal csokkenti a reaktiv
oxigéngyokok (ROS) képzddésének valdsziniiségét (MAXWELL et al., 1999., MOLLER,
2001.).

Ellentétben a citokrém c oxidaz utvonallal, ahol a protonpumpak a mitokondrium belsd
membranjan keresztiil gradienst hoznak létre, s ATP képzddik, az AOX szamos protonpumpat
elkeriil (3. abra), ezaltal nem tesz lehetdvé nagy mennyiségii ATP szintézist, tehat nem energia

megorz6 aga a 1égzési elektrontranszport lancnak (MOORE-SIEDOW, 1991.).



Ezaltal feltevddik a kérdés, hogyha az alternativ 1égzés soran az energia nem raktarozodik ATP
formajaban, akkor ugyan miért rendelkeznek az él6lények ezzel a pazarlo 1égzési uttal? Az
AOX enzim expresszidja gyakran megno biotikus és abiotikus stressz hatasara, emiatt a 1égzési
elektrontranszport lancnak az AOX egyfajta flexibilitast biztosithat, ami kiilonosen elonyos a
gyakori stressznek kitett élolények kiilonbozd koriilményekhez valod alkalmazkodéasa soran,
kiilonosképpen a citokrom reakcidut hatékonysagat korlatozo feltételek kozt €16
mikroorganizmusok szamara (JUSZCZUK-RYCHTER, 2003., BORECKY et al., 2006.,
CASTRO-GUERRERO et al., 2008.). Tobb mint 40 patogén fajt talaltak, melyek rendelkeznek
AOX-al. Ennek oka lehet, hogy a gazdaszervezetek védelmi valaszaik soran ROS-t vagy
mérgeket, példaul CN-t termelhetnek, igy probalva megel6zni a koérokozd behatoldsat €s
szaporodasat (McCDONALD-VANLERBERGHE, 2005.). Az AOX hatékony gatldszerei a
szalicil-hidroxamsav (SHAM) és az n-propil-gallat (nPG) (YIP-VANLERBERGHE, 2001.).

2.8. Northern analizis - a Northern blot elve

Alkalmazésat specifikus RNS molekuldk (pl. mRNS) kimutatisara, méretiiknek és
mennyiségiiknek megkozelitd meghatdrozasara, valamint szovet és differenciacio specifikus
génmitkddés kimutatasara hasznaljak, dsszetett (pl. egy sejt tipus 6sszes mRNS-ét tartalmazo)
mintaban.

A blottolas (blotting) angol eredtli sz, jelentése pacazas, ami egy membran felszinén
talalhatd nukleinsav folt vizsgalatara utal. A moddszer a nukleinsav szekvencia specifikus
hibridizacidjan alapul. Amikor a DNS denaturalt, vagyis a kettds szala szét van valasztva, akkor
a szimpla DNS szalak képesek hibrid kettds szalat alkotni mas, szimpla szala DNS vagy RNS
molekulaval a komplementaritds szabalyainak megfelelden. Ezt nevezik nukleinsav
hibridizacidnak. A komplementer szekvenciaji nukleinsav szalak hidrogén hidakkal
kapcsolodnak egymashoz, a kapcsolddas specifitasa lehetévé teszi, hogy megfeleld6 modon
jelzett nukleinsav probakkal az altalunk keresett génfragmentumot vagy mRNS-t detektaljuk.

A DNS vizsgalatara alkalmas modszert Sir Edwin Southern dolgozta ki, munkassagaért
1975-ben Nobel-dijjal jutalmaztak. A modszert rola nevezték el Souther blot-nak. Késébb
vezették be az RNS szekvenciak kimutatasara alkalmas modszert, melyet Northern blot-nak
neveztek.

Nagyon fontos, hogy a vizsgélat teljes ideje alatt RNA-4z mentes koriilményeket
biztositsunk, ugyanis az RNS nagyon bomlékony. Mivel a vizsgalni kivant mRNS szalak

megfeleld méretliek, ezért nincs sziikség restrikcids emésztéssel azok tovabbi darabolésara.
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Ezzel szemben el kell végezni az mRNS szalak denaturalasat, hogy a molekuldk alakja ne
befolyasolja a méret szerinti szétvalasztast. A méret szerinti szétvalasztist agardz
gélelektroforézissel kell elvégezni. Ezutan a savok membranra torténd atvitele utan mar nem
sziikséges tovabbi denaturacios 1épés elvégzése, elegendd a mintazat fixalasa. A hibridizacids
eljarasok soran fontos a membran aspecifikus kot6helyeinek lefedése/prehibridizalasa, mely
k6zombos DNS (lazac vagy hering spermabol kinyert genomi DNS vagy az olcsobb tytukvérbol
nyert DNS) tartalmu oldattal torténik. Ezt kovetden az altalunk keresett génre specifikus probat
ontiink a membran felszinére és megfeleld koriilményeket biztositunk a szekvencia specifikus
hibridizacio lejatszodasahoz. A feleslegben 1évo proba eltavolitdsa utan, megfeleld modszerrel
a membran felszinén kimutathatd a vizsgalt gén. Ezt az utolsd 1épést hivjuk detektalasnak

(BIRO-DOMBRADI, 2011.).
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3. Anyag és modszer

3.1. Torzsek
Munkank soran a Botrytis nemzetségbe tartozo Botrytis cinerea sensu stricto (lI.
csoport) és B. pseudeocinerea (I. csoport) torzsekkel dolgoztunk, melyeket az 2. tablazatban

foglaltam Ossze.

2. tablazat: A kisérletek soran vizsgalni kivant, a DE torzsgyiijteményében 1év6 B. cinerea és B. pseudocinerea
izolatumok jellemz6i

Fungicidre* érzékeny | Kis rezisztencidju | Nagy rezisztenciaja
I.csoport | 8005 8002, 8032
Il.csoport | 9015 8021 8022

*fungicid: azoxistrobin

Ezen feliil felhasznaltam még az alacsony patogenitast mutatd T4-es és a magas patogenitast
mutatd B05.10-es tipustorzset, valamint e két torzs Ku (Ku70 és Ku80) mutansait (CHOQUER
etal., 2008.).

A 8005, 8002, 8032, valamint a 9015, 8021 és 8022 Botrytis torzsek a Debreceni
Egyetem TTK Biomérnoki Tanszékének, valamint a MEK Elelmiszertudomanyi Intézetének
k6zos tulajdonat képezd torzsgylijteményebdl szarmazo sajat izolatumok. A B05.10 izolatum
benomilos kezelés utan sz616rdl (Vitis vinifera) izolalt és deponalt (BUTTNER et al., 1994.,
QUIDDE et al., 1998.), feltehetdleg haploid torzs. A T4 egy iliveghéazi paradicsom névényrdl
szarmaz6 torzs (LEVIS et al., 1997.).

3.2. Morfolégiai vizsgalat
Kisérletiinkben, a 10 kivalasztott torzs morfoldgiai tulajdonsagait vizsgaltuk kiilonb6z6
koriilmények kozott: két hémérsékleten (9, és 22 °C) és eltér6 ozmotikus koriilmények
modellezésével (10 és 250 g/l glik6éz). A vizsgalatokat makroszkopos mérésekkel és

fénymikroszkopos vizsgalattal végeztiik el.

3.2.1. A vizsgalat menete
A torzseket 3 napig burgonya-dextroz taptalajon (photato-dextrose-agar) novesztettiik
(PDA—>24 g/l burgonya-dextroz és 15 g/l agar, pH=5,1 (Scharlab, Spanyolorszag)), ezutan a

novekedési zonabol dugofuroval vett telepet rdoltottam a Gamborg minimal taptalajra (1.
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fiiggelék) (GAMBORG et. al., 1968.). Ezen a taptalajon novesztve a torzseket, modellezhetjiik
a kivant differencialo koriilményt. Egyik esetben a ,Normdal koriilmény”, vagyis a
sziirkerothadas kialakulasa szamara legidealisabb 22 °C és 1%-os gliikdz koncentracidé mellett
novesztettilk a tenyészeteket. Az ,,Aszl koriilmény”, azaz a nemes rothadas kialakuldsanak
modellezésére 25%-o0s, magas gliikoz koncentraciot — mely jellemz6 a bogydkra az aszisodas
bizonyos szakaszaban — és alacsony, 9 °C-os hdmérsékletet alkalmaztunk. Oktober kornyékén,

amikor az aszusodas folyamata jatszodik le a sz6ldszemekben, gyakorta fordul el6 ilyen

alacsonyabb hdmérsékletli 1d6jaras.

8002-es torzs
PDA taptalajon

\ = 3 17\
\ & \\\\ /
R vy S . . . % Y
’ I R4 4

5. kép: Atoltashoz hasznalt eszkozok 6. kép: A makroszkopos méréshez hasznalt eszkdzok

minaris box padozata

Forras: Szerzo

Az atoltasokat minden esetben, steril kdrnyezetben (laminaris box), kell6 gondossaggal, steril
eszkozok segitségével végeztiik el (5. kép). Torzsenként 3 ismétléssel dolgoztunk, hogy az
eredmények statisztikai kiértékelésével hiteles végeredményt kaphassunk.

A makroszkopos méréseket a leoltast kovetéen 19-, 42-, 54-, 66-, 78- és 90 ora
elteltével, vonalzo segitségével végeztik el (6. kép). Ez egy egyszerii vizsgalat, mely soran
megmértem a tenyészetek atmérdjét, az értékeket pedig jegyzOkonyvbe vezettem be. A két
differencial6 koriilmény micélialis novekedésének Gsszehasonlitasat gatlasi %-ban adtuk meg
a kovetkezd képlet hasznalataval. I = (C - T/C) x 100 ahol, I= gatlési %, C= telepatmérd normal
koriilmény esetén, T= telepatmérd aszusodast modellezd koriilmény esetén. Kiszamoltuk az
atlagos micélias novekedési ratat mm/h-ban kifejezve, a (Ceiss - Cutolss)/t képlet alkalmazasaval:
Ceiss= telepatméro az els6 méréskor mm-ben kifejezve, Cuwlss= telepatmérd az utolsé méréskor
mm-ben kifejezve, t= eltelt id6 oraban kifejezve (PERVEEN-BOKHARI, 2012.).

A mikroszkdopos méréseket a Novényvédelmi Intézet laboratoriumaban 1€vo, AxioCam
MRc5 (Carl Zeiss) kameraval rendelkez6 Zeiss Axiolmager (Carl Zeiss) fénymikroszkop

segitségével végeztiik el. A mikroszkopkamera, kabellel szdmitogéphez van kapcsolva, melyen
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elore telepitett specialis program lehetdséget nyajt a mikroszkdp lencséjében latottakrol fotok
készitését, majd azok statisztikai értékelését, mint példaul a hifa atmérdjének valtozasat
torzsenként valamint differenciald koriilményenként. Az eredménykiértékelés céljara az

elkésziilt digitalis képek szolgalnak.

3.3. Légzésaktivitasi vizsgalat
A kisérlet soran Osszehasonlitottuk a 10 kivalasztott torzs alternativ oxidaz (AOX)
aktivitasat. Megfigyeltiik, a kiilonb6z6 homérsékleten -és ozmotikus koriilmények kozott
novesztett tenyészeteknél kivaltott stressz miatt fellépd valtozasokat a 1égzésaktivitdsban. A
vizsgalatok soran a citokrom utvonalat KCN-al, az alternativ 1égzési Gitvonalat pedig SHAM-al
gatoltuk. Az AOX aktivitast az oxigén felhasznalast kovetd, Clark tipusti polarografias

elektrodaval mértiik. A kapott eredményeket statisztikai értékeléssel tamasztottuk ala.

3.3.1. A vizsgalat menete

A torzsek fenntartdsa és a kisérletekhez sporaképzés céljabol torténd novesztése Borso-
Agar taptalajon (BAROFFIO et al., 2003.) tortént: 160 g/l fagyasztott, piirésitett zoldborso, 5
g/l gliikoz, 15 g/l agar desztillalt vizben oldva, pH= 6.0. A torzsek 4-5 napon keresztiil torténd
ndvesztése utan, a konidiumokat spéramosoé oldatban (10 g/l glikéz, 1,5 g/l K2HPO4, 2 g/l
KH2PO4, 1 g/l (NH4)2504, 5 g/l MgS0O4, 2 g/l yeast, 0,5 g/l Tween viz:glicerin 1:1
keverékében oldva) gytijtottiik 6ssze a telepek felszinérdl, melyet steril {iveggyapoton atsziirve,
megkaptuk a micéliumoktol mentes sporaoldatot. Ezt a felhasznalasukig (maximum 4 napig)
+4 °C-on taroltunk. Leoltas el6tt a sporaszamot Biirker-kamra segitségével hataroztuk meg.

A spéraszamlalast kovetden, torzsenként koriilbeliil 108 db sporat kiilon-kiilon 500 ml-
es Erlenmeyer lombikban 1évé 100ml, elére elkészitett steril Gamborg (GAMBORG et. al.,
1968.) taplevesbe pipettaztuk, mely a kisérleti beallitasoknak megfelelden eltérd mennyiségben
tartalmazott gliikoz szénforrast.

A tenyészeteket eltérd koriilmények kozott inkubaltuk. Egyik esetben a sziirkerothadés
szamara idealis 22 °C-on, 1%-os gliikdz koncentracidé mellett novesztettiik a tenyészeteket. Az
aszusodas (nemes rothadas) koriilményeinek modellezésére 25%-0s, magas gliikoz
koncentraciot és alacsony, 15 °C-os hdmérsékletet alkalmaztunk. 24 6ras inkubalast kovetden,
a gomba exponencidlis novekedési szakaszaban végeztiik el a vizsgalatainkat.

A méréseket SI1302 oxigénmérd elektrédaval (Strathkelvin Instruments) végezziik

RC350 mérdeellaban (Strathkelvin Instruments) 782 2-Channel Oxygen System version 1.0
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software (Strathkelvin Instruments) segitségével. A légzésmérés megkezdése eldtt az
oxigénmérd eszkozt kalibralni kell (7. kép). Az eszkdzt szamitogépre csatlakoztatva, mind a
kalibralast, mind a 1égzésmérést a program segitségével végezhetjiik el. A maximum értéket

kevertetett desztillalt vizzel a minimum értéket pedig Gin. zér6 oldattal allitottuk be.

7. kép: A 1égzésméréshez hasznalt berendezés és eszkdzok

8. kép: A 1égzésmérés lelke

Forras: Szerzo

Minden torzs és a hozzajuk tartozo6 2 differencidlo koriilmény esetében is a 1€gzésmérd
kamraba 3.5 ml szuszpenzidt pipettdztunk, melyet a légzésmérés soran magnessel 400
fordulat/perc sebességgel kevertetiink (7. kép). A Clark tipusu polarografids elektrodat a
kamréba engedve (8. kép) a monitoron az értékek azonnal megjelennek.

A kamréba injekcios tiivel 0.2 ml (10mM) KCN-t adagolunk, mely gatolja a citokrom
utat és igy mérhetd volt az alternativ 1égzési itvonal altal fogyasztott oxigén mennyisége. A
kamréba tovabbi 0.2 ml (10mM) SHAM injektaldsaval, blokkoltuk az AOX aktivitasat is.
Tovabbi mérés soran a cianidra érzékeny citokrom oxidaz (COX) utvonal altal fogyasztott
oxigén mennyiségnek mérésére a kamraba csak 0.2 ml (10mM) SHAM-ot adagoltunk, az
alternativ ut blokkolasara. Ahol lehetdségiink volt ra, 3-3 parhuzamos mérést végeztiink el
ugyanabbol a tenyészetbdl. Minden esetben a kamrabol a folyadékot pipettaval kiszivattuk,
majd vakuumos membransziirgvel leszlirtiik a mintakat a sejttomeg meghatarozasahoz (9. kép).
A lesziirt sejteket az eldzetesen lemért tomegii szlirépapirral egylitt termosztatba helyezve 60

°C-on kiszaritottuk, a szaraztomeg (Dry Cell Weight, DCW) meghatarozasa céljabol.
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9. kép: A vadkumsziirés soran felhasznalt eszk6zok

Forras: Szerzo

3.4. Northern analizis

A BO05.10 B. cinerea sensu stricto, magas patogenitast mutatd tipustdzs esetében
valtozik az AOX enzimet kddold aox gén expresszidja. Az expresszid vizsgalatat Northern

analizissel végeztiik el.

3.4.1. A vizsgalat menete
3.4.1.1. Légzésaktivitas vizsgalat

A BO05.10-es torzs sporait hozzavetdlegesen azonos mennyiségben, kiilon-kiilon 500 ml-
es Erlenmeyer lombikban 1évé 100ml, eldre elkészitett steril Gamborg (GAMBORG et. al.,
1968.) taplevesbe pipettaztuk, mely a kisérleti beallitisoknak megfelelden eltéré mennyiségben
(0,1%, 1%, 2%, 5%, 10%, 20%) tartalmazott gliikoz szénforrast. Az inkubéacidos homérseklet
minden esetben az aszi koriilmény modellezésére szolgalo alacsony, 15 °C volt.

A légzésaktivitasi vizsgalatokat az inkubalds megkezdésétdl szamitott 3h, 6h és 12h
elteltével végeztiik el. A légzésmérés megkezdése eldtt az oxigénmérd eszkozt ismét
kalibraltuk. Minden minta esetében 3,5 cm? térfogatli szuszpenziot pipettaztunk a 1égzésméré
kamraba, majd azt magnessel kevertetve, az elektroda segitségével elvégeztiik a mérést. A
szuszpenzidhoz 0.2 ml (10mM) KCN-t adagoltunk, majd megfigyelhettiik, hogy a gomba
oxigénfogyasztasa nem 4allt le, az elektronok transzportja az alternativ utakon folytatodott.
Ezzel a méréssel bizonyosodtunk meg, hogy a mintank alkalmas a Northern analizisre, az AOX
valosziniileg megtalalhatd benne. Ezutdn, a kamrdban 1év6 szuszpenzidkat feliratozott miianyag

falkonokba pipettaztuk at, lezarasuk utan, folyékony N> tartalmazo edénybe eresztettiik be.
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3.4.1.2. RNS izolalas

Az RNS izolalast megfeleld protokoll (2. fiiggelék) alapjan kell elvégezni. Az izolalés
megkezdése el6tt a sziikséges elokésziiletek a kovetkezoek:
Munkatertilet €s eszk6zok (pipettak, mozsarak, kesztylik) RNaz ERASE-zal valo tisztitasa. Az
RNS-hez specialisan sterilizalt pipetta hegy is sziikséges. Ez azért nagyon fontos, mert a
vizsgalat teljes ideje alatt RNaz mentes koriilményeket kell biztositanunk, ugyanis az RNS
nagyon bomlékony. A mintafeltarads folyékony N> jelenlétében, dorzsmozsarban tortént. A
homogenizalt, poritott sejttormeléket mintanként 3-3 (1.5 ml-es) eppendorf csébe kanalaztuk,
melyekbe elézdleg belemértiik a lizis puffert (350 ul RA1 + 3.5 ul B-ME), és tetejiiket
kilyukasztottuk. A lyuk az eppendorf tetején, a maradék folyékony N szabad elparolgasat
szolgalta. A poritott sejttormelék mennyiségétol fiiggben, mintanként 1-2-3 eppendorfnyi
lizatumot készitettiink.

Az RNS izolalasanal a tovabbiakban a gyarto eléirasa szerint jartunk el (2. fiiggelék).

3.4.1.3. Jelolt DNS proba létrehozasa
A vizsgalt génnek megfeleld DNS fragmentumot DIG-es modszerrel jeloljik (3.
tablazat). Egy jelolt és egy kontroll PCR reakcid (4. tablazat) dsszeallitasa sziikséges.

3. tiblazat: PCR reakci6 kivitelezéséhez sziikséges dsszetevok

1x jelolt PCR 1x kontroll PCR
PCR buffer 10xkonc. MgCl,-al 5 ul | PCR buffer 10xkonc. MgCl-al 5ul
PCR DIG Labeling Mix 5ul | dNTP stock solution 5ul
Templat DNS 2 ul | Templat DNS 2 ul

Ku 70-es torzsbdl izolalt genomi Ku 70-es torzsbdl izolalt genomi

DNS DNS
Primer F 2 ul | Primer F 2 ul
BcAOX-F:5°-TCACATCACATCAACTCAG-3’ BcAOX-F:5°-TCACATCACATCAACTCAG-3’
Primer R 2ul | Primer R 2ul
BcAOX-R:5’-CTAAATAACCTCATCCCTC-3 BcAOX-R:5°-CTAAATAACCTCATCCCTC-3
Enzim mix (polimeraz) 1 pl | Enzim mix (polimeraz) 1 pl
Nukle4dz mentes viz 33 pl | Nukledz mentes viz 33 ul
Végtérfogat 50 pl | Végtérfogat 50 pl
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4. tablazat: A beallitott PCR program

Szakaszok Homérséklet (°C) | Ciklusok | Id6 (min)
Denaturécio 95.0 1x 03.00
Denaturécio 90.0 01.00
Anelléacio 50.4 30x 01.00
Polimerizécio 72.0 01.50
Végso polimerizacid 72.0 1x 5.00
Hités 12.0 1x tobb ora

A PCR lefutasa utan a terméket agar6z gélelektroforézissel ellendriztiik le (10. kép). Az ehhez
sziikséges gélt 1 g/l agar6zbol, 1XTAE Buffer-bdl és etidium-bromidbol allitottuk Gssze.
Mintafelvitel el6tt 1 ul PCR terméket és 4 pl nukledzmentes vizet keveriink 0ssze viaszpapiron,
majd ezt installaljuk a gélbe. Agardz gélelektroforézis soran a DNS fragmentek egy erdsen
térhalos szerkezetli agar6z matrixon keresztiil vandorolnak elektromos dram hatasara. Oldatban
a DNS molekula negativ toltésti ezért a pozitiv polus felé vandorol. A futds sebessége
forditottan aranyos a molekulasuly tizes alapu logaritmusaval, ezért a kisebb molekulastlya
fragmentek gyorsabban, mig a nagyobban lassabban haladnak a gélben. Az elektroforézist 70V-
os fesziiltségen koriilbeliil 1 6ran keresztiil hagytuk futni.

Meéret (bp)

2000 — A— i
1000 —--

- .

M Dig. K.

B. cinerea

10. kép: PCR DIG Probe Synthesis Kit (Roche) segitségével 1étrehozott jelolt DNS proba (M: molekulasuly
marker (EasyLadder I, BIOLINE), DIG.: Jelolt PCR, K.: Kontroll PCR)

Forras: Szerzo
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3.4.1.4. RNS mintak felvitele gélbe
Az izolalt RNS mintdk koncentraciojat NanoDrop 2000 (Thermo) UV-Vis
spektrofotométerrel hataroztuk meg, 2 pl térfogatnyi mintabol. A vizsgalathoz sziikséges 5 ug
RNS-t tartalmazé mintat kétszeres mennyiségli Loading pufferrel (3. fiiggelék) higitottuk.
Osszemérés utdn a mintakat vortexeltiik, majd jégen taroljuk. Amint az utolsé is elkésziilt, 20

percen keresztiil, 65 °C inkubdltuk azokat. Ezalatt, az RNS futtatdsdhoz szﬁkséges gélt is

e

crer

keresztiil végeztik (80 V fesziiltségen a gél tulsdgosan felmelegedne, ami az RNS
degradalodasahoz vezetne).

Az eredmények ellendrzését, majd az RNS-t tartalmazo sav kivagasat a gélbdl UV fény
alatt végeztiik el.

Az RNS-t tartalmazd gél kivagasa utdn, nagyon fontos, hogy a gélben [évo
formaldehidet kimossuk, mert az zavarhatja a blottolas folyamatat. A mosast kadban 1évé 20x

SSC pufferben (3. fiiggelék), 2x15 percen keresztiil végeztiik razogépen.

3.4.1.5. Blottolas a membranra
Az RNS savok agardz gélbdl nylon membranra torténd atvitelére a kapillaris transzfer
modszert alkalmaztuk (4. dbra, 11. kép). A nylon membran nagy nukleinsav ktd kapacitassal

rendelkezik. Szigoraan csak csipesszel szabad megfogni!

- Nehezék

Uveglap

< 100 réteg papirtorlé

. —— 2réteg szlirdpapircsik

Nylon membran

_/— RNS savot tartalmazoé gél darab
/ 2 réteg sziirépapircsik

/j’/‘ 2 réteg szlir6papir, labbal

Uvegkad Allvany 20x-o0s SSC oldat

4. abra: A blottolas folyamatanak elméleti abrazolasa

11. kép: A blottolas gyakorlati alkalmazasa

Forras: Szerzo
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A nagy sotartalmu oldatot (20x SSC) a sziir6papir rétegek vezetik az agardz gélhez,
majd a gélre fektetett membranra, a felette taldlhatd vastag papirtorld réteg szivo hatasa révén
mosddnak at a savok. Fontos, hogy a szlirdpapir labai jol érjenek bele az SSC oldatba, valamint
hogy a sztirOpapirt celofannal letakarjuk, ott ahol nincs gél, igy a szivohatas csak ott érvényesil,
ahol a gél van. A vastag papirtorld réteg tetejére liveglapot, majd annak a tetejére sulyt
helyeztiink, hogy az egészet szorosan tartsa. Valamint a rendszer vizszintezésére is ligyelni
kellett.

A modszer nagy eldnye az egyszerlisége, olcsdsaga és megbizhatosaga. Egyetlen

hatranya, hogy a blottolas folyamata egy egész ¢jszakan at tart.

3.4.1.6. Fixalas, prehibridizalas, hibridizalas

A fixalas el6tt a membranbol el kell tavolitani a nagy mennyiségii sot, mely a 20x SSC-
bol maradt vissza. A mosast 2x SSC-vel 5-10 percen keresztiil iivegkadban, razdasztalon
végeztiik (20x SSC DEPC vizzel higitva). Sziir6papirbdl ,,boritékot” hajtogatunk, beletessziik
a membrant, oldalait leragasztjuk klanozo6 szalaggal. Ezutan 120 °C-on szigortan 30 percig
hokezeljiik, hogy az mRNS kovalensen k6t6djon a membranhoz.

El6hibridizalas soran gatoljuk meg, hogy a vizsgalt génnek megfeleld DNS
aspecifikusan k6tédjon a membran reaktiv kotohelyeihez. Ezért indifferens DNS tartalma, nagy
stiriségli prehibridizacios oldattal (25 ml DIG Easy Hyb Granules - hering sperma genomi
DNS) el6hibridizaltuk a membrant. A hibridizalo csObe ontottiik az eldhibridizalo oldatot, a
hibridizatort el6fiitottiik 50 °C-ra, a csoveket elomelegitettiik benne, hogy atvegye az 50 °C-t
mire belekeril a membran. A membrant belehelyeztilk és 1 oran keresztiil végeztik az
elohibridizalast.

Az el6hibridizalds utdn a 25 pl eldzetesen DIG-gel jelolt DNS szekvenciat
kiegészitettiikk 50 ul DEPC vizzel, majd 95 °C-on 7 percig denaturaltuk, ezaltal a DNS szalak
kiegyenesednek és a hibridizalas soran lehetové valik a kotodésiik a komplementer RNS
szédlakhoz. A melegités utan jégre helyeztik a DIG-gel jelolt DNS prébat, majd

hozzapipettaztuk a prehibridizacios oldathoz. A hibridizalas 14-16 oran at 50 °C-on tortént.

3.4.1.7. Mosas két oldatban
A mosas célja a feleslegben 1év6, a membranhoz kotott nukleinsavhoz nem kot6édo
proba eltavolitasa. E16szor alacsony szigorusagi foku (3. fiiggelék) mosast (LSW-Low Strigway
Washing) végeztiink 2x100 ml LSW oldattal 2x15 percig szobahdmérsékleten. Ezutan hajtottuk
végre a magas szigorusagi foku (3. fiiggelék) mosast (HSW- High Strigway Wash) 2x100 ml
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HSW oldat felhasznalasaval 2x15 percen keresztiil 68 °C-on, hibridizatorban. Fontos a HSW

oldat és a hibridizal6 csévek 68 °C-ra valo eldmelegitése.

3.4.1.8. Kemilumineszcens detektalas

A kovetkez6 mosast livegkadban Washing Buffer (WB) segitségével végeztiik el. Az
oldatunk 3 ml (DEPC vizzel 30 ml-re higitott) Washing bufferbdl és 27 ml (DEPC vizzel 270
ml-re higitott) maleinsav pufferbél all (Dig Wash and Block Buffer Set (Roche)). 100 ml oldat
felhasznalasaval, 5 percig szobah6n mosattuk a membrant, majd ledntottiik a WB-t.

Ezutan, fehérjeoldattal blokkoljuk az inert DNS-eket, nehogy az antitestek azokhoz
and Block Buffer Set (Roche)). A mosast szobahdmérsékleten 1 oran keresztiil tivegkadban,
ezzel a higitott fehérjeoldattal végeztiik el.

Az antitest oldat hozziadasa eldtt 5 ml fehérje oldatot ismét higitottunk 10x
maleinsavval, hozzapipettaztunk 5 pl antitest oldatot (Anti-Digoxigenin-AP), majd ezzel az
oldattal, szobahémérsékleten 30 percig mosattuk a membrant.

A kovetkezd mosast az el6zdekben mar emlitett modszerrel elkészitett WB oldattal
végeztiik el, 2x100 ml oldat felhasznaldsaval 2x15 percen keresztiil, szobahémérsékleten. A
mosashoz 1j, tiszta tivegkadat kellett hasznalnunk, ugyanis az antitestek kitapadhatnak az
iivegkad falara igy befolydsolva a mosas sikerességeét.

A kovetkez6 1épés, hogy a membrant 5 percig a Dig Wash and Block Buffer Set-ben
(Roche) talalhato detektald oldatban mostuk, amelyet a mosas elétt 10x koncentraciora
higitottunk.

A mosas lépései utan 2-3 ml detektald oldatot tartalmazdé légmentesen lezarhatd
milanyag zacskoba helyeztiik a membrant, majd szubsztrat oldatot csepegtettiink hozza (DIG-
Northern Starter Kit 2039672 CDP Star Ready to Use). A buborékok eltavolitdsa utan a zacskot
lezartuk ugy, hogy ne eresszen (/2. kép).
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12. kép: A kész membran, eldhivasra varva

Forras: Szerzo

3.4.1.9. El6hivas
Az el6hivas sordn a membranra sotét szobaban filmet helyeztiink, majd 4-6 oras
expozicios id6ét kovetden eldhivtuk. Az elkésziilt filmet sotét szobaban eldszor eziist-nitrat
oldatban (110 ml eziist-nitrat + 500 ml desztillalt viz) mostuk 2-3 percen keresztiil, majd vizzel
ledblitettiik, ezutan szintén 2-3 percig ecetsav oldatban (110 ml ecetsav + 500 ml desztillalt viz)

mostuk, s végiil csapvizzel alaposan lemostuk.
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4. Eredmények

4.1. Morfologiai vizsgalat eredménye

4.1.1. Makroszkopos morfolégiai vizsgalat eredménye

A feljegyezett telepatmérdkbdl atlagos micélias novekedést (mm/h) szamoltunk.
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0,040 0,039 0,034
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B05.10 T4 Ku70 Ku80 8022 8021 9015 8002 8005 8032

A novekedés mértéke mm/h-ban kifejezve

I1. csoport I. csoport

B. cinerea torzsek

1. diagram: Kiilonb6z6 B. cinerea torzsek atlagos micélias novekedése a sziirkerothadas kialakulasanak
kedvez6 koriilmények kozott (1% glikkoz; 22 °C)

Az 1. diagramot értékelve, megfigyelhet6, hogy alacsony gliikoz koncentracion és
optimalis hdmérsékleten novesztett torzsek esetén a leggyengébb micélias novekedést a Ku
torzsek eredményezték, bar értékiik megkozelitdleg megegyezd volt a 8022 és 8021-es torzs
értékeivel, azonban szoérasuk igen nagy, novekedési litemiik tag hatarok kozt mozgott, ezért
gyengébbnek mondhatdak a tobbinél. Leggyengébb novekedést az 1. csoportba tartozd 8032-es
torzs mutatta, 0,034 mm/h atlagos sebességgel, legerételjesebben pedig a 9015-0s torzs nott,
szamszertsitve 0,069 mm/h-val. Az I-es és Il-es csoportba tartozé toérzsek ndovekedési titemiik

kozt nem allapithaté meg egyértelmii kiilonbség.
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I1. csoport l. csoport

B. cinerea torzsek

2. diagram: Kiilonb6z6 B. cinerea torzsek atlagos micélias novekedése a nemes rothadas kialakulasanak
kedvezd koriilmények kozott (25% gliikoz; 9 °C)

A nemes rothadasnak kedvez6 koriilmények kozott az értékeken latszik (2. diagram),
hogy a torzsek novekedési erélye sokkal kisebb volt, mint a sziirkerothadast modellezd
koriilmények kozt ndvesztett tenyészeteké. Megkdzelitdleg felére tehetd a ndvekedés sebesség
abiotikus stressz hatasara, ugyanis normal koriilményen atlagosan 0,049 mm/h-ra teheté a
torzsek novekedése, mig stressz hatasara atlagosan a torzsek csak 0,026 mm-t ndttek oranként.
Ahogyan az a Petri csészék szemrevételezésekor is latszodott, a Ku 80-as torzs
gombafonalainak ndvekedési sebessége volt a legkisebb (0,011 mm/h). Legkiemelkedébb
novekedést a II. csoportba tartozd 8005-0s torzs ért el 0,037 mm/h értékkel, a tobbi torzs csak
par ezred milliméternyi kiilonbséggel marad le azonban kicsiny eltéréssel, megkdozelitleg
egymashoz hasonl¢6 értékeket mutattak.

Az l-es ¢és Il-es csoportba tartozo torzsek novekedési erélyében aszisodast modellezd
koriilmények esetén sem volt megfigyelhetd semmiféle kiilonbség.

A makroszkopos mérések sordn elvégzett szemrevételezések is bizonyitottdk, hogy

normal koriilmények kozt ndvesztett tenyészetek esetében a mutans Ku 70 és Ku 80-as torzsek
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enyhébb micélias novekedést produkaltak. Ezzel szemben a 9015-0s tipustorzs erdteljesen

novekedett (/3. kép) azonos koriilmények kozott.

13. kép: A Ku80 és 9015 tipustdrzs kozti novekedéskiilonbség szemléltetése a leoltast kovetd 78. ora elteltével
normal koriilmény modellezésekor

Forras: Szerzo

Asza korilmény modellezésekor a Ku mutans torzsek szintén rendkiviil gyenge
micélids novekedést eredményeztek. A Ku 80-as térzsek novekedésében alig lehetett jelentds
véltozast feljegyezni a leoltast kovetd elsd két mérés soran. Osszességében elmondtatd, hogy
egyik torzs esetében sem lehet dus hifa szovedéket megemliteni, még a normal koriilmény kozt

agresszivabban nov6 9015 és B05.10-es torzs esetében sem (/4. kép).

. v &
14. kép: Leoltast kovetd 42 ora elteltével novekedést mutatd 8021 (jobbra) és ndvekedést nem mutaté Ku 80-as
torzsek (balra) kozti kiilonbség szemléltetése nemes rothadas kialakulasanak kedvez6 koriilmény esetén

Forras: Szerzo
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A stressz hatds miatt, a két differenciald koriilmény esetén vizsgalt torzsek

novekedésben fellépd valtozas mértékét gatlasi %-al (5. tdbldzat) jellemezziik.

5. tablazat: Kiilonbdz6 B. cinerea torzsek stressz hatésra kialakult gatlasi szazalékanak mértéke

Gatlasi %

B05.10 46,03
T4 42,04
Ku 70 26,98
Ku 80 53,10
8022 35,56
8021 9,89
9015 62,06
8002 49,73
8005 45,06
8032 18,83

A gatlasi % kifejezi, hogy a novekedéshez optimalis alacsony cukorkoncentracido és magas
hémeérséklethez képest, magas cukorkoncentracion €s alacsony hdmérsékleten hany szazalékkal
kisebb a tenyészetek ndvekedési erélye.

A 9015-6s tipustorzs esetén figyelheté meg a legnagyobb mértékii novekedésgatlas, kicsit tobb
mint 62 %, ami kdszonhetd annak, hogy optimalis koriilmények hatasara erdteljes a novekedési
hajlam, azonban stressz tényezd fellépésekor jelentdsen visszaesik a gomba terjedése a
taptalajon. Stressz hatast jobban tolerald torzsek a 8021 €s 8032, e torzseknek esik vissza a
novekedésiik a legkevésbé (20 % alatti tartomany). Osszességében a ndvekedésgatlas 9,89-
62,06 % kozti tartomanyban mozog, mely jelentds mértékiinek tekinthetd. Kijelenthetd, hogy

az L. és II. csoportba tartozo torzsek kozt gatlasi %-ban sem figyelhetdé meg kiilonbség.

4.1.2. Mikroszképos morfologiai vizsgalat eredménye

A mikroszkopos vizsgalatokat a leoltdst kovetden koriilbeliil 96 ora, azaz 4 nap
elteltével végeztiik el.

A két differencidld koriilmény kozt novesztett tenyészetekbdl vett mikroszkopos
mintdkon a makroszkdpos vizsgalatokkal ellentétben nem volt lathatd szembetling eltérés. A
mintdk mikroszkopos képén mindkét koriilmény esetén hasonld slirliségli micéliumozottsag
figyelhetd meg (/35., 16., és 17., 18. kép). Eltérést csak a konidiumok szamaban van, ugyanis a
sziirkerothaddsnak kedvezd koriilmények kozt novesztett tenyészetek mikroszkopos képén a
hifaszovedékek kozt megtalalhatoak a szolofiirt alaka konidiumtartok (19. kép), valamint a

rengeteg elszort konidium is (/5. kép), amely ,.tiinet” nemes rothadas koriilményei kozt nem
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jelentkezik (/7. és 18. kép). Ez magyarazhatja meg, hogy a Petri csészében 1év6 3-4 napos
tenyészeteknél megfigyelhetd volt a gombatelep enyhe sziirkés szinezettsége (20. kép), amely
az Oregebb konidiumtartok fekete szinének kdszonhetd.

A mikroszkopos képeken megfigyelhetd volt a micéliumok erds vakudlumozottsaga (15., 16.,

és 17., 18. kép), mely szintén az idésebb képletek jellegzetessége, azonban ez mindkét

differencial6 koriilmény esetén ugyantigy jelentkezett.

NN

15. kép: 8032-¢s torzs siir(i hifa szévek, erés 16. kép: 8002-¢s torzs siirdi hifa szovedéke, erds

konidium szérdédassal, szilirkerothadas koriilményein vakuolumozottsaga sziirkerothadas koriilményein
(nagyitas: 40x) (nagyitas: 40x)

Forras: Szerzo

17. kép: 8022-¢s torzs siiri hifa szovedéke, erds 18. kép: B05.10-es torzs siird hifa szovedéke, erds
vakudlumozottsaga, konidiumok nélkiil, vakudlumozottsaga, konidiumok nélkiil,
nemes rothadas kortilményein (nagyitas 40x) nemes rothadas kortilményein (nagyitas 40x)

Forras: Szerzo
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19. kép: 8032-es torzs sziirkerothadast modellezd 20. kép: A B05.10-es torzs konidiumos szinezettsége
kortilmények kozt kialakult konidiumtartdja 40x-es nagyitasban a sziirkerothadas koriilményei kozt

Forras: Szerzo

Azt, hogy tényleg van-e kiilonbség a differencialo koriilmények kozt ndvesztett térzsek
kozott, az atlagos hifa atmérd értékelésével dontottiik el. Sok esetben nem sikeriilt minden

torzsrdl értékelhetd mikroszkopos képet késziteni, igy a hifa atmérd vizsgalat néhany torzs

esetében hianyzik.
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B. cinerea torzsek

3. diagram: Kiilonb6z6 B. cinerea torzsek atlagos hifa atméré vizsgalatanak értékei a sziirkerothadasnak
kedvez6 koriilmények esetén (1 % gliikoz; 22 °C)

A normal koriilményt abrazolo diagram savjain (3. diagram) egyértelmiien lathato, hogy
a vizsgalt 1. és II. csoportba tartozd torzsek kozott nem lelhetd fel semmilyen kiilonbség, az

értékek hasonloak. A B05.10 és 8002 torzsek hifainak atmérdje meghaladta a 10 um-t és egyik
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torzs értékei sem estek 7,5 um ala. Egy torzson beliil, a szorasi értékek példaul hifa elagazddas
miatti mellékag vékonyodasoknak tudhatoak be. Ahogyan az a 21. képen is latszik, a hifa

elagazddasa révén a mellékagak kortilbeliil 2 pm-rel vékonyodnak el.

21. kép: 9015-6s torzs hifa elagazodasanak mikroszkopikus képe a sziirkerothadasnak kedvez6 koriilmények
kozott (nagyitas: 40x)

Forras: Szerzo

A nemes rothadés kialakuldsadnak kedvezd koriilményen a vizsgalt torzsek értékeit (4.

diagram) sszehasonlitva az el6z6 értékekkel, érdekes eredményeket kaptunk.

16
12,44
L 14 T
)
g 12 10,02
X~ 10
[
[«5)
< 8
IS
= 6
Bl
3
g 4
o]
E 2
T 0
BOS 10 8022 8005 8032
||- csonort I. csoport

B. cinerea torzsek

4. diagram: Kiilonb6z6 B. cinerea torzsek atlagos hifa atméré vizsgalatanak értékei a nemes rothadasnak
kedvez6 koriilmények esetén (25 % gliikoz; 9 °C)

A kedvezobb koriilményekhez képest, stressz hatasra a B05.10, 8022 és 8005-0s torzsek
hifa atmér6je sokkal vékonyabb lett. Utobbi torzsé jelentds mértékben elvékonyodott, atlagosan
5,6 um-el, bar az elobbi 2 torzs értékei is hozzavetblegesen 1-2 pm-el mutattak kevesebbet.

Azonban ugy tlinik, a T4 és 8032-es torzs nagyobb hifa atmérét novesztett stressz tényezd

29



hatdsara, amely igen erésen vakuolizalt. A 8032-nél voltak megfigyelhetéek a legvastagabb
hifak (22. kép), atlagosan 12,44 pum-es atmérdével, nagy szorassal, ami atlag 3,9 um-el volt
nagyobb, mint a normal koriilmény esetében ndvesztett 8032-es torzsek hifa atmérdje. A T4-es
torzs értékei atlagosan 1.4 pum-el haladtak meg a normal koriilményen mért értékeket, de a
mikroszkdépban még ez is szembetiind kiilonbséget produkalt. Az I-es és II-es csoportba tartozo

torzsek kozott ebben az esetben sem volt fellelhetd kiillonbség.

22. kép: 8032-es torzs erdsen vakudlizalt, nagy atmérdji hifa szalai, asziisodast modellez6 koriilmények kozott
(nagyitas: 40x)

Forras: Szerzo
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4.2. Légzésaktivitasi vizsgalat eredménye
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5. diagram: Kiilonb6z6 B. cinerea torzsek 1€gzési aktivitasa a citokrém tton (CP) ill. a cianid rezisztens
alternativ 1égzési Gitvonalon (AP) a "sziirkerothadas" koriilményei kozott (1% glitkoz; 22 °C)

Alacsony glitk6z koncentracio és optimalis hdmérséklet esetében (5. diagram), amely
kedvez0 a sziirkerothadas kialakuldsahoz, az alternativ Gitvonal (AP) aktivitdsa minden esetben
kisebb volt, mint a citokrom utvonalé (CP). A citokréom ut (CP) aktivitasa megkozelitdleg
azonos volt mindegyik esetben, kivéve a T4-es sziil6torzset és Ku mutans torzsét, melynek 344
¢€s 329 umol/perc/DCW(g) értéke joval elmarad a tébbi 7 torzs 770 umol/perc/DCW(g) atlagos
értékétdl. Erdekes megjegyezni, hogy a fenotipusos jellemz6kben is hasonld Ku mutansok és
szll6 torzseik légzésaktivitasi eredményei, ahogy a diagramon is latszik, szinte tokéletesen
azonosak. Altalanosan elmondhatd, hogy a tobbi torzs értéke koriilbeliil 500-1000
pmol/perc/DCW(g) kozott mozgott. Mivel a sziirkerothadast kialakito koriilmény esetében nem
jelentkezik semmilyen stressz tényezO, ezért az energiapazarld alternativ 1égzési ag (AP)
aktivitasa is kicsi volt, csak a 8021-es torzs esetében haladta meg a 350 pmol/perc/DCW(g)
értéket. A legalacsonyabb értéket a 8032-es torzs érte el, ez 57 pmol/perc/DCW(g), majd ezt
kovette a 8022-es torzs 85 pumol/perc/DCW(g) eredménnyel. A tobbi torzs AP aktivitasa
megkozelitdleg 100-260 pmol/perc/DCW(g) kozé tehetd. Emlitésre méltd, hogy az 1. és 1.
csoportba tartozo torzsek légzésaktivitasai kozott nem volt megfigyelhetd 1ényegi eltérés. A
kapott értékek kozt szignifikans kiilonbség allapithatd meg.

Sajnos a technikai koriilmények nem tették lehetévé a sziirkerothaddsnak kedvezd

koriilmények kozott a 9015-0s torzs 1égzésaktivitasi vizsgalatat.
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6. diagram: Kiilonb6z6 B. cinerea torzsek 1égzési aktivitasa a citokrom uton (CP) ill. a cianid rezisztens
alternativ 1égzési titvonalon (AP) a "nemes rothadas" koriilményei kozott (25% gliikoz; 15 °C)

Az diagramokon (5. és 6. diagram) jol megfigyelhet6, hogy nem csak a differenciald
kortilmények kozott, de azokon beliil, az egyes torzsek 1égzésaktivitasa kozt is kiilonbségek
voltak.

A nemes rothadast kialakito differenciald koriilmény esetében (6. diagram)
elmondhat6, hogy a torzsek eltérést mutattak egymas kozott, de nagyon jol lathato, az el6zo
esettel ellentétben, hogy az alternativ Ut (AP) 1€égzésben betdltott szerepe a citokrém tutnal
sokkal nagyobbnak mutatkozott. Kiugré értékeket mértiink, torzstdl fiiggden 1299-1984
pmol/perc/DCW(g) intervallumon beliil, ahol a legkisebb értéket a 8002-es torzs, a
legnagyobbat pedig a B05.10-es torzs képviselte. Mindez azt bizonyitja, hogy abiotikus
tényezOk hatasara a 1égzés alternativ Gtjan keresztiil szallitodik az elektronok jelentds része az
oxigénre. Stressz hatdsdra, a 8021-es torzs esetében a citokrom ut (CP) altal elfogyasztott
oxigén mennyisége jelentdsen kisebb (140 umol/perc/DCW(g)) értéket mutatott a tobbi torzs
értékeihez viszonyitva, melyeknek 425-1275 pmol/perc/DCW(g) kozé tehetd a CP aktivitasuk.
Ha parhuzamot huizunk a sziirkerothadas koriilményeinél kapott CP aktivitas értékekkel, akkor
felismerhetjiik, hogy az ott mért CP aktivitas is megkozelitéleg 500-1000 pmol/perc/DCW(g)
értekeket képviselt.

Mivel a sziild torzsek és a Ku mutansok sziirkerothadasos koriilmények kozott mért
1égzésaktivitds eredményei is hasonldak voltak ezért az asziisodas koriilményei kozott a Ku

torzseket nem vizsgaltuk.
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4.3. Northern analizis eredménye

A B05.10-es magas patogenitast mutatd tipustorzs Northern analizisét elvégezve, a foto

eléhivasat kovetden az 5. abran lathatod eredményt kaptuk.

Botrytis cinerea BO5.10 | s St w-n -~
RS (o e B0 0 4 1 4
! d - A
3 6 6 12 3 6

Idd(6ra) 3 6 12 3 6 12 12 3 12 3 6 12

Koncentracio (glitkoz) 0,1% 1% 2% 5% 10% 20%

5. abra: Az aox enzim kifejezddése a cukorkoncentracid és az eltelt id6 fiiggvényében a riboszémalis RNS
mennyiségéhez viszonyitva

A mintainkat azonos mennyiségli rRNS mintdkhoz viszonyitjuk, igy bizonyitva, hogy
az erdsebb tonusu vonalak nem azt jelentik, hogy nagyobb mennyiségii mintét vittiink fel a
membranra.

A gén minden esetben kifejez6dott, s6t magas cukorkoncentraciokon az aox enzim
expresszioja jelentdsen emelkedett. Ez bizonyitja, hogy az aox szerepet jatszik az él6lények
kiilonb6z6 koriilményekhez torténd alkalmazkodasi képességében.

Jol lathaté az 4bran, hogy a cukorkoncentracié novekedésével a vonalak ténusa is
er6sodott, ami arra utal, hogy az aox, a cukorkoncentraci6 emelkedésével aranyosan, egyre
nagyobb koncentracidoban van jelen a mitokondrium bels6 membranjdban. Az eredmény
magyarazata a kovetkezd lehet: mivel a membranon nem az aox koncentraci6 lathatd, hanem
az RNS koncentracio, arra lehet kovetkeztetni, hogy a magasabb cukorkoncentracidkon a
stressz hatds miatt megnovekszik az atirodd6 mMRNS-ek szama, ami az informéciot hordozza és
lehetéséget ad az AOX képzddésére.

0,1 % gliikoz koncentracio esetében 12 ora elteltével nem latni kifejezddésre utald savot.
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5. Kovetkeztetés

Az atlagos micélids ndvekedés vizsgalataval bizonyitottuk, hogy az alacsony
homérséklet és a magas cukorkoncentracidé koriilbeliil a felére csokkenti vissza a torzsek
novekedési erélyét az optimalis koriilményekhez képest. Azonban az I-es és II-es csoportba
tartozo torzsek novekedési litemében nem talalhato kiilonbség egyik differencidlod koriilmény
esetén sem. Kisebb-nagyobb eltérés észlelhetd a torzsek kozott mindkét modellezett
koriilményen beliil, de ez normalis, a fenotipusos és genetikai kiilonbségeknek koszonhetden.
Nagyobb eltérés a mutans térzsek €s azok sziilétorzseinél fedezheto fel.

Mar a kisérletek sordan végzett szemrevételezési vizsgalatokban is latszodott, hogy a
sztresszhatds nagyban visszaszoritjia a gombak ndvekedését. Egyrészt a gatlasi %
meghatarozasaval, szdmszerlsitve is latszodott, hogy az abiotikus sztressz hogyan hatott a
gomba ndvekedésére, am az 1. és II. csoportba tartozo torzsek kozt gatlasi %-ban sem volt
megfigyelhetd kiillonbség. Masrészt a mikroszkopos vizsgalatok soran elkészitett képek is
bizonyitottdk, hogy az optimalis koriilményekhez képest, a nemes rothadas kialakulasanak
kedvezd koriilmények kozott, a torzsek nem fejlesztettek konidiumtartés konidiumokat, a
szaporodas vegetativ Uton tortét, a hifa szovedék fehér, elszinez6déstél mentes. Mivel a
szlirkerothadasnak kedvezd koriilmények esetében a szaporodasnak optimalis feltételei adottak
voltak, ezért a konidiumtartd fejlesztés, és konidiumtermelés is megfigyelhetd volt, ezzel
magyarazhat6 a tobb napos tenyészetek enyhe sziirkés szinezettsége.

Az atlagos hifa atmérd vizsgalat utan vegyes eredményeket kaptunk a két differencialo
koriilmény oOsszehasonlitdsakor, mely a torzsek stressz hatisara kialakult kiilonb6z6
valaszreakcidinak volt koszonhetd. Ezek alapjan megkiilonboztetiink olyan torzset, mely
abiotikus korlatozo tényezOk hatasara a hifa elvékonyodéasaval reagaltak, de néhany térzs éppen
ellenkezdleg a hifa megvastagodasaval és erds vakudlumozottsaggal reagalt az alacsony
hémeérsékletre, de foként a magas ozmotikus nyomasra. A kialakitott stresszhatas ebben az
esetben sem volt hatassal az I-es és II-es csoport hifa &tmérdjének valtozasara, kiilonbség nem
allapithatdo meg a modellezett koriilmények kozott.

Légzésaktivitasi vizsgalatok sordan nem csak a differenciald koriilmények kozott, de
azokon beliil, az egyes torzsek l1égzésaktivitasa kozt is kiillonbségek voltak, mely ugyancsak a
torzsek genetikai variabilitasdnak koszonhetden adodtak. Mivel a sziirkerothadast kialakito
koriilmény esetében nem jelentkezett semmilyen stressz tényez0, ezért az alternativ 1égzési ag
aktivitasa sokkal kisebbnek bizonyult a citokrom uUténal. A nemes rothadast kialakitd

koriilmény esetében az alternativ Ut légzésben betoltott szerepe a citokrém utndl sokkal
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nagyobbnak bizonyult, igy aldtdmasztottuk a szakirodalmakban 1évo feltételezést, hogy
abiotikus tényezok hatasara a 1égzés alternativ Gtjan keresztiil szallitodik az elektronok jelentds
része. Az 1. és II. csoportba tartoz6 torzsek 1égzésaktivitasai kozott nem volt megfigyelhetd
Iényegi eltérés a differenciald koriilményeken beliil sem, s azok kozott sem.

A northern analizis soran a megndvekedett cukorkoncentraciok esetén, megndvekedett
aox expressziot fedeztiink fel, mely bizonyitja, hogy az aox szerepet jatszik az él6lények
kiilonb6z6 koriilményekhez torténd alkalmazkodasi képességében.
mikroszkopos vizsgalatok elvégzésével, valamint a B05.10 és T4 sziil6torzsek ¢és Ku mutansaik

Odsszehasonlitasat.
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Osszefoglalas

A Botrytis genuszba tartoz6 fajok olyan fonalas gombak melyek fitopatogének és
gazdasagilag jelent6s kart tudnak okozni. A B. cinerea leginkabb a mérsékelt ¢govon terjedt el,
¢€s ott nagyszamu, eddig bizonyitottan 235 gazdandvényen képes a sziirkerothadas (pouriture
grise) nevll betegséget kivaltani. Megfeleld koriilmények kozott (szdlofajta, klimatikus
tényezOk), az érett, magas cukortartalmu sz6l0szemeken nemes rothadas (pouriture noble) is
kialakulhat (JARVIS, 1977.).

Legutobbi kutatasok eredményei alapjan, a Botrytis cinerea fajkomplex legalabb két fajt
foglal magaba, B. cinerea sensu sticto (II. csoport) és B. psudeocinerea (l. csoport), melyek
koz¢ tartozd torzsek genetikai alapon elkiilonithetdek, kiilonbéznek a patogenitasukban és
eltéré modon toleraljak a kiilonb6z6 fungicideket (ASADOLLAHI et al., 2013.).

Kisérleteink soran a Botrytis cinerea gomba tanulmanyozasaval az volt a célunk, hogy
a sziirke- ¢és nemes rothadas modellezésével megfigyelhessiik a kiilonbozd differencild
koriilmények hatasat a gomba ¢lettani tulajdonsagaira nézve, mint példaul a morfoldgiai
sajatsag valtozasat, a gomba alternativ oxidaz enzimének esetleges aktivitasvaltozasat, valamint
a hatast az el6bb emlitett enzim kifejezédésére.

Els6ként a Botrytis cinerea l-es és II-es fajcsoportjaba tartozo, 10 kivalasztott torzs
morfologiai tulajdonsagait vizsgaltuk kiilonbozé koriilmények kozott: két hdmérsékleten (9, és
25 °C) és eltér6é ozmotikus koriilmények modellezésével (10 és 250 g/l gliikdz). A vizsgalatokat
makroszkopos mérésekkel és fénymikroszkopos megfigyeléssel végeztiik el. Eredményképpen
kijelenthetd, hogy a toérzsek novekedése a nemes rothadés koriilményei kozt sokkal gyengébb
volt, mint a sziirkerothadas esetében, azonban mikroszkopikusan nem volt jelentds kiilonbség
a torzsek kozt. Ezutan Osszehasonlitottuk ugyanezen 10 torzs alternativ oxiddz (AOX)
aktivitasat is. Az eredmények alapjan megallapithatd, hogy abiotikus stressz (alacsony
hémeérséklet -és magas ozmotikus nyomas) hatasara, a nemes rothadast modellezd koriilmények
esetén, az alternativ 1égzési itvonal aktivitasa jelentésen megndtt. Végiil a B05.10 B. cinerea
sensu stricto, magas patogenitast mutatd tipustézs esetében nyomon kovettiik, hogy az 1d6
expresszidja. A vizsgélatot Northern analizissel végeztiik el, végeredményképpen pedig
kijelenthetd, hogy magas cukorkoncentrdciokon az aox enzim expresszidja jelentdsen

emelkedett.
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Interneten elérheto forrasok:

11: http://m.cdn.blog.hu/sz/szolo/image/200712/botrytis cinerea cycle.qif
2014.10.11. 14.20 h
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2014.10.15.21.45h

40


http://m.cdn.blog.hu/sz/szolo/image/200712/botrytis_cinerea_cycle.gif
http://www.ipm.ucdavis.edu/PMG/GARDEN/IMAGES/INVERT/bunchrotlc.jpg

Fiiggelék

1. fiiggelék:

Gamborg BS5 taptalaj 6sszetevok (g/L)
KNOs 2,5
(NH4)2S0O4 0,134
CaCl,x2H,0 0,15
MgSO4 0,122
NaH2PO4 0,13042
MnSQO4x2H,0 1
HsBOs 0,3
Naz MoO4x2H20 0,025
Kl 0,075
CuS0O4x5H20 0,0025
CoCl>x6H20 0,0025
FeSO4x7H20 2,78
ZnSO4X7H20 0,2
Na>-EDTAx2H,0 3,73
gliikk6z a kisérlet beallitasatol fiigg
agar (csak szilard taptalaj esetén) 15
pH 4.00
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2. fiiggelék

RNS izolalas szovetféleségbol NucleoSpin® RNA Plant protokoll alapjan.

1. A minta homogenizalasa
Minta poritasa folyékony N» segitségével.

5 Sejtfeltaras
2. Sejtek roncsolésa (lizis) + 350 RAl
350 ul RAT puffert és 3,5 ul B-mercaptoetanolt adunk a i
mintakhoz €s erdteljesen vortexeljiik. 3,5 ul p-ME
3. A lizatum sziirése 11.000x g
A lizatum tisztitdsa 11.000 fordulat/perc sebességii, 1 a () 1 perc

percig tartd centrifugalassal.

4. RNS koté feltételek beallitasa
A lizatumot 350 pl 70%-os etanollal elkeverjiik.

+ 350 ul 70% os etanol

Keverés

5. DNS kotése
Kovasav membranon keresztiil centrifugaltatjuk a
lizatumot 30 masodpercen keresztiil 11.000 ford./percen.

11.000 x g

30 masodperc

6. Kovasav membran sotlanitasa
350 pl MDB-t pipettdzunk a membranra és 11.000
ford./percen, 1 percen keresztiil szaritjuk a membrant.

+350 pl MDB
11.000 X g, 1 perc

7. DNS emésztése
95 ul DNaz reakcio keveréket pipettazunk a kovasav
membranra. 15 percig szobahdmérsékleten inkubaljuk.

v
¥

+ 95 ul DNaz oldat

reakciokeverék,

Szobahdmeérséklet, 15 perc

8. Kovasav membran mosasa és szaritasa
1. mosés: 200 ul RAW?2 pufferrel centrifugalunk 11.000
ford./percen; 30 mésodpercig.
2. mosas: 600 pul RA3 pufferrel centrifugdlunk 11.000
ford./percen; 30 mésodpercig.
3. mosés: 250 pl RA3 pufferrel centrifugalunk 11.000

+ 200 ul RAW2
11.000 x g, 30 mp

+ 600 ul RA3
11.000 x g, 30 mp

ford./percen; 2 percig, hogy a membrant teljesen @ +250 ul RA3
kiszaritsuk. 11.000 x g, 2 perc
9. RNS leolddsa a membrénrdl + 60 ul RNaz
60 ul RNaz mentes vizzel centrifugalunk 11.000
mentes H20,

ford./perc sebességgel 1 percig.

11.000 x g, 1 perc
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3. fiiggelék

A northern analizis soran alkalmazott oldatok elkészitési modjai

Loading puffer készitése:

Ossz.:

250 pl 100 %-os formamid

83 ul 37 %-os formaldehid

50 ul  10x MOPS

50 ul  100%-os glicerol (Rnaz mentes)
53 ul DEPC viz

4 ul  Etilium-bromid (EtBr)

10 ul  Brémfenol-kék

500 pl

Eppendorfban 6sszemérjiik, vortexeljik, spineljiik, majd jégre helyezziik a felhasznalasaig.

crer

41,85 g MOPS MW: 209,3 g/M

6,8 g Na-acetat x 3H20 MW: 136,08 g/M

Feltoltjiik 800 ml-re DEPC vizzel

5,845 g (20 mM) EDTA (az oldat pH: 4,3)

pH beallitasa NaOH-al 7,0-ra

Feltoltjiikk 1000 ml-re DEPC vizzel

A jo6 oldodas érdekében kevertetjiik

Sterilizalas sterilstoppal (az autoklavban besargul)

Hitészobaban 4 °C-on kell tartani

(1x-es koncentracio készitése: 100 ml-t feltoltiink 900 ml DEPC vizzel)

cre

175,32 g (3M) NaCl-ot és 88,23 g (0,3 M) Na-citrat-ot belemériink 11 DEPC vizbe. A pH-t
HCl-al 7,0 re allitjuk be, majd autoklavban sterilezziik.

LSW (Low Strigway Washing - Alacsony szigortsdgi fok) oldat készitése:

100 ml oldat készitésé¢hez, 10 ml 20x SSC-t, 80 ml DEPC vizzel t6ltjiik fel, majd hozzaadunk
1 ml 10%-0s SDS-t és DEPC vizzel jelre toltjiik (az SSC és az SDS nem mérhetd Gssze
kozvetleniil, mert csapadék képzddik).

HSW (High Strigway Washing - Magas szigorusagi foku) oldat készitése:

100 ml oldat készitéséhez 0,5 ml 20x SSC-t, 80 ml DEPC vizzel toltiink fel, majd 1 ml 10%-0s
SDS-t adunk hozza és DEPC vizzel jelig toltjiik. (a csapadékképzodés megeldzésére ismételten
figyelmet kell forditani).
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