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1. BEVEZETES

A bioszféra ¢éldlényei (virusok, prokaridtak, eukaridta egysejtiiek, novények, allatok,
gombak) bonyolult, sokszor még ismeretlen kapcsolatrendszerben allnak egymassal, ennek
kovetkeztében a fajok hatdssal lehetnek egymas életfolyamataira és populdcidodinamikajara.
Ezek a kapcsolatok lehetnek az egyik vagy mindkét faj szdmara karosak (parazitizmus,
versengés), semlegesek, vagy hasznosak (szimbionta kapcsolat) (Borvendég et al. 2001).

A fajok kozotti kapesolatok egyik érdekes tipusa a novények szoveteiben €16 endofita
gombak és az ezen gombakban €16 mikovirusok jelenléte. Endofita gombakat szinte minden
hajtasos novénybol kimutattak mar, €s egyre jobban megismerjiik a gazdandvényekre gyakorolt
sokrétli hatasukat is: novelhetik a ndvények biotikus €s abiotikus stresszel szembeni ellenallo
képességét, javithatjadk novekedésiiket, vitalitasukat (Hyde és Soytong, 2008). Ugyanakkor
ezek a fajok zomében ismeretlen aktivald faktorok hatasara potencialisan patogénné valhatnak,
ekkor mar novényvédelmi problémakat okozhatnak, hatdsuk a semleges-hasznosbol karossa
valik (Botella et al. 2010). Ezek az endofita gombak gyakran tarsulnak mikovirusokkal, melyek
gombagazddikban morfoldgiai és élettani valtozasokat okozhatnak (Chu et al. 2002), ezaltal
hatassal lehetnek a gazdandvényre is.

Lathato tehat, hogy a ndvények szoveteiben €16 szervezetek bonyolult, és sokszor még
ismeretlen kapcsolatrendszerben allnak egymassal, egyfajta mikrobiomot alkotnak. Egyre
inkabb nyilvanvalova valik ezen hatasok fontossaga a novény fejlodésében, és napjainkban
szamos kutatas folyik ezen kapcsolatrendszerek kihasznalasanak lehetdségeire a kertészeti
termesztésben.

A korabbi irodalmi adatok elsdsorban természetes vegetaciok, illetve termesztett tropusi
fajok endofita gomba és mikovirus kolonizaltsagaval foglalkoztak. A hazai termesztett fajokrol,
kiilondsen a lagyszartakrol nagyon kevés informacid all rendelkezésiinkre. Ezeért tartottuk
fontosnak a hazai zoldségtermesztés egyik meghatarozd fajanak, az étkezési paprikdnak
bevezetett 1j modszerek (abiotikus stresszel szembeni tolerancia, bioldgiai ndvényvédelem)

komoly gazdasagi haszonnal kecsegtetnek.



2. CELKITUZES

Dolgozatom célja az étkezési paprika két fajtajaban ("Ho6 F1°, Kérpia F1°) €16 endofita
gombak kitenyésztése, izolalasa, morfoldgiai jellemzése és gyakorisaguk felmérése volt.
Emellett reprezentativan kivalasztott gombatdrzsekbdl megkiséreltem duplaszala RNS
(dsRNS) genomu mikovirusok detektalasat is. A kisérlet egy, a Novényélettan és Novényi
Biotechnolédgiai tanszéken zajlo nagyobb kutatds részfolyamata volt, melynek célja a
kiilonb6z6é Capsicum fajokban és fajtakban él6 nem patogén organizmusok (virusok,

baktériumok, gombak) felmérése, azonositasa és lehetséges hatasaik és kapcsolataik vizsgélata.

3. IRODALMI ATTEKINTES

3.1.Az étkezési paprika (Capsicum annuum L.) bemutatasa

3.1.1.Az étkezési paprikaja eredete, rendszertana és botanikaja

A paprika neve a legtobb nyelven, igy a magyarban is a gordg- és latin piperi-piper
szora vezethetd vissza, ami borsot jelent (Somos, 1981). Ez tiikrozi régi felhasznalasi teriiletét:
a draga importfiiszer, a fekete bors (Piper nigrum) kivaltasara honositottak meg Eurdpaban,
régi magyar neve, a torokbors is erre utal. A nemzetség tudomanyos nevét (Capsicum) vagy a
gordg capso, captein (marni, harapni), vagy a capshakes (tok, hiively) szavakbdl nyerte
(Somos, 1981).

Rendszertanilag a  Solanaceae  (Burgonyaf€lék) csaladba  tartozik, tobb
z0ldségnovénylink rokon faja (paradicsom, burgonya, tojasgylimolcs). A nemzetséghez
nagyjabol 20-30 faj tartozik, tobbségiik vad tipus (pl. C. chinense, C. frutescens, C. baccatum),
hazankban iizemi koriilmények kozott csak a Capsicum annuum (étkezési paprika) fajtait
termesztjiik. A vad fajok nemesitési alapanyagként szolgalhatnak (Zatyko, 1993). A
tovabbiakban csak a hazankban jelent6s Capsicum annuum faj jellemzésével foglalkozom.

Az étkezési paprika Oshazaja a Dél-Amerikai kontinens (Mexiko, Guatemala) (Somos,
1981). Eredeti él6helyén tobbéves, fasodd félcserje életmodot folytat, a hazai technoldgidkban
egyéves novényként termesztjiik. (Zatyké, 1993) Allandd helyre vetett allomany esetén
fogyokérrendszert fejleszt, de tlizdelés vagy atiiltetés esetén (amikor a fiatal ndvény gyokere

sériil) egyenrangu oldalgyokereket képez, igy gyokérzete bojtos gyoOkérzetre hasonlit.



Hajtasrendszere lehet folytonos novekedésii, vagy determindlt (csokros). A ndvény levelei ép
sz¢liek, kerekded vagy ovalis alakuak, kihegyesedok.

Viradgai kétivartak, szirmuk fehér, forrt. Fakultativ idegentermékenyiild, az
idegentermékenytiilés 50m-es izolacios tavolsagban mar teljesen megsziinik. Termése husos
falu tok, mely gazdasagi és bioldgiai érettségben is sziiretelhetd a felhasznalds céljanak
megfeleléen. Magja lapitott vese alakd, ezermagtomege 5-7 g, csirazoképességét 3-4 évig Orzi

meg. (Zatykod, 1993)(Balazs et al. 2000).

3.1.2.Az étkezési paprika gazdasagi jelentosége

A magyar zoldségtermesztés egyik legmeghatdrozobb zoldségndvénye, éves hazai
termése meghaladja a 200000 tonnét, ezzel hazank a vildg 10 vezetd paprikatermesztd orszaga
kozé tartozik. Az egyes paprika alakkorok koziil a konzerviparban a paradicsomalkata
nagyjabol 50%-os részarannyal rendelkezik, mig szabadfoldon mintegy 15%-kal, itt a fehér
kupos tipus a legmeghatarozobb. A hazai termesztett paprika nagyjabol 10%-a csipds, a tobbi
alakkor elhanyagolhatdé mennyiségli. Az étkezési paprika f6 felvevOpiaca a hazai friss
fogyasztas, nagyjabol 50%-os részarannyal. Ez a 10 kg/fé feletti éves fogyasztassal
magyarazhat6. A hazai konzervipar a termés mintegy 25%-at dolgozza fel, és nagyjabol 7%
keriil friss termékként exportra (Zatyko, 1993).

A paprika gazdasagi jelentdsége napjainkban is megmaradt, mivel a hazai igények
mellett egyre jelent6sebbek a magyar paprika iranti exportigények. A hazanktol északra és
nyugatra elhelyezkedd fejlett orszdgokban az egyre modernebb termesztéstechnologia
kovetkeztében a kivald mindségli hazai fehér kapos paprika dragan értékesithetd, kedvelt

kuridzumnak mindsiil (Martonffy, 1999).

3.1.3.Az étkezési paprika biolégiai igényei, termesztése

A sikeres termesztés alapvetd kovetelménye az adott novényfaj bioldgiai igényeinek
ismerete, és ezek lehetd legsikeresebb kielégitése. Ezek a tényezOok hatast gyakorolhatnak a
paprikaval egylitt €16 szervezetekre (koztik az endofita gombdkra is), ezért fontos ezek
attekint6 bemutatasa.

A paprika kornyezeti igényeit, mint minden termesztett ndvény esetében az eredeti
szarmazasi helylik (a paprikanal Dél-Amerika) hatarozza meg. Elmondhat6, hogy a paprika
fényigényes novény, terméskotéshez 5000 lux feletti, és legaldbb 13-14 6rds megvilagités

sziikséges. A kritikus megvilagitas alatt a ndvény egyaltalan nem kot termést, de a tal alacsony
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megyvilagitas noveli a tenyészidd hosszat is. Héigénye Markov-Haev szerint 25°C, ennél 7°C-
kal magasabb homérséklet az idealis szamara a csirazaskor, és 7°C-al alacsonyabb szikleveles
korban, az els6 kotések 1étrejottekor és €jszaka (Zatykd 1993). Vizigénye optimalis termesztési
koriilmények kozott magas. Koztudottan tapanyagigényes novény, fontos a talaj nitrogén,
foszfor és kaliumtartalmanak megfeleld aranyban tartasa, emellett fontos mikroelemek még
szdmara a magnézium, a mész, a vas és a bor (Zatyko 1993, Balazs et al. 2000).

A novény termesztési koriilményei befolyasolhatjak a benniik €16 endofita gombak
¢letkoriilményeit  is, ezért fontos  tisztaban lenniink a  paprika  alapvetd
termesztéstechnolégidival. Altalanossdgban elmondhatd, hogy a rendszervéltas eldtti idékben a
hazai paprikatermesztést elsGsorban a nagy mennyiségii, foleg szabadfoldi, nem mindig magas
mindséget biztositd tomegaru eldallitasa jellemezte. Napjainkra ez a trend megvaltozott, az
igényes fogyaszté csak a kivaldo mindségli arut hajlandd megvasarolni. Ez az igény
termesztéstechnoldgiai és novényvédelmi modszerek megvaltozasat vonta magaval, emellett ;)
fajtak is megjelentek a piacon, ami az endofita él6lények életlehetdségeit és terjedési modjait is
lényegesen befolydsolta. Hazankban legelterjedtebb termesztési modok a szabadfoldi palantés
termesztés, illetve a novényhazi hajtatds. A hajtatas torténhet eredeti talajon, vagy talajnélkiili
hajtatassal valamilyen termesztokozegen (Zatykd 1993; Martonfty 1999).

A tobbi termesztett novényiinkhoz hasonldan a paprikanal is egyre nagyobb igény meriil
fel a vasarlok és a termesztOk részérdl is a lehetd legalacsonyabb ¢s legkiméletesebb
vegyszerhasznalatra. Novényhazi koriilmények kozott paprikdndl is egyre gyakoribb a bioldgiai
védekezés (pl. Orius laevigatus ragadozo atkakkal tripszek ellen). Az 0j hatéanyagok és
védekezési stratégiak megvaltoztathatjak a kultura fajosszetételét, tekintettel a paprika novény

szOveteiben €16 endofita gombakra és azok mikovirusaira is.

3.2. Az endofita gombak altalanos bemutatasa

Az endofita gombdk meghatirozasira szamos definicid sziiletett, ezek koziil a
legaltalanosabban elfogadott Petrini (1991) meghatarozasa: ,,Endofita minden olyan ndvényi
szervekben ¢l6 organizmus, ami élete egy szakaszdban képes a ndvények belsd szoveteit
kolonizalni gy, hogy a ndvényen lathaté karosodast nem okoz.” Fontos itt kiemelni, hogy
¢letciklusa egy szakaszdban, mivel az endofita gombdk kozott eldfordulnak potencialis
patogének is (Giordano et al. 2009), melyek tobbnyire ismeretlen faktorok hatasara é€letiik egy
szakaszadban mar tiineteket okoznak a novényeken. A mikhorrhiza gombékat nem soroljuk az
endofitak kozé, mivel ez a kapcsolat csak a ndvény erre specializalt szervében johet létre, és a

gomba is specialis képleteket fejleszt (Lukacs (szerk.) 2013).



3.3. Az endofita gombak jelentosége

Az endofita gombadk gazdandvényre gyakorolt hatasuk szerint lehetnek mutualistak,
kommenzalistadk és bizonyos esetekben parazitdk is. Ezt a kapcsolatot tobb tényezo
befolyasolhatja, az abiotikus tényezdk (homérséklet, napfénytartam, csapadék) mellett a
novény életkora és egészségi allapota és az egyéb endofita organizmusok jelenléte is (Redman
et al. 2001). Egy adott endofita gombafaj életciklusa soran a tobbi tényezd valtozasanak
fliggvényében tobbféle ¢letmodot is folytathat a ndvényen beliil.

Az endofita gombak elterjedtsége a novényben erdsen fligg a kérnyezeti és termesztési
tényezoktol, a novényfaj és -fajta gombafertézésre vald fogékonysagatol, és vektorfajok
jelenlététdl. Korrelacidanalizissel bizonyitottdk, hogy a délnyugat-kinai gyepekben taldlhato
arbuszkularis mikorrhizagombak (melyek nem tekintheték valodi endofitanak) kolonizaltsaga
szignifikansan Osszefiigg a kornyezeti tényezokkel (csapadék, napsiitéses ordk szama, talaj,
stb.). A veliik egyiitt jelenlévo fekete szeptalt endofita gombak kolonizaltsaga viszont csak a
relativ paratartalommal és a napsiitéses orak szamaval volt szignifikdns Osszefiiggésben
(Lingfei et al., 2005).

Termesztésben sokat tehetiink a potencidlisan patogén endofita gombak terjedésének
megakadalyozasa érdekében, ezek kozé tartozik a talajnélkiili hajtatds fertStlenitett
termesztOkozegen, rezisztens fajta termesztése, a ndvények optimalis tapanyagellatisa, a
vektorszervezetek hatékony gyéritése, illetve a csepegtetdcsdves Ontdzés alkalmazasa a
szorofejes helyett, mert igy kisebb a nedves levélfeliileten a potencialis korokozok terjedésének
valoszinlisége. Fontos a vetésforgo betartasa, ez foleg gazdaspecifikus korokozok esetén segit a
terjedést gatolni; valamint az egészséges szaporitdoanyag hasznélata (Vétek és Nagy, 2011, Glits
etal., 2012).

Capsicum annuum-ban ¢él6 patogén gombakra Muhammar és munkatarsai végeztek
kutatasokat Pakisztanban. Termesztett paprikandvények gombafajait vizsgaltdk gyokér, szar,
levél és mag szervekbdl. Osszesen hét nemzetséget, és 10 fajt sikeriilt kimutatniuk: Alternaria
alternata, Cephalosporium acremonium, Fusarium anthophilum, F. moniliforme, F.
oxysporum, F. proliferatum, F. solani, Macrophomina phaseolina, Pythium aphanidermatum
¢és Rhizoctonia solani. (Muhammar et al.1997). A paprika alternarias megbetegedése hazankban
is jelentds, ez okozza ugyanis a paradicsomalkati paprikdk sziirke maghazpenészét, ami

komoly termésmindségromlas okoz (Glits et al. 2012).



Bér az endofita gombak kozott szamos potencidlis parazita faj taldlhatd, egy résziik
egész ¢letciklusa folyamén lathatatlan marad a ndvényben, gazdaszervezetére nincs lathatd és
bizonyithato hatassal. Ilyen semleges kapcsolatban altalaban elsédleges lebonto fajok élnek a
novény szoveteiben, melyek csak annak pusztulasa utan akitivizalédnak (Bacon és White,
2000).

A gazdandvényeikkel karos vagy semleges kapcsolatban 1év6 endofita gombak mellett
sok olyan faj is megtalalhatd a ndvényekben, mely hasznos a ndvénygazdaja szaméra. Ezek az
szembeni ellendllo-képességiiket, és hatékony védelmet nyudjthatnak bizonyos koérokozok és
kartevok ellen is, ezaltal a jovoben a biologiai ndvényvédelem potencialis forrasait jelenthetik.

Egyes endofita gombdk képesek ndvényi hormonokat, példaul gibberellineket(GA) és
auxint (IAA) termelni, ezaltal hatassal lehetnek gazdandvényiik fejlédésére. Khan és
munkatarsai  szarazsagstressznek kitett paprikandvények gyokerébol izolaltak endofita
gombakat, koztiik a Chaetomium globosum fajt is. Az ebbdl a gombabol felszaporitas utan
nyert filtratumrél bebizonyosodott, hogy szignifikansan ndvelte a hibds gibberellin
bioszintézisti mutans rizsfajta (Waito C. rice) ndvények novekedését, klorofilltartalmat,
levélfeliiletét és biomassza produktumat (Khan et al., 2012).

Az novényben €16 endofita gombdk antagonista hatassal lehetnek a novény patogén
gombaira, korlatozhatjak a patogén novekedését in vitro és in vivo koriilmények kozott is,
ezaltal csokkentik az altaluk okozott termésveszteséget (Arnold et al. 2003). Ilyen antagonista
hatast figyeltek meg a kaucsukfa (Hevea brasiliensis) endofita gombai, és a kaucsukfa
korokozo gombaja, a Microcyclus ulei kozott Braziliaban. A korokozo felelés a kaucsukfa dél-
amerikai levélpenésznek (South American Leaf Blight) nevezett betegségéért, mely az
tiltetvények gyenge fejlddését okozza, ezaltal a gazdasdgos gumi-eldallitds egyik korlatozo
tényezdje a neotropikus régidban. Harom, a korokozo ellen eltérd rezisztenciaval rendelkezd
kaucsukfajta leveleibdl Osszesen 435 gombakolonidt izolaltak. 88 izolatumbol liofilizalt
kultarakivonatot nyertek, és ezek gatld hatasat vizsgaltak a Microcyclus ulei PMB26
konidiumainak csirazasara in vitro koriilmények kozott. 12,5%-os koncentracié mellett 13
filtralt endofita gombakultura mutatott 80% feletti gatlo hatést, ezeket az rDNS-iik ITS régidja
alapjan beazonositottak. A gatld hatast mutato izolatumok a Fusarium, Gibberella, Glomerella,
Microsphaeropsis, Myrothecium, Pestalotiopsis és Phomopsis nemzetségekbe tartoztak( Rocha
et al. 2010).

Mas kisérletekben a Trichoderma viride gomba spora-szuszpenzidjaval kezelt

gyimolcsfakat tokéletesen meg tudtdk védeni az Olomfényliség (korokozo: Stereum
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purpureum) fert6zésétdl, ami ellen a mai napig semmilyen kémiai védekezési lehetdség nincs.
A Trichoderma harzianum jol hat a bab és a paradicsom bizonyos betegségei ellen, a
Trichoderma lignorum pedig az uborka és a gabonak gombas betegségei ellen (Steiner, 1994).

Az endofita gombak patogén gombakra gyakorolt gatlé hatasat mas zoldségfajokon is
megfigyelték. A paradicsom fitoftoras betegségének korokozojara, a Phytophtora infestansra
gatld hatast fejtenek ki bizonyos, paprikabol, uborkabdl, tokbol, paradicsombdl és kinai kelbol
izolalt endofita gombak. Ezek a gatld hatasu torzsek a Fusarium, Chaetomium, Penicillium,
Talaromyces, Colletotrichum és Choniochaeta nemzetségekbe tartoztak (Kim et al., 2006).

Az endofita gombak gatld hatast gyakorolhatnak a korokozok mellett a kartevd allatokra
is (Hernawati et al., 2011), ezaltal a kartevok elleni biologiai novényvédelem 10j potencialis
forrasai lehetnek. A természetes vegetacioban az endofita gombakkal kolonizalt magas- és
réticsenkesz novények vizsgalatakor a gomba jelenlétének szignifikdnsan gatld hatésat
figyelték meg két kartevofaj, a viaszos tetvek kozé tartozd Phenococcus solani és a levéltetvek
koz¢ tartozo Sipha maydis populacioinak novekedésére.

Hernawati és tarsai Chilében vizsgaltak a chilipaprikafajok (Capsicum annuum L.)
levelének endofita gombait, és ezen gombak hatasat a kartevé Aphis gossypii levéltetiifajra. A
novények leveleibdl felszini sterilizalast kdvetden Gt taxont tudtak azonositani: Aspergillus
flavus, Nigrospopra sp., Conipothrychum sp., illetve steril hifa 1 (SH1) és steril hifa 2 (SH2).
Megéllapitottak, hogy mig a levéltetiivel fertdzott és a levéltetiimentes ndvényegyedekben a
gombafajok szama megegyezett, addig ezek gyakorisaga eltéré volt. A Nigrospora sp., SHI1 és
SH2 gyakorisaga szignifikdnsan magasabb volt a levéltetli mentes novényekben; a tobbi
nemzetség esetén nem volt megfigyelhetd kiilonbség. Az endofita gombék hatasat a levéltetvek
populdciddinamikajara ¢és életfolyamataira az egyes izoldlt torzsekkel mesterségesen
megfertdzott leveleken nevelt levéltetii-allomanyok vizsgéalatdval mérték fel. Megallapitottak,
hogy az SH1 és SH2 torzs szignifikdnsan csokkentette a kartevé termékenységét, emellett az
SH2-vel végzett kezelés novelte a levéltetli életciklusanak hosszat, és csokkentette a
testméretiiket. Az el6z6ekbdl kovetkezden az SH2 térzsnek volt a legerdsebb elnyomd hatasa

az Aphis gossypii populacionovekedésére (Hernawati et al., 2011).

A korabbiakban lathattuk a ndvényekben €16 endofita gombak karos €s hasznos hatasait
a novénytermesztésre, ezen keresztiil feltehetdleg az emberiség ¢€lelmiszer-eldallitasara.
Emellett egy napjaikra egyre jelentdsebbé valo teriileten is potencidlis haszonforrasként lehet
rajuk tekinteni, mivel egyes fajaik 0 lehetdségeket nyithatnak 10j, az emberiség szdmara

hasznos bioaktiv anyagok eldallitasara. Tobb endofita gombanal mutattdk mar ki bioaktiv

10



masodlagos anyagcseretermékek jelenlétét a legkiilonbozobb vegyiiletcsoportokbol: példaul
fenolok, szteroidok, flavonoidok, kinonok, terpenoidok, alkaloidok, cikloalkanok (Schulz és
Boyle, 2005). A természetes gyogyszerek és gyogymodok iranti fokozott igény eldsegitheti a
jovében ezen eréforrasok kutatasanak és kiaknazasanak elterjedését.

A fejezetben megismerkedtiink az endofita gombdk a ndvénytermesztés ¢&s
novényvédelem sikerére gyakorolt hatdsain til a huménegészségiigyben elfoglalt lehetséges
szerepiikkel is. Mint ahogy arr6l a Bevezetésben mar sz esett, ezek a gombak nemcsak a
novényekkel élnek kapcsolatban, hanem egy bonyolult 6kologiai kapcsolatrendszer elemei is.
Az endofita gombak gyakran tarsulnak mikovirusokkal, ezek bemutatdsa a kovetkezd fejezet

témaja.

3.4.A mikovirusok bemutatasa

A virusok az €l és élettelen szervezetek hataran allnak, mivel mindkét csoportra
jellemz6 tulajdonsagokat hordoznak. Elettelen szervezetekre jellemz6 tulajdonsaguk a sajat
anyagcsere hianya, mig szaporodoképességiik az €16 szervezetekkel mutat hasonlosagot.

Felépitésiik egyszerti: DNS vagy RNS genombdl, €s az azt koriilvevo fehérjeburokbol
allnak.

Sajat anyagcsere nélkiili sejtparazitak. Eletjelenségeik csak a sokszorozodasra, és ezaltal
az orokldédésre korlatozddnak. Szaporodasuk csak a gazdasejtekben lehetséges, benniik a virus
szaporitja magat, tehat nem 6nalléan szaporodik (Borvendég et al. 2011).

A duplaszalt RNS virusok a virosok egy specialis csoportjat alkotjak, kozos
tulajdonsaguk a duplaszalia RNS genom (Maan et al. 2007). A dsRNS virusok a kérokozok egy
nagyon széles csoportjat alkotjak, vannak kozottik humén és allategészségiigyi, illetve
mezdgazdasagi jelentdségliek is. Sok izokaéder alaki dsRNS virus markéns strukturalis és
funkciondlis hasonldésagot mutat egymadassal, ami azt tiikr6zi, hogy hasonld problémaval
szembesiilve lemasoljak dsRNS genomjukat, igy elkeriilve a kolonizalt faj dsRNS-aktiv
védekezési mechanizmusait (Mertens 2004).

A dsRNS virusok 8 csaladba oszthatok: Birnaviridae, Picobirnaviridae, Cystoviridae,
Hypoviridae, Partitiviridae, Chrysoviridae, Totiviridae és Reoviridae (Mertens, 2004).

A mikovirusokat el6szor kalapos gombatenyészetekben fedezték fel az 1960-as években
(Ghabrial és Suzuki 2009). Azdta mar szamos gombafajban detektaltak Oket, aszkuszos és

bazidiumos gombdakbdl egyarant (Yu et al. 2003). A legtobb mikovirus dsRNS 6rokitéanyaga
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(Pearson et al. 2009). Annak ellenére, hogy mar szamos, patogén és nem patogén gombakban
¢l6 mikovirust fedeztek fel, még csak keveset tudunk a gazdaszervezetben betdltott
funkciojukrol, biodiverzitasukrol és 6kologiajukrol, azonban azt tudjuk, hogy hatassal lehetnek
(Feldman et al. 2012). Lathatjuk tehat, hogy a mikovirusok jelentds hatast gyakorolhatnak a

ndvényi mikrobiomokra.

Feldman ¢és munkatarsai (2012) az oklahomai magasfiivli préri tarsulasanak tagjait
vizsgaltak. Osszevetették egy specialis parazita ndvény, a Cuscuta cuspidata, és gazdandvénye,
az Ambrosia psilotachya endofita gombait, és az azokban talalhaté mikovirusokat. A gombakat
feszini sterilizalast kovetden tenyésztették ki mindkét ndvényfajbol. A gombadkat, illetve a
gombakban eléforduld dsRNS virusokat szekvenciaanazizissel azonositottdk a DNS illetve
RNS alapjan. A két novénybdl Gsszesen 25 gombataxont tudtak azonositani, ezen gombak
10%-a tartalmazott detektdlhatd virusokat. A gombataxonok kozott tobb mikovirustipus
kozosen megtalalhatod volt, ebbdl a kutatdk arra kovetkeztettek, hogy a mikovirusok a vartnal
kevésbé specializaltak. Bar csak 16 mikovirustaxont azonositottak, ami alacsonyabb, mint az
azonositott gombataxonok szama, azonban ugy talaltdk, hogy ezen virusok fajakkumulacios
rataja lehet hogy magasabb mint gombagazdaiké, ezaltal ezek a mikovirusok egy ujabb szintet

képviselhetnek az 6kologiai kozosségek biodiverzitdsdban (Feldman et al. 2012).
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1. Novénynevelés és mintavétel

Kisérleteinkben paprika (C. annuum) névényeket, ezen beliil is két fajtat, a "Ho F1° és a
’Kérpia F1° fajtakat vizsgaltunk. A novényeket a Budapesti Corvinus Egyetem soroksari
Kisérleti Uzem és Tangazdasag Zoldségtermesztési Agazatdban nevelték novényhazi és
szabadfoldi korilmények kozott. A magvetésre februdr 24-én  keriilt sor fényszobai
koriilmények koz¢, a kiiiltetés majus 5-én tortént. A szabadfoldi névényegyedek eredeti talajon
voltak termesztve csepegtetdcsoves oOntdzéssel, kordonos miiveléssel, mig a ndvényhazi
egyedek talajnélkiili hajtatasban kdzetgyapoton. A novényegyedek elhelyezése a névényhazban
ikersorokba 60 és 90 cm-es sor, illetve 33 cm-es tétavra tortént, szabadfoldon szintén ikersorba,
de a sortavolsag itt 40 és 100 cm volt, a tétdvolsag megegyezett a novényhazival. A
ndvényhéazban nevelt egyedek esetén biologiai ndvényvédelmet alkalmaztak ragadoz6 atkakkal,
emellett harom alkalommal Dipel ndévényvéddszerrel inszekticides kezelést végeztek.
Szabadfoldon folyamatosan védekeztek a kartevok ellen (Actara, Vertimec, Spintor és Decis
Mega szerekkel), fungicides kezelésre egy alkalommal, julius 14.-én keriilt sor Amistar Top
novényvéddszerrel.

A Kkét paprikafajtaban ("Ho6 F1° és *Karpia F1°) eléforduld endofita gombakat az egész
tenyésziddszak alatt vizsgaltuk, az egyes mintavételek soran valamennyi eléforduld szervbdl,
mindkét termOhelyen mintat véve. Az egyes mintavételeket gordg betiikkel jeloltik. Az elsé
két, azaz az a (aprilis 11.) és B (m4ajus 10.) mintavételezéskor még nem voltam személyesen
jelen, azokat még novényhazban nevelt palantakrol végeztek (gyokeér, szér, levél szervekbdl). A
v mintavételezéskor augusztus 22-én hét kiilonb6z6 novényi részt (fiatal level, 1dds levél, fiatal
termés, érett termés, érett termés kocsanya, szar, gyokér), a 6 mintavételkor oktober 17.-én
nyolc kiilonb6zdé ndvényi részt (fiatal levél, id6s levél, fiatal termés, érett termés, érett termés
kocsanya, szar, gyokeér, 1dos termés magja) gytijtottiink be.

Fiatal levél alatt minden mintavételezéskor a hajtascstucstol szamitott elsé kifejlett
levelet értettiik, mig az idds levélnek a hajtascsticstol szamitott 6.-8. kifejlett levelet tekintettiik.
Fiatal termés volt az, aminek perikarpiuma még teljesen zo6ld volt, érett termés alatt mar a

biologiai érettségben 1€v6 (azaz "HO F1° esetében narancssargas-bibor, *Karpia F1’ esetében
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egyontetlien élénkpiros szinii) perikarpiumu terméseket értettiik. A szar mintait a hajtascstcstol
szamitva 15 cm-re 1év0, még nem fasodott szarszakaszbol vettiik.

Mindkét fajtabol vettiink mintat szabadfoldon és ndvényhazban is, és mindezt
haromszoros ismétléssel (tehat egy adott tipusbol, példaul szabadféldi’ Karpia F1’ harom
kiilonboz6 egyedrdl). A y mintavételezéskor ennek megfelelden 84, mig a & mintavételezésnél
96 szervbol nyert mintaval dolgoztunk. A gyokeret a szabadfoldi egyedeknél a talajt meglazitva
a talajszint aldl gyhjtottiik be, mig a ndvényhazi egyedeknél a kézetgyapotkockat megbontva a
tapkozegbdl huiztunk ki néhany gyokérszalat.

Az egy novényegyedrdl szarmazo begyljtott szerveket miianyag zacskoba tettiik, a
zacskdkon  jeloltik a  novény  fajtajat  (Ho/Karpia), a  termesztési  helyet
(Szabadfoldi/Novényhazi), és a novényegyed sorszamat (1/2/3). A mintékat a laboratoriumban
megfeleld sterilizalas utdn kloramfenikolos PDA taptalajra téve megkezdtik az endofita

gombak kitenyésztését.

4.2 A novények felszini sterilizalasa és az endofita gombak kitenyésztése

4.2.1. Kléramfenikolos PDA taptalaj készitése

1 literes iivegbe bemértink 39 g PDA port (Biolab, PDA 20500), majd 1 g
kléramfenikolt. Az liveget a nyak als6 peremén 1évd 1 literes jelig toltottiik desztillalt vizzel.
Récsavartuk az livegre a kupakjat, és alaposan Osszeraztuk, ezt kdvetden autoklavoztuk 1,2
baron 25 percig. A kész taptalajt steril koriilmények kozott holégsterilizatorban sterilizalt 10

cm atmérdji Petri-csészékbe toltottiik.

4.2.2. Felszini sterilizalas és a Kitenyésztés elinditasa

Az endofita gombdk Kkitenyésztése el6tt a gyiijtott mintdk felszinét gondosan
sterilizaltuk. Az egész folyamatot steril flilkében végeztiik. A felszini sterilizdlashoz hasznalt
oldatokat eldzdleg holégsterilizatorban fertdtlenitett befbttesiivegekbe toltottik, az livegek
felhasznalasig alufoliaval voltak lezarva, csak a steril fiilkében nyitottuk ki éket. A ndvények
felszini sterilizalasat 1 percig 70%-0s etanolban, majd 10 percig 1%-os hipokloritban
(haztartasi hypo frissen Otszordsére higitva), majd még egyszer 1 percig 70%-0s etanolban
torténd aztatassal végeztiik, ezt kovette a 2X1 perces steril desztillalt vizes 6blités. Az Sblitésre

hasznalt steril desztillalt vizet az egyes mintdk kdzott mindig cseréltiik.
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A felszini sterilizdldson atesett novénydarabkakat lelangolt csipesszel steril Petri-
csészére helyeztiik, majd szikével 9 darabkat vagtunk le beldliik, és ezeket helyeztik a
kloramfenikolos PDA taptalaj felszinére. Ezutdn a taptalajt tartalmazd csészét folpackkal

lezartuk és feliratoztuk. A csészéken a kovetkez6 adatokat tiintettiik fel:

e andvény fajtaja;

e anodvényegyed szama;

e szabadfoldi, vagy novényhazi-e;
e avizsgalt szerv neve;

e datum.

A csészéket megvilagitas nélkiil szobahdmérsékleten inkubaltuk, néhany nap elteltével

elkezd6dott a gombatelepek megjelenése.

4.2.3. A tenyésztés eredményeinek kiértékelése

A gombatenyészeteket 14 nap elteltével értékeltiik, amikor mar varhatéan minden
tenyészthetd gomba megjelent, de a telepek még nem ndttek Ossze. Mindenekel6tt
megszamoltuk, hogy hany novénydarabkabdl fejlodott ki gombatelep. Az adatokat tdblazatban
rogzitettiik. Emellett feljegyeztiik, ha valamely ndvénydarabkabdl baktérium tenyészett ki,
vagy a csésze feltehetdleg kiviilrdl szarmazd gombaval befertdz6dott. Ezutan reprezentativan
kivalasztottuk azokat a telepeket, melyeket a késébbiekben izoldlni szeretnénk, ezeket a Petri-
csésze aljan megjeldltiik. Igyekeztiink minél tobbféle gombatelepet kivalasztani, ahol egy Petri-
csészérdl tobbet is izolalni kivantunk, ott a kivalasztott telepeket sorszdmoztuk.

A megjelolt telepeket atoltottuk kléramfenikolos PDA taptalajra. A y mintavételezéskor

65 kivalasztott gombatelepet izolaltunk, mig a & mintavételezésbdl 53-at.

4.3. A kivalasztott gombatelepek izolalasa
Az izolalas munkamenete:
1. Steril fiilkében leszedtiik a zard foliat a kioltdsra var6 gombat tartalmazd Petri-
csészErdl.
2. Egy éles szikét alkoholba martottunk, majd alaposan leégettiink.
3. Mivel a magas homérséklet artana a gombatelepnek, a szikét hasznalat eldtt le kellett
hiiteni. Ezt Ggy végeztiik, hogy a pengét bemartottuk abba a steril taptalajba, melybe a

gombat at késziiltiink oltani.
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4. A steril csészét becsuktuk, az izolalando telepet tartalmazot kinyitottuk, és a szikével az
izoldlasra kivalasztott telepbdl egy néhdny milliméteres darabkat kivagtunk, és a szike
hegyével kiemeltiik. Ezt kdvetden a csészét visszacsuktuk.

5. Kinyitottuk a steril taptalajt tartalmazo Petri-csészét, és a gombatelep darabot a szike
hegyével a csésze kozepére helyeztilk, a gombas oldalaval lefelé. A szikét ismét
lelangoltuk, és hagytuk egy kicsit kihiilni, miel6tt ismét az alkoholba martottuk volna.

6. A csészét lefedtiik, feliratoztuk, és folpackkal lezartuk.

Ha egy csészébdl tobb telepet is izolaltunk, akkor azokat kiilon steril Petri-csészébe
helyeztiik, és a csészéken bekarikazva jeldltiik azt a sorszdmot, amit kivalasztaskor megadtunk.
Ezen kiviil feltiintettiink minden adatot, amit a kitenyésztésre hasznalt Petri-csészéken is
feltlintettiink. Ekkor mar nem irtuk ki az adatokat teljes részletességgel, hanem egy

visszakereshetd angol nyelvii roviditésre tértiink at.
Magyarazat a jelolés beazonositasara a yHginFS@jelélés példajan:

Y mintavétel (y/0)
paprika fajta CHo F1°/’Karpia F1°)

2 novényegyed sorszama (1/2/3)

in novény tenyészhelye (inside/outside)

FS szerv angol nevének roviditése (S: szar, R: gyokér, YL: fiatal levél, OL: idds levél, YF:
fiatal termés, MF: érett termés, FS: érett termés kocsanya)

@ izolalasra Kijelolt gombatelep sorszama

A mintavételezéstdl szamitott 21 nap utdn Ujra atnéztiik a kitenyésztésre hasznalt Petri-
csészéket, €s megszamoltuk az eltelt id6 alatt jjonnan megjelent gombatelepeket. Ezek koziil a
vy —ndl nyolc, a d-nal pedig kettd keriilt kivalasztasra, amelyeket az el6zdekben leirtak szerint

szintén izolaltunk.

4.4 Az izolalt gombatelepek morfologiai csoportokba osztasa
Egy hét elteltével az izolalt ¢és novekvd gombatelepeket kiils6 morfologiai
tulajdonsagaik alapjan csoportokba rendeztiik, az azonos csoportokba tartozokat egy betiijellel

jeloltik (y —nal:,,A-AD”-ig, 6-nal: ,,DA-EC-ig.). Ezt a jelolést is feltiintettiik a mintakon.
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Ezt kovetden meghataroztuk az endofita gombék eléfordulasanak gyakorisagat az egyes
mintakban, és ezen beliill az egyes morfoldgiai csoportok gyakorisagat is. Az adatokat

statisztikai mdodszerekkel értékeltik.

4.5. Az adatok statisztikai Kkiértékelése

A statisztikai kiértékelést annak megallapitdsa érdekében végeztiikk, hogy a kapott
adatsorok eltéréseit elfogadhatjuk-e szignifikans kiilonbségként. Ketténél nagyobb szdmu adat
Osszehasonlitasa esetén a szignifikans kiillonbség megallapitasara y2-probat, mig az adatok
paronként Osszehasonlitasara z-probat végeztiink. Elséfaju hibdnak (a) 5%-ot tekintettiink.
Nullhipotézisiink az volt, hogy az adatok nem kiilonbdznek szignifikdnsan. Ha a proba
elvégzése végén kapott érték alacsonyabb volt az els6faju hibanal (azaz 0,05-nél), akkor a
nullhipotézist elvetettiik, tehat az adatokat szignifikdnsan kiilonbozoének fogadtuk el. Ha az
érték magasabb volt, a nullhipotézist fogadtuk el. A kés6bbi tablazatokban a szignifikans

kiilonbséget narancssarga, mig a nem szignifikanst kiilonbséget z6ld szinnel jeloltiik.

4.6. Az izolalt gombatelepek monosporasitasa és monohifasitasa
Kovetkezo 1€pésként monosporasitas, a nem sporulald térzseknél monohifasitas tortént
a tokéletes izolalas érdekében, majd a monosporasitott €s monohifasitott telepekbdl egy

ferdeagaros bankot hoztunk 1étre. Ezeket a munkafolyamatokat Neda Haddadderathsi végezte.
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4.7 Az izolalt gombatelepek duplaszalua RNS tartalmanak vizsgalata

4.7.1. A munkafolyamat célja

A munkafolyamat célja annak megallapitdsa volt, hogy a korabbiakban leirt mdédon
kitenyésztett, izolalt és monospodrasitott-monohifasitott endofita gombak tartalmaznak-e
duplaszalit RNS-t, a dsRNS jelenléte ugyanis gombavirus fertézésre utalhat. Ennek kimutatasa
érdekében eldszor nagytomegli gombahifat kellett eldallitanunk a reprezentativan kivalasztott
torzsekbol, ezekbdl teljes nukleinsav-kivonatot kellett késziteniink, majd immunoblotolassal
megallapitani, hogy az adott torzs tartalmazott-e dSRNS-t. A vizsgalathoz 28 mintat
hasznaltunk fel. A mintdk kivalasztasdnak legfobb szempontja az volt, hogy minél tobbféle
torzset, minél tobb morfoldgiai csoportbdl vizsgalhassunk az imunoblotoléssal, és igy lehetdleg

atfogd képet nyerjiink az endofita gombak esetleges virusfertdzottségérol.

4.7.2.A felszaporitas elokészitése

A nagytomegii gombafelszaporitast folyékony taptalajon végeztiik. Ehhez a kivalasztott
torzseket a hidegszobdban tarolt monosporasitott, illetve monofihasitott anyatelepekrdl elészor
normal PDA taptalajra oltottuk at, majd az azon kitenyésztett gombatelepet feldarabolva vittiik

at a felszaporitashoz hasznalt folyékony taptalajba.

4.7.3. A folyékony taptalaj készitése
A felszaporitashoz 500 ml-es Erlenmeyer-lombikokat hasznaltunk, ezeket vattadugoval
zartuk le. A folyékony taptalajt az aldbbi recept szerint allitottuk Ossze (lliter taptalajra

szamolva):

1. 1 Itaptalajra 150 g meghamozott burgonyat és 20 g kristalycukrot szamolunk.

2. A meghamozott burgonyat apr6 kockéakra vagjuk, és annyi vizben, ami béven ellepi (de
kevesebb, mint a kész taptalaj térfogata), minimum 30 percig fézziik, hogy szerkezete
szétessen, a benne 1évd nukleinsavak lebomoljanak.

3. A megf0tt burgonyanak lesziirjiik a levét, és ehhez hozzaadunk 20 g kristalycukrot.

4. A cukrot feloldjuk, és az edényt addig toltjiik tiszta csapvizzel, amig a taptalaj térfogata

1 liter nem lesz.

A felszaporitashoz mi 10 liter folyékony taptalajt készitettiink, ehhez tehat 1500 g
aprora vagott burgonyat és 200 g kristalycukrot hasznaltunk fel.
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A tenyésztést 500 ml-es lombikokban végeztiik, ezekbe sziirdanyagon keresztiil (géz)
tolesérrel 250 ml taptalajt toltottiink. A mennyiséget méréhengerben mértiik ki. A lombikokat
bedugtuk a vattadugoval, majd dupla alufolia boritassal befedtiik dket. A folia rahelyezése elott
a vattadugodkat annyira kijjebb htuztuk a lombik nyakaban, hogy a folidval megfogva a
késobbiekben azzal egyiitt leemelhetd legyen anélkiil, hogy a vattadugot kézzel meg kellene

érinteni. A taptalajok autoklavozasat a Varioklav autokldvban végeztiik.

4.7.4.A felszaporitas inditasa

A felszaporitashoz a kivant gombatelepbdl lehetdleg apré darabkékat kellett sterilen a
folyékony téaptalajba juttatnunk, hogy hatékonyan meginduljon a gombdk nagytomegi
felszaporodasa.
A folyékony taptalajra oltas 1épései:

1. A folyékony téptalajt tartalmazd lombikrdl dvatosan lefejtettiik az alufoliat, és azzal
egylitt leemeltiik a vattadugét ugy, hogy a folia steril oldalahoz és a dugdhoz kézzel
nem értiink.

2. Leléngoltuk a lombik sz4jat.

3. Kinyitottuk a Petri-csészét, amiben a gomba nétt, leégetett szikével apro kockakat (kb.
5x5mm méretlit, kb. 20-30 darabot) vagtunk a gombatelepbdl a taptalajjal egyiitt,
lehetdleg a telep szélén 1€évo aktivan ndvekvd tertiletrol.

4. A levagott telepdarabokat a szike hegyének segitségével a lombikban 1év6 folyékony
taptalajba szortuk.

5. Ismét lelangoltuk a lombik szajat, €s a lombikot lezartuk.

A folyékony taptalajra oltott gombatenyészeteket 2-3 hétig szobahdmérsékleten,
megyvilagitas nélkiil inkubaltuk. Ekdzben néhany naponta korkords mozdulatokkal atmozgattuk
a folyékony taptalajban teny€szd gombat, hogy egyenletesen jusson oxigénhez minden része. A
folyékony taptalajon felszaporodott gomba akkor alkalmas a nukleinsav-kivonasra, amikor mar
elég nagy tomegli, de még nem Iépnek fel oxigénhidnyos dallapotok, amik telepdarabok

pusztulasat okoznak.

4.7.5.A felszaporitott gombakbdl torténé nukleinsav kivonas

4.7.5.1 A gomba sejtjeinek feltarasa
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A folyékony taptalajon felszaporitott gombakrol ovatosan ledntottik a folyékony
taptalajt, majd egy kis desztillalt vizet ontottiink a lombikba, és ezzel 6vatosan atmostuk a
telepet. Majd ezt is ledntottiik rola, és a tiszta gombatelepet f6zOpoharba csusztattuk.

A gombatelepet késsel nagyobb darabokra vagtuk, egy kis desztillalt vizet ontottiink

hozz4, majd késes daraldval pépesitettiik (fizikai sejtfeltatas).

4.7.5.2. A nukleinsav kivonas menete
1. 50 ml-es centrifugacsébe 20 ml, vizfiirdében 65 °C-ra elémelegitett 2%-0s CTAB
oldatot (2 % CTAB, 100 mM Tris pH:8,0, 20 mM NaEDTA, 1,4M NaCl) toltottiink.
A feltart gombapépbdl kb. 10ml-t hozzadntottiink.
Vizfiirdében 65 °C-on inkubaltuk 30-40 percen at.

Fiilke alatt hozzaontottliink 20 ml kloroformot, alaposan 6sszeraztuk.

o B~ D

15 perc 4500 rpm fordulatszamu centrifugalas utan a feliilisz6ét atpipettaztuk uj

centrifugacsobe.

6. A feliiluszohoz 20 ml kloroformot ontottiink fiilke alatt, és alaposan Osszeraztuk, majd
15 percig 4500 rpm-nél centrifugaltuk.

7. A feliiluszot 6vatosan 1j, steril centrifugacsdbe pipettaztuk, majd kétfelé osztottuk.

8. 3 ml 3 M Na-acetatot (pH=5,2) pipettaztunk hozza.

9. 1,5 térfogat -20 °C —os etanolt toltottiink hozza, ezzel kicsaptuk a nukleinsavakat. Az
alkohollal kicsapott nukleinsavat tartalmaz6 centrifugacsoveket néhanyszor ovatosan
megforgattuk, hogy dsszekeveredjen, de a nukleinsavak ne sériiljenek.

10. A csoveket minimum 1 dérara -20°C-ra tettiik

11. 1 6ra elteltével a csoveket 4500 rpm-nél 5 percig centrifugaltuk.

12. A feliiluszot elontottiik, a csapadékot 500 pl 70 %-0s -20 °C-os etanollal mostuk, majd
ismét 5 percig 4500rpm-nél centrifugaltuk.

13. Az alkoholt leontdttiik, a csapadékot szaritottuk, majd 100 ul steril Milli-Q vizben

folvettiik.

14. A mintékat ezutan hiitészekrényben +4°C-on taroltuk.

A kész mintak koncentraciojat és tisztasagat NanoDrop késziilékkel ellendriztiik.

4.7.6. Az immunoblottolas folyamata

20



4.7.6.1.A nemdenaturalé poliakrilamid gélelektroforézis

A blottolast megel6zéen a nukleinsavakat 5% PAA-0,5XTBE gélen valasztottuk el. Egy

nagy gélre 30 ml oldatot szamitottunk.

30 ml 5% PAA- 0,5X TBE gél osszetétele:

4,96 ml 30% akrilamid oldat
3ml5X TBE

21,81 ml Milli-Q viz

250 pl 10% APS oldat

15 ul TEMED

Az APS-t és a TEMED-et csak kozvetlenill az ontés eldtt kevertiik a gélbe. A még

foly¢kony oldatot pipettaval juttattuk a két tiveglap koz¢, majd belehelyeztiik a féstit.

Minden zsebbe 50 pg mintat igyekeztiink felvinni. Minden mintdhoz 10 pl mintapuffert

(1xLB) adtunk. A futtatast egy ¢éjszakan at végeztiik a xiléncianol gél aljara futasaig (60V: 13

6ra majd 30V: 16ra 40 perc). Markerként a reovirus Dearing torzs genomi RNS-ét hasznaltuk
(Joklik, 1981).

4.7.6.2. A félszaraz blottolas folyamata

1.

A blottolando gélt a gél méreténél minden iranyban 1-lcm-rel nagyobb, 0,5X TBE
pufferrel atitatott pozitiv toltésti membranra (Zeta-Probe, BioRad) helyeztiik. A gél és a
membran 2-2db, szintén 0,5X TBE pufferrel elére atitatott Whatman 3MM
szlirbpapirral szendvicsbe fogva keriilt a Semi-Dry (BioRad) elektroblott késziilékbe.
Ezt a gyakorlatban gy valositottuk meg, hogy a késziilékbe alulra behelyeztiik a
negativ szivacsot, egy szintig feltoltottiik pufferrel, a szivacsra helyeztiink 2
szlir6papirt, erre a gélt, a gélre a blottmembrant, majd erre ismét 2 réteg szlirdpapirt €s
végiil a masik szivacsot. A ,,szendvics” egyes rétegeinek felhelyezése soran a rétegeket
a pufferrel gondosan nedvesitettiik, és ligyeltiink arra, hogy ne maradjanak ko6zottiik
légbuborékok. A blottolas idétartama 0,5 A dramerdsségnél 2 6ra volt.

A blottolast kdvetden szétszedtiik a ,,szendvicset”, és a membranon ceruzaval bejeldltiik

a zsebek helyét.
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3. A gélt Sammons- Schumacher eziistfestéssel megfestettiik, hogy ellendrizziik a

blottolas sikerességét. Az eziistfestés menete:

I. A gélt fixalooldatban inkubaltuk egy éjszakan at. Fixalooldat: 20 v/v% metanol
¢és 0,5 v/v% ecetsav.

I. A gélt 30 percig festdoldatban inkubaltuk. A festdoldat 0,19 w/v%-0s AgNO;
oldat (azaz 1000ml oldatba 1,9 g AgNO3 -kristaly kertilt).

iii. Négyszer 15 masodpercig mostuk desztillalt vizben

Iv. A gélt el6hivooldattal eldhivtuk. Az el6hivooldat osszetétele: 0,08 g/l NaBHa;
15 g/l NaOH; 4ml/l 36%-o0s formaldehid-oldat. A gélt eldszor atmostuk az
eléhivooldatban, majd az el6hivoban 6vatosan rdzogatva elShivtuk, amig a
kivant szint el nem érte.

v. Ledllitdas: minimum 10 perces aztatds Na,COs; (a gélt sotétiti), vagy 5%-0S

ecetsavban (a gél vilagosabb lesz).

4. A szabadon maradt kotShelyeket telitettiilk a membranon 100 ml 1X-es PBS-t és 0,5 g
Blocking reagenst (Roche, 11 096 176 001) hasznalva. A membrant 2 Ordn at
szobahémeérsékleten inkubaltuk az oldatban.

5. A dsRNS-specifikus J2 ellenanyag kotése. Az antitest hibridoma feliiluszo formajaban
van fagyasztva, ezt hasznalat eldtt felolvasztottuk, és 1:1 aranyban meghigitottuk 1X
PBS+1%BSA-val. A membrant ebben az elsddleges ellenanyagban ovatosan razatva
+4°C-on inkubaltuk egy ¢jszakan at.

6. Mosas 1X PBS+0,1% TritonX-100-ban 2X 30 percig razéasztalon enyhén razatva.

7. Masodlagos ellenanyag kotése az els6dleges ellenanyaghoz. A masodlagos ellenanyag
alkalikus foszfatazzal konjugalt kecske anti-egér — 1gG(H+L) volt, ezt 5000-szeres
higitasban hasznaltuk. Az oldat puffere:1X PBS + 1% BSA.

8. Mosas 1X PBS + 0,1% TritonX-100 pufferben 2X 15 percig

9. Detektalas: A masodlagos ellenanyaghoz kotott alkalikus-foszfataz szubsztatjai a BCIP
¢s NBT; a termékiik ibolyaszinii. Immunoblott-el6hivé puffer: 100nM Tris-HCI pH 9,5;
100 mM NaCl és 5 mM MgCl,. A szubsztratok koncentracidja: 175 pg/ml BCIP (cc.
dimetil formamidban oldva) és 340 pug/ml NBT (70%-0s dimetilformamidban oldva)
volt. A membrant az eldhivooldatban a kivant szin eléréséig tartottuk, utana
beszkenneltiik.

10. A membrant desztillalt vizzel lemostuk és megszaritottuk.
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5. EREDMENYEK

5.1 . Az endofita gombak altali kolonizaltsag

5.1.1 Az egyes fajtak endofita gomba altali kolonizaltsaganak mértéke a kiilonb6zo

termoéhelyeken

A ndvények endofita gombdk altal torténd kolonializaldsat a termdhely nagyban

befolyasolhatja, ezért a Karpia F1’ és a "Ho F1’ paprikafajtak egyedeinek kolonizaciods ratajat

mind szabadfoldi,

mind ndvényhazi

korilmények kozott megvizsgaltuk,

az egesz

tenyészidoszakban kovetve a folyamatot. Az Osszehasonlitds lehetdsége csak a harmadik

mintavételi idéponttdl volt adott, hiszen az elsé két mintavétel a mindkét termdhelyre

palantahdzban kdzosen végzett palantanevelés iddszakédban tortént.

0,800 |

0,700

0,600 -

0,500 -

0,400 -

0,300 -

0,200 -

0,100 -

0,000 -

Szabadfold

mHS

M Kérpia

Novényhaz

1.4bra: Az egyes fajtak kolonizaciés ratdja a két terméhelyen (Kolonizécids rata=kolonizalt/minden vizsgalt minta)

1.tablazat: A két fajta kolonizaltsaganak statisztikai kiértékelése a termd&hely fiiggvényében (narancssarga: szignifikans
kiilonbség, z61d: nincs szignifikans kiilonbség; *: 1%<a<5%, **: 0,0%<a<1; ***: a<0,1%)

Termdhely Hé-Karpia
Szabadféld it
Névényhdz
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2. tablazat: A két terméGhely kolonizaltsaganak statisztikai kiértékelése a fajta fliggvényében (narancssarga: szignifikans
kiilonbség, z61d: nincs szignifikans kiilonbség; *: 1%<a<5%, **: 0,0%<a<1; ***: a<0,1%)

Fajta Szfold-Nhaz
Ho’ % %k
Karpia Kok k

A két fajta kolonizéacids ratdjanak Osszehasonlitasa a két termdhelyen az 1. abran
lathato. A kolonizacids rata kiszdmitdsanal valamennyi szervbdl kitenyésztett gombat
figyelembe vettlink, azaz kolonizacios rata alatt az sszes kolonizélt minta és az 9sszes minta
hanyadosat értjik. A grafikonon jol lathatdo a két fajta kozotti kiilonbség, de ez csak a
szabadfoldi egyedek esetén jelent szignifikans kiilonbséget (1. Tablazat), itt a kapos tipusu "HO
F1” fajta kolonizaltsaga nagyjabol 25%-kal magasabb a képia tipust *Kéarpia F1° fajaénal.

Az &bran azonnal szembetlinik, hogy a szabadfoldi termdhelyen mindkét fajta esetében

magasabb a kolonizaltsag, a kiilonbség statisztikailag vizsgalva is szignifikans (2.tablazat), a

két termbShely kozott nagyjabol kétszeres a kolonizaltsag aranya.

5.1.2. Az egyes fajtak kolonizacios rataja a tenyészido fiiggvényében
Megfigyeléseket végeztiink arra vonatkozoéan, hogy hogyan valtozik a fajtak
kolonizaltsagi rataja a tenyésziddszak folyaman. Eredményeinket a 3. dbra mutatja. Ebben az

esetben is egyiittesen kezeltiink valamennyi szervbdl vett mintat.
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2. abra: Az egyes fajtak kolonizacids rataja a tenyészidg fiiggvényében (Kolonizacids rata=kolonizalt/minden vizsgalt

minta)

3. tablazat: Az egyes honapok kolonizacioés ratajanak statisztikai kiértékelése a fajta fiiggvényében (narancssarga:
szignifikans kiilonbség, z61d: nincs szignifikans kiilonbség; *: 1%<a<5%, **: 0,0%<a<1; ***: a<0,1%)

Fajta Khinégyzet apr.-maj apr.-aug | apr.-okt. | maj-aug | maj-okt |aug-okt.
Ho’ Xk %k k% 3k k% %k k% %k k ok k% %
Kdrpia * ok ok * % k% ok * Kok *

4. tablazat: A két fajta kolonizaltsaganak statisztikai kiértékelése a tenyészidGszak fiiggvényében (narancssarga:
szignifikans kiilonbség, z61d: nincs szignifikans kiilonbség; *: 1%<a<5%, **: 0,0%<a<1; ***: a<0,1%)

Hénap

Hé-Karpia

Aprilis

Mdjus

Augusztus

Oktober

* %k %k

A 2.

abra azt mutatja, hogy a novényegyedek kolonizaciés gyakorisaga

a

tenyésziddszak folyaman kozel dupldjara novekedett. Bar a diagramon az aprilisi és majusi

kolonizaltsag kozott egy kis kiilonbség lathato, ez statisztikailag nem szignifikéns egyik fajta

esetében sem (3. tablazat). A majus-augusztus illetve augusztus- oktoberi mintak kozotti

kiilonbség viszont mar a H6 F1 és a Karpia F1 fajta esetében is szignifikans (3. tdblazat), tehat

a kolonizaltsag novekedése ezekben az iddszakokban mar statisztikailag is kimutathat6 volt.

Osszevetettiik a nem egymast kovetd mintavételek kolonizaltsagi eredményeit is. Itt érdemes
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megemliteni, hogy az aprilisi és augusztusi értékek esetében a Ho F1 fajta esetén a kiilonbség
szignifikans volt, mig a Karpia F1 fajta esetében nem (3. tablazat).

Elsé pillantasra meglepdnek tinik, hogy maéjusban az aprilisinal alacsonyabb
kolonizaltsagi értékeket latunk, €s bar ez nem szignifikdns kiilonbség, lehetséges okaira a
diszkusszidban részletesen kitériink. Itt annyit jegyeznénk meg, hogy a méjusi mintavételben
voltak a fiatal ndvényi szervek legnagyobb aranyban reprezentalva, ezért feltételezziik, hogy a
kismértékli csokkenést az altaldban kevéssé kolonizalt fiatal szervek magas részaranya
okozhatta.

A kitiltetést kovetéen az endofita kolonizédltsag a tenyésziddszak végéig erdsen
novekedett, és az aprilisi nagyjabol 25%-os atlagrol oktoberre elérte a 45%-0t.

Ezen a diagramon is lathatd a két fajta kozotti eltérés, ez azonban csak augusztus és
oktober honapokban jelentett szignifikdns kiilonbséget (4. tdblazat). Eszerint a tenyésziddszak
masodik felében (azaz iddsebb novényegyedek esetén) mar statisztikailag is bizonyithato

kiilonbség van a két fajta endofita gombakkal val6 tarsuldséara valé fogékonysagara.

5.1.3. Az egyes novényi szervek kolonizacios rataja a tenyészidészak folyaman
Vizsgalatunk egyik 1ényegi pontja volt, hogy az endofita gombak a novény mely
szerveiben milyen gyakorisagban fordulnak eld, mert ennek fontos novényvédelmi, esetleg akar

humaénegészségiigyi vonatkozasai lehetnek.
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0,000

3. 4bra: Az egyes novényi szervek kolonizaciés rataja (Kolonizacids rata=kolonizalt/minden vizsgalt minta)

6. tablazat: Az egyes novényi szervek kolonizacids ratajanak statisztikai kiértékelése (narancssarga: szignifikans kiilonbség,
26ld: nincs szignifikans kilonbség; *: 1%<a<5%, **: 0,0%<a<1; ***: 0<0,1%)
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Szerv Khinégyzet adpr.-maj |apr.-aug |apr.-okt. | maj-aug | maj-okt |aug-okt.
Gyokér ok k * *kk ok i %
Szar * k% * ok ok * %k g
Fiatal levél *xk D ok ok *xk sk ok *xk
Idés levél *
Erett termés

kocsdnya *%
Fiatal termés

Erett termés o

A 3. abran az egyes szervek kolonizaltsaga lathaté a négy mintavételnek megfeleld
hoénapokban (4prilis és majus honapokban csak gyokérrdl, szarbol és fiatal levélbol vettiink
mintat). Altalanos tendenciaként itt is megfigyelhetd, hogy az egyes szervek kolonizaltsaga a
tenyésziddszak folyaman fokozatosan ndvekedett, azonban nem egyforma mértékben, és nem
minden esetben szignifikénsan, illetve ettdl a trendtdl valo eltérések is megftigyelhetok.

A gyokér kolonizaltsaga folyamatos egyontetli novekedést mutatott augusztusig,
oktoberben azonban csokkent a mértéke. Ezt mutatja az 5. tdblazat is, ahol lathatd, hogy a
gyokér kolonizaltsagaban bekdvetkezd valtozasok statisztikailag értékelhetdk. Tehat az aprilis
és majus (32,7%-16l 48,4%-ra) , illetve a majus és augusztus (48,4%-rd0l 65,8%-ra) kozott
tortént novekedés, és az augusztus és oktober (65,8%-ro6l 50,0%-ra) kozotti csokkenés is
szignifikansak. A majusi és oktoberi kolonizaltsag kozott nem mutathatd ki szignifikdns
kiilonbség, tehat ezen két honap kolonizaltsaga kozel megegyezik. JOl latszik, hogy a gyokér
egyike a novény legmagasabb aranyban kolonizalt szerveinek, ez is jol mutatja, hogy milyen
fontos szerepe van a termesztokozeg megvalasztasanak az endofita gombak terjesztésében.

A szar kolonizaltsaga viszonylag alacsony maradt a tenyészidészakban, azonban
oktoberben hirtelen megugrott (52,3%-ra), az egymast kdvetd honapok mintdiban csak itt volt
szignifikans kiilonbség kimutathat6 (5. tablazat).

A fiatal levelek adataindl jol megfigyelhetd egy majusi visszaesés (az aprilisi 25,2%-161
3,6%-ra), ez statisztikailag is értékelhetd (5. tablazat), ami azt a feltevésiinket tamasztja ala,
hogy a gombdk gyorsan fejlodd ndovényi szovetekbe vald betelepiilése nem kovetkezik be
azonnal, hanem iddvel, fokozatosan megy végbe. Az augusztusi €s oktoberi mintak kozott a
novekedés szintén szignifikans volt, mig az aprilisi és az augusztusi kolonizaltsdg szinte
megegyezett, koztiik statisztikai kiilonbség nem kimutathato.

Az 1d6s levelek kolonizaltsdga mar az augusztusi mintavétel idején is nagyon magas
volt (60,71%), és oktoberre tovabbi enyhe emelkedést mutatott (71,2%-ra), ami statisztikailag
is kimutathat6 volt (5. tablazat).
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Az érett termés kocsanyanak kolonizaltsdga augusztus és oktober honapokban is magas
volt (55,0, illetve 70,3%), a kozottiik 1évo kiilonbség szignifikans (5. tablazat).

A fiatal termésfal kolonizaltsdga augusztusban és oktoberben is alacsony volt (12,4,
illetve 13,6%, a koztiik 1év6 kis kiilonbség nem tekinthetd szignifikansnak (5. tablazat).

Az érett termésfal kolonizaltsaga magasabb volt (augusztusban 15,7, oktoberben 33,0%)
mint a fiatal termésfalé. A két honap kozotti kiilonbség szignifikans (5. tablazat).

A magok endofita gombak altali kolonizaltsagat rendkiviil alacsonynak, szinte
elhanyagolhatonak talaltuk. A  fejezetben leirt valtozdsok Iehetséges okaira és

kovetkezményeire a Diszkusszi6 fejezetben részletesen kitériink.
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6.tablazat: Az egyes szervek kozotti kolonizaciés kiilénbségek statisztikai kiértékelése az egyes hdnapokban (narancssarga:
szignifikans kiilonbség, z61d: nincs szignifikans kiilonbség; *: 1%<a<5%, **: 0,0%<a<1; ***: a<0,1%)

Szerv Aprilis | Ma&jus | Augusztus | Oktéber
Gydkér/Szar < B B
Gyokér/Fiatal levél T DRSS

Szdr/Fiatal levél e

Gyokér/Idds levél Rtk
Gyébkér/Terméskocsdny BT
Gyébkér/Fiatal termésfal BT BT
Gyékér/Erett termésfal e o
Gyékér/Mag S
Szar/Idés levél DRSS g
Szdr/Terméskocsdny D Pt
Szar/Fiatal termésfal B
Szdr/Erett termésfal *%
Szdr/Mag P
Fiatal levél/ldds levél S ok
Fiatal levél/Terméskocsdany LA DS
Fiatal levél/Fiatal termésfal 2 ok d
Fiatal levél/Erett termésfal *
Fiatal levél/Mag D
Idés levél/Terméskocsdny

Idés levél/Fiatal termésfal S ok d
Idés levél/Erett termésfal ok x A
Idés levél/Mag ek
Terméskocsdny/Fiatal termésfal S IS
Terméskocsdny/Erett termésfal S IS
Terméskocsdny/Mag A
Fiatal termésfal/Erett termésfal R
Fiatal termésfal/Mag <
Erett termésfal/Mag K

A 6. tablazatbol kiolvashatd, hogy az egyes szervek kolonizaltsaga kozott volt-e
szignifikans eltérés az egyes honapokban. A tablazatot az Otodik abraval Osszevetve
megallapithatd, hogy mely szervek adott honapban felmért kolonizéaltsaga kozott volt
szignifikans eltérés, és a két szerv koziil melyiknek és mennyivel volt magasabb a kolonizacids
rataja.

A gyokér és a szar Osszevetésébdl lathatd, hogy a gyokér kolonizaltsaga aprilistol
augusztusig magasabb volt, mint a szaré, azonban oktoberben ez a szignifikdns eltérés
megsziint.

A gyokér és a fiatal levél Gsszehasonlitasa azt mutatja, hogy a tenyésziddszak elején és

végeén (aprilisban és oktoberben) nem volt szignifikans kiilonbség a két szerv kolonizaltsaga
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kozott, mig majusban és augusztusban a gyokér kolonizaltsaga szignifikansan magasabb volt a
fiatal levélénél.

A szar ¢és a fiatal levél kolonizaltsaga nagyjabol megegyezett a tenyésziddszak
folyaman, egyediil majusban volt a fiatal levél kolonizaltsaga szignifikansan alacsonyabb a
szarénal.

Gazdasagilag fontos még megvizsgalnunk a kocsany, a fiatal- és érett termésfal
kolonizéltsaganak oOsszefliggéseit, mivel ezek adjak a paprika gazdasagi értelemben vett
termését. Ezekbdl a szervekbdl csak augusztusban és oktdberben vettiink mintat, ¢és
megallapithatd, hogy ezen szervek kolonizéltsaga kozott mindkét mintavételkor szignifikans
kiilonbségek voltak megfigyelhetok. Oktoberben az érett termésfal kolonizaltsaga
szignifikansan magasabb volt a fiatal termésfaléndl. A terméskocsany kolonizaltsdga a fiatal és
az 1dds termésfalénal is szignifikdnsan magasabb volt augusztusban és oktoberben is.

Tovabbi 1ényegi megfigyelés, hogy a mag csak 3,57%-ban volt kolonizalt, dramaian

eltérve ezzel minden mas vizsgalt szervtol

5.2. A gombak kiilonb6z6 morfoldogiai csoportjainak elterjedtsége

A kisérlet soran nem csupan az volt a célunk, hogy megallapitsuk a paprikanovények
endofita gomba altali kolonizaltsdgdnak mértékét, hanem azt is szerettiik volna kideriteni, hogy
milyen nemzetségek/fajok és milyen gyakorisagban fordulnak eld kozottiik. Ennek érdekében a
kivalasztott torzseket eldszor morfologiai csoportokba rendeztiikk, ¢és az oktoberi
mintavételezéskor megvizsgaltuk az egyes morfologiai csoportok elterjedtségét is.
Eredményeink alapjan Béarnkopf Andrds az egyes csoportokbol kivalasztott jellemzd
izolatumok rendszertani hovatartozasat is meghatarozta az ITS-szekvenciak alapjan ( Barnkopf,
2013). Eredményeit a 4. abra, illetve a 7. és 8. tablazat magaban foglalja.

A 7. tablazat az augusztusi, mig a 8. tablazat az oktdberi mintavételezéskor kitenyészett
endofita gombakbol 1étrehozott morfologiai csoportok 0Osszefoglaldsat mutatja. Az elsd
oszlopban az egyes morfoldgiai csoportok laboratériumban haszndlt jelolése taldlhatd. A
kivalasztott morfoldgiai csoportokbdl egyes torzseket Neda Haddadderafshi az izolalast
kovetden monosporasitott, illetve monohifasitott, ezeknek az egyes morfologiai csoportokbol
eldallitott torzsek laboratdériumi szamat tartalmazza a *Csoportba tartoz6 izolalt mintak’ oszlop.
Egyes morfologiai csoportokbol nem késziilt izolatum, ezeknél értelemszeriien nem szerepel a
szam. Az izolalt torzsekbdl Bérnkopf Andras a reprezentativan kivalasztottakat ITS alapt

szekvenciaanalizissel nemzetség, egyes torzseknél faj szinten is beazonositotta, ennek
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eredménye lathatd az utolsé oszlopban. Az oktdberi mintavételezéskor az egyes morfologiai

csoportok elterjedtségének szazalékos megoszlasat is felmértiik, ezt is tartalmazza a tablazat.

7 .tablazat: Az augusztusi mintakbal kialakitott morfoldgiai csoportok

A csoportba
Morfoldgiai csoportok (Augusztus) tartozd izolalt Nemzetség
mintak
A 34,55, 57, 58 Acremonium, Sarocladium strictum
B 35, 36, 41, 49, 56 | Lewia infectoria, Alternaria tenuissima
C 37,59 Cladosporium
D - -
E 39 -
E 51, 52 -
G - -
H 29, 43 Colletotrichum
/ 44 -
J - -
K 31 Fusarium nematophilum
L - -
M - -
N 64 Pyrenochaeta
[0) - -
P 45, 65 Chaetomium
Q - -
R - -
S 32 -
T 53 -
u 61 -
% 38 Penicillium steckii
w 33 Lewia infectoria
X - -
Y 63 Sarocladium strictum
V4 62 Chaetomium
AA 60 Myrothecium
AB 46, 50 Aspergillus
AC 40 Rhizopycnis vagum
AD 42 Fusarium
AE 28 Xylaria
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8.tablazat:Az oktéberi mintakbél kialakitott morfoldgiai csoportok

A csoportba tartotd izolalt

Morfolégiai csoportok (Oktéber) % mintak Nemzetség
DA 56,489 67, 85, 73,91, 96, 97 Alternaria
DB 7,379 69 -

DC 1,781 83, 86 Verticillium
DD 0,763 78 -

DE 3,053 87 Acremonium
DF 0,509 70 -

DG 14,758 75, 94 Cladosporium
DH 0,254 68 Aspergillus
DI 1,272 - -

DJ 0,509 - -

DK 0,763 71,76, 84 Penicillium
DL 0,509 88 -

DM 1,018 79 a,b -

DN 0,254 - -

DO 0,509 89 Galactomyces
DP 0,254 77 -

DQ 0,254 74 -

DR 0,254 93 Anthrinium
DS 0,254 95 -

DT 1,272 81a,b -

DU 0,509 90 Cercospora
DV 0,254 98 -

DW 0,254 92 Colletrotrichum
DX 0,254 80 -

DY 0,254 72 -

DZ 0,254 - -

EA 0,254 - -

EB 0,509 - -

EC 0,254 - -
Egyik csoportba sem besorolt 5,096 - -

A meghatarozo (tehat ITS régidé alapjan beazonositott, vagy gyakori eléforduldsu)

morfoldgiai csoportok oktoberben mért eloszlasat a 4. dbra mutatja.
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M DA (Alternaria)

m DB

m DC (Verticillium)

M DE (Acremonium)

M DG (Cladosporium)
m DH (Aspergillus)

B DK Penicillium)

B DO (Galactomyces)
= DR (Anthirinium)

B DU (Cercospora)

m DW (Colletotrichum)
= Egyéb morfoldgiai csoport

Egyik morfoldgiai csoportba sem
besorolt

4. dbra Az egyes morfoldgiai csoportok elterjedtsége az oktoberi mintaban

A 4. 4dbran az egyes morfologiai csoportok megoszldsa lathatdo az oktdberi mintakbol
kitenyészett gombatelepek esetében. Az abran a morfoldgiai csoportok a laboratériumban
hasznalt jelolésiikkel szerepelnek, a szekvenciaanalizissel beazonositott csoportoknal a
nemzetségnevet is megadtuk.

Az oktdberi mintavételezés soran 29 morfoldgiai csoportot kiilonitettiink el. A
legnagyobb csoport tobb mint 50%-o0s részesedéssel a potencialis novénypatogén Alternaria
nemzetség volt. Emellett jelent6sebb mennyiségben fordult el6 a Cladosporium, az
Acremonium és a Verticillium nemzetség is. Az dsszes tobbi nemzetség nagyjabol egyforma
aranyban, kis mennyiségben fordult el6 a ndvényegyedekben.

A kitenyész6 telepek 5%-at nem soroltuk be egyik morfologiai csoportba sem, ezek
tipikusan csak egyszer, pontszeriien megjelend gombatorzsek.

A vizsgalat soran néhany nemzetség adatait kiilon is értékeltiik, ezeket az alabbiakban
részletezem. A morfoldgiai csoportok jellemzését Boné (2009) alapjan végeztem, figyelembe
véve a telep novekedési erélyét, novekedési habitusat, szinét, allagat, hifaszerkezetét,

cseppképzését és sporulalasat.
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5.2.1. Az Altenaria nemzetség eloszlasa a kiilonboz6 terméhelyeken, fajtakban és szervekben az

oktoberi mintavétel esetében

L2 e -
R o e &
m = . e

5. abra- Alternaria sp.-be (DA morfolégiai csoport) tartozé No. 91. telep fényképe

Mint az az el6z6 fejezetben mar lathato volt, az Alternaria nemzetség (DA morfologiai
csoport) volt messze a legelterjedtebb a kitenyészett izolatumok kozott, ezért annak elterjedését
részletesen is analizaltuk.

Az Alternaria nemzetség PDA taptalajon nagyon gyorsan tenyészik. A gombatelep a
taptalajra oltast kovetden 12 ora elteltével mar lathatéan novekszik, 5 nap utén eléri a 4cm-es
atmérot, 10 nap utan pedig teljesen elboritja a 10cm atmérdji taptalajt . A telep novekedési
alakra korkords vagy szabalytalan. . A nemzetség hifai elkiilonithetdk, a telep bolyhos feliilett,
sok léghifaval, sziirke szinli, nem sporuldl. A hifaszalak vastagsaga kozepes, cseppek nem

voltak megfigyelhetdk (Isd. 5. abra).
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6. abra : Az Alternaria nemzetség (DA morfoldgiai csoport) gyakorisaga a terméhelyeken és a fajtakban az oktdberi
mintakban

A 6. abran jol lathat6, hogy az Alternaria nemzetség mindkét terméhelyen és mindkét
fajtaban el6fordult, de elterjedtsége szabadfoldon sokkal magasabb volt, mint ndvényhdzban.

Erdemes megjegyezni, hogy bar altalanosan igaz, hogy oktéberben a *Hé F1° fajtanal
szignifikansan magasabb volt a kitenyésztheté gombatelepek szama, mint a *Kérpia F1’-nél, ez
a kiilonbség kiilonosen megmutatkozott az Alternaria nemzetség esetében, ahol a "Ho F1°-bol

nyertiik ki a torzsek 62%-at.
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7. 4bra Az Alternaria nemzetség (DA morfoldgiai csoport) gyakorisaga a kiilonb6z6 szervekben az oktoberi mintaban
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A 7. abrardl leolvashato, hogy az Alternaria nemzetség tagjai a mag kivételével minden
szervben megtaldlhatdoak voltak, legmagasabb ardnyban az idés levelekben ¢és a
terméskocsdnyban (ez utobbi a bogyd fertdzddése szempontjabol fontos).

A gyokérben és a fiatal termésben az Alternaria nemzetség eléfordulasa kimondottan

alacsony volt, az id6s termésben mar ehhez képest szignifikansan megndott.

5.2.2. A DB’ morfolégiai csoport eloszlasa a kiilonb6z6 terméhelyeken, fajtakban és

szervekben az oktoberi mintavétel esetében

8 .4bra: A 'DB' morfolégiai csoportba tartozé No. 69. szamu gombateleprdl késziilt fénykép

A DB’ morfoldgiai csoport viszonylag nagy ardnyban fordult el6 a ndvényekben, és
érdekes megoszlasa eltért a tobbi torzsétdl, ezért részletesen is jellemeztiik.

A morfologiai csoport PDA taptalajon kdzepes novekedési intenzitdsi. Novekedése a
taptalajra oltast kovetdé harmadik napon valt lathatova. A telep ndvekedése korkoros, szegélye
egyenes. Egy hét utan a telep atméréje 1,5, két hét utan 4 cm volt. A teljes 10 cm atmér6ji
petricsészét 4 hét elteltével boritotta be. A telep kezdetben egyontetiien halvany narancssarga
volt, opalos, szabad szemmel is elkiilonitheté hifakkal. A telep feliiletén fehér szinii 1éghifak
fejlodtek. A taptalajra oltast kovetden egy hét elteltével a telep kdzepe fekete szintien sporulalni
kezdett. A sporulald képletek egyre gyorsabban terjedtek a telepen, 5 hét elteltével az egész

csészét koromfekete, sporulalé gombaképletek boritottdk. A telep képe a 8 abran lathato.
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9. sbra

: A’DB’ morfoldgiai csoport gyakorisaga a terméhelyeken és a fajtakban az oktéberi mintakban

A 9. dbran jol lathatd, hogy a morfologiai csoportot a ’Karpia F1’ fajtdban csak

szabadfoldon, ott is csak kis mennyiségben tudtuk detektalni, tehat a "Ho F1° erre a morfologiai

csoportra is sokkal fogékonyabb. A "Ho6 F1° fajta esetében a gyakorisag szignifikansan

magasabbnak adddott szabadfldon, mint ndvényhazban.
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10. abra A ’DB’ morfoldgiai csoport gyakorisaga a kiilonb6z6 szervekben az oktéberi mintakban

A 10. abran lathaté a morfologiai csoport tovabbi érdekessége, nevezetesen az, hogy

csak gyokérbdl tudtuk detektalni. Valoszinlileg tehat egy gyOkérspecifikus torzsrdl van szo,

ami novényhdzban szintén ritkdbb, mint szabadfoldi koriilmények kozott. A kisérlet soran a

morfoldgiai csoport nem keriilt szekvenciaanalizissel beazonositasra, de ennek elvégzése,
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illetve a torzs novény é€letében betoltott jelentOségének vizsgalata ajanlhatd a jovore nézve,

mivel egy viszonylag gyakori el6fordulasu és gyokérspecifikus nemzetségrdl van szo.

5.2.3. Az Acremonium nemzetség el6fordulasa a kiilonb6z6 terméhelyeken és fajtakban az

oktoberi mintavétel esetében

11.3bra: - Acremonium sp.-be (DE morfolégiai csoport) tartozé No. 87. telep fényképe

Az Acremonium nemzetség (DE morfologiai csoport), kezdetben kozepes, késébb nagy
novekedési intenzitasu. A telep 7 nap utan 3 cm atmérdjii, 3 hét alatt novi be az egész 10 cm
atmérdjl taptalajt. A telep korkords novekedésti, lapos. Fiatal koraban hajlamos a hifaszalak
csomosodasara, ezek az idésebb telep kdzepén is lathatok maradnak. Két hét elteltével a telep
kiils6¢ feliiletén sugarirdnyban vékonyszalu, zsirfényli hifak fejlodnek, ezek mar nem

csomosodnak. A telep nem hozott sporakat, és cseppeket sem figyeltiink meg (Isd.: 11 abra).
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12. abra: Az Acremonium nemzetség (DE morfoldgiai csoport) gyakorisaga az oktdberi mintakban

A 12. abran lathatd, hogy a nemzetséget csak novényhazi koriilmények kozott sikertilt
detektalnunk, és fertézottsége az eddig tapasztalt altalanos trendtdl eltérve a ’Karpia F1°
fajtaban szignifikdnsan magasabb volt, mint a "Ho F1° fajtaban.

A nemzetség eloszlasara az egyes szervekben az alacsony mintaszdm miatt nem
végeztiink vizsgalatot, azonban azt érdemes itt megemliteni, hogy magbdl csak ezt a

nemzetséget sikeriilt detektalnunk.

5.2.4. A Cladosporium nemzetség eloszlasa a Kiilonb6z6 terméhelyeken és fajtakban az

oktoberi mintavétel esetében

13. sbra: - Cladosporium sp.-be (DG morfoldgiai csoport) tartozé No. 75. telep fényképe
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A telep PDA taptalajon kozepes-lasst fejlodési, az 5 cm-es atmér6t csak 3 hét elteltével
érte el. A telep noveledése korkoros, széle hulldmos. A hifaszalak szine feketés, a telep mar
egészen fiatalon barnan sporulalt, a sporakkal a Petri-csészén beliil szaporodott is.

Csomosodasra nem hajlamos, viszont cseppek megfigyelhetéek voltak (13 abra).
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14. sbra: A Cladosporium nemzetség (DG morfolégiai csoport) gyakorisaga a kiildnbéz6 szervekben az oktéberi mintaban

A 14. abrardl leolvashatd a nemzetség elterjedése az egyes fajtakban és termohelyeken.
A szabadfoldon és a ndvényhdzban nevelkedett ndvények kozott csak a "Ho F1° fajta esetében
mutathato ki szignifikans kiilonbség a szabadfoldi egyedek javara. Bar a *Karpia F1° esetén a
szabadfoldi egyedek kolonizaltsaga alacsonyabb, mint a novényhaziaké, ez a kiilonbség
statisztikailag nem tekinthetd szignifikansnak. A két fajta kozotti kiilonbség se a szabadfoldi, se
a névényhazi mintdk esetén nem tekinthetd szignifikansnak.

A nemzetség eloszlasara az egyes szervekben az alacsony mintaszdm miatt nem

végeztiink vizsgalatot.

5.2.5. Egyéb beazonositott morfologiai csoportok
A kovetkez6kben a tobbi, Barnkopf Andras altal ITS alapt szekvenciaanalizissel
beazonositott morfologiai csoportot szeretném roviden bemutatni. A morfologiai csoportok

fényképe a 15. dbran lathato.

40



15. abra: 1: Verticillium sp. (DC, No. 86); 2: Aspergillus sp. (DH, No. 68); 3: Penicillium sp. (DK, No. 84); 4: Galactomyces sp.
(DO, No. 89); 5: Anthirinium sp. (DR, No. 93); 6: Cercospora sp. (DU, No. 90)

Verticillium sp. (DC):

Kozepes novekedési erélyii, kozépen fehér, csomos; a szélén fekete, gyapjas micéliummal, sok
léghifaval. A telep korkordsen vagy szabalytalan alakban fejlodik, a telep széle fonalas.
Cseppeket nem tapasztaltunk (Isd.15/1. abra)

Aspergillus sp. (DH):

Gyenge novekedési erélyt, hifai nem lathatok, csak koromfekete sporuldlo képletei, melyekkel
a taptalajon ujabb telepeket hoz 1étre (Isd. 15/2. abra).

Penicillium sp. (DK):

Csak a fiatal telepnél lathatok tortfehér szinGi hifdk, a telep szabdlytalan alakban novekszik.
Késobbiekben sargasbarna, sporulalo képleteivel terjed (Isd. 15/3. abra).

Galactomyces sp. (DO):

Erds novekedési erélyli, korkords novekedési, a telep széle fonalas. Hifaszalai sugériranyuak,
vékonyak, a telep opalos zsirfényli. Helyenként tejfehér sporulald képletek figyelhetdk meg.
Léghifakat és cseppeket nem fejleszt (Isd. 15/4. abra).

Anthirinium sp. (DR):

Nagyon erételjes novekedésii, a taptalajt két hét elteltével mar teljesen beboritotta. A telep
vastag, a taptalaj felszinétdl elemelkedd, bolyhos, tortfehér szinii. Gyakran megfigyelhetd
cseppképzés (Isd. 15/5. abra).
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Cercospora sp. (DU):
Gyenge-kozepes novekedési erélyli, korkords telepet képez fonalas szegéllyel, a telepen
koncentrikus mintdzottsag figyelhetd meg. A telep szine sziirkés- fehéres, nem sporuldl és nem

képez cseppeket (Isd. 15/6. abra).

5.3. A dsRNS tartalmi mikovirusok detektilasanak eredménye

Az eldz6 fejezetekben bemutattam a ndvényben €16 endofita gombak elterjedtségét és
morfologiajuk sokszintiségét. Kisérletiink célja volt a ndvényekben €16 endofita gombakat
kolonizalé virusok felmérése is. Ezen mikovirusok leggyakoribb orokitdanyaga a duplaszali
RNS, ezért 28 reprezentativan kivalasztott gombatdrzs nukleinsavkivonatat teszteltiik dsRNS-
specifikus immunoblottal.

A kivalasztott gombatorzsek nagytomegli felszaporitdsa, a nukleinsav kivonasa és az

immunoblott folyamatanak leirasa az Anyagok és modszerek fejezetben olvashaté részletesen.

42 80 35 66 54 62 34 97 87 78 57 28 88 45 M 96 95 91 90 85 81/a7967/w 67 6358 55 51 33 M

<« 39kbp 3,9 kbp
< 24kbp 2,4 kbp
1,4 kbp
1,2 kbp

16.4bra: A dsRNS immunoblot membanjainak scanképe

A 16. abran a dsRNS- specifikus immunoblott eredményét lathatjuk. Osszesen 28
reprezentativan kivalasztott gombatorzset vizsgaltunk. A torzseket aszerint valasztottuk ki,
hogy minél tobb morfologiai csoportot tesztelni tudjunk. A blottmembran képén az egyes
torzsekbdl nyert monospodrasitott €s monohifasitott izolatumok laboratoriumi szama lathato, ez

alapjan a 7. illetve 8. tablazatbol visszakeresve beazonosithatok.
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A vizsgalt 28 torzs kozil a 28, 97, 34, 63, 81/a és 96-os szamuak bizonyultak
pozitivnak, azaz ezeknél a torzseknél valosziniisithetd dSRNS-mikovirus (0k) jelenléte. A 6
pozitiv izolatum koziil 6t6t Barnkopf Andrasnak mar sikeriilt molekularis modszerekkel
beazonositania. Eszerint a 28. szamu a Xylaria (AE morfologiai csoport), a 34-es az
Acremonium (A illetve DE morfoldgiai csoport), a 96-os és 97-es szamu pedig az Alternaria
nemzetségbe (B illetve DA morfoldgiai csoport) tartozik. A 63. szdmll minta faj szinten is
azonositott: Sarocladium strictum (Y morfologiai csoport). Az immunoblotton negativ mintak
koziil a 35, a 85 ¢és a 91 az Alternariak morfologiai csoportjaba tartozott (B, illetve DA). Ebbol
a nemzetségbdl tehat sikeriilt dsSRNS tartalmu, és dsSRNS-mentes torzseket is detektalnunk. Mas
ismert nemzetségbe tartozé dSRNS-negativ mintaink: 42 (AD morfologiai csoport, Fusarium
sp.), 45 (P morfoldgiai csoport, Chaetomium sp.) és 90 (DU morfolédgiai csoport, Cercospora
sp.).

A dsRNS pozitiv mintdk szambavételén tal a dsSRNS-ek szamanak ¢és
molekulahosszdnak meghatarozasaval, ill. parcialis szekvencidk meghatarozasaval elézetes
kovetkeztetéseket lehet levonni az egyes torzsekben talalhatd virusok milyenségérdl. Ez a
munka még nem zarult le, sajat kisérleteim soran csak a méretre vonatkozd informdaciot
nyertem ki. Az immunoblottos vizsgalathoz markerként a reovirus Dearing térzs genomi RNS-
¢t hasznaltuk, a detektalt dsRNS molekulak hosszat ehhez az ismert molekulahosszasagu
markerhez viszonyitottuk (Joklik, 1981). A 34. szamG minta legalabb &t kiilonb6z6
molekulahosszisagi dSRNS-t tartalmazott. A két hosszabb RNS molekulahossza egy kevéssel
meghaladja a 2,4 kilobazispart.

A 97. szamu minta dSRNS-e¢ rendkiviil nagy molekulatomegli, ezért a hasznalt
markerhez nem viszonyithatd. A 28. minta bar egyértelmien dsRNS pozitiv, de benne
nehézkes konkrét molekulatomegli fragmentumokat észlelni. Egyediili hatarozottabban
kivehetd dsRNS-ének molekulahossza valamivel rovidebb 2,4 kilobazisparnal.

A 96. minta esetében harom jol elkiilonithetd molekulatomegli dsRNS fragmentum
lathato. A két hosszabb fragmentum molekulahossza nagyjabol 2,4 kbp, illetve 2,4 és 3,9 kbp
kozé tehetd, mig a rovidebb fragmentum molekulahossza 1,2 kbp kortiili. A 81/a mintaban egy
jol lathaté dsRNS molekula volt detektalhatd, molekulahossza 2,4 és 3,9 kilobazispar kozé
tehetd. A 63. mintaban két kiilonb6z6 molekulahosszisagi dSRNS-t azonositottunk, a hosszabb

nagyjabol 2,4 kbp hosszsagu, a rovidebb kicsivel hosszabb1,4 kbp-nal.
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6. DISZKUSSZIO

6.1.A névények endofita gombak altali kolonizaltsaganak értékelése

Mind szabadf61don, mind névényhazban termesztett paprika esetében igazolast nyert az
a hipotézisiink, miszerint a szabadfoldon nevelt paprikanovényeknek magasabb az endofita
gomba altali kolonizaltsaguk, mint a ndvényhazban nevelt egyedeké. A két termohely kozott
nagyjabol kétszeres a kolonizaltsdg aranya. Ennek okai Osszetettek, a kiilonb6zd
termesztéstechnologian alapulnak.

A novényhazi kézetgyapotos termesztésnél a termesztokozeget minden kultara utan
cserélik, a novényhazakat az Uj kultura beiiltetése el6tt fertdtlenitik. Ezzel az eldzd
novényallomanybol szarmazo gombak attelepiilését gyakorlatilag megakadalyozzak a
kovetkezd kulturara. Ezzel szemben szabadfoldi koriilmények kozott az endofita gombaknak
lehetdségiik van a talajban és az elhalt novényi részeken fennmaradni, és igy a kovetkezd
novényallomanyt kozvetleniil megfertdzni. Szabadfoldon ez ellen csak korlatozott védekezési
lehetdségek allnak fenn: talajfertStlenités és a vetésforgd betartasa.

Fontos kiilonbség még, hogy bar mindkét termdéhelyen torekedtek a termesztés soran a
novény termesztési optimumait lehetd legjobban biztositani, de ehhez a névényhazban sokkal
jobb lehetdségek adottak. A kdzetgyapoton hidrokultiraban termesztett ndvények
tapanyagigénye sokkal pontosabban kielégithetd, mint a szabadfoldi csepegtetocsoves
ontézésnél, emellett a ndvényhazban kevesebb abiotikus stresszel talalkozik a névény: kisebb a
légkori aszaly, a napégés és a tal alacsony éjszakai homérséklet karos hatdsa, ennek
kovetkeztében erésebb a ndvény vigora, igy jobban ellendll a gombafertézéseknek is. A
novényhéazakban hatékonyabb a rovarvektorok elleni védekezés is, ami szintén gatolhatja az
endofita gombak gyors elterjedését.

Lathato, hogy a két fajta kozott is van kiilonbség a kolonizaltsagban, ez azonban csak a
szabadfoldi koriilmények kozott nevezhetd szignifikdnsnak. Megéllapithatd tehat, hogy
szabadfoldon a kupos tipustt "Ho F1° fogékonyabb az endofita gombak altali kolonizalodasra,
mint a kapia tipusu *Karpia F1°.

Megfigyelhetd, hogy a novényegyedek kolonizacids gyakorisdga a teny€sziddszak
folyaman valtozik, de ez a valtozas csak majus és augusztus, illetve augusztus és oktober kozott
volt szignifikans novekedés. Ennek oka vélhetden a novény életciklusaban keresendd.

Aprilisban a fejlédd palantak még viszonylag alacsony kolonizaltsagot mutattak, ez a

fiatal, j6 erOben 1év6 novényegyedek és a steril palantahdzi koriillmények eredménye.
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Majusban még az aprilisindl is alacsonyabb kolonizaltsagi értékeket lathatunk, bar ez a
statisztikai értékelés szerint nem tekinthetd szignifikdns kiilonbségnek. FO oka - a hatékonyan
végzett palantanevelés és novényvédelem mellet - az lehetett, hogy a palantdk az intenziv
novekedési idészakban gyorsabban fejlédtek, mint a benniik €16 endofita gombak, igy a fiatal
novényi szovetek még jelentés mértékben mentesek voltak a gombakolénidktol.

A kitltetést kovetéen az endofita kolonizaltsdg erdsen ndvekedett egészen a
tenyészidoszak végéig. Ennek okai a megvaltozott, a ndvény szdmara a paldntahazinal
kedvezdtlenebb koriilmények, illetve az, hogy a ndvények juvenilis fazisukbol attértek az adult
fazisba, igy energiaikat az intenziv hajtdsndvekedés helyett mar a termések kifejlesztésére és
beérlelésére forditottak, és az endofita gombak konnyebben tért hodithattak maguknak a
szOvetekben.

Oktoberben a fert6zottség mértékét tovabb novelhette az egyre hiivosebb és parasabb
id6jaras és a megvilagitas csokkenése, mivel a termesztési koriilmények ebben az iddszakban a
tropusokrdl szarmazd melegigényes paprika optimumatol egyre jobban eltértek.

Jol lathato, hogy a kolonizéltsag az aprilisi nagyjabol 25%-os atlagrol oktoberre 45%-ra
emelkedett, azaz szinte megdupldzodott a tenyésziddszak folyaman.

Az egyes szervek kolonizaltsagat megfigyelve tendenciaként itt is megfigyelhetd, hogy
az egyes szervek kolonizaltsaga a tenyésziddszak folyaman fokozatosan ndvekedett, azonban
nem egyforma mértékben, illetve ettdl a trendtdl valo eltérések is megfigyelhetok.

A gyokér kolonizaltsaga folyamatos szignifikdns novekedést mutatott augusztusig,
oktoberben azonban visszacsokkent nagyjabol a majusi szintre. Jol latszik, hogy a gyokér
egyike a novény legmagasabb aranyban kolonizalt szerveinek, ez is jol mutatja, hogy milyen
fontos szerepe van a termesztOkozegnek az endofita gombak terjesztésében. A szar
kolonizaltsdga viszonylag alacsony maradt a tenyészidészakban, azonban oktdberben hirtelen
megugrott.

A fiatal levelek adataindl jol megfigyelhetd a ma4jusi, Statisztikailag bizonyitott
visszaeseés, ami szintén azt a megfigyelésiinket tamasztja ala, hogy a gyorsan fejlddé novényi
szovetekbe a gombak nem képesek azonnal betelepiilni, csak késébb kolonizaljak azokat.

Az 1d6s levelek kolonizaltsdga nagyon magas volt, és oktoberre enyhe emelkedést
mutatott. Ennek f6 oka az lehet, hogy a névény légcserenyilasain keresztiil - melyek a levelek
fondkan miikddnek - viszonylag konnyen képesek az endofita gombak terjedni, féleg nedves
levélfeliilet esetén.

A vizsgalat véleményiink szerint érdekes eredménye, hogy mig a terméskocsany

kolonizaltsaga nagyon magas volt, addig a fiatal és idés termésfal kolonizaltsaga alacsony
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maradt. Ez a termések eltarthatosaga szempontjabdl lehet jelentds, mert azt sugallja, hogy a
paprika bogyodjat tamadé gombas betegségek a terméskocsanybol keriilnek at a termésfalba. Ez
jol megfigyelheté példaul a paradicsomalkat paprikak Alternaria sp. okozta sziirke
maghazrothadasanal, amikor a bogy6 rothadasa jol lathatéan a terméskocsany feldl indul.

A magok endofita gomba altali kolonizaltsaga rendkiviil alacsony, szinte
elhanyagolhatd volt. Ebbo6l arra lehet kovetkeztetni, hogy a paprikamag- legalabbis a
kitenyésztheté endofitak esetében- nem adja at endofitait a kovetkezé nemzedékre, hanem azok
a kornyezetbol keriilnek be az utddokba. Ennek a korokozok szempontjabol is jelentdsége van,
hiszen a paprikat lizemi termesztésben elsdsorban generativ ton, maggal szaporitjadk. Ha a
magok egy kiilsd csavazason atesnek, ami elpusztitja a feliiletiikon talalhatdo korokozokat
gyakorlatilag kizarhatd a mesterségesen, PDA taptalajon kitenyésztheté endofita gombak

vetdmaggal torténd atadasanak esélye az egyes nemzedékék kozott a ndvényhazakban.

6.2.Az egyes morfolégiai csoportok elterjedtségének értékelése

Alternaria (DA): az Alternaria nemzetség mindkét terméhelyen és mindkét fajtaban
eléfordult, és ez képviselte az el6forduld endofitdk tobb mint felét. Jol lathatd, hogy
elterjedtsége szabadfoldon sokkal magasabb volt, mint névényhazban. A két paprikafajtaban
val6 el6fordulas mértékében nagyobb kiilonbséget figyeltiink meg, mint a tobbi nemzetségnél,
de itt is a "Ho F1” fajtaban volt nagyobb a gyakorisag, kozel 62% fertézottséggel. A gyokérben
¢s a fiatal termésben az Alternaria nemzetség el6fordulasa kimondottan alacsony volt, az idds

termésben mar 1ényegesen nott.

DB: A morfologiai csoportot a *Karpia F1° fajtdban csak szabadf6ldon, ott is csak kis
mennyiségben tudtuk detektalni, tehat a "H6 F1’ erre a morfologiai csoportra is sokkal
fogékonyabbnak bizonyult. A morfoldgiai csoport igazi érdekessége, hogy ezt a csoportot csak
gyokeérbol detektaltuk. Valoszinlileg egy gyokeérspecifikus torzsrdl van sz6, ami ndvényhazban
szintén ritkabb, mint szabadfoldi koriilmények kozott. A kisérlet soran a morfologiai csoport
nem Kkeriilt szekvenciaanalizissel beazonositasra, de ennek elvégzése, illetve a torzs novény
¢letében betoltott jelentdségének vizsgalata ajanlhatd a jovore nézve, mivel egy viszonylag
gyakori el6fordulasu, és gyokérspecifikus nemzetségrol van szo.

Acremonium (DE): csak novényhazi koriilmények kozott sikeriilt detektalnunk, és a
"Karpia F1° fajtdban szignifikdnsan magasabb gyakorisdggal mint a "H6 F1-ben’; erre a torzsre
tehat ez a fajta fogékonyabb. A nemzetség tovabbi érdekessége, hogy magbdl csak ezt sikeriilt

detektalnunk, tehat ennek a nemzetségnek a vetdmaggal valo terjedése elképzelheto.
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Kisérleteinkkel a paprika endofita gombainak vizsgalata természetesen még nem zarult
le, és a bemutatott eredmények nyoman tovabbhaladva remélhetéleg a gyakorlatban is

hasznosithat6 ismeretekhez fog vezetni.

7. OSSZEFOGLALAS

Kisérletlinkben két hibrid paprikafajta (CHo6 F1°, ’Kéarpia F1”) szabadf6ldi €és novényhdazi
alloméanyéban a tenyésziddszak sordn négy alkalommal vizsgaltuk a PDA téptalajra
kitenyészthetd fonalas endofita gombak elterjedését, 6sszehasonlitva az egyes szervekbdl
izolalhato telepgyakorisagot. A kitenyésztett gombatorzseket morfoldgiai csoportokba
osztottuk, és az oktoberi mintavételkor felmértiik az egyes morfologiai csoportok gyakorisagat
a fajtara, termesztési helyre és ndvényi szervekre vonatkozodan.

Az endofita gombak gyakran élnek egyiitt mikovirusokkal. Reprezentativan kivalasztott
gombatorzsekbdl a duplaszaltit RNS 6rokitdanyagu mikovirusok jelenlétét dsRNS specifikus

immunoblottoldssal vizsgaltuk.

Eredményeink azt mutatjak, hogy az idds szovetek kolonizacios rataja rendszerint
meghaladja a fiatal szovetekéit. A szabadfoldon fejlodott egyedek endofita gyakorisaga is
jelentdsen magasabb volt az livegghazi paprikaénal. A "Ho F1° és *Karpia F1° hibridek
kolonizaltsdgaban a tenyésziddszak masodik felében tapasztaltunk jelentds eltérést. Az egyes
szervek kolonizaltsaga szignifikansan eltérd, legmagasabb aranyban kolonizéltak az idds levél,
a terméskocsany és a gyokér, mig a legalacsonyabb aranyban kolonizalt a mag. A kimutatott
morfoldgiai gombacsoportok szima meghaladja a 60-at. Az tiveghazbdl és szabadfoldrdl izolalt
gombacsoportok kozott van atfedés, igy példaul Alternaria-szerti gombakat mindkét esetben
talaltunk. Bizonyos tipusokat kizarolag iiveghazbol, masokat csak szabadfoldrél mutattunk Ki.
Egy morfologiai csoportot kizarolag gyokeérbdl izolaltunk, mig mésok minden névényi
szervben el6fordultak.

A mikovirusokra vizsgalt 28 torzsbdl 6 torzsben sikeriilt a dsRNS jelenlétét detektalni.
Ezek a torzsek a Alternaria, Xylaria, Acremonium és Sarocladium nemzetségbe tartoznak. Az
egyes torzsek kiillonbord szamu és kiilonb6z6 molekulahossziasagu dsRNS- fragmentumokat

tartalmaztak.
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