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1. Bevezetés

A novénykorokozd gombiknak igen fontos gazdasagi és szocialis
hatdsa volt az emberekre a mezdgazdasagi tarsadalmak kialakulasa oOta
(Stakman, 1959). Az 6kori rémaiak Robigus istent felték, aki a gabonailiszog
nevil katasztrofalis hatasu gabonabetegséget testesitette meg, imadkozva
hozza gabonatermésiik megmentésére. A XIX. szdzadban (1849) az ir
burgonyavész, melyet a Phytophtora infestans gomba okozott, masfél millio
halalos aldozatot és nagy arany Eszak-Amerikdba iranyuld kivandorlast
eredményezett. 1970-ben a kukorica levélhervadasa, melyet a Cochliobolus
heterostophus okozott, az Egyesiilt Allamok kukorica termésének koriilbeliil
15%-at pusztitotta el, tobb mint egy billid6 dollar veszteséget okozva. A
patogén gombaknak kdszonhetd veszteségek évrdl évre valtoznak, de dvatos
felmérések szerint az atlagos évi terméshozam 5-10%-kal valo csokkenése
altalanos még az iparilag fejlett orszagokban is (James, 1974).

A Botrytis nemzetséget Micheli allitotta fel 1729-ben, €s azdta ez a
nemzetség kozismerten olyan fonalas gombak csoportjat tartalmazza,
amelyek fitopatogének és gazdasagilag igen jelentds korokozdk. Ez a
megallapitas egyardnt helytalld a genus tagjaira egyiittesen, valamint a
Botrytis cinerea esetében dnmagaban is. A Botrytis nemzetség eléforduldsa
nagyobb részt a mérsékelt Ovre korlatozddik, és ott nagyszamu, eddig
bizonyitottan 235 gazdandvény fajt képes megtdmadni, és rajtuk a
sziirkerothadas nevli megbetegedést kivaltani (Jarvis, 1977).

A termesztett ndvények olyan fontos csoportjai veszélyeztetettek,
mint a szant6foldi és tliveghazi kultirdk, bogyods gylimolcsok, szdlo,
disznovények és facsemeték. Sok egyeéb novény és kultara is veszélyeztetett,
azonban kevésbé szamottevd gazdasagi jelentdségiik miatt nem keriilnek a

figyelem kozéppontjdba. A nemzetség tagjait mint tarolasi betegséget okozo



mikroorganizmusokat is szamon tartjuk, mivel hidegtliré képességiik miatt
jelentds problémakat okozhatnak a termékek raktarozasa és szallitmanyozasa
soran.A Botrytis nemzetség altal okozott megbetegedések megeldzésének €s
kezelésének tobb utja és lehetdsége is van, de a védelem megvalositasa
altalaban nem egyszerli feladat. A nehézségek gyakran a gomba
¢letciklusabol erednek, a sporacsirazas, a fert6zés, a micélium novekedés és a
sporulaci6 gyorsan torténik a nemzetség legtobb tagjanal. A védekezés
nehézkes, mivel a gomba kiilonbdzé populacioi eltérd modon toleraljak a
kiilonb6zd fungicideket, mas esetben a betegség az €rési id6 elott vagy alatt
jelenik meg, ami tovabb neheziti vagy lehetetlenné teszi a kémiai védekezést.

Jollehet a Botrytis nemzetség tagjait betegségeket okozd
mikroorganizmusokként tartjuk nyilvan, a Botrytis cinerea sz0l6bogyodkon
nagy jelentdségli és eldsegitendd folyamatot is eredményezhet. Ez az allapot
— a legjobb dolog, ami a sz816vel torténhet' — az asziisodds®.

A gombak rendelkezhetnek kizardlagosan szexudlis vagy
kizardlagosan aszexualis szaporodassal, illetve szaporodhatnak mind
szexualis, mind aszexualis mddon; nagy tavolsagokban szérodhatnak szét
esOcseppek, sz¢él, vagy izeltlabu vektorok segitségével.

A korokozd gomba kivaldan alkalmas modellszervezetnek a
populaciobiologia alapvetd jelenségeinek tanulmanyozasdhoz. Sok
novénykorokozd gombat konnyen lehet gylijteni természetes populaciokbol,
mig masokat nem vagy csak ritkan és nehezen. Adott esetben ezer izolatumot
lehet gylijteni egyetlen nap alatt, egyetlen populaciobol, lehetdvé téve a
genetikai  valtozdsok tanulmanyozasat ugyanabban a populacidban
meghatarozott id0 intervallumokban. Ez teszi a ndvénykortani kutatasok

kozéppontjaba a novénykorokozod gombak genetikdjanak €s fizioldgidjanak
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vizsgalatat, egyediilallé lehetdséget kindlva a populacids kapcsolatok és az

evoliciobiologia tanulmanyozasara.



2. Irodalmi attekintés

2.1. Botrytis cinerea

2.1.1. Taxonémia

A Botrytis P. Mich. ex Pers. (,,flirtdspenész”) nemzetséget (fotpul,
botrys, gor.: szoloflirt) P.A. Micheli irta le 1729-ben, és C.H. Persoon
validalta 1794-ben (,,1801”, tévesen idézve Coley Smith és mtsai, 1980). A
tipusfaja a Botrytis cinerea, melyet Persoon 1821-ben irt le, és E.M. Fries

1832-ben megerdsitett (idézve Coley Smith és mtsai, 1980)(1. abra).

1. abra Botrytis cinerea konidiumtartojanak szoloflirtre emlékeztetd fénymikroszkopos képe
(a szerzb felvétele)

Teleomorf alakjat A. de Bary 1869-ben el6szor Peziza fuckeliana
néven kozolte, majd Sclerotinia fuckeliana-ként de Bary ex de Bary (1884)
modositotta, melyet késobb H. H. Whetzel legitimalva (1945) a Botryotinia
genusba tett at Botryotinia fuckeliana néven (idézve Coley Smith és mtsai,

1980) (1. tablazat).



1. tablazat A Botrytis cinerea (Pers.: Fr. Botryotinia fuckeliana (de Bary) Whetzel)
aszexualis és szexualis rendszerezése

Aszexualis rendszezés Szexualis rendszerezés
Orszag Fungi Fungi
Divizio Deuteromycota Ascomycota
Osztaly Hyphomycetes Discomycetes
Rend Moniliales Helotiales
Csalad Moniliaceae Sclerotiniaceae
Génusz Botrytis Botryotinia
Faj Botrytis cinerea Botryotinia fuckeliana

A Botrytis nemzetség tobb mint 20 fajt foglal magaba, azonban a
nemzetségrol csak altalanossdgban beszélhetiink, mivel a fajok gazdandvény
specializaltsaganak leirdsa meglehetésen hianyos, és besorolasuk koriil is
vannak problémdk (pl. a Sclerotinia nemzetségbe tartozo S. veratri inkabb a
Botrytinia nemzetségbe sorolhatd (Khon, 1979)). Harom species koncepciod
hangsulyos a gombdknal: a megjelenésen alapuldé morfologiai, a
keresztezOdésen alapuld bioldgiai és a szdrmazason alapuld filogenetikai
koncepcid. A ndvény-patogének gazda-specifitasa szintén fontos elkiilonitési
szempont.

A Botrytis fajok koriilhatarolasat morfologiai jellemzdik  és
gazdanovény specifitdsuk alapjan kezdték meg (Hennebert, 1979; Jarvis,
1977). A jellegzetességek, mint a szklerocium mérete €s formdja, a konidium
mérete hasznosak lehetnek, de tobb faj is morfologiailag hasonlo, és a
tenyésztési  koriilmények is nagyban  befolyasolhatjdk ezeket a
tulajdonsagokat. Emiatt ez a modszer nem lehet kizarolagos az azonositasnal.
Az in vitro keresztezésen alapuld bioldgiai fajkoncepcid haszndlata szintén
limitalt, ezért az all¢l variancian alapulé megkiilonboztetést kell elényben
részesiteni a fajok definidlasanal. A rendszerezés filogenetikai megkdzelitése
fellenditette a DNS szekvenalasban rejlo lehetdségeket, de ez a lehetdség a B.

cinerea esetében még kezdeti szakaszaban tart. A riboszomalis DNS ITS’

? Internal Transcribed Spacer



régidja altalanosan hasznalt a gomba fajok -elkiilonitésében, azonban
variabilitdsa a B. cinerea esetében alacsony (Nielsen ¢és mtsai, 2001), ami
limitdlja hasznalhatosagat. A riboszomalis IGS® vizsgalatanak hasznalatira
szintén torténtek probalkozasok (Giraud ¢és mtsai, 1997), jollehet
hasznosséaga korlatozott a rekombinacidé miatt (Staats és mtsai, 2005).

A tobb gén hasonldsaganak vizsgélatan alapul6 elkiilonités fontossagat
mutatja, hogy kiilonb6zd gének elézetes vizsgalata soran (Leroux és mtsali,
2002) ket filogenetikailag kiilonb6zd csoportot irtak le a B. cinerea fajon
beliil, és igazoltdk a kozeli kapcsolatot a B. calthae, B. convoluta és a B.
fabae kozott, azt sugalmazva, hogy a B. calthae és a B. convoluta a B.
cinerea fajrol valhatott le. Ezek a fajok korabban a klasszikus morfologiai
leirds szerint a B. cinerea fajkomplex részei voltak (Hennebert és Groves,
1963).

A filogenetikai és taxonomiai szempontbol is érdekes adatnak szamit
tobb olyan vizsgalat is (Giraud és mtsai, 1999, 2006; Munoz ¢s mtsai 2002;
Fournier és Giraud, 2008), melyek szerint kiilonb6z6 gazdandveényekrol
szarmazo6 izolatumok kiilonb6zo genetikai markerekkel valo vizsgalata soran,
azok gazdanovényenként eltéré genetikai mintdzatot mutattak. Karchiani-
Balma ¢és munkatéarsai (2008) tunéziai izolatumokon végzett vizsgalataik
soran a kiilonbozd gazdandvényekrdl €és foldrajzilag izolalt teriiletekrdl
szarmazd B. cinerea izolatumok esetében a populacio differencialédas
szempontjabol a gazdanovény hatédsat tapasztaltdk erdteljesebb tényezoének a

foldrajzi tavolsagokkal szemben.

2.1.2. Variabilitas

A Botrytis nemzetségen beliil a legtobb genetikai szakcikk a B. cinerea-

val foglalkoz6 genetikai markereket vizsgald kozlemény. Egyik visszatérd
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tétma a B. cinerea variabilitdsa, hiszen nagy morfologiai és genetikai
valtozékonysaggal rendelkezik. Ezt a valtozékonysagot hagyomanyosan a
heterokariozis és az aneuploidia jelenségeinek tulajdonitottak. Ujabb
vizsgalatok szerint azonban a heterotallikus gomba két parosodasi tipusa
mennyiségileg egyenlden oszlik meg, ez pedig egyértelmli bizonyitéka
annak, hogy a B. fuckeliana szexualis reprodukciora is képes a természetben,
¢s ez a heterokariozisndl és az aneuploidianal sokkal jelentdsebb tényezdként

jarulhat hozza a faj genetikai valtozékonysaghoz (Beewer ¢s Parkes, 1993).

A szexualis ciklus variabilitasa

A heterotallikus fajokban a vegetativ fejlodési szakaszba gy iktatodik
be az ivaros rekombinacios szakasz, hogy csak idegen teleprdl szarmazd him
¢€s ndi ivarsejtek egyesiilése eredményezhet megtermékenytilést. A B. cinerea
¢életciklusa ennek megfelelden jeleniti meg a kiilonb6zd fejlédési
fokozatokat. A szomatikus (vegetativ) micélialis allapotban aszexualis
konidiumok képzddnek (makrokonidiumok), a Botrytis anamorf allapotot
megjelenitve. A szklerocialis, mikrokonidium-képz6 4llapotban a
szklerociumok csirdzdsa rendszerint micéliumot vagy konidiumot
eredményez, de megfeleld eléfeltételek teljesiilése és megtermékenyiilés
esetén a meidzis eredményeként aszkospordkat tartalmazd apotécium
fejlodhet, megjelenitve ezaltal a Botryotinia teleomorf allapotot.

A B. cinerea apotéciuma rendkiviil ritkan fordul elé a természetben
(Lorbeer, 1980), ennek ellenére laboratoriumi kornyezetben konnyedén
neloallithatd” (Faretra és mtsai, 1988), és ezaltal a szexudlis ciklus
tanulmanyozhatd. A legtobb heterotallikus tomlésgomba, igy a B. cinerea
esetében is a parosodasi tipust egyetlen 16kusz® két idiomorf allélje — MATI-

1, MATI-2 — hatarozza meg. A legtobb populacioban a MATI-1 allél

> mating type loci



el6forduldsa csupan alig valamivel magasabb, mint a MATI-2-¢.
Mindamellett néhany izolatum esetében homotallikus megjelenést figyeltek
meg teszttorzsek keresztezése soran, termékeny apotécium képzddéssel
spermatizacid nélkiil. Az instabilitds molekularis alapjai még nem teljesen
érthetdek, de eredményezheti mindkét parosodasi allél jelenléte és egyikiik
delécidja a kapcsolodas soran (Raju és Perkins, 2000). A B. cinerea esetében
is az aszkuszban a négy meiotikus sejtmag koziill a kapcsoldodas
eredményeként egy vagy kettdé epigenetikusan moédosul a kovetkezo

mitotikus osztodasnal (Beever és Weeds, 2004).

Kompatibilitas

Az ivaros folyamatok soran gaméta jellegli sejtek egyestilése jatszodik
le, sejtfizi6 azonban bekdvetkezhet vegetativ (szomatikus) gombasejtek
kozott is. Az ivaros folyamat a genetikailag kiilonbozd sejtek egyesiilését
engedi ¢és véd a beltenyészet kialakulasatol, a vegetativ kompatibilitasi
rendszerek azonban az azonossagot részesitik eldnyben és védik a szervezetet
a kedvezdtlen genetikai hatasoktol.
Kompatibilis csoportok jellemzése lehetdséget biztosit a gombak fajon beliili
valtozékonysaganak vizsgalatara. A vegetativ kompatibilitdsi csoportok
(VCG®) vizsgalatat nitratot fel nem hasznald auxotréf mutansok (Nif)
segitségével végzik, mivel minimal téptalajon a kompatibilitds vagy
inkompatibilitas ténye konnyebben eldonthetd, illetve a csoportok kiilonb6zo
nitrogénforrasokat tartalmazé minimal taptalajok haszndlataval konnyebben
osztalyozhatok. A nit mutansok klorat tartalma taptalaj hasznalata esetén
spontan alakulnak ki, és mivel a vad tipust telepekkel szemben nem
milkddnek a nitrat anyagcsere enzimeik, nem alakitjdk at a kloratot mérgezo

klorittd (Puhalla, 1985). A nit mutansok harom fenotipus osztalyba

¢ vegetative compatibility group



sorolhatok attol fliggden, hogy a nitrat hasznositas mely lépése blokkolddott.
Ha a nitrat reduktdz struktirgénje szenvedett mutacidt, akkor nitl/, ha a
nitrogén asszimilacid szabalyozasaban szerepld gén, akkor nit3, ha a nitrat
reduktdz miikodéséhez sziikséges molibdén tartalmu kofaktor gének egyike
sériilt, akkor nitM fenotipus osztalyrol beszéliink. Beever €s Parkers (2003)
vizsgalatai soran nitl €s nitM mutansokat felhaszndlva vizsgaltak kiilonb6z6
izolatumokat, és a B. cinerea esetében megerdsitették a tobbszordos VCG-k
meglétét €s nagy szamban valo eléfordulasat — 57 vizsgalt izolatum esetében
47 csoportot azonositottak. A vegetativ inkompatibilitas genetikai alapjai a B.
cinerea esetében nem ismertek, valoszintileg ugyanugy mitkodnek, mint mas
tomlés gombak hasonld rendszerei. Ezeknél a vegetativ inkompatibilitast egy
sor inkompatibilitasi gén — vic vagy het — befolydsolja, melyeknek esetenként
két vagy tobb allélje is eléfordulhat. A torzsek, melyek azonos, megegyezo
allélokat hordoznak, minden ldékuszukon kompatibilisek, azok pedig,
amelyek kiilonbéznek egy vagy tobb lokuszban inkompatibilisek. A
vegetativ.  kompatibilitasi csoportok meghatdrozhatoak mint egyedi
kombinacidi a vic génnek, tehat ha pl. hat vic 16kusz, lokuszonként két allélel
kiiloniil el egy populacioban, az elméletileg 64 kompatibilitadsi csoportot
jelentene. Weeds €s Beever (1995) vizsgalataik soran 66 kiilonb6z6 VCG-t
¢és legalabb hét vic gént kiilonitettek el B. cinerea esetében. A heterokariota
B. cinerea pérosodasi tipusra homotallikus torzseinek Iétezése mutatja
(Faretra és mtsai, 1988), hogy a MAT-1 nem mikodik mint vic gén a B.
cinerea esetében gy mint a Neurospora crassa-nal. A VCG-k nagy szdma
€s az ugyanabba a csoportba tartozo izoldtumok limitalt el6fordulasa jelzi,
hogy a szexualis rekombinéacio igen fontos szerepet jatszik a természetben

eléforduld B. cinerea populacidk esetében.



Heterokariozis

A paraszexudlis rekombinacio, mint a szexualis rekombindcid
alternativ.  mechanizmusa a természetben jelentésen hozzajarul a
novénykorokozd  gombak  genetikai  valtozékonysagahoz. Egyazon
gombatdrzs vagy két kompatibilis torzs hifai, esetleg konidiumai kozott
anasztomozis torténhet, melynek sordn genetikailag kiilonb6z6 sejtmagvak
keriilnek egy citoplazmaba, ezaltal heterokaridzist eloidézve.

A B. cinerea heterokariozisa hosszan tartd vizsgalata ellenére is nehezen
bizonyithatd, ugyanakkor laboratoriumi heterokarion mutans létrehozéasa
ugyanattol a sziil6tél egyértelmiien bizonyitott (Weeds €és mtsai, 1998;
Beever ¢s Parkers, 2003).

A 16 kérdés a heterokaridzissal kapcsolatban, hogy mennyire jatszik
szerepet a természetben el6forduld torzsek biologiailag szignifikdns
variabilitdsdban. Az ezzel kapcsolatos legkozvetlenebb informacio a
heterokariozisrol a parosodasi tipus gének vizsgalatabol szarmazik. Faretra
¢s munkatarsai (1988) vizsgalataik soran arra az eredményre jutottak, hogy a
természetbdl szarmazd homotallikus izolatum monokonidiumos izolatuma
vagy homotallikus maradt (valosziniileg MATI-1+MATI-2 heterokariota
volt), vagy heterotallikusként viselkedett (valoszinlileg vagy MATI-1 vagy
MATI-2 homokariota volt). A heterokaridzissal kapcsolatos szamos tovabbi
informaciora a fungicid-rezisztencidval kapcsolatos vizsgalatok soran deriilt
fény. Faretra és Pollastro (1993) szabadf6ldi és laboratoriumi dikarboximid
rezisztens izolatumokkal, Pollastro ¢és munkatarsai (1996) szabadfoldi
diklofluanid-rezisztens izolatumokkal dolgozva taldltak néhany izolatumot,
amelyek nem mindig adtdk tovabb rezisztens karakteriiket sem szexualis,
sem aszexualis uton létrejott utddaiknak, mutatva ezzel, hogy a sziilok

heterokarionok voltak rezisztens €s szenzitiv tulajdonsagokat hordozva.

10



Populacios és kompatibilitasi vizsgalatok alapjan a szexualis
reprodukcid fontos szerepet jatszik a populdciok variabilitasaban, a szexualis
variabilitdsrol szol6 tanulmdnyok alapjan a legtobb torzs heterotallikus, és
képes a keresztezOdésre. Ezek alapjan értelmezhetjiik, hogyan miikodhet a
heterokariozis a B. cinerea esetében. Az aszkospords utodok alapvetden
homokariotak, hordozva egyik vagy masik szaporodasi tipus gént, €s jobbara
kiilonb6zd kompatibilitasi csoportokban talalhatok. Mindamellett hogy nagy
szamban vannak jelen, genetikailag kiilonb6z6 kompatibilitasi csoportok
fazioja nem johet Iétre. A pdarosodasi tipusok ismeretei alapjan
feltételezhetjiik, hogy a csoportok genetikai kiilonboz0sége a meidzis utani

kapcsoltsagbol ered (Beever és Weeds, 2004).

2.1.3. Patogenitas

A ndvénypatogén gombak populicidoi szdmara a kornyezetet a
novények felillete vagy egész szervezete jelenti. Az életkozdsségek
evolucidja soran alakult ki a gombak névényeken vagy novényekben vald
¢loskodése. Ennek Iényege, hogy a patogén gomba a ndvény egyes részein,
illetve szervezetében megtelepszik, annak anyagait hasznalja fel
¢letmiikodései biztositasahoz. E kapcsolat sordn a ndvény fizioldgiai allapota
megvaltozik, a szervezet karosodik vagy elpusztul A novényi epidermisz
sejtjel a behatold mikroorganizmusokkal szemben fizikai és kémiai gatat
képviselnek. A behatolds e feliiletek sériilésein, természetes nyilasain vagy az
€p szoveten keresztiil kovetkezik be (Jakucs €s Vajna, 2003).

A B. cinerea ¢€l6 ¢és elhalt szovetekben is képes fennmaradni.
Leggyakrabban a beteg, elhalt ndvényi részekben képzddd szklerociumokbdl
fejlodd konidiumok a fertdzés elinditdi. A gomba esetenként €p borszéveten
keresztiil is behatol, azonban a sebeken, sériiléseken keresztiili fertozés a

leggyakoribb. A sz010 esetében a fertdzés kialakuldsahoz legalabb 15 ora 18-
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21°C-os hémérséklet, magas relativ paratartalom és a csapadékos iddjaras
teremt kedvezd feltételeket (Lazar és mtsai, 2004).

A bogyok felszinére keriilt konidiumok, amennyiben megfeleldek
szamukra a feltételek csirdzdsnak indulnak, és a kornyezeti feltételek
valamint a sz616ndvény allapota alapjan vagy megfertdzik azt, vagy pedig
latens allapotban maradnak. A lappangési id6 a B. cinerea 6koldgidjanak
egy rejtélyes eleme, amely szamos kutatds kozéppontjdba keriilt az utdbbi
idOben. Folyamata harom fontos szakaszra bonthato: a fertdzodés fazisara, a
lappangas fazisara és az aktiv ndvekedés kialakulasara.

A fertézések féken tartasara a sz6londovénynek tobb lehetdsége is van.
Az epidermiszt vékony viaszréteg boritja, ami egyrészt fizikai barrier,
masrészt a védekezésben is szerepet jatszik antimikrobalis és hidrofob
tulajdonsagai miatt (Padgett és Morisson, 1990). A kutikula vastagsaga és
kémiai Osszetétele valtozik a bogyd érése soran, igy a bogyd egyre
fogékonyabba valik a B. cinerea fert6zés szdmara (Commenil és mtsai,
1997). A novény sériilése és fertdzodése esetén a szomszédos fertdzésmentes
¢s €p sejtek elfdsodnak, ¢€s teljesen izolaljak a fejlédésnek induld micéliumot
(Forbes-Smith, 1999). Mas patogén inhibicios mechanizmusok a
poligalakturondz inhibitor proteinek €s proantocianinok aktivitasa révén az
érési folyamat lassitasaval eredményeznek gatlast (Nair és Hill, 1992; Pezet
¢s mtsai, 2003).

A legjobban feltart védekezési valasz a sz010 esetében a fitoalexinek
felhalmozasa és a PR-proteinek’ szintézise (Renault és mtsai, 1996). A sz616
B. cinerea-val szembeni rezisztencidja és a rezveratrol felhalmozasa
kolcsonosen Osszefliggenek az érés gatlasaval ¢és a fogékonysag
fokozddasaval. A latens fertdzésekre adott valaszként néhany PR- fehérje

képes a konidiumok elpusztitdsara (Pezet, 1988) a sejtfal kitin vazanak

7 pathogenesis related proteins
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szétroncsolasaval (Giannakis €s mtsai, 1998). A bogyo fenol tartalma szintén
szerepet jatszik a fiatal bogyok B. cinerea elleni rezisztencidjaban (Goetz és
mtsai, 1999), mivel ezek az 6sszetevok inhibitorai a stilbén oxidaznak, mely
enzim szerepet jatszik a gomba patogenezisében (Sbaghi és mtsai, 1996). A
szO0lobogyokkal ellentétben a levelek rezisztensebbek lesznek iddsebb
korukra a sejtfalhoz rogziilt fenoloknak kdszonhetden (Weber és mtsai,
1995).

A tavasszal bekovetkezd latens fertdzéseknek csak egy kis szézaléka
eredményez valodi fertdzést az érés bekovetkeztekor (Elmer €s Michailides,
2004), osszehasonlitva a kései, nyari latens fertdzésekkel. Utobbiak kb. 30
nappal az érés eldtt inkubalédnak és jelentdés mértékii gyiimolcsrothadast
okozhatnak (Cruickshank és Wade, 1992). A kutikula integritdsa - a mar
korabban is emlitettek alapjan - alapvetd a fert6zés elkeriilését illetden,
azonban optimalis koriilmények kozott sem jelenthet teljes védelmet a B.
cinerea-val szemben. A bogyok kozti érintkezési feliileteiken a kutikula
nagyon vékony vagy hidnyzik, érzékenny¢ téve ezaltal ezeket a feliileteket,
ami a strl flirtszerkezetl fajtdk esetében nagyobb fertézési kockazatot jelent.
Ujabb vizsgalatok alapjan a bogyo feliiletén talalhaté természetes nyildsok és
sztomak szdma is negativan korreldl a B. cinerea-val szembeni
rezisztenciaval (Mlikota Gabler és mtsai, 2003). Az UV szintén negativan
befolydsolja az ellendlloképességet, mivel vékonyitja a kutikula
viaszbevonatat €s karositja a szoveteket, novelve a B. cinerea-val szembeni
érzékenységet (Steel, 2001).

Minden tényez0, ami sériilést okoz a szovetekben, fertdzési kaput nyit a
B. cinerea fertozésére. Sériilések kialakulhatnak kiilonboz6 1ddjarasi
tényezOk (esé okozta bogyorepedés, jégverés, viharkar) és biotikus tényezok
hatdsara, mint egyéb patogének okozta bogyorepedés, lisztharmatfertdzes,

valamint rovarragés (darazs, sz6l6moly) kovetkezményeként.
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A sz616 ragokartevoi koziil figyelemre mélté a tarka sz6lomoly
(Lobesia botrana) és a B. cinerea kozotti, egyértelmiien bizonyitott
mutualizmus jelensége (Mondy és mtsai, 1998). A sz6lomoly larvaja a bogyo
ragasaval sériiléseket okoz, és a sebeket ,,inokulalja” is a kutikuldjara tapadt
B. cinerea konidiumokkal (Fermaud és Le Menn, 1992). A konidiumok
taplalkozas kozben tapadnak a testére. A L. botrana étrendjében szerepld
gomba biztositja a rovar szdmara a szterol vazat. A gombat (és vele annak
szteroljait) fogyasztd szOolomoly fejlodési ideje rovidebb volt, az egyedek
tulélése javult, és megnovekedett a peteprodukcid is a csak novényi
tapanyagot fogyasztod kontrollokhoz képest (Mondy és Corio-Costet, 2000).

A korokozo a sz616 esetében annak minden z6ld részét fert6zheti, de a

fiirtokre jelenti a legnagyobb veszélyt, és sulyos terméskiesést okozhat.

2. abra Szo616vessz6 szklerociumokkal (A), nedves kamraba helyezett vessz6
szkler6ciumaibol kindvo B. cinerea konidiumtartok konidiumokkal (B), megfertdzott

sz6l6virag konidiumokkal (C) (a szerz6 felvételei)

3. abra Sziirkerothadasos korképek (a szerzo felvételei)

14



A vesszOk fert6zodésekor fakobarna, majd barnas-fehér foltok jelennek
meg konidiumtarté gyeppel, a kifehéredd hancsszovetbe agyazodva fekete
szklerociumok képzddnek (2. abra). A leveleken a B. cinerea fertdzés
hatasara egy-egy foértdl kiindulva gyorsan novekvd, szabalytalan, nekrotikus
foltok figyelheték meg. A flirtviragzat, illetve a flirtkocsany megbetegedése
(2. abra) részleges vagy teljes fiirtelhalast okoz. A zsendiild, ér6félben 1€vo
firtok karositasa, ,,zO0ldrothadasa” a leggyakoribb. A megbetegedett
novényrészek feliiletén sziirke konidiumtartd gyep figyelhetd meg (3. abra).

Az érett, magas cukortartalmu fiirtok sériiléstél mentes bogydin

aszusodas, ,,nemes rothadas” indulhat meg (4. abra).

4. abra Aszusodo sz6ldszemek a Tokaji borvidéken (a szerzd felvételei)

2.2. Fungicid-kontroll és fungicid-rezisztencia

A B. cinerea elleni védekezés legfobb modjat napjainkban is a
kemikalidk hasznalata jelenti. A szintetikus fungicidek szamos csaladjat
alkalmazzak a gyakorlatban, amelyek hasznalata a legtobb botriociddel
szembeni rezisztencia kialakuldsat eredményezi. Ennek megel6zésére tobb
orszagban a ndvényvédd szerek hasznalatat és felhasznalhatosagat tobb-
kevesebb sikerrel korlatozzak.

A Dbotriocideknek tobb csaladja is ismeretes, melyek biokémiai
hatdsmechanizmusuk alapjan 6t nagyobb csoportba tartoznak: 1) légzést

gatld  fungicidek, 2) mikrotubulin szintézist gatldo fungicidek, 3)

15



ozmoregulaciora haté fungicidek, 4) aminosavakkal antagonizalé fungicidek

és 5) szterol bioszintézist gatlo fungicidek.

2.2.1. Légzést gatlo fungicidek

Az ¢él0 szervezetek a szerves molekuldk lebontasabol szarmazo
energiat hasznaljak fel szervezetiik felépitésére ¢és fenntartdsara. A
gombakndl, mint a tobbi eukaridtanal a lebontd folyamatok utolso Iépése, a
nagy energiatartalmi ATP molekuldk szintézise a mitokondriumban zajlik.
Egyes fungicidek megzavarjdk ezt az energiatermelést, gatolva ezaltal a

konidiumok csirazasat.

Tobb helyen hato vegyiiletek. A tobb helyen hat6é (,,multi-site
inhibitor”)  vegyiileteknek harom f6 kémiai csoportja van: a
dithiokarbamatok (mint a thiram és a mancozeb vagy maneb), az N-
trihalommetil fungicidek (mint a kaptan, folpet €és a diklofluanid), valamint
kloronitrilek (mint a klorotalonil). Hatasukat a 1€gzési ciklus thiol tartalmu
enzimeinek gatlasaval fejtik ki (Leroux és mtsai, 1999). Laboratériumi
tesztekben mindegyikiikk toxikus a sporacsirazasra, mig a micélum
novekedést alacsony szinten gatoljdk. A gyakorlatban legtobbjiik gyenge
botriocid, és bar tobb hatohelyiik van, és a rezisztencia kialakulasanak
kockéazata is alacsony, szdmos eurdpai orszdgban leirtak mar rezisztens

torzseket egyik-masik hatdéanyaggal szemben (Pollastro és mtsai, 1996).

Oxidativ foszforilaciot gatlo vegyiiletek. A fluazinam egy
fenilpiridinamin sz€les antifungalis spektrummal, eurdpai sz6lotermd
teriileteken a kilencvenes évek elejétdl hasznaljak. Laboratériumi tesztekben
magas toxicitast tapasztaltak a konidiummal és micéliummal szemben is

(Kalamakaris és mtsai, 2000), amit a mitokondridlis oxidativ foszforilacio
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gatlasaval ¢ér el a hatdanyag (Leroux, 1996). Keresztrezisztencidt mas
hatéanyagokkal nem mutatott (Kalamakaris és mtsai, 2000). Champagne-i
(Franciaorszag) szOloteriileteken végzett tesztek mar mutattak ki
rezisztenciat, azonban annak biokémiai hattere még nem ismert (Leroux és

mtsai, 2002).

A 1II mitokondrialis komplex inhibitorai. A fungicidek, amelyek a
mitokondriumok 1égzését a citokrom b gatlasaval akadalyozzadk meg (Barlett
¢s mtsai, 2002), a kilencvenes évek masodik felében keriiltek a piacra, és a
legtobbjiik szintetikus analdogja a természetes strobilurinoknak. Némely
esetben (pl. kifejezetten a sz610 esetében) a sziirkerothadas gatlasa azonban
nem kielégitd. A jelenség a termindlis alternativ oxidaz (AOX) 1étével fligg
0ssze, ugyanis a citokrom b gatldsa esetén az elektronok egy alternativ uton
az AOX-on keresztiil jutnak a termindlis oxidacié szinhelyére (Tamura és

mtsai, 1999; Wood ¢és Hollomon, 2003).

A II mitokondrialis komplex inhibitorai. A karboxinok és a
rokonvegyiilet anilidek vagy karboxamidok szisztemikus széles spektrumu
fungicidek, melyek hatasukat a szukcinat dehidrogendaz komplex (II.
komplex) gatladsaval fejtik ki (Fritz és mtsai, 1993). Egyarant gatoljak a
konidium ¢és micélium ndvekedését. Champagne-i (Franciaorszag)
szOloterlileteken végzett vizsgalatok nem mutattak ki kozepes vagy magas
foku rezisztenciat, és keresztrezisztenciat sem mas fungicidekkel (Leroux és

mtsai, 2003).

2.2.2. Mikrotubulus-szintézist gatlé fungicidek

Az egy hatohellyel rendelkezd fungicidek kozé tartoznak az 1960-as

évek végén Kkifejlesztett benzimidazolok (karbendazim és prekurzora a
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benomil, valamint a tiofanat-metil). Ezek voltak az els6 széles
hatasspektrumut, szisztémikus fungicidek (Leroux, 2004). Gatoljak a hifak
novekedését, és a csiratomld torzuldsat okozzdk (Leroux, 1999). A
benzimidazolok valosziniileg a gomba tubulinjanak [-alegységéhez
kapcsolddva gatoljak a mikrotubulusok dsszekapcsolddésat (Davidse €s Ishii,
1995). A benzimidazolokkal szemben mar két évvel bevezetésiik utan
kialakultak rezisztens B. cinerea torzsek mind iiveghdzakban (Bollen és
Scholten, 1971), mind az eurodpai szdldiiltetvényeken (Leroux és Clerjeau,
1985). A rezisztenciat a tubulin gén pontmuticidja okozza a [-tubulint
koédoldé Mbcl génben (Faretra és Pollastro, 1991). A benzimidazolokkal
szemben kialakuld fungicid rezisztencia veszélye sz6loben igen nagy (Brent
¢s Hollomon, 1998). Mivel a szisztemikus hatasi benzimidazol-
szarmazékokkal szemben 4altaldnos ¢€s tartds rezisztencia alakult ki
Magyarorszagon is, ezeknek a szereknek az alkalmazésat a sziirkerothadas
ellen régéta nem javasoljadk (Léazar ¢€s mtsai, 2004), s6t a benomil
alkalmazasat — jorészt a reziszencia okozta problémdk miatt — hazankban

vissza is vontak.

2.2.3. Ozmoregulacioéra haté fungicidek

Ebbe a vegyiiletcsoportba a dikarboximidek, a fenilpirrolok és az
aromds hidrokarbonatok tartoznak. A dikarboximidek helyettesitették ¢&s
kovették a bezimidazolokat, miutdn azok hatastalanna valtak; a fenil pirrol
egy Pseudomonas sp. altal termelt antimikrobalis vegyiilet, melynek
szintetikus analogjait hasznaljadk fel a ndvényvédelemben. Az aromas
hidrokarbonatok egy régi és heterogén csoportja a fungicideknek, B. cinerea
ellen a dicloran nevii vegyiiletet haszndljak ebbdl a csoportbol. A
dikarboximidek mind a sporak csirdzdsat, mind a micéliumok novekedését

gatoljak, utobbit sokkal alacsonyabb koncentracioban. A fentieken tul
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megfigyelhetd a csiratdmlé morfologiai valtozasa is (megduzzadas, elagazas;
Leroux, 2004). Biokémiai vizsgalatok alapjan ezek a fungicidek a sejtfal
szintézisét befolyasoljak, tovabba indukaljadk a micélialis sejtek glicerol
akkumuléciojat (Leroux, 1996). F6 hatdhelylik valosziniileg azok a protein
kindzok, amelyek a poliolok szintézisének szabalyozasaban vesznek részt
(Pillonel és Meyer, 1997). A dikarboximidekkel (pl. iprodion, procimidon,
vinklozolin) szemben kialakuld rezisztencia is régota ismert (Faretra és
Pollastro, 1991; Leroux ¢s Descotes, 1996). Farethra és Pollastro (1991)
tanulmanya alapjan a dikarboximid rezisztencia egyetlen génhez, a Daf1-hez
kothetd. Nagyon valdszinli azonban, hogy mas gének is részt vesznek a

rezisztencia kialakitasaban (Vignutelli és mtsai, 2002).

2.2.4. Aminosavakkal antagonizal6 fungicidek

Az anilinopirimidin fungicidek (a ciprodinil, a mepanipyrim és a
pirimetanil) egymashoz nagyon hasonlo vegyiiletek. Széles hatasspektrumu
fungicidek, ¢s mint kifejezetten botriocidek lettek bevezetve az europai
piacra a kilencvenes évek kozepén. Gatoljak a csiratomlé novekedését, de a
micélium ndvekedésre is hatdssal vannak. Néhany aminosav, illetve
kifejezetten a metionin antagonizal az anilinopirimidinekkel, biokémiai
kutatasok kimutattak, hogy hatasukat a cisztation-B-liaz gatlasan keresztiil
fejtik ki (Leroux, 1996). Az anilinopirimidineknek hidrolitikus enzimek
termelését gatlo hatasa is ismert a ndvényvédelmi hatds mellett. B. cinerea
esetében gatoljak a lakkaz enzim termelését is (Milling és Richardson, 1995),
mely enzim jelenléte mar kis mennyiségben is rontja a bor mindségét.

A vilag kiilonbozd részein 1évo szOlotermd teriileteket vizsgalva
talaltak e fungicid csoportra rezisztens torzseket, melyek magasfoku
rezisztenciat mutattak. Bar ezt intenziv hasznalattal magyardztak (Forster és

Staub, 1996), ugyanakkor késdbb tobb helyen is taldltak alacsony

19



rezisztenciaji torzseket 1is (Petsikos-Panayotarou és mtsai, 2003). A

rezisztencia kialakuldsdnak mechanizmusa még nem tisztazott.

2.2.5. Szterol-bioszintézis gatlé fungicidek

A hidroxi-anilidek ko6zé tartozd fenhexamid az wjabb fejlesztésii
botriocid hatéanyagok koz¢ tartozik, és széles korben alkalmazzdk a
mezdgazdasdgban. Hatasmechanizmusat tekintve a szterol bioszintézis gatlok
kozé tartozik, a C-4 demetildz enzimet gatolja (Debieu és mtsai, 2001). B.
cinerea esetében nem akadalyozza a konidium csirdzasat, de alacsony
koncentracidban is gatolja a csiratdmld €s a micélium ndvekedeését.

In vitro fenhexamid rezisztenciat mutatd B. cinerea természetes
populaciok mar a fungicid hasznalata el6tt is kimutathatok voltak
Franciaorszag bortermelé vidékein (Leroux és mtsai, 1999). Baroffio és
munkatarsai (2003) megfigyelései szerint a fenhexamiddal szemben in vitro
rezisztenciat mutatdé B. cinerea mintdk aranya a hatéanyag folyamatos
alkalmazéasa mellett a bevezetés utdn harom évvel 100%-ra nétt. Erdekes,
hogy mindezek ellenére a fenhexamid alkalmazisakor nem ndvekedett a
sziirkepenészes megbetegedések aranya a vizsgalt teriileten. A B. cinerea
transzpozon tartalma alapjan két populacioba sorolhatd: a transzpozont nem
tartalmazo 1. csoport rezisztensnek, mig a transzpozont tartalmazo II. csoport

szenzitivnek bizonyult (Albertini és mtsai, 2003; Furnier ¢s mtsai, 2003).

2.3. Genetikai markerek

A gombatorzsek tipizélasa, vagyis a fajszintli azonositds és a fajon
beliili  valtozatok megkiilonboztetése a DNS  valtozékonysaganak
meghatirozasaval valt lehetévé. Az igy kapott informaci6 kozvetetten
felhasznalhaté a patogén gombak elleni védekezésben, illetve természetes

¢letmodjuk alaposabb megismerésében.

20



A novénykorokozod gombak populaciogenetikai jellemzéséhez olyan
genetikai markereket kell kivalasztani, amelyek (vélhetden) fliggetlenek a
szelekcios nyomads alatt all6 tulajdonsagoktol, és kelloképpen valtozékonyak
a fajon beliili kiilonbségek megjelenitéséhez (McDonald és McDermott,
1993; Parker és mtsai, 1998).

A novénykorokozd gomba-populaciok elemzése csak megfelelden
kivalasztott genetikai markerekkel valosithatdé meg. Ezeknek a markereknek
egyértelmiieknek ¢€s kelloképpen informativaknak, vagyis polimorfoknak kell
lenniiik. A novénykdrtanban hagyomanyosan a korokozok patogenitésat,
illetve a kiilonb6zd peszticidekkel szembeni rezisztencigjat vizsgaltdk a
populaciok varidbilitdsdnak meghatidrozasara (pl. Kolmer, 1991). Mivel
azonban ezek a tulajdonsdgok erds szelekcidos nyomas alatt allnak, nem
adnak megfeleld tampontot egy korokozd gomba populacio-genetikai
variabilitasarol. Ehhez olyan genetikai markereket kell kivalasztani, amelyek
valoszinlileg fliggetlenek az erds szelekcios nyomds alatt allo
tulajdonsagoktol.

A populacio genetikai vizsgalatokban hosszu ideig az elektroforézis
segitségével tanulmanyozhat6 alloenzim analizisre korlatozodott a
tanulmanyozhaté molekularis markerek palettaja (Parker és mtsai, 1998). A
molekularis technikak fejlddésével azonban lehetové valt a DNS szekvencidk
kozvetlen tanulmanyozasa. A DNS erdsen variabilis szakaszai esetenként az
egyed azonositasara is alkalmas ,ujjlenyomatot” adnak, ezért a DNS
markerekkel egészen finom genetikai valtozasok is nyomon kovethetoek. A
DNS alapt technikak tovabbi eldnye az enzim fehérjéket vizsgalo alloenzim
analizissel szemben, hogy a nem kodold régiok nem 4allnak szelekcios
nyomads alatt, a DNS pedig egyszeriien kivonhaté mind €16, mind holt
szovetekbdl és sejtekbdl. Ezen kiviil kis mennyiségli minta is elegendd a

vizsgalatokhoz, hiszen a polimeraz lancreakcid (PCR) segitségével rovid id6
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alatt konnyen felszaporithatéak a tanulményozni kivant szakaszok (Parker és
mtsai, 1998).

A genom kiilonbozd szakaszai eltérd szelekcids nyomas alatt allnak,
ezért eltérd aranyban fordulnak eld kiilonbségek az egyes DNS szakaszokon
beliil (Li és mtsai, 1985; Parker és mtsai, 1998). A konzervativ DNS-kot6
fehérjét, a hisztont kodolo régioban példaul valdsziniileg az erds szelekcid
akadalyozza meg a mutacidok hatidsara megjelend variaciok felszaporodasat,
ugyanakkor a nem kodold régidknal szinte csak a genetikai sodrodas
befolyasolja a populdcion beliili variabilitast (Parker és mtsai, 1998).

A DNS szekvencia valtozékonysaganak direkt vizsgalataval nyerhetdk
tehat a legegyértelmiibb adatok a ndvényi koérokozd gombak populacidinak
elemzéséhez (McDonald ¢és McDermott, 1993). Mint azt korabban
emlitettiik, a molekularis technikdk fejlédésével, tovabba a koltségek
csokkenésével ¢és az adatok elemzését végzd szadmitogépes programok
kifejlesztésével lehetové valt a polimorf régiok szekvencidjanak kozvetlen
Osszehasonlitdsa a gomba populaciok tanulmanyozasa soran.

Mindezek miatt nyilvanvaldan sziikség van a B. cinerea populaciok
alaposabb molekuléaris biologiai vizsgalatara, hiszen csak a megfeleld
genetikai informacidk birtokaban tudjuk a céloknak megfelelden jellemezni

¢s kezelni a fellépd novényvédelmi problémakat.

2.3.1. Transzpozon elemek

A transzpozonok a genomba integralt mobilis genetikai elemek
(Feschottes és mtsai, 2002). Spontan genetikai valtozasokat eredményeznek,
¢s szereplik van az érintett €l61ény evolucios valtozasaiban (Smith és Corces,
1991). A transzpozon elemek (TEs) mind az eukariota, mind a prokariota
szervezetekben altalanosan el6forduld szekvencidk. Jelenlétiiket el8szor

kukoricaban irtak le (McClintock és mtsai, 1984). Hianyuk vagy jelenlétiik
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genetikai marker értékli lehet. A gombéak korében elészor Saccharomyces
cerevisiae-ben taldltak transzpozonokat (Boeke €s mtsai, 1989).

A transzpozon elemeknek két f6 csoportjat kiilonitik el (Finnegan,
1988). Az els6 osztilyba a retroelemek tartoznak, amelyek RNS
kozbeiktatasaval, reverz transzkripciod utjan valtoztatjak a helyiiket (keriilnek
uj helyre a genomban). Egy résziik szekvencidjaban megtalalhatoak a
,hosszl, terminalis, ismétlodé szekvencidk”-nak (,long terminal repeated

sequences - LTRs) nevezett szakaszok (5. abra).

ﬁ LTR:> ifg::_ - LT
Rramerr
transxiriptds Tnkepriz
| T |."|‘|'£j_—;-

5. abra Transzpozon elemek transzpozicidja RNS intermedieren keresztiil - LTR: long
terminal repeated sequence (Finnegan, 1988 abraja alapjan)

A masodik osztalyba tartozo transzpozonok olyan DNS elemek,

amelyek a genomban direkt moédon (csak DNS-ként el6fordulva) valtoztatjak
helyiiket (6. dbra).

- = = =

T e
.

I: aps n].'l:“;’dl’.

6. abra Transzpozon elemek direkt transzpozicidja - TIR: inverted terminal repetition
(Finnegan, 1988 abraja alapjan)

Az elsd osztilyba tartozd retroelemeket szamos gombafajban

megtalaltdk mar: Alternaria alternata (Kaneko és mtsai, 2000), Ascobolus
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immersus (Goyon ¢és mtsai, 1996), Aspergillus fumigatus (Neuvéglise €s
mtsai, 1996), Aspergillus nidulans (Nielsen és mtsai, 2001), Neurospora
crassa (Kinsey és Helber, 1989). A masodik osztalyba tartozo transzpozonok
szintén megtalalhatbak a gombdkban, példaul Agaricus bisporus
(Sonnenberg és mtsai, 1999), Ascobolus immersus (Colot és Rossignol,
1995), Aspergillus niger (Glayzer és mtsai, 1995), Magnaporthe grisea
(Kachroo ¢és mtsai, 1994), Nectria haematococca (Enkerli és mtsai, 1997),
Neurospora crassa (Yeadon és Catcheside, 1995), and Podospora anserina
(Hamann és mtsai, 2000).

B. cinerea esetében eddig két transzpozon elemet irtak le. A Boty az
egyes osztalyba, azon belill a gypsy/Ty3 szeri (Metaviridae) csoportba
tartozo, LTR régidkat tartalmazo retrotranszpozon (Diolez és mtsai, 1995;
Daboussi és Cappy, 2003). A késobb leirt Flipper a masodik osztalyba, azon
beliil a Tcl/mariner csoport ,,pogo” csaladdjaba tartozik (Levis €s mtsai, 1997;
Daboussi €s Cappy, 2003). A Flipper bizonyitottan aktiv transzpozon, mely a
nitrat reduktaz génbe épiilve okoz mutéaciot (Levis €s mtsai, 1997).

Chilei és francia sz016rdl izolalt B. cinerea populacidk vizsgalatakor
harom csoportot kiilonitettek el az egyes transzpozon elemek eldfordulasa
szerint (Giraud €s mtsai, 1997; Martinez ¢s mtsai, 2003; Munoz és mtsai,
2002): mindkét transzpozon elemet tartalmazd, ,transposa’-nak nevezett
izolatumokat, a csak Boty elemet tartalmazo ,boty” izolatumokat, illetve
egyik elemet sem tartalmazo ,vacuma” izolatumokat. A kozelmultban
Milicevic és munkatarsai (2006) szamoécardl szarmazd horvat B. cinerea
izolatumok tanulmanyozasakor a fent emlitett csoportokon kiviil nagy
szamban talaltak csak Flipper transzpozont tartalmazo ,,flipper” izolatumokat

IS.
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2.3.2. Szatellit szekvenciak

Az eukariota szervezetek genomjdnak nem kodold részein olyan
egymas utan kovetkezd (tandem) ismétlodd szekvencidk is talalhatok,
amelyeknek még nem ismerjilk a pontos funkciojat. Ezeket a néhany szaz
bazisbol felépiild részeket szatellit-DNS-eknek nevezziikk. A szatellit
szekvencia elnevezése arra utal, hogy a cézium-kloridban (CsCl) torténd
gradiens centrifugdlds soran ezek a DNS szakaszok egy jol elkiiloniilo
csucsként (szatellitként) jelennek meg (Parker és mtsai, 1998). A szatellit
DNS-ek leggyakrabban a kromoszéma végein (a kromoszoémat védod telomer
régioknal), vagy éppen a kromoszoma kdzpontjaban (a centromer régidhoz
kozel) helyezkednek el. Léteznek nagyobb ismétlodd egységekbdl folépiild

un. miniszatellitek €s kisebb egységekbdl felépiilé mikroszatellitek is.

Miniszatellit szekvenciak

A miniszatellit szekvencidk valtozd6 szamban, tandem moddon
1smétlédd (,,variable number tandem repeats” — VNTRs), rovid, 6-120
bazisparnyi (bp) DNS szakaszok kozé tartoznak. Legtobbszor szétszortan
helyezkednek el a genomban (Jeffreys €s mtsai, 1985). Teljes hosszuk 0,5-
120 kilobazis (kb). Erésen variabilis régiok, melyekben egyrészt a felépitd
egységek szekvencidja, masrészt az ismétlodoé egységek (minisatellit variant
repeats — MVRs) szama valtozik (Jeffreys és mtsai, 1985). Az elsé
hipervaridbilis miniszatellit szekvenciat a 14-es emberi kromoszémaban
talaltdk (Wyman és White, 1980). Gombakban 1997-ben irtdk le az elso

miniszatellitet (Andersen €s Torsten, 1997).
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7. abra B. cinerea és rokon fajok ATP szintaz gén intron szekvenciaja — dolt betiikkel a
miniszatellit régio lathato (Giraud és mtsai, 1998)

Giraud ¢és mtsai (1998) talaltdk meg a B. cinerea miniszatellit
szekvenciajat (MSB1) az ATP szintetdz gén intronjaban (7. dbra). Az altaluk
leirt miniszatellit 37 bazisparnyi ismétlodo szakaszokbol all, AT gazdag, és
csak egy lokuszon taldlhatd a genomban. Az ilyen, egyetlen lokuszon
megtalalhato, igen variabilis miniszatellitek nagyon jol hasznalhatok a
populaciés paraméterek meghatarozdsdhoz (Parker és mtsai, 1998). Az
MSBI karakterisztikdja kiilonbozik egyéb miniszatellitekétdl, eredete nem
ismert, csak egyetlen génuszban talalhato meg ¢€s valoszinlileg csuszéssal

bekovetkezd mutaciok sordn jott létre.

Mikroszatellitek

A mikroszatellitek ismétlédd, 2-5 bazisparbol felépiild genetikai
szekvencidk, melyek a genomban szétszOrtan helyezkednek el, kodolo és
nem kodolo régidkban egyarant megtalalhatok. Az eddig vizsgalt
mikroorganizmusokban nagy szamban fordultak eld, az eddig vizsgalt 6sszes
prokaridta ¢és eukariota genombol ki tudtdk Oket mutatni (Zane €és mtsali,

2002). A kiilonbozo allélok a megismételt egységek eltérd szdmabol jonnek

létre. Polimorfizmusdnak egyik oka a repetitiv mintdzat okozta mutaciok
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sorozata, illetve magas mutacios rataja (Edwards és mtsai, 1992). Az ezt
el6idéz6 mechanizmus még nem ismert, de azt mar tudjuk, hogy a
hosszvariancidkat eredményezé mechanizmus a DNS replikdcidja soran
fellépd hiba eredménye. Az ismétlddé motivumsor szempontjabol perfekt,
imperfekt €s Osszetett szekvencidkat kiilonboztetiink meg (Weber, 1990). A
perfekt mikroszatellitek szabalyosan ismétlodd egységekbdl épiilnek fel, az
imperfekt mikroszatellitek esetén egy vagy tobb nukleotid €kelddik a perfekt
sorba. Az Osszetett szekvencidji mikroszatelliteknél kiilonbozd tipusu
1smétlodod szekvencidkbol épiil fel a mikroszatellit régio.

Boéséges jelenlétiiknek és széleskorti elterjedésiiknek koszonhetden
kozkedvelt és hatékony molekuldris markerré valtak. A mikroszatellitek
egyarant alkalmasak fajok kozotti rokonsdgi vizsgalatokra és fajon beliili
genetikai sokszinliség meghatarozasara, ennek kovetkeztében felhasznalasuk
rendkiviil széleskorli. Fournier és munkatarsai (2002) kilenc polimorf (2—11

allél) mikroszatellit l16kuszt talaltak a B. cinerea genomjaban.

2.3.3. Molekularis markerek

Ahhoz, hogy egy populdcié alapvetd jellegeit, tehat a reprodukcio
modjat és a genetikai izolacid meglétét vizsgalhassuk, sziikségiink van
né¢hany egyszerli, jol ismert, fliggetlen és stabil lokuszra. Ehhez olyan
genetikai markereket kell kivalasztani, amelyek valdsziniileg fiiggetlenek az
erds szelekcios nyomas alatt alloé tulajdonsagoktol. Kiilonb6zd gének
variabilis intron régidjat régota sikeresen hasznaljdk az egyes gomba
csoportok elkiilonitésére (2. tablazat). Az rRNS-eket kodold région kiviil més
gének, példaul a transzlacios elongacios faktor 2, az aktin, a B-tubulin, a kitin
szintaz gének varidbilis intron régidjat is sikeresen hasznaltak mar kiilonb6z6

gombacsoportok elkiilonitésére.
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2. Tablazat Gombak egyes csoportjainak elkiilonitésére leggyakrabban hasznalt

génszakaszok
Gén Mikroba Irodalom
Riboszémalis RNS gén csoport Trichoderma sp. ~ Kulling-Gradinger ¢és mtsai, 2002,
Mycol Res
Transzlacios elongaciés faktor 2 Trichoderma sp. ~ Kulling-Gradinger és mtsai, 2002,
(tef]) Mycol Res
Aktin gének Pneumocystis Fletcher és mtsai, 1994, Genetics
carnii
B-tubulin gének Pneumocystis Li and Eddlin, 1994, J Eukaryotic
carnii Microbiol
Kitin szintiaz gének Trichoderma sp. ~ Kulling-Gradinger ¢és mtsai, 2002,
Mycol Res

Riboszomalis RNS géncsoport

Az egyik leggyakrabban tanulmanyozott szakasz a riboszomalis RNS
szekvencidkat kodolo rDNS régio. Az eukariotaknal a sejtmagi rRNS gének
tandem moédon ismétlodd egységekbe (,.cluster”) rendezddnek. Minden
egység tartalmazza a riboszoémalis RNS kis alegység (18S, SSU), az 5.8S
alegység és a nagy alegység (25-28S, LSU) génjét (8. abra).

o 185 rRMNS E.BS ZEE rRME
it fOHS

8. abra A gombak riboszomalis génjeinek és az azokat elvalaszté nem-kodold
szekvenciaknak a vazlatos abraja. ITS: internal transcribed spacer, IGS intergenic spacer.

Ezek a gének kis mértékll szekvencia valtozast mutatnak a kozel rokon
fajoknal, igy filogenetikai elemzésekben az egymadssal tavolabbi
rokonsagban 4ll6 fajok 6sszehasonlitasara hasznalhatoak fel (Bruns és mtsai,
1991). Az rDNS alegységeket kodold szakaszok kozott két internal
transcribed spacer” (ITS) taldlhato, két rDNS egységet pedig az 1GS-nek
(,,intergenic spacer”) vagy NTS-nek (,,non transcribed spacer”) nevezett
szakasz valasztja el egymastol. A nem kodolo régiok (ITS, 1GS) evoliicidosan
sokkal gyorsabban valtoznak, mint az alegységeket kodolo gének, ezért ezek
egymassal kozeli rokonsagban 4llo ¢€l6lények (genuson beliil fajok, fajon

beliil populaciok) dsszehasonlitdsara haszndlhatok fel (White €s mtsai, 1990).
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Transzlaciés elongacios faktor

A transzlacios elongacids faktor 1 alfa alegysége (EF-1a) egy sejten
beliili, a citoszolban taladlhatd fehérje, mely a fehérjeszintézisben vesz részt.
Elsédleges funkcidja, hogy katalizalja a GTP fliggd aminoacil-tRNS
komplex felbomlasat (Moldave, 1985). Ez az Eukariotaknal és az Archea
baktériumokndl megtalalhatdo fehérje egy kopidban van jelen a genomban
(Baldauf és Doolittle, 1997). Az EF-1a fehérjét kodold fef! mintegy 2 kb
hosszusagu, intront és exont egyarant tartalmazé gén (9. dbra). Korabbi
eredmények alapjan a fefl negyedik és 6tddik exonja kozotti fragmentum
(nagy intron) szekvenciaja sikeresen hasznalhatd6 gombdknal mind a fajok
kozotti, mind a fajon beliili kapcsolatok vizsgalatara (Roger és mtsai, 1999;

Druzhinina ¢és Kubicek, 2005).

EF1- EFI-

T2I8F QRGR
:i.m -
16 387 440 72% Hhly 930

exon

2063T
9. abra Hypocrea jecorina tefl génjének sematikus abraja. Fehér szinnel a kodolo, fekete
szinnel pedig a nem kodol6 régiok vannak feltiintetve (Druzhinina és Kubicek, 2005 abraja
alapjan)

B-tubulin gének

A novénypatogén gombak elleni benzimidazol rezisztencia a [-
tubulin gén pontmutacidojadval van kapcsolatban. A benzimidazolok
valdszinlileg a gomba tubulinjdnak [-alegységéhez kapcsoldédva, annak
szerkezetét megvaltoztatva gatoljak a mikrotubulusok Osszekapcsoldodasat
(Davidse és Ishii, 1995). A rezisztenciat a tubulin gén pontmutacidja okozza
a P-tubulint kodold Mbcl génben (Faretra és Pollastro, 1991), ami

megvaltoztatja az aminosav sorrendet a benzimidazolok kapcsolodasi

pontjan.
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2.4. Populaciogenetikai elemzések

A novénykorokozd gombdk populacidinak ismerete a modern
novénykortan immdar elengedhetetlen kiegészitéje az elleniik torténd
védekezés kialakitasakor. Populéaciogenetikai elemzésiik soran
hagyomanyosan a patogenitast és a peszticidekkel szembeni rezisztenciat
vizsgaltak. A genetikai variabilitds ad lehetdséget arra, hogy a populaciok
adaptalodni tudjanak a valtozo kornyezethez. Ha a populdcidban tobbféle
allél van jelen, akkor a szelekcid révén mindig az az allél terjedhet el,
amelyik az adott koriilmények kozott elonyds. Mivel azonban ezek a
tulajdonsagok erds szelekcidos nyomas alatt allnak, csak torzitott informaciot
adnak a genetikai variabilitdsrol. Ezért olyan genetikai markereket kell
kivalasztani, amelyek (vélhetéen) fliggetlenek a szelekcidos nyomas alatt allo
tulajdonsagoktol. Haploid mikroorganizmusok esetében egy-egy egylokuszos
marker nem nyujt elég informaciot a populacios vizsgéalatokhoz, mig egynél
tobb marker tobb l6kuszos vizsgalata alapvetd és joval bévebb informaciokat
biztosithat a populaciok jellemzéséhez.

Kiilonboz6, nem 0Osszefliggd lokuszokat tartalmazd genotipusok
vizsgalata esetén a lokuszok kozotti asszociacid mérhetd egy - eldszor arpa
esetében alkalmazott - technika segitségével (Brown és mtsai, 1980). Az
asszociacios index (I,) teszt a genetikai tavolsdg meghatarozasara szolgal.
Mikrébak esetében Maynard Smith €s munkatarsai alkalmaztak el6szor

1993-ban. Az asszociacids index (I) a kovetkezd modon szamolhato:

Io=Vo/Vg -1,
ahol Vo a megfigyelt, Vg pedig a varhat6 varianciaja a l6kuszok szamanak,
amiben két egyed kiilonbozik. Abban az esetben, ha kapcsoltsagi egyensuly
all fenn a gyakori rekombinéacios események miatt, az 14 varhato értéke zéro,

klonalis populaciok esetében azonban ez az érték 1ényegesen eltér zérotol. Az
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asszociacios index (I5) teszt segitségével megtudhatjuk, hogy az elemzett
genomban a kiilonbozd lokuszokon 1évd allélok egy populdcidban random
vagy nem random modon kapcsoltak-e (Kasuga és mtsai, 2003). Kiszdmitasa
a kapcsoltsagi egyensulytalansag analizis segitségével torténik.

Kapcsoltsagi egyensiilytalansagnak® nevezziik azon értéket, amely
megmutatja két kiilonb6z6 l6kuszon két adott allél egyiittes el6forduldsanak
gyakorisdgat. Kiilonbozd lokuszok alléljainak olyan csoportjat, melyek
altaldban egy csoportban 6roklédnek tovabb, haplotipusnak nevezziik. A
kiilonb6zd lokuszok adott alléljainak egyiittes 6roklddése arra utalhat, hogy a
l6kuszra pozitiv szelekcidos nyomas hat (Sabeti és mtsai, 2006).

A Chi-square teszt’ probacsaladot  sok statisztikai elemzést
alkalmaz6 tudomanyteriilet (pl. informatika, biostatisztika) hasznalja. Véges
szami véletlen esemény, pl. egy kisérlet lehetséges kimeneteleinek
valdszinliségeivel kapcsolatban fogalmaz meg ¢és vizsgdl hipotéziseket. A
proba soran a megfigyelt kimenetelek gyakorisagai és ezek nullhipotézis
melletti elméleti értéker kozotti eltérések alapjan dontiink, mégpedig a Chi-
square-statisztikaval, amely az emlitett eltérések négyzeteibdl szamitott
sulyozott 0sszeg. A statisztika nulleloszlasa kozelitéleg Chi-square-eloszlasu,
melynek szabadsagfoka a tesztelt kimenetelek szdma minusz egy, csokkentve
még az esetleges ismeretlen, €s ezért magukbol a megfigyelésekbdl becsiilt
paraméterek szamaval. A proba elvégezhetd folytonos valtozo feltételezett
eloszladsara vonatkozoan is oly mdédon, hogy a valtozo értékeit véges sok
egymast kovetd intervallumba beosztva az intervallumokat tekintjiik
kimeneteleknek (kontingenciatablazat). Ha a feltételezett eloszlas tipusa

normalis, akkor a proba neve normalitasvizsgalat.

¥ linkage disequilibrum
? khi-négyzet proba vagy x° teszt
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Ha a gyakorisagokat ismert valoszinliségekkel hasonlitjuk 0Ossze,
akkor tiszta illeszkedésvizsgalatot (goodness of fit test) végziink. Ha csak a
valdszintiségek tipusat tételezziik fel, amely ismeretlen paramétert tartalmaz,
akkor az eljards neve becsléses illeszkedésvizsgalat. Ha azt a hipotézist
vizsgaljuk, hogy tobb fliggetlen minta azonos eloszlasbdl szarmazik-e, akkor
a proba neve homogenitasvizsgalat (homogeneity test). A dontéshez hasznalt
Chi-square-statisztika ilyenkor a mintdkbdl szdrmazd gyakorisagokat az
egyesitett mintdbol szdmolttal hasonlitja 6ssze. A Chi-square-teszt véletlen
események, pl. kisérleti kimenetelek fliggetlenségének vizsgalatara
(independence test) is alkalmas (kontingenciatablazat). A proba ilyenkor két-
két kimenetel egylittes gyakorisdgat veti Gssze a fliggetlenség feltételezése
mellett kiszamithaté értékkel. A Chi-square-teszt statisztikdja csak a
mintaclemek szamanak novelésekor kozeliti a Chi-square-eloszlast. A
nemparaméteres eljarasok kozé szoktdk sorolni, mert a nulleloszlasra ill.
valoszinliségekre semmiféle kikotés, korlatozo feltevés nem vonatkozik.

(http://www.biostat.hu/biostat/indit1.asp?p=szotar2 &k==8)

A maximum Chi-square teszt a potencidlis rekombinacios
események azonositdsara szolgald modszer két szekvencia vagy két
szekvencia és egy valodinak vélt, szarmaztatott szekvencia kozott. A teszt a
polimorf helyek varhatoan véletlen eldfordulasdnak megoszlasat hasonlitja
0ssze a vizsgalt szekvencidk mentén (Maynard-Smith, 1992). A teszt soran
az azt futtatd program megvizsgal minden helyet az igazitott szekvenciak
mentén, ¢és létrehoz egy 2x2-es matrixot, ami tartalmazza a kiilonbségek
szamat a bal - €s az aktualis poziciot a jobboldalon. Csupan két szekvencia
Osszehasonlitdsa esetén a matrix egyik sora a kiilonbségek, a masik az
azonossag aranyat tartalmazza. Mikor két sziild1 és egy szarmaztatott
szekvencia keril Osszehasonlitasra, a matrix sorai tartalmazzak a

kiilonbségeket minden sziildi szekvencia és a szdrmaztatott szekvencia
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kozott. A chi-square teszt értékét ez a matrix hatdrozza meg, €s a pozicio,
ahol a teszt ezt a maximum értékét eléri, hatirozza meg a feltételezett
rekombinacidés pontot. A szignifikancia szintje a proba parok aranyaként
hatarozhatd meg, nagyobb maximum chi-square értékkel, mint az addig

megfigyelt eredményeké.

Az F-statisztika'® a populicidgenetikdban a heterozigotizmus
szintjét, illetve a csOkkenés mértékét pontosabban irja le egy populacidoban,
mint ahogy azt a Hardy-Weinberg torvény alapjan varhatnank. Szintén
felfoghat6, mint a gének kozotti korrelacid fokmérdje, felvazolva a felosztott
populaciok kiilonbozé hierarchius szintjeit. Ez az Osszefliggés szamos
evolucids folyamat altal befolydsolt (mint a mutaciod, migraciod, beltenyészet,
természetes szelekcid), de ujszerti felépitése okan megfelelden hasznalhat6 a
genetikai  sodrodas kovetkeztében fellépd allél fixacid mértékének
meghatarozasaban is. Az F-statisztikanak egy specialis esete, illetve gyakran
hasznalt modszere a populacid genetika teriiletén a fixaciés index (Fsr),
amely a genetikai polimorfizmus (SNP-k ¢és mikroszatellitek vizsgalati
eredményei) alapjain zajlé populacio-differenciacié meérdfoka, amely a
genetikai variabilitast a populdciokon beliil és populdciok kozott hasonlitja
0ssze. Definici6jat Hudson ¢s munkatarsai adtdk meg 1992-ben a
kovetkezdképpen:

HBeftL'een - HH-" ithin
F 5T =

2

HB etil een

ahol [genveen €s Hwimin fejezi ki két egyed, paronkénti kiilonbségeinek atlag
szamat, amelyek kiilonboz6é (Ilgepveen) vagy ugyanazon (Iyimi,) populaciobol

lettek mintazva. Az 4tlag paronkénti diferencia egy populacion beliil

1% eloszlas statisztikai proba
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kiszamithato a paronkénti diferencia Osszegének a parok szdmdaval valo
elosztasaval. Amikor az Fgr ezen definiciojat alkalmazzuk, a Tlyp, értékét
minden populacid esetében ki kell szdmolni, majd atlagolni, kiilonben a
parok populacion beliili random mintavétele sordn a legnagyobb
mintaszammal rendelkezd populdcio szerepel a legnagyobb sullyal.

A Phi tesztet Bruen ¢s munkatarsai (2006) dolgoztak ki egy egyszer,
gyors statisztikai tesztként a rekombinacio jelenlétének vizsgalatara. Tobb
populaciot feltételezve a cél a szekvencidk kozotti a rekombinéacios szignal
jelenlétének a meghatdrozasa. A teszt elénye a tobbi altaldnos teszttel
szemben az, hogy nem kovetkeztet tévesen rekombinacid jelenlétére a
mutacidés rata korrelacidja esetén, ami esetenként mitokondridlis DNS
esetében tapasztalhatd. A teszt hasznalhaté 6nmagéaban, vagy a rekombinacio
jelenlétének filogenetikai kapcsolatok oldalardl torténd megerdsitéseként,
illetve a rekombinécio jelenlétének onallod ellendrzésére, amennyiben pozitiv
értékll rekombinacios rata értéket kapunk. Ez a megkozelités kivaltképpen
hasznos a rendszeres mutaciok rekombinaciotdl valdo megkiilonboztetésére. A
teszt konnyen hasznalhato sok szekvencia és lokusz jelenléte esetén,
szamitasi hatékonysdga hasonld koriilmények kozott jobbnak bizonyul maés
megoldasokénal.

A p-érték '' az elsd fajta hiba (Type I error, alpha error, a
nullhipotézis hibas elvetése) valdszinliségét adja meg. A szokasos
hibahatarnak megfeleléen ha a p-érték 5%-nal kisebb vagy azzal egyenld (p
<=0.05), akkor a Ho-t (null hipotézis) elvet;jiik, ha pedig nagyobb (p > 0.05),
akkor megtartjuk.

Akkor mondjuk, hogy egy megfigyelt hatas, kiilonbség stb.
statisztikailag szignifikans, ha a hatasra (kiilonbségre, hdnyadosra stb.)

vonatkoz6 nullhipotézist a megfigyelés alapjan el kell utasitanunk. Ez

p-value, observed significance level
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szemléletesen azt jelenti, hogy a mintdban megfigyelt jelenség
bizonyithatoan (természetesen egy bizonyos, hagyomanyosan <=5% tévedési
valdszinlis€g, pontosabban elsd fajta hiba fenntartdsaval) nem a véletlen
miive, hanem a populacio szintjén is fennall. Ezzel szemben a statisztikailag
nem szignifikdns” azt jelenti, hogy a mintaban tapasztalt tulajdonsag
szamottevo valoszinliséggel (hagyomanyosan >5%) lehet a véletlen miive is.

A Bayes modszer'” klasszikus statisztikai médszer az adatokbol

szamolt gyakorisagokra. A gyakorisagokbol becsiilt valosziniliségekre épiti
azokat a modelleket, amelyekbdl kovetkeztetéseit (statistical inference,
hipotézisvizsgalat) levonja. Ezeket a statisztikai modszereket a kiilfoldi
szakirodalom éppen ezért frekventista eljarasoknak nevezi (gyakorisag =
frequency). A  hazai szakirodalom csak elvétve €l ezzel a
megkiilonboztetéssel.
A statisztikanak egy ettdl gyokeresen eltérd, tjabban egyre inkabb eldtérbe
keriild felépitése a valoszinliségszamitas egy régota ismert tételére, a Bayes-
tételre alapozza a kovetkeztetéseket. Ennek lényege, hogy valamilyen
megfontolasok alapjan elézetes (a priori) valdszintiségeket allapit meg, majd
a minta - ¢és Bayes tétele - segitségével jut Ujabb (a posteriori)
valoszinliségekhez, amelyek hozzasegitik a statisztikai kovetkeztetéshez. A
moddszernek szamos elonye van, de a gyakorlatban ritkan fordul el6, hogy az
a priori valoszintiségeket egyértelmii, masok szamara is elfogadhat6 modon
lehet meghatarozni.

A boostrap analizis mintabol valdo mintavételen alapuld eljarés,
amely azon az egyszerl elven alapul, hogy ha adott mintabol elég sok 1)
mintat alkotunk valamilyen moédon, az ezekbdl szamolt statisztikak (atlag,
szoras stb.) eloszlasa jol megkozeliti a teljes populaciobdl vett mintak

statisztikdinak eloszlasat. Leginkabb olyankor hasznos vizsgalati modszer,

2 bayesian method
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mikor nem ismeretesek egyszerii képletek a becslés pontossaganak (standard
hib4janak, esetleg megbizhatosdgi intervallumanak) kiszamitasara (pl.
variacids egyiitthatd megbizhatdsagi intervallumanak meghatarozasa esetén).
Hétranya viszont, hogy az eloszlasok széleinél pontatlanul miitkodik (nem
alkalmas példaul a 95%-os percentilis’” megbizhatésagi intervallumanak
meghatirozasara). A bootstrap vizsgdlat soran az eredeti mintdbol

visszatevéssel huzunk kb. 1000-2000 {j mintat.

2.5. Szblészeti és boraszati jelentség

A B. cinerea — a sz016 peronoszpoéra (Plasmopara viticola) és a sz016
lisztharmat (Erysiphe necator /syn.: Uncinula necator/) mellett — a sz6l10
termésbiztonsagat leginkdbb veszélyeztetd harom, jarvanyos betegséget
kivaltd korokozd kozé tartozik Magyarorszagon (Lazar és mitsai, 2004).
Kivalthatja egyrészt a szO6l0 sziirkerothadasat, masrészt a sz6lobogyok

nemesrothadasat.

2.5.1. A sziirkerothadas

A sz0l8bogyot fert6z0 B. cinerea Aaltal okozott kar az egyik
legjelentdsebb, de jorészt megoldatlan ndvényvédelmi probléma a
szOlotermesztésben, amelynek el6zményei €s kovetkezményei rendkiviil
Osszetettek. A szO6lon megjelend sziirkepenész jelentds terméskiesést
okozhat, emellett ronthatjta a bor mindségét. A  kiilonbozo
gyimdlcstermesztési agazatok kozil a szOlotermesztés a maga 8 millio
hektarjaval gazdasagilag az egyik legjelentdsebb teriilet, és ebben az
agazatban a B. cinerea becslések szerint 2 billio US§ veszteséget okoz évente

(Vivier és Pretorius, 2002).

13 folytonos valtozokra vonatkozo jellemzd, pl. a szorodas jellemzésére
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A szblotermeldk kiilonbozd fungicidek alkalmazasaval probalnak
védekezni a sziirkerothadas ellen, de egyre gyakrabban jelennek meg a
kiilonboz6 fungicidekkel szemben rezisztens torzsek (Alfonso és mtsai,
2000; Lattore és mtsai, 2002). A sikeres védekezeést megneheziti, hogy noha
genetikailag nagyon valtozékony gombardél van sz6, a populaciok
szerkezetérdl nincsenek megfeleld ismereteink.

A fertézés kialakuldsat a kordbbiakban mar részleteztiik (2.1.3.
Patogenitas fejezet), a tovabbiakban a szdlobogydban és az Osszetételében
bekovetkezd valtozasokra fogunk kitérni. A fertdzés kovetkeztében
végbemend valtozdsok nagyon sokrétiiek, ezek kozil az elsd ¢és
legszembetlin6bb a cukortartalom nagymértékii csokkenése, mely elsésorban
a gomba biomassza képzddésére hasznosul. Ezen kiviil jelentdsen csokken a
must nitrogén ¢és vitamin tartalma — a tiamin mennyisége 70-80%-al, a
piridoxin mennyisége 50%-al (Dittrich és Sponholz, 1975). A szerves savak
koziil a borkdsav oxidacidja progressziven novekszik a fertdzés
elérehaladtaval. A fellazult héjon keresztiil a bogyo sok vizet veszit, de ez
mégsem vezet a bogyohus anyagainak bekoncentraléddsdhoz, mert a
vizveszteség jelentds része potlodik a tokeébol.

A gomba pektin bontod aktivitasa jelentds, ezért a must pektin tartalma
akar teljesen le is bomolhat, ugyanakkor novekszik a galakturonsav, illetve
ennek oxidaciojaval keletkezd galaktarsav — nydlkasav — mennyisége, mely
az egészséges mustban nem fordul eld. A pektin-metilészterdz enzim
aktivitdsa kovetkeztében a metil-alkohol tartalom novekedése is szamottevo.
A B. cinerea a bor kezelését ¢és az erjedést karosan befolyasold
poliszacharidok szintézisére is képes. A glikkanok (B—D térallasa glikozidos
kotéssel kapcsolodd, eldgazd lancu, nagy molekula tomegli glikoz
polimerek) lényegesen rontjak a borok szlirhetéségét (Dubourdieu és mtsai,

1978), a galaktdozban €s manndzban gazdag heteropoliszacharidok pedig az
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alkoholos erjedést gatoljadk és az ecetsav termelddést fokozzak az erjedés
soran (Ribéreau-Gayon ¢és mtsai, 1979). A gomba 4altal okozott
tapanyaghianyos allapot a mustok vontatott erjedéséhez vezet.

A sziirkerothadas legstilyosabb boraszati kovetkezményének a gomba
lakkaz aktivitasa tekinthetd, amellyel a bogyd fenolos vegyiileteit kinonokka
oxidalja. Fehérborokndl ez barnuldst, barna torést, keseri izanyagok
megjelenését, vOrosborokban a szinanyagok lebomlasat eredményezi ¢€s
csokkenti a rezveratrol tartalmat is.

A szirkerothadds folyamata sordn a B. cinerea altal feltart
sz0l6bogyodban szdmos szaprobionta penészgomba (Penicillium, Aspergillus,
Mucor, Aurebasidium, Trichotecium fajok), ¢élesztégombak ¢€s ecetsav
baktériumok (féleg Gluconobacter, Acetobacter fajok) is fejlédésnek
indulhatnak, hozzéajarulva a bogyd értékes anyagainak lebontasdhoz, a
kellemetlen iz és illat anyagok kialakulasdhoz. Amennyiben ez a tarsult
mikroflora jelentdsebb ardnyban vesz részt a fert6zés kialakulasaban,
vegyesrothaddsrol beszéliink. Ennek eredményeként a fertézott szolobol
késziilt mustok jo mindségli borkészitésre altaldban mar nem hasznalhatdak

(Magyar, 1998).
2.5.2. A nemesrothadas, az aszusodas

A természetes borok ¢€s borkiilonlegességek vilagszerte a sz616- és
borgazdasdgok meghatarozd termékei. Magyarorszag zaszlos bora, vildghirt
borkiilonlegességlink a Tokaji Aszu. Vilaghirét a XVI.-XVII. szdzadban
szerezte, amikor Eurdpdban dicshimnuszokat zengettek a Tokajirol. Maria
Terézia alkimistai aranyat kerestek benne, a lengyel kirdlyi és nemesi
udvarokat nem lehetett beldle kelld6 mennyiséggel ellatni. A szalloigévé valt

514

,Vinum regum, rex vinorum” ~ cimet XIV. Lajos francia kirdly udvaraban

' Kiralyok bora, borok kiralya”

38



nyerte, de az orosz cari udvar is ,,borvasarld bizottsdgot™ tartott fenn az aszu
rendszeres beszerzésére.

Ez a vildgon parjat ritkitdé egyedi mindség a kivételes adottsagokkal
bir6 termbhely — a Tokaji borvidék'’-, j61 aszasodd hungarikum sz§16fajték -
Furmint, Harsleveli stb.- mellett a B. cinerea aldasos kozremiikodésének
eredménye (Kallay, 1998).

A nemesrothadas, azaz az asziisodas kialakuldsahoz tobb alapvetd
feltételnek kell teljesiilnie: a nedves idjaras a sz610t mar teljes érésben érje,
a bogyok épek legyenek, a nedves idOszakot szdraz, meleg id6 kovesse,
illetve a szOlofajta aszisodas szempontjabdl megfeleld tulajdonsagokkal
birjon.

Mindezidaig azt az alapvetd kérdést nem sikeriilt megvalaszolni, hogy
a nemes rothadast eredményezd B. cinerea torzsek geno és/vagy
fenotipusosan eltérnek-e a sziirke rothadast okozd torzsektdl. Jelenlegi
ismereteink alapjan a kiilonbségek a folyamat mértékében €s koriilményeiben
vannak, a nemesrothadast a gomba metabolizmusanak biokémiai folyamatai
€s a szOl0 toppedésének fizikai valtozasai egyiittesen eredményezik. A
biokémiai folyamatok alapvetden azonosak a sziirkerothadaskor lejatszodo
folyamatokkal, a legnagyobb kiilonbséget mégis az okozza, hogy a tulérett
sz010 esetén a flirtkocsany elfasodik, igy nincs lehetdség a toppedd bogydbol
elparolgd viz potlasdra, ami az oldott anyagok bekoncentralodasat
eredményezi.

A bekoncentralédds soran egyre ndvekvd ozmotikus nyomads
korlatozza a gomba novekedését €s metabolizmusat, és megvaltoztatja az
extracellularis enzimek aktivitdsat. A gombahifdk az epidermisz alatti

sejtrétegekben novekednek, a feliileti légmicélium képzés minimalis vagy

' Az asziisodds, megfelel6 koriilmények kozott mas borvidékeken és sz616termd teriileteken
is kialakulhat.

39



hianyzik. A termés Ossztomege felére-6todére, a kinyerheté must mennyisége
toredékére csokken, mindez azonban rendkiviil nagy mindségjavuldssal jar
egyutt.

Mindamellett, hogy a gomba szénhidrat felhasznalasa kovetkeztében
a cukortartalom abszolut értékben cs6kken, a bekoncentraldodas
kovetkeztében igen jelentds cukorkoncentracid novekedés tapasztalhato,
amely 600 g/l f61¢ is emelkedhet. A cukortartalmat alacsony gliikdz-fruktdz
arany jellemzi, a magas fruktéz tartalom az édesség érzetet fokozza.
Poliszacharidok ¢€s pektinanyagok lebontdsaval az egyéb hex6zok (ramndz,
galaktdz, mannoz), pentdézok (arabindz, xiloz), valamint a galakturonsav
mennyisége is novekszik (Kerényi, 1977).

A gomba cukoroxidacidja soran, az oxigénellatottsag korlatozott volta
miatt (Iégmicéliumok hidnya) jelentdsebb mennyiségli glicerin és gliikkonsav
keletkezik. Mivel a glikonsav felhasznalasi képessége a gomba
novekedésének stacioner fazisaban megsziinik, igy az feldusul a bogyoban
(Donéche, 1989), ¢s 10-30 g/l glicerintartalom mellet, 1-3 g/l mennyiségben
talalhatd meg az aszti mustokban. Ezek a vegyliletek egészséges sz6lok
mustjaban csak nyomokban talalhatbak meg, ezért mas tényezdk egyiittes
figyelembevételével kivald indikatorai a botritiszes tevékenységnek. A
megnovekedett cukortartalom mellett a jellegzetes illat- és zamatanyagok
képezik az asziisodott sz6l0 legfobb értékeit. Ezek kémiai Osszetétele még
nem teljesen feltart, de jelentds szerepet jatszik kozottik a furfurol, a
benzaldehid, a fenilacetaldehid és a benzilcianid. A mézre emlékezteto
illatban kulcsszerepe van a szotolon nevli (3-hidroxi-4,5-dimetil-2furanon)

laktonnak (Mashuda és mtsai, 1984).

Sz0lészeti, boraszati €s gazdasagi szempontbol fontos, hogy atfogd

ismeretek  megszerzése révén kevesebb ndvényvéddszer keriiljon
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felhasznalasra, ugyanakkor nagyobb termésbiztonsagot érjiink el mind a
széraz fehér és vords, mind a kései sziiretelésli €s a kiilonleges mindségii
botritiszes borok esetében is. A B. cinerea populacidk megismerése révén
alapvetd  informaciokhoz  juthatunk a  populaciok  szerkezetérdl,
tulajdonsagair6l, eredményesebbé valhat az iiltetvények kezelése az
esetlegesen kiilonbozd genetikai tulajdonsaggal és eltéré novényvéddszer

érzékenységgel rendelkezd torzsekkel szemben.
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3. Kérdések és célkitiizések

A sziirkerothadas korokozoja a Botrytis cinerea (teleomorf:
Botryotinia fuckeliana) gombafaj, szamos ndvénykultura rendszeres ¢s
jelentés karositdja. A B. cinerea nagyon valtozatos megjelenési,
fenotipusaban és genotipusdban is nagy valtozékonysagot mutat. A modern
novénykortan kiemelt figyelmet fordit a patogén gombapopulaciok genetikai
szerkezetének feltardsara, hogy ezen informaciok megismerése révén

A dolgozatban bemutatott — korantsem befejezett — kutatasunk célja,
hogy valaszt keressiink azokra a kérdésekre, melyek mind a tudomanyos
kozélet, mind a mindennapi sz6l0dmiivelésbeni, ndvényvédelmi €s boraszati
gyakorlatban  felmeriilhetnek. A gyakorlatban felmeriild kérdeések
megvalaszolasdhoz azonban el6szor az elméleti alapokat, jelen esetben az
Egri borvidéken eléforduld B. cinerea populaciok genetikai diverzitasat kell

megvizsgalnunk €s ezen keresztiil a kovetkez6 kérdésekre valaszt kapnunk:

1. Genetikailag milyen modon épiil fel az Egri Borvidék a B. cinerea
allomanya, ha tobbféle populacio létezik, akkor milyen fenotipusos €s
genotipusos kiilonbségek vannak kozottiik?

2. Vannak vagy lehetnek-e specidlis az Egri Borvidékre jellemzd
markerek vagy szekvenciak?

3. Milyen genetikai markerek alkalmasak a B. cinerea populaciok

vizsgalatara?

4. Milyen modon (szexudlis illetve klonalis) szaporodnak az egyes
populaciok?

5. Van vagy lehet-e foldrajzi alapu kiilonboz6ség a borvidék populacioi
kozott?

6. Van-e Osszefiiggés a fungicid rezisztencia és a vizsgalt genetikai
paraméterek kozott?
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4. Anyag és modszer

4.1. Izolalas, torzsgyljtemény és fenntartas

Az Egri és a Tokaji borvidék kiilonb6z6 sz616termd teriileteirdl 2003
¢s 2006 kozott gyljtottink B. cinerea-val fertdzott flirt-részleteket és
szO0lobogyokat, juliustdl novemberig terjedé iddszakban. A mintdk egymas
kozotti fertdzodésének elkeriilése végett a gyljtés kozben hasznalt fém
ollokat rendszeresen langoltuk, illetve a begylijtott izoldtumokat steril
mintavevl zacskokba gyljtottilk. Az izolalas elsd Iépéseként a bogyokrol
konidiumokat vittiink at spdraszorassal bengdl-rozsa szelektiv taptalajra
(Scharlau Chemie S.A. Spain). Azon mintdkat, amelyek esetében a bogyok
felszinén sporak (még) nem voltak észlelhetdek, nedves kamraba tettiik és 28
%C-on inkubaltuk csirazasukig. A bengal-rozsa taptalajon csirdzasnak indult
sporakat sztereo mikroszkop alatt valogattuk, majd athelyeztik a
ndvesztéshez sziikséges burgonya-dextroz agar'® taptalajra (Scharlau Chemie
S.A. Spain), ily modon létrehozva a vizsgalatainkhoz sziikséges egysporas
izolatumokat. A taptalajokat a gyartd utasitasanak megfelelden készitettiik
el. Az izolalési eljaras utan az izolatumokat évjarat, szarmazasi hely szerint
rendezve burgonya dextréz agaron tartjuk fenn, illetve -80 °C-on 50%-os

glicerinben taroljuk (lasd Fiiggelék 1-2.).

4.2. DNS izolalas

A genom vizsgélatdhoz Petri-csészén novesztett tenyészet
micéliumabol nyertiik ki a DNS-t. A sejtek feltarasa aproé keramiagolyokat
alkalmazd, nagy teljesitménytli, mechanikus sejtfeltard késziilék segitségével

(MagNaLyser, Roche) tortént. Az extrakciohoz kereskedelmi forgalomban

' PDA, Potato Dextrose Agar
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kaphaté DNS izolalo kit-et (DNEasy Plant Mini Kit, Qiagen) hasznaltunk, a
gyarto leirasa szerint (lasd Fiiggelék 3.).

4.3. Transzpozonok felszaporitasa és detektalasa

Detektalas gél elektroforézissel
A transzpozonokat Munoz ¢s munkatéarsai (2002) altal leirt duplex
PCR alkalmazasaval mutattuk ki. A Boty transzpozon elem detektalasahoz a
kovetkezd primereket hasznaltuk (Diolez és mtsai, 1995):
LTRI98: 5’-AGCCTGTAGAATCACCAACG-3’,
LTR728: (5’-CGGTATTTCTGGTTGGCA-3".
A Flipper transzpozon elem felszaporitasdhoz a Levis és munkatarsai (1997)
altal leirt
F300: 5’-GCACAAAACCTACAGAAGA-3’,
F1500: 5’-ATTCGTTTCTTGGACTGTA-3’
primerpart hasznaltuk. Mivel a két reakcidtermék eltérd nagysagu (Boty: 648
bp, Flipper: 1250 bp), a két transzpozon elemet ugyanazon reakcidban
szaporitottuk fel. A PCR reakciot 25 pl térfogatban végeztiik Taq Master 2x
(Fermentas) PCR mastermix reakcio elegy hasznalataval. A reakcio
koriilményei a kovetkezOk voltak: denaturacio 95 °C, 3 perc; majd 95 °C 1
perc, 60 °C 1 perc, 72 °C 1 perc 0t ciklusban, majd 90 °C 1 perc, 60 °C 1 perc,
72 °C 1 perc harminc ciklusban; véglil: 72 °C 15 perc. Amennyiben a kett6s
reakcioban nem tortént amplifikacio, kiilon-kiilon reakcidban is elvégeztiik a

Boty és a Flipper transzpozon elemek felszaporitasat.

Detektalas dot blot analizissel

A vizsgalatok soran a mintak elemzéséhez pozitiv toltésli Nylon
membranra (Roche) 200 ng DNS-t vittiink fel, 0,5 M NaOH és 1,5 M NaCl
oldatban 20 percig denaturaltuk, majd 0,5 M Tris-HCI (pH: 7,5) és 1,5 M
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NaCl oldatban tovabbi 20 percig neutralizdltuk. A  membran
kiegyensulyozasa 2X SSC oldatban tortént 5 percig, majd 120 °C-on tartottuk
30 percig ¢és DIG Easy Hyb (Roche) oldatban prehibridizaltuk 30 percig. Az
overnight hibridizacié ugyanabban az oldatban 42 °C-on tortént a Boty (648
bp), illetve a Flipper (1250 bp) probak hozzdadaséaval. A probak DIG jeloltek
voltak, a jeloléshez PCR DIG Synthesis Kitet (Roche) hasznaltunk a gyarto6
utasitasai szerint. Primerekként az el6zoekben ismertetett LTR98 és LTR728,

valamint F300 és F1500 primerparokat hasznaltuk.

4.4. DNS fragmentumok amplifikacidja és detektalasa

A PCR reakciokban hasznalt primereket az Integrated DNA
Technologies Inc. (Coralville, USA) szintetizalta. A reakcidkat MWG
Primus Thermal Cycler-ben végeztiik. A reakcidkban felszaporodott
termékeket 1,5 %-os, etidium-bromidot tartalmazd agaréz gélben, TAE
pufferben (40 mM TRIS, ImM EDTA, pH=8,0 jégecettel beallitva) futtattuk.
A futtatast a szokdsos koriilmények kozott végeztiik (Sambrook és mtsai,

1989).

4.4.1. Szatellit szekvenciak felszaporitasa

A miniszatellit szekvenciak felszaporitasa
Az MSBI felszaporitasara Giraud és munkatéarsai (1998) alapjan a
kovetkezd szekvenciaji primereket hasznaltuk:
MSBIF: 5’-AAGTTGCTGGTTCCTTGA-3’,
MSBIR: 5’-GTTGCAACCGGCGTAGAT-3".
Az amplifikaciot 25 pl térfogatban végeztiik, Pwo Mastermix 2x (Roche)
reakcioelegy felhasznalasaval. A PCR reakcio koriilményei a kovetkezok
voltak: denaturacié 95 °C, 3 perc; majd 95 °C 1 perc, 60 °C 1 perc, 72 °C 1

perc harminc ciklusban; végiil 72 °C 15 perc.
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A mikroszatellit szekvenciak felszaporitasa

Ot mikroszatellit szekvencia (Bc2, Bc3, Be6, Be7 és Bel0) vizsgalatat
végeztik. A Furnier és munkatarsai (2002) altal leirt amplifikacios
protokollokat és primereket hasznaltuk. A fragment analizis automatizalt
szekvendld berendezés (ABI PRISM® 310 Genetic Analyser) segitségével
tortént. A forward primerek 5’ vége fluoreszcensen jelolt volt - Bc2: FAM ,
Bc3: NED, Bc6: NED, Bc7: FAM és Bcl0: VIC — a berendezés gyartdja

leirasdnak megfelelden.

4.4.2. Molekularis markerek felszaporitasa

A tefl felszaporitasa a Kulling-Gradinger és munkatarsai (2002) altal
hasznalt primerekkel tortént:
EF1-728F: (5’-ATGGGTAAGGA(A/G)GACAAGAC-3’,
EF1-986R: (GGA(G/A)GTACCAGT(G/C)ATCATGTT-3".
Az amplifikaciot 25 pl térfogatban végeztiik, Pwo Mastermix 2x (Roche)
reakcioelegy felhasznalasaval. A PCR reakcio koriilményei a kovetkezok
voltak: denaturacid 95 °C 3 perc; majd 95 °C 1 perc, 59 °C 1 perc, 72 °C 1

perc harminc ciklusban; végiil 72 °C 15 perc.

A tubl amplifikacidjahoz a Furnier és munkatarsai (2005) altal leirt

¢s hasznalt primerpart hasznaltuk:

155: 5~ CAACCTTCAAAATGCGTGAG - 3°,

1174: 5°- AGATGGGTTGCTGAGCTTCA - 3.
Az amplifikaciot 25 pl térfogatban végeztiik, Pwo Mastermix 2x (Roche)
reakcioelegy felhasznalasaval. A PCR reakcio koriilményei a kovetkezok
voltak: denaturacid 95 °C 3 perc; majd 94 °C 1 perc, 55 °C 1 perc, 72 °C 1
perc 6t ciklusban, majd 94 °C 1 perc, 55 °C 1 perc, 72 °C 1 perc harminc
ciklusban; végiil 72 °C 15 perc.
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Az IGS szekvencidk egy altalunk kivalasztott részletének
felszaporitasahoz a kovetkez6 primereket hasznaltuk:
BcIGS F: 5°- GAAAATCAACGTCTCGAAATCC -3°,
BcIGS R: 5’-CGCGAAGGGTAAAATCAAATC -3°.
Az amplifikaciot 25 pl térfogatban végeztiik, Pwo Mastermix 2x (Roche)
reakcioelegy felhasznalasaval. A PCR reakcio koriilményei a kovetkezok
voltak: denaturacid 95 °C 3 perc; majd 95 °C 1 perc, 58 °C 1 perc, 72 °C 1

perc harminc ciklusban; végiil 72 °C 15 perc.

4.5. Szekvenalas

Szekvenalas el6tt a mintdkat Microcon YM-100 oszlopon (Millipore)
¢s Roche High Pure PCR Product Purification Kit felhasznalasaval
tisztitottuk a gyartod utasitdsai szerint (lasd Fliggelék 4-5.), majd a megfeleld
mennyiséget beszaritva juttattuk el szekvenaltatni. A szolgéltatast az MWG
Biotech AG (Erdberg, Németorszadg) megbizas alapjan végezte. Amennyiben
a mintakat agar6z gélbdl kellett kivagni a szekvenaltatast megel6z0
tisztitashoz, a Roche High Pure DNA purification Kit-et hasznaltuk, a gyarté
utasitasa szerint.

A szekvenciakat ellendrzést kovetéen az NCBI GenBank oldalain (Accession

numbers: EU194917-EU194951) helyeztiik el (1asd Fiiggelék 6.).

4.6. Szekvencia elemzések

A DNS szekvencidk illesztését a Clustal X. 1.81 (Thompson €s mtsai,
1997) programmal, majd azt kdvetden a Genedoc 2.6 (Nicholas és mtsai,
2007) programmal végeztiik. Az elemzésekhez ¢és szamitdsokhoz PAUP 4.0
B10 (Swofford, 1998) filogenetikai programcsomagot hasznaltunk. A torzsfa
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készitéséhez heurisztikus keresést alkalmaztunk. Az igy kapott torzsfak egyes

elagazasainak valoszinliségét bootstrap analizissel teszteltiik.
4.7. Rekombinacié analizis és populacioé differencialodas

A Botrytis cinerea izolatumok variabilitasat kiilonboz6, a
rekombinacidé analizis, illetve a differencidlodas mértékét megmutatd
programok ¢€s tesztek segitségével mértiik fel.

A molekularis filogenezis elemzésére a MEGA 3.1 (Kumar és mtsai,
2004), a PhyML (Guindon ¢és  Gascuel, 2003, elérheto:
http://atgc.lirmm.fr/phyml/ internetes cimen) és a Mr. Bayes v3.0B4
(Huelsenbeck és Ronquist, 2001) programokat hasznaltuk. A késdbbiekben a
MODELTEST  v.3.06  (http://darwin.uvigo.es/software/modeltest.html)

internetes oldalt hasznaltuk a legvalosziniibb nukleotid szubsztitucios modell
kivalasztasara, AIC (Akaike information criterion) kimeneti stratégiat
alkalmazva (Posada és Crandall, 1998).

A haplotipus kapcsolatok felderitésére a szekvencidkat a DNASp
programmal (Rozas és mtsai, 2003) elemeztiik. Minden haplotipus egy-egy
szekvencidjat illesztettilk, és NEXUS formatumba konvertalva vizsgaltuk
parsimony analizis segitségével a fennallo kapcsolatokat. A TCSv. 2.11

(Clement ¢s mtsai, 2000; http://darwin.uvigo.es/software/tcs.html) program

segitségét vettiik igénybe az adatok elemzésére.

Az asszocidciés index segitségével megtudhatjuk, hogy vajon a
kiilonbozd 16kuszokrdl szarmazo allélok egy populacidban random vagy nem
random kapcsolddnak a vizsgalt genomban (Kasuga és mtsai, 2003). A
vizsgalatokat a kapcsoltsagi egyensulytalansdg analizis segitségével

végeztik, amely az MLST (http:/linux.mlst.net/link dis/index.htm)

internetes oldalon elérhetd vizsgalati modszer. A szignifikanciat 1,000-t6l

becsiiltiik az adatok random permutacidja alapjan.
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A Maximum Chisquare tesztet (Maynard Smith, 1992) azzal a
modositassal végeztiik, miszerint minden varhaté érték nagyobb mint 2
(Piganeau és mtsai, 2004).

A Phi teszt végrehajtasat a SplitsTree v. 3.8 (Huson €s Bryant, 2006)
program segitségével végeztik. A teszt 4ltal biztositott megkdzelités
kivaltképpen hasznos az ismétldd6 mutaciok rekombindciotol vald
megkiilonboztetésében, mikdzben a populaciot jellemzd egyes paraméterek -
ugy mint egyediili, véletlenszerlien szaporodd vagy konstans méretli

populaciordl van e sz6 - nem ismertek.

4.8. Fungicid-rezisztencia vizsgalatok

A fungicid-rezisztencia vizsgalatokhoz hasznalt taptalajok és oldatok

Az izolatumok fungicid-rezisztencia mértékeinek meghatarozasahoz a
Leroux és munkatarsai (1999) altal leirt minimal taptalajt hasznaltuk. A
taptalaj Osszetétele a kovetkezd: 10 g/l glikoz, 1,5 g/l KoHPO4, 2 g/l
KH;POy4, 1 g/1 (NH4)2SO4, 5 g/l MgSQOy, 2 g/l élesztOkivonat, 12,5 g/l agar
desztillalt vizben oldva, pH=6,0.

A konidiumképzés eldsegités€hez, illetve nem spordzd izolatumok
esetében a konidiumképzés fokozasdhoz a B. cinerea izolatumokat z6ldborso
agaron (Baroffio és mtsai, 2003) novesztettiik. A taptalaj Osszetétele a
kovetkezd: 160 g/l fagyasztott, piirésitett zoldborso, 5 g/l glikoz, 15 g/l agar
desztillalt vizben oldva, pH=6,0.

A taptalajrol  torténd spora-lemosashoz a kovetkezd oldatot
hasznaltuk: 10 g/l gliikkéz, 1,5 g/l K;HPO4, 2 g/l KH,PO4, 1 g/1 (NH4)2SOy4, 5
g/l MgSQOq, 2 g/l élesztokivonat, 0,5 ml/l Tween, desztillalt viz és glicerin
1:1:1 oldataban oldva.
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A fungicid-rezisztencia meghatarozasa

A mintdk fungicid-rezisztencidjat harom szisztemikus fungiciddel, a
benomillal (Fundazol SOWP, Chinoin Rt), az iprodionnal (Rovral S0WP,
BASF) ¢és a fenhexamiddal (Teldor 500SC, Bayer) szemben vizsgaltuk a
Baroffio ¢és munkatarsai (2003) 4ltal alkalmazott micélidlis teszt
modositasaval. A vizsgalatokhoz (a reprodukélhatosag érdekében) minimal
taptalajt hasznaltunk. Az inokulum készités¢hez bors6 agaron sporaztatott
tenyészetekrdl sporamosd oldattal lemostuk a sporakat, majd iiveggyapoton
atszlirve tartalmazo

készitettiink. Ebbé] az oldatbol 2,5 x 10° db sporat 4 ml 50 °C-os fed$-agarba

gombafonalakat  nem konidium-szuszpenziot
pipettaztunk, majd ezt 90 mm atmérdjii Petri csészébe, 10 ml minimal agart
tartalmazo taptalaj feliiletére Ontottiik. Ebbol 8 mm atmérdjii korongokat
vagtunk ki, melyek mindegyike 2 x 10* db B. cinerea konidiumot
tartalmazott. A korongokat 90 mm atmérdjii, fungicidet meghatarozott
koncentracidban tartalmazo agarlemezek kozepére helyeztiik. A fungicideket
a steril, 60 °C-ra lehlit6tt taptalajba mértiik be.

A Petri-csészéket 20 °C-on, s6tétben inkubaltuk. Négy nap elteltével
lemértiik a telepek atmérdjét, melyekbdl levontuk a leoltdshoz hasznalt 8
mm-es agar korong atmérdjét. Egy tenyészet telepatmérdjének
megallapitasdhoz mindig két érték (a legkisebb €s a legnagyobb) atlagat
vettiik. Minden kisérletnél harom parhuzamos tenyészetet vizsgaltunk, és
ezek  eredményeit alkalmazott

atlagoltuk. Az fungicideket  ¢és

koncentracioikat a 3. tablazat tartalmazza.

3. tablazat A rezisztencia vizsgalathoz alkalmazott fungicidek koncentracioja

Benomil (ug/ml) | Iprodion (ug/ml) | Fenhexamid (pg/ml)
500 500 100
50 50 10
5 5 1
0,5 2,5 0,5
0,05 0,5 0,1
0,05 0,01
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A fungicid-rezisztencia meghatdrozasahoz kiszamitottuk az 50
szazalékos novekedés gatldshoz tartozd fungicid koncentraciokat (ECs).
Ehhez a négy nap utan lemért atlagos telepértékekbdl eldbb meghataroztuk
az adott fungicid-koncentracidhoz tartozd inhibicid6 mértékét minden
izolatumnal (1. egyenlet).

D, (mm)

inhibicio (%) =100 —| ————x 100
D, (mm)

1. egyenlet Inhibicio mértékének szamitasa. D¢: adott fungicidet tartalmazo

taptalajon mért atlagos telepatmérd, Dy.: a fungicidet nem tartalmazé (kontrol) taptalajon

mért telepatméro.

Az ECsy ¢értékek kiszdmitasadhoz az inhibici6 mértékét a fungicid

koncentracid tizes alapu logaritmusaval (Ig) szemben abrazoltuk (10. abra).

B. cinerea 56

1000,00 5 y=0.0136¢0.1058x X
2 100,00 - R2 =0.9568
g
Z 10004
E 1,00
=}
5
2 0,10 2

0,01 ‘ ‘ ‘

0,00 20,00 40,00 60,00 80,00 100,00
Inhibicio (%)

10. abra Az EC;, értékek kiszamitasahoz készitett grafikon.
A pontokra illesztett egyenes egyenletébdl szamoltuk ki az 50 %-os
novekedés gatlashoz tartozod fungicid koncentraciokat (Leroux ¢€s mitsali,

1999; Vignutelli és mtsai, 2002). A szamitasokat a Microsoft Excel (2003)

program segitségével végeztiik.
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5. Eredmények

5.1. Botrytis cinerea izolatum torzsgyujtemény létrehozasa

2003-ban ¢és 2004-ben az Egri borvidék kiilonbozd teriileteirdl

gyljtott mintak feldolgozasa sordn 0sszesen 149 tiszta, egysporas B. cinerea

izolatumot hoztunk Iétre. A mintak azonositdsahoz a begylijtés sorrendjében

szamoztuk az egysporas izolatumokat (4. tablazat).

4. tablazat Az Egri borvidékrdl, sz616bogyokrol gyiijtott B. cinerea mintak

Mlimlav elel helyve JlIi.u_l.a.vél.el Ivlimla sedina
= ey
i mdorna b bsra Fol=dlipa A 12
Al b Seenl Drenal 200 178
L. barleashopsr ZEd o1 R CUE 4 4
i 2 Ik o ey Eid k!
Ea zgralawor i 004 A27, 425,121,125
Liopldd dild L i
Flisawed alja Z003
K it e =
nar ) ) 2004 A0L, 402, 404, 405, 406, 407 406 402, 410, 411
- Hillsesibhe oy I B4, 63, 67
MNagygalugonyds LTI Q30 4EE_ 433, 457, 4EE 450 40 40
LTajdos 2004 4107
D'uphuegy YA 43, 46,47
Searkas 1ol ZOE 56 37 3 30
Zgurbakia Zablud Ll AL 40, 51,55, 54,53
Huossammagvaros 20041 135 437 438 439 440 41
Fpersralak Gl 003 i
T 2004 A4Z, A43 A5 AR 419 430 451
L Franc lapms 003 if
e EE 003 ETET
. — 2003 79 Th
Firiesbr Bedlold 2004 457,488,471, 472,473 414,45 116,477
Caerepart 412 412 414, 415
- - TP
Feledtirkiny Nagyparlap 2004 19,320
- Magvparlagralia 423 424
Tiba 417 431 412
ova Orapha oy 2004 4155, 468 485 457 468
| 4147
_ - Lslvanberha - 4144, 3250, 4151, 432 434 4157 43 450 461
Szomolva 2004 g iy a4 e aem ATy
. 4171, 4174, 4175, 4155, 4184, 4185, 4186, 4147, 418,
Micsalma §
1158
(iatoros Bajdos dild 003 i 7l
Fadnla 2003 &4l
Wi : Adinle 5 A
Verpelét F:'.'ﬂ",n T _ _1 'i_1 _____
Kishars 154 AFF ASE AF7 A3 460 A6 163 484
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11. abra Az Egri borvidék térképe a hegykozségekkel

5. tablazat A Tokaji borvidékrdl gylijtott B. cinerea mintak

Minlavelel helve

Dlimlavelel

Blinla szdma

kA

Dodrogbersssdur Lapis dilé

Llipdny dflé
Thowiroekis il A

boarbu 2008
Dodrogszamd Hurlalos 2004 401, 40
Bueack Lol 20HME A, AL, S0, 51,50, 55,54, 53
Thancka alsd 25 50 31 32
Thancka tetd : 27, 28
Kirdbole 2004 206 | 10,11 12 101
Mad Kirdly 0 tetd - 35 A0 A1 12143 M A5 6 17
Srent Tamis 3 14 1%
Srent Tamds konép 3930, 37 38
Szent Tamds tetd 33,54
Urapva fzlsh 15,17 18,19 20 21 32 33 34, 35 36
Sir wssndin, Szirhapy alzd 55,57, 48,10
- Szirhapy telso §0,61, 62, 53 54,45 66 67 85
Dakonvi alzd 801, 8302, 90 %02 a1
Tarzal Szarvas also 2004 S01, 802, & 5
I‘-‘l':'_-'z‘:'Llllij 2004 501, 50, 500 504
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A Tokaji borvidékrol szintén két kiilonbozo évben, gyijtottiink
izolatumokat. A mintdk feldolgozasa soran 96 egysporas B. cinerea
izolatumot sikeriilt szelektalnunk és laboratoriumban tovabb tenyészteniink.

ﬁ i
w ot Ungvir
2 ""-"-EE' ﬂi‘? p
uf:un'=.'¢ /,-/’:"
1 n i

Fo 4 B

12. abra A Tokaji borvidék térképe a hegykozségekkel és a mintagyiijtési helyekkel
(csillaggal jeldlve)

A tokaji izolatumok vizsgalata jelen dolgozatnak nem témadja,
azonban egy¢b vizsgalataink soran kapott eredményink egy részét (az MSB1

miniszatellit esetében), azoknak jobb értelmezhetdsége miatt mutatjuk be.
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5.2. Transzpozon elemek vizsgalata

Transzpozon tartalmuk alapjan kiilonb6z6 csoportokba soroltuk az
izolatumokat. Chilei (Munoz és mtsai, 2002) ¢s francia (Giraud €s mtsai,
1997) B. cinerea populaciok vizsgalatakor két, illetve harom csoportot
kiilonitettek el. Vizsgalataink alapjan az egyes transzpozon elemek
eléfordulasa szerint négy csoportot kiilonitettiink el: (1) mindkét transzpozon
elemet tartalmazd ,transposa” izolatumokat, (2) a csak Boty elemet
tartalmazo ,,boty”’-nak nevezett izoldtumokat, (3) a csak Flipper elemet
tartalmazo ,,flipper’-nek nevezett izolatumokat, illetve (4) az egyik elemet
sem tartalmazo ,,vacuma” izolatumokat.

A csak Flipper transzpozont tartalmazé flipper intrapopulaciot
eloszor egy Nagy-Britanniabol és egy Franciaorszagbol szdrmazé izolatum
képviselte (Albertini és mtsai, 2003). A kozelmultban Horvatorszagban,
fertdzott szamocabol szarmazd mintdkban nagy ardnyban (26 %) talaltak
csak Flipper transzpozonnal rendelkezd B. cinerea-kat (Milicevic €s mtsai,

2006).

1300 bp
1200 bp

700 bp
600 bp

13. abra B. cinerea torzsekbdl felszaporitott transzpozonok futtatasanak képe etidium
bromidot tartalmazé agaroz gélben. A 61, 65, 67 mintak flipper, a 63 minta transposa, a 68

izolatum vacuma tipusu izolatum.
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Az Egri borvidékrdl szarmazd B. cinerea izolatumok transzpozon
tartalmanak vizsgalatdhoz kordbban Munoz €és munkatarsai (2002) PCR
alapt modszerét hasznaltuk, azonban a vizsgéalatokat annak nem pontos
volta, illetve reprodukalhatosagi problémak miatt dot blot analizis modszert
haszndlva megismételtiik. A két modszer mérései kozotti kiillonbséget a 6.
tablazat mutatja.

6. tablazat A duplex PCR és a Dot blot vizsgalatok eredményeinek 6sszehasonlitasa

Transgposon clenek Thaplex T'CIR That hlat
Loy es lipmer (lrumsposa) 24 74
Czak iipper (flipper) a3 13
Csak Baiy (baly) 3 12
Sem Eoty sem Flipper (vacuma) 12 10

A PCR vizsgalatok soran 94, mig a dot blot modszert hasznalva 87
Flipper transzpozon elemet tartalmazé izolatumot azonositottunk, ami mar
jelentds eltérésnek bizonyult. A Boty transzpozon elem esetében PCR
modszerrel 33, mig dot blot moédszerrel 86 izolatumot azonositottunk. A PCR
vizsgalatokkal mig a Flipper transzpozonok jelenlétének ellendrzése
viszonylagosan reprodukalhatd volt, addig a Boty transzpozonok
ismétlésekben vald detektalasa meglehetésen esetleges volt, bizonyitva
ezaltal a modszer alkalmazhatatlansagat ilyen tipusu vizsgalatokban. A dot
blot vizsgalati modszerrel a flipper tipust izoldtumok nagy része transposa
tipustinak bizonyult, a vacuma izolatumok egy részérdl pedig kideriilt, hogy
Boty transzpozon elemet hordoznak.

A vizsgalt mintdkban a transposa tipusu, mindkét transzpozont
tartalmazo izolatumok fordultak el6 legnagyobb aranyban, az izolatumok 68
%-a tartozik ide. A csak Flipper transzpozont tartalmazo6 izolatumok 12%-
ban, a boty tipusu izolatumok 11%-ban, a vacuma csoport tagjai pedig 9 %-
ban fordultak el6. A minta megoszlast a 6. tablazatban, a szédzalékos

el6fordulast a 7. tablazatban mutatjuk be.
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7. tablazat Az egyes transzpozon elemek eloszlasa az egri, tokaji, chilei, francia és horvat B.
cinerea izolatumokban % Munoz és mtsai, 2002, °: Giraud és mtsai, 1997, ©: Martinez és
mtsai, 2002, %: Milicevic és mtsai, 2006

I rerrisapozon elesek Leealeptrimenks eloslava )
Fan + Fiier Facr Chilz- Francian® | Francians | Horedto!
Bory és Flipper (transposa) 67,88 70,71 TH00 01,34 41
Csalk Flipper (flipper) 11,02 0,00 0,00 0,00 26
Czak Hoiv (hoty) 11,041 1159 (AL 1] 11,0l 4
: T [
sem faty sem Iijpper 9,17 8,70 2500 | 366 23
(vacumal : ’

Az Egri borvidék B. cinerea izolatumaiban transzpozonok kb. 90%-
ban vannak jelen, és ezekben az izolatumokban a Flipper és Boty
transzpozonok jelenléte aranyaikban is kdzel hasonlo. Hasonlo eldfordulasi
arany a francia izoldtumok esetében tapasztalhato, de ott sem Flipper, sem
Boty elem 6nmagéaban nem fordul eld, illetve igen magas a transzpozon
nélkiili vacuma izolatumok ardnya. A chilei izolatumok esetében a Boty
transzpozon elem, a horvat izoldtumok esetében a Flipper transzpozon elem
fordul elé nagyobb ardnyban. A transzpozon tartalmuk alapjan elkiiloniilé B.
cinerea 1zolatumok szétszortan helyezkedtek el a borvidéken.

Jollehet mind a Boty, mind a Flipper kizardlag a sajat
reprodukciojukhoz sziikséges fehérjék génjeit tartalmazzak, francia kutatok
vizsgalata alapjan (Martinez ¢és mtsai, 2003) a vacuma intrapopuldcio
novekedése sokkal gyorsabbnak bizonyult, mint a transposa intrapopuldcio
izolatumainak novekedése. Bar arra jelenleg nincs bizonyiték, hogy a
transzpozonok jelenléte befolydsolnd az ¢l6lények anyagcseréjét, egyes
fonalas gombakban (Magnaporthe grisea - lkeda €s mtsai, 2001; Fusarium
oxysporum - Mes €és mtsai, 2000) kiilonboz6 stressz koriilmények kozott
(tdpanyag hiany, szarazsag, y-sugarzas) egyértelmiien megndtt a transzpozon
elemek mobilitasa. Ezen informaciok alapjan a gombdkat éré fungicid

kezelések szintén stresszhatast jelenthetnek.

57



5.3. Szekvencia elemzés

5.3.1. Miniszatellit szekvencia vizsgalata

Vizsgéalataink sordn minden vizsgalt B. cinerea izolatumbol
amplifikalni tudtuk az MSB1 miniszatellit szekvenciat. A PCR reakcid soran
eltérd nagysagli szakaszok szaporodtak fel (14. abra), ami a miniszatellit

variansok eltéro szamu ismétlodésére utal.

Mintak
M 45 46 61 63 64

600 bp
500 bp

14. abra B.cinerea torzsekbdl felszaporitott MSB1 miniszatellit szekvenciak futtatasanak
képe etidium bromidot tartalmazé agardz gélben (M: molekulatomeg marker — Fermentas
100 bp ladder plus)

Osszesen 21 féle miniszatellit varians (minisatellite variant repeat —
MVR, 15. abra) ismétlodott az Egri borvidékrdl szarmazo 109 vizsgalt
izolatum, és 14 féle miniszatellit varidns a Tokaji borvidékrdl szarmazo 92
vizsgalt izoldtum MSB1 szekvenciaiban.

A miniszatellit varidnsok koziil nyolc teljes (alOH, al4H, alSH,
al6H, b110H, c1211H, c3233H ¢és c3234H), tovabba egy toredék (D2H)
MVR szakasz csak a magyarorszagi B. cinerea mintakbol volt kimutathato.
Ebbdl nyolc csak az Egri, egy pedig csak a Tokaji borvidékrdl szarmazo

egyedi MVR szekvencia (15-16. abra). Az MSB1 szekvencidkban eléforduld
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tobbi varidnst korabban francia izolatumokbol (Giraud és mtsai, 1998). is
leirtak (15-16. abra).

CTACTCATGATTGT ICGACTT CTTGT TGEGACAT TGAT
CTTCTTGT T—GGACATEGAT i::

all CTTCTTGI T-GEACATTGAT 28
aldH CTTCTTGIT-GEACATTEAT @ 28
alSH CTTCTTGI T-GGACATTGAT ; 20
albH CTTCTTGTA-GGACATTGAT : 20
b110H CTACTICATGATTGTICGACTTCTTGT T—GG.‘!.CJ&TG&T 8 1

b1ll : CTACTCATGATTGTTCGACTTCTTGIT-GGACATTGAT : 37
bll2 : CTARNICATCATTCTTHNGACTTCTTGIT-GGACATTGAT : 37
blld . CTARICATGATTGTICGACTTICITGIT-GGACATIGAT : 37

bll5 Hal < CATGATTET ACTTCTTST T-GEACATTEAT @ 37
b1z LA CATGATTGTT CTETT ST T-CGACATTGAT : 37
k13 B - CATGATTGTT b A )
£1712 : CTARTCATEATTGT . 37
b174 : crallrcarcarTer : 37
b2 . CTACTEATGATTCT . 37
cl2l AT CT TG AR
c321 AT CTTC 37
e3231 gTGTTC r 37
c3233H TCETTC : 38
c3234H BN T CTTC EST ACCTECA : 38
D2H | €PA-——-———— e .4

15. abra Az MSBI1 miniszatellit szekvenciak ismétlé6dé miniszatellit variansai (MVR) az
Egri borvidéken. A sargaval jelolt nukleotidok a konszenzus szekvenciaval megegyezd, a
kék és vilagoskék az azoktol eltérd nukleotidokat, a gondolatjelek a delécidkat (,,gap”)
jelolik. Az els6 sorban talalhat6 ,,cons” a konszenzus MVR szekvenciat (Giraud és mtsai,
1988) mutatja. Piros keretben az eddig csak Egerben el6fordul6 variansokat jeloltiik.

Az 1j szekvenciak megfeleld elnevezéséhez a francia és a magyar
mintdk MVR szakaszainak szekvenciaja alapjan ,,parsimony” tipusu torzsfat
készitettiink (17. abra). A D2H szakasz (CTAT) a franciaorszagi D tipust
(Giraud és mtsai, 1998) MVR toredék szekvencidjatol (CTACT) csak
egyetlen bazissal volt rovidebb. A csak magyarorszagi mintakban el6forduléd
MVR-ek 0Osszesen a mintdk 28%-dban képviseltették magukat. Az
ismétlédések szama az Egri borvidék izolatumaiban 6 és 9 kozott (8.

tablazat) a Tokaji izolatumokban pedig 7 és 8 kozott (9. tablazat) valtozott.
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CTAATCATGATTGTTCGACTTATTGTCGGGACATTGAT

all g it ATTCTTCTACTTSTTCTR-CCACATTGAT : 28
blll : CTABTCATGATTGTTCGACTTSTTGTH-GGACATTGAT : 37
b112 : CTAATCATGATTGTTSACTTSTTGTM-GGACATTGAT : 37
bll4  : CTAATCATGATTGCTTCGACTT®TTCTM-GCACATTGAT : 37
bll5 : CTAATCATGATTGTTMGACTT®TTGTM-GGACATTGAT : 37
bl2 : CTAATCATGATTGTTMGACTRATTGTM-GGACATTGAT : 37
b13 : CTAATCATGATTGTTMCACTEATTGTC-GCACATTGAT : 37
b1712 : CTARTCATBATTGTTHGAC HTTGTE—AiTTGAT . 37
bl74 : CTAATCATGATTGTTMGACTEATTGTCEM-ACMTTGAT : 37
b2 : CTARTRATGATTCTTMGACTRATTGTCGG-ACATTGAT : 37
cl2l ETET 3 TeTTCCARTTATTCGE-ACATTGAT : 37
cl211H : BTarTa TGTTCCANTTATTMTCGHS-CATTGAT : 37
c321 : mraRT rerredecTeafecTedic-caTTeaT ¢ 37
c3231 : TTalT TCTTCHECTCETECTCG-JECATTGAT : 37

[0 [l e T4

16. abra Az MSB1 miniszatellit szekvencidk ismétlodé miniszatellit variansai (MVR) a
Tokaji borvidéken. . A sargaval jelolt nukleotidok a konszenzus szekvenciaval megegyez6, a
kék és vilagoskék az azoktdl eltérd nukleotidokat, a gondolatjelek a deléciokat (,,gap”)
jelolik. Az elsé sorban talalhatd ,,cons” a konszenzus MVR szekvenciat (Giraud és mtsai,
1988) mutatja. Piros keretben az eddig csak Tokajban eléforduld varianst jeldltiik.

Az MVR-ek koziil harom, (all, bl11 és c121) minden izoldtumban
megtalalhatd volt. Az Egri borvidékrdl szarmazo6 izolatumokban az MSB1
miniszatellit varidnsok alapjan 15 kiilonb6z6 allél fordult eld. A 7-es allél 60
%-os gyakorisaggal, az 2-es allél 16 %-os gyakorisaggal fordult eld, a tobbi
allél viszont csak néhany izolatumban volt jelen. A Tokaji borvidékrol
szarmaz6 izoldtumokat vizsgalva az ottani l-es ¢és 2-es allél a két
leggyakoribb egri miniszatellit alléllal (2-es €és 7-es) egyezett meg (8-9.
tablazat). A Tokaji izolatumok kozott még leirt tovabbi két allél csak egy-egy
izolatummal reprezentdlta magat. Ez azt mutatja, hogy a két, egymashoz
kozel esd borvidék sziirkepenészes sz6lobogyoirdl gylijtott B. cinerea
izolatumok genetikailag nem kiiloniilnek el egymastol. Ugyanakkor egyik

MSBI allél sem volt megtalalhatdé a Champagne vidékérdl gyljtott francia
mintakban (Giraud €és mtsai, 1998).
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cons.
b3F
b2
b15F
b12

b14F
b118F
b117F
b113F
b116F
| b114
— b111
b110H
b112
b115
il =513
L b16F
— BI76F
— b1751F
— bI712F
i E%%MF
—{

b1T753F
4& bl17521F

b17522F
— cl1F
—— 121
— c122F
— cl13F
— c14F

c151F
—E c1521F
c1522F
— CF
—— c31F
— ¢321
¢3227F

a2F c3231
— all c3230F
— allE ~H  —— c3233H

— al3F 373
| al4H RAEHS

c331F
[ s —E ¢332F
— a ¢333F

17. abra A B. cinerea torzsekbdl felszaporitott MSB1 miniszatellit szekvenciak miniszatellit
variansai (MVR) szekvenciai alapjan PAUP programmal rajzolt ,,parsimony” tipusu torzsfa.
Az ,F” a csak francia, a ,,H” (pirossal kiemelt) a csak magyar izolatumokban eléfordulo
MVR-eket jeldli.
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A szekvencidk tehat valosziniileg jol alkalmazhatdék a kiilonbozo
orszagokbol szarmazo mintdk elkiilonitésére. Az egymast kovetd években
nem valtozott az MSBI1 allélok eloszlasa az Egri borvidéken. A francia
szerzOk altal leirt variansokat tartalmazé MSB1 allélok tobb mint 70%-ban, a
magyarorszagi variansokat tartalmazo MSBI1 allélok kozel 30%-ban
fordultak el6é a vizsgalt mintak kozott. Az Osszes tobbi allél 1-4 %-ban

fordult el6 az izolatumok kozott (18 dbra).

8. tablazat Az Egri borvidék MSB1 miniszatellit szekvencia alléljai a miniszatellit
variansok (MVR) (15.4bra) alapjan. Az 0j, magyar variansokat zold szinnel emeltiik ki.

¥ E. E _s Izolitumok
-_ N -
= E 2 E 2003 2004 MVR térkép
2 =S
1 6 all | bll3 bl3 bl1712 | cl21 c321
29 all blll bll3 A2 blT74 cl21 c3231
58, 60, 63, 86,
2 | . |410,411, 419 220
7| 434, 445 477_473,
490, 4107,
3 61, 70, 76 ail blll blls A2 blT74 cl2l 3233
4 471, 487, 488, all blll bll2 bl2 bl712 cl2l c321
5 436, 447, 492 497, alfd | blll bl12 bl2 b2 bl712 cl21 c321
4100,
6 4171 all | B110 | bl12 b12 b2 b1712 | 121 c321
13172238, 33 all blll bl12 bl2 b2 bl1712 cl21 c321
g 67,68,
401, 402, 404, 4006,
407, 414, 415417,
418 421,422 423,
424427, 428431,
432 433, 434433,
437, 438, 430, 440,
441, 442, 448, 449,
7 450, 451, 454, 4535,
456, 437, 458, 460,
8 461, 465, 466, 472,
475,476, 491, 4109,
4149 4150, 4152,
4154 4157, 4158,
4139, 4161, 4163,
41635, 4166, 4167,
4168 4179 4184,
4185 4187, 4188,
4189,
8 o all blll bll2 blls b2 bl1712 cl21l c321
9 45 47, 51,75, all blll bll2 bl2 b2 bl1712 cl21l c3234
10 18:'57.. 99 all | blll blld bll5 b13 b1712 | c121 c321
11 4147 all blll bll5 bl2 b2 bl1712 cl21l c321
12 4186 ald | blll bll2 bl2 b2 bl1712 cl21l c321
13 4172 als| p111 b112 b12 b2 bl1712 | cl21 c321
14 4183 alG | blll bll2 bl2 b2 bl1712 cl21l c321
15 9 3,405, 425426, ail blll bl112 bl12 bl2 b2 bl712 cl2l c321
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variansok MVR

9. tablazat A Tokaji borvidék MSB1 miniszatellit szekvencia alléljai a miniszatellit

(16.4abra) alapjan. Az 0j, magyar variansokat z6ld szinnel emeltiik ki.

Allél
SOTVZAm

Izolatumok

o BN MVR térkeéep

Ismétlod
sgelaenciak

T101, T301, T402, T504,
T601, T603, T604, TS0L,
T802, T06/29, TO6/48,
T06/49, TO6/50, TO6/51,
T06/56, TO6/57, TO6/58,
T06/59, TO6/72

all | blll b115 b174 - cl2l c3231

T901. T902, T903, T401,
TS01, TS02, TS03, T602,
T06/2, TO6/3, TO6/4,
T06/5, TO6/6, TO6/7,
T06/8, TD6/9, T06/10,
T06/11, T0O6/12, TO6/14,
T06/15, T06/16, TO6/17.
T06/18, T06/19, T06/20,
T06/21, T06/22, T06/23,
T06/24, T06/25, TO6/26,
T06/27, T06/28, T06/30,
T06/31, T06/32, TO6/33,
T06/34,

T06/35, T06/36, TO6/38,
T06/39, TO6/40, TO6/41,
TO06/42, TOG6/43, TOG/44,
, T06/45, TOG/46,
T06/52, T0O6/53, TOG/54,
T06/55, TO6/60, TO6/61,
T06/62, T06/63, TO6/64,
T06/69, TO6/70, TO6/T1,
T06/73, TO6/74, TO6/75,
T06/76, TO6/77, TO6/78,
T06/79, T0O6/80, TO6/S1,

all | b1l bl12 bl2 b2 b1712 cl21 321

3 a8 T06/13 all bll4 b112 b1 b2 b1712 c321

4 8 TO6/47 all bl11l hll4 bll5 bl3 b1712 cl2l c32l

a. alkal 10 allel 11. albel 15. allel
Leirtallélok 2206l S L s
OSSZesen g -
72%

2 alled
6%
Gl
s
A Bl
e A4k
A olm
A )
A 129l
AN %
C S 1zam
__._F,..ﬂ""_ 1%
L e 1 allél
6. allél | dallél~. 1 algl %

-
10, L ™)

Uy allélak
assrTesen

\ T,

18. abra Az egri B. cinerea torzsekbdl felszaporitott MSBI1 allélok megoszlasa
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3 allel

| 1%
~ 4alél
y /ﬁ\ 1%
2 allél L
7% 1 allél
| 21%

19. abra A tokaji B. cinerea torzsekbdl felszaporitott MSB1 allélok megoszlasa

Az egymast kovetd években az MSBI allélok eloszlasa a Tokaji
borvidéken sem valtozott. A francia szerzok altal leirt variansokat tartalmazo
allél (2. allel) 77%-ban, a magyarorszagi varidnsokat tartalmazé allélok 22%-
ban (21+1) fordultak el6 a vizsgalt mintak kozott (19. abra).

Az Egri borvidék MSBI1 szekvencidinak filogenetikai vizsgalata soran
tobbszords szekvencia-osszerendezéssel (8. téblazat) a DNS szakaszokon
beliili Osszefliggések, illetve az adott szakaszon beliili, konzervalodott
mintazatok feltarasat végeztilkk. A szekvencidk Osszerendezése utan
,parsimony” tipusu torzsfat rajzoltunk. A PAUP program altal rajzolt torzsfa
a 20. 4bran lathato.

A Tokaji borvidék izolatumainak torzsfaba rendezését a gyakorlatilag
teljes allél egyezés okan nem tartottuk sziikségesnek. A 19. abran jelzett
allélok koziil a tokaji 1. allél az egri 2. allélnak, a 2. allél az egri 7. allélnak, a
4. allél az egri 8. allélnak felel meg. Ez alapjan az izolatumok, illetve allélok
helye jol értelmezhetd a 20. dbran lathato torzsfa esetében is.

A torzsfa alapjan megallapithato, hogy az Egri borvidék tertiletén
tobb (legalabb négy) B. cinerea populacié kiilonithetd el (20. abra), melyek

szétszortan helyezkednek el a borvidéken.
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Q0 1. Allel

10. All&
8. Allél

g5 2. Allél
3. Allal

&7 . Allél

4
6. Allel
7.Al&l
9. Allél
11. Allel

85 12. Allél

3. All&
14.Al1él
15. Allél

Bootstrap =500

5. All&l

20. abra A B. cinerea izolatumok MSB1 alléljainak szekvenciai alapjan rajzolt "parsimony"
tipusu torzsfa. A vonalak feletti szamok a bootstrap analizis eredményét jelzik.

5.3.2. tef1 szekvencia vizsgalata

Az MSBI miniszatellit szakaszhoz hasonléan a tefl szakaszt is
sikerlilt minden vizsgalt mintabol felszaporitani. A felszaporitott szakaszok
koriilbeliil 300 bp méretiiek voltak (21. dbra). A szekvencia analizis alapjan
rajzolt torzsfa szerint szintén tobb B. cinerea csoport kiilonithetd el a
teriileten (22. abra). Ezek a csoportok kevés egyezést mutatnak az MSB1

szekvenciadk alapjan kialakitott csoportokkal (10. tablazat), a szekvencidk
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kozotti kiillonbségek pedig joval kisebbek voltak (6 bp), mint az MSBI1

miniszatelliteknél.

300 bp

21. abra B. cinerea torzsekbdl felszaporitott fefl szekvenciak futtatasanak képe etidium
bromidot tartalmazo agaroz gélben (M: molekula tdmeg marker — Fermentas 100 bp ladder

plus)

10. tablazat Az egyes B. cinerea izolatumok csoportositasa a benniik talalhato zef7 allélok
szerint, és az allélok el6fordulasi aranya

- allelak
= g . clatardnlazanal
=J a Leold ool arimve (%)
1 OO 1A 1T 3035, 5L 36, SR, A, 3R, G, A5, 5L 3R, 6l &1, 65,

ST.ER, TERA, 401 402 405, 409 410, 411,419 423 424425, in
427 445 40 45l 484, 4a3, das, 468, 472,474 475 478401,
H107. 4147, 4148, 4150, 4151, 4152, 4163, 41065, 4167, 4168
2 L&, 37, 30 A2, AR AFZ A2, 137, A28, 422, 112, 413, 1418, 23
B4, A0, 451, 451, 155, 458, 457, A58, 471, 476 A58, 1158
3 2043 47 55 70 414 415 407, 435 438 400 0
; 32 75 412,413 i 11 i
5 X0032,4%9 50, 63, 464 407 40, 4171 LRI 4185 4150 L

A szekvencidk Osszerendezése utan 5 kiilonbozo allélt tudtunk
elkiiloniteni a tef1 szekvenciak kiilonbozdsége alapjan, melyek megfelelnek a
torzsfa egyes againak (22. abra). Az egyes allélok kiilonb6z6 aranyban voltak

jelen a populacioban (10. tablazat).
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Tefl

Allél
Allél2
61
Allél3
87 63 |Allél4
Bootstrap= 1000 61 AllEl5

- 0.1 bazis/szubsztiticid

22. abra A B. cinerea izolatumok tef] szekvenciai alapjan rajzolt "parsimony" gyokér
nélkiili fak. A vonalak feletti szamok a bootstrap analizis eredményét jelzik.

5.3.3. B- tubulin szekvencia vizsgalata

Az MSBI1 miniszatellit szakaszhoz hasonléan a tubl szakaszt is
sikerlilt minden vizsgalt Egri borvidékrdl szdrmaz6 mintabol felszaporitani.
A felszaporitott szakaszok kortlbeliil 1120 bp méretiiek voltak (23. adbra). A
szekvencia analizise alapjdn tobb B. cinerea csoport kiilonithetd el a
teriileten. Ezek a csoportok kevés egyezést mutatnak az MSBI1 és fef!
szekvenciadk alapjan kialakitott csoportokkal (11. tablazat), a szekvenciak
kozotti  kiilonbségek pedig joval kisebbek voltak, mint az MSBI

miniszatelliteknél, ezért nem tudtunk j61 megalapozott torzsfat rajzolni.

(R

23. abra B. cinerea torzsekbdl felszaporitott tubl szekvenciak futtatasanak képe etidium
bromidot tartalmaz6 agar6z gélben (M: molekulatémeg marker — Fermentas 100 bp ladder

plus)
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A szekvencidk 0Osszerendezése utan 20 kilonbozo allélt tudtunk

elkiiloniteni a fubl szekvencidk kiillonbozdsége alapjan. Az egyes allélok

kiilonb6zd aranyban voltak jelen a populacioban (11. tablazat).

11. tablazat Az egyes B. cinerea izolatumok csoportositasa a benniik talalhat6 rub/ allélok

szerint, és az allélok el6fordulasi aranya

_ = Alldlek
T . L clétordulazanak
=0 leolatnmak arieen (a1
1 Ak iy
2 L iU
3 485 [
| 170 v
b 3011 56,63, 105 125 AL 38 M2 M 15 5L 151 A8, M7
A1, 411
i 4% i, 1
B 015,028 30, 320030470 550 51, 55058, 50, 60, &1, 65, 67, T, odd
TEOTE EG, 02, 0 A0, 10 AL L L LT, 1R, 121
423 424 427 455,435 437 4539 440 441 4435 445 455 450
16, 483 a6 Aes ATL AT2 AT ATE ATE, ARY_ AN A8,
1L AT A5G 1130 ALS2 A163, 1145 1147 1168, 1171,
JI85. 4183 4186, 4188
g 4n7 i ¥
Q 411 [0
K 17, 22. 31 &8
11 16 iy
12 B 9
i a8 i
14 Al i 1
15 [32 i
lé 38 0y
17 IE, 57,412,415 A7
1= 33 68 Ly
Lo 3 i 9
i A i

A tubl szekvencidk TBLASTN analizise soran a Fournier és

munkatarsai (2005) altal az NCBI adatbazisban elhelyezett szekvencidkkal

Osszevetve, minden vizsgalt izolatum az altaluk felallitott kritériumok

szerinti II. filogenetikiai csoportba tartozott.
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5.3.4. IGS szekvenciak vizsgalata

Az IGS szekvenciak kivalasztott részlete az altalunk hasznalt
koriilmények kozott minden esetben felszaporodott, néhany minta esetében
azonban nem-specifikus sdvok is megjelentek (24. abra, 3-18 mintdk),
melyek az annelacid homérsékletének optimalizalasa utan sem tlintek el
Ezeknél a mintaknal a gélbdl kivagtuk a kb. 600 bp nagysagu szakaszt
tartalmazo6 agar6z darabot. Az ebbdl visszanyert DNS-t tisztitas utan kiildtiik
el szekvenaltatni. A vizsgalt mintanak mintegy 10 %-anal a szekvenalasi kép
tobbszori ismétlés ¢és tisztitds utan 1s kevert volt, vagyis tobbféle
bazissorrendet mutatott. Az egyértelmli szekvencia meghatarozas annak
ellenére sem sikeriilt, hogy a gélképen egyetlen sav volt csak lathatd. Ez
valdszinlileg arra vezethetd vissza, hogy az IGS eredetileg tobb kopiaban
fordul elé a genomban, €s ezek koziil egy (vagy néhany) kdpia megvaltozik.
Az 1GS szekvenciak tehat a B. cinerea esetében nem tekinthetok megbizhato
populacidgenetikai markernek, minek kovetkeztében a mintak csupan egy

részében vizsgaltuk.

G4 hp———»

24. abra B. cinerea torzsekbdl felszaporitott IGS szekvenciak futtatasanak képe etidium
bromidot tartalmazé agardz gélben.
(M: molekula tomeg marker — Fermentas 100 bp ladder plus)
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A szekvenciak 0Osszerendezése utan 7 Kkiilonb6z6 bazissorrendi
varianst tudtunk elkiiloniteni az IGS szekvencidk kiilonbsége alapjan (12.

tablazat), melyek megfelelnek a torzsfa egyes againak (25. abra).

12. tablazat Az egyes B. cinerea izolatumok csoportositasa a benniik talalhatoé IGS
variansok szerint, €s a variansok el6fordulasi aranya

h.n:] Tolai ol

AT

| 3.A5. AE, 3R, A5G Iy
3 o013, 17,33, 39, 64,65 21
3 22,09 30,30, 36, 3R AL Ae, AT, AD, 33,5 38,60 5

401, 423, 490
3 55 3
5 1%, 50 P
3 37 :
i 412, 413 i
1GS_1
1GS
~l1GS 2
&4
Iz% 3
=¥
BootsTap=1000 |, [oa Too-d
1G5 5
i IGS 6
1G5 7

25. abra A B. cinerea izolatumok részleges IGS szekvenciai alapjan rajzolt "parsimony"”
gyokér nélkiili fak. A vonalak feletti szam a bootstrap analizis eredményét jelzi
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Az IGS szekvenciak elemzése utan elkiilonithetd csoportokat a 25.
abra mutatja. Ezek a csoportok kevés egyezést mutatnak az MSBI1, illetve a
tefl szekvenciak alapjan kialakitott csoportokkal (8., 9., 10. és 11. tablazat).
A szekvencidk kozotti  kiilonbség, hasonléan a tefl szekvencianal
tapasztaltakhoz, csak néhany (maximum 16) bazisparnyi volt. Az egyes
csoportokba tartozo izolatumok begytijtési helye ebben az esetben is diszperz
volt, vagyis az egyes csoportokba tartozo6 izolatumok nem korlatozodtak egy-
egy teriiletre. Alacsony genetikai variabilitdsuk miatt a késdbbiekben nem

hasznaltuk fel 6ket a genetikai elemzésekhez.

5.4. A Botrytis cinerea multilokusz strukturaja

Az Egri borvidéken talalhatd B. cinerea populaciok struktirajanak
megismerésé¢hez és felderitéséhez az elobbiekben mdar ismertetett gének
koziil a tefl, MSBI1 ¢és tubl szekvencidit vizsgaltuk tovabbi szempontok
szerint.

A B. cinerea genom adatbdzisban (az adatbazis elérhetd a

http://www.broad.mit.edu/annotation/genome/botrytis cinerea/Home.html

internet cimen) elvégzett blast keresés megerdsitette, hogy ezek a gének nem
kapcsoltak és igy alkalmasak a tovabbi vizsgalatok elvégzésére. A Tajima D-
teszt és a Fu F-statisztikai vizsgalatok eredményei is megerdsitik a neutralis
evolucid hipotézisét, igy ennek alapjan a rendelkezésre 4all6 genetikai
informacié megfeleléen hasznalhat6 filogenetikai elemzések elvégzésére.

A harom vizsgalt 10kusz 0sszesen 1007 mukleotid helyet (site-ot)
tartalmazott, melyek koziil 26 polimorf, azonban ezek koziil csupan néhany

volt parsimony elemzés szempontjabdl informativ (13. tablazat).
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13. tablazat A B. cinerea tefl, MSB1 és tubl 16kuszainak jellemzoi

tafl MSE1 fuhi (Osszesen
Nukleotid helyek szama dsszesen
249 254 504 1007
{siteok)
Polimoif helyek szama ) ) 14 26
Parsimony elemzéshen informativ
7 & 5 18
helvek
= (F) 0.00384 0.00875 0.00120
T (Theta) 0.00530 0.00445 0.00513
Haplotipusok szama ] 4 12
Haplotipusok diverzitasa 0.364 0.637 0.445
[£0.055] [£0.013] [£0.052]
Fues LiD értéke 1.182 1.108 -3.783
Tajima D érteke -0.630 2.129 -2.035

A kiilonbozé lokuszokra a maximalis valdszinliség vizsgalat'’
segitségével készitettiink torzsfakat, amelyek alapjan az analizis soran az
MSBI esetében 4, a tef] esetében 5, a tubl esetében pedig 12 kladot kaptunk
(26. abra).

A valoszinliségek (loglk) szamitdsanal a tefl -836.45626, tubl -
578.61042, illetve a MSB1 -578.61042 értékeket mutatott. A torzsfakon
talalhato legtobb eldgazas esetében viszonylag alacsony elagazasi
valoszinliségeket (> 50%) kaptunk, ami az egyes torzsfdk csekély

megalapozottsagat mutatja.

' maximum likelihood analysis
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26. abra A ftefl, a tubl és az MSBI1 maximalis valosziniiségvizsgalat alapjan készitett
torzsfai. Az analizis soran minden haplotipus esetében egy szekvenciat hasznaltunk, illetve a
HKI modellt hasznaltuk minden gén esetében.

Jol értelmezhetd eredményeket csak akkor kaptunk, amikor az egyes
génszekvencidkat haplotipusokba 0Osszevonva elemeztiik parsimony
analizissel. A haplotipusok kozott fennalld kapcsolatok csekély mértékii

hierarchiat mutattak (Clement és mtsai, 2000) (27. 4bra).
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ne=41

n=92

27. abra A tefl,a tubl és az MSBI parsimony analizissel 1étrehozott haplotipusok
kapcsolatai (TCS Java computer program). Az ”n” az izolatumok szamat mutatja az egyes
haplotipus csoportokban; ahol nincs feltiintetve, ott csupan egy izolatum talalhato. A
haplotipus csoportokat dsszekoté vonalak és pontok a mutacidokat mutatjak (egy vonallal
elvalasztva pont nélkiil, 1 mutacidt; két vonal ponttal elvalasztva 2 mutaciot jelent stb). A
korok felosztasanal a vilagos sziirke részek a Boty, a sotét szirke részek a Flipper
transzpozon jelenlétét mutatjak az izolatumokban, a fekete mindkettd jelenlétét, a fehér

pedig a hianyukat.
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A Boty ¢és Flipper transzpozon el6fordulasat (jelenlétiiket vagy
hidnyukat) a haplotipusok kapcsolati rendszerében a 27. abran tiintettiik fel.
Az adatok jol szemléltetik, hogy a kisebb haplotipus csoportok nem
ugyanolyan ardnyban jelenitik meg az egyedi transzpozon genotipusokat,
mint ahogy az egyes populdciok tartalmazzak a jelentésebb gének
haplotipusat. Amiatt azonban, hogy két Gsszehasonlitott csoport kiilonb6zo

mintaszammal volt jelen, ez a mddszer statisztikailag nem alatdmasztott.

5.5. Rekombinacio a populaciokban, mikroszatellit elemzés

A kordbban emlitett harom kiilonb6zd gén torzsfajat nem lehet
Osszehasonlitani, €s ez mar sejteti a rekombinacid jelenlétét az egri B.
cinerea populdcioban. Miutdn a harom haszndlt gén nem tartalmazott
elegend6 genetikai variabilitdst, mikroszatelliteket alkalmaztunk a
rekombindcio tesztelésére. A B. cinerea 6t kiillonb6z6 mikroszatellitjét (Bc2,
Bc3, Bce6, Be7 és Bel0) hasznaltuk erre a célra, amelyek 6, 6, 6, 11 és 13
kiilonbdz6 hosszsaghi fragmentumokkal voltak kimutathatdak, vagyis az
egyes mikroszatellitek ennyi kiilonb6z6 allélja fordul eld. Az izolatumokban
val6 eléfordulédsaik alapjan 55 kiilonb6z6 genotipusuk volt azonosithaté (lasd
Fiiggelek 7.). Mikor ezeket a genotipusokat a korabban vizsgalt gének
haplotipusaival hasonlitottuk 6ssze, nem talaltunk kapcsolatot kozottiikk. Nem
volt Osszefliggés a mikroszatellit genotipusok, az izoldtumok foldrajzi
eredete €s az izolalas éve kozott sem.

A rekombinacid tesztelésére az Asszocidcids Index (In) tesztet
hasznaltuk az adatok korrigalt (clone corrected) részhalmazan, ahol
mindegyik multilokuszos genotipus egy egyedként volt megjelenitve (Pringle
és mtsai, 2005). A tesztek eredménye (In = 0.166; P < 0.01) alapjan
elmondhat6, hogy a panmixia 6nmagaban nem kovetkeztethetd az adatokbol,

¢és valamennyi klonalitasnak jelen kell lennie a populacioban. Ugyanilyen
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értékeket kaptunk akkor is, amikor csak a 2003. vagy 2004. évi izolatumokat
vizsgaltuk az Asszociacios Index teszttel (I =0.145 és 0.187; P <0.01).
Vizsgalataink soran a tovéabbiakban tjabb két tesztet alkalmaztunk
Osszefiizott gén szekvencidkon: a maximum Chi-square és a Phi-tesztet. A
rekombinaciorol alkotott hipotézisiink megerdsitést kapott hasznalatukkal,
ugyanis a maximum Chi-square teszt 20.43 (p =0.009) értéket, mig a Phi-
teszt p = 9.564 x 10 értéket eredményezett. Ennek kovetkeztében a harom
kiilonboz6 kritérium és a két kiilonbozoé genetikai marker alkalmazasa
egyértelmiien alatamasztja, hogy az egri B. cinerea izoldtumok populacidi

képesek a szexualis reprodukciora.

5.6. Genetikai sodrédas a populacidkban

A teljes panmixia hidnya miatt a mikroszatellit eredmények alapjan
kiszamoltuk az Fst értéket minden transzpozon populacidra és az egyes
foldrajzilag elkiiloniilt populaciokra is. Elkiiloniild teriiletekként értelmeztiik
az altaldban ¢szak-dél lefutasu, tufa dombsorok alkotta patak volgyeket.
Amennyiben az Fst értékek 0,05 - 0,15 tartomanyban talalhatoak, mérsékelt
fixaciorol beszéliink (a jellegek fixacioja), 0,15 és 0,25 kdzotti tartomanyban
a fixacid mértékét nagynak, mig 0,25 érték felett nagyon nagynak tekintjiik
(Wright, 1978).

14. tablazat A mikroszatellit markerek Fst értékei a kiilonboz6 foldrajzilag izolalt
populéciok kozott az Egri borvidéken. A romai a szamok a kiilonb6z6 foldrajzi teriileteket
jelolik (1asd kovetkezo, 28. abra).

Teriiletek 11 I v \%
I 0.018 0.029 0.025 0.039
II 0.038 0.058 0.043
11 0.038 0.024
v 0.077
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28. abra Az Egri borvidék térképe a mintavételi helyekkel. Betiikkel a mintavételi helyeket,
romai aldhtizott szamokkal a kiilonboz6 foldrajzilag elkiiloniil6 teriileteket jeloltiik, melyek
kozott az Fst értékek kiszamolasra kertiltek

Mint ahogy az a 14. tablazatban is jol lathato, a foldrajzilag izolalt
populaciok (28. 4&bra) kozotti Fst értéekek 0,018 ¢és 0,077 kozotti
tartomanyban mozognak, jelezve, hogy nincs vagy nagyon alacsony szintli a
fixacié a populaciok kozott.

A kiilonb6z0 transzpozon tartalmu (boty, flipper, vacuma, transposa)
populaciok kozott elvégzett Fst analizis szintén alacsony fixaciot jelzett az
egyes csoportok kozott. Csupan a flipper és vacuma populaciok kozott
tapasztalhatd egy mérsékelt fixacios szint (Fst=0.11), a transposa €s vacuma
csoportokat Osszehasonlitva nagy mértékli differencidciorél beszélhetiink

(Fst=0,09).
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5.7. Fungicid-rezisztencia vizsgalatok

A mintdk fungicid-érzékenységének vizsgalatanal az egyes
érzékenységi kategoridk megallapitasdhoz (az  érzékeny izolatumok
definidlasahoz) el0szor abrazoltuk az egyes ECsy értékekhez tartozo

izolatumok szadmat (29. abra).
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29. abra Az érzékeny izolatumok szama az ECs értékek fliggvényében. A benomil
esetében - a jobb attekinthetdség érdekében - nem a teljes skalat abrazoltuk.

A vizsgalt izoldtumok tobb mint fele magas foka rezisztenciat
mutatott a benomillal szemben, annak ellenére, hogy ezt a fungicidet mar
¢vek oOta nem hasznaljadk az Egri borvidéken (Kaptas Tibor, személyes

kozlés). Szintén megfigyelhetd a kozepes szintll rezisztencia jelenléte a
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masik két fungicid esetében, ami jelentds kockazatot jelenthet, hiszen ezek a
kemikalidk napjainkban is hasznalatos fungicidek.

Az elsd csoportba tartozd (legalacsonyabb ECs, értékekkel
rendelkezd) izolatumok mindharom esetben jol elkiiloniiltek a rezisztenciat
mutatd tobbi B. cinerea-t6l. A benomil esetén az irodalmi adatokat
figyelembe véve csak egyetlen izolatumot tekintettiink érzékenynek. A
szenzitiv izolatumok ECs, értékei jo egyezést mutattak az eltérd taptalajokon
¢s eltéré koriilmények kozott meghatarozott irodalmi ECsy értékekkel (15.
tablazat).

15. tablazat Az egyes altalunk definialt fungicid-reziszetencia kategoriak, és a hozzajuk
tartoz6 értékek, valamint Osszevetésik az irodalmi adatokkal (*: csak az irodalmi
hivatkozasban szerepl6 kategoria)

Fnngicad Hesees .re neda Rf:.-'-.s:n'm'm L ) Tramadirdd [T —
AT ik {1 fare @ | erick s}
Erzikeoy (&) ! -1 =l Farcta ¢2 Tollazora, 1991
L0} Legvun ez wils, 10
Alacaooy rezizzbencin 2- 10 2.1 eI Farctea ¢z Lollagtra, 1991
. ] I
Beaaniil Todrapes reFiEFbcncia 10 - 100 I -
13141 Lin?
Dilsimar veaselemcin (114] L] L] #10i Lervux ey wilsar, 1951
Resnectens (R Lid Tiogloa g Pollisy, 1991
Lrgekeuy (50 1 .7 a.3-1 Lerins g wilsan, 155%
Adaceeuy reaaEdcaeLn 2-1n 14-7 1-% Lorvns iz wilgan, 1990
iTI (TT.e 4-21
Tyrrincdeirn
Liszepes rezizbeicia 10 - 104 T
%I
Magas remizztencia (HR) B L] Tk
Rerizrtens (Rt 0 TerniE ez inkeai. 1998
Hezekeoy (i) -1 AN U002 Leroux éz mbear, 1000
Alacaooy rezizbeacia 2.1 4z
LRI o1
F B A— Toarcpes reFisThcnCia 168 - 1100 fl-1
18]
Dy vesselemein (HE) R 1~
Teaszslens (TF wela M0 Tuanllia e wilza., 2003
Resnsotens (ITvdL1 1+ w8 Lervus es wilsan, 159%

A laboratoriumi fungicid vizsgélatok alapjan minden izolatum
rezisztens volt a vizsgalt fungicidek valamelyikére, illetve az RL értékek
alapjan majdnem minden izoldtum mutatott kdzepes vagy magas foku

rezisztenciat valamelyik vizsgalt fungicidre (Leroux €és mtsai, 1999). Az 16.
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tablazatban 0Osszegeztiik a benomil, iprodion ¢és fenhexamid hatdanyagu

fungicidekkel végzett kisérletek eredményeit.

16. tablazat A B. cinerea rezisztencia szintek (S — szenzitiv, LR — alacsony rezisztencia,
MR - kozepes rezisztencia, HR — magas rezisztencia)

3 2 ezl & lalszlz |Ezs
= : s |59 3 |2 (Bu| £° | 3 (€4

& o Bl B | & TE] 2 g |& e

.,

12,590 23,2 ME | 0,747 1,3 LE | 0344 | 344 | ME
] 22,506 1510 HE | 3232 | 59 | LR | 0363 | 363 | MR
13 15,540 2Eh ME | 1,705 31 LR | 0233 | 233 [ MR
17 2017 3.7 IR | 0,954 1,7 G5 0437 | 43,7 | IR
31 20350,5 EXEYirR HE | 1234 27 LR | 0330 | 339 | MR
33 26,118 1386 HE | 0244 12 3 0296 | 204 | MR
34 724,248 13332 HE | 0.74a 11 ] 0263 | 26,2 | MR
36 E3ATER47 1573985170 HE | 0a37 ng ] 0281 281 | MR
30 G190 5T 12515 HE | 024l 12 3 0392 | 322 | LIk
41 TR0 106443076 HE | 0548 08 ] 022 | 272 | MR
43 2507 d.a LE | 20607 (207 | MIE ] 0207 207 | BJIR
Y] 5813 10,3 IR | 0478 10 3 0223 | 225 | Wik
da 463,73 2540 HE | 0593 09 ] 0148 | 142 [ IR
il 54 856 1010 HE | L1715 31 LE | 05353 | 553 [ DR
a3 T1065 130E74 8 HE | 0,335 ne 3 0355 | 335 | MK
54 1,810 3.3 LE | 5481 10,1 | ME ] 0,184 | 184 | ME
] 2657 50 LE 1583 | 228 | ME ] 05322 | 522 [ IR
SR 2872 4.9 IR | 0625 n9 3 [Ie] 22 | Mk
] 3,472 6,4 LE | 2242 32 | LR ] 0332 | 332 | MR
al 20690 565103 HE | 1542 22 LR | 0102 1z | LR
a3 0,543 1,0 3 1 AEo 24 | LE | 0.19 196 | IR
65 AE17 20 TR | 1,940 [ 35 | LE | 0225 | 225 | MR
a7y 20,293 314 ME | 1,000 1,2 3 0228 | 228 | MK
a3 2605 4.8 il 1,257 23 LE | 0,010 1 3
401 2913 1.4 MME | 1435 21 LE | 00473 | 473 | LR
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Francia kutatok vizsgélatai alapjan a transzpozont nem tartalmazo,
vacuma csoportba sorolt torzsek minden esetben rendelkeztek fenhexamiddal
szembeni rezisztenciaval. Kutatdsaik soran egyetlen vacuma csoportba
tartozo izolatumot vizsgaltunk, amely szintén rendelkezett in vitro fungicid-
rezisztenciaval a fenhexamiddal szemben. A fungicid-rezisztencia és a tobbi

vizsgalt genetikai paraméter kozott szoros 0sszefliggést nem talaltunk.

5.8. Eredmények megyvitatasa

A Botrytis cinereaval kapcsolatos vizsgalataink alkalmazott
moddszerei és eredményei tobb esetben is eltérnek a nemzetkozi irodalmtol és
eredményeiktdl vagy csak ezeknek ismeretében érthetdk, Osszevetésiik és
értelmezésiik ezen szempontok miatt fontos.

Korabban ugy vélték, hogy a B. cinerea két szimpatrikus fajbol all,
melyek koziil az egyik, a transposa tartalmazza a két ismert transzpozon
elemet (Boty és Flipper), a masik, a vacuma pedig nem. A vacuma ¢és
transposa valtozatok tovabbi fenotipusos jegyekben is kiillonboztek, mint a
konidiumok mérete, a ndvekedési rata, valamint a fungicid-rezisztencia.
Kés6bb Fournier és munkatarsai (2005) GCPSR' vizsgalati modszert
alkalmazva nyujtottdk az elsé bizonyitékat annak, hogy a B. cinerea
valdszinlileg két testvér fajt foglal magéaba. Ezeket I és II csoportnak
nevezeték el. A vacuma — transposa koncepcioval dsszevetve a B. cinerea 1.
csoportban szintén csak vacuma izolatumok fordultak eld, mig a B. cinerea
II. csoportban jelen voltak mind vacuma, mind transposa tipust izolatumok.
Az Egri borvidéken taldlhato B. cinerea populacidk az eddigi vizsgalatoktol
eltéré értékeket mutatnak mind a csoport besorolast, mind a transzpozon
Osszetételt tekintve. A tubl szekvencidk analizise sordn minden vizsgalt

izolatum a Fournier és munkatarsai (2005) altal felallitott kritériumok szerinti

'8 genealogical concordance phylogenetic species recognition
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II. filogenetikiai csoportba tartozott és ezt a vacuma tipust izolatumok hch
restrikcidos enzimmel torténd vizsgalata (Albertini és mtsai, 2002) is
megerdsitette. Transzpozon Oszetételiiket tekintve az izolatumok tobbsége a
transposa csoportba sorolhatd, a vacuma izolatumok ugyanolyan ardnyban
vannak jelen, mint azok az izolatumok amelyek csak Boty vagy csak Flipper
transzpozon elemet tartalmaznak. A csak Flipper transzpozon elemet
tartalmazo izolatumok nem fordultak eld sem Kalifornidban (Ma ¢és
Michailides, 2007), sem Chilében (Munoz ¢és mtsai, 2002) és erdsen
alulreprezentalt az el6fordulasuk Anglidban (Albertini és mtsai, 2002),
Franciaorszagban (Albertini és mtsai, 2002) és Tunéziaban is (Ben Ahmed és
Hamada, 2005). Ezzel szemben, Gjabb vizsgalati eredményként horvatorszagi
izolatumok 26 %-a tartalmazott csak Flipper transzpozon elemet,
mindamellett, hogy az izolatumok tovabbi 41 %-a transposa tipust volt, azaz
mindkét transzpozont tartalmazta (Milicevic €s mtsai, 2006).

A csak Flipper transzpozon elemet tartalmazd izoldtumok nagy
aranyu el6fordulasa felveti azt a kérdést, hogy hogyan alakultak ki ezek a
torzsek: transposa izolatumokbdl a Boty elem elvesztése révén, vagy vacuma
izolatumokbol a Flipper elem megszerzésével? Munoz és munkatérsai
(2002) szerint a chilei populacidkban a boty izoldtumok megjelenése a
vacuma ¢€s transposa izolatumok keresztezOdése révén johetett Iétre, vagy a
vacuma csoport egy invazidés populacidja révén. Az altalunk vizsgalt
markerek magas kapcsoltsagi egyensulya miatt nem lehet kiilonbséget tenni a
két lehetdség kozott. Elméletben a boty, flipper és vacuma izolatumok
hozzavetdlegesen azonos aranyu eléfordulasa 0sszeegyeztethetd a transposa
€s egy invazids vacuma populacié rekombinacidjanak elméletével, azonban
eredményeink alapjan a vacuma populdci6 mutatja a legmagasabb szintii
klonalitast, ami ezt az elképzelést eléggé valoszinlitlenné teszi. Mindenesetre

az a tény, hogy a B. cinerea Il. csoportban eldfordulnak olyan izolatumok,
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amelyek csak Flipper vagy csak Boty traszpozont tartalmaznak, ravilagit
arra, hogy a transzpozonok jelenléte vagy hianya eredményesen nem
felhasznalhato jellegzetesség a B. cinerea rendszerezésében.

A B. cinerea elsdként leirt és mindezidaig egyetlen miniszatellitje, az
MSBI1 miniszatellit (Giraud ¢és mtsai, 1998) latvadnyos varibilitast és
valtzatossagot mutatott vizsgalata soran. A francia szerzk a miniszatellit 51
kiilonb6z6é variansat (MVR) irtdk le, melyek eltér6 mennyiségben ¢és
kombinacioban kovetik egymast az altaluk felépitett allélokban. Az egri
izolatumok hasonléan nagy variabilitdst mutatnak, az el6fordulo
variansoknak azonban csak alig tobb mint fele egyezik meg a francia szerzOk
altal leirtakkal. A fennmarad6 varidansok masik fele Gjonnan azonositott,
melyek altalaban csak egy-egy pontmutacidban térnek el egymastol, illetve
csak néhany izolatumban vannak jelen feltételezve ezaltal, hogy helyben
kialakult mutaci6 révén jottek 1étre.

A B. cinerea mortfologiailag és genetikailag rendkiviil valtozékony,
amit korabban a heterokaridzis és az aneuploidia jelenségeinek
tulajdonitottak. A gomba két parosodasi tipusa azonban mennyiségileg kb.
egyenlden oszlik meg, vagyis a B. cinerea a természetben is képes szexualis
szaporodasra. Ez a heterokariozisnal és az aneuploidianal sokkal jelentdsebb
mértékben jarulhat hozzad a faj genetikai valtozékonysdgdhoz. Hogy
bekovetkezik-e a rekombindcid a B. cinerea esetében vagy sem, éveken
keresztiil foglalkoztatta a kutatokat, mivel a kiilonb6z6 gazdandvényeken
csak  ivartalan  szaporodasidt (konidium = képzését)  tapasztaltak.
Franciaorszagban végzett vizsgalatok soran az eredmények egyértelmiien
mutattdk, hogy a B. cinerea populaciok képesek szexudlis rekombinéciora
(Fournier és mtsai, 2005) Mas esetben, kaliforniai populaciok vizsgalata
soran a klonalitds nagymértéki jelenléte jellemzd (Ma €s Michailides, 2007).

A kovetkeztetésekben megnyilvanulo eltéréseket eredményezhették a
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foldrajzi tavolsagok, illetve a kiilonbozd genetikai markerek és modszerek
hasznalata is (RFLP illetve RAPD az utdbbinal).

Kisérleteink soran az egyes genetikai markerek Onmagukban nem
nyujtottak elegendd genetikai informacidt, azonban egyiitt vizsgalva Oket
eredményesen  voltak  haszndlhatoak az izolatumok jellemzésére.
Vizsgélataink sordn igen magas foku kapcsoltsagi egyensulytalansagot
tapasztalhattunk, mely adatok a szekvencia €s mikroszatellit vizsgéalatokkal
egyiitt elegendd informaciot nyUjtanak ahhoz, hogy a rekombinacio
lehetdségérdl alkotott kovetkeztetéseink helytalldak legyenek. Fournier és
Giraud (2008) egy ujabb munkdjukban szintén szolgaltattak bizonyitékot a
rekombinacid jelenlétére a franciaorszdgi populaciokban, ami alapjan
nyilvanvaléva valt, hogy a B. cinerea eurdpai populacioi képesek a
rekombinacidra és szexualis reprodukciora. Az asszociacidés index teszt
eredményei azonban ennek ellenére is sejtetik a klonalitds jelenlétét. A
fixacios index hasonld vizsgélata kimutatta, hogy a vacuma populaciok
csakugyan mutatnak némi differencialédast mind a flipper, mind a transposa
populacioktoél, amit megmagyarazhatnak ezek az eredmények. Ugyancsak
¢szleltiink - bar igen mérsékelt - differenciaciot a foldrajzilag kiilonb6zo
helyekrdl szarmazd populaciok kozott.

A fungicid-rezisztencia vizsgalatok soran az irodalmi adatoknak
megfelelden mindhdrom vizsgalt vegyszer esetében tapasztalhattuk a
rezisztencia jelenlétét az izolatumok kozott. A mar régéta nem hasznalt
benomyl esetében még mindig viszonylag nagy aranyban fordultak elé a
magas ¢és kozepes rezisztenciaval rendelkezd izolatumok, mig a még nem
régen hasznalt fenhexamid esetében a kdzepes szintli fungicid-rezisztenciaju
izolatumok nagy ardny( jelenléte volt kimutathatd. A magas foku
rezisztencia stabil jelenlétére Bardas ¢és munkatarsai (2007) vizsgalatai

adhatnak véalaszt, akik tobbszori — akar 16 alkalommal elvégzet — atoltas utan
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sem tapasztaltdk a fungicid-rezisztencia, illetve az izoldtumok fittneszének
csOkkenését vizsgalataik soran. A fenhexamid rezisztencia gyors kialakuldsa
nem meglepd, erre vonatkozd adatok nagy szamban taldlhatok az
irodalomban (Leroux és mtsai, 1999; Baroffio és mtsai, 2003).

Az Egri borvidékrél szarmazo izoldtumok vizsgélata alapjan
eredményeink bizonyitjdk a rekombinacido szignifikdns jelenlétét és
kihangsulyozzak a szignifikans genetikai variabilitdst a B. cinerea
populaciok kozott. A nagy genetikai variabilitas, valamint a szexualis
reprodukcio egyértelmii magyarazat arra, hogy miért alakul ki olyan gyorsan
¢és konnyen rezisztencia a kiilonb6z0, B. cinerea-val szemben alkalmazott
fungicidek ellen. Az egyoldali és okszerlitlen szerhasznalat kdvetkeztében
mindenképpen szamitani kell rezisztens tOrzsek megjelenésére és
elterjedésére. Vizsgalataink ezt megerdsitették, illetve ugyanilyen tendencia
kialakulasat mutattdk a B. cinerea ellen jelenleg hasznalt fungicidek esetében
is. A megfeleld novényvédelmi technologia kifejlesztéséhez — a populacid
struktirajdnak alapos megismerése mellett — tovabbra is nélkiilozhetetlen
informaciot gylijteni az aktudlis fungicid-rezisztencia allapotokrol az egyes

sz0l6termo teruleteken.
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6. Uj tudomanyos eredmények

Vizsgalataink és munkdnk sordn a kovetkezd 0j tudomanyos eredmények
jottek létre:

I.

Vizsgélataink sordn kimutattuk, hogy az Egri borvidéken csak II.
filogenetikai csoportba tartozo izolatumok fordulnak eld, melyeknek
transzpozon tartalma az irodalmi adatoktol eltérd. A flipper €s a boty
genotipus i1s viszonylag gyakran eléfordult, PCR alapi megbizhato
detektalasukat ugyanakkor vizsgalataink nem igazoltak.

Az MSBI1 miniszatellit allélok vizsgalata soran nagy mennyiségi,
eddig csak az Egri Borvidéken el6forduld 0j szekvencia sorrendel
rendelkezd miniszatellit varidnst (MVR) azonositottunk (a variansok
kozel fele). Ezek azonban kevés izolatumban fordultak eld,
valoszinilisitve, hogy helyben kialakult mutacio révén jottek létre,
ugyanakkor ezaltal alkalmasak a szarmazasi hely becslésére, melynek
lehetdségét elsoként vetettiik fel ezen genetikai marker esetében.

Vizsgalatainkkal elséként mutattuk ki, hogy a B. cinerea genetikai
jellemzésére alkalmazhato genetikai markerek alacsony genetikai
variabilitdsuk miatt 6nmagukban nem elegendéek a populaciok
egyértelmi jellemzésére, ill. megkiilonboztetésére. Tobb lokusz is a
haplotipusok  kozott  fennalld  kapcsolatok csekély meértéki
hierarchidjat  mutatta, melyet  statisztikai  vizsgalatok is
megerdsitettek.

Kisérleteink sordn els6ként bizonyitottuk, hogy a mikroszatellitek és a
multilokuszos genotipusok asszociacidos indexel torténd vizsgélata
alapjan az egri B. cinerea izolatumok populacidi képesek a szexualis
reprodukciora.

Vizsgalataink alapjan bizonyitottnak tekinthetd, hogy az Egri
borvidék kiilonbozé foldrajzi helyeirdl szdrmazd populaciok kozott
nincs, vagy nagyon alacsony mértékii a fixacio, foldrajzi alapu
elkiiloniilés nem tapasztalhatd.

A fungicid-rezisztencia és a vizsgalt genetikai paraméterek kozott
szoros Osszefliggést nem talaltunk.
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7. Osszefoglalas

A sziirkerothadds koérokozoja, a Botrytis cinerea (teleomorf:
Botryotinia fuckeliana) gombafaj szamos ndvénykultira rendszeres és
jelentés karositdéja. A B. cinerea nagyon valtozatos megjelenési,
fenotipusaban és genotipusdban is nagy valtozékonysagot mutat. A modern
novénykortan kiemelt figyelmet fordit a patogén gombapopulaciok genetikai
szerkezetének megismerésére, épp ezért ezen informaciok megismerése
dolgozatban bemutatott — kordntsem befejezett — kutatdsunk célja, hogy
valaszt keresslink azokra a kérdésekre, melyek mind a tudomanyos kozélet,
mind a mindennapi sz6lomiivelésbeni, ndvényvédelmi ¢és bordszati
gyakorlatban felmeriilhetnek.

Vizsgalataink soran egyértelmiien bizonyithatdé volt, hogy minden
egyes izolatum a II. filogenetikiai csoportba tartozik, transzpozon Gsszetétele
pedig eltér az irodalomban leirtaktol. Az izolatumok tobbsége a transposa
csoportba sorolhatd (67.8%), a vacuma izolatumok ugyanolyan aranyban
voltak jelen (9.1%), mint azon izolatumok, amelyek csak Boty (11%) vagy
csak Flipper (11.9%) transzpozon elemet tartalmaztak. Az a tény, hogy a B.
cinerea 1I. csoporban eléfordulnak olyan izolatumok, amelyek csak Flipper
vagy csak Boty traszpozont tartalmaznak, ravildgit arra, hogy a
transzpozonok jelenléte vagy hianya olyan jellegzetesség, amely nem
hasznalhat6 fel a B. cinerea egyértelmii rendszerezésében.

Az egri izolatumok MSB1 miniszatellit tartalmukat tekintve szintén
nagy variabilitdst mutatnak. A miniszatellitet felépitd variansok kozel fele
ujonnan azonositott varians, melyek altalaban csak egy-egy pontmutacidoban
térnek el egymastol, illetve csak néhany izolatumban vannak jelen,

feltételezve ezaltal, hogy helyben kialakult mutacio révén jottek Iétre.
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Kisérleteink soran kiilonb6zo genetikai markereket (MSBI1, fefl,
tubl) hasznaltunk a populacidk jellemzésére. Ezek Oonmagukban azonban
nem nyujtottak elegendd genetikiai informaciot, mikroszatellit markerekkel
(Bc2, Bce3, Be6, Be7, Bel0) egyiittesen elemezve viszont eredményesen
hasznalhat6ak voltak az izolatumok jellemzésére. Vizsgalatuk sordn igen
magas foku kapcsoltsagi egyenstlytalansagot tapasztalhattunk mely adatok a
szekvencia ¢s mikroszatellit vizsgalatokkal egyiitt elegendd informaciot
nyujtanak  ahhoz, hogy a rekombinacio lehetdségérdl alkotott
kovetkeztetéseink helytalloak legyenek. Az asszocidcidos index teszt
eredményei azonban ennek ellenére is sejtetik a klonalitds jelenlétét. A
fixacios index hasonld vizsgélata kimutatta, hogy a vacuma populaciok
csakugyan mutatnak némi differencialédast mind a flipper, mind a transposa
populacioktél, amit magyardzhatnak ezek az eredmények. Ugyancsak
¢szleltiink — bar igen mérsékelt differenciaciot — a foldrajzilag kiilonb6zo
helyekrdl szarmazé populaciok kozott.

A fungicid-rezisztencia vizsgalatok soran az irodalmi adatoknak
megfelelden mindhdrom vizsgalt vegyszer esetében tapasztalhattuk a
rezisztencia jelenlétét az izolatumok kozott. Azonban kiilondsen
elgondolkodtatod, illetve tovabbi vizsgalatokat szorgalmaz az az eredmény,
miszerint a mar régdta nem hasznalt benzimidazol esetében (Benomyl, Du
Pont) esetében még mindig viszonylag nagy volt a magas és kozepes
rezisztenciaval rendelkezd izolatumok ardnya, mig a még nem régota
hasznalt fenhexamid (Teldor, Bayer) esetében, pedig a kozepes szintii
fungicid-rezisztencia jelenléte volt nagy aranyt.

Az Egri borvidékrél szarmazo izoldtumok vizsgélata alapjan
eredményeink bizonyitjdk a rekombinacido szignifikdns jelenlétét és
kihangsulyozzak a szignifikans genetikai variabilitdst a B. cinerea

populaciok kozott. A nagy genetikai variabilitas, valamint a szexualis
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reprodukcio egyértelmii magyarazat arra, hogy miért alakul ki olyan gyorsan
¢s konnyen rezisztencia a kiilonb6zd, B. cinerea-val szemben alkalmazott

fungicidek ellen.
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8. Summary

Botrytis cinerea (teleomorph: Botrytinea fuckeliana) is a haploid
filamentous, heterothallic fungus that causes grey mould on grapevine and
other many important crops in the temperate zone worldwide. The
appearance of the fungus is very diverse and it shows a high genetic
variability also. The modern plant pathology has a great respect for cognition
of genetic structure of plant pathogen fungus for shaping and developing the
strategies of protection. The aims of our work were to find answers for
scientific and for field-work questions, which occurs in grape production,

plant protection and in oenology.

In the course of our examinations were proved unequivocally that B.
cinerea isolates consist entirely of phylogenetic group II. Looking of
transposon pattern, the majority of isolates (67.8%) contained both Flipper
and Boty and was thus transposa. However, some of isolates also contained
only Flipper (11.9%) or only Boty (11%), in same proportion respectively.
Ten isolates (9.1%) were vacuma, i.e., they contained neither transposon.
The results show that the B. cinerea populations in the Eger wine grape
growing exhibit an unusual transposon composition; while the majority of
isolates indeed were transposa, vacuma isolates were present in about the
same percentage as isolates containing only Boty or only Flipper. In any
case, the evidence from our data, i.e., that B. cinerea group Il also contains
isolates which only contain Flipper or Boty, further underlines that the
presence or absence of either transposon is not a valid character for
speciation in B. cinerea. The isolates sow high diversity in MSBI1
minisatellite contents also. Almost moiety of minisatellite variant repeats
were newly referred variants, which were occurred ordinarily just in few

sample, supposed that was evolved by local mutation.
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In the course of our experiments the individual genetic markers
(MSBI, tefl1, tubl) in themselves are not present enough genetic information,
but all of them completed with microsatellite (Bc2, Be3, Be6, Bc7, Bel0)
markers are suited for genetic analysis of isolates. In the score of our
examination a very high degree of linkage disequilibrium was shown both by
analyses of gene sequences as well as of microsatellites, which minimizes a
potential bias. However, the Association Index test also suggested an element
of clonality. A corresponding analysis of the fixation index revealed that
indeed the vacuma population exhibited some differentiation from both the
Flipper and the transposa populations, which may explain these results. We
could also detect some (albeit very moderate) differentiation between some
geographic populations.

In the course of fungicide resistance examinations, different
resistance levels were found in isolates against all of three tested fungicides.
It is especially interesting, and the fact indicates further examinations, that in
case of for long time did not used fungicide like benomyl we found a great
number of resistant isolates and in case of examination a relative new
fungicide (in the time of examination), fenhexamide we found a great
number of medium resistant isolates.

In summary, our data underline a significant genetic variability within
populations and consistently indicates that the population of B. cinerea in the
Eger wine region undergoes sexual reproduction. The complexity and
variability of this fungus make it difficult to control, thus the high genetical
variability and the sexual reproduction is an unambiguous answer for
evolving of rapidly and easily fungicide resistance among isolations against

fungicides.

91



9. Irodalomjegyzék

Albertini, C., Thébaud, C., Fournier, E., Leraux, P. (2002) Eburicol 14a-
demethilase gene (CYP51) polymorphism and speciation of
Botrytis cinerea. Mycological Research, 106: 1171-1178.

Alfonso, C., Raposo, R., Melegarei, P. (2000) Genetic diversity in Botrytis
cinerea populations on vegetable crops in greenhouses in south-
eastern Spain. Plant Pathology, 49: 243-251.

Andersen, T. H., Torsten, N.-T. (1997) A fungal minisatellite. Nature, 386:
771.

Baladauf, S. L., Doolitle, W. F. (1997) Origin and evolution of slime molds
(Mycetozoa). Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 94: 12007-1210.

Bardas, G. A., Myresiotis, C. K., Karaoglanidis, G. S. (2008) Stability and
fittness of analinopyrimidine-resistant strains of Botrytis cinerea.
Phytopathology, 98: 443-450.

Barlett, D. W., Clough, J. M., Godwin, J. R., Hall, A. A., Hamer, M.,
Parr-Dobrzanski, B. (2002) The strobilurin fungicides. Pest
Management Science, 58: 659-662.

Baroffio, C. A., Siegfried, W., Hilber, V. W. (2003) Long term monitoring
for resistance of Botryotinia fuckeliana to anylinopyrimidine,
phenylpyrrole and hydroxyanalide fungicides in Switzerland.
Plant Disease, 87: 662-666.

Beever, R. E., Parkers, S. L. (1993) Mating behaviour and genetics of
fungicide resistance of Botrytis cinerea in New Zealand. Journal
of Crop and Horticultural Science, 21: 303-310.

Beever, R. E., Parkers, S. L. (2003). Use of nitrate non-utilising (Nit)

mutants to determine vegetative compatibility in Botryotinia

92



fuckeliana (Botrytis cinerea). European Journal of Plant
Pathology, 109: 607-613.

Beever, R. E., Weeds, P. L. (2004) Taxonomy and genetic variation of
Botrytis and Botryotinia. In: Elad, Y., Williamson, B. Tudzynski,
P. és Delen, N. szerk. Botrytis: Biology, Pathology and Control.
pp. 29-52. Kluwer Academic Publishers, Dordrecht, The
Neteherlands.

Ben Ahmed, D., Hamada, W. (2005) Genetic diversity of some Tunisian
Botrytis cinerea isolates using molecular markers. Phytopathol.
Mediterr., 44: 300-306.

Boeke, D. J., Eichinger, D., Castrillon, D., Fink, G. R. (1989) The
Saccharomyces cerevisiae genome contains functional and
nonfunctional copies of transposon Tyl. Molecular and Cellular
Biology, 8: 1432-1442.

Bollen, G. J., Scholten, G. (1971) Aquired resistance to benomyl and some
other systemic fungicides in a strain of Botrytis cinerea in
cyclamen. Netherlands J. of Plant Pathology, 77: 83-90.

Brent, K. J., Hollomon D. W. (1998) Fungicide resistance: The assessment
of risk. In: FRAC Monograph No. 2: 1-48. Global Crop protection
Federation, Brussels, Belgium.

Brown, A. H. D., Feldman, M. W. és Nevo, E. (1980) Multilocus structure
of natural populations of Hordeum spontaneum. Genetics, 96:523-
536.

Bruen, T., Philiipe, H., Bryant, D. (2006) A quick and robust statistical test
to detect the presence of recombination. Genetics, 172: 2665—

2681.

93



Bruns, T. D., White, T. J., Taylor, J. W. (1991) Fungal Molecular
Systematics. Annual Review of Ecology and Systematics, 22:
525-564.

Clement, M., Posada, D., Crandall, K. (2000) TCS: a computer program to
estimate gene genealogies. Mol. Ecol., 9: 1657-1660.

Coley-Smith, J. R., Verhoeff, K. és Jarvis, W. R. szerk. (1980) The
biology of Botrytis. Academic Press, London, UK.

Colot, V., Rossignol, J. L. (1995) Isolation of the Ascobolus immersus spore
color gene b2 and study in single cells of gene silencing by
methylation induced premeiotically. Genetics, 141: 1299-1314.

Commenil, P., Burnet, L., Audran, J-C. (1997) The development of the
grape berry cuticule in relation to susceptibility to bunch rot
disease. J. of Exp. Botany., 48: 1599-1607.

Cruickshank, G. C., Wade, G. C. (1992) The activation of latent infections
of Monilia fructicola on apricots by volatiles from the ripening
fruit. J. of Phytopathology, 136: 107-112.

Daboussi, M. J., Capy, P. (2003) Transposable elements in filamentous
fungi. Ann. Rev. Microbiol., 57: 275-299.

Davidse, L. C., Ishii, H. (1995) Biochemical and molecular aspects of the
mechanisms of action of benzimidazoles, N-phenylcarbamates
and N-phenylformamidoximes and the mechanisms of resistance
of this compounds in fungi. In: Lyr, H. szerk. Modern selective
fungicides. pp. 305-322. Gustav Ficher Verlag, Jena, Germany.

Debieu, D., Bach, J., Hugon, M., Malosse, C., Leraux, P. (2001) The
hydroxyanalide fenhexamid, a new sterol biosynthesis inhibitor
fungicide efficient against the plant pathogenic fungus Botryotinia
fuckeliana (Botrytis cinerea). Pest Management Science, 57:

1060-1067.

94



Diolez, A., Marches, F., Fortini, D., Brygoo, Y. (1995) Boty, a long-
terminal-repeat retroelement in the phytopathogenic fungus
Botrytis cinerea. Applied and Enviromental Microbiology, 61:
103-108.

Dittrich, H. H., Sponholz, W. R. (1975) Die aminosureabnahme in Botrytis
— inficierten Traubenbeeren und die Bildung hoher Alkohole in
diesem Mosten bei ihrer vergrung. Wein — Wiss, 30: 188-210.

Donénche, B. (1989) Carbohydrate metabolism and gluconic acid synthesis
by Botrytis cinerea. Can. J. Botany, 67: 2888-2893.

Druzhinina, 1., Kubicek, C. P. (2005) Species concepts and biodiversity in
Trichoderma and Hypocrea: from aggregate species to species
clusters? J Zhejiang Univ SCI 2005, 6: 100-112.

Duobourdieu, D., Pucheu-Planté, B., Mercier, M. (1978) Structure, role et
localisation d’un glucane sécrété par Botrytis cinerea dans la baie
de raisin. C. R. Acad. Sci. Paris, 287: 571-573.

Edwards, A., Hammond, H.A., Jin, L., Caskey, C.T., Chakraborty, R.
(1992) Genetic variation at five trimetric and tetrametric tandem
repeat loci in four human population groups. Genomics, 12: 241-
253.

Elmer, P., Michailides, T. J. (2004) Botrytis cinerea in orchard and vine
crops. In: Elad, Y., Williamson, B. Tudzynski, P. és Delen, N.
szerk. Botrytis: Biology, Pathology and Control. pp. 243-272.
Kluwer Academic Publishers, Dordrecht, The Netherlands.

Enkerli, J., Bhatt, G., Covert, S. F. (1997) Nhtl, a transposable element
cloned from a dispensable chromosome in Nectria haematococca.

Mol. Plant-Microbe Interact., 10: 742-749.

95



Faretra, F., Antonacci, E., Pollastro, S. (1988). Sexual behaviour and
mating system of Botryotinia fuckeliana, teleomorph of Botrytis
cinerea. Journal of General Microbiology, 134: 2543-2550.

Faretra, F., Pollastro, S. (1991) Genetic basis of resistance to
benzimidazole and dicarboximide fungicides in Botryotinia
fuckeliana (Botrytis cinerea). Mycological Research, 95: 943-951.

Faretra, F., Pollastro, S. (1993) Genetics of sexual compatibility and
resistance to benzimidazole and dicarboximide fungicides in
isolates of Botryotinia fuckeliana (Botrytis cinerea) from nine
countries. Plant Pathology, 42: 48-57.

Fermaud, M., Le Menn, R. (1992) Transmission of Botrytis cinerea to
grapes by grape berry moth larvae. Phytopathology, 82: 1393-
1398.

Feschottes, C., Zhang, X., Wessler, S. R. (2002) Miniature inverted-repeat
transposable elements and their relationship to established DNA
transposons. In: Craig N.L., Craigie R., Gellert, M. & Lambowitz,
A.M. szerk. Mobile DNA II. pp. 1147-1158. ASM, Washington
DC, USA.

Finnegan, N. (1988) FEukaryotic transposable elements and genome
evolution. Trends Genet., 5: 103-107.

Flether L. D., McDowell J. M., Tidwell, R. R., Meagher, R. B., Dykstra,
C. C. (1994) Structure, expression and phylogenetic analysis of
the gene encoding actin I in Pneumocystis carinii. Genetics,
137:743-750.

Forbes-Smith, M. (1999) Induced resistance for the biological control of
postharvest diseases of fruit and vegetables. Food Australia,

51:382-358.

96



Forster, B., Straub, T. (1996) Basis for use strategies of anylinopirimidin
and phenylpyrolle fungicides against Botrytis cinerea. Crop
Protection, 15: 529-537.

Fournier, E., Giraud, T. (2008) Sympatric genetic differentiation of a
generalist pathogenic fungus, Botrytis cinerea, on two different
host plants, grapevine and bramble. J. Evol. Biol. 21: 122-132.

Fournier, E., Giraud, T., Albertini, C., Brygoo, Y. (2005) Partition of the
Botrytis  cinerea complex in France using multiple gene
genealogies. Mycologia, 97: 1251-1267.

Fournier, E., Giraud, T., Loiseau, A., Vautrin, D., Estoup, A., Solignac,
M., Cornuet, J. M., Brygoo, Y. (2002) Isolation of nine
microsatellite loci from a genomic sequence bank of the
phytopathogenic fungus Botrytis cinerea (Ascomycota) Mol Ecol
Notes 2: 253-255.

Fournier, E., Levis, C., Fortini, D., Leroux, P., Giraud, T., Brygoo, Y.
(2003) Characterisation of Bc-hch, the Botrytis cinerea homolog
of the Neurospora crassa het-c vegetative incompatibility locus
and its use as a population marker. Mycologia, 95: 943-951.

Fritz, R., Lanen, C., Drouhot, V. (1993) Effects of various inhibitors
including carboxin on Botrytis cinerea mithocondria isolated from
mycelium. Agronomie, 14: 541-554.

Giannakis, C., Bucheli, C. S., Skene, K. G. M., Robinson, S. P., Scott, N.
S. (1998) Chitinase and beta-1,3-glucanase in grapevine leaves: a
possible defence against powdery mildew infection. Aust. J. of
Grape and Wine Research, 4:86-98.

Giraud, T., Fortini, D., Levis, C., Brygoo, Y. (1997) RFLP markers show

genetic recombination in Botryotinia fuckeliana (Botrytis cinerea)

97



and transposable elements reveal two sympatric species.
Molecular Biology and Evolution, 14: 1177-1185.

Giraud, T., Fortini, D., Levis, C., Brygoo, Y. (1998) The minisatellite
MSBI, in the fungus Botrytis cinerea, probably mutates by
slippage. Mol. Biol. Evol., 15: 1524-1531.

Giraud, T., Fortini, D., Levis, C., Lamarque, C., Leroux, P., LoBugqlio,
K., Brygoo, Y. (1999) Two siblings species of the Botrytis
cinerea complex, transposa and vacuma, are found in sympatry
on numerous host plants. Phytopathology 89: 967-973.

Giraud, T., Villaréal, L. M. M. A., Austerlitz, F., Le Gac, M., Lavigne, C.
(2006) Importance of the life cycle in sympatric host race
formation and speciation of pathogens. Phytpathology, 96:280-
287.

Glayser, D. C., Roberts, I. N., Archer, D. B., Oliver, R. P. (1995) The
isolation of antl, a transposable element from Aspergillus niger.
Mol. Gen. Genet., 249: 432-438.

Goetz, G. F. A., Metais, N., Kunz, M., Tabacchi, R., Pezet, R., Pont, V.
(1999) Resistance factors to gray mould in grape berries:
identification of some phenolic inhibitors of Botrytis cinerea
stilbene oxidase. Phytochemistry, 52: 759-767.

Goyon, C., Rossignol, J. L., Faugeron, G. (1996) Native DNA repeats and
methylation in Ascobolus. Nucleic Acids Res., 24: 3348-3356.

Guindon, S., Gascuel, O. (2003). A simple, fast, and accurate algorithm to
estimate large phylogenies by maximum likelihood. Syst. Biol.,
52: 696-704.

Hamann, A., Felle, F., Osiewac, H. D. (2000) The degenerate DNA
transposon pat and repeat-induced point mutation (RIP) in

Podospora anserina. Mol. Gen. Genet., 263: 1061- 1069.

98



Hennebert, G. L. (1973) Botrytis and Botrytis-like genera. Persoonia, 7:183-
204.

Hennebert, G. L., Groves, J. W. (1963) Three new species of Botryotinia in
Ranunculaceae. Canadian Jurnal of Botany, 41: 341-373.

Hudson, R. R., Slatkin, M., Maddison, W. P. (1992) Estimation of levels
of gene flow from DNA sequence data. Genetics, 132: 583-589.

Huelsenbeck, J. P., Ronquist, F. (2001) MRBAYES: Bayesian inference of
phylogenetic trees. Bioinformatics, 17:754-755.

Huson, D. H., Bryant, D. (2006) Application of phylogenetic networks in

evolutionary studies. Mol. Biol. Evol., 23: 254 — 267.

Ikeda, K., Nakayashiki, H., Takagi, M., Tosa, Y., Mayama, S. (2001)
Heat shock, copper sulphate and oxidative stress activate the
retrotransposon MAGGY resident in the plant pathogenic fungus
Magnaporthe grisea. Mol. Genet. Genomics, 266: 318-325.

Jakucs, E., Vajna, L. (2003) A gombak 6koloégiaja. In: Jakucs, E., Vajna, L.
szerk. Mikologia pp. 239-305. Agroinform Kiado, Budapest.

James, W. C. (1974) Assessment of plant diseases and losses. Ann. Rev.
Phytopathology 12: 27-48.

Jarvis, W. R. (1977) Botryotinia and Botrytis Species: Taxonomy,
Physiology and Pathogenicity. Research Branch, Canada
Department of Agriculture, Ottawa, Canada.

Jeffreys, A. J., Wilson, V., Thein, S. L. (1985) Individual-specific
“fingerprints’ of human DNA. Nature, 316: 76-79.

Kachroo, P., Leong, A. S., Chattoo, B. B. (1994) Pot2, an inverted repeat
transposon from the rice blast fungus Magnaporthe grisea. Mol.
Gen. Genet., 245: 339-348.

Kalamakaris, A. E., Petsikos-Paragiotarou, N., Mavroides, B., Ziogas, B.

N. (2000) Activity of fluazinam against strains of Botrytis cinerea

99



resistant to benzimidazoles and / or dicarboximides and to a
benzimidazole-phenilcarbamate mixture. J. of Phytopathology,
148: 449-455.

Kallay, M. (1998) Boraszati Kémia pp. 253-428. In: Eperjesi, 1., Kallay, M.,
Magyar, 1. szerk. Boraszat. Mez6gazda Kiado, Budapest.

Kaneko, 1., Tanaka, A., Tsuge, T. (2000) REAL, an LTR retrotransposon
from the plant pathogenic fungus Alternaria alternata. Mol. Gen.
Genet., 263: 625-634.

Karchani-Balma, S., Gautier, A., Raies, A. Fournier, E. (2008) Geography,
plants and growing systems shape the genetic structure of
Tunisian Botrytis cinerea populations. Phytopathology 98: 1271-
1279.

Kasuga, T., White, T. J., Koenig, G., McEwen, J., Restrepo, A.,

Castaineda, E., Da Silva Lacaz, C., Heins-Vaccari, E. M., De
Freitas, R. S., Zancopé-Oliveira, R. M., Qin, Z., Negroni, R.,
Carter, D. A., Mikami, Y., Tamura, M., Taylor, M. L., Miller,
G. F., Poonwan, N., Taylor, J. W. (2003) Phylogeography of the
fungal pathogen Histoplasma capsulatum. Mol. Ecol. 12: 3383-
3401.

Kerényi, Z. (1977) Tokaji borkiilonlegességek aromaanyagainak
gazkromatografids vizsgalata. III. Nem ill6 ¢és nehezen il6
aromakomponensek GLC — analizise. Borgazdasag, 25: 26-29.

Khon, L. M. (1979) A monographic revision of the genus Sclerotinia.
Mycotaxon 9: 365-444.

Kinsey, J. A., Helber, J. (1989) Isolation of a transposable element from
Neurospora crassa. Proc. Natl. Acad .Sci. USA, 86: 1929-1933.

100



Kolmer, J. A. (1991) Evolution of distinct populations of Puccinia recondita
f.sp. tritici in Canada. Phytopathology, 81: 316-322.

Kulling-Gradinger, C. M., Szakacs, G., Kubicek, C. P. (2002) Phylogeny
and evolution of the genus Trichoderma: a multigene approach.
Mycol Res., 158: 125-133.

Kumar, S., Tamura, K., Nei, M. (2003) MEGA3: Integrated Software for
Molecular Evolutionary Analysis and Sequence Alignment
Briefings in Bioinformatics, 5: 150-163.

Latorre, B. A., Spadaro, 1., Rioja, M. E. (2002) Occurrence of resistant
strains of Botrytis cinerea to anilinopyrimidine fungicides in table
grapes in Chile. Crop Protection, 21: 957-961.

Lazar, J., Dula, B., Voigt, E., Szendrey, L., Maké, Sz. (2004) A sz616
védelme 1. Novényvédelem, 40: 193-206.

Leroux, P., Clerjeau, M. (1985) Resistance of Botrytis cinerea and
Plasmopara viticola to fungicides in French vineyards. Crop
Protection, 4: 137-160.

Leroux, P. (1996) Recent developments in the mode of action of fungicides.
Pesticide science, 47: 191-197.

Leroux, P. (2004) Botrytis chemical control and resistance. pp. 195-222. In:
Elad, Y, Williamson, B., Tudzynski, P. Delen, N. szerk. Botrytis:
Biology, Pathology and control, Kluyver Academic Publisher,
London, UK.

Leroux, P., Chapeland, F., Desbrosses, D., Gredt, M. (1999) Patterns of
cross-resistance to fungicides in Botryotinia fuckeliana (Botrytis
cinerea) isolates from French vineyards. Crop Protection, 18:
687-697.

Leroux, P., Descotes, A. (1996) Resistance of Botrytis cinerea to fungicides

and strategies for its control in the Champagne vineyards.

101



Proceedings of the 1996 Brighton Crop Protection Conference,
Pests and Diseases, pp. 131-136., UK.

Leroux, P., Fournier, E., Brygoo, Y., Panon, M. L. (2002) Biodiversité et
variabilité chez Botrytis cinerea, 1’agent de la pourriture gris.
Noveaux resultants sur les especes et les rézistances. Phytoma,
554: 38-43.

Leroux, P., Fritz, R., Debieu, D., Albertini, C., Lanen, C., Bach, J.,
Gredt, M., Chapeland, F. (2002) Mechanisms of resistance to
fungicides in field strains of Botrytis cinerea. Pest Management
Science, 58: 876-888.

Leroux, P., Walker, A. S., Senechal, Y. (2003) Etude de lasensibilité¢ de
Botrytis cinerea au boscalis. In: 7th International Conference on
Plant Diseases (cdROM; www.afpp.net). AFPP, Paris, France.

Levis, C., Fortini, D., Brygoo, Y. (1997) Flipper, a mobile Fotl-like

transposable element in Botrytis cinerea. Mol Gen Genet., 254:
674-680.

Li, J., Edlind, T. (1994) Phylogeny of Pneumocystis carinii based on beta-
tubulin sequence. J Eukaryot Microbiol., 41: 79-83

Li, W. H., Lou, C. C., Wu, C. L. (1985) Evolution of DNA sequences. In:
Mcintyre szerk. Molecular evolutionary genetics. pp. 1-92.
Plenum, New York, USA.

Lorbeer, J. W. (1980) Variation in Botrytis and Botryotinia. In: Coley-
Smith, J. R., Verhoeft, K. és Jarvis, W. R. szerk. The Biology of
Botrytis. pp. 19-40. Academic Press, London, UK.

Magyar, 1. (1998) Boraszati mikrobiologia pp. 431-520. In: Eperjesi, 1.,
Kallay, M., Magyar, 1. szerk. Boraszat. Mezdgazda Kiado,
Budapest.

102


http://www.afpp.net)

Ma, Z., Michailides, T. J. (2007) Approaches for eliminating PCR
inhibitors and designing PCR primers for the detection of
phytopathogenic fungi. Crop Prot. 26: 145-161.

Martinez, F., Blancard, D., Lecomte, P., Levis, C., Dubos, B., Fernaud,
M. (2003) Phenotypic differences between vacuma and transposa
subpopulations of Botrytis cinerea. Eur. J. Plant Pathol. 109: 479-
488.

Mashuda, M., Okawa, E., Nishimura, K., Yunome, H. (1984)
Identification of 4,5-dimethyl-3-hydroxy-2(5H)-furanon (sotolon)
and ethyl-9-hydroynonanoate in botrytised wine and evaluation of
the roles of compounds characteristic of it. Biol. Chemistry 48:
2707-2710.

Maynard Smith, J. (1992) Analysing the mosaic structure of genes. J Mol
Evol., 33:126-129.

Maynard Smith, J., Smith N. H., O'Rourke, M., Spratt, B. G. (1993)
How clonal are bacteria? Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90: 4384-
4388.

McClintock, B. (1984) The significance of responses of the genome to
challenge. Science, 226: 792-801.

McDonald, B. A., McDermott, J. M. (1993) Population genetics of plant
pathogenic fungi. BioScience, 43: 311-319

Mes, J. J., Haring, M. A., Cornelissen, B. J. Foxy, C. (2000) An active
family of short interspersed nuclear elements from Fusarium
oxysporum. Mol. Gen. Genet., 263: 271-280.

Milicevic, T., Topolovec-Pintaric, S., Cvjetcovic, B., Ivic, D., Duralia, B.
(2006) Sympatric subpopulations of Botrytis cinerea on

strawberries based on the content of transposable elements and

103



their connection with resistance to botryticides. Acta
Horticulturae, 708: 115-118 .

Milling, R. J., Richardson, C. J. (1995) Mode of action of the
anilinopyrimidine fungicide pyrimetanil. Effects on enzyme
excretion in Botrytis cinerea. Pesticides Science, 45: 43-48.

Mlikota Gabler, F., Smilanick, J. L., Mansour, M., Ramming, D. W.,
Mackey, B. E. (2003) Correlations of morphological, anatomical
and chemical features of grape berries with resistance to Botrytis
cinerea. Phytopathology, 93: 1263-1273.

Moldave, K. (1985) Eukaryotic protein synthesis. Annu. Rev. Biochem., 54:
1109-1149.

Mondy, N., Corio-Costet, M-F. (2000) The respons to the grabe berry moth
(Lobesia botrana) to a dietary phytopathogenic fungus (Botrytis
cinerea): the significance of fungus sterols. J. of Insect
Physiology, 46: 1557-1564.

Mondy, N., Pracros, P., Fermaud, M., Corio-Costet, M-F. (1998)
Olfactory and gustatory behaviour by larvae of Lobesia botrana in
response to Botrytis cinerea. Entom. Experim. et Applicata 88:1-
7.

Munoz, G., Hinrichsen, P., Brygoo, Y., Giraud, T. (2002) Genetic
characterisation of Botrytis cinerea populations in Chile. Mycol
Research, 106: 594-601.

Nair, N. G., Hill, G. K. (1992) Bunch rot of grapes caused by Botrytis
cinerea. In: Kumar, J., Chaube, H. S., Singh, U. S,
Mukhopadyay, A. N. szerk. Plant diseases of international
importance: Diseases of fruit crops. pp. 147-169. Prentice Hall,
Englewood Cliffs, New Jersey, USA.

104



Neuvéglise, C., Sarfati, J., Latgé, J. P., Paris, S. (1996) Afutl, a
retrotransposon-like element from Aspergillus fumigatus. Nucleic
Acids Res., 24: 1428-1434.

Nicholas, K. B., Nicholas Jr, H. B., Deerfield II, D.W. (2007) GeneDoc:
Analysis and  Visualization  of  Genetic  Variation
(http://www.psc.edu/biomed/genedoc) EMBNET .news, 4: 1-4.

Nielsen, K., Justesen, A. F., Jensen, D. F., Yohalem, D. S. (2001)

Universally primed polymerase chain reaction alleles and internal
transcribed spacer restriction fragment length polymorphisms
distinguish two subgroups in Botrytis aclada distinct from B.
byssoidea. Phytopathology, 91: 527-533.

Nielsen, M. L., Hermansen, T. D., Aleksenko, A. (2001) A family of DNA
repeats in Aspergillus nidulans has assimilated degenerated
retrotransposons. Mol. Genet. Genomics, 265: 883-887.

Padgett, M., Morisson, J. C. (1990) Changes in grape berry exudates during
fruit development and their effect on mycelical growth of Botrytis
cinerea. J. of Am. Soc. of Hort Sci., 115: 269-273.

Parker, P. G., Snow, A. A., Malcolm, D. S., Booton, G. C., Fuerst, P. A.
(1998) What molecules can tell us about populations: choosing
and using a molecular marker. Ecology, 79: 361-382.

Petsikos-Panayotarou, N., Markelou, E., Kalamarakis, A. E. (2003) In
vitro and in vivo activity of cyprodinil and pyrimethanil on
Botrytis cinerea resistant to other botryticides and selection of
resistance to pyrimethanil in a greenhouse population in Greece.
Eur. J. of Plant Pathology, 109: 173-182.

Pezet, R. (1988) Un résistance naturelle au Botrytis. Phytoma 394:44-45.

Pezet, R., Viret, O., Perret, C., Tabacchi, R. (2003) Latency of Botrytis

cinerea Prs.: Fr. and biochemical studies during growth and

105


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

ripening of two grape berry cultivars, respectively susceptible and
resistant to gray mould. J. of Phytopath., 151: 208-214.

Piganeau, G., Gardner, M., Eyre-Walker, A. (2004) A broad survey of
recombination in animal mitochondria. Mol. Biol. Evol. 21: 2319-
2325.

Pillonel, C., Meyer, T. (1997) Effect of phenylpyrroles on glycerol
accumulation and protein kinase activity of Neurospora crassa.
Pesticide Science, 49: 229-236.

Pollastro, S., Faretra, F., Canio, V., De Guido, A. (1996) Characterisation
and genetic analysis of filed isolates of Botryotinia fuckeliana
(Botrytis cinerea) resistant to dichlofluanid. European Journal of
Plant Pathology, 102: 607-613.

Posada, D., Crandall, K. A. (1998) "Modeltesst: Testing the model of DNA
substitution." Bioinformatics, 14: 817-818.

Pringle, A., Baker, D. M., Platt, J. L., Wares, J. P., Latge, J. P., Taylor,
J. W. (2005) Cryptic speciation in the cosmopolitan and clonal
human pathogenic fungus Aspergillus fumigatus. Evolution, 59:
1886-1899.

Puhalla, J. E. (1985) Classification of strains of Fusarium oxysporum on the
basis of vegetative compatibility. Can. J. Bot. 63: 179-183.

Raju, N. B., Perkins, D. (2000) Programmed ascospore death in the
homothallic ascomycete Coniochaeta tetraspora. Fungal Genetics
and Biology, 30: 213-221.

Renault, A. S., Deloir, A., Bierne, J. (1996) Pathogenesis related proteins in
grapevines induced by salicilic acid and Botrytis cinerea. Vitis,
35:49-52.

Riberéau-Gayon, P., Lafon-Lafourcade, S., Duobourdieu, D., Lucmaret,

V., Laure, F. (1979) M¢étabolisme de saccharomyces cerevisiae

106



dans le mount de raisins parastés par Botrytis cinerea. Inhibition
de la fermentation, formation d’acid acétique et de glicérol. C. R.
Acad. Sci. Paris, 289: 441-444.

Roger, A. J., Sandblom, O., Doolittle, W. F., Philippe, H. (1999) An
evaluation of elongation factor la as a phylogenetic marker for
eukaryots. Mol. Biol. Evol., 16: 218-233.

Rozas, J., Sanchez-Delbarrio, J. C., Messeguer, X. and Rozas, R. (2003)
DnaSP, DNA polymorphism analyses by the coalescent and other
methods. Bioinformatics, 19: 2496-2497.

Sabeti, P., Schaffner, S., Fry, B., Lohmueller, J., Varilly., P, Shamovsky,
0., Palma, A., Mikkelsen, T., Altshuler, D., Lander, E. (2006)
Positive natural selection in the human lineage. Science, 312:
1614-1620.

Sambrook, J., Friths, E., Maniatis, T. (1989) Molecular cloning: a
laboratory manual, 2nd ed. Cold Spring Harbor Laboratory Press,
Cold Spring Harbor, N.Y.

Sbaghi, M., Jeandet, P., Bessis, R., Leraux, P. (1996) Degradation of
stilbene type phytoalexins in relation to the patogenicity of
Botrytis cinerea to grapevines. Plant Pathology, 45: 139-144.

Smith, P. A., Corces, V. G. (1991) Drosophila transposable elements:
mechanisms of mutagenesis and interactions with the host
genome. Adv Genet., 29: 229-300.

Sonnenberg, A. S., Baars, J. J., Mikosch, T. S., Schaap, P. J.,
Vanriensven, L. J. (1999) Abrl, a transposon-like element in the
genome of the cultivated mushroom Agaricus bisporus (Lange)
Imbach. Appl. Environ. Microbiol., 65: 3347-3353.

Stakman, E. C. (1959) The role of plant pathology in the scientific and
social development of the world. pp. 3-13 In: Holton, C. S.,

107



Fischer, G. W., Fulton, R. W., Hart, H., McCallan, S. E. szerk.
Pant pathology: Problems and progress 1908-1958. University of
Wisconsin Press, Madison.

Staats, M., van Baarlen, P., and van Kan, J. A. L. (2005) Molecular
phylogeny of the plant pathogenic genus Botrytis and the
evolution of host specificity. Mol. Biol. Evol. 22: 333-346.

Steel, C. C. (2001) Effects of altered UV light and climate change on the
susceptibility of grapevines to fungal diseases. The Aust.
Grapegrower and Winemaker Jun: 13-15.

Swofford, D. L. (1998) PAUP*. Phylogenetic Analysis Using Parsimony
(*and Other Methods). Version 4. Sinauer Associates,
Sunderland, Massachusetts, USA.

Tamura, H., Mizutani, A., Yukioka, H., Miki, N., Ohba, K., Masuko, M.
(1999) Effect of the methoxiiminoacetamide fungicide, SSF 129,
on respiratory activity in Botrytis cinerea. Pesticide Science, 55:
681-686.

Thompson, J. D., Gibson, T. J., Plewniak, F., Jeanmougin, F., Higgins,
D. G. (1997)
The ClustalX windows interface: flexible strategies for multiple
sequence
alignment aided by quality analysis tools. Nucleic Acids
Research, 25: 4876-4882.

Vignutelli, A., Hilber-Bodmer, M., Hilber, U. W. (2002) Genetic analysis
of resistance to the phenylpirrole fludioxonil and the
dicarboximide vinclozolin in Botryotinia fuckeliana. Mycological
Research, 106: 329-335.

Vivier, M. A., Pretorius, I. S. (2002) Genetically tailored grapevines for the
wine industry Trends in Biotechnology, 20: 472-478.

108



Weber, B., Hoesch, L., Rast, D. M. (1995) Protocatechualdehyde and other
phenols as cell wall components of grapevine leaves.
Phytochemistry, 40: 433-437.

Weber, J. L. (1990) Informativeness of human (dC-dA)n.(dG-dT)n
polymorphisms. Genomics, 7: 524-530.

Weeds, P. L., Beever, R. E., Long, P. G. (1998) New genetic markers for
Botrytis cinerea (Botryotinia fuckeliana). Mycological Research
102: 791-800.

Weeds, P. L., Beever, R. E. (1995) Vegetative compatibility groups in
Botryotinia fuckeliana. Fungal genetics newsletter 52 Supplement
: XXIII Fungal Genetics Conference, 2005: 76

White T. J., Bruns, T., Lee, S., Taylor J. W. (1990) Amplification and
direct sequencing of fungal ribosomal RNA genes for
phylogenetics. pp. 324-340. In: Innis M.A., Gelgard, D.H.,
Snisky, J.J., & White, T.J. szerk. PCR Protocols: A guide to
methods and applications.

Wood, P. M., Hollomon, D. H. (2003) A critical evaluation of the role of
alternative oxidase in the performance of strobilurin and related
fungicides acting at the Qo site complex III. Pest Management
Science 59: 499-511.

Wright, S. (1978) Variability within and among natural populations.
Evolution and genetics of populations, Vol. 4. University of
Chicago Press, Chicago, Ill., U.S.A.

Wyman, A., White, R. (1980) A highly polymorphic locus in human DNA.
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77: 6754-6758.

Yeadon, P. J., Catcheside, D. E. (1995) Guest: A 98pb inverted repeat
transposable element in Neurospora crassa. Mol. Gen. Genet.,

247: 105-109.

109



Zane, L., Bargelloni, L., Paratnello, T. (2002) Strategies for microsatellite

isolation: a review. Molecular Ecology, 11: 1-16.

Internetes hivatkozasok

PhyML program honlapja (Guindon és Gascuel, 2003):
http://atge.lirmm. fr/phyml/

MODELTEST v.3.06 program honlapja (Posada és Crandall, 1998):
http://darwin.uvigo.es/software/modeltest.html

MLST program honlapja (Maynard Smith €s mtsai, 1993):
http:/linux.mlst.net/link dis/index.htm

TCS program honlapja (Clement €s mtsai, 2000):
http:/darwin.uvigo.es/software/tcs.html

Magyar biostatisztika értelmezd szotar
http://www.biostat.hu/biostat/indit1.asp?p=szotarl

A Botrytis cinerea genom adatbazis:
http://www.broad.mit.edu/annotation/genome/botrytis_cinerea/Home.html

110


http://atgc.lirmm.fr/phyml/
http://darwin.uvigo.es/software/modeltest.html
http://linux.mlst.net/link_dis/index.htm
http://darwin.uvigo.es/software/tcs.html
http://www.biostat.hu/biostat/indit1.asp?p=szotar1
http://www.broad.mit.edu/annotation/genome/botrytis_cinerea/Home.html

Publikacios lista

A dolgozat alapjaul szolgalo publikaciok:

1)

2)

Vaczy K. Z., Sandor E., Karaffa L., Fekete E., Fekete E. Arnyasi M.,
Czeglédi L., Kovics Gy., Druzhinina I., Kubicek C. P. (2008): Sexual
recombination in the Botrytis cinerea populations in Hungarian
vineyards. Phytopathology 98:1312-1319. LF.: 2,378
Vaczy K. Z., Karaffa L., Kovics Gy. J.,, Sandor E. (2007):

Sziirkerothadast okozd Botrytis cinerea populaciok jellemzése
miniszatellit szekvencia vizsgalataval. (Characterization of causal
agent of grey mould disease, Botrytis cinerea populations by

minisatellite sequency. Novényvédelem 43 (2): 57-61.

Tovabbi referalt kozlemények:

1)

2)

3)

Karaffa, L. Vaczy, K., Sandor, E., Bir6, S., Szentirmai, A., Pdcsi, 1.
(2000): Cyanide-resistant alternative respiration is strictly correlated
to intracellular peroxide levels in Acremonium chrysogenum. Free
Radical Research, 34:406-416 . LF.: 2,468
Vaczy K. Z., Karaffa L, Fekete E, Kovics Gy, Gal L, Sandor E
(2006): Distribution of transposons in Botrytis cinerea isolates
collected from the wine regions of Eger and Tokaj, Hungary. 4"
International Plant Protection Symposium, Proceedings pp. 69-71.

Sandor E., Vaczy K., Kovics Gy., Karaffa L. (2005): Az Egri
borvidék Botrytis cinerea populacidinak genetikai jellemzése. 10.
Tiszantuli Novényvédelmi Forum, Debrecen. Proceedings pp. 299-

308.

111



4)

El-Naggar, M., Kovics, G. J., Vaczy, K. Z., Karaffa, E. (2008):
Pyrimethanyl tolerance of /Botrytis cinerea/ isolates form Egypt and
Hungary. 10. Tiszantali Novényvédelmi Foérum, Debrecen.

Proceedings pp. 98-107.

Idegennyelvii dsszefoglalok:

1)

2)

3)

4)

5)

Vaczy K. Z., Karaffa L., Vaczy Zs., Gal L., Sandor E. (2008):
Characterisation of minisatellite sequences from Borytis cinerea
populations in The Tokaj wine district. Acta Microbiologica et
Immunologica Hungarica 55: 256-257.

Sandor E., Vaczy K.Z. (2008): Botrytis cinerea populations in
Hungary consist of the group II phylogenetic species with a high loss
of the transposon Boty. Acta Microbiologica et Immunologica
Hungarica 55: 242.

Szilagyi Z., Vaczy K. Z., Gal L. (2007): Application of RT-PCR and
GC-MS methods for detection of wine spoilage by Bretannomyces 3th
International Symposium on Recent Advances in Food Analysis.
Prague, Czech Republic. Book of Abstracts pp. 310.

Vaczy K. Z., Karaffa L., Kévics Gy. J., Gal L., Sandor E. (2007):
Genetic characterisation of Botrytis cinerea populations int he Eger
wine district Acta Microbiologica et Immunologica Hungarica 54:
137-138.

Vaczy K. Z., Karaffa L., Kévics Gy. J., Gal L., Sandor E. (2006):
Comparative characterisation of minisatellite sequences from Botrytis
cinerea populations in the Eger and Tokaj wine regions. Acta

Microbiologica et Immunologica Hungarica 53: 355-356.

112



6) Szilagyi, Z., Vaczy, K. Z., Szabo, P. T. (2006): Investigation of
metabolite diversity of genetically different Botrytis cinerea fungal
isolates by HPLC and LC-MS techniques. 17" International Mass
Spectrometry Conference. Prague, Czech Republic. Abstract Book
pp- 214

7) Vaczy K. Z., Karaffa L., Kovics Gy. J., Gal L., Rud6 N., Sandor E.
(2006): Transposon elements and mycelial compatibility groups of
Botrytis cinerea in the Eger and Tokaj wine regions. 8th European
Conference on Fungal Genetics. Vienna Book of Abstracts pp. 431.

8) Vaczy K. Z., Druzhinina I. S., Kubicek Ch. P., Karaffa L., Gal L.,
Koévics Gy. J., Sandor E. (2006): Analysis of Botrytis cinerea
populations in the Eger and Tokaj wine regions - a multiloci
approach. 8th European Conference on Fungal Genetics. Vienna
Book of Abstracts pp. 413.

9) Séndor E., Vaczy K., Druzhinina, 1., Kubicek, C. P., Kovics Gy. J.,
Karaffa L (2005): Genetic characterization of grape-infecting Botrytis
cinerea populations from the Eger wine region, Hungary. Acta
Microbiologica et Immunologica Hungarica 52: 135-136.

10) Vaczy K.Z., Gal L., Karaffa L., Kovics Gy., Sandor E. (2005):
Genetic characterization of Botrytis cinerea isolates of Eger and
Tokaj wine regions. Acta Microbiologica et Immunologica
Hungarica 52: 167-168.

11)Karaffa, L., Vaczy, K., Sandor, E., Pocsi, 1., Szentirmai, A. (1999):
Connection between the cyanid-resistant alternative respiration and
the peroxide levels in Acremonium  chrisogenum. Acta

Microbiologica et immunologica Hungarica. 46:339-340.

113



Magyar nyelvii 6sszefoglalok:

)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

Vaczy K., Karaffa L., Sandor E. (2009): Botrytis cinerea populaciok
vizsgalata az Egri borvidéken. 55. Novényvédelmi Tudomanyos
Napok, Budapest. Proceeding book: pp 38.

Vaczy K., Vaczy Zs., Kaptas T., Sandor E. (2009): Botrytis cinerea
izolatumok dikarboximid €s hidroxianilid rezisztenciajanak alakulasa
magyarorszagi borvidékeken. 55. Novényvédelmi Tudomanyos
Napok, Budapest. Proceeding book: pp 79.

Vaczy K., Karaffa L., Kovics Gy., Gal L., Rud6é N., Sandor E.
(2007): A Botrytis cinerea transzpozon elemeinek ¢s micélialis
kompatibilitdsi csoportjainak vizsgalata az Egri ¢és Tokaji
borvidékeken. Lippay-Ormos-Vas Tudomanyos iilésszak Budapest.
Osszefoglalok: pp.:98-99 (magyar-angol).

Vaczy K. (2006): A Botrytis cinerea jelentdsége a bormindség
kialakulasaban. VII Szdlészeti és Boraszati Konferencia, Eger.
Program és absztarkt: pp. 14.

Vaczy K., G4l L., Karaffa, L., Kovics Gy., Sandor E. (2005): Az Egri
¢s Tokaji borvidékrél szarmazd Botrytis cinerea izolatumok
0sszehasonlitdsa. MTSZ. Tudomanyos kdzlemények 8. pp. 43.

Vaczy K., G4l L., Karaffa, L., Kovics Gy., Sandor E. (2005): Az Egri
¢s Tokaji borvidékrél szarmazd Botrytis cinerea 1izolatumok
Osszehasonlitisa.  Lippay-Ormos-Vas  Tudomanyos  Ulésszak,
Budapest. Abstracts 180-181 (magyar-angol).

Vaczy K., Karaffa L., Kévics Gy., Sdndor E. (2005): Sziirkerothadast
okoz6 Botrytis cinerea populacidk jellemzése miniszatellit
szekvencia vizsgalataval. 51. Novényvédelmi Tudomanyos Napok,

Budapest. Proceeding book: pp 31.

114



8) Viaczy K. Karaffa L., Kovics Gy., Sandor E. (2004): Az Egri
borvidéken sziirkerothaddst okozd Botrytis cinerea populaciok
valtozékonysaganak vizsgdlata. A Magyar Mikrobiologiai Tarsasag
2004 évi Nagygytlése, Keszthely. Eldadas kivonatok pp. 129-130.

9) Vaczy K.(2002): Molekularis bioloégiai modszerek a sz010
gombabetegségekkel szembeni rezisztencianemesitésében. MTSZ.
Tudomanyos kézlemények 5. pp. 30.

10) Vaczy K., Sandor E., Szentirmai A., Pécsi 1., Karaffa L. (2000):
Peroxidok ¢€s szerves savak szerepe az Acremonium chrysogenum
alternativ légzésének szabalyozasaban. Acta Biologica Debrecina 22:

180.

115



Koszonetnyilvanitas

Eziuton koszonom témavezetdim, Dr. Karaffa Levente - aki
masodéves egyetemista korom oOta témavezetdm, €s aki megtanitott a
mikrobiologia miivelésére - és Dr. Karaffa Erzsébet - akivel 2003 ota
dolgozunk a botritisszel - szakmai segitségét, iranyitdsat, koordinalasat, a
kitlind munka- €s barati kapcsolatot. Nélkiilik ez a dolgozat nem johetett

volna létre.

Ko6szononettel tartozom az egri Sz6lészeti és Boraszati Kutatdintézet
mindenkori vezetésének munkam tamogatasaért, kozvetlen
munkatdrsaimnak a laboratoriumban és a szOldiltetvényekben nyujtott
segitségért és minden kollégdmnak azért a kellemes és nyugodt (mondhatni

barati) légkorért, ami az eredményes munkat nagyban eldsegitette.

Munkdm jelentds részét a Debreceni Egyetem NoOvényvédelmi
Tanszékének, illetve Genetikai €s Alkalmazott Mikrobiologiai Tanszékének
laboratoriumaiban  végeztem. Koszondom a lehetdséget, hogy itt
dolgozhattam, és minden kedves kolléganak koszondm a sok esetben

nélkiilozhetetlen segitséget.
Jelentds segitséget kaptam bécsi Technische Universitdt, ICE,
Division of Gene Technology and Applied Biochemistry munkatarsaitol a

populaci6 genetikai vizsgalatok végzésében.

Munkdm soran tobb sz6lész és borasz szakemberrel is kapcsolatba

keriilem. Koziiliik kiilon kiemelném Kalé Imre egri és Szepsy Istvan tokaji

116



boraszt. Rendkiviil sokat segitettek abban, hogy a botritiszt ne csak a
laboratorium szdraz genetikai oldalar6l, hanem annak komplex, a szdlo, a
mikroorganizmus ¢és a bor kapcsolatanak valosagan keresztiil s

megismerhessem.

Végil, de nem utols6 sorban, végtelen haldval tartozom
csaladomnak, amiért mindig melletem voltak, és tiirelmiikért, amikor én
nem lehettem velilk. Velem oriiltek sikereknek ¢€s tamogattak kudarcok

esetén, ez a biztos hattér rendkiviil sok erot adott a munkahoz.

Vizsgalatainkat az NKFP-A2-2006/0017, OM-00037/2007 sz. Jedlik Anyos

program tamogatasaval végeztik.

@ Jedlik Anyos program

A projekt a Nemzeti Kutatdsi és Technologiai Hivatal thmogatasaval valdsult meg.

¢ NKTH

e Ftatiat i Trarussting Hivatad

117



Fluggelék

1. Az izolatumok szarmazasi helye, Egri borvidék

[zolatum e, e 1
szAma Gytijtés helye Gylijtés éve Szo6lofajta

3 Demjén, Sz616hegy 2003 Zenit

9 Demjén, Farkashegy 2003 Olaszrizling
13 Demjén, Farkashegy 2003 Leanyka

17 Egerszolat, Szolati tetd 2003 Olaszrizling
18 Verpelét, Fodil6 2003 Harslevela
22 Andornaktalya, Felsdlapa 2003 Medina

29 Demjén, Farkashegy 2003 Zenit

30 Demjén, Farkashegy 2003 Zenit

31 Demjén, Farkashegy 2003 Olaszrizling
32 Demjén, Farkashegy 2003 Olaszrizling
33 Demjén, Farkashegy 2003 Leanyka

34 Demjén, Farkashegy 2003 Leanyka

36 Egerszolat, Franc lapos 2003 Kékfarnkos
38 Egerszolat, Szolati tetd 2003 Olaszrizling
41 Verpelét, Fodl6 2003 Harslevela
43 Eger, Kolyuktetd 2003 Eger csillaga
45 Eger, Paphegy 2003 Leanyka

46 Eger, Paphegy 2003 Leanyka

47 Eger, Paphegy 2003 Leanyka

49 Egerbakta, Baktai tetd 2003 Leanyka

53 Egerbakta, Baktai tetd 2003 Kékoportod
54 Egerbakta, Baktai tetd 2003 Kékoportod
55 Egerbakta, Baktai tetd 2003 Kékoportod
56 Eger, Szarkas tetd 2003 Leanyka

57 Eger, Szarkas tetd 2003 Leanyka

58 Eger, Szarkas tetd 2003 Leanyka

59 Eger, Szarkas tetd 2003 Leanyka

60 Eger, Cegléd dild 2003 Leanyka

61 Eger, Cegléd dild 2003 Leanyka

63 Eger, Kiseged alja 2003 Kékfrankos
64 Eger, Kiils6sikhegy 2003 Leanyka

65 Eger, Kiils6sikhegy 2003 Leanyka

67 Eger, Kiils6sikhegy 2003 Leanyka

68 Ostoros, Pajdos diilé 2003 Zengd

70 Ostoros, Pajdos diilé 2003 Zengd

75 Feldebrd, Szoéléhat 2003 Harslevel
76 Feldebrd, Szoéléhat 2003 Harslevel
86 Egerszalok, Tobére 2003 Kékfrankos
401 Eger, Kolyuktetd 2004 Leanyka
402 | Eger, Kolyuktetd 2004 Leanyka
405 | Eger, Kolyuktetd 2004 Chardonnay
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407 | Eger, Kolyuktetd 2004 Blauburger
408 | Eger, Kolyuktetd 2004 Blauburger
409 | Eger, Kélyuktetd 2004 Néro

410 | Eger, Kélyuktetd 2004 Néro

411 Eger, Kolyuktetd 2004 Néro

412 | Felsotarkany, Cserepart 2004 Pinot noir

413 | Felsotarkany, Cserepart 2004 Pinot noir

414 | Felsotarkany, Cserepart 2004 Chardonnay
415 | Felsotarkany, Cserepart 2004 Chardonnay
417 | Felsotarkany, Tiba 2004 Savignon blanc
419 | Felsotarkany, Nagyparlag 2004 Cabernet savignon
421 Felsétarkany, Tiba 2004 Savignon blanc
423 | Felsotarkany, Nagyparlagalja 2004 Turéan

424 | Felsotarkany, Nagyparlagalja 2004 Turan

425 Eger, Kisgalagonyas 2004 Rizlingszilvani
427 | Eger, Kisgalagonyas 2004 Cabernet franc
431 Eger, Kisgalagonyas 2004 Kékfrankos
432 | Eger, Nagygalagonyas 2004 Kékfrankos
433 Eger, Nagygalagonyas 2004 Kékfrankos
435 | Egerszalok, Hosszimagyaros 2004 Kékfrankos
437 | Egerszalok, Hosszimagyaros 2004 Kékfrankos
438 | Egerszalok, Hosszimagyaros 2004 Kékfrankos
439 | Egerszalok, Hosszimagyaros 2004 Kékfrankos
440 | Egerszalok, Hosszimagyaros 2004 Merlot

441 Egerszalok, Hossziimagyaros 2004 Merlot

442 | Egerszalok, Tobérce 2004 Kékfrankos
443 Egerszalok, Tobére 2004 Kékfrankos
445 | Egerszalok, Tobérc 2004 Chaslas

448 | Egerszalok, Tobére 2004 Olaszrizling
449 Egerszalok, Tobére 2004 Rizlinszilvani
450 | Egerszalok, Tobérc 2004 Rizlinszilvani
451 Egerszalok, Tobére 2004 Rizlinszilvani
454 | Verpelét, Kishars 2004 Harslevela
455 | Verpelét, Kishars 2004 Harslevela
456 | Verpelét, Kishars 2004 Harslevela
457 | Verpelét, Kishars 2004 Harslevela
458 | Verpelét, Kishars 2004 Harslevela
460 | Verpelét, Kishars 2004 Bianka

461 Szomolya, Istvanberki 2004 Chardonnay
464 | Verpelét, Kishars 2004 Merlot

465 | Verpelét, F6diilo 2004 Chaslas

466 | Verpelét, F6diilo 2004 Chaslas

468 | Feldebr6, Sz6lohat 2004 Kékfrankos
471 Feldebr6, Sz6lohat 2004 Cabernet savignon
473 Feldebrd, Szoéléhat 2004 Harslevel
474 Feldebrd, Szoéléhat 2004 Harslevel
475 Feldebrd, Szoéléhat 2004 Harslevel
476 Feldebrd, Szoéléhat 2004 Harslevel
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478 Aldebrd, Szent Donat 2004 Harslevel
488 Eger, Nagygalagonyas 2004 Kékfrankos
489 Eger, Nagygalagonyas 2004 Kékfrankos
490 | Eger, Nagygalagonyas 2004 Kékfrankos
491 Eger, Nagygalagonyas 2004 Kékfrankos
4107 | Eger, Pajdos 2004 Pinot blanc
4147 | Szomolya, Csajszél 2004 Olaszrizling
4149 | Szomolya, Istvanberki 2004 Turan

4150 | Szomolya, Istvanberki 2004 Turéan

4151 | Szomolya, Istvanberki 2004 Turan

4152 | Szomolya, Istvanberki 2004 Turan

4163 | Novaj, Oreghegy 2004 Leanyka
4165 | Novaj, Oreghegy 2004 Leanyka
4167 | Novaj, Oreghegy 2004 Leanyka
4168 | Novaj, Oreghegy 2004 Leanyka
4171 | Szomolya, Macsalma 2004 Leanyka
4183 | Szomolya, Macsalma 2004 Leanyka
4185 | Szomolya, Macsalma 2004 Olaszrizling
4186 | Szomolya, Macsalma 2004 Olaszrizling
4188 | Szomolya, Macsalma 2004 Rizlingszilvani
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2. Az izolatumok szarmazasi helye, Tokaji borvidék

Izolatum e, e 12
szAma Gylijtés helye Gylijtés éve Szoél6fajta
2 Bodrogkisfalud, Varhegy 2006 Furmint
3 Bodrogkisfalud, Varhegy 2006 Furmint
4 Bodrogkisfalud, Varhegy 2006 Furmint
5 Bodrogkisfalud, Varhegy 2006 Furmint
6 Bodrogkisfalud, Varhegy 2006 Furmint
7 Bodrogkisfalud, Varhegy 2006 Zéta
8 Bodrogkisfalud, Varhegy 2006 Zéta
9 Bodrogkisfalud, Varhegy 2006 Zéta
10 Mad, Kiralyok 2006 Harslevell
11 Mad, Kiralyok 2006 Harslevela
12 Mad, Kiralyok 2006 Harslevela
13 Mad, Szent Tamas 2006 Furmint
14 Mad, Szent Tamas 2006 Furmint
15 Mad, Szent Tamas 2006 Furmint
16 Mad, Uragya fels6 2006 Furmint
17 Mad, Uragya fels6 2006 Furmint
18 Mad, Uragya fels6 2006 Furmint
19 Mad, Uragya fels6 2006 Furmint
20 Mad, Uragya fels6 2006 Furmint
21 Mad, Uragya felso 2006 Furmint
22 Mad, Uragya felso 2006 Furmint
23 Mad, Uragya felso 2006 Harslevela
24 Mad, Uragya felso 2006 Harslevela
25 Mad, Uragya felso 2006 Harslevela
26 Mad, Uragya felso 2006 Harslevell
27 Ma4d, Dancka tetd 2006 Zenit
28 Ma4d, Dancka tetd 2006 Zenit
29 Mad, Dancka als6, Mikepércs 2006 Furmint
30 Mad, Dancka als6, Mikepércs 2006 Furmint
31 Mad, Dancka als6, Mikepércs 2006 Furmint
32 Mad, Dancka als6, Mikepércs 2006 Furmint
33 Mad, Szent Tamas tetd 2006 Furmint
34 Mad, Szent Tamas tetd 2006 Furmint
35 Mad, Szent Tamas kdzép 2006 Muskotaly
36 Mad, Szent Tamas kdzép 2006 Muskotaly
37 Mad, Szent Tamas kdzép 2006 Muskotaly
38 Mad, Szent Tamas kdzép 2006 Muskotaly
39 Mad, Kiraly diil6, tet6 2006 Furmint
40 Mad, Kiraly dilo, tetd 2006 Furmint
41 Mad, Kiraly dilo, tetd 2006 Furmint
42 Mad, Kiraly dilo, tetd 2006 Furmint
43 Mad, Kiraly dilo, tetd 2006 Furmint
44 Mad, Kiraly dilo, tetd 2006 Furmint
45 Mad, Kiraly dilo, tetd 2006 Furmint
46 Mad, Kiraly dilo, tetd 2006 Furmint
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47 Mad, Kiraly dilo, tetd 2006 Furmint
48 Mad, Becsek tetd 2006 Furmint
49 Mad, Becsek tetd 2006 Furmint
50 Mad, Becsek tetd 2006 Furmint
51 Mad, Becsek tetd 2006 Furmint
52 Mad, Becsek tetd 2006 Furmint
53 Mad, Becsek tetd 2006 Furmint
54 Mad, Becsek tetd 2006 Furmint
55 Mad, Becsek tetd 2006 Furmint
56 Sarazsadany, Szarhegy alsé 2006 Furmint
57 Sarazsadany, Szarhegy alsé 2006 Furmint
58 Sarazsadany, Szarhegy alsé 2006 Furmint
59 Sarazsadany, Szarhegy alsé 2006 Furmint
60 Sarazsadany, Szarhegy fels6 2006 Furmint
61 Sarazsadany, Szarhegy fels6 2006 Furmint
62 Sarazsadany, Szarhegy fels6 2006 Furmint
63 Sarazsadany, Szarhegy fels6 2006 Furmint
64 Sarazsadany, Szarhegy fels6 2006 Furmint
65 Sarazsadany, Szarhegy fels6 2006 Furmint
66 Sarazsadany, Szarhegy fels6 2006 Furmint
67 Sarazsadany, Szarhegy fels6 2006 Furmint
68 Sarazsadany, Szarhegy fels6 2006 Furmint
69 Bodrogkisfalud, Cigany diil6 2006 Furmint
70 Bodrogkisfalud, Cigany diil6 2006 Furmint
71 Bodrogkisfalud, Cigany diil6 2006 Furmint
72 Bodrogkisfalud, Cigany diil6 2006 Furmint
73 Bodrogkisfalud, Cigany diil6 2006 Furmint
74 Bodrogkeresztir, Lapis dilé 2006 Furmint
75 Bodrogkeresztir, Lapis dilé 2006 Furmint
76 Bodrogkeresztir, Lapis dilé 2006 Furmint
77 Bodrogkeresztir, Lapis dilé 2006 Furmint
78 Bodrogkeresztir, Lapis dilé 2006 Furmint
79 Bodrogkeresztir, Lapis dilé 2006 Furmint
80 Bodrogkeresztir, Lapis dilé 2006 Furmint
81 Bodrogkeresztir, Lapis dilé 2006 Furmint
T1/1 Mad, Kiralyok 2004 Furmint T85
T3/1 Bodrogkereszttur, Kapi 2004 Zéta
T4/1 Bodrogszegi, Bartalos 2004 Harslevela
T4/2 Bodrogszegi, Bartalos 2004 Harslevela
T5/1 Tarcal, Mézesm4j 2004 Harslevela
T5/2 Tarcal, Mézesm4j 2004 Harslevela
T5/3 Tarcal, Mézesm4j 2004 Harslevela
T5/4 Tarcal, Mézesm4j 2004 Harslevela
T6/1 Tarcal, Szarvas als6 2004 Harslevelii
T6/2 Tarcal, Szarvas als6 2004 Harslevelii
T6/3 Tarcal, Szarvas als6 2004 Harslevelii
T6/4 Tarcal, Szarvas als6 2004 Harslevelii
T8/1 Tarcal, Bakonyi also 2004 Harslevela
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T8/2 Tarcal, Bakonyi also 2004 Harslevela

T9/1 Tarcal, Bakonyi also 2004 Furmint Pécs 27
T9/2 Tarcal, Bakonyi also 2004 Furmint Pécs 27
T9/3 Tarcal, Bakonyi also 2004 Furmint Pécs 27
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3. DNS izolalas Quiagen Dneasy Plant Mini Kittel

10.

11.

12.

13.

Az 0Osszegyljtott, maximum 100 mg nedves vagy szaraz tomegl
micéliumot a keramiagolyokat tartalmazo feltaré csébe (Green Beds)
tessziik, amelybe el6zdleg mar belemértiink 400 ml AP1 puffert és 4
pl RNaz oldatot.

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

A feltart mintakat 10 percig 65°C-on inkubéljuk a fiitheté eppendorf
razoban, folyamatos razatas mellett.

Az inkubaci6 utdn adjunk 130 pl AP2 puffert a lizatumhoz, keverjiik
Ossze ¢és tartsuk S percig jégen. (A detergens, fehérje és
poliszacharidok kicsapasahoz.)

Centrifugalas 20.000 g-n 5 percig. Ezutan a feliilluszoval dolgozunk
tovabb.

A sejtlizatumot tartalmaz¢ feliiliszot a lila QIAshredder Mini Spin
oszlopokra pipettazzuk, melyeket 2 ml-es centrifuga cs6be helyeziink
(vagy azokban vannak).

Centrifugalas 20.000 g-n S percig. (Ha a centrifuga csdben pellet
fedezhetd fel tigyeljiink, hogy ne kavarjuk fel a pipettazassal.)

Pipettazzuk 4t centrifugalas utan atkeriilt oldatot uj, steril 1,5 ml-es
eppendorf csdbe.

Adjunk 1,5-szeres mennyiségli AP3/E puffert a tiszta lizatumhoz és
keverjiik azonnal pipettazassal.

Pipettazzunk ra max. 650 ul oldatot a DNeasy Mini Spin oszlopra,
melyeket el6zdleg 2 ml-es eppendortba tettiink (vagy abban van),
majd centrifugalas >6.000 g-n 1 percig ( 6010 g), majd ontsiik ki az
atfolyot.

A 8. lépést megismételjiik azzal a maradék mintaval, amely az el6z6
pipettazasbol nem fért az oszlopra.

A DNS-t tartalmazo sztir6t (DNeasy Mini Spin oszlop) a 2 ml-es
gyljtébe, S00 ul AW puffert pipettazunk ra és centrifugaljuk > 6.000
g-n 1 percig, az atfolyot ontstik ki.

500 ul AW puffert pipettazunk rd a membranra €s centrifugaljuk
20.000 g-n 2 percig. A maradék etanol gatolhatja a tovabbi lépéseket.
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14.

15.
16.

Tegylik a membran szlir6t egy tiszta 1,5 ml-es (vagy 2 ml-es)
eppendorfba és pipettazzunk 100 pl 65°C-o0s AE puffert kozvetleniil
a membranra, majd inkubaljuk 5 percig szobahémérsékleten (15-
25°C). centrifugaljuk > 6.000 g-n 1 percig.

Centrifugéljuk > 6.000 g-n 1 percig. Igy a DNS az oldatba kertil.

Amennyiben még tobb DNS-re van sziikség, ismételjilk meg a 12.
1épést és + 5-10% ny1 DNS-t nyerhetiink még ki.
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4. A PCR terméKk tisztitasa szekvenalas elott Microcon YM-100 sziirovel

1. A Microcon sziirét 1,5 ml-es eppendorf
csObe helyezziik ugy, hogy kék szinli része

legyen feliil (2F-1. 4bra).

2. Belepipettazzuk a maximum 0,5 ml

térfogatu tisztitandd mintankat.

3. Centrifugalas 500 g-n 7 percig.

2F-1. abra

4. Uj 1,5 ml-es eppendorf csdbe helyezziik a
Microcon szlir6t ugy, hogy a kék fehér része

legyen feliil (2F-2. 4bra).

5. Centrifugalas 1000 g-n 3 percig.

2F-2. abra
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5. DNS szakasz tisztitasa agaroz gélbol Roche ,,High Pure PCR Product
Purification Kit”-tel

10.

1.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

Az agardz gelbdl kivagjuk a megfelel6 DNS fragmentumot tartalmazo

részt és elozbleg lemért eppendorf csdbe tessziik.

Lemérjiik az agar6z gél darabjat tartalmazo eppendorf csovet, €s

kiszamitjuk a kivagott agar6z gél tomegét (ug —ban) (x).

. Minden 100 mg gélhez 300 ul ,,Binding Buffer”-t pipettdzunk.

Inkubalds 56°C-on folyamatos razatassal, 10 percig, vagy ameddig az

agaroz feloldodik.

Minden 100 mg gélhez szamitva 150 pl izopropanolt pipettazunk az
elegyhez.

A ,High Pure” filtert egy steril, 1,5 ml-es eppendorf csdbe tessziik, és
rapipettazzuk a feloldédott agardzt tartalmazd oldatot, de egyszerre

maximum 700 pl-t.
Centrifugalas 13 000 rpm-en, 1 percig.

A centrifugalt folyadékot eldobjuk, és a filtert visszatessziik az eppendorf

csObe.
500 ul ,,Wash Buffer”-t pipettazunk a filterre.
Centrifugalas 13 000 rpm-en, 1 percig.

A centrifugalt folyadékot eldobjuk, és a filtert visszatessziik az eppendorf

csObe.
200 ul ,,Wash Buffer”-t pipettazunk a filterre.

A filtert 1y, steril eppendorf csdbe tessziik.
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19.50 pl ,Elution Buffer’-t pipettdzunk a filterre. 1 percig inkubaljuk

szobahdmérsékleten.
20. Centrifugalas 13 000 rpm-en, 1 percig.

21. A tisztitott DNS a centrifugalt folyadékban van, -20 °C-on tarolhato.
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6. Az NCBI oldalan elhelyeztt szekvenciak adatai

Az adatbazis a kovetkez0 cimen érhet6 el:

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/

1: EU194951

Botryotinia fuckeliana isolate 36 beta-tubulin gene, partial
sequence

gil1164430950|gb|EU194951.1][164430950]

2: EU194950

Botryotinia fuckeliana isolate 457 beta-tubulin gene, partial
sequence

gil1164430949|gb|EUL194950.1][164430949]

3: EUL194949

Botryotinia fuckeliana isolate 33 beta-tubulin gene, partial
sequence

gi1164430948|gb|EU194949.1][164430948]

4: EUL194948

Botryotinia fuckeliana isolate 18 beta-tubulin gene, partial
sequence

gi]164430947|gb|EU194948.1|[164430947]

5: EU194947

Botryotinia fuckeliana isolate 458 beta-tubulin gene, partial
sequence

gi]164430946|gb|EU194947.1|[164430946]

6: [EU194946

Botryotinia fuckeliana isolate 432 beta-tubulin gene, partial
sequence

gil1164430945|gb|EU194946.1][164430945]

7: EUL194945

Botryotinia fuckeliana isolate 61 beta-tubulin gene, partial
sequence

gi]164430944|gb|EU194945.1|[164430944]

8: EU194944

Botryotinia fuckeliana isolate 448 beta-tubulin gene, partial
sequence

gi]164430943|gb|EU194944.1|[164430943]

9: [EU194943

Botryotinia fuckeliana isolate 31 beta-tubulin gene, partial
sequence

gi]164430942|gb|EU194943.1|[164430942]

10: EU194942

Botryotinia fuckeliana isolate 46 beta-tubulin gene, partial
sequence

gi]164430941|gb|EU194942.1|[164430941]

11: EU194941

Botryotinia fuckeliana isolate 17 beta-tubulin gene, partial
sequence

gi]164430940|gb|EU194941.1|[164430940]
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12: EU194940

Botryotinia fuckeliana isolate 401 beta-tubulin gene, partial
sequence

gi1164430939|gb|EU194940.1][164430939]

13: EU194939

Botryotinia fuckeliana isolate 407 beta-tubulin gene, partial
sequence

gi1164430938|gb|EU194939.1][164430938]

14: [EU194938

Botryotinia fuckeliana isolate 9 beta-tubulin gene, partial
sequence

gi1164430937|gb|EU194938.1][164430937]

15: [EU194937

Botryotinia fuckeliana isolate 41 beta-tubulin gene, partial
sequence

gi11164430936|gb|EUL194937.1][164430936]

16: EU194936

Botryotinia fuckeliana isolate 3 beta-tubulin gene, partial
sequence

gil1164430935|gb|EUL194936.1][164430935]

17: EU194935

Botryotinia fuckeliana isolate 476 beta-tubulin gene, partial
sequence

911164430934 |gb|EUL194935.1][164430934]

18: EU194934

Botryotinia fuckeliana isolate 488 beta-tubulin gene, partial
sequence

gi1164430933|gb|EU194934.1][164430933]

19: EU194933

Botryotinia fuckeliana isolate 49 beta-tubulin gene, partial
sequence

gil1164430932|gb|EU194933.1][164430932]

20: EU194932

Botryotinia fuckeliana isolate 38 beta-tubulin gene, partial
sequence

gil1164430931|gb|EU194932.1][164430931]

21: EU194931

Botryotinia fuckeliana isolate 4166 TEF1l gene, partial
sequence

gi1164430930|gb|EU194931.1][164430930]

22: EU194930

Botryotinia fuckeliana isolate 407 TEF1l gene, partial sequence
gil1164430929|gb|EU194930.1][164430929]

23: EU194929

Botryotinia fuckeliana isolate 63 TEFl gene, partial sequence
gi1164430928|gb|EU194929.1][164430928]

24: EU194928

Botryotinia fuckeliana isolate 22 TEFl gene, partial sequence
gi]164430927|gb|EU194928.1|[164430927]

25: EU194927

Botryotinia fuckeliana isolate 29 TEF1l gene, partial sequence
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gi]164430926|gb|EU194927.1|[164430926]

26: EU194926

Botryotinia fuckeliana isolate 18 TEF1l gene, partial sequence
gil1164430925|gb|EU194926.1][164430925]

27: EU194925

Botryotinia fuckeliana isolate 3 TEF1l gene, partial sequence
gi]164430924|gb|EU194925.1|[164430924]

28: EU194924

Botryotinia fuckeliana isolate 3 ATPase gene, partial sequence
gi]164430923|gb|EU194924.1|[164430923]

29: EU194923

Botryotinia fuckeliana isolate 18 ATPase gene, partial
sequence

gi]164430922|gb|EU194923.1|[164430922]

30: EU194922

Botryotinia fuckeliana isolate 45 ATPase gene, partial
sequence

gi]164430921|gb|EU194922.1|[164430921]

31: EUL194921

Botryotinia fuckeliana isolate 13 ATPase gene, partial
sequence

gi]164430920|gb|EU194921.1|[164430920]

32: EU194920

Botryotinia fuckeliana isolate 9 ATPase gene, partial sequence
gil1164430919|gb|EU194920.1][164430919]

33: EUL194919

Botryotinia fuckeliana isolate 412 ATPase gene, partial
sequence

gil1164430918|gb|EU194919.1][164430918]

34: EU194918

Botryotinia fuckeliana isolate 61 ATPase gene, partial
sequence

gi]164430917|gb|EU194918.1|[164430917]

35: EU194917

Botryotinia fuckeliana isolate 29 ATPase gene, partial
sequence

gi]164430916|gb|EU194917.1|[164430916]
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7. Mikroszatellit allélhosszusag és valtozékonysag a kiilonb6zo

izolatumokban
Minta | Gyljtési g Bc2 Bc3 Bc6 Bc7 Bc10
. . Szo6l6fajta
szam év msat | msat | msat | msat | msat

3 2003 | Zenit 166 217 116 118 179
9 2003 Olaszrizling 166 223 116 118 165
13 2003 | Leanyka 166 219 116 110 179
17 2003 | Olaszrizling 160 221 116 114 181
18 2003 | Harslevelil 168 211 160 110 171
22 2003 | Medina 160 219 116 118 181
29 2003 | Zenit 168 219 120 116 187
30 2003 | Zenit 166 213 116 110 179
31 2003 | Olaszrizling 166 221 116 118 165
32 2003 | Olaszrizling 166 213 116 110 179
33 2003 | Leanyka 166 221 116 118 181
34 2003 | Leanyka 166 221 116 118 165
36 2003 | Kékfarnkos 166 221 116 116 165
38 2003 | Olaszrizling 166 219 116 110 181
41 2003 | Harslevelii 168 219 116 116 181
43 2003 | Eger csillaga 166 219 116 118 181
45 2003 | Leanyka 166 213 116 118 179
46 2003 | Leanyka 166 221 116 118 165
47 2003 | Leanyka 160 219 116 116 177
49 2003 | Leanyka 166 217 116 110 179
53 2003 | Kékoportd 160 221 116 118 181
54 2003 | Kékoportd 168 217 116 116 183
55 2003 | Kékoportd 180 219 116 110 177
56 2003 | Leanyka 166 217 116 118 169
57 2003 | Leanyka 168 211 128 110 173
58 2003 | Leanyka 166 219 116 118 165
59 2003 | Leanyka 168 211 116 118 173
60 2003 | Leanyka 168 219 116 116 177
61 2003 | Leanyka 168 219 116 116 177
63 2003 | Kékfrankos 166 219 116 114 179
64 2003 | Leanyka 180 217 116 118 181
65 2003 | Leanyka 166 219 116 118 181
67 2003 | Leanyka 166 221 116 116 165
68 2003 | Zengb 166 221 116 116 165
70 2003 | Zengb 164 219 116 110 165
75 2003 | Harslevelil 180 219 116 118 189
76 2003 | Harslevelil 166 221 116 116 165
86 2003 | Kékfrankos 180 219 116 116 181
401 2004 | Leanyka 166 219 116 116 183
402 2004 | Leanyka 166 219 116 116 183
405 2004 | Chardonnay 166 217 116 118 179
407 2004 | Blauburger 180 219 122 110 177
408 2004 | Blauburger 180 219 122 110 177
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409 2004 | Néro 166 221 116 116 181
410 2004 | Néro 166 221 116 116 181
411 2004 | Néro 166 221 116 116 181
412 2004 Pinot noir 170 217 150 110 171
413 2004 Pinot noir 170 219 150 110 171
414 2004 | Chardonnay 180 219 116 118 177
415 2004 | Chardonnay 180 219 116 114 177
417 2004 Savignon blanc 160 219 120 120 181
419 2004 | Cabernet savignon 166 219 116 116 181
421 2004 Savignon blanc 168 219 116 110 179
423 2004 | Turan 166 219 116 116 179
424 2004 | Turan 166 219 116 116 179
425 2004 | Rizlingszilvani 166 217 116 118 179
427 2004 | Cabernet franc 166 219 116 116 183
431 2004 | Kékfrankos 166 217 116 118 179
432 2004 | Kékfrankos 180 219 116 116 179
433 2004 | Kékfrankos 180 219 116 116 179
435 2004 | Kékfrankos 166 221 122 118 181
437 2004 | Kékfrankos 166 219 116 120 181
438 2004 | Kékfrankos 166 217 116 120 179
439 2004 | Kékfrankos 166 219 116 110 181
440 2004 | Merlot 160 221 116 118 175
441 2004 | Merlot 160 221 116 118 175
442 2004 | Kékfrankos 166 217 116 110 179
443 2004 | Kékfrankos 166 219 116 116 181
445 2004 | Chaslas 180 219 116 116 181
448 2004 | Olaszrizling 166 217 116 116 181
449 2004 Rizlinszilvani 166 217 116 118 179
450 2004 Rizlinszilvani 166 217 116 118 179
451 2004 Rizlinszilvani 166 217 116 118 179
454 2004 | Harslevelli 166 217 116 110 169
455 2004 | Harslevelli 166 219 116 110 183
456 2004 | Harslevelli 166 219 116 118 183
457 2004 | Harslevelli 166 219 116 120 183
458 2004 | Harslevelli 166 219 116 110 183
460 2004 | Bianka 166 213 116 118 179
461 2004 | Chardonnay 166 213 116 118 179
464 2004 | Merlot 166 219 116 118 181
465 2004 | Chaslas 166 221 116 116 165
466 2004 | Chaslas 166 219 116 116 165
468 2004 | Kékfrankos 166 221 116 116 181
471 2004 | Cabernet savignon 164 219 116 118 181
473 2004 | Harslevelli 166 219 116 118 181
474 2004 | Harslevelli 166 219 116 118 181
475 2004 | Harslevelli 166 219 116 118 165
476 2004 | Harslevelli 166 219 116 116 183
478 2004 | Harslevelli 166 221 116 116 165
488 2004 | Kékfrankos 164 213 116 118 181
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489 2004 | Kékfrankos 166 219 116 116 181

490 2004 | Kékfrankos 166 219 116 118 181

491 2004 | Kékfrankos 166 221 116 116 165
4107 2004 | Pinot blanc 166 221 116 116 165
4147 2004 | Olaszrizling 166 219 116 116 181
4149 2004 | Turan 166 213 116 118 179
4150 2004 | Turan 166 221 116 116 181
4151 2004 | Turan 166 221 116 116 181
4152 2004 | Turan 166 221 116 116 181
4163 2004 | Leanyka 166 219 116 118 181
4165 2004 | Leanyka 166 221 116 118 165
4167 2004 | Leanyka 166 223 116 114 165
4168 2004 | Leanyka 166 219 116 116 165
4171 2004 | Leanyka 166 219 116 116 183
4183 2004 | Leanyka 166 221 116 118 165
4185 2004 | Olaszrizling 166 219 116 118 183
4186 2004 | Olaszrizling 166 219 116 118 183
4188 2004 | Rizlingszilvani 166 219 116 116 179
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