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FT-IR-ATR SPEKTROMETRIA ALKALMAZHATOSAGA
GOMBA-TENYESZETEK FAJSPECIFIKUS MEGKULONBOZTETESERE

RAKOSA RITA— VARGOVICS MATE — NEMETH ZSOLT ISTVAN
Soproni Egyetem, Erdémérnoki Kar, Kémiai Intézet
rakosa.rita@uni-sopron.hu

Bevezetés

A novénypatogén gombak fajai vildgszerte komoly gazdasagi €s 6kologiai karokat okoznak.
Azonositasukhoz és a megfeleld védekezési stratégia kidolgozasdhoz gyors diagnosztikai
eljarasok sziikségesek. A detektalas torténhet hagyomanyos modszerekkel, pl. a fertézott
novényi rész kozvetlen mikroszkopos vizsgalataval, vagy a kornyezeti mintdkbol torténd
kozvetlen kitenyésztés Gtjan. A morfoldgiai alapi azonositasi eljarasok mellett megbizha-
tobbaknak bizonyultak az immunreakcion alapulé modszerek €s a DNS alapu molekularis
vizsgalatok (O'BRIEN et al. 2009). Ezek azonban koltség- illetve id6igényesek.

A Fourier-transzformacids infravords spektroszkopiat (FT-IR) széles korben alkalmaz-
zak biologiai mintak vizsgalatara is (LECELLIER et al. 2014; MOVASAGHI et al. 2008;
OBERLE et al. 2015; SALMAN et al. 2012), féként olyan taxonok esetében, amelyek morfo-
logiai sajatossagok alapjan nehézkesen vagy egyaltalan nem osztalyozhatok. Ebbe a korbe
tartoznak a Phytophthora nemzetség tagjai is, amelyek a hazai erd6allomanyokat is veszé-
lyeztetik (SzABO et al. 2013). A spektrometrias vizsgalati megkozelitést sokvaltozos adatér-
tékelési eljarasokkal kombindlva lehetévé valik az IR spektrumok fajspecifikussagra utald
rejtett informacio tartalmanak feltarasa (LECELLIER et al. 2014; OBERLE et al. 2015; SAL-
MAN et al. 2012).

Kutatasunkban Phytophthora tenyészetek spektralis megkiilonboztetésére reflexios
(ATR) technikéra alapozott vizsgélati eljarast dolgoztunk ki. Az FT-IR spektrometria bazist
kemometriai értékelési stratégia a modszerfejlesztés tényezdinek (a micélium mintavételi
idépontjanak, szaradési iddtartalmanak, a hattér spektrum bizonytalansdganak és a minta
ismételt pozicionalasanak) ATR spektrumokra gyakorolt potencidlis hatdsainak felderité-
sére, s azok alapjan javasolt vizsgalati eljaras tesztelésére iranyult.

Anyag és modszer

A spektrum felvételeket Shimadzu gyartmanyu, IRAffinity-1 tipust, HATR-10 totalrefle-
x10s kiegészitdegységgel felszerelt FT-IR spektrométerrel végeztiik. A spektrumokat 4000-
670 cm™hullimszam tartomanyban, 1 cm™ felbontassal vettiik fel. A jel/zaj viszony ndve-
1és¢éhez az iddbeli atlagolas modszerével 49 egymast kovetden felvett spektrumnak az atlagat
képeztiik.

Vizsgalatainkhoz standardizalt burgonya kivonat agar taptalajon kifejlédé Phytophthora te-
nyészeteket hasznaltunk. A tenyészeteket (P. cambivora, P. taxon raspberry, P. cactorum,
P. plurivora, P. lacustris, P. gonapodyides) az Erdévédelmi Intézet bocsatotta rendelkezé-
stinkre. A micéliumtenyészet és az agar-matrix térbeli elkiilonitése végett az agar-agar felii-
letére szemipermeabilis hartyat (celofan) helyeztiink, ami a micélium akadalytalan ndveke-
dését és a tapanyag felvételt is biztositotta. A micéliumokkal bendtt celofan eltavolitiasa utdn
a mintak légszaraz allapotig szaradtak, majd a celofan feliiletérdl lekapart micéliumport he-
lyeztiik az ATR mintatartd egykristalyara. Napi gyakorisaggal, egy héten keresztiil mintaz-
tuk az azonos idOpontban oltott micélium tenyészet készletet. 1-1,5 ora szaradas utan egy-
mast kovetden harom spektrumot vettiink fel azonos hattér és valtozatlan minta pozicid mel-
lett. Ezutan a micéliumport tovabb szaritottuk, s 0j hattér, valamint minta pozicionaldssal
megismételtiik az FT-IR spektrometrias vizsgalatot.
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Spektrum adatelokésziteés és adatértékelés

A spektrumokon atmoszféra korrekciot alkalmaztunk (IRsolution, Manipulation 2). Ily mo-
don a levegd para és szén-dioxid tartalmai altal eldidézett fényelnyelési csticsok utdlagosan
eltavolithatova valtak. A spektrumokat 5 cm™ értékiickre simitottuk, majd 670-2000 cm™
hulldmszam tartomanyra parabolikus trendmentesitést, illetve 840-1485 cm™ tartoményra
SNV (standard normal variate) transzformaciot hajtottunk végre.

A micélium tenyészetek IR spektrumainak értékeléséhez fékomponens-elemzést (PCA)
¢s linearis diszkriminancia analizist (LDA) alkalmaztunk. A lesziikitett tartomanyu simitott,
trendmentesitett és SNV transzformalt spektrumok képezték a PCA és LDA értékelések in-
put matrixat.

Vizsgalati eredmények és értékelésiik

A micélium genetikailag meghatarozott fehérjéinek és az egyéb kémiai 0sszetevoknek az
anyagi mindségei és mennyiségei leképzédnek az FT-IR spektrumban. Az 1. dbra egy jel-
legzetes fitoftora FT-IR spektrumot mutat, ahol a karakterisztikus, adott hullamszamu fény-
elnyelési csucsok a micélium kémiai dsszetevoitdl: fehérjéktol, lipidektdl és szénhidratoktol
erednek. A spektrumokon az 2800-2990 cm™ hulldimszam tartomanyban megjelend cstcs a
C—H vegyértékrezgéshez, az 1740 cm™-nél pedig a C=0 vegyértékrezgéshez rendelhetd. A
fehérjék jellegzetes abszorpcids savjai 1625-1695 cm™-nél (amid I) és 1525-1560 cm™-nél
(amid II) lathatok. A 970-1200 cm* hulldmszam tartomanyban megfigyelhetd csucs a szén-
hidratok C—O vegyérték rezgési atmeneteinek az eredménye (1. tabldzat).

01
0,08

0,06

Abszorbancia

0,04

0,02

3850 3350 2850 2350 1850 1350 850
Hullamszam (cm'l)

1. abra: Phytophthora taxon raspberry FT-IR spektruma

A 2. abra a kiillonbozé gombatenyészetek simitott és SNV transzformalt spektrumait
szemlélteti. A mintak FT-IR spektrumai kozotti szignifikans eltérések visszatiikrozik a fajok
(valtozatok) kémiai dsszetételének eltéréseit. Igy az FT-IR spektrum attételesen a micélium
tenyészet genetikai sajatsagairol nyujt tjékoztatast.

Az FT-IR spektrumok sokvaltozos értékelésével a kiillonbdzd micélium tenyészetek
fajspecifikusan osztalyokba sorolhatok. Az adatel6készitési eljarasokat kovetden a spektru-
mokon fékomponens-elemzést (PCA) hajtottunk végre. A PCA felbontéssal eléallitott f6-
komponensek részvariancidirdl. Az adathalmaz hasznos informéciotartalmat meghatarozo
fokomponens szamot az MCD (mean coefficients of determination) matrix-skalar fiiggvény
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indikatorral hataroztuk meg (NEMETH és RAKOSA 2018). A tenyészetek faji besorolasat ki-
fejezo6 fontos fokomponensek szama 6-nak adddott, amelyek a teljes variancianak t6bb mint
96%-at magyarazzak (2. tablazat). Ennek koszonhetden kelld mértékiire csokkenthetd a di-
menzioszam, ami az adatkezelést és értékelést jelentdsen egyszerusiti.

1. tablazat: Gomba-mintdk karakterisztikus IR fényelnyelési savjai (LECELLIER et al. 2014)
(vs:szimmetrikus vegyértékrezgés, vas:aszimmetrikus vegyértékrezgés, 6: 0l16z6 deformacios rezgés)

Hulldimszam s Rezgési Vegyiilettipus
(cm™) Kotés méd
3500-3200 O-H Vs, Vas  Viz
3200-2800 C-H vs, Vas  Lipidek
N-H Vs Fehérjék
1780-1700 CcC=0 Vs Zsirsavak
1695-1625 C=0,C—-N Vs Fehérjék (amid I)
N-H )
1560-1525 C-N Vs Fehérjék (amid II)
N-H )
1480-1400 C-H ) Lipidek
C=0 Vas
1200-900 C-0-C Vs Szénhidratok
900-700 C-H ) Aromas csoportok
35 -
3 L — P cambivora P
— P, taxon raspherry
25— P. cactorum f/ L
. [ =
_ 7 L m—— P plurivora I
5 P. lacustris f
% 15 P. conapodyides '
= 05
0 P
05 | I
=4
1L
'1;5 T T T T T T 1
1440 1340 1240 1140 1040 840 BAD

Hullimszam ({cm™)

2. abra: Fitoftora tenyészetek transzformalt atlag spektrumai

2. tablazat: A determinisztikus fokomponensek és a hozzdjuk tartozo variancia

Fokomponensek 1 2 3 4 5 6 p)
Magyarazott variancia (%) | 71,62 14,77 6,09 189 123 103 96,63

A determinisztikus fékomponensek tere felhasznalhato csoportelemzésre. Ennek kétdi-
menzids alterei az un. ,,score plot” abrak, amelyek betekintést engednek a mintak térbeli
csoportosulésaiba. Az egyes fokomponens vektorok egymassal vald korrelaltatdsaival eld-
allitott score plot abrakon megjelennek a micélium tenyészetek tobbdimenzios, fékompo-
nens-térbeli csoportosuldsainak sikbeli vetiiletei, ahol az egyes mintdkat pontok jelképezik.
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A mintak kdzotti hasonlosagokat illetve kiillonbozoségeket az egymashoz viszonyitott tavol-
sagok fejezik ki.

15 -
PC2 (14,8%)
1
05 $
[ ]
& ¢ 4 SR
. [ ]
- % o%
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B
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P. lacustris
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3. abra: Gomba spektrumok fékomponens analizisének 2D ,,score plot”-ja

Mar a kétdimenzios, kisebb magyarazott varianciaji score plot abran (3. dbra) is érzé-
kelhet6 az eltérd torzsii mintaknak a sikbeli elkiiloniilése. A P. plurivora és P. lacustris
csoportok azonban atfedik egymast. A score plot-ok informacio-feltard képessége korlatos,
ami a fokomponensek 0sszegzett részvariancidjanak fiiggvénye. Minél tobb fokomponensre
vonatkozik a csoportelemzés, anndl nagyobb a valosziniisége a koérvonalazodo csoportok
létezésének. A haromdimenzids fokomponens térben (4. dbra) mar a P. plurivora és P.
lacustris csoportok is elkiiloniilnek egymastol.

» LS "@W
o T8 88
pca L ..*n 9 'ﬁ% e
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a - o
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os L] =P. plurivara
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P. gonapodyides
L8
o
Lr
PCZ (14,8%)
1
B, a o ]
L _ e - !
6 i ]
[ —
PC1 Bt T
(71,6%) 13

4. abra: Gomba spektrumok PCA felbontdsanak haromdimenzios f6komponens dbrdja
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A mintak szdmszertisitheto elkiilonitésére a determinisztikus fékomponensek altal meg-
hatarozott dimenzidtérre linearis diszkriminancia analizist (PCA-LDA) hajtottunk végre,
mely a Mahalanobis-féle tavolsagok alapjan sorolja csoportokba az egyes mintakat. Az els6
két fékomponens koordinatarendszerére redukalodo LDA elemzés a P. lacustris mintak ko-
zlil harmat a P. plurivora osztalyba sorolt, a P. plurivora mintak osztalyozasa megfeleld
volt. Az LDA a 48 mintabdl mindéssze 3-at sorolt be masik csoportba, ami 93,75%-0S meg-
bizhatosagot jelent. Harom fokomponens bevonasaval az 6sszes minta kategorizalasa sikeres
volt, igy diszkriminancia-analizissel teljes mértékben elkiilonithetd volt a két osztaly egy-
mastol.

Osszefoglalds

A micélium-pormintak FT-IR spektrumai visszatiikrozik a micélium genetikailag meghata-
rozott kémiai 0sszetevoinek mindségét €s mennyiségét. A primér spektrumokon alkalmazott
adatelokészités biztositotta a spektrumok rejtett informéciotartalmainak a feltarasat. A ki-
dolgozott vizsgalati eljaras alkalmas a kiilonb6z6 micélium-tenyészetek fajspecifikus elkii-
16nitésére. A PCA fékomponensek score plot abrai alapjan megallapithato az elkiiloniilés az
egyes csoportok kozott és ez a diszkriminancia-analizissel szamszerlisithetd. Az FT-IR-ATR
spektrometrias eljaras genetikai vizsgalatoknak potencialis kiegészitd protokolljava valhat.

Koszonetnyilvanitas: A kutatdo munka a ,,Fenntarthaté Nyersanyag-gazdalkodasi Tematikus Halozat
— RING 2017” cimii, EFOP-3.6.2-16-2017-00010 jelt projekt részeként a Széchenyi 2020 program
keretében az Europai Unid tdmogatasaval, az Eurdpai Szocialis Alap tarsfinanszirozasaval valosult
meg.
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