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SZAKIRODALMI ATTEKINTES
A LISZTHARMAT-AMPELOMYCES INTERAKCIO ALTALANOS BEMUTATASA

A lisztharmat az egyik leggyakrabban el6forduld, és az egyik legkonnyebben észlelhetd
novénybetegség. Névado jellegzetessége a novények felszinén (leveleken, a szaron és/vagy
viragokon, terméseken) megfigyelheté por- vagy lisztszeri bevonat (Glawe 2008). A
lisztharmat kifejezés ezt a ndvénybetegséget, illetve a jellemzd betegségtiineteket jelenti, a
korokozo gombafajokat pedig lisztharmatgombaknak nevezziik. E fajok a tomlésgombak
(Ascomycota) torzsének Erysiphales rendjébe tartozé obligat biotrof korokozok (Glawe
2008). Kozilik tobb, mint szaz faj fordul elé hazankban (Sz. Nagy & Kiss 2006) és
koriilbeliil 900 faj ismert vilagszerte (Braun & Cook 2012), melyek 6sszesen koriilbeliil
tizezer zarvatermé novényfajt fertéznek (Amano 1986). Ezek kozott igen sok, gazdasagi
szempontbol nagyon jelentds novényfaj talalhato (Glawe 2008).

A Pleosporales rend Ampelomyces nemzetségébe tartoz6, piknidiumképzo
tomlésgombak a lisztharmatgombédk gyakori mikoparazitdi. Ez az egyik legszembetlin6bb ¢s
leggyakoribb olyan interakci6 a természetben, melyben mindkét résztvevd partner gomba. Az
Ampelomyces spp. intracellularis hifai és piknidiumai gyakran megfigyelheték kiilonbozo
lisztharmatgomba  struktarakban  (hifakban,  konidiumokban,  konidiumtartokban,
termétestekben) (Kiss 2008). Mivel korokozo gombak parazitai, az Ampelomyces-ek definicio
szerint hiperparazitak (Kiss 2001).

Az Ampelomyces spp. a lisztharmatgomba gazdaikkal és azok gazdandvényeivel egylitt
tritrofikus rendszereket képeznek (Kiss 2001, Pintye és mtsai 2015, Parratt & Laine 2016), és
az ilyen rendszerek interakcidinak vizsgalatara hasznalhatoak (Pintye és mtsai 2015).
Masrészt € gombdak jol hasznalhatok a hiperparazitdk parazita populaciokra valé hatasarol
(Tollenaere és mtsai 2014) és Okologiajardl szolo vizsgéalatokban (Parratt és mtsai 2017,
Parratt & Laine 2018). Tovabba, mivel sok lisztharmatgombafajt parazitalni képes gombakrol

crer

(Pintye és mtsai 2015).



AZ AMPELOMYCES NEMZETSEG GOMBAINAK ELETCIKLUSA ES

MIKOPARAZITIZMUSUK MECHANIZMUSA

A természetben a lisztharmat-képletekben kialakulé intracellularis Ampelomyces-piknidiumok
egysejtii  konidiumokat termelnek, amelyek megfeleld koriilmények kozott, magas
paratartalom mellett kicsiraznak. A kialakuld, novekedésben 1évé hifak képesek a
lisztharmatgombak konidiumaiba és hifaiba belendni (De Bary 1870, Kiss 2008). A parazitalt
lisztharmat-koloniak tovabbra is képesek a novekedésre, de sporulaciojuk mértéke csokken
(Emmons 1930, Shishkoff & McGrath 2002), vagy teljesen leall (Philipp és mtsai 1984). A
parazitalt telepeken fejlodé friss lisztharmatgomba konidiumok tartalmazhatjak a
mikoparazita hifait. E konidiumok képesek kicsirazni és 1j lisztharmattelepet kialakitani,
amelyek mar kialakulasuknak kezdetétdl fogva parazitaltak lesznek (Kiss és mtsai 2010). Ez a
jelenség arra utal, hogy az Ampelomyces—lisztharmat interakci6 a kezdeti szakaszban biotrof
(Kiss és mtsai 2010).

A még nem parazitalt lisztharmat-képletekbe vald penetracido soran enzimatikus és
mechanikus folyamatok is szerepet jatszanak. A behatolasi helyeken appresszorium-szeri
képleteket lehet megfigyelni (Sundheim & Krekling 1982). Ezt kovetden 6t-tiz nap mulva a
mikoparazita lebontja a gazda citoplazmajat (Emmons 1930, Hashioka & Nakai 1980). Ez
arra utal, hogy az interakci6 a késobbi szakaszban nekrotroffa valik. A folyamat soran tobb
kiilonb6z6 enzim hidrolitikus aktivitasat bizonyitottak (Philipp 1985, Rotem és mtsai 1999,
Angeli és mtsai 2012b). Az enzimatikus folyamatokon tul, transzkripcids vizsgalatok alapjan,
mas mechanizmusok is szerepet jatszhatnak a mikoparazitizmusban (Siozios és mtsai 2015).

Az Ampelomyces spp. teleomorf alakja nem ismert, azonban populaciégenetikai
vizsgalatok eredményei utalnak rekombinaciora (Kiss és mtsai 2011, Pintye és mtsai 2015).
Ennek tobb kiilonb6zé magyarazata lehetséges: i) elképzelhetd, hogy annak ritkasaga miatt
nem sikeriilt még megfigyelni az ivaros szaporodast; ii) korabban lejatszodott ivaros
szaporodas az Ampelomyces-torzsek kozott, de ennek képessége késobb elveszett; iii)
paraszexualis folyamat okozza/okozta a detektalhatd rekombinaciora utald nyomokat (Pintye

¢és mtsai 2015).



AZ AMPELOMYCES-FAJOK TAXONOMIAI BIZONYTALANSAGAI ES EGYES
PHOMA-SZERU MIKOPARAZITAK AZ AMPELOMYCES NEMZETSEGBE VALO TEVES

BESOROLASA

Az Ampelomyces quisqualis fajt az Erysiphe necator lisztharmatgombabol irtak le (Cesati
1852). De Bary (1870) az eredeti A. quisqualis, illetve masok altal adott, egyéb nevek helyett
a Cicinnobolus cesatii nevet adta ezeknek a gombaknak. Ez utobbi lett a leggyakrabban
hasznalt név az 1970-es évekig. A nevezéktan attekintését kovetdéen Rogers (1959) kimutatta,
hogy nevezéktanilag az A. quisqualis a helyes, amely igy elsébbséget élvez annak ellenére,
hogy altalaban a C. cesatii fajnevet hasznaltak. Morfologiai alapon, és gazdagombakra valo
feltételezett, de kisérletesen nem igazolt specializacidé alapjan, vagy az Ampelomyces-szel
fert6zott lisztharmat gazdandvényén alapulva, vagy a gazda lisztharmatgombafajon alapulva
szamos kiilonbozé Ampelomyces-fajt kiilonitettek el. Osszesen tébb mint 40 formalisan
érvényes Ampelomyces-faj leirasa talalhatd6 meg a szakirodalomban (Id. Kiss & Nakasone
1998). Kisérletes adatok szerint egyetlen széles elterjedésii, nem sziik gazdaspecificitassal
jellemezhetd nemzetségrdl van szo (pl. Pintye és mtsai 2015 és 1d. a kovetkezd fejezetben).
Ezt az utobbi két jellemzOt késdbbi kisérletes és molekularis alapi eredmények is
valdszinisitik. Ennek megfeleléen az utdbbi idében az ide tartoz6é gombakat az Ampelomyces
quisqualis névvel illették (Sztejnberg és mtsai 1989, Falk és mtsai 1995b), mintha
monotipikus nemzetségrél lenne sz6. Ujabb eredmények szerint azonban az Ampelomyces
quisqualis néven jegyzett gombak csoportja genetikailag diverz és problémas fajkomplexnek
tekinthetd (1d. lentebb).

Kimutattak, hogy a sejtmagi riboszomalis RNS génkomplex internal transcribed spacer
torzsek novekedési erélye alapjan megkiilonboztethetok lisztharmattelepekbdl izolalhatd Gn.
lassan és gyorsan nové torzsek (Kiss 1997). A két tipus csak tavoli rokonsagban van
egymassal, ennek kovetkeztében feltételezték, hogy e torzsek kiillonb6zé nemzetségekbe
tartozonak tekintendok (Kiss 1997). Az RFLP modszer altal kapott eredményeket az egyes
reprezentativ torzsek ITS-szekvencidinak elemzése is megerdsitette (Kiss & Nakasone 1998).
A szekvenciak alapjan vilagossa valt az is, hogy az un. gyorsan névo térzsek az Epicoccum
nigrum fajjal allnak kézeli rokonsagban (Kiss & Nakasone 1998) és hogy az ebbe a csoportba
tartozo torzsek sok esetben a Didymella glomerata fajba tartoznak (Sullivan & White 2000,

Szentivanyi és mtsai 2005, Kiss 2008). A valodi Ampelomyces-torzsek a masodik, un. lassan
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novekvo csoportba tartoznak (Kiss & Nakasone 1998, Szentivanyi és mtsai 2005, Liang ¢és
mtsai 2007, Kiss 2008). Egy atfog6 molekularis filogenetikai munka eredményei szerint,
amelybe két, névleg az Ampelomyces nemzetségbe tartozé torzset (A. quisqualis és
A. quercinus) vontak be, bebizonyosodott, hogy két kiilonboz6 csaladba tartoznak (De
Gruyter ¢és mtsai  2009). A gyorsan nové, A. quercinus néven nemzetkozi
torzsgytjteményekben elhelyezett torzseket Aveskamp ¢és mtsai (2010) az altaluk Gjonnan
leirt Phoma fungicola faj képviseldiként azonositottak, kiemelve, hogy e torzseknek az
Ampelomyces nemzetségbe valé korabbi besorolasa tévedés volt. Szamos gyorsan novo
Phoma-szerii térzs azonban még jelenleg is az Ampelomyces nemzetség tagjaként szerepel
nemzetkdzi torzsgyljteményekben. A dolgozat tovabbi része kizardlag a valddi
Ampelomyces-torzsekkel foglalkozik. A taxondémiai kérdések tisztazasaig az Ampelomyces
spp. megnevezés javasolt (Kiss 1997), igy a dolgozatban nem hasznaljuk a formalisan 1étez6
fajneveket, hanem Ampelomyces-fajokrol (Ampelomyces spp.) vagy Ampelomyces-torzsekrol

beszéliink.

AZ AMPELOMYCES SPP. GAZDASPECIFICITASANAK KERDESEI

Az Ampelomyces-térzsek gazdaspecificitasanak kérdését sokszor az egyes Ampelomyces
genotipusok  kiilonb6zé  lisztharmatgombafajokhoz  vagy  -nemzetségekhez  valo
mintazas soran izolalt torzsek négy kiilonbozé genetikai kladba tartoztak az ITS és aktin
(ACT1) szekvenciaik alapjan (Pintye és mtsai 2012). Egy hasonld mintazas eredményei
szerint az Arthrocladiella mougeotii fajbol izolalt torzsek harom kiilonb6z6 kladba tartoztak
az ITS-szekvenciak alapjan (Kiss és mtsai 2011). Ezek a vizsgalatok arra utalnak, hogy adott
lisztharmatgombafajbol izolalt Ampelomyces-torzsek lehetnek genetikailag kiilonb6zo
csoportba tartozok, de ezen kiviil azt is mutatjak, hogy kiillonb6z6 gazdagombakbdl és/vagy
egymastol tavol es6 foldrajzi teriiletekrél szarmazé izolatumok keriilhetnek azonos genetikai
csoportokba is (Kiss 1997, Kiss & Nakasone 1998, Liang és mtsai 2007, Park és mtsai 2010,
Kiss ¢és mtsai 2011, Pintye és mtsai 2012, Pintye és mtsai 2015). A bemutatott
eredményeknek ellentmondva néhany masik, szintén molekularis vizsgalatokon alapuld
munka felvetette, hogy ,bizonyos mértékii gazdaspecializacié” jellemz6é lehet az
Ampelomyces-torzsekre (Park és mtsai 2010). Az Ampelomyces-térzsek néhany csoportjaban
,Szllk gazdaspecializacidéra utald bizonyitékot” véltek felfedezni annak alapjan, hogy a

molekularis  filogenetikai elemzések soran kapott Ampelomyces-csoportokat adott
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gazdagombakhoz asszocialtnak tekintették (Park és mtsai 2010, Angeli és mtsai 2012a). Egy
kés6bbi, csupan két Uj torzset bevono, egy lokusz (ITS) szekvencidjan alapuld eredményeket
bemutatd publikacié szintén tamogatja a feltételezett sziik gazdaspecializaciot (Liyanage és
mtsai 2018). A sziik gazdaspecializaciora vonatkozd megallapitasokat a szerz6k mindegyik
esetben kizarélag molekularis filogenetikai vizsgalatok alapjan, keresztfert6zési kisérletek
nélkiil tették.

Az adott gazdagombahoz, vagy gombacsoporthoz vald asszociacidé azonban nem
feltétleniil jelent gazdaspecificitast is. Ennek szemléletes példai az almalisztharmatbol
szarmaz6 Ampelomyces-torzsekkel végzett vizsgalatok (Szentivanyi és mtsai 2005, Kiss és
mtsai 2011). Az izolatumok egy csoportja genetikailag erdsen elkiiloniilt a tobbi torzstol, és
leggyakrabban az almalisztharmattal asszocialt, de a genetikai elkiiloniilés és a
gazdagombaval vald asszociaciot nem okozhatta a sziik gazdaspecializacio, hiszen ezek a
torzsek konnyen megfertézték a dohany- (Szentivanyi és mtsai 2005, Kiss és mtsai 2011) ¢és
az uborkalisztharmatot is (Kiss és mtsai 2011), sot, azokkal szembeni mikoparazitizmusuk
mértéke nem tért el jelentdsen mas Ampelomyces-torzsekétdl (Kiss és mtsai 2011). Az ebbe a
csoportha tartozd torzseket Eurdpa tobb orszagaban, kiillonbozé években izolaltak, igy
foldrajzi oka nem lehet a genetikai elkiilonilésiiknek. A feltételezett magyardzat a
gazdagombak altal okozott idébeli izolacid jelensége (Szentivanyi és mtsai 2005, Kiss ¢€s
mtsai 2011). Az almalisztharmat életciklusa kora tavasszal kezdédik a riigypikkelyek kozti
attelelést kovetéen. Az almalisztharmat elsésorban tavasszal fertézi az almafakat (Woodward
1927), a lisztharmatok tObbségére azokban a nyari és Oszi fertdzések jellemzéek. Az
Ampelomyces-torzsekrél kimutattak, hogy szintén attelelhetnek a riigypikkelyeken és a
fakérgen, feltételezhetéen a gazdagomba képletein kiviil (Szentivanyi & Kiss 2003). A
rigyfakadast kovetéen az almalisztharmat és a mikoparazita is névekedésnek indul, sokszor
honapokkal azel6tt, hogy mas lisztharmatok is gyakoriva valnanak. Ez azt eredményezi, hogy
a tavaszi, elsdsorban almalisztharmattal asszocialt torzsek kis eséllyel keverednek maés, a
vegetacios iddszak késObbi szakaszaban gyakori torzsekkel, azaz iddbeli i1zolacio torténhet
(Szentivanyi és mtsai 2005, Kiss €s mtsai 2011). Az iddébeli izolaciobdl nem kovetkezik
azonban, hogy az almalisztharmattal asszocialt Ampelomyces mikoparazitakra sziik
gazdaspecializacio lenne jellemzd, hiszen a kisérletes eredmények éppen ennek ellenkez6jét
bizonyitjak. Ez a példa tehat azt mutatja, hogy a genotipus(ok) gazdagombakkal valo

asszocialtsaganak megléte nem utal egyértelmlien a gazdaspecificitdsukra. Ebbdl az



kovetkezik, hogy a gazdaspecificitds megalapozott vizsgalatahoz inokulacios kisérletekre is
sziikség van.

Szamos laboratoriumi kisérlet (De Bary 1870, Falk és mtsai 1995b, Angeli és mtsai
2012b) bizonyitja, hogy az egyes torzsek képesek az eredeti gazdagombaval tavolabbi
rokonsagban allo lisztharmatgombafajokat is megfertézni. Az els6, Ampelomyces gombakkal
vald inokuldciok eredményei szerint az adott lisztharmatbol szarmazé konidiumok képesek
mas lisztharmatok telepeit, illetve konidiumait megfertézni (De Bary 1870). A Podosphaera
leucotricha-rol izolalt 53 torzs mindegyike képes a dohanyon lisztharmatot okozo
Golovinomyces tabaci (korabbi nevén G. orontii) fajt parazitalni (Szentivanyi és mtsai 2005).
Ot kiilénbozd lisztharmatgomba nemzetségbe tartozé fajbél izolalt kiilonféle Ampelomyces-
torzsek sikeresen fertézik a Podosphaera xanthii-t, és négy nemzetségbdl izolalt
Ampelomyces-torzsek a G. orontii-t (a Phyllactinia nemzetségbdl izolalt torzseket a G. orontii
fajjal szemben nem tesztelték (Liang és mtsai 2007)). Torzsek szelektalasara végzett
szisztematikus mikoparazita tesztekben 6t kiilonb6z6 lisztharmatgombafajbol szarmazé nyolc
torzs mindegyike képes az E. necator telepeit megfertézni (Legler és mtsai 2016). Szamos
kiilonb6z6 lisztharmatfajbol izolalt torzzsel végzett mikoparazita tesztek tanusdga szerint
mindegyik torzs képes volt a tesztelt harom (két kiilonbozé nemzetségbe tartozo)
lisztharmatgombafajt (E. necator, P. xanthii, P. aphanis) megfertézni (Angeli és mtsai
2012b). Kisérletesen igazoltak tovabba, hogy a sz616lisztharmatot természetes koriilmények
kozott is konnyen megfertzik genetikailag eltérd (kiilonb6z6 genetikai kladokba tartozo)
Ampelomyces-torzsek (Pintye és mtsai 2012).

Az Ampelomyces-torzsek esetén az el6zéekben ismertetett kisérletes eredmények
alapjan biztosan nem beszélhetiink sziik gazdaspecificitasrol abban az értelemben, hogy egy
adott genetikai csoportba tartozo toérzsek csak egy lisztharmatgombafajt vagy -nemzetséget
képesek parazitdlni. Ez azonban nem zarja ki feltétlenlil annak a lehetdségét, hogy a
kiilonb6z6 genetikai csoportba tartozd Ampelomyces-torzsek az egyes gazdagombakat eltérd
mértékben képesek parazitalni. Szamos kiilonboz6, Gsszesen négy genetikai csoportba tartozo
torzzsel végzett mikoparazita tesztekben mindegyik torzs képes volt a tesztelt harom
kiilonboz6 lisztharmatgombafajt megfertdzni, azonban a vizsgalt Ampelomyces-torzsek
mikoparazita képességének mérteke fiiggott attdl, hogy melyik genetikai csoportba tartoznak
(Angeli és mtsai 2012b).

Egy korabbi észrevétel szerint az Ampelomyces mikoparazitik az eredeti gazda
telepeiben tobb piknidiumot képeznek, mint az attdl eltérd lisztharmatokban (Falk és mtsai
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1995b). Mas vizsgalatokban ennek az ellenkez4jét tapasztaltak, mégpedig hogy kiilonb6zo
lisztharmatgombafajokbol izolalt Ampelomyces-torzsek az eredeti gazdatol filiggetleniil
hasonlé mértékben parazitaljak mas lisztharmatfajok telepeit in vitro és terepi kisérletekben
egyarant (Szentivanyi és mtsai 2005, Kiss €s mtsai 2011, Legler és mtsai 2016).

Konidiumesirdzasi kisérletek szerint az eredeti gazdagomba konidiumainak jelenléte
nem serkenti jobban az adott Ampelomyces-térzsek konidiumainak csirazasat, hanem
egyseéges, lisztharmatgombafajtol fliggetlen stimuldcios hatds mutathaté ki, sét néhany
esetben az eredeti gazdatol eltérd faj mutat nagyobb serkentd hatast (Angeli és mtsai 2012a).
Egy korabbi megfigyelés szerint kiilonb6zd lisztharmatgombafajok konidiumainak jelenléte
eltéré hatassal volt egy Ampelomyces-torzs konidiumcsirazasara: négy faj erésebben, egy
pedig kevésbé stimulalta a tesztelt torzs konidiumainak csirdzasat az eredeti gazdagomba
konidiumaihoz képest (Gu & Ko 1997). Egy masik lisztharmatfajjal szemben nem
mutatkozott szignifikans kiilonbség, azonban a kontrollhoz (lisztharmatgomba-konidiumok
nélkiil torténd csirazas) képest mindegyik esetben jelentdsen magasabb volt az Ampelomyces
konidiumok csirazasa (Gu & Ko 1997).

A gazdaspecificitas és a genetikai csoportok kozotti, mikoparazita képességben valo
esetleges kiilonbségek megértését bonyolitja az Ampelomyces-torzsek kozotti térzsszintl
kiilonbségek megléte. Tobb Ampelomyces-torzs vizsgalata soran nyilvanvalova valt, hogy
laboratériumi kisérletekben a kiilonb6z6 torzsek mikoparazita képességének mértékében erds
kiilonbségek tapasztalhatok (Angeli és mtsai 2012b, Legler és mtsai 2016). Ezek a torzsszintii
kiilonbségek kiilonb6z6 lisztharmatgombafajokkal szemben eltéré mértékiiek lehetnek
(Angeli és mtsai 2012b), de altalaban a leghatékonyabb mikoparazitizmusra képes
Ampelomyces-térzsek nem csak az eredeti sajat gazda, hanem mas lisztharmatgombafajok
ellen is igen hatékonyak (Angeli és mtsai 2012b, Legler és mtsai 2016). Ez azt mutatja, hogy
a mikoparazitizmus mértéke nem fligg az eredeti gazdagombatdl (Legler és mtsai 2016), és
nem is az egyes genetikai kladok altalanos jellemzdje, hanem torzsszintli kiilonbségekrdl van
sz6. Lehetséges, hogy a kisérletes munkakban kapott ellentmondasos eredmények részben

magyarazhatodak a torzsszintli kiilonbségekkel.



AZ AMPELOMYCES SPP. GENETIKAI VALTOZATOSSAGA

Az Ampelomyces-térzsek filogenetikai viszonyait vizsgald, elsésorban populacidgenetikai
munkakban néhany kivételtdl (Park és mtsai 2010, Pintye és mtsai 2012) eltekintve altalaban
egy lokusz, az ITS szekvenciai alapjan kiilonitettek el csoportokat. Liang és munkatarsai
(2007) 6sszesen hét, Angeli és munkatarsai (2012a) 6t kladot kiilonitettek el, amelyek koziil
kettében tovabbi két alcsoportot jeldltek meg. Kiss és munkatarsai (2011) négy leszarmazasi
vonalat jeloltek meg, alcsoportokat azokban nem kiilonitettek el, annak ellenére, hogy az
elemzésekben kapott torzsfdkon jol tdmogatott kladok lathatok a f& csoportokon beliil is.
Szintén kizarolag ITS-szekvenciakat felhasznalva, de a kapott csoportok monofiletikussagat
nem szigoru kritériumként alkalmazva Liyanage és mtsai (2018) négy csoportra osztottdk az
Ampelomyces-torzseket. ITS-szekvenciak alapjan, valamint az ACT1 ¢és az ITS-szekvenciakat
egyesitve elemezve 6t klad kiiloniilt el (Pintye és mtsai 2012). Erdekes modon kizardlag az
ACT1 16kusz alapjan a legnagyobb klad hét alcsoportra volt bonthat6. Ugyanezen 16kuszok
vizsgalata alapjan szintén 6t csoportba (négy klad, melyek koziil az egyik tovabbi két kladra
bonthatd) sorolodtak az Ampelomyces-torzsek (Park és mtsai 2010).

Az egyes Ampelomyces-ként elnevezett torzsek valojaban nem tartoznak az
Ampelomyces nemzetségbe (Id. fentebb). Masrészt, a fent emlitett eredmények Osszegzése
alapjan molekularis filogenetikai vizsgalatok ¢és kisérletes adatok nem tamasztjak ala a valodi
Ampelomyces-gombak sziik gazdaspecificitasarol szolo elképzeléseket, amelyek alapjan a
szakirodalomban megtalalhato fajok egy részét leirtak. A valodi Ampelomyces nemzetségben
jelentds genetikai valtozatossag figyelhetd meg. Az egyes genetikai csoportok kozott akar 16-
19%-os szekvenciakiilonbség is lehet az ITS régioban (Kiss & Nakasone 1998, Liang és mtsai
2007); az aktin szekvenciak pedig ennél is nagyobb mértékii variabilitast mutatnak (Pintye és
mtsai 2012). A nemzetségben elkiilonithet leszarmazasi vonalak feltehetden kiilon fajokat
képviselnek (Liang és mtsai 2007, Park és mtsai 2010). A formalisan leirt fajok azonban nem
felelnek meg a DNS-szekvenciak alapjan kapott, filogenetikai csoportositasoknak. Néhany
esetben ugyan annak a fajnak tobb publikalt neve is létezik. Mindezek miatt a nemzetség
taxonomiai revizidja sziikséges (Liang ¢és mtsai 2007, Legler és mtsai 2016). Az
Ampelomyces-torzsek filogenetikai viszonyait vizsgald, a fent emlitett munkakban mindeddig
nem volt kitlizott cél a nemzetség taxondmiai revizidja. Egyes genotipusok (genetikai
csoportok) kozott telepmorfoldgiai jellemzokben megmutatkozoé kiilonbségeket azonban mar

kimutattak (Angeli és mtsai 2012a).
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A hivatkozott molekularis filogenetikai elemzések legtobbje az ITS-régi6 szekvencidjan
alapul, amelynek fajok elkiilonitésére vald hasznalata sok esetben ellentmondésos (Seifert és
mtsai 1995, Thines és mtsai 2018). E célra nem egy, hanem tobb 1d6kusz szekvencidinak
bevonasa javasolt (Taylor és mtsai 2000, Hibbett és mtsai 2016). Felvetették, hogy az
Ampelomyces nemzetségbe tartozé fajok elkiilonitéséhez is multilokusz filogenetikai
elemzések sziikségesek (Park és mtsai 2010). Az Ampelomyces nemzetség korabbi, két
16kuszon (ITS és ACT1) alapul6 vizsgalataiban limitalt szamu torzset vontak az elemzésekbe
¢s nem késziilt olyan atfogd elemzés, amelyben a kiilonb6zé munkakban részt vevo torzsek
egyiittesen szerepeltek volna. Az elemzésekbe vont 10kuszok szamanak novelésével
megalapozottabb taxonomiai dontést hozhatunk a fajok lehatarolasdhoz, mivel példaul a
csoportok tamogatottsdga novekedhet és a nemzetségen belilli leszarmazasi vonalak
egymashoz viszonyitott helyzete is biztosabban meghatarozhat6. Egy viszonylag nagyobb
mintaszammal ¢és szélesebb korli taxonmintazassal, valamint tobb 10kusz egyiittes
elemzésével a filogenetikai viszonyok megismerésén til valdszintileg pontosabb képet lehet
alkotni arrdl is, hogy az Ampelomyces-térzsekre jellemz6 lehet-e valamilyen mértéki

asszociacio a kiillonboz6é genotipusok és a gazdagomba-fajok kozott.

AZ AMPELOMYCES-TORZSEK FELHASZNALASA A LISZTHARMAT-FERTOZESEK

ELLENI BIOLOGIAI VEDEKEZESBEN

A lisztharmatgombak gazdandvényei kozott sok gazdasagilag fontos termesztett faj talalhato
(Glawe 2008). A hiperparazitak — mint az Ampelomyces-fajok is — felhasznalhatok egyes
novénykorokozok elleni védekezésben (Parratt & Laine 2016). Ennek megfelelden kiilonb6z6
Ampelomyces-torzsek biofungicid-készitmények részeként pl. az Eurdpai Unid orszagaiban és
az Egyesiilt Allamokban kereskedelmi forgalomba keriiltek, és felhasznalhatok példaul a
sz016- (Caffi és mtsai 2013) és uborkalisztharmat elleni novényvédelemben (Kiss és mtsai
2004). Az Ampelomyces-térzsek mikoparazita képességén tul két jellemz6 segiti el6, hogy
biologiai novényvédelemben lehessen Oket hasznalni. Egyrészt, bar nem szdmitanak tal jo
szaprotrof képességli gombaknak (Philipp 1985), vannak szaprotrof jellegeik és taptalajon
fenntarthatok (pl. Legler és mtsai 2016), azaz nem obligat szimbiontdk. Ez megkonnyiti a
kisérletezést ezekkel a gombakkal és a gyakorlati felhasznalast is. Lehetségessé valt pl. egyes
torzsek nagy mennyiségben, fermentacios technikaval vald eléallitasa és jol hasznalhato

készitményekké valo fejlesztése (Angeli és mtsai 2017) is. Masrészt ¢ gombakat kiilonleges
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specificitas jellemzi. Ampelomyces-torzseket kizarolag lisztharmatokbol izolaltak (Kiss és
mtsai 2004, Pintye és mtsai 2012), azaz feltételezhetden csak a lisztharmatgombakat fertdzik,
azonban az egyes torzsek képesek sok kiilonféle, egymassal csak tavoli rokonsagban 1évo
lisztharmatgombat megfert6zni (Id. fentebb). A gazdagombakra vald specificitasuk hianya
miatt lehetséges, hogy adott torzsek sokféle gazdasagilag fontos lisztharmat ellen
felhasznélhatoak (Kiss és mtsai 2004).

Az Ampelomyces-alapu biofungicid-termékbdl (pl. Sztejnberg és mtsai 1989, Lee és
mtsai 2004, Menge & Marthamakobe 2016) vagy taptalajon névo tenyészetbdl (Legler és
mtsai 2016) szuszpenziot lehet késziteni és a lisztharmattal fert6zott novényekre permetezni,
ezzel a lisztharmattelepek parazitalasa rogton elkezdédhet. Kisérletes munkakban hasznaltak
folyadékkultiiraban nevelt tenyészetek sziirletét is (Singh és mtsai 2017).

Az Ampelomyces tartalmu biokontroll szerek felhasznalasa nem csak kurativ, hanem
preventiv mddon is torténhet (Paulitz & Bélanger 2001, Bélanger & Labbé 2002, Kaur és
mtsai 2018). Ez arra utal, hogy a mikoparazita anélkiil is talélhet a leveleken, hogy azonnali
kapcsolatba keriilne a célzott lisztharmatgombaval. Ezt a jelenséget még nem figyelték meg
kozvetleniil és nem ismert, hogy mennyi ideig lehet hatdsos a lisztharmatfert6zés elott,

preventiven kijuttatott biokontroll szer.

MIKOPARAZITA GOMBAK TRANSZFORMALASA FLUORESZCENS FEHERJEK

GENJEIVEL

A mikoparazitizmus folyamata és az Ampelomyces-torzsek életciklusa tobbé-kevésbé ismert
(Szentivanyi & Kiss 2003, Kiss és mtsai 2010, Kiss és mtsai 2011), de az életciklusban van
néhany szakasz, amelyet eddig kevéssé vizsgaltak. Ezek alaposabb megismerése az
Ampelomyces-torzsek hatékonyabb biofungicid szerként valo felhasznalasaban is hasznos
lehet. Az Ampelomyces-ekkel mindig lisztharmattal asszocialtként lehet talalkozni a
természetben, ezért a gazdaszervezet nélkiili potencialis eldforduldsuk lehetdsége érdekes és
vitatott felvetés. Nem ismert példaul, hogy mi torténik a lisztharmattal nem fert6zott levelekre
természetes modon keriild, vagy biokontroll szer formdjdban mesterségesen kijuttatott
Ampelomyces konidiumokkal.

Az Ampelomyces-torzsek levélhullas utani megfigyelése azért lehet sziikséges, hogy (i)
észlelhessiik a feltételezett (Brimner & Boland 2003), de szisztematikusan nem vizsgalt, a

nem-célorganizmusra kifejtett hatasukat és (ii) lathassuk, mi torténik e gombakkal, miutan
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kifejtették biokontroll funkcidjukat. Mivel taptalajon fenntarthatok, sét, sok esetben Un.
szaprotrof (nem a gazdagomba képleteiben kialakuld) piknidiumokat is képeznek (pl. Legler
és mtsai 2016), nem zarhato ki, hogy szaprotrof szervezetekként fennmaradjanak (pl. a
talajban, talajon, novényi részeken stb.). A korabbi mikologiai szakirodalomban talalhatok
adatok, amelyek szerint az Ampelomyces-torzsek képesek a novényi leveleken vald szaprotrof
novekedésre, az epidermiszsejtekbe valdo behatolasra és a novény szovetében vald
novekedésre (Emmons 1930). Megfigyelték tovabba, hogy az Ampelomyces-torzsek 6regedd
levelekben szaprotrof piknidiumokat képeztek (Yarwood 1939), és hogy a vegetacios idészak
végén gyijtott leveleken Ampelomyces piknidiumok talalhatok (Szentivanyi & Kiss 2003).
Err6l a feltételezhetd szaprotrofikus novekedésrdl vald ismeretek hianyosak és a jelenséget
nem figyelték meg kisérleti koriilmények kozott.

A fluoreszcens fehérjék felhasznalasa egy jol bevalt modszer a gomba—gomba
interakciok vizualizacidjanak elésegitésére (Lorang és mtsai 2001, Lu és mtsai 2004). A
konstitutivan expresszalodo fluoreszcens fehérjék lehetové teszik az egyes torzsek kiilonféle
kornyezetekben valo szelektiv monitorozasat. Zold fluoreszcens fehérjét (green fluorescent
protein; GFP) konstitutivan expresszalo Trichoderma harzianum torzseket hasznaltak a
Pythium ultimum ¢és a Rhizoctonia solani ellen kifejtett mikoparazitizmus in vitro
megfigyeléséhez és feltartak ezeknek az interakcioknak a morfologiai részleteit (Lu és mtsai
2004). A Clonostachys rosea kiilonb6z6 kornyezetekben vald  viselkedését és
mikoparazitizmusat szintén GFP-t expresszalo torzsekkel figyelték meg (Liibeck és mtsai
2002). Két kiilonbozoé tipust fluoreszcens fehérje felhasznalasaval lehetséges volt két
fiiggetlen, Sclerotinia sclerotiorum elleni biofungicid-készitményként hasznalhatdé gomba
(Microsphaeropsis ochracea és Paraconiothyrium minitans) szinergizmusat megfigyelni és ¢
két faj mikoparazitizmus folyamatanak részleteit feltarni. (Bitsadze és mtsai 2015). GFP-t
kifejez6 Trichoderma virens torzsek felhasznalasaval mutattak Ki, hogy a Sclerotium és
Sclerotinia fajokkal szembeni mikoparazita folyamatban egyértelmi kiilonbségek vannak a
mikoparazita szklerociumokon beliili elhelyezkedésében (Sarrocco és mtsai 2006).

A fluoreszcens fehérjét expresszald gombatorzsek eldallitasahoz elengedhetetlen egy, az
adott célorganizmusban sikeresen hasznélhat6 transzformdciés modszer. A fent emlitett
munkak tobbségében a polietilén-glikol felhasznalasan alapuld transzformacidos modszert
alkalmaztdk, amelynek a hatékonysaga erdsen valtozd (Amey és mtsai 2002) és egy masik
hatranya, hogy a transzformalni kivant organizmusbol protoplasztokat kell késziteni. Ez sok
esetben komoly nehézség, és az altaldnosan hasznalt mddszerek hatékonysaga is nagyon
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valtoz6 (Idnurm ¢és mtsai 2017). Ezzel ellentétben az Agrobacterium-kozvetitette
transzformalas (Agrobacterium tumefaciens-mediated transformation; ATMT) egy flexibilis,
a gombak transzformalasara univerzalisan és konnyen hasznalhaté médszer, amellyel magas
hatékonysagot lehet elérni (De Groot és mtsai 1998). Olyan gombak esetén is sikerrel
alkalmaztdk, amelyeket kordbban nem, vagy nagyon nehezen transzformalhatonak tartottak
(Pardo és mtsai 2002, Michielse és mtsai 2005, Gorfer és mtsai 2007). Az Ampelomyces-
torzsek rutinszerien hasznalhaté molekularis genetikai eszkoztarat még nem dolgoztak ki.
Mivel sok gombafaj esetén az ATMT szamit az alapvetd transzformacios modszernek
(Idnurm ¢és mtsai 2017), feltételezhetd, hogy hasznalhatd Ampelomyces-torzsek

transzformansainak eldallitasara is.

FUNKCIONALIS GENETIKAI VIZSGALATOK CELZOTT GENKIUTESSEL MIKOPARAZITA

GOMBAKBAN

Az adott organizmus esetén jol hasznalhat6 transzformacios modszer birtokaban lehetségessé
valik kiilonb6z6 funkcionalis genetikai vizsgalatok elinditasa. Mivel az ATMT magas
transzformécios hatékonysagot biztosit €s a legtobb célorganizmus esetén egy kopias, stabil
transzgénbeépiilést eredményez (Li és mtsai 2017), nagy atereszt6képességii mutagenezis
modszerré is fejleszthetd, amellyel tobb ezer gén funkcionalis vizsgalata elvégezhetd (Jeon és
mtsai 2007). A Pa. minitans T-DNS inzerciés mutansainak ezreit allitottak el6 és ezeket
kiilonb6z6 funkciok szerint szisztematikusan ellendrizték és sikeresen izolaltak olyan
torzseket, melyek a mutacio kovetkeztében elvesztették a S. sclerotiorum-mal szembeni
mikoparazitizmus képességét (Rogers és mtsai 2004, Li és mtsai 2005). E mutansok tovabbi
vizsgalata, a kiltott gén klonozasa néhany esetben konkrét, génszinti funkcionalis
jellemzéshez is vezetett (Rogers és mtsai 2008, Luo és mtsai 2018).

A véletlenszerli mutagenezisen alapuldé moddszer hatranya, hogy a mutansok
szisztematikus vizsgalata 4ltaldban iddigényes folyamat, emiatt csak olyan gombdk esetén
eredményes, amelyeknél van mod a mikoparazita képesség megvaltozasanak gyors
tesztelésére (Massart & Jijakli 2007). A genomszekvenalas terjedésével és a szekvenalt
genomok publikussa valasaval szélesebb korben lehetdvé valt a reverz genetikai megkozelités
alkalmazasa, azaz egyes gének funkcioinak a kérdéses gének célzott mutagenezisével valod
felderitése (Frandsen ¢és mtsai 2012). A gombak tobbségében mikodik a homolog

rekombinacion alapulo célzott génbeépités (Idnurm és mtsai 2017). Ennek 1ényege, hogy a

14



megcélzott régioval szomszédos szakaszokkal homoldog DNS bevitelével kettds homolog
rekombinacié indukalodhat a célszervezetben, amely a homolog szakaszok kozotti régiok
kicserélodését eredményezi. A modszer irdnyitott mutagenezisre hasznalhatd. A célzott
génkilités alapvetd fontossagu a mikoparazita gombak genetikdjanak €s génjeik funkcidinak
megértéséhez és e génfunkciok alaposabb ismerete a biokontroll képesség hatékonysaganak
noveléséhez is hozzajarulhat (Zeilinger 2004). A mikoparazita gombakkal végzett célzott
génkilitéses kisérletek nagy része Trichoderma-torzsekre korlatozodik (Massart & Jijakli
2007). Egy-egy szabalyozo gén kilitésének kovetkeztében nagy mértékben sikeriilt névelni a
biokontroll torzsek hatékonysagat: a knock-out (KO; azaz olyan transzformansok, amelyekben
megvalosult a  génkiiités) transzformansokban egyértelmiien megnovekedett a
mikoparazitizmussal kapcsolatba hozott gének expresszioja €s ennek kdvetkeztében e torzsek
biokontroll potencialja joval feliilmulta a vad tipusét (Mendoza-Mendoza és mtsai 2003, Fang
& Chen 2018). Még Osszetettebb fenotipushoz vezetett két masik gén kilitése T. virens
gombaban, mely megvaltoztatta a gomba masodlagos anyagcseréjét, a mikoparazita
transzkripcios faktor gén kiiitése a Clonostachys chloroleuca egy toérzsében nem jart
morfoldgiai valtozasokkal, azonban a mikoparazita képesség csokkenéséhez vezett (Sun és
mtsai 2018), egy chaperon fehérje kiiitése viszont a Trichoderma torzsekkel kapott
eredményekhez hasonléan mind morfologiai valtozasokat, mind a mikoparazitizmus
mértékének csokkenését okozta (Sun és mtsai 2019). A kozvetleniil a mikoparazitizmusban
szerepet jatszo, pl. lebontd enzimeket kddold gének kiiitése kovetkeztében altalaban jobban
koriilhatarolhato fenotipust lehet megfigyelni. A T. harzianum egyik endokitinazt kodold
génjének kiiitésével kimutattak, hogy kiilonbdz6 gazdaorganizmusok ellen egymastol kissé
eltérd mechanizmusok miikodhetnek a mikoparazitizmus folyaman, mivel az adott gén
kiiitése eltérd hatassal volt két kiilonb6z6 gazdagombaval szemben (Woo és mtsai 1999). A
Pa. minitans esetén célzott génkiiitéssel, majd azt koveté komplementacioval bizonyitottak,
hogy egyes oxidazoknak is szerepe van a mikoparazitizmusban (Wei és mtsai 2016).

Mivel a protoplasztkészitéshez rendelkezésre allnak a Trichoderma-fajok tobbségében
jol miikodo protokollok, a legtobb esetben a célzott kilitéshez hasznalandd fragmentet
polimeraz lancreakcioval (PCR) allitottak el6 és ezt kovetden protoplasztokba
transzformaltak. Mivel ez a modszer alacsony hatékonysaggal miikodott, a T. atroviridae két
szabalyozé génjének vizsgalatdhoz a homolog rekombinacion alapuld génkititést és az ATMT
modszert egyiittesen hasznaltak (Zeilinger 2004). Kimutattak, hogy az egyik gén kiiitése
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kovetkeztében a mikoparazita elvesziti a gazdagombak elleni virulencidjat (Zeilinger és mtsai
2005). Egyes gének kilitésének kettds hatasa van: a knock-out transzformansok mikoparazita
képessége csokken, viszont egyéb mechanizmusoknak (példaul kis molekulatomegi
antifungalis anyagok termelésének) koOszonhetéen biokontroll célokra hatékonyabban
hasznalhatok lehetnek, mint a vad tipust torzs (Reithner és mtsai 2005, Reithner és mtsai
2007). ATMT modszert és a génkiiitéshez a homolog rekombinacios technikat alkalmaztak a
Lecanicillium fungicola egy gliikkanaz génjének kititésére is (Amey és mtsai 2003). A kapott
mutansok gazdagombaval szembeni virulencidja csokkent. EQy azonos funkcioji enzim
génjének kilitése kovetkeztében csokkent a T. virens biokontroll gomba Py. ultimum-mal
szemben mutatott mikoparazita képessége (Djonovi¢ és mtsai 2006).

Az elobbi példakbol lathatd, hogy a célzott génkiiités felhasznalasaval értékes
informéciokat lehet szerezni a mikoparazitizmusban részt vevd gének funkcioirdl, ezért
érdemesnek tartottuk az ilyen tipust vizsgalatok elinditasat Ampelomyces mikoparazitadkban
IS. A nitrat-reduktaz gént jeloltik ki kilitendd célgénként, mivel a nitratredukald rendszer
Ampelomyces-torzsekben valé megléte érdekesnek tlinik, hiszen a lisztharmatgombakban
redukalt nitrogénformékhoz jutnak (Spanu és mtsai 2010), azaz a leggyakoribb életteriikben
nincs szlikségiik nitratredukalasra. A célgén valasztasanak masik oda, hogy ebben génben
mutaciot hordozé torzsekre taptalajon konnyen kimutathatd fenotipus jellemzé (Cove 1976,
Tomsett & Garrett 1980).

A homoldg rekombinacion alapuld génkiiités Ampelomyces-ben vald teszteléséhez
sziikséges vektort az €lesztd rekombinacios klonozas (Ma és mtsai 1987, Joska és mtsai 2014)
modszerével kivantuk eldallitani. Ennek 1ényege, hogy a leendé vektor fragmentjeinek
felszaporitasahoz hasznalt PCR-primerek mindegyikének 5' végére kb. 30-35 nukleotid
hosszisagi plusz szakaszt terveznek (Joska és mtsai 2014). E szakaszok szekvenciaja
megegyezik azoknak a DNS-fragmenteknek végeinek szekvenciaival, amelyekhez klonozni
kivanjak 6ket. A PCR végén e szakaszok a keletkezd termékek végére keriilnek. A homolog
végeknek koszonhetden a fragmentek élesztébe (Saccharomyces cerevisiae) transzformalasat
kovetden azok in vivo rekombinaciéval egymashoz kapcsolodnak (Oldenburg és mtsai 1997).
A megfeleld szelekciés gén fragmentjének hozzaadasaval a kivant plazmidot hordozo

¢lesztOkolonidk szelektalhatdak (Joska €s mtsai 2014).

16



AMPELOMYCES SPP. EGY TERMESZETES OKOSZISZTEMABAN

A finnorszagi Aland-szigeteken természetes koriilmények kozott eldfordulé landzsas ttifii
(Plantago lanceolata) populaciok és e novényeket rendszeresen megfertéz6 Podosphaera
plantaginis lisztharmatgomba populaciok kolcsonhatasait tobb mint 15 éve folyamatosan
vizsgalja a Helsinki Egyetem egy kutatocsoportja. Ez a kdlcsonhatas a leghosszabb ideje
folyamatosan, tudomanyos igénnyel nyomon kovetett természetes gazdandvény—parazita
kapcsolatrendszer, amelynek a lisztharmattelepeket parazitald Ampelomyces-torzsek is részét
képezik (Tollenaere és mtsai 2014). A Pl. lanceolata novények a szigeteken fragmentalt
populaciokat alkotnak, a P. plantaginis lisztharmatgomba metapopulacioként van jelen ezen
az ¢éléhelyen (Jousimo és mtsai 2014). Ebben a metapopulacioban a lisztharmatgomba
eléfordulasi gyakorisdga alacsony, azaz a potencidlis gazdandvényfoltoknak adott iddszakban
csak kis hanyada fertdzott. Az adott gazdandvényfoltok fertdzottsége az évek soran erdsen
valtozik, azaz az aktudlisan nem fert6zott foltok gyakran fertézotté valnak, és forditva
(Jousimo és mtsai 2014). Az 6sszes lisztharmatpopulacio kb. 40%-a kihal a téli idészakban,
ennek kovetkeztében a korabban fert6zott Pl. lanceolata foltok egy része nem lesz fert6zott a
kovetkez6 évben (Tack & Laine 2014). A lisztharmat populacidodinamikajaban jelentds
szerepe van a téli idészakban vald tulélésnek (Tack & Laine 2014). Az atteleld képletek a
P. plantaginis termétestei és ezek tulélési aranyan mulik a koérokozd kovetkezd évi
eléfordulasi gyakorisaga. Az Ampelomyces mikoparazitak a lisztharmatok termdétesteiben is
éléskodnek (Falk és mtsai 1995a, Kiss 2008) és mivel az Aland-szigeteken is megtaldlhatok,
feltételezhetd, hogy hatassal lehetnek a P. plantaginis populaciédinamikajara a termdtestek

parazitalasa révén.

DIAGNOSZTIKAI HATARERTEK MEGHATAROZASA AMPELOMYCES SPP. TERMESZETES

MINTAKBOL VALO QPCR-REL VALO KIMUTATASAHOZ

Egyes hiperparazitakrol ismert, hogy befolyasolhatjak a gazda virulenciajat (Davelos & Jarosz
2004), viszont a hiperparazitaknak a patogén metapopulacidinak dinamikajara val6 kozvetlen
hatasat még nem vizsgaltak (Tollenaere és mtsai 2014). Ennek a feltételezett jelenségnek
vizsgalatara nagyon jo keretet biztosit a fent jellemzett PI. lanceolata—P. plantaginis—
Ampelomyces rendszer. Az aland-szigeteki vizsgalati teriileten a lisztharmatfert6zés (vagy
annak hianya) szabad szemmel konnyen megallapithato. Az Ampelomyces-képletek jelenléte
altaldban nem lathat6 szabad szemmel és mikroszképpal is csak bizonyos gyakorlattal
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¢észlelhetd. Ezért a finnorszagi kutatocsoport az Ampelomyces-torzsek eléfordulasi
gyakorisaganak gyors és eldismereteket nem igényld mérésére egy kvantitativ PCR (qPCR)-
alapti modszert dolgoztak ki, amellyel molekuléris uton, DNS alapjan, gyorsan kimutathato a
hiperparazita jelenléte. EQy ilyen modszer hasznalatahoz sziikség van egy jol megalapozott
diagnosztikai  hatarértékre, amelynek segitségével a mintdkrol eldonthetd, hogy
tartalmaznak-e Ampelomyces-DNS-t.

A gPCR eredményeként egy mennyiséget kapunk a Cq (vagy mas néven Ct) érték
(kvantifikacios vagy kiiszob ciklusszam) formajaban (Burns & Valdivia 2008); minél
alacsonyabb a Cq érték, annal magasabb a mintaban a célzott DNS mennyisége (Heid és
mtsai 1996). Esetenként a qPCR programtol, primerekt6l, nem specifikus amplifikacio
megjelenésétdl fliggden a negativ mintakban is mérheté Cq érték (Burns & Valdivia 2008).
Amennyiben a qPCR modszert diagnosztikai célra, azaz az adott DNS jelenlétének
kimutatasara kivanjuk hasznalni, meg kell hatdrozni egy Cq értéket, amely a pozitiv, azaz a
c¢l-DNS-t tartalmazonak tekintett mintakat elvalasztja a negativ mintaktdl (Caraguel és mtsai
2011), amelyekben feltételezhetden a nem specifikus amplifikacié eredményezte a mért Cq
értéket. Ezt az elvalaszto értéket a szakirodalomban cutoff-nak nevezik, melynek magyar
nyelvii megfeleldjeként a dolgozatban a diagnosztikai hatarérték kifejezés szerepel.

A diagnosztikai hatarérték meghatarozasanak tobb elfogadott moddja van. Az un.
epidemioldgiai megkdzelités esetén (Caraguel és mtsai 2011) az adott populacidora mar
rendelkezésre 4llo (valamilyen mas moddszerrel kapott) adatokbol (referencia mintasor)
indulnak ki. A hatarérték meghatarozasa torténhet példaul statisztikai alapon a nem valodi
pozitiv (alpozitiv) mintdk aranyanak eldre meghatarozott, maximalisan megengedett értékét
kijelolve (Chandelier és mtsai 2010), vagy egy adott szempont szerint kijelolt diagnosztikali
paraméter (pl. legalacsonyabb alpozitiv arany, legmagasabb aranyu helyes diagnosztizalas
sth.) megcélozasaval (Caraguel és mtsai 2011). Az analitikai megkdzelités soran a technikai
paraméterek €és a modszer analitikai tulajdonsigai alapjdn valasztanak diagnosztikai
hatarértéket (Caraguel és mtsai 2011). Ebben az esetben lehetséges pl. a kimutatasi hatarnak
megfeleld Cq értéket hatarértékként Kijelolni. Az igy kijelolt Cq értéknél magasabbak nem
tekintheték megbizhatonak (Caraguel és mtsai 2011).
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CELKITUZESEK

(1) Célunk volt az Ampelomyces nemzetségbe tartozd 120 torzs négy lokuszanak
szekvenciaival molekularis filogenetikai vizsgalatokat végezni és ezek alapjan olyan
csoportokat (kladokat) elkiiloniteni, amelyek formalisan leirhato fajok lehetnek, valamint az

altalunk elkiilonitett kladokban az Ampelomyces-torzsek gazdagomba-asszociacidjat

vizsgalni.

(2) Az Ampelomyces-torzsek gazdagombaikban, valamint lisztharmatmentes kornyezetben
valo megfigyelésének megkonnyitése érdekében célunk volt két Ampelomyces-torzs GFP
génnel vald transzformdcidja, a transzformansok vad tipussal valdo Osszehasonlitasa,
valamint annak tesztelése, hogy a szelektalt transzformansokban a GFP expresszidja a

mikoparazitizmus soran is stabilan fennmarad-e.

(3) Célunk volt, hogy a GFP-t expresszald transzformansokkal funkcionalis kisérleteket
végezziink, melyek soran megvizsgaljuk, hogy (i) mennyi ideig képesek a transzformansok
lisztharmatmentes leveleken tulélni, (ii) mi torténik a kialakult Ampelomyces-struktarakkal,
amikor a lisztharmattal fert6zott levelek szeneszcens fazisba keriilnek, és (iii) a

transzforméansok mutatnak-e barmilyen szaprotrof novekedést talajon.

(4) Az Ampelomyces spp. funkcionalis genetikai vizsgalatainak megalapozasa érdekében
célunk volt annak tesztelése, hogy Ilehetséges-e ezekben a gombakban a homolog
rekombindcion alapuld génkilités megvalodsitasa. Ehhez célul tliztiik ki a nitrat-reduktaz gén
kiiitését egy Ampelomyces-torzsben, a transzformansok kiilonb6z6 nitrogénforrasu
taptalajokon mutatott fenotipusanak vizsgalatat és annak tesztelését, hogy a gén Kkilitése

hatdssal van-e a transzformansok mikoparazita képességére.
(5) Célunk volt egy, az Ampelomyces spp. DNS alapu detektalasara alkalmas gPCR-modszer

diagnosztikai hatarértékének meghatdrozasa, amely alapjan a tesztelt mintar6l eldonthetd,

hogy tartalmaz-e Ampelomyces DNS-t.
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ANYAG ES MODSZER
AMPELOMYCES-TORZSEK MOLEKULARIS FILOGENETIKAI VIZSGALATA

Ampelomyces-torzsek izoldaldsa és DNS-izoldalas Ampelomyces-torzsekbdl

A Liang és munkatarsai (2007) altal leirtak szerint 6t uj Ampelomyces-torzset izolaltunk steril
tivegtli és sztereomikroszkop segitségével, azzal a kiilonbséggel, hogy a gombakat 2% malatat
tartalmazo Czapek-Dox agarra (MCzA) oltottuk. A munka soran felhasznalt tobbi 115 torzs
nagy részét korabban izolaltdk laboratoriumunkban (Kiss & Nakasone 1998, Szentivanyi és
mtsai 2005, Kiss és mtsai 2011, Pintye és mtsai 2012, Tollenaere és mtsai 2014), néhanyat
pedig nemzetkozi torzsgyijteményekbdl szereztik be (CBS, ATCC, KACC). Az
Ampelomyces-torzseket MCzA taptalajon tartottuk fenn (pl. Legler és mtsai 2016). A
vizsgalatainkba vont torzsek szarmazasi helyét és izolalasanak id6pontjat tartalmazo tablazat
megtalalhato a fiiggelékben (F1. tablazat).

A torzsek kb. négyotdod részébol rendelkezésre alltak korabbi munkék (Kiss és mtsai
2011, Pintye és mtsai 2012) soran készitett DNS-kivonatok. Amelyik torzsb6l nem allt
rendelkezésre DNS, a DNS-izolalashoz liofilizalt telepdarabokbol indultunk ki, ebben az
esetben egy cetil-trimetil-ammoénium-bromidot (CTAB) és kloroformos tisztitast alkalmazo
modszert kovettiink (Cubero ¢és mtsai 1999). Az Ujonnan izolalt torzsekbdl valdo DNS-
izolalashoz kéthetes telepekbdl kivagott, kb. 6-8 X 6-8 mm-es telepdarabokbdl indultunk ki. A
DNS-izolalast a natrium-dodecil szulfatot (SDS) alkalmaz6 modszerrel végeztiik (Edwards és

mtsai 1991).

Négy lokusz szakaszainak felszaporitasa és szekvendldsa Ampelomyces-torzsekbol

A nuklearis riboszomalis RNS (rRNS) régidjanak ITS, valamint az ACT1 gén és az RNS-
polimeraz II legnagyobb alegységét kodolo gén (RPB1) szakaszainak amplifikalasahoz
hasznalt PCR 0sszetétele az alabbi volt: 2 pl DreamTaq Buffer, 0,5 ul dNTP Mix (10 mM,
Thermo Fisher Scientific), 0,8 U DreamTaq DNA Polymerase, 1-1 ul forward és reverse
primer (10 uM; Sigma-Aldrich) és 2 pul DNS-kivonat, valamint 20 pl-es végtérfogathoz
sziikséges mennyiségli molekularis bioldgiai tisztasaghi viz (Thermo Fisher Scientific). Az
ITS felszaporitasara hasznalt PCR protokoll a kovetkez6 volt: denaturacio 94°C-on 5 percig,
majd 35 cikluson at 94°C 45 mp, 55°C 45 mp ¢és 72°C 1 perc, a reakcié végén 72°C-on
inkubacid 10 percig. Ezekben a reakciokban az ITS1F (Gardes & Bruns 1993) és ITS4 (White

¢és mtsai 1990) primereket hasznaltuk. Az ACT1 felszaporitasahoz az Act-1 és Act-5ra (Voigt
20



& Wostemeyer 2000) primereket és kovetkezd protokollt hasznaltuk: 98°C 5 percig, majd 35
ciklusban 98°C 30 mp, 54°C 1 perc és 72°C 1 perc, a reakciod végén pedig 72°C-on 5 perc. Az
RPB1 egy szakaszanak felszaporitdsahoz a kdvetkezé PCR protokollt kovettiik: 95°C 10 perc,
ezt kovetden 35 cikluson keresztiil 95°C 10 mp, 52°C 30 mp és 72°C 1 perc 30 mp, a reakcid
végén pedig 72°C-on 7 perc (Schoch és mtsai 2012). A reakciokban az RPB1-Af (Stiller &
Hall 1997, Schoch és mtsai 2012) és az RPB1-Cr (Matheny és mtsai 2002, Schoch és mtsai
2012) primereket hasznaltuk. Az ITS és ACT1 reakcidkat harom, az RPB1 reakciokat pedig
négy parhuzamos, csovenként 20 pl-es végtérfogati reakcioban futtattuk. A parhuzamos
reakciok hasznalataval kikiiszobolhetok a DNS-polimerazok miikddése kozben esetlegesen
okozott masolasi hibak (Kovacs és mtsai 2008). Az RPB1 felszaporitidsa soran négy reakcio
volt sziikséges ahhoz, hogy megfeleld6 mennyiségii PCR terméket kapjunk a tovabbi
Iépésekhez.

A reakcioban keletkezett termékeket 1,5%-0s agar6z gélen valo futtatds utan, GelRed
DNS festékkel (Biotium) valo festést kovetden, GelDoc-It (UVP) eszkbzzel valdé UV
megyvilagitassal tettiik lathatova. A keletkezett ITS és az ACT1 terméket kozvetleniil
hasznaltuk fel és az E.Z.N.A. Cycle Pure Kit vagy az E.Z.N.A. MicroElute Cycle Pure Kit
(Omega Bio-tek) felhasznalasaval tisztitottuk a gyartoi protokoll szerint. Az RPB1 PCR-ek
soran tobb termék is keletkezett; e termékek koziil a koriilbeliil 1 kilobazis (kb) méreti
fragmentet az agardz gélen vald futtatds utan kivagtuk és a GenElute Gel Extraction Kit
(Sigma-Aldrich) felhasznalasaval tisztitottuk.

Az RPB1 PCR-ben kapott melléktermékek elkeriilése érdekében a kovetkezd
touchdown PCR (Korbie & Mattick 2008) protokollt alkalmaztunk: 98°C 2 perc, majd 15
cikluson keresztiil 98°C 10 mp, 73°C-on, majd minden ciklusban egy fokkal alacsonyabb
hémérsékleten 20 mp, majd 72°C-on 13 mp. Ezt 25 tovabbi ciklus kdvette, 98°C 10 mp, 55°C
20 mp. 72°C 15 mp. Ezekben a reakciokban a kovetkezé Osszetételt alkalmaztuk, 20 ul
végtérfogatban: 4 ul Phusion HF Buffer, 0,5 ul ANTP Mix (10 mM), 0,4 U Phusion DNA
Polymerase (Thermo Fisher Scientific), 1-1 ul forward és reverse primer (10 uM) és 2 pl
DNS-kivonat, valamint 20 pl-es végtérfogathoz sziikséges mennyiségii molekularis bioldgiai
tisztasagi viz. Ennek a touchdown PCR eljarasnak a segitségével a legtobb esetben
elkeriilhetd volt a PCR termék gélbdl vald izolalasanak sziikségessége. Ezt a modszert az
ujonnan izolalt torzsek RPB1 szakaszanak felszaporitasahoz hasznaltuk fel.

A tisztitott PCR termékekbdl €s a gélbdl tisztitott termékekbdl 2 pl-t hasznaltunk fel a
BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kittel (Applied Biosystems) valé szekvenalasra, a
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gyartéi protokoll szerint. Az elkésziilt termékeket 42 pl izopropanollal kicsaptuk, ezt
kovetéen 12800 rpm-mel centrifugaltuk, 150 upl 80%-0s etanollal mostuk, majd
centrifugaltuk 10 percig és a feliiluszot eltavolitottuk. A szekvenalasi reakcio termékeinek
kapillaris  elektroforézisét a Magyar Tudomanyos Akadémia Szegedi Biologiai
Kutatokozpontjanak szolgaltato laboratoriumaban végezték.

A nitrat-reduktaz  (EUKNR) amplifikalasara alkalmas Ampelomyces-specifikus
primereket (niaD31F és niaD32R) Markus Gorfer (AIT Austrian Institute of Technology,
Tulln, Ausztria) tervezte. El6bb hat (Vitisl5, RS1-a, AQ10, B124-a, 9031A-a, Vitis66),
Osszesen négy kiilonboz6 kladba tartozd Ampelomyces-torzsbél a tomlésgombakban
altalanosan mikodo, két 1épéses, nested PCR protokoll (Gorfer és mtsai 2011) szerint
meghatarozta a nitrat-reduktaz gén egy szakaszanak szekvenciajat, majd az igy kapott
szekvencidk konszenzusa alapjan tervezte az 0 primereket. A tobbi torzsbdl, a Pintye és
munkatarsai (2012) altal negyedik kladnak nevezett klad tagjait leszamitva (1d. lentebb) ezen
ujonnan fejlesztett primerekkel szaporitottuk fel a szakaszt. A reakciokban GoTaq G2 Green
Master Mixet (Promega), és a kovetkezé PCR protokollt hasznaltuk: 95°C 2 perc 30 mp, majd
35 cikluson keresztiil 94°C 30 mp, 60°C 20 mp és egy perc 72°C-on. A reakciok Gsszetétele:
22,5 ul GoTaq G2 Green Master Mix, 2,25-2,25 ul primer, 1 ul DNS kivonat és molekularis
biologiai tisztasagu viz, dsszesen 45 ul térfogatban. A négyes kladba tartozo térzsek esetén az
Ujonnan tervezett primerpar nem volt hasznalhat6, igy az emlitett nested PCR protokollt
alkalmaztuk. Az els6 reakcid termékét tizszeres térfogatra higitottuk molekularis biologiai
tisztasdgu vizzel és ebbdl a masodik reakcioban 1 pl-t hasznaltunk fel templatként. Az
amplifikalt EUKNR termékek szekvenalasat az LGC Genomics GmbH (Berlin, Németorszag)
szolgaltatd laboratériumaban végezték. Az ebben az alfejezetben emlitésre keriilt primereket
az 1. tablazat foglalja dssze.

Mindkét modszer esetén az amplikonok szekvenalasa két iranybol, a PCR-ekben
hasznalt primerekkel tortént. A kapott kromatogramokat manudlisan ellendriztiik és ezekbdl a
Pregap4 ¢s a Gap4 (Staden ¢és mtsai 1998) szoftverek felhasznalasdval nyertiik ki a
szekvenciakat.

Az ujonnan meghatarozott EUKNR szekvenciak alapjan egy uj primert (niaD31F-alt; 2.
tablazat) terveztiink a SnapGene Viewer szoftverrel (4. verzié; GSL Biotech), hogy a GYER
torzsbol a gén egy egyszerii PCR-ben vald felszaporitasa lehetséges legyen (1d. lentebb),
nested PCR nélkiil.
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1. tablazat. Az Ampelomyces spp. négy lokusz fragmentjeinek felszaporitdsahoz és

szekvendldsahoz haszndlt primerek listdja.

primer

felszaporitott

szakasz

S iranyultsaga szekvencia (5'—3') . hivatkozas
jelblése szakasz mérete
ITS1F forward CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA TS 600 b Gardes & Bruns 1993
ITS4 reverse TCCTCCGCTTATTGATATGC P White és mtsai 1990
Act-1 forward TGGGACGATATGGAIAAIATCTGGCA
ACT1 ~950 bp Voigt & Wostemeyer 2000
Act-5ra reverse TTAGAAGCACTTNCGGTG
RPB1-Af forward GARTGYCCDGGDCAYTTYGG , :
RPB1 ~850 bp Schoch és mtsai 2012
RPB1-Cr reverse CNGCDATNTCRTTRTCCATRTA
niaDO1F forward GTNTGYGCNGGNAA
. EukNR (altalanos) ~1050 bp Gorfer és mtsai 2011
niaDO4R reverse GTNGGRTGYTCRAA
niaD15F forward GGNAAYMGNMGNAARGARCARAA EukNR ) _
) e s ) ~990 bp Gorfer és mtsai 2011
niaD12R reverse AACCANGGRTTRTTCATCATNCC (éltalanos; nested)
niaD31F forward CCGTCAGAAAGAGTAAAGGGTTT EukNR , , _
. ~950 bp Németh és mtsai 2019
niaD32R reverse CAATACACTCCAGTACATGTCACG (Ampelomyces spp.)
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Molekularis filogenetikai elemzések

A korabbi munkakbdl szarmazo ITS és ACT1 szekvencidkat a GenBank adatbazisbol nyertiik
ki, ezek azonositoit a fiiggelék (F1. tablazat) tartalmazza.

Az elemzéseink kiilcsoportjaként két taxont jel6ltiink ki. Egyik az ATCC38616 jelolést
Phoma glomerata-torzs, melyet korabban Ampelomyces humuli-ként tartottak szamon,
azonban egyértelmiien kideriilt, hogy nem tartozik az Ampelomyces nemzetségbe (Szentivanyi
¢és mtsai 2005). A masik a JCM15942 jel6lésti Phoma herbarum torzs (Hamada & Abe 2009).
Az els6 torzs esetében az Ampelomyces-torzseknél is hasznalt, fent részletezett modszerekkel
végeztikk a szekvenciak meghatarozasat. A Ph. herbarum ITS-szekvenciajat a GenBank-bol
nyertiik ki (AB456575; Hamada & Abe 2009), a masik harom lokusz szekvenciajat pedig a
torzs publikusan elérhetd genomi adataibol’ BLAST (Altschul és mtsai 1990) kereséssel az
RS1-a torzs megfelelé szekvenciaival, az ACT1 szakasz homologjat blastn, az RPB1 és
EUKNR homoldgjait tblastx algoritmust alkalmazva. Minden egyéb Dbeallitasként
alapbeallitasokat hasznaltuk. A genomban valo keresés egy ACT1 talalatot eredményezett; a
masik két esetben a legnagyobb hasonldsagot mutatd homologot mentettiik Ki.

A szekvencidkat az online MAFFT 7-es verzigjaval (Katoh & Standley 2013)
illesztettiikk; az ITS-szekvencidkat E-INS-i, a tobbit FFT-NS-i algoritmussal, ezen kiviil
alapbeallitasokat hasznalva. Az illesztések elején és végén a néhany torzsnél hianyzo
nukleotidpoziciokat ismeretlen karakterekként (kérddjelként) kodoltuk a MEGA7 (Kumar és
mtsai 2016) programban. Az ITS és az EUKNR adatsoron az inzercids-delécids (a
tovabbiakban in-del; ezek az illesztésben gap-ként jelennek meg) poziciok kodolasat a
FastGap 1.2 (Borchsenius 2009) programmal végeztiik, amely az illesztésben talalhaté in-del
motivumokat bindris karakterekként kodolja (Loytynoja & Goldman 2008). A keletkezd
binaris karaktermatrixot hozzaadtuk az ITS illetve EukNR adatsorokhoz, mivel az in-del
adatok elemzésbe vonasa javithatja a filogenetikai elemzések eredményeinek
megbizhatosagat (Nagy ¢és mtsai 2012). A masik két lokusz (ACT1 és RPB1) illesztései 2
illetve 3 in-del-motivumot tartalmaztak, ezért ezeket nem vontuk be az elemzésbe.

A végleges ITS adatsor 529 karakter hosszsagu, beleértve a 28 binaris (in-del)
karaktert. Az ACT1 illesztés 783, az RPB1 718 karakter hosszisagu, mig az EUKNR illesztést
903 karakter alkotja, amelybdl 11 binaris karakter. Az adatsorokat deponaltuk a TreeBASE
adatbazisba (ID 24422).

* https://www.ncbi.nlm.nih.gov/assembly/GCA 001599375.1
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A kombinalt multilokusz elemzésekhez egy egyesitett adatsort allitottunk eld, amely az
ITS, ACT1, RPB1, EukNR nukleotid-illesztéseibdl és az ITS és az EUKNR in-del binaris
adatokbol tevodott dssze. A teljes adatsor hossza 2933 karakter volt, amelyb6l 39 az in-del
karakter. A maximum likelihood (ML) alapu filogenetikai vizsgalatot a raxmlGUI 1.5
(Silvestro & Michalak 2012, Stamatakis 2014) szoftverrel végeztik, GTR + G
(nukleotidokndl) illetve BINGAMMA (binaris adatok esetén) szubsztiticidos modellek
felhasznalasaval, az egyes lokuszoknak és a karaktertipusoknak megfeleld particiok
beallitasat kovetden. Tiz ML futtatas tortént és a kladok tdmogatottsagait 1000 (thorough
bootstrap) ismétlésbol szamitottuk. A Bayes-statisztikan alapu elemzést a MrBayes 3.1.2
(Huelsenbeck & Ronquist 2001) szoftverrel végeztink. Az elemzésben a
paraméterbecsléseket az egyes particiokra kiilon-kiilon végeztettiik el. A nukleotidokhoz
GTR + G, a binaris adatokhoz két paraméteres Markov-modellt (Mk, k = 2) allitottunk be. Két
Markov-lancot futtattunk, egyenként 10 millié generacidig. Minden ezredik fat mentettiik el
¢és az els6 4 000 fat nem vettiik figyelembe a fak 6sszegzésénél (burn in).

Két tovabbi elemzést is futtattunk, a fent leirtak szerint. Ezekhez az emlitett egyesitett
illesztésb6l indultunk ki, azonban a legtobb torzset tartalmazo kladba (klad A, Id.
Eredmények) illeszkedd torzsek szamat 21-re csOkkentettik, a taxonmintdzas
kiegyenstlyozottabba tétele érdekében. A tobbi kladba tartozd torzsek valtoztatas nélkiil
maradtak az illesztésben, az elemzésekben részt vevo torzsek szama igy 87 volt (beleértve a
két kiilcsoport-taxont is).

Az ML analizisekben kapott legvaldsziniibb fakat és Bayes elemezésben kapott 50%-0s
tobbségi konszenzus fat a MEGA7 (Kumar és mtsai 2016) ¢és a TreeGraph 2.13.0 (Stover &
Miiller 2010) programokkal jelenitettiik meg és szerkesztettiik.
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AMPELOMYCES-TORZSEK TRANSZFORMACIOJA ATMT MODSZERREL ES A TRANSZ-

FORMANSOK JELLEMZESE

Az ATMT sordn hasznalt Ampelomyces-torzsek

Egy korabbi munka (Legler ¢és mtsai 2016) soran tesztelték laboratériumunk 33
Ampelomyces-torzsét, vizsgalva azok taptalajon valdo novekedését, sporulacidjat és
mikoparazita képességét a szOldlisztharmatot okoz6 E. necator fajjal szemben. A
transzformacidhoz e torzsek koziil kettot, az RS1-a és a GYER torzseket valasztottunk ki, Az
RS1-a torzset egy, a Rosa-fajokat is fert6z6 lisztharmatgombabol (Podosphaera pannosa), a
GYER torzset gyertyanlisztharmatbol (Erysiphe arcuata) izolaltak (Kiss és mtsai 2011). Az
elébbi torzsre azért esett a valasztas, mert a teszteltek koziil a legjobb mikoparazita
képességgel rendelkezett és megbizhatéoan sporulal taptalajon (Legler és mtsai 2016). A
GYER torzset azért vontuk be a kisérleteinkbe, hogy egy masik Ampelomyces genotipuson is
teszteljik a transzformacios modszert. A torzseket MCzA taptalajon tartottuk fenn, 40-60

naponta 0j lemezre oltva.

A transzformansokkal végzett mikoparazita kisérletekben hasznalt lisztharmatok

A mikoparazita tesztekben (ld. lentebb) a kovetkez6 6t lisztharmatgombafajt hasznaltuk,
amelyeket cserépben a kovetkezd gazdandvényeiken tartottunk fent liveghédzi koriilmények
(22°C, 16 oras megvilagitas) kozott: E. necator sz6lén (Vitis vinifera cv. Chardonnay),
P. xanthii uborkan (Cucumis sativus cv. Rajnai Fiirts), Blumeria graminis f. sp. hordei arpan
(Hordeum vulgare MWO08-16), Pseudoidium neolycopersici paradicsomon (Solanum
lycopersicum cv. Kecskeméti Jubileum), és Leveillula taurica paprikan (Capsicum annuum
cv. Total). A szdélondvények az iiveghdzban folyamatosan 1 leveleket hoznak; a tobbi
gazdandvény esetében 3-6 hetente, tézeges szubsztratba (Pindstrup) tjonnan vetett
gazdandvények biztositasaval tortént a korokozok fenntartasa, amelyeket az adott

lisztharmatokkal megfert6ztiink.
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Ampelomyces-torzsek transzformdcioja ATMT-maodszerrel

A transzformansok szelekcidjahoz higromicin B-t (hB; Sigma-Aldrich) hasznaltunk (ld.
lentebb), ezért elsdéként azt allapitottuk meg, hogy mely koncentracidoban gatolja ez a fungicid
a vad tipust torzsek novekedését. A hB-t a kdvetkezd koncentraciokban adagoltuk
malatakivonat-agar (MEA,; Sigma-Aldrich) taptalajhoz: 5 mg/l, 10 mg/l, 25 mg/l, 50 mg/1 és
100 mg/1. Mindegyik hB koncentraciot tartalmazo taptalajra raoltottuk a vad tipust torzsek 5
mm-es telepét, torzsenként harom ismétlésben. A tesztet kétszer végeztik el. A teszt
eredményei alapjan az 50 mg/l-es hB koncentracio teljesen megakadalyozta a gombak
novekedését, ezért a késdbbiekben a szelekcid soran ezt a koncentraciot alkalmaztuk.
mtsai 2002, Gorfer és mtsai 2007) alapjan végeztiik, a kovetkezOk szerint: 9 cm atmérdji
MEA téaptalajra helyezett celofanra oltottuk a toérzsek 15-20 telepdarabjat (kb. 2-4 mm x 2-4
mm). Torzsenként 6t ilyen lemezt készitettiink; a gombakat négy napig 23°C-on ndvesztettiik
sOtétben, majd a celofan felemelésével az Osszes telepet egyszerre Moser indukcios taptalajt
(MoserIND; Gorfer és mtsai 2007) tartalmaz6 lemezekre helyeztiik 4t.

A transzformaciohoz a Rhizobium radiobacter (korabbi, és a gyakorlatban elterjedtebb
nevén Agrobacterium tumefaciens) AGL1 (Lazo és mtsai 1991) jelolési torzsét hasznaltuk,
amely a pCBCT (Gorfer és mtsai 2007) plazmidot hordozta. A vektor az SGFP gént kodolja,
amelyt6l 5 iranyban (upstream) a toxA promoter (Lorang és mtsai 2001) helyezkedik el; és a
hph gént, amely el6tt 5° iranyban a trpC promoter (Carroll és mtsai 1994) talalhato. Mindkét
promoter erds, konstitutiv expressziot biztosit e két génnek (Lorang és mtsai 2001).

A baktériumokat egy ¢jszakéan at 28°C-on, folyamatos keverés (180 rpm) mellett, 4 ml
tripton-szoja  (Sigma-Aldrich) taplevest tartalmazé 30 ml-es miianyag csdvekben
novesztettik. A tapleves 50 pg/ml kanamicint (Duchefa Biochemie) tartalmazott, amely
biztositja a pCBCT plazmid baktériumsejtekben valé megtartdsat. A ndvesztés utan a
tenyészeteket kilenc percig centrifugaltuk 3 800 g-vel, a taplevest leontottiik, és a sejteket
Agrobacterium indukcioés taplevesben (AtIND; Gorfer és mtsai 2007) szuszpendaltuk. Az
indukcidhoz (a transzformacidhoz sziikséges gének expresszidjanak meginditdsdhoz) 6 6ran
keresztiil 180 rpm-mel razattuk a tenyészeteket 28°C-on, majd a szuszpenziobodl lemezenként
450 pl-t pipettaztunk a MoserIND téptalajra helyezett gombatenyészetekre. Ezeken a
lemezeken a két organizmust négy napig egyiitt tenyésztettiik, majd a celofan atemelésével a
telepeket szelektiv taptalajra helyeztiik. A szelektiv taptalaj (MEA, 9 cm atmérdjii Petri-

csészékben) 50 mg/l hB-t és 100 mg/l cefotaximot (Duchefa Biochemie) tartalmazott. A
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lemezeket sotétben, 22°C-on inkubaltuk 4-8 hétig, a gombatelepek ndvekedésének lathatd
megindulésaig. A novekedésnek indult telepeket kék fénnyel (450-490 nm) vilagitottuk meg,
és a zold fluoreszcenciat mutatd telepeket egyenként 1j, szelekcids taptalajt tartalmazo
6 cm-es atmér6ji  Petri-csészékre oltottuk; ezeket a torzseket a tovabbiakban
transzforméansoknak tekintettiik.

Az RS1-a transzformansokbol valé monokonidiumos tenyészetek 1étrehozasahoz 1 ml,
50 mg/l kloramfenikolt (Duchefa Biochemie) tartalmazo vizet pipettaztunk a telepekre a
konidiumok lemosdsahoz, a szuszpenziot 10%-10%-szor higitottuk, majd 9 cm atméréji, MCzA
taptalajt tartalmazd lemezekre szélesztettilk. Hasonldo miveletet végeztiink a GYER torzs
transzformansain, 100-szoros higitdssal. Mivel ezek altaldban nem sporuléltak, a szélesztett
hifadarabokb6l indult meg a gomba novekedése. Egy hét szobahOmérsékleten torténd
inkubécio utan a kinovo telepeket kiilon-kiilon G MCzA lemezekre oltottuk, majd hadrom hét
mulva ismételten tovabboltottuk. A telepek z6ld fluoreszcencidjat folyamatosan ellendriztiik
az atoltasok kozott. Hét RS1-a és hat GYER transzforménst valasztottunk ki a tovabbi
vizsgalatokhoz (5. tablazat). E 13 torzset 6-8 hetente 1j MCzA lemezre vald atoltassal
tartottuk fenn. Az elsé harom atoltas utan a taptalajokhoz mar nem adtunk hB-t, mivel a
transzformansok szelekciés agens hianyaban is megtartottdk a fluoreszcencidjukat (ld.

Eredmények).

A transzformdnsok T-DNS inzertjének kimutatisa PCR maodszerrel

A kivalasztott 13 transzformans telepeib6l egy CTAB-ot alkalmazé protokoll (Cubero és
mtsai 1999) szerint, de a centrifugalasok idejét 20 percre emelve izolaltunk teljes genomi
DNS-t. AT-DNS beépiilésének igazolasara annak két fragmentjét szaporitottuk fel PCR
modszerrel; a hph szakaszt a hph-F1 és hph-qR2, az SGFP szakaszt pedig a GFPF és GFPR
primerekkel (2. tablazat). Az els6 primerpart a pCBCT plazmid szekvencidja (Gorfer és mtsai
2007) alapjan, a SnapGene Viewer szoftverrel (4. verzid; GSL Biotech) terveztiik. Ezekben a
reakciokban a Phusion High-Fidelity DNS polimerazt hasznaltunk a gyartdi ajanlott reakcio-
Osszetételt (Id. fentebb) kovetve. A felhasznalt PCR program a kovetkezd volt: 98°C
denaturacio 2 percig, majd 35 ciklusban 98°C 10 masodpercig, 57°C (hph esetén) vagy 66°C
(SGFP esetén), ezt kovetéen anellacio 10 masodpercig és 72°C-on lanchosszabbitas 30
masodpercig; a ciklusok utdn 72°C tovabbi 5 percig. A reakcidk dsszeallitasakor készitettiink
negativ (vizet tartalmazo) és nem-templat (a vad tipusokbol szarmazé DNS-t tartalmazo)

kontrollokat is. A PCR termékeket 1%-os agaroz gélen ellendriztiik a fent leirtak szerint, majd
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az LGC Genomics GmbH céghez kiildtikk szekvenalasra. A szekvenalas a hph-F1 és a GFPF
primerekkel tortént. A kapott szekvencidkat a MEGA7 (Kumar és mtsai 2016) programba
integralt ClustalW algoritmussal, alapbeallitasokkal illesztettiik a pCBCT plazmid megfeleld

szakaszainak szekvenciaihoz.

A transzformansok inzert-kdpiaszamdnak meghatdarozdsa

A transzformansokba épiilt T-DNS kopiaszamanak meghatarozasahoz qPCR-t és komparativ
Ct (2°**“") modszert (Livak & Schmittgen 2001) alkalmaztunk. Ez a modszer a kopiaszam-
meghatarozas legrobusztusabb modszere (Bubner & Baldwin 2004) és sikeresen alkalmaztak
gombék transzformansainak jellemzésére is (Solomon és mtsai 2008). A modszer relativ
mennyiségi meghatdrozason alapul, amely sordn egy ismeretlen kopiaszamu szakasz
mennyiségét hasonlitjuk egy ismert mennyiségii referenciagén mennyiségéhez.

Egy, az Ampelomyces-torzsek genomjaban feltételezhetéen egy kopiaban megtalalhatd
gén, az EUKNR szekvenciajaval BLAST (Altschul és mtsai 1990) keresést futtattunk a
nyilvanosan elérhetd Ampelomyces genomban? alapbeallitasokkal. Ez a keresés egy talalatot
eredményezett, amely arra utal, hogy a gén egy példanyban van jelen a szekvenalt
Ampelomyces genomban. Ennél fogva az EUKNR gént, mint egy kopiaban jelen 1évo
referenciagént hasznaltuk a T-DNS kopiaszam-meghatarozashoz. Az inzert kopiaszamat

mutato szakaszként a T-DNS hph génjét valasztottuk.

A képiaszam-meghatarozadshoz sziikséges kontroll minta eléallitasa

A komparativ Ct modszerhez in vitro modszerrel allitottunk eld kalibrator mintat, a
kovetkezok szerint. A pCBCT plazmid hph gént tartalmazo szakaszat és az RS1-a ill. GYER
torzsek EUKNR génjének egy ~1 kb hosszisagu szakaszat a Phusion Green Hot Start II High-
Fidelity PCR Master Mix (Thermo Fisher Scientific) felhasznéalasaval szaporitottuk fel. Az
elébbi reakciokban a trpCP02 és CBO02 primereket hasznaltuk; az EUKNR felszaporitasahoz a
niaD31F (az RS1-a esetén; 1. tablazat) illetve a niaD31F-alt (a GYER esetén; 2. tablazat) és a
niaD32R (1. tablazat) primereket. A 20 pl térfogati, harom parhuzamos csében futtatott
reakciok Osszetétele a kovetkezd volt: 10 pl Phusion Green Hot Start 11 High-Fidelity PCR
Master Mix, 1-1 pl forward és reverse primer és 8 pl molekularis biologiai tisztasagu viz. A
PCR termékeket a QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen) felhaszndldsaval tisztitottuk,

? https://genome.jgi.doe.gov/Ampquil/Ampquil.home.htmi
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majd a hph fragmentet Fast DNA End Repair Kittel (Thermo Fisher Scientific) kezeltiik, hogy
az 5' végén foszforilaljuk, majd a foszforilalt terméket ismételten tisztitottuk a QIAquick PCR
Purification Kittel. A GYER illetve RS1-a EUKNR fragmentek és a foszforilalt hph fragment
ligalasat a Rapid DNA Ligation Kittel (Thermo Fisher Scientific) végeztiik. A ligalasi
reakcidelegy 1 pl-ét targetként hasznalva a trpCP02 és niaD32R primerekkel PCR-rel
szaporitottuk fel a hph_EUKNR fazios terméket. A fragmentet 1%-os agardéz gélen vald
futtatas utan a GenElute Gel Extraction Kittel (Sigma-Aldrich) tisztitottuk és a pJET1.2/blunt
vektorba klonoztuk a CloneJET PCR Cloning Kit (Thermo Fisher Scientific)
felhasznalasaval. A keletkezett plazmidokat One Shot TOP10 kémiai kompetens Escherichia
coli sejtekbe (Invitrogen) transzformaltuk. Az E. coli transzformansokat 1,5% agar tartalma
LB taptalajra (Bertani 1951) vald szélesztést kovetéen 50 ug/ml kanamicin (Duchefa
Biochemie) jelenlétében szelektaltuk egy ¢éjszaka alatt, 37°C-on. A  szelektalt
baktériumtelepeken un. direkt kolonia PCR-t végeztiink DreamTaq Green PCR Master Mix
(Thermo Fisher Scientific) felhasznalasaval, a pJET1.2 forward ¢és reverse primerekkel az
inzert jelenlétének igazolasara. A direkt kolonia PCR-hez a reakcidcsovekbe kozvetleniil a
teleprdl szarmazod baktériumtomeget juttattuk templatként. A 20 pl Gssztérfogatii reakciok
Osszetétele a kovetkezo volt: 10 ul DreamTaq Green PCR Master Mix, 0,4-0,4 ul forward és
reverse primer és 9,2 ul molekularis bioldgiai tisztasagu viz. A PCR program a kovetkezd
volt: denaturacio 95°C-on 3 percig, majd 30 ciklus soran 94°C 30 mp, 60°C 30 mp és 72°C 3
percig.

Egy-egy pozitiv klont valasztottunk ki a hph fragmentet az RS1-a torzs EUKNR
fragmentjéhez fuzionalt, illetve a GYER torzs EUKNR fragmentjéhez fuzionalt darabokat
hordozo klonok koziil. Ezeket LB taplevesben novesztettiik 37°C-on egy éjszakan at, majd a
GenElute Plasmid Miniprep Kittel (Sigma-Aldrich) plazmidkivonatot készitettiink bel6liik. A
plazmidok el6allitasahoz hasznalt PCR-ek, a DNS-fragmentek tisztitdsa, a foszforilalas, a
ligalas, klonozas és a plazmidkinyerés soran minden esetben a gyartoi protokollt kovettiik. A
keletkezett plazmidok molekulatomegét az inzert szekvencidja alapjan szamitottuk ki; a
plazmidkivonatok toménységét Nanodrop 2000c spektrofotométerrel mértiikk meg. Ezekbdl az
adatokbol hataroztuk meg a kivonatokban talalhaté plazmidok mennyiségét (Whelan és mtsai
2003). A plazmidkivonatokbol kb. 5x 10°—10°db plazmid/ul toménységli oldatokat
készitettlink és a qPCR mérésekben 1:1 hph:EuKNR aranyt kontrollként hasznaltuk.
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gPCR-mérések a transzformansok kopiaszamanak meghatarozasara

A gqPCR mérésekhez a 13 kivalasztott transzformansbol a DNeasy Plant Mini Kittel teljes
genomi DNS-kivonatot készitettiink. A qPCR-ben hasznalt primereket a SnapGene Viewer
szoftverrel terveztiik. A hph gén felszaporitasahoz hasznalandé hph-qF2 és hph-qR2 primerek
tervezéséhez a pCBCT plazmid szekvenciajat (Gorfer és mtsai 2007), az EUkNR
felszaporitasdhoz hasznalanddé gNR-F2 és qNR-R2 primerek tervezéséhez az RS1-a és GYER
EUKNR génjének korabban meghatarozott szekvenciait hasznaltuk. A tervezett primereket az
RS1-a A2 transzformans genomi DNS-¢bdl késziilt higitasi sorral (higitatlan DNS, ill. 2x, 5x,
10x, 50x ¢és 100x higitott 0ssz-DNS) teszteltiik a hatékonysag €s a log-lineéris amplifikaciot
biztositd koncentracidtartomany meghatarozasara. A reakciokat mintanként héarom
ismétlésben futtattuk, Bio-Rad CFX96 Touch C1000 qPCR gépben, 10 pl reakcidtérfogatban.
Az elegy csovenként 5 pl iTaq Universal SYBR Green Supermixet (Bio-Rad), 0,5-0,5 pl
primert és 1 pul DNS kivonatot tartalmazott. A program kdvetkezd volt: denaturacio 95°C-on
5 percig, majd 30 ciklusban 95°C 10 masodpercig, 59°C 10 masodpercig, és 72°C 30
masodpercig. A qPCR-ek soran minden esetben negativ kontroll reakciot is dsszeallitottunk.
A reakcidok specificitdsat olvadasgorbe felvételével ellendriztik. A két primerpar
hatékonysaga ~90% illetve ~89%-nak mutatkozott és a tesztelt higitott DNS-ek mindegyike a
log-linearis szakaszba esett (az illesztett egyenesek korrelacios egyiitthatoi [R2]: 0,992 a hph
¢és 0,998 az EukNR reakciokban). A fent részletezett PCR protokollt és reakcio-osszetételt
hasznaltuk a transzformansok kopiaszamanak meghatarozasara, a reakciokban 1 pl
plazmidkivonatot, illetve a traszformansok DNS kivonatainak 1 pl-ét targetként felhasznalva.
A transzformansok T-DNS-ének kopiaszamat a komparativ Ct (224Y) médszerrel (Livak &
Schmittgen 2001) szamitottuk ki a kapott adatokbol. A transzformansok molekularis biologiai
modszerekkel valo jellemzéséhez és a klonozas soran felhasznalt primerek szekvenciai a 2.

tablazatban talalhatok.
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2. tablazat. A transzformansok molekuldris modszerekkel vald jellemzéséhez és a kalibratorként hasznalt plazmid el6allitdsdhoz haszndlt primerek

listaja.
primer iranyultsag szekvencia (5'—3') felszaporitott termék mérete hivatkozas
jelolése szakasz
hph-F1  forward CGACGTCTGTCGAGAAGTTT Solomon és mtsai 2008
(HygF néven)
hph ~600 bp Cottenet és mtsai 2013
hph-gR2 reverse ACGAGGTGCCGGACTTC .
(Hph R néven)
GFPF forward ATGGTGAGCAAGGGCGAGG
GFP ~600 bp Sarrocco és mtsai 2006
GFPR reverse TTCTGCTGGTAGTGGTCGGC
trpCP02 forward GACAGAAGATGATATTGAAGGAGCAT hoh L6kb Németh és mtsai 2019
Y ~1,
CBO02 reverse GCCTGTATCGAGTGGTGATT Gorfer és mtsai 2007
niaD31F forward CCGTCAGAAAGAGTAAAGGGTTT mindkét
niaD31F-alt  forward TCGTCCGGAAAAGCAAAGGGTTT EukNR kombinaciéban Németh és mtsai 2019
niaD32R reverse CAATACACTCCAGTACATGTCACG ~900 bp
Cottenet és mtsai 2013
hph-qF2 forward GCGCAGGCTCTCGATGA hph hph-qR2-vel 62 bp (Hph F néven)
gNR-F2 forward GACAAGGGAAAGTCATGGCG )
EukNR 162 bp Németh és mtsai 2019
gNR-R2 reverse GAGTTCGGCAATAGCAATG
gACT-F1 forward TCCCTGTACGCCTCTGGTCG -
ACT1 158 bp
gACT-R1 reverse AAGATCTTCATGAGGTAGTCAGT -
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A GFP-transzformansok telepmorfologidjanak, mikromorfologiajanak és szaprotrof
novekedésének vizsgalata

crer

A kivalasztott, 6sszesen 13 RS1-a és GYER transzformans (5. tablazat) telepmorfologiajat
egyidés, MCzA taptalajon novO vad tipusi torzsekkel hasonlitottuk Ossze. A
transzformansokat mikroszkoppal vizsgaltuk, hogy lathassuk, ha a transzformacio
A transzformansok ¢és a vad tipusok szaprotroéf ndvekedési képességének méréséhez €s
Osszehasonlitasahoz a torzseket nyolc-nyolc ismétlésben MCzA taptalajra oltottuk, majd négy
hétig 22°C-on novesztettilk. Ezutdn a telepekrdl nagy felbontasu fotokat készitettiink, és az
ImageJ szoftverrel (Schneider és mtsai 2012) megmértiik a keletkezett telepek feliiletét.

Transzformdansokkal és uborkalisztharmattal végzett mikoparazita tesztek

Az RSl-a torzs transzformansaival mikoparazita teszteket végeztiink, hogy (i) ellendrizziik,
hogy a transzformansok taptalajon lathat6 fluoreszcencidja a mikoparazita folyamat soran is
megfigyelhetd-e, illetve (ii) a mikoparazita képességiik, azaz a lisztharmatgomba hiféiba vald
behatolasi képességiik, az intracellularis novekedésiik €s az intracelluldris piknidiumaik
kialakitasanak képessége megvaltozott-e a transzformacié kdvetkeztében. A kisérletekben az
RS1-a vad tipusu torzs szerepelt kontrollként. Mivel sem a GYER vad tipus, sem pedig a
GYER transzformansok nem sporulaltak folyamatosan és megbizhatdban a munka soran,
ezekkel nem végeztiink inokulacids kisérleteket.

Az RS1-a telepekbdl konidium-szuszpenziot készitettlink a telepek 1 ml steril desztillalt
vizzel vald lemosaséaval, majd 10° konidium/ml-es toménységre higitottuk (Szentivanyi €s
mtsai 2005). Ezt kovetéen 0,05 v/v% végkoncentracioban Tween 20 feliiletaktiv anyagot
adtunk a szuszpenzidhoz. A szuszpenziokat uborkandvényeken sporulalod fiatal P. xanthii
telepekre permeteztiik. Az inokulalt novényeket attetszé folia alatt tartottuk tiz napig, 80-
90%-o0s paratartalmat biztositva, napi 16 oras megvilagitas mellett 22°C-on. Torzsenként
harom novényt inokulaltunk; harom tovabbi ndvényt vizzel inokulaltunk negativ kontrollként,
amelyeket a szuszpenzidval inokulalt novényekkel azonos koriilmények kozott tartottunk,
azoktdl elkiilonitve. Az inokuldcidhoz hasznalt konidium-szuszpenziobol ~30 pl-t celofant
tartalmazo, 1,5%-0s vizes agar lemezekre juttattunk és 24 oraval késobb mikroszkoppal
ellendriztiik a konidiumok csirazéasat (€letképességét) ¢s a GFP-expressziojat. Ehhez a
lemezeken fekvd celofanbol kivagtunk egy kb. 1 cm’-es darabot és egy csepp vizbe,

targylemezre helyeztilk, majd fluoreszcens mikroszkoppal vizsgéaltuk. Az inokulalt
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lisztharmattelepeket tiz nappal késdbb mikroszkoppal vizsgaltuk meg a lent részletezett

modszer szerint.

Mikroszkopos mintavétel és a mikoparazitizmus mikroszkopos megfigyelése

Az inokulalt lisztharmattelepekbdl cellux ragasztoval vettiink mintat, majd egy csepp
targylemezen 1évé vizbe helyeztiik és fed6lemez hasznalata nélkiil vizsgaltuk. Esetenként
sztereomikroszkop alatt livegtiivel emeltiink le néhany, a parazitalt lisztharmattelepekben
képz6dott Ampelomyces-piknidiumot és az azokhoz kapcsolodo lisztharmat-struktarakat,
amelyeket egy csepp vizbe mostunk le és fedélemezzel fedtiink le. A Zeiss Axioskop 2 Plus
mikroszkoppal tortént vizsgalatok soran hagyomanyos, faziskontraszt és differencial
interferencia kontraszt (DIC) megvilagitasokat alkalmaztunk. A GFP fluoreszcens jelének
vizsgalatahoz epifluoreszcens lizemmodot és a kovetkezd sziir6kkel felszerelt sziir6kockat
hasznaltuk: 450-490 nm-es gerjesztd szlrd, 495 nm-es sziirési dikroikus tiikor és 500-550
nm-es zaroszar6é. A mintakrol a Zeiss AxioCam ICc5 kameraval, a Zeiss ZEN 2011
szoftverrel (Carl Zeiss Microscopy GmbH) fotdkat készitettlink. A képeken Adobe Photoshop
programmal kismértékli szin- és kontrasztkorrekciokat végeztink, a képi tartalom
megvaltoztatasa nélkiil.

A konfokalis mikroszkopos (confocal laser scanning microscopy; CLSM)
vizsgalatokhoz a fentebb leirtak szerint szteredmikroszkop alatt iivegtiivel emeltiink le a
lisztharmattelepekben képzodott Ampelomyces-piknidiumokat. A CLSM vizsgalatokat Carl
Zeiss 410 LSM mikroszkoppal vizsgaltuk. A mintakrol két um vastag rétegenként rogzitettiik
a képet és 10-20 kiilonbozo, z iranyban egymas utan felvett képet hasznaltunk fel egy-egy
projekcio Osszeallitasahoz. A mikroszkopos vizsgalat soran a Vagi és munkatarsai (2014) altal
ismertetett modszertant kovettiik. A projekciok elkészitését Vagi Pal (Eotvos Lorand
Tudoméanyegyetem, Természettudomanyi Kar, Novényszervezettani Tanszék;
Agrartudomanyi Kutatokozpont, Novényvédelmi Intézet; jelenlegi munkahelye: Kisérleti

Orvostudomanyi Kutatointézet, Mikroszkop Centrum) végezte.
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A transzformansok mikoparazita képességének mérése

Az RSl-a vad tipus ¢és az RSIl-a transzformansok mikoparazita képességének
Osszehasonlitasahoz egy kordbban kifejlesztett modszert hasznaltunk (Kiss és mtsai 2011).
Ehhez a mikoparazita tesztek utan a leveleket lepréseltiik, majd torzsenként harom
uborkalevélrél Osszesen kilenc véletlenszertien kivalasztott, Ampelomyces-szel parazitalt
lisztharmattelepben sztereomikroszkép alatt megszamoltuk a képzddott intracelluléris
piknidiumok szamat egy 1,25 mm?-es feliileten, majd a kapott értékeket 1 cm’-re szamitottuk

at.

Statisztikai elemzések

A munka sordn nyert adatokkal (a szaprotrof ndvekedési tesztben kapott telepfeliilet-méretek
¢s a mikoparazita tesztben kapott piknidium-mennyiségek) vald statisztikai elemzéseket
Horvath Aron (Agrartudomanyi Kutatokozpont, Novényvédelmi Intézet) végezte az IBM
SPSS 16.0 szoftverrel. A mért adatok normalitasanak és szorashomogenitasanak ellenérzése
Kolmogorov-Smirnov teszttel ill. Levene probaval tortént. A transzformansok és a vad
tipusok, mint kontroll torzsek esetén mért értékek Dunnett T3 post hoc teszttel kapcsolt egy
iranyoa. ANOVA vizsgélattal keriiltek Osszehasonlitdsra. A kiilonbségeket p<0,05 esetén
tekintettiik szignifikansnak. Az elemzés részletes adatai megtalalhatok a fliggelékben (F2.

tablazat).

Mikoparazita tesztek GFP-transzformdnsokkal mds lisztharmatgombafajokban

A GFP-expresszio megfigyelése érdekében a P. xanthii-n kiviil mas lisztharmatgombafajokat
is inokulaltunk az RS1-a torzs transzformansaival. E fajok a kovetkezok voltak: E. necator
sz016n, B. graminis arpan, Ps. neolycopersici paradicsomon és L. taurica paprikan. A
lisztharmattelepek inokulalasa a fent leirtaknak megfelelen tortént, legalabb két ismétléshen.
A kiiléonboz6 transzformans—lisztharmat kombinacidkat a 3. tablazat sorolja fel. A mintavétel
¢s mikroszkopos feldolgozas is a fentiekben leirtaknak megfeleléen tortént. A munka soran a
B3 transzformanst a keletkezett piknidiumok iivegtiivel valo taptalajra helyezésével (Liang és

mtsai 2007) visszaizolaltuk a parazitalt lisztharmattelepbdl. A fentebb leirtak szerint

--------
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3. tablazat. Az RS1-a Ampelomyces-torzs kilonbdz6 transzformansaival és 6t kulonbozd
lisztharmatgombafajjal végzett mikoparazita tesztek dsszefoglaldsa.

Transzformans  Inokulalt lisztharmatgombafaj

A2 Podosphaera xanthii

B3 Blumeria graminis, P. xanthii, Leveillula taurica, Erysiphe necator,
Pseudoidium neolycopersici

C10 B. graminis, P. xanthii

E2 P. xanthii

F13 P. xanthii

G4 Ps. neolycopersici, L. taurica, P. xanthii

J1 B. graminis, P. xanthii

FUNKCIONALIS VIZSGALATOK GFP-EXPRESSZALO AMPELOMYCES-TORZSEKKEL

Ampelomyces konidiumok csirazdsa autoklavozott szubsztrdton

9 cm atmérdji iiveg Petri-csészébe 10 g viragfoldet helyeztiink, majd lezaras utan kétszer
autoklavoztuk Oket. Steril fiilkében az RS1-a vad tipus és a B3 ¢és C10 transzformansok
konidium-szuszpenzioibol haromszor 100 pl-t pipettaztunk az autoklavozott viragfoldre, majd
a csészéket lezarva 22°C-on inkubdltuk 6ket 30 napig. Transzforménsonként harom ilyen
Petri-csészét  készitettiink. A konidiumszuszpenzido  készitését és az  inokulum
¢letképességének és a GFP fluoreszcenciajanak ellendrzését az elézbéekben leirtak szerint
veégeztiik. Hét és 30 nap elteltével kb. 0,5 g talajt emeltiink ki a Petri-csészékbdl, targylemezre
helyeztiik és mikroszkoppal, az el6zéekben leirtak szerint vizsgaltuk. A kisérletet kétszer

végeztiik el.

Ampelomyces konidiumok csirdzasa lisztharmatmentes leveleken

A kovetkezd kisérletet annak vizsgalatara allitottuk be, hogy az Ampelomyces-torzsek
képesek-e a gazdagombajukkal valo kozvetlen kapcsolat nélkiil talélni, és ha igen, mennyi
ideig. A fentebb leirtak szerint konidiumszuszpenziot allitottunk elé az RS1-a vad tipusa
torzsbol és a C10 és G4 transzformansokbol. Ezek GFP-expresszigjat és életképességét a
fentebb ismertetett csirazasi teszttel ellendriztiik. A két transzformans és a vad tipusu torzs
konidium-szuszpenzioéival inokulaltunk (i) 42 cserépben, tézegen (Pindstrup) nevelt, harom
valddi levelet hozott uborkandvényt, amelyeket lisztharmatmentesen, folia alatt neveltiink és a
késébbiekben tobb kiilonb6z6 idépontban hatosaval lisztharmattal inokulaltunk (Id. lentebb);
(i) hat tovabbi egészséges novényt, amelyeken a tovabbiakban az Ampelomyces
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lisztharmatmentes leveleken valdo novekedését figyeltik meg, és (iii) hat lisztharmattal
elézdleg fertézott novényt, amelyek pozitiv kontrollként szolgaltak. Hat negativ kontrollként
hasznalt névényt vizzel inokulaltunk. A ndvényeket izolaltan tartottuk, atlatszo foliaboritas
alatt 25°C-on, 80-90%-os paratartalom és napi 16 6ras mesterséges megvilagitas mellett.
Annak vizsgalatara, hogy az (i) pont szerint a levelekre juttatott Ampelomyces-torzs, ill.
ennek két transzformansa mennyi ideig képes a lisztharmatgomba kolonizacidjara azutén,
miutan bizonyos ideig a lisztharmattal valo kozvetlen kapcsolat nélkiil a leveleken fennmarad,
az inokulalt névényeket kiilonb6z6 idépontokban fertdztiik lisztharmattal. Az Ampelomyces-
transzformansokkal és a vad tipusu torzzsel (és a kontroll esetén vizzel) valé inokuléaci6 utan
4, 7, 10, 12, 14, 18 és 21 nappal kés6bb torzsenként hat novényt fertztiink P. xanthii
konidiumokkal. A lisztharmatinokulumként hasznalt telepeket kiilon nevelt, lisztharmattal
fertdzott uborkandvények biztositottdk. Az inokulacid a konidiumok fert6zott levelekrol
egészséges levelekre vald Kijuttatasaval tortént. A friss lisztharmattelepeket tiz nappal az
inokulacié utan vizsgaltuk mikroszkoppal hagyomanyos megvilagitasa, illetve DIC
tizemmodban, a transzformansok GFP-expresszidjat pedig epifluoreszcens modban. A
mikoparazita lisztharmatmentes leveleken vald tulélésének megfigyeléséhez végzett
inokulaciok (ii) utan 10, 14 és 21 nappal késébb, kezelésenként és mintavételi idépontonként
két levél kb. 2 x 2 cm méreti feliiletérdl celluxszal vettiink mintat, majd a fent irtak szerint
vizsgaltuk. A pozitiv kontroll inokulaciok (iii) soran fertézott lisztharmattelepeket tiz nappal
az inokulacié utan vizsgaltuk. E mintakban a kialakulo intracellularis piknidiumokat
figyeltiik, amelyek megjelenése a sikeres inokulaciot és az inokulum fertézOképességét

bizonyitja. A teljes kisérletet kétszer végeztiik el.

Ampelomyces-torzsek potencidlis szaprotrof nivekedése a mikoparazita fazist kovetden

eloregedd leveleken

E kisérletben azokat a parazitalt lisztharmatos uborkaleveleket hasznaltuk, amelyek az el6z6
kisérletben pozitiv kontrollként szolgaltak. A levelek P. xanthii-val fert6zott és Ampelomyces
transzforméansok képleteit tartalmazo részeit kb. 2 cm’-es darabokra vagtuk €és a novények
tovébe helyeztilkk a cserepekben 1évd talajra. A cserepeket izolaltan tartottuk és az
uborkandvények igényének megfeleléen, normal modon Ontdztiik. Harom-hat naponta két-
négy levéldarabot kiemeltiink a cserepekbdl és mikroszkoppal vizsgaltuk. A kisérletet kétszer

végeztiik el.
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CELZOTT GENKIUTES MEGVALOSITASA AZ RS1-A AMPELOMYCES-TORZSBEN

Eleszté rekombindciés klénozdsra haszndalhaté dltaldnos shuttle vektor elédllitdsa

A célzott génkilités megvalositasahoz el6szor egy altalanos, E. coli-Agrobacterium—élesztd
shuttle vektort allitottunk elé. A vektort a pCB301 plazmid (Xiang és mtsai 1999) egy, és a
PRS426 (Christianson és mtsai 1992) plazmid két darabjabdl allitottuk elé. Ehhez a pCB301
plazmid alapjat (backbone) az URA3 CBO07 és 2u CBS primerekkel, az éleszt6 2u plazmidrol
szarmazo replikacios origoét, illetve az URAS3 szelekcidos markergént tartalmazo szakaszokat
pedig a pRS426 plazmidrol a CB8 2u és Pl rev ill. a P2 _fwd és CB07_URA3
primerparokkal szaporitottuk fel (4. tablazat). A keletkezett PCR termékeket 1:1:1 aranyban
Osszekevertiik és ezzel transzformaltuk a Saccharomyces cerevisiae FY834 ura- genotipusu
torzsét (Winston és mtsai 1995). A transzformaciot altaldnosan hasznalt, polietilén-glikolt és
lititum-acetatot alkalmazd protokoll szerint (Gietz & Schiestl 2007) végeztik. A
transzformansok szelekcidja 2% agart tartalmazd, 9 cm atmér6jii lemezeken, uracilmentes
taptalajon (26,7 g/l Minimal SD Base és DO Supplement-Ura, 0,77 g/l; Clontech), 4 napig
tartd, 30°C-on sotétben valo inkubacioval tortént. A vektor eldallitasahoz sziikséges PCR-eket
és az élesztd transzformalast Guofen Li PhD hallgatdé (AIT Austrian Institute of Technology,
Tulln, Ausztria) végezte.

A transzformdcio soran egy telep keletkezett, amelyet 2 x 4 ml uracilmentes, az agart
leszamitva a fentivel megegyez0 Osszetételll taplevesben egy éjszaka alatt, allandd 180 rpm
keverés mellett 37°C-on felszaporitottunk, majd a GeneJET Plasmid Miniprep Kittel (Thermo
Fisher Scientific) plazmidkivonatot allitottunk el6. Az izoldldshoz a gyartd protokolljat
kovettiik, azzal a modositassal, hogy a pufferekb6l minden esetben az ajanlott mennyiség
duplajat hasznaltuk. Kémiai kompetens E. coli sejteket allitottunk eld az Inoue és mtsai
(1990) altal kozolt protokoll szerint, majd a plazmidkivonatbol 30 ng-ot hasznaltunk ezek
agar tartalmu LB taptalajon szelektaltuk 50 pg/ml kanamicinnel egy éjszaka alatt, 37°C-on. A
keletkez6 telepeken kolonia PCR-t végeztink a GoTaq Green Master Mix (Promega)
felhasznalasaval, az URA3 CBO07 és 2 CBS primerekkel, melyek hasznalata esetén a pozitiv
PCR (sikeres amplifikacio) a pCB301 plazmid véazanak jelenlétét mutatja. Ett6l eltekintve a
PCR 0sszetételében a gyartd utasitasait kovettikk (12,5 ul GoTaq Green Master Mix, 1,25-
1,25 pl 2p CB8 ¢és URA3_CBO07 primer, 10 pl molekularis bioldgiai tisztasagl viz,
végtérfogat Osszesen 25 pl). A reakciokhoz egy step down PCR protokollt kovettiink. Ez a
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kovetkezd volt: 95°C 3 perc, majd 95°C 30 mp, 67°C 30 mp és 72°C 4 perc, ezt kovetden 3
ciklusban 95°C 30 mp, 65°C 30 mp és 72°C 4 perc, majd 3 ciklusban 95°C 30 mp, 63°C 30
mp és 72°C 4 perc. A step down szakaszt 35 ciklusig tarté 95°C 30 mp, 62,7°C 30 mp és
72°C 4 perc program kovette. A reakciot 10 perces 72°C-on tartd inkubacid zarta. A pozitiv
koloniak koziil egy véletlenszeriien valasztottat 10 ml LB taplevesben egy éjszakan alatt
37°C-on, alland6 180 rpm keverés mellett felszaporitottunk. Ezt kdvetden GeneJET Plasmid
Miniprep Kit felhasznaldsaval plazmidkivonatot allitottunk el6. A keletkez0 plazmid a

PCBRS elnevezést kapta (1. abra / a).

RB

2y ori

pCBRS.NR

| 9240 bp

1. dbra. (a) A pCBRS shuttle vektor szerkezete. A plazmid mérete 5942 bp. (b) Az Ampelomyces
RS1-a nitrat-reduktdz (EukNR) gén célzott kilitéséhez tervezett pCBRS.NR plazmid szerkezete.
A plazmid mérete 9240 bp. A mércék 500 nukleotidnak megfelel§ méretet jeleznek. Az dbran
szerepld roviditések:

RB és LB: a T-DNS jobb és bal hatarold szakaszai

MCS: multi-klonozd hely (multiple cloning site)

2uU ori: a plazmidok éleszt6ben vald replikacidojahoz szikséges replikacios origd

URA3: orotidin 5'-foszfat-dekarboxilaz szelekcidés markergén

oriV: a plazmid baktériumokban vald replikaciéjahoz sziikséges replikacids origd

nptlll: a neomicin-foszfotranszferaz génje, szelekciés markergén

TrfA: a plazmid baktériumokban vald replikaciojat indité fehérje génje

hph: higromicin-foszfotranszferaz szelekcids markergén

NR 5" és NR 3’: az EukNR génnel szomszédos szakaszokkal homoldg régiok.
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A nitrdt-reduktaz gén kiiitésére alkalmas vektor eldallitasa

Az RS1-a torzs teljes EUKNR génjének és annak szomszédos régidinak azonositdsa

Annak teszteléséhez, hogy az Ampelomyces-torzsekben 1is lehetséges-e a homolog
rekombinacion alapuld célzott génkitités megvaldsitasa, az EUKNR gént valasztottuk kilitend6
célgénként. Ehhez a sajat RSl1-a torzsiink egy egylittmikddés sordn megszekvenalt
genomjabdl (Szovényi Péter és mtsai; nem publikalt adatok) szarmazd szekvenciabol
indultunk ki.

A genomszekvenalashoz 2 hetes, malatds Czapek-Dox taptalajon novesztett
Ampelomyces-telepekbdl vontunk ki DNS-t CTAB protokollal (Cubero és mtsai 1999). A
szekvenalas Illumina MiSeq platformon késziilt, kb. 12 milli6 tiszta, 250 bp hosszsagu, két
iranybdl leolvasott szekvenciat (paired end read) eredményezett, amely kb. 48-szoros
lefedettséget (cover) jelent. A genom szekvenalasat, illesztését és a nitrat-reduktazt kodolo
szakasz azonositasat Dr. Szovényi Péter (University of Ziirich, Institute of Systematic
Botany) végezte a kovetkezokben ismertetettek szerint. Az RS1-a Ampelomyces-torzs teljes
nitrat-reduktaz génjét egy kozel rokon (Crous és mtsai 2015) gombafaj, a Parastagonospora
nodorum genomjaban (Hane és mtsai 2007) talalhatdo homoldog, a NIAL gén felhasznalasaval
nyertiik ki a genomi adatokbol. A NIALl gén termékének, a NIA1 fehérjének aminosav-
szekvenciajaval tBLASTn keresést futtattunk a szekvenciaadatainkon. A legmagasabb
pontszamot (731 bits, expect = 0,0) kapott talalat (a scaffold_106 38091 és 40311 nukleotidjai
kozotti régid) egy, a kereséshez hasznalt proteinnel 81% hasonlosagot mutatd fehérjét kodolt
(348 aminosav egyezés a 425-bdl). A kinyert fehérje szekvenciajaval ellendrzésként reciprok
keresést futtattunk, amely eredményiil a Pa. nodorum nitrat-reduktaz fehérjét adta. Ennek
alapjan a genombol kinyert szakaszt az RS1-a torzs nitrat-reduktazt kodold génjeként
azonositottuk. A gént6l 5' illetve 3' iranyokban talalhato 3 kb hosszlisagu hatarolo szakaszokat
a gén szekvenciajaval egyiitt kimentettiik az adatbazisbol.

A kimentett genomi régiot (beleértve a génnel szomszédos régiokat) a SnapGene
Viewer 3.3.1 (GSL Biotech) szoftver segitségével manualisan annotaltuk a Pa. nodorum és a
Pyrenophora teres f. teres homolog génjeinek (NIAL és PTT_08192; Ellwood és mtsai, 2010)
¢s a szomszédos szakaszok szekvencidinak felhasznalasaval, a MEGA7 (Kumar és mtsai

2016) ClustalW algoritmussal, alapbeallitasokkal valo illesztés alapjan.
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Az célzott génkiiitésre hasznalhato vektor osszedllitasa

A célzott génkilitéshez hasznalandé plazmid eléallitdsdhoz a pCBRS vektort hasznaltuk
vazként. Az egész plazmidot PCR-rel felszaporitottuk a BS03 és BS04 primerekkel
(4. tablazat), Phusion High-Fidelity DNS-polimeraz felhasznalasaval, a gyartd altal ajanlott
reakcio-Osszetételt kovetve (1d. fentebb), a kovetkezd programmal: 98°C 2 perc, majd 35
cikluson keresztiil 98°C 10 mp, 57,5°C 20 mp, 72°C 3 perc, a reakcid lezarasaként 72°C 5
perc. A reakcid templatjaként a pCBRS plazmid vizzel tizszeresre higitott kivonatat
hasznaltuk. Ennek a reakcionak az eredménye a pCBRS egy, a T-DNS hatarszakaszok kozott
felnyitott valtozata, ezt a vazat mas fragmentekkel egyiitt hasznaltuk fel a génkilités
megvalositdsdhoz sziikséges plazmid eléallitasara.

Az EUKNR gént 5° (upstream) és 3’ (downstream) iranyban hatarolo, kb. 900 bp
hosszlisagu, feltételezhetéen fehérjét nem kodold szakaszok felszaporitasahoz a Primer-
BLAST (Ye és mtsai 2012) program alapbedllitdsaival terveztiink primereket. A tervezett
primerek 5' végére 30-35 bp hossziisagu, az egymashoz klonozni kivant szakaszok végeivel
egyez0 szekvenciaju (atfed6) szakaszokat adtunk (4.tablazat), amelyek az élesztd
rekombinacios klonozashoz sziikségesek (Oldenburg és mtsai 1997). A szakaszok PCR
felszaporitasat a Phusion High-Fidelity DNS polimeraz felhasznalasaval, az ismertetett PCR
protokollban a ciklusonkénti elongacids szakasz hosszat 30 mp-re csokkentve és a fent
részletezett reakcid-Osszetétellel végeztikk, az RS1-a vad tipust térzs DNS-ét hasznalva
templatként.

A hph gént kodolo szakaszt a pPCSN44 (Staben és mtsai 1989) plazmidbdl szaporitottuk
fel a trpCP02 és a CT74TO01 primerekkel (4. tablazat), a fent ismertetett moédon. A négy
reakcioban keletkezett PCR termékeket (a pCBRS vektorrol késziilt PCR terméket; az EUKNR
gént 5' illetve 3' iranybol hatarol6 szakaszokat és a hph-fragmentet) az E.Z.N.A. Cycle Pure
spektrofotométerrel hataroztuk meg.

A tisztitott termékeket ~1:1:1:1 molaranyban Gsszekevertiik, majd a keverék 7 pl-ét
hasznaltuk a FY834 ¢lesztd-torzs (Winston és mtsai 1995) transzformdldsira publikalt
protokoll (Gietz & Schiestl 2007) alapjan. A transzformansok szelekciojat 1,5% agart
tartalmaz6 SD-CAA+W taptalajon végeztiik. Ez a taptalaj megegyezik az SD-CAA (Wittrup
& Benig 1994) taptalajjal (5 g/l kazaminosav, Roth; 20 g/l dextr6z; 6,7 g/l aminosavmentes
Yeast Nitrogen Base; 10,19 g/l Na,HPO, x 7 H,0, 8,6 g/l NaH,PO,4 x H,O, Sigma-Aldrich),
de az eredeti Osszetevokon kiviil a taptalajhoz 100 uM L-triptofant is hozzaadtunk. Ennek
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kovetkeztében az SD-CAA+W téptalaj a transzformacid szempontjabol funkcionalisan azonos
a fenti uracilmentes (a pCBRS eléallitasahoz hasznalt éleszté-transzformacional alkalmazott)
taptalajjal.

A kinové telepek koziil 16 véletlenszertien kivalasztottban kolonia PCR-rel
ellendriztiink a hph gén jelenlététét a trpCP02 és CT74TO1 primerekkel, a feltételezhetden
rekombinacion atesett (egymashoz fuzionalt) szakaszok jelenlétét pedig az NR-5'-F és
CT74TO0L1 ill. a trpCPO1 és NR-3'-R primerekkel (4. tablazat). Az utdbbi két primerparban az
egyik primer a hph génre, a masik primer pedig az 5', illetve a 3' szomszédos szakaszra
kotédik. Az alkalmazott PCR protokoll a kdvetkezé volt: 98°C 2 perc 30 mp, majd 35
cikluson at 94°C 20 mp, 50°C 20 mp és 72°C 1 perc; a reakcioét 2 perc 72°C-on vald
inkubacié zarta. A mindharom PCR-ben megfeleld méretli fragmentet ado klont
felszaporitottuk, majd a GenElute Plasmid Miniprep Kittel plazmidot tisztitottunk az
elézéekben ismertetettek szerint. A kivonatokkal valdé E. coli transzformalas és szelekcio,
majd egy kivalasztott klonbol valdé plazmidkivonat készitésének modszere megegyezett a
pCBRS plazmid eldallitdsdhoz fentebb leirtakkal. A keletkezd, a célzott génkiiitéshez
eléallitott plazmid a pPCBRS.NR (1. abra / b).

Az elgallitott plazmidkivonatbol a pCBRS.NR teljes, a T-DNS hatarszakaszok kozotti
felhasznalaséaval (1d. fentebb; a PCR programban 53°C anelldciot és 7 perces lanchosszabitast
hasznaltunk). A keletkezett PCR termékeket a kordbbiakban leirtaknak megegyez6 modon a
BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kittel (Applied Biosystems) szekvenaltuk a
NR-5'-F, NR-5"-R, trpCP02, CT74T01, NR-3'-F, NR-3'-R, ezeken kiviil pedig a Z-hphF-rc és
Z-hphR-rc primerekkel. Ez utobbiak a Zeilinger (2004) altal hasznalt hph primerek reverse
komplementalt valtozatai. A szekvendlasi reakcio termékeinek kapillaris elektroforézisét a
Szegedi Biologiai Kutatokozpont szolgaltatd laboratériumaban végezték.

A plazmidok eldallitdsanak folyamatdban €s a kolonia PCR-ek soran hasznalt 6sszes

primer szekvencidja megtalalhat6 a 4. tablazatban.
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Az EUkNR kiiitésére alkalmas plazmid Agrobacterium-ba transzformdlasa és

Ampelomyces transzformdlis ATMT-val

A keletkezett pPCBRS.NR plazmidot a Rhizobium radiobacter (A. tumefaciens) AGL1 (Lazo
¢és mtsai 1991) torzsébe transzformaltuk egy elektroporacidt alkalmazd protokoll szerint
(Kaman-Toth és mtsai 2018), ~100 ng plazmid-DNS felhasznalasaval. A transzformans
baktériumok szelekciojdhoz a szuszpenziot 0,1% gliikézt és 50 pg/ml kanamicint tartalmazé
taptalajra szélesztettiik és a lemezeket két napig 27°C-on inkubaltuk. A plazmid pozitiv
klonokban valo jelenlétének kimutatasahoz steril fogpiszkalo segitségével a koloniak egy-egy
kis darabjat 25 pl PCR tisztasagl vizbe juttattuk, 95°C-on inkubaltuk 10 percig, majd 3 percig
centrifugaltuk 12 000 g-vel. A feliiliszo 1 pl-ét hasznaltuk templatként a PCR-ek soran. A
reakciokhoz a NR-5’-F és CT74TOL ill. trpCP02 és NR-3’-R primerparokat (4. tablazat) és a
DreamTaq Green Mastermixet hasznaltuk a fentiekben leirtak szerint. Az els6 olyan klont
valasztottuk ki a kés6bbi gombatranszformalashoz, amely mindkét PCR-ben pozitivnak
mutatkozott.

Az Ampelomyces RS1-a torzsének transzformalasat és a transzformansok szelekcidjat a
pCBCT plazmiddal valo transzformalasnal leirt protokollokat kovetve végeztik. A
transzformansok fenntartasa, a térzsek DNS-izoldlashoz vald tenyésztése és a DNS-izolalas
szintén a pCBCT plazmiddal valé transzformalasnal ismertetett modon tortént. A szelekciot
kovetéen 20 fliggetlen transzformdns torzset oltottunk szét, melyeket NRKO A-t6l
NRKO T-ig jeloltiink.

A célzott génkiiités igazolisa és a transzformdansok molekularis modszerekkel valo

jellemzése

Transzformansok PCR-alapu genotipizalasa

Az Ampelomyces transzformaciot és szelekciot kovetden a potencialis knock-out torzsek
igazolasa harom kiilonb6z6 primerparral valo PCR-ekkel tortént, DreamTaq DNS-polimeraz
felhasznalasaval. Egy forward illetve egy reverse primert terveztiink a célgéntdl 5' iranyban
(upstream) talalhato gén (a Pa. nodorum SNOGO06021 génjének homologja) kodolod
szakaszanak 3' végére, illetve a 3' (downstream) szomszédos gén (a Pa. nodorum
SNOG06023 homologja, a nitrit-reduktazt kodoldo gén) kodold szakaszanak 5' végére, a
SnapGene Viewer 3.3.1 szoftver felhasznalasaval. E két primert a T-DNS-en kot két masik
primerrel (Z-hphF-rc illetve Z-hphR-rc) hasznaltuk parban (4. tablazat; 12.abra/c). A
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reakcioban a pPCBRS.NR plazmid tiszta kivonatat hasznéltuk pozitiv, és az RS1-a vad tipust
torzs DNS-ét nem templat kontrollként. A harmadik reakcio soran a 06021-01F és 06023-01R
primereket hasznaltuk parban. E reakciokban az RS1-a vad tipust térzs DNS-ét hasznaltuk
pozitiv kontrollként. Mindegyik PCR-ben molekularis bioldgiai tisztasagli vizet hasznaltuk
negativ kontrollokként. A PCR protokoll a fentiekkel nagyrészt azonos volt, de az anellacios
hémérsékletet a masodik reakcio esetén 55°C-ra emeltiik. Az extenzids szakasz hossza az els6
két reakcidban 1 perc 30 masodperc, a harmadik PCR-ben 5 perc volt. Az amplikonokat az
LGC Genomics GmbH céghez kiildtiik szekvenalasra. A szekvenalas azokkal a primerekkel
tortént, amelyet az egyes PCR-ek soran is alkalmaztunk. A szekvencidk elemzése és a
megfeleld referenciaszakaszokkal valo Osszevetése a fentiekben leirtak szerint tortént. Azokat
a transzformansokat tekintettiik célzott génkiiitésen sikeresen atesett transzformdnsoknak,

amelyek genomi DNS-éb6l mindharom PCR-ben sikeriilt a megfelel6 terméket felszaporitani.

A transzformansok transzgén-kdpiaszamanak meghatdrozasa

Ha az adott torzsekben sikeresen meg is valosult a célzott génkiiités, akkor sem lehet kizarni,
hogy nem célzott, tovabbi T-DNS inzertek is beépiiltek a célorganizmus genomjaba (Solomon
¢és mtsai 2008). Hogy biztosak lehessiink benne, hogy a KO transzformansokban csak egy
kopiaban talalhaté meg a T-DNS, kopiaszam-meghatarozast végeztiink qPCR modszerrel. A
hph gént egy kopiaban tartalmazé (1d. Eredmények) RS1-a F13 és RS1-a A2 torzsek genomi
DNS-ét hasznaltuk kalibrator mintaként; az ACT1 gént valasztottuk egy kopids belsd kontroll
génként. A qPCR-ben hasznalt gQACT-F1 és qACT-R1 primereket (2. tablazat) a SnapGene
Viewer szoftver felhasznalasaval terveztik a vad tipusi RS1-a torzs aktin (ACT1)
szekvenciaja alapjan (JN621896; Pintye és mtsai 2012). A gACT-F1és gACT-R1 primereket
az RS1-a torzs genomi DNS-ébdl elkészitett higitasi soron teszteltiik (tomény DNS-kivonat,
és 10x, 10%, 10°x 10*x higitott DNS), hogy ellenérizziik a qPCR log-linearis koncentracio-
tartomanyat és a hatékonysagat. A qPCR protokoll és a reakcio-0sszetétel azonos volt a GFP-
transzformansok kopiaszdméanak meghatarozdsahoz hasznalt reakciokéval. A primerpar
hatékonysaga ~95% volt és a tesztelt higitott DNS-ek mindegyike a log-linearis szakaszba
esett (az illesztett egyenes korrelacios egyiitthatoja R* = 0,999). A transzformansokba épiilt
transzgének kopiaszamainak mérését és a szamitasokat a GFP-transzformansoknal ismertetett

modon végeztiik.
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4. téblazat. A pCBRS és a pCBRS.NR plazmidok el&allitdsahoz és a pCBRS.NR plazmiddal transzformalt Ampelomyces-torzsek genotipizaldsahoz
hasznalt primerek listaja. A szekvencidkban az alahuzas az éleszt6 rekombinacios klénozashoz a primerek 5’ végéhez hozzaadott szakaszokat
jeloli, amelyek egy masik (a leendd plazmidban szomszédos) fragment végével atfed6 szakaszokat visznek be a PCR termékbe. A csillaggal jelolt
primereket két kilonb6z6 kombindcidéban alkalmaztuk (Id. a sz6vegben).

primer iranyultsag szekvencia (5' — 3) felszaporitott ter’mek
jelolése szakasz mérete
URA3_CB07  forward TATTTGAGAAGATGCGGCCAGCAAAACTAACGCTCACCGGGCTGGTTG ]
pCB301 vektor vaz ~3,6 kb
2u_CB8 reverse GTTCTACAAAATGAAGCACAGATGCTTCGTTTCTAGTGGACTGATGGGCTGCCTGTAT
CB8_2u forward ACCACTCGATACAGGCAGCCCATCAGTCCACTAGAAACGAAGCATCTGTGCTTCA RS426 20 o Lakb
origo ~1,
P1_rev reverse AATAAAAAAAAAATGATGAATTGAATTGAAGATCCAATATCAAAGGAAAT P Hong
P2_fwd forward CAATGCTATCATTTCCTTTGATATTGGATCTTCAATTCAATTCATCATTT
pRS426 URA3 ~1,1 kb
CB07_URA3  reverse GGCGAGGGCAACCAGCCCGGTGAGCGTTAGTTTTGCTGGCCGCATC
BS03 forward CGGGGGATCCACTAGTTCTAGAGC
pCBRS ~5,9 kb
BS04 reverse ATATCAAGCTTATCGATACCGTCGACCTC
NR-5'-F forward GGCCGCTCTAGAACTAGTGGATCCCCCGGGACATCTGGGTGTCATCCGAC EUukNR 5' szomszédos Lkb
NR-5'-R reverse CAAAAAATGCTCCTTCAATATCATCTTCTGTCTGCTATCGAGGACGGGTAGT régio
trpCP02 forward GACAGAAGATGATATTGAAGGAGCAT - Lakb
CT74T01 reverse GTTGGAGATTTCAGTAACGTTAAGTGGAT P ’
NR-3'-F forward CGGCCGATCCACTTAACGTTACTGAAATCTCCAACGGCACATGCTAGGAGATCAT  EUKNR 3' szomszédos kb
NR-3-R reverse CGAGGTCGACGGTATCGATAAGCTTGATATTACGGAAGCAATGCTCAGAT régio
*06021-01F  forward AAGAGAAGTTGCTTGGGTGA EUkNR 5' Lakb
Z-hphF-rc reverse CAGAAACTTCTCGACAGACGTCG rekombinalodott régié ’
Z-hphR-rc forward GATCCCCATGTGTATCACTGGC EukNR 3' 1.7 kb
*06023-01R  reverse ATCGGTACAGGTTCCGCCAT rekombinalédott regio ’
*06021-01F  forward AAGAGAAGTTGCTTGGGTGA EukNR vagy a helyére ~5,1 kb vagy
*06023-01R  reverse ATCGGTACAGGTTCCGCCAT beeépdlt hph ~3,5 kb
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EQy nitrdat-reduktaz-hidanyos transzformdns mikoparazita képességének vizsgalata

Az NRKO B transzformanssal a GFP transzformansoknal ismertetett mdodon végeztiink
mikoparazita teszteket uborkalisztharmattal €s arpalisztharmattal. A mintavétel szintén a
fentebb ismertetettek szerint tortént. A kisérleteket kétszer végeztik el. Az
uborkalisztharmattal végzett mikoparazita tesztet kovetden a mikoparazitizmus mértékét a
fent ismertetett modon, piknidiumszamolassal hatdroztuk meg. A vad tipus és az NRKO B
transzformans esetén kapott adatsort t-teszttel hasonlitottuk ssze p<0,05 szignifikancia-szint
mellett. Az NRKO B torzset a kisérlet végén visszaizolaltuk és hB tartalmu taptalajon

novesztettiik a fent leirtaknak megfeleléen.

Az EUKNR KO genotipus fenotipikus azonositdsa tdaptalajos teszthen

A transzformansok jellemzésére fenotipusos tesztet végeztiink 6t KO (NRKO A, B, E, F és G)
és két nem KO transzformans (NRKO C ¢és D) valamint a vad tipusu RSI-a torzs
bevonasaval. Ehhez MCzA taptalajon aktivan novd, harom hetes telepeket kiilonbozo
taptalajokra oltottuk tovabb, melyek a kovetkezOk voltak: (i) minimal taptalaj (MM), a
kovetkez6, Kaminskyj (2001) receptjén alapuld Gsszetétel szerint: 10 g/l gliikoz, 0,52 g/l KCI,
0,52 g/l MgSO,4 x 7 H,0, 1,52 g/l KH,PO4, 2 mg/l Na;B4O7 x 10 H,0, 20 mg/l CuSO4 x 5
H.0, 35,7 mg/l FePOy4, 36,4 mg/l MnSO4 x H,0, 40 mg/l Na,MoQ,, 0,4 mg/l ZnSO,4 x 7 H,0,
20 g/l agar; ezen kiviil kétféle nitrogéntartalmu adalékot tartalmazo minimal taptalaj: (ii) MM,
benne 10 mM natrium-nitrat ill. (iii) 10 mM alanin tartalma MM. Két hét elteltével a
telepekbdl 5 mm atmérdji telepkorongokat vagtunk ki €s azonos, friss taptalajra helyeztiik. A
kisérletben 9 cm atmérdjii Petri-csészéket hasznaltunk és Petri-csészénként az adott vad
tipust torzs ill. transzformans harom telepdarabjat helyeztiink el, egymastol kb. azonos
tavolsagra. Mindegyik kombinaciobol két Petri-csészét készitettink. A gombak

crer

tesztet kétszer végeztiik el.

46



AZ AMPELOMYCES-DNS JELENLETENEK KIMUTATASARA ALKALMAS QPCR

MODSZER DIAGNOSZTIKAI HATARERTEKENEK MEGHATAROZASA

Egy, a levéldarabok mintavételi teriiletérél szarmazo, 2013-ban izolalt térzs ITS szakaszat
Phusion High-Fidelity DNS polimeraz felhasznalasaval amplifikaltuk az ITS1F (Gardes &
Bruns 1993) ¢és az ITS4 (White és mtsai 1990) primerekkel. A reakcidé sordn a kovetkezo
programot alkalmaztuk: kezdeti denaturacio 98°C-on 2 percig, majd 35 ciklusban 98°C 10
mp, 55°C 20 mp és 72°C-on torténd lanchosszabbitas 21 mp-ig; a reakcid végén 5 percig
72°C. A PCR terméket 1%-o0s agardz gélen futtattuk, majd az Agarose Gel DNA Extraction
Kit (Roche) felhasznalasaval gélbol tisztitottuk, ezt kovetéen 3’ termindlis adenozin
hozzaadasat (tailing) végeztilk LC Taq polimerazzal (Thermo Fisher Scientific). A terméket
PCRII-TOPO vektorba klénoztuk a TOPO TA Cloning Kittel (Life Technologies), a kolonidk
koziil a korabban ismertetett modon szelektaltunk és plazmidkivonatot allitottunk eld. Az
inzertet az M13 forward primerrel szekvenaltattuk az el6z6ekben leirtak szerint. A fentiekben
részletezett modszert kovetve 10° plazmid/ul koncentracioji torzsoldatot, majd ebb8l 107-t81
10?> Ampelomyces-ITS plazmid/ul tartalma tizszeres higitasi sort készitettink molekuléris
bioldgiai tisztasdgu vizzel.

Az egyiittmiikddo finnorszagi kutatéesoport altal elkiildott, laboratériumunkba szallitott
landzsas utifti (Pl. lanceolata) novényeket 16 oras megvilagitas mellett, 22°C-os izolalt
fiilkében tartottuk. Ezek P. plantaginis lisztharmatgombaval fertézott leveleibdl, illetve
kontrollként izolalt fiilkében, lisztharmat- és Ampelomyces-mentes kornyezetben nevelt
landzsas utifii novények levelébdl és gyokerébdl izolaltunk DNS-t az E.Z.N.A. Plant DNA
Kittel (Omega Bio-Tek), a gyartoi protokollt kdvetve. A ndvényi €s a lisztharmat DNS-t is
tartalmazo DNS-kivonattal higitva egy maésodik, 10’-t61 10> Ampelomyces-ITS plazmid/ul
tartalmt tizszeres plazmid higitasi sort készitettiink. A higitashoz hasznalt novényi és
lisztharmat DNS-t is tartalmazo kivonat koncentracidja 8,8 ng/ul volt, amelyet Nanodrop
2000c spektrofotométerrel hataroztuk meg.

Mindkét higitasi sor mintaival és a kontroll mintakkal qPCR méréseket végeztiink Bio-
Rad CFX96 Touch C1000 gPCR gépben a kovetkezd Osszetétellel: Gsszesen 10 pl
végtérfogat, ebbdl 5 ul iTaq Universal SYBR Green Supermix (Bio-Rad), 0,5 pl 5 uM-o0s
primerek (AQ-F264, GATGAAGAACGCAGCGAAAT; €s AQ-R462,
GCTGCCAATTGCTTTGAGAT) és 1 pl target DNS. Az alkalmazott qPCR program a
kovetkezd volt: 10 percig tarté denaturacié 95°C-on, majd 40 ciklusig 30 sec 95°C, 30 sec
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60°C és 30 sec 72°C, reakcio végén 5 percig 72°C. A primerek tervezését, a reakcio-
Osszetétel és qPCR program megallapitasat a finnorszagi kutatocsoport végezte, €s a munka
soran begyljtott terepi mintakon is ezt alkalmaztak (Tollenacre és mtsai 2014). Minden
mintat harom technikai ismétlésben mértiink, az ismétlésekben kapott értékeket a tovabbi
szamitasi 1épések elott atlagoltuk. A reakcidkban DNS-mentes és plazmidot nem tartalmazo
mintdk szolgaltak negativ, illetve nem templat kontrollként. A méréseket kétszer végeztiik el,

fliggetleniil készitett higitasi sorok felhasznalaséaval.
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EREDMENYEK

AZ AMPELOMYCES-TORZSEK FILOGENETIKAI VISZONYAI NEGY LOKUSZ

SZEKVENCIAI ALAPJAN

Munkank soran 6t Gj Ampelomyces-torzset izolaltunk (F1. tablazat). E torzsek szekvenciait is
beleszamitva Osszesen 206 0j szekvenciat hataroztunk meg: 120 Ampelomyces-torzsbol az
EUKNR, 68 torzsbdl az RPBI, illetve 12 torzsbél az ACT1 gén egy-egy szakaszanak
szekvenciajat, valamint hat térzs ITS szekvencidjat. Az Gjonnan kapott adatokat korabban
meghatarozott szekvencidkkal egészitettiik ki, amellyel egy olyan adatbazist épitettiink fel,
amely tartalmazza Osszesen 120 Ampelomyces-torzs ITS, ACT1, RPB1 és EUkNR
szekvenciait. Ezek felhasznalasaval négy lokuszos filogenetikai elemzéseket futtattunk.

A molekularis filogenetikai elemzések soran az elemzésbe vont torzsek dsszesen tiz, jol
elkiiloniild, magas tamogatottsagi értékekkel rendelkez6 kladba rendezédtek (2. abra). Ezeket
sorrendben A-J betiikkel jeloltiikk. A ML mddszeren €s a Bayes statisztikan alapuld elemzések
azonos eredményt mutattak és a kapott tamogatottsagi értékek is hasonldak voltak az A klad
kivételével, amely a Bayes statisztikdn alapuld elemzésben alacsony tamogatast kapott
(poszterior valoszinliség = 0,66). A legtobb torzset tartalmazo A kladba 56 torzs keriilt, mely
torzsek Osszesen Ot kiilonboz6 lisztharmat nemzetség (Erysiphe, Arthrocladiella,
Golovinomyces, Podosphaera és Blumeria) fajaibol szarmaznak. A klad torzsei Osszesen
nyolc orszagbol és harom kontinensrdl szarmaztak. A legnagyobb klad testvércsoportjaként
egy Ot torzs altal alkotott kisebb kladot (B klad) kaptunk. Mind az 6t torzset Golovinomyces
cichoracearum gazdagombabdl izolaltak, két kiilonb6z6 kontinensrdl. A C kladot egy helyrdl,
egy 1dében izoldlt harom torzs alkotja, mindegyikikk Neoérysiphe galeopsidis
lisztharmatfajbdl szarmazik. A C klad az A ¢s B kladok testvércsoportja. A D kladot 13 torzs
alkotja, amelyek koziil 10 torzset P. leucotricha lisztharmatgomba-fajbol izolaltak. Az E és F
kladot nyolc, illetve harom torzs alkotja, melyek koziil egy kivételével mindegyik torzs a
Podosphaera nemzetségbe tartozo lisztharmatbol szarmazik. Ezek a kladok egymas
testvércsoportjai; ezt a tamogatottsagi értékek is megerdsitik. A G, H és I klad egyiittesen egy
masik, onalld leszarmazasi vonalat képvisel magas tamogatottsaggal; a kladok nyolc, illetve
harom-harom torzsbdl allnak. A G kladban egy kivételével az Osszes torzs az A. mougeotii
fajbol szarmazik. A H klad harom torzsét két kiilonbozo lisztharmatgomba-nemzetség harom
kiilonb6z6 fajabol izolaltak. Az I-vel jelolt klad harom torzse azonos gazdagombabol (B.

graminis), azonos teriiletr6l szarmazik. A J klad, melyet 18 torzs alkot, a masodik legtobb
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torzset tartalmazo klad. Az ide tartoz6 Ampelomyces-térzsek mindegyike sz616lisztharmatbol

(E. necator gazdagombabol) szarmazik. Az A. mougeotii-, a B. graminis- és az E. necator-

fajokbdl szarmazdé Ampelomyces-torzsek azonban nem kizardlag az emlitett G, I, illetve J

kladokban taldlhatok meg, hanem egyéb kladokba is kertiltek ugyanezen gazdafajokbol

szarmazd mas Ampelomyces-torzsek.

2. dbra (folytatédik a kovetkez6 oldalon).

BgrB ex B. graminis/Poaceae - Csehorszag
Vitis26 ex E. necator/Vitis - Olaszorszag
Vitis21 ex E. necator/Vitis - Olaszorszag
KACC 44851 ex B. graminis/Piptatherum - Csehorszag
BgrA ex B. graminis/Poaceae - Csehorszag

BgrC ex B. graminis/Poaceae - Csehorszag

BgrE ex B. graminis/Poaceae - Csehorszag

BgrD ex B. graminis/Poaceae - Csehorszag

BgrG ex B. graminis/Poaceae - Csehorszag

BgrH ex B. graminis/Poaceae - Csehorszag

LS1a ex E. australiana/Lagerstroemia - Franciaorszag
Vitis23 ex E. necator/Vitis - Olaszorszag

BgrF ex B. graminis/Poaceae - Csehorszag
| Vitis72 ex E. necator/Vitis - Olaszorszag

A97 ex A. mougeotii/Lycium - Magyarorszag

G2 ex E. polygoni/Polygonum - Magyarorszag
CBS 132221 ex E. necator/Vitis - Magyarorszag
CBS 132222 ex E. necator/Vitis - Magyarorszag
Vitis9 ex E. necator/Vitis - Olaszorszag
[Viti 549 ex E. necator/Vitis - Olaszorszag

MAGB8 ex E. berberidis/Mahonia - Magyarorszag
TP1 ex E. trifoliifTrifolium - Franciaorszag

Vitis1 ex E. necator/Vitis - Olaszorszag

CBS 132347 ex E. necator/Vitis - Olaszorszag

MAGbD ex E. berberidis/Mahonia - Magyarorszag
Vitis68 ex E. necator/Vitis - Olaszorszag

Vitis 114 ex E. necator/Vitis - Magyarorszag

Vitis34 ex E. necator/Vitis - Olaszorszag

Vitis81 ex E. necator/Vitis - Magyarorszag
[|CBS 132225 ex E. necator/Vitis - Magyarorszag
DSM2222 ex Golovinomyces sp./Cucumis - Németorszag
Vitis46 ex E. necator/Vitis - Olaszorszag

Bgrl ex B. graminis/Poaceae - Csehorszag
A11a ex A. mougeotiilLycium - Magyarorszag

ATCC 201056 ex A. mougeotii/Lycium - Magyarorszag
A10a ex A. mougeotiilLycium - Magyarorszag

Vitis79 ex E. necator/Vitis - Olaszorszag

Trb ex E. trifoliifTrifolium - Magyarorszag

Vitis56 ex E. necator/Vitis - Olaszorszag
Vitis60 ex E. necator/Vitis - Olaszorszag

751 0,66| |Vitis35 ex E. necator/Vitis - Olaszorszag

97/ 1|

J

Vitis25 ex E. necator/Vitis - Olaszorszag

CBS 132224 ex E. necator/Vitis - Magyarorszag
AB2b ex A mougeotii/Lycium - Magyarorszag
Vitis98 ex E. necator/Vitis - Magyarorszag

KACC 44850 ex B. graminis/Agropyron - Csehorszag
\itis12 ex E. necator/Vitis - Olaszorszag

LV2b ex Erysiphe sp./Ligustrum - Magyarorszag
RS1a ex P. pannosa/Rosa - Magyarorszag

ALA1a ex G. cichoracearum/Lactuca - Franciaorszag
Vitis42 ex E. necator/Vitis - Olaszorszag

F CBS133.32 ex E. alni/Lonicera - USA

HMLAC226 ex E. polygoni/Polygonum - Kina

TViti s51 ex E. necator/Vitis - Olaszorszag

Vitis55 ex E. necator/Vitis - Olaszorszag

AQ10 ex Oidium sp./Catha - |zrael

RUZ2a ex G. cichoracearum/Rudbeckia - Magyarorszag

RU4b ex G. cichoracearum/Rudbeckia - Magyarorszag
CBS131.31 ex G. cichoracearum/Helianthus - USA

RUS5a ex G. cichoracearum/Rudbeckia - Magyarorszag

RU1b ex G. cichoracearum/Rudbeckia - Magyarorszag

00/1

LP1c ex M. galeopsidis/Lamium - Magyarorszag
LP1a ex N. galeopsidis/Lamium - Magyarorszag

bd /1 LP1b ex N. galeopsidis/Lamium - Magyarorszag

klad A

klad B

klad C
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B102 ex P. leucotricha/Malus - Egyeslilt Kiralysag
GW ex G. cynoglossi/Echium - Franciaorszag
CBS 132226 ex E. necator/Vitis - Magyarorszag
64/0,9 B78 ex P. leucofricha/Malus - Egyesiilt Kiralysag
] B61 ex P. leucotricha/Malus - Franciaorszag
PC1a ex P. leucotricha/Pymus - Magyarorszag
B91 ex P. leucotricha/Malus - Egyesiilt Kirdlysag klad D
B71 ex P. leucotricha/Malus - Egyesilt Kiralysag

B133 ex P. leucotricha/Malus - Magyarorszag

B100 ex P. leucotricha/Malus - Egyeslilt Kiralysag
100 / 1[|MYA-3396 ex P. leucotricha/Malus - Egyesiilt Kiralysag

B124a ex P. leucotricha/Malus - Magyarorszag
CBS 132227 ex E. necator/Vitis - Magyarorszag
9031Ba ex P. plantaginis/Plantago - Finnorszag
9031Ca ex P. plantaginis/Plantago - Finnorszag
9031Aa ex P. plantaginis/Plantago - Finnorszag
MF13309Ab ex P. plantaginis/Plantago - Finnorszag Klad E
3616Aa ex P. plantaginis/Plantago - Finnorszag
263 ex G. cichoracearum/Artemisia - Kanada
MF13309Ba ex P. plantaginis/Plantago - Finnorszag
2931Aa ex P. plantaginis/Plantago - Finnorszag
CBS131.79 ex P. xanthii/Cucurbita - Kanada
100y 1)cB5129.79 ex P. xanthiiCucurbita - Kanada klad F
CBS130.79 ex P. xanthii/Cucurbita - Kanada
A93b ex A. mougeotii/lLycium - Magyarorszag
A66a ex A. mougeotiilLycium - Magyarorszég
A45a ex A. mougeotiilLycium - Magyarorszég
A38a ex A. mougeotiilLycium - Magyarorszag klad G
CBS 132219 ex E. necator/Vitis - Olaszorszag
AATb ex A. mougeotiilLycium - Magyarorszag
A110b ex A. mougeotii/Lycium - Magyarorszag
A109a ex A. mougeotii/Lycium - Magyarorszag
GYER ex E. arcuata/Carpinus - Magyarorszag
CBS 132220 ex E. necator/Vitis - Olaszorszag klad H
Bgr2014 ex B. graminis/Agropyron - Korea
KACC 44853 ex B. graminis/Diarrhena - Korea
KACC 43587 ex B. graminis/Diarthena - Korea klad |
KACC 43563 ex B. graminis/Diarrhena - Korea

Vitis61 ex E. necator/Vitis - Olaszorszag

Vitis32 ex E. necator/Vitis - Olaszorszag

CBS 132223 ex E. necator/Vitis - Magyarorszag
CBS 132346 ex E. necator/Vitis - Magyarorszag
Vitis38 ex E. necator/Vitis - Olaszorszag
Vitis94 ex E. necator/Vitis - Magyarorszag
Vitis91 ex E. necator/Vitis - Magyarorszag
Vitis45 ex E. necator/Vitis - Olaszorszag
Vitis83 ex E. necator/Vitis - Magyarorszag Kiad J
Vitis50 ex E. necator/Vitis - Olaszorszag
Vitis44 ex E. necator/Vitis - Olaszorszag
Vitis30 ex E. necator/Vitis - Olaszorszag
VitisB6 ex E. necator/Vitis - Olaszorszag
ATCC 200250 ex E. necator/Vitis - USA
‘.ATCC 200248 ex E. necator/Vitis - USA
ATCC 200246 ex E. necator/Vitis - USA
ATCC 200247 ex E. necator/Vitis - USA
ATCC 200245 ex E. necator/Vitis - USA

—— Phoma herbarum JCM 15942
L Phoma glomerata ATCC 38616

=11 98/1
100/ 1

100/1

100/ 1

2. abra. Az elemzésbe vont 120 Ampelomyces-tdrzs maximum likelihood (ML) elemzéssel
készilt filogenetikai faja (legvaldszinlbb fa) négy lokusz alapjan. A tdrzsek neve utan a gazda
lisztharmatgombafaj neve, majd a lisztharmat gazdandvényének nemzetségneve, végil a
gyljtés helye szerepel. Az dgakon az ML és Bayes elemzésben kapott tamogatottsagi
értékeket a kovetkez6képpen tiintettik fel: bootstrap tamogatottsag szazalékban/poszterior
valdszinlségi érték. A 70, illetve 0,9 alatti értékeket és a nagyobb kladokon belili csoportok
tdmogatottsagi értékeit nem tintettlk fel. A kilcsoportot a Phoma herbarum (JCM15942) és
a Phoma glomerata (ATCC38616) alkotja. A mérce 0,05 varhaté valtozast jeldl pozicionként és
aganként. A transzformacids kisérletekben hasznalt RS1-a és GYER torzseket hattérkiemelés

mutatja.
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97/1

9471

60/ 0,69

1/100

1

80/ 097

-1 0,69

721 0,2 \:'\LMa ex G. cichoracearum/Lactuca - Franciaorszag

9/ 1||PC1a ex P. leucotricha/Pyrus - Magyarorszag

DSM2222 ex Golovinomyces sp./Cucumis - Néemetorszag
Vitis9 ex E. necator/Vitis - Olaszorszag
CBS 132225 ex E. necator/Vitis - Magyarorszag
\itis114 ex E. necator/Vitis - Magyarorszag
MAS8 ex E. berberidis/Mahonia - Magyarorszag
Bgrl ex B. graminis/Poaceae - Csehorszag
BgrC ex B. graminis/Poaceae - Csehorszag
BgrH ex B. graminis/Poaceae - Csehorszag
KACC 44851 ex B. graminis/Piptatherum - Csehorszag
LS1a ex E. australiana/Lagerstroemia - Franciaorszag
A97 ex A. mougeotilLycium - Magyarorszag klad A
Trb ex E. trifolii/ Trifolium - Magyarorszag
A11a ex A. mougeotii/lLycium - Magyarorszag

RS1a ex P. pannosa/Rosa - Magyarorszag
CBS133.32 ex E. alni/Lonicera - USA
Vitis51 ex E. necator/Vitis - Olaszorszag
AQ10 ex Oidium sp./Catha - Izrael
F\."ilis35 ex E. necator/Vitis - Olaszorszag

Vitis60 ex E. necator/Vitis - Olaszorszag

KACC 44850 ex B. graminis/Agropyron - Csehorszag
RU4b ex G. cichoracearum/Rudbeckia - Magyarorszag
RUZ2a ex G. cichoracearum/Rudbeckia - Magyarorszag

100/ 1)L cBS131.31 ex G. cichoracearum/Helianthus - USA klad B

RU5a ex G. cichoracearum/Rudbeckia - Magyarorszag
RU1b ex G. cichoracearum/Rudbeckia - Magyarorszag
LP1b ex N. galeopsidis/Lamium - Magyarorszag

10471 LP1c ex N. galeopsidis/lLamium - Magyarorszag klad C

LP1a ex N. galeopsidis/Lamium - Magyarorszag

CBS 132226 ex E. necator/Vitis - Magyarorszag

B91 ex P. leucotricha/Malus - Egyesitilt Kiralysag

B78 ex P. leucotricha/Malus - Egyesiilt Kiralysag

GW ex G. cynoglossi/Echium - Franciaorszag

B71 ex P. leucotricha/Malus - Egyesiilt Kiralysag

MY A-3396 ex P. leucotricha/Malus - Egyesiilt Kiralysag
B61 ex P. leucotricha/Malus - Franciaorszag klad D
B100 ex P. leucotricha/Malus - Egyesiilt Kiralysag
B133 ex P. leucotricha/Malus - Magyarorszag
B102 ex P. leucotricha/Malus - Egyesiilt Kiralysag

B124a ex P. leucotricha/Malus - Magyarorszag
CBS 132227 ex E. necator/Vitis - Magyarorszag
9031Aa ex P. plantaginis/Plantago - Finnorszag
9031Ba ex P. plantaginis/Plantago - Finnorszag
9031Ca ex P. plantaginis/Plantago - Finnorszag
263 ex G. cichoracearum/Artemisia - Kanada Kklad E
MF13309Ab ex P. plantaginis/Plantago - Finnorszag
3616Aa ex P. plantaginis/Plantago - Finnorszag
MF13309Ba ex P. plantaginis/Plantago - Finnorszag
2931Aa ex P. plantaginis/Plantago - Finnorszag
CBS131.79 ex P. xanthii/Cucurbita - Kanada
100{ 1555129.79 ex P. xanthi/Cucurbita - Kanada Klad F
CBS130.79 ex P. xanthii/Cucurbita - Kanada
Ad5a ex A. mougeotii/Lycium - Magyarorszag
AB6a ex A. mougeotii/Lycium - Magyarorszag
A93b ex A. mougeotii/Lycium - Magyarorszag
A38a ex A. mougeotii/lLycium - Magyarorszag Klad G
CBS 132219 ex E. necator/Vitis - Olaszorszag
A47b ex A. mougeotii/Lycium - Magyarorszag
00/ 1| [A109a ex A. mougeoti/Lycium - Magyarorszag
A110b ex A. mougeotii/Lycium - Magyarorszag
100|/ 1 Bgr2014 ex B. graminis/Agropyron - Korea
CBS 132220 ex E. necator/Vitis - Olaszorszag klad H
GYER ex E. arcuata/Carpinus - Magyarorszag
KACC 43587 ex B. graminis/Diarrhena - Korea
KACC 44853 ex B. graminis/Diarrhena - Korea klad I
KACC 43563 ex B. graminis/Diarrhena - Korea
‘P\.’ilism ex E. necator/Vitis - Olaszorszag

97 /1
100/ 1

98/1

Vitis32 ex E. necator/Vitis - Olaszorszag

CBS 132223 ex E. necator/Vitis - Magyarorszag
CBS 132346 ex E. necator/Vitis - Magyarorszag
Vitis38 ex E. necator/Vitis - Olaszorszag
Vitis4 ex E. necator/Vitis - Magyarorszag
Vitis91 ex E. necalor/Vitis - Magyarorszag
Vitisd44 ex E. necator/Vitis - Olaszorszag
Vitis50 ex E. necator/Vitis - Olaszorszag Klad J
VitisB3 ex E. necator/Vitis - Magyarorszag
Vitis45 ex E. necator/Vitis - Olaszorszag
Vitis30 ex E. necator/Vitis - Olaszorszag
Vitis66 ex E. necator/\itis - Olaszorszag
ATCC 200250 ex E. necator/Vitis - USA
ATCC 200248 ex E. necator/Vitis - USA
10071 ATCC 200246 ex E. necator/\itis - USA

ATCC 200247 ex E. necator/Vitis - USA
ATCC 200245 ex E. necator/Vitis - USA

———Phoma herbarum JCM15942

L Phoma glomerata ATCC 38616
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3. dbra (az el6z6 oldalon). Az elemzésbe vont 87 Ampelomyces-térzs maximum likelihood (ML)
elemzéssel készult filogenetikai faja (legvaldszinlbb fa) négy Iékusz alapjan. A térzsek neve
utan a gazda lisztharmatgombafaj neve, majd a lisztharmat gazdandvényének
nemzetségneve, végll a gyljtés helye szerepel. Az agakon az ML és Bayes elemzésben kapott
tamogatottsagi értékeket a kovetkez6képpen tlntettik fel: bootstrap tamogatottsag

//////

kladokon bellli csoportok tamogatottsagi értékeit nem tintettik fel. A kilcsoportot a Phoma
herbarum (JCM15942) és a Phoma glomerata (ATCC38616) alkotja. A mérce 0,05 varhato
valtozast jeldl pozicionként és aganként. A transzformacios kisérletekben haszndlt RS1-a és
GYER torzseket hattérkiemelés mutatja.

Két tovabbi elemzéshez a taxonmintazas kiegyensulyozottabba tétele érdekében az A
klad torzseinek szamat lecsokkentettiik. Ezek a sztlikitett, 87 Ampelomyces-torzset tartalmazo
elemzések ugyanazt a csoportositast eredményezték, mint a 120 torzzsel futtatott elemzések.
A tiz emlitett klad hasonld tamogatottsagi értékekkel szerepel az igy kapott torzsfakon is
(3. abra). Az A klad mind a Bayes statisztikan alapul6, mind az ML elemzésekben is magasan
tamogatott.

Az ATMT-modszer teszteléséhez hasznalt két torzs két kiillonbozd kladba tartozik: az
RS1-a torzs az A, mig a GYER a H kladba csoportosult (2. és 3. abra).

GFP-TRANSZFORMACIO ES A TRANSZFORMANSOK JELLEMZESE

Az ATMT utan nyolc-tiz hét elteltével higromicin B-rezisztens torzsek jelentek meg a
szelekcios taptalajon, melyek folyamatos, de az Ampelomyces-torzsekre egyébként is jellemz6
(Liang és mtsai 2007, Legler és mtsai 2016) lassu novekedést mutattak. A transzformacio
hatékonysaga koriilbeliil 10% volt az RS1-a, ¢és kb. 30% a GYER torzs esetén. A
transzforméansok egy kivételével erds zoOld fluoreszcencidt mutattak kék fénnyel vald
gerjesztésre (4. abra/a). A fluoreszcenciat nem mutatd torzset kizartuk a tovabbi
vizsgalatokbol. A transzformans torzsek egy része sporulalt szelektiv taptalajon. Az ilyen
esetekben a keletkezett konidiumok is fluoreszkaltak kék fénnyel valé megvilagitas hatasara

(4. abra / b).
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4. dbra. Az Ampelomyces RS1-a torzs B3 transzformdnsanak zold fluoreszcenciat mutatd
képletei két héttel a nem szelektiv tdptalajra oltds utdn. (a) Hifdk; mérce: 5 um. (b)
Konidiumok; mérce: 10 um.

A transzformansok higromicinmentes taptalajon is megtartottdk a fluoreszcens képességiiket
¢s a higromicinrezisztencidt a munka teljes id6tartama alatt. A transzformdnsok koziil hét
RS1-a, illetve hat GYER transzformans torzset valasztottunk ki tovabbi jellemzésre
(5. tablazat). A hph és az SGFP transzgének genomban vald meglétének bizonyitasara
futtatott PCR-ek minden torzs esetében a vart, kb. 500-600 nukleotid nagysagu termékeket
eredményezték. A PCR termékek szekvenciai teljesen megegyeztek a pCBCT (Gorfer és
mtsai 2007) vektor hph és SGFP génjeinek megfelelé szakaszaival. A vad tipust torzsekbol
nem kaptunk PCR terméket ezekben a reakciokban. A qPCR mérések szerint a transzformans
torzsek koziil hét egy kopidban tartalmazza az inzertet. Négy transzformans esetén ketto, és

egy esetén harom kopiaban épiilt be az inzert (5. tablazat).
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5. tablazat. A kivalasztott hat GYER és hét RS1-a transzformans jelolése, T-DNS kodpiaszdma,
taptalajon valé novekedésének és Podosphaera xanthii lisztharmatgombafajban kifejtett
mikoparazitizmusanak mértéke a vad tipushoz viszonyitva.

A mikoparazitizmus

transzérméns K .T'.DNS. m'lé'?tg:(aelaaj‘c:’r;; :::uns?'lv:zkﬁg::st m'értékg a vad tipush"oz
jeldlése opiaszam és a megfeleld p értékek képest és a megfeleld p
értékek
GYER torzs transzformansai
B9 2 nem kulénbdzik 1,000 nem meghatarozott -
L1 1 gyorsabb <0,0001 nem meghatarozott -
P1 nem meghatarozott  gyorsabb 0,0001 nem meghatarozott -
Q7 1 gyorsabb <0,0001 nem meghatarozott -
W6 1 nem kulénbdzik 0,132 nem meghatarozott -
Y6 2 gyorsabb 0,0002 nem meghatarozott -
RS1-a torzs transzformansai
A2 1 nem kuldnbdzik 0,746 nem kulénbozik 0,228
B3 3 gyorsabb 0,004 nem kulénbdzik 0,988
C10 1 nem kilénbdzik 0,978 nem kiilonbozik 0,999
E2 1 nem kulénbdzik 0,423 nem kulénbdzik 0,999
F13 1 nem kulénbézik 0,984 nem kulénbozik 0,999
G4 2 nem kulénbdzik 0,120 nem kulénbdzik 1,000
J1 2 nem kulénbézik 0,994 nem kulénbozik 0,196

A GFP-t kifejezo transzformdnsok morfologidja és tenyészetben valo niovekedése

A transzformansok kolonidinak morfologidja nem tért el a vad tipusu torzsekétdl. A sporulald
RS1-a transzformansok estén a keletkezett piknidiumok és konidiumok morfoldgiaja is
hasonlo volt a vad tipuséhoz. A GYER t6rzs transzformansai ritkan sporulaltak, de ezekben a
ritka esetekben megfigyelt piknidiumok és konidiumok nem tértek el a vad tipus strukturaitol.
A novekedési tesztek szerint a vizsgalt hatbol négy GYER (p <0,0001) és a vizsgalt hétbol
egy RSl-a (p=0,004) transzformans novekedése szignifikdnsan eltért a vad tipusétol
(5. tablazat, 5. abra). A novekedésiikben a vad tipustol szignifikansan eltéré transzformansok
kozil kettdben egy, egy-egy tovabbi transzformansban pedig két illetve harom kopiaban volt
jelen a T-DNS (5. tablazat); a vad tipustoél novekedésiikben lényegesen nem kiilonb6zo

transzformansokban egy, vagy kép kopiaban volt jelen (5. tablazat).

55



A GFP-t kifejezd transzformdnsok mikoparazita aktivitasa

A mikoparazita teszteket minden esetben az RS1-a transzformansokkal és vad tipussal
végeztiik, mivel a GYER torzs és transzformdnsai nem sporuldltak megbizhatéan a munka
soran. Az uborkalisztharmattal végzett mikoparazita tesztek mindegyikében megfigyelhetd
volt a mikoparazita piknidiumainak kialakulasa az inokulaciot kovetd tizedik napon.
Fluoreszcens mikroszkoppal vizsgalva megfigyelhetd volt, hogy az RS1-a transzformansok
intracellularis hifai és piknidiumai, és az ezekbdl kiaramld konidiumok zold fluoreszcens
fényt bocsatottak ki (6. abra). A vad tipusi torzzsel inokulalt lisztharmattelepekben
fluoreszcencia nem volt lathato. A vizzel végzett negativ kontroll kezelésekbdl szarmazo
mintakban Ampelomyces struktirakat nem talaltunk.

A lisztharmatgomba-konidiumokban talalhatd intracellularis hifdk fluoreszcens
mikroszkopiaval lényegesen jobban megfigyelhetdk, mint a DIC mikroszkopidval
(6. abra / d). A mikroszkopos vizsgalatok alapjan nem észleltiink kiilonbséget az RS1-a vad
tipus és a hét vizsgalt transzformans mikoparazita képessége (tehat a lisztharmatgomba-
struktirdkba vald behatolas, intracellularis novekedés €s piknidiumképzés, majd az azt kdvetd
sporulacid) kozott. A transzformansokkal végzett mikoparazita tesztek a késdbbi ismétlések
soran is hasonld eredményt adtak, mint az elsé kisérletben, azaz a telepekben megfigyelhetd
fluoreszcens jel intenzitasa nem csokkent a transzformansok hosszabb ideig valo fenntartasa
soran sem. Az inokulacids kisérleteket kovetben visszaizolalt B3 transzformans 50 mg/I
higromicin tartalmt taptalajon novekedésnek indult és kék fénnyel megvilagitva zold
fluoreszcens jelet adott, azaz a mikoparazitizmus, majd a késobbi visszaizolalas soran is

megtartotta a transzformansokra jellemzd fenotipust.
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5. dbra. RS1-a és GYER Ampelomyces-torzsek transzformansainak négy héttel a tdptalajra oltds utdn mért telepfeliletét mutatd dobozdiagramok.
(a) Hét RS1-a transzformans és a vad tipus novekedése. (b) Hat GYER transzformans és a vad tipus novekedése. A masodik és harmadik
kvartiliseket a négyszogek jelolik, a koztik fekvd vizszintes a medidant mutatja. A fliggdleges szakaszok alsd és felsé vége a minimum és maximum
mért értékeket mutatjak. A haromszogek kiugré adatokat jeldinek. A megfelelé vad tipustdl vald szignifikans eltérést (p < 0,05) csillag jeloli.
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6. dbra (az el6z6 oldalon). Az RS1-a torzs GFP-t kifejez§ transzformansainak mikopara-
zitizmusa tiz nappal az inokuldciot kovetSen, ot kilonbdzé lisztharmatfajban, azok
gazdanovényein. (a) A J1 transzformans fiatal piknidiuma, amely uborkandvényen, a
Podosphaera xanthii konidiumtartéjanak masodik sejtjében képz&dott. A képen konidiumtarto
tobbi sejtjét kolonizald intracelluldris hifak is megfigyelheték. A bal oldalon DIC optikaval
készllt fotd, a jobb oldalon pedig a fluoreszcens kép lathatd. Mérce: 20 um. (b) A G4
transzformans érett piknidiuma, amely a P. xanthii konidiumtartéjaban fejl6dott és az
intracellularis piknidium falanak felszakadasa miatt konidiumokat bocsat ki. A bal oldalon DIC
optikdval készult fotd, a jobb oldalon pedig a fluoreszcens kép lathatd. Mérce: 50 um. (c) A B3
transzformans érett, konidiumokat kibocsatd piknidiuma P. xanthii lisztharmatban. A bal
oldalon DIC optikaval készult foto, a jobb oldalon pedig a fluoreszcens kép lathaté. Mérce: 50
um. (d) A G4 transzformans P. xanthii konidiumaiban taldlhatd intracellularis hifai. A fehér
nyilak az Ampelomyces konidiumokat mutatjak a P. xanthii konidiumok mellett. Balrdl jobbra a
DIC optikaval készult fotd, a fluoreszcens kép és a kettd két egymasra vetitve lathatd. Mérce:
10 um. (e) A B3 transzformans konidiumokat kibocsaté piknidiuma, amely Erysiphe necator
telepeken fejlédott, sz616ndvényeken. A bal oldalon DIC optikdval késziilt fotd, a jobb oldalon
pedig a fluoreszcens kép lathatd. Mérce: 50 um. (f) Két, paradicsomon fejlédott Pseudoidium
neolycopersici konidiumtartd, amelyeket a G4 transzformans parazitdl. A bal oldali
konidiumtartdban egy fiatal piknidium képz&dik, a jobb oldaliban pedig a piknidiumképz&dés
egy korai fazisa lathaté, amelyben intracelluldris hifdk anasztomdzisa torténik. A
lisztharmatgomba tovabbi képleteiben is megfigyelhet6 a mikoparazita intracellularis hifdja. A
bal oldalon DIC optikaval készllt fotd, a jobb oldalon pedig a fluoreszcens kép lathatd. Mérce:
20 um. (g) A G4 transzformans paprikanovényt fert6z6 Leveillula taurica lisztharmatgomba
konidiumtartdiban és konidiumaiban megfigyelhet6 intracelluldris hifai. A bal oldalon DIC
optikdval készult fotd, a jobb oldalon pedig a fluoreszcens kép lathaté. Mérce: 20 um. (h) A
C10 transzformans Blumeria graminis f. sp. hordei lisztharmat konidiumtartdjaban nové
intracellularis hifaja arpan. A hifa kinétt a csucsi konidiumbol (fehér nyil). A bal oldalon DIC
optikaval készUlt fotd, a jobb oldalon pedig a fluoreszcens kép lathatd. Mérce: 20 um. Az a, ¢
és e-h képekhez a mintadkat ragasztdszalaggal vettik, amely csokkenti a DIC optika hatdsat, de
nem csokkentette a fluoreszcens képek mindségét.
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7. dbra. A J1 transzformans Blumeria graminis f. sp. hordei lisztharmat konidiumtartdiban
képz&dott piknidiumai arpan, az inokulacid utdn 10 nappal. A mintdkat konfokalis
mikroszképpal vizsgaltuk és z iranyu sorozatfelvételek felhaszndldsaval allitottuk el6 a képen
lathatd projekcidkat. (a) Erett, a konidiumtartd ldbsejtjében fejlédétt piknidium, amely
konidiumokat bocsat ki. Mérce: 20 um. (b) Két intracellularis piknidium, amelyek kozul az
egyik konidiumokat bocsat ki. Mérce: 20 um. (c) Egy intracelluldris piknidium, amelybdl a
konidiumok mar nagyrészt kitrtltek. Mérce: 20 um. A képek azt mutatjak, hogy a piknidiumok
falanak GFP jele gyenge, vagy lathatatlan, mig a konidiumok fluoreszcencidja mindig erés.

A paprika-, paradicsom-, arpa- és szOl6lisztharmattal végzett mikoparazita tesztekben is
megmutatkozott, hogy az intracellularis =~ Ampelomyces-képletek, elsdsorban a
lisztharmatgomba-hifakban, konidiumtartokban és konidiumokban talalhatd intracellularis
hifak sokkal jobban vizualizalhatok, mint hagyomanyos, DIC vagy faziskontraszt optikaval
(6. abra/ e-h). A konfokalis mikroszkopos vizsgalatok szerint a transzformansok érett,
intracellularis piknidiumainak falara nem jellemz6 er6s GFP-fluoreszcencia (7. abra). A
vastag, sotétbarna fallal rendelkezd piknidiumokbdl lathaté GFP-jel foként a benne talalhatod
fluoreszcens konidiumokbol szarmazott. Ez néhany esetben sejthetdé volt a fluoreszcens
mikroszkopos vizsgalatok soran is (6. abra/Db, c,e), de a CLSM-mel vald6 megfigyelés

biztosabban aldtdmasztotta (7. dbra).
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A transzformansok mikoparazita képességének meghatarozdsa

A hét tesztelt RS1-a transzformans és a vad tipus mikoparazita képességének mértékében nem
talaltunk szignifikans kiilonbséget (p > 0,1). Az egy négyzetcentiméternyi lisztharmattelepen
képz6dott piknidiumok szama a transzformansok esetén 811 + 66 (atlag + standard hiba), mig

a vad tipus esetén 848 + 178 volt (8. abra).
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8. abra. Az RS1-a vad tipus és az abbdl szarmazd transzformansok mikoparazitizmusanak
mértékét (az egy cm’ lisztharmattelepre esé piknidiumszammal kifejezve) mutatd
dobozdiagramok. A masodik és harmadik kvartiliseket a négyszogek jelolik, a kdztik fekvé
vizszintes a mediant mutatja. A flggbleges szakaszok alsd és fels6 vége a minimum és
maximum mért értékeket mutatjak. A haromszog kiugrd adatot jeldl. A vad tipustol vald
szignifikdns eltérést nem taldltunk. A transzformansok altal 1 cm? lisztharmattelepben képzett
piknidiumok atlagos szdmat (811) szaggatott vonal jeldli.
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GFP-EXPRESSZALO AMPELOMYCES-TORZSEKKEL VEGZETT FUNKCIONALIS

VIZSGALATOK EREDMENYEI

Ampelomyces novekedése autoklavozott szubsztrdton

A szubsztratra juttatott konidiumok az inokulaciét kovetd hetedik napra csiraztak és a kinovo
hifak novekedésnek indultak a kisérletben biztositott steril kozegben. A hifdk a szemcséken és
azok kozott is lathatéak voltak. A vad tipust torzs hifait csak az utobbi modon figyeltiilk meg,
valdsziniileg a fluoreszcens jel hianya, a DIC, faziskontraszt és hagyomanyos megvilagitast
alkalmaz6 mikroszkdpia nytjtotta nehézségek miatt. Ezzel ellentétben a transzformansok jol
megfigyelhetok voltak a GFP-expresszio kovetkeztében jelen levé fluoreszeens jel miatt (9.
abra). Az Ampelomyces hifakon kiviil nem észleltiink mas képleteket, tehat a kisérlet soran

piknidiumok nem alakultak ki.

9. abra. Az RS1-a B3 transzformans hifai autoklavozott szubsztraton, 30 nappal az inokuldciot
kovetéen. (a) A transzformans leveg6be emelkedett hifai. Mérce: 20 um. (b) Talajszemcsén
futo hifak. Mérce: 20 um.
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Ampelomyces konidiumok csirdzasa és fejlodése lisztharmatmentes uborkaleveleken

Tiz nappal a lisztharmatmentes levelek
inokulacidja wutdn a tesztelt két
transzformans konidiumainak csira-
zasat ¢s hifaik novekedését lehetett
megfigyelni (10. abra). A vad tipussal
inokulalt leveleken fluoreszcencia nem
volt lathatd. Szaprotréf piknidiumok
nem alakultak ki az inokulalt

leveleken. A leveleken  vald

Ampelomyces-ndvekedés a vad tipus  10. 4bra. A B3 transzformans csirazott konidiumai
esetében is megfigyelhetd  volt lisztharmatmentes uborkaleveleken, 10 nappal az

) _ o inokulaciot kovetéen. Mérce: 10 pm.
hagyoméanyos mikroszkopiaval, a

transzforméansok konidiumainak és hifainak vizualizacidja azonban 1ényegesen egyszeriibb és
jobb volt a fluoreszcens jelnek kdszonhetden.

Az uborkandvényeken, amelyeket az Ampelomyces-szel vald inokulalast kovetéen 4-21
nappal késébb P. xanthii-val inokulaltunk, minden esetben talalhatok voltak érett,
konidiumokat nagy mennyiségben kibocsato Ampelomyces piknidiumok. A mikoparazitalt
teleprészek csupan a levélfeliiletek kis részén voltak megfigyelhetéek. Mintanként valtozo
szamu, de altalaban kevés piknidium képzodott ezeken a leveleken. A transzformansokra
jellemz6 GFP-expresszid nagyban segitette a mikoparazita megfigyelését a mintakban a vad

tipus hagyomanyos mikroszkopiaval valo megfigyeléséhez képest (11. abra).

63



11. dbra. Az RS1-a B3 transzformdns 10 napos uborkalisztharmatban fejl6dott intracellularis
hifai és piknidiumai. A transzformans konidiumait négy nappal a lisztharmattal valé inokulacié
el6tt juttattuk az uborkalevelek fellletére. Bal oldalon a hagyomanyos megvildgitassal, mig a
jobb oldalon a fluoreszcens modban késziilt felvétel lathatd. Mérce: 50 um.

Ampelomyces potencidlis szaprotrof novekedésének tesztje oregedd leveleken

A cserepekbe, a talajra helyezett levéldarabokon a kisérlet 30 napos idétartama alatt végig
megfigyelhetok voltak transzformansok képletei. A kisérlet elsé 9-12 napjaban a GFP
fluoreszcens jele erds volt, a tovabbi napokban a jel eréssége csokkent, mikézben a levelek is
bomlasnak indultak. A levéldarabokon talalhatdé Ampelomyces-piknidiumok a folyadékban
valo lefedés hatdsara gyakran konidiumtomeget bocsatottak ki a mikroszkopi
preparatumokban. A kisérlet végére a GFP-fluoreszcencia a mintdk tobbségében teljesen
eltint. A transzformansokra jellemzé GFP-jelet nem figyeltik meg a vad tipusi torzset
hordozd levéldarabokon, azonban a ndvényi anyag és a talajszemcsék hattérfluoreszcencidja
ezekben a mintakban is lathato volt. Ujonnan képzédott, szaprotrof, tehat nem a
mikoparazitizmus soran, a gazdagomba képleteiben kialakulo piknidiumok nem voltak

lathatdéak sem a ndvényi anyagon, sem a kdrnyez6 talajszemcséken.
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CELZOTT GENKIUTES MEGVALOSITASA AZ RS1-A TORZSBEN

Az Ampelomyces RS1-a térzs transzformaldsa a pCBRS.NR plazmiddal

Az élesztd rekombinécios klonozas modszerét alkalmazva eldallitottuk a pCBRS plazmidot,
amely egy E. coli-Agrobacterium—¢éleszt6 shuttle vektor, majd a hph génnel és az EUKNR gént
hatarolo szakaszokkal egyiitt felhasznaltuk az RS1-a Ampelomyces-torzs EUKNR génjének
kititésére tervezett pPCBRS.NR plazmid eldallitasara (1. abra). A plazmiddal valo
gombatranszformaciot kovetéen 20 transzformans indult névekedésnek szelektiv taptalajon.

Ez koriilbeliil 20%-os transzformaciés hatékonysagnak felel meg.

Transzformansok PCR-alapu genotipizdlasa és az inzert kopiaszamanak meghatdarozdsa

Nyolc torzsben, az 5° és 3’ rekombinalddoé szakaszokat célzd diagnosztikus PCR a vart,
~1,4 kb és ~1,7 kb méretii PCR termékeket eredményezte. A PCR termékek szekvenalasa
szerint a fragmentek szekvenciaja teljesen megegyezett a transzformalashoz hasznalt vektor
megfeleld szakaszainak szekvenciajaval. Az EUKNR gént6l upstream talalhatd gén 3” végére
¢és a downstream szomszédos gén 5° végére tervezett primerekkel futtatott PCR-ben egy
~3,5 kb méretii PCR terméket kaptunk ezekben a torzsekben, mig a vad tipusban és a tobbi
transzformansban egy ~5kb méretli terméket kaptunk (12.4bra). A szekvenalas
megerdsitette, hogy a diagnosztikus PCR-ekben a megfeleld szakaszokat szaporitottuk fel. A
PCR-alapu genotipizalas szerint hiiszbol nyolc transzformansban valoban megtortént a célzott
génkiiités (6. tablazat), ez azt jelenti, hogy a kiiitni kivant gén megcélzasanak hatékonysaga
40%, mig a génkiiités hatékonysdga (tehat a keletkezett KO transzformansok aranya a
transzformacidhoz hasznalt 6sszes telepet figyelembe véve) 8%-0s volt.

A gPCR mérési eredmények szerint az Osszes torzsbdl (ideértve a nem KO
transzformansokat is) legalabb tizenhatban egy kopiaban talalhaté meg az inzert. A nyolc,
PCR alapjan KO-ként diagnosztizalt transzformansbol legalabb hétben az inzert egy kopidban
talalhat6 meg, azaz nem talalhato masik hph (T-DNS) szakasz, amely véletlenszertien beépiilt
volna a gomba genomjaba a célhelytdl eltérd pozicidba. A nyolcadik KO transzformansban és
harom tovabbi nem KO transzformansban nem sikeriilt pontosan meghatarozni az inzert
kopiaszamat, annak ellenére, hogy kétszer, egymastdl fiiggetlentil készitett DNS kivonatokbol

is megkiséreltiik.
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12. abra. Az Ampelomyces RS1-a torzs nitrat-reduktaz (EukNR) gén célzott kiltésének megvaldsitdsa. (a) Az RS1-a vad tipusu torzs EukNR génje és
jeldlik. Az intronokat az exonszakaszokat 0sszekdtd vékony fekete vonalak jeldlik. A gének kozotti régidkat szirke vonalak jelzik. (b) A pCBRS.NR
plazmiddal bejuttatott T-DNS. A kék szakasz a szelekcids markergént (hph) mutatja, a zold szakaszok pedig a T-DNS hatarold régioit jelentik. A
fekete nyilak a felettik vald szakaszokra kot6dd primereket jelolik. A hph génnel szomszédos régidk (szirke vonalak) szekvencidjukban
megegyeznek az (a) abrarészen lathatd, az EukNR génnel szomszédos régiokkal. Az (a) és (b) abrarészek kozotti keresztek a kettés rekombinaciot
szimbolizaljak. (c) A 16kusz szerkezete a célzott génkiltés utan. Az EukNR gén a hph génre cserél8dott. A fekete nyilak a felettik vald szakaszokra
kot6dé primereket jelolik. Az dbran a kilonbdz6 szakaszok hosszat méretaranyosan abrazoltuk, a primerek kivételével, amelyeket a lathatosag
kedvéért a valddinal hosszabbnak dbrazoltuk. A mérce hossza 1 kilobazis.
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6. tablazat. A husz pCBRS.NR plazmiddal transzformalt RS1-a transzformans jeldlése,
genotipusa harom genotipizald PCR alapjan és T-DNS kdpiaszama.

NRKO PCR-alapu genotipizalas inzert kopiaszama a
transzformans eredménye transzformansban

A knock out (KO) 1

B KO 1

C nem KO 1

D nem KO 5 vagy tébb
E KO 1

F KO 1

G KO 1

H KO 1

I nem KO 1

J nem KO 1

K KO 1vagy 2
L KO 1

M nem KO 2 vagy tobb
N nem KO 1

@) nem KO 1

P nem KO 1

Q nem KO 2 vagy 3
R nem KO 1

S nem KO 1

T nem KO 1
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Mikoparazita tesztek egy KO transzformanssal

Az RS1-a NRKO B KO transzformans képes volt az uborkalisztharmat és az arpalisztharmat
képleteit kolonizalni és intracellularis hifakat, piknidiumokat és sporakat képzett (13. abra)
Az uborka-lisztharmattal szemben kifejtett miko-parazitizmus mértéke nem kiilonb6zott a vad
tipusétol (p>0,1). A mikoparazita teszteket kovetden a transzformanst sikeresen

visszaizolaltuk. A visszaizolalt transzformans ndvekedett higromicin B tartalmu taptalajon.

13. 3dbra. Az RS1-a NRKO B transzformans
uborkalisztharmatban fejlédétt  intra-cellularis
piknidiuma 10 nappal a lisztharmatra vald
inokulacio utan. A piknidium konidiumtomeget
bocsat ki. Mérce: 50 pum.

Transzformansok fenotipusanak taptalajos tesztje

A fenotipusus tesztekben a vad tipus, valamint a KO és nem KO transzformansok
alanintartalmu taptalajon kompakt, vastag, sotét, jol sporulald, az RS1-a vad tipusra tipikusan
jellemz6 noévekedést mutattak (14. abra jobb oldali fotéi). A minimal taptalajon ezzel
ellentétben minden telep gyenge ndvekedést mutatott, a kialakult telepek vékonyak,
szerteagazok voltak, gyenge sporulacioval (14. abra bal oldali fotok). A natrium-nitrat
tartalm taptalajon az RS1-a vad tipus és a nem KO transzforméansok egymashoz hasonld, a
vad tipusra tipikusan jellemz6 névekedést mutattak (14. abra/ a, d-e). A KO transzformansok
morfologiaja natrium-nitrat jelenlétében is hasonlé volt a minimal taptalajon lathato

morfologiahoz (14. abra / b-c).
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14. abra. Az RS1-a vad tipusu torzs és a pCBRS.NR plazmiddal transzformalt négy
Ampelomyces transzformans telepmorfoldgidja kilonb6z6 nitrogénforrdst tartalmazdé
taptalajokon, két honappal az atoltds utan. A bal oldalon a minimal taptalajon, nitrogén
hidnyaban nové telepek; kdzépen 10 mM natrium-nitrat ill. a jobb oldalon a 10 mM alanin
tartalmu taptalajon jellemzé telepmorfoldgia Iathatd. (a) RS1-a vad tipus telepei. (b-c) Két KO
transzformans (NRKO A és NRKO B) telepei. (d-e) Két nem KO transzformans (NRKO C és NRKO
D) telepei.
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Az AMPELOMYCES-DNS KIMUTATASARA ALKALMAS QPCR MODSZER

DIAGNOSZTIKAI HATARERTEKE

A diagnosztikai hatarérték meghatarozasahoz egy Aland-rél szarmazé torzs ITS fragmentjét
hordoz6é plazmid higitasaival futtattunk qPCR méréseket. A mért Cq értékeket a plazmid
kopiaszam logaritmuséanak fiiggvényében abrazoltuk €és a pontokra egyenest illesztettiink. A
vizzel higitott plazmidok esetén széles skalan, a 10%-10" kopia/pl tartomanyban pontos
linearis illeszkedést kaptunk (R® = 0,9995; 15. 4bra / a). Az Ampelomyces-szel nem fertézott
P. plantaginis és gazdantvényébdl eldallitott vegyes hattér-DNS kivonatba (8,8 ng/ul) higitva
a 10* és 107 Ampelomyces-ITS plazmid kopia/ul nagysagrendek kozott a mérdegyenes
(standard gorbe) korrelacios koefficiense magas volt (R% = 0,9993), azaz a mintidk a qPCR
log-linearis szakaszaba esnek (15.4abra/b). Az 0Osszes adatpontot figyelembe véve a
korrelacié alacsonyabb (R2 =0,9608), amely elmarad az altalanosan elvart (Broeders és mtsai
2014) 0,98-as értekt6l (15.abra/a). Az alacsony kopiaszam esetén kapott pontok
elhelyezkedésérsl lathatd, hogy nem esnek az 10* és 10”7 plazmid kopia/pl-es mintak
méréseibdl kapott egyenesre. Az Gsszes mért pontra illesztett egyenes pedig, azon kiviil, hogy
gyengébb korrelacios koefficienst mutat, nem parhuzamos a tiszta plazmidkivonat higitasi
1épéseibdl kapott egyenessel. A log-linearis szakaszra esd legalacsonyabb kopiaszam a
10 kopia/pl, az ehhez tartozé Cq atlagérték 24,07 volt. Az Ampelomyces-szel nem inokulalt
lisztharmatos levelekbol kivont, illetve a lisztharmattal nem fertozott levelekbdl és

gyokerekbdl kivont DNS-mintakra 26,26 - 27,08 kozotti Cq értékeket kaptunk (15. abra / c).
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15. dbra. Ampelomyces ITS-t tartalmazd plazmidokkal készitett gPCR méréegyenesek és
Ampelomyces DNS-mentes mintdkban mérhets Cq értékek. (a) Plazmidokat vizzel higitva 10°-
107 képia/pl koncentracidtartomanyban illesztett egyenes (kék; R* = 0,9995) és plazmidokat
lisztharmatos Pl lanceolata levelekbdl  kivont DNS-be higitva 10%-10"  képia/ul
koncentracidtartomanyban felvett egyenes (narancssarga; R* = 0,9608). (b) Plazmidokat vizzel
higitva 10%-10’ képia/ul koncentraciotartomanyban illesztett egyenes (kék; R?=0,9995) és
plazmidokat lisztharmatos Pl. lanceolata levelekbdl kivont DNS-be higitva 10*-10’ koépia/ul
koncentraciotartomanyban illesztett egyenes (sarga; R?=0,9993). Z6ld vizszintes: Cqg=24
diagnosztikai hatarérték. (c) Balrél jobbra sorrendben Pl lanceolata levélbdl, gyokérbdl, illetve
lisztharmattal fert6zott levélbdl kivont DNS-b&l mért Cq értékek. Zo6ld vizszintes: Cq =24
diagnosztikai hatarérték.
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EREDMENYEK ERTEKELESE

AZ AMPELOMYCES-TORZSEK NEMZETSEGEN BELULI FILOGENETIKAI VISZONYAI

NEGY LOKUSZ ALAPJAN

Korabbi munkakban ramutattak, hogy sziikséges lenne az Ampelomyces nemzetség
taxonomiai revizidja (Legler és mtsai 2016), valamint arra, hogy a nemzetségben multilokusz
filogenetikai elemzések is sziikségesek a nemzetség fajainak clkiilonitéséhez (Park és mtsai
2010). Ezen észrevételek ellenére a korabbi vizsgalatok egyikének sem volt célja a nemzetség
taxonomiai, ill. nevezéktani rendezése. A taxondmiai revizié megalapozasahoz dsszesen 120
torzs bevonasaval, négy lokusz alapjan, ~2900 karakter alapjan végeztiink filogenetikai
elemzéseket. A torzsek és a felhasznalt karakterek viszonylag magas szama lehetévé teszi,
koncepcid kialakitasahoz, és igy a nemzetség fajainak formalis taxonomiai leirasahoz. A
molekularis filogenetikai elemzéseink mindegyike tiz kladba osztotta az Ampelomyces-
torzseket. Ezek alapjan a nemzetség tiz fajra bonthato és 1j fajok formalis leirasa javasolhato.
sziikséges telepmorfologiai és mikroszkopos morfologiai vizsgalatok is, ezeket Dr. Pintye
Alexandra végezte. Az e munka soran vizsgalt karakterek (telepmorfologiai bélyegek harom
kiilonboz6 taptalajon, konidiumok mérete, klamidospdrak megléte, piknidiumok mérete 35
kivalaszott torzsben) egyike alapjan sem lehet kiilonb6z6 morfologia csoportokat kialakitani.
A morfologiai jellegek koziil nem talaltunk olyat, amely egy-egy, a molekularis filogenetikai
vizsgalatokban kapott kladra specifikusan jellemz6 lenne, azaz a filogenetikai modszerekkel
kapott csoportositast a vizsgalt morfologiai- ¢s telepbélyegekkel nem sikeriilt alatamasztani.
Ennek kovetkeztében a taxonomiai koncepcio kialakitdsdhoz elsddlegesen a molekularis
vizsgalatok eredményeire sziikséges alapozni.

A korabbi vizsgalatokban is szerepld torzsek segitségével megvizsgaltuk, hogy a
munkénk sordn kapott kladok megfeleltethetdk-e a korabbi elemzések soran kapott kladokkal.
Ebbdl az lathatd, hogy a kladok egy része megfelel a korabbi vizsgélatokban kapottaknak.
Vannak olyanok, amelyek bar az elemzésekben megjelentek kiilon agakként, de nem
kiilonitették el ket 6nallo csoportokként, pl. az E és F kladnak megfeleld agakat egyiitt
négyes kladként jelolték (Kiss €s mtsai 2011). Esetenként két, a jelen munkaban jol
elkiiloniild kladot alkotd torzsek, pl. A és B klad torzsei nem alkottak elkiiloniilé kladokat,

hanem keverten voltak megtalalhatok (Pintye és mtsai 2012 klad 1.-ben), mig mas elemzések
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soran ugyanezek elkiiloniiltek (Liang és mtsai 2007 munkdjaban a 4. és 5. klad). Két klad (C
és | kladok), mint korabban egyaltalan nem ismert j klad jelent meg az Ampelomyces-torzsek
filogenetikai fajan. Mindezek oka az lehet, hogy korabbi munkakban az elemzésekbe vont
torzsek szama nem volt elég magas (Park és mtsai 2010) és/vagy elég széles korti az
izoldtumok szarmazési helyét vagy idejét tekintve. A masik jelentds kiilonbség, hogy a
korabbi munkakban maximum ketté 16kusz szekvenciait hasznaltak fel, mig jelen elemzésben
négy lokusz szerepelt; ez megbizhatobba teszi a csoportok egymadstdl valo elkiilonitését.
Munkank megalapozza a taxonomiai reviziot, amelyet kdvetéen az jonnan izolalt torzsek
konnyebben azonosithatok lesznek, illetve konnyebben megéallapithatd lesz, ha {j genotipust
(kladot, vagy potencialisan uj fajt) képviselnek.

Elemzésiink elméletileg vezethetett volna az Ampelomyces nemzetség genetikai
varibilitasat vizsgdld korabbi munkdkhoz képest tobb klad elkiilonitésére a tobb lokuszon
alapulod elemzések miatt. Azonban Pintye és mtsai (2012), kizardlag ITS alapjan késziilt
torzsfajat megvizsgalva lathatd, hogy ezen is megtalalhaté a négy lokuszos elemzésiinkben
kapott tiz kladbol nyolc (a masik két kladot alkotd torzsek pedig kordbbi munkdkban
egyaltalan nem szerepeltek). Ez azt mutatja, hogy a kizardlag ITS-en alapuld csoportositas
megfelel a tobb 16kusz alapjan, jelen munkaban kapottnak, ami azt jelenti, hogy az ITS jol
hasznalhato az Ampelomyces csoportok elkiilonitésére. Az ITS a gombak kdrében altalanosan
jol hasznalhato hivatalos ’DNS-vonalkod’ (barcode), azaz a fajszintii azonositast lehetové
tévo szakasz (Schoch és mtsai 2012). Az Ampelomyces-fajok leirasat kovetden feltehetéen az
egyes Ampelomyces-fajok azonositasa is lehetséges lesz az ITS vonalkod szekvenciaik

alapjan.

AZ EGYES AMPELOMYCES GENOTIPUSOK GAZDAGOMBAKKAL VALO ASSZOCIACIOJA

Az clemzésekben kapott tiz kladbol otben (A, D, E, G és H) tébb kiilonbozo
lisztharmatgombafajbol izolalt torzsek talalhatok, azaz ezekben az esetekben valdszinttlen a
kizarolagos gazdaspecificitais megléte. A B ¢és J kladokba egy-egy adott
lisztharmatgombafajbdl izolalt torzsek keriiltek, a B kladban a G. cichoracearum-bdl, az J
kladban pedig az E. necator fajbol izolalt Ampelomyces-torzsek talalhatok. A J kladba tartozo
négy torzsrél (ATCC 200245-200250) kisérletesen bizonyitott, hogy képes a P. xanthii és a
P. aphanis lisztharmatgombafajokat is megfertdzni (Angeli €s mtsai 2012b), azaz itt sem lehet
sz6 sziik gazdaspecificitasrol. Korabbi elemzésekben (Park és mtsai 2010, Pintye és mtsai

2012) kapott torzsfak a B és J kladunknak megfelel6 kladjait megvizsgalva az is lathato, hogy
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a kladba tartoz6 torzsek gazdagombai k6z¢é nem kizarolag az emlitett két faj tartozik. Ez azt
mutatja, hogy ebben az esetben is kevéssé valdszinii a kizarolagos gazdaspecificitas.

A masik harom kladot (C, F és 1), amelyekbe csak egy gazdafajbol szarmazé torzsek
keriiltek, harom-hdrom torzs alkot. E klddonként harom torzset egy-egy orszag teriiletén
gyljtotték. Ennek kovetkeztében, és foként a kladokat alkotd torzsek alacsony szama miatt a
gazdagombakkal valo esetleges asszocialtsagukrol nem lehet megalapozott kovetkeztetéseket
levonni. Ennck vizsgalatara tovabbi, ebbe a kladba tartozo, lehetbleg reprezentativ
mintagylijtés soran izolalt torzs bevonasara lenne sziikség. A kizardlagos gazdaspecificitas e
harom torzs koziil csupan az F klad esetén zarhato ki biztosan, hiszen a CBS130.79 t6rzsr6l
kisérletesen bizonyitott, hogy nem csak az eredeti gazdagombat képes parazitalni (Liang ¢és
mtsai 2007). Eredményeink meger6sitik, hogy az Ampelomyces-térzsek tobbségére nem
jellemz6 er6s gazdaspecificitas (Pintye és mtsai 2012), azaz hogy adott Ampelomyces-
genotipusok csak adott lisztharmatot vagy -csoportot képesek parazitalni.

Adataink azonban nem mondanak ellent annak a lehetdségnek, hogy van ,,bizonyos
mértékli gazdaspecializacio” (Park és mtsai 2010) e mikoparazitak korében. Ebben az esetben
helyesebb az Gn. strukturalis specificitas jelenségérdl (Poulin és mtsai 2011) beszélni, amely
abban mutatkozik meg, hogy az adott parazita képes kiilonb6z6 gazdagombakat parazitalni,
azonban a kiilonb6z6 gazdakon eltérd aranyban, vagy kiilonbdz6 abundanciaval fordulnak el
a természetben (Poulin és mtsai 2011).

A strukturalis specificitas is eredményezhet gazdagombakhoz vald asszociaciot. Park és
mtsai (2010) munkéjuk cimében az asszociacio kifejezés szerepel, azonban a cikk szovegében
a specializacid szot esetenként az asszociacio szinonimdjaként hasznaljak. A gazdaspecificitas
bizonyitasahoz vagy elvetéséhez azonban minden esetben kisérletek sziikségesek, onmagaban
nem elegendd a filogenetikai vizsgalatokban kapott egyes genotipusok és a gazdagombak
asszocidltsaganak vizsgalata, hiszen, ha van is asszocidci6, nem jelent feltétleniil sziik
gazdaspecializaciot is, amint azt az almalisztharmat korokozojaval (P. leucotricha) asszocialt
Ampelomyces-torzsek példaja mutatja (Szentivanyi és mtsai 2005, Kiss és mtsai 2011).

Bizonyos gazdagombak és Ampelomyces genotipusok kozotti esetleges asszociaciora
eredményeink is utalnak, hiszen az elemzésiink szerint egyes kladokban szembetiing egy-egy
lisztharmatfaj vagy -nemzetség, mint a kladba tartozo torzsek leggyakoribb gazdagombaja.
Az E ¢és F kladban (amelyek egymas testvérkladjai) példaul egy kivételtdl eltekintve
Podosphaera-fajokbol szarmazo torzsek talalhatoak. Az elemzésbe vont, 6sszes Podosphaera
spp.-bdl szarmazd Ampelomyces-torzs egy kivétellel a D, E vagy F kladba tartozik.
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A D kladba nagyrészt a P. leucotricha lisztharmatgombardl izolalt torzsek talalhatok
meg. Errdl a kladrol ismert, hogy specialis csoportot takar, az almalisztharmat életciklusabol
adodo iddbeli izolacio miatt (Kiss és mtsai 2011). A Golovinomyces nemzetségbdl, illetve az
A. mougeotii- és az E. necator-fajokbdl izolalt térzsek, bar tobb kladban megjelentek, nagy
aranyban keriiltek a B, ill. a G és a J kladokba. Ezek az esetleges asszociaciora utald jelek
fakadhatnak a mintazas hibajabol (bias), de biologiai alapjuk is lehet, mint példaul az emlitett
strukturalis specificitas megléte. Az asszocialtsag kérdésének tisztdzasara a jovOben érdemes
lehet tovabbi, megfeleld mintazason alapuld vizsgalatokat tervezni. Eredményeink szerint
nem zarhatoé ki, hogy a gazdagombakkal vald kapcsolat hatassal lehetett az Ampelomyces
nemzetség genetikai sokféleségére is, amely folyamat azonban nem vezetett sziik

gazdaspecificitashoz (Pintye és mtsai 2012).

Az AMPELOMYCES-TORZSEK TRANSZFORMALHATOK ATMT-VEL

GFP-t kifejez6 Ampelomyces-transzformansok 1étrehozasahoz és a nitratreduktaz-hianyos
transzforméansok létrehozdsdhoz az ATMT-t alkalmaztuk, amelyet a funkcionalis genetikai
aranykor csodafegyverének tartanak (Idnurm és mtsai 2017). A modszer eredményesnek
bizonyult e gombdk transzformdlasara is, ¢és mas munkdkban (Li ¢és mtsai 2005)
tapasztaltakhoz hasonld hatékonysdgot értiink el mindkét (a pCBCT és a pCBRS.NR
plazmidokkal valo) transzformécios kisérletben. Az ATMT modszer két, filogenetikailag
eltéré ¢és sporulacios tulajdonsagukat tekintve erdsen kiilonb6zo fiziologiai allapotban 1évo
torzson, két kiilonb6zd konstrukcioval egyarant sikeresen hasznalhatd volt: az RS1-a torzs
stabilan és erdsen sporulal tenyészetben (Legler és mtsai 2016), mig a GYER altalaban nem
sporulal, amikor esetenként igen, akkor is csak nagyon gyengén, a transzformaciés munka
soran pedig egyaltalan nem sporulalt. A sikeres transzformaciok bizonyitjak, hogy a modszer
hasznalhato  filogenetikailag és  fiziologiailag  kiilonboz6 ~ Ampelomyces-torzsek
eredményesen hasznalhat6. Meg kell azonban jegyezni, hogy mivel az Ampelomyces-térzsek
tenyészetben nagyon lassan novekednek, az egész folyamat (a transzformalashoz valo
eldndvesztéstol a szelektalt transzformansok ndvekedéséig) hossza 1dot (akar 4-6 honapot is)
vesz igénybe, azaz mas gombdak transzformalasahoz képest nagyon iddigényes. Mas
gombafajok esetén akar 10-12 nap alatt is elvégezhetd a folyamat &sszes 1épése (Michielse és

mtsai 2008).

75



A GFP-t expresszald torzsek fluoreszcens jele és a higromicin B-rezisztens fenotipusa
azt mutatjak, hogy a pCBCT plazmiddal bejuttatott génszakaszokon talalhato heterolog gének
¢és az azok expressziodjat biztositd szabalyozo régiok funkciondlisak mindkét tesztelt torzsben.
A GFP-expressziot és higromicin B-rezisztenciat a torzsek szelekcios agenst nem tartalmazo
taptalajon is megtartottak tobb mint harom éven at. Ugyanezt tapasztaltuk a higromicin B-
rezisztenciaval kapcsolatban az EUkKNR-hianyos transzformansok esetén. A GFP
transzformansok mesterséges taptalajon és a lisztharmatképletekben képzddott piknidiumaik
altal termelt konidiumok szintén fluoreszkalnak. Mind a GFP-t kifejez6, mind az EUKNR KO
transzformansok visszaizolalhatok voltak inokulacios kisérleteket kovetden, €s a visszaizolalt
telepek a kisérletekhez hasznalt transzformansokhoz hasonldéan higromicin B rezisztensek
voltak. E jelenségek egyarant azt mutatjdk, hogy az ATMT-mddszerrel -eldallitott
transzformansok mitotikusan stabilak, a bejuttatott T-DNS szakasz a genomjukba épiilt és ott
tartosan megmarad.

A legtobb esetben mind a pCBCT, mind a pCBRS.NR plazmiddal eldallitott
transzformansok genomjaba egy példanyban épiilt be a T-DNS. Az egy kopias beépiilés
altalaban jellemz6 az ATMT-modszerre (Li és mtsai 2017). A GFP-t expresszalo torzsekben,
amelyekben egynél tobb példanyban talalhatd meg az inzert, a nagyobb kopiaszam csak két
esetben jart egylitt a novekedési erély erds megvaltozasaval, haromban nem. A vad tipustol
eltéré novekedéssel jellemezhetd torzsek kozott vannak egy és tobb kopids inzertet hordozo
transzformansok is. Ez azt mutatja, hogy a két jellemz6 kozott nincs egyértelmil kozvetlen
Osszefiiggés. Ettol fiiggetleniil késébbi vizsgéalatokba olyan transzformansokat érdemes
bevonni, amelyek egy kopidban tartalmazzak az inzertet €s a mikoparazita képességiik
mértéke, valamint a ndvekedési jellemz6ik sem kiilonboznek a vad tipustol.

A GFP-transzformansok a mikoparazita tesztek mindegyikében sikeresen behatoltak a
lisztharmattelepekbe ¢és intracellularisan fejlodtek, piknidiumokat képeztek és sporulaltak, a
vad tipushoz hasonléan. A mérési adatok szerint mennyiségi kiilonbség sem volt a vad tipus
és a tesztelt transzformansok mikoparazitizmusa mértéke kozott. Ezt arra utal, hogy
valdsziniileg a mikoparazitizmusban szerepet jatszo és ahhoz sziikséges gének egyike sem
sériilt a transzformacio kovetkeztében.

A mikoparazita tesztekben a transzformansok és a vad tipusi RSl-a torzs képes volt
kiilonb6z6 lisztharmatgombafajok telepeit parazitalni és benniik piknidiumokat képezni. Ezek
az eredmények ujabb kisérletes bizonyitékot szolgaltatnak arra, hogy az Ampelomyces-
torzsekre nem jellemz6 erds gazdaspecializacio (Kiss és mtsai 2011, Legler és mtsai 2016),
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megerdsitve ezzel a filogenetikai elemzések eredményeibdl levont kovetkeztetéseket. A
tesztelt lisztharmatgombafajok egymassal csak tavoli rokonsagba tartoznak, sét eltértek a
fajtol, amelybol az RS1-a torzset eredetileg izolaltdk, ennek ellenére a torzs képes volt azokat

hatékonyan parazitalni.

A GFP-EXPRESSZIO MEGKONNYITI AZ AMPELOMYCES-TORZSEK VIZUALIZACIOJAT

A fluoreszcens fehérjék expresszidjat tobb mikoparazita kolcsonhatas vizualizacidjanak
megkonnyitésére hasznaltdk kordbban, kiilonféle mikoparazita—gazdagomba parositasok
esetén (Amey és mtsai 2002, Liibeck és mtsai 2002, Lu és mtsai 2004, Sarrocco €s mtsai
2006, Bitsadze és mtsai 2015). Ez a modszer a lisztharmatgombak és az Ampelomyces
mikoparazitdk kozotti kapcsolat megkonnyitésére is sikeresen hasznéalhatdé volt. A GFP-
expresszid kovetkeztében az Ampelomyces struktirak megfigyelése konnyebb a vad tipusénal,
hiszen azok joval szembetiindbbek a fluoreszcens mikroszkopos vizsgalatokban. Tovabba,
kiilonféle mintakban az adott, GFP-t expresszald6 Ampelomyces struktarak fluoreszcens
mikroszkdppal sokkal konnyebben lathatovéa tehetdk, mint a hagyomdanyos, faziskontraszt
vagy DIC optikakkal. Ez a kiilonbség nagyon kifejezett az intracellularis hifak esetén. Az
intracellularis hifakat mar De Bary (1870) is megfigyelte hagyomanyos mikroszkdpos
technika alkalmazasaval, majd a lisztharmatgomba hifakban, konidiumtartokban ¢és
konidiumokban valo fejlddésiiket is dokumentaltdk (Speer 1979, Szentivanyi & Kiss 2003,
Kiss és mtsai 2010). Az Ampelomyces-képletek megfigyelése, elsdsorban a mikoparazita
kapcsolat els6 szakaszaban, azonban nehézkes lehet, hiszen ekkorra még nem fejlodtek ki a
piknidiumok. A transzformansok fluoreszcens jelének kovetkeztében a mikoparazitak jol
lathatéak a konidiumok csirdzasatol a késébbi novekedési fazisokig. A fokozott lathatosag
kovetkeztében kisérleteinkben is megfigyelhettik a konidiumok lisztharmatmentes
kornyezetben, a leveleken vald csirazasat és a hifak lisztharmatgomba-konidiumokban valod
intracellularis novekedését. Ezen kiviil lehetséges volt az inokuldcidhoz hasznalt
Ampelomyces-transzformansok hifainak megkiilonboztetése mas gombakétél azokban a
kisérletekben, amelyek nem steril koriilmények kozott zajlottak. Hasonldan jol lathatoak
voltak az Ampelomyces hifak a talajszemcséken is.

A GFP-transzformansokat funkcionalis kisérletekben is felhasznaltuk. Ezek a kisérletek
torténik a gombaval a mikoparazitizmust megel6zden, majd azt kovetden. Az életciklus ezen

szakaszairdl ellentmondasos allitasok és ismeretek vannak (Brimner & Boland 2003, Kiss
77



2004). A biologiai védekezésre hasznalhaté szervezetek hatékonysaganak biztositasaban
kulcsfontossagi a megfelelé mértéki tulélés és perzisztencia (Jeger és mtsai 2009). A
szakirodalomban talalhaté  Aaltalanos elképzelés szerint az  Ampelomyces  spp.
megtelepedéséhez aktivan novekedd lisztharmattelepekre van sziikség (Sztejnberg és mtsai
1989, Falk és mtsai 1995b, Kiss és mtsai 2004, Kiss 2008). A lisztharmatmentes
uborkalevelek GFP-transzformansokkal valo inokulaciojat kovetéen Kimutattuk, hogy a
mikoparazitak képesek akar 21 napig is tulélni a leveleken anélkiil, hogy a gazdagomba
jelenlétére sziikségiik lenne. Ez 1d6 eltelte utan a torzsek még képesek voltak a gazdagomba
képleteibe hatolni ¢és azokkal mikoparazita interakcioba Iépni, miutan a leveleket
lisztharmattal megfertéztiik. Ezt a jelenséget korabban még nem mutattak ki, annak ellenére,
hogy néhany terméket lisztharmat ellen megel6z6 kezelésre ajanlanak (Paulitz & Bélanger
2001, Bélanger & Labbé 2002) vagy hasznaltak (Kaur és mtsai 2018), ami feltételezi, hogy az
Ampelomyces-alapu készitmények bizonyos ideig aktivak maradnak a kijuttatast kdvetden.
Megfigyelésiink igy az Ampelomyces gyakorlati felhasznalasa szempontjabol is fontos, hiszen
feltételezhetd, hogy a Dbiologiai védekezés céljabol kijuttatott Ampelomyces-alapt
novényvéddszernek az a része sem vész karba, amelyik lisztharmattal nem fertdzott ndvényi
részekre keriil. Az igy kijuttatott biofungicid preventiv védekezést fejthet ki, azaz a kés6bb
varhat6 lisztharmatfertdzéssel szemben bizonyos mértékig hatdsos lehet. A ndvények fold
feletti részein fert6z6 korokozok ellen hasznalt Trichoderma-torzseket gyakran célzottan
preventiv modon hasznaljak fel biologiai védekezésre (pl. Xu és mtsai 2010, Marraschi és
mtsai 2019).

Azokon a kisérleti novényeken, amelyekre elobb Ampelomyces-inokulumot juttattunk,
majd ezeket lisztharmattal megfert6ztilk, a mikoparazitizmus mértéke elmaradt azoktol a
pozitiv kontroll inokulaciok utan tapasztaltnal, amelyekben az erés kezdeti lisztharmat-
fertdzottség kovetkeztében a mikoparazita azonnal megtdmadhatta a gazdagombat. Az eldbbi
esetben egységnyi 1d6 utan a levelek kisebb részét boritottak csak a mikoparazita piknidiumai
¢s teleprészenként is kisebb szamu piknidium képzddott. Ennek két, egymast nem kizard oka
lehetséges. A kisérletben minden esetben az Ampelomyces inokulaciot kovetd lisztharmat
fert6zés utdn 10 nappal vizsgaltuk a mikoparazitizmust. E 10 napos lisztharmattelepek
fiatalok, a gazdanovényt még nem fertdzik teljes intenzitassal, emiatt feltehetden kevésbé
alkalmasak erbteljes mikoparazitizmus fenntartasara. Masrészt valdszinli, hogy a
lisztharmatmentes leveleken vald, akar 21 napig tartd intervallumot a mikoparazita képletei

csak bizonyos aranyban élték tal, egy résziik elveszett, és emiatt a mikoparazitizmus
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hatékonysaga csokkent. A kisérletek kibdvitésével, és a mikoparazitizmus mértékének
mérésével megallapithatd lenne ennek a veszteségnek a pontos értéke. Trichoderma-
torzsekkel végzett kisérletekben azt tapasztaltak, hogy a kijutatott mennyiségnek kb. fele-
negyede talalhatd meg a leveleken 28 nap elteltével (Samuelian 2016). Hozzaadott
adalékanyagokkal elérték, hogy 15 nap utan az eredeti kijuttatott mennyiséghez hasonlo
mennyiségben marad fenn a kijuttatott torzs (Navaneetha és mtsai 2015). Egy masik
kisérletben Osszesen 35 torzset tesztelték és 21 nap elteltével a torzsek mindegyikét sikertilt
visszaizolalni (Galletti és mtsai 2008).

Az Ampelomyces életciklus aktiv mikoparazitizmuson kiviil esé szakaszanak
vizsgalatara két kisérletet végeztiink. A transzforménsok hifait és piknidiumait tartalmazo
lisztharmatos levéldarabok talajra helyezését kdvetden a transzformansok fluoreszcens jele 9-
12 nap elteltével gyengiilt, majd a kisérlet végére nagyrészt megsziint. Ez a GFP-expresszid
mértékének csokkenésére, majd megsziinésére utal, ami a transzformansok aktiv
metabolizmusanak csokkenésére, vagy ledllasara enged kovetkeztetni. Lényeges, hogy Uj
piknidiumok (és ezzel uj spordk) kialakuldsat nem figyeltiik meg a kisérletben. Ezekhez az
kovetéen sem tortént Gjabb piknidiumok képzése. Ebben a kisérletben a hifak fluoreszcens
jele tobbé-kevésbé lathatdé maradt a kisérlet végéig, azonban a masik kisérlettdl eltérden itt
steril, zart és kiszaradasmentes kornyezetben tartottunk a torzseket. Valdsziniileg ez a
szaprotrof novekedés szamara feltételezhetden idealis kornyezet az oka annak, hogy a
fluoreszcens jel sokaig megfigyelheté volt a steril talajszemcséken. Fontos azonban, hogy
még ebben az idedlisnak tind kornyezetben sem tortént erds szaprotrof novekedés és
piknidiumképzddeés.

Hasonloan ezekhez az eredményekhez, azokon a lisztharmatmentes leveleken sem
figyeltiink meg piknidiumképzodést, amelyekre Ampelomyces konidiumokat juttattunk Ki.
Piknidiumképzddés csak e kisérlet masodik szakaszdban volt tapasztalhat6, amikor mar a
gazdagomba képletei is jelen voltak a leveleken. Mindezek az eredmények jol illeszkednek
abba a képbe, amely szerint az Ampelomyces-gombak esetén erds, piknidiumképzdédéssel is
jard szaprotrof novekedés kizardlag taptalajon figyelheté meg (Sztejnberg és mtsai 1989,
Liang és mtsai 2007, Legler és mtsai 2016, Liyanage és mtsai 2018). Kisérleteinkben a
lisztharmatmentes kornyezetekben és a bomld levelek kornyezetében figyeltik meg a
transzformansok minimalis hifalis novekedését, de egyik esetben sem tortént
piknidiumképzddeés.
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Mivel a kisérleteinkben nem taldltunk lisztharmatgombak jelenlététdl fiiggetleniil
lejatszodd Ampelomyces piknidiumképzést, ezért a korabbi mikoldgiai irodalomban
ismertetett (De Bary 1870, Yarwood 1939), szaprotrof piknidiumokkal vald attelelés
jelensége nem nyert megerdsitést. A korabbi kisérletes eredmények mindegyike, amely az
Ampelomyces spp. attelelésére vonatkozik, azt mutatta, hogy az attelelésre alkalmas képletek
minden esetben lisztharmatgomba-képletekkel kapcsolatosak (Falk és mtsai 1995a,
Szentivanyi & Kiss 2003, Kiss és mtsai 2011).

Sajat eredményeink és irodalmi adatok is azt mutatjak tehat, hogy az Ampelomyces-
torzsek fO €lettere (gazdagombaikhoz hasonléan) a gazdandvények fold feletti részeihez, a
filloszférahoz kotddik. A filloszféraban elsédlegesen mint lisztharmat-mikoparazitak vannak
jelen. Kisérleteinkben a gazdagombak jelenléte nélkiil nem mutattak sporulaciét sem a
leveleken, sem a talajon, csak gyenge novekedés és perzisztalas nyert bizonyitast. Lehetséges,
hogy a gazdandvények kornyezetében a gazdagomba nélkiil bizonyos ideig fennmaradnak
(hiszen taptalajon is fenntarthatok), de a lisztharmatgombaktol, mint gazdaktol fliggetlen
¢letteret valosziniileg nem képesek huzamosabb ideig elfoglalni a természetben. Ennek
kovetkeztében megalapozatlannak tlinik az Ampelomyces-gombak a talajban é16 mas gombak
és egyéb organizmusok elleni potencialis negativ hatasat feltételezni (Brimner & Boland
2003). Ezzel kapcsolatban hasonld kovetkeztetésre jutott Kiss (2004) is, akinek

kovetkeztetését kisérletes eredményeink is megerdsitik.

AZ ELESZTO REKOMBINACIOS KLONOZAS FELHASZNALASA PLAZMID-

KONSTRUKCIOK OSSZEALLITASARA

Az élesztd rekombinacios klonozas modszerét alkalmazva eldallitottunk egy E. coli-
Agrobacterium—¢éleszté shuttle vektort. A moédszer egyszeri és hatékony (Joska és mtsai
2014); a vektor eldallitasa a hagyomanyos, restrikcios emésztésen és fragmentligalason
alapulo klonozas utjan feltehetden sokkal tobb id6t és koltségraforditast igényelt volna (Joska
¢és mtsai 2014). A létrehozott pCBRS plazmidon (1. abra / a) megtalalhaté gének funkcioinak
egyiittes jelenléte miatt a plazmid, mint vektor vaz (backbone) felhasznalasa a tovabbi
1épésekben minden esetben E. coli-Agrobacterium—¢leszté shuttle vektort eredményez (Joska
¢s mtsai 2014). A keletkezett vektor az ATMT szempontjabdl egy ’iires’ vektor, mivel a T-
DNS hatarszakaszai kozott nem tartalmazott semmilyen inzertet. A T-DNS szakaszok ko6zé

hagyomanyos klonozassal is épithetd inzert (Kilaru & Steinberg 2015), de a mi
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megkozelitésiinkben ezt a vektor vazat egy kovetkezd rekombinacios klonozas kiindulési
fragmentjeként hasznaltuk fel, és masik harom fragmenttel egyiitt, egy 1épésben hoztuk létre a
KO megvalo6sitasahoz sziikséges plazmidot. A pPCBRS.NR plazmid elméletileg kézvetleniil, a
hat alkotérész PCR termékeibdl kiindulva egy Iépésben is eldallithatd lett volna, hiszen a
modszerrel nagyobb szamu fragment egybeépitése is lehetséges (Kuijpers és mtsai 2013).
Ebben az esetben azonban nem rendelkeznénk kiilon a pCBRS plazmid vézzal, amelyet mas
plazmidok eldallitdsahoz hasznalhatunk a késébbiekben. Mivel ezt kiilon [épésben

eldallitottuk, a tovabbi munkakban plazmid vazként felhasznalhatjuk.

CELZOTT GENKIUTES MEGVALOSITASA HOMOLOG REKOMBINACIOVAL EGY

AMPELOMYCES-TORZSBEN

A homolog rekombinédcidoval végzett célzott génkiiités a mikoparazita gombdk korében
altalanosan alkalmazott eljaras. A modszert elsésorban a mikoparazitizmusban szerepet jatszo
gének funkciondlis genetikai vizsgéalataiban hasznaljak (pl. Liu és mtsai 2016, Bansal és mtsai
2019). Munkankban a célzott génkiiités teszteléséhez a nitrat-reduktazt céloztuk meg, és
bizonyitottuk, hogy homoldg rekombinacioval lehetséges a célzott génkilités megvaldsitasa
egy Ampelomyces-torzsben. A pCBRS.NR plazmiddal eléallitott transzformansokban a
potencidlis homolég rekombindciés helyek felszaporitdsira olyan primerparokat
alkalmaztunk, amelyek egy tagja az EUKNR génnel szomszédos génre kotddik, mig a masik a
T-DNS-re. Ezekben a reakciokban csak akkor kapunk terméket, amennyiben a genomba
beépiilt T-DNS fizikai helyzete ezt lehetdvé teszi, azaz ha ténylegesen megtortént a célzott
génkiiités a torzsekben (12. abra / ). A teljes EUKNR lokuszt célzo reakciokban a vad tipusbol
¢és azokbol a transzformansokbol, amelyekben nem tortént célzott génkiiités, megkaptuk az
intakt l6kusznak megfelel6 méretli PCR terméket. A KO transzformansokban az EUkNR
kodolo régidja helyére beépiilt hph kazetta amplifikalodott, amelynek mérete rovidebb az
intakt kodold régidjaénal, igy gélkép alapjan megkiilonboztethetd volt. A pCBRS.NR
plazmiddal elballitott transzformansok koziil nyolcban tortént célzott génkiiités (6. tablazat),
ez azt jelenti, hogy az EUKNR gén megcélzasanak hatékonysaga 40% volt. Ez atlagos értéknek
szamit, hiszen a legtobb gombafaj esetén 14-75%-o0s hatékonysagot tapasztaltak (Michielse és
mtsai 2005). Az elért hatékonysag arra utal, hogy az ATMT jol alkalmazhaté6 Ampelomyces-

torzsekben vald célzott génkilitésre.
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A taptalajos tesztekben az EUKNR KO genotipus kdvetkeztében kialakult fenotipust
tettiik lathatova. Minimal taptalajon minden esetben, és a KO transzformansok esetén a nitrat
tartalmu taptalajon is gyenge novekedés, vékony telepek ¢€s gyenge sporulacidé volt
tapasztalhatd. Ez a morfologia tipikusan a nitrathiany (,,nitratéhség”) taptalajon vald
megnyilvanuldsa (Tomsett & Garrett 1980, Espeso ¢és mtsai 2019). A PCR-alapu
genotipizalas és a taptalajos tesztek eredményei egyarant bizonyitjak, hogy sikeresen
megvalosult a célzott génkitités az Ampelomyces-transzformansokban.

Az eldbb ismertetett jellemzok alapjan kijelenthetjiik, hogy az élesztd rekombinacios
klonozassal valé plazmid elballitas és az azt koveté Agrobacterium-kozvetitette
transzformalas egyiittesen lehetségessé teszik az Ampelomyces-térzsek funkcionalis genetikai
vizsgalatainak meginditasat. Az ilyen tipus munkahoz megfelel6 alapot ad az Ampelomyces—
lisztharmat kapcsolatban szerepet jatszo gének transzkripcids adatbazisa (Siozios €és mtsai
2015) és egy publikusan elérheté teljes Ampelomyces-genom®. A jovébeli munkéakban
érdemes lehet a mikoparazitizmusban kozvetleniil szerepet jatszo (Woo és mtsai 1999), a
masodlagos anyagcsere-termékek szintézisében fontos (Luo és mtsai 2018), vagy szabalyozé
funkciokat betoltd gének (Sun és mtsai 2018) vizsgdlata, azok szerepének mikoparazita
folyamatban vald tisztazésa. Lehetséges, hogy bizonyos gének kilitésével a mikoparazita
képesség hatékonysaga megnovekedik (Fang & Chen 2018).

Az NRKO B transzformanssal végzett mikoparazita tesztekben a gomba képes volt az
arpalisztharmat és az uborkalisztharmat telepeit parazitalni. A mikoparazitizmus mértéke nem
kiilonbozott a vad tipusnal mérhet6tél. A Penicillium rubens, egy mer6ben mas tipusa
biokontroll célra hasznalt gomba esetén mar vizsgaltdk a nitratanyagcsere €s a biokontroll
képesség kozotti osszefiiggést (Espeso és mtsai 2019). Ebben az esetben nem EukNR-hianyos
torzsekkel dolgoztak, azonban a tesztelt torzsek mas mutéaciok (egy szabalyozd gén, illetve
egy transzporter hib4ja) miatt voltak képtelenek a nitrathasznositasra (Espeso és mtsai 2019).
Az els6 mutans esetén a nitratredukdlo képesség komplementicioval vald visszaallitasa
némileg csokkentette a biokontroll hatast Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici ellen. Egy
masik mutans, amely egy, az el6z6tdl eltérd gén hibdja miatt nem képes a nitrat redukalésara,
azonos mértékli biokontroll hatast fejtett ki, mint a masik mutans. A szerzok ebbdl arra
kovetkeztettek, hogy a Pe. rubens esetén a nitratmetabolizmus a biokontroll képesség egy

faktora (Espeso és mtsai 2019). A sajat kisérleteinkben erre utald jeleket nem talaltunk,

* https://genome.jgi.doe.gov/Ampquil/Ampquil.home.htmi
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amelynek oka lehet, hogy a két biokontroll gomba felhasznaldsi modja, és feltehetden a
hatdsmodja is teljesen eltéro.

A KO transzformans mikoparazitizmusanak mértéke nem kiilonb6zott a vad tipusnal
mérhet6t6l, ami arra enged kovetkeztetni, hogy a nitrat-reduktdz gén nem sziikséges a
mikoparazitizmus folyamatdhoz. A GFP-t expresszald transzformansokkal végzett
funkcionalis kisérleteink (Id. fentebb) is azt az altalanosan elfogadott allaspontot latszanak
aldtdmasztani, miszerint e mikoparazita gombak elsOsorban a lisztharmatgombak
intracellularis hiperparazitaiként vannak jelen a természetben €s a szaprotrof életmdd csak
minimalis jelentdséglinek tiinik az életciklusban. Ennek ellenére e mikoparazitdk genomjaban
a nitrat-reduktaz gén megtalalhatd, hiszen a tiz kiilonb6zé klad mindegyikébdl sikeresen
felszaporitottuk és szekvenaltuk egy szakaszat; és funkcionalis is, hiszen az Ampelomyces-
torzsek noveszthetok Czapek-Dox agaron (Sztejnberg és mtsai 1989), amely a nitratredukalo
képességiikre utal (Gorfer és mtsai 2014). Ugyanezt mutatta az RS1-a térzs minimal
taptalajon vald novekedése abban az esetben is, amikor csak a nitrdt volt az egyetlen
hozzaférhetd nitrogénforras a taptalajban. A nitratredukald képesség megtartasa egyértelmiien
szaprotrof bélyeg, azonban az Ampelomyces-ek legjellemzébbnek tartott életterében, a
lisztharmatgomba-képletekben feltehetéleg csak redukalt nitrogénformakkal talalkoznak,
hiszen a lisztharmatokban nincsen nitratredukalo rendszer, hanem gazdandvényeiktdl szerves
formaban vesznek fel nitrogént (Spanu és mtsai 2010). Emiatt felvetédik a kérdés, hogy miért
lehet mégis mitkodé EuKNR gén az Ampelomyces-torzsekben. A nitrat-reduktaznak az {n.
asszimilatorikus (a sejt anyagainak felépitéséhez felhasznalt redukalt nitrogén eldallitasa)
funkcioja mellett mas szerepe is lehet a gombakban. Anaerob koriilmények kozott szamos
gomba képes fermentacioval kapcsolt nitrdt redukcidra, amelynek sordn a nitrat
elektronakceptorként hasznosul (Zhou és mtsai 2002). Ebben a folyamatban a nitrat-reduktaz
is részt vesz (Takasaki és mtsai 2004) és foként talajlaké gombdaknal lehet jelentdsége. A
transzforméansok vizsgalataval kapott eredményeink alapjan kevésbé valoszinli, hogy az
Ampelomyces-torzsek életciklusaban jelentGs lenne a talajban vald fennmaradas, azonban a
nitrat-reduktaz egy tovabbi funkcidja is ismert. A nitrogén-monoxid (NO) szamos
folyamatban (pl. novekedés, reprodukcid) szerepel szabalyozd molekulaként a gombak
korében (Céanovas és mtsai 2016, Pengkit és mtsai 2016), €és a nitrat-reduktdz részt vesz az
endogén NO eldallitasaban (Marcos €s mtsai 2016). Ez, vagy a nitrat-reduktaz egyéb funkcioi

magyarazhatjak, hogy miért lehet jelen mégis az EUKNR gén az Ampelomyces-torzsekben.
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AMPELOMYCES SPP. TEREPI MINTAKBOL VALO KIMUTATASARA ALKALMAS QPCR

DIAGNOSZTIKAI HATARERTEKE

Az Ampelomyces hiperparazitak jelenlétének molekularis alapu kimutatasara fejlesztett qPCR
modszerhez hasznalandd  diagnosztikai  hatarérték meghatarozasara egy analitikai
megkozelitést (Caraguel és mtsai 2011) alkalmaztunk. A moédszer tizszeres higitasokban
Cq atlagérték 24,07 volt. A kisebb mennyiségli, magasabb Cq értéket eredményezd target
DNS-mintak detektalasa bizonytalan, hiszen ezek target koncentracidja nem tartozik a
modszer log-linearis szakaszba.

Az Ampelomyces-mentesen tartott mintakbol készitett DNS kivonatainkban 26,26 -
27,08 kozotti Cq értékeket kaptunk. Ez arra utal, hogy a hattér DNS-b6l (a cél-DNS-t, azaz
Ampelomyces-DNS-t nem tartalmazé DNS-kivonat) is tortént amplifikacio. Ennek oka lehet,
hogy a forward primer 100%-o0s szekvenciabeli egyezést mutat a P. plantaginis, és 95%-0s
hasonlosagot mutat a Pl. lanceolata megfeleld szakaszaival; a reverse primer pedig 60%-ban
egyezik mind a ndovény, mind a gazdagomba megfelelé szakaszaival (Id. Tollenaere és mtsai
2014). A megfeleld diagnosztikai hatarérték megvalasztasa, azon kiviil, hogy elkeriiljiik az ad
hoc (objektiv modszerrel nem megalapozott) hatarérték megvalasztast, fontos az alpozitiv
mintak elkeriilésében is. Az altalunk hasznalt in vitro modszerrel kapott diagnosztikai
hatartérték (24,07) gyakorlatilag megegyezik az egyiittmiik6d6 finnorszagi kutatocsoport altal
a mi munkanktol fiiggetleniil, mas megkozelitéssel, kisérleti mintakat felhasznalva
megallapitott értékkel (Cq=24). Ennélfogva, Osszegezve a két kisérlet eredményeit,
kijelenthetjiilk, hogy a Cq=24-es hatarérték robusztus diagnosztikai hatarértékként
alkalmazhat6 az Ampelomyces spp. a mintavételi teriileten gy{jtott levélmintakbol vald
kimutatasara. A meghatarozott Cq hatarérték csak olyan DNS-kivonatok esetén hasznalhato,
amelyeket azonos tipusu mintdkbol, és azonos DNS-izoldl6 modszerrel éllitottak eld, mint
amelyet a Cq érték meghatarozdsahoz is hasznaltunk.

A kidolgozott modszer jovObeli munkaink soran is kiegészitheti, vagy nagy mennyiségi
minta feldolgozasanak sziikségessége esetén helyettesitheti az  Ampelomyces-képletek

mikroszkopos vizsgalatokon alapuld kimutatasat.
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OSSZEFOGLALAS

A lisztharmat az egyik leggyakrabban el6forduld novénybetegség. Az Ampelomyces
nemzetségbe tartozo piknidiumos gombdk a lisztharmatgombédk gyakori mikoparazitai, és
biofungicid készitmények formajaban a lisztharmatok elleni bioldgiai névényvédelemben is
alkalmazhatok. A nemzetség taxondémiai viszonyai nem tisztdzottak ¢és a jol ismert
mikoparazita folyamatokat megel6z0, vagy azokat kovetd, a gazdaszervezet nélkiili
potencialis eléfordulasuk is vitatott. Célkitlizéseink a kovetkezok voltak:

(1) Az Ampelomyces nemzetségen beliili leszarmazasi viszonyok feltarasara a
korabbiaknal Kiterjedtebb molekularis filogenetikai elemzések megvaldsitasa a formalisan
leirhatd fajok elkiilonitésének megalapozasara. (ii) Az Ampelomyces mikoparazitak
lisztharmatokban  és  lisztharmatmentes  kornyezetekben  valdé  vizualizaciojanak
megkonnyitésére két torzs zold fluoreszcens fehérjével (GFP-vel) torténd transzformacioja,
valamint a transzformansokkal mikoparazita tesztek és mas funkcionalis kisérletek beallitasa.
(iii) Homoldg rekombinacion alapuld célzott génkilités megvalositasa egy Ampelomyces-
torzsben. (iv) gPCR-modszer fejlesztése Ampelomyces—torzsek terepen gytijtott, lisztharmatos
novényekbdl kivont 6sszgenomi DNS-mintakbdl vald kimutatasara.

A molekularis filogenetikai vizsgalatok alapjan az Ampelomyces nemzetségen beliil tiz
kladot kiilonitettiink el, amelyek alapjan 0j fajok leirasa javasolhato.

Agrobacterium-kozvetitette transzformacioval GFP-t kifejez6 transzformansokat
hoztunk 1étre, melyek felhasznalasaval kimutattuk, hogy az Ampelomyces konidiumok
csirdztak a talajra keriilve és a lisztharmatmentes leveleken egyarant. A leveleken a
lisztharmat jelenléte nélkiil is életben maradtak és minimum 21 napig képesek voltak az ezt az
1d6szakot kovetden jonnan kialakul6 lisztharmattelepeket is megfert6zni. A transzformansok
vizualizacidja a fluoreszcencidjuknak koszonhetden lényegesen meghaladta a vad tipusét
mikoparazita tesztek és a tobbi kisérletek soran. A mikoparazitizmust kovetden a levelekkel a
talajba keriilve az Ampelomyces-képletek minimalis névekedést mutattak, piknidiumképzés
pedig egyaltalin nem tortént. A nitrat-reduktdz gén kititésével kimutattuk, hogy az
Ampelomyces-térzsekben hasznalhatdo a homolog rekombinacion alapuld célzott génkiiités. A
nitrat-reduktaz hianya nem befolyasolta a tesztelt torzs mikoparazita képességeét.

Az Ampelomyces-torzsek molekularis kimutatasara fejlesztett modszer finomitasahoz in
vitro teszteket végeztiink, amelyek alapjan a modszer pontosabban hasznalhato terepen

begyijtott 6ssz-genomi DNS-mintakbol térténd detekcios célokra.
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SUMMARY

Powdery mildew infections are amongst the most commonly encountered plant diseases.
Pycnidial fungi of the genus Ampelomyces are common mycoparasites of powdery mildew
fungi, and some selected strains have been registered as commercial biofungicides of
powdery mildew infections of important crops. The taxonomy of the genus needs revision.
The environmental fate of these mycoparasites in the absence of their powdery mildew hosts,
before and after the well-known mycoparasitic process is controversial. The objectives of this
work were to: (i) Infer the phylogenetic relationships within the genus Ampelomyces based on
molecular phylogenetic analyses aiming at defining groups that could be formally described
as new species of Ampelomyces. (ii) Improve visualization of Ampelomyces in powdery
mildew structures and in powdery mildew-free environments using transformants expressing
the green fluorescent protein (GFP) gene, and conduct mycoparasitic tests and other
functional experiments with the GFP-transformants. (iii) Test if homologous recombination-
based targeted gene knock out can be achieved in Ampelomyces using the same
transformation method. (iv) Develop a gPCR method to detect Ampelomyces strains in total
genomic samples extracted from powdery mildew-infected plant samples collected in the
field.

Our molecular phylogenies revealed that the strains included in this study belong to ten
well supported clades, which can be formally described as newly recognized Ampelomyces
species.

The Agrobacterium-mediated transformation was successfully applied to obtain GFP-
expressing transformants of Ampelomyces strains. Using these we demonstrated that conidia
of Ampelomyces readily germinate on the soil as well as on powdery mildew-free leaves of
the host plants. We showed for the first time that Ampelomyces can persist up to 21 days on
mildew-free host plant surfaces, where it can attack powdery mildew structures as soon as
these appear after this period. Detection of Ampelomyces structures, and especially hyphae,
was greatly enhanced when diverse powdery mildews, leaf and soil samples containing GFP
transformants were examined with fluorescence microscopy. As a saprobe in decomposing,
powdery mildew-infected leaves on the ground, and also in autoclaved soil, Ampelomyces

developed new hyphae, but did not sporulate.
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By knocking out the nitrate reductase encoding gene it was demonstrated that
Ampelomyces amenable to targeted gene knock out. The mycoparasitic activity of the tested
knock-out transformant was similar to the wild type strain.

An in vitro fine-tuning approach was used to develop precise qPCR method for the
detection of Ampelomyces in total genomic DNA samples extracted from field-collected,
powdery mildew-infected plants.
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FUGGELEK

F1. tabldzat. A filogenetikai vizsgalatainkba vont dsszes Ampelomyces-torzs és a kilcsoportot alkotd két taxon szarmazasi helyének és izolalasi
id6pontjanak, valamint az eredeti gazda lisztharmat gombafajanak listdja és az elemzésekhez hasznalt, korabban meghatarozott ITS és ACT1

szekvenciak GenBank azonositészamai. Az Ujonnan izolalt torzseket vastag szedve jeloltik.

Ato Ty Lisztharmatfaj, amelybédl Lisztharmat Gyiijtés e ITS génbaki ACT1 génbaki

orzs jelolése T . X Gyiijtés helye g o
izolaltak gazdanovénye éve azonosité azonositd

263 Golovinomyces cichoracearum Artemisia absinthium 1974 Kanada AF035782

2931A-a Podosphaera plantaginis Plantago lanceolata 2013 Finnorszag KM066092

3616A-a Podosphaera plantaginis Plantago lanceolata 2013 Finnorszag KM066096

9031A-a Podosphaera plantaginis Plantago lanceolata 2013 Finnorszag KM066093

9031B-a Podosphaera plantaginis Plantago lanceolata 2013 Finnorszag KM066091

9031C-a Podosphaera plantaginis Plantago lanceolata 2013 Finnorszag KM066097

Al0-a Arthrocladiella mougeotii Lycium halimifolium 2007 Magyarorszag HM124896

All-a Arthrocladiella mougeotii Lycium halimifolium 2007 Magyarorszag HM124897

A38-a Arthrocladiella mougeotii Lycium halimifolium 2007 Magyarorszag HM124915

A45-a Arthrocladiella mougeotii Lycium halimifolium 2007 Magyarorszag HM124920

A47-b Arthrocladiella mougeotii Lycium halimifolium 2007 Magyarorszag HM124921

A62-b Arthrocladiella mougeotii Lycium halimifolium 2007 Magyarorszag HM124924

A66-a Arthrocladiella mougeotii Lycium halimifolium 2007 Magyarorszag HM124926

A93-b Arthrocladiella mougeotii Lycium halimifolium 2007 Magyarorszag HM124935

A97 Arthrocladiella mougeotii Lycium halimifolium 2007 Magyarorszag HM124938

A109-a Arthrocladiella mougeotii Lycium halimifolium 2007 Magyarorszag HM124945

A110-b Arthrocladiella mougeotii Lycium halimifolium 2007 Magyarorszag HM124947

ALAl-a Golovinomyces cichoracearum Lactuca sp. 2008 Franciaorszag HM124956

AQ10 Oidium sp. Catha edulis - Izrael AF035783

ATCC200245 Erysiphe necator Vitis sp. 1989 USA HM125018 JN621870

ATCC200246 Erysiphe necator Vitis riparia 1991 USA HM125015 JN621866

ATCC200247 Erysiphe necator Vitis riparia 1992 USA JN417758 JN621867

ATCC200248 Erysiphe necator Vitis riparia 1991 USA HM125016 JN621868

ATCC200250 Erysiphe necator Vitis riparia 1991 USA HM125017 JN621869

ATCC201056 Arthrocladiella mougeotii Lycium halimifolium 1990 Magyarorszag AF035780 JN621873

B61 Podosphaera leucotricha Malus robusta 2008 Franciaorszag HM124960

B71 Podosphaera leucotricha Malus domestica 2008 Egyesilt Kiralysag JN417760 JN621883

103



B78

B9l

B100

B102
B124-a
B133
Bgr2014
BgrA

BgrB

BgrC

BgrD

BgrE

BgrF

BorG

BgrH

Barl
CBS12979
CBS13079
CBS13131
CBS13179
CBS13332
CBS132219
CBS132220
CBS132221
CBS132222
CBS132223
CBS132224
CBS132225
CBS132226
CBS132227
CBS132346
CBS132347
DSM2222
G2

GW

GYER
HMLAC226
KACC43563

Podosphaera leucotricha
Podosphaera leucotricha
Podosphaera leucotricha
Podosphaera leucotricha
Podosphaera leucotricha
Podosphaera leucotricha

Malus domestica
Malus domestica
Malus domestica
Malus brevipes

Malus domestica
Malus domestica

Blumeria graminis
Blumeria graminis
Blumeria graminis
Blumeria graminis
Blumeria graminis
Blumeria graminis
Blumeria graminis
Blumeria graminis
Blumeria graminis
Blumeria graminis

Agropyron tsukushiense
nem azonositott fiiféle
nem azonositott fiiféle
nem azonositott fiiféle
nem azonositott fiiféle
nem azonositott fiiféle
nem azonositott fiiféle
nem azonositott fiiféle
nem azonositott fiféle
nem azonositott fiféle

Golovinomyces cichoracearum
Golovinomyces cichoracearum
Golovinomyces cichoracearum
Golovinomyces cichoracearum

Cucumis sativus
Cucumis sativus

Helianthus tuberosus

Cucumis sativus

Erysiphe alni

Erysiphe necator
Erysiphe necator
Erysiphe necator
Erysiphe necator
Erysiphe necator
Erysiphe necator
Erysiphe necator
Erysiphe necator
Erysiphe necator
Erysiphe necator
Erysiphe necator

Golovinomyces sp.

Erysiphe polygoni

Erysiphe cynoglossi

Erysiphe arcuata
Erysiphe polygoni
Blumeria graminis

Lonicera sp.

Vitis vinifera

Vitis vinifera

Vitis vinifera

Vitis vinifera

Vitis vinifera

Vitis vinifera

Vitis vinifera

Vitis vinifera

Vitis vinifera

Vitis vinifera

Vitis vinifera
Cucumis sp.
Polygonum sp.
Echium sp.
Carpinus betulus
Polygonum aviculare
Diarrhena japonica

2008
2008
2008
2008
2008
2008
2014
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
1975
1975
1931
1975
1932
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009

2002
2008
2008
2003
2006

Egyesiilt Kiralysag
Egyesiilt Kiralysag
Egyesiilt Kiralysag
Egyesiilt Kiralysag
Magyarorszag
Magyarorszag
Dél-Korea
Csehorszag
Csehorszag
Csehorszag
Csehorszag
Csehorszag
Csehorszag
Csehorszag
Csehorszag
Csehorszag
Kanada

Kanada

USA

Kanada

USA

Olaszorszag
Olaszorszag
Magyarorszag
Magyarorszag
Magyarorszag
Magyarorszag
Magyarorszag
Magyarorszag
Magyarorszag
Magyarorszag
Olaszorszag
Németorszag
Magyarorszag
Franciaorszag
Magyarorszag
Kina

Dél-Korea

JN417761
JN417762
JN417763
JN417764
HM124964
JN417765

HQ108038
U82449
AF035781
HQ108040
HM124974
IN417738
IN417739
IN417749
IN417750
IN417751
IN417752
IN417753
IN417756
IN417757
IN417754
IN417714
U82450
DQ490770
HM124984
HM124983
DQ490766

JN621884
JN621885
JN621886
JN621887
JN621888
JN621889

JN621846
JN621847
JN621857
JN621858
JN621859
JN621860
JN621861
JN621864
JN621865
JN621862
JN621822
JN621871

JN621872
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KACC43587
KACC44850
KACC44851
KACC44853
LP1-a
LP1-b

LP1-c

Lsl-a

LV2-b
MAG6-b

MAS8
MF13309A-b
MF13309B-a
MYA-3396
PC1l-a
RS1-a
RU1-b
RU2-a
RU4-b
RU5-a

P

TRb

Vitis1

Vitis9
Vitis12
Vitis21
Vitis23
Vitis25
Vitis26
Vitis30
Vitis32
Vitis34
Vitis35
Vitis38
Vitis42
Vitis44
Vitis45
Vitis46

Blumeria graminis

Blumeria graminis

Blumeria graminis

Blumeria graminis
Neoerysiphe galeopsidis
Neoerysiphe galeopsidis
Neoerysiphe galeopsidis
Erysiphe australiana
Erysiphe sp.

Erysiphe berberidis

Erysiphe berberidis
Podosphaera plantaginis
Podosphaera plantaginis
Podosphaera leucotricha
Podosphaera leucotricha
Podosphaera pannosa
Golovinomyces cichoracearum
Golovinomyces cichoracearum
Golovinomyces cichoracearum
Golovinomyces cichoracearum
Erysiphe trifolii

Erysiphe trifolii

Erysiphe necator

Erysiphe necator

Erysiphe necator

Erysiphe necator

Erysiphe necator

Erysiphe necator

Erysiphe necator

Erysiphe necator

Erysiphe necator

Erysiphe necator

Erysiphe necator

Erysiphe necator

Erysiphe necator

Erysiphe necator

Erysiphe necator

Erysiphe necator

Diarrhena japonica
Agropyron sp.
Piptatherum virescens
Diarrhena japonica
Lamium purpureum
Lamium purpureum
Lamium purpureum
Lagerstroemia sp.
Ligustrum vulgare
Mahonia aquifolium
Mahonia aquifolium
Plantago lanceolata
Plantago lanceolata
Malus domestica
Pyrus calleryana
Rosa sp.

Rudbeckia sp.
Rudbeckia sp.
Rudbeckia sp.
Rudbeckia sp.
Trifolium pratense
Trifolium sp.

Vitis vinifera

Vitis vinifera

Vitis vinifera

Vitis vinifera

Vitis vinifera

Vitis vinifera

Vitis vinifera

Vitis vinifera

Vitis vinifera

Vitis vinifera

Vitis vinifera

Vitis vinifera

Vitis vinifera

Vitis vinifera

Vitis vinifera

Vitis vinifera

2007
2009
2009
2009
2013
2013
2013
2014
2007
2007
2007
2013
2013
2002
2014
2007
2007
2007
2007
2007
2007
2007
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009

Dél-Korea
Csehorszag
Csehorszag
Dél-Korea
Magyarorszag
Magyarorszag
Magyarorszag
Franciaorszag
Magyarorszag
Magyarorszag
Magyarorszag
Finnorszag
Finnorszag
Egyesdilt Kiralysag
Magyarorszag
Magyarorszag
Magyarorszag
Magyarorszag
Magyarorszag
Magyarorszag
Franciaorszag
Magyarorszag
Olaszorszag
Olaszorszag
Olaszorszag
Olaszorszag
Olaszorszag
Olaszorszag
Olaszorszag
Olaszorszag
Olaszorszag
Olaszorszag
Olaszorszag
Olaszorszag
Olaszorszag
Olaszorszag
Olaszorszag
Olaszorszag

HM124990
HM124996
HM124997
KM066094
KM066095
AY663818

HM125010
HM125006
HM125007
HM125008
HM125009
HM125019

JN417710
JN417711
JN417713
JN417715
JN417716
JIN417717
JN417718
JN417719
JN417720
JN417721
JIN417722
JN417723
JIN417725
JIN417726
JIN417727
JIN417728

JN621892
JN621893
JN621894

JN621882

JN621896

JN621895

JN621818
JN621819
JN621821
JN621823
JN621824
JN621825
JN621826
JN621827
JN621828
JN621829
JN621830
JN621831
JN621833
JN621834
JN621835
JN621836
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Vitis49
Vitis50
Vitis51
Vitis55
Vitis56
Vitis60
Vitis61
Vitis66
Vitis68
Vitis72
Vitis79
Vitis81
Vitis83
Vitis91
Vitis94
Vitis98
Vitis114

Kiilcsoport
Phoma glomerata
ATCC38616
Phoma herbarum
JCM15942

Erysiphe necator
Erysiphe necator
Erysiphe necator
Erysiphe necator
Erysiphe necator
Erysiphe necator
Erysiphe necator
Erysiphe necator
Erysiphe necator
Erysiphe necator
Erysiphe necator
Erysiphe necator
Erysiphe necator
Erysiphe necator
Erysiphe necator
Erysiphe necator
Erysiphe necator

Podosphaera macularis

Vitis vinifera
Vitis vinifera
Vitis vinifera
Vitis vinifera
Vitis vinifera
Vitis vinifera
Vitis vinifera
Vitis vinifera
Vitis vinifera
Vitis vinifera
Vitis vinifera
Vitis vinifera
Vitis vinifera
Vitis vinifera
Vitis vinifera
Vitis vinifera
Vitis vinifera

2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009

2007

Olaszorszag
Olaszorszag
Olaszorszag
Olaszorszag
Olaszorszag
Olaszorszag
Olaszorszag
Olaszorszag
Olaszorszag
Olaszorszag
Olaszorszag
Magyarorszag
Magyarorszag
Magyarorszag
Magyarorszag
Magyarorszag
Magyarorszag

Oroszorszag

Japan

JN417729
JN417730
JN417731
JN417732
JN417733
JIN417734
JN417735
JN417736
JN417737
JN417740
JN417743
JIN417744
JN417745
JN417746
JIN417747
JN417748
JN417755

AF035779

JN621837
JN621838
JN621839
JN621840
JN621841
JN621842
JN621843
JN621844
JN621845
JN621848
JN621851
JN621852
JN621853
JN621854
JN621855
JN621856
JN621863
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F2. tablazat. A hdrom statisztikai mdédszerekkel elemzett adatsor (GYER és RS1-a vad tipus és
transzformansok ndvekedési adatai, illetve RS1-a vad tipusu torzs és transzformansok

mikoparazita képessége)

normalitasteszt részletei.

leird statisztikdja,

a Levene szérashomogenitasi teszt és a

Leiré statisztika - GYER transzformansok novekedési

Leird statisztika — RS1-a transzformansok

Transzformans Atlag Szoras Mérések Transzformans Atlag Szoéras Mérések
szama szama
Y6 468,320 45,941 7 A2 282,665 51,767 8
B9 299,831 31,521 8 B3 359,415 75,190 8
L1 435,372 26,719 8 C10 224,156 50,232 8
P1 438,591 42,280 8 E2 297,260 76,026 8
Q7 573,843 34,467 8 F13 225,435 74,868 8
W6 208,580 76,876 8 G4 171,675 32,152 8
GYER vad tipus | 302,796 24,180 8 J1 228,953 61,183 8
o0sszesen 388,188 123,872 55 RS1-a vad 245,322 73,366 8
0sszesen 254,360 80,744 64
Levene-proba szérashomogenitasi teszt Levene-proba szérashomogenitasi teszt
F dfl df2 Szignifikancia F dfl df2 Szignifikancia
3,875 6 48 0,003 1,488 7 56 0,190
Normalitasteszt Normalitasteszt ferdeség
Kolmogorov-Smirnov teszt Kolmogorov-Smirnov teszt 0,299
statisztika df Szignifikancia statisztika df Szignifikancia lapultsag
0,067 55 0,200* 0,110 64 0,051 0,590

leiré statisztika — RS1-a mikoparazitizmus adatai

Transzformans | Atlag Széras mérések

A2 917,108 89,714 9

B3 881,836 155,950 9

C10 890,653 227,190 9

E2 899,473 266,199 9

F13 758,378 143,688 9

G4 864,200 165,740 9

J1 723,105 62,042 9
RS1-a vad 811,290 66,138 9
Total 843,255 168,194 72

Levene-prdoba szérashomogenitasi teszt

F

dfl

df2

Szignifikancia

4,679

7

64

0,000

Normalitasteszt

Kolmogorov-Smirnov teszt

statisztika

df

Szignifikancia

0,074

72

0,200*
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Il. Nyilatkozatok
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kozzétételéig a doktori értekezést ne bocsassak nyilvanossagra az Egyetemi Konyvtarban és az
ELTE Digitélis Intézményi Tudastarban;
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b) a doktori értekezés és a tézisek nyomtatott valtozatai és az elektronikus adathordozon
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