Zarojelentés

A palyéazatban tervezett kutatds hdrom részre bonthatd. Az elsd részfeladat célja
eredetileg a Guignardia bidwellii (anamorf alak: Phyllosticta ampelicida) taxon filogenetikai
elemzése volt. Azért tartottuk sziikségesnek tjra definidlni” a sz6l6 feketerothaddsanak
kérokozojat, mert feltételeztilk, hogy a nemzetkozi torzsgyljteményekben depondlt G.
bidwellii torzsek valdjdban tobb fajhoz tartoznak. E torzsek tilnyomé részének eredeti
gazdanovényei ugyanis vadszOlofajok (Parthenocissus spp.) voltak, nem pedig a bortermd
szO010 (Vitis vinifera). A molekuldris vizsgdlatokhoz mintegy hatvan Vitis vinifera
gazdanovényrdl szarmazd G. bidwellii torzset szereztiink be Magyarorszag (Eger, Pécs)
illetve Eurdpa (Olaszorszdag, Portugélia) kiilonb6z6 borvidékeirdl. Meghataroztuk 19 torzs
harom kiilonboz6 sejtmagi DNS-régidjanak bazissorrendjét, éspedig az ntDNS ITS (Internal
Transcribed Spacer) régio teljes, valamint az aktin gén (actl) és a transzkripcids elongacios
faktor gén (TEF) egy-egy részének szekvencidit, majd multilékusz-analizis keretében
elemeztiilk a szekvencidkat (1. dbra). Eredményeink azt mutattdk, hogy a Parthenocissus
fajokrol illetve a sz010rdl szarmazo torzsek két kiilon csoportot alkotnak €s ez igazolni latszott
eredeti elképzelésiinket. Munkank megkezdése utin néhdny honappal egy svijci
kutatécsoport ugyanebben a témadban jelentetett meg egy kozleményt (Wicht és mtsai, 2012),
ezért Ujra kellett tervezniink a sajat kutatdsokat. Ezért filogenetikai elemzéseinkbe bevontuk a
Guignardia nemzetség tobb fajat is, emellett a G. bidwellii taxonok és gazdandvényeik kozott
keresztfertdzési kisérleteket végeztiink, mivel ilyen eredményekrdl nem szamoltak be Wicht

és mtsai (2012).
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1. abra nrDNS ITS, actl és TEF szekvencidkra épiildé multilokusz elemzés

eredményeit bemutaté torzsfa. Kiilcsoport: Phyllosticta owaniana CBS 776.97. [A torzsek
betlikddjainak jelentése: GbF11-2: Pécs (Guignardia bidwellii, sz616rdl); GbF41 ill. GbF46 Eger (Guignardia
bidwellii, sz616rdl); Gb1aP,GbaQP és Gb31bP: Portugdl Guignardia bidwellii torzsek (sz616rél); GbolC Olasz
Guignardia bidwellii torzs (sz616rdl); Gb9561 és Gb9562 Torzsgylijteménybdl szdrmazd Guignardia bidwellii
(sz616rdl) Gb111 és Gb237: Torzsgylijteménybdl szarmazé Guignardia bidwellii torzsek (vadsz616rél); Gaesc:
Guignardia aesculi; Ggau: Guignardia gaultheriae; Ge122, Ge828gb, Gel02gb: Guignardia citricarpa torzsek;
Gm120, Gm123, Gm119: Guignardia mangiferae torzsek].



A gazdaspecificitds megallapitdsa azért is sziikséges, mert egy taxon tobb fajra
bontdsanal 4altalaban nem elegendd kizardlag csak molekularis adatokra hagyatkozni.
Kisérleteinkbdl kideriilt, hogy Vitis vinifera-rol szdrmazé Guignardia torzsek nem fertdzik a
Parthenocissus fajokat. Ez az eredmény aldtdmasztja ugyan az eredeti feltevést, viszont a
bizonyitds ugy lenne teljes értékii, ha sikeriilne kimutatni, hogy a vadszo6l6rdl izolalt térzs sem
képes fertdzni a sz016t. A G. bidwellii kizardlag sporakkal képes terjedni (Molitor és Beyer,
2014), éppen ezért a kisérlet végrehajtasahoz sporuldlé gombatorzsre volt sziikségiink. Erre
csak 2016 tavaszan tettiink szert, ugyanis annak ellenére, hogy sz616rdl tobb mint hatvan sajat
torzzsel rendelkeziink, vadsz6l6n soha nem taldltuk meg a kérokozdt, a torzsgytjteményekbol
szarmazo tenyészetek pedig tobb mint 30 évesek voltak és nem sporulaltak. A kisérletes
munkat tovabb nehezitette, hogy a kérokozdval csak tavasszal (4prilisban és mdjusban)
tudtunk fertézni. Tulajdonképpen mar elhatdroztuk, hogy eredményeinket hidnyos
keresztfert6zési adatokkal is kozoljiik, viszont a sporuldlé torzs birtokdban beéllitottunk egy
jelenleg futd keresztfertdzési kisérletet, amely teljessé teheti a palyazat részfeladatdnak
végrehajtasat. Uj, nemzetkozi, magas IF-értékii folydiratba kozolheté eredmény a hdrom
l6kuszos filogenetikai elemzés, valamint a keresztfertézésekbol levont kovetkeztetések,

amelyeket ebben a formaban még nem kozoltek.

A maésodik részfeladat a feketerothaddst okozd novénypatogén gomba fungicid-
rezisztencidjanak vizsgdlata volt. Munkank sordn a strobilurinokkalszembeni rezisztencidjat
vizsgaltuk, mivel (Miessner és mtsai, 2011) szerint ez a hatéanyagcsoport tovédbbra is
hatékony lehet a sz016 feketerothaddsaval szembeni védekezésben. A strobilurin szarmazékok
egy ponton hatd, felszivédé gombadld szerek, amelyek a kérokozé mitokondriumaiban a
citokrém-b fehérjéhez kapcsolddva a sejtlégzés gatlasaval fejtik ki hatdsukat. Egész pontosan
az ubiquinol-oxidaciés kézponthoz (Qo) kotddik a fungicid-molekula, ezdltal gatolva annak
milkodését, amiért a strobilurin szarmazékokat Qo inhibitoroknak (Qol) is nevezik (Bartlett és
mtsai, 2002). A természetben strobilurint a Strobilurus tenacellus tobozfiiloke faj termel,
amely ennek a fungicidnek a segitségével szoritja ki a konkurens gombafajokat a
termOteriiletérdl (Kraiczy és mtsai, 1996). Kereskedelmi forgalomban az eredeti molekula
szintetikus, tovabbfejlesztett valtozatai kaphatdk, amelyeket eredetileg igen nagy volumenben
arultak és a novénypatogén gombdk tobbsége ellen kezdetben hatdsosnak bizonyultak. Az
elvarasokkal ellentétben azonban a novényvédd szerekkel szembeni rezisztencia mér
alkalmazasuk kezdetén megjelent szamos novénypatogén gombafaj populdciéiban (Heaney és

mtsai, 2000; Sierotzki és mtsai, 2000a, 2000b). A nemzetkozi szakirodalomban hamarosan



leirtdk azt az aminosav-cserét (G143A) okoz6 pontmutaciot a citokrom-b fehérjét kédold gén
bazissorrendjében, amely a strobilurin szarmazékokkal szembeni rezisztencidhoz vezet (Gisi
és mtsai, 2000). A késObbieckben tovabbi két aminosav-szubsztiticiot talaltak (F129L és
G137R) amelyek hatdsa kevéssé markans, csupan fungicid-toleranciat okoz (Gisi és mitsai,
2002). Lisztharmatgombdkban olyan tovabbi, kevéssé definidlt pontmutdcidkat is talaltak,
amelyeknek bizonyos egyiittes eloforduldsa a Qo génszakaszon a fungicid-rezisztencia
kiillonbozo szintjeiért felelds (Ferndndez-Ortufio és mtsai, 2008). Némely ndvénypatogén
gomba madsfajta stratégia segitségével képes tilélni a citokrom-b fehérje funkcidvesztését.
Mycosphaerella graminicola illetve Sclerotinia sclerotiorum gombdkban kimutattdk, hogy
Qol jelenlétében az alternativ oxiddzok miikodtetik a sejtlégzést (Miguez és mtsai. 2004; Xu
és mtsai. 2013). A pdlydzatban vadllalt feladatok kozott nem szerepelt az alternativ oxidazok
szerepének tisztdzasa Guignardia fajok fungicid-rezisztencidjdban, viszont a kutatds olyan
irdnyba fejlodott, hogy ezek a kisérletek feltétleniil sziikségesnek bizonyultak. Munkéank soran
megvizsgaltuk a rendelkezésiinkre 4ll6 Osszes Guignardia faj Osszesen 27 torzsének
citokrém-b szekvencidit, hogy megallapitsuk, tartalmazzdk-e az irodalombdl ismert mutaciok
valamelyikét. Ezzel parhuzamosan fungicidet tartalmazé (azoxistrobin €s krezoxim-metil, két
kiilonbozd, kereskedelmi forgalomban kaphatd strobilurin szarmazék) taptalajon teszteltiik
Guignardia torzseink fungicid-rezisztencidjat, valamint vizsgaltuk az alternativ 1égzési
mechanizmus szerepét a gombdk tulélésében. Kisérleteinkbdl kideriilt, hogy az altalunk
vizsgalt fajok egyetlen torzse sem tartalmazza a rezisztencidért felelds pontmutaciok egyikét
sem. Egész pontosan semmilyen polimorfizmus nem volt detektdlhaté fajokon beliil, és a
fajok kozott is igen kevés eltérést észleltiink. Ennek ellenére azonban a G. aesculi kivételével
minden faj legaldabb egy torzse tolerdnsnak bizonyult az iizemi dézissal megegyezd fungicid-
koncentraciéval szemben. Az ellendllé gombatérzsek mindkét hatéanyag esetében hasonléan
viselkedtek, méréseink szerint altaliban véve a krezoxim-metil kevésbé volt hatékony a

gombdk novekedésének gatldsaban, mint az azoxistrobin (2. dbra).
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2. abra. A két vizsgdlt strobilurin hatéanyag Guignardia torzsekre gyakorolt gatld

hatdsa. Az gitlasi szdzalék kiszdmitdsahoz az adott torzs kontrol telepének dtméréjét (7 nap novekedés utdn)

osztottuk a kezelt telep atmérdjével (7 nap novekedés utdn) és ezt megszoroztuk szdzzal. Minden adatpont 3
figgetlen telep atméréjének atlagat reprezentdlja. [A torzsek betlikédjainak jelentése: Fp: Pécs (Guignardia
bidwellii, sz61616l); F ill. Fe: Eger (Guignardia bidwellii, sz616r6l); Gb1-29: Portugdl Guignardia bidwellii
torzsek (szOl6rdl); GbC-V: Olasz Guignardia bidwellii torzsek (sz616r6l); ATCC+Gbl111+Gb237:
Torzsgylijteménybdl szdrmazd Guignardia bidwellii torzsek (vadszOlordl); Gaes: Guignardia aesculi; Gg:

Guignardia gaultheriae; Ge: Guignardia citricarpa; Gm: Guignardia mangiferae]

Mivel egy-egy fajon beliil, teljesen azonos citokrom-szekvencidval rendelkez6 torzsek
mérgezett taptalajon vald tulélo-képessége nagyon valtozé volt, arra a kovetkeztetésre
jutottunk, hogy valdszinlileg nem az elsddleges, hanem valamely alternativ 1égzési
mechanizmus allhat a tapasztalt jelenség hétterében. Ezt a feltevést a mdsodlagos respirdcid
hatékony gatlasa sordn vizsgaltuk. Az alternativ oxiddzok gétldsdra irodalmi adatok szerint

altalanosan hasznalt szer a SHAM (szalicil-hidroxamsav) (Hoffman és Wilcox, 2003).



Fungicid és SHAM egyiittes jelenléte a tdptalajban tokéletesen visszaszoritotta az el6z6
kisérletben tapasztalt ndvényvédOszer-tolerancidt és az eleve szenzitiv torzsek is érzékenyek
maradtak ilyen koriilmények kozott (3. dbra). Kovetkezésképpen, a vizsgédlatba bevont
Guignardia fajokban az alternativ oxiddzok fontos szerepet toltenek be a tulélésben a

mitokondridlis 1€gzés elsddleges mechanizmusédnak sériilésekor.
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Guignardia spp. torzsek

3. abra. A két vizsgdlt strobilurin hatéanyag Guignardia torzsekre gyakorolt gatld

hatasa alternativ 1€gzés gatloszerrel (SHAM) kiegészitve. Az gatlasi szdzalék kiszdmitdsdhoz az adott
torzs kontrol telepének atmérdjét (7 nap novekedés utdn) osztottuk a kezelt telep dtmérdjével (7 nap ndvekedés
utdn) és ezt megszoroztuk szazzal. Minden adatpont 3 fiiggetlen telep atmérdjének atlagat reprezentalja. [A
torzsek betlikodjainak jelentése: Fp: Pécs (Guignardia bidwellii); F ill. Fe: Eger (Guignardia bidwellii); Gb1-29:
Portugdl Guignardia bidwellii torzsek; GbC-V: Olasz Guignardia bidwellii torzsek; ATCC+Gb111+Gb237:
Torzsgyljteménybdl szarmazd Guignardia bidwellii torzsek; Gaes: Guignardia aesculi; Gg: Guignardia

gaultheriae; Ge: Guignardia citricarpa; Gm: Guignardia mangiferae)



A fungicidet gyart6é egyik cég altal tdmogatott kutatocsoport arra a kovetkeztetésre
jutott, hogy G. bidwellii-ben valdsziniitlen strobilurin-rezisztencia kialakuldsa, mivel a
Guignardia nemzetségben a G143A aminosav-cseréért felelds pontmuticié exon-intron
hatarra esik, ahol a szekvencia megvéltozdsa meggéitolnd az intron kivagdédasat, és ez
funkci6jat vesztett citokrom B fehérjét eredményez (Miessner és mitsai, 2011). A
kozleményben ez a kovetkeztetés azonban minddssze két, vadszolordl izoldlt G. bidwellii
torzs vizsgalatira épiil, éppen ezért indokoltnak tartottuk a Guignardia fajok
génszerkezetének alaposabb kutatdsit. A kérdéses intron koré tervezett fajspecifikus
inditészekvencidkkal olyan termékeket allitottunk eld, amelyek elvileg a teljes intront
tartalmazzdk, majd ezek bdazissorrendjét meghataroztuk, igazolva ezdltal, hogy a helyes
génszakaszt szaporitottuk fel. Megéllapitottuk, hogy Miessner és mtsai (2011) altal leirt intron
valéban jellemz6 a Parthenocissus fajokon éloskodé Guignardia torzsekre, tovabba a Citrus-
félékrdl izolalt fajokra is. Nem taldltunk azonban intront G. aesculi és G. gaultheriae
fajokban, valamint a Vitis viniferdrol szirmaz6 G. bidwellii torzsekben (1. kép), tehat itt a
fenti kozlemény kovetkeztetése nem helytdlld, ugyanis az intron hidnya miatt itt nem lehet

kizarni a strobilurin szarmazékokkal szembeni muticié meglétét, illetve kialakuldsat.
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1. kép. Kiilonbozé Guignardia fajokbol kinyert genomi DNS-en elvégzett polimerdz
lancreakcié termékeinek gélelektroforézissel nyert képei. Intron hidnyédban, fajtél fiiggéen 150-
200 bazispar hosszu termék keletkezik, ha az intron jelen van a méret tobb kilobazis (fajonként
kiilonbozik). [Genomi DNS eredete (faj és torzs): 1: Guignardia aesculi CBS torzs; 2: Guignardia bidwellii
Fp11/5-6s pécsi torzs; 3: Guignardia bidwellii F60-as egri torzs; 4: Guignardia gaultheriae CBS torzs; 5-7:
Guignardia citricarpa CBS torzsek; 8-10: Guignardia mangiferae CBS torzsek; 1Kb és 10Kb: molekulasuly

markerek].

Osszegzésképpen kijelenthetjiikk, hogy kizardlag strobilurin szdrmazék hatéanyagi
novényvédoszerrel Guignardia fertdzés ellen védekezni valdszinlileg nem elegendd, viszont

mas fungiciddel kombindlva még hatékony lehet. A masodik részfeladat kisérleteibdl levont



kovetkeztetések szorosan integrdlhatok ennek a tudomadnyteriiletnek a kurrens kutatdsi
eredményei koz€.

A harmadik részfeladat patogenitasért felelds gének keresése volt Guignardia
fajokndl. Szubsztrakcids hibridizacié médszerével hasonlitottunk 6ssze egy nem patogén (G.
mangiferae) és egy patogén (G. citricarpa) Guignardia fajt transzkriptém szinten. A két
tesztelt faj filogenetikailag igen kozel all egymdshoz, és minkét faj megtaldlhaté Citrus-
féléken, tehat gazdanovényeik kore atfed. Kiilonbség a vizsgélt fajok életmédjaban
mutatkozik, ugyanis a G. mangiferae artalmatlan endofiton, gazdanovényein enyhe tiineteket
okoz, ezzel szemben a G. citricarpa jelentdés korokozd, melynek fertdzését erds tiinetek
(nekrdzis) €s a gazdandvény jelentds terméscsokkenése jellemzik (Glienke és mtsai, 2011). A
szubsztrakcids eljards 1ényege, hogy két transzkriptom Osszevetése sordn kizdrdlag a tesztelt
mintdban megnyilvanulé szekvencidkat eredményez és minden atfedé cDNS-t elimindl. A
detektalt kiilonbségek (mintegy 60-70 egyedi szekvenciat izoldltunk) patogenitdsban vald
szerepét a késdbbiekben, egy 1j pdlydzat keretein beliill részletesen tovabb szeretnénk

vizsgélni.

Osszegzésképpen kijelentem, hogy a padlydzatban eltervezett munkdt elvégeztiik, a
kitlizott célokat elértiik, illetve a misodik részfeladatndl, a projekt uj kérdéseket vetett fel, és
ennek megfeleléen tovabb is 1éptiink az eredeti terveken, ami 4ltal az adott problémat
mélyrehatébban tudjuk prezentdlni. Eredményeinket mindenképpen rangos nemzetkozi
tudoményos folydiratokban szeretnénk kozolni, ezért torekedtiink arra, hogy az dltalunk
publikdlt munka teljes értékii, valtozatos kisérleteken alapulé kovetkeztetésekre épiiljon.
Mivel a pélyazatra szant id6bdl kifutottunk, élnék azzal a lehetdséggel, hogy munkamat djra

birdljak a publikaciok megjelenése utan.
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