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1. BEVEZETES

1.1. A vizsgalt tritrofikus rendszer révid ismertetése

A nbévények és  ndvénykorokozok/névényparazitak  kdzoétti  kapcsolatot
hagyomanyosan két fajbdl allé rendszernek tekintik, jéllehet mind a gazdafaj, mind
pedig annak él6skdddje valdjaban leggyakrabban egy komplex, multitrofikus
interakciokbol allé rendszer része (1. abra), ahol a parazita gyakran aldozatul esik
egy koévetkez6 trofikus szintet képviseld antagonistanak (Kiss 2001). Ez utdbbi
szervezetet hiperparazitanak tekintjlk, abba az esetben pedig, amikor a
névénykorokozé egy gombafajt képvisel, a hiperparazitdkat mikoparazitanak is
nevezhetjik. A lisztharmatgombak (Erysiphales), mint szamos vadon él6 és
gazdasagilag jelent6s termesztett ndvényfaj obligat biotrof korokozdi, ill. parazitai, a
természetben gyakran maguk is parazitdk gazdaszervezeteivé valnak. A
lisztharmatgombak legismertebb miko- ill. hiperparazitai az Ampelomyces
nemzetségbe tartoz6 piknidiumos gombak, amelyek jorészt intracellularis életmodot
folytatnak a lisztharmat-telepekben (Kiss 2008). Egyes Ampelomyces-térzsek
biofungicid termékek hatéanyagaként mar kereskedelmi forgalomba is kerlltek az
Eurépai Unidban, az Egyestilt Allamokban, Dél-Koreaban, Indidban, és masutt. A
gazdandvények, lisztharmatgombak és Ampelomyces mikoparazitak kozotti
kélcsbnhatasok a specializaldédott tritrofikus kapcsolatrendszerek egyik iskolapéldajat
jelentik (Kiss et al. 2011).
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1. abra. Tritrofikus kapcsolatrendszerek gazdandvények, biotrof parazitak (BP),
nekrotréf parazitdk (NP), hiperparazitdk (HP), entomopatogén gombak (EP),
névénykartevé rovarok (R) és parazitoidok (P) kozoétt. Kiss (2001) alapjan
készitette Heged(isné Dr. Pintye Alexandra.



1.2. A projekt eredeti céelkitiizései
A 2012. majus 1-én, az NN-tipusu OTKA/NKFIH projektek szabalyainak megfeleléen
nemzetkézi (konkrétan francia) egyuttmikdédésben megkezdett projekt eredeti, a
palyazatban szerepl6é legfontosabb célkitiizései a kdvetkezdk voltak:
e Nagyszamu Ampelomyces-térzs izolalasa sz6él6lisztharmatbdl és egyszikiieket
fert6z6 Blumeria graminis-telepekbdl
e A tdrzsgyljteménylnkben mar meglevd Ampelomyces-tdrzsek jellemzése
alapjan vjabb, filogenetikai elemzésekre alkalmas régidk azonositasa
e (Gazdandvények fiziologiai allapotanak a lisztharmat-mikoparazitizmusra
gyakorolt hatasat vizsgald kisérletek beallitasa
e A nemzetkdzi egylttmikddésben kidolgozott 10 Uj Ampelomyces-specifikus
mikroszatellit marker tesztelése
e Az intracellularis piknidium-lokalizacié vizsgélata kilénb6z6 Ampelomyces-
térzsek és kilonbdzé lisztharmatgombafajok esetében, a gazdandvények
fizioldgiai allapotanak fliggvényében
e  Ampelomyces-torzsek kézotti kompeticioé vizsgalata kilénbdzé gazdandveény-

és lisztharmatgombafajok esetében

1.3. Az OTKA/NKFIH-projekt megvalositasahoz kapcsolodo egyéb anyagi
forrasok

A vezetd kutatd, Kiss Levente, 2008. julius 1. — 2011. marcius 31. k6z6tt a ,222045-
BCA_grape” azonositoju EU FP7 ,Capacities” projekt egyik vezeté kutatdja volt. Az
EU-projekt céljat a szélblisztharmat elleni biologiai védekezésben felhasznalhatd
Ampelomyces-térzsek vizsgalata jelentette. Az NN100415 projektben felhasznaltuk
az EU-program keretében szliletett eredmények egy részét, elsésorban a kifejlesztett
mikroszatellit-markereket és a szél6lisztharmatbol altalunk izolalt Ampelomyces-
térzseket (Pintye et al. 2012).

Emellett a projekt tematikajaba tartoz6, azokat kiegészité kutatasokat 2015.
majus 1. - 2016. aprilis 30. kdz6tt az Osztrak-Magyar Akcio Alapitvany (OMAA, ASO)
egy kisdsszegl tamogatassal segitette. A publikdciékban, amikor ez indokolt volt, az
NKFIH tdmogatdsa mellett feltintettilk az EU-projekt tamogatasat is (Pintye et al.
2016). Az OMAA-tamogatassal megvalésult kutatomunka publikadlasa folyamatban

van (lasd 3.1 pont).



2. FONTOSABB, PUBLIKALT EREDMENYEK

2.1. Ampelomyces-térzsek genetikai elemzése mikroszatellit-markerekkel,
kiilonés tekintettel a gazdaspecializacio kérdéseire

A francia partnerekkel egyittmikdédve elemeztik tébb mint 600, zdmmel altalunk,
kilénbdzd lisztharmatgombafajokb6l és Eurdpa kilénbdzd régidiban izolalt
Ampelomyces-térzs mikroszatellit-genotipusait. Az elemzésben szerepl6é legtébb
térzs az almat, 6rddgcérnat (Lycium halimifolium-ot), sz6l6t és vadon él6 faféléket
fert6z6 lisztharmatgombafajokbol szarmazott (2. abra). Az eredmények (Pintye et al.
2015) teljes mértékben alatamasztottak kordbbi, az Ampelomyces hiperparazitdk

Ve

e Erysiphe necator / Vitis (17)
e Blumeria graminis / Poaceae (12)

Arthrocladiella mougeotii / Lycium (157

2. abra. Osszesen 637 Ampelomyces-térzs 6t mikroszatellit markerrel meghatarozott
genotipusainak SplitsTree-analizise. A tavasszal, almalisztharmatb6l (Podosphaera
leucotricha-bol) izolalt térzsek egyértelmiien elkllénlltek az &sszel, szdamos mas

lisztharmatgombafajbdl izolalt térzstél. Forras: Pintye et al. (2015).

2.2. qPCR-modszer kidolgozasa Ampelomyces mikoparazitak kvantitativ
kimutatasa érdekében

A Helsinki Egyetem Prof. Anna-Liisa Laine altal vezetett csoportja t6bb mint egy
évtizede folyamatosan Kkiterjedt genetikai és Okoldgiai vizsgalatokat végez egy



természetes gazda-parazita (landzsas utifl - Podosphaera plantaginis
lisztharmatgomba) kapcsolatrendszerre vonatkozdan, tébb mint 400 helyszinen
Finnorszagban (pl. Jousimo et al. 2014). A csoporttal egyiattmikdédve Ampelomyces-
torzseket izoldltunk néhany mintavételi terlleten, és kidolgoztunk egy qPCR-
modszert, mellyel a tdbb mint 10 éve folyamatosan begydijtétt és tarolt finn mintakban
kvantitativ médon kimutattuk a mikoparaziték jelenlétét (Tollenaere et al. 2014).

2.3. A buzalisztharmatot okozo Blumeria graminis életciklusa eqgyik lépésének
feltarasa

A B. graminis gazdasagi jelentésége folytan egyike a legintenzivebben vizsgalt
ndvénykorokozéknak. A projektben elsésorban az Ampelomyces mikoparazitak
gazdagombajaként vizsgaltuk. Ugyanakkor kider(lt, hogy életciklusanak egy részlete,
az aszkospéras (primer) fert6zések folyamata mindeddig nem kelléen feltart, és
strukturalis szempontbdl egyaltalan nem ismert. A folyamat megismerése eérdekében
laboratoriumi és szabadféldi kisérleteket végeztiink, és fény- valamint konfokalis
mikroszképpal (3. abra) dokumentéltuk a B. graminis aszkosporas fert6zésének
folyamatat tébb mint 200 csirazott aszkospdéra esetében (Jankovics et al. 2015).

3. dbra. A B. graminis egy aszkospérajanak csirazasa, és a fert6zés kezdeti Iépései
buza levelén. Forras: (Jankovics et al. 2015).

24. Egy modszer kidolgozasa a sz6l6lisztharmat attelelé alakja
életkepességéenek ellenérzésére

A szélélisztharmattal kapcsolatos kutatasaink soran kidolgoztunk egy komplex,
kétféle (kordbban mar ismert) mikroszk6pos festési eljarasra (FDA és EtBr
hasznalatara) épulé mddszert, amely lehetéveé teszi kilénbdzé lisztharmatgombak
atteleld képletei életképességének meghatarozasat (Vagi et al. 2016).



2.5. Ampelomyces-térzsek szelekcioja egy szél6lisztharmat elleni biofungicid
kidolgozasa eérdekében

A 2011-ben lezarult EU FP7-es projektben szél6lisztharmatbdl (Pintye et al. 2012), ill.
még korabban izolalt térzseket (Kiss et al. 2011) a jelen projekt keretében tovabb
vizsgaltuk, laboratériumi és szabadfdldi kérilmények kdzott meghatarozott
tulajdonsagaik komplex elemzése érdekében. Megallapitottuk, hogy a térzs-szelekcio
legfontosabb kritériumat nem a mas kutatdécsoportok altal feltételezett, am altalunk
nem igazolt gazdagomba-specializacid, hanem a tenyészetben toérténd sporulacié és

a mikoparazitizmus mértéke jelenti (Pintye et al. 2016).

3. FONTOSABB, ROVIDESEN PUBLIKALASRA KERULO EREDMENYEK

3.1. Ampelomyces-térzsek GFP-transzformalasa

A projektben vizsgalt tritrofikus kapcsolatrendszer jobb megértését teszi lehetbéve két,
Ampelomyces-térzs sikeres GFP (Green Fluorescent Protein, Zdld Fluoreszkal6
Fehérje)-transzformaciéja (4. abra). Nemzetkézi szinten ez az elsdé sikeres
Ampelomyces-transzformacié. A transzformansok mikoparazita tulajdonsagait 6t,
gazdasagilag jelentés lisztharmatgombafajban ellendriztik. A transzformaciét a bécsi
BOKU és az Austrian Institute of Technology (Tulln, Ausztria) munkatarsaival
egylttmikoédve végeztik, részben az OMAA tamogatdsaval. Az eredményeket
tartalmazo publikacié el6készités alatt all.

4. abra. GFP-t kifejez6 Ampelomyces-transzformans intracellularis piknidiuma (balra)

és hifai (jobbra) lisztharmatgombak strukturaiban.

3.2. Az intracellularis piknidium-lokalizacio vizsgalata
Osszesen 20, kilénbdzé lisztharmatgombakbdl izolalt, rDNS ITS és aktin gén
szekvenciaik alapjan kulénb6z6 Ampelomyces-tdrzs felhasznaldsaval megvizsgaltuk,
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vajon a gazdagomba morfolégiai tulajdonsagai vagy a tdérzsek sajatossagai
magyarazzak-e az eltéréseket az intracellularis Ampelomyces-piknidiumoknak a
parazitalt lisztharmatgombak konidiumtartéiban megfigyelt lokalizaciéja (5. abra)
terén? Az eredmények 6sszegzése és publikalasa folyamatban van.

5. abra. Ampelomyces-piknidiumok kilénbdz6 lisztharmatgombak konidiumtartéiban.

3.3. Az Ampelomyces-nemzetség revizioja molekularis alapokon

Meghataroztuk 6sszesen 115, kulénbdézé féldrajzi  régidkban, kilénb6zé
lisztharmatgomba-fajokbdl izolalt Ampelomyces-térzs filogenetikai viszonyait négy
I6kusz (ITS, ACT1, RPB1 és EukNR) Aaltalunk meghatarozott szekvencidinak
elemzése alapjan. A munka eredménye hat Uj Ampelomyces-faj elkildnitése. Ezek
formalis leirasa folyamatban van. A 6. abra az Ampelomyces-nemzetségben teljes
egészében altalunk feltart nitrat-reduktaz (EukNR) gén szekvenciaira épllé elemzés

eredmenyét mutatja.
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6. abra. Az elemzésbe bevont Ampelomyces-térzsek nitrat-reduktaz (EukNR) szekvenciak alapjan
(maximum likelihood maddszerrel) készitett egyszerisitett térzsfaja. Az Rsi1-a térzs EukNR
szekvencigjaval azonos szekvenciakkal rendelkezé tbrzseket az attekinthetéség érdekében nem
tintettuk fel az dbran. A torzsfa élein lathaté szamok az adott csoportok megbizhatésaganak mértékét
(,tamogatottsagot”) jeldlik (szazalékos értékek). Ezeket 1000 boostrap-ismétlésbdl szamoltuk. A

kladok mindegyikénél erdés tamogatottsagi értékeket kaptunk. A mérce 0,5 varhaté valtozast jeldl
poziciénként és aganként.



4. AZ EREDMENYEK GYAKORLATI ALKALMAZASI LEHETOSEGEI

* Az EU FP7 ,222045-BCA_grape” projekt keretében 2008-2011 kozo6tt, valamint
kordbban szelektalt térzseket a jelen projektben Uj mddszereket is kidolgozva tovabb
vizsgaltuk. A szelektalt térzsek eurdpai KKV-k (Kis és Kbzepes Vallalkozasok) K+F
portfélidinak részei.

* Két Ampelomyces-térzs sikeres genetikai transzformaciéja megnyitotta az utat
olyan transzformansok el6allitasa el6tt, amelyek a vad-tipusoknal hatékonyabban
képesek elpusztitani a lisztharmat-telepeket. Az eredmények irant egy Egyesiilt
Allamokbeli cég mutatott érdeklédést.

5. A PROJEKT EDDIGI PUBLIKACIOI
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