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A MUNKA ELOZMENYEI, KITUZOTT CELOK

A lisztharmatgombak fajszintli azonositasa és elkllonitése hagyomanyosan a
gazdandvény, valamint a fénymikroszkoppal is tanulmanyozhaté morfolégiai
tulajdonsagok, elsésorban az ivaros termétestek morfoldgiai jellemzéi alapjan
torténik. A kizarolag ivartalan fejlédési alakot (anamorfot) képzé fajok azonositasa a
hagyomanyos modszerekkel azonban sok esetben nehézségekbe Utkdzik. Az
ujonnan kialakult lisztharmatjarvanyok, és kilondsen azok, amelyek uj foldrajzi
régiokban vagy Uj gazdandvényeken lépnek fel, sok esetben csak ivartalanul
szaporodo lisztharmatgombakkal hozhatok 6szefuggésbe. A kérokozok pontos
meghatarozasa, valamint eredetlik és egyéb tulajdonsagaik vizsgalata ezekben az
esetekben kulondsen nehéz lehet.

A legujabb morfolégiai és filogenetikai kutatdasok ramutattak arra, hogy a
lisztharmatgombak valédi rokonsagi viszonyait nem az ivaros termétestek, hanem az
ivartalan fejlédési alak morfolégiai tulajdonsagai tikrozik. Ez a felismerés egyrészt
megvaltoztatta a lisztharmatgombak rendszerezési elveit, masrészt jelentds
mértékben modositotta a torzsfejlédésiikkel kapcsolatos elképzeléseket. Ezen
tulmenben a korszeri munkak egyértelmivé tették azt, hogy egyes, morfoldgiai
alapon elkulonitett, széles gazdandvénykorrel rendelkezé lisztharmatgombafajok
valéjaban kulonb6z6 gazdanovényekre specializalddott leszarmazasi vonalakbdl
allnak, vagyis gydjtéfajként foghatok fel. A lisztharmatgombakkal kapcsolatos
filogenetikai elemzések tobbsége egyetlen DNS-szakaszra, a riboszomalis DNS un.
elkilonitése olykor, még az ITS-szekvenciak ismeretében is nehézségekbe Utkdzik,
kilénosen a kozeli filogenetikai kapcsolatban levd, morfoldgiai tulajdonsagaik alapjan
megkulonboztethetetlen lisztharmatgombak esetében, melyek ITS-szekvenciai kozel
azonosak. A gazdandvény-specializacid tanulmanyozasa és a filogenetikai
kapcsolatok mas genomi régidkra is kiterjedé molekularis vizsgalata ugyanakkor
szamos kérdésre valaszt adhat, és jelentésen hozzajarulhat a lisztharmatgombak
pontosabb azonositasahoz.

A lisztharmatgombak elleni kornyezetbarat novényvédelem legfontosabb

eszkbze a lisztharmatfert6zésekkel szemben rezisztens ndvényfajtak elballitasa és



felhasznalasa. Ugyanakkor fontos megjegyezni, hogy a koérokozdék populacioiban
viszonylag gyorsan, akar egy-két év alatt, felszaporodhatnak a rezisztenciat letorni
képes valtozatok (rasszok). Ezek a rasszok képesek rovid id6 alatt akar egész
kontinensekre kiterjedd jarvanyokat is okozni a légaramok utjan nagy tavolsagokra
terjedni képes lisztharmatgombak esetében. Mindez ramutat arra, hogy a
lisztharmatgombak  fajainak  pontos  azonositasa, populacidik  genetikai
valtozékonysaganak, valamint populacioik szerkezetének ismerete elengedhetetlen
egyrészt a rezisztencianemesités, masrészt pedig a korokozok eredetének,
lehetséges inokulum-forrasainak feltarasa szempontjabdl.

Munkank soran ujonnan felbukkant, egymassal kozeli filogenetikai
rokonsagban all6 lisztharmatgombakat tanulmanyoztunk azok genetikai
valtozékonysaganak és gazdandvénykdorének megismerése, illetve a fajok
elktlonitése érdekében. A morfologiai- és molekularis genetikai vizsgalatokat a
gazdanovénykor  tanulmanyozasaval  kiegészitve  komplex  megkdzelitést
alkalmaztunk a lisztharmatgombafajok elkllénitésében. Részletesen tanulmanyoztuk
tovabba egy nemrég Ileirt, paradicsomon Vvilaszerte jarvanyokat okozo
lisztharmatgomba-anamorf, az Oidium neolycopersici genetikai valtozékonysagat és
gazdanodvénykorét. Az O. neolycopersici patogenitasara és virulenciajara vonatkozé
eddigi ismereteink ugyanis arra utalnak, hogy e gombafajon belll jelentés genetikai
valtozékonysagrél lehet sz6, azt azonban eddig molekularis eszkdzokkel alig
vizsgaltak, a fajon bellli esetleges rasszok elkulonitése pedig nem tortént meg. Az
O. neolycopersici gazdandvénykorével kapcsolatban ellentmondasos irodalmi adatok
allnak rendelkezésunkre. Egyes szerzOk szerint a korokozdé mindossze néhany, a
Solanaceae-csaladba tartozé novényfajt képes megfertézni, mig masok széles
gazdanovénykorrel rendelkez6 gombafajként tartjgak szamon. Ezenkivil néhany
altalunk medgfigyelt, vérehullo fecskefivon (Chelidonium majuson), egy varjuhaj-fajon
(Sedum alboroseumon), galambszinl 06rdégszemen (Scabiosa columbarian) és
golgotaviragon (Passiflora caerulean) ujonnan fellépett lisztharmatfertézés koérokozoi
is olyan lisztharmatgomba-anamorfok, amelyek morfoldgiai tulajdonsagaik alapjan
nem kuldnboztetheték meg az O. neolycopersicitél, emellett ITS-szekvenciaik is tobb
mint 99%-ban azonosak az O. neolycopersici eddig meghatarozott [ITS-
szekvenciaival. igy felmerilt annak lehetésége, hogy a paradicsomot és egyéb,
kulonb6z6 novénycsaladokba tartozé novényfajokat esetleg ugyanaz a nemrég

felbukkant, széles gazdandvénykorrel rendelkezé lisztharmatgomba-anamorf fertézi.



Munkank soran a fenti céloknak megfeleléen az alabbi részcélkitizéseket

fogalmaztuk meg:

1. Ujonnan felbukkant lisztharmatfertézések kérokozdinak pontos azonositasa
Magyarorszagon és mas orszagokban.

2. A paradicsomlisztharmat-jarvanyokat  vilagszerte  kivalté  Oidium
neolycopersici genetikai valtozékonysaganak genom-szinti vizsgalata
AFLP- (Amplified Fragment Length Polymorphism) analizissel.

3. Az O. neolycoperscici és egyéb, vele kozelrokon, kulonb6zd
gazdandvényeken ujonnan felbukkant lisztharmatgombak filogenetikai
viszonyainak, gazdandvenykorének feltarasa a fajok elkulonitése céljabol.

4. Az Oidium longipes, egy alig ismert lisztharmatgombafaj morfoloégiai- és

filogenetikai vizsgalata, valamint gazdandvénykorének tanulmanyozasa.



ANYAG ES MODSZER

Lisztharmatmintak

Vizsgélatainkban egyrészt az altalunk gydjtott, kaldonb6z6 kontinensekrdl szarmazo
lisztharmatmintakat, masrészt autentikus, nemzetkézi herbariumi gyljteményekbél kolcsonzott
herbariumi anyagokat hasznaltunk fel. Az Gjonnan begydijtétt és a vizsgalatok szempontjabdl jelentds

mintakat nemzetkdzi herbariumi gyljteményekben helyeztik el.
Morfologiai vizsgalatok

A lisztharmatgombak morfolégiai tulajdonsagait fénymikroszkoppal vizsgaltuk. A
preparatumokat a vizsgalt minta természetétdl fliggéen kuldnféle modszerekkel készitettik eld. A friss
mintakat leggyakrabban vizes preparatumban tanulmanyoztuk, mig a herbariumi mintak vizsgalatakor
rendszerint a lisztharmatos ndvénydarabkakat tejsavban forraltuk fel a kiszaradt gombastrukturak
rehidralasa érdekében. A lisztharmat-preparatumokat a legtdbb esetben laktofenolban oldott

gyapotkékkel megfestve vizsgaltuk.
Gazdanovénykor-vizsgalatok

A keresztfertézési kisérleteket és egyes lisztharmatgombak polifag jellegének vizsgalatat
izolalt kéridlmények kdzott végeztik lveghazban, illetve ndvénynevelé kamraban elhelyezett atlatszo
burak alatt. A kisérletekben vizsgalt ndvényeket (tesztndvényeket) izolalt korilmények kdzott neveltik
fel, vagy a tinetmentes névényeket a kisérletek beallitasa el6tt néhany hétig izolaltan tartottuk a kulsé
eredetll fert6zések elkeriilése érdekében. Az egyes kisérletekben a vizsgalt névényfajok egyike
szolgalt inokulumforrasként, amelyen korabbi fert6zés eredményeként frissen sporulald
lisztharmattelepek alakultak ki. Ugyanazon noévényfaj fertézésmentes egyedeit pozitiv
kontrolinévényekként hasznaltuk fel. Minden egyes kisérletben 1-4 inokulumforrasként szolgald
névényt, a tesztndévényekbdl és a pozitiv kontrollnévényekbdl pedig 2-4 egyedet helyeztiink a burak
ala szorosan egymashoz kozel. A mesterséges fertézéseket ugy végeztik, hogy az inokulumforras
lisztharmatos leveleit hozzaérintettlk a tesztndvények és a pozitiv kontrolinbvények leveleihez. A
kisérletben szerepl6 Osszes ndvényt 3 hétig izolaltan tartottuk. Negativ kontrollként mindegyik
novényfaj 2-3 fert6zésmentes egyedét egy masik bura ala helyeztik, és a mesterségesen fert6zott
névényekkel azonos korllmények kozott tartottuk. A kisérletet minden vizsgalt lisztharmatgombaval
legalabb 2-5 alkalommal megismételtiik lGveghazban és ndvényneveld kamraban 2005 és 2006
nyaran és 6szén. A vizsgalt ndvényfajok kilénbdzé lisztharmatgombakkal szembeni fogékonysagat 3
hét elteltével vizuadlisan értékeltik. A tesztndvényeken fellépett fertézések esetén a kdérokozé pontos

inokulumként hasznaltuk fel az eredeti gazdandvényének visszafert6zésére.



DNS-kivonas

A teljes genomi DNS kivonasat a DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen, USA) felhasznalasaval
végeztik a gyartdé cég é&ltal megadott utasitasok szerint. A mintdk el6készitése a késdbbiekben
alkalmazott molekularis vizsgalati médszerektél valamint a mintak természetétdl fiiggéen tdbbféle
modon tortént. A teljes genomi DNS-t mind az altalunk gy(jtott, mind pedig a herbariumokbdl
kdlcsdnzott lisztharmatgomba-mintadk esetében azok ivartalan alakjanak micéliumabdl vontuk Ki.
Egyes mintak esetében a micéliumot steril penge segitségével tavolitottuk el és gyijtottik ossze a
levél fellletérél, mas esetekben pedig a fert6zott levelekbdl micéliummal boritott levéldarabkakat
vagtunk ki a DNS kinyerése céljabdl. A friss, nedvdus mintakat fagyasztva szaritottuk a DNS izolalasa
elétt.

Az AFLP-analizis érdekében a paradicsomon és egyéb ndévényfajokon frissen sporulald
lisztharmattelepekrdl steril ecset segitségével konidiumokat gydjtottink steril desztillalt vizet
tartalmazo eppendorf-cs6be. Az igy kapott konidium-szuszpenziét centrifugalassal Ulepitettik, majd a
felliluszo ledntése utan a konidiumokat fagyasztva szaritottuk. A gomba-DNS ndvényi DNS altali
szennyez6désének elkerlilése érdekében a konidium-szuszpenziét az Ulepités el6tt fénymikroszkdépos
vizsgalatnak vetettik ala. A névényi széroket tartalmazo mintakat kizartuk a tovabbi vizsgalatokbdl. Az
O. neolycopersici Franciaorszagban gyt(jtott izolatumainak felszaporitdsa Lagenaria leucantha
(Minibottle) sziklevelén Avignonban az INRA laboratériumaban tortént. A lisztharmatgombakon kivil
azok gazdandvényeibdl is DNS-t vontunk ki annak érdekében, hogy a névényi DNS altal szennyezett
lisztharmat-mintakat az AFLP-mintazatuk alapjan is azonositani tudjuk, és kizarhassuk azokat az
AFLP-elemzésbdl. Ennek érdekében lisztharmattél mentes levelekb8l steril pengével kivagott
levéldarabkakat hasznaltunk fel DNS-kivonashoz. A levéldarabkakat fagyasztva szaritottuk, majd

bel6lik a lisztharmat-mintak esetében alkalmazott médon DNS-t izolaltunk.

Az rDNS ITS-régidjanak felszaporitasa polimeraz-lancreakciéval

gomba-specifikus lancindité oligonukleotid-parokkal (primer-parokkal) valamint az univerzalis
ITS1/ITS4 primer-parokkal szaporitottuk fel. Attél fliggéen, hogy a polimeraz-lancreakcié (PCR) soran
kapott termékeket kdzvetlen szekvencia-meghatarozasra, vagy klénozast kovet§ szekvencia-
meghatarozasra hasznaltuk-e fel, kétféle polimeraz enzimet, Tag-polimerazt vagy pfu-polimerazt
alkalmaztunk. A PCR-6sszetevék mennyisége és a PCR-korilmények a kiilonbdzé vizsgalatokban
csak kismértékben tértek el egymastdl, ezért itt csak a két leggyakrabban alkalmazott reakciotipust
ismertetjuk.

A kozvetlen szekvencia-meghatarozas érdekében mintdnként két PCR-t végeztink 50-50 pl
végtérfogatu reakcidelegyben, amelynek dsszetevli a kdvetkezdk voltak: 5 pl teljes genomi DNS, 5 pl
10-szeres Tag-puffer (Fermentas), 3 yl 25 mM-os MgCl, (Fermentas), 1,25 pl 10 mM-os dNTP
(Fermentas), 1 yl 50 pyM-os ITS1-F primer (Sigma), 1 pl 50 uM-os ITS4 primer (Sigma), 2 egység Tag-

polimeraz (Fermentas). Az amplifikaciét az alabbi program szerint végeztik: 5 perc kezdeti



denaturalas 95°C-on, majd 35 reakciociklusban 45 mp denaturalas 95°C-on, 30 mp primer-kétédés
55°C-on és 80 mp elongacié 72°C-on, végul 10 perc elongacié 72°C-on.

Az ITS-szekvencidk klénozasat megel6z6 PCR-t 50 ul végtérfogatu reakcidoelegyben
végeztik, amelynek 6sszetevéi a kdvetkez6k voltak: 5 pl teljes genomi DNS, 5 ul 10-szeres MgSO4-tal
kiegészitett pfu-puffer (Fermentas), 1,25 pul 10 mM-os dNTP (Fermentas), 1 ul 50 pM-os ITS1-F primer
(Sigma), 1 upl 50 yM-os ITS4 primer (Sigma), 2,5 egység pfu-polimeraz (Fermentas). A PCR
korilményei a kovetkezdk voltak: 5 perc kezdeti denaturalas 95°C-on, majd 35 reakciociklusban
ciklusonként 45 mp denaturalas 95°C-on, 45 mp primer-k6tédés 55°C-on és 2 perc elongacié 72°C-
on, végul 10 perc elongacié 72°C-on.

A kapott PCR-termékeket PCR M Clean Up System (Viogene) kit segitségével megtisztitottuk

a gyartd cég altal megadott utasitasok szerint.

Az rDNS ITS-régidjanak felszaporitasa klénozassal

A pfu-polimerazzal amplifikalt PCR-termékek 3’-végéhez dATP-t kapcsoltunk az un. A-tailing
reakcidoban. A reakciot 10 pl végtérfogati reakcidelegyben végeztik, amelynek Osszetevdi a
kovetkez6k voltak: 1 pyl PCR-termék, 1 ul Tag-puffer (Fermentas), 1,8 ul MgCl, (Fermentas), 1 ul 2
mM-os dATP (Fermentas), 1 egység Tag-polimeraz (Fermentas). Az elegyet 20 percig 72°C-on
inkubaltuk, majd a termékeket PCR M Clean Up System (Viogene) kit felhasznalasaval tisztitottuk
meg. Az ily modon eléallitott termékeket pGEM-T Easy (Promega, Madison, WI) vektorba ligaltuk a
gyarto cég altal megadott utasitasok betartasaval. A ligalasi reakciokat 4°C-on 20 6ran at inkubaltuk. A
JM109 kompetens sejtek (Promega, Madison, WI) transzformalasat a gyarté altal megadott utasitasok
szerint végeztik. A transzformans baktérium-telepeket fehér/kék szelekcio alapjan valasztottuk ki. A
fehér baktérium-telepekbdl az ITS1-F/ITS4 primerparral an. colony PCR-t végeztiink. A reakcio
templatjaként az elézéleg 10 percig 98°C-on inkubalt, majd centrifugalassal Ulepitett baktérium-
szuszpenzio felliliszéjanak 2 pl-ét hasznaltuk fel. A 20 ul végtérfogatu reakcidelegy dsszetevdi, azok
mennyiségi aranyai és a PCR koérulményei megegyeztek a kdzvetlen szekvencia-meghatarozas
céljabol végzett és korabban ismertetett reakciééval. Azokat a fehér baktérium-telepeket, amelyekben
a colony PCR soran a gomba-specifikus ITS-primerparral agaréz gélben detektalhatd termék
szaporodott fel, steril fogpiszkald segitségével friss LB- (Luria-Bertani) taptalajra oltottuk at. A friss
telepekbdl steril fogpiszkaloval vittiik at a baktériumokat 3-3 ml LB-taplevesbe, majd 16 éran at 37°C-
on inkubaltuk 225 ford./perc sebességl razatas mellett. A friss baktérium-szuszpenziobol a
lisztharmatgombakbdl amplifikalt 1TS-szekvenciakat tartalmazé plazmidot Mini M Plasmid DNA
Extraction System (Viogene) csomag felhasznalasaval tisztitottuk ki a cég altal megadott utasitasok

szerint. A megtisztitott plazmidot -20°C-on taroltuk az ITS-klonok szekvenciainak meghatarozasaig.



Az rDNS ITS-régiojanak szekvencia-meghatarozasa

A vizsgalt lisztharmatgombak PCR-moddszerrel illetve kldnozassal felszaporitott ITS-einek
bazissorrend-meghatérozdsdhoz a szekvendlasi reakcié 10 pl végtérfogatu elegyben tortént,
amelynek dsszetevdi a kdvetkez6k voltak: 2,5 ul templat (tisztitott PCR-termék vagy tisztitott plazmid),
1 ul Big Dye Terminator 3.1 mix (Applied Biosystems), 1,5 ul puffer (Applied Biosystems), 1 ul 4 uM-os
primer (M13/pUC forward vagy M13/pUC reverse (Fermentas) a plazmidbdl torténé szekvenalas
esetén, illetve ITS1-F vagy ITS4 primer (Sigma) a direkt szekvenalas esetén). A szekvenalasi reakcid
korilményei a kovetkez6k voltak: 1 perc kezdeti denaturalas 96°C-on, majd 35 reakciociklusban
ciklusonként 10 mp denaturalas 96°C-on, 5 mp primer-kotédés 50°C-on és 4 perc elongacié 60°C-on.
A szekvenalasi reakcié termékének elektroforézisét a Szegedi Biologiai Kdzpont Szekvenald
Laboratériumaban végezték. Minden minta esetében mindkét DNS-szalat megszekvenaltuk. A kapott
szekvenciakat az elektroforegrammijaik alapjan ellenériztik, majd a GenBank (NCBI) adatbazisban

deponaltuk.

Az AFLP-vizsgalatok és az AFLP-adatok elemzése

Az AFLP-vizsgalatokat Hollandiaban, a Wageningeni Egyetem Noévénynemesitési Tanszékén
végeztik. A telies genomi DNS restrikciés endonukleazokkal valo hasitasa és az AFLP-adapterek
restrikcids fragmentekhez valé ligalasa egy Iépésben, az un. restrikcids hasitasi és ligalasi reakcidban
tortént. A reakcidban az EcoRI és az Msel restrikciés endonuklazokat (New England Biolabs, Ipswich,
MA) és az EcoRI és Msel adaptereket (Sigma Genosys) hasznaltuk. A reakcioelegy végtérfogata 50 pl
volt, amely az alabbi Osszetevdket tartalmazta: 5 egység EcoRIl és 5 egység Msel restrikciés
endonuklaz, 1 egység T4 DNS-ligaz (New England Biolabs), 5 pM EcoRI| adapter, 50 pM Msel
adapter, 1 yl 10 mM-os ATP, 10 pl 5x RL puffer (Life Technologies) és 80-240 ng teljes genomi DNS.
A reakcioterméket 8-szorosara higitva hasznaltuk fel a preamplifikacié templatjaként.

A preamplifikaciot az EO01, az E02 és az MO02, egyenként egy-egy szelektiv nukleotidot
tartalmazo un. preszelektiv primerek két kombinaciojaval (E01/M02 és E02/M02) végeztik. Az EO1 és
az E02 az EcoRl, az M02 pedig az Msel restrikcidés endonukleaz hasitasi helyére specifikus lancindito
szekvenciak. A preamplifikacié 20 pl végtérfogatu reakcidelegyben toértént, amely a kovetkez6
OsszetevOket tartalmazta: 5 pl templat, 30 ng EO1 vagy EO02 preszelektiv primer, 30 ng MO02
preszelektiv primer, 0,8 ul 5 mM-os dNTP, 0,4 egység Super-Taq DNS-polimeraz (Roche) és 2 pl 10-
szeres Super-Taq puffer (Roche). A PCR 24 amplifikaciés ciklusbdl allt, amelynek lépései a
kovetkez6k voltak: denaturacié 30 mp 94°C-on, primerkotédés 30 mp 56°C-on, elongacié 60 mp 72°C-
on. A preamplifikacié soran kapott termékek 5 pl-ét etidium-bromiddal kiegészitett 1%-os agaréz
gélben megdfuttattuk, majd UV-fényben tettik lathatova. A 100-500 béazispar mérettartomanyban
Osszefliggd savval jellemezhetd termékeket 30-szorosara higitottuk, és templatként hasznaltuk fel a
szelektiv amplifikaciéban.

A szelektiv amplifikaciét 19 kulonb6z6é primerkombinacioval végeztik, amelyeket egy

elézetes, 40 primerkombinaciéra kiterjed6 tesztelés soran valasztottunk ki a kapott mintazatok



mindsége alapjan. Az EcoRI restrikciés endonukleaz hasitasi helyére specifikus primerek infravoros
festékkel (IRD700 vagy IRD800) jeldltek voltak és harom szelektiv nukleotidot tartalmaztak (Li-Cor
Biosciences, Lincoln, USA), mig az Msel restrikcidos endonuklaz hasitasi helyére specifikus primerek
(Sigma Genosys) jeldletlenek voltak és két szelektiv nukleotidot tartalmaztak. A PCR 10 l
végtérfogatu reakcidelegyben tortént, amely 5 ul templatot, 0,2 egység Super-Taq polimerazt, 1 ul 10-
szeres Super puffert, 0,4 pl 5mM-os dNTP-t, 15 ng jeldletlen Msel primert és 0,5 pM IRD700 vagy
IRD800 infravoros festékkel jeldlt EcoRI primert tartalmazott. Az amplifikaciét a kdévetkezé, un. touch-
down programmal végeztik: az els6 ciklust (30 mp denaturacié 94°C-on, 30 mp primerkétédés 65°C-
on, 60 mp elongacio 72°C-on) 11 masik ciklus kdvette, amelyekben ciklusonként 0,7°C-kal csokkent a
primerkotédési hémérséklet, majd 24 Gjabb ciklus kdvetkezett (30 mp denaturacié 94°C-on, 30 mp
primerkotédés 56°C-on, 60 mp elongacié 72°C-on). A PCR-termékhez 10 ul futtatd puffert (98%
formamid, 10 mM EDTA (pH8), 0,1% brémfenol-kék) adtunk, majd 5 percen &t 95°C-on denaturaltuk
és azonnal leh(toéttik jégen. Az AFLP-fragmensek elvalasztasat 8%-os denaturald poliakrilamid
gélben végeztik, a mintazatokat Li-Cor 4200 tipusu szekvenald készilék segitségével digitalis
formaban rogzitettik.

Az AFLP-mintazatok megismételhetéségét a vizsgalat harom kiilénb6z6 pontjan ellendriztik.
A teljes folyamatot két lisztharmat-mintabdl két-két fliggetlen DNS-kivonas soran el6allitott DNS-
mintaval ismételtik meg. A tovabbiakban harom masik DNS-mintaval megismételtiik a restrikcids
hasitasi és ligalasi reakciot, a preszelektiv és a szelektiv amplifikaciot. Végll, a szelektiv amplifikaciot
megismételtik hat mintaval a végsd elemzésben felhasznalt 19 primerkombinacié felhasznélasaval. A
kapott mintazatokat minden esetben vizualisan hasonlitottuk 6ssze.

A digitalis kép formajaban elmentett AFLP-mintazatokat az AFLP-Quantar programcsomag
(Keygene, Hollandia) segitségével jelenitettiik meg. A mintazatokat vizudlisan értékeltik oly médon,
hogy minden monomorf (minden mintara jellemzd) és polimorf (legalabb egy mintara nem jellemzg)
AFLP-markert megvizsgaltunk az 50 és 500 bp kodzoétti mérettartomanyban, azok meglétét vagy
hianyat az egyes mintakban binaris adat formajaban régzitettik. A tovabbi adatelemzés érdekében két
binaris adat-matrixot allitottunk elé. Az egyik adat-matrix tartalmazta az 6sszes, a fent részletezett
moddon rogzitett binaris adatot, mig a masik csak azokat az AFLP-markereket tartalmazta, amelyek
legalabb két mintéra jellemzéek voltak. Az egyetlen mintara jellemzé fragmenseket ily modon kizartuk
az elemzésbdl. A két adathalmazbol a TREECON programcsomag felhasznalasaval genetikai
tavolsag matrixot készitettlink, majd dendrogrammokat allitottunk el6 UPGMA (Unweighted Pair
Group Method with Arithmetic Mean) és NJ (Neighbor Joining) moédszerekkel. A dendrogrammok

elagazasainak megbizhatdsagat un. bootstrap-moddszerrel ellendriztik 1000 ismétlésben.
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EREDMENYEK

Ujonnan felépett lisztharmatfert6zések kérokozéinak azonositasa

Uj adatokat kozoltink egyes lisztharmatgombak eléfordulasat illetéen U]
gazdanovényeken illetve U foldrajzi régidkban. A vérehulld fecskefuvon
(Chelidonium majuson) egy Oidium-faj altal okozott fert6zés vilagszerte az elsé adat
lisztharmatfertézésrél ezen a gazdandvényen. Elséként kozoltuk tovabba egy
varjuhajfaj, a Sedum alboroseum lisztharmatfert6zését (kérokozoé: Oidium sp.)
Eurépabdl. Egy alig ismert lisztharmatgombafaj, az O. longipes el6fordulasat
elséként jeleztiik Magyarorszagon, Ausztridban és Eszak-Amerikaban. Ezenkivill
hozzajarultunk a galambszinl 6rdégszemen (Scabiosa columbarian) New Yorkban
és a golgotaviragon (Passiflora caerulean) Hollandiaban fert6zéseket okozé Oidium
spp., valamint a P. caeruleardl Bolividban gyljtott Streptopodium  sp.

azonositasahoz, amelyek szintén elsé el6fordulasi adatok ezekben az orszagokban.

Az Oidium neolycopersici és egyéb kozelrokon lisztharmatgombak elkiilonitése

molekularis- és gazdanovénykor-vizsgalatokkal

A paradicsomot fertéz6 O. neolycopersici, valamint a S. alboroseumon, C.
majuson, P. caerulean és Aquilegia vulgarison tlineteket okozd, morfoldgiai
tulajdonagaik alapjan megkulonboztethetetlen lisztharmatgombak molekularis- (ITS-
elemzés, AFLP-analizis) és gazdandvéenykor-vizsgalatai alapjan megallapitottuk,
hogy esetukben egymastdl elkulonult, kulonb6zé novénycsaladokba tartozé
gazdandvenyekre specializalddott, ugyanakkor egymassal kodzeli rokonsagban allé
fajokrol van sz6. A kulonféle disz- és vadon él6 novényeken el6forduld, ujonnan
felbukkant lisztharmatgomba-anamorfok tehat valoszinileg nem szolgalnak
inokulumként a paradicsom lisztharmatfertézéséhez. Megallapitottuk, hogy az ITS-
szekvenciakban talalhatdé néhany nukleotidnyi kulonbségek hatterében valdjaban
jelentbs eltérések huzédnak meg a teljes genom szintjén, amelyek a korokozok
gazdandvénykorében is megmutatkoznak, ezért a paradicsomlisztharmat-jarvanyok

inokulum-forrasainak feltarasa komplex megkozelitést igényel.
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Az Oidium neolycopersici genetikai valtozékonysaga

Az O. neolycopersici, kildonbdzé foldrajzi régiokbol szarmazo mintainak AFLP-
analizise alapjan nagyfoku genetikai valtozékonysagot mutattunk ki, amelynek
hatterében feltehetéen a korokozo rejtett ivaros szaporodasa huzodhat meg, vagy
esetleg egyéb mechanizmusok okozhatjak a fajon bellli jelentés mértékl diverzitast.
Az AFLP-mintazatok alapjan nem talaltunk féldrajzi régiok szerinti elktléntlést az O.
neolycopersici mintai kozott, amely feltehetéen a kérokozoé nagy tavolsagokra térténd
terjedésének kovetkezménye. Az izolatumok AFLP-mintazataban kimutatott
kilénbségek nem tukrozték tovabba a korabbi munkakban kimutatott virulencia-
kildnbségeket, ami arra utal, hogy az O. neolycopersici-izolatumok virulenciajaban
kimutathato eltérések csak kismeértekl kulonbségekkel jarhatnak egyultt a teljes

genom szintjén.

Eltéré ITS-szekvenciak kimutatasa lisztharmatgombakban

Lisztharmatgombakban els6ként mutattunk ki eltér6, uan. paralog
szekvenciakat a riboszomalis DNS ITS-régidjat illetéen a C. majust fertézé6 Oidium
sp. mintaiban. Eredményeink felhivjak a figyelmet arra, hogy az ITS-szekvenciakban
fellelheté egy-egy nukleotidnyi kildnbségeket kell6 odafigyeléssel kell kezelnink,
kulondsen a kozelrokon lisztharmatgombak esetében. A C. majust fert6z6 Oidium sp.
paraldg szekvenciaiban kimutatott eltérések mértéke ugyanis hasonl6 az egyéb,
kilonféle  gazdandvényeket fert6z6  kozelrokon lisztharmatgombak  ITS-
szekvenciaiban kimutatott kulonbségekéhez, amelyekrol azonban a
gazdanovénykor-vizsgalatok és az AFLP-analizis alapjan megallapitottuk, hogy

elkulonalt fajok.

Az Oidium longipes morfoldgiai, filogenetikai és gazdanovénykor-vizsgalata

A kevéssé ismert O. longipes kiterjedt vizsgalata alapjan kimutattuk, hogy
annak konidiumtarté-morfolégiaja sokkal valtozatosabb, mint ahogy az az eredeti
fajleirasbol és egyéb morfolégiai jellemzésekbdl kitlinik. Gazdandvénykor-
vizsgalataink alapjan megallapitottuk, hogy a petunia lisztharmatos betegségéért

felelés O. longipes egyéb, a Solanaceae-csaladba tartozé ndvényfajokat, mint
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példaul a dohanyt, paradicsomot és a padlizsant is megfertézheti, esetleg jarvanyok

kivaltéja lehet gazdasagi szempontbdl jelentés termesztett novényfajokon is.

A Pleochaeta indica morfologiai és filogenetikai vizsgalata

Kimutattuk, hogy az Indidban ostorfat (Celtis australist) fert6éz6 Pleochaeta
indica morfolégiai tulajdonsagai alapjan azonos a Pleochaeta shiraiana fajjal, vagyis
a morfologiai alapon tortént elkllonitése és U] fajként valé leirasa megalapozatlan. A
28S rDNS és az ITS-régio bazissorrendjében mutatkozé jelentés kulonbségek
alapjan azonban a P. indica és a P. shiraiana elkulonult fajoknak tekinthet6k.
Megallapitottuk, hogy morfolégiai alapokon mind az anamorf, mind pedig a teleomorf
szintign megkulénbdztethetelen lisztharmatgombak elkilondlt  kriptikus  fajokat

képviselhetnek.

Uj tudomanyos eredmények

1. Uj adatokat kozoltink egyes lisztharmatgombak eléfordulasat illetéen G
gazdanovényeken illetve uj foldrajzi régidkban:

e vilagviszonylatban elséként kozoltik és jellemeztik egy Oidium sp.
tulajdonsagait, amely a vérehulld fecskeflivet (Chelidonium majust)
fertozi;

* Eurdépaban el6szor kozoltuk és jellemeztiuk egy masik Oidium sp.
tulajdonsagait, amely egy disznovényként termesztett varjuhjfajon, a
Sedum alboroseumon fordul el6;

« elséként jeleztiik Magyarorszagon, Ausztridban és Eszak-Amerikaban az
Oidium longipes el&fordulasat;

* els6ként azonositottunk egy Bolividban gyUjtott Streptopodium sp.-t
golgotaviragon (Passiflora caerulean);

* Hollandidban els6ként azonositottunk és jellemeztink egy Oidium sp.-t
golgotaviragon (P. caerulean);

« elséként jeleztik az Egyesilt Allamokbeli New York allamban egy
Oidium sp. el6fordulasat galambszini 6rdégszemen (Scabiosa

columbarian).
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2. A paradicsomot fert6z6 Oidium neolycopersici, valamint a S. alboroseumon, C.
majuson, P. caerulean és Aquilegia vulgarison tuneteket okozd, morfologiai
tulajdonagaik alapjan megkulénbdztethetetlen lisztharmatgombak molekularis- (ITS-
elemzés, AFLP-analizis) és gazdandvénykor-vizsgalatai alapjan megallapitottuk,
hogy esetukben egymastol elkulonult, kulonbozé novénycsaladokba tartozd
gazdandvényekre specializalodott, ugyanakkor egymassal kdzeli rokonsagban allé
fajokrol van sz6. Kimutattuk, hogy a konzervativnak tekinthetd ITS-szekvenciakban
mutatkoz6 néhany nukleotidnyi kilonbségek hatterében valdjaban jelentds eltérések
huzodnak meg a teljes genom szintjén, amelyek a korokozok gazdanovenykorében

is megmutatkoznak.

3. Az O. neolycopersici kilonb6z8 foldrajzi régiokbdl szarmazé mintainak AFLP-
analizise alapjan nagyfoku genetikai valtozékonysagot mutattunk ki ebben a
korokozoban, amelynek hatterében feltehetben a kdrokozo rejtett ivaros szaporodasa
huzédhat meg, vagy esetleg egyéb mechanizmusok okozhatjak a fajon bellli jelentés

mérték{ diverzitast.

4. Lisztharmatgombakban els6ként mutattunk ki eltéré (un. paralég) szekvenciakat a

riboszomalis DNS ITS-régidjat illetéen a C. majust fert6z6 Oidium sp. mintaiban.

5. Az O. longipes esetében kimutattuk, hogy annak konidiumtarté-morfolégiaja az

eredeti fajleirashoz képest sokkal valtozatosabb.

6. Gazdandvénykor-vizsgalataink alapjan megallapitottuk, hogy az O. longipes a
petunian kival egyéb, Solanaceae-csaladba tartozé novényfajokat, mint példaul a
dohanyt, paradicsomot és a padlizsant is megfertézheti, és ennek kdvetkeztében
jarvanyok kivaltoja lehet mas, gazdasagi szempontbdl jelentds termesztett

ndvényfajokon is.

7. Kimutattuk, hogy az Indiaban ostorfat (Celtis australist) fert6z6 Pleochaeta indica
morfoldgiai tulajdonsagai alapjan azonos a P. shiraiana fajjal, vagyis a morfologiai
alapon tortént elkilonitése és U fajként vald leirasa megalapozatlan. Az rDNS ITS-
régiojanak bazissorrendjében mutatkozo jelentés kilonbségek alapjan azonban a P.

indica és a P. shiraiana elkulonult, kriptikus fajoknak tekinthetok.

14



KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

1. A paradicsomlisztharmat-jarvanyok inokulum-forrasainak feltarasa komplex

megkdzelitest igényel.

A paradicsomot fert6z6 Oidium neolycopersici, valamint a Sedum
alboroseumon, Chelidonium majuson, Passiflora caerulean és Aquilegia vulgarison
tineteket okozd, morfolégiai tulajdonagaik alapjan megkullonbdztethetetlen
lisztharmatgombak ITS- és AFLP-elemzése, valamint gazdandvénykor-vizsgalatai
alapjan megallapitottuk, hogy esetukben egymastdl elkulonalt, kulonbozé
ndvenycsaladokba tartozé gazdandvényekre specializalédott, ugyanakkor egymassal
kdzeli rokonsagban all6 fajokrél van sz6. Ehhez a megallapitashoz csak a
molekularis és keresztfertézési vizsgalatok egylttes alkalmazasa vezetett el, az
egyes modszerek kulon-kulon torténd alkalmazasa nem lett volna elegendé ahhoz,
hogy meggy6z6 modon bizonyitsuk ezt az allitast. A kulonféle disz- és vadon él6
novényeken el6forduld, ujonnan fellépett fertézéseket okozd lisztharmatgomba-
anamorfok tehat valoszinlileg nem szolgalnak a paradicsom lisztharmatfertézésének
inokulumforrasaként, azaz nem jarulnak hozza az elmult évtizedekben vilagszerte

gondot okozd paradicsomlisztharmat-jarvanyok kialakitasahoz.

2. Az rDNS ITS-szekvenciakban feltart egy-két nukleotidnyi kiilébnbség jelentés
genom-szinti klilbnbségekre utal egyes lisztharmatgombakban.

A pseudoidium-tipusu lisztharmatgomba-anamorfokkal kapcsolatos munkank
ramutat arra, hogy e lisztharmatgombak azonositasa és fajaik elkulonitése soran
egy, kulonféle vizsgalati mddszereket magaba foglald, komplex megkdzelitést
szukséges alkalmazni. A klasszikus, morfologiai tulajdonsagokra és gazdandvényre
alapozott azonositasi és fajelkilonitési modszert célszerl  kiegésziteni
Osszehasonlit6  gazdanovénykor  vizsgalatokkal és  molekularis  genetikai
vizsgalatokkal is. A filogenetikai vizsgalatokat nem elegendé tovabba egyetlen DNS-
szakasz, a lisztharmatgombak esetében elterjedt ITS-régié elemzésére alapozni,
hanem egyéb genomi régidkra is ki kell terjeszteni a vizsgalatokat. Az AFLP-

modszerrel kapott eredményeink a kozelrokon pseudoidium-tipusu

15



lisztharmatgombak esetében ugyanis azt mutattak, hogy az ITS-szekvenciakban
talalhaté néhany nukleotidnyi kulonbségek hatterében valdjaban jelentés eltérések
huzédnak meg a teljes genom szintjén, amelyek a kérokozok gazdanovénykorében
is megmutatkoznak. A konzervativnak tekintett ITS-szekvenciak, jéllehet alkalmasak
a lisztharmatgombak altalanos filogenetikai viszonyainak megismerésére, az
egymassal kozeli rokonsagban allé lisztharmatgombak fajszintl elkulonitésében

azonban korlatozott a felhasznalhatésaguk.

3. A morfologiai alapokon mind az anamorf, mind pedig a teleomorf szintjén
megkulénbdéztethetelen lisztharmatgombak kiilénb6zb kriptikus fajokat

képviselhetnek.

A pseudoidium-tipusu lisztharmatgombak azonositdsa soran alkalmazott
komplex megkozelitésmod szikségességere hivja fel a figyelmet az ostorfat (Celtis
australis) fert6zd Pleochaeta indica esete is. A gomba mind az ivaros, mind pedig az
ivartalan fejl6dési alak morfoldgiai tulajdonsagait tekintve megkuilonboztethetetlen
volt az elterjedtebb, és jol jellemzett Pleochaeta shiraiana fajtdl. A morfologiai
vizsgalatok alapjan kimutatott azonossag ellenére az ITS-szekvenciakban jelentds
kulonbségek mutatkoztak, amelyek alapjan a P. indica és a P. shiraiana elkulonult
lisztharmatgombafajoknak bizonyultak. Mindez arra utal, hogy a morfologiai
tulajdonsagokban megfigyelt azonossagok oOnmagukban olykor még abban az
esetben sem elegendbek a fajok azonositasahoz, amikor az ivaros és az ivartalan

fejlédési alakok is rendelkezésre allnak.

4. Egy disznévényfajon felbukkant lisztharmatgombafaj egyéb termesztett

névényeket is veszélyeztethet.

Az Oidium longipes gazdandvénykor-vizsgalatai alapjan megallapitottuk, hogy
a petunian kivll egyéb, a Solanaceae-csaladba tartozé novényfajokon is okozhat
tineteket. Ez a koérokozd tehat forrasa lehet mas, termesztett és gazdasagilag
jelentds novényfajokon kialakult lisztharmatfert6ézéseknek. Mivel a petuniat és egyéb
Solanum-fajokat tobb lisztharmatgombafaj fertézi vilagszerte, az O. longipes

esetében nem vilagos, hogy egy Uj kérokozoérol van-e szo, vagy korabban
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egyszerten nem kerult a ndvénykérokozokat behatdan vizsgald kutatok figyelmének

kézpontjaba.

5. Két anamorf alak is tartozhat ugyanahhoz a teleomorf nemzetséghez a

lisztharmatgombak esetében.

A P. caerulean Boliviaban gy(jtétt lisztharmatgomba-anamorf a morfoldgiai
tulajdonsagai alapjan a Streptopodium ivartalan nemzetségbe tartozik. Eddigi
ismerteink alapjan a Streptopodium-anamorfok a Pleochaeta ivaros nemzetség
ivartalan alakjai. A riboszomalis DNS szekvenciainak elemzése alapjan azonban azt
talaltuk, hogy a vizsgalt anamorf a Phyllactinia ivaros nemzetségbe tartozé
lisztharmatgombakkal mutat kozeli rokonsagot. Eredményeink arra utalnak, hogy a
Streptopodium-anamorfok két ivaros nemzetségnek, a Pleochaeta- és a Phyllactinia-
nemzetségeknek is lehetnek az ivartalan alakjai. Ugyanakkor a Phyllactinia-

nemzetségnek lehet Streptopodium és Ovulariopsis ivartalan alakja is.

6. Eltérések lehetnek ugyanazon lisztharmat-minta ITS-szekvenciaiban.

A C. majust fert6z6 Oidium-fajban kimutatott eltérések az ITS-szekvenciakban elsé
igazolasai annak, hogy lisztharmatgombakban is léteznek kulonb6zd, un. paraldg
ITS-szekvenciak. Mindezek alapjan hangsulyoznunk kell az ITS-szekvencidk pontos,
nukleotidonként torténd ellenbrzésének szukségességét, kulondsen a kozelrokon
fajok ITS-szekvenciainak elemzése soran, amelyek mindéssze néhany nukleotidban
térnek el egymastol, hasonldoképpen a C. majust fert6z6 lisztharmatgombaban

kimutatott paralég szekvenciakhoz.
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from apple powdery mildew identified as a distinct group based on single-
stranded conformation polymorphism analysis of the rDNA ITS region.
Mycological Research, 109: 429-438.

Elbadasok, poszterek dsszefoglaldi:

Jankovics, T., Kiss, L. (2005). In vitro promycelium formation of germinating
powdery mildew conidia. Acta Microbiologica et Immunologica Hungarica, 52:
261-262.

Jankovics T., Kiss L. (2003): Almalisztharmaton hiperparazita Ampelomyces
spp. vizsgalata. 49. N6évényvédelmi Tudomanyos Napok Osszefoglaléi, 100.
oldal.

19



20



	TUDOMÁNYOS KÖZLEMÉNYEK JEGYZÉKE
	A dolgozat témájához kapcsolódó közlemények 
	Angol nyelvű, teljes terjedelmű tudományos cikkek:
	A dolgozat témájához nem kapcsolódó közlemények 
	Angol nyelvű, teljes terjedelmű tudományos cikkek:

