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I. Bevezetés és célkitiizések

A lisztharmatgombdk (Erysiphales, Ascomycota) a gazdasigi szempontbdl legjelentdsebb
karokat okoz6 novénykorokozok kozé tartoznak. Legismertebb é16skodoik, hiperparazitdik az
Ampelomyces nemzetségbe tartozd piknidiumot képezd tomlésgombdk. A legijabb
szakirodalomban is vitatott kérdés, hogy vajon a kiiléonbozd fajokbdl izolalt Ampelomyces-
torzsek eredeti gazdagombdik sziikken specializdlédott hiperparazitdinak vagy nagyszamu
gazdagombafaj generalista €l0skoddinek tekinthetdek-e. Kordbbi munkdk sordn
laboratériumunkban igazoldst nyert, hogy a tavasszal jarvanyt okozé almalisztharmatbdl
izolalhat6 Ampelomycesek nrtDNS ITS-szekvencidik alapjan elkiiloniilnek az Osszel fert6zo
lisztharmatgombafajokb6l  szdrmaz6,  szimpatrikusan  jelenlevd — Ampelomycesektol
(Szentivanyi és mtsai 2005). A gazdagomba-specializaciét a Szentivanyi és mtsai (2005) altal
felvetett hipotézissel, vagyis a hiperparazitdk populdciéi kozott fellépd idobeli izoldcidval
kapcsolatban vizsgéltuk. Tovabba a specializacidval 6sszefiiggésben egy altalunk kivalasztott,
gazdasagilag jelentds gazdagombafajbdl, a sz6ldlisztharmatbdl izoldlhat6 torzsek genetikai
véltozékonysdgat is tanulmanyoztuk.

Az Ampelomycesek intracelluldris  parazitdk, melyek a  gazdagombaik
konidiumtartésejtjeiben képezik ivartalan termotesteiket. Egyes szerzok szerint az
Ampelomyces-torzsek piknidium-képzése a lisztharmatgombdk micéliumanak belsejében
olyan morfo-fiziol6giai tulajdonsdg, mely alapul szolgilhat a fajon beliilli csoportok
elkiilonitéséhez (pl. Park és mtsai 2010). A specializacid kérdéskorének feltardsa mellett
kutatdsokat folytattunk az Ampelomycesek piknidium-lokalizaciés tulajdonsdgainak
megismerése érdekében.

A szdldlisztharmat az egyik legfontosabb betegség a szoldtermesztésben vilagszerte,
€s napjainkban els6sorban fungicidekkel védekeznek ellene. Bioldgiai védekezési
modszerekkel, pl. Ampelomyces tartalmi termékek megfeleld felhasznédldsaval csokkenteni
lehetne a kijutatott vegyszerek mennyiségét. Az eddig forgalomba hozott, Ampelomyces
hiperparazitdkat tartalmazé biofungicideket kivétel nélkiil a lisztharmatgombdk ivartalan
fejlodési alakja ellen alkalmazzdk. A szoldlisztharmat esetében ugyanakkor az ivaros fejlodési
alak jatssza a legfontosabb szerepet a korokozé attelelésében, ezdltal a tavaszi fertézések
elinditdsdban. Munkdnk sordn egy ujszerii stratégia alapjan megvizsgaltuk, vajon
eredményesen alkalmazhatok-e az Ampelomycesek a szOl6lisztharmat étteleld, ivaros alakja

ellen a gyakorlati ndvényvédelemben.



Az alabbiakban ismertetett kutatémunka soran tehat a kovetkezé négy f6 kérdésre

kerestiik a valaszt:

1. A kiilénb6z0 lisztharmatgombatajokbdl izoldlt Ampelomyces-torzsek eredeti gazdagombdaik
szliken specializdlédott hiperparazitiinak vagy nagyszdmud gazdagombafaj
generalista €10skoddinek tekinthetok-e?

Ezt a kérdést az aldbbi Osszefiiggésekben vizsgéltuk:

1.1. Az nrDNS ITS szekvencidk és mikroszatellit-markerek alapjan van-e kiilonbség
az Osszel és tavasszal izoldlhatd Ampelomyces-torzsek kozott? Szabadfoldi
keresztfertdzési kisérletek soran kimutathatok-e a gazdagomba-specializacio jelei e
torzsek esetén?

1.2. Szoldlisztharmatb6l, mint gazdasdgi jelentdsége miatt kivalasztott
gazdagombafajbdl izoldlhatd Ampelomyces-torzsek mennyire kiiloniilnek el
egymastol és mds gazdagombdkbdl izolalt torzsektdl ITS- és az aktin gén actl-
régidjanak szekvenciai alapjan?

2. Torzs-specifikus-e vagy inkabb a gazdagombdk morfo-fizioldgiai tulajdonsidgai 4ltal
meghatéarozott az egyes Ampelomyces-torzsek termotestképzése a
lisztharmatgombdk micéliumanak belsejében? M4s szavakkal: jellemezhetOk-e a
torzsek egy szembetlind, és a szakirodalomban vitatott jelentOségili tulajdonsaguk,
mégpedig piknidiumaiknak a gazdagomba-micélium belsejében torténd lokalizaciéja
alapjan?

3. Hogyan fejlodik az Ampelomyces hiperparazitdk intracellularis micéliuma a
lisztharmatgombak egy nemrég leirt kiilonleges sporulacios formédja, a mikrociklikus
konidiumképzés esetében?

4. Hogyan alkalmazhatok az Ampelomyces hiperparazitdk a sz6l6lisztharmat elleni bioldgiai
védekezésben az ivaros termdtestek elleni felhasznélds sordn?

E problémakoron beliil az alabbi kérdések mentén dolgoztunk:

4.1. Milyen tulajdonsdgok alapjan szelektdlhatok a gyakorlatban alkalmazhat6
Ampelomyces-torzsek?

4.2. Hatékonyak-e az Osszel szoldiiltetvényekben kijuttatott torzsek a sz616lisztharmat

elleni védekezés szempontjabol?



I1. Anyag és modszer

Az Ampelomyces hiperparazitak izolalasa és fenntartasa

A mintavétel soran 2007. szeptember és 2009. oktéber kozott lisztharmatos leveleket
gyljtottiink be termesztett és vadon €10, fas szard és légyszard novényekrdl egyardnt.
Els6sorban fert6zott alma- (Malus domestica), o6rdogcérna- (Lycium halimifolium) és
szOloleveleket (Vitis vinifera) gyujtottiink. A mintdkat a lisztharmatgombdk meghatarozésa,
€s a telepekbdl Ampelomyces hiperparazitdk izoldldsa érdekében sztereomikroszkdppal
vizsgaltuk tovabb. Az izolalas soran a begyijtott lisztharmatos levelekrdl, sztereomikroszkop
alatt egy-egy fiatal, 6zbarna piknidiumot emeltiink le steril iivegtiivel, majd antibiotikummal

(5% kloramfenikollal) kiegészitett malatds Czapek-Dox (MCzD) taptalajra helyeztiik.

DNS-kivonas
A DNS-kivonast a DNeasy Plant Mini Kit csomag (Qiagen, Németorszag) felhaszndlasaval, a
gyartd cég altal megadott utasitdsok szerint végeztiikk az Ampelomycesek taptalajon novo

tenyészeteibdl, ill. a hiperparazitdk piknidiumait tartalmazo lisztharmatos levelekbdl.

Az nrDNS ITS- és az actl-régiok felszaporitasa polimeraz-lancreakcioval és
szekvenalasa

A polimerdz-lancreakcié (PCR) sordn a teljes genomi DNS-bdl az ITS1F (Gardens és Bruns
1993) és ITS4 (White és mtsai 1990) primerparral szaporitottuk fel az ntDNS ITS-régigjat. A
PCR amplifikéciot az actl-régié esetében az Act-1 és ActSra (Voigt és Wostemeyer 2000)
primerparokkal végeztiik. A felszaporitott DNS-szakaszokat a PCR-hez haszndlt primerek
alkalmazasédval szekvendltuk. A szekvendlasi reakcié termékének elektroforézisét szolgaltatd
laborban (MTA SzBK), ABI 3100-as késziiléken végezték. A kapott elektroforegramokat a

Staden programcsomaggal (Staden 2000) ellendriztiik és javitottuk.

Molekularis filogenetikai vizsgalatok

A tavasszal és Osszel izoldlt Ampelomyces hiperparazitik ITS-szekvencidinak illesztését és
filogenetikai elemzését az ELTE NoOvényszervezettani Tanszékén Dr. Kovacs M. Gabor
végezte el a Multalin (Corpet 1988) és a PAUP 4.0b10 programcsomag (Swofford 2003)

hasznalataval.



A szOlOlisztharmatbol  izoldlt Ampelomycesek  genetikai  véltozékonysdgdnak
vizsgalatit célz6 munkdban az ITS-szekvencidk illesztését a MAFFT program 6-0s
verzidjaval (Katoh és mtsai 2009), az actl-szekvencidkat a PRANK program PRANKSTER
(Loytynoja és Goldman 2008) feliiletén illesztettiik, majd egyes javitisokhoz a ProSeq2.9
programot (Filatov 2002) hasznaltuk. A megfelel6 nukleotid szubsztiticiés modellt a
JModelTest 0.1.1 (Posada 2008) program AIC (Akaike information criterion) bedllitasat
alkalmazva vélasztottuk ki. A filogenetikai szdmitdsokat a PhyML 3.0 (Guindon és Gascuel
2003) program online verzidjaval végeztilk. Egy tovdbbi, Bayesian (MCMC) elemzést is
végeztiink a MrBayes 3.1.2 (Ronquist és Huelsenbeck 2003) (Computational Biology Service
Unit at Cornell University, http://cbsuapps.tc.cornell.edu/index.aspx) programmal.

A piknidium-lokalizacié tanulmédnyozédsa sordn felhaszndlt torzsek kivélasztasat
megel6zé ITS-szekvencia elemzést az el6z6 bekezdésben bemutatott mddszerek szerint

végeztik.

Mikroszatellit-vizsgalatok

Ot, fluoreszcensen jelolt primerpart haszndltunk (AQmalus3, AQmalus4, AQmaluss,
AQmalus10, AQmalus11), melyeket almalisztharmatbdl izoldlhaté Ampelomyces-torzsekre
fejlesztettek ki (Harvey 2006). A mikroszatellitek elvalasztasit 8%-os denaturdld
poliakrilamid gélben végeztiik, majd a géleket FMBIO II szkennerrel digitalizéltuk. Az 6t
16kuszon beliil az egyes allélok meglétét vagy hidnyat az egyes mintdkban bindris adatok
formdjaban rogzitettilk. Az adathalmazbdl a TREECON programcsomag felhasznédldsaval
(Van de Peer és De Wachter 1994), Nei és Li koefficiense alapjan UPGMA mddszert

alkalmazva, dendrogrammot 4llitottunk eld.

Mikoparazita-tesztek

A piknidium-lokalizdcids vizsgalatokban lisztharmatgombdkkal mesterségesen fertdzott
dohany-, uborka-, paradicsom-, arpa-, és szOlonOvényeket haszndltunk fel. A leveleket a
hiperparazitdk 10°-10° konidium/ml koncentriciGji szuszpenziéjival permeteztiik le. A
cserepes novényeket €s a szdldleveleket tartalmazd Petri-csészéket egyarant 20°C-os
klimakamrdba helyeztiik nyolc-tiz napra. A mikoparazita-tesztekben tiz j6l sporuldld
Ampelomyces torzset haszndltunk, melyeket az ITS-régid vizsgdlata alapjan valasztottunk ki.
Vizsgélatokhoz kezelésenként harom levélrdl, és levelenként harom hiperparazitaval fert6zott

lisztharmattelepbdl mikroszképos prepardtumot készitettiink Shin és La (1993) moddszere



szerint. A prepardtumokat Olympus BXS51 tipusu fénymikroszképpal vizsgéltuk. Az
intracelluldrisan képz6dott piknidiumok pozicigjat feljegyeztiik, az alapjan, hogy hédnyadik
konidiumtarté sejtben képzddtek az ivartalan termotestek. Prepardtumonként legalabb 30
piknidium adatait jegyeztiik fel. A mikroszkopos vizsgdlatok sordn nyert adatokat UPGMA
modszerrel elemeztiik a SYN-TAX2000 programcsomaggal (Podani 2001). Az adatok egy
tovédbbi elemzését Dr. Holb Imre végezte el a Debreceni Egyetemen.

A piknidium-lokalizacids vizsgdlatokhoz tovabbi mikoparazita-teszteket is végeztiink,
lisztharmatos dohdny- és szoldlevekkel. A leveleket Petri-csészébe helyeztiik és
lepermeteztiik a hiperparazitak szuszpenzidjaval, majd ezt kovetden ecseteléssel letordeltiik a
lisztharmattelepeken képzddott konidiumtartdkat.

Az  Ampelomyces hiperparazitdk intracellularis micéliumdnak fejlédését a
mikrociklikus konidiumtartokban Osszesen hat lisztharmatgombafajban (a dohanyt fert6zo
Golovinomyces orontii, az uborkdt fertdz0 Podosphaera xanthii, a paradicsomot fert6zd
Oidium neolycopersici, a sz016t fertdzd Erysiphe necator, az almat fert6z0 P. leucotricha és a

petuniat fert6z6 O. longipes esetében) vizsgaltuk.

Szabadfoldi keresztfert6zési kisérletek

A hiperparazitdk  vitatott = gazdagomba-specializiciéjanak  vizsgédlatdhoz  tavasszal
lisztharmattal erdsen fert6zott almafara becserepezett, G. orontii ill. P. xanthii
lisztharmatgombakkal mesterségesen megfertézott dohdny, ill. uborkandvényeket helyeztiink
ki. Osszel lisztharmatos 6rdogcérna cserjék kozvetlen kozelébe helyeztiink ki ugyanilyen
csapdandvényeket. A szOldlisztharmatbdl izoldlhaté hiperparazitdk specializdcidjanak
vizsgalatdhoz lisztharmattal mesterségesen fert6zott szolondvényeket helyeztiink ki Budapest
egy pontjdn, 2009 augusztusdban. A csapdandvények leveleit 14-20 nappal kihelyezésiiket
kovetéen behoztuk a laboratériumba, sztereomikroszkép alatt megvizsgéltuk, és az

Ampelomyces-piknidiumok jelenléte esetén izolaltuk a hiperparazitdkat.

Szololisztharmat elleni bioldgiai védekezésben felhasznalhat6 torzsek tesztelése

Harminckét torzs novekedési iitemének és sporulalé micélium-feliiletének meghatarozasat
azonos kord, 15, 20, ill. 25°C-on tartott tenyészetek alapjan végeztiik. Az intracellularis
sporulacié mértékét a kivalasztott torzsekbdl készitett konidium-szuszpenzidkkal kezelt,
vizen dsztatott lisztharmatos szdldleveleken vizsgaltuk. A 32 torzs koziil e vizsgélatok alapjan

szelektalt RS1-a torzs mikoparazita tulajdonsagait 6sszel hazai és olasz szoéloiiltetvényekben



Osszehasonlitottuk a kereskedelmi forgalomban 1évé AQI10 termék tulajdonsagaival.
Szoldiiltetvényenként 2 x 2 szO16tokét kezeltiink dsszesen 2-2 liter, kb. 1-5 x 10° konidium/ml
koncentraci6ju szuszpenzidval sziiret utdn, majd a kezeléseket két hét milva megismételtiik.
A kipermetezett hiperparazitdk megtelepedését sztereomikroszkoppal vizsgaltuk a
lisztharmatos leveleken, 10-14 nappal a kezeléseket kovetden. Tavasszal, riigyfakadast
kovetéen hetente ellendriztiik az aszkospords fertdzések tiineteinek megjelenését és ezek
szamanak alakuldsat. Az adatok statisztikai elemzését az olaszorszdgi Katolikus Egyetem
(Universita Cattolica del Sacro Cuore) Entomoldgiai és Novénykortani Intézetében végezték

el.

III. Eredmények és kovetkeztetések

1. Az Ampelomyces hiperparazitak idébeli izolacidja

A feltételezett iddbeli izoldci6 igazoldsa érdekében tobb mint 700 4j Ampelomyces-torzset
izolaltunk alméat, ill. sok mds novényfajt megbetegitd lisztharmatgombafajokbdl.
Mikroszatellit-régiok vizsgalatdn és ITS-szekvencidkon alapulé eredményeink igazoltdk a
tavasszal és az Osszel izoldlhat6 torzsek kozotti genetikai differencidlédast. Szabadfoldi és in
vitro kisérleteink kimutattdk, hogy ennek oka nem lehet a torzsek gazdagomba-
specializdcidja. Egy mdésik magyardzat az lehet, hogy az almalisztharmat éattelelése és
tavasszal kezdddo életciklusa eltér a legtobb lisztharmatgombéétdl, igy az ebben terjedd
Ampelomyces torzsek iddben izoldlédnak a fOként Osszel terjedd torzsektdl. Az
almalisztharmat riigyfakadds utdn fertézi a gazdanovényét, foképpen tavasszal okoz
jarvanyokat. Ezzel szemben a lisztharmatgombafajok tobbsége a vegetdcié sordn késdbb
kezdi életciklusat, ezért viszonylag kicsi az esélye annak, hogy a tavasszal megjelend
Ampelomyces-torzsek keveredjenek mads torzsekkel (Szentivanyi és mtsai 2005). Az ITS-
szekvencidban és a mikroszatellit-régidkban kimutatott elkiiloniilés miatt feltételezhetéen az
»almalisztharmat-haplotipusokba” tartozé Ampelomycesek egy kriptikus fajt képviselnek,
melyek azonban nem jellemezhetdek szigori gazdagomba-specializacidval (Kiss és mtsai

2011).

2. Szolélisztharmatbdl izolalt Ampelomyces-torzsek genetikai valtozékonysaga
ITS- és actl-szekvencidk alapjan is kimutattuk, hogy a szdOl6lisztharmatbdl izolalt

hiperparazitdk az Ampelomyceseken beliil eddig elkiilonitett 6t csoportbdl (,,kladbol”)



négyben megjelentek, tehdt genetikailag eltérd torzsek képesek parazitilni ezt a
gazdagombafajt. Szabadfoldi kisérletekkel is aldtdmasztottuk, hogy kimutathatéak a
szOl0lisztharmatb6l olyan Ampelomycesek, melyek ITS- és aktin gén szekvencidi
megegyeznek mas lisztharmatgombafajokbdl szarmazé torzsekével, tehat ebben az esetben

sincs sz6 szigord gazdagomba-specializaciordl (Pintye és mtsai 2012).

3. Az Ampelomycesek intracellularis sporulacidja

3.1. Piknidium-lokalizacid

Az Ampelomycesek intracellularis sporuldci6javal kapcsolatban végzett kisérletekkel ot
kiilonboz6 lisztharmatgombafajban vizsgaltuk tiz torzs morfo-fiziologiai tulajdonsédgait. Az in
vitro kisérleteink sordn megéllapitottuk, hogy a piknidium-lokalizaciét, vagyis az ivartalan
termOtestek kialakuldsdnak a helyét a konidiumtartokon beliil, ellentétben az irodalmi
adatokkal (pl. Park és mtsai 2010), els6sorban a gazdagombafaj morfo-fiziologiai
tulajdonsagai hatdrozzak meg. Azonban bizonyos lisztharmatgombafajokndl egyes esetekben
az adott Ampelomyces-torzst0l is fiigg a piknidiumok pozicidja. Tovabba a piknidium-
lokaliz4cids vizsgalatok sordn elvégzett szamos sikeres mikoparazita teszt is aldtdmasztja,
hogy in vitro koriilmények kozott, a genetikailag kiillonbozé Ampelomycesek képesek a

gazdagombaiktol eltérd, mas lisztharmatgombafajokat is parazitalni.

3.2. Mikoparazitizmus a lisztharmatgombak mikrociklikus konidiumtartéiban

Az éltalunk vizsgdlt hat lisztharmatgombafaj mindegyikében megallapitottuk, hogy
életciklusukban megjelenik a mikrociklikus konidiumképzés (Kiss €s mtsai 2010, Pintye és
mtsai 2011) és a hiperparazita be tud hatolni a specidlis médon képzd6dott konidiumtartokba
is, valamint ezekben termdtesteket is tud képezni. A normdl mdédon lezajlé életciklushoz
hasonldéan alakulnak ki az intracellularis termoétestek, de a mikrociklikus konidiumtartok
parazitizmusaval gyorsabban indulhat meg piknidiumképzés, mint egy teljes telep

parazitizmusa soran.

4. Ampelomyces hiperparazitak felhasznalasa a szoldlisztharmat elleni bioldgiai
védekezésben

A bioldgiai védekezéssel kapcsolatos in vitro kisérleteink sordn kimutattuk, hogy a
gyakorlatban is alkalmazhaté Ampelomyces-torzsek kivalasztisandl elsOsorban az in vitro
sporuldcié mértéke a meghatarozé. Szabadfoldi kisérleteink sordn csokkentettiik az atteleld

lisztharmatgomba-termdtestek szadmét, ezaltal a hiperparazitdval kezelt teriileteken a tavaszi
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jarvany kezdeti szakaszdban a lisztharmatfert6zés kisebb mértékii volt, és idében eltolédott a
kezeletlen teriiletekhez képest. Az eltolodds kovetkeztében a sz616bogyok el tudtak érni egy
olyan fejlodési staddiumot, melyben ontogenetikus rezisztencidval rendelkeztek a
lisztharmatfert6zéssel szemben (Gadoury és mtsai 2003), tehat a betegség kisebb kart okozott
a termésekben. A sikeres biologiai védekezési kisérleteink tovabba azt is aldtdmasztjdk, az
el6z0 pontokban bemutatott eredményekhez hasonléan, hogy nincs sz6 szigord gazdagomba-
specializaciorél az Ampelomycesek esetében, mert a leghatékonyabbnak bizonyult RS1-a
torzset rézsa- €s nem szOlOlisztharmatbdl izoldltuk. Tehdt a biologiai védekezésben
felhaszndland6 Ampelomyces-torzs kivélasztasdndl val6jaban nem az eredeti gazdagombafaj,
hanem a torzsek in vitro sporuldcidés és novekedési paraméterei valamint mikoparazita

tulajdonsagai a Iényegesek.
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