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1 A MUNKA ELOZMENYEIL CELKITUZESEK

A sz616 feketerothadasat a Phyllosticta ampelicida (Engelm.)
Aa (szinonim név: Guignardia bidwellii (Ellis) Viala és Ravaz)
tomlésgomba okozza. A korokozd Eszak-Amerikaban 6shonos,
azonban 1999-ben hazankban is kimutattak jelenlétét (Mikulas és
Tomcesanyi, 1999). A feketerothadas jelentdsége vilagszerte
elsdsorban a borvidék foldrajzi elhelyezkedésétol és az adott év
iddjarasatol/vagy a  borvidék éghajlati  viszonyaitol fiigg.
Magyarorszdgon a korokoz6 az északi borvidékeken (pl. Egri és
Tokaj-hegyaljai) tartosan jelen van, és alland6 figyelmet igényel.
Kedvez6 (meleg és paras) koriilmények kozott a P. ampelicida képes
a sz6l6 minden zo6ld szervét megfertézni (Molitor és Berkelmann-
Loehnertz, 2011). Megfelelé védelem nélkiil a fiatal bogyodk
fert6z0dése sulyos, 5%-tol akar 100%-ig terjedd terméskiesést
okozhat (Loskill et al., 2009).
A korokozo jelentésége a 21. szazadban mind itthon, mind Eurdpa
mas részein is novekedett, olyannyira, hogy Magyarorszagon 2010-
ben és 2014-ben, két a szokéasosnal csapadékosabb nyari iddjarast
mutatd évben is jelentds jarvanyt okozott (Dula, 2017; Mikulas,
2015). A korokozo  elleni  védekezés  elsdsorban a
novényegészségiligyi intézkedésekre (pl. a gylimdlcsmumidk
eltavolitisa a novényrdl) és novényvéddszerek alkalmazaséara
tamaszkodik. A feketerothadas elleni védekezésben a fungicidek
leghatékonyabb csoportjai kozé tartoznak a mitokondrialis 1égzést
gatl6 un. quinone outside inhibitorok (Qol-k) és demetilaz inhibitorok
(DMI-k), valamint a ditiokarbamatok (Hoffman et al., 2002).
Egészségiligyi és kornyezetvédelmi aggalyok miatt azonban az

Europai Unid nemrégiben szamos, leginkabb a DMI és ditiokarbamat
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csoportba tartozo hatdbanyag engedélyét visszavonta (EU Pesticides
Database (v.2.2) Search Active substances, safeners and synergists,
2022). Tovabbi, a korokozo szamara feltételezhetéen kedvezd
folyamatok (pl. lisztharmat-rezisztenciat hordozo tjabb sz6l6fajtak
hasznalata, valamint a klimavéaltozas hatasara atalakuld idojarasi
koriilmények) Osszességében kiemelhetik a Qol fungicidek
fontossagat a sz616 feketerothadas elleni védekezésben.

Jelen doktori munka céljai a kovetkezOk voltak:

1. Az els6 hazai nagyméretli P. ampelicida torzsgylijtemény
1étrehozasaban valo részvétel.

2. A P. ampelicida torzsgyiljteményen beliili genetikai
variabilitas értékelése ISSR genotipizalassal.

3. A P. ampelicida és rokon Phyllosticta fajok kozotti
filogenetikai kapcsolatok ellenérzése (kiilonos tekintettel a
CBS 237.48 szamu torzsére).

4. A Qol fungicidekkel szembeni in vitro érzékenység és az
alternativ  1égzési utvonal hatékonysdganak felmérése
kivalasztott P. ampelicida izolatumok micéliumndvekedésé-
nek és konidiumcsirazasanak értékelésével.

5. A CYTB mRNS-ben talalhat6 fungicidrezisztencia-markerek
felmérése és

6. acytb gén exon/intron szerkezetének feltarasa kivalasztott P.
ampelicida és rokon Phyllosticta fajok
izolatumaiban/torzseiben.

7. Tovabba a cytb gén szekvencidgjanak és exon/intron
szerkezetének Osszehasonlitasa a kiilonb6z6
populaciokban/borvidékeken/orszagokban és/vagy
kiilonb6z6 évszakokban gytijtott P. ampelicida izolatumok és

mas Phyllosticta fajok torzsei kozott.
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2 ANYAG ES MODSZER

Egylittmiikodé  partnereimmel  Magyarorszagon rendszeresen
gyljtottiink P. ampelicida-val fert6zott szél6leveleket és bogyokat. A
begyljtott mintdkbol a korokozod izoldlasaval létrehoztak egy P.
ampelicida torzsgyiijteményt (495 izolatum). Ezt kilfoldi P.
ampelicida izolatummal ¢és nemzetkoézi torzsgyiijteményekbdl
beszerzett Phyllosticta torzzsel is kiegészitettiink (Osszesen 13
izolatum/torzs).

A 499 darab izolatumbol all6 P. ampelicida gytijteményt a koztes
egyszerll szekvenciaismétlodés (ISSR) modszerrel genotipizaltam.
Ehhez 6sszesen 89 ISSR primert teszteltem nyolc kivalasztott, Eurépa
kiilonbozé részeirdl és/vagy hazankban kiilonbozé koriilmények
kozott gyijtott P. ampelicida izolatum DNS-kivonatan.

Ennek eredménye és egyéb paraméterek (pl. a gylijtés helye és éve
stb.) alapjan 48 P. ampelicida izolatumot valasztottam ki a micélium
novekedésgatlasi vizsgalatokhoz. A micélium ndvekedésének Qol
fungicidekkel (azoxistrobin és trifloxistrobin) és alternativ oxidaz
gatloszerrel (salicylhydroxamic acid (SHAM)) torténé in vitro
gatlasat kollégaimmal az un. gradiens lemez médszer ("gradient plate
technique™) alkalmazasaval teszteltiik (Hunt és Sandham, 1969).

A 48 kivalasztott izolatum kiillonboz6 kezelések melletti
micéliumndvekedésének méréséhez szamitogépes rovid programot
(szkriptet) adaptaltunk a MATLAB® R2016b szoftvercsomagban
(Fuentes et al., 2010). Majd a rovidprogram altal generalt
eredményekbdl szamoltam ki az 50%-os novekedési rata (50%-0s
novekedésgatlas, ECsp) értékeit minden egyes gombaizoldtum négy
kezeléséhez, valamint a micéliumndvekedés-gatlasanak szazalékos

aranyat (Ishii et al., 2009).



Az in vitro konidiumcsirazasi fungicid érzékenységi vizsgalathoz két
P. ampelicida izolatumot (,,18-3-9” ¢és ,,19-129” izolatumok)
valasztottam ki a micélium ndvekedésgatlasi rangsor alapjan. A
csirdzd konidiumok szdmabol kiszamitottam a két izolatum eltérd
kisérlet-kombinacidira  vonatkozd  szazalékos  csirdzasgatlasi
értékekeit.

Az ISSR, a micéliumnovekedés-gatlasi €s a konidiumesirazas-gatlasi
kisérletek eredményeit statisztikai elemzésnek vetettiik ala az R
statisztikai szamitasi kdrnyezetben (RStudio Team:
http://www.rstudio.com/).

A molekularis munkdhoz a tobb, mint 500 Phyllosticta spp.
izolatumbol/térzsb6l DNS-t vontam ki (Edwards et al. 1991 alapjan).
Ezek az izolatumok koziil 17 darabbdl a teljes RNS kivonasat is
elvégeztem, majd cDNS-t allitottam el ezekbdl a kivonatokbol. A
tisztitott CDNS (fungicidrezisztencia-markerek) és teljes DNS (ISSR,
filogenetika és exon/intron szerkezetmeghatdrozds) szolgalt
templatként a polimeraz lancreakcios kisérletekhez.

A P. ampelicida és rokon fajainak filogenetikai helyzetét az ITS
16kusz Maximum likelihood (ML) filogenetikai elemzésével mértiik
fel az in vitro micéliumnovekedés-gatlasi kisérletben vizsgalt 48
hazai P. ampelicida izolatum, tovabbi 3 eltér6 foldrajzi eredetti P.
ampelicida izolatum és a két vadszOlordl izolalt CBS  torzs
(CBS111645 és CBS237.48) bevonasaval.

A cytb gén exon/intron szerkezetének meghatarozasahoz a
kivalasztott 13 Phyllosticta spp. izolatum DNS kivonatabol a gén
fragmentumait PCR-rel felszaporitottam ¢és a szekvenciajukat
meghatdroztam. A CYTB  mMRNS  szekvencidjaban a

fungicidrezisztencia-markerek ellenérzéséhez a ¢cDNS mintakbdl a



CYTB mRNS fragmentumok szaporitottam fel a sajat tervezésii
GuiCobCdsF (GCCF) és GuiCobCdsR (GCCR) primerparral.

Az 6sszes PCR terméket (az ISSR-termékek kivételével) bakterialis
vektorba klonoztam és a szekvencidjukat Sanger féle szekvenalassal
hataroztam meg. Végiil a szekvencidkat CodonCode Aligner

szoftverrel vagtam le, illesztettem egymashoz.

3 EREDMENYEK ES MEGVITATASUK

3.1. ISSR genotipizalas

A 499 P. ampelicida izolatumot &sszesen nyolc kiillonbozo
klaszterbe/genotipusba tudtam besorolni az UPGMA dendrogramon.
A torzsek tobbsége (98,6%) az 1. és a 2. szamu Klaszterbe tartozott
(64,8% ¢és 29,7%). A magyarorszagi borvidékekrdl szadrmazod
izolatumok tekintetében hasonld volt ez az arany, mert a torzsek
61,7%-a tartozott az 1. Kklaszterbe, mig 30,5% az 2.-ba. A 4-7.
klasztereket csak egy vagy két izolatum képviselte az Egri
borvidékrél, mig a Tokaj-hegyaljai borvidéken csak a két dominans
klaszterbe (1. és 2.) tartozo izolatumokat talaltam. A horvatorszagi
Moscenicka Draga-bol szarmaz6 nyolc izolatumbol hét tartozott az 1.
klaszterbe, mig a nyolcadik a 3. klaszter egyediili képviselgjének
bizonyult. A portugaliai Vinhos Verdesbdl szarmazo két izolatum
koziil az egyik a leggyakoribb, legnépesebb 1. klaszter tagja volt, mig
a masik a 8. klasztert egyediiliként képviseli. Végiil az olaszorszagi
Canneto Pavese-bdl szarmazd egyetlen izolatum a 2. klaszterbe

tartozott.



3.2.  Sz6lérél  és  vadszOlérél  szarmazd  Phyllosticta

izolatumok/torzsek filogenetikai elemzése

A Pa. tricuspidata CBS 237.48 izolatum ITS-szekvenciaja nagyfoku
BlastN-hasonlosagot mutatott  (99,28-100%) a nemrég P.
partricuspidatae néven leirt izolatumok szekvenciaival (Zhou et al.,
2015). Emellett Maximum likelihood (ML) elemzésiink azt is
kimutatta, hogy jol alatimasztott kladot alkotott a Pa. tricuspidata-rol
izolalt P. partricuspidatae szekvenciaival. Ugyanez a szekvencia
csak <97,59%-o0s hasonlosagot mutatott a V. vinifera-rol 1étrehozott
P. ampelicida izolatumok ITS-szekvenciajaval. Az ML filogenetikai
elemzés eredménye azt mutatta, hogy a P. ampelicida nyolc ujonnan
meghatarozott szekvenciaja és a GenBankban P. ampelicida (vagy G.
bidwellii) néven tarolt szekvenciak jol alatamasztott (BS = 97%)
kladot alkotnak. A teljes mértékben tamogatott (BS = 100%) kladot a
Vitaceae csalad ndvényi  korokozdinak  szekvenciai  (P.
partricuspidatae ¢és P. vitis-rotundifoliae) alkottak. A P.
parthenocissi torzsbol (CBS 111645) nyert szekvencia megegyezett a
tipustorzsbdl szdrmazd szekvenciaval (GenBank acc. No.:

NR_147322.1).

3.3. Fungicid érzékenységi teszt

A kivalasztott izolatumok egyike sem mutatott magasabb ECso
értéket, mint a gradiens felsd hatara (0,038 pg ml™). A mérhetetleniil
kis ECsp értékkel rendelkezd izolatumok mind nagyon érzékenyek
voltak a vizsgalt kezelésekre (<0,01 ug ml"t ECso kategoridju savok
csoportja).

Mind a 48 P. ampelicida izolatum rendkiviil érzékeny volt mind az

azoxistrobinra, mind a trifloxistrobinra, az atlagos ECso értékiik (atlag
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+ sz6ras) 0,029 + 0,007, illetve 0,022 + 0,008 ug ml?t volt. A P.
ampelicida izolatumok nagy érzékenysége a Qol-kkal szemben a
magas novekedésgatlasi szazalékokbdl is lathato volt, amelyek az
azoxistrobin esetében 52,23 és 88,64%, a trifloxistrobin esetében
pedig 74,80 és 96,15% kozotti értékeket mutattak (8. tablazat). A
micéliumndvekedés szazalékos gatlasa szignifikansan alacsonyabb
volt az azoxistrobin esetében (atlag + szoras: 75,37 + 7,44%), mint a
trifloxistrobin esetében (86,78 + 5,07%).

A SHAM hozzaadasa egyrészt az ECsp értékek esetében csokkenést
eredményezett azoxistrobin + SHAM ¢és a trifloxistrobin + SHAM
esetében: 0,024 + 0,007, illetve 0,017 £+ 0,005 ug ml™t. Masrészt a
micéliumndvekedés-gatlasi szdzalékokat szignifikdnsan megnovelte
mind az azoxistrobin (80,04 + 6,59%) mind pedig a trifloxistrobin
(90,29 £ 4,52%) esetében. A fungicid és a SHAM kezelések kozotti
kolcsonhatas nem volt szignifikans (p = 0,118).

A konidiumok csirazasanak gatlasat két kivalasztott P. ampelicida
izolatummal vizsgaltam. A konidiumok csirazasat nagymértékben
gatolta az azoxistrobin és a trifloxistrobin jelenléte. Az atlagos
szazalékos csirazasi gatlas a 18-3-9 izolatum esetében (atlag + szoras)
92,45 + 597% illetve 93,40 + 4,11% volt az azoxistrobin és a
trifloxistrobin jelenlétében. A 19-129 izolatum esetében nagyon
hasonldan alakultak ezek az értékek az azoxistrobin (90,24 + 4,36%)
illetve a trifloxistrobin (90,73 + 5,83%) jelenlétében. Hasonloképpen,
a SHAM hozzdadésa csak csekély eltérést eredményezett a két
vegyiilet csirdzasra gyakorolt hatdsaiban. Ugyanakkor egyik
kiilonbség sem volt statisztikailag szignifikans: sem a fungicid, sem a

SHAM, sem pedig az izolatum hatasa.



3.4. A citokrom b gén/mRNS molekularis jellemzése Phyllosticta

izolatumokban/torzsekben

A CYTB mMRNS (cDNS) 906 bazispar hosszisagi darabjat
felszaporitottam, klonoztam €s meghataroztam a nukleotidsorrend;jét
kiilonb6z6 Phyllosticta spp. izolatumokbol/torzsekbol.

A 906 bazisparos mRNS szakaszbol leforditott ORF 302 aminosavbol
allt és a CYTB fehérje 20. és 320. As pozicioja kozotti szakaszat fedte
le. Ez a szakasz tartalmazza a Qol-val szembeni rezisztenciat biztositd
¢s 250-300. aminosav poziciok kozott helyezkednek el. Minden
vizsgalt mRNS-fragmentum a vad tipusu kodont tartalmazta mind a
129. (TTC - fenilalanin épiil be), a 137. (GGT vagy GGG (P.
citricarpa-ban) = glicin épiil be) mind pedig a 143. (GGT - glicin
épiil be) pozicidkban. Fajon beliili kiilonbségeket csak elvétve és csak
egy-egy klonban észleltem. Ezeket leszamitva a nyolc P. ampelicida,
harom P. citricarpa és harom P. capitalensis torzsb6l szarmazo
klonszekvenciak és az azokbol képezett konszenzus szekvenciak
megegyezoek voltak a fajokon beliil. Azonban a kiilonbozo
Phyllosticta fajokbol szarmazé szekvencidk kozott talaltam
interspecifikus  kiilonbségeket. A P. ampelicida izolatumok
konszenzus szekvenciajahoz, mint referencidhoz képest az SNP-k
szama 8 és 46 kozott valtozott. A leghasonldébb szekvenciat a P.
partricuspidatae esetében talaltam, ahol nyolc SNP volt kimutathatd
a szekvencia mentén. Figyelemre méltdban nagyobb kiilonbséget
talaltam a P. parthenocissi-ben 27 SNP-vel. A P. capitalensis torzsek
szekvenciai 36 SNP-t, mig a P. gaultheriae szekvenciai 37 SNP-t
tartalmaztak. A legtobb SNP-t és igy a legnagyobb eltérést a P.
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ampelicida-tol a P. citricarpa torzsek szekvenciaiban talaltam (46
SNP).

A cytb gén részleges exon/intron szerkezetét a cDNS-szekvenalasra
kivalasztott nyolc P. ampelicida izolatumban és tovabbi 6t
Phyllosticta spp. torzsben vizsgaltam. A P. ampelicida esetében a
cytb gén 8605 bazispar hosszi szakaszat szaporitottam fel nyolc
kivalasztott izolatumbol. A cytb gén exon/intron szerkezete a nyolc
vizsgalt P. ampelicida izolatumban két kisebb eltéréstdl eltekintve
azonos volt. Egyediill a Portugaliabol szarmazé Gb30 és az
olaszorszagi GbC izolatumok szekvenciajaban, a negyedik intronban,
a 6533. és a 6551. nukleotidpoziciokban talaltam eltérést. Az
RNAweasel mindezen intronokat l-es tipusu Onkivagodo
intronokként azonositotta. Ez a 8605 bazisparos fragmentum
messzemend azonossagot, de csak 57%-0s atfedést mutatott a P.
ampelicida cytb génjének GenBank-ban elérhetd szekvencigjaval a
BlastN illesztés soran.

A Parthenocissus spp.-rél izolalt P. partricuspidatae (CBS 237.48)
¢és P. parthenocissi (CBS 111645) térzsekben szintén kozvetelniil a
143. kodon utan mutattam ki egy intront, amely egy 2,1, illetve egy
2,2 kb hosszi PCR-terméket eredményezett. Az RNAweasel mindkét

intront I-es tipust dnkivagodo intronnak talalta.

Az altalam tervezett primerek egy 3,2 kb és egy 1,5 kb hossz
terméket szaporitottak fel a P. citricarpa (CBS 828.97) és a P.
capitalensis (CBS 119720) mtDNS templatokbol. Mindkét torzs
hordozott egy l-es tipusu Onkivagdédé intront vagy a 143. (P.
citricarpa), vagy a 163. kodon (P. capitalensis) utan. A P. citricarpa
3,2 kb-os fragmentuma nagymértékii azonossagot mutatott a P.

citricarpa-, és mérsékelt azonossagot a P. ampelicida GenBank-i
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szekvenciajakkal. Mig a P. capitalensis szekvencia nagy
hasonlosagot mutatott mind a P. ampelicida, mind a P. citricarpa
GenBank-i szekvenciakkal. A P. gaultheriae torzsbol szarmazo cytb
génszakasz szekvenciaja volt az egyetlen, amelyben nem talaltam
intront a 143. kodon kozelében. Ehelyett a primerparok egy 282
bazispar hosszii exont amplifikdltak, amely a 134. és 229.
aminosavpoziciok kozotti szakaszt kodolja és a BlastN illesztés
szerint ez a P. ampelicida mMRNS-szekvenciajahoz volt a

leghasonlobb.

4 KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

A sz016 feketerothaddsa a 21. szazad eleje ota egyre ndovekvo
problémat jelent Eurdpa egyes teriiletein. Bar a korokozo6 jelentdsége
a jovOben ezeken a teriileteken tovabb ndhet, a P. ampelicida
izolatumok Qol-rezisztencia szempontjabol atfogd vizsgalatara még
nem keriilt sor. Jelen dolgozat 48 magyarorszagi (ISSR moddszerrel
kivalasztott) P. ampelicida izolatum azoxistrobin és trifloxistrobin
Qol hatéanyagokkal szembeni in vitro alapérzékenységét, valamint 8
kivalasztott P. ampelicida és néhany tovabbi, kiilonb6z6é foldrajzi
eredetti Phyllosticta faj izolatuma/torzse citokrom b génjének és
MRNS-ének jellemzdit mutatja be.

Az azonos foldrajzi eredetii P. ampelicida izolatumok tobb esetben is
kiilonbozd klaszterbe keriiltek a genotipizalast kovetd elemzésben,
ezért a foldrajzi eredet nem magyardzta meg teljes mértékben az
ISSR-mintazatokban lathato kiillonbségeket. A hazai nSSR és ISSR
klaszterek/genotipusok viszonylag alacsony szama arra utalhat, hogy

a korokozd egyszeri behurcolédssal keriilt Magyarorszagra, illetve
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itthon alacsony szexualis szaporodasi aktivitast mutat. Mikulas és
Tomcsanyi (1999) mar korabban felvetette a P. ampelicida egyszeri
magyarorszagi behurcolasanak otletét, amit mind Rinaldi et al.
(2017), mind pedig jelen eredmények alatimasztani latszanak.

Az ITS lokusszal végzett filogenetikai elemzésiink megerdsitette
Zhang et al. (2013) és Zhou et al. (2015) eredményeit, miszerint a
kiilonbozé gazdandvényekrdl szarmazd, korabban egységesen P.
ampelicida fajba sorolt izolatumok valdjaban jol elkiiloniilé
kladokba, fajokba sorolhatéak. Ez nemcsak a harom faj (P.
ampelicida, P. partricuspidatae, P. parthenocissi) konnyebb
elkiilonithet6sége szemponjabol fontos, hanem tovabbi bizonyitékkal
tdmogatja ezen fajok citokrom b szekvenciaiban (mRNS és mtDNS)
mutatkozo kiilonbségek megértését.

Vizsgalataimban a P. ampelicida izolatumok micéliumndvekedés-
gatlasdban a  trifloxistrobin  hatékonyabbnak bizonyult az
azoxistrobinhoz képest, ami a vegyiiletek kémiai tulajdonsagainak
minimalis kiilonbségébdl adodhat (Bartlett et al., 2002). Mind a 48 P.
ampelicida izolatum micéliumndvekedése rendkiviil érzékeny volt
mind az azoxistrobinra, mind a trifloxistrobinra. Ugyanakkor még a
micéliumnovekedés atlagos szazalékos gatlasanal (76,2 és 87,3%
azoxistrobin és trifloxistrobin esetében) is magasabb gatlasi
szazalékot fejtettek ki a P. ampelicida konidiumaival szemben. Ezek
az eredmények azt jelzik, hogy ez a két hatéanyag feltehetben
tovabbra hatékonyan alkalmazhatd a feketerothadas elleni
névényvédelemben.

Egyes novényi gomba eredetli korokozokndl alternativ oxidaz
gatloszer (SHAM) jelenlétében emelkedett micélium novekedési- és
konidiumcsirazas-gatlasi szintekrél szamoltak be. Hasonl6 adatokat

kaptunk a P. ampelicida izolatumok micéliumndvekedésének ¢és
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konidiumcsirazasanak gatlasa esetében is, ahol a SHAM hozzaadasa
jelentésen novelte a micélium/csiratomlé novekedésének szazalékos
gatlasat és ennek megfelelden csokkentette az ECsg értékeket. Ezen
adatok alapjan a P. ampelicida esetében lehetséges, hogy az
alternativ-oxidaz utvonal nem potolja megfeleléen a mitokondrialis
1égzést a konidiumok csirdzasa soran, ezért gatoljak a Qol fungicidek
hatékonyan a folyamatot. Ezek az eredmények, valamint egyes
novényi antioxidansok (pl. flavonok; Avila-Adame et al., 2003),
amelyek a szabadfoldi koriilmények kozott feltételezhetéen hasonlo
szerepet jatszanak, mint a SHAM in vitro, azt feltételezi, hogy a P.
ampelicida részlegesen gatolt novekedése ¢és igy talélése az
alternativ-oxiddz ttvonal segitségével szabadfoldi koriilmények
kozott valoszintitlennek tlinik.

Az itt vizsgalt P. ampelicida ¢és mas Phyllosticta spp.
izolatumokban/torzsekben nem voltak jelen a leggyakrabban vizsgalt
pontmutaciok a CYTB mRNS-ben, ami egybecseng a korabbi, P.
ampelicida, P. citricarpa és P. capitalensis izolatumokbol szarmazé
szekvenciaeredményekkel (Miessner et al., 2011; Hincapie et al.,
2013; Stammler et al., 2013). A CYTB mRNS ezen fragmentumaban
talalhato elszort (nem minden klonban megtalalhaté) SNP-k nem
voltak Osszefliggésbe hozhatéak a P. ampelicida izolatumok kozotti
ECso-értékek kis, bar kimutathat6 eltéréseivel. Ezek az eredmények
azonban Osszhangban vannak vérakozéasainkkal, mert az ECsp
variabilitds ilyen mértékli valtozékonysaga altaldban még az
alapérzékenységet mutatd populaciokban is kimutathaté (Avila-
Adame et al., 2003; Di et al., 2016; Hincapie et al., 2013; Hoffman
és Wilcox, 2003). Tovabba a cytb gén kodold régidiban talalhatd
SNP-k kovetkeztében bekdvetkezd aminosaveserék jelentdsen

megemelkedett ECsp értékekhez vezethetnek, ahogyan azt példaul a
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Botrytis cinerea és az Alternaria alternata esetében is kimutattak
(Veloukas et al., 2014; Vega és Dewdney, 2014). A kivalasztott nyolc
P. ampelicida izolatum konszenzusos CYTB cDNS-szekvencidjanak
megfeleld fragmentumat Gsszehasonlitva a Miessner et al. (2011,
GenBank azonositd: JF785546) altal publikalt (P. ampelicida-bd!/ és
P. partricuspidatae-b6/ meghatarozott, megegyez6) szekvenciaval,
nagyfoku hasonlosagot talaltam: csupan két SNP-ben kiilonbozott a
sajat konszenzus szekvenciamtol. Ugyanakkor azonban Miessner et
al. (2011) szekvenciaja megegyezett a P. partricuspidatae (CBS
237.48) CYTB cDNS-szekvenciajanak megfeleld fragmentumaval,
amely torzset Ok is vizsgaltak, igy feltehtden ennek a szekvenciajat
publikaltak a P. ampelicida nukleotid sorrendje helyett.

A cytb gén szekvenciajanak vizsgalata azt eredményezte, hogy a hat
vizsgalt Phyllosticta fajbol négyben (P. ampelicida, P. citricarpa, P.
parthenocissi és P. partricuspidatae) kimutathato volt egy I-es tipusu
intron kozvetleniil a 143. kodon utan. Az "intron hipotézis" szerint €z
azt jelenti, hogy a G143A aminosavcsere ,,fennmaradasa” ezekben a
fajokban valosziniitlen. Kivételes exon/intron szerkezetet csak a P.
gaultheriae torzsben talaltam: a 143. kodon utan intron nem volt
azonosithatd, ami arra utal, hogy a G143A pontmutaciéo ebben a
fajban eléfordulhat. Ennek elterjedése azonban nagyon valdszintitlen,
hiszen e koérokozo ellen nem végeznek kémiai védekezést, 1évén,
hogy egy invaziv, a helyi ndvényi diverzitast csokkentd cserje, a
Gaultheria shallon elleni természetes ellenségként alkalmazzak
(Prescott et al., 1993).

Osszességében kijelenthetd, hogy a vizsgalt P. ampelicida
izolatumok in vitro érzékenyek a Qol fungicidekre, rdadasul az intron
elmélet értelmében az I-es tipust 6nkivagodo intron jelenléte a cyth

génben a 143. kodont kovetéen a Qol-rezisztencia alacsony
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kockézatat jelzi a P. ampelicida-ban. gy a P. ampelicida elleni

védekezésben ez a hatéanyagcsoport még hasznos lehet a jovoben.
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5 UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

1. Tobb mint 70 izolatummal hozzajarultam a hazankban
els6ként tobbszaz izolatumbol 1étrehozott P. ampelicida
torzsgylijtemény felallitdsdhoz és fenntartasdhoz.

2. Genotipizaltam 499, féként hazai P. ampelicida izolatumot az
ISSR modszerrel harom primer hasznalataval, amelynek
eredményeként az izolatumokat nyolc klaszterbe/genotipusba
soroltam. Az izolatumok tobb mint 98 %-a két genotipushoz
tartozott.

3. ITS alapt maximum likelihood elemzéssel ellendriztiik a P.
ampelicida, P. partricuspidatae és P. parthenocissi fajok
kozotti filogenetikai kapcesolatokat, amelynek eredményeként
megallapitottuk, hogy a CBS 237.48 szdmua torzse
feltételezhetben nem a P. ampelicida, hanem a P.
partricuspidatae fajba sorolhato be.

4. Meghataroztam 48 P. ampelicida izolatum in vitro
alapérzékenységét két Qol fungiciddel, az azoxistrobinnal és
a trifloxistrobinnal szemben. Megallapitottam, hogy a
trifloxistrobin  in  vitro hatasosabbnak bizonyult az
azoxistrobinnal, mivel szignifikansan alacsonyabb ECsp,
illetve magasabb gatlasi szazalékértékeket mutat.

5. Kimutattam, hogy a citokrém-c-oxidaz utvonal gatlasa esetén
az alternativ-oxiddz utvonal kimutathatd, bar nem jelentds
szerepet jatszik a P. ampelicida 1égzésében.

6. Megallapitottam, hogy a két kivalasztott P. ampelicida
izolatum  konidiumainak csirdzasat in  vitro nagyon
nagymértékben (90-95 %-ban) gatolja mind az azoxistrobin,
mind pedig a trifloxistrobin jelenléte (100 pg mll). Az

alternativ 1égzési utvonalnak nem volt kimutathato hatisa a
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konidiumok csirazasara a vizsgalt iddszakban/koriilmények
kozott.

. Meghatdroztam a CYTB mMRNS egy 906 bazisparos
szakaszanak szekvenciajat 8 P. ampelicida izolatumban ¢és a
P. partricuspidatae, P. parthenocissi, P. citricarpa, P.
gaultheriae és a P. capitalensis fajok egy-egy torzsében.
Megallapitottam, hogy a harom leggyakrabban el6forduléd
fungicidrezisztencia-markerek (F129L, G137R és G143A)
kodonjai vad tipusii aminosavat kodolnak minden altalam
vizsgalt izolatumban/torzsben.

Meghataroztam a cytb gén 143. kodont Kkoriilvevo
szakaszanak szekvenciajat 8 P. ampelicida izolatumban ¢és a
P. partricuspidatae, P. parthenocissi, P. citricarpa, P.
gaultheriae és a P. capitalensis fajok egy-egy torzsében (a P.
partricuspidatae, P. citricarpa és a P. capitalensis esetében
csupan  megerdOsitettem  a  korabbi  szakirodalmi
eredményeket). Megallapitottam, hogy a P. gaultheriae és a
P. capitalensis  kivételével —minden vizsgalt faj
izolatumaiban/torzseiben megtalalhaté egy I-es tipusu
onkivagodo intron kozvetleniil a 143. kodont kovetden. Ez az
Hintron elmélet” értelmében megakaddlyozza a G143A

pontmutécio elterjedését e fajok populacioiban.
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