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2. BEVEZETES

A sz016 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 kimutattdk jelenlétét
(Mikulés és Tomcsanyi, 1999). A feketerothadas jelentosége vilagszerte elsdsorban a
borvidék foldrajzi elhelyezkedésétdl és az adott év idéjarasatol/vagy a borvidék
éghajlati viszonyaitol fligg. Magyarorszagon a kérokozd az északi borvidékeken (pl.
Egri és Tokaj-hegyaljai) tartdsan jelen van, és alland6 figyelmet igényel. Kedvezd
(meleg és paras) koriilmények kozott a P. ampelicida képes a sz616 minden zold
szervét megfertézni (Molitor és Berkelmann-Loehnertz, 2011). Megfelelé védelem
nélkil a fiatal bogyodk fertézddése stlyos, 5%-t6l 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
szokasosnal csapadékosabb nyari iddjarast mutatd évben is jelentds jarvanyt okozott
(Dula, 2017; Mikulas, 2015). A korokozd elleni védekezés elsdsorban a
novényegészségiigyi intézkedésekre (pl. a gylimdlcsmumidk eltavolitasa a ndvényrdl)
¢s novényvéddszerek alkalmazdsira tadmaszkodik. A feketerothadds elleni
védekezésben a fungicidek leghatékonyabb csoportjai kdzé tartoznak a mitokondrialis
1égzést gatld un. quinone outside inhibitorok (Qol-k) és demetilaz inhibitorok (DMI-
k), valamint a ditiokarbamatok (Hoffman et al.,, 2002). Egészségiigyi ¢és
kornyezetvédelmi aggalyok miatt azonban az Eurdpai Unié nemrégiben szamos,
leginkabb a DMI és ditiokarbamat csoportba tartozé hatéanyag engedélyét visszavonta
(EU Pesticides Database (v.2.2) Search Active substances, safeners and synergists,
2022). Tovabbi, a korokozd szamara feltételezhetéen kedvezd folyamatok (pl.
lisztharmat-rezisztenciat hordozd ujabb szOl6fajtak hasznalata, valamint a
klimavaltozas hatasara atalakulo id6jarasi koriilmények) dsszességében kiemelhetik a
Qol fungicidek fontossagat a sz010 feketerothadés elleni védekezésben.

Ezért a jelen doktori munka elsédleges célja a P. ampelicida izolatumok Qol
fungicidekkel szembeni érzékenységének in vitro felmérése és ehhez kapcsolodoan a
Qol fungicidrezisztenciaval Osszefliggésbe hozhatd citokrom b gén és mRNS

nukleinsav-szekvenciajanak jellemzése.



3. IRODALMI ATTEKINTES

3.1. A betegség és a kérokozé bemutatasa

3.1.1. A feketerothadas torténete

A betegség elsé irasos emlitése 1804-re vezethetd vissza, amikor az Egyesiilt Allamok
nyugati részén felfedeztek egy 0j szOlébetegséget (Lamson-Scribner és Viala, 1888).
Az 1848-as els6 komolyabb jarvanyig azonban nem folytak a feketerothadéssal
kapcsolatos vizsgalatok (Ramsdell és Milholland, 1988). Az 1870-es évekre a
feketerothadés tobb amerikai dllamban is tartos problémat jelentett, tobb helyrdl teljes
terméskiesésrol szamoltak be, ami egyes teriileteken a szél6termesztés felhagyasahoz
vezetett (Lamson-Scribner és Viala, 1888). A korokozé feltehetden fertézott sz616
szaporitdbanyag szallitmanyokkal keriilt 1885-ben Franciaorszagba, ahol nem sokkal a
lisztharmat €s peronoszpoéra elterjedését kovetden terjedni kezdett a csapadékosabb,
meleg délnyugati sz6l6teriileteken. A betegséget Europaban elészor Viala és Ravaz
(1886) irtak le. Ezt kovetden azonban néhany évtizedig csak Franciaorszag egyes
tartomanyaiban, elszortan itotte fel a fejét a feketerothadds. Magyarorszagon
hivatalosan 1892-ben tettek el6szor megel6zo 1épéseket ezzel az akkor Gj betegséggel
kapcsolatban: ennek részeként két évre szOlévesszébehozatali zarlatot rendeltek el.
Ezutan pedig csak feketerothaddstdl mentes teriiletekrdl szarmazo és felszinsterilizalt
sz6l6vesszOk behozatalat engedélyezték (Linhart és Mezey, 1895). A megel6z6
intézkedéseknek €s mas tényezoknek (pl. lisztharmat és peronoszpora elleni kémiai
novényvédelem) kdszonhetden egészen a 2000-es évek elejéig a korokozod jelenléte
nem okozott komolyabb gondot az eurdpai sz6l6termesztésben, ekkor azonban egyre
tobb orszagban figyelték meg jarvanyszerti pusztitasat (Molitor, 2009). Annak
ellenére, hogy jelenlétét Europaban mar tobb mint 100 évvel korabban felfedezték,
hazankban egészen a 20. szazad végéig nem észleltek (Mikulas és Tomcsanyi, 1999).
A feketerothadas korokozojat a felfedezése ota eltelt tobb mint 150 évben szamos
tudomanyos névvel illették. Ennek oka tobbek kozott az volt, hogy mind az ivaros,
mind az ivartalan alakja ismert, amelyeket kiilon névvel illetnek. Az ivartalan alak
nemzetségneve Phyllosticta helyett Phoma volt egészen van der Aa (1973) taxonomiai
reviziojaig. De szinonim névként eléfordultak a Laestedia, Sphaeria és
Botryosphaeria nemzetségnevek is. A jelenlegi rendszertani besorolast Kendrick
(2017) molekularis biologiai eredményekkel is megerésitette. Ennek megfeleléen a

P. ampelicida a gombak orszagan (Fungi) belil, a tomlésgombak torzsén
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(Ascomycota) beliil, a Dothideomycetes osztaly, Botryosphaeriales rendjének

Phyllostictaceae csaladjaba tartozik.

3.1.2. A P. ampelicida és rokon fajainak filogenetikai helyzete

A P. ampelicida-val kapcsolatos kutatasokban érdemes megfontolni a vele kozeli
rokonsagban allo Phyllosticta fajok vizsgalatat is, ugyanis ezek a fajok nemrég még
egységesen a P. ampelicida fajkomplexbe tartoztak. A 19. szdzadban ugy vélték, hogy
a P. ampelicida a Vitaceae novénycsalad szdmos nemzetségét képes megfert6zni,
koztiik az Ampelopsis Michx. (pl. borssz616), a Cissus L. (pl. harmasleveli kuszoka),
a Parthenocissus Planch. (pl. tapado6- és haromkarélyu vadszo6ld) és Vitis L. (pl.
borsz616) nemzetségeket is (Lamson-Scribner és Viala, 1888). Ugyanakkor Luttrell
(1948) keresztfert6zési kisérletekkel kimutatta, hogy a gombanak harom kiilonb6z6
gazdaspecifitasu tipusa létezik: G. bidwellii f. euvitis Luttrell a Vitis nemzetség fajait
fert6zi: G. bidwellii f. muscadini Luttrell a Vitis rotundifolia és a Vitis vinifera fajokat
fertézi, mig a G. bidwellii f. parthenocissi Luttrell a Parthenocissus fajok korokozoja.
Ezt kovetden az elsé komplexebb, molekularis biologiai, proteomikai modszereket és
morfologiai jellemzést is alkalmazd munkajukban Wicht et al. (2012) azt javasoltak,
hogy molekularis bizonyitékok alapjan legalabb két fajt kiilonitsenek el a P.
ampelicida fajkomplexen beliil. Végiil Zhang et al. (2013) és Zhou et al. (2015)
tovabbi molekularis vizsgalatok alapjan a Parthenocissus quinquefolia (L.) Planch. és
Pa. tricuspidata (Sieb. és Zucc.) Planch. fajokat fert6z6 P. ampelicida torzseket
Phyllosticta parthenocissi K. Zhang, N. Zhang és L. Cai, illetve Phyllosticta
partricuspidatae N. Zhou és L. Cai néven 1j fajokba soroltak. Ezek a fajok jelenlegi
tudasunk szerint csak az eredeti gazdanovényiiket (Pa. quinquefolia, vagy Pa.
tricuspidata) képesek megfertézni. Mig a P. ampelicida fajba tartozo torzsek
gazdaspecifitasa jelenlegi tudasunk szerint a Vitis spp. fajaira korlatozodik (pl. V.
vinifera, V. labrusca és V. riparia; Zhang et al., 2013; Zhou et al., 2015).

A P. ampelicida Qol fungicidekkel szembeni érzékenységére Miessner et al. (2011)
mar végeztek kisérleteket, amelyekbe a CBS torzsgyilijtemény 237.48 szamu, Pa.
tricuspidata-rol izolalt torzsét is bevontak, ezért az 6sszehasonlithatosag érdekében én
is bevontam ezt a térzset a munkamba. Ez a térzs nem szerepelt Zhang et al. (2013) és
Zhou et al. (2015) vizsgalataiban, ezért fajszintii besorolasanak megerdsitése
érdekében ennek a torzsnek és néhany mas V. vinifera-rol szarmazé P. ampelicida

izolatumnak az ITS lokuszat filogenetikai elemzésnek vetettiik ala.

8



3.1.3. A feketerothadas elterjedése és jelentosége

Bar a P. ampelicida Eszak-Amerikdban 6shonos kérokozo, mara Ausztralia
kivételével a vilag valamennyi bortermel6 vidékén megtalalhato (Distribution map -
Guignardia bidwellii, 1991). A legtijabb molekularis bizonyitékok arra utalnak, hogy
tobb fliggetlen behurcolésa is torténhetett Eurdépaba (Rinaldi et al., 2017). Az els6
behurcolast kovetden feltehetden lassan terjedt tovabb a kontinens belseje felé, de
mara szinte minden eurdpai orszagban jelen van. Bar minden hagyomanyos eurdpai
sz6l6fajta fogékony a korokozora (McGrew és Still, 1961), a 19. és 20. szazad nagy
részében nem jelentett komoly fenyegetést a szdlétermesztésre Eurdpa legtobb
borvidékén. A 21. szazad eleje o6ta azonban Europa kiilonb6z6 orszagaiban (pl. Svijc,
Franciaorszag, Németorszag) jelentds veszteségekkel jaro feketerothadas jarvanyok
zajlottak le (Harms et al., 2005). Hasonl6an az Eurdpai kontinensen eltoltott elsé
néhany évtizedéhez, a korokozd hazankban sem okozott komolyabb
megbetegedéseket az elsé 10 évben, de fokozatosan novekvo jelentdséggel bir (Dula,
2017). Magyarorszagon a korokozo az Egri és a Tokaj-hegyaljai borvidékeken tartosan
jelen van és allando figyelmet igényel, mig mas, szarazabb éghajlatii borvidékeken,
mint példaul a Szekszardi borvidéken ritkan okoz megbetegedést ¢€s akkor is féleg az
okologiai miivelési tiltetvényekben (Hoffmann Péter személyes kozlése). Ugyanakkor
egyes orszagokban (pl. Portugélia, Olaszorszag) a korokozé fokozodo jelentdségét és
terjedését figyelték meg az elmult években, feltehetden a korokoz6 szamara kedvezd
(pl. klimatikus, novényvédelmi) viszonyok kialakulasa miatt (Rinaldi et al., 2013,;
Rinaldi és Mugnai, 2012).

Altalanosan elmondhat6, hogy feketerothadas jelentésége a sz6ld masik harom
jarvanyos megbetegedéséhez (sz6l6lisztharmat (Erysiphe necator Schwein.),
sz6l6peronoszpora (Plasmopara viticola (Berk. és M.A. Curtis) Berl. és De Toni) és
sziirkerothadas (Botrytis cinerea Pers.)) viszonyitva els6sorban a borvidéktol
(mikroklimatikus viszonyok) és miivelési modtol (6kolégiai, vagy iizemi) fiigg. Uzemi
sz6ldtermesztés €s szarazabb éghajlati viszonyok kozott altalaban a feketerothadés a
legkisebb jelentéségli betegség a négy koziil, azonban egyes helyszineken és/vagy
¢vjaratokban akar a legjelentdsebbé is eldléphet. Fontos korokozd példaul a
Németorszagban a Rajna-vidéken talalhaté okologiai gazdalkodasokban (Holz et al.,
2005), valamint esés koranyari, nyari id6jarasu években hazankban is okozott mar

orszagos szintll jarvanyt (Mikulas, 2015).



3.1.4. A P. ampelicida életciklusa és a fertozés tiinetei

A sz0610 feketerothadas korokozodjanak életciklusa egy rovid ivaros szakaszt leszamitva
nagyrészt ivartalan (haploid) szakaszbol all. A koérokozd elsddlegesen a fertdzés
hatasara Osszetdppedo, kiszaradd, megfeketed6 un. mumifikalodott szélobogydk
felszinén kialakult ivaros termétestek (peritéciumok) formajaban telel at (1. abra;

Wilcox et al., 2015).
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1. abra. A P. ampelicida életciklusa (Wilcox et al., 2015 nyoman).

Tavaszra a peritéciumokon beliil a tomlékben fejlédnek ki az aszkosporak, amelyek a
tavaszi vagy nyar eleji es@ hatdsara kiszorodva megkezdik az elsédleg (primer)
fertézést (1. abra; Hoffman et al., 2004). Amennyiben a kérokozo sporaja megfeleld
hémérsékletii €s paratartalma koriilmények kozott (Molitor és Beyer, 2014; Onesti et
al., 2016; Spotts, 1977), viz jelenlétében keriil a gazdanovény fiatal, zold részeinek
(levél, levélnyél, hajtas, kacs, fiirt) felszinére, ugy a csirdzast kovetden a képzddo hifa
behatol a kutikula ala. Ezt kdvetden tiinetmentes, latens id6szak kovetkezik, amelynek
hossza altalaban 10 és 20 nap k6zé esik, ezt kovetden jelennek meg a tiinetek (Kuo és
Hoch, 1996b). Ezek a tiinetek 0,5-1 cm atméréji, esetleg 0sszeérd telepek esetében

nagyobb méretii vilagosbarna nekrotikus elvaltozasok (1éziok) (2. abra A és C; Ullrich
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et al., 2009). A 1¢éziok megjelenését kovetéen ezekben 1-2 napon beliil kifejlédnek a
piknidiumok, amelyekbdl nedvesség hatdsara hamarosan nagy mennyiségi konidium
szabadul ki (masodlagos fert6zés; Onesti et al., 2017).

Szarakon, levélnyélen és a hajtasokon a hosszukas, sotétebb 1€ziok jellemzoek,
amelyeken szintén piknidiumok fejlédnek (2. abra B). Az akar 2 cm hosszt foltok
benyomodhatnak, elpusztitva a kapcsolodé szoveteket, ami a hajtascstics, a viragzat és
a viragzatny¢l elhalasat okozza (Ramsdell és Milholland, 1988). A levélnyélen 1évo
hosszukas fekete foltok koriilveszik a szarat, amely letorhet, és a levél teljesen
elszaradhat (Wilcox, 2003).

A 57016 feketerothadéasa a legnagyobb kart a virdgzat és/vagy a bogyodk fertdzésével
okozza. A bogyok fertézddése eleinte apro, iitddésszerti foltként valik lathatova
altalaban zoldborsd méretli allapotban, amely rovid i1d6 alatt kékesbarna foltta, majd 1
cm-es nekrotikus 1€zidva alakul (2. dbra C). Ezt kdvetden altaldban az egész bogyo 1-
2 nap alatt nekrotizalodik, megpuhul, és csokoladébarna szintivé valik (2. abra D és
E). Végiil 4-5 nap alatt fokozatosan kiszaradva, zsugorodva, kemény, lilasfekete Gn.
bogyd-mumiava alakul 4t, amelynek felszinén kialakulnak a piknidiumok és idével a
peritéciumok is (Hoffman et al., 2002; Molitor és Berkelmann-Loehnertz, 2011,
Wilcox, 2003). A mumifikalodott bogydk (ellentétben pl. a peronoszpdras bogyokkal)
nem peregnek ki a fiirtbdl, erésen a fiirthoz kotddve maradnak, amellyel jelentds
fertézési gocot alakithatnak ki a tékéken (2. abra F; (Kuo és Hoch, 1996b; Molitor és
Beyer, 2014)). Megfelel6 védelem nélkil a fiatal bogyok fertézédése és

mumifikalodasa sulyos terméskiesést okozhat (Loskill et al., 2009).
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Pt o

2. abra. A feketerothadas tiinetei a sz616 levelén (A), hajtasan (B), bogydjan (C és
D), valamint a flirtokon (E és F). A B, C és D képeken lathato fekete pontszerti
képletek a kérokozo ivartalan szaporitoképeletei, a piknidiumok. A C képen a bogyo
korai fert6zési stadiuma, az un. ,,madarszem” tiinet lathato, D-E-F képeken keresztiil
pedig lathatd a bogyo fert6zédésének folyamata a mumifikalodasig (fekete bogyok
az F képen). Forras: A, C és E (a szerzo felvételei), B és D
(http://ephytia.inra.fr/en/D/2052), F (Wilcox, 2003).
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3.1.5. A sz6l6 fogékonysaga

A levelek és a fiirtok fejlodésiik korai allapotaban a legérzékenyebbek (Hoffman et al.,
2002; Lamson-Scribner és Viala, 1888). A levelek fogékonysaga a levelek teljes
kitertiléséig megmarad, de fokozatosan csékken, majd teljesen meg is sziinik (Kuo és
Hoch, 1996a). A kiteriilés kozben megfert6z6dott leveleken nagyobb méretli 1éziok
alalkulhatnak ki. Legfogékonyabbnak a hajtascstcstol szamitott 2. és 3. levelek
tekinthetéek (Ullrich et al., 2009). Ugyanez igaz a bogydkra is: az id&jarasi
viszonyoktol fiiggben a flirtok legérzékenyebb idOszaka a virdgzas utani 2-7. hétig
tartd idészakban van (Molitor és Berkelmann-Loehnertz, 2011; Ferrin és Ramsdell,
1977; Hoffman et al., 2002). A fiirtok fogékonysaga a viragsapkak lehullasatol
szamitott koriilbeliil a 10. hétig fokozatosan csokken, a zsendiilést kovetden pedig
szinte teljesen megsziinik. A sz616 érettebb szerveiben Gn. ontogenetikus rezisztencia
alakul ki a korokozoval szemben (Hoffman et al., 2002; Kuo és Hoch, 1996b),
amelyhez hasonlét az Eryspihe necator-ral szemben is tapasztaltak (Gadoury et al.,
2003). A fogékony periodus kezdete és hossza azonban erésen fiigg az iddjarasi

viszonyoktol és az alkalmazott novényvédelmi technikaktol is.

3.2. A P. ampelicida-val szembeni védekezés lehetéségei

3.2.1. Agrotechnikai eljarasok

Az {lizemi szOl6termesztésben a feketerothadds elleni védekezés elsdsorban a
megfeleld novényegészségiigyi intézkedésekre (pl. a gyliimdlcsmimiak eltavolitasa)
¢s a fungicidek alkalmazasara tdmaszkodik. A fert6z6 anyag mennyiségének
csOkkentését célzd novényegészségiigyi intézkedések jelentik a korokozo elleni
védekezés alapjat, és jelentésen befolyasolhatjak a fungicidek hatékonysagat is. A
fertdzott novényi részek eltavolitisa és talajba forgatdsa vagy elégetése
kulcsfontossagu, mert ezzel jelentésen csokkenthetjiik az atteleld inokulum
mennyiségét (Northover, 2009). A betegség kialakulasanak esélyét tovabb
csOkkenthetjiik idoben elvégzett zoldmunkaval, szellds lombfal kialakitdsaval és a
sorok gyommentesen tartasaval (Dula, 2012). Ugyanakkor néhany egyéb tényezd is
befolyasolhatja a feketerothadas elleni védekezés hatékonysagat. Elsésorban az, hogy
a fertézés kezdeti, latens szakaszaban a gomba hemibiotrof (Luttrell, 1974),
endoparazita életmodot mutat (Ullrich et al., 2009), igy a betegséget kb. 10-20 napig
nem lehet szabad szemmel észlelni, ami a fiirtfert6zéshez kedvezé feltételek esetén

komoly terméskiesést eredményezhet. Tovabbi tényezd lehet a jellegzetes tiinetek
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ismeretének hianya, igy a nem megfeleldé diagndzis, ami helytelen gombadldszerek
alkalmazasahoz vezethet, ahogyan azt Gessler (2006, 2008), Rinaldi és Mugnai
(2012), valamint ifj. Szepsy Istvan (személyes kozlés, 2021, Mad, Magyarorszag) is
tapasztaltdk. A felhagyott szdldiltetvények a korokozd felhalmozodasaval kiilso,
fiiggetlen inokulumforrasként szolgalhatnak (Harms et al., 2005). A gépi metszés
alkalmazasa eldsegitheti a P. ampelicida fert6z6 anyaganak (pl. fertézott hajtasok,
bogyomumiak) tékén maradasat, ami az inokulum felhalmozodasahoz és igy elégtelen

védekezéshez vezethet (Becker és Pearson, 1996).

3.2.2. Kémiai névényvédelem és fungicidrezisztencia

3.2.2.1. Fungicidek és fungicidrezisztencia

Fungicideket az emberiség mar 200 évvel ezeldtt is rendszeresen hasznalt, elsdsorban
a gabona ¢és a sz616 védelmére. A felhasznalt ndvényvéddszerek szama, mennyisége,
valamint a kezelt kultirndvények kore hatalmas mértékben megndtt a masodik
vilaghaborat kovetéen (Brent és Hollomon, 2007). Két nagyon régi, bevalt
gyogymodot, a rézalapi készitményeket és a ként még mindig széles korben és
hatékonyan hasznaljak (Hollomon, 2015). Némely régebbi vegyiiletcsoport tagjait,
mint példaul a ditiokarbamatokat (metirdm) és a ftalamidokat (folpet) tovabbra is
hasznaljak. Ezek esetében az elmult tobb mint 60 évben sem tapasztaltak rezisztenciat,
amelynek oka feltételezhetdan abban keresendd, hogy ezek a hatéanyag csoportok
foleg megel6z6 kezelésre hasznalhatd, tobbhatashelyli fungicideket tomoritenek
(Brent és Hollomon, 2007).

A szisztémas, egyhatashelyt, specifikusabb fungicidek bevezetésével a rezisztencia
eléforduldasa nagymértékben megndtt, és a rezisztencia kialakulasahoz sziikséges 1d6
gyakran viszonylag rovid volt, néha az elsé kereskedelmi bevezetéstdl szamitott két
¢év. A fungicidrezisztencianak szamos mechanizmusa ismert. Ezek k6z¢€ tartozik az un.
kotohely-valtozas (target-site mutation), a célfehérje fokozott termelése; egy alternativ
anyagcsere-utvonal kifejlesztése, amely megkeriili a célpontot; a gombadlészer
metabolikus lebontasa és kizdrasa vagy kitiritése ATP-4z-fiiggd transzporterfehérjék
segitségével. Ezek koziil a leggyakoribb mechanizmus a kotéhely megvaltozasa,
amelynek hatdsara a célfehérje részben vagy teljesen elveszti érzékenyéségét a
fungiciddel szemben. Ez magyarazatot adhat arra, hogy a régebbi fungicid
hatéanyagokkal szemben miért nem meriiltek fel rezisztenciaproblémak. Miutan

behatoltak a gomba sejtjébe, a régebbi fungicidek altalanos enzimgatloként hatnak,
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szamos célpontra hatva (ezért nevezik 6ket néha "multi-site” inhibitoroknak). A
gombakra szelektiven hatnak, mivel sokkal konnyebben hatolnak be a gombékba ¢és
sokkal konnyebben halmozodnak fel benniikk, mint a novények és az allatok
szervezetében. A szamos célpontnak egyszerre kell megvaltoznia ahhoz, hogy a
gombaolészer ne tudjon hatni. Az ehhez sziikséges nagyszamu genetikai valtozas
egylittes bekovetkezésének esélye elhanyagolhato, rdadasul egy ilyen sok valtozassal
rendelkezd szervezet nagy valdsziniiséggel nem lenne patogén vagy akar életképes.
Ezzel szemben a modern fungicidek elsésorban egyetlen célponton fejtik ki hatasukat,
ezért gyakran "egyhatashelyii" vagy "helyspecifikus" fungicideknek nevezik éket. igy
egyetlen génmutacid is okozhat olyan valtozast a célpontban, hogy az sokkal kevésbé
lesz érzékeny a fungiciddel szemben (Brent és Hollomon, 2007). A gombapopulaciok
fungicidérzékenység-monitorozdsanak megalapozdsidra szoktdk meghatarozni a
populacid/faj alapérzékenységét (baseline sensitivity). Ez alatt azt az atlagos
félhatasos koncentracio (ECso) értéket kell érteni, amellyel egy, az adott hatéanyagra
még ¢érzékeny (adott esetben a hatdanyaggal még nem kezelt), populacio/faj
rendelkezik. A félhatasos koncentracio (ECso) azt a koncentracioértéket jelenti,
amelyen az adott hatdanyag a teljes hatasanak 50%-at fejti ki a célpontra. Mas szdval
az ECso koncentracié alkalmazasaval példaul fungicidek esetében a korokozod
novekedési iiteme felére korlatozhatdo. Az alapérzékenységet altaldban ECso
értéktartomanyban szoktdk megadni. Ennek meghatarozasa fontos kiindulési alap,
amelyhez a szabadf6ldi gombapopulaciok érzékenységében bekovetkezd valtozasokat
lehet viszonyitani (Russel, 2014).

A korokozd populaciok mindegyike tartalmazhat olyan pontmutacidkat hordozo
izolatumokat, amelyek egy vagy tobb fungiciddel szemben kevésbé érzékennyé teszik
az 1zolatumot. Ezek a mutdcidok egy gombadldszer ismételt hasznalatanak (szelekcios
hatas) vagy egy masik fungicid ismételt alkalmazasanak hatasara elényt jelenthetnek
hordozoiknak. Egy gombadldszer hasznédlatinak évei alatt a korokozo tulélése
szempontjabol eldnyds mutaciot hordozo izoldtumok, amelyek mar nem eléggé
érzékenyek ahhoz, hogy megfeleld védekezést lehessen elleniik végezni az adott
szerrel, kivalogatodhatnak és elszaporodhatnak a populdcidoban. A kordbban jol
kontrollalt célszervezetek rezisztens populacidinak kialakuldsa az antibiotikumok (pl.
szulfonamidok, penicillin, streptomicin), valamint egyes rovarold szerek (pl. DDT)

esetében mar kozel hatvan éve széles korben ismert (Brent és Hollomon, 2007).
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Az elmult 20 évben a rezisztenciahoz kotheté pontmutaciok (rezisztenciamarkerek)
kimutatdsara szolgalé PCR-alapu diagnosztikai modszerek gyors fejlodése segitette a
rezisztencia mechanizmusok azonositasat, kiilonosen a kotéhely-valtozassal jard
mechanizmusokét. Mara tobb fontos rezisztenciagént izolaltak ¢és jellemeztek.
Mindegyik esetben egyetlen pontmuticid a célfehérje egyetlen aminosavanak
megvaltozasat okozza, igy a gombadlészer mar nem kotddik olyan szorosan (Brent és

Hollomon, 2007).

3.2.2.2. Kémiai védekezés a P. ampelicida ellen

A P. ampelicida elleni védekezés elsdsorban a novényvéddszerek hasznalatara
tamaszkodik. A kémiai novényvédelem alkalmazasakor is elsddleges a bogydk és
fiirtok védelme, amelyet a virdgsapkak lehullasatol szamitott 6-10. hétig szokés
fenntartani fajtatol fliggéen. Ennek eléréséhez ebben az iddszakban, paras
koriilmények esetén akar 12 naponkénti ismétlésre is sziikség lehet (Harms et al.,
2005; Hoffman et al., 2002). Tobb, nagyobb hatéanyagcsoport tagjai hatasosnak
bizonyultak a P. ampelicida ellen, amelyeket régota hasznalnak a sz616 mas jarvanyos
betegségei (pl. sz6l6liszharmat, sz6l6peronoszpora) esetében is (Harms et al., 2005;
Molitor és Beyer, 2014). Ezek koziil a Qol-k, DMI-k vagy a ditiokarbamatok
hatéanyagcsoportjabol szarmazo6 legtobb novényvéddszer hatasosnak bizonyult a
feketerothadas korokozodja elleni védekezésben (Hoffman és Wilcox, 2003). Ezek

koziil jelen doktori munkaban a Qol-kkal szembeni érzékenységet vizsgaltam.

3.2.2.3. A Qol-k hatasmechanizmusa

Az elsé Qol-k 1996-os piacra keriilése ota ezeket a gombadlGszereket gyakran és
széles korben hasznaljak a nagylizemi kémiai ndvényvédelemben, mert az élesztd és
fonalas gombafajok széles kore ellen hatasosak (Bartlett et al., 2002). A Qol-k a
gombak mitokondrialis 1égzési elektrontranszportlanc gatloiként hatnak azaltal, hogy
blokkoljak a citokrom-c-oxidaz titvonal elektrontranszportjat (3. abra). A gatlas a
mitokondrialis bcl komplex (komplex IlI; ubikinol-citokrom ¢ oxidoreduktaz, EC
1.10.2.2; Bartlett et al., 2002; Von Jagow et al., 1986) citokrom b fehérjéje (CYTB)
altal alkotott ubikinol-oxidaciés kozponthoz (Qo - Von Jagow et al., 1986)
valo kotédés révén valosul meg. Szinte valamennyi Qol gombadldszer osztozik ebben
az egyhatashelyli mechanizmusban; ezért a Fungicide Resistance Action Committee

(FRAC; https://www.frac.info/frac-teams/working-groups/qol-
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fungicides/information) eldrejelzése szerint esetilkben nagy a kockazata a rezisztencia

kialakuldsanak.

H+ H+ H+
T Intermembran tér T ( cyt c

1

I uQ — (bcl) ﬂ

NADH ~ NAD+ | yy ’ 0, H,0
s Matrix
3 0, H,0
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3. abra. A mitokondrialis elektrontranszportlanc sematikus felépitése a legfontosabb
komponensekkel és folyamatokkal (Liu és Guo, 2017 nyoman). Az I, 11, 11, IV
szamok az elektrontraszportlanc egyes fehérjekomplexeit jelolik. Az elektronaramlés
elsddleges citokrom-c-oxidaz utvonala a III. komplex ,,elott” vastag fekete nyillal
van feltiintetve: az ubikinolrdl (UQ) a bci komplexben (narancssarga) talalhato
CYTB fehérje felé. Az elektronaramlas alternativ(-oxidaz) utvonala sziirke nyillal
van feltiintetve: az ubikinolrdl (UQ) az alternativ-oxidaz enzim (AOX; pirossal

jelolve) felé.

3.2.2.4. A Qol fungicidekkel szembeni rezisztencia aspektusai

A Qol-kkal szemben rezisztens gombaizolatumokrodl szo6l6 els6 jelentések mar a Qol
gombadldszerek piacra keriilését megelézéen (Colson, 1993), vagy roviddel (1-3
évvel) az utan megjelentek (Sierotzki et al., 2000; Heaney et al., 2000; Ishii et al.,
2001; Chin et al., 2001). A Qol-k 26 éves hasznalata soran szamos gombaeredetii
korokozot talaltak kevésbé érzékenynek, vagy rezisztensnek a fungicidek ezen
csoportjaval szemben (Ishii et al., 2001; Fernandez-Ortuiio et al., 2008; Bolton et al.,
2013; Cheval et al., 2017; Torriani et al., 2009; Lesniak et al., 2011; Forcelini és Peres,
2018). A hatéanyagok (pl. fungicidek, gyogyszerek stb.) €16 sejtekre, szervezetekre
(pl. kérokozok tenyészetei) gyakorolt hatasat, mas szoval a korokozok hatéanyagokkal
szembeni  érzékenységét legtobbszor a  félhatasos  koncentracio  (ECsp)

meghatarozasaval szoktak felmérni.
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A Qol fungicidekkel szembeni rezisztencia leggyakrabban el6forduld
mechanizmusanak a citokrom b (cytb) génben tortént pontmutaciokat
(fungicidrezisztencia-markerek) talaltak, ami a CYTB fehérjében aminosavcserékhez
vezet. A cytb génben tobb pontmutaciot is leirtak, amelyek a CYTB fehérjében a 120-
160 és 250-300 aminosavpoziciok kozott, un. ,,hot spot” régiokban aminosavcserét
okoznak és ezzel a Qol rezisztencia kialakulasaért tehetoek feleléssé (di Rago et al.,
1989). A leggyakoribb ¢és legfontosabb szubsztitiicio a 143-as pozicidban a glicin-
alanin csere (G143A), amely magas rezisztenciaszinttel jar6 minéségi rezisztenciat
okoz (Tron et al.,, 1991a). Tovabbi, kevésbé gyakori aminosavcserék a 129-es
(fenilalanin-leucin; F129L) ¢és a 137-es pozicidban (glicin-arginin; G137R)
fordulhatnak el6, am ezekhez altalaban mérsékelt rezisztenciaszint és igy Kisebb
gyakorlati jelentéség parosul (di Rago et al., 1989; Tron et al., 1991a; Tron és
Lemesle-Meunier, 1990; Kim et al., 2003; Sierotzki et al., 2007; Olaya et al., 2012).
A cytb génben tovabbi pontmutaciokat is talaltak, amelyek kombinacidoban is
felléphetnek, és mérsékelt vagy magas rezisztenciaszintekkel jarhatnak, de ezek hatasa

egyelore kevésbé ismert (Fernandez-Ortuiio et al., 2008; Tron et al., 1991b).

3.2.2.5. A citokrém b gén exon/intron szerkezetének szerepe a Qol rezisztenciaban
A cytb gén exon/intron szerkezete tovabbi tényezd, amely befolyasolhatja a G143A
aminosavcseréhez vezetd pontmutacio (GGT > GCT) kialakulasat. Ezt a
pontmutaciot/rezisztenciamarkert, amely kvalitativ és a névényvédelmi gyakorlatban
is jelentds problémakat okozd rezisztencidhoz vezet, szdmos, kiilonb6zd
et al., 2001; Kim et al., 2003; Sierotzki et al., 2007; Veloukas et al., 2014).
Ugyanakkor a G143A-t mas gombafajok (pl. Puccinia spp.) esetében az ismételt Qol
hasznalat kovetkeztében kialakuldé novekvo szelekcids nyomas ellenére sem fedezték
fel (Grasso et al., 2006a, 2006b; Sierotzki et al., 2007). A jelenleg elfogadott
magyarazat, az igynevezett "intron elmélet” szerint a cytb génben, kdzvetlentil a 143.
kodon utan elhelyezkedd un. l-es tipusu 6nkivagodo intront (Group I. selfsplicing
intron; 4. abra; Burke, 1988) hordozé kérokozoknak a CYTB fehérje 143. pozicidjaban
a vad tipusu aminosavat kellene tartalmazniuk (Grasso et al., 2006a, 2006b).
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4. abra. A kivagodas sematikus 1épései és sziikséges elemei az I-es tipusu
onkivagodo intronok esetében (Alberts et al., 2003 nyoman). Kék szinnel az exon,
mig sargaval az intronszakaszok vannak jelolve. Piros nyilak jelolik az onkivagodasi

folyamatban végbemend szalvagasokat és szalligalasokat.

Az elmélet szerint a G143A szubsztiticiot okozoé pontmutacié a CYTB mRNS érési
folyamataban 6nkivagodasi hibahoz (Cech, 1988) vezetne (De La Salle et al., 1982),
amely nem-funkcionalis fehérjét és ezen keresztiil letalitast eredményezne
(Maciaszczyk et al., 2004; Valliéres et al., 2011). Ezért a kozvetleniil a 143. kodon
utan l-es tipusu Onkivagddo intront hordozéd gombafajokndl nem vérhato, hogy a
G143A-t tartalmazé magas rezisztenciaszintli izolatumok szelektalodjanak ki a Qo
inhibitorokkal szemben. Ugyanakkor ismertek lehetséges elkeriilé mechanizmusok,
mint példaul két kiilonbozd exon/intron szerkezet ugyanazon populacion beliil, vagy
az onkivagodasi hibat részben vagy teljesen kompenzald mésodlagos mutaciok
(Valliéres et al., 2011; Banno et al., 2009). Ezen kiviil az F129L, a G137R, vagy
barmely mas aminosavszubsztiticiot hordozo izolatumok szelekcidjat ez az intron
nem befolyasolja, igy ezek a pontmutaciok ettdl fiiggetleniil is megtorténhetnek
(Pasche et al., 2005; Semar et al., 2007). Mig néhany Phyllosticta faj cytb génjének
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exon/intron szerkezetét publikaltak mar (pl. Phyllosticta citricarpa (McAlpine) Aa és
Phyllosticta capitalensis Henn.; Hincapie et al., 2013; Stammler et al., 2013), addig
tobb mas, a P. ampelicida-val kozelebbi vagy tavolabbi rokoni kapcsolatban allo faj,
példaul a P. parthenocissi K. Zhang, N. Zhang és L. Cai, a Phyllosticta
partricuspidatae N. Zhou és L. Cai és a Phyllosticta gaultheriae Aa citokrom b

génjének vagy MRNS-ének szekvenciainformacidja még nem volt ismert.

3.2.2.6. Az alternativ-oxidaz titvonal szerepe a Qol rezisztenciaban

A masik rezisztenciamechanizmus, amellyel a citokrom-c-oxidaz Gtvonal Qol-k altali
gatlasa megkeriilhet a mitokondridlis elektrontranszport lancon, az alternativ-oxidaz
utvonal aktivitasanak novelése (Miguez et al., 2004). Ez az tvonal megkeriili a
funkcionalisan karosodott bc: komplexet és tobb gombafajban részben helyettesitheti
annak funkciojat (3. abra; Miguez et al., 2004; Piccirillo et al., 2018; Ziogas et al.,
1997). Mikozben a citokrom-c-oxidaz utvonal gatolt, az alternativ 1égzés amolyan
kiskapuként szolgalhat a koérokozd szamara, igy a fungicidkezelés hatékonysaga
csokkenhet (Ziogas et al., 1997; Avila-Adame és Koéller, 2003; Olaya és Koller, 1999).
Az alternativ-oxidaz tGtvonalat gatolni képes egyik hatdéanyag a szalicil-hidroxamsav
(SHAM). Ugyanakkor fontos a megfelelé koncentracio megvalasztasa, mert til magas
koncentracioban alkalmazva hatassal van a citokrom-c-oxidaz ttvonalra is
(Schonbaum et al., 1971). Néhany gombakorokoz6 esetében kimutattak, hogy a Qol-
k és az alternativ oxidacios gatlok (AOXI-k) kozott szinergista hatas allhat fenn (Ma
et al., 2003). Ezek miatt a Qol-kat és SHAM-ot gyakran hasznaljak egyiittesen in vitro
fungicid tesztekben, lehetévé téve olyan kisérleti elrendezést, amely képes
megkiilonbdztetni a citokrom-c-oxidaz és az alternativ-oxidaz Gtvonalak szerepét a
gombak légzésében (Hoffman és Wilcox, 2003; Fernandez-Ortuiio et al., 2008;
Sierotzki et al., 2007; Avila-Adame et al., 2003).

3.2.3. Korabbi vizsgalatok a P. ampelicida Qol-kkal szembeni érzékenységével
kapcsolatban

A sz616 novényvédelmében a Qol gombadlészereket kezdetben nagyon elénydsnek
tartottak, mert ebbdl a csoportbol bizonyos hatéanyagok nemcsak a P. ampelicida, de
az E. necator (sz6l6lisztharmat), s6t a Pl. viticola (sz6l6peronoszpdra) korokozok
ellen is hatasosnak bizonyultak. A széldviragzatok é€s -fiirtok legérzékenyebb idészaka

ezen harom korokozo esetében nagyjabol egybeesik, igy ezek a fungicidek egyidejiileg
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kinalnak védekezési lehetdséget mindharom koérokozo ellen. Bar szamos korokozo
Qol-rezisztenciaja jol dokumentalt, a P. ampelicida izolatumok Qol-fungicidekkel
szembeni érzékenysége mindmaig kevesebb figyelmet kapott. Eddig két kiilonallo
tipusu vizsgalatot végeztek: vagy a korokozd izolatumok in vivo érzékenységet
(Hoffman ¢és Wilcox, 2003; Molitor et al., 2011), vagy pedig a cytb gén molekularis
jellemzdit vizsgaltak (Miessner et al., 2011). Hoffman és Wilcox (2003) két amerikai
P. ampelicida populaci6 alapérzékenységét hataroztak meg 50, illetve 60 izolatumnal,
azonban ezt az érzékenységet csak a miklobutanillal (DMI fungicid) szemben
vizsgaltak. Tovabbi bizonytalansagot okoz, hogy Molitor et al. (2011) és Miessner et
al. (2011) nagyon korlatozott szamu P. ampelicida izolatummal (1, illetve 2) végezték
kutatasukat. Raadasul Miessnerék egyik izolatumat is Molitor biztositotta (bar ez a
kodja alapjan feltehetéen nem volt azonos azzal, amivel Molitor és munkatarsai
dolgoztak). Az igy rendelkezésre allo, de némiképp hianyos ismereteken tal el6zetes
eredményeink azt mutattak, hogy a P. ampelicida izolatumok kozott lehetnek olyanok,
amelyek a cytb gén kiilonb6z6 exon/intron szerkezetét hordozzak a
mitokondriumokban (ezeket az adatokat nem mutatom be).

A molekularis modszerem ellendrzése/validalasa érdekében tovabbi hat Phyllosticta faj
citokrom b génszakaszat és/vagy mRNS-ét szaporitottam fel és meghataroztam
nukleotidsorrendjét. Két faj, a gazdasagilag fontos, a citrusfélék fekete foltossag
betegségét okozo P. citricarpa (McAlpine) Aa (teleomorf Guignardia citricarpa
Kiely; Hincapie et al., 2013) és a széles gazdandvénykorrel rendelkezé endofita
gomba, a P. capitalensis Henn. (Wikee et al., 2013) esetében ezeknek a szakaszoknak
a nukleotidsorrendjét korabban mar publikaltak (Stammler et al., 2013). Azonban egy
kevésbé fontos korokozd faj, nevezetesen a Gaultheria humifusa (Grah.) Rydb.
levélfoltossaganak korokozodja, a P. gaultheriae Aa (teleomorf Guignardia
gaultheriae Aa; Wikee et al., 2013) esetében a citokrom b gén/mRNS
szekvenciainformaciok még nem alltak rendelkezésre.

A fentieken tul az elmult évtized tendencidi, mint példaul a szélséséges iddjarasi
viszonyok, a betegséggel kapcsolatos ismeretek hidnya és a kdrokozo ellen hatékony
kémiai vegyiiletek és novényvéddszerek szamanak csokkentése az EU-ban (pl. a
feketerothadas elleni védekezés hatékony eszkozének, a miklobutanil hatéanyagu
készitményeknek a visszavonasa) kedvezobb feltételeket biztosithatnak a korokozo
szamara, és egyben megfeleld indokot szolgaltat a P. ampelicida izolatumok Qol-

fungicidekkel szembeni aktualis érzékenységének felmérésére.
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3.3. Molekularis ujjlenyomat modszerek genotipizalashoz

A P. ampelicida populacioi Eurdpa kiilonb6zd orszagaiban eltérd szintli genetikai
sokszinliséget mutatnak. Ennek egyik feltételezett oka a behurcolasok -eltérd
idépontjaban és szdmaban keresendd, amely az ivaros szaporodas és az igy kialakulo
genetikai valtozatossag mértékével is dsszefligg (Rinaldi et al., 2017). A genetikailag
variabilisabb populaciokbol szelekcié hatasara feltételezheten nagyobb eséllyel
szaporodhatnak fel pl. fungicid rezisztenciat mutatd izoldtumok, ezért a vizsgalt
populaciok ilyen szemponti felmérése szilard alapot jelenthet a tovabbi
vizsgalatokhoz.

Az elmult két-harom évtizedben szamos PCR alapti DNS ujjlenyomat technikat
fejlesztettek ki ¢él6lények populacidinak genetikai jellemzésére, izolatumainak vagy
torzseinek azonositasara, amelyeket a novénynemesitéstél a természetvédelemig
szamos tudomanyteriileten hasznalnak (Arif et al., 2011; Lateef, 2015). Ezeknek a
technikaknak hatalmas eldnye, hogy az adott izolatum teljes genomjanak szerkezetérol
adnak egyfajta képet, amely ,kép” a genom elrendezddésének esetleges
megvaltozasaval (pl. meidzis) parhuzamosan valtozik.

A PCR alapu technikdk megjelenését megel6zden a legelsé emlitésre méltd6 DNS-
marker modszer a Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) technika volt,
amely a DNS-szal restrikcios enzimatikus hasitasan alapszik. A modszer a restrikcios
enzimek felismerdhelyeinek nukleotidszekvencidiban bekdvetkezd valtozast, vagy
tobb nukleotid mutécios eseményeinek (beillesztések vagy deléciok) kovetkeztében
1étrejovo hosszpolimorfizmust képes kimutatni (Tanksley et al., 1989). A 6 elonyeit
az jelenti, hogy nagymértékben ismételhetd eredményket ad, ugyanakkor iddigényes
¢és a nagy mennyiségii tiszta DNS sziikséges hozza (Lateef, 2015).

Az egyik legrégebbi PCR-alapti DNS-ujjlenyomat technika a Random Amplified
Polymorphic DNA (RAPD) mddszer, amely véletlenszerti DNS-szakaszok random
primerekkel torténd felszaporitasan és a termékek agaroz gélelktroforézissel torténd
megjelenitésén alapszik (Williams et al., 1990; Gupta és Varshney, 2013). A RAPD
egyik legnagyobb hatranya azonban, hogy a keletkezett termékek (markerek) nem
mutatnak megbizhat6 amplifikaciés mintazatot, mivel ez a kisérleti koriilmények
fliggvényében valtozhat (Edwards és McCouch, 2007).

Az AFLP markerek szintén PCR alapuak, de az RFLP restrikcids technikajat
kombinaljak a PCR szelektivitasaval (Vos et al., 1995). A modszer eldnye, hogy

kozepes DNS-mennyiségigény mellett kdltséghatékonyan lehet nagyobb mennyiségii
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markert felszaporitani vele, rdadasul a RAPD-nal nagyobb mértékben reprodukalhato
az eredménye. Hatranya ugyanakkor, hogy a markerek megjelenitéséhez polakrilamid
gélelekroforézis (PAGE) hasznélata sziikséges, amelyhez magasabb szakértelemre
van sziikség (az agardz gélelektroforézishez viszonyitva) (Lateef, 2015).

Az Gn. mikroszatellit vagy egyszeri szekvenciaismétlodés (simple sequence repeat;
SSR) régidkban mutatkozo6 hosszkiilonbségek kimutatasara alkalmas a PCR alapi SSR
techmika. A mikroszatellitek 1-6 nukleotid hosszisagii nukleotidrészletek tandem
ismétl6désébdl  szervez6d6 DNS  szakaszok, amelyek a genomban elszortan
helyezkednek el (Lim et al., 2004). Ezek a régiok gyakran nagyon polimorfikusak
(genotipusonként eltéré szamu ismétlést mutathatnak) ezért alkalmasak a
genotipizalasra pl. a ndvényeknél genetikai és nemesitési vizsgalatokban (Kalia et al.,
2011). Az SSR modszer eldnye, hogy termékei legtobbszor agaroz gélelektroforézissel
kimutathatéak (Koelling et al., 2012), ugyanakkor négy-6t nukleitodnal rovidebb
ismétlo elemli mikroszatelliteknél a hosszpolimorfizmus megallapitasa nehéz lehet és
specialis eszkozt (pl. kapillaris gélelekteroforézis) igényelhet (Lateef, 2015).

Egy szintén az SSR szakaszokon alapuld technika az ISSR mddszer is, amely
hatékony, gyors, egyszerti, reprodukalhat6 és olcsd6 modszernek bizonyult a genetikai
sokféleség felmérésére, vagy a kozeli rokonsagi viszonyok azonositasara (Pradeep
Reddy et al., 2002). A modszer soran egy mikroszatellit szekvenciat hasznalnak
primerként, amellyel a genombol a mikroszatellitek kozotti szakaszokat szaporitjak fel,
ami nagyszamu termék eldallitasat eredményezi primerenként (5. abra A). Amennyiben
ezekbdl két azonos szekvencidju szakasz forditott orientacidban, felszaporithato
tavolsagban helyezkedik el a genomban, akkor a két SSR k6zotti DNS darab (ISSR
marker) felszaporithatd ISSR-PCR-rel (Pradeep Reddy et al., 2002). Ilyen
elhelyezkedésli SSR szakaszbol tobb is taldlhatdo egy genomon belill, raadasul ezek
eltérnek a kozrefogott DNS-szakasz hosszaban, ezért a keletkezett PCR termék
varhatéan kiilonb6zé hosszisdghi amplikonokat tartalmaz. Ezeket agardz
gélelektroforézissel elvalasztva és megjelenitve tobb savbol allo Gn. ISSR profilt
kapunk, amelynek egy-egy savja taxonra, fajra vagy izolatumra/torzsre is jellemzo
lehet (5. abra B; Griinig et al., 2001). Az ISSR-PCR altal felszaporitott szekvenciak
tovabbi elonye, hogy eldzetes szekvenciaismeret nélkiil is felhaszndlhatok DNS-
ujjlenyomatok készitésére (Zietkiewicz et al., 1994). Ellentétben a fent emlitett egyéb
technikakkal a mikroszatellit alapti modszerek elonye, hogy alacsony koltség- és DNS-

mennyiségigény mellett nagyfoku polimorfizmus-kimutatasra képesek (Hassel és
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Gunnarsson, 2003). Ez lechet6vé tette, hogy széles korben alkalmazzak pl.
novényfajtak elkiilonitésére (Bornet és Branchard, 2001; Godwin et al., 1997),
valamint izolatumok/térzsek azonositdsara gombak esetében (Griinig et al., 2001).
Oliveira és Azevedo, (2022) kimutattak, hogy 2012 ota az ISSR-t elsGsorban
novénykorokozok (42,2%) ¢és genetikai sokféleség (25,0%) tanulméanyozasara
hasznaltak gombak esetében.

A fenti eldnyok és a mddszerrdl a laborunkban 0sszegylilt tapasztalat (Pintye et al.,

2012) alapjan az ISSR technikat valaszottam munkamhoz.
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SSR1 SSR2

F-primer === == R-primer (ugyanaz, mint az F-primer)

Felszaporitas PCR-rel

& y

5. abra. A: Az ISSR-PCR elméleti alapjainak sematikus abrazolasa. Piros és zold
jeloli a mikroszatellit (SSR-), mig sarga a koztes genomszakaszokat. Tovabbi

jelolések: F-primer: Forward primer, R primer: Reverse primer. (Forras:

https://pmblab.wordpress.com/2013/10/10/ga-in-agh635-course-what-is-issr-marker-

and-how-to-generate-the-marker/). B: P. ampelicida izolatumokbol (19 db)

felszaporitott ISSR markerek altal adott profilok agardz gélen, kozépen a 100 bp — 10
kb méretmarkerrel (GeneRuler DNA Ladder Mix, Thermo Fisher Scientific). Az

srer
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4. CELKITUZESEK

A P. ampelicida Qol-érzékenységének értékelése érdekében nagyszamu izolatumot
(499) tartalmazo gylijteményt hoztunk létre. Az izolatumok tObbségét a
feketerothadassal leginkébb érintett két magyarorszagi borvidékrél (Egri és Tokaj-
hegyaljai) és néhanyat harom masik eurdpai orszagbol gytjtottiink be 2010 és 2019
kozott. A P. ampelicida-val rokon (P. gaultheriae, P. capitalensis, P. citricarpa) és
kozeli rokon (P. partricuspidatae és P. parthenocissi) fajok kivalasztott torzsei is
bekeriiltek a gyijteménybe. A rokon fajok torzseit hasznaltam az exon/intron
szerkezet-Gsszehasonlitasokhoz, mig a kozeli rokon fajok torzseit hasznaltam mind az

exon/intron szerkezet-6sszehasonlitasokhoz, mind a filogenetikai elemzéshez.

A vizsgalat céljai a kdvetkezdk voltak:

1. Azels6 hazai nagyméretii P. ampelicida torzsgylijtemény létrehozasaban valo
részvétel.

2. A P. ampelicida torzsgytjteményen beliili genetikai variabilitas értékelése
ISSR genotipizélassal.

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

4. A Qol fungicidekkel szembeni in vitro érzékenység és az alternativ 1égzési
utvonal hatékonysaganak felmérése kivalasztott P. ampelicida izolatumok
micéliumndvekedésének és konidiumcsirdzasanak értékelésével.

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

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

7. Tovabba a cytb gén szekvencigjanak és exon/intron szerkezetének
Osszehasonlitdsa a kiilonb6zé populdcidkban/borvidékeken/orszagokban
és/vagy kiilonboz6 évszakokban gyiijtott P. ampelicida izolatumok és mas
Phyllosticta fajok torzsei kdzott.
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5. ANYAG ES MODSZER

5.1. Torzsgylijtemény létrehozasa és fenntartasa

Egyiittm{ikodé partnereim az Eszterhazy Karoly Katolikus Egyetemrél (EKKE) 2010
O0ta Magyarorszagon rendszeresen gyijtenek P. ampelicida-val fert6zott
szOloleveleket ¢és bogyodkat. A begyljtott mintdkbol a koérokozo izolalasaval
létrehoztak egy P. ampelicida torzsgylijteményt. Ebbe a gyiijtésbe és izolalasba
kollégdimmal 2018-ban kapcsolddtunk be, amikor is a gylijteményt megkettdztiik, igy
ma mar az EKKE-nél és az ATK-ndl is tartdos fenntartasban talalhato. Azoéta a
gylijteményt 78 darab P. ampelicida izolatummal gyarapitottuk ATK-s kollégaimmal
az alabbi izolalasi technikaval.

A fertdzott novényi részek felszinét 5%-os natrium-hipoklorit-oldatban torténd
oOblitéssel sterilizaltuk, majd steril desztillalt vizzel (Direct-Q® Water Purification
System, MilliporeSigma, Burlington, MA, USA) mostuk és steril koriilmények kozott
megszaritottuk. Ezutan a leveleket nedves szlirOpapirral ellatott Petri-csészébe
(,,nedves kamraba”) helyeztilk a magas paratartalom elérése érdekében. Masnap a
felnyilo piknidiumokbo6l kiaramlé konidiumcseppet (cirrus) steril ivegtlivel
modositott Czapek-Dox agar lemezre helyeztik (Czapek-Dox agar 2%
malatakivonattal ~kiegészitve; Thom ¢és Church 1926). Az igy Kkapott
gombaizolatumokat (M.2.1. tablazat) 20 °C-on tartottuk a modositott Czapek-Dox
taptalaj lemezeken, és havonta egyszer atoltottuk friss taptalajra. A dolgozatban az
altalam vagy kollégaim altal 1étrehozott gombatenyészetekre izolatumként, mig a
nemzetkozi torzsgylijteményekbdl beszerzett tenyészetekre torzsként hivatkozom.
Ezeken kiviil néhany mas Phyllosticta ampelicida izolatumot/torzset is vizsgaltunk,
amelyeket vagy eltérd foldrajzi eredetiik miatt vontunk be (1-4. izolatumok az 1.
tablazatban), vagy torzsgyijteményekbdl szereztiik be 6ket modszertanunk (pl. cytb
gén exon/intron szerkezetmeghatarozas) validalasa és a kiilonbozé Phyllosticta fajok
egyes molekuléris jellemzdinek 0Osszehasonlitasa céljabol (5-13. torzsek az 1.

tablazatban). Ezeket az izolatumokat/torzseket is a fent leirt modon tartottuk fent.
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1. tablazat. A citokrom b mRNS/mtDNS és/vagy az ITS 16kuszok szekvenciameghatarozasahoz vizsgalt Phyllosticta spp. izolatumok/torzsek adatai.

GenBank azonositoszam

. .. A

# IZ;)le:::::;t/é;Zr: > Faj Gazdanovény A gyiijtés helye ° gy}'ijtés cDNS / mtDNS / ITS
éve

1 MG6 P. ampelicida Vitis vinifera Mad, HU 2018 0Q873636 / 0Q849743 / -
2 F60 P. ampelicida Vitis vinifera Andornaktalya, HU 2010 0Q873635/0Q849742 / -
3 Gb30*> P. ampelicida Vitis vinifera Vinhos Verdes, PT 2013 0Q873634 / 0Q849744 | OQ800890
4 GbhC*> P. ampelicida Vitis vinifera Canneto Pavese, IT 2013 0Q873637 / 0Q849745 / 0OQ800891
5 CBS 111645 ™ P. parthenocissi  Parthenocissus quinquefolia  Egyesiilt Allamok 1999 0Q873638 / 0Q873625 / 0OQR800892
S SJ?;?Z'I“SO’S 2006) partricipi 1ie PATNENOCISSUS ricuspidata NA 1947  0Q873639 / 0Q873626 / 0Q800893
7 CBS 447.70 P. gaultheriae Gaultheria humifusa Egyesiilt Allamok 1969 0Q873640 / 0Q873627 / -
8 CBS 102374 P. citricarpa Citrus aurantium Brazilia 1999 0Q873641/-/ -
9 CBS 122670 P. citricarpa Citrus sinensis cv. Valencia Dél-Afrika 2005 0Q873642 /-1 -
10 CBS 828.97 P. citricarpa Citrus aurantium Brazilia 1996 0Q873643 / 0Q873628 / -
11 CBS 119720 P. capitalensis - (Musa sp.) Egyesiilt Allamok - 0Q873644 / 0Q873629 / -
12 CBS 120428 P. capitalensis Sansevieria sp. Hollandia 2004 0Q873645/-/ -
13 CBS 123374 P. capitalensis Citrus maxima Thaifold 2007 0Q873646 / - / -

2 CBS: CBSeKNAW Fungal Biodiversity Centre, Utrecht, Hollandia.
> Az ITS filogenetikai elemzésbe bevont izolatumok/torzsek.
b Az orszagok roviditései a kovetkezék: ,,HU” — Magyarorszag, ,,PT” — Portugilia, ,,IT” — Olaszorszag és ,,NA” — Nem ismert.
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5.2. In vitro fungicidérzékenységi teszt

5.2.1. Micéliumnoévekedés-gatlasi teszt

Az ISSR genotipizalas (Id. lejjebb) eredménye és egyéb paraméterek (pl. a gytijtés
helye és éve stb.) alapjan 48 P. ampelicida izolatumot valasztottam ki a micélium
novekedésgatlasi vizsgalatokhoz. Az izolatumok kivalasztasanak részletesebb
szempontjai az eredmények 6.3.1 alfejezetében, mig az izolatumok listaja a 2.
tablazatban lathatd. A micélium novekedésének in vitro gatlasat kollégaimmal az Un.
gradiens lemez modszer (“gradient plate technique™) alkalmazasaval teszteltiik, az
eredetitdl némileg eltéré inokulalasi modszerrel (micéliummal boritott fogpiszkalo;

Hunt és Sandham, 1969).

2. tablazat. Az in vitro fungicid-érzékenységi vizsgalatokhoz kivalasztott 48 P.
ampelicida izolatum gytijtési adatai.

4 222(:)1:;121;516- Gyiijtés helye G)féiijetés Qol kezelgs-tiirténet
1 Fe12-101 Eger, HU 2012 4
2 F15-35 Szomolya, HU 2015 +
3 F16-51 Maklar, HU 2016 4
4 F 17-56 Eger, HU 2017 +
5 F 17-61 Maklér, HU 2017 4
6 18-4-12 Eger, HU 2018 -
7 18-5-2 Eger, HU 2018 -
8 18-1-2M Miskolc, HU 2018 -
9 18-3-2> Eger, HU 2018 -
10 18-3-9 Eger, HU 2018 -
11 EB2G1A Eger, HU 2018 -
12 G5B Mad, HU 2018 -
13 MG25 Mad, HU 2018 -
14 19-7 Andornaktélya, 2019 +
HU
15 19-116 Andorﬁﬂ“élya’ 2019 ¥
16 19-119 Andomakiilys, 2019 ¥
17 19-123 Andornaktdlya, 2019 ¥
18 19-125 Andomakiilys, 2019 +
19 19-129 A“dorﬁ"ﬂ“élya’ 2019 +
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Andornaktalya,

20 10-136 iy 2019
21 19-159 Eger, HU 2019
22 19-162 Eger, HU 2019
23 19-169 Eger, HU 2019
o4 19-17 Andornaktélya, 2019
HU
25 19-179 Eger, HU 2019
26 19-194 Mad, HU 2019
27 19-195 > Mad, HU 2019
28 19-208 Eger, HU 2019
29 19-210 Eger, HU 2019
30 19-214 Eger, HU 2019
31 19-226 Eger, HU 2019
32 19-234 Eger, HU 2019
33 19-236 > Eger, HU 2019
34 19-25 Ando‘aﬁktélya’ 2019
35 19-31 Andornaltdlyz, 2019
36 19-36 > Andornaktdlyz, 2019
37 19-40 > Andornaltdlyz, 2019
38 19-47 Andornaltdlyz, 2019
39 19-54 Andorﬁﬁktﬂya’ 2019
40 19-61 Andornaltdlyz, 2019
41 19-69 Andoﬁﬁktﬂya’ 2019
42 19-73 Andornaltdlyz, 2019
43 19-82 Andornaltdlyz, 2019
44 19-97 Andorljtktalya’ 2019
45 BG2 Andorﬁﬁkt"“ya’ 2019
46 BG4 Andornaktalya, 2019
HU
47 BG7 Andornaktalya, 2019
HU
48 MGST2 Mad, HU 2019

2 Qol hatoanyagot tartalmaz6 fungiciddel valo kezelés megjeldlése az izolalast megel6zo két
szezonban; "+" Qol-val kezelt; "-" Qol-val nem kezelt.
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Az inokulum eléallitdsahoz a 48 kivalasztott P. ampelicida izolatumot 25 °C-on
malata kivonat agar taptalaj lemezeken tenyésztettem. Két hét elteltével a micéliumot
lekapartam és 2 ml-es mikrocentrifuga-csovekbe mostam, amelyek 1 ml steril
desztillalt vizet és két steril (2 mm atmérdji) liveggyongyot tartalmaztak. A micélium
¢s a hifak kisebb darabokra torése €s igy az inokulumdarabok szdmanak ndvelése
érdekében a micéliumszuszpenziokat FastPrep-24™ homogenizator késziilékkel
razattam (3-szor 20 masodpercig). Ezzel parhuzamosan fogpiszkalokat sterilizaltam
malatakivonat-taplevesben (MilliporeSigma), hogy tapoldattal boritsam be ket a
hifak egyenletesebb tenyésztéséhez. Ezekbdl 10-12 darabot helyeztem egy-egy 90 mm
atméréjii  maldta kivonat agar téaptalaj lemez feliiletére. Ezutdin 250 pl
micéliumszuszpenzidt pipettaztam a fogpiszkalokra, és 5-10 alkalommal el6re-
hatragorditettem azokat egy steril csipesszel, hogy az inokulumot egyenletesen
eloszlassam a fogpiszkalok felilletén. Végil a fogpiszkalokat egymassal
parhuzamosan, egyenletesen elhelyeztem a lemezek feliiletén, majd sotétben, 25 °C-
on két hétig inkubaltam a lemezeket (6. abra A). A gatlasi teszt beallitasat megel6z6
napon frissen készitettem el a Qol-k azoxistrobin és trifloxistrobin ("AS" és "TS";
Pestanal analitikai standardok, MilliporeSigma), valamint az AOXI SHAM
torzsoldatait. A gombadld vegyiileteket acetonban (Reanal Laborvegyszer Kift.,
Budapest, HU), mig a SHAM-ot metanolban (Reanal) oldottam fel. A P. ampelicida
izolatumok érzékenységét négy kezeléssel és két kontrollal vizsgaltuk izolatumonként
és kezelésenként ot technikai ismétléssel: fungicid dnmagaban, fungicid és SHAM
egyiittesen, SHAM kontroll és oldoszeres (aceton + metanol) kontroll. Az olvasztott
(=55 °C-os) vizes agarhoz (VWR, Radnor, USA) autoklavozas utan aszeptikusan vagy
torzsoldatokat, vagy tiszta acetont és metanolt adtunk. A fungicidek és a SHAM végsd
illetve a 30,63 mg I"! (200 uM; FRAC Monitoring Methods) keriilt kivalasztisra
(ezeket az adatokat nem mutatom be). Az eldkisérletben 0,1 pg ml' maximalis
koncentraciogradiens olyan mértékben gatolta a micélium novekedését, hogy az egyes

esetekben mérhetetlen volt (ezeket az adatokat nem mutatom be).
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6. abra. Kezdeti és koztes allapotok az in vitro micéliumnovekedés-gatlas felmérés
folyamataban. A: az inokulum elékészitésének bemutatasa. B: a gombandvekedés
mérés folyamatanak 1épései egy gradiens lemezen 1év6 kolonian bemutatva (a mérce
1 cm). C és D: a képelemzés folyaman kivagott és elmentett elsédleges

optimalizacios (C) és végleges ,,letisztazott”, méréshez hasznalt (D) képek.
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Az inokulalashoz hasznalt fogpiszkald a fungicid-gradiensnek a fogpiszkalo és a
Petri-csésze szélessége kozotti kiilonbség alapjan szamitva, csak koriilbeliil a
kozépsé, (0,012 és 0,038 pg ml?t kozotti) szakaszat ,fedte le” (6. abra B), a
fungicidkoncentracio tartomanya sziikebb volt, mint az eredeti gradiensé (0-0,05 pg
mlt). Kovetkezésképpen, amely izolatumok ndvekedése nem érte el a kontroll
novekedéséhez viszonyitott 50%-0s aranyt a koncentracidogradiens egyik pontjan sem,
azok félhatasos koncentracioértékei (ECso) nem voltak kimutathatéak/kiszamithatoak
ebben a tartomanyban. Az aceton, vagy metanol végsd mennyisége nem haladta meg
a 0,3%-o0s w/v aranyt a taptalajban.

A gradiens lemezek elkészitéséhez 15 ml, fungiciddel vagy kontroll torzsoldattal
(oldészer vagy SHAM) kiegészitett, 1,5%-0S vizes agar taptalajt mértiink egy 90 mm
atmérdjli Petri-csészébe. Majd a csésze als6 peremének lehetd legrovidebb szakaszat
egy 5x5 mm-es négyzet profilu fapalcéra helyeztiik, hogy a taptalaj ferdén szilarduljon
meg (7. abra A). Ezt kovetden ezeket a csészéket vizszintes feliiletre helyeztiik, és
kiegészitd taptalajként 15 ml nem modositott malata kivonat agar taptalajt ontottiink a
ferde vizes agarra (7. abra B). Az acetonnal és metanollal kiegészitett vizes agar
taptalajt és a csak SHAM-ot tartalmazd lemezeket olddszer- és AOXI-kontrollként

hasznaltuk.

7. abra. A gradiens lemez elkészitésnek sematikus abrazolasa. A: a ferdén
feltamasztott Petri csészében ferdén megszilarditottuk a fungicidet tartalmazo vizes
agar taptalajt. B: A csészét vizszintes alapra helyezve kiegészitd, kezeletlen malata

kivonat agar taptalajt ontottiink ra.

Az inokulalashoz gombamicéliummal boritott fogpiszkalot (6. abra A) helyeztiink
minden egyes lemez felszinének kozepére, a koncentracidgradienssel parhuzamosan
(6. abra B). Az clhelyezés szorasanak minimalizalasa érdekében a Petri-csésze ala
sablont helyeztiink. A lemezeket sotétben, 25 °C-on inkubaltuk. Két hét elteltével

minden gombateleprdl fényképeket készitettem szabvanyositott koriilmények kozott:
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sOtét szobaban, rogzitett lampak, szabvanyositott fényképezogép-beallitasok és egy
rogzitett asztali fényképezdgép-allvany segitségével. A képeket feldolgoztuk és a
félhatasos koncentraciokat €s a gatlasi szazalékokat minden izolatumra kiszamitottam.
A 48 kivalasztott izoldtum kiilonbozd kezelések melletti micéliumndvekedésének
méréséhez szamitogépes rovid programot (Szkriptet) adaptaltunk a MATLAB®
R2016b szoftvercsomagban (Fuentes et al., 2010). A program kodja, magyarazo
megjegyzésekkel egyiitt az M.2.2. tablazatban lathato.

A gombatelepekrél készitett képeken (3000x4000 pixel) a micéliumnovekedés
mértékét a telep szélének automatizalt azonositasdval ¢és igy a kép széléhez
viszonyitott tavolsaganak mérésével hataroztuk meg. Egyetlen kép kiértékelésének
Iépései a kovetkezOk voltak: a szines képeken a piros-zold-kék (RGB) szintér
szinintenzitas-mintak alapjan beallitottam a paramétereket, amelyek segitségével a
szoftver a képet fekete-fehér képpé alakitotta (6. abra B). A megfelelé paraméterck
beallitasaval a szoftver a gombakoloniat abrazold pixeleket fehérré, mig az Gsszes
tobbit feketévé volt képes alakitani. Ezutan a kép kozponti részét kivagtuk (1550x1600
pixel), hogy a koldnidnak csak azokat a részeit mérjiik, ahol a ndvekedés kezddpontja
egy vonalban volt az egyes koncentracids pontokkal (a fogpiszkalo kdzponti, hengeres
részei; 6. abra B). A kivagas eredményeként kapott ,,latotér’ a 6. dbra C és D részén
lathato. Ezt kovetden az algoritmus minden egyes pixelsorban (1600 sor) balrdl jobbra
haladva megkereste az els¢ fehér pixelt (kolonia hatara), és ezeknek a pixeleknek a
sorszamat regisztralta. Ezutan a képet tiikrozni kellett a fliggdleges tengely mentén
(szaggatott vonal 6. abra B), és a szkript ugyanezt a mérést elvégezte a kolonia masik
oldalan. Végiil a fehér pixelek sorszdmat a szoftver eredménymatrixabol egy Excel
tablazatba (*.xIsx formatumba) masoltam (Microsoft Office Excel 2013; Microsoft
Corporation, Redmond, WA), majd elvégeztem az alabbi szamitasokat.

Eloszor a képek bal és jobb oldalardl szdrmazo pixelek sorszamait péaronként
atlagoltam a fungicid koncentracios pontok szerint (1600 pixelsor = 2x1600 adatpont
kolonianként atlagolva 1600 adatponttd). Ezekbdl az adatokbol két kiilonbozd
indikatorértéket, a félhatasos koncentracidét (ECsp) és a micélium ndvekedésének
gatlasi mértékét (%) szamoltam ki. Az ECso kiszamitasanak els6 1épéseként atlagoltam
az oldoszeres kontroll lemezek és a SHAM-kontroll lemezek novekedési mértékét egy
lemezen beliil (1600 adatpont atlaga), majd pedig az 6t parhuzamos lemez (technikai
ismétlés) kozott. Ez egyetlen pixelsorszdmot eredményezett az egyes izolatumok

oldoszeres és SHAM-kontroll lemezeihez, amely az adott izolatum atlagos kontroll-
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novekedési mértékét jelentette. Ezeket az értékeket tekintettem a 100%-os novekedési
értéknek, és ebbdl szamoltam ki az 50%-os novekedési rata (50%-os novekedésgatlas)
értékeit minden egyes gombaizolatum négy kezeléséhez. Az ECso értékek
meghatarozasahoz minden egyes kezelt lemez pixelsorszamadatait fungicid
koncentracié szerint csokkend sorrendben (a kép tetejétdl az alja felé¢ haladva)
ellendriztem, hogy megtalaljam a legmagasabb koncentraciot, ahol a novekedési rata
megegyezik a megfeleld izolatum oldoszeres vagy SHAM-kontroll 50%-0s
novekedési mértékével. Az olddszeres kontrollértékeket az azoxistrobinos vagy
trifloxistrobinos lemezek esetében, mig a SHAM-kontrollértékeket a Qol-val és
SHAM-mal egyarant modositott lemezek esetében hasznaltam fel. Az ECso-értékeket
az 0sszes izoldtumra és az dsszes kezelésre kiszamitottam.

Ezen kiviil minden telep 1600 adatpontjabol (a kép 1600 pixelsordbdl) meghataroztam
a novekedési mérték medianjat, és az aldbbi képlettel kiszamitottam a

micéliumnovekedés-gatlasanak szazalékos aranyat (Ishii et al., 2009):

(1 - median novekedési mérték a modositott lemezeken)

Gatlas (%) = median novekedési mérték az oldoszeres vagy SHAM x 100

kontroll lemezeken

5.2.2. Konidiumcsirazas-gatlasi teszt

Az in vitro konidiumcsirazasi fungicid érzékenységi vizsgalathoz két P. ampelicida
izoldtumot valasztottam ki a micélium nodvekedésgatlasi rangsor alapjan. Az
izolatumok kivélasztdsanak részletesebb szempontjai €s az izolatumok listaja az
eredmények 6.3.2 fejezetében talathatd. A kolonidkat 20 °C-on modositott Czapek-
Dox taptalaj lemezeken novesztettem, €és a sporulaciot allando fehér fluoreszcens
(Tungsram F33-640, 36W, Cool White) és ultraibolya (Philips TLD, 36W/08,
Blacklight-Blue) fénnyel val6 megvilagitassal segitettem el6. A sporakat 2 ml steril
Biirker-kamraban torténd szamolassal 1,02x10° (,,18-3-9” izolatum) és 3,02x10° (,,19-
129” izoldtum) konidium ml™*-ben hataroztam meg. A szuszpenziokbol 40-40 ul-t 5
cm atmérdji, a micéliumndvekedés-gatlasnal leirt moddon készitett fungicid
(azoxistrobin vagy TS) vagy kontroll (SHAM vagy olddszer) szuszpenziot tartalmazo
malata kivonat agar taptalaj lemezekre teritett steril celofankorongokra szélesztettem.

A micéliumnovekedés-gatlasi  kisérlettel ellentétben a fungicidek végso

crcr
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koncentracioérték-tartomany minimuma ¢és maximuma kozotti koztes értékre
allitottam be: 100 mg 1" volt mind azoxistrobin (Quadris, 2022), mind trifloxistrobin
(Flint Max, 2022) esetében. A kontroll lemezeket SHAM-mal (30,63 mg It (200 pM;
“FRAC | Monitoring Methods”), vagy oldoszerekkel (aceton és metanol) egészitettem
Ki. Minden kisérletet négy parhuzamos mintaval végeztem harom fiiggetlen
idépontban (12-12 minta izolatumonként és kezelésenként).

Minden lemezt Parafilm M foliaval lezarva sotétben, 25 °C-on inkubaltam. A csirazo
konidiumok szamlalasat 24 ora elteltével végeztem el ugy, hogy steril pengével
levagtam egy negyed korcikkelyt a celofanbdl és fénymikroszkop alatt 400-szoros
nagyitassal megszamoltam, hogy 100 darab spdrabol hany darab csirazott ki.
Csiratomlo- vagy hifandvekedést torzitd hatast nem tapasztalatam. Egy konidiumot
akkor tekintettem csirazottnak, ha a csiratoml6 a konidium hosszaval megegyez6 vagy
anndl hosszabb volt. A csirdzd konidiumok szdmabdl kiszamitottam a két izolatum

eltérd kisérlet-kombinacioira vonatkozo szazalékos csirazasgatlasi értékekeit.

5.3. Molekularis vizsgalatok

5.3.1. Nukleinsav kivonas

A DNS-izolalashoz a Phyllosticta spp. izolatumokat/torzseket malatakivonat agar
taptalaj (MilliporeSigma) lemezekre oltottam at €és egy hét 25 °C-on sotétben
novekedés elteltével a micéliumot (kb. 100 mg) sszegyijtottem. A kivonast Edwards
et al. (1991) altal leirt protokoll szerint végeztem, néhany modositassal: a micéliumot
0,1 és 0,5 mm atmérdjii keramia golyocskakat tartalmazé ZR BashingBead (Zymo
Reasearch, Irvine, USA) liziscsovekbe tettem, amelyeket 500 pl SDS extrakcios
pufferrel (Edwards et al. 1991 alapjan) toltttem meg, és FastPrep-24™ gyongy-razo
homogenizatorral (MP Biomedicals, Santa Ana, CA, USA) tartam fel. A
homogenizatumot 5 percig 65 °C-on inkubaltam annak érdekében, hogy a fehérjek (pl.
hiszton) levéljanak a DNS szalrél, majd 5 percig jégen hiitottem, hogy a fehérjék
kicsapodjanak az oldatbdl. Végiil a DNS-csapadékot kétszer mostam 80%-0s etanolos
oldattal, majd 100 pl AccuGENE ultratiszta vizben (MBW, Lonza Group AG, Basel,
CH) felszuszpendaltam.

A teljes RNS kivonasat egyhetes telepekbdl végeztem az RNeasy Plant Mini Kittel
(QIAGEN N.V., Venlo, NL) a gyart6 utasitasai szerint. A DNS- és RNS-kivonatok
mindségét €s mennyiségét a NanoDrop™ 2000/2000c spektrofotométerrel (Thermo
Fisher Scientific) hataroztam meg. A ¢cDNS-t izolatumonként/torzsenként kb. 500 ng
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teljes RNS-bdl allitottam el6 az iScript™ cDNS synthesis kittel (Bio-Rad Laboratories
Inc., Hercules, USA) a mellékelt kézikdnyv alapjan. A tisztitott CDNS
(fungicidrezisztencia-markerek) és teljes DNS (ISSR, filogenetika és exon/intron

szerkezetmeghatarozas) szolgalt templatként a polimeraz lancreakcids kisérletekhez.

5.3.2. ISSR genotipizalas

A 499 darab izolatumbol all6 P. ampelicida gyljteményt a Kkoztes egyszeri
szekvenciaismétlodés (ISSR) moddszerrel genotipizaltam. Ehhez 6sszesen 89 ISSR
primert (3. tablazat) teszteltem nyolc kivalasztott, Europa kiilonb6zo részeirdl és/vagy
hazankban kiilonboz6 koriilmények kozott gytjtott P. ampelicida izolatum DNS-

kivonatan (4. tablazat).

3. tablazat. A nyolc P. ampelicida izolatum DNS-kivonatan tesztelt ISSR-primerek

neve és szekvenciaja. A genotipizaladshoz kivalasztott primereket félkovérrel emeltem
ki.

# Primer Primer # Primer Primer # Primer Primer
neve? szekvenciaja® neve szekvenci neve szekvencidja
aja

1 AMP1 (AG)s 31 UBC808 (AG)sC 61 UBC852 (TC)sRA
2  AMP2 (AC)s 32 UBC809 (AG)sG 62 UBC853 (TC)RT
3 AMP3 (CCG)s 33 UBC810 (GA)sT 63 UBC854 (TC)sRG
4 AMP4 (ACG)s 34 UBC811 (GA)sC 64 UBC856 (AC)sYA
5 AMP5 (AGG)s 35 UBC812 (GA)A 65 UBC860 (TG)sRA
6 AMP6 (AGC)s 36 UBC813 (CT)sT 66 UBC861 (ACC)s

7  AMP7 (ATC)s 37 UBC814 (CT)sA 67 UBC863 (AGT)s
8 AMPS (AAC)s 38 UBC815 (CT)sG 68 UBC864 (ATG)s

9 AMP9 (AAG)s 39 UBC817 (CA)A 69 UBC866 (CTC)s
10 GCAl (GCA)XRR 40 UBC821 (GT)sT 70 UBC867 (GGC)s
11 GCA2 A(GCA)sM 41 UBC822 (TC)sA 71 UBC868 (GAA)s

12 GCA3  (GCA)GCY |42 UBC823 (TC)C |72 UBC869 (GTT)e
13 AAGL  (AAG)AAA |43 UBC824 (TC)G |73 UBC870 (TGC)s
14 AAG2 (AAG)AG |44 UBC825 (AC)T |74 UBC87L (TAT)
15 AAG3 GA(AAG)s |45 UBC826 (AC)C |75 UBC872 (GATA)
16 AAG4 GAG(AAG)s |46 UBC828 (TG):A |76 UBC873 (GACA)s
17 AGL  (AG)G 47 UBC829 (TG)C |77 UBC874 (CCCT),
18 AG2  (AGAH |48 UBC830 (TG)G |78 UBC875 (CTAG):
19 AG3  SR(AG), |49 UBC832 (AT)YC |79 UBC876 éGAA)ZTA)Z(GA
20 ISSR1  (GCT)s 50 UBC835 (AG)YC |80 UBC877 (TGCA).
21 ISSR2  CT(GA)s |51 UBC836 (AG)sYA |81 UBC878 (GGAT).
22 ISSR3  BHB(GA); |52 UBC837 (TA)NRT |82 UBC881 (GGGTG):
23 ISSR4  (AG)STA |53 UBCB840 (GA)YT |83 UBC882 VBV(AT)
24 ISSR5  (AG)TC |54 UBCB4L (GA)YC |84 UBC884 HBH(AG)
25 ISSR6  (GA)GG |55 UBC843 (CT)RA |85 UBC886 VDV(CT),
26 UBC80L (AT)sT 56 UBC844 (CT):RC |86 UBC887 DVD(TC),
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27 UBC802 (AT)sG 57 UBC845 (CT):RG |87 UBC888 BDB(CA),
28 UBC803 (AT)sC 58 UBC846 (CA):RT |88 UBC890 VHV(GT)
29 UBC804 (TA)A 59 UBC848 (CA)RG TAGATCTG

89 UBC892 ATATCTGA
30 UBC807 (AG)sT 60 UBC849 (GT)sYA ATTCCC

2 Az UBC a University of British Columbia (Vancouver, Kanada) 9. szamta ISSR-primer
(mikroszatellit) készletét jeldli.

® A szekvenciaképletben az alsé index a zardjelben levé nukleotidcsoport (SSR)
ismétlodéseinek szamat jeloli. Az SSR-en kiviil az Gn. horgonyzott primerek tovabbi
bazisokat is tartalmaznak, amelyekkel a primer a 3, vagy az 5’ oldalon az SSR szekvencia
melletti szakaszhoz kotédik. A négy hagyomanyos nukleotidjellésen (A, T, G, C) felili
tovabbi betiik degeneralt nukleotid poziciokat jelolnek (R=A/G, Y=C/T, S=G/C, M=A/C,
H=A/CIT, V=AIC/G, B=C/G/T, D=A/GIT).

4. tablazat. A Vitis vinifera-rol izolalt és a 89 ISSR-primer tesztelésére kivalasztott
nyolc P. ampelicida izolatum adatai.

Izolatum e a s
# azonositoja A gyiijtés helye A gylijtés éve
1 EB1G5A Eger, HU 2018
2 MG25 Mad, HU 2018
3 PaAl Budapest, HU 2015
4 Gb30 Vinhos Verdes, PT 2013
5 Sarfehér Budapest, HU 2015
6 GbC Canneto Pavese, IT 2013
7 MG6 Mad, HU 2018
8 F15-49 R1Y Egerszolalt_l(L]J3udapest), 2016

8 Az orszagok roviditései a kovetkezok: "HU" - Magyarorszag, "PT" - Portugdlia és "IT" —

Olaszorszag.

® Az R1 aztjelzi, hogy bér ez az izoldtum eredetileg 2015-ben Egerszolaton izolaltuk, de 2016-
ban mesterséges fertdzési kisérletben hasznaltam, majd egy kialakult 1éziobol ujraizolaltam.

A PCR amplifikéciokat, beleértve a DNS mentes negativ kontrollt is, a kovetkezd
komponenseket tartalmazo, 20 pl térfogati reakcidelegyben végeztem: 2 pl 10x
DreamTaq Buffer (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, US), 0,4 ul dNTP mix
(egyenként 10 mM; Thermo Fisher Scientific), 0,5 uM a megfelel$ primerbdl, 0,1 ul
DreamTaq DNS-polimeraz (Thermo Fisher Scientific), 1 ul (kb. 30 ng) templat-DNS
¢és ultratiszta viz 20 pl végtérfogatra kiegészitve. A PCR paraméterei a kdvetkezok
voltak: egy kezdeti denaturacids 1épés 95 °C-on 5 percig, majd 35 ciklus, amelyek
mindegyike 30 masodperc 94 °C-os denaturaciobol, 30 masodperc 46, 49 vagy 65 °C-
os (UBC807, UBC890 és GCAT1 primerkoteés) illesztésbdl, valamint 2 perc 72 °C-0S
lanchosszabbitasbol allt, amit egy utolsd hosszabbitasi 1épés kovetett 72 °C-on 10

percig. A megbizhatosag érdekében minden mintat legalabb kétszer szaporitottam fel
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mindharom kivalasztott primerrel. A PCR-termékeket 2%-0s w/v agardz gélen torténd
elvalasztassal, majd etidium-bromid (EtBr; MilliporeSigma) DNS-festéssel és
ultraibolya fénnyel vizualizéltam, majd lefényképeztem az Alphalmager Ep Gel
Documentary System-mel (Alpha Innotech Corporation, San Leandro, USA). Végiil a
gélképeket minden egyes primer esetében kiilon-kiilon 6sszehasonlitottam, és
regisztraltam a megkiilonboztetd termékek jelenlétét vagy hianyat. Csak a 200-2500
bazispar kozotti, jol reprodukalhatd termékeket vettem figyelembe. Ezek koziil
kivalasztottam azokat a termékeket, amelyek valtozatossagot mutattak a P. ampelicida
izolatumok kozott €s ezek jelenlétét vagy hidnyat izolatumonként binarisan kdédoltam
(nyolcjegyii kod pl. GbC esetében 111000010). Ezeket az adatokat az R statisztikai
szamitasi kornyezetben (RStudio Team: http://www.rstudio.com/) klaszterelemzésnek
vetettem ala, amelynek eredményeként egy UPGMA dendrogramot kaptam. Igy

minden izolatumot Klaszterekbe soroltam az egyiittes ISSR-mintazatuk alapjan.

5.3.3. Szélorol és vadszolorél szarmazo Phyllosticta izolatumok/torzsek
filogenetikai elemzése

Miessner et al. (2011) hasonlé témaja, P. ampelicida-val kapcsolatos munkajukban
Osszehasonlitottak a V. vinifera-rdl és a Pa. tricuspidata-rol (CBS 237.48; lasd alabb)
szarmaz6 Phyllosticta izolatumok/torzsek citokrom b gén és mRNS szekvencidit,
amelyeket a két izolatumban/torzsben azonosnak talaltak. Mivel Zhou et al. (2015) a
két fajt molekularis alapon elkiilonitette egymastol, valamint az eldkisérleteimben
kiilonbozének talaltam a két faj cytb génjének nukleinsav-szekvenciajat, ezért ugy
dontottiink, hogy egy masik lokusz vizsgalataval is megerdsitjik a cytb gén
szekvencidja  altal mutatott  kiilonbséget. Ezért kivalasztottam ezt a
Pa. tricuspidata-rol (CBS 237.48) izolalt torzset, valamint a Pa. quinquefolia-rol
izolalt, szintén kozeli rokon faj a P. parthenocissi egy torzsét (CBS 111645; 1.
tablazat). Masrészt az in vitro fungicid érzékenység felméréshez kivalasztott 48 P.
ampelicida izolatum mindegyikét bevontuk (2. tablazat). Valamint tovabbi harom
nem-hazai P. ampelicida izolatumot vontam be f6ldrajzi eredetiik miatt (1. tablazat).
Ezekbdl az izolatumokbol DNS-t vontunk ki a fent leirt médon és a gombaknal
fajszintli azonositasra hasznalt un. belsé atirddo elvalaszto (internal transcribed spacer;
ITS) régio egy kb. 550 bazispar hosszsagi szakaszat is felszaporitottuk és
meghataroztuk az ITS1F és ITS4 primerek hasznalataval (Gardes és Bruns, 1993;
White et al., 1990). Mivel a Magyarorszagrol izolalt 48 P. ampelicida izolatumbol
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meghatarozott ITS szekvenciak azonosak voltak, 6t reprezentativ szekvenciat (18-3-2,
19-36, 19-40, 19-195 és 19-236) valasztottam ki és vontam be a filogenetikali
elemzésbe. Ezeket, és a 3 nem-hazai P. ampelicida izolatum szekvenciait elhelyeztiik
a GenBank adatbézisban is.

A kapott ITS szekvenciakkal a GenBank-ban BlastN keresést végeztem, amelynek
eredményébdl a legjobb talalatokat (leghasonlobb szekvenciakat), rokon Phyllosticta
fajokbol 6sszegylijtottem. Tovabbi szekvenciak lettek hozzaadva Zhang et al. (2013)
és Zhou et al. (2015) kozleményeibél. Az igy Osszegyljtott 131 szekvenciat
kollégammal a MAFFT online E-INS-i algoritmusaval (Katoh és Standley, 2013)
illesztettiik egymashoz. Az egyéb beallitdsokat alapértelmezettként hasznaltuk. Az
illesztésben az eld- és utohézagokat (leading and trailing gaps) ismeretlen karakterként
kodoltuk. Az illesztés hossza 601 karakter volt. A Maximum likelihood (ML)
filogenetikai elemzést a GTR + G nukleotidhelyettesitési modellel, a raxmlGUI 1.5
programmal végeztiik (Silvestro és Michalak, 2012; Stamatakis, 2014). A Phyllosticta
owaniana-t, Phyllosticta pseudotsugae-t és a Phyllosticta podocarpi-t valasztottuk
outgroup taxonnak. A klddok bootstrap-tdmogatasainak kiszamitdsahoz 1000 boostrap
ismétlést futtattunk. Az elemzés eredményeként kapott, legmagasabb log-likelihoddal
rendelkezo filogenetikai fat a TreeGraph 2.13.0 programmal jelenitettiik meg (Stover
¢és Miiller, 2010).

5.3.4. A citokrém b gén és mRNS részleges felszaporitasa

A cytb gén exon/intron szerkezetének meghatarozasahoz a kivalasztott izolatumok
DNS kivonatabol a gén fragmentumait DreamTaq™ Green PCR Master Mix-szel (2x;
Thermo Fisher Scientific) amplifikaltam. A vizsgalt Phyllosticta fajok cytb gén
szekvencidjanak fajok kozotti variabilitisa miatt (pl. exon/intron szerkezetbeli
kiilonbségek) kiilonb6zo primerparokat terveztem €s hasznaltam a PCR kisérletekhez

(5. tablazat).
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5. tablazat. A citokrom b gén és az mRNS molekuléris jellemzésére tervezett primerek

adatai.
Cél
Primer neve Célfaj DNS Primer szekvencia (5’ > 3°)
tipusa

PspplIntF P. partricuspidatae mtDNA  GAACACTTGTTTGAACTATAGG

P. parthenocissi
PsppIntR2 P. partricuspidatae mtDNA AAAATGTAGAGCGAAGAATC

P. parthenocissi
GuiCythDegF6 P. gaultheriae mtDNA  GTCGTGTATGGTCAAATGAG

P. capitalensis

P. citricarpa
IntPozR P. gaultheriae mtDNA  TTTGAATATGAARTAAGGAGC

P. capitalensis
GuiCytbDegR5 P. citricarpa mtDNA CCWATTCAAGGWATAGCACTC
GbCytBPwWF1 P. ampelicida mMtDNA  TCCTACTATATATTAGAGTATATGC
GbCytBPWF1R P. ampelicida mtDNA GCATATACTCTAATATATAGTAGGA
GbCytBPwWF2 P. ampelicida mtDNA TAACAAGGAGTTATTGGATTTAG
GbCytBPWF2R P. ampelicida mtDNA CTAAATCCAATAACTCCTTGTTA
GbCytBPWF3 P. ampelicida mtDNA ATAGTCCCATGAGTAATAATC
GbCytBPWF3R P. ampelicida mtDNA  GATTATTACTCATGGGACTAT
GbCytBPwF4 P. ampelicida mtDNA  AAAGTCAATTAATCAAACAAG
GbCytBPWF4R P. ampelicida MIDNA  CTTGTTTGATTAATTGACTTT
GbCytBPWF5 P. ampelicida mtDNA CCCTTTATACAACATCTTGAG
GbCytBPWF5R P. ampelicida mMtDNA CTCAAGATGTTGTATAAAGGG
GbCytBPWF6 P. ampelicida MtDNA TGATCAATTTAAGGAATAAGG
GbCytBPWF6R P. ampelicida mMtDNA CCTTATTCCTTAAATTGATCA
GbCytBPWR5F P. ampelicida MtDNA CTGAATTGCCTAAAGCTAAA
GbCytBPWR5 P. ampelicida mtDNA TTTAGCTTTAGGCAATTCAG
GbCytBPWRA4F P. ampelicida mtDNA GGGATGAACAGTTAATGAGAA
GbCythPwR4 P. ampelicida mtDNA TTCTCATTAACTGTTCATCCC
GbCytBPWR3F P. ampelicida mtDNA GAACATGGAGGTCCCTGCTAT
GbCythPWR3 P. ampelicida mtDNA  ATAGCAGGGACCTCCATGTTC
GbCytBPWR2F P. ampelicida mtDNA GGAAGCAATGAATGATAAAAG
GbCytbhPwR2 P. ampelicida mtDNA CTTTTATCATTCATTGCTTCC
GbCytBPWR1F P. ampelicida mtDNA CTACCTATATTATTAAAGCTGTT
GbCytbPwWR1 P. ampelicida mMtDNA  AACAGCTTTAATAATATAGGTAG
PamplntF P. partricuspidatae  mtDNA TATGTACTGCCCTACGG

P. parthenocissi
PsppIntR P. partricuspidatae mtDNA  GCACTCATTAAGTTTGTAATAACAG

P. parthenocissi
Gb111PWF1 P. parthenocissi mtDNA GGTATCAAGACAACTGGTTCTGC
Gb111PWR1 P. parthenocissi mtDNA  ATCCATAACTCATATAGCTAAAG
Gb111PWF2 P. parthenocissi mtDNA CTTTAGCTATATGAGTTATGGAT
Gb111PWR2 P. parthenocissi mtDNA GCAGAACCAGTTGTCTTGATACC
Gb237PWF1 P. partricuspidatae  mtDNA TTTATTAATAGTTGGTAGAGAAC
Gb237PWR1 P. partricuspidatae  mtDNA AATTGATTGAGGAACTAACTTTG
Gb237PWF2 P. partricuspidatae mtDNA CAAAGTTAGTTCCTCAATCAATT
Gb237PWR2 P. partricuspidatae mtDNA GTTCTCTACCAACTATTAATAAA
Gm119PWF1 P. capitalensis mMtDNA  TTGTAGTAGCCGAGGGATCATTC
Gm119PWR1 P. capitalensis mtDNA  AACCTTTTGTATATCTGCCTTAG
GCcPWF1 P. citricarpa MtDNA  AGAATGTTAAAACTAATCTTGTTC
GCcPWRA4 P. citricarpa MtDNA  GAACAAGATTAGTTTTAACATTCT
GCcPWF2 P. citricarpa MtDNA  TTCTATTTCTAGCTTAGTTTCTG
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GCcPWR3 P. citricarpa mtDNA CAGAAACTAAGCTAGAAATAGAA
GcPWR2 P. citricarpa mtDNA  ATAGCCATATAGTGAATTATCG
GCcPWF3 P. citricarpa mtDNA  CGATAATTCACTATATGGCTAT
GcPWR1 P. citricarpa mtDNA TACACCACTATCCATAACTCAGAT
GcPWF4 P. citricarpa mtDNA  ATCTGAGTTATGGATAGTGGTGTA
GuiCobCdsF P. ampelicida cDNA ACCTCAACCTTCAAATATTAG
(GCCF)

GuiCobCdsR P. ampelicida cDNA AAAGGTCTGAATTGTATACC
(GCCR)

Ezeket a primerparokat, részben a korabbi szekvencia és exon/intron szerkezet
eredmények alapjan (Miessner et al., 2011; Stammler et al., 2013), ugy terveztem meg,
hogy az exonszekvencidban a 143. kodon kozvetlen kozelében kotédjenck. Igy,
amennyiben a 143. kodont kovetden megtaldlhaté az intron, akkor hosszabb, mig
intron hidnyaban rovid terméket eredményez a PCR. A P. parthenocissi és a P.
partricuspidatae torzsek esetében nem sikeriilt kozvetleniil felszaporitanom a cytb gén
143. kodonjat koriilvevo rovidebb génszakaszt, ezért ebben a két esetben nested PCR
modszert alkalmaztam. Annak érdekében, hogy az eredményeim minél inkabb
Osszehasonlithatoak legyenek a korabban publikaltakkal (Miessner et al., 2011:
GenBank azonosito: JF785545), a P. ampelicida izolatumokbol a cytb gén egy
hosszabb szakaszat (koriilbeliil 8 kilobazis par) szaporitottam fel. Ehhez specifikus
primereket, majd az Gn. ,,primer walking sequencing” technikat hasznaltam, amely
1€pésrdl Iépésre lehetdveé teszi, hogy egy hosszabb nukleinsav két végérdl elindulva,
szekvenalas, primertervezes, szekvenalas Iépéseket ismételve megismerjiik a teljes
szakasz nukleotidsorrendjét. A reakcioelegyek Osszetevodi a kovetkezok voltak: 12,5
ul 2x DreamTaq™ mix, 0,4 uM minden egyes primerb6l, 0,6 pl dimetil-szulfoxid
(DMSO, Thermo Fisher Scientific), 1 vagy 2 ul templat DNS (50-100 ng) és ultratiszta
viz 25 ul végtérfogatra kiegészitve. A nested PCR-ek templatjaként az eredeti PCR-
termékek 100-szoros higitasait hasznaltam. A reakciokoriilmények a kovetkezok
voltak: a kezdeti denaturacios 1épés 95 °C-on 5 percig, majd 35 ciklus, amelyek
mindegyike 30 masodperces 95 °C-on torténd denaturalasbol, 30 masodperces
kiilonb6z6 homérsékleten torténd primer kotésbol, kiilonbozd ideig 68, vagy 72 °C-on
torténd lanchosszabbitasbol és egy utolsd 10 perces 72 °C-0S lanchosszabbitasi
1épésbol allt. Az alkalmazott primerkombinaciokat, kotési homérsékleteket (Ta),
lanchosszabbitasi idoket (te), lanchosszabbitasi homérsékleteket (Te) ¢és a

termékhosszokat 1lasd a 6. tablazatban.
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6. tablazat. A cytb gén (MtDNS) molekularis jellemzéséhez tervezett és ebben a
vizsgalatban hasznalt primerek és PCR-ek adatai.

Torzs Termék-
. lfaj i A Talte/ Te®
megnevezése ® Célfaj Primerparok altel Te hossz (bp)
Kiilonféle P. ampelicida PsppIntF — PsppIntR2 58°C/8p/68°C 8605
CBS 237.48 P. partricuspidatae  PspplntF — PsppIntR2 58°C/10p/68°C ~9 kb
PamplntF — PsppIntR¢  52°C/3p/68°C 2096
CBS 111645 P. parthenocissi PsppIntF — PsppIntR2 58 °C/10p /68 °C ~10 kb
PamplIntF — PsppIntR¢  52°C/3p/68°C 2207
) ) GuiCythDegF6 — 58°C/2pl72°C 1530
CBS 119720 P. capitalensis
IntPozR
o GuiCythDegF6 —
CBS 828.97 P. citricarpa . 58°C/25p/72°C 3257
GuiCytbDegR5
CBS 447.70 P. gaultheriae GuiCytbDegF6 — 58°C/3p/72°C 288
IntPozR

2 CBS: CBSeKNAW Fungal Biodiversity Centre, Utrecht, Hollandia.

b T, a primer kotési hémérsékletet, mig Te és te a lanchosszabbitasi hémérsékletet és idot
(percben megadva) jeloli.

¢ A nested PCR-ben hasznalt primerparok.

A CYTB mRNS szekvenciajaban a fungicidrezisztencia-markerek ellendrzéséhez
eldszor a kivalasztott izoldtumok RNS kivonatabodl készitettem cDNS termékeket.
Ezekbdl a cDNS mintakbol a CYTB mRNS fragmentumok felszaporitasahoz a Phusion
Green Hot Start 11 High-Fidelity PCR Master Mix-et (2x; Thermo Fisher Scientific)
hasznaltam. A kiilonboz6 Phyllosticta fajok CYTB mRNS-ének egyidejii
amplifikalasara terveztem egy olyan primerpart, amely minden vizsgalt faj cDNS-éhez
képes kotédni: GuiCobCdsF (GCCF) és GuiCobCdsR (GCCR) (5. tablazat). A
tervezéshez eldszor a GenBank adatbazisban elérheté mas tomlésgombafajok CYTB
MRNS szekvenciait illesztettem egymassal a Mega X szoftverrel, majd ez alapjan
valasztottam ki a két legmegfelelébb szakaszt a primerek kotédésére (Kumar et al.,
2018). Minden reakcio 20 ul térfogatban ment végbe, amely 10 pl 2x Phusion Master
Mixet, minden egyes primerbdl 0,4 uM-t, 2 ul templat cDNS-t és molekularis biologiai
vizet tartalmazott. A PCR-t egy kezdeti denaturacios 1épéssel inditottam 5 percig 98
°C-on, majd 35 ciklust végeztem, amelyek mindegyike 10 masodperces 98 °C-on
torténd denaturalasbol, 10 mdasodperces 55 °C-on torténd primerkotésbol és 20
masodperces 72 °C-0n torténd lanchosszabbitasbol, és egy utolsé 10 perces 72 °C-0S

lanchosszabbitasi 1€pésbdl allt.
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5.3.5. Molekularis klonozas és szekvenciameghatarozas

Az Osszes PCR terméket (az ISSR-termékek kivételével) 1,5% w/v agar6z gélen
(Lonza) valasztottam el gélelektroforézissel. A termékeket kivagtam a gélbdl és a
QIAquick Gel Extraction Kittel (Qiagen) izolaltam a gyarté utasitasainak megfelelGen.
Ezt kdvetéen az mtDNS- és ¢cDNS-fragmentumokat (,,inzerteket”) némileg eltéréen
klonoztam. Az mtDNS ,ragaddos végli” PCR termékeit (kivéve a P. ampelicida
izolatumokbol szarmazd nyolc kb+ termékeket, lasd késébb) a TOPO™ TA
Cloning™ Kit for Sequencing csomaggal (Thermo Fisher Scientific) épitettem be a
pCR™4-TOPO™ vektorba. A cDNS-amplikonokat a CloneJET™ PCR Cloning™
Kittel (Thermo Fisher Scientific) ligaltam a pJET1.2/blunt vektorba a gyarté utasitasai
szerint. Ezutan valamennyi plazmidot One Shot™ Topl0O kémiailag kompetens
Escherichia coli sejtekbe (Thermo Fisher Scientific) transzformaltam 30 masodperc
42 °C-os hosokkkal, majd a baktériumokat Miller's Luria Broth (LB; VWR)
tapoldatban tenyésztettem egy oran keresztiil. A transzformansokat elsddlegesen
mindkét klénozasi modszer esetében Karbenicillin antibiotikummal (100 mg I?,
Duchefa Biochemie B.V., Haarlem, NL) kezelt LB lemezekre szélesztéssel
szelektaltam. A két klonozo kit mdasodlagos szelekciés modszere abban szintén
megegyezik, hogy a tobbszords klonozasi helyen (multiple cloning site, MCS) egy
funkciondlis gént kodol, amely az inzert beépiilése esetén elveszti a funkcigjat. Mig a
Clonejet kit pJET1.2/blunt vektorjaban ez a szakasz letalis gént kodol, ami Snmagéaban
elegendd a sikeres transzformansok kivalogatddasahoz, hiszen csak ezek maradnak
¢letben, addig a pCR™4-TOPO™ vektorban az un. kék-fehér szelekciohoz a
szindtmenetet eredményez6 kémai reakcidhoz sziikséges enzim egyik alegysége (a -
galaktozidaz enzim o alegysége) kodolt a tobbszords klonozasi helyben. Ez az enzim
alapesetben (intakt tobbszords klonozasi hely esetében) a kromogén szubsztrat, az X-
Gal lebontasaban jatszik szerepet, amely reakcio lejatszodasa kék szinti terméket
eredményez. Ezt a reakcidt teszi lehetetlenné az inzert beépiilése és igy az inzertet
tartalamz6 klonok telepei fehérek maradnak. A B-galaktozidaz enzim kifejezédése és
igy a rekcio intenzitasa fokozhato izopropil-béta-D-1-tiogalaktopiranozid (IPTG)
jelenlétével. Ezért a TOPO klonozasi modszer esetén a kék és fehér szelekciohoz az
LB-lemezek feliiletére plusz 40 pl 5-Brom-4-klor-3-indolil-63-D-galaktozid (X-Gal; 40
mg ml?, Duchefa) és 40 ul IPTG-t (100 mM, Thermo Fisher Scientific) szélesztettem
még a baktériumszuszpenzid szélesztése eldtt. Mintanként legfeljebb 12 (fehér)

koloniat ellenériztem "kolonia" PCR-rel, hogy megtalalhato-e benntik a kivant inzert.
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A reakcidelegy a kovetkez6 komponensekbdl allt: 12,5 ul DreamTaq™ Green PCR
Master Mix (2X; Thermo Fisher Scientific), 0,4 uM minden egyes primerbdl (a gyarto
altal biztositott M13F és R, vagy pJetl.2F és R primerparok) és ultratiszta viz 25 pl
végtérfogatra kiegészitve. A reakciokoriilmények a kovetkezok voltak: 95 °C-on 5
perc, majd 30 ciklus: 30 masodperc 95 °C-on, 30 masodperc 55 °C-on, vagy 60 °C-on
(M13 illetve pJetl.2 primerparokkal), kiilonbozé lanchosszabbitasi idé 72 °C-on (6.
tablazat) és végiil egy utols6 hosszabbitasi 1€pés 72 °C-on 10 percig. A kivalasztott
izolatumonként/torzsenként hat-hat (CDNS), vagy egy-egy (MtDNS) ellen6rzott klont
LB szelektiv taptalajon (150 ul) tenyésztettem 96 lyukt multititer lemezekben (MTP),
majd elkiildtem az LGC Genomics GmbH-nak (Berlin, Németorszag)
plazmidtisztitasra és Sanger-szekvenalasra. Minden klon nukleotidsorrendjét mindkét
iranybol meghataroztattam az M13, vagy a pletl.2 primerparokkal. A 300 bp-nal
hosszabb mtDNS inzertek nukleotidsorrendjét mindkét iranybol ,,primer walking”
technikaval hataroztam meg (a primereket lasd az 5. tdblazatban).

A P. ampelicida izolatumokbdl felszaporitott cytb gén (mtDNS) fragmentumbol
izolatumonként tobb parhuzamos PCR mintat készitettem, amelyeket izolatumonként
egy-egy csObe dsszemértem, Osszekevertem, majd ismét 15 pl-es porciokra osztottam.
Végiil elkiildtem az LGC Genomics GmbH-nak szekvenalasra a megfelelé primer
walking primerekkel (5. tablazat).

Az Osszes kapott szekvenciaprofilt a CodonCode Aligner szoftverrel (8.0.2 verzio,
CodonCode Corp., Centerville, USA) vagtam le, illesztettem egymashoz és alaposan
ellendriztem minden egyes nukleotidpolimorfizmust. Az l-es tipusi 6nkivagddo
intronokat a cytb génszekvenciakban a rajuk jellemz6 konzervalt masodlagos RNS-
struktirak azonositasaval az RNAweasel bioinformatikai ,,pipeline” segitségével
fedtem fel (Lang et al., 2007). A jelen dolgozatban k6zzétett 6sszes cDNS-szekvenciat
legalabb harom klonbol hataroztam meg. Minden nukleinsav-szekvenciat egymashoz
¢s a GenBank adatbazisban elérhetd, korabban publikalt (Hincapie et al., 2013;
Miessner et al., 2011; Stammler et al., 2013) Phyllosticta spp. szekvenciakhoz
illesztettem a Mega X szoftver segitségével. A kiilonbozé Phyllosticta fajokbol
amplifikalt cytb génfragmentumok exon/intron szerkezetét az adott fajbol szarmazo
cytb gén- (MtDNS) és CYTB mRNS (cDNS) szekvenciak MAFFT-tal, alapértelmezett

beallitasokkal torténd illesztésével hataroztam meg (Katoh et al., 2019).
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5.4. Statisztikai elemzések

Minden elemzést az R statisztikai szamitasi kornyezetben futtattunk (RStudio Team:
http://www.rstudio.com/). A micéliumnovekedés szazalékos gatlasanak elemzéséhez
linearis vegyes kevert modellt hasznaltunk, amelyben a fungicid kezelést (azoxistrobin
és TS) és a SHAM kezelést (jelenlét vagy hiany) fliggetlen valtozoként, az
izoldtumazonossagot (48 izolatum) pedig random faktorként szerepeltettiik.
Kezdetben a modell a fungicid és a SHAM kozotti kétiranyu kolcsonhatést is
tartalmazta, azonban ezeket végiil szignifikans hatas hianyaban kihagytuk a modellbdl.
A konidiumcsirazas szazalékos gatlasanak elemzéséhez linearis modellt hasznaltunk,
amelyben az izolatumazonossagot (19-129 vagy 18-3-9), a fungicid- és SHAM
kezelést (mindkett6t az el6z6 modellhez hasonloan) fiiggetlen faktorokként vettiink
figyelembe a modellben, mindezek két- és haromiranyt kdlcsonhatasaval egyetemben.
Mindkét modellben a nem szignifikéns kdlcsonhatasokat fokozatosan elhagytuk, amig
a végs6 modellekben csak szignifikans (P<0,05) kifejezések maradtak. Az adatokat az
RStudio vagy a Microsoft Office Excel 2013 szoftverrel abrazoltuk. Az adatok atlaga

és szorasa keril kozlésre.
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6. EREDMENYEK

6.1. ISSR genotipizalas

A 2010-2019-ig terjedé iddszakban 6sszesen 499 P. ampelicida izolatumbol allo
torzsgyljteményt hoztunk 1étre (Fliggelék M.2.1. tablazat). Ezeknek az izolatumoknak
a genotipizalasara a 89 tesztelt ISSR primer koziil az eldallitott termékek
valtozatossaga,  reprodukalhatésaga, = mérete €és  agardzgélben  torténd
megkiilonboztethetdsége alapjan harom ISSR-primer (UBC807, UBC890, GCA1)
keriilt kivalasztasra a tovabbi izoladtumok elemzéséhez. A kivalasztott harom
,,horgonyzott” primer (3. tablazat) felhasznalasaval 1étrehozott ISSR-profilok alapjan
a 499 P. ampelicida izolatumot Gsszesen nyolc kiilonb6z6 Klaszterbe/genotipusba
tudtam besorolni az UPGMA dendrogramon (M.2.3. abra). A torzsek tobbsége
(98,6%) az 1. és a 2. szamu klaszterbe tartozott (64,8% ¢és 29,7%). A magyarorszagi
borvidékekrdl szarmazo izolatumok tekintetében hasonld volt ez az arany, mert a
torzsek 61,7%-a tartozott az 1. klaszterbe, mig 30,5% az 2.-ba (7. tablazat és M.2.3.
abra). A 4-7. klasztereket csak egy vagy két izolatum képviselte az Egri borvidékrol,
mig a Tokaj-hegyaljai borvidéken csak a két dominans klaszterbe (1. és 2.) tartozo
izolatumokat taldltam. A horvatorszagi Moscenicka Draga-bol szarmazo nyolc
izolatumbol hét tartozott az 1. klaszterbe, mig a nyolcadik a 3. klaszter egyediili
képviseldjének bizonyult. A portugaliai Vinhos Verdesbdl szarmazéd 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 szarmazo

egyetlen izolatum a 2. klaszterbe tartozott.
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7. tablazat. A 499 P. ampelicida izolatum megoszlasa a helyszinek és a nyolc

azonositott ISSR klaszter/genotipus kozott.

Izolatumok ISSR (UPGMA) klaszterek P
Szarmazasi hely 2 ,

szama@db) 1 2 3 4 5 6 7 8
Egri borvidék 455 301 149 1 2 1 1
Tokaj-Hegyaljai borvidék 33 25 8
Moscenicka Draga, HR 8 7 1
Vinhos Verdes, PT 2 1 1
Canneto Pavese, IT 1 1

8 Az orszagok roviditései a kovetkezok: "HR" Horvatorszag, "PT" Portugalia és "IT"

Olaszorszag.

® Az ISSR klasztereket/genotipusokat a hdrom kivalasztott primerrel (lasd a 3. tablazatot)
felszaporitott és agardzgél-elektroforézissel lathatova tett "molekularis ujjlenyomat”
mintazatok kombinacidja alapjan hataroztam meg.

6.2. Sz6lorél és vadszo6lorél szarmazé Phyllosticta izolatumok/torzsek

filogenetikai elemzése

2010 és 2019 kozott 6sszesen 495 P. ampelicida izolatumot hoztunk 1étre V. vinifera
mintakbol. A 48 kivalasztott magyarorszagi P. ampelicida izolatumbol meghatarozott
ITS-szekvencidk azonosak voltak. A magyar izolatumok &t reprezentativ szekvenciaja
mellett tovabbi harom P. ampelicida izolatum (ketté Portugaliabol és egy
Olaszorszagbol) szekvencidit is bevontuk, mivel ezek a magyar izolatumoktol eltérd
genotipust képviseltek, tgy is, hogy ugyanarrdl a gazdanovényrél (V. vinifera)
szarmaztak (1. és 2. tablazat). A Pa. tricuspidata CBS 237.48 izolatum ITS-
szekvenciaja (1. tablazat) 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
alatamasztott kladot alkotott a Pa. tricuspidata-rol izolalt P. partricuspidatae
szekvenciaival (8. abra). Ezért a jelen munkaban ezt a torzset P. partricuspidatae fajba
tartozonak tekintjiik. Ugyanez a szekvencia csak <97,59%-0s hasonldsagot mutatott a
V. vinifera-rol 1étrehozott P. ampelicida izolatumok ITS-szekvenciajaval. Az ML
filogenetikai elemzés eredménye azt mutatta, hogy a P. ampelicida nyolc Gjonnan
meghatarozott szekvenciaja és a GenBankban P. ampelicida (vagy G. bidwellii) néven
tarolt szekvenciak jol alatdmasztott (BS = 97%) kladot alkotnak. A teljes mértékben
tamogatott (BS = 100%) kladot a Vitaceae csalad novényi korokozoinak szekvenciai
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(P. partricuspidatae ¢és P. vitis-rotundifoliae) alkottak. A P. parthenocissi térzsbél
(CBS 111645) nyert szekvencia megegyezett a tipustorzsbdl szarmazé szekvencidval
(GenBank acc. No.: NR 147322.1). Ezért a filogenetikai elemzésbe csak az utdbbit

vontuk be.

Pensyl 2 P ampelicida ex. V. fubrusca (KF851314)

FRA 6.2 P, ampelicida ex. vinifera (KF831305)

Lomb8 £ ampelicida ex. V. vinifera (KF851296)

19-36 P. ampelicida ex. V. vinifera ((0Q800885)

19-40 P ampelicida ex. V. vinifera (OQ800886)

TIUNG 17.3 I ampelicida cx. V. vinifera (KF851303)

19-195 P2 ampelicida ex. V. vinifera (VQR00887)

LUX3EC P ampelicida cx inifera (KI'851308)

LUX3ES P ampelicida ex. V. vinifera (KF851307)

Densyl 13 P ampelicide ex. V. fabrusca (KF851317)

19-236 P ampelicida ex. V. vinifera (0Q800888)

18-3-2 P, wmpelicider ex. V. vinifera (QQ800884)

Lomb5 P ampelicida cx. V. vinifera (KF851294)

TRA10.1 Phyflosticia ampelicida cx. Vitis vinifera (KF851306)
Sb9.5 P ampelicida ex. V. vinifera (HMOOS727)

PORI2 P ampelicidu cx. V. vinifera (KI'§51299)

PAL P ampelicida ex. V. vinifera (M7914563)

Gbl P. ampelicide cx. V. vinifera (OQ80U889)

HUNGI0.2 P ennpelicida ex. V. vinifera (KF851301)

Gb30 P ampelicida ex. ¥, vinifera (OQ800890)

POR2 I ampelicida ex. V.
98 || GhC P ampelicida ex. V. vi;
G1.34 P ampelicida cx. ¥
$h22.6 P ampelicida cx. V. vinifera (HMO0S728)

S801 P ampelicida cx. nifera (KF851289)

VirginiaG8A1 £ ampelicida ex. V. vinifera (KF851311)

VirginiaG8A2 P ampelicica ex. V. vinifera (KF851312)

ATCCZ00578 P ampelicida ex. V. riparia (NR_147340)

CBS 111645 P, parthenocissi ex. Pa. quinquefolie (NR_147322)

NBRC9I903 Phvllosticta pmmcmpxdame ox. Parthenocissus wricuspidara (AB095511)
NBRC32906 7 ic oX. Pa. iri i (AB093303)

GZAASG.1227 P, parricuspidatae ex. Pa. wicuspidata (KR025418)

KACC47733 P 57 ex. Pa. 57 (KP197058)

CBS 237.48 P, partricuspidatae ex. Pa. tricuspidata (OQ800893) P. partricuspidatae clade
MUCCO019 2. partricuspidatae ox. Pa. tricuspidata (AB454268)
MUCCOD3T # partricuspidatae ex. Pu. tricuspidata (AB454276)
NBRCY9466 P partri i ex. Pa. tricuspis (NR_147355)

Phyllostica ampelicida clade

NBRCYTST £ pariricuspidatac ex. Pa. iricuspidata (K1847425) J
CGMCC 3.17321 P v tiae ex. V. difotia (KIB47429) — —
1061 COMCC 317322 Pintion P o (NRI4T35T) | 1 vitiserotumdifoliac clade

100 | 1.C1642 Phvllosticta styracicola ex. 5/\ rax grandiflorus (1X025040)

LC1655 Phyflosticta sp. ex. Styrax grandiflorus (JX025041)

CPC21020 Phyllosticia aloeicola ex. Aloe ferox (KF154280)

BId34 Phyvllosticta musarum (JQ743584)

CPCI18347 Phvllosiicta maculaia (1Q743570)

Bf26 Phyllosticta cavendishit cx. Musa sp. ev. Formosana (1Q743562)
MUCC UOH P/}J fHosticta ardisiicola c\ Ardisia crenara (AB454274)

ia mangiferae ex. Mangi) indica (JF261459)

U;\WLL ’H?J 18 Phyllosticia carochiae ex. Carvota ochlandra (KJ847423)
100 ' CGMCC 317317 Phyllosticta carochiae ex. Caryota ochlandra (KJ847422)
100 | CGMCC 3.17319 Phyllosticta schimicola ex. Schima superba (KI847426)
CGMCC 3.17320 Phyllosticta schimicola ex. Schima superba (KI847427)

C GM(.C 3.14354 Phy, Jiamrla srlmnm ex. Schime superba (ING92534)

Bl Pi i icx. k ia adpressa (AY042927)
CPC20261 Phyliosticra Lordv[mopmla ex. Cordyline fruticosa (KF170287)

MUCCON4 Guignardia alliacea ex. Allium fiswdosum (AB454263)

CBS 356.52 Guignardia mangiferae ex. Hex sp. (F1538342)

CBS 120428 Gmgmna’xa sansevieriae (IN692544 )

CBS 123373 Guiy ex. Musa paradisicca (F1538341)
MUCCO113 Phyffosticte fa.(/opzae ex. Fallopia faponica (AB454307)
CPC20264 Phyilosticta mangifera-indica ex. Mangifera indica (KF170305)
CBS 123405 Guignardia musicola ex. Musa acuminata (F1538334)
CPC16592 Phyllosticta (‘a[).‘[ﬂ]eﬂﬂk cx. Citrus limon (KF206187)
CPCISSAS Phyllosticta capi ox. § graveolens (NR 144914)
100 | LGMF330 Phyliosticta ? ox. Mangifera indica JF343572)
LGMF334 P brazilianiae cx. Mangifera indica (JTF343566)

CGMOC 3.14358 Phyllosticta iicis-aquifolii ex. Hex aguifolinm (IN692538)

100 | CBS 616.72 Phyiiosticta philoprina ox. Hex aqui (KF154279)

MUCCI49 Phyllosticta hamamelidis ex. Hamamelis japonica (KF170289)
CBS 447.68 Phvilosiicta foliorum ex. Toxus baccata (KF170309)

LC1652 Phyllosticta hubei ex. Fiburmm odoratissimum (1X025037)

CBS 728.79 Phyllosticta podocarpicola ox. Podocarpus macrophylivs var. Maki (KI206173)
CBS 585.84 Pivilosricta minima ex. Acer ribrum (KF206176)

COOT Phyllosticia sphaeropsoidea ex. Aesculus turbinaia (AB454261)
MUCC0024 Phyllosticia ligusiricola ox. Ligustrum obiusifolium (ABAS4269)

CBS 112067 Phyllosticia abieticola ex. Abies concolor (KF170306)

CBS 777.97 Phyllosticta telopeae ex. Telopea speciosissima (KF206205)

CBS 117136 Hufllmllchu uuae cx. Yueca ek/}ha/mpes (ING92541 i

MUCC0124 P icola ox. inalis (AB434317)
CBS 1|16‘595/:hwm[ma cornicola cx. Cornus /Ir:m!n (KI170307)

CBS 112527 Phyilosticia paxistimae ex. Paxistima myrsinites (KE206172)

CBS 447.70 Guignardia ganltheriae ex. Ganltheria humifusa (NR_144916)
MUCCO125 Phvitosticta neop ex. Pyrofa asarifolia subsp. Incarnata (AB43431%)
MUCC0553 i i ex. Leucothoe i (AB454370)
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126 Phylfosticia vaceinii ex. Vaccininn macrocarpon (F1603390)
122 Phyllosiicta vaccinit ex. Vaceinium macrocarpon (F)603586)
100 || DAOM 233271 Phyflosticta vaceinii (EF672227)
77\ 1ev 1914 Phyllosticia vaceinii (FF672236)
96 | 106 Phyllosticta vaccinit ex. Vaccinium macrocarpon (FI603577)
ATCC 46255 Phydlosticta vaccinii ex. Vacciniwm macrocarpon (KC193585)
CBS 131309 Phyitosticta hvmenocallidicola ex. Hymenocallis lintorafis (1Q044423)
CBS 123371 Phyllosticta citriasiana cx. Citrus maxima (F1538356)
CBS 120486 Phyllosticta citriasiana cx. Cétrus mxime (F1538360)
CPC20276 Phvllosticta citrimaxima ex. Citrus maxima (KF170304)
CBS 127455 P cifricarpa ex. Ciirus sinensis (MH864591)
CBS 120489 £ cirricarpa ex. C. fimon (F1538315)
CPC16603 P citricarpa ex. Citrus sp. (KE170295)
CBS 127454 Phyllosticta ciricarpu ex. Citrus limon (NR_147332)
CBS 122482 Phyllosticta citricarpa ex. Citrus sinensis (F1538317)
CBS 828.97 P cirricarpa ex. Citrus aurantivm (F1338318)
73 P citricarpa ex. C. aurantium (FI538312)
35 Phyllusticta hostae ex. Hosta plartaginea (IN692335)
356 Phyllosticta hosrae ex. Hosta plartaginea (IN6925306)
BRIP 58044 Phyvifosticla speewahensis ex. Vanca sp, (KFO17269)
MUCC0432 Phvilosticta v i iddis ex. Rhaphiolepis indica var U (AB454349)
MUCCO010 Phyllosticta aspidistricole ex. Aspidisiva elatior (AB454260)
r ZJUCC200956 Phyilosticta citrichinaensis ex. Citras maximea (IN791620)
LGMFO8 Phvllosticta citribraziliensis ex. Citrus sp. (TF261433)
CBS 100098 Phvllosiicta citribraziliensis ox. Citrus sp. (F1338352)
CPC19744 Phyllosticta ericarm ex. Frica gracifis (KF206170)
CBS 937.70 Phyilosticta spinarum ex. Hedera helix (F1538350)
MUCCO017 Phyllosticic kerviae ex. Kerria japosica (AB454266)
93| L (BS 292,90 Phyllosticta spinarum ox. Ch wparis pisifera (TF343585)
1? CBS 434.92 Phyttosticta hypoglossi ex. Ruscus aculeats (FIS38367)

100

100

CBS 101.72 Plytosticta hypoglossi cx. Ruscus aculeatus (F1538365)
CPC14875 Phyllosticta cussonia ex. Cussonia sp. (JF343579)
CPC14873 Phyllosticta cussonia cx. Cussonia sp. (JF343578)
DAOM 233272 Phyllosticta elongata (EF672225)
CPCI8590 Phyllosticia vaccinii ex. Vaccinium macrocarpon (KF170312)
DAOM 233270 Phytlosticta efongata (EF672228)
NBRC 32911 Phyllosticta elongaia ex. Oxyeoccus macrocarpos (AB095508)
119 Phyllosticta elongata cx. Vaccinius pon (11603592)
CBS 126,22 Phyllosticta elongate ex. Vaceinium macrocarpon (F1538353)
VIC30356 Phyllosticta hifrenariae cx. Bifienaria hasrisoniae (J11343563)
CBS 111649 Phyllosticta pseud ox P onziesii (KF154277)
4100‘_,:('35 77697 F i iuna ex. Brabej iflinm (NR_147324)
75— CBS 111647 ic ex. Podvcarpus falcatus (KF154276)

podoc

8. abra. A P. ampelicida és a rokon fajok ITS szekvencidinak Maximum likelihood (ML)
elemzésébol szarmazo Highest likelihood filogenetikai fa (az izolatum/térzs azonositoszam,
a gazdandvény faj (ha ismert) és a GenBank hozzaférési szam feltiintetésével).
Kiilcsoportként a Phyllosticta owaniana, Phyllosticta pseudotsugae és a Phyllosticta
podocarpi ITS-szekvencigjat hasznaltuk. Az ebben a munkaban 1étrehozott szekvenciakat
szinessel és félkovérrel emeltem Ki. A piros szin a V. vinifera-rol, mig a kék a Pa.
tricuspidata-rol szarmaz6 izolatumok/torzsek szekvenciait jeloli. A jelen tanulmanyban a
Parthenoscissus parthenocissi CBS 111645 torzséb6l meghatarozott szekvencia megegyezett
a GenBankban elérhet6 szekvenciaval, ezért utobbit vontuk be az elemzésbe. A tipustorzsek
(TYPE) szekvenciai feketével és félkovérrel lettek kiemelve. Az agakon az ML-analizis
soran 1000 ismétlésbol szamitott Bootstrap-tamogatasi értékek szerepelnek (a 70% alatti
értékek nem szerepelnek). A korabbi vizsgalatokbol szarmazé szekvenciak GenBank
hozzaférési szamai zarojelben vannak feltiintetve, mig az ijonnan meghatarozott
szekvenciak GenBank azonositészamat az 1. és 8. tablazatok tartalmazzak. A bal als6
sarokban lathaté mérce 0,05 varhato valtozast jelez aganként és helyenként. A
torzsgylijtemények jelolései: ATCC: American Type Culture Collection, Virginia, USA;
BRIP: Queensland Plant Pathology Herbarium and Insect Collection, Queensland, Australia;
CBS: CBSeKNAW Fungal Biodiversity Centre, Utrecht, Hollandia; CGMCC: China
General Microbial Culture Collection; CPC: Culture collection of P. W. Crous, housed at
CBS; DAOM: Canadian National Mycological Herbarium, Ottawa, Canada; KACC: Korean
Agricultural Culture Collection; MUCC: Culture Collection, Laboratory of Plant Pathology,
Mie University, Tsu, Mie prefecture, Japan; NBRC: Biological Resource Center, the
National Institute of Technology, and Evaluation, Japan;
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6.3. Fungicid érzékenységi teszt

6.3.1. A micéliumnévekedés gatlasa

Az in vitro micéliumndvekedés-gatlasi kisérletben a gradiens lemezek nagy szama
(1440 db) miatt a kisérletet 48 darab kivalasztott P. ampelicida izolatumon végeztiik
el. Ezeket az izolatumokat tobb szempont egyiittes figyelembevételével valasztottam
ki a 499 izolatumot tartalmazé gyijteménybdl (M.2.1. tablazat). Ezen szempontok az
ISSR klaszter/genotipus, az izolalast megeldzé két évben végzett Qol-kezelésre
vonatkoz6 informaciok, valamint a gytjtés helye és éve voltak. A kivalasztas azt a
logikéat kovette, hogy minél tobb évjarat, minél tobb gytijtési hely, és minél tobb ISSR
genotipus képviselve legyen a 48 izolatum kozott. Emellett pedig torekedtiink a Qol
kezeléstorténet szempontjabol is kiegyensulyozott, kezelt és kezeletlen izolatumok
bevonasara is (8. tablazat).

Az igy kivalasztott izolatumok egyike sem mutatott magasabb ECso értéket, mint a
gradiens felsé hatara (0,038 ug ml™?). A mérhetetleniil kis ECso értékkel rendelkezd

izolatumok mind nagyon érzékenyek voltak a vizsgalt kezelésekre (<0,01 pg mI™ ECso

cre
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8. tablazat. Az in vitro fungicid-érzékenységi vizsgalatokhoz kivalasztott 48 P. ampelicida izolatum micéliumnovekedés-gatlasi szazalék és az ezekbdl
szarmazo nukleinsav szekvenciak (Citokrom b cDNS-mtDNS és ITS) GenBank azonosito adatai.

Micéliumnovekedés-gatlasi % ¢

GenBank azonositészam

Qol rang? Izolatum-azonosité b Qol kezelés-torténet
AS AS + SH TS TS+ SH cDNS/mtDNS/ITS

1 19-129°# + 88,6+2,5 924+05 962+1,1 97,8+0,2 0OQ873630/0Q849738/ -
2 19-69 + 83,049 91,8+£34 953431 98,1+1,6

3 19-36 > + 78,7+50 88,1+£24 938+20 958+0,7 - /-/0Q800885

4 19-47 + 84,0+2,6 89,145 91,3+29 92,6+23

5 19-125 + 828+ 1,1 86,1+£39 887+22 962+1,7

6 EB2G1A - 81,0£0,9 82,6+19 91,8+4,6 96219

7 19-25 + 83,5+3,6 80,8+30 93,0+1,9 91,7+3,0

8 19-123 + 80,6 +34 883+14 899+39 942+32

9 18-4-12 - 873+24 843+24 903+23 92,6+2)5

10 19-40 > + 87,020 89,4+20 895+3,8 90,7+23 -/ -/0Q800886
11 BG2§ + 81,6 4,5 84,6+4,7 90,740 92,0+50 0OQ873631/0Q849739/-
12 19-136 + 76,5+2,1 80,2+3,5 92,8+28 949+£22

13 19-169 - 82,4+3,2 822+35 91,1+0,6 93,427

14 19-195 > - 76,4+28 849+39 89,1+£3,1 93,2+36 -/ -10Q800887
15 G5B - 833+19 83,5+25 860+1,7 90,1+1,9

16 19-119 + 75,8+3,7 803+13 889+17 94,1+1,7

17 18-3-2* - 80,2+32 813+3,8 879+1,1 89,8+3,6 -/ -10Q800884
18 F16-51 + 82,5+13 84,8+13 872+09 883+1,6

19 19-210 - 76,0+£2,1 823+1,1 912+27 88,7+2,6

20 19-234 - 80,7+4,3 81,4+20 881+0,9 90,0+28

21 MGST2 - 703+57 769+49 928+45 93,7+19

22 19-116 + 74,7+£3,0 81,6+44 838+49 934+27

23 19-159 - 77,1+45 81,2+3,1 88,0+34 90,3+4,0

24 18-5-2 - 79,5+ 1,4 80,0+4,0 884+1,7 893+22

25 F 17-56 + 785+4,8 77,1+24 884+12 859+3,6
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Micéliumnévekedés-gatlasi % 9

GenBank azonositéoszam

a . s L s er c
Qol rang 2 Izolatum-azonositéo ° Qol kezelés-torténet AS AS + SH TS TS + SH cDNS / mtDNS / ITS
26 19-61 + 723+4,1 79,7£6,0 863+29 89,6+24
27 19-214 - 709+25 81,1+34 80,1+42 912+24
28 F17-61 + 779+1,4 78,5+3,8 86,7+1,8 859+3)5
29 19-73 + 742+33 773+34 86,619 89,6+25
30 19-17 + 74,7+£59 756+74 873+4,0 882+73
31 19-82 + 68,4+52 73,7+2,8 851+49 926=+24
32 19-194 — 70,6 £3,1 78,7+19 88,7+0,8 89,0+2,1
33 19-7 + 73,5+£3,7 763+6,2 88,0+3,1 89,8+£29
34 19-97 + 699+47 722+£58 872+43 925+1,5
35 19-236 > - 742+42 814+28 814+1,8 879+20 -/ -/0Q800888
36 BG7 + 733+3,5 80,7+4,0 804+39 88,6+23
37 19-54 + 689+54 786+65 84,6+22 888=+3,1
38 Fel2-101 + 632+43 793+2,7 833+40 91,7+1,5
39 19-226 — 64,743 753+57 859+£35 91,9+£25
40 19-31 + 719+24 77.8+44,6 83,647 89,2+4,6
41 19-179 — 634+29 63,6+x32 833+£39 89, 7+24
42 MG25 — 70,9477 75609 773+£23 84,8+2,0
43 18-1-2M - 68,1+15 713+34 852+0,6 852+33
44 F15-35 + 72,6 2,1 746+1,6 752+1,6 787+29
45 19-208 § - 72,5+3,0 71,1+4,0 77,0+28 819+3,6 0Q873632/0Q849740/-
46 BG4 + 70,1+1,6 732+1,1 79,1+0,7 84,8+2,6
47 19-162 - 59,8+2,3 643+4,7 81,8+5,6 850+4,9
48 18-3-9 # - 692+28 744+09 748+20 750+41 0OQ873633/0Q849741/-

8 Az izolatumok az atlagos gatlasi szazalékuk (7-10. oszlop) szerinti csokkend sorrendben vannak rendezve.
b A citokrém b gén/mRNS jellemzéséhez és/vagy a konidiumcsirazasi teszthez kivélasztott négy izoldtum félkdvér betiivel van kiemelve.
# A rangsor tetején és aljan a citokrém b cDNS, mtDNS nukleotidsorrend-meghatarozashoz és a konidiumcsirazasi gatlasi teszthez egyarant kivélasztott izolatumok.
§ A rangsor felsd és also felébdl véletlenszertien kivalasztott izoldtumok, amelyeket mind a cDNS-, mind az mtDNS nukleotidsorrendjének meghatirozasahoz felhasznéltam.
» Az ITS filogenetikai elemzésbe bevont izolatumok.
¢ Qol hatéanyagot tartalmazé fungiciddel valo kezelés megjel6lése az izolalast megel6z6 két szezonban; "+" Qol-val kezelt; "-" Qol-val nem kezelt.
4 A kiilonboz6 kezelések szazalékos gatldsanak atlagértéke és szorasa (n=3-5 egy adott izolatum minden egyes kezelésére). A kezelések és kezelési kombinaciok kodjai a kovetkezék: "AS" az azoxistrobint,
"TS" a trifloxistrobint és "SH" a SHAM-ot jel6li.
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9. abra. A 48 P. ampelicida izolatum azoxistrobin (AS), trifloxistrobin (TS) és a
SHAM (SH) altali micéliumndvekedés-gatlasanak jellemz6i. A: Az izolatumok
gyakorisageloszlasa a két hatdoanyag és SHAM hozzaadasaval vagy a nélkiil vizsgalt
ECso értékeinek kategoriai kozott. Az egyes csoportokhoz tartozo mintaszamok
(izolatumok szama) az oszlopok felett szerepelnek.

B: Az azoxistrobin (AS) és a trifloxistrobin (TS) szdzalé¢kos micéliumndvekedés-
gatlasa SHAM jelenlétében vagy hidnyaban. Az egyes kezelések kozotti statisztikai
szignifkanciaszintek az abra tetején kertiltek feltiintetésre (***: p <0,001; 9.
tablazat). Minden doboz 48 P. ampelicida torzs 3-5 parhuzamos mérésébdl (6ssz
elemszam a dobozok alatt jelolve ,,n=") szdrmazo adatot képvisel (a vastag kdzéps6
vonal: median, doboz: interkvartilis tartomany; a bajuszok (whiskerek) a doboz 1,5 x

interkvartilis tartomanyan beliili legszélsdségesebb adatpontokra terjednek ki).
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Mind a 48 P. ampelicida izolatum rendkiviil érzékeny volt mind az azoxistrobinra,
mind a trifloxistrobinra, az atlagos ECso értékiik (atlag + szoéras) 0,029 + 0,007, illetve
0,022 £ 0,008 ug ml™? volt. A P. ampelicida izolatumok nagy érzékenysége a Qol-kkal
szemben a magas novekedésgatlasi szazalékokbol is lathatdo 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%; 9. abra B; 9. tablazat).

9. tablazat. A gombadldszer és a SHAM hatasanak becsiilt értékei, standard hibai és
p-értékei a P. ampelicida izolatumok micéliumnovekedésére és konidiumcsirazasanak
gatlasara.

Micéliumnovekedés-gatlas? Konidiumesirazas-gatlas®
Paraméterek Becsiilt  Standard  p-érték Becsiilt  Standard  p-érték
érték hiba érték hiba
Referencia kategéria 75,88 0,7108 < 0,001 92,55 1,1930 < 0,001
TS 10,68 0,2819 <0,001 -0,34 1,1930 0,779
+SHAM 3,76 0,2817 <0,001 0,28 1,1930 0,814
19-129 -1,35 1,1930 0,264

Az egyes modellek els6 paraméterbecslése (pl. 75,88) a referencia kategéria

(azoxistrobinkezelés, SHAM nélkiil, 18-3-9 izolatum) gatlasi atlagértékét mutatja. A tobbi

paraméterbecslés (pl. 10,68) a hatasnagysagokat mutatja, azaz a gatlasi atlagérték kiilonbségét

a referencia kategoria és a masik kezelési kategoria, vagy izolatum kozott. A szignifikans

hatéasokat (a csoportok kozotti kiilonbségek) félkovérrel emeltem Ki.

2 48 P. ampelicida izolatumok adatain alapuld elemzés, az izolatumot véletlenszeri
tényezoként hasznalva; df = 856.

b Két kivalasztott P. ampelicida izoldtum (18-3-9 és 19-129) adatain alapulé elemzés, az
izolatumot fiiggetlen valtozonak tekintve; df = 60.

Hogy értékelni tudjam az alternativ-oxidaz utvonal jelentéségét a P. ampelicida
izolatumok mitokondrialis 1égzésében a SHAM hatasat is vizsgaltuk a
micéliumndvekedésre. A SHAM hozzdadasa egyrészt az ECso értékek esetében
csokkenést eredményezett azoxistrobin + SHAM és a trifloxistrobin + SHAM
esetében: 0,024 + 0,007, illetve 0,017 £ 0,005 pg ml? (9. abra A). Masrészt a

micéliumndvekedés-gatlasi szazalékokat szignifikdnsan megnovelte mind az
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azoxistrobin (80,04 + 6,59%) mind pedig a trifloxistrobin (90,29 + 4,52%) esetében
(9. abra B; 9. tablazat). A fungicid és a SHAM kezelések kozotti kdlesonhatas nem
volt szignifikéns (p = 0,118). A SHAM-ot nem hasznaljak a gyakorlati
novényvédelemben, ezért a 48 P. ampelicida izolatum alapérzékenységét (ECso és
gatlasi szazalék mértéke) a csak fungiciddel modositott (SHAM nélkiili) gradiens
lemezek adatai alapjan hataroztam meg. Ennek eredményeit a 8. tablazatban és a 9.
abran mutatom be. A micéliumndvekedési teszt eredményei alapjan a 48 izolatumot

az atlagos szazalékos novekedésgatlas alapjan rangsoroltam (8. tablazat).

6.3.2. A konidiumcsirazas gatlasa

A konidiumok csirdzasanak gatlasat két kivalasztott P. ampelicida izolatummal
vizsgaltam: a micéliumnovekedés-gatlas rangsorban a legkevésbé érzékenynek
bizonyult 18-3-9-es és a legérzékenyebbnek bizonyult 19-129-es izolatumokkal (8.
tablazat). Mindkét izolatum konidiumai gyengén csiraztak az oldoszeres és SHAM
kontroll lemezeken, a csiratomld csak az esetek 26%-ban volt megfigyelhetd 24 ora
elteltével. Ugyanakkor a Qol-val vagy Qol+SHAM-mal modositott lemezeken

csirazas alig volt megfigyelhet6 (10. abra A).
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10. abra. A két kivalasztott P. ampelicida izolatum konidiumcsirazasi eredményei.
A: A csirazas szazalékos aranya kontroll (K) koriilmények, azoxistrobin (AS),
trifloxistrobin (TS) és/vagy SHAM jelenlétében. B: A konidiumcsirazas-gatlasanak
mértéke azoxistrobin (AS), trifloxistrobin (TS) és/vagy SHAM altal. A kezelések
hatasa kozott a két kivalasztott P. ampelicida izolatum szazalékos csirazasi
gatlasdban nem volt statisztikailag szignifikans kiilonbség (9. tdblazat). A két
kivalasztott izolatum egyike sziirkével, a masik pedig fehérrel keriilt jelolésre.
Minden doboz nyolc parhuzamos mérés adatait jeloli (vastag kozéps6 vonal: median,
doboz: interkvartilis tartomany; a bajuszok (whiskerek) a doboz 1,5 x interkvartilis
tartomanyan beliili legszéls6 adatpontokig terjednek).
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A konidiumok csirazasat nagymértékben gatolta az azoxistrobin és a trifloxistrobin
jelenléte. Az atlagos szézalékos csirdzasi gatlas a 18-3-9 izolatum esetében (atlag +
szoras) 92,45 + 5,97% illetve 93,40 + 4,11% volt az azoxistrobin és a trifloxistrobin
jelenlétében (10. abra B). 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 hozzdadasa csak csekély eltérést
eredményezett a két vegylilet csirdzasra gyakorolt hatasaiban. Ugyanakkor egyik
kiilonbség sem volt statisztikailag szignifikans: sem a fungicid, sem a SHAM, sem
pedig az izolatum hatasa (10. abra B; 9. tablazat). Valamint e fliggetlen valtozok hatasa

kozott sem volt szignifikans kolcsonhatas (p > 0,404 minden esetben, 9. tablazat).

6.4. A citokrom b gén/mRNS molekuliris jellemzése Phyllosticta

izolatumokban/torzsekben

6.4.1. Molekularis fungicidrezisztencia-markerek a citokrém b mRNS-ben

A CYTB mRNS (cDNS) 906 bazispar hosszusagu darabjat felszaporitottam, klonoztam
¢s meghataroztam a nukleotidsorrendjét  kiilonboz6é — Phyllosticta  spp.
izolatumokbol/torzsekb6l. Négy P. ampelicida izolatumot a micéliumndvekedés-
gatlasi rangsor alapjan valasztottam Ki (8. tablazat), mig tovabbi négyet foldrajzi
eredetiik alapjan (1. tablazat 1-4. torzs). Tovabbi kilenc Phyllosticta spp. torzset pedig
a P. ampelicida-val tortén6 Gsszehasonlitas és a modszeriink ellendrzése érdekében
valasztottam Ki (1. tablazat). A szekvenciak elérhetéek a GenBank-benisaz 1. és a 8.
tablazatban jelzett azonositészamok alatt.

A 906 bazisparos mRNS szakaszbol leforditott ORF 302 aminosavbol allt és a CYTB
fehérje 20. és 320. aminosav pozicidja kozotti szakaszat fedte le. Ez a szakasz
tartalmazza a Qol-val szembeni rezisztenciat biztositd lehetséges pontmutaciok két
helyezkednek el. Minden vizsgalt mRNS-fragmentum a vad tipust 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) poziciokban. Fajon beliili
kiilonbségeket csak elvétve és csak egy-egy klonban észleltem. Ugyanabbol a P.
ampelicida izolatumbdl szarmazé parhuzamos szekvenciak (klonok) kozott csak egy-
egy bazisparnyi kiilonbséget (SNP-t) figyeltem meg, ezeknek azonban mindegyike
csak egyetlen klonban volt jelen, és egyik sem a ,hot spot” régidkban jelent meg.

Ezeket leszamitva a nyolc P. ampelicida, harom P. citricarpa és harom P. capitalensis
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torzsbol szarmazod klonszekvenciak és az azokbol képezett konszenzus szekvenciak
megegyezdek voltak a fajokon beliil. Azonban a kiilonb6z6 Phyllosticta fajokbol
szarmazo szekvenciak kozott talaltam interspecifikus kiilonbségeket. A P. ampelicida
izolatumok konszenzus szekvenciajahoz, mint referencidhoz képest az SNP-k szama
8 és 46 kozott valtozott. A leghasonlobb szekvenciat a P. partricuspidatae esetében
talaltam, ahol nyolc SNP volt kimutathato a szekvencia mentén. Figyelemre méltoan
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. ampelicida-tol a P. citricarpa torzsek
szekvenciaiban talaltam (46 SNP) (ezeket az adatokat nem mutatom be).

6.4.2. A citokrom b gén exon/intron szerkezete

A cytb gén részleges exon/intron szerkezetét a cDNS-szekvenalasra kivalasztott nyolc
P. ampelicida izolatumban és tovabbi 6t Phyllosticta spp. torzsben vizsgaltam (1. és
2. tablazat). A szekvencidk elérhetdek a GenBankban is az 1. és a 8. tablazatban jelzett
azonositoszamok alatt.

A P. ampelicida esetében a cyth gén 8605 bazispar hosszl szakaszat szaporitottam fel
nyolc kivalasztott izolatumbol (1. és 2. tablazat). Ez a géndarab egy ORF-et

tartalmazott hat feltételezett exonnal €s 6t feltételezett intronnal (11. abra A).
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8605 bp
Exon Exon Exon Exon Exon Exon
50 bp 15 bp 36 bp 8 bp 61bp 54bp
Intron Intron Intron Intron
1165 bp 1503 bp 2032 bp 3303 bp
- N . - A Intron
142 143 144 145 378 bp
5°...tga ggt gea act... 3’
W G AT
8464 bp
Exon Exon Exon Exon Exon Exon
85 bp 16 bp 33bp 61 bp 17 bp 181 bp
Intron Intron Intron Intron Intron
1231 bp 1503 bp 2032 bp 2211 bp 1094 bp
A A
142143 144 145
5°...tga ggt gea act... 3’
W G AT
2096 bp 2202 bp
Exon Exon Exon Exon
Intron 2031 bp Intron 2137 bp
T 445 EETIT 44145
5...tga ggt gea act... 3° 5'...tga ggt gea act,,, 3’
W G AT w G AT

11. abra. A cytb gén részleges exon/intron szerkezete a 143. kodon koriil a P.
ampelicida és a kozeli rokon fajok esetében. A rajz nem méretaranyos. Az exonokat
feketével, az intronokat sziirkével jeloltem. Az 143. kodont kozvetleniil/kozvetve
kovetd, I-es tipusu onkivagodo intronok vilagossziirkével vannak jelolve. A: A P.
ampelicida cytb génjében altalam azonositott részleges exon/intron szerkezet (a
nyolc izolatum PCR termékébdl szarmazo szekvenciak konszenzusa alapjan). A 137.
kodon a 143.-kal azonos exonon beliil talalhatd, mig a 129. kodon egy 15 bazispar
hosszu, intronokkal szegélyezett exonon beliil helyezkedik el. B: A P. ampelicida
(feltételezhetben inkabb a P. particuspidatae) részleges génszerkezetének megfeleld
része Miessner et al. (2011) alapjan. C és D: A P. partricuspidatae és a P.
parthenocissi cytb génjében talalt részleges exon/intron szerkezet. Mindkét fajban
jelen volt egy I-es tipust 6nkivagodo intron a 143. kodont kovetden.

A cytb gén exon/intron szerkezete a nyolc vizsgalt P. ampelicida izolatumban két
kisebb eltéréstol eltekintve azonos volt (11. abra A). Egyediil a Portugaliabol szarmazo
Gb30 ¢és az olaszorszagi GbC izolatumok szekvenciajaban, a negyedik intronban, a
6533. és a 6551. nukleotidpoziciokban talaltam eltérést. Ezekben a poziciokban

egyrészt hianyzott egy timin, illetve timin helyett adenin volt megtalalhaté az utobbi
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pozicioban. A feltart exon/intron szerkezetben az elsd, 1165 bp hosszusagl intron a
126. poziciéban 1évo alanint kédoldé kodon utdn (A126), a masodik, 1503 bp
hosszlisagu intron pedig a 131. pozicidban 1évd glicint kodolé kodon utan (G131)
kezddédik. A harmadik, 2032 bp hosszisagu intron a 143. pozicidban 1évé glicint
kodold kodon (G143) utan helyezkedik el, mig a negyedik, 3303 bp hosszisagt intron
a 146. pozicioban 1évé valint kodold kodon (V146) utan kezdddik. Az 6todik és
legrovidebb, 378 bp hosszsagu intron a 166. pozicidban 1évé triptofant kodold kodon
utan (W166; 11. abra A) talalhato. Az RNAweasel mindezen intronokat I-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 elérheté szekvenciajaval a BlastN illesztés soran (10. tablazat).

A Parthenocissus spp.-rél izolalt P. partricuspidatae (CBS 237.48) és P. parthenocissi
(CBS 111645) torzsekben szintén kozvetleniil a 143. kodon utdn mutattam ki egy
intront, amely egy 2,1, illetve egy 2,2 kb hosszii PCR-terméket eredményezett (11.
abra C és D). Az RNAweasel mindkét intront I-es tipusu 6nkivagodo intronnak talalta.
A P. partricuspidatae szekvenciaja 100%-o0s azonossagot mutatott a P. ampelicida
(JF785545) és kevesebbet a P. citricarpa (KC788404) Genbank-i szekvenciajanak
megfeleld szakaszaval. A P. parthenocissi-b6l szarmazo fragmentum nagyobb
hasonlésagot mutatott a P. citricarpa, mint a P. ampelicida GenBank-i cyth

génszekvenciajaval (10. tablazat).
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10. tablazat. A kiilonb6z6 Phyllosticta spp. izolatumokbol/torzsekbdl szarmazod
részleges cytb gén nukleinsav-szekvenciak BlastN eredményei a két Phyllosticta fajbol
szarmazo két rendelkezésre allo, megfeleld fragmentummal 6sszehasonlitva.

Azonossag/Atfedés %-a az alabbi részleges cytb

Sajat génszekvenciiakhoz viszonyitva
Faj szekvencia o N
hossza (bp) P. ampelicida P. citricarpa

(CBS 237.48; JF785545)  (isolate Gc-12; KC788404)

P. ampelicida (mind a

8605 99,19% / 57% 93,83% / 16%
nyolc vizsgalt izolatum)
P. partricuspidatae

2096 100% / 100% 83,77% / 19%
(CBS 237.48)
P. parthenocissi

2207 T77,74% | 47% 91,47% / 46%
(CBS 111645)
P. citricarpa

3257 84,10% / 13% 99,85% / 99%
(CBS 828.97)
P. capitalensis

1530 98,29% / 96% 96,45% / 16%
(CBS 119720)
P. gaultheriae d

288 (93,97% / 97%) 95,74% / 89%

(CBS 447.70)

& A fajnév utan lathatdé az izoldtum/térzs megnevezése, amelybdl az illesztett szekvencia

szarmazott.

b A két leghasonlobb, Phyllosticta nemzetségbe tartozd faj neve alatt zardjelben az
izolatum/torzs- és szekvencia azonositoja.

¢ Mivel a Genbank-i szekvencia még P. ampelicida néven keriilt deponalasra, ezért itt is ezt a
nevet tlintettem fel. Ugyanakkor eredményeim alapjan ez feltételezhetéen a P.
partricuspidatae fajba tartozo torzs cytb génszekvenciaja.

4 A P. gaultheriae szekvenciajat, amely csak exont kodol, a P. ampelicida részleges CYTB
MRNS szekvencigjaval hasonlitottam 6ssze, amely a JF785546 GenBank azonositoszamon
érhet6 el.

Az éltalam tervezett primerek egy 3,2 kb ¢és egy 1,5 kb hosszu terméket szaporitottak
fel a P. citricarpa (CBS 828.97) és a P. capitalensis (CBS 119720) mtDNS
templatokbol (12. abra A és B). Mindkét torzs hordozott egy I-es tipust 6nkivagddo
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 szekvenciakkal. Mig a P.
capitalensis szekvencia nagy hasonlosagot mutatott mind a P. ampelicida, mind a P.

citricarpa GenBank-i szekvenciakkal (10. tablazat).
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Exon Exon
Intron 3183 bp 41 bp
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. ™

142143 144 145
5’...tgg ggt gca act... 3’
W G AT
1524 bp 282 bp
Exon Intron 1242 b xon Exon 282 bp
85 bp p 197 bp T
142 143 144 145 ' ' 142 143 144 145
5°...tga ggt gea act... 3’ 5°...tga ggt geca act... 3’
WG AT WG AT

12. abra. A cytb gén részleges exon/intron szerkezete a 143. kodon koriil a P.
citricarpa, P. capitalensis és P. gaultheriae fajokban. Az exonokat feketével, az
intronokat vilagossziirkével jeloltem. A rajz nem méretaranyos. A: A P. citricarpa
CBS 828.97 torzsének cytb génjének részleges exon/intron szerkezete. Kozvetleniil a
143. kodon utan egy l-es tipust onkivagodo intron talalhato. B: A P. capitalensis
CBS 119720 torzsének cyth génjében talalhato részleges exon/intron szerkezet a 143
kodon kornyékén. Az I-es tipusti 6nkivagodo intron nem a 143., hanem a 163. kodon
utan kezdddik. C: A P. gaultheriae CBS 447.70 torzsének cytb génjében talalhato
részleges exon/intron szerkezet. A 143. kodon koriil nem talaltam intront.

A P. gaultheriae torzsbol szarmazo6 cytb génszakasz szekvenciaja volt az egyetlen,
amelyben nem taldltam intront a 143. kodon koézelében (12. abra C). Ehelyett a
primerparok egy 282 bazispar hosszii exont amplifikaltak, amely a 134. és 229.
aminosavpoziciok kozotti szakaszt kodolja és a BlastN illesztés szerint ez a P.

ampelicida mRNS-szekvencidjahoz volt a leghasonlobb (10. tablazat).
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7. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

A sz010 feketerothaddsa a 21. szézad eleje 6ta egyre ndvekvo problémat jelent Eurdpa
egyes teriiletein. Bar a korokozo 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 modszerrel kivalasztott)
P. ampelicida izolatum azoxistrobin ¢és trifloxistrobin Qol hatéanyagokkal szembeni
in vitro alapérzékenységét, valamint 8 kivalasztott P. ampelicida és néhany tovabbi,
kiilonb6z6 foldrajzi eredetii Phyllosticta faj izolatuma/torzse Citokrom b génjének és
MRNS-ének jellemz6it mutatja be.

A négy orszag ot sz616termd vidékén gyiijtott 499 P. ampelicida izolatumot nyolc
ISSR-klaszterbe soroltam be. Azonban az azonos f6ldrajzi eredetli izolatumok tobb
esetben is kiillonb6zo klaszterbe kertiltek, ezért a foldrajzi eredet nem magyarazta meg
teljes mértékben az ISSR-mintazatokban lathatoé kiilonbségeket. A Portugaliabol
szarmazé két izolatum egyike példaul a legnagyobb gyakorisagu (1.), mig a masik egy
egyedi Klaszterhez/genotipushoz tartozott (8. Klaszter; 7. tablazat). Rinaldi et al.
(2017) mikroszatellit (nSSR) technikaval Osszesen 421 P. ampelicida izolatumot
elemeztek és tobbek kozott magyarorszagi és portugaliai populaciokat is vizsgaltak,
amelyekben hasonléan az én eredményeimhez populacionként eltérd genetikai
diverzitast fedeztek fel. Mig példdul a 33 portugél izolatumot hat haplotipusba
soroltak, addig a 21 vizsgalt magyar izolatumban csak egy haplotipus volt jelen.
Rinaldi et al. (2017) azt is megallapitottak, hogy az altaluk vizsgalt portugal
izolatumok két kiilonallo, mig a magyar izolatumok egyazon szubpopulacidhoz
tartoztak. Ezek alapjan a hazai nSSR ¢és ISSR klaszterek/genotipusok viszonylag
alacsony szama arra utalhat, hogy a korokozd egyszeri behurcolassal keriilt
Magyarorszagra, illetve itthon alacsony szexualis szaporodasi aktivitast mutat.
Mikuléas és Tomcsanyi (1999) mar korabban felvetette a P. ampelicida egyszeri
magyarorszagi behurcolasanak Gtletét, amit mind Rinaldi et al. (2017), mind pedig
jelen eredmények alatamasztani latszanak.

Az ITS lo6kusz filogenetikai elemzésével megvizsgaltuk a sz6l6rdl és két vadszolé
fajrol szarmazo Phyllosticta spp. izolatumok/torzsek rokonsagi viszonyait is.
Elemzésiink megerésitette Zhang et al. (2013) és Zhou et al. (2015) eredményeit,
miszerint a kiilonb6z6 gazdandvényekrdl szadrmazd, kordbban egységesen P.

ampelicida fajba sorolt izolatumok valojaban jol elkiiloniild kladokba, fajokba
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sorolhatoak. Ez nemcsak a harom faj konnyebb elkiilonithetdsége szemponjabol
fontos, hanem tovabbi bizonyitékkal tamogatja ezen fajok citokrom b szekvencidiban
(mRNS és mtDNS) mutatkozo kiillonbségek megértését.

Vizsgalataimban a P. ampelicida izolatumok micéliumndvekedés-gatlasaban a
trifloxistrobin hatékonyabbnak bizonyult az azoxistrobinhoz képest, ami a vegyiiletek
kémiai tulajdonsagainak minimalis kiilonbségébdl adodhat (Bartlett et al., 2002). A 48
izolatum ECsg értékeinek tartomanya hasonlo volt a Hoffman és Wilcox (2003) altal a
P. ampelicida esetében a miklobutanilra megallapitott alapérzékenységi értékekhez
(ECs0= 0,04 pg ml™?). Az azoxistrobin esetében ezek az atlagos ECso értékek szintén
hasonléak, de valamivel alacsonyabbak voltak, mint a Pl. viticola (0,04-0,78 ug ml™t)
¢s a Colletotrichum graminicola azoxistrobinra valo érzékenységének alapértékei
(0,05-0,1 ug ml%; Avila-Adame et al., 2003; Wong és Wilcox 2000). A trifloxistrobin
esetében a C. graminicola (0,02-0,05 pg ml™) és a Sclerotinia sclerotiorum (0,01-0,80
ng ml?t) populacidinak alapérzékenységi ECso értékei szintén hasonléak voltak az
eredményeinkhez (Avila-Adame et al., 2003; Di et al., 2016).

A gombasporak csirdzésa energiaigényes folyamat, €s emiatt ez a fejlddésnek a Qol-
kra kiilonosen érzékeny szakasza (Bartlett et al., 2002). Mindkét vizsgalt P.
ampelicida izolatum sporai gyengén csiraztak, és szinte egyaltalan nem csiraztak a Qol
vagy a Qol+SHAM jelenlétében. A vizsgalt Qol fungicidek 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. Az
én eredményeim hasonlitanak Hincapie et al. (2013) eredményeihez is, amelyekben
90% feletti szazalékos csirazasi gatlasi értékeket mértek P. citricarpa izolatumokban
mind az AS, mind a piraklostrobin 1 pg ml? koncentraciojanal. Tehat ezek a
fungicidek hatékonyan gatoljak e korokozo csirazasat in vitro.

Egyes novényi gomba eredetli korokozok alternativ-oxidaz utvonal segitségével
képesek talélni a Qol fungicidek toxikus hatasait: pl. Magnaporthe grisea (Avila-
Adame és Koller, 2003), Mycosphaerella graminicola (Miguez et al., 2004) és
Colletotrichum gloeosporioides (Piccirillo et al., 2018). Ezeknél a fajoknal SHAM
jelenlétében emelkedett micélium ndvekedési- €s konidiumcsirazas-gatlasi szintekrol
szamoltak be. Hasonl6 adatokat kaptunk a P. ampelicida izolatumok esetében is, ahol
a SHAM hozzaadasa jelentdsen ndvelte a micélium ndvekedésének szazalékos gatlasat
¢s ennek megfeleléen csokkentette az ECso értékeket. Ezzel szemben egy masik

vizsgalat azt talalta, hogy a P. citricarpa izolatumokban nem érvényesiil a fungicid és
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a SHAM szinergista hatasa (Hincapie et al., 2013). Ugyanakkor Piccirillo et al. (2018)
a SHAM hozziadasanak az altalam bemutatottnal erdsebb hatasat talaltdk a C.
gloeosporioides izolatumokban: a SHAM hozzaadasaval a median ECsp érték 102 pg
ml*-rél (AS) 0,36 pg ml™t-re (AS+SHAM) csokkent.

A konidiumok esetében a SHAM hozzdadasa nem volt jelentds hatassal az
azoxistrobin vagy a trifloxistrobin altal okozott csirazasi gatlasra. SHAM hozzaadasa
a C. graminicola és a Penicillium digitatum sporak csirazasanak gatlasi kisérleteihez
hasonld eredményeket mutatott, mert az azoxistrobin csirazasi gatlasat nem
befolyasolta (Avila-Adame et al., 2003; Kanetis et al., 2008). Ezzel szemben Avila-
Adame et al. (2003) a M. grisea konidiumok csirdzasanak kozel 100%-os gatlasat
tapasztaltak, amikor SHAM-ot adtak azoxistrobint tartalmazo taptalajhoz. Fontos
megemliteni azonban, hogy 6k 5-szor nagyobb SHAM, ¢és 10-szer kisebb fungicid
koncentraciot alkalmaztak. Ezen adatok alapjan a P. ampelicida esetében lehetséges,
hogy az alternativ-oxidaz Gtvonal nem pétolja megfelelden a mitokondrialis 1égzést a
konidiumok csirazésa soran, ezért gatoljak a Qol fungicidek hatékonyan a folyamatot.
Ezek az eredmények, valamint egyes ndvényi antioxidansok (pl. flavonok; Avila-
Adame et al., 2003), amelyek a szabadf6ldi koriilmények kozott feltételezhetéen
hasonlé szerepet jatszanak, mint a SHAM in vitro, azt feltételezi, hogy a P. ampelicida
részlegesen gatolt novekedése €s igy tulélése az alternativ-oxidaz utvonal segitségével
szabadfoldi koriilmények kozott valdsziniitlennek tlinik.

Osszességében ezek az eredmények azt mutatjak, hogy a P. ampelicida izolatumok
magas érzékenységet mutattak mind az azoxistrobinnal, mind a trifloxistrobinnal
szemben. A fungicidek in vitro erésen gatoltak mind a micélium ndvekedését, mind
pedig a konidiumok csirazasat. A SHAM hozzaadasa szignifikansan csokkentette a
micéliumnovekedés mértékét, mig a mar erésen gatolt konidiumcsirazasra nem volt
egyértelmi hatésa.

A gombakorokozok Qol-val szembeni rezisztenciajat gyakran a cytb gén bizonyos
mutaciothoz (FI129L, GI137R ¢és GI143A) kapcsoljadk, amely mutaciok
(fungicidrezisztencia-markerek) aminosavcserét okoznak a fehérje szintjén (Sierotzki
et al., 2007; Olaya et al., 2012). Emellett Fernandez-Ortuiio et al. (2008) szamos nem
tipikus rezisztenciamarkert/aminosavcserét irtak le a Podosphaera fusca cytb génjének
csokkenéséhez vezetnek. Az itt vizsgalt P. ampelicida és mas Phyllosticta spp.

izolatumokban/térzsekben azonban nem volt jelen ilyen pontmutécid, ami egybecseng
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a korabbi, P. ampelicida, P. citricarpa és P. capitalensis izolatumokbdl szarmazo
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 hozhatoak a P. ampelicida
izolatumok kozotti ECso-értékek kis, bar kimutathato eltéréseivel. Ezek az eredmények
azonban Osszhangban vannak varakozasainkkal, mert az ECsp variabilitds ilyen
mértékll valtozékonysaga altaldban még az alapérzékenységet mutatd populacidkban
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 bekovetkez6 aminosaveserék jelentésen megemelkedett ECso
értékekhez vezethetnek, ahogyan azt példaul a 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-szekvenciajanak
megfeleld fragmentumat dsszehasonlitva a Miessner et al. (2011; GenBank azonosito:
JF785546) altal publikalt szekvenciaval, nagyfoka hasonldsagot 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-szekvencidgjanak megfeleld fragmentuméval, amely torzset Ok is
vizsgaltak.

Tovabbi tényezé, amely az ,intron elmélet” szerint a korokozokban a G143A
aminosavcsere kialakulasat befolyasolja, a cytb gén exon/intron szerkezete. A nyolc
P. ampelicida izolatum cytb génszakasz konszenzusszekvenciajaban mind az 6t intron
az l-es tipust 6nkivagddo introncsalddba tartozott, €s a harmadik intron kdzvetlentil a
143. kodon utan kezddédott. Ez utobbi exon/intron hatarhoz szdmos mas ndvényi
korokozoban talaltak hasonlot, amelyekbdl a G143 A pontmutaciot még nem irtak le
pl. Monilinia fructicola (Hily et al., 2011), B. cinerea (Banno et al., 2009) és rozsda
fajok (Grasso et al. 2006). Miessner et al. (2011) hasonl6 exon/intron szerkezetet
talaltak két kiilonboz6 gazdaszervezetbol (Pa. tricuspidata és V. vinifera) izolalt, de a
P. ampelicida-hoz sorolt izolatumban. Mint fentebb részletesen kifejtettem, a 19.
szazadban leirt P. ampelicida fajt molekularis bizonyitékok alapjan négy fajra
osztottak fel. Ezek az uj fajok (P. ampelicida, P. partricsupidatae, P. patrthenocissi
és P. vitis-rotundifoliae N. Zhou és L. Cai) sziik gazdanovénykorrel és egyértelmil
kiilonbségekkel rendelkeznek mind az ITS, mind pedig mas (pl. aktin (act),

transzlacios elongacios faktor 1-alfa (ef-1a) és glicerinaldehid-3-foszfat-dehidrogenaz
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(gapdh)) szekvenciakban (Zhang et al., 2013; Zhou et al., 2015). Ezen elvek és a jelen
dolgozatban meghatarozott ITS-szekvencia alapjan a Miessner et al. (2011) altal is
vizsgalt, P. ampelicida-nak tekintett izolatumok/térzsek egyike (CBS 237.48) a P.
partricuspidatae fajhoz tartozhat, mert az ITS-szekvenciak bizonyitottan kiilonb6éznek
¢ fajok kozott (Zhou et al., 2015). Ez az informacio, valamint a Phyllosticta fajok
kozott az exon/intron szerkezetben talalt kiilonbségek (Stammler et al., 2013) teszik
megkérddjelezhetdvé, hogy Miessner et al. (2011) azonos szekvenciat és exon/intron
szerkezetet talaltak a P. ampelicida és a P. partricuspidatae izolatumokba/térzsekben
(11. &bra B). Ezzel szemben a jelen vizsgalatban a kiilonb6z6 foldrajzi szarmazas és
Qol-érzékenység alapjan kivalasztott nyolc P. ampelicida izolatum (1. és 2. tablazat)
cytb génszakasz szekvenciai egymassal szinte teljes egyezést mutattak, de csak 57%-
os atfedést mutattak Miessner et al. (2011; GenBank azonositd: JF785545) cytb
génszekvenciajaval. A legnagyobb azonossagot mutato régio a szekvencia upstream,
5' részén volt megtalalhaté. A két konszenzusszekvenciat (sajat P. ampelicida és
JF785545) az els6tdl a negyedik exonig (4910. nukleotid a JF785545 azonositoszamu
GenBank-i szekvenciaban) lehetett illeszteni, bar az intronszekvenciakban igy is jelen
volt néhany szaz SNP, egy delécio és harom inzercid (a leghosszabb 48 bp). Az
egyetlen hasonlosag, amelyet a negyedik exontdl downstream talaltam, a szekvencia
3' vége koriil volt mindkét szekvencia 5. exonjadban, a JF785545 8283. ¢és 8327.
nukleotidpozicidja kozott. A szekvecniak ezen ,als6” 3’ felén nemcsak az
intronszekvenciadk tobbsége kiilonbozott a  Miessner et al. (2011) altal
meghatarozottaktol, hanem az exon/intron hatarok is eltéréek voltak, igy az exonok
hossza és eloszlasa is bizonyos mértékben eltért (11. abra A és B). Az egyetlen kivételt
pont a harmadik, 143. kodont kdvet6 intron és az azt koriilvevé exon/intron hatarok
jelentették, ezek mindkét konszenzus szekvenciaban kozel azonosak voltak. Azonban
még ebben az intronszekvencidban is hét véletlenszerlien eloszl6 SNP volt (a
szekvenciakat lasd a csatolt dokumentumban). Ugyanakkor a jelen munkaban és
Miessner et al. (2011) altal is vizsgalt P. partricuspidatae torzsbdl (CBS 237.48 =
DSM 3513) kapott szekvencia teljesen megegyezett a JF785545 sz. szekvencia ezen
toredékével: 2074 bp: harmadik exon, harmadik intron és a negyedik exon eleje (11.
abra B és D). Ez tovabbi bizonyitékként szolgalhat a CBS 237.48-as torzsének és az
altalunk Vitis vinifera-rol izolalt P. ampelicida izolatumoknak eltér6 fajba

tartozasahoz.
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A masik Parthenocissus fajrol szarmazo gombafajban, a P. parthenocissi-ben a cytb
gén szekvenciaja szintén tartalmazott egy intront kozvetleniil a 143. kodon utan, amely
hosszaban és exon/intron szerkezetében hasonld volt a P. ampelicida megfeleld
génszakaszahoz (11. abra C). Ez a szekvencia azonban jobban hasonlit a P. citricarpa,
mint a P. ampelicida, vagy a P. partricuspidatae szekvenciajahoz. Ezek az
eredmények egyrészt azt jelzik, hogy a G143A aminosavcserének megjelenése nem
valdszinii ebben a harom fajban az l-es tipusu Onkivagddd intron jelenléte miatt.
Masrészt a cytb génszekvencia-kiilonbségei tovabbi molekularis bizonyitékkal
szolgalnak a Phyllosticta spp. gazdanovényfaj-szintii specializalodasara a Vitaceae
csalad kiilonboz6 fajaihoz (Zhou et al., 2015; Wicht et al., 2012; Zhang et al., 2013;
Luttrell, 1946).

A P. citricarpa ¢és a P. capitalensis torzsek cytb génszekvenciaiban szintén
kimutathaté volt az I-es tipust intron a 143. kodon utan. Ezek a torzsek nagyon
hasznosnak bizonyultak a molekularis médszereim validalasa szempontjabol, mert a
cytb gén megfeleld fragmentumanak szekvenciaja és exon/intron szerkezete mar
ismert volt. A cytb gén e fragmentumanak ezekben a fajokban talalt exon/intron
szerkezete megegyezett a Hincapie et al. (2013) és Stammler et al. (2013) altal
bemutatottakkal. Ez az "intron hipotézis" szerint azt jelenti, hogy a G143A
aminosavcsere ezekben a fajokban is valoszintitlen. A P. citricarpa szekvenciai kozott
azonban volt néhany nukleotidbeli kiilonbség. Hincapie et al. (2013) és Stammler et
al. (2013) szekvenciaja azonos volt a 3258 bp fragmentum mentén, mig az én
szekvenciam harom SNP-ben és harom bazispar inzercidoban kiilonbozott azoktol.
Kivételes exon/intron szerkezetet csak a P. gaultheriae térzsben talaltam: a 143. kodon
utan intron nem volt azonosithato, ami arra utal, hogy a G143A pontmutacié ebben a
fajban el6fordulhat. Ennek elterjedése azonban nagyon valosziniitlen, hiszen e
korokozo ellen nem végeznek kémiai védekezést, 1évén, hogy egy invaziv, a helyi
novényi diverzitast csokkentd cserje, a Gaultheria shallon elleni természetes
ellenségként alkalmazzak (Prescott et al., 1993).

Erdekes modon Banno et al. (2009) azt talaltdk, hogy a B. cinerea esetében kétféle
exon/intron struktura, egy a 143. kodon utani intronnal és egy anélkiil is l1étezhet
ugyanabban a populacioban. Valli¢res et al. (2011) pedig a Saccharomyces cerevisiae
laboratoriumi mutansaival bizonyitottak, hogy egy masodlagos mutécié (143. pozicid

rezisztens mutans 1égzését és fittségét. Azt is megallapitottak, hogy egyes sejtmagi
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gének tulexpresszidja részben helyreallithatja a G143 A mutans 1€gzési ndvekedését.
A kivalasztott P. ampelicida izolatumok magas érzékenysége €s egységes exon/intron
szerkezete alapjan azonban egyik potencialis menekiilési/rezisztencia mechanizmus
jelenléte sem valdszinti. Ugyanakkor a cytb génben az F129L, G137R és tobb mas
mutacié eléfordulasa a 143. kodon utani intron jelenlétében is lehetséges, de
szerencsére ezek a muticiok nem befolyasoljadk jelentdsen a Qol fungicidek
hatékonysagat a korokozo elleni védekezésben sem iiveghazban sem pedig
szabadfoldon (Pasche et al., 2005).
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8. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

. Tobb mint 70 izolatummal hozzajarultam a hazankban elséként tobbszaz
izolatumbol 1étrehozott P. ampelicida torzsgytijtemény felallitasahoz és
fenntartasahoz.

. 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.

. ITS alapti maximum likelihood elemzéssel ellendriztik a P. ampelicida, P.
partricuspidatae és P. parthenocissi fajok kozotti filogenetikai kapcsolatokat,
amelynek eredményeként megallapitottuk, hogy a CBS 237.48 szamu torzse
feltételezhetéen nem a P. ampelicida, hanem a P. partricuspidatae fajba
sorolhat6 be.

. 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 ECso, illetve magasabb
gatlasi szazalékértékeket mutat.

. Kimutattam, hogy a citokrom-c-oxidaz tvonal gatlasa esetén az alternativ-
oxidaz ttvonal kimutathatd, bar nem jelentds szerepet jatszik a P. ampelicida
1égzéseben.

. Megallapitottam, hogy a két kivalasztott P. ampelicida izolatum
konidiumainak csirazasat in vitro nagyon nagymértékben (90-95 %-ban)
gatolja mind az azoxistrobin, mind pedig a trifloxistrobin jelenléte (100 pug ml”
). Az alternativ 1égzési utvonalnak nem volt kimutathat6 hatasa a konidiumok
csirdzasara a vizsgalt iddszakban/koriilmények kozott.

. Meghatéaroztam 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 eléforduld
fungicidrezisztencia-markerek (F129L, G137R és G143 A) kodonjai vad tipust
aminosavat kddolnak minden altalam vizsgalt izolatumban/térzsben.
Meghataroztam a cytb gén 143. kodont koriilvevé 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.

72



partricuspidatae, P. citricarpa és a P. capitalensis esetében csupan
megerdsitettem a korabbi szakirodalmi eredményeket). Megallapitottam, hogy
a P. gaultheriae és a P. capitalensis kivételével minden vizsgalt faj
izolatumaiban/torzseiben megtalalhaté egy I-es tipust Onkivagodo intron
kozvetleniil a 143. kodont kovetden. Ez az ,,intron elmélet” értelmében

megakadalyozza a G143 A pontmutécio elterjedését e fajok populacioiban.
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9. OSSZEFOGLALAS

A Phyllosticta ampelicida (Engelm.) Aa altal okozott sz616-feketerothadas az elmult
egy-két évtizedben Eurdpa tobb borvidékén a jelentdsebb jarvanyos betegségek kozé
Iépett el6. A korokozd elleni védekezés az agrotechnikai megolddsok mellett
elsésorban kémiai névényvédelemre tamaszkodik. A korokozéd ellen hatékonynak
bizonyultak a ditiokarbamat, a demetilaz inhibitor (DMI) és a quinone outside inhibitor
(Qol) fungicidek. Az elsé két csoport szamos vegyliletének kozelmultbeli
visszavonasaval az EU-ban a Qol-k jelent6sége a sz616 védelmében Gjra megndhet.
Ezért els6dleges célom a P. ampelicida izolatumok in vitro Qol fungicid
hatoanyagokkal szembeni érzékenységének és citokrom b (cytb) gén jellemzdinek
vizsgalata Volt.

Ehhez a kollégaimmal 2010 és 2019 kozott felallitott torzsgylijtemény jelentette az
alapot. Ezt a 499 izolatumot eldszor ISSR modszerrel genotipizaltam, majd ennek
eredménye és mas szempontok (pl. kezelési, gylijtési adatok) alapjan kivalasztottam
48 P. ampelicida izolatumot a részletesebb vizsgalatokhoz. A P. ampelicida
nemrégiben még fajkomplexet alkotott a vadszolérdl izolalt P. parthenocissi és P.
partricuspidatae fajokkal, ezért ezeknek és harom masik rokon Phyllosticta fajnak (P.
citricarpa, P. capitalensis és P. gaultheriae) egy-két torzsét is bevontam a
vizsgalataimba. A kivalasztott 48 P. ampelicida izolatumnak meghataroztuk az
érzékenységét az azoxistrobinnal (AS), a trifloxistrobinnal (TS) szemben szalicil-
hidroxamsav (SHAM) jelenlétében és anélkiil. Valamennyi vizsgalt izolatum
érzékenynek bizonyult mindkét Qol vegyiiletre: a félhatasos koncentracio (ECso)
atlagértékei 0,029 és 0,022 pg ml? voltak azoxistrobin és trifloxistrobin egyediili
hozzaadasaval, illetve alacsonyabbak, 0,024 és 0,017 pg ml? fungicid és SHAM
egyiittes hozzaadasaval. A Qol fungicidrezisztenciaval 6sszefiiggd citokrom b mRNS
és gén szekvenciaelemzése azt mutatta, hogy a Qol-val szembeni rezisztenciat okozo
tipikus pontmutaciok egyike sincs jelen a nyolc kivalasztott P. ampelicida és az egyéb
Phyllosticta spp. izolatumokban/torzsekben. Ugyanakkor a gyakorlati rezisztenciat
okozd6 G143A pontmutacié/aminosavesere kilakulasat a cytb gén exon/intron
szerkezete is befolydsolhatja, ezért a 143. kodon kdrnyezetében ezt is megvizsgaltam
tobb Phyllosticta faj izolatumaiban/torzseiben. A P. capitalensis-t és a P. gaultheriae-

t leszamitva minden vizsgalt fajban egy l.-es tipusu 6nkivagodo intront talaltam a cytb
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génben kozvetleniil a 143. kodon utan. A P. parthenocissi és a P. gaultheriae cytb
génjének szekvenciainformacioéit itt mutatom be eldszor.

Osszességében kijelenthets, hogy a vizsgalt P. ampelicida izolatumok in vitro
érzékenyek a Qol fungicidekre, raadasul az intron elmélet értelmében az I-es tipust
onkivagodoé intron jelenléte a cytb génben a 143. kodont kdvetéen a Qol-rezisztencia
alacsony kockazatat jelzi a P. ampelicida-ban. igy a P. ampelicida elleni védekezésben

ez a hatdanyagcsoport még hasznos lehet a jovében.
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10. SUMMARY

Black rot of grapevine caused by Phyllosticta ampelicida (Engelm.) Aa has become
one of the major epidemic diseases in several wine regions of Europe over the last two
decades. Control of the pathogen relies mainly on chemical plant protection in addition
to agrotechnical solutions. Fungicides such as dithiocarbamates, demethylase
inhibitors (DMIs) and quinone outside inhibitors (Qols) have proven effective against
the pathogen. With the recent withdrawal of several compounds from the first two
groups in the EU, the importance of Qols for the protection of grapes may increase
again. Therefore, my primary objective was to investigate the in vitro Qol fungicide
susceptibility and cytochrome b (cytb) gene characteristics of P. ampelicida isolates.
A culture collection containing 499 P. ampelicida isolates served as a solid basis for
these experiments. These isolates were genotyped using ISSR and based on the results
and other aspects (e.g. treatment-, collection data), 48 isolates were selected for further
studies. Since P. ampelicida recently formed a species complex with P. parthenocissi
and P. partricuspidatae isolated from wild grapes, one or two strains of these species
and three other related Phyllosticta species (P. citricarpa, P. capitalensis and P.
gaultheriae) were also included in my studies. The susceptibility of the selected 48 P.
ampelicida isolates to azoxystrobin, trifloxystrobin in the presence and absence of
salicylhydroxamic acid (SHAM) was determined. All tested isolates were found to be
sensitive to both Qol compounds: the average half-effective concentration (ECso)
values were 0.029 and 0.022 pug ml! with the addition of azoxystrobin and
trifloxystrobin alone, and lower with the addition of fungicide and SHAM together at
0.024 and 0.017 pg mlL, respectively. Sequence analysis of cytochrome b mRNA and
gene showed that none of the typical point mutations causing resistance to Qol were
present in the eight selected P. ampelicida and other Phyllosticta spp. isolates/strains
tested. However, the occurrence of the G143A point mutation/amino acid substitution
causing practical resistance may also be influenced by the exon/intron structure of the
cytb gene. Therefore, | also investigated this aspect in isolates/strains of several
Phyllosticta species. | found a type | self-expressing intron in the cytb gene right after
codon 143 in all species studied except P. capitalensis and P. gaultheriae. The
sequence information of the cytb genes of P. parthenocissi and P. gaultheriae is
presented here for the first time.

Overall, it can be concluded that the studied P. ampelicida isolates are susceptible to
Qol fungicides in vitro, and in addition, according to the intron theory, the presence of
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a type | self-expressing intron in the cytb gene after codon 143 indicates a low risk of
Qol resistance in P. ampelicida. Thus, Qol fungicides may represent a useful tool in
the future for the control of P. ampelicida.
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M.2. Egyéb mellékletek

M.2.1. tablazat. A Vitis vinifera-rol izolalt és ISSR modszerrel és
klaszterelemzéssel genotipizalt 499 P. ampelicida izolatum gyijtési és
klaszterbesorolasi adatai.

g ORI g videk Gyiijtés helyes YA iszer
1 F1 Egri Eger 2010 1
2 F7 Egri Eger 2010 1
3 F13 Egri Eger 2010 2
4 F15 Egri Eger 2010 1
5 F19 Egri Andornaktalya 2010 2
6 F24 Egri Demjén 2010 1
7 F27 Egri Verpelét 2010 1
8 F29 Egri Eger 2010 1
9 F30 Egri Eger 2010 1
10 F35 Egri Eger 2010 1
11  F36 Egri Eger 2010 1
12 F42 Egri Verpelét 2010 1
13 F49 Egri Eger 2010 2
14  F58 Egri Andornaktalya 2010 2
15 F60 Egri Andornaktalya 2010 1
16 Fl11-5 Egri Eger 2011 1
17 F11-7 Egri Eger 2011 1
18 F11-9 Egri Eger 2011 2
19 F11-10 Egri Eger 2011 1
20 F11-18 Egri Eger 2011 1
21  Fl11-21 Egri Eger 2011 1
22 F11-23 Egri Eger 2011 1
23 F11-27 Egri Eger 2011 2
24 F12-1 Egri Demjén 2012 1
25 F12-8 Egri Demjén 2012 2
26 F12-11 Egri Demjén 2012 1
27  F12-15 Egri Demjén 2012 2
28  F12-19 Egri Demjén 2012 2
29  F12-27 Egri Demjén 2012 1
30 F12-30 Egri Demjén 2012 1
31 F12-35 Egri Demjén 2012 1
32 F12-37 Egri Demjén 2012 1
33 F12-39 Egri Demjén 2012 1
34 F12-40 Egri Demjén 2012 2
35 Fl12-44 Egri Demjén 2012 2
36 F12-48 Egri Demjén 2012 2
37  F12-49 Egri Demjén 2012 2
38 F12-50 Egri Demjén 2012 2
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g ORI Borvide Gyijtés helyer  CYU'S 1 2532 R
39 F12-64 Egri Demjén 2012 1
40 F12-71 Egri Demjén 2012 2
41  F12-78 Egri Demjén 2012 1
42  F12-82 Egri Demjén 2012 2
43  F12-98 Egri Demjén 2012 2
44  F12-101 Egri Eger 2012 1
45  F13-6 Egri Eger 2013 2
46  F13-8 Egri Eger 2013 2
47  F13-9 Egri Eger 2013 2
48  F13-10 Egri Eger 2013 2
49  F13-11 Egri Eger 2013 7
50 F13-31 Egri Eger 2013 2
51 F14-19 Egri Eger 2014 2
52  F14-22 Egri Eger 2014 2
53 Fi15-1 Egri Szomolya 2015 2
54  F15-2 Egri Szomolya 2015 1
55  F15-3 Egri Szomolya 2015 1
56 F15-4 Egri Szomolya 2015 1
57 F15-5 Egri Szomolya 2015 2
58 F15-8 Egri Szomolya 2015 1
59 F15-9 Egri Szomolya 2015 2
60 F15-10 Egri Szomolya 2015 2
61 F15-12 Egri Szomolya 2015 2
62  F15-15 Egri Szomolya 2015 2
63  F15-18 Egri Szomolya 2015 2
64  F15-19 Egri Szomolya 2015 1
65 F15-20 Egri Szomolya 2015 2
66  F15-22 Egri Szomolya 2015 1
67  F15-23 Egri Szomolya 2015 2
68  F15-25 Egri Szomolya 2015 2
69  F15-27 Egri Szomolya 2015 1
70  F15-28 Egri Szomolya 2015 1
71  F15-29 Egri Szomolya 2015 1
72  F15-30 Egri Szomolya 2015 1
73  F15-31 Egri Szomolya 2015 1
74  F15-33 Egri Szomolya 2015 1
75  F15-35 Egri Szomolya 2015 1
76  F15-37 Egri Andornaktalya 2015 2
77  F15-39 Egri Andornaktalya 2015 2
78  F15-41 Egri Andornaktalya 2015 2
79  F15-42 Egri Andornaktalya 2015 2
80 F15-43 Egri Egerszolat 2015 1
81 F15-44 Egri Egerszolat 2015 1
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Izolatum- Gyiijtés ISSR

# azonosito Borvidék Gyijtés helye ® éve Klaszter
82 F15-45 Egri Egerszolat 2015 1
83 F15-46 Egri Egerszolat 2015 1
84  F15-47 Egri Egerszolat 2015 1
85 F15-48 Egri Egerszolat 2015 1
86 F15-49R1 Egri Egerszolat 2015 1
87 PaA2 Etyek-budai Budapest 2015 1
88 PaL2 Etyek-budai Budapest 2015 1
89  Sarfeher Etyek-budai Budapest 2015 1
90 Fle6-1 Egri Demjén 2016 1
91 F16-2 Egri Demjén 2016 1
92 F16-3 Egri Demjén 2016 1
93 F16-4 Egri Demjén 2016 5
94  F16-5 Egri Demjén 2016 1
95 F16-6 Egri Demjén 2016 1
9%  F16-7 Egri Demjén 2016 1
97 F16-8 Egri Demjén 2016 1
98 F16-9 Egri Demjén 2016 1
99 F16-10 Egri Demjén 2016 1

100 F16-11 Egri Demijén 2016 1
101 F16-12 Egri Demjén 2016 1
102 F16-13 Egri Demjén 2016 1
103 F16-14 Egri Demjén 2016 1
104 F16-15 Egri Demijén 2016 1
105 F16-16 Egri Demjén 2016 1
106  F16-17 Egri Demijén 2016 1
107 F16-18 Egri Demjén 2016 1
108 F16-19 Egri Demjén 2016 1
109 F16-20 Egri Demjén 2016 1
110 F16-21 Egri Demijén 2016 1
111  F16-22 Egri Demjén 2016 1
112 F16-23 Egri Demijén 2016 1
113 F16-24 Egri Demjén 2016 1
114  F16-25 Egri Demijén 2016 1
115 F16-26 Egri Demjén 2016 1
116  F16-27 Egri Demijén 2016 1
117 F16-28 Egri Demjén 2016 2
118 F16-29 Egri Demjén 2016 2
119 F16-30 Egri Demjén 2016 2
120 F16-31 Egri Demjén 2016 2
121  F16-32 Egri Demjén 2016 1
122 F16-33 Egri Demjén 2016 1
123 F16-34 Egri Demjén 2016 1
124 F16-35 Egri Demijén 2016 1

89



Izolatum- Gyiijtés ISSR

# azonosito Borvidék Gyijtés helye ® éve Klaszter
125 F16-36 Egri Demjén 2016 1
126  F16-37 Egri Demjén 2016 1
127 F16-38 Egri Demjén 2016 1
128 F16-39 Egri Demjén 2016 1
129 F16-40 Egri Demjén 2016 1
130 F16-41 Egri Demjén 2016 1
131 F16-42 Egri Demjén 2016 1
132 F16-43 Egri Demjén 2016 1
133 F16-44 Egri Demjén 2016 2
134 F16-45 Egri Demjén 2016 1
135 F16-46 Egri Demjén 2016 1
136 F16-47 Egri Maklar 2016 2
137 F16-48 Egri Maklar 2016 2
138 F16-49 Egri Maklar 2016 2
139 F16-50 Egri Maklar 2016 2
140 F16-51 Egri Maklar 2016 2
141  F16-52 Egri Demjén 2016 2
142 F16-53 Egri Demjén 2016 2
143 F16-54 Egri Demjén 2016 2
144 F16-55 Egri Demjén 2016 2
145 F16-56 Egri Demjén 2016 2
146  F16-57 Egri Demjén 2016 2
147 F16-58 Egri Demjén 2016 2
148 F16-59 Egri Demjén 2016 2
149 F16-60 Egri Demjén 2016 2
150 F16-61 Egri Demjén 2016 2
151 F17-1 Egri Szomolya 2017 1
152  F17-2 Egri Szomolya 2017 1
153 F17-3 Egri Szomolya 2017 1
154 F17-4 Egri Szomolya 2017 1
155 F17-6 Egri Eger 2017 1
156  F17-7 Egri Eger 2017 1
157 F17-8 Egri Eger 2017 1
158 F17-9 Egri Eger 2017 1
159 F17-10 Egri Eger 2017 2
160 F17-11 Egri Kerecsend 2017 2
161 F17-12 Egri Kerecsend 2017 2
162 F17-13 Egri Kerecsend 2017 2
163 F17-14 Egri Kerecsend 2017 2
164 F17-15 Egri Kerecsend 2017 2
165 F17-16 Egri Kerecsend 2017 2
166 F17-17 Egri Kerecsend 2017 2
167 F17-18 Egri Kerecsend 2017 2
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Izolatum- Gyiijtés ISSR

# azonosito Borvidék Gyijtés helye ® éve Klaszter
168 F17-19 Egri Kerecsend 2017 1
169 F17-20 Egri Kerecsend 2017 1
170 F17-21 Egri Kerecsend 2017 2
171 F17-22 Egri Kerecsend 2017 1
172 F17-23 Egri Kerecsend 2017 1
173  Fl17-24 Egri Kerecsend 2017 1
174  F17-25 Egri Kerecsend 2017 1
175 F17-26 Egri Kerecsend 2017 2
176  F17-27 Egri Kerecsend 2017 2
177 F17-28 Egri Kerecsend 2017 2
178 F17-29 Egri Kerecsend 2017 1
179 F17-30 Egri Kerecsend 2017 1
180 F17-31 Egri Kerecsend 2017 1
181 F17-32 Egri Kerecsend 2017 1
182 F17-33 Egri Kerecsend 2017 1
183 F17-35 Egri Kerecsend 2017 1
184 F17-36 Egri Kerecsend 2017 1
185 F17-37 Egri Kerecsend 2017 1
186 F17-38 Egri Kerecsend 2017 1
187 F17-39 Egri Kerecsend 2017 1
188 F17-40 Egri Kerecsend 2017 2
189 F17-41 Egri Kerecsend 2017 2
190 F17-42 Egri Kerecsend 2017 2
191 F17-43 Egri Kerecsend 2017 6
192 F17-44 Egri Kerecsend 2017 2
193 F17-45 Egri Kerecsend 2017 2
194  F17-47 Egri Kerecsend 2017 2
195 F17-48 Egri Eger 2017 1
196 F17-49 Egri Eger 2017 1
197 F17-50 Egri Eger 2017 1
198 F17-51 Egri Eger 2017 1
199 F17-52 Egri Eger 2017 1
200 F17-53 Egri Eger 2017 1
201 F17-54 Egri Eger 2017 2
202 F17-55 Egri Eger 2017 2
203 F17-56 Egri Eger 2017 2
204  F17-57 Egri Eger 2017 2
205 F17-58 Egri Maklar 2017 1
206 F17-59 Egri Maklar 2017 1
207 F17-60 Egri Maklar 2017 1
208 F17-61 Egri Maklar 2017 1
209 F17-62 Egri Maklar 2017 1
210 F17-64 Egri Maklar 2017 1
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Izolatum- Gyiijtés ISSR

# azonosito Borvidék Gyiijtés helye ® éve Klaszter
211 F17-65 Egri Maklar 2017 1
212 F17-66 Egri Maklar 2017 1
213  F17-67 Egri Maklar 2017 1
214 F17-68 Egri Maklar 2017 1
215 18-1-1 Egri Eger 2018 1
216 18-1-2 Egri Eger 2018 1
217 18-1-4 Egri Eger 2018 1
218 18-1-5 Egri Eger 2018 1
219 18-1-6 Egri Eger 2018 1
220 18-2-1 Egri Eger 2018 1
221 18-3-1 Egri Eger 2018 1
222 18-3-2 Egri Eger 2018 5
223 18-3-3 Egri Eger 2018 1
224 18-3-4 Egri Eger 2018 1
225 18-3-5 Egri Eger 2018 1
226 18-3-6 Egri Eger 2018 1
227 18-3-7 Egri Eger 2018 1
228 18-3-8 Egri Eger 2018 1
229 18-3-9 Egri Eger 2018 1
230 18-3-10 Egri Eger 2018 1
231 18-3-11 Egri Eger 2018 1
232 18-3-12 Egri Eger 2018 1
233 18-3-13 Egri Eger 2018 1
234 18-3-14 Egri Eger 2018 1
235 18-3-15 Egri Eger 2018 1
236 18-3-16 Egri Eger 2018 1
237 18-3-17 Egri Eger 2018 1
238 18-3-18 Egri Eger 2018 1
239 18-3-19 Egri Eger 2018 1
240 18-3-20 Egri Eger 2018 1
241 18-3-21 Egri Eger 2018 1
242 18-3-22 Egri Eger 2018 1
243 18-3-23 Egri Eger 2018 1
244  18-3-24 Egri Eger 2018 1
245 18-3-25 Egri Eger 2018 2
246  18-3-26 Egri Eger 2018 1
247  18-3-27 Egri Eger 2018 1
248 18-3-28 Egri Eger 2018 1
249  18-3-29 Egri Eger 2018 1
250 18-3-30 Egri Eger 2018 1
251 18-3-31 Egri Eger 2018 1
252 18-3-32 Egri Eger 2018 1
253 18-3-34 Egri Eger 2018 1

92



Izolatum- Gyiijtés ISSR

# azonosito Borvidék Gyiijtés helye * éve Klaszter
254 18-3-35 Egri Eger 2018 1
255 18-3-36 Egri Eger 2018 1
256 18-3-37 Egri Eger 2018 1
257 18-3-38 Egri Eger 2018 1
258 18-3-39 Egri Eger 2018 2
259 18-3-40 Egri Eger 2018 1
260 18-3-41 Egri Eger 2018 1
261 18-3-42 Egri Eger 2018 1
262 18-3-43 Egri Eger 2018 2
263 18-3-44 Egri Eger 2018 2
264 18-3-45 Egri Eger 2018 1
265 18-3-46 Egri Eger 2018 1
266 18-3-47 Egri Eger 2018 1
267 18-3-48 Egri Eger 2018 1
268 18-3-49 Egri Eger 2018 1
269 18-3-50 Egri Eger 2018 1
270 18-3-51 Egri Eger 2018 1
271  18-3-52 Egri Eger 2018 1
272 18-3-53 Egri Eger 2018 1
273 18-3-54 Egri Eger 2018 1
274 18-4-1 Egri Eger 2018 1
275 18-4-2 Egri Eger 2018 1
276 18-4-3 Egri Eger 2018 1
277 18-4-4 Egri Eger 2018 1
278 1845 Egri Eger 2018 1
279 18-4-6 Egri Eger 2018 1
280 18-4-7 Egri Eger 2018 1
281 18-4-8 Egri Eger 2018 1
282 18-4-9 Egri Eger 2018 1
283 18-4-10 Egri Eger 2018 1
284 18-4-11 Egri Eger 2018 1
285 18-4-12 Egri Eger 2018 1
286 18-4-13 Egri Eger 2018 1
287 18-4-14 Egri Eger 2018 1
288 18-5-1 Egri Eger 2018 2
289 18-5-2 Egri Eger 2018 2
290 18-6-1 Egri Eger 2018 1
291 18-6-2 Egri Eger 2018 1
292 18-6-3 Egri Eger 2018 1
293 1864 Egri Eger 2018 1
294 18-6-5 Egri Eger 2018 1
295 18-6-6 Egri Eger 2018 1
296 18-6-7 Egri Eger 2018 1
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Izolatum- Gyiijtés ISSR

# azonosito Borvidék Gyijtés helye ® éve Klaszter
297 18-6-8 Egri Eger 2018 1
298 18-6-9 Egri Eger 2018 1
299 18-6-10 Egri Eger 2018 1
300 18-6-11 Egri Eger 2018 1
301 18-6-12 Egri Eger 2018 1
302 18-6-13 Egri Eger 2018 1
303 18-6-14 Egri Eger 2018 1
304 18-6-15 Egri Eger 2018 1
305 18-6-16 Egri Eger 2018 1
306 18-6-17 Egri Eger 2018 1
307 18-6-18 Egri Eger 2018 1
308 18-6-19 Egri Eger 2018 1
309 18-6-20 Egri Eger 2018 1
310 18-6-21 Egri Eger 2018 1
311 18-6-22 Egri Eger 2018 1
312 18-6-23 Egri Eger 2018 1
313 18-6-24 Egri Eger 2018 1
314 18-6-25 Egri Eger 2018 1
315 18-6-26 Egri Eger 2018 1
316 18-6-27 Egri Eger 2018 1
317 18-6-28 Egri Eger 2018 1
318 18-7-1 Egri Eger 2018 2
319 18-7-2 Egri Eger 2018 2
320 18-7-3 Egri Eger 2018 2
321 18-7-4 Egri Eger 2018 2
322 18-7-5 Egri Eger 2018 2
323 18-7-6 Egri Eger 2018 2
324 18-8-1 Egri Eger 2018 2
325 18-8-2 Egri Eger 2018 2
326 18-8-3 Egri Eger 2018 1
327 18-8-4 Egri Eger 2018 1
328 18-85 Egri Eger 2018 1
329 18-86 Egri Eger 2018 1
330 18-8-7 Egri Eger 2018 2
331 18-89 Egri Eger 2018 1
332 18-8-10 Egri Eger 2018 2
333 18-8-11 Egri Eger 2018 1
334 18-8-12 Egri Eger 2018 1
335 18-8-13 Egri Eger 2018 1
336 18-8-14 Egri Eger 2018 1
337 18-8-15 Egri Eger 2018 1
338 18-8-16 Egri Eger 2018 1
339 18-8-17 Egri Eger 2018 1
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Izolatum- Gyiijtés ISSR

# azonosito Borvidék Gyijtés helye ® éve Klaszter
340 18-8-18 Egri Eger 2018 1
341 18-8-19 Egri Eger 2018 1
342 18-9-1 Egri Eger 2018 1
343 1892 Egri Eger 2018 1
344  18-9-3 Egri Eger 2018 2
345 18-9-4 Egri Eger 2018 1
346 1895 Egri Eger 2018 1
347 18-9-6 Egri Eger 2018 1
348 18-9-7 Egri Eger 2018 1
349 18-9-8 Egri Eger 2018 2
350 18-9-9 Egri Eger 2018 2
351 18-9-10 Egri Eger 2018 2
352 18-9-11 Egri Eger 2018 1
353 18-9-12 Egri Eger 2018 1
354 18-9-13 Egri Eger 2018 1
355 18-9-14 Egri Eger 2018 1
356 18-9-15 Egri Eger 2018 2
357 18-9-16 Egri Eger 2018 2
358 18-9-17 Egri Eger 2018 1
359 18-9-18 Egri Eger 2018 1
360 18-9-19 Egri Eger 2018 1
361 18-10-1 Egri Eger 2018 1
362 18-10-2 Egri Eger 2018 2
363 18-10-3 Egri Eger 2018 2
364 18-10-4 Egri Eger 2018 2
365 18-10-5 Egri Eger 2018 2
366 18-10-6 Egri Eger 2018 2
367 18-10-7 Egri Eger 2018 2
368 18-8-1E Egri Eger 2018 2
369 18-9-1E Egri Eger 2018 1
370 18-9-2E Egri Eger 2018 1
371 18-9-3E Egri Eger 2018 2
372 18-9-4E Egri Eger 2018 1
373 18-9-5E Egri Eger 2018 2
374 18-9-6E Egri Eger 2018 1
375 18-13-1E Egri Eger 2018 4
376  18-13-2E Egri Eger 2018 1
377 18-13-3E Egri Eger 2018 1
378 18-13-4E Egri Eger 2018 1
379 18-13-5E Egri Eger 2018 1
380 18-13-6E Egri Eger 2018 1
381 18-13-7E Egri Eger 2018 1
382 18-13-8E Egri Eger 2018 1
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Izolatum- Gyiijtés ISSR

# azonosito Borvidék Gyijtés helye ® éve Klaszter
383 18-15-1E Egri Eger 2018 1
384 18-16-1E Egri Eger 2018 1
385 FB18-3-1E Egri Eger 2018 1
386 FB18-4-1E Egri Eger 2018 1
387 FB18-4-2E Egri Eger 2018 1
388 FB18-6-1E Egri Eger 2018 1
389 FB18-6-2E Egri Eger 2018 1
390 18-1-2M Biikki Miskolc 2018 1
391 EBI1G1 Egri Eger 2018 1
392 EB1G5A Egri Eger 2018 1
393 EB1G5B Egri Eger 2018 1
394 EB1G5C Egri Eger 2018 1
395 EB2G1A Egri Eger 2018 2
396 EB2G3C Egri Eger 2018 1
397 EB2G4C Egri Eger 2018 2
398 EB2G5B Egri Eger 2018 2
399 EB3G3 Egri Eger 2018 1
400 EB3G4 Egri Eger 2018 2
401 MG3 Tokaji Mad 2018 1
402 MG6 Tokaji Mad 2018 1
403 MGS8 Tokaji Mad 2018 2
404 MG10 Tokaji Mad 2018 1
405 MGI12 Tokaji Mad 2018 2
406 MG13 Tokaji Mad 2018 1
407 MG14 Tokaji Mad 2018 1
408 MG15 Tokaji Mad 2018 1
409 MG16 Tokaji Mad 2018 1
410 MG17 Tokaji Mad 2018 1
411 MG18 Tokaji Mad 2018 1
412  MG19 Tokaji Mad 2018 1
413 MG24 Tokaji Mad 2018 1
414  MG25 Tokaji Mad 2018 2
415 MG27 Tokaji Mad 2018 2
416 MG28 Tokaji Mad 2018 1
417  MG30 Tokaji Mad 2018 2
418 MG31 Tokaji Mad 2018 1
419 MG34 Tokaji Mad 2018 1
420 MG35 Tokaji Mad 2018 1
421 G1C Tokaji Mad 2018 1
422 G3A Tokaji Mad 2018 1
423  G4A Tokaji Mad 2018 1
424  G4B Tokaji Mad 2018 1
425 G5B Tokaji Mad 2018 1
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Izolatum- Gyiijtés ISSR

# azonosito Borvidek Gyiijtés helye ® éve Klaszter
426  G6A Tokaji Mad 2018 2
427 G6B Tokaji Mad 2018 2
428 197 Egri Andornaktalya 2019 2
429  19-17 Egri Andornaktalya 2019 2
430 19-25 Egri Andornaktalya 2019 2
431 19-31 Egri Andornaktalya 2019 2
432 19-36 Egri Andornaktalya 2019 2
433  19-40 Egri Andornaktalya 2019 2
434 19-47 Egri Andornaktalya 2019 2
435 19-54 Egri Andornaktalya 2019 2
436 19-61 Egri Andornaktalya 2019 2
437  19-69 Egri Andornaktalya 2019 2
438 19-73 Egri Andornaktalya 2019 2
439 19-82 Egri Andornaktalya 2019 1
440 19-97 Egri Andornaktalya 2019 1
441  19-107 Egri Andornaktalya 2019 2
442  19-116 Egri Andornaktalya 2019 2
443  19-119 Egri Andornaktalya 2019 1
444  19-122 Egri Andornaktalya 2019 1
445  19-123 Egri Andornaktalya 2019 2
446  19-125 Egri Andornaktalya 2019 2
447  19-129 Egri Andornaktalya 2019 1
448 19-136 Egri Andornaktalya 2019 1
449  19-159 Egri Eger 2019 1
450 19-162 Egri Eger 2019 1
451  19-169 Egri Eger 2019 2
452 19-172 Egri Eger 2019 2
453  19-179 Egri Eger 2019 1
454  19-188 Egri Eger 2019 1
455  19-192 Egri Eger 2019 1
456  19-194 Tokaji Mad 2019 1
457  19-195 Tokaji Mad 2019 1
458 19-208 Egri Eger 2019 1
459  19-210 Egri Eger 2019 2
460 19-214 Egri Eger 2019 2
461 19-216 Egri Eger 2019 2
462  19-226 Egri Eger 2019 1
463  19-227 Egri Eger 2019 1
464  19-229 Egri Eger 2019 2
465 19-234 Egri Eger 2019 1
466  19-236 Egri Eger 2019 2
467 19-238 Egri Eger 2019 2
468  19-240 Egri Eger 2019 2
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Izolatum- Gyiijtés ISSR

‘yx e a
# azonosito Borvidék Gydjtés helye éve Klaszter
469 BG1 Egri Andornaktalya 2019 1
470 BG2 Egri Andornaktalya 2019 2
471 BGS3 Egri Andornaktalya 2019 1
472 BG4 Egri Andornaktalya 2019 2
473 BG5S Egri Andornaktalya 2019 2
474 BG6 Egri Andornaktalya 2019 2
475 BG7 Egri Andornaktalya 2019 1
476 BGS8 Egri Andornaktalya 2019 2
477 BG9 Egri Andornaktalya 2019 2
478 BmG1 Egri Andornaktalya 2019 1
479 BmG2 Egri Andornaktalya 2019 1
480 BmG3 Egri Andornaktalya 2019 1
481 BmG5 Egri Andornaktalya 2019 2
482 BmG8 Egri Andornaktalya 2019 2
483 BmG9 Egri Andornaktalya 2019 1
484 BmG10 Egri Andornaktalya 2019 2
485 MGSt1 Tokaji Mad 2019 1
486 MGSt2 Tokaji Mad 2019 1
487 MGU1 Tokaji Mad 2019 2
488 MGU2 Tokaji Mad 2019 1
489 Gbl Dao NA, Portugalia 2011 8
490 Gb30 Vinhos Verdes NA, Portugalia 2013 1
491 GhC Lombardia ~ Canneto Pavese, 2013 2
Olaszorszag
Kelet-Istria Moscenicka Draga,
492 HrGl (Isto¢na Istra)  Horvatorszag 2019 1
Kelet-Istria Moscenicka Draga,
493 HrG2 (Isto¢na Istra)  Horvatorszag 2019 1
Kelet-Istria Moscenicka Draga,
494 HrGs3 (Isto¢na Istra)  Horvatorszag 2019 1
Kelet-Istria Moscenicka Draga,
495 Hre4 (Isto¢na Istra)  Horvatorszag 2019 1
Kelet-Istria Moscenicka Draga,
4% HrGs (Isto¢na Istra)  Horvatorszag 2019 1
Kelet-Istria Moscenicka Draga,
497 HrGe (Isto¢na Istra)  Horvatorszag 2019 1
Kelet-Istria Moscenicka Draga,
498 HrG7 (Isto¢na Istra)  Horvatorszag 2019 3
499  HrG8 Kelet-Istria Moscenicka Draga, 2019 1

(Isto¢na Istra)  Horvatorszag

4 Minden izolatumot hazai borvidékrdl hoztunk létre, kivéve az utolso 11-et, amelyeknél feltiintettem a
szdrmazasi orszagot.
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M.2.2. tablazat. A gombatelepek novekedésének *.jpg képekbdl torténé mérésére
hasznalt MATLAB® szkript kodja.

# Kod Megjegyzések
datal = dir('Custom

! access path\*.Jpg');

2 | filenames = {datal.name}; | Betoltés: A képek fajlnevei (*jpg)

3 | serialnumber=1; a dedikdlt mappabol keriilnek
for K = 1 beolvasasra, majd a  képek

4 length (filenames) egyenként betoltddnek az
load images{K} = elemzéshez.

> imread (filenames{K});

6 | in=load images{K};
IN = imcrop (in, [1200 700

46 1550 16001) ; Kivagas: A kisebb (1550x1600),

=T assize (IN); elemezni kivant kép kivagasra keriil
& =11 07; az eredeti képbdl, ¢és mérete
FEREETETr meghatarozasra kertl.

8 |w=l;z=1; El6készités: a kép Osszes pixelének

9 |while (w<d3(1)) elemzéséhez két egymasba agyazott

10 | z=1; "while" ciklus keril létrehozasra

11 | while (z<d3(2)) (pixeloszlopokhoz és -sorokhoz).

12 [if (IN(w,z,1) >= X)

13 | IN(w,z,1)=256;

14 | IN(w, z,2)=256;

15 | IN(w, z, 3)=256;

16 | elseif (IN(w,z,1l) <= X)

17 | IN(w,z,1)=256;

18 | IN(w, z,2)=256;

19 | IN(w,z,3)=256; Pixelszin meghatarozas és
elseif (IN(w,z,1) >= X) véglegesités: A gombatelep
&& (IN(w,z,1l) <= X) && kiilonb6zo részeihez tartozé

20 (IN(w, z,3) >= X) && kiilénb6z06 szines pixelek
(IN(w, z,3) <= X) (fehér/fekete/barna stb. micélium és
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21 | IN(w,z,1)=256;

22 | IN(w,z,2)=256;

23 | IN(w,z,3)=256;
elseif (IN(w,z,1l) >= X)
&& (IN(w,z,1) <= X) &&

24 (IN(w, z,3) >= X) &&
(IN(w,z,3) <= X)

25 | IN(w,z,1)=256;

26 | IN(w,z,2)=256;

27 | IN(w,z,3)=256;
elseif (IN(w,z,1) >= X)
&& (IN(w,z,1l) <= X) &&

28 (IN(w,z,3) >= X) &&
(IN(w,z,3) <= X)

29 | IN(w,z,1)=256;

30 | IN(w, z,2)=256;

31 | IN(w, z,3)=256;
elseif (IN(w,z,2) >= 70)
&& (IN(w,z,2) <= 90) &&

32 (IN(w,z,3) >= 70) &&
(IN(w,z,3) <= 90)

33 | IN(w,z,1)=256;

34 | IN(w,z,2)=256;

35 | IN(w, z,3)=256;

36 | else

37 | IN(w,z,1)=0;

38 | IN(w,z,2)=0;

39 | IN(w,z,3)=0;

40 | end

41 | z=z+1;

42 | end

43 | w=w+l;

44 | end

sargads micélium a telep szélein)
¢észlelésére szolgald, elére bedallitott
paraméterek  meghatdrozasa a
pixelek mérésével az adott kép
piros-zold-kék (RGB) szinterének
egy vagy tobb rétegén. Valtozo
szami  ,elseif”  paraméter
allithato be (pl. egy a fehér, egy a
sarga, egy a fekete kolonia
részleteihez). X barmilyen szam
lehet 0 és 255 kozott. A vords
("w,z,1"), a zold ("w,z,2") és a kék
("w,z,3")

keriilnek

szinrétegek  pixelei
atvizsgalasra, és ha
megfelelnek az eldre bedllitott
paraméterek barmelyikének, akkor
az egyes szinrétegeken fehérré
alakulnak (256-os értéket vesznek
fel). Ha a pixelek nem felelnek meg
az elére beallitott paraméterek
egyikének sem, akkor minden egyes
szinrétegben feketévé valnak (0-s
érteket vesznek fel). A megfeleld
elére beallitott paraméterek
hasznalataval lehetdség van arra,
hogy a gombatelephez tartozo
pixelek elkiiloniiljenek a taptalajhoz
tartozd pixelektdl és igy fehérré

vagy feketévé valjanak.
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inoneplane =

uint8 ((1/3) * (double (IN(:,

Rétegek Osszevonasa: Az piros-

z0ld-kék (RGB) szintér rétegei

45
tr1))+double (IN(:,:,2)) +d | (amelyek mér csak fehér és fekete
ouble (IN(:,:,3)))); pixeleket tartalmaznak) egyetlen
fehér vagy fekete pixeles réteggé
olvadnak Gssze. A kivagott fekete-
fehér képeket (1550x1600 pixel),
imwrite (inoneplane, amelyeket az aldbbi mérésekhez
47 | ['Custom access hasznalunk, *.jpg formatumban,
path\Int ", filenames{K}]) | egy kiilon mappaba mentjiik, hogy
az elére bedllitott paraméterek
eredményét 0sszehasonlithassuk, és
sziikség esetén finomithassuk.
48 | se = strel('disk',3);
closeimage=imclose (inonep | Simitas: A  kis "felismerési
49
lane, se); hianyossagok" kitdltésre keriilnek,
binar2 = a kolonian kiviili szigetszerti fehér
50 | bwareaopen (closeimage, 200 | mitermékek torlddnek, és a
000) ; végleges képek *.jpg formatumban,
imwrite (binar2, [ 'Custom egy kilon mappaba mentésre
51 | access keriilnek.
path\Fin ', filenames{K}])
52 | ININ=1;
53 | for i=1:1600
: : — Meérés (bal oldal): Az egyes
onestring=binar2(i:i,1:15
54 50) pixelsorok elsd fehér képpontjainak
e sorszamat (balrdl jobbra) egyenként
l =
55 . . regisztraljuk a nyolc bites kép bal
find (onestring==true);
S : felének tetejétdl az aljaig. Az
56 | if isempty(hit)
eredmények az "eredmények"
57 | hit (1)=1;
tablazat paratlan soraiba (1., 3. stb.)
58 | else
keriilnek kiirésra.
59 | end
60 | coledge (i, :)=hit(1);
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results (i, ININ)=

ol coledge (i, :);

62 | end
reverse=flipdim(binar2,2)

63 |

64 | for i=1:1600
onestring=reverse(i:i,1:1

% 550) ; Mérés (jobb oldal): A képet

66 hit=find(onestring==true) | tiikrozzik a fliggbleges tengelyen,
; ¢€s ugyanezt a mérést végezzik el a

67 | if isempty (hit) kép (eredetileg) jobb oldalan.

68 | hit (1)=1;

69 | else

70 | end

71 | coledge (i, :)=hit (1),

79 results2 (i, ININ) = A jobb oldali eredmények az
coledge (1, :); "eredmények"  tdblazat  péros

73 | end soraiba (2., 4. stb.) keriilnek,

ahonnan az eredmények

end masolhatok  és  felhaszndlhatok

tovabbi szamitasokhoz.
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18-9-14
18-9-17
18-9-18
18-9-19
18-10-1
18-9-1E
18-9-2E
18-9-4E
18-9-6E
18-13-2E
18-13-3E
18-13—4E
18-13-5E
18-13—6E
18-13-7E
18-13-8E
18-15-1E
18-16-1E
FB18-3-1E
FB18—4-1E
FB18—-4-2E
FB18-6-1E
FB18-6-2E
18-1-2M
EBIG1
EBIGSA
EBIGSB
EBIGSC
EBG3C
EB3G3
MG10
MG13
MG14
MG1s
MG16
MG17
MG18
MG19
MG24
MG28
MG3
MG3l
MGy
MG3s
MG6
GIC

G3A

G4A

G4B

GSB
19-82
19-97
19-119
19-122
19-129
19-136
19-159
19-162
19-179
19-188
19-192
19-194
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19-195
19-208
19-226
19-227
19-234
BGl
BG3
BG7
BmGl
BmG2
BmG3
BmG9
MGStl
MGS5t2
MGU2
Gb30
HrGl
HrG2
HrG3
HrG4
HrGs
HrG6
HrG8

F13
F19
F49
F58
F11-9
F11-27
F12-8
F12-15
F12-19
F12-40
F12-44
F12-48
F12-49
F12-50
F12-71
F12-82
F12-98
Fl13-6
F13-8
F13-9
F13-10
F13-31
F14-19
F14-22
F15-1
F15-5
F15-9
F15-10
F15-12
F15-15
F15-18%
F15-20
F15-231
F15-25
F15-37
F15-39
F15-41
F15-42
F16-28
F16-29
F16-30
F16-31
F16-44
F16-47
F1l6-48%
F16-49
F16-50
F16-51
F16-52
F16-53
F16-54
F16-55
F16-56
F16-57
F16-58
F16-59
F16-60
F16-61
F17-10
F17-11
F17-12
F17-13
F17-14
F17-15
F17-16
F17-17
F17-18

F17-27
F17-28
F17-40
F17-41
F17-42
F17-44
F17-45
F17-47
F17-54
F17-55
F17-56
F17-57
18-3-25
18-3-39
18-3-43
18-3—44

18-5-1

Klaszter 2



18-5-2
18-7-1
18-7-2
18-7-3
18-7-4
18-7-5
18-7-6
18-8-1
18-8-2
18-8-7
18-8-10
18-9-3
18-9-3
18-9-8
18-9-9
18-9-10
18-9-15
18-9-16
18-10-2
18-10-3
18-10—+4
18-10-5
18-10-6
18-10-7
18-8-1E
18-9-3E
18-9-5E
EB2G1A
EB2G4C
EBXGSB
EB3G4
MGI12
MG25
MG27
MG30
MGS
G6A
G6B
19-7
19-17
19-25
19-31
19-36
19-40
19-47
19-54
19-61
19-69
19-73
19-107
19-116
19-123
19-125
19-169
19-172
19-210
19-214
19-216
19-129
19-236
19-138
19-240
BG2
BG4
BG5S
BG6
BGE
BG?
BmGl10
BmGS
BmG8
MGUL
GhC

F17-43 } Klaszter §

| F16-4 } Klaszter §

118-3-2

M.2.3. abra. A 499 P. ampelicida izolatum harom ISSR-marker segitségével
meghatarozott ISSR-mintazata alapjan késziilt Unweighted pair-group method
with arithmetic average (UPGMA) dendrogram.

*. A tavolsag az egyes izolatumok ISSR profiljaiban talalhaté egyedibb markerek
(termékek) kozott mutatkoz6 jelenlét- vagy hidnyeltérésbol szamitott becstilt érték.

Az izolatumokra vonatkozo6 informaciokat az M.2.1. tdblazat tartalmazza.
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Ko6szonom Onesti Giovanninak az olaszorszagi izolatumot, a sok segitséget és a jo
hangulatot, Cecilia Regonak a portugal izolatumokat, Danké Tamasnak pedig a
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