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ABSTRACT

Among the thousands of rust species described, many are known for their devastating effects on their hosts, which include major agriculture crops
and trees. Hence, for over a century, these basidiomycete pathogenic fungi have been researched and experimented with. However, due to their
biotrophic nature, they are challenging organisms to work with and, needing their hosts for propagation, represent pathosystems that are not easily
experimentally accessible. Indeed, efforts to perform genetics have been few and far apart for the rust fungi, though one study performed in the
1940s was famously instrumental in formulating the gene-for-gene hypothesis describing pathogen—host interactions. By taking full advantage of
the molecular genetic tools developed in the 1980s, research on many plant pathogenic microbes thrived, yet similar work on the rusts remained very
challenging though not without some successes. However, the genomics era brought real breakthrough research for the biotrophic fungi and with
innovative experimentation and the use of heterologous systems, molecular genetic analyses over the last 2 decades have significantly advanced our
insight into the function of many rust fungus genes and their role in the interaction with their hosts. This has allowed optimizing efforts for
resistance breeding and the design and testing of various novel strategies to reduce the devastating diseases they cause.

Keywords: disease control and pest management, genetics and resistance, mycology

Rust fungi are one of the largest groups of plant pathogenic fungi.
They belong to the order Pucciniales (formerly Uredinales) of the
phylum Basidiomycota and represent a diverse and complex group
of fungi. There are about 7,500 described species, divided into 133
recognized genera (Aime et al. 2014; Cummins and Hiratsuka 2003;
Toome-Heller 2016). Rust fungi have diverse and complex life
cycles (Cummins and Hiratsuka 2003). For example, Puccinia
graminis f. sp. tritici, causing stem rust of wheat, is a typical
macrocyclic rust fungus with five spore stages and requires two
unrelated hosts (is said to be heteroecious) to complete its life cycle
(Leonard and Szabo 2005). The asexual uredinial stage infects
wheat, barley, and several grass species. Sexual reproduction starts
with the telial stage on the gramineous host and is completed on
the alternate host (Berberis spp. and Mahonia spp.). Teliospores
germinate to produce basidiospores, which infect the alternate host
forming pycnia (spermogonia). After transfer of pycniospores to an
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opposite mating type, fertilization occurs resulting in the formation
of aecia. The aeciospores then infect gramineous hosts, completing
the life cycle. Wheat leaf rust, caused by the closely related species
Puccinia triticina, has a very similar life cycle (Fig. 1) (Bolton et al.
2008). Melampsora lini, causing flax rust, is a macrocyclic fungus
containing five spore stages, but carrying out its life cycle on a
single host (therefore called autoecious) (Lawrence et al. 2007). At
the other end of the spectrum are self-fertile microcyclic rust fungi
that produce only two spore stages (telia and basidia), lack
spermogonia, and infect a single host (for example Puccinia
mesnieriana) (Anikster and Wahl 1985). The order of Pucciniales
is monophyletic, and life cycle variation has occurred through
convergent evolution from macrocyclic ancestors (Aime et al. 2017).

Infection of host tissue involves complex developmental
processes involving cross-talk between the rust fungal pathogen
and its host. Many distinct morphological changes occur during
infection. An urediniospore landing on a host leaf surface, germinates
to form a germ tube that develops an appressorium over a stomate,
cued by its architecture (mechanosensory thigmotropism). The
appressorium develops an infection peg that penetrates into the
intercellular space to form a substomatal vesicle, which differentiates
subsequently into an infection hypha. A haustorial mother cell is
formed when the growing tip of the infection hypha comes into close
contact with a mesophyll cell. Direct penetration of the mesophyll
cell wall ensues upon which invagination of the plasmalemma allows
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the formation of a specific feeding structure, the haustorium. Without
breaching the plant cell membrane, an intricate interface is formed
consisting of an extrahaustorial membrane (modified host cell
membrane), extrahaustorial matrix (EHM), haustorial wall, and
haustorial membrane where exchange of compounds, nutrients and
proteins (effectors) take place (for a review, see Voegele et al. 2009).
During the various stages, different specific gene sets are expressed
(Cuomo et al. 2017; Hacquard et al. 2010; Link and Voegele 2008;
Lorrain et al. 2018b). Detailed microscopic studies of the infection
processes and structural changes occurring in both pathogen and host
have been published for many pathosystems since the 1960s (in
particular for bean and cereal rust pathogens, e.g., Harder and Chong
1991; Lennox and Rijkenberg 1989; Mendgen 1973). Many rust
fungi are capable of employing two mechanisms for entry into host
plants. For rust basidiospores, entry is typically through direct
penetration of an epidermal cell (of the aecial host), whereas for
example in Puccinia graminis f. sp. tritici, the formation of the
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appressorium and penetration of the uredinial host leaf occurs at the
stomate (Leonard and Szabo 2005). One known example of a
variation exists in Phakopsora pachyrhizi, where the appressorium
formed from germinating urediniospores directly penetrates through
an epidermal cell of the soybean leaf surface (Goellner et al. 2010). In
general, it illustrates that in most rust fungi both mechanisms are
used, but that they are developmentally regulated.

Rust fungi cause disease across the plant kingdom including
important agricultural, horticultural, and forest crops. They are
infamous for causing diseases on cereals, with reports of epidemics
in ancient Greek and Roman times. Wheat stem rust epidemics have
continued, with the latest caused by Puccinia graminis f. sp. tritici
Ug99 and ‘Digalu’ strains (Singh et al. 2015). Similarly, wheat leaf
rust (Puccinia triticina) and wheat stripe rust (Puccinia striiformis
f. sp. tritici) are worldwide the most common diseases of wheat
with losses ranging from 1 to 20% (Bolton et al. 2008; Chen et al.
2014; Savary et al. 2019). Other cereal rusts of major economic
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Life cycle of the macrocyclic, heteroecious wheat leaf rust pathogen, Puccinia triticina. Note that the asexual cycle on wheat can be initiated from
either aeciospores or urediniospores; the latter can be wind-dispersed to new wheat hosts in a growing season, which can quickly lead to an
epidemic. When conditions become unfavorable, telia from which teliospores mature are formed on senescing wheat. In the early stages of
basidiospore development, each basidiospore contains a single nucleus which are the products of the two meictic divisions (as shown in the line
drawing). Subsequently, each of the four nuclei undergo a mitotic division resulting in two haploid nuclei per basidiospore as illustrated by the
microscopy image (Anikster 1983). Adapted from Alexopoulos et al. (1996), drawn by C. Gubbins Hahn (John Wiley & Sons, Reproduced by
permission). Aecia and basidiospores photographs by T. Eilam, others by J. Kolmer (Reproduced by permission).
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importance include Puccinia coronata f. sp. avenae, causing oat
crown rust (Nazareno et al. 2018), the barley rust Puccinia hordei
(Park et al. 2015), and the common corn rust, P. sorghi (Rochi et al.
2018). Uromyces species are notorious on beans (Voegele 2006),
Phakopsora pachyrhizi on soybean (Goellner et al. 2010), whereas
Hemileia vastatrix, causes havoc on coffee (Talhinhas et al. 2017).
M. larici-populina seriously affects poplar tree plantations
(Duplessis et al. 2011), while other trees such as oak and myrtle
suffer major losses due to Cronartium quercuumf£. sp. fusiforme and
Austropuccinia psidii, respectively (Carnegie and Pegg 2018;
Sniezko et al. 2014). White pine blister rust (C. ribicola) has caused
serious epidemics across Asia, Europe, and North America since the

mEVIEVV

late 1800s and continues to be a major disease of white pines today
(Geils et al. 2010). Figure 2 illustrates a few of the common rust diseases.

The obligate biotrophic nature of rust fungi has made studying
them on a molecular genetic and biochemical level challenging.
While molecular genetic work on many plant pathogens flourished,
comparable research on rusts has been hampered by the inability to
grow most rust fungi outside of their hosts and related to that, to
develop a genetic transformation system. However, the genomics
revolution has been particularly beneficial for obligate fungal
pathogens, allowing at least structural gene analyses, which coupled
with transcriptomic and proteomic work, eased the way for
performing molecular genetic studies using related heterologous

FIGURE 2

A, Stem rust uredinia on wheat, caused by Puccinia graminis f. sp. tritici. Picture courtesy of U.S. Department of Agriculture-Cereal Disease
Laboratory. B, Range of infection types (ITs) of Puccinia graminis f. sp. tritici on standard wheat differential lines. ITs are scored on a scale of 0 to 4,
where 0, “;”, 1, 2, and X are resistant and 3 and 4 are susceptible. The mesothetic IT X contains a mixture of 1s and 3s. ITs are characteristic for Sr
and AvrSr gene combinations. For example, the combination of Sr5/AvrSr5 produces IT 0; and the combination of Sr24/AvrSr24 produces an IT 2.
Photograph by P. Olivera-Firpo (Reproduced by permission). C, Poplar leaf rust, a natural infection of Melampsora larici-populina on a Populus
trichocarpa x Populus deltoides hybrid, and D, close-up of M. larici-populina uredinia on wild Populus nigra. Photographs by P. Frey (Reproduced by
permission). E, Asian soybean rust caused by Phakopsora pachyrhiziresults in defoliation of susceptible cultivars in a Brazilian field. Photograph by M.
Meyer, Embrapa Soybean Database (Reproduced by permission). F, Sporulation of Phakopsora pachyrhizion a susceptible soybean leaf. Photograph
by A. Neto, Embrapa Soybean Database (Reproduced by permission).
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systems. Since the genomics revolution, many laboratories have
embarked on rust fungal research. Here, we review some of the
historic research, the current state of our ability to genetically
manipulate rust fungi or use workarounds to assess rust gene
function, and how this impacts rust disease control and agricul-
ture, limiting ourselves to a few well-developed and important
pathosystems.

In this review, we are using the term “effectors” as defined by
Kamoun (2006). In this broad definition, effectors are molecules
that manipulate host cell structures and functions as to facilitate
infection of and survival and proliferation in the host. Effectors are a
subset of the more general pathogenicity gene products that are used
by the fungus to cause disease. Pathogen genes producing products
that trigger R gene-mediated defense response (effector-triggered
immunity) will be referred to as avirulence (Avr) genes. Based on
current research, it is likely that most Avr genes will encode
effectors, but this definition does not preclude the possibility of an
avirulence factor not being an effector. The term “virulence” has
become muddled in the literature, ranging from a broad description
often overlapping with general “pathogenicity,” to a narrow use
specific to allelic shifts in Avr genes, from alleles detected by R
genes (avirulence) to alleles that evade detection (virulence). To
further muddy the waters, “virulence’ has been used to describe the
quantitative differences (aggressiveness) in disease caused by
isolates of the pathogen, independent of known R genes. Recent
reviews have highlighted the “inextricable ambiguity” in the use of
these terms in the plant pathology literature (Lannou 2012; Pariaud
et al. 2009). To avoid confusion, in this review, “pathogenicity”
will be used for a broad description of gene products of rust fungi
that provide the ability to cause any level of disease and “virulence”
will be reserved for the specific qualitative phenotype due to
different alleles of Avr genes.

CLASSICAL GENETIC ANALYSES

Ever since the recognition that genetic factors determine the
outcome of interactions between rust fungi and their hosts
(“compatible,” causing disease; or “incompatible,” resulting from
various levels of resistance), efforts to perform genetics on these
fungi through sexual crosses has been attempted. Given the
complex life cycle and their obligate nature, this has been
challenging and only a limited number of genetic studies in a few
species have been done. Nevertheless, making defined crosses is a
powerful way to understand the genetics behind host—pathogen
interactions and identify gene function and hence contributes to the
genetic manipulation of rust fungi. Given the well-defined
phenotypes observed with host differentials, these studies have
typically focused on the genetics of Avr genes. The pioneering work
of Flor in the 1940s (see review Flor 1971) showed that host
resistance is mediated by the interaction of a dominant host
resistance gene (R) and a corresponding dominant pathogen gene
(Avr) and led to the “gene-for-gene” hypothesis. This work was
further developed to define a complement of R and Avr genes, as
well as revealing inhibitor genes in the pathogen that suppressed
specific Avr genes (Lawrence et al. 1981). Extensive genetic studies
have also been carried out in the Puccinia graminis f. sp. tritici—and
Puccinia ftriticina—wheat systems, demonstrating that host re-
sistance follows a gene-for-gene model (Loegering and Powers
1962; Samborski and Dyck 1968; Statler 1979, 2000; Williams et al.
1966). Indeed, such genetic work in cereals since the 1950s, and
more recently in other crops, has laid the foundation for rust
resistance gene discovery and is essential for breeding programs to
control rust diseases (Long and Kolmer 1989; McCallum et al.
2016) (Fig. 2B). More recently, genetic studies combined with
molecular techniques resulted in markers found linked to Avr genes
in Puccinia graminis f. sp. tritici (Zambino et al. 2000), Cronartium

quercuum f. sp. fusiforme (Kubisiak et al. 2011), and Puccinia
striiformis f. sp. tritici (Wang et al. 2018). Recently, the availability
of thousands of single nucleotide polymorphism (SNP) markers
derived from genome sequencing has allowed the development of
dense genetic maps and anchoring of reference genome assemblies
for M. lini (Anderson et al. 2016) and M. larici-populina (Pernaci
et al. 2014). Among other scorable phenotypes are color mutants
that were shown in Puccinia graminis f. sp. tritici to have a genetic
basis (Green 1964). Intriguingly, several studies illustrate the
possible occurrence of parasexual recombination or somatic
exchange of genetic material (hybridization) during host infection
in Puccinia graminis f. sp. tritici, Puccinia triticina, and
Phakopsora pachyrhizi (Vittal et al. 2012; Wang and McCallum
2009; Watson and Luig 1958). However, no thorough analysis of the
genetic implications has been performed. This mechanism has been
implicated in many studies to have contributed to the changes in
virulence observed in populations, especially in nonsexual
populations, i.e., where the alternate host is not present such as
for Puccinia triticina in North America. See Note Added In Proofs.

EARLY MOLECULAR GENETIC EFFORTS TO
UNDERSTAND RUST FUNGUS
INFECTION STRATEGIES

The 1980s saw a revolution in the study of plant pathogens and
the interactions with their hosts when new molecular tools were
employed. This, however, remained a challenge for the obligate
biotrophic rusts and mildews. Only a few laboratories embarked on
efforts to apply the new techniques to unravel rust fungus gene
functions. Early attempts included the use of differential screening
approaches on cDNAs from bean and cereal rust fungi (Bhairi et al.
1989; Deising et al. 1995; Liu et al. 1993; Thara et al. 2003; Xuei
et al. 1993). Innovative, technically challenging experimentation
resulted in the construction of haustoria-specific cDNA libraries
from the bean rust fungus, Uromyces fabae, revealing sets of fungal
genes expressed specifically in planta (Hahn and Mendgen 1997),
which combined with exquisite microscopic analyses, led to
significant insight into the role of haustoria as metabolic sinks
and how their metabolism may establish biotrophy (Link et al. 2005;
Struck et al. 1998, 2002, 2004; Voegele et al. 2001). This included
the first demonstration of a fungal protein, RTP1p, a cysteine
proteinase inhibitor, expressed in haustoria, that was transferred to
the host nucleus (Kemen et al. 2005; Pretsch et al. 2013).

“-OMICS” BREAK-THROUGH TECHNOLOGIES TO
DISCOVER THE GENETIC POTENTIAL OF RUSTS:
EXPRESSED SEQUENCE TAGs (ESTs)

Though cosmid and cDNA library construction and gene cloning
from rust fungi had become feasible, this still represented a
candidate gene approach and other techniques were needed to
obtain more comprehensive gene inventories. As rust genomes are
much larger than other fungal genomes, the generation of EST
databases seemed a logical progression to obtain a better insight into
the gene complements of rust fungi and were generated for several
species (Catanzariti et al. 2006; Fernandez et al. 2012; Hu et al.
2007b; Link and Voegele 2008; Yin et al. 2009). These gene
catalogs gave a good first look at the gene complements in various
rust fungi and allowed comparative work with related (model) fungi
to identify candidate pathogenicity genes for further functional
studies (Xu et al. 2011).

GENOMES OF RUST FUNGI

Asearly as 1902, using light microscopy, estimates of the haploid
chromosome numbers in various rust fungi were made, varying
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fromn = 2 to 8 (Holden and Harper 1902; McGinnis 1956). Starting
in the late 1970s, these numbers for fungi were re-examined using
three dimensional reconstructions of meiotic chromosomes. This
showed that the earlier studies provided underestimates and that for
the rust fungi Puccinia graminis f. sp. tritici and M. lini, haploid
chromosome numbers were more likely n 18 (Boehm and
Bushnell 1992; Boehm et al. 1992) and preliminary estimates for
Puccinia coronata f. sp. avenae and Puccinia triticina were n = 16
to 18 (see review Leonard and Szabo 2005). In conjunction, genome
sizes were estimated using reassociation kinetics, showing that
Puccinia graminis f. sp. tritici may contain a 67-Mb genome
(Backlund and Szabo 1993), while measurements of relative DNA
fluorescence provided estimates for a variety of rust fungi (Eilam
et al. 1994). It became clear that rust genomes were much larger
than other fungal genomes, were highly variable, had larger
numbers of haploid chromosomes, and contained a high amount of
repetitive DNA and/or transposable elements (TEs), all of which
explained why the many molecular genetic approaches proved so
challenging.

WHOLE GENOME SEQUENCING

With next-generation sequencing technologies developing fast,
sequencing of the genomes of rust fungi became affordable, even
though more recent assessments indicate them to be in the range of
80 to 300 Mbp, with upper limits as high as 2 Gbp and hence
significantly larger than those of many other fungal species (Aime
etal. 2017; Tavares et al. 2014). The first genomes to be sequenced
were those of Puccinia graminis f. sp. tritici and M. larici-populina
(Duplessis etal. 2011), soon followed by several others (reviewed in
Aime et al. 2017; Bakkeren et al. 2016; Duplessis et al. 2014).
“Third-generation” or “long-read” sequencing (on PacBio, Nano-
Pore, 10x Genomics, and Hi-C platforms) and new assembly
software are rapidly improving the previously rather fragmented
published rust genome assemblies, such as the new near-complete,
haplophased genomes of Puccinia coronata f. sp. avenae (Miller
etal. 2018) and Puccinia striiformis f. sp. tritici (Schwessinger et al.
2018). For M. larici-populina, this has led to a revised genome size
of ~110 Mbp (from 101 Mbp) with its scaffolds anchored onto 18
linkage groups, thanks to a genetic map obtained from a selfing of
the reference genome isolate (S. Duplessis, personal communica-
tion; JGI website https://mycocosm.jgi.doe.gov/Mellp2_3/Mellp2_
3.info.html). An M. lini v2 genome assembly estimated to be ~500
Mbp, including both haplotypes and anchored to the genetic map of
26 linkage groups (Anderson et al. 2016), will be published soon
(P. Dodds, personal communication), as will be a Puccinia triticina
v3 genome (J. Fellers and G. Bakkeren, unpublished data). The
estimated 1.2 Gbp genome of the myrtle rust fungus, Austro-
puccinia psidii, was recently sequenced using the Chromium 10x
technology (McTaggart et al. 2018), and sequencing of three isolate
genomes of the soybean rust fungus, Phakopsora pachyrhizi,
estimated at 1 Gbp, has been completed (JGI; S. Duplessis, P. van
Esse, and R. Voegele, personal communication).

Rust fungal genomes proved to be significantly larger than many
of the currently sequenced genomes from oomycetes and other
fungi, except other known biotrophs such as the powdery mildew
fungi. These genome expansions seem to be caused by repeats and
TEs which among various genera can range from 30% to 74+% of
the genome; the high variation is in part due to the sequencing
technology and assembly software used (Aime et al. 2017). But
even among closely related species such as Puccinia triticina and
Puccinia graminis f. sp. tritici, though a certain synteny was
preserved, the dynamic nature of the genomes due to repeats and
TEs was illustrated (Cuomo et al. 2017; Fellers et al. 2013). A more
accurate picture of TE content and distribution will be obtained with
the advent of long-read sequencing technologies allowing complete
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genome assemblies (Miller et al. 2018; Schwessinger et al. 2018).
Depending on the software and parameters used for predictions,
gene numbers vary among the currently sequenced rust fungi, from
14,880 to 27,578, with an average of 18K for most (Aime et al.
2017). What is striking among these genomes is the large number of
genes without any annotated function. For example, comparing
orthologs among the three wheat rusts, Puccinia triticina, Puccinia
graminis f. sp. tritici, and Puccinia striiformis f. sp. tritici produced
5,443, 4901, and 8,955 species-specific genes, respectively,
whereas overall less than half of the genes in each rust fungus
was conserved among other basidiomycetes (Cuomo et al. 2017).
This suggests that extensive mutation/evolution has occurred. This
could be a result of the strict biotrophic niches they inhabit,
including the need for the heteroecious species to be able to infect
two very different hosts, and the dikaryotic nature of the genomes.
Other major findings have been gene losses in pathways for nitrate
and sulfate assimilation, the presence of expanded gene families
coding for transporters of various substrates, fewer plant cell wall-
degrading enzymes, and larger predicted secretomes as a percent-
age of the whole proteome, when comparing to nonbiotrophs; these
are likely all hallmarks of adaptive mechanisms to obligate
biotrophy (Aime et al. 2017; Duplessis et al. 2011; Lo Presti et al.
2015). It is tempting to speculate that the dynamic nature of the TEs
plays an important role in such adaptations, including overcoming
resistance mechanisms (Barsoum et al. 2019).

Understandably, the main focus has been on generating genomic
resources for rust fungi affecting agriculture and forestry crops, but
with the enormous variability in the order Pucciniales, much could
be learned from comparative genomics. To this end, the Joint
Genome Institute, with support of 12 research groups worldwide,
has embarked on generating reference genomes from 50 rust fungal
species of diverse origins belonging to different family-level
lineages comprising this order (Aime et al. 2017), including many
of economic importance (https://jgi.doe.gov/csp-2018-duplessis-
reference-genomes-50-rust-fungi/). Comparisons are expected to
answer questions concerning taxonomy, host range, specificity and
selection, pathogenicity, diversification, and genome expansion
and will likely have direct bearing on the development of novel
strategies for crop protection.

TRANSCRIPTOMES, GENOME-WIDE ASSOCIATION,
AND COMPARATIVE STUDIES

The low cost of sequencing and the availability of genome
sequences also allowed the generation of comprehensive tran-
scriptomes representing various rust fungus developmental stages,
including different infection stages, and their comparisons. It goes
beyond the scope of this review to list the dozens of studies here,
except to say that they have quickly supplanted all the EST work.
These comparative studies have provided essential insight into
genetic programs involved in spore germination and host infection
strategies (reviewed in Lorrain et al. 2019).

Since genome sequences from many isolates are now available
for several species, variants in genes/proteins can be associated with
phenotypes to find candidate genes for functional verification. A
small-scale genome-wide association study approach to link
changes at the transcript level to changes in virulence profiles on
defined wheat cultivars, resulted in the identification of 15 Puccinia
triticina candidate secreted effectors potentially recognized by
eleven different leaf rust resistance (Lr) genes (Bruce etal. 2014). A
larger scale phenotype-genotype association analysis resulted in the
identification of a small subset of candidate effectors potentially
interacting with Lr20 (Wu et al. 2017). A similar comparative
analysis in an M. larici-populina population revealed candidate
effectors widely present and under selection pressure as the most
likely candidates for screening (Persoons et al. 2014). Large
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genomic resources can also be compared to assess the genetic
potential of rust fungi indirectly, especially when transcriptomes
from interactive stages, that is transcriptomes from both the
pathogen and host are compared. In one study on the infection of
wheat by Puccinia graminisf. sp. tritici, this led to the description of
gene coexpression networks and the identification of candidate
effectors potentially involved in the interaction (Rutter et al. 2017).
All these computational approaches are identifying candidate genes
from rust fungi involved in the interaction with their hosts and
provide leads for functional analyses and potential targets for
disease control.

PROTEOMICS

EST inventories opened the door to extensive proteomics work,
such as for bean rusts (Cooper et al. 2007, 2016; Luster et al. 2010;
Stone et al. 2012) and Puccinia triticina (Song et al. 2011). More
comprehensive proteomes were identified using whole genome
sequences. An innovative technique used purified Puccinia triticina
haustoria to generate a monoclonal antibody in mice that was
subsequently used to isolate to near homogeneity by immunopre-
cipitation, haustoria from Puccinia triticina-infected wheat leaves.
These antibody-purified Puccinia triticina haustoria revealed a
content of 1,192 identified proteins, among which 140 candidate
secreted effector proteins (CSEPs) (Rampitsch et al. 2015).
When relative protein amounts among those 140 CSEPs is
compared with the normalized transcript levels of the correspond-
ing genes in wheat leaves 6 days after infection with Puccinia
triticina, discrepancies between correlations of up to 2 orders of
magnitude are observed for certain genes (G. Bakkeren, un-
published data). Similar observations were made in wheat infected
with Puccinia striiformis f. sp. tritici (Figure 7 in Zhang et al. 2019).
This shows that protein levels often do not correlate well with
transcript levels (Gygi et al. 1999), and that quantitative proteomic
analyses are needed in conjunction with transcriptomes. Indeed,
when establishing “secretomes” using proteomic analyses, some-
times more than 50% do not conform to predicted signal peptide-
containing canonical ER-Golgi secreted proteins in the sequenced
genomes, indicating the existence of alternative pathways and
mechanisms and a potential larger “secretome” than currently
predicted (Agrawal et al. 2010). In addition, protein fragments have
been mapped to positions on the Puccinia triticina genome where
no genes are predicted (C. Rampitsch, personal communication),
even though transcripts are often found, such as for a mating
pheromone (Cuomo et al. 2017). It is anticipated that the various
“omics” datasets and future gene calling algorithms and machine
learning approaches will provide better annotations. Proteomics is
also valuable in that posttranslational modifications such as
phosphorylation, shown to be responsible for major changes in
activity levels, can be revealed (Rampitsch and Bykova 2012).

CHASING EFFECTORS

In the 1990s, various biochemical attempts were made to isolate
Avr gene products from rust fungi by isolating race-specific
elicitors of the hypersensitive response (HR; necrosis) in cultivars
having specific R genes. Intercellular (apoplast) washing fluid
was analyzed but no corresponding genes were identified (reviewed
in Staples 2000). This approach is being revisited in various patho-
systems using more sensitive proteomic analyses.

Small secreted proteins were identified in M. lini after differential
screening of cDNAs from an infected host and represented Avr
genes conditioning resistance on flax with corresponding R genes
L5, L6, or L7 (Dodds et al. 2004). These Avr genes were shown to be
expressed in haustoria and the corresponding AVR proteins
delivered to and active within the host cell. This work finally
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proved the molecular basis of the gene-for-gene hypothesis as
proposed by Flor in 1947 (reviewed in Flor 1971) in the original
model flax-flax rust pathosystem and was a first for rust fungi. Since
haustoria are thought to be central hubs of the biotrophic interaction
with crucial metabolite exchange and effector secretion, their
isolation has helped to identify suites of effectors using ESTs and
transcriptomic data (Catanzariti et al. 2006; Hahn and Mendgen
1997; Thara et al. 2003), and proteomics (Cooper et al. 2016;
Rampitsch et al. 2015). Moreover, with the extensive genomic
resources available, machine-learning algorithms tuned to rust
fungal genes have been developed to generate lists of potential
effectors, including their predicted localization (de Carvalho et al.
2017; Petre et al. 2014; Saunders et al. 2012; Sperschneider et al.
2017, 2018a, b). The rust fungal AVR effectors cloned to date are
recognized by R gene products in the host cytoplasm (Anderson
et al. 2016; Catanzariti et al. 2006; Chen et al. 2017; Dodds et al.
2004; Salcedo et al. 2017), but for Puccinia graminis f. sp. tritici,
two AVR effectors are found localized to the urediniospore surface
and interacting at the barley leaf surface with the RPGI resistance
protein to trigger an HR (Nirmala et al. 2011). Apart from the
requirement for the presence of a classical N-terminal signal
peptide sequence as a criterion for effector selection, length
exclusion above 300 amino acids is often used. Indeed, most
effectors studied are small secreted proteins including many proven
AVRs; however, PgtAVRSr35 is 578 amino acids long (Salcedo
et al. 2017). With the availability of large genomic resources, we
need to keep an open mind when attempting to identify candidate
effectors.

Effector suites have been associated with virulence potential. The
importance of understanding and detecting potential virulence
shifts in populations has been recognized since the early 1900s with
extensive annual field surveys of cereal rusts, collection of isolates
and subsequent phenotyping on differential cultivars (R gene
inventory) to identify races (Avr gene repertoire). This is crucial for
the management of rust diseases and has been the bed rock of
resistance breeding in cereals for over 70 years and has been
emulated for other economically important pathosystems. Indeed,
extensive studies on the population genetics of rust fungi at regional
and more recently global scales have been and are being done.
Within the context of this review, we highlight the advancesin DNA
sequencing and bioinformatics that have allowed population studies
and characterization of regional and global lineages based on
neutral SNPs in thousands of loci. With an increasing number of
isolates sequenced, extensive SNP databases are becoming avail-
able for a few rust fungal species, allowing the development of rapid
and cost-effective SNP-based tools for genotyping, including arrays
able to detect thousands of loci, or analysis of transcripts or a set of
discriminating fungal genome regions from infected leaf samples,
even in portable devices (Hu et al. 2019; Hubbard et al. 2015) for
monitoring the global spread of new harmful lineages such as
Puccinia graminis f. sp. tritici Ug99 or high temperature-adapted,
more virulent Puccinia striiformis f. sp. tritici lineages (Bueno-
Sancho et al. 2017; Newcomb et al. 2016; Olivera et al. 2015;
Radhakrishnan et al. 2019). These are now invaluable resources for
the association of (virulence) phenotypes to (effector suite)
genotypes to inform rust disease management.

FUNCTIONAL ANALYSIS OF RUST FUNGUS GENES

For rust fungi, publicly available genomic resources are
increasing fast, yet proper genetic manipulation and direct means of
functional gene analysis in the rust fungi themselves, though
important, is still very challenging. Over the years there have been
several efforts to develop genetic transformation technology. Using
the beta-glucuronidase (GUS) or green or red fluorescent protein
(GFP, DsRed) genes as a reporter under control of various
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promoters, particle bombardment of urediniospores resulted in
transient transformation of Uromyces spp. (Bhairi and Staples 1992;
Djulic et al. 2011), Puccinia graminis f. sp. tritici (Fehser and
Moerschbacher 2011; Schillberg et al. 2000), and Puccinia triticina
(Webb et al. 2006). However, detection of these low frequency
events would be more efficient if selectable markers were available.
Although there are reports employing hygromycin, and fungicides
such as benomyl and carboxin (Djulic et al. 2011; Wirsel et al.
2004), none have yet resulted in effective selection in planta. For the
biotrophic rust fungi, selection was achieved in M. lini while it was
growing in flax, using Agrobacterium tumefaciens to introduce an
AvrL567 gene silencing construct that resulted in stable trans-
formants (Lawrence et al. 2010). The silencing of this Avr gene no
longer prevented the fungus from growing in flax lines having the
recognizing R gene and hence allowed only transformed rust fungi
to sporulate. This provided a tight selection. However, the use of a
combination of genes involved in fungus—plant interaction as a
transformation selection system may not be ideal to study the
function of other genes involved in (early) fungal-host interactions.
It seems that it is just a matter of time before the right conditions and
combinations of genes are found to achieve reproducible trans-
formation. Forexample, CRISPR technology may be used to mutate
interaction-inhibitory factors or dominant Avr genes as selectable
markers.

Since Avr genes are typically dominant and the matching R genes
provide an excellent selection during the needed biotrophic growth,
the use of induced/engineered or natural mutations in Avr genes has
also been exploited successfully. The study transforming Puccinia
triticina mentioned above (Webb et al. 2006), generated random
integration events and used subsequent selection on various R gene
containing cultivars to assess the feasibility of disrupting a
matching Avr gene for further cloning and analysis. Though in that
study genetic transformation was shown to be stable over several
infection cycles in the wheat host, it did not lead to the cloning of an
Avr gene. The idea of inducing mutations was used in another study
where Puccinia graminis f. sp. tritici urediniospores were treated
with ethylmethane sulfonate, resulting in mutants with altered
virulence on a wheat cultivar harboring resistance gene Sr35. The
genomes of the wild-type avirulent Puccinia graminis f. sp. tritici
isolate and 15 confirmed virulent mutants were sequenced and
compared, leading to a candidate secreted effector gene that was
shown to represent PgrAvrSr35 (Salcedo et al. 2017). Since the rust
fungi are dikaryotic, containing two haplotypes for most of their life
cycle, relying on mutation analysis to identify (dominant) gene
function may only work for genes in a heterozygous state. This
concept was exploited in a naturally emerged mutant of Puccinia
graminis f. sp. tritici that had become virulent on a wheat cultivar
harboring Sr50. Upon genome sequencing, a 2.5 million base pair
region was identified where loss of heterozygosity had occurred,
which was confirmed to result from a duplication of one haplotype
in that region. Again, focusing on small secreted protein genes
located in that region, only a few candidates were identified upon
comparing alleles in the population, one of which was functionally
shown to represent PgtAvrSr50 (Chen et al. 2017; discussed further
below).

In the previous two studies, confirmation of the avirulence
function of the effectors was achieved in a heterologous system:
coexpressing Avr candidates and matching R genes, delivered via
Agrobacterium tumefaciens in Nicotiana benthamiana, triggered a
visible HR. This heterologous system has been successfully used for
effectors from various rust fungi to investigate their localization
(using fluorescent chimeras and confocal microscopy) and possible
host targets to infer their potential functions (reviewed in Lorrain
et al. 2018a). Arabidopsis thaliana has also been used for testing
M. larici-populina effector functions. When several were expressed
as transgenes, they promoted susceptibility to several other
pathogens (Germain et al. 2018). Indeed, suppression of host
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defense responses has been shown to be a general function of many
pathogen effectors. On the other hand, only for few rust fungi, a
number of effectors were verified to suppress defenses in their
natural host after their delivery by various engineered microbes,
including various Pseudomonas species using their Type III
Secretion System (Liu et al. 2016; Qi et al. 2016, 2018;
Ramachandran et al. 2017; Zhao et al. 2018). Using such microbes
for delivery, having verified they do not elicit strong nonhost
responses, effectors from a few rust pathogens have also been tested
in their natural hosts to investigate their potential to trigger defense
responses (Dodds et al. 2004; Liu et al. 2016; Maia et al. 2016;
Upadhyaya et al. 2014). To verify the avirulence function of
PgtAvrSr35, an E. coli-produced protein fraction was infiltrated in
wheat leaves to trigger an HR (Salcedo et al. 2017). And the barley
stripe mosaic virus (BSMV) was used to indicate PgtAVRSr50
function in Sr50 wheat (Chen et al. 2017). Another potential
homologous expression system for testing cereal rust fungal genes
is the foxtail mosaic virus, recently engineered to express larger
proteins (>600 amino acids) in cereals (Bouton et al. 2018). These
natural host approaches can likely be used as effector-based
screening methods to discover novel resistances in cultivars and
(wild) germplasm to assist breeding programs.

Alternative methods to validate rust fungal gene functions have
included heterologous expression in other fungal organisms for
biochemical studies and to revert clear phenotypes caused by a
deletion mutant in a well-described gene. For example, a bean rust
Uromyces fabae plasma membrane ATPase gene was able to
complement a homologous ATPase mutant in Saccharomyces
cerevisiae and allowed measurements of its enzymatic activity
(Struck et al. 1998), and the Uromyces fabae invertase INVI gene
was expressed in the same yeast and Pichia pastoris to study its
activity associated with the secreted gene product INV1p (Voegele
etal. 2006). Similarly, MAPK deletion mutants kpp2/ubc3 and kpp6
in the corn smut pathogen Ustilago maydis were used to show
functional complementation by the homologous PIMAPKI gene
from the wheat leaf rust fungus (Hu et al. 2007a). In that study,
complementation was functional when the PIMAPKI gene was
expressed from the Ustilago maydis Hsp70 promoter, but also from
its endogenous PtMAPKI promoter, indicating that Puccinia
rriticina promoter elements were recognized by the Ustilago
transcription machinery. Complementation of mutations in other
fungal organisms such as Fusarium graminearum, Magnaporthe
oryzae, and Schizosaccharomyces pombe has since been emulated
for various other rust fungus genes (Guo etal. 2011; Jiao et al. 2017;
Zhu et al. 2018).

HOST-INDUCED GENE SILENCING (HIGS)
AND SMALL RNA SIGNALING

More recently, one of the most successful general, but indirect
ways to test functions of rust genes is through gene silencing, using
the host for expression and generation of silencing molecules.
Originally shown to work for the barley and wheat-Blumeria
pathosystems (Nowara et al. 2010), HIGS was quickly adapted for
rust fungi either using the BSMV for delivery of sense and antisense
molecules that could form duplexes (Panwar et al. 2013b; Yin et al.
2011) or using Agrobacterium tumefaciens to transiently express
hairpin fold-back molecules in the host cells (Panwar et al. 2013a).
Though the production of siRNA molecules in wheat could be
shown, as well as a major reduction in mRNA levels of the fungal
gene targeted, the exact mechanism is currently unknown but likely
relies on the uptake of siRNAs by the fungal haustoria. Silencing
rust fungus genes involved in establishing disease or affecting host
defense, leads to clear measurable phenotypes. Moreover, when
targeting rust fungus genes essential for pathogenicity, this
approach could complement other rust disease reduction strategies
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in agriculture when the silencing constructs are stably integrated in
the wheat host (Panwar et al. 2018; Qi et al. 2017). Targeting many
of the effectors has not resulted in clear phenotypes, likely because
of functional redundancy or cumulative (small) roles in pathoge-
nicity (Yin et al. 2015), though some can be shown to contribute
substantially to levels of disease development (Liu et al. 2016; Yin
et al. 2019). This should be different when silencing a dominant
avirulence gene. It would be interesting to target genes involved in
the change of cell wall structure or components known to occur in
fungi during infection, likely to prevent recognition of such
components to trigger defenses. This was shown using microscopy
for Puccinia graminis f. sp. tritici and Uromyces fabae, where cell
wall content was changed from chitin to chitosan (El Gueddari et al.
2002). In the tomato pathogen Cladosporium fulvum, the AVR4
effector masks chitin on fungal cell surfaces (Westerink et al. 2002);
silencing such genes would expose fungi to the host immune
responses, possibly triggering broad defense responses (Oliveira-
Garcia and Deising 2013).

As shown in other plant—microbe interactions, the existence of
small RNA molecules and their potential role in communication
between the pathogen and its host to promote disease or fine-tune
defense was also demonstrated for rust pathosystems. Though
several studies identify host regulatory RNAs whose expression is
affected during rust fungus infections, only a few have investigated
rust fungus-specific small RNAs. Targets/genes whose sequence
match and are therefore potentially regulated by small RNAs, were
predicted in several rust fungi. These included kinases, effector
genes and TEs with potential to influence transcription of genes
nearby. In addition, matches to genes in the host were found, one of
which was experimentally confirmed to be involved in the
interaction (Mueth et al. 2015; Sperschneider et al. 2018c; Wang
etal. 2017). Interfering with (crucial) regulatory small RNAs opens
up new possible strategies for the genetic manipulation and
functional analysis of rust fungus genes. When fungal small RNAs
that function as general pathogenicity factors are targets for the
HIGS technology, it could provide crop protection; targeting
multiple small RNAs with different functions at once could be
difficult to overcome by the fungus (through mutation).

CONCLUSIONS AND IMPACT ON CROP PROTECTION

Over the last 20 years, research on rust fungi has rapidly
expanded due to the advent of new genomic technologies. Genomes
of rust fungi have been shown to be much larger and more complex
than other fungi, with highly variable haplotypes among dikaryotic
genomes and genome sizes ranging from 87 Mb to 2 Gb. Rapid
progress is being made on developing complete chromosome
assemblies for a few rust fungi. These genomes contain high levels
of repetitive elements and large gene families, including very large
secretomes thought to be critical for the biotrophic life style of these
plant pathogens. For several species, genome data from several
isolates, transcriptomes, and proteomes now exist, allowing the
generation of comprehensive pan-genomes and comparative
analyses. This provides insight into the variability of fungal
genomes and population structures including virulence shifts and
how these relate to the presence and emergence of effector variants.
This will likely provide new insights that will allow more effective
deployment of host R genes. Moreover, genetic and molecular
research on the biotrophic rust fungi, though challenging, is opening
avenues for novel crop protection strategies. The first Avr genes
have been cloned and it has been shown that the effector proteins
they encode can directly interact with their cognate R gene proteins
within the host cell or on the cell surface; there is as of yet, no
evidence of indirect interactions with R-guarded targets in these rust
pathosystems. Progress has been made on functional assays using a
wide variety of different approaches, and hence, new AVR effector
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inventories can assist in isolating and recognizing R genes including
in the search for novel, potentially more durable ones among wild
germplasm. Among effectors not interacting with R genes, some
have been shown to be involved in nutrient uptake at the haustorium
interface or to suppress plant host immune responses. This latter set
of effectors, and other genes crucial for the interaction with the host,
have provided candidates for silencing using the HIGS technology
to interfere with the ability of the rust fungus to infect and cause
disease; this technology may also be successful when choosing
fungal small regulatory RNAs and their target genes that contribute
to pathogenicity. Unraveling the function of these novel fungal
genes may lead to the development of novel classes of fungicides.
Lastly, fungal effector targets in the hosts may represent
susceptibility genes that could be modified by genome editing to
reduce infection and disease.

FUTURE CHALLENGES

Despite the enormous progress on the generation of genomic
resources for the rust fungi, there are still no “gold standard,”
haplophased and chromosome-based genome assemblies with
comprehensive gene annotations, including proper allele identifi-
cation, and analyses of repeats and the extremely large TE content.
This is a prerequisite for further meaningful resequencing of
isolates with the understanding that this will result in the generation
of pan-genomes for species and forma speciales to assess the gene
complement and precise allelic variants, with a focus on effectors.
For this to be most effective, more detailed worldwide information
on virulence profiles (on host cultivars) and population structures
(genetic lineages) is needed. Sequencing Avr genes in populations
could assess the presence of effectors in a heterozygous state,
posing a higher risk of overcoming the matching R genes through
mutation. However, until Avr genes, as well as the avirulent and
virulent alleles are well defined, genotyping will only be predictive
of race phenotypes in populations where recombination (sexual or
somatic) does not occur or only occurs infrequently.

A major challenge remains the lack of a suitable and reproducible
genetic transformation technology for rust fungi to assess gene
functions. Some current approaches employing GUS or GFP look
promising but the limited choice of selectable markers during
biotrophy is thwarting efforts; gene silencing or editing of certain
selectable target genes may overcome this but the current choice of
Avr genes for selection may compromise testing pathogenicity and
other effector genes. A reproducible transformation system would
allow for direct gene function testing, which now is mainly done in
heterologous systems.

Classical genetic experimentation through defined crosses is still
a powerful approach and should be revisited with the genomic
resources now available. Much of the effector work has focused on
genes encoding small secreted proteins. It is now clear that this is an
important class of effectors, but not the only one. Genetic studies
will provide one means for identifying these additional classes of
Avr genes. There is a growing amount of literature showing
quantitative differences (aggressiveness) between isolates of rust
fungi of the same race phenotype (Pariaud et al. 2009). These
studies examine a range of traits including infection efficiency,
latent period, and sporulation rate. Defining the genetics behind
these traits will provide handles to begin to elucidate the
mechanisms responsible. One of the hurdles has been the difficulty
of measuring these phenotypes.

Several intriguing questions in rust fungi (and other biotrophs)
remain unresolved to date. Haustoria are considered the main
bodies where effector secretion and exchange of metabolites and
small RNAs occur. This involves a complex, poorly understood
interface consisting of a haustorial wall, an EHM, and a modified
host membrane; sealed off by a specialized structure, the neckband,
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it is considered a modified apoplastic space. However, it is likely
that the expanding intercellular hyphal network also contrib-
utes to the interactions with host cells. For example, in Ustilago
species, which grow within hosts both inter- and intracellularly as
biotrophs, no haustoria are found and hyphae are therefore thought
to perform exchange of nutrients and delivery of effectors (Lanver
et al. 2017). Crucial information is lacking on how fungal effectors
are delivered, either into the apoplast (EHM) and selectively taken
up, or (a subset) delivered directly into the host cytoplasm. What are
the functions of the various interfaces? Are these processes active or
passive? Also, the developmental regulation of the different stages
of the life cycle of the rust fungi are unknown. New genomic
technologies such as single cell transcriptomics may identify genes
involved in such transitions. The mechanisms involved could
provide targets for pathogen control.

NOTE ADDED IN PROOF

Li et al. (2019) recently provided proof of complete nuclear exchange,
during somatic hybridization, among dikaryotic strains of P. graminis f. sp.
tritici without apparent chromosomal recombination between nuclei. Apart
from providing an explanation for the highly variable haplotypes seen
among sequenced rust fungus genomes, it provides a cautionary note for
assigning relatedness through phylogenomic analyses based on non-phased
SNP data.
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Absztrakt

A tobb ezer leirt rozsdagomba faj koziil sokrol kéztudott, mennyire karos hatassal
vannak gazdanovényeikre, koztiik fas szart novényekre vagy akar a fobb novénykulturakra.
Nem véletlen, hogy ezek a bazidiumos gombékhoz tartoz6 patogén szervezetek mar tobb mint
egy évszazada képezik kisérletek és vizsgalatok targyat. Biotrof életmoddjuk miatt azonban nagy
kihivast jelent a veliik val6 munka, hiszen szaporodasukhoz sziikség van a gazdaszervezetiikre,
igy a nehezen vizsgalhatd patogének kozé sorolhatdéak. Habar egy, az 1940-es években
rozsdagombakkal végezett vizsgalat nagy hatassal volt a kérokozd és gazdaszervezete kozott
zajlo kolesonhatasokat leird ,,gén a génért” hipotézis leirdsdban, kevés erdfeszités tortént a
rozsdagombdk genetikai vizsgalatara. Teljes mértékben kihasznilva az 1980-as években
kifejlesztett molekularis genetikai eszkzoket, a ndvénypatogén mikroorganizmusokra iranyulo
kutatasok virdgkorukat élték, azonban a rozsdagombak ilyen jellegii tanulmanyozasa tovabbra
is kihivast jelentett, bar nem volt teljesen eredménytelen. A genomika korszaka ugyanakkor
attorést hozott a biotr6f gombak kutatdsadban, igy az elmult két évtized molekularis genetikai
elemzései az innovativ vizsgalati modszerek és heterolog rendszerek alkalmazasaval jelentdsen
eldmozditottdk szdmos rozsdagombagén funkcidjanak ¢és a gazdaszervezettel valo
kolesonhatasban betoltott szerepének megismerését. Ezaltal a rezisztencianemesitésre iranyuld
er6feszitések optimalizalasa, illetve az altaluk okozott stilyos betegségek elleni lj védekezési

stratégiak tervezése ¢és tesztelése egyarant lehetdveé valt.

Kulcesszavak: ndvényvédelem, genetika €s rezisztencia, mikoldgia
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A fitopatogén gombak egyik legnagyobb csoportjat a rozsdagombak alkotjak, melyek a
Basidiomycota torzs Pucciniales (kordbban Uridinales) rendjébe tartoznak. Eddig nagyjabol
7500 rozsdagomba fajt irtak le a kutatok, melyeket 133 ismert nemzetségbe sorolnak (Aime et
al. 2014; Cummins ¢és Hiratsuka 2003; Toome-Heller 2016). A rozsdagombak valtozatos és
bonyolult életciklussal rendelkeznek (Cummins ¢s Hiratsuka 2003). Példaképpen a buza
szarrozsdajat okoz6 Puccinia graminis f. sp. tritici tipikus teljes fejlodésmenetd, tehat 6t spora
alakkal rendelkezdé rozsdagomba, melynek két, egymastol rendszertanilag elkiiloniild
gazdandvényre van sziiksége az életciklusanak hianytalan végbemeneteléhez (Leonard és
Szabo 2005). Az uredo alakja, mely a korokozo ivartalan fazisahoz tartozik, a buzat, az arpat és
még szamos fifélét képes fertdézni. Az ivartalan fazis a teleuto alakkal fejezodik be még a
gabonaféléken, de mar a koztes gazdan (Berberis spp. és Mahonia spp.) kezdddik meg a
korokozo életciklusanak ivaros fazisa. A teleutosporak kicsirazva bazidiosporakat hoznak 1étre,
amelyek a koztes gazdaszervezetet fertézik meg, és azon spermogdniumot képeznek. Amikor
két, eltérd parosodasi tipusu spermacium kapcsolatba keriil, megtorténik a megtermékenyités,
¢s ennek eredményeképp kialakul az ecidium. Az ecidiospordk a gabonaféléket fertézik, igy
ezzel befejezddik a korokozo életciklusa. A buza levélrozsdajat az eldbbi koérokozo kozeli
rokona a Puccinia triticina okozza, mely nagyon hasonlo életciklussal rendelkezik (1. abra)
(Bolton et al. 2008). A lenrozsdat okozd Melampsora lini szintén teljes fejlodésmenetii
rozsdagomba, tehat valamennyi sporaalakkal és teleptipussal rendelkezik, viszont €letciklusa
egyetlen gazdaszervezethez kotott, mas szoval autoecikus rozsdagomba (Lawrence et al. 2007).
A spektrum masik végén a hidnyos fejlddésmenetli rozsdagombak allnak, amelyek csak két
sporaalakkal (teleutospora ¢€s bazidiospora) és teleptipussal (teleutotelep és bazidium)
rendelkeznek, hianyzik a spermogénium és az altala termelt spermécium, illetve egyetlen
gazdandvényt fertdznek, ilyen példaul a Puccinia mesnieriana (Anikster és Wahl 1985). A
Pucciniales rend monofiletikus, a kiilonbozd életciklusok a teljes fejlédésmenetli 8s6kbdl

kiindul6 konvergens evolucio révén jottek 1étre (Aime et al. 2017).
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A gazdanOvény szovete a fertdzés soran Osszetett fejlodési folyamaton megy at,
amelynek része a rozsdagomba korokozo és a gazdaszervezete kozotti kdlesonds kapcsolat.
Szamos kiilonb6zé morfoldgiai valtozas kovetkezik be a fertézés folyaman. A gazdaszervezet
levelének feliiletén landolé uredinospora csirdzdsa soran csiratomlét képez, amely a
novényfeliilet felépitése altal vezérelve (mechanoszenzoros tigmotropizmus) egy
gazcserenyilas felett appresszoriumot fejleszt. Az appresszoriumbol egy penetrald pecek
fejlédik ki, amely behatol az intercellularis térbe, ahol egy gazcserenyilds légudvaraban
vezikulat képez, amibdl késobb a fertdzo hifa alakul ki. Amikora a fert6z6 hifa novekvo vége
kozvetlen kapcsolatba keriil a mezofill sejttel kialakul a hausztériumot képzo anyasejt. A hifa
kozvetleniil hatol be a mezofill sejt sejtfalan at, majd a sejt plazmalemmaja beflizodik, lehetové
téve egy specifikus taplalasra szolgald struktira, a hausztorium kialakulasat. Egy bonyolult
hatarfeliilet jon 1étre a vegyiiletek, tdpanyagok és fehérjék (effektorok) cseréjére a ndvényi
sejtmembran sériilése nélkiil, melyet az extrahausztoridlis membran (a gazdasejt modosult
sejtmembranja), extrahausztorialis matrix (EHM), a hausztérium sejtfala és sejtmembranja

alkot (attekintésért 1asd Voegele et al. 2009). A fert6zés kiilonbozoé szakaszaiban mas és mas
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1. abra A baza levalrozsdajat okozd, teljes fylodésmeneti. aitoecikns Puceinia triticing életeikdusa
Megjezvzes az dbrahoz: A kérokozd ivartalan szaporodisi ciklusa a bizdn ecidicepdrakbal, illetve
uradespdrakbdl iz kimdulhat, amelyek 2 vegsifceid sordm a levegpdben terjedve W egyedre
keriilhetinak &5 ez gyorsan jarvany kalakbulizahoz vezethet Amikor 2 koriilmémvek kedvezdtlerme
valnzk szamdra, az dregedd izdan teleutotelepeket, bannilk padiz teleutospirakat képez a kdirokoza.
Mmdan egyes bazidiospdra csupan egv sejtmagot tartalmar a fojlodézenek koral szakasziban, amely
a ket meictikne ozztodas eredmenyvakeppen kelethezett (zhogy a folvamatibran 1z lathatd). Ezutin 2
negv sejimaz mutozissal osztodik, 1zv ket hapload seitmaz keletkemk bamdiosporankeént, zhogy a
mubroszkopos felvetalen 1z latszk (Amkster 1933). Az abrakat Alexopoulos a5 munkatar=a (1996)
alagan C. Gubbms Hahn rajzoltz (John Wilsv & Sons, engedélyvével sokszorositva), Ecidmom és
bazidiospardk fotdi: T. Eilam, J. Kolmer (a kép falhasmzld=a engedélyesatt).
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specifikus génkészlet fejezddik ki (Cuomo et al. 2017; Hacquard et al. 2010; Link és Voegele
2008; Lorrain et al. 2018b). A kérokozdban és a gazdaszervezetében egyarant lejatszodo
fert6zési folyamatokrol és struktaralis valtozasokrol az 1960-as évek 6ta szamos mikroszkdpos
vizsgalatot publikaltak sok patoszisztémara vonatkozoan (kiilondsen a bab és a gabonarozsda
korokozoirdl, pl. Harder és Chong 1991; Lennox ¢és Rijkenberg 1989; Mendgen 1973). Szdmos
rozsdagombafaj képes kétféle mechanizmust alkalmazni a gazdandvénybe jutdshoz. A
rozsdagombdk bazidiospdrai jellemzden az epidermisz egyik sejtjén keresztiil jutnak be a
koztes gazdandvénybe, mig példaul a Puccinia graminis f. sp. tritici uredinospérai a fo
gazdandvény levelének a sztomajan keresztiil hatolnak be az appresszérium segitségével
(Leonard és Szabo 2005). Egy kivétel, a Phakopsora pachyrhizi ismert arr6l, hogy a csirazo
uredinosporaibol képzodd appresszoriumok az epidermisz sejtein at hatolnak be a szdja
levelébe (Goellner és et al. 2010). Altalanossagban elmondhaté, hogy a legtdbb rozsdagomba
esetében mindkét mechanizmusnak van szerepe, azonban ezek szabalyozva vannak a fejlédés

soran.

A rozsdagombdk a novényvildgban okoznak betegségeket, beleértve a fontos
mezdgazdasagi, kertészeti €s erdészeti kultardkat. Hirhedten felelések a gabonafélék
megbetegedéséért, altaluk okozott jarvanyokrol mar az oOkori gorogok ¢és romaiak is
beszamoltak. Buza feketerozsda jarvanyok azota is eléfordulnak, ezeket legutobb a Puccinia
graminis f. sp. tritici Ug99 és "Digalu" torzsei okoztak (Singh et al. 2015). Hasonldéan a buza
vOros rozsdéaja (Puccinia triticina) és sarga rozsdaja (Puccinia striiformis f. sp. tritici) is a buza
leggyakoribb betegségei kozé tartoznak vilagszerte, az altaluk okozott termésveszteség 1-20%
kozott mozog (Bolton et al. 2008; Chen et al. 2014; Savary et al. 2019). Tovabbi, meghatarozé
gazdasagi jelentségli gabonarozsdak kozé tartozik a zab koronds rozsdajat okozd Puccinia
coronata f. sp. avenae (Nazareno et al. 2018), az arpa torperozsdaja, a Puccinia hordei (Park et
al. 2015) és a kukoricarozsda, a P. sorghi (Rochi et al. 2018). Az Uromyces fajok nagy karokat
okoznak a babféléken (Voegele 2006), a Phakopsora pachyrhizi korokozé a szdjan (Goellner
et al. 2010), mig a Hemileia vastatrix a kavét karositja (Talhinhas et al. 2017). A M. larici-
populina stlyosan karositja a nyarfaiiltetvényeket (Duplessis et al. 2011), mikdzben mas fakat,
mint példaul a tolgyet a Cronartium quercuum f. sp. fusiforme vagy a mirtuszt az
Austropuccinia psidii veszélyezteti (Carnegie és Pegg 2018; Sniezko et al. 2014). Az 1800-as
évek vége ota sulyos jarvanyokat okozott a ribizkerozsda (C. ribicola) Azsiaban, Eurépaban és

Eszak-Amerikéban, illetve napjainkban is a fehér fenyok jelentds betegségként tarjak szamon
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(Geils et al. 2010). A 2. abra néhany gyakori rozsdagombak altal okozott betegségeket mutat
be.

2. abra A:Puccinia graminis f. sp. tritici uredotelepei buzan. A képet az Egyesiilt Allamok Mezdgazdasagl
Minisztériumanak Gabonabetegségek Laboratoriuma bocsatotta rendelkezésimlae. B: Puccinia graminis £.
sp. tritici fertozési tipusainak (IT) tartomanya standard buzadifferencialvonalakon. Az IT-ket 0-t6] 4-ig terjedd
skalan értékelték, ahol a 0, ";", 1, 2 és X rezisztens, a 3 és 4 pedig fogékony. A mezotetikus IT X az 1-es és 3-
as értékek keverékét tartalmazza. Az IT-k a Sr és AvrSr génkombinacidkra jellemzoek. Példaul az Sr3/AvrSr3
kombindcid IT 0-t eredményez; az Sr24/AwrSr24 kombindcid pedig IT 2-t. A fényképet P. Olivera-Firpo
készitette (a kép felhasznaldsa engedélyezett). C: Nvarfa levélrozsddja, a Melampsora larici-populina
természetes eloforduldsa egy Populus trichocarpa X Populus deitoides hibriden, D: M larici-populina
uredotelepeinek kozeli felvétele vad Popuwius nigra novényen. A fényképeket P. Frey készitette (a2 kép
felhaszndldsa engedélyezett). E: z dzsial szojarozsda a Phakopsora pachyrhizi, dltal okozott lombvesztés a
fogékony fajtikon egy brazil szintofoldon. Fényképezte: M. Meyer, Embrapa Soybean Database (a kép
felhasznaldsa engedélyezett). F: A Phakopsora pachyrhizi sporai egy fogékony szdjabab levelén. A. Neto
felvétele, Embrapa Soybean Database 2 kép felhasznildsa engedélyezett).

A rozsdagombdk obligat biotrof életmoddja megnehezitette a molekularis genetikai és
biokémiai vizsgalatukat. Mig szamos novényi korokozoval kapcsolatos molekularis genetikai
vizsgéalatok a virdgkorukat ¢élték, a rozsdagombakkal kapcsolatos hasonld kutatasokat
hatraltatta, hogy a legtobb rozsdagombat nem lehet a gazdaszervezetén kiviil tenyészteni, és igy
egy genetikai transzformacios rendszer kifejlesztése sem lehetséges. Azonban a genomika
forradalma szdmos eldnnyel jart kiilonosen az obligat gombakorokozok szempontjabol, igy
lehetdvé valt minimum a strukturalis gének elemzése, ami a transzkriptomikai és proteomikai
munkaval parosulva megkonnyitette a molekuldris genetikai vizsgélatok elvégzését a hozzajuk
kapcsolodo heterolog rendszereken. A genomika forradalma o6ta szadmos laboratorium kezdett
bele a rozsdagombak kutatdsaba. Az aldbbiakban attekintiink néhany, mar elvégzett kutatast,
ismertetjiik, jelenleg mennyire tudjuk a rozsdagombakat genetikailag manipulalni, vagy milyen

modszereket tudunk alkalmazni a rozsdagomba gének vizsgdlatdhoz, illetve bemutatjuk,

19



mindezek hogyan befolyasoljak az elleniik valo védekezést és a mezOgazdasagot, magunkat

néhany jol kidolgozott €s jelentds patoszisztémara korlatozva.

Ebben az 6sszefoglaloban a Kamoun (2006) altal meghatarozott "effektorok" kifejezést
hasznéljuk. E tdg meghatarozas szerint az effektorok olyan molekuldk, amelyek befolyasoljak
a gazdasejtek szerkezetét ¢és mukodését, hogy eldsegitsék a fert6zést, valamint a
gazdaszervezetben vald talélést és szaporodast. Az effektorok az altalanosabb, patogenitashoz
kapcsolddo géntermékek egy alcsoportjat alkotjak, amelyeket a gomba a betegség kialakitasara
hasznal. Patogén szervezetek egyes géntermékei beinditjak az R gén altal kozvetitett védekezési
valaszt (effektor altal kivaltott immunitast), az ezeket a géntermékeket termeld géneket
avirulencia (4vr) géneknek nevezziik. A jelenlegi kutatasok alapjan valészinii, hogy a legtobb
Avr gén effektorokat kodol, de ez az értelmezés nem zarja ki annak a lehetdségét, hogy egy
avirulencia faktor ne legyen egyben egy effektor is. A ,,virulencia" kifejezés a szakirodalomban
Osszemosodott tagabb leirdsokkal, mint példaul az ezzel gyakran atfedésben 1évo, de
altalanosabb leirassal, a patogenitastdl kezdve egészen az ennél specifikusabb értelmezésig,
mint az Avr génekben bekdvetkezd alléleltolodasokkal egészen az R-gének altal felismert
alléloktol (avirulencia) a felismerést elkeriild allélokig (virulencia) bezarolag. Hogy mindez
még nehezebben legyen érthetd a ,,virulencia” kifejezést szokas hasznalni egy-egy korokozo
izolatumai okozta betegségek kvantitativ kiillonbségeinek (agresszivitdsanak) leirasara,
fiiggetlentil az ismert R-génektdl. Ahogy arra a kdzelmultban megjelent 6sszefoglalo jellegii
szakcikkek ravilagitottak, ezen kifejezések ,,feloldhatatlanul tobbértelmiiek™” a ndvénykortani
szakirodalomban (Lannou 2012; Pariaud et al. 2009). Az 0sszetéveszthetdség elkeriilése végett
ebben a cikkben a "patogenitas" kifejezést a rozsdagombak azon géntermékeinek tag leirasara
hasznaljuk, amelyek biztositjdk a gombak szdmara azt a képességet, hogy barmilyen szintli
megbetegedést okozzanak, a ,,virulencia" kifejezést pedig az Avr gének kiilonboz6 alléljai altal

okozott specifikus kvalitativ fenotipusra alkalmazzuk.
Klasszikus genetikai vizsgalatok

Amiodta a kutatok felismerték, hogy a rozsdagombak és gazdandvényeik kozotti
kolcsonhatasok alakulasa genetikai tényezok altal meghatarozott ("kompatibilis", betegséget
okozo0; vagy "inkompatibilis", eltérd szintli rezisztenciat eredményez0d), kisérleteket tettek arra,
hogy ivaros keresztezéseken keresztiil genetikai vizsgéalatokat végezzenek ezeken a gombékon.
Ez nagy kihivasnak bizonyult, és csak csekély szadmu vizsgélatot végeztek néhany fajon,

tekintettel a rozsdagombak Osszetett életciklusara €s obligat életformajara. Ettol fiiggetleniil a
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gazdandvény-korokozd kolcsonhatdsok mogott allo genetika megértésének €s a génfunkcidok
azonositasanak hatékony maddja az elére meghatarozott keresztezések elvégzése, ami elOsegiti
pontosan meghatarozott fenotipusok miatt ezek a vizsgalatok jellemzéen az Avr gének
genetikdjara 6sszpontositottak. Flor uttéré munkaja az 1940-es években (lasd Flor, 1971)
kimutatta, hogy a gazdaszervezet rezisztencidjat egy, a gazdaszervezethez tartozd dominans
rezisztenciagén (R) és egy ennek megfeleld, korokozéhoz tartozd domindns gén (Avr)
kolcsonhatasa kozvetiti. KésObb ez a kutatds vezetett a ,,gén a génért" hipotézishez. Ezt a
munkat tovabbfejlesztették az R és Avr gének komplementerének meghatarozasara, valamint
olyan inhibitor gének feltardsdra a korokozoban, amelyek bizonyos Avr géneket
szuppresszalnak (Lawrence és et al. 1981). A Puccinia graminis f. sp. tritici- és Puccinia
triticina-bliza rendszerekben is kiterjedt genetikai vizsgdlatokat végeztek, amelyek
bizonyitottdk, hogy a gazdaszervezet rezisztencija a ,,gén a génért” modell szerint alakul
(Loegering és Powers 1962; Samborski és Dyck 1968; Statler 1979, 2000; Williams et al. 1966).
Ugyanis az 1950-es évek ota a gabonafélékben, és jabban mas kultarakban végzett hasonlo
jellegli genetikai vizsgdlatok megalapoztdk a rozsddval szembeni rezisztenciagének
felfedezését, melyek elengedhetetlenek a rozsdabetegségek elleni védekezésre iranyulod
nemesitési programokhoz (Long és Kolmer 1989; McCallum et al. 2016) (2. abra, B). Az
utobbi idoben a molekularis technikékkal kombinalt genetikai vizsgalatok eredményeként Avr
génekhez kapcsolddd markereket talaltak Puccinia graminis f. sp. tritici (Zambino et al. 2000),
a Cronartium quercuum f. sp. fusiforme (Kubisiak et al. 2011) és a Puccinia striiformis f. sp.
tritici (Wang et al. 2018) rozsdagombdk esetében. A kozelmultban a genomszekvenalasbol
szdrmazd tobb ezer egypontil nukleotid polimorfizmus (SNP) marker elérhetdsége lehetoveé
tette részeletes genetikai térképek kialakitasat és referenciagenom Osszeillesztések rogzitését a
M. lini (Anderson et al. 2016) és a M. larici-populina (Pernaci et al. 2014) fajok esetében. A
mérhetd fenotipusok kozé tartoznak tobbek kozott a szinmutansok, melynél a mutacio6 alapja
genetikai, ahogy azt a Puccinia graminis f. sp. tritici esetében kimutattak (Green 1964).
Erdekesség, hogy szamos kutatas kimutatta a paraszexualis rekombinécionak vagy a genetikai
anyag szomatikus cseréjének (hibridizacid) a lehetdségét a gazdaszervezet fertdzése soran
Puccinia graminis f. sp. tritici, Puccinia triticina és Phakopsora pachyrhizi fajok esetében
(Vittal és et al. 2012; Wang és McCallum 2009; Watson ¢és Luig 1958). A genetikai tényezok
alapos elemzésére azonban nem keriilt sor. Ez a mechanizmus hozzéjarult a populaciokban

megfigyelt virulencia-valtozdsokhoz szamos tanulmany szerint, kiilondsen az ivartalan
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populécidkban, azaz ahol nincs jelen a kdztes gazda, mint példaul a Puccinia triticina esetében

Eszak-Amerikaban. (Lasd a megjegyzésekben.)

Korai torekvések a rozsdagombak fert6zési stratégiainak megértésére

molekularis genetikai eszkozokkel

Uj molekularis modszerek alkalmazasaval forradalmi valtozasok kovetkeztek be a
novényeket fert6zé korokozok és gazdaszervezetiik kdlcsonhatdsanak tanulméanyozéasaban az
1980-as években. Ez azonban elmaradt az obligat biotrof életmodi rozsdéak és lisztharmatok
esetében. A rozsdagombak génfunkcidinak feltardsdra csak néhany laboratorium tett
eréfeszitéseket az 11j technologidk alkalmazasaval. A kezdeti torekvések koz¢ tartozott a bab és
gabonafélék rozsdagombaibol szarmazod cDNS-ek differencialodasanak monitorozasa (Bhairi
etal. 1989; Deising et al. 1995; Liu et al. 1993; Thara et al. 2003; Xuei et al. 1993). Az innovativ,
technikai kihivasokkal teli vizsgalatok eredményeképp a bab rozsdagombdjabol, az Uromyces
fabae fajbol hausztorium specifikus cDNS konyvtarakat hoztak 1étre, amibdl kimutattak, hogy
a gomba egyes génjei csak a ndvényben fejezddnek ki (Hahn és Mendgen 1997). Ez kifinomult
mikroszkopos elemzésekkel kombinalva meghatarozé jelentOségli betekintést nyujtott a
hausztoriumok metabolikus csatornaként betoltott szerepébe, illetve abba is, hogy
anyagcseréjiik hogyan alapozhatja meg a biotrof életmodot (Link és et al. 2005; Struck és et al.
1998, 2002, 2004; Voegele ¢és et al. 2001). Ennek keretében mutattak ki eldszor, hogy a
hausztoriumokban expresszalodott gombafehérje, az RTPlp, ami egy cisztein-proteinaz-

inhibitor, atkeriil a gazdaszervezet sejtmagjaba (Kemen €s et al. 2005; Pretsch ¢és et al. 2013).

Attoré ,,-omikai” technolégiak a rozsdagombak genetikai potencialjanak

feltarasara: az expresszalt részszekvenciak (EST-k)

Béar a kozmid- és cDNS-konyvtarak épitése és a rozsdagombdk molekularis klonozasa
megvalodsithatova valt, ez még mindig csak az egyes géneket jelentette, igy mas technikakra is
sziikség volt egy atfogobb nyilvantartas létrehozasdhoz. Mivel a rozsdagombdk genomjai
sokkal nagyobbak, mint mas gombaké, ahhoz, hogy jobb betekintés nyerjiink a génkészletiikbe,
logikus 1épésnek tlint, hogyEST adatbazisokat hozzanak 1étre, ami tobb faj esetében el is késziilt
(Catanzariti et al. 2006; Fernandez et al. 2012; Hu et al. 2007b; Link és Voegele 2008; Yin et
al. 2009). Ezek a génjegyzékek elsd korben jo képet adtak a kiilonb6z0 rozsdagombak

génkészletérdl, és lehetove tették a rokon gombakkal (modellekkel) vald 6sszehasonlitdsukat,
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azért, hogy patogenitasi gének valjanak azonosithatova a tovabbi funkcionalis vizsgalatokhoz

(Xu et al. 2011).
A rozsdagombak genomjai

Koran, mar 1902-ben végeztek becsléseket — fénymikroszkopot hasznalva — a
kiilonb6z6 rozsdagombak haploid kromoszémaszamarol, amely n=2 és 8 kozott valtozott
(Holden és Harper 1902; McGinnis 1956). Az 1970-es évek végétol kezdddden ujra
megvizsgaltak ezeket az értékeket a meiotikus kromoszomak haromdimenzids
rekonstrukcidinak segitségével. Ebbdl kidertilt, hogy a korabbi vizsgélatokban alulbecsiilték a
haploid koromszoémaszamokat, a Puccinia graminis f. sp. tritici és a M. lini rozsdagombak
esetében ez az érték valdsziniibb, hogy n = 18 (Boehm ¢és Bushnell 1992; Boehm et al. 1992),
a Puccinia coronata f. sp. avenae és Puccinia triticina esetében pedig az eldzetes becslések
szerint n = 16-18 (lasd Leonard és Szabo 2005 attekintését). Ezzel Osszefiiggésben,
reasszociacios kinetika segitségével megbecsiilték a genomok méretét, mely alapjan a Puccinia
graminis f. sp. tritici 67 Mb-os genommal rendelkezhet (Backlund és Szabo 1993), ezzel egy
iddben a relativ fluoreszcens DNS tartalom mérések pedig szamos rozsdagomba faj esetében
adtak becsléseket (Eilam és et al. 1994). Nyilvanvalova valt, hogy a rozsdagombak genomjai
joval nagyobbak, mint mas gombaké, illetve rendkiviil valtozatosak, tobb haploid
kromoszomaval rendelkeznek, ¢€s nagy mennyiségli repetitiv szekvencidkat és/vagy
transzpozabilis genetikai elemeket (TE-ket) tartalmaznak. Mindezek magyarazatot adnak arra,

hogy a kiilonb6z6 molekularis genetikai vizsgalatok miért bizonyultak olyan nagy kihivasnak.
Teljes genomszekvenalas

A gyorsan fejl6dé tUjgeneracios szekvenalasi eljardsokkal megfizethetdvé valt a
rozsdagombdk genomjainak szekvenalasa, annak ellenére is, hogy a leglijabb becslések szerint
genomjaik 80-300 Mbp kozotti tartomanyban vannak, de akar elérhetik a 2 Gbp-t, tehat
jelentdsen nagyobbak, mint sok mas gombafajé (Aime et al. 2017; Tavares et al. 2014). Els6ként
a Puccinia graminis f. sp. tritici és a M. larici-populina genomjat szekvenaltdk (Duplessis et al.
2011), amelyet hamarosan szamos mas rozsdagomba¢ kovetett (attekintve: Aime et al. 2017;
Bakkeren et al. 2016; Duplessis et al. 2014). A ,,harmadik generaciés" vagy ,,hosszu leolvasasa"
szekvenalas (a PacBio, NanoPore, 10x Genomics és Hi-C feliileteken) és az 0j Osszeillesztd
szoftverek gyorsan Osszeillesztik a kordbban még fragmentaltan publikdlt rozsdagenom

illesztéseket, mint példaul a Puccinia coronata f. sp. avenae (Miller et al. 2018) és a Puccinia
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striiformis f. sp. tritici (Schwessinger et al. 2018) uj, kozel teljes, haplofazisos genomjait. M.
larici-populina esetében ez magéabdl a referencia genom izolatumbol nyert genetikai térképnek
kdszonhetden ~110 Mbp (101 Mbp-rdl) atdolgozott genomméretet eredményezett, amelynek
szerkezeti elemei 18 kapcsoltsagi csoportban vannak rogzitve (S. Duplessis, személyes kozlés;
JGI honlapja https://mycocosm.jgi.doe.gov/Mellp2 3/Mellp2 3.info.html). Hamarosan
kozzétesznek egy masodik verziot a M. lini genom Gsszeillesztésérdl, amelyet ~500 Mbp-ra
becsiilnek a kutatok és mindkét haplotipust tartalmazza, €s amely genetikai térképben rogziilve
a 26 kapcsoltsagi csoportba rendezddik (P. Dodds személyes kozlése alapjan), valamint egy
harmadik verziot a Puccinia triticina genombol (J. Fellers és G. Bakkeren, nem publikalt
adatok). A mirtusz rozsdagombadja, az Austropuccinia psidii 1,2 Gbp méretiire becsiilt genomjat
nemrég szekvenaltdk meg a Chromium 10x technoldgiat hasznalva (McTaggart et al. 2018), és
a szo6ja rozsdagombajanak, a Phakopsora pachyrhizi -nek harom izoldtumat, nagyjabol 1 Gbp-

t is megszekvenaltak (JGI; S. Duplessis, P. van Esse és R. Voegele személyes kozlése alapjan).

A rozsdagombak genomjai lényegesen nagyobbnak bizonyultak, mint sok, az
oomikotakhoz és mas gombdkhoz tartozo jelenleg megszekvendlt genomok, ez alol kivételt
képez a tobbi biotrofként ismert gomba, mint példaul a lisztharmatok. Ugy tiinik, hogy ezeket
a megndvekedett genomokat repetitiv szekvencidk és TE-k okozzak, melyek szama a
kiilonb6zd nemzetségek kozott a genom 30%-4atol tobb mint 74%-aig terjedhet; a szdzalékok
kozti nagy eltérés pedig részben a szekvenalasi technologia és az alkalmazott dsszeillesztd
szoftverek miatt van (Aime és et al. 2017). Még a kozeli rokonsagban 4116 fajok kozott is, mint
példaul a Puccinia triticina és a Puccinia graminis f. sp. tritici kimutattdk a genomok
repetitivszekvencidk és TE-k miatti dinamikus jellegét, bar bizonyos szintli szinténia
konzervalddott (Cuomo et al. 2017; Fellers et al. 2013). A hosszu leolvasasu szekvenalési
technologidk megjelenésével, melyek lehetévé tették a teljes genom Osszeillesztéseket is,
pontosabb kép alkothaté majd a genom TE Gsszetételérdl és eloszlasarol (Miller és et al. 2018;
Schwessinger ¢és et al. 2018). A gének szama a jelenleg megszekvenalt rozsdagombak korében
14 880 ¢és 27 578 kozott valtozo, a legtobb esetében atlagosan 18.000, attol fliggden, milyen
szoftvert és paramétereket alkalmaztak a becsléshez (Aime et al. 2017). Ami feltlind ezek kozott
a genomok kozott, az az annotalt, funkcid nélkiili gének nagy szama. Példdul a harom
buzarozsda faj, a Puccinia triticina, a Puccinia graminis f. sp. tritici €s a Puccinia striiformis
f. sp. tritici ortologjainak Osszehasonlitasa 5443, 4901 ¢és 8955 fajspecifikus gént
eredményezett, mig Osszességében az egyes rozsdagombdik génjeinek kevesebb mint fele

konzervalodott mas bazidiumos gombéakhoz képest (Cuomo et al. 2017). Ez arra utal, hogy nagy
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mértékli mutacio/fejlodés ment végbe. Ennek oka lehet a genomok dikariotikus jellege,
valamint az altaluk betoltott szigortian biotrof niche, amibe beletartozik az is, hogy a
heteroecikus fajoknak képesnek kell lennitik két eltérd gazdaszervezet megfertézésére. Tovabbi
fontos kutatasi eredmények, melyek valdszintileg az obligat biotrof életmddhoz vald adaptiv
mechanizmusok jellemzo6i: a nitrat- és szulfatasszimilacid utvonalaiban bekdvetkezett
génveszteségek, a szamos szubsztrat transzportereit kodolo kiterjedt géncsaladok jelenléte, a
kevesebb novényi sejtfalat lebontd enzim, illetve a teljes proteom szézalékaban kifejezett
nagyobb prediktalt szekretom a nem biotrofokhoz képest (Aime et al. 2017; Duplessis et al.
2011; Lo Presti et al. 2015). Kecsegeteto a feltételezés, hogy a TE-k dinamikus jellege fontos
szerepet jatszik az ilyen jellegli adaptacidkban, beleértve a rezisztencia mechanizmusok

lekiizdését is (Barsoum et al. 2019).

Ertheté modon, a f& hangsuly a mezOgazdasagi és erdészeti kultarikat érintd
rozsdagombak genetikai forrdsainak létrehozasara iranyult, de a Pucciniales rend oOriasi
valtozatossaga miatt az Osszehasonlitd genomikabol sokat lehetne tanulni. E célbdl a Joint
Genome Institute vilagszerte 12 kutatocsoport tdimogatasaval megkezdte 50, kiillonboz0 eredetii
¢s eltérd csaladba, de ehhez a rendhez tartozd gazdasagi jelentdségli rozsdagomba faj
(https://jgi.doe.gov/csp-2018-duplessis-reference-genomes-50-rust-fungi/) referencia
genomjanak létrehozéasat (Aime és et al. 2017). Az dsszehasonlitasok varhatoan vélaszt adnak
szamos kérdésre, mind a taxondmidra, a gazdandvénykorre, a specifitasra és szelekciora, a
patogenitasra, a diverzifikdciéra, mind pedig a genom Kkiterjedtségére vonatkozoan, és

valoszintlileg kozvetlen hatassal lesznek ) ndvényvédelmi stratégidk kidolgozésara.
Transzkriptom, genom szinti osszefiiggések és osszehasonlito vizsgalatok

A szekvendlds alacsony koltsége és a genomszekvencidk hozzaférhetdsége lehetdve
tette a kiilonb6z6 rozsdagombik fejlédési szakaszait — beleértve a kiilonbozd fertdézési
stadiumokat is — reprezentald atfogd transzkriptomok létrehozasat €s Osszehasonlitasat is.
Tuallépné ennek az attekintésnek a kereteit, hogy itt felsoroljuk a tobb tucatnyi tanulmanyt, azon
feliil, hogy ezek gyorsan kiszoritottak az Osszes EST-munkét. Ezek az Osszehasonlitd
vizsgalatok kulcsfontossagu betekintést nyujtottak a genetikai programokba, melyek szerepet
jatszanak a spora csirazasaban ¢€s a gazdaszervezet fertdzesi stratégiaiban (attekintve: Lorrain

etal. 2019).

Ma mar szamos faj izolatumanak szekvencidi rendelkezésre allnak, igy a gének/fehérjek

valtozatat fenotipusokhoz lehet tarsitani, hogy funkcionalis ellendrzésre génjeldlteket talaljunk.
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Egy kislépték, a teljes genomra épiilé asszociacios elemzésen alapuld kutatds a transzkriptum
szinten bekovetkezd valtozasokat a virulenciaprofilok valtozésaival kapcsolta 0Ossze
meghatarozott buzafajtdkon, ennek eredményeképp 15 szekretalt effektorjeldltet azonositottak
a Puccinia triticina faj esetében, amelyeket tizenegy kiilonb6z6 levélrozsda-rezisztenciagén
(Lr) potencialisan felismer (Bruce et al. 2014). Egy masik, szélesebb korti fenotipust és
genotipust is lefedd asszocidcios elemzés eredményeként azonositottak néhany effektorjeldltet,
amelyek potencialisan kdlcsonhatdsba 1épnek az Lr20-szal (Wu et al. 2017). Hasonld
Osszehasonlitdo elemzés egy M. larici-populina populacidban széles korben jelenlévo és
szelekcios nyomads alatt allo effektor-jeldlteket mutatott ki, mint a legvalosziniibb jelolteket
tovabbi vizsgalatokhoz (Persoons et al. 2014). A rozsdagombédk genetikai potencidljanak
kozvetett értékeléséhez nagy genomikai eszkoztarak 0sszehasonlitasa is hasznalhato, kiilonosen
akkor, ha az interaktiv stddiumok transzkriptomjait, azaz a koérokozd és a gazdaszervezet
transzkriptomjait hasonlitjak 6ssze. Puccinia graminis f. sp. tritici-vel fert6zott buza vizsgélata
génkoexpresszidos halozatok leirdsahoz ¢és a kolcsonhatdsban potencidlisan részt vevo
effektorjeloltek azonositasahoz vezetett (Rutter et al. 2017). Ezek a szamitogépes
megkozelitések a rozsdagombdk és gazdaszervezetiik kdlesonhatdsdban részt vevd génjeloltek
azonositasara szolgalnak, és iranyvonalat mutatnak tovabbi funkcionélis elemzésekhez, illetve

a betegség elleni védekezés potencialis célpontjaihoz.

Proteomika

Az EST gytlijtemények révén megnyilt az at a kiterjedt proteomikai munkak el6tt, mint
a babrozsdak (Cooper et al. 2007, 2016; Luster et al. 2010; Stone et al. 2012) vagy a Puccinia
triticina (Song et al. 2011) esetében. A teljes genomok szekvenciijanak felhasznéalasaval
kiterjedtebb proteomokat azonositottak. Egy innovativ technika sordn tisztitott Puccinia
triticina hausztériumok felhaszndldsdval monoklonalis antitesteket allitottak eld egerekben,
amelyet késdbb arra hasznaltak, hogy immunoprecipitacioval kozel homogén hausztoriumokat
izolaljanak Puccinia triticina rozsdagombaval fert6zott buiza levelekbdl. Az antitesttel tisztitott
Puccinia triticina hausztoriumokbdl 1192 fehérjét azonositottak, amelyek kozott 140 szekretalt
effektorfehérje-jeldlt (CSEP-k) volt (Rampitsch és et al. 2015). 6 nappal a Puccinia triticina
fertézés utan, a 140 CSEP-k relativ fehérjemennyiségét osszehasonlitva a megfelelé gének
normalizalt transzkriptumszintjeivel a buza leveleiben, bizonyos gének esetében akar 2
nagysagrendnyi eltérés figyelhetd meg a korrelaciok kozott (G. Bakkeren, nem publikalt

adatok). Ez hasonloképpen megfigyelhetd a Puccinia striiformis f. sp. tritici -vel fertézott

26



buzaban is (Zhang et al. 2019. 7. dbra). Mindez jol mutatja, hogy a fehérjetartalom gyakran nem
fligg Ossze a transzkriptumok tartalmaval (Gygi et al. 1999), ahogy azt is, hogy
transzkriptumokkal kiegészitett kvantitativ proteomikai elemzésekre van sziikség. Hiszen,
amikor proteomikai elemzésekkel ,,szekrétumokat™ mutatnak ki, néha tobb mint 50%-ban nem
felelnek meg a szekvenalt genomokban taldlhato, jelzOpeptideket tartalmazo kanonikus ER-
Golgi szekretalt fehérjéknek, ami alternativ utvonalak és mechanizmusok létezésére és a
jelenleg eldjelzettnél potencidlisan nagyobb "szekrétumokra" utal (Agrawal et al. 2010).
Ezenkiviil fehérjefragmentumokat olyan poziciokban térképeztek fel a Puccinia triticina
genomjaban, ahol nem jeleztek elére géneket (C. Rampitsch személyes kozlése alapjan), annak
ellenére, hogy gyakran taldltak transzkriptumokat (pl.: parosodési feromon) (Cuomo et al.
2017). Varhatéan a kiilonb6zé "omikok" adathalmaza ¢és a jovobeli génpredikcios
algoritmusok, valamint a gépi tanulds alapu modszerek jobb annotéciokat fognak biztositani. A
proteomika azért is 1ényeges, mert kimutathatdak a poszttranszlaciés modositasok, mint példaul
a foszforilacio, melyek bizonyitottan feleldsek az aktivitisban bekdvetkezett jelentds

valtozasokért (Rampitsch és Bykova 2012).

Effektorok keresése

Az 1990-es években, rasszspecifikus elicitorok izolalalsaval a hiperszenzitiv reakciod
(HR; nekrozis) specifikus R génekkel rendelkez6 fajtakkal kiilonb6zd biokémiai kisérletet
végeztek az Avr géntermékek izolaldsdra rozsdagombakbol. Az intercellularis térbdl
(apoplasztbol) kimosott folyadékot elemezték, de nem azonositottak megfelelé géneket
(attekintve: Staples 2000). Ebbdl a szemszogbdl, de kiilonb6zd patoszisztémakban és

érzékenyebb proteomikai elemzésekkel most ujabb vizsgalatok zajlanak.

M. lini-ben kis szekretalt fehérjéket azonositottak egy fert6zott gazdaszervezetbol
szarmazo cDNS-ek differencialis sztirése utan, ezek a lenben rezisztenciat kondicionald Avr
géneket képviseltek a megteleld LS5, L6 vagy L7 R génekkel (Dodds és et al. 2004). Kimutattk,
hogy ezek az Avr gének a hausztoriumokban fejezddnek ki, és a megfelel6 AVR fehérjék a
gazdasejtbe jutva lesznek aktivak. Ez a munka végre bizonyitotta molekularisan is a Flor altal
1947-ben felallitott gén a génért hipotézist (attekintve Flor 1971-ben) az eredeti modell len-len
rozsda patoszisztémaban, els6ként a rozsdagombak esetében. Mivel a kulcsfontossagu
metabolitcserével és effektorszekrécidval rendelkezd hausztoriumok a biotrof kdlcsonhatas
kozponti platformjanak tekinthetdek, ezért az EST és transzkriptomikai adatok (Catanzariti et

al. 2006; Hahn és Mendgen 1997; Thara et al. 2003), valamint proteomikai adatok (Cooper et
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al. 2016; Rampitsch et al. 2015) felhasznalasaval izolalasuk segitett az effektorok egylittesének
azonositdsdban. Rdadasul a rozsdagombak génjeire bedllitott gépi tanuldsi algoritmusokat
fejlesztettek ki az elérhetd széleskorti genomikai eréforrasok révén a lehetséges effektorok
listazasara, beleértve azok prediktalt lokalizaciojat is (de Carvalho et al. 2017; Petre et al. 2014;
Saunders et al. 2012; Sperschneider et al. 2017, 2018a, b). A gazdaszervezet citoplazmajaban
talalhato R gén termékei ismerik fel az eddig klonozott rozsdagomba AVR effektorokat
(Anderson et al. 2016; Catanzariti et al. 2006; Chen et al. 2017; Dodds et al. 2004; Salcedo et
al. 2017), de a Puccinia graminis f. sp. tritici esetében két AVR effektor talalhatd, amelyek az
urediniosporak  felszinén lokalizalédnak, ¢és az arpa levélfeliletén az RPGI
rezisztenciafehérjével kolcsonhatasba 1épve HR-t valtanak ki (Nirmala et al. 2011). Az
effektorok kivalasztasanak kritériuma klasszikusan az N-termindlison a szignal peptid-
szekvencia jelenléte, emellett gyakran alkalmazzdk a 300 aminosav feletti hosszkizarast is.
Kétségkiviil a legtobb vizsgalt effektor kis szekretalt fehérje, koztiik szamos bizonyitottan AVR,;
kivételt képez a PgtAVRSr35, amely 578 aminosav hosszt (Salcedo és et al. 2017). Tehat
amikor effektorjeltoltek azonositasat kiséreljik meg a jelentds genomikai erdforrasok

rendelkezésével, nem szabad elfogultan gondolkoznunk.

Az effektorok a virulenciaval hozhatok osszefliggésbe. A populaciokban bekovetkezd
lehetséges virulenciavaltozasok megértésének és kimutatdsanak fontossadga az 1900-as évektol
ismert, ennek érdekében minden évben kiterjedt szant6foldi felmérés zajlik a rozsdagomba
izolatumok gytijtésére, €s az ezt kovetd fenotipizalasara a kiilonboz6 kultirdkban (R génkészlet)
arasszok (Avr génkészlet) azonositasara. Mindez nem csak kulcsfontossagu a rozsdabetegségek
elleni védekezés szempontjabol, de tobb mint 70 éve a gabonafélék rezisztencianemesitésének
alapkdve, amelyet mas, gazdasagilag jelentds patoszisztémak esetében is alkalmaznak. A
rozsdagombak populacidgenetikai vizsgalatai regiondlis és Gjabban globalis 1éptékben jelenleg
is zajlanak. Ezen attekintés keretében a DNS-szekvenalas és a bioinformatika terén elért
eredményeket emeljiik ki, amelyek lehetové tették a populacidvizsgalatokat és a regionalis €és
globalis szarmazasi vonalak jellemzését tobb ezer 16kuszban taldlhat6 semleges SNP-k alapjan.
A ndvekvd szamu izolatumok szekvendlasaval kiterjedt SNP-adatbazisok valnak elérhetévé
néhany rozsdagomba fajra, ami lehetévé teszi a gyors €s koltséghatékony SNP-alapt eszk6zok
kifejlesztését a genotipizalashoz, beleértve a tobb ezer 10kusz kimutatasara képes molekularis
technikékat, a transzkriptumokbol vagy fert6zott levélmintdkbol szarmazo eltérd genomi régiok
elemzését a gombakban akar hordozhatéd eszkdzokkel (Hu et al. 2019; Hubbard et al. 2015),

mindezt 11j, veszélyes genetikai vonalak globalis terjedésének nyomon kdvetésére, mint példaul
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a a Puccinia graminis f. sp. tritici Ug99 vagy a magas homérséklethez alkalmazkodott,
virulensebb Puccinia striiformis f. sp. tritici rassz (Bueno-Sancho et al. 2017; Newcomb et al.
2016; Olivera et al. 2015; Radhakrishnan et al. 2019). A rozsdabetegségek elleni védekezéssel
kapcsolatos tajékozodasban a fenotipusok (virulencia) és genotipusok (effektorok) ilyen tipust

tarsitdsa ma mar felbecsiilhetetlen értékii forrasok.
Rozsdagombak génjeinek funkcionalis elemzése

A rozsdagombak esetében a nyilvanosan elérhetd genomikai forrasok gyorsan béviilnek,
ugyanakkor annak ellenére, hogy mennyire fontos lenne, még mindig kihivast jelent a
rozsdagombék megfeleld genetikai manipulacidja és a funkciondlis génelemzése. A genetikai
transzformdacios technoldgia kifejlesztésére az évek soran szdmos erdfeszités tortént. A béta-
glilkkuronidaz (GUS), a zold, illetve vords fluoreszcens fehérje (GFP, DsRed) géneket
kiilonb6z6 promoterek iranyitasaval riporterként hasznalva, az urediniosporak részecskékkel
torténé bombazasa az Uromyces spp. (Bhairi és Staples 1992; Djulic et al. 2011), Puccinia
graminis f. sp. tritici (Fehser és Moerschbacher 2011; Schillberg et al. 2000) és Puccinia
allnanak szelektiv markerek, akkor segitségiikkel ezeknek a nem gyakori eseményeknek a
kimutatdsa hatékonyabb lenne. Bar beszamoltak mar a higromicin ¢€s kiilonb6z6 fungicidek,
mint a benomil és a karboxin alkalmazasarol (Djulic et al. 2011; Wirsel et al. 2004), azonban
egyik sem vezetett még hatékony szelekcidhoz in planta. A biotrof rozsdagombak koziil a M.
lini esetében a szelekciot lenben vald novekedése kozben valdsitottdk meg, Agrobacterium
tumefaciens-t alkalmazva egy AvrL567 géncsendesitd konstrukcid bejuttatasara, amely stabil
transzformansokat eredményezett (Lawrence et al. 2010). Ennek az Avr génnek a csendesitése
lehetdvé tette a gombanak, hogy csak az ezt felismerd R génnel rendelkezd lenvonalakon
novekedjen, és igy csak a transzformalt rozsdagombék sporulaltak. Ez csekély valasztékot
biztositott. Olyan gének kombindcidjanak hasznalata a transzformdacios szelekcios
rendszerekben, amelyek a gomba és a novény kdlcsonhatdsaban szerepet jatszanak, nem biztos,
hogy idedlis gomba és gazdandvénye (korai) kolcsonhatdsdban szerepet jatszo egyéb gének
miikddésének tanulmanyozasara. Ugy tiinik, hogy csak idd kérdése, hogy megtalaljuk a
megfeleld feltételeket és génkombindciokat a reprodukélhatd transzformécio eléréséhez.
Példaul a CRISPR-technologia felhasznalhatd a kolcsonhatdst gatld faktorok vagy dominans

crer

mesterséges vagy természetes mutdcioinak felhasznalasat is sikeresen alkalmaztak, mivel az
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Avr gének jellemzéen dominansak, ¢és a velik megegyezé R gének kivald szelekciot
biztositanak a sziikséges biotréf ndvekedés sordn. A fent emlitett, Puccinia triticina
hoztak létre, és az ezt kovetd szelekciot kiilonbozo R gént tartalmazd fajtdkon alkalmaztak,
hogy felmérjék a tovabbi kloénozas és elemzés céljabol lehetséges-e a vele egyezd Avr gén
elrontdsa. Bar az emlitett vizsgalatban a genetikai transzformacié tobb fertdzési cikluson
keresztiil stabilnak bizonyult a korokoz6 gazdaszervezetében, a buzdban, nem vezetett az Avr
gén kloénozasahoz. A mutaciok eldidézésének oOtletét egy masik vizsgalatban is felhasznaltak,
ahol a Puccinia graminis f. sp. tritici urediniosporait etil-metan-szulfonattal kezelték, ezzel
megvaltozott virulenciaju mutansokat kaptak egy Sr35 rezisztenciagént hordozé buzafajtan. A
vad tipusu avirulens Puccinia graminis f. sp. tritici izolatum és 15 igazolt virulens mutans
genomjat szekvenaltak és dsszehasonlitottdk, ami egy szekretalt effektor génjelolthdz vezetett,
amelyrdl kimutattdk, hogy a PgtdvrSr35-6t képviseli (Salcedo et al. 2017). Mivel a
rozsdagombak dikariotikusak, életciklusuk nagy részében két haplotipust tartalmaznak, a
mutacidelemzésre tamaszkodva a (dominans) génfunkcié azonositasa csak heterozigota
allapotban 1évd gének esetében lehetséges. Ezt a koncepcidt a Puccinia graminis f. sp. tritici
egy természetes modon kialakult mutansan hasznaltak, amely egy Sr50-et hordozo buzafajtan
valt virulenssé. A genomszekvenalas soran egy 2,5 millio bazisparnyi régiot azonositottak, ahol
heterozigotasag elvesztése kovetkezett be, amelyrdl bebizonyosodott, hogy egy haplotipus
duplikacidjabol szarmazik ebben a régidban. Ismét az ebben a régidban talalhato kis szekretalt
fehérje génekre Osszpontositva, a populacioban 1évd allélok Osszehasonlitdsakor csak néhany
jeloltet azonositottak, amelyek kozil az egyikrél funkciondlisan kimutattak, hogy a

PgtAvrSr50-et képviseli (Chen és et al. 2017; lasd alabb).

Az el6zd két vizsgalatban az effektorok avirulencia funkcidjanak megerdsitését
heteroldog rendszerben végezték: az Avr-jeldltek és az egyezd R-gének egyiittes kifejezése
Agrobacterium tumefaciens segitségével Nicotiana benthamiana-ban lathatd6 HR-t valtott ki.
Ezt a heteroldg rendszert sikeresen alkalmaztak mar kiilonb6zd rozsdagombakbdl szdrmazd
effektorok esetében, hogy megallapitsak lokalizaciojukat (fluoreszcens kimérak és konfokalis
mikroszkopia segitségével) €s a potencidlis gazdandvény célpontokat, igy kovetkeztetve a
lehetséges funkcioikra (attekintve: Lorrain et al. 2018a). A M. larici-populina eftektorai
funkcidinak vizsgéalatdra Arabidopsis thaliana-t is hasznaltdk. Amikor tobb koziilik
transzgénként fejez0dott ki, eldsegitették a ndvény fogékonysdgat tobb mas korokozdval

szemben (Germain et al. 2018). A gazdaszervezet védelmi valaszainak elnyomasa szamos
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patogén effektor altalanos funkcidjanak bizonyult. Masrészt, csak néhany rozsdagomba
esetében igazoltak, hogy szamos effektor elnyomja a természetes gazdaszervezet védekezését,
miutan kiilénbozé mesterséges mikrobak, koztiik kiilonb6zd Pseudomonas fajok 1ll-as tipusa
szekréciods rendszeriikkel juttattak be dket (Liu et al. 2016; Qi et al. 2016, 2018; Ramachandran
etal. 2017; Zhao et al. 2018). Miutan igazoltak, hogy ezek a mikrobak csak a gazdanovénybdl
valtanak ki erds valaszt, felhasznaltak 6ket néhany rozsdagomba faj effektorainak tesztelésére
a természetes gazdandvényiikben, hogy kideritsék védelmi valaszok kivaltdsdra vonatkozo
potencialjukat (Dodds et al. 2004; Liu et al. 2016; Maia et al. 2016; Upadhy et al. 2014). A
PgtAvrSr35 avirulencia-funkcidjanak ellenérzésére E. coli altal termelt fehérjefrakciot
infiltraltak be buzalevelekbe, hogy HR-t valtsanak ki vele (Salcedo ¢és et al. 2017). Az arpa
csikos mozaikvirust (BSMV) pedig a PgtAVRSr50 funkcidjanak Sr50 buzaban torténd
kimutatasara hasznaltdk (Chen et al. 2017). Egy masik lehetséges homolog expresszids rendszer
a gabonafélék rozsdagomba génjeinek tesztelésére a rokafarok mozaikvirus, amelyet
nemrégiben ugy alakitottak at, hogy nagyobb fehérjéket (>600 aminosav) expresszaljon
gabonafélékben (Bouton és et al. 2018). Ezek a természetes gazdandvényeken alapuld
megkozelitések valosziniileg effektor alapti sziirési modszerekként hasznéalhatéak uj
rezisztencidk felkutatdsdra a novénykultirdkban és a (vad) csiraplazmakban, ezzel segitve a

nemesitési programokat.

A rozsdagomba génfunkcidk validdlasanak egyik alternativ mddszere a heterolog expresszid
mas gombafajokban biokémiai vizsgalatok elvégzésére, valamint egyértelmili fenotipusok
Uromyces fabae-nak plazmamembran ATP4z génje képes volt kiegésziteni egy homolog ATPaz
mutanst Saccharomyces cerevisiae-ben, ezzel lehetdvé téve az enzimaktivitds mérését (Struck
et al. 1998), tovabba az Uromyces fabae INVI invertaz génjét ugyanebben az élesztOben és
Pichia pastoris-ban kifejezve vizsgaltdk az INV1p szekretalt géntermékkel kapcsolatos
aktivitast (Voegele et al. 2006). Ehhez hasonldéan hasznaltdk a kukoricaiiszogben, az Ustilago
maydis-ben talalhato kpp2/ubc3 és kpp6 MAPK pontmutansokat arra, hogy kimutassak a buza
2007a). A vizsgalat soran akkor volt miikodoképes a komplementacio, amikor a PIMAPK 1 gént
az Ustilago maydis Hsp70 prométerérol, de az endogén PtMAPKI promoterérdl is kifejezték,
ami azt jelzi, hogy a Puccinia triticina promotereit az Ustilago transzkripcids gépezete

felismerte. Mas fajok, mint a Fusarium graminearum, Magnaporthe oryzae ¢és a
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crer

génjeire is megismételték (Guo et al. 2011; Jiao et al. 2017; Zhu et al. 2018).
Gazdaszervezet indukalta géncsendesités (HIGS) és kis RNS jelatvitel

A rozsdagének funkcidinak tesztelésére manapsag altalanos, de kozvetett modszer a
géncsendesités, illetve a gazdandvény felhasznélasaval torténd génkifejezo és a géncsendesitést
el6idézé molekulak eldallitasa. A HIGS eredetileg az arpa, buza - Blumeria patoszisztémak
esetében bizonyitottan miikodott (Nowara és et al. 2010), a rozsdagombakhoz gyorsan
adaptaltak a duplexeket alkotni képes szensz €s antiszensz molekuldk szallitasara arpa csikos
mozaikvirust haszndlva (Panwar ¢és et al. 2013b; Yin és et al. 2011), vagy az Agrobacterium
tumefaciens segitségével a gazdasejtekben hajtli molekuldk atmeneti expresszalasara (Panwar
¢s et al. 2013a). Bar kimutathat6 a siRNS-molekuldk termelddése buizdban, valamint a célzott
gombagén mRNS-szintjének jelentds csokkenése is, azonban a pontos mechanizmus jelenleg
nem ismert, de valoszinlileg az siRNS-ek hausztoriumok altali felvételén alapszik. Azon
rozsdagombagének elnémitasa, amelyek a betegség kialakitdsdban vagy a gazdaszervezet
védelmének befolyasoldsaban vesznek részt, egyértelmiien mérhetd fenotipusokhoz vezetnek.
Réaadasul az a fajta megkozelités, amikor a rozsdagomba patogenitdsanak szempontjabol
lényeges génjeit célozzak meg, kiegészitheti a mezdgazdasagban alkalmazott egyéb
stratégidkat a rozsdabetegség csokkentésére, ha a csendesitd konstrukcidk stabilan beépiilnek a
bliza gazdaszervezetébe (Panwar és et al. 2018; Qi és et al. 2017). Szamos effektor megcélzasa
nem vezetett egyértelmli fenotipusokhoz, valdszinilileg a funkcionalis redundancia vagy a
patogenitasban betoltott kumulativ (kis) szerepiik miatt (Yin et al. 2015), bar néhanyrol
kimutathatd, hogy jelentdsen hozzdjarul a betegség kialakuldsanak szintjéhez (Liu et al. 2016;
Yin et al. 2019). Egy dominans avirulencia gén elnémitasakor ez mashogy lenne. Erdekes volna
olyan géneket megcélozni, amelyek részt vesznek a sejtfal szerkezetének megvaltoztatdsdban,
vagy olyan komponenseket célba venni, amelyekrdl ismert, hogy a gombédkban fertézés soran
eléfordulnak, és wvaloszinlileg megakadalyozzak az ilyen komponensek felismerését a
védekezés beinditasa érdekében. Ezt mikroszkoppal kimatattak a Puccinia graminis f. sp. tritici
¢s az Uromyces fabae esetében, ahol a sejtfal Osszetétele kitinrdl kitozanra valtozott (EIl
Gueddari és et al. 2002). A paradicsom egyik korokozdjaban, a Cladosporium fulvum -ban az
AVR4 effektor elrejti a gombasejtek felszinén 1évo kitint (Westerink é€s et al. 2002); az ilyen
gének elnémitédsa kitenné a gombakat a gazdaszervezet immunvalaszainak, ami valosziniileg

széles korli védekezési valaszokat valtana ki (Oliveira-Garcia és Deising 2013).
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Amint azt mas novény-mikroba kolcsonhatdsok esetében is kimutattak, a rozsdagomba
patoszisztémak esetében is bizonyitottdk a kis RNS-molekuldk [étezését és lehetséges
szerepliket a korokozo és a gazdaszervezet kozotti kommunikacidban a betegség eldsegitése
vagy a védekezés finomhangolasa érdekében. Bar szamos tanulmany azonositotta azokat a
gazdaszervezetben szabalyozd RNS-eket, amelyek expresszidjat a rozsdagomba-fertdzés
befolyasolja, csak néhdny tanulmany vizsgalta a rozsdagomba-specifikus kis RNS-eket.
Szamos rozsdagombaban olyan célpontokat/géneket prediktdlnak, amelyek szekvenciaja
megegyezik, és ezért potencidlisan kis RNS-ek altal szabalyozottak. Ezek kozott vannak
kinazok, effektor gének és TE-k is, amelyek potencidlisan befolyasolhatjak a kozeli gének
transzkripcigjat. Emellett talaltak egyezéseket a gazdaszervezetben 1évo génekkel, amelyek
kozil az egyikrdl a kisérleti vizsgalatok megerdsitették, hogy részt vesz a kolcsonhatasban
(Mueth et al. 2015; Sperschneider et al. 2018c; Wang et al. 2017). A (kulcsfontossagu) regulator
kis RNS-ekbe vald beavatkozas 0j lehetséges stratégidkat nyit a rozsdagomba génjeinek
genetikai manipulacidjara és funkcionalis elemzésére. Ha az éltaldnos patogenitasi
faktorokként funkcionald, a gombahoz tartozé kis RNS-ek a HIGS technoldgia célpontjai, az
biztosithatnd a termésvédelmet; tobb, kiilonbozd funkcidji kis RNS egyidejii megcélzasa a

gomba szdmara nehezen lenne lekiizdhetd (mutacid révén).
Kovetkeztetések, mindezek kihatasa a novényvédelemre

Az elmult 20 évben a rozsdagombak kutatidsa az 10j genomikai technologiak
megjelenésének koszonhetden gyorsan boviilt. A rozsdagombéak genomjai sokkal nagyobbnak
¢s komplexebbnek bizonyultak, mint mas gombaké, a dikaridta genomok kozott igen valtozatos
haplotipusokkal és 87 Mb-t6l 2 Gb-ig terjedd genommeérettel. Néhany rozsdagomba teljes
kromoszdma-Osszeallitasanak fejlesztése gyorsan halad. Ezek a genomok nagy mennyiségii
ismétlodo elemeket és nagy géncsaladokat tartalmaznak, beleértve a hatalmas szekrétumokat,
amelyekrdl Gigy gondoljak, hogy kritikusak a rozsdagombdék biotrof életmodja szempontjabol.
Szamos faj esetében ma mar tobb izolatum genomadatai, transzkriptomjai €s proteomjai allnak
rendelkezésre, lehetévé téve ezzel az atfogd pangenomok létrehozasat és Osszehasonlitd

elemzéseket.

Ez betekintést nyujt a gombak genomjainak €s populacios strukturainak variabilitasaba,
beleértve a virulencia valtozésokat, valamint azt, hogy ezek hogyan kapcsolodnak az
effektorvaltozatok jelenlétéhez és megjelenéséhez. Mindez valdsziniileg a gazdaszervezet R

génjeinek hatékonyabb alkalmazasat lehetévé tevo 1j ismeretekkel fog szolgalni. Tovabba,
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annak ellenére, hogy mekkora kihivast jelent a biotrof rozsdagombak genetikai és molekularis
kutatasa, uj novényvédelmi stratégiak eldtt nyitja meg az utat. Az elsé Avr gének klonozédséaval
kimutattdk, hogy az altaluk kodolt effektorfehérjék kozvetleniil kdlcsonhatasba 1éphetnek a
gazdasejtben vagy annak felszinen talalhatdé R gén fehérjéivel; bar egyeldre nem bizonyitott a
rozsdagomba patoszisztémakban a kdzvetett kdlcsonhatasuk az R gén célpontjara. Szamtalan
megkozelitésbol tortént eldrelépés a funkciondlis vizsgdlatok terén és igy az G AVR-effektor
jegyzékek segithetnek az R gének izoldlasdban és felismerésében, beleértve az 1j, potencidlisan
tartosabb gének keresését a vad tipusu csiraplazmak k6zott. Az R génekkel kdlcsonhatasba nem
1ép6 effektorok koziil néhanyrol kimutattdk, hogy részt vesz a tapanyagfelvételben a

hausztorium hatérfeliiletén, vagy elnyomja a novényi gazdaszervezet immunvalaszait.

HIGS technologiat hasznidlva a fentebb emlitett effektorokon ¢és mas, a
gazdaszervezettel vald  kolcsonhatds szempontjabol  kulcsfontossdgi  génjeldlteken
géncsendesitést alkalmaztak, azért, hogy a rozsdagombdk fert6z6- és megbetegitoképességét
befolyasoljak; ez a technoldgia sikeres lehet a rozsdagombak kis regulator RNS-einek ¢és a
patogenitashoz hozzajarul6 célgénjeik kivalasztasakor is. Ezen 0j gének funkciojanak feltarasa
uj fungicidosztalyok kifejlesztéséhez vezethet. Végiil, de nem utolsé sorban pedig a gomba
effektorok célpontjai a gazdandvényben olyan fogékonysagot befolyasoldo géneket
képviselhetnek, amelyeket genomszerkesztéssel mddositani lehetne a fertdzés €s a betegség

mértékének csokkentésére.

Jovobeli kihivasok

Annak ellenére, hogy Oriasi eldrelépés tortént a rozsdagombak genomikai forrasainak
eléallitasa terén még mindig nincsen ,,aranyszabaly” a haplofazisu és kromoszoma alapti genom
Osszeallitasokra, atfogd génannotaciokkal, beleértve a megfeleld allél-azonositast, valamint az
ismétlédésekre €s a rendkiviil nagy TE-tartalom elemzésére. Ez eldfeltétele az izolatumok
tovabbi érdemi Ujraszekvenalasdnak, hogy ez a fajok és a forma speciales pangenomjainak
létrehozasat eredményezze a génkomplement és a pontos allélvaltozatok felmérése érdekében,
kiilonos tekintettel az effektorokra. Ahhoz, hogy ez a lehetd leghatékonyabb legyen, vilagszerte
részletesebb informacidkra van sziikség a virulenciaprofilokrol (a gazdandvényekrdl) és a
populédciok oOsszetételérdl (genetikai vonalakrdl). A populacidban jelen 1évé Avr gének
szekvenalasa felmérhetné az effektorok heterozigota allapotban vald jelenlétét, amelyek
nagyobb kockazatot jelentenek azaltal, hogy mutécioval athidalhatjak az egyezd R géneket.

Amig azonban az Avr gének, valamint az avirulens és virulens allélok pontosan
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meghatarozottak, addig a genotipizalas csak olyan populdciokban fogja eldrejelzni a faj

fenotipusat, ahol a (szexualis vagy szomatikus) rekombindcidé nem vagy csak ritkén fordul eld.

Tovabbra is nagy kihivast jelent, hogy a rozsdagombak esetében nincs megfeleld ¢és
reprodukélhatd genetikai transzformacids technologia a génfunkcidk értékelésére. Néhany
jelenlegi, GUS-t vagy GFP-t alkalmaz6d megkozelités igéretesnek tlinik, de a szelektalhatd
markerek korlatozott valasztéka a biotrof ¢letmdduk miatt meghitisul; bizonyos szelektalhato
célgének géncsendesitése vagy szerkesztése megoldhatja ezt, de az Avr gének jelenlegi
szelekcios valasztéka veszélyeztetheti a patogenitds €s mas effektor gének vizsgalatat. Egy
reprodukélhaté transzformacios rendszer lehetdvé tenné a génfunkcid kozvetlen vizsgalatat,

melyeket jelenleg foként heterolog rendszerekben végeznek.

M¢ég mindig hatékony a klasszikus genetikai vizsgalatokkal meghatarozott
keresztezések alkalmazasa, &m a ma mar rendelkezésre all6 genomikai forrasokkal wjra kellene
gondolni. Az effektorokkal kapcsolatos kutatasok nagy része a kis szekretalt fehérjéket kodolo
génekre dsszpontosul. Vilagossa valt, hogy ez az effektorok egyik fontos osztalya, azonban nem
az egyetlen. Az ilyen Avr gének tovabbi osztalyainak azonositasara nyilik lehetdség a genetikai
vizsgalatokkal. Egyre tobb szakirodalom mutatja ki az azonos fenotipust rasszhoz tartozo
rozsdagomba izolatumok koz6tti kvantitativ kiillonbségeket (agresszivitas) (Pariaud et al. 2009).
Ezek a tanulmanyok szamos tulajdonsagot vizsgaltak, koztiik a fertdzés hatékonysagat, a latens
peridodust és a sporulacidés ratat is. Ezen tulajdonsagokért felelds genetikai hattér
meghatarozasa olyan tampontokat fog nyjtani, amelyek segitségével megkezdddhet az ezekért
felelds mechanizmusok feltarasa. Am ennek egyik akadélya, hogy ezen fenotipusok mérése

nehézségekbe iitkozik.

Neéhany elgondolkodtato kérdés a rozsdagombakkal (€s méas biotrofokkal) kapcsolatban
a mai napig megvalaszolatlan. A hausztériumokat tekintik a f6 képletnek, ahol az effektorok
kivélasztasa, valamint a metabolitok és kis RNS-ek cseréje torténik. Ez egy komplex, kevéssé
ismert hatarfeliiletet foglal magaban, amely a hausztorium sejtfalabol, az extrahausztorialis
matrixbol (EHM) és a gazdasejt modosult membranjabdl all, melyet egy specialis struktira zar
le és igy mindez egy moddosult apoplasztikus térnek tekinthetd. Valoszinli azonban, hogy a
gazdasejtekkel valo kolcsonhatasokhoz az intercellularis hifahalozat is hozzajarul. Példaul a
szintén biotrof Ustilago fajoknak, amelyek a gazdaszervezeten beliill mind inter-, mind
intracellularisan ndvekednek, nincsenek hausztoriumai, ezért ugy vélik, hogy a hifak végzik a

tapanyagcserét és az effektorok szallitasat (Lanver et al. 2017).
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Alapvetd informacidk hidnyoznak arrol, hogy a gombak effektorai hogyan jutnak el, az
apoplasztba (EHM-be), ahol a sejt szelektiven veszi fel Oket vagy (egy részhalmazuk)
kozvetleniil a gazdaszervezet citoplazmajaba jut. Milyen funkcidkat latnak el a kiilonb6zo
hatarfeliiletek? Aktivak vagy passzivak ezek a folyamatok? A rozsdagombdk kiilonbozd
¢letciklusanak fejlodési szabalyzasa szintén ismeretlen. Az ) genomikai technologidk, mint
példaul az egysejtes transzkriptomika, azonosithatjak az ilyen fejlédési szakaszok atmenetében
részt vevd géneket. Az ebben részt vevé mechanizmusok pedig célpontokat jelenthetnek a

korokozo elleni védekezésben.
Megjegyzéskiegészités a hitelességhez

Li és munkatérsai (2019) a kézelmultban bizonyitottdk a P. graminis f. sp. tritici dikaridta
torzsei kozotti teljes nuklearis csere lehetdségét a szomatikus hibridizacié sorén, a sejtmagok
kozotti megnyilvauld kromoszomalis rekombindcié nélkiil. Ez amellett, hogy magyarazatot ad
a szekvenalt rozsdagombdk genomjai kozott megfigyelhetd rendkiviil —valtozatos
haplotipusokra, dvatossdgra int a rokonsagi viszonyok nem fazisos SNP-adatokon alapuld

filogenomikai elemzéseken keresztiil torténd hozzarendelésével kapcsolatban.
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Osszefoglalas

Az elmult 20 évben a rozsdagombak kutatasa terén jelentOs elorelépések torténtek az 0j
genomikai technoldgidk alkalmazasaval. Mint az elmult évek kutatdsaibol kideriilt, a
rozsdagombék genomjai sokkal nagyobbak és 0sszetettebbek, mint mas gombaké, valtozatos
haplotipusokkal és genomméretekkel rendelkeznek, nagy mennyiségli ismétlodod elemeket €s

géncsaladokat tartalmaznak, amelyek fontosak a biotrof életmodjuk szempontjabol.

A rozsdagombak genetikai kutatdsa 0j informacidkat nyujt a gombdk genomjainak
valtozatossagarol és a virulencia mechanizmusairdl. A felfedezések eldsegithetik az R gének
hatékonyabb alkalmazasat a gazdaszervezetek ellen. Emellett az effektorfehérjék és az R gének
kozotti kdlesonhatasok vizsgélata segithet az Gjabb rezisztencia mechanizmusok feltarasahoz.
Az uj funkcionalis vizsgalatok és az AVR-effektor jegyzékek eldsegithetik az R gének
azonositasat és izoldlasat, valamint 1ij, tartdsabb rezisztencidt biztositd gének felfedezését.
Ezenkiviil a HIGS technologia alkalmazasa lehetdvé teszi a rozsdagombak fertdzo- és
megbetegitOképességét befolyasold gének célzott csendesitését, ami 1) fungicidosztalyok

kifejlesztéséhez vezethet.

Végiil, az eftektorok ¢és a célgének kozotti kdlcsonhatasok vizsgalata lehetdséget kinal
a gazdandvényekre gyakorolt hatasok mélyebb megértésére ¢és a fogékonysag csokkentésére
iranyuld genomszerkesztéses stratégidk fejlesztésére. Bar a biotrof rozsdagombak kutatisa
kihivast jelent, az 01j technologidk és megkdzelitések jelentds eldrelépést hoztak genetikajuk

mélyebb megértéséhez.
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Summary

Over the past 20 years, significant advances have been made in rust fungus research
using new genomic technologies. Studies in recent years have shown that the genomes of rust
fungi are much larger and more complex than those of other fungi, with diverse haplotypes and
genome sizes, and contain large amounts of repetitive elements and gene families that are

important for their biotrophic lifestyle.

Genetic research on rust fungi provides new insights into the diversity of fungal
genomes and mechanisms of virulence. The results may help to improve the use of R genes
against host organisms. In addition, the study of interactions between effector proteins and R
genes may provide new mechanisms of resistance. New functional assays and AVR effector
annotations may facilitate the identification and isolation of R genes and the discovery of new
genes that confer more persistent resistance. In addition, the application of HIGS technology
will allow targeted silencing of genes affecting the infectivity and pathogenicity of rust fungi,

which could lead to the development of new fungicide classes.

Finally, studying the interactions between effectors and target genes provides an
opportunity to gain a deeper understanding of the effects on host plants and to develop genome
editing strategies to reduce host susceptibility. Although research on biotrophic rust fungi is
challenging, new technologies and approaches have led to significant advances in our better

understanding of their genetics.
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