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1. BEVEZETES

Foldinkodn széttekintve mindenhol aéwvélag valtozatosséga tarul elénk.
Ez a véltozatossag oly hatalmas, hogy még a sdionyii faj pontos szamat
sem ismerjuk, csak becslésekre hagyatkozhatunkaltkzkodoképességik
lehetivé teszi az élényeknek, hogy minden elképzelbais elképzelhetetlen
élohelyet elfoglalhassanak. Azaégilag jellemz tulajdonsaga a valtozatossag,
amely két szinten nyilvanul meg. Nem csak a mas-@itdelyekhez alkalmaz-
kodott fajok kilénbdznek, hanem fajon belll is sgialhato valtozatossag, az
egyedek nem tokéletesen egyformak.

Ez még a fonalas telepszergdédi mikroorganizmusok populéacidira is
igaz, bar az egyed meghatarozasa nehézségeket Eka@z jelenség az ivaros
szaporodaskor felléprekombinaciora vezethietissza, az ivarsejtek meiotikus
osztodasakor ugyanis a két sidl szarmazo génallomanynak egy Uj kombi-
nacibja keril at az utédba. Ujabban ismertté gy genetikai kdlcsonhatas
nem csak egy fajon belll (interspecifikusan) jolétte, hanem paraszexualis
uton két faj kozott (intraspecifikusan) is kialakat, bar sokkal kisebb gyakori-
saggal.

Mind az intraspecifikus, mind az interspecifikudtodatossag hatterében
a genetikai informéaciét hordozé DNS megvaltozasafADNS megduplazoda-
sakor bekovetkéz modosulas (mutacid) az egyetlen nukleotidot éridlto-
zastol a hosszabb (akar kromoszémanigieNS-szekvenciak megvaltozaséig
terjedhet. Az ivaros és/vagy ivartalan szaporodasdtéps rekombinacio pe-
dig lehetveé teszi, hogy a két sziden kulon-kilon megléyv tulajdonsagok

egyetlen utodban egyesilhessenek. Genetikai kdlesés pedig nem csak egy



A genetikai valtozatossagot vizsgald kutatasok aSBNkozvetlendl
elem® modszerek elterjedésével kaptak lendiletet. Illyéldaul a polimeraz-
lancreakcid (PCH, amely leheivé teszi egy adott DNS-szakasz vizsgélatat
akar a PCR-termékek restrikciés endonukleadzokkgkett hasitasa, akar koz-
vetlen szekvenciaelemzeése révén. A teljes genomsgaiatara is alkalmas a
tetsdleges bazissorrefidnditoszekvencidkkal (RAPD) végzett PCR, vagy egy
kitiintetett DNS-szakasz jelolésén és genomon bleiliifidizacios mintazatdnak
elemzésén alapulo ugynevezett genetikai ujjlenydfimegerprint) vizsgalat.

DNS-vizsgalatokkal informaciét szerezhetiink az egyulacion beldl,
illetve populaciok kozott lejatsz6do genetikai hyatokrol. Bepillantast nyer-
hetiink a fajok kozotti genetikai rokonsag méréseméa fajok leszarmazasi
viszonyaiba, ami forradalmasitja a rendszertaratésokat.

Az intraspecifikus kélcsdnhatasokbdl szarmazo valtossagra és az eb-
b6l adédd gazdasagi problémakra szamos példat iskedmezek kodzll is
kiemelkedik aPhytophthora infestans€ hirhedt kérokozé, mely a XIX. sza-
zadban hatalmas burgonya- és paradicsomvesz-jakanykozott Europa
nyugati felén és efsorban a Brit-szigeteken, még a torténelem alaktdas
hatdssal volt. A kébbi vizsgélatok kimutattak, hogy a korabeli jarvéklyan a
kérokozo6 genetikai valtozatossaga nem volt jéieniNapjainkban azonban a
Ph. infestangpopulacioiban jeleds valtozasok kévetkeztek be. Az egyre inten-
zivebbé vald kutatasok eredményei alapjan a koralibgszerte elterjedt po-
pulacié szinte egyik pillanatrél a masikra atadédyét egy joval agresszivebb
valtozatnak. A régi populécié pedigigit, mindéssze néhanycdlelyen maradt
fenn.

DNS-vizsgalatok szolgaltattak bizonyitékokat a ook elterjedésének
és kialakuldsanak Uj moédjaira is. Mar régebbereliggiyeltek arra, hogy bizo-
nyos Ujonnan felbukkant korokozék, amelyeket azantam lehetett azonosi-

! A gyakrabban éfordul6 roviditések jegyzéke a 2. mellékletben (1d@l8al) talalhaté meg.
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tani semmilyen korabban ismert fajjal sem, mar mgglismert fajok tulajdon-
sagainak kombin&cioit mutattdk. Ezért elképzélhatlt, hogy Uj kérokozdk
akar rokon fajok kozotti kdlcsbnhatasbdl is keletketnek hibridizacio utjan.
Réaadasul az ilyen fajhibridek némelyike még a &aijbknal is agresszivebb
lehet, és ezéltal lassan kiszorithatja adkailazok eredeti éhelyebl.

A kilencvenes évek elején Nagy-Britannia déli résadolydmenti égere-
sek jelends pusztulaséra figyeltek fel. Az addig ismeretlémokozo6rol kide-
rult, hogy az kéPhytophthorafaj interspecifikus hibridje, amely Eurépa sza-

mos orszagaban, igy Magyarorszagon is jelen van.

1. 1. Célkitiizések

A Phytophthor&, mint az egyik legfontosabb névénykérokozé nemzet
ség fajai kdzott a legujabb eredmények szerint nairidjon beldli, mind fajok
kozotti valtozékonysag jelefg. Ennek a munkanak a célja ezérPhyto-
phthorafajok Magyarorszagon jelentk&Zeno- és genotipusos valtozékonyséa-
ganak az elemzése volt.

A nagy intraspecifikus valtozékonysagarol isnméint infestankutatasa-
nak a nemzetkdzi irodalomban régi hagyomanyai Manmasgalata azonban
Magyarorszagon csak korlatozottan ment végbe. EzdrazaiPh. infestans
populacidk vizsgalatakor arra kerestik a valasagyhmilyen a populacié szer-
kezete é€s ez parhuzamban van-e a mas orszagokthalh Etozasokkal. Vizs-
galatainkhoz a nemzetkozi gyakorlatnak megéelela ,hagyomanyos” — azaz
a parosodasi tipusra és a fungicidrezisztenciajaui) morfolégiai és élettani
vizsgalatok mellett — molekularis biologiai modsdeaat (DNS-ujjlenyomat- és
izoenzimelemzeést) is hasznaltunk.

Az éger Ujonnan felbukkant kérokozéja a magyarays&geresekre is
komoly fenyegetést jelent. Ezért céljaink kozotrepelt a kérokozé hazai ége-

resekisl valo izolalasa, valamint a befjjott izolatumok morfoldgiai €s mole-
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kularis biologiai modszerekkel valé elemzése, hogggallapithassuk a ma-
gyarorszagi populaciok rendszertani helyét a neségen belll, illetve hogy a
hibrid eredetének tisztazdsahoz felhasznalhatotiganenarkereket azonosit-

hassunk.
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2. IRODALMI ATTEKINTES

2. 1. Egy hirhedt kérokoz6 nemzetség
A Phytophthoranemzetséget a tobbi petespéras fajjal egyitt Oetiryc

dae néven a Phycomycetes-osztaly részeként sorbHakBANHEGY! et al.
1985). Bar az e csoportba tartozé fajok telepszédésiikben a valédi gom-
bakra emlékeztetnek, az ostoros sejtekkel tér&raporodasuk, a sejtfalukat
alkot6 B-glikanok (celluloz é8-(1-3)$-(1-6)-glukanok), fejlett endoplazmati-
kus membranrendszerik és diktioszomaik miatt szatalagdonsagban ku-
I6nb6znek is dlik. Fontos eltérés, hogy a gombak orszaganakivagjellen-
tétben ezek a szervezetek valaszfal (szeptum) Inélikdikban diploid sejtma-
got tartalmaznak (@somME 1961 és 1963, BASIER €s 2NSOME 1975). A te-
lepszerveddésbeli és genetikai kilonbségek mellett biokésagtsagaikban is
tavol allnak a valédi gombaktdél igy tartaléktapamyla (glikogén helyetp-(1—
3)-glikan), de akéar a szterolvegyliletek szintéakdmanya alapjan is nagyon
hasonlitanak egyessi algacsoportokhoz. ValGs#ieg e biokémiai sajatsagok-
nak tulajdonithatd, hogy a valédi gombak ellen sasafungicidek altalaban
nem hatnak rajuk, illetve az ellentk hatasos fudgic sem hasznalhatok a
valodi gombak ellen. A 18S rRNS génjének vizsgalaegebsitette, hogy a
barnamoszatokkal (Phaeophyta) és sargasmoszat@&hkaisophyta) lényege-
sen nagyobb hasonldésidgot mutatnak, mint a valGdbgékal. Ennek alapjan a
petespdéras gombak is Oomycota-toérzsként mindezerveszzetekkel egyltt a
legujabb rendszertanban a Chromista-orszagba &kr{ttAwkKswoRTH et al.

1995). MoNEY (1998) meghatarozasa, hogy az adszorpcidés tafaéiétels,

13



csucsiranyu hifandvekedégs sporas szaporodasu szervezetek gombanak ne-
vezhebk, igaz a petesporas szervezetekre is. Emellektazéblények sokszor
szolgaltak modellként a valédi gombék jobb megigeéhez is. Mindenesetre

e szervezetek nem tagjai a gombak monofiletikugégdnak. Legcélszdsb
elnevezésik tehat a gombaszerervezet.

Az Oomycota-torzs, illetve annak egyetlen osztalga, Oomycetes
(HAWKSWORTH et al. 1995) tagja néhany kisebb jetesdigi taxon mellett a
Saprolegniales-rend szaprotréf és parazita faje@ggarant tartalmazé csoportja
es a Peronosporales-rendben & Gperonoszporas betegségét ok@tasmo-
para viticola szadmos mas ndvény peronoszpoérajaval egyltt. Ak éggna-
gyobb jelensédi rend a Pythiales, ennek két fontos nemzetsdyygraumeés a
Phytophthora Ujabb, riboszomaélis DNS-szekvencia-elemzésekjéaapzon-
ban aPhytophthoranemzetség a peronoszporakhoz jéval kézelebb af an
Pythiunokhoz (RTERSENéS ROSENDAHL 2000). Ujabb attekintéstiex (2000)
adott a rokonsagi kor rendszertanarélPBytophthoranemzetségben napjaink-
ig mintegy 60 fajt tartottunk szamon, amelyek szdan gazdanévényt képesek
megbetegiteni (BwiN és RBEIRO 1996). Az utobbi években azonban jonéhany
0j fajt azonositottak, egyebek mellett mérsékefivegrdei okoszisztémakbdl is
Ot Uj fajt irtak le néhéany év alatiL@vA et al. 1998, UNG et al. 1999, 2002 és
2003, WERRESet al. 2001, HER et al. 2002, BASIER et al. 2003).

Bar noveényi szbvetben élnek, kitartoképleteik —pdoak, illetve ivarta-
lan Gton keletkaz klamidospérak — révén évekig képesek a talajbetiziké-
pes allapotban fennmaradni, és kedvédrilmeények kozott kicsirazni. Egy
vegetacios iflszakban azonban a gyorsan tefjgvanyokért az ivartalan uton
keletke® kétostoros rajzospoérak fetskek, melyek a névenyek levelén, vagy a
talaj részecskéi kozott kialakult folyadékfilmberozrogva talaljdk meg a gaz-
danovény ferizésekkel szemben fogékonyabb pontjait, a gazcsiédsokat,

sebzéseket.
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lvaros szaporodasuk oosporakkal (petespérakkatgnid; amelyek ho-
motallikus fajokban (ilyen &h. fragariag illetve a hazankban is@&Ph. quer-
cinavagyPh. sojag egy telepen belll keletkeznek. Ezzel ellentéthdretero-
tallikus fajok (példauPh. cambivoraPh. infestangsPh. cryptogeacsak két
ellentétes parosodasi tipusu (Al és A2) telep Kkdllcatasakor képeznek
oosporat.

Jollehet a legtobb fitoftéra szaporodasa vizhebtktmint példaul a nem
levalé sporangiumot képé2’h. cambivor@, de a nemzetségben vannak a le-
vegoben terjedéshez adaptalodott fajok is, amelyekmpekasigiuma kdnnyen
letorik a tartéjardl, és a széllel messzire sodkodyen aPh. infestangs. A
sporangiumok és a bennik ivartalan uton keldtkkatostoros rajzésporak
(zoosporak) lehéwve teszik, hogy a korokozo egy vegetacidsmhk alatt rob-
banasszdéien elszaporodhasson.

A Phytophthoranemzetség fajai kozott egyarant taldlunk sokgakdés
okozoékat, példaul &h. cinnamontj a Ph. nicotianag vagy a fas novényeket
betegit Ph. cambivora Emellett azonban vannak a nemzetségnek egyetlen
gazdandveényfajra (esetleg -nemzetségre vagy -csalddecializalédott tagjai
is. A Ph. mirabilis csak aMirabilis jalapan él, mig aPh. infestansvagy a
Ph. fragariaea Solanaceae-csalad, illetve a Rosaceae-csal@s égjgit bete-

giti meg.

2. 2. APhytophthora infestans

Talan nincs is még egy olyan kérokozé, amely hasmnlisulyos jarva-
nyokat okozott, mint &hytophthora infestan@Mont.) de Bary. irorszagban a
XIX. szazad kbzepén robbanassieer szétterjedve szinte a teljes burgonyater-
mést megsemmisitette. A korokoz6 meég a torténelakukiséra is hatassal
volt, hiszen a jarvanyt kovwetehinség mintegy egymilli6 ember halélat okozta

es korulbelll kétmillioan vandoroltak ki az orszabbA természeti csapashoz
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hasonlatos jarvany 150. évforduldja korll megszagiakk a csak &h. infes-
tansszal foglalkozd nagyobb konferenciak, amelyekenzéfegylaltak a kéroko-
z6rol 6sszegylt addigi ismereteinket (LcAs et al. 1991PowLEY et al. 1995),
nél hatékonyabb és kdrnyezetkiti#h védekezeést.

A kor tunetei rendkivil felinéek. A ferbzést ebsegity hiivos, csapadé-
kos idbjards esetén a korokozo jarvanysieer Iéphet fel. A sporangiumok a
légaramlatokkal keriilnek a novény felszinére, ajtaGsporaval kozvetetten,
vagy csiratondivel kozvetlenil csiraznak, és a sztbmakon keresztidlnak be
a novénybe. A hifék elarasztjak a ndveny sejtkdzéitatait, hausztoriumokkal
pedig benyomulnak a sejtekbe is. Ekkor a levelakén feliing, gyorsan bar-
nuld, vizzel atitatott foltok keletkeznek (1. abra)leveél fonakan a gazcsere-
nyilasokon at felszinre bukkan6 sporangiumtartokréizél a tovabbi feizes-
hez messzire sodorhatja a sporangiumokat, amelgegkes novényi felszinen,
vagy vizzel telitett talajon csirdzva a novény ftdtetti szervei mellett a no-
vény gumaojat, gyokerét is képesek megtamadni. #4étt gumo kemény ma-
rad és kettévagva gesztenyebarna foltokat mutgt] mdoltok 0sszeérésével
elrothad (szarazrothadas). @olanurafajok mellett aPh. infestansa paradi-
csomnak is minden szervét képes megtadmadni, a $emag éretlen, zold alla-
potban a burgonyaguméhoz hasonl6 szarazrothaddseteket mutat. A kor-
okozo fold ala kerdlt névényi maradvanyokon vedetat attelelhet. Hetero-
tallikus faj lévén &Ph. infestangsak bizonyos feltételek megléte esetén képes
petespdérakat létrehozni, de ha az ehhez szikségeatosodasi tipus egysid
ben és helyen jelen van, a keletkgetesporakkal a korokozo6 attelelési esélyei
jelentbsen megbének. Raadasul petesporai révén a korokozo évekifzée

képes allapotban maradhat fenn a talajban.
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A Ph. infestansvilagszerte nagy feno- és genotipusos valtozagossa
mutat és kutatdsanak a faj jel&s#gének megfeléén szertedgaz6 és gazdag
multja van.

2. 2. 1. APhytophthora infestans valtozatossaga

2. 2. 1. 1. Fenotipusos valtozatossag

Egy faj vagy egy populacié genetikai valtozatossaggamerésére tbbb
lehetiség is van, ezek kozul szamosdtainfestangpopulacioinak elemzésére
is fel lehet hasznalni. Legegystibben a fenotipusban kdzvetlentl megmutat-
kozo bélyegek elemeziéét Mivel a Phytophthorafajok egyszei telepszerve-
z6dése nem teszi lelisé szamos anatomiai bélyeg elkllonitését, a fenstip
tulajdonsagok csak korlatozottan hasznalhatok. rifeginativabbak a paroso-
dasi tipus, a fungicidekkel szembeni érzékenysegvésilencia.

A Ph. infestansheterotallikus faj, azaz ivaros uton keletkezosporak
(1. &bra D és E) kialakulasahoz két, ellentétesguatasi tipusu telep (Al és
A2) egyideji jelenléte szikséges. Egy ismeretlen izolatum pél@s tipusanak
meghatarozasahoz azt torzstenyészélekbarmazo ismert parosodasi tipusu
torzsekkel kell egy Petri-csészében kdzosen tetgréiszAszerint, hogy az is-
meretlen izolatum az Al vagy az A2 parosodasi tipgtszzsel képez oosporat
az izolatum parosodasi tipusa meghatarozhato6 (42 »4).

Oomycetes-osztalyba tartoz6 gombak ellen gyakrkalrabhzott sziszte-
mikus fungicidcsalad a fenil-amidok, kézulik az kgegelterjedtebb a meta-
laxil, amely hatasat az RNS-polimeraz gatlasan datiié fejti ki (HSHER és
HAYES 1982). Mivel a fungicid hatadsat csokkentheti dered kialakuld rezisz-
tencia, fontos a rezisztencia kialakulasanak niegsk. Ezért szélesKi@n
alkalmaznak metalaxilérzékenységi vizsgalatokatfuAgicidre adott valasz
alapjan megkuloénboztetnek rezisztens, érzékenymmataatmeneti érzékeny-
ségi kategériat, de az egyes kategéridkhoz tartamicentraciok rendkivl

valtozatosak. Azn vitro fungicid-rezisztencia vizsgalatoknal a metalaxihk
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centracioja &h. megaspermallen hatasosnak bizonyuld 5 és 100 ppm kozotti
tartomanyban mozog @YIDSE et al. 1984), de mas székzvaltozatos koncent-
raciokat és érzékenységi kategoridkat hasznalizgkt az eredményeket nehéz
O0sszevetni (FERRIEN et al. 1993, EANSKY et al. 2001, GOKE et al. 2003).
Magyarorszagon eddig aABGETT et al. (1993) és &H et al. (1994) altal leirt 5
€s 100 ppm koncentraciét hasznéltdk a metalaxdkénzység vizsgalatara AB
KONYI et al. 2002b, NGY et al. 2003a).

Mar GIDDINGS és BRG (1919) is medfigyelte, hogy Rh. infestangur-
gonyarol és paradicsomrol izolalt térzseinek aggpieftasa eltér a kulonb6d
gazdanovényeken. A paradicsomrol szarmazok agvessbiurgonyan is, vi-
szont a burgonyardl szarmazék kevésbé betegitkradicsomot. Kéibb spe-
cializalt rasszok jelenlétét is kimutattak €s epgtlanséget a kérokozéban meg-
talalhatd eltéf virulenciafaktorok jelenlétére vezették visszaPA. infestans
ellen ma mar tobb mint 11 rezisztenciagén ismestserban aSolanum
demissurdl, de mas fajokbdl, példaul& stoloniferundl is. Ezek a nemesi-
tés soran bekeriltek a termesztett burgonyabaeigfoétozben aPh. infestans-
nak is ugyanannyi virulenciafaktora valt ismerttdlEDERHAUSER 1991). A
virulenciafaktorok (vagyis a rasszkarakter) megiet@éisdhoz a rezisztencia-
géneket egyenként tartalmaz6 tesztndvénysorozateraéges febzésére van
szikség (BSEK és BAKONYI 1997). A vizsgélt izolatum rasszkarakterét azon
rezisztenciagének felsorolasa adja meg, amelyekstaénok az adott izola-
tummal szemben. igy példaul az R1, R2 és R3 rezis@gének hatasat
egyarant letorni képes torzset 1.2.3-as rasszizémositjuk.

2. 2. 1. 2. Genotipusos valtozatossag

A fenotipusos markerek azonban nem megfelela genom kdzvetlen
vizsgéalatara, erre a genetikai markerek a legal&sfibbak. Szamos genetikai
markerrendszert fejlesztettek ki, amelyek jol ha#fzatdk a fitoftorak vizsga-

latara is. A DNS-elemzésen alapuld médszerélt &lterjedten hasznaltak az
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izoenzimek (réviden izozimek) variabilitasanak gakatat. A médszer enzimek
egyedenként kilonbézallélvaltozatainak azonositasan alapul. A felhdkzn
enzim altaldban valamilyen alapanyagcsere-folyamggtk 1épését katalizalja,
ezért az enzim szerkezete az egyedek nagy résaddgmreten nem valtozik
meg, de egyedi eltérések kialakulhatnak. Ha aznegiziegy organizmusban
tobb kulonbo# allél kédolja, a megvaltozé aminosavsorrend miatta a ko-
zegben a pH allandé — az enzim fellleti toltésevakozik. Ez a valtozas kihat
az enzim elektromos térbeni vandorlasi sebessémgrdgy az izozimek
elektroforézissel szétvalaszthatok. Az egyes izekimegkulonbdztetésére az
egymashoz viszonyitott relativ futasi tavolsagukasznéljak. A leggyakoribb
valtozatot 100-nak tekintve a tdbbi izozimvaltoethez képest 83, 96 vagy
akar 120%-os tavolsagig is elfuthat, ezaltal hadpadlélt kilbnboztetve meg.

A Ph. infestansvizsgalatahoz ®oLEY et al. (1985) a glukoz-6-foszfat-
izomeraz (Gpi) és a glicil-leucin-peptidadz (Pepziereket taléltdk a legmegfe-
lelébbnek. Ebben a fajban mindkét enzim dimerikus, azaenzim aktiv for-
majaban két alegységbépil fel (TooLEY et al. 1985). Homozigdta esetben a
két homolog kromoszoma ugyanolyan polipeptidlankadol, ezért a gélen
egyetlen sav jelenik meg. Ha az izolatum heterdaigdkkor haromféle enzim-
forma keletkezik 1:2:1 ardnyban. Kétféle — azonmigppptidlancokbdl felépil
— homodimer eltér elektroforetikus mobilitassal és egyféle heteraatinamely
kétszeres intenzitassal a két homodimer valtozabtkdelenik meg a gélen
(GoobwiIN et al. 1995). Az izozimek vizsgalata betekintégijna populacio
diverzitasaba (S8ELMAN et al. 1991 Suiskowskl et al. 1994), mert kdzvetlendl
lehetvé teszi allélok azonositasat €s gyakorisaguk mepasanak kovetését.
Az izozimelemzés akkor valt igazan elterjedtté, kamimegjelentek az &le
ontott cellul6z-acetat-géleket hasznalo eljarasadapwin et al. 1995).

COOKE és LEes (2004) foglaltdk 6ssze Rh. infestangopulécidgenetikai

elemzésére eddig hasznalt markereket, és szemupilaciogenetikai vizsga-
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latokra azok az idedlis markerek, amelyekkel nagymsl mintat fel lehet dol-
gozni, és egyidéjeg elég rugalmasak ahhoz, hogy ne igényeljékatitamyé-
szetek létrehozasat. 1zozimvizsgalatokat viszoak t¢szta tenyészetbkivont
anyaggal lehet végezni. Ezzel szemben a DNS-viasgddan nincsenek ilyen
nehézségek. Polimeraz-lancreakcioval (PCR) példheatséges tobb mint szaz
éves herbariumi anyagok felhasznaldsa isT/RNO et al. 2001, My és
RISTAINO 2004).

A Ph. infestanggenomjaban mérsékelt gyakorisaggal istustl 1,2 kb
hosszusagu DNS-szekvencia (RG57 proba) hasznajjeswetikai ujjlenyomat
(fingerprint) készitésére, ha az egyed teljes genomi DNESeéRI restrikcios
enzimmel val6 hasitas utan ezzel a probaval hiaitdtjuk, és a hibridizacios
szakaszokat azonositjuk. Az RG57 proba 25 @ltereti DNS-szakaszhoz
hibridizaltathato, mérettik 1,2 és 18 kb kozott varkeletked mintazat ivarta-
lan klénok egyedeiben alig mutat killénbséget; #ovatos kombinaciok azon-
ban ivaros szaporodast sejtetnek. KeresztezésekBBrsavbol két par szorosan
kapcsoltnak mutatkozott, a toébbi flggetlenil rekoralddott (GoDWIN et al.
1992a). Bar a hibridizacios membranon a jéseége utal a minta heterozigota
vagy homozig6ta voltara @pwiIN et al. 1992a), ezt az intenzitaskilénbséget
sok mas kisérleti korilmeény is befolyadsolhatja,ated két homoldg kromo-
sz6éma azonos lokuszainak egyiittes vizsgalatara hehetség. Eppen ezért a
szakirodalomban elterjedt RG57 genotipus helyettgegabb RG57 fenotipus-
rél beszélni. Ezek ellenére a modszert széles kodiikealmazzak, éssfeg a
klondlisan szaporod6 térzsek azonositasdban hastdafel eredményesen
(GoobwiIN et al. 1992b, BENTH et al. 1993, KH et al. 1994, Gikowski et al.
1994, LEBRETON €S ANDRIVON 1998, BRURBERG et al. 1999, AIME-GARCIA et
al. 2000, ZvANKHUIZEN et al. 2000, EANSKY et al. 2001, MLEOD et al. 2001,
BAKONYI et al. 2002a és 2002baNly et al. 2003a, Rs et al. 2003, ALER et
al. 2004). Az RG57 ujjlenyomatok elemzésének hgaamogy tiszta tenyé-
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szetldl szarmazd nagy mennyisé@s nagy tisztasagu DNS-re van szikség. A
FOrBESet al. (1998) altal Iétrehozott élsilagméreti adatbazis isdleg RG57
adatokra épul.

A mitokondrialis genom egyszig orokbdedi, ezért alkalmas a leszar-
mazasi vonalak megallapitasara. Rh. infestans teljes mitokondrialis
genomjanak szekvenciaanalizise utaRtER et al. (1990) a restrikcios sza-
kaszhosszak polimorfizmusanak (RFLP) elemzésévealy nénitokondrialis
haplotipust kilonitettek el (Ia, Ib, lla és lib)akek a munkanak a folytatasa-
ként RIFFITH és $IAW (1998) a mitokondrialis genom szekvencigjanak isme
retében polimeraz-lancreakcidhoz terveztek indékgenciakat a négy haplo-
tipus elkulonitésére. Ezek kozott a mitokondrigénom két szakaszanak (az
1070 bp hosszu P2 és a 964 bp hosszu P4) polin@rézakcioval valo
felszaporitasa utan restrikcids endonukleazok s&ggtvel lehet kilonbséget
tenni. Carter és munkatarsainak munkajaval parhagam @obpwiIN (1991)
korabbi restrikcids térképek felhasznalasaval eggiknrendszert is megalko-
tott a mitokondrialis DNS-haplotipusok elklléniteséA Goodwin altal meg-
kulonboztetett négyféle mitokondrialis haplotipualamint a KOH et al. (1994)
altal ezek mellett felfedezett tovabbi Ketizonban nem egyértelien feleltet-
hett meg a Carter és munkatarsai altal alkotott remdske(GAvINO és RY
2002).

Ujabban mikroszatellitek (SSR) elemzését is felhaak aPh. infestans
populacidinak elemzésére. A mikroszatellitek dliald 1-6 bézisparnyi DNS-
mintazatok 10-20-szoros ismédEsei a genomban i(let al. 2002). Valtozé-
konysaguk az isméitiések szamaban nyilvanul meg, igy egy-egy mikreszat
lit lokuszon igen nagymérték allelikusan 6rokids valtozékonysag alakulhat
ki. Mivel az eukaridta sejtek genomjaban nagy me@gben és egyenletesen
elszérva talalhatok, kivalé genetikai markerek tak&. Mikroszatellitek azono-

sithsaban nagy segitséget jelent, ha mizmetdsen rendelkezésre allnak DNS-

23



szekvencia adatok. MivelRh. infestangienomjabdl tébb szekvencia is ismert,
néhany kutatdécsoport ezek segitségével fejlesméttoszatellit-markereket
hasznal &Ph. infestangopulacié elemzésére EPovA és Gsi 2002, OKE
és LEes 2004). Bar a mikroszatellit-elemzés a markereksiégjes kifejlesztése
€s a nagy eszkozigény miatt nehézkesnek és dragamkkrovid ids alatt le-
hetbvé teszi sok marker elemzését sok mintdban. Raadadiploid organiz-
musokban mindkét allél azonositasa léhétvalik, igy az RG57 mintazat
elemzésével ellentétben alkalmas populaciégenetskamitasokhoz is. Var-
hato, hogy a joében nem csak BRh. infestanesetében, hanem mas organiz-
musokban is a mikroszatellitek vizsgalata lesz gyikelegdinamikusabban
fejl6do terdlet.

Természetesen a legteljesebb genetikai informacisgekvenciaelemze-
sek nyujtjak, ezzel egy bazisparnyi eltérések isnagithatokka valnak a
genomban, de ilyen vizsgalatokatPd. infestanspopulaciéinak elemzésére
egyebre nem végeznek.

2. 2. 2. Kortorténeti és tortenelmi ebzmények

NIEDERHAUSER (1991) szerint e heterotallikus koérokoz6 génkodzjon
Kbdzép-Mexikd, mert itt a legnagyobb a faj genetikaitozékonységa, feltehe-
téen az ivaros szaporodashoz szikséges két parosipmésiegyittes jelenléte
miatt. Niederhauser elfogadja Vavilovnak azt azédtet, hogy a kérokozok és
a gazdanovényeik koevolucioja soran alakulnak kismtenciagének és az
azokkal szemben hatasos virulenciafaktorok is; méhatlen tehat, hogy a ko-
zép-mexikoiSolanurpopulaciék mutatjdk a legnagyobb rezisztenciagén-g
dagséagot is.

A Ph. infestandegebszor 1843-ban bukkant fel az Egyesiilt Allamokban,
Philadelphia kornyékén (BIRKE 1964 és 1991, HHERSON et al. 1992). Két
évvel kégbb mar Eurépaban is megjelent és rendkivil gyonseghdditotta Uj

elohelyét. Felbukkanasa utarPa. infestansiagyon gyorsan szétterjedt Europa
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burgonyaterri vidékein, mivel az akkoriban termesztett burgoagak mind
fogékonyak voltak az 0j korokozora. A legnagyoblsziitast azonban iror-
szagban végezte katasztofélis termésveszteségetwakélerbariumi adatok
szerint aPh. infestansa XIX. szazad utols6 harmadaban mar Magyarorszagon
is ismert volt, Eperjesen diszndvényként termes&etlanumfajokon talaltak
meg, de a burgonyancBILBERSzKY (1928) szerint mér 1847-ben megjelent
hazankban. APh. infestangerjedése megallithatatlannak bizonyult és néhany
ev alatt minden olyan terlleten megjelent, ahogbuoyat termesztettek.

2. 2. 3. Valtozatossag az ivartalanul szaporodo pafaciokban

SPIELMAN et al. (1991) korulbelil 400, élsorban Eurdépédbdl szarmazo
Ph. infestanszolatumot elemzett, jelefs szamua észak-amerikai, perui és ja-
pan mintaval kiegészitve. Eredményeik alapjan al&Aiamok két csoportba so-
rolhatok. Azokon a teriileteken, ahol csak az Alopadasi tipusu izolatumok
voltak jelen, a populacioé genetikailag rendkiviysgges volt. Megallapitottak,
hogy valamennyi izolatumot a 86/100-@pi és a 92/100-aBep genotipus jel-
lemzi. Ellenben azokon a terlleteken -6stsban Lengyelorszagban és Hol-
landidban —, ahol mindkét parosodasi tipus eg\eérntdsrdult eb, 0j izozim-
allélokat azonositottak mind@pi, mind aPeplokuszon. A két populacio éd
ben is élesen elkilonilt egymastdl, 1988itedehonnan sem lehetett a két paro-
sodasi tipust egyarant tartalmazo, valtozatos mountazatl izolatumokat
azonositani. Az RG57 mintazatok eredményei ezzgbeggtak. Jorészt a
nyolcvanas évek elej@rés 6t vilagrész hisz orszagabol szarmazo mirkégy
szaz izolatum kozott egyetlen klonvonal és néhadjtozata dominalt
(GoobwiIN et al. 1994).

A korokozo terjedésére sziletett elmélet szeriRhainfestanszétterje-
dése a vilagon tobb szakaszra oszthaky @t al. 1993, GobwiIN 1997). El§
Iépésként néhany gumé kerllt ki Mexikébdl és ezztkamz el§ jarvanyt az
Egyesiilt Allamokban 1843-ban. A koérokozo innen Keetett at Europaba
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1845 kordl, majd a vilag tobbi részére az eurépagbnyaszallitmanyokkal
jutott el, mert abban az dbden a veigumoé legnagyobb részét Eurdpaban ter-
melték.

GoOoDWIN (1997) szerint &h. infestangienetikai valtozékonysaga a ter-
jedéssel parhuzamosan tobb Iéjes lesikilt. A mexikoi populacionak eleve
csak egy korlatozott része keriilt az Egyesiilt Alaba. Ennek az amerikai
populacionak egy része jutott tovabb irorszagbad nexjedt szét a vilagon,
amit alatamaszt a korokozo populacidinak nagyobkrditasa az Egyesiilt Al-
lamokban, mint a vilag tébbi részéndGowiN et al. 1994). Ezzel magyaraz-
hatd, hogy tébb mint szaz éven at minddssze néklamalisan szaporodo ge-
notipus (US-1 jél és néhany valtozata) képviselte a kérokozo6 pomitac

Annak valoszifisége azonban, hogy csak egyetlen torzs kerlljon az
Egyesiilt Allamokba és onnan EuropabapAivoN (1996) szerint nagyon ki-
csi. Javaslata szerint a jarvany forrasat Dél-Akddran kellene keresni, ahol
egy kisebb véltozatossagu populaciébdl kerilt kilagméreti jarvany elindi-
téja. Ecuadorban a burgonya fogyasztasanak tonéelgyomanyai is vannak
— ellentétben Kozép-Amerikaval — és oda kdonnyebdlgrthatott a korokozo
természetes Gton, vagy emberi kdzvetitéssel. Ealekére kétségtelen, hogy a
Ph. infestanggéncentruma Kdzép-Mexikd. Bérhol legyen is azondgarvany
kiindulo forrasa, genetikai vizsgalatok is meggtik, hogy ezt a populaciot
minddssze egy-két torzs alkotta nagyon korlatogettetikai varianciaval ¢
et al. 1993, GoDWIN et al. 1994).

2. 2. 4. lvarosan szaporodo populaciok valtozatosga

SmooT et al. (1958) Egyesiilt Allamokbdl és Mexikobol srazo
Ph. infestanszolatumok laboratoriumi keresztezésénél oospqaidest fi-
gyeltek meg. (Ugyafk emlitik meg azt is, hogy az élsadat aPh. infestans
oosporairél majdnem egy évszazaddal korabbrol WSBith-6l szarmazik, a

Gardeners’ Chronicle 4. évfolyamabol, 1878-o GALLEGLY €s GA\LINDO
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(1958) pedig Mexikéban a burgonya levelén szabatészetben is oospora-
képzdést figyeltek meg, gumbdban azonban ugyanezt ogatedekkel késbb
sikerilt (ERNANDEZ-PAVIA et al. 2002). Az oospoéraképzéshez (ivaros szaporo-
dashoz) sziikséges két (Al és A2) parosodasi tk@ymstiseb torzsek egydutte-
sen azonban sokaig csak é8bhz orszagbol voltak ismertek. Mexikén kivl
csak az Al parosodasi tipusu torzsek voltak jelerd2-es tipust é5z6r 1984-
ben talaltak meg Svajcban@HL és BELIN 1984).

Ekkorra tehet olyan 0j populacidok robbanassieslterjedése vilagszerte,
amelyek mar mindkét parosodasi tipust tartalmaitpkképesek voltak a talaj-
ban is attelelni oospoéraik révén, raadasul nagyealggresszivitasuk és
fungicidrezisztenciajuk miatt azéta folyamatosasaédyeztetik a burgonyater-
mesztés sikerét. Az U] torzsek elterjedésének madidb elmélet szlletett, de
a legtobb adat azishazabdl kiindul6 masodik migraciét tamasztja ala
(GooDWIN és DRENTH 1997). Az (] populécidk a korabbival ellentétbenmip-
lex virulencidjuak, azaz egyszerre tobb reziszteym letorésére is képesek
(ERSEK és BAKONYI 1997).

A kilencvenes években végzett felmérések alapjdieaikobdl még a
XIX. szazadban elszabadult, Ugynevezett régi papulésteljesen visszaszo-
rult, és 0 populdcidknak adta at a helyéto@wiN 1997). A vizsgalt
izolatumok genetikai valtozatossaga izozim- és R@omazatok alapjan sok-
kal nagyobb volt, mint amit korabban tapasztaltalsZamtalan, korabban meg
nem figyelt Uj genotipust irtak le. Emellett ezélzéitt az Uj torzsek kdzott mar
mindkét parosodasi tipuséébrdult (MosA et al. 1993, Bikowski et al. 1994,
LEBRETON és ANDRIVON 1998, ZVANKHUIZEN et al. 2000, KIAPOVA és Gsi
2002, Dny et al. 2004). A legtobb tertleten az Uj torzsdjesen kiszoritottak a
régieket, amelyek mindossze néhany helyen marddrak igy Délkelet-Azsi-
aban (KOH et al. 1994) és Dél-Afrikdban @LeoD et al. 2001) valamint para-

dicsomon Braziliaban (&s et al. 2003). Nepalban ellenben egyiitt él a régi
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az 0j populacio (BIMIRE et al. 2003). Ecuadorban szintén nyoma veszett a
Ph. infestansrégi populaciéjanak @RBES et al. 1997), de érdekes modon a
nagy valtozatossagu 0] torzsek megjelenése hadytettgy masik, a régi popu-
laciohoz hasonlé médon szintén klonalisan szapovédtézat (EC-1) valt ural-
kododva (RseLIuset al. 2000).

2. 2. 5. Melyik Phytophthora infestanstorzs okozta az irorszagi

jarvanyt?

Amerikai kutatok legujabb eredményei ellentmondaadorabban felté-
telezett elméletnek @h. infestanselterjedésdil. Ristaino €s munkatarsai
ugyanis herbariumi anyagok vizsgalata soran oogpbfédeztek fel a XX. sz.
elejésl az Egyesiilt Allamokbol szarmazé burgonyalevelekiRCR-vizsgala-
tok alapjan az oospoérakPh. infestansak bizonyultak (RSTAINO 1998,
RISTAINO et al. 2001). Mexikén kivil nem ismerink 1986tt A2-es paroso-
dasi tipusu izolatumot, de Ristaino eredményeijatamegdlhet az a korab-
ban széles korben elfogadott nézet, hogy a kérokoagolcvanas évek elejéig
Mexikon kivil csak ivartalanul szaporodotrRiFet al. 1993, GobwIN 1997).
lgaz ugyan, hogy oospérak ritkan 6nmegtermékenyiti@s is kialakulhatnak
(SMART et al. 1998), de a régi mintdkbdl polimeradz laakogdval a mito-
kondridlis DNS la haplotipusu valtozatat mutattgkak,régi” populaciora jel-
lemz5 Ib haplotipust csak Dél-Amerikai mintakban taliltheg (RSTAINO
2002, MAY és RsTAINO 2004). Ezen 0) eredmények rairanyitjak a figyelaet
herbariumok fontossagara a kortorténeti kutatasokés az ezekben felhalmo-
zott adatok felhasznaldsaval varhat6an Uj elmélestsletnek az irorszagi
burgonyavészt okozBh. infestandtrzsek eredetére is fi/kswoORTH 2001).

2. 2. 6. APhytophthora infestans Magyarorszagon

A Ph. infestangnagyarorszagi populacibira vonatkozé adatok egéaze
koézelmdaltig hidnyosak voltak. Dél-Dunéntuli izolétok rasszkarakterének

vizsgalata alapjan a hatvanas években hazankb&raasmi populaciéhoz tar-
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tozO négy, egyszeérvirulenciaspektrumu térzs fordultée{(MubICH 1965). Az
A2 péarosodasi tipust hazdnkban 1996-ban izolaltiék feltételezhéen mar
néhany évvel korabban megjelentaA@Ny! és ERSEk 1997a és 1997b). Ezt
koveten tobb, szélesebb Komyijtomunka soran B<oNyl et al. (1998 és
2002b), illetve MGY et al. (2003a) majdd et al. (2004) feno- és genotipusos
(pérosodasi tipus, metalaxil-érzékenys&pi és Pep genotipusok, RG57-
fingerprint és mitokondrialis haplotipus) markereket hasznd&@lemezték a
hazaiPh. infestangopulaciét. Osszesen 63 izolatum vizsgalata saréégi,
klonalisan szaporodo populaciora jellgimRep 92-es éGpi 86-0s allél nem
fordult elb. Az RG57-mintazatok ko6zott szamtalan Uj genotjplent meg, és a
feltart mitokondrialis haplotipusok (la és lla)as Uj populaciéra voltak jellem-
zé6ek. Ezek az eredmények mar sejttették, hogy amikgti valtozasok Ma-
gyarorszagot sem kerilték el. Ezt mégéették BHAR et al. (1999) eredmé-
nyei is, akik szamos izolatum rasszkarakterét etemeesetenként nyolc

virulenciafaktort is tartalmazo, 6sszetett torzsékak le.

2. 3. Természetben éforduld hibrid eredetii mikroorganizmusok
Egy szervezet hibrid eredetét bizonyitani morfaddiélyegek alapjan

nem konnyi. Ha felmerul a gyanud, hogy egy faj atmeneti twdaghgai esetleg
interspecifikus genetikai kdlcsbnhatas eredméngieetnek, akkor a széba j6-
het szlbfajokkal végzett keresztezeési kisérletek alatarhasizik az elméletet.
Novénykorokozd mikroorganizmusok esetében azonhaityen kisérletek ki-
vitelezése nem vart nehézségeket eredményezheelmalt két évtizedben
mindenesetre tobb fajjal kapcsolatban is felmemiltgyanu, hogy létuk
interspecifikus kélcsénhatas eredménye lehen@:=R 2000).

Két Ophiostomafaj, azO. ulmiés az0. novo-ulmiis ismert, amely a szil-
fan okoz sulyos kérokat. Talaltak azonban néhaggroizolatumot, amelyek

élettani és kortani tulajdonsagaikban megphasonlitottak a két faj laborato-
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riumban mesterségesenddlitott hibridjére, hibrid voltukat BASIER et al.
(1998) bizonyitotték be.

A Tilletia caries ésT. controversakélszogfajokkal egylttesen féribtt
blzan a teliosporak csirazasi dinamikajaban églaheximid-érzékenysegben
atmeneti tipusok is megjelentekr@AIL €és MLLs 1990). Ezt a szebk sikeres
hibridizaciés eseménynek ndisitették, jollehet BSSEL és MLLs (1993 és
1994) kariotipus-elemzés alapjan a két fajt maredggnek tekinti, ezért le-
szarmazottjuk hibrid volta is kérdésessé valt.

A molekularis biologiai médszerek széles k@iterjedésével tobb orga-
nizmusrdl mar bizonyitani is lehetett a hibrid eved. llyen aMelampsora
medusae-populinaamelyben az uredospérak mintazata, alakja éstenéok
atmeneti értéket mutatM. larici-populina és aM. medusadiasonlo tulajdon-
sagaival (BIERS és HOPCROFT1994). AM. x columbiananyarfarozsda hibrid
uredosporainak mérete, tiskézettségerieksége €s mintazata, valamint ITS-
szekvencigja is #M. occidentalisés aM. medusaeozotti atmenetnek bizo-
nyult. Rdadasul ez az utébbi hibrid agressziveblmsdnyult a szidifajoknal,
és lassan kiszoritja azokat eredethélyikl (NEwcomBE et al. 2000). AM. x
columbian&oz hasonl6 jelenségeket figyeltek medfeterobasidiomemzet-
ségben isileveliek gyokérzetén (G&RBELOTTO et al. 1996).

A valddi gombak mellett az Oomycota-szervezetekyy-4d fitoftorak —

korében is bizonyitott interspecifikus hibridek Ikleulasa.

2. 4. Hibridek a Phytophthora-nemzetségben
2. 4. 1. Mesterségesen létrehozott fajhibridek

A fajhibridek keletkezésének vizsgalatat hatrdtatpogy ritkan lehet
természetes korulmények kozott kialakult fajhibkieletalalni. Ez a héatrany
azonban kikiszobolh&thibridek mesterségeséallitasaval. Nehézséget okoz

azonban, hogy példaul az ivaros hibridizaciohozexsgalis inkompatibilitas
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lekiizdése sokszor lehetetlen. Ennek ellenéren®viN €s Ry (1994) sikeresen
megvalositottdk &h. infestang®s aPh. mirabilis keresztezését, és ezt izozim-
elemzéssel valamint RGSiRgerprint alapjan bizonyitottak.

A szomatikus sejtek indukalt fuziéja azonban jonagyobb esélyt kinal
hibridek létrehozaséara, amidta meghonositottakotoplaszttechnikat a miko-
I6giai gyakorlatban is @ERENCzY et al. 1974), kikiszobdlve ezaltal a sejtfal
okozta fuzids gétat.

Mivel a petespdéras gombak ivartalan ciklusabantke®® rajzésporak
sejtfalmentesek, a ,protoplasztokat” maga a teretdezsziti el, igy ezen sejtek
fazioja kozvetlenil is indukalhato GSEK és BakoNYI 1995). Rajzospoérak in-
dukalt fazidjaval edszor FRsek et al. (1995) hoztak Iétre szomatikus fajhibridet
a Ph. nicotianaeés aPh. capsicikozott. A kialakult hibridtdrzsek morfolégia-
jukban mindkét szédfajra hasonlitottak. Southern-hibridizacioval migtkzu-
l6faj DNS-e kimutathato volt az utédtdrzsekben ésketkezett hibrid képes
volt olyan gazdantvényeket is f&hi, amelyeken kordbban egyik szidem
elt (ENGLISH et al. 1999).

2. 4. 2. Természetes korulmeények kdzétt kialakultibridek

MAN IN T VELD et al. (1998) hidroponias rendszerben termeszastta-
linrél (Primula sp.) és vitorlaviragrol§pathiphyllunsp.) izolaltakPhytophtho-
rat, az azonban nem hasonlitott a korabban ézeknévenyekdl ismert mas
fitoftorafajokra (Ph. nicotianae, Ph. palmivora, Ph. primulae, Plactorum,
Ph. drechsleri)de semmilyen mas ismdhytophthorafajra sem. Izozimelem-
zéssel, AFLP-termékek vizsgalataval és RAPD-tertékeuthern-féle hibri-
dizaciojaval kimutattak, hogy a kérokozoP&. nicotianaeés aPh. cactorum
genetikai kdlcsonhatasabol kiféglott fajhibrid (MAN IN T VELD et al. 1998,
BONANTS et al. 2000). Raadasul ez mar nem csak adkzkbzos gazda-

novényet, a kankalint betegiti meg, hanem a cikiérise jollehet ezen a gazda-
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noévényen sem Bh. nicotianaesem pedig &h. cactorumnem él. Ez esetben
tehat a hibrid gazdandvénykorévilt az eredeti sztikéhez képest.

Eurépaban bangitarViburnumsp.) és havasszépéRhododendrorsp.)
hajtasok elhalasat okozza egy koradbban ismeredtekezdetben hibrid erede-
tinek gondolt fitoftérafaj, &h. ramorum(WEeRRESet al. 2001). Amerikai ku-
tatok ugyanezt a fajt azonositottak Kalifornidkatihocarpus densiflorusl és
Quercusfajokrdl (Rizzo et al. 2002). Bar ITS-szekvenciak és AFLP-adatok
alapjan kulénbség mutathaté ki az eurdpai és azikanezolatumok kozott
(BRASIER 2003, VORs et al. 2004), mindkét csoport ugyanahhoz a fajadn-
zik.

SANSOME et al. (1991) #h. meadiifajpan egyarant feltartak poliploid és
diploid izolatumokat, de sejttani vizsgalataik gfap normalis fepdédi
oosporakat csak a poliploidok képeztek. A diplodzsekben abnormalis
oospoéraképadés mellett megfigyeltek poliploidizalédott és éaumar norma-
lisan fejlbd6 oospodrékat is. EHith arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a
Ph. meadii valészirileg egy poliploidizacioval stabilizalédott fajhidri bar

hibrid voltanak molekularis bizonyitékai még vaedtnmagukra.

2. 5. Egy természetes eredéffajhibrid, az éger-Phytophthora

2. 5. 1. Koértorteneti ebzmenyek

1993-94-ben Nagy-Britannia déli részén a folyopagerfak Alnus
glutinosg torzseén srii, fekete nedvfolydsok (katranyfoltok) jelentek meg,
sebek kornyeéki nekrozisokbdl pedig egy addig istheme szokatlan fitoftorat
izolaltak. Az el$ vizsgalatok alapjan a korokozot egyetlen korablisaiert
fajjal sem lehetett azonositani, ezenkividisebr fordult eb, hogy égeidl izo-
laltak fitoftorat (BRASIER et al. 1995, @Bs et al. 1999). A kérokozd sokban
hasonlitott @Ph. cambivoréa, amely szamtalan fafajon okoz betegségeb: els

sorban aMalus-, Castanea-, Juglans-, Acer-, Fages-Prunusnemzetségek-
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bol, de égerdl eddig még nem mutattak ki. A lomblevelek mérekéngtkke-
nésével egyltt jart a lombkorona megritkuldsa iekEa tinetek a katranyfo-
lyassal egyutt Nagy-Britannia déli részén szamdgehemegfigyelhatk vol-
tak, néhol az allomany 10-15, esetenként 20%-&rirdettek (@Bs 1995).
Ezek a tinetek nem csak az enyves égeren jeleekk¢2t abra), hanem az
Alnus incana és azA. cordatan is megfigyelheik voltak.

A tineteket mutatd fak gyokérzete is jetentmértékben elpusztult. A
nedvfolyast mutaté torzsekh a gyokerekdl, illetve az érintett égerfak gyoker-
zéngjabol egyarant kitenyésztherolt a korokozo, amelyet késb szamos
észak- és nyugat-eurdpai orszagban megfigyeltebh@szagbadERNY et al.
(2003), SvédorszagbanL€soN (1999), FranciaorszagbamrkITo és GBBS
(1999). A korokozo jelenleg ismert legdélebhifetdulasi helye Olaszorszag-
ban van (&\TINI 2001).

2. 5. 2. Az égePhytophthora sejttani €s genetikai jellegzetességei

BrAsIER et al. (1995) eredményei alapjan a beteg égerfakofdlt kor-
okozo rucskds fali oogoniumokat €s amfigin, kéisajiteridiumokat képezett.
Ezek a tulajdonsagok egy jol ismert korokozdh, cambivoréa emlékeztet-
tek, amely szamos fafajt képes megbetegiteni, dégart nem. Emellett az
égerfitoftéra — ellentétben Rh. cambivor&al — homotallikus volt, és a tenyé-
szetében felinéen nagy szamban keletkeztek abnormalis oosporgkaide
vizsgalatok kimutattak, hogy az édgenytophthoraizolatumaiban nem zajlik le
szabélyos meiozis, és a kromoszémaszam sokkal bagyaint aPh. cambi-
vordban tapasztalhaté n=5-6. Ezek a tulajdonsagokugalltdk, hogy az éger
ezen U) korokozoja hibrid eredielehet, és az egyik si#iilvaloszirileg a
Ph. cambivorg BRASIER et al. 1999).

Anatomiai hasonl6ésagok mellett a riboszomalis DNSS-tégidjanak
vizsgalata is megésitette a feltételezést, hogy az Uj kérokozo hiletiedet,

ugyanis az égerfitoftordban tébb, azonos hosszyusdgleltéd szekvenciaju
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ITS-régiot mutattak ki. Az égdphytophthoraizolatumai jol kortlhatarolhaté
csoportot alkottak, és a legnagyobb hasonldésagPh.acambivordal és a
Ph. fragariaszal mutattdk (RASIER et al. 1999). Ez utdbbi két faj ITS-szek-
venciajuk alapjan nagyon kozeli rokonsagban allneggsal €s mindkeit
ugyanabba az ITS-csoportba tartozik a nemzetségih (COOKE és DUNCAN
1997, @oOKE et al. 2000). Ezek alapjan feltételezhehogy az égePhyto-
phthoraszubfajait is ebben a rokonsagi korben kell keresni.

A teljes genom dsszehasonlito elemzésére alkalrra$Adatok egybe-
vagtak az ITS-szekvenciakbdl levonhatd kdvetkegtetie de nem tamasztottak
ala teljes mértékben Bh. fragariaeszerepét az égerfitoftora kialakulasaban.
Ezért a jelenlegi adatok alapjan az égerfitoft@ltehebleg aPh. cambivoraés
egy Ph. fragariadnoz kozelalld, egyéle ismeretlen taxon kdlcsénhatasa soran
alakulhatott Ki.

A hibridnek tdbb, mesterséges fteési kisérletek tanusaga szerint
(BRASIER és KRk 2001) eltés patogenitasu valtozata ismert. Legagresszivebb
az ugynevezett standard tipus, egyben ez a ledinghbrjedt és legkorabban
megtalalt alak. Az ugynevezett variansok (svédjand, német) a standard
alaktél mind sejttani tulajdonsagaik, mind pediglekalaris bioldgiai bélye-
geik alapjan elkuloniinek. B\sIER et al. (2004) az éger e kérokozdgt. alni
Brasier & S. A. Kirk néven kulon fajként irtak laz egyes variansokat pedig
ennek alfajaiként nevezték el. A standard tig#h. alni subspalni, a geneti-
kailag legegységesebb varidns, a svéd tipusu pgfuigini subsp.uniformis
néven kerilt be az irodalomba. A valtozatos modidjil, genetikailag is ke-
veésbé stabil torzseket tartalmazdé német és hoNeamcins aPh. alni subsp.
multiformis nevet kapta. Az Eszak-Yorkshiréitszarmazo és mindossze egy,
azo6ta mar elpusztult izolatum &ltal képviselt wdtridns ITS-szekvencigja és
izozimmintdzatai alapjan nem kuloénbézik a hollasdnémet varianstol, ezért

szintén ebbe az alfajba soroltak.
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2. 5. 3. Az égePhytophthora Magyarorszagon

Magyarorszagon a jellegzetes tlinetekészbr 1999-ben észlelték a Han-
sagban (MRGA 2000), a kérokozo6t pedig egy évre &80 et al. (2000) azo-
nositottak. KOLTAY (2003) felmérve Magyarorszag hegyi és sikvidélaréegeit
megallapitotta, hogy az allomanyok 78, illetve 88%nutat tiineteket, a kor-

okoz6 izolalasa azonban nem mindenhonnan sikerlt.
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3. FELHASZNALT ANYAGOK ES MODSZEREK

3. 1. Fitoftérak tenyésztésére hasznalt taptalajok
3. 1. 1. Borsotaptalaj

A téptalaj 75 g fagyasztott zoldborsé 2-300 ml gsrélt vizben meg#f
z6tt, turmixolt majd gézen atez levéhez adott 1 g L-aszparagin (vagy 2 g DL-
aszparagin), 500 mg KIRQ,, 250 mg MgSQ@ x 7H,0O, 10 g szacharéz, 1 mg
tiamin-hidroklorid és 15 g poritott agar 1 litekiegészitett oldatabol készil. A
taptalaj pH-jat sterilizalas &t kalium-hidroxid-oldattal 6,5-re kell beallitani.

3. 1. 2. V8-dzsusz

A nyolcféle zoldségnovény levébkésziilt ivolét folyékony vagy szilard
tapkdzegként felhasznédlva szamos fitoftorafaj pryeszthét 200 ml V8-
dzsuszt allando keverés és melegités mellett 4@0gtal telitiink. Az oldha-
tatlan csapadékot 10 perces, percenként 4000 &asddimu centrifugalassal
kell eltavolitani, majd a taptalaj 1 literre kiegése és 15 g agarral szilarditva
hasznalhaté fel.

3. 1. 3. Sargarépa-taptalaj

A taptalajhoz 200 g alaposan Osszeturmixolt sapgatésirt levét 1 li-

terre kell kiegésziteni és sterilizalaétell5 g/L agarral kell szilarditani.

3. 2. Kérokozok izolalasa
3. 2. 1.Phytophthora infestans

A fert6zési tineteket mutatd névényi szovigth nekrotikus régié hatara-
rél vett kis szévetdarabkabdl antibiotikumokatahrtazé szelektiv taptalajon a
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gomba kozvetlenll kitenyésztibetSzelektiv taptalaj borsotaptalajbol készit-
he®, antibiotikumos kiegészitéssel: 10 mg/L pimari&A0 mg/L ampicillin és
10 mg/L rifampicin. Az antibiotikumokat csak a miéhilt taptalajhoz lehet
hozzaadni, kdzvetlenll a Petri-csészék kiontéste. dliszta tenyészetet szelek-
tiv taptalajon val6 tébbszori atoltas utan kaput&.a névenyi anyag szaprotrof
baktériumokkal vagy gombakkal mésodlagosatsem ferbzott, célszdr elo-
szOr ép, fellletén 10 percig 10%-0s NaOCI old4ttedgfeleb a kereskedelem-
ben kaphaté haztartasi Hypo is, tizszeres higitgsieaidtienitett, majd steril
vizzel ledblitett, megszaritott burgonyagumot vagynoszeletet fezni. Hat-
nyolc napos, 20 °C-os inkubacié utan a gumot kitiéta torott feltletil ki-
vagott és nekrotikus tlineteket mutaté gumodarabkg & gumoszelet fellleté-
rél oltokaccsal leemelt paranyi micéliumdarabka daéleaptalajra helyezhét
Borsotaptalajon a kérokozé sottétben hosszabb ideigletben tarthatd. A
Ph. infestanstvekedési optimuma 18-20 °C koz6tt van, alacsomy@meér-
sékleten (10-15 °C) tartva a tenyészetet az atktkézotti id> 5-6 hétre hosz-
szabbithaté meg.

3. 2. 2. EgerPhytophthora

A koérokoz6 mind a tineteket mutatd névényi szobletmind pedig a
fert6zott fak gyokérzonajabol szarmazé talajbol kitemyést. A friss, ned-
vez katranyfoltok kordli teriletd szarmazé kéregforgacsok kozvetlendl, vagy
elézéleg folyo viz alatt 30-60 percig mosva és szarisvazelektiv borsotapta-
lajra helyezhdik. A baktériumok gatlasara 500 mg/L ampicillin € hg/L
rifampicin hasznalhat6. Gombas feméstl 10 mg/L pimaricin, 10 mg/L beno-
mil és 10 mg/L PCNB segitségével szabadulhatunk megthiumfajok néve-
kedésének gatlasara pedig legfeljebb 10 mg/L kdréedju himexazol hasz-
nalhatdé. A nekrotikus gyokésb a kéreghez hasonl6 modon lehet szelektiv
taptalajon a korokozot izolalni. HEMANN és WERRES(1998) modszerét modo-

sitva rododendronlevél helyett babérmeggylevelRiufus laurocerasuk.),
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esetenként korte érett termésével azonban lehstsegajzosporak kozvetlen
izolalasa is. Ekkor a lemosott kéreg- és gyokétmzat, vagy a gyokérzonabdl
szarmaz6 hajszalgyokereket is tartalmazé talappeviaztatva és a viz tetejére
babérmeggyleveleket helyezve a rajzosporak alabadmeérsékleten és fe-
nyen 5-7 nap alatt kolonizalt levélbfellleti fertstlenités utan szelektiv tapta-
lajon a kérokozo kitenyésztltetA viznek 4-5 cm vastag rétegben kell ellepnie
a mintat. Kortecsapdanal a termést feléig bele Rditani a vizes talaj-
szuszpenzioba, a rajzospoérak altalaban a termesiegelszin érintkezési vona-

lanal telepednek meg. A kérokozo fenntartasa sépgataptalajon torténik.

3. 3. Felhasznalt izolatumok
3. 3. 1.Phytophthora infestans

mutaté burgonya- és paradicsomallomanyokbdl véistlefien kivalasztott
levelek®l szarmaztak (szarmazasi helyik és #jtgg éve a 3. tablazatban ta-
lalhato). Az 6sszehasonlitd vizsgalatokhoz négygdmyardl szarmazo referen-
ciaizolatumot is felhasznaltunk, amelyek (US9405085930287, JP880001)
W. E. Fry laborat6riumabol (Cornell Egyetem, Ithas', Egyesiilt Allamok),
illetve (a Pil568-as) G. A. Forbestol (Nemzetkozirgonyakutatasi Kozpont,
Quito, Ecuador) szarmaztak. A referenciaizolaturfelemzit az 1. tablazat
foglalja 6ssze, RG57 genotipusuk pedig a kovetkeit:
US940501: 10101-01011-00110-10001-10011
US930287: 10001-00001-00110-10001-10111
JP880001: 10001-10000-00110-11000-10011
Pi-1568: 11111-01001-00110-10001-11011.
3. 3. 2. EgerPhytophthora
A Magyarorszagrol szarmazo édenytophthoraizolatumok két terilet-

rél szarmaztak, a Dél-Hansagi Erdészet Csikos égdr teetletédl (hansagi
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mintak), valamint a Heévizi-t6 kérnyékeén talalhatgeges lapteruledt (hévizi
mintak). Az égeRPhytophthoraanatémiai és élettani tulajdonsagainak vizsga-
latahoz 6sszehasonlito izolatumokat szereztiink légearPhytophthoramellett

a Ph. cambivoraés aPh. fragariaevar. rubi fajokbdl is C. M. Brasieil a
nagy-britanniai Forest Research AgenilyfFarnham, Surrey). A felhasznalt

izolatumok adatainak 6sszefoglalasa a 2. tablandéthato.

1. tdbldzat: A Phytophthora infestans elemzéséhez felhasznalt referencia-
izolatumok gyiijtési adatai, valamint feno- és genotipusos tulajdsagai.

Izolatum sorszama/ Par. Gyiijtés helye, Meta- Gpi Pep
genotipus jele tipus éve laxil®
Us940501/ Al Michigan, USA, E  86/100 92/100
Us-1 1994,
us930287/ A2 Maine, USA, R 100/111/100/100
US-8 1993. 122
JP880001/ A2 Nagaszaki, R  100/100 96/96
JP-1 Japan,

1998.
Pi1568/ Al Ecuador, R n. a. 96/100
EC-1 n.a.

°E: érzékeny, R: rezisztens izolatum.
n. a.: nincs adat.

3. 4. A Phytophthora infestans fenotipusos tulajdonsagainak meg-
hatarozasa

3. 4. 1. Metalaxilérzékenyseg

Kisméreti (6 cm atméijii) Petri-csészékbe 7 ml borsotaptalaj kerdlt,
amely a dimetil-szulfoxidban (DMSO-ban) oldott makdlt 5 és 100ug/ml
koncentracidban tartalmazta. A kontroll csészékatagtlt nem, csak DMSO-t
tartalmaztak. Valamennyi Petri-csészébe 4-5 naplepek meg aktivan no6-

vekvo szegélyéil 5-5 mm atmésjii agarkorongok keriltek. Ertékelésre 4-5 nap

42



elteltével kerllt sor az atlagos telepatinér levonva az inokulum 5 mm-es
kezdbatmenjét — kontrollhoz viszonyitdsaval. Az egyes kat&goi(érzékeny,
atmeneti érzékenyseg illetve rezisztens) kialakitdsaok et al. (1994) és
DAGGETT et al. (1993) szerint tortént. Vagyis az az iaoidt amely mindkét
fungicidkoncentracional kisebb telepeket fejleszteint a kontroll 40%-a, ér-
zékeny volt. Az az izolatum, melynek telepgd@ml metalaxil-koncentracional
nagyobb volt, mint a kontroll 40%-a, de 1j0§/ml metalaxilkoncentracional
kisebb, atmenet{intermedier) érzékenység volt. Végul az az izolatum mi-
nosilt rezisztensnek, amely mindkét metalaxil-koncmbnal nagyobb telepe-
ket fejlesztett, mint a kontroll 40%-a. Valamentkysérletre legaldbb két is-
métlésben kertilt sor.

3. 4. 2. Parosodasi tipus meghatarozasa

Az izolatumok parosodasi tipusa ismert parosodasisti referenciator-
zsekkel — Al: US940501, A2: US930287 — borsotamlaalé egyuttes te-
nyésztéssel hatarozhatd meg két hetes, 20 °C-asbacid utan. Az az
izolatum, amely az Al-es parosodasi tipusu izolatambiségesen képez
oospoérakat, viszont az A2-vel nem, A2-es parosotigsisunak tekinterid
Ellenben az az izolatum, amely csak az A2-vel kémespdrat Al-es paroso-

dasi tipusunak misul.

3. 5. Az égerPhytophthora morfoldgiaja és himérsékletigénye
teli taptalajon (borsé, sargarépa illetve V8-dzsusz)m9atmésdjii Petri-cse-
szeében a telepndvekedés sebességéhez optindaiidrdekleten vizsgaltuk az
izolatumok &ltal képezett telep tulajdonsagainakefialak, légmicélium meny-
nyisége) megallapitdsahoz.
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3. 5. 1. Sporangiumképzés indukalasa

Fitoftordk azonositasahoz ivartalan és ivaros siEsaerveik ismerete
szilkséges. A sporangiumképes aPhytophthoranemzetségben fajonként
eltérs modon szabalyozott, kilonleges kdrnyezeti feledtehegléte esetén in-
dul meg. Bar EwIN és RBEIRO (1996) szamtalan specialis taptalajt és feltételt
is leirnak a sporangiumkéfdés ebsegitésére, az égerfitoftéra valamint a
Ph. cambivoraésPh. fragariaeesetében a talajkivonat bizonyult megfételk.
Ehhez 100 g talajt 100 ml ioncserélt vizben egyaijan at kell aztatni, majd
ennek stirletét kell a 4-5 napig borsotapoldatban nevelydenetekre énteni.
A talajkivonatos kezelés @t a tapoldatot séssel el kell tavolitani a micéli-
umrol. Ezutan ioncserélt vizzel at is kell azt téli, hogy a tapoldattél minél
jobban megtisztithassuk.

3. 5. 2. Mikroszkdépos vizsgalatok

Fénymikroszkdpos vizsgalattal allapitottuk meg arapgiumok keletke-
zési modjat, szerkezetét, méreteit, az oogoniuazémnteridium alakjat, mére-
tét és kapcsolodasuk maodjat. Az oogoniumok felliheintazatat emellett
Hitachi S-2360N tipusu pasztazo elektronmikrosz&égitségével is vizsgaltuk
az Eo6tvos Lorand Tudoméanyegyetem Novényszervezattaszékén. Ehhez a
sargarépataptalajon néwelepekliél kivagott agarkockakat 2 6ran at 2%-os
glutaraldehid-oldatban, majd tovabbi egy o6ran kaids1%-0s ozmium-
tetraoxid-oldatban rogzitettik. A mintakra névéksoncentracioju etanolsoro-
zatban (25%, 50%, 75%, 90%, 96% és 100%) és ami&tman tortéh viztele-
nités és CQos kritikus pontos szaritas utan tiszta aratigéy kondenzaltuk
(SzeDLAY et al. 1996).

3. 5. 3. Himérsékleti optimum megallapitasa

Az aktivan no¥ telepek széléd kivagott 5 mm atméijii agarkorongokat
9 cm atméisji Petri-csészébe ontodtt 20 ml sargarépaagaron edtétkubaltuk
17,5; 20; 22,5; 25; 27,5; 30; 32,5 és 35 dmbrsékleten. Valamennyi izolatum
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ertékelésére a negyedik napon kerilt sor, amiktgggyorsabban névekéd
izolatum sem érte még el a Petri-csésze szélébpfimalis névekedésidmér-
séklet az utolsé napon mért telepatbhét szamolhat6 (az inokulaciotol eltelt
napok szamaval osztva). A méréseket minden eg§esdsékleten legalabb

harom ismétlésben végeztik.

3. 6. Micéliumpor eballitasa

Mind a DNS-, mind az enzimkivonashoz az izolaturtiekta tenyészeté-
b6l micéliumport kell késziteni. Valamennyi izolatutméenymikroszkopos
azonositds utdn borsotapoldatban tenyésztettikioAaserélt vizzel kétszer
atoblitett és ledt tenyészeteket liofilizalas utan dérzsmozsarbamdygeni-
zaltuk. Az igy nyert micéliumpor -70 °C-oditiben évekig eltarthatd. A te-
nyésztési id a fajra jellem# optimalis tbmeérsékleten &h. infestansés a
Ph. fragariaeesetében 7-10 nap, viszont a naluk sokkal gyoesabbveked
égerPhytophthoradl vagy &Ph. cambivoraal csak 3-5 nap.

3. 7. 1zozimelemzés
Izozimanalizishez 25 mg fagyasztva szaritott (lidlt) micéliumporbal

300l térfogatban vontuk ki az enzimeket, a kivonédldatpay et al. (2000)
szerint készilt. A micéliumpor és a kivondoldatzikeverése és egy oran at
tartdo 4 °C-os inkubéacidja utan a sejttormelékeilCAhdbmérsékleten 15 percig
tartd, percenként 15000 fordulatszamu centrifugalagell eltavolitani. Az
elektroforézishez a Helena Laboratories altal gyadelluléz-acetatgél kozég
késziléket hasznéltuk. Az enzimek elvalasztas uddinatova tétele agar-felll-
rétegzéses eljarassal torténo@@dwIN et al. 1995, HBERT €s BEATON), vagyis

a fesbelegyet tartalmazo6 agaros oldatot rarétegeztiikra.gé

2 Az e fejezetben emlitett oldatok dsszetételétradléklet (127. oldal) részletezi.
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A Ph. infestansvizsgalatahoz a glikoz-6-foszfat-izomeraz és ailgli
leucin-peptidaz, mig az égBhytophthoravizsgalatdhoz a gliikéz-6-foszfat-
izomeraz mellett az almasav-dehidrogenaz, az iomgav-dehidrogenaz és a
leucil-tirozin-peptidaz enzimeket hasznaltuk fel.

A fesibelegyekhez felhasznalt oldatok koncentracidja:

TRIS (pH=8,0): 0,1 mol/L
NAD (B-nikotinamid-adenin-dinukleotid): 3 mg/ml
NADP (B-nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat natrium sé) 3 mg/ml
DL-almasav (pH=8,0): 70 mg/ml
dipeptidek (glicil-leucin és tirozil-leucin): 15 myl
frukt6z-6-foszfat: 20 mg/ml
G6PDH (glukoz-6-foszfat-dehidrogenaz) 1000 U/mi
DL-izocitromsav: 100 mg/ml
L-aminosav-oxidaz: 10 U/ml
o-dianizidin (3,3’-dimetoxi-benzidin): 4 mg/ml
peroxidaz: 1000 U/mi
MgCly: 20 mg/ml
MnCly: 20 mg/ml
MTT (3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-

2,5-difenil-2H-tetraz6lium-bromid): 10 mg/ml
PMS (N-metil-fenazénium-metil-szulfat): 10 mg/mi
agar: 1,6% (m/V)

A NAD- és NADP-oldat milliliterenként Ll 250 mg/ml koncentracioju
natrium-azid-oldattal tartositandé. Az egyes kongrmeket 60 °C-os vizflde
ben kell 6sszekeverni, hogy az agar ne dermedjay) deaz enzimeket és a
festéket (PMS, MTT) csak kozvetlenul a festés medésekor szabad az
elegyhez adni. Az egyes enzimek elvalasztasahdatléastova tételéhez a ko-

vetked reakciokorilményeket és féstegyeket hasznaltuk:
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Gliukoz-6-foszfat-izomerdgGpi) (E. C. 5.3.1.9.):

Futasi id: 25 perc TG pufferben.

Fesbtelegy 0sszetétele: 1,0 ml Tris, 1,0 mixdH 1,0 ml NAD, 20Qul fruktoz-
6-foszfat, 3ul G6PDH, 200ul MTT, 40 ul PMS, 2 ml agar.

Glicil-leucin-peptidazPep)(E. C. 3.4.11/13.):
Futasi id: 20 perc TG pufferben.

Fesbtelegy 0sszetétele: 1,0 ml Tris, 1,0 ml,dH 400ul dipeptid, 150ul pero-
xidaz, 150ul L-aminosav-oxidaz, 320l o-dianizidin, 80ul MnCly,

2,0 ml agar.

Almasav-dehidrogengMdh) (E. C. 1.1.1.37.):

Futasi id: 25 perc CAAPM pufferben.

Fesbtelegy Osszetétele: 1,0 ml Tris, 0,5 mixH 1,0 ml NAD, 50Qul DL-al-
masav, 20l MTT, 40 ul PMS, 2 ml agar.

Izocitromsav-dehidrogendidh) (E. C. 1.1.1.42.):

Futasi id: 25 perc CAAPM pufferben.

Fesbtelegy 0sszetétele: 1,0 ml Tris, 1,5 ml NADP, 40@L-izocitromsav,
320l MgCly, 200l MTT, 40 ul PMS, 2 ml agar.

Leucil-tirozin-peptidaz (E. C. 3.4.11/13.):

Futasi id: 20 perc TG pufferben.

Fesbelegy 0sszetétele: 1,0 ml Tris, 1,0 mlAH 400ul dipeptid, 150Qul
peroxidaz, 15@l L-aminosav-oxidaz, 32l o-dianizidin, 80ul MnCly,

2,0 ml agar.
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3. 8. DNS-kivonas
Altalanosan ®opwIN et al. (1992a) mddszerét hasznaltuk a DNS-

kivonashoz, de #h. infestansnintak egyharmadanal az eljarasumRAY és
THOMSON (1980) modszerének modositasaval vegeztik.

GooDWiIN et al. (1992a) modszere szerint 80 mg micéliumuod00pul
kivono oldatot adva 1 Ora 65 °C-os inkubacié utasegtormelékil centrifu-
galassal (15 perc, 15000 fordulat percenként) eegibtt feltiliszé 75Ql-ét
750 ul fenol:kloroform:izoamil-alkohol 25:24:1 aranyleeglyével dsszerazva és
centrifugalva (5 perc, 15000 fordulat/perc) székvéh szerves fazis felett fe-
hérjecsapadék helyezkedik el, a DNS-oldat pedifelégmaradva pipettaval
eltavolithatd (fenolozas). Az eljaras addig ismendb, mig az elegyhl az 6sz-
szes fehérje ki nem csapoddott. Utolso Iépéskéntermolfiyomok kloro-
form:izoamil-alkohol 24:1 aranyu elegyével tavatidak el (kloroformozas). A
felilisz6ébdl a DNS kicsapassal tisztithaté tovabNS oldathoz 0,54 térfo-
gataranyban izopropanolt és 0,1 térfogataranyb@nvBps natrium-acetat-ol-
datot adva (pH=5,2) -20 °C-on a DNS egy-két or#t &iasapodik. A csapadeé-
kot centrifugalassal (15 perc, 15000 fordulat/pérs3zegiijtve majd 70%-0s
etanollal mosva, szaritds utan a DNS-tartalmu Wetd@,1 M-os Tris-HCI-ol-
datban (pH=8,0) kell feloldani. RN&z-os (1 orasuinkcid, az enzim koncentra-
cioja a reakcioelegyben: 0,1 mg/ml), majd proteasaemesztést (azéeb re-
akcidelegyhez kozvetlenul adva a proteinazt, komeemja az elegyben:
0,1 mg/ml) koéveten — az emés&nzimeket egy utolsé ciklus fenolozéassal,
majd kloroformozassal eltavolitva — etanolos kiésaf®,1 térfogatrész natrium-
acetat, 2-3 térfogatrész jéghideg etanol, inkuba2® °C-on 2-16 6ra) és a
csapadék 70%-o0s etanolos mosasa utan a tiszté#ozBINS-csapadék 50l
0,1 M-os Tris-HCI-ben oldandé fel. A DNS -70 °C-atividebb ideig -20 °C-

on tarolhato.
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MURRAY és THOMSON (1980) CTAB-oldatot hasznal a DNS tisztitasahoz,
amit altaldban a névényi DNS kivonasahoz hasznalBak spektroszkopiasan
nem lehet kilonbséget tenni sem a DNS tisztasagéterzésére hasznalt
A2s0—-Azgp arany (a minta fényelnyelése 260 és 280 nm-en)as@%0—-300 nm
k6zotti hullamhosszon tapasztalhato spektrum szetenfitoftorak 6sszgenomi
DNS-ének emésztésére ez utdbbi a jobb mddszer, hgay valamivel kisebb
lesz a kinyert DNS mennyisége, ellenben az emé€2$ agar6zgél-elektro-
forézissel sokkal szebben valaszthat6 el, a kdpd-szakaszok savjai a gél-
ben tomottek, nincs szétkad®, a kiértekelést zavard szenngdes (smear).

A mébdszer szerint 1 ml CTAB-oldatban elhomogenisflimg micélium-
por 1 oran keresztil tartdé 60 °C-os inkubaciojan wdsejttérmelékd centrifu-
galassal (15 perc, 15000 fordulat/perc) megtidztitediluszot a feljebb leirt
modszer szerint kell fenolozni és kloroformozni, ckak egyszer. Ezutan a
fellliszéhoz adott azonos térfogatu ,B” oldattall keDNS-t kicsapni. A csa-
padékot centrifugalasa utdn CTAB-oldat és ,B” oldat aranylu keverékével
mosva 1 ml ,C” oldatban kell feloldani. Ezutan a BIsztitas kdvetkdzlépé-
sei, az enzimes kezelés és a tovabbi tisztitas ggegrek a GoDWIN et al.
(1992a) altal leirt modszerrel, bar a csapadékhijadztitasakor az izopropa-
nolos kicsapashoz nem kell natrium-acetatot adni.

A DNS-kivonas utan kapott oldat DNS-koncentracidggometriasan

meérve 2-5 mg/ml kozo6tt volt.

3. 9. DNS-DNS-hibridizacio

A Ph. infestanggenomelemzésére hasznalt RG57 probat W. E. Fry bo-
csatotta rendelkezésiinkre. Az egérytophthoréa készitett prob&h. cambi-
vora P1010 jeh izolatuméabdél OPG-02 RAPD-inditészekvenciakkal etz
polimeraz-lancreakcioval szaporitottuk fel. Agarélzglektroforézises elvalasz-
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tas utan a kivant DNS-szakaszt a el Boehringer Mannheim Agarose Gel
DNA Extraction Kit-je segitségével izolaltuk.

Valamennyi proba jel6lését a DIG High Prime DNA kdimg and
Detection Starter Kit Il (Boehringer Mannheim) faiznalasaval végeztik a
gyartd kezikbnyve szerint (DIGYSTEM... 1995). Ehhez a DNS-t denaturacio
(forrasban Iég vizfurdsben 10 perces inkubaciot kdgeh gyors [ités jég-viz-
elegyben) utdn 37 °C-on inkubdltuk 20 6ran at. Akobelegy a DNS-poli-
meraz-1 nagy alegységét (Klenow enzim), véletlerisbézissorrend indito-
szekvenciakat és jeldlt, illetve jelletlen nukidokat tartalmazott. A jel6lés
sikerességét @kisérletben megmérve a reakcié valtozé hatékonysad a
préba koncentracidja 4 és 25 plgkdzott mozgott.

3. 9. 1. APhytophthora infestans DNS-szakaszainak hibridizacioja

RG57 probaval

A tisztitott DNS-oldat 6-10ul-ét (kb. 3Qug DNS) EcdRlI restrikcidés
endonukleazzal egész éjszakaib@érfogatban emésztettik és a DNS-darabo-
kat etanolos kicsapassal kisebb térfogatba kordeatr0,8%-0s agardzgél-
elektroforézissel valasztottuk el 40 V-os feszigtgd 16-20 o6ra alatt,
0,5xTBE-oldatban. Ezutan a szétvalasztott DNS-szakasz&outhern-féle
eljarassal (Hybond Ntipust) nejlon membranra vittik at elektroblottak
atvitel 3,5 oran at tartott 1,5 A ararisseg mellett, 06T BE-oldatban. A DIG-
gel jeldlt préba membranhoz hibridizaltatasa 6801Ct6 6ran keresztil tartott.
A membran részletes festési eljarasat a 3. metlékimlmazza. Az értékelésnél
a 25 lokuszt referenciaizolatumok segitsegével agitva annak megfel&n,
hogy a proba hibridizalt-e az adott helyre vagy séfgyel vagy 0-val jeldlve
egy 25 tagu szamsorozatot kell képezni. Ez a sz@rablesz az adott izolatum
RG57-ujjlenyomata (RG5fingerprint). Az értékelésnél a 4. sdvot nem vettik
figyelembe, mert nem ismételibetegyeértelnien (FORBES et al. 1998,

LEBRETON €S ANDRIVON 1998, ZWANKHUIZEN et al. 2000), értekelh&tége
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attol figg, hogy a proba eredetileg milyen plazmidbzarmazik (D. Saw
szobeli kozlése).

3. 9. 2. Szekvenciahomoldgia kimutatasaRhytophthora cambivora és

az égerPhytophthora kdzott

A Ph. cambivoréol és az égePhytophthoré@dl OPG-02-es inditoszek-
venciaval PCR-ben felszaporitott és 1,2%-0s ag&téngelvalasztott DNS-
szakaszokat a géiba Ph. infestansél leirt médon Southern-féle eljarassal
szintén nejlon membranra (Hybond® Nipusd, pozitivan toltott) vittik at
elektroblottal. A digoxigenin-11-dUTP-vel (DIG) {#t OPG-02-es proba hibri-
dizacioja és a membran festési eljarasa azonos Rit infestansal leirtakkal.

3. 10. Adatelemzés
Nei-féle géndiverzitas-elemzést €N1973) hasznaltunk Bh. infestans

gazdanovény, illetve parosodasi tipus alapjan étktett részpopulaciéi kozott
megfigyelt genotipusos valtozatossag vizsgélatAraizsgalt populaciok ko-
zo6tti géndifferenciacios egyitthat@ddy) az 6sszehasonlitott populaciok kdzotti
— a vizsgalt lokuszokra atlagolt — géndiverzitasddl,), és a teljes populacio-
ban mérhet géndiverzitasbol ;) szamitottuk ki az alabbi képlet alapjare(N
€s GHESSER1983):
Hr-Hs

Ggy=——.
ST HT

Mindezt kiegészitettilk a Nei-féle torzitatiambiased)genetikai tavolsag
kiszamitasaval, amelyet a Popgene 1.31 programég@ziiink el (¥H et al.
megfigyelt allélgyakorisagot vettik figyelembe, ez RG57 adatok nem
hasznalhaték fel egy diploid populacio elemzéseégyanis az egyes hibridiza-
cios savok jelenléte egyarant jelenthet homozigétheterozigota allapotot.
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A populacio teljes valtozatossaganak elemzésé@@spdasi tipusbol, a
Pep (peptidaz) és az RG57-genotipusbdl egyetlen rokiigzos genotipussa
kombinalt adatsorokat vettiink figyelembe. Mindemwlatumot egy binéris
szamsorozat jellemzett, amelyben az izozim- és R@GKIrszokon megjelen
allélt 1, az allél hianyat pedig O jelezte. A padsi tipus Al és A2 allapota is
megfelelt egy 1-0 parnak. Az egyes részpopulaciikozatossagétprobaval
hasonlitottuk 6ssze (FHCHESON 1970, SGLER és ZYER 2002, Dy et al.
2004), a valtozatossag mérésére a Shannon-indegakkZ@wANKHUIZEN et al.
2000). Ez a kovetkézegyenlettel fejezhétki:

k
H=> pinp,

i=1
aholp; azi-ik genotipus gyakorisaga a mintabkmedig a kilonb&z genoti-

pusok 0sszes szama.

3. 11. Polimorfizmus az ITS-régidban
Polimeraz-lancreakcio segitségével a vizsgalni iKiBNS-szakasz fel-

szaporithato. Az ITS-régio vizsgalatara tervezeiverzalis inditdszekvenciak-
kal valamennyi fajbdl felszaporithato egy fitoftkib@an korulbelll 900 bazispar
hosszusagu termék, melyet restrikciés endonuklddakasitva a keletkéz
termékek hosszusagi eloszlasa jelléraz egyes organizmusokra. A felhasznalt
két univerzalis inditoszekvencia az ITS-1 (5-TCCEIGTGAACCTGCGG-

3) és az ITS-4 (5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3) voltWHITE et al.
1990). A PCR koérilményei: 1. Iépés 94 °C-on 5 merdD ciklus DNS-szapo-
ritas (94 °C 1 perc; 55°C 1 perc; 72 °C 2 percyivé vegs lanchosszabbitas
72 °C-on 10 percig tartott. Az 50 végtérfogatl PCR-elegy dsszetétele: 30-
50 ng templat DNS, 2 egyséitag DNS-polimeraz, mindkét inditészekvenci-
abadl 2,5-2,5ul (10 uM), 4 ul MgCl, (25 mM), 1ul ANTP oldat (mind a négy

bazisra nézve 2,5 mM-o0s) és az enzimmel egyutliteeikeakcidpuffer (5ul,
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10x-es koncentracioju). A PCR-termékéka0-10pl-t Mspl ésHadlll restrik-
cios endonukleadzokkal 4 o6ran at 37 C°-on emésnmiettinajd a termékeket
1,5%-0s agarozgéles elvalasztas utan etidium-baahtdttik ultraibolya fény-
ben lathatova (8vBROOK et al. 1989). Az emédlegy Osszetétele: 1l
PCR-termeék, 6 egység enzim,uP reakciopuffer, melyet az enzimhez szalli-

tanak, 7,4l desztillalt viz.

3. 12. RAPD-elemzés
Az égerPhytophthora RAPD-elemzéséhez (MLiavMs et al. 1990,

FosTERet al. 1993) az Operon Technologies Inc. (Alamé&apesiilt Allamok)
inditészekvencia-készleteit hasznaltuk fel (a e G és OPK készlet (20-20
inditészekvencia) mellett néhany tovabbi inditoseeiciat mas sorozatokbol
is). Valamennyi inditészekvencia 10 bp hosszusa@if veletlenszdr bazissor-
renddel. A polimeraz-lancreakcio korilmeényei haéahlvoltak az ITS-szek-
vencia vizsgalatanak korilményeihez, azzal azéstal, hogy 36 DNS szapo-
ritasi ciklus futott le a kovetkézparaméterekkel: 94 °C 1 perc; 36°C 1 perc;
72 °C 2 perc. Az inditdszekvenciak koncentracig@adi volt. A keletkezett
termékeket 1,2%-0s agar6zgélen valasztottuk elOR5-02 inditdszekvencia-
val (5-GGCACTGAGG-3") kapott RAPD-termékek kozik &gyiket, mely a
Ph. cambivor@an és a hibridekben is megtalalhat6 volt, DIGjgkllve hibri-

dizacios prébaként hasznaltuk fel.
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4. EREDMENYEK

4. 1.Phytophthora infestans-izolatumok feno- és genotipusos jellentz
A 2001-es és 2002-es vegetaciossmhkban O6sszesen 118 izolatumot

gyijtéttink 6ssze burgonyardl, illetve kisebb részparadicsomrol. Ezt kbve-
téen a nemzetkdzi gyakorlatban is széles kdrben ralkabtt fenotipusosin
vitro metalaxilérzékenyseg) és genotipusos (parosogas, tgliikoz-foszfat-
izomeraz (Gpi) és peptidaz-A (Pep), valamint a gamen mérsékelt gyakori-
saggal ismétido RG57 jeli DNS-szakasz mintazatainak) elemzésiket végeztik
el.

A mintak jelents része a 2002. évi gjyes eredménye és ebben
izolatumaink fele két nagyobb burgonyatérm@giot képviselt: a Noégrad me-
gyei Ludanyhalaszibdl 20, a Veszprém megyei Zirségéldl pedig (Borzavar,
Porva, Olaszfalu, Tundérmajor) 39 izolatum szarrttaZz egyes izolatumok
szarmazasi helye a 3. abran lathato.

Uj izolatumaink nagy feno- és genotipusos valtogsdgot mutattak.
Mindkét gazdandvényen korulbelll fele-fele aranytaaltunk Al-es és A2-es
parosodasi tipust: burgonyan 35 Al-es és 40 A2aesspdasi tipusu izolatum
fordult eld, mig paradicsomon szamuk rendre 26 és 17 volt.miftavételi
helyen (Debrecen |, Ludanyhalaszi lll, BorzavarBgrzavar lll, Porva, Tun-
dérmajor, Rojtokmuzsaj, Heves, Ocsa |l és Kotajetign tablan beliil is meg-
figyeltik mindkét parosodasi tipust. Metalaxilrezéncia az izoldtumok 31%-
aban lépett fel, de az atmeneti érzékenység isnkasranyban fordult él
(31%). AGpi enzimnek valamennyi izolatumban csak a 100/100zasokzigéta
genotipusa fordult 81 Ezzel ellentétben Beplokuszon haromféle allél 6ssze-
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sen négy kombinéaciéjat, a 100/100 (34%), a 96/2004), a 96/96 (32%) €és a
83/96 (7%)Pepgenotipusokat azonositottuk. Izolatumaink nagyeésgyedi
RG57-mintazatot mutatott, a 118 izolatum kozottkenboHt mutattunk ki.
A 25 ismert RG57-lokusz kozll izolatumainkban &tuszon nem tapasztaltunk
polimorfizmust, teljesen egyonteképet mutattak: a 11., 12. és a 15. sav egyik
izolatumban sem jelent meg, ellenben a 13. és anB&len izolatumban jelen
volt. Az RG57-mintazatok kozll a leggyakoribb a XX¥s volt, de ez is
minddssze kilenc izolatumnal fordultée(3. tablazat). APh. infestangpopula-
cidinak jellemzésére altalanosan hasznalt, un. ilokliszos genotipusok (a
parosodasi tipus, izozim-genotipusok és az RG5Tamatok kombinacidja)
tekintetében még nagyobb a valtozékonysag: a |éggydat is csak hat alka-

lommal azonositottuk.
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3. dbra: A 2001-2002-ben gijtott Phytophthora infestans-izolatumok
gyiijtési helye és a begijtott izolatumok szama.
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A Ph. infestanszolatumok szaméanak megoszlasat gazdanévényenként a
vizsgalt tulajdonsagok tekintetében a 4. tablasarégzi, az 5. tablazat pedig a
tulajdonsagok parosodasi tipus szerinti megosztas@mazza. APep-genoti-
pusok eloszlasa jeleit eltéréseket mutatott. BurgonyarPep 100/100 domi-
nalt, mig a paradicsomon a 96/96 49%-os aranydtinée A Pep 83/96-0s
genotipus csak burgonyardl szarmazé izolatumoklmdinkimutathatd. Annak
ellenére, hogy burgonyéardl sokkal tobb izolatumrsezott, az egyedi RG57
genotipusok mindkét gazdandvényen hasonlé arangbemkeztek (43 illetve
28 kuloénbos fingerprinta 75 illetve 43 izolatum kozott). Jeléatkilonbségek
mutatkoztak a metalaxilérzékenységben, a paradimsoaz izolatumok tul-
nyomo tobbsége (74%) érzékeny volt, ez burgonyancsek alig 19% (4. tab-

lazat).

4. tablazat: A Phytophthora infestans-izolatumok egyes tulajdonsagainak
megoszlasa gazdandveényik alapjan.

Tulajdonséag Izolatumok  Izolatumok Osszesen
burgonyar6l paradicsomrol
Izolatumok szama 75 (100%) 43 (100%) 118 (100%)
Parosodasi tipus: Al 35 (47%) 26 (60%) 61 (52%)
A2 40 (53%) 17 (40%) 57 (48%)
Gpi 100/100 118 (100%)
Pep 100/100 28 (37%) 12 (28%) 40 (34%)
96/100 22 (29%) 10 (23%) 32 (27%)
96/96 17 (23%) 21 (49%) 38 (32%)
83/96 8 (11%) 0 8 (7%)
RG57-genotipus 43/75 28/43 75/118
Metalaxilérzékenyséd: R 27 (36%) 9 (23%) 36 (31%)
| 34 (45%) 1 (3%) 35 (31%)
E 14 (19%) 29 (74%) 43 (38%)

%0Osszesen 114 izolatumot teszteltink. (R: reziszteatmenet{inter-
medier)érzékenység E: érzékeny).
PTovabbi négy RG57 genotipus mindkét gazdandvénidardult.
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5. tablazat: A Phytophthora infestans-izolatumok egyes tulajdonsagainak
megoszlasa parosodasi tipus szerint.

Tulajdonséag Al A2 Osszesen
Izolatumok szdma 61 (100%) 57 (100%) 118 (100%)
Gpi 100/100 118 (100%)

Pep 100/100 29 (47%) 11 (19%) 40 (34%)

96/100 12 (20%) 20 (35%) 32 (27%)
96/96 12 (20%) 26 (46%) 38 (32%)

83/96 8 (13%) 0 8 (7%)
RG57-genotipusok 42161 28/57 75/118
Metalaxilérzékenyséd: R 20 (33%) 16 (30%) 36 (31%)

| 14 (23%) 21 (39%) 35 (31%)
E 26 (44%) 17 (31%) 43 (38%)

%0Osszesen 114 izolatumot teszteltink. (R: reziszteatmenet{inter-
medier)érzékenység E: érzékeny).
PTovabbi 6t RG57 genotipus mindkét parosodasi tipugbfordult.

A parosodasi tipus tekintetében jeteneltérések tapasztalhatokPep
genotipusok eloszlasaban. Az Al-es izolatumokb@aEL00/100-as genotipus
aranya 47%, mig az A2-es izolatumok k6zORegp 96/96 ért el hasonld aranyt
(46%). APep83/96-0s genotipus csak az Al parosodasi tipudatiznok ko-
z6tt volt kimutathatd. Az Al parosodasi tipush. infestanszolatumok — bar
szamuk alig kulonbozott az A2-esakét kitiinnek RG57 genotipusaik nagy
valtozatossagaval, 42 egyedi genotipust lehetettnasitani az Al-es
izolatumok kozoétt, mig az A2 parosodasi tipusuakokiez csak 28 volt. A
rezisztens, atmeneti érzekenyéts érzékeny izolatumok aranya ugyanakkor
nem tér el a két parosodasi tipus kozoétt (5. tab)az

Annak ellenére, hogy az izozimgenotipusok gyakgaban jelerits k-
I6nbségek mutatkoznak Rh. infestanszolatumok egyes csoportjai kdzott, az
allélgyakorisagon alapulé géndiverzitds-elemzés témfel jelends eltérése-
ket (6. tablazat). Osszehasonlitva a gazdaniviatyelparosodasi tipus alapjan

elkilénithed csoportokat, mind a géndifferenciacios egyutth@gr = 0,020
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illetve Gst= 0,053), mind pedig a Nei-féle genetikai tavolkagi volt (0,0151
illetve 0,0391).

6. tAblazat: Géndiverzitas-elemzés és genetikai @¢agok aPhytophthora
infestans izolatumok egyes csoportjai kdzott.

Osszehasonlitds — Genetikai

; Hy H; Gsr o=
alapja tavolsag
Gazdanoveny 5,07 5263 0020  0,0152
szerint
Parosodasi

. . 0,252 0,266 0,053 0,0391
tipus szerint

A Ph. infestanszolatumok egyes alcsoportjaiban a multilokuszesati-
pusok alapjan tapasztalhatdé genotipusos valtozékgngem mutatott szignifi-
kans eltéréseket 95%-0s valosdg mellett. A Shannon-index értéke a burgo-
nyarol szarmazoé izolatumok kozott 3,802, a paradicsl szarmazok kozott
pedig 3,355 volt, mig a parosodasi tipusok szenegkilonbdztethétkét cso-
portban ugyanez az érték 3,679, illetve 3,403 aplAl-es és A2-es parosodasi
tipusu izolatumokra.

Ha azokat az izolatumokat, amelyeknek azonos vattulilokuszos ge-
notipusuk, azaz klénvonalaknak tekintiletcsak egyszer vesszik figyelembe a
géndiverzitas-elemzésnél, hasonlé eredményekenka@du, 8. és 9. tablazat).

A 2002-ben gjtott izolatumok kozil 20 Nogradd megye, 39 pedig
Veszprém megye egy-egy kisebb burgonyatewidéekénl szarmazott. Az
egyesPep genotipusok aranya 6sszességében és a Nogradimegiaerile-
ten nem kilonb6zott jelefgen a teljes populaciéban tapasztalt aranyoktsdl (Ia
az 5. tablazatot), azazRep 100/100, 96/100 és 96/96 aranyatdl (1/3:1/3:1/3).
Azonban a Veszprém megyei mintatertleten mind dcrda-es parosodasi ti-

pusu izolatum ugyanazt Rep 100/100 genotipust képviselte. A nyolc Al-es
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7. tablazat: A kilénbdz multilokuszos genotipusba tartozdPhytophthora
infestans-izolatumok tulajdonsagainak eloszlasa gazdanévényidapjan.

Tulajdonséag Izolatumok  1zolatumok Osszesen
burgonyarol paradicsomrol
Izolatumok szama 53 (100%) 33 (100%) 86 (100%)
Parosodasi tipus: Al 30 (57%) 17 (51%) 47 (55%)
A2 23 (43%) 16 (49%) 39 (45%)
Gpi 100/100 86 (100%)
Pep 100/100 22 (42%) 7 (21%) 29 (34%)
96/100 14 (26%) 10 (31%) 24 (28%)
96/96 9 (17%) 16 (48%) 25 (29%)
83/96 8 (15%) 0 8 (9%)
RG57-genotipus 43/53 28/43 75/118
Metalaxilérzékenyséd:R 17 (34%) 8 (28%) 25 (32%)
| 21 (42%) 1 (3%) 22 (28%)
E 12 (24%) 20 (69%) 32 (40%)

40sszesen 79 izolatumot teszteltiink. Az azonos lokiliszos genoti-
pusu, de eltérmetalaxilérzékenységorzsek figyelmen kivil hagyva.
(R: rezisztens, |: atmendthtermedier)érzékenység E: érzékeny).
PTovabbi négy RG57 genotipus mindkét gazdanovénidardult.

8. tablazat: A kulonb6z multilokuszos genotipusba tartozéPhytophthora
infestans-izolatumok tulajdonsagainak elgoszlasa parosodasdigus szerint.

Tulajdonséag Al A2 Osszesen
Izolatumok szama 47 (100%) 39 (100%) 86 (100%)
Gpi 100/100 86 (100%)
Pep 100/100 20 (43%) 9 (23%) 29 (34%)
96/100 11 (23%) 13 (33%) 24 (28%)
96/96 8 (17%) 17 (44%) 25 (29%)
83/96 8 (17%) 0 8 (9%)
RG57-genotipus 42147 28/39 75/85
Metalaxilérzékenyséd: R 16 (35%) 9 (27%) 25 (32%)
| 13(28%) 9 (27%) 22 (28%)
E 17 (37%) 15 (46%) 32 (40%)

%0sszesen 79 izolatumot teszteltiink. Az azonos lokiigzos genoti-
pusu, de eltérmetalaxilérzékenységorzsek figyelmen kivil hagyva.
(R: rezisztens, |: atmendtntermedier)érzékenység E: érzékeny).
PTovabbi 6t RG57 genotipus mindkét parosodasi tipugtbfordult.
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Veszprém megyei minta mas szempontbdl is kulonlegest annak ellenére,
hogy burgonyéardl szarmaznak, egyaltalan nem tdllkézottik metalaxil-

rezisztens izolatum (10. tablazat).

9. tablazat: Geéndiverzitas-elemzés és genetikai @igagok a kilonbos
multilokuszos genotipusba tartozé Phytophthora infestans-izolatumok

egyes csoportjai kozott.

Osszehasonlitas — — Genetikai

: Hy H, Ger Sneti
alapja tavolsag
Gazdanoveny 0256 0,268 0,045 0,0338
szerint
Parosodasitipus 05 9271 0033 00254
szerint

10. tébldzat: A Nograd és Veszprém megyéb szarmazo Phytophthora
infestans-izolatumok jellemzé tulajdonsagai.

Tulajdonséag Al A2 Osszesen
Négrad  Veszprém  Nograd Veszprém  Nograd  Veszprém
Pep:100/100 9 (47%) 8 (100%) 0 4(13%) 9 (45%) 12 (31%)
96/100 3 (16%) 0 1(100%) 12 (48%) 4(20%) 12 (31%)
96/96 2 (11%) 0 0 15 (39%) 2 (10%) 15 (38%)
83/96 5 (26%) 0 0 0 5 (25%) 0
Mex?® R 11 (58%) 0 0 11 (36%) 11 (55%) 11 (28%)
I 7 (37%) 6 (75%) 1(100%) 18 (58%) 8 (40%) 24 (62%)
E 1(5%) 2 (25%) 0 2 (6%) 1 (5%) 4 (10%)
RG57 16 4 1 12 17 18
""]\/Ietalaxilérzékenység. R: rezisztens, |: atmetietermedier)érzékenység
E: érzékeny.

PKét tovabbi RG57-genotipus mindkét parosodasi Hansbfordul.

4. 2. Leromlasos tiinetek égeren
Az enyves éger leromlasa és pusztuldsa soran tafigeflegzetes tiine-

tek, a gyokérnyaki régiobdl kiindulo és felfelé &dd kéregnekrozisok és a fe-
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luletikon kialakul6 fekete, nedvé@oltosodas (katranyfolt) a mas fas névénye-
ken Ph. cambivoraaltal okozott tiineteket idézték. A katranyfoltokatitatd
fakon gyokérpusztulds Iépett fel, és a torzs kampiusztulas miatti deformé-
cioja is tapasztalhato volt. A szallitészévetekkesint mikodése kdovetkeztében
eléallé tapanyaghiany miatt az érintett fak korongjaiegritkult (2. abra).

A tuneteket mutatd fak kéreg vagy gyokérszovétdditenyésztett kor-
okoz6 morfoldgiailag hasonl6 volt a heterotallikeis. cambivor&oz, azonban
azzal ellentétben homotallikus volt. A hansagi etietileten a kdrokozo valo-
szirileg az izolalast meg&téen évekkel jelen volt, mert a térzstorzulas és az
tjonnan fejbdsé faszovetben talélt évéyiik erre engednek kdvetkeztetni. El-
lenben Hévizen, a fiatal, 6-8 éves allomanyban \oetkézett feiizésnél
torzstorzulast nem tapasztaltunk. Kétéves égerdsénmeesterséges fémesé-

vel (155b izolatum) a kérokozo patogenitasa igadoit

4. 3. Az égerPhytophthora morfologiai és élettani jellemai

A magyarorszagi égerfitoftora-izolatumok ivarszékvalapjan két jol
megkulonboztethétcsoportba tartoznak. A Hansagbol szarmaz6 héaroia-iz
tum (155a, 155b és 155c) a P876-0s (svéd tipustrerafia-) izolatumra
hasonlitott, azaz optimdlis korilmények kozoétt sifebszini oogoniumokat
képezett, melyeknek atnége 24 és 64um kodzott volt. Az anteridiumok jobbéa-
ra kétsejiiek voltak és amfigin médon kapcsolodtak az oogéhmenAzonban
15 °C alatt az oogoéniumok fala enyhén riicskos ielskett. A Hévizbl szar-
maz6 izolatumok (Phxl/a, Phx4/1, Phx4/2, Phx6, Pés8hx9) 23-54im
atmenbji, rucskos felszifn oogoniumokat képeztek, az anteridium amfigin ti-
pusu volt és a hansagi izolatumoknal gyakrabbankétsejti. Ezek a tulajdon-
sagok megegyeztek a P772-es (standard tipusu meiase izolatum és a

Ph. cambivorehasonlo tulajdonsagaival (4. abra).
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Valamennyi izolatum sporangiumképzését csak talajiatban lehetett
indukalni, egyik izolatum sem képezett sporangiusemn séoldatokban, sem
kulonféle tapktzegekben. A sporangiumok vékony asiatiak voltak, a tarto-
ikrél nem véltak le. Ez a tulajdonsaguk megegyezilh. cambivoraés a
Ph. fragariae jellemzivel. Az ivaros és ivartalan szaporitoképletek rtedte
harminc mérés éatlaga alapjan a 11. tablazat fegtalgze.

Az égerfitoftéra enyhén gyapjas, enyhén besilppaldpeket fejlesztett
sargarépa-taptalajon éppugy, mint V8-agaron vaggdm bar ez utdébbin a
légmicéliumképédés valamivel gyorsabb volt. A hansagi izolatumégnhice-
liuma mindharom taptalajon kiss&tgljesebb volt a hévizi izoldtumokéinal. A
micelidlis ndvekedés sebessége V8- és borsétamatajorsabb volt, de az
ivaros képletek kegzlésének a sargarépa-taptalaj kedvezett.

Mind a hansagi, mind pedig a hévizi izolatumok rké@aEse 25 °C-on
optimalis (5. abra), 30 °C felett pedig nem ésat@llelepndvekedés. A hévizi
izolatumok azonban valamivel érzékenyebbek a 25el&tti homérsékletre,

mert itt a nbvekedésik gyengébb, mint a hansatitinmoké.

4. 4. Az égerPhytophthora molekularis jellemzéi
4. 4. 1. 1zozimelemzés

Mind a Ph. cambivoraés aPh. fragariae,mind pedig az égerfitoftora
izolatumaiban egyetlen, azonos elektroforetikus itit@bl izocitromsav-
dehidrogenéaz (Idh) izozim volt jelen. Viszont adidtirozin-peptidaz, az alma-
sav-dehidrogenaz (Mdh) és a glukoz-6-foszfat-izémdGpi) alkalmas volt a
két morfoldgiailag is eltér csoport szétvalasztasara. Egy-egy csoporton belll
pedig valamennyi izolatum azonos mintazatot mutafokapott gélmintazatok
alapjan az égerfitoftéra egyes izolatumainak feleett genotipusa minden
vizsgalt enzimnél meghatarozhat6. Osszehasonlétoldijan egy-egy enzim-

rendszeren belll a kilénb®allélokat csak eltérbetik jeldlik (12 tablazat).
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Telepnbvekedés
(mm/nap)

175 200 225 250 275 300 325
Homérséklet (°C)
—e— 155a—%— 155b—— 155¢C

Telepnovekedés
(mm/nap)

175 200 225 250 275 300 325
Hoémeérséklet (°C)

—— Phx1/a—s— Phx4/2—— Phx6 —+— Phx8 —— Phx9

350

35,0

5. abra: Az égerfitoftdra hazai izolatumainak napiatlagos sugariranyu
telepndvekedése sargarépaagaron, dmérséklet figgvényében. Fent: han-

sagi izolatumok, lent: hévizi izolatumok.

73



12. tablazat: 1zozimelektroforézis alapjan feltétetzheth genotipusok az
égerfitoftéra hazai izolatumaiban és a referenciaiatumokban. P876:
svéd varians; P772: standard tipus; P1010:Ph. cambivora; P823:
Ph. fragariae.

Enzim neve P876 Hansdg P772 Héviz P1010 P823
Izocitromsav- AA AA AA AA AA AA
dehidrogenaz

Glukoz-6-fosz- AA AA ABCC ABCC BB CcC
fat-izomeraz

Almasav- AA AA n. a n. a AA AA
dehidrogenaz BB BB CC AA
Leucil-tirozin- AA AA BC BC DD EE
peptidaz

%A mitokondriumban és a sejtmagban kddolt lokuszkntke a gélen
nem valaszhat6 szét.

A legérdekesebb eredményt a Gpi adta. A héviziatmohokban és a
P772-es standard tipusban 6t sav keletkezett, zitdsnk a gélben 1:2:5:4:4
volt. Az 6t sav kozil a kbzéppsazonos mobilitasu volt a hanségi, a P876-0s
svéd tipus és a P1010-Bk. cambivoraegyetlen savjaval, mig a leggyorsabb
sav aPh. fragariaeegyetlen savjaval megegyegebességgel mozgott.

A heévizi izolatumokMdh-mintazata megegyezett a standard tipusu refe-
renciaizolatuméval, a hansagi izolatumokeé pedigéal sipusu referenciaizola-
tuméval. Mindkét hibridtipusMdh-mintazata eltért @&h. fragariae (egyetlen
sav) és &h. cambivoramintizataitol. Azonban a mitokondriumban és a sejt
magban kédolt Mdh-t &h. cambivoramellett csak a hansagi €s a svéd tipusu
referenciaizolatumban lehetett a gélen elvalasztani

A leucil-tirozin-peptiddz enzim esetében a hévizlatumok és a stan-
dard tipusu referenciaizolatum heterozigotanak riyiatiak, és harom lassan
mozgo, gyengén szétvalaszthaté savot adtak. Ezeellsen &h. cambivoraa

Ph. fragariae valamint a hansagi izolatumok és a sveéd tipudérencia-
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egerfitoftéra homozigotak voltak, de eliémobilitasu allélt tartalmaztak (6.
abra).

4. 4. 2. Az égePhytophthora ITS-régidja

Az univerzalis ITS-1 és ITS-4 inditoszekvenciakalh&sznalva minden
izolatumban a vart, kérilbeldl 900 bp hosszu terkektkezett, mely az ITS1
és ITS2 régiot és az altaluk kdzrefogott 5,8S rRpdBjét tartalmazta.

Az ITS-régioMsp enzimmel tortéth emésztését kouen a két hibridti-
pus kozott az emésztési termékek mérete és sz&mdetében nem volt ki-
I6nbség, jollehet az egyes termékek mennyiséget altkét tipus kozoétt, ezert
elté intenzitassal feédtek meg a gélben. A hanséagi izolatumok emésztési
mintazata megegyezett a P876-0s referenciaizolaainsuéd varians), mig a
hévizi izolatumok mintdzata a P772-es referencidimm (standard tipus)
mintazataval volt azonos.

A svéd tipusu referenciaizoldtumban és a hansagatibmokban négy
olyan DNS-fragmentum (100 bp, 300 bp, 390 bp éstjidosszusagu) jelent
meg, amelyek intenzitasukban i$h. cambivoréan talalhaté savokkal egyez-
tek meg. Valamennyi hibridben valamintPd. cambivoréan és &h. fraga-
riaeban is harom emésztési termék (220 bp és két netszAtvalaszthatd 150
ill. 160 bp kordli sdv) azonos intenzitassal jelemtg. Mindemellett a hibri-
dekben jelen volt két olyan DNS-szakasz — egyikdilbelul 520 bp, masikuk
300 bp hosszu —, amely csakPh. cambivoréan talalhaté meg, Bh. fraga-
riaeban nem (7. 4bra). Eszerint mintdzatban a svédnajobban hasonlitott a
Ph. cambivoréa, a standard tipus pedig — j6llehet tartalmaRbttcambivoréa
jellemz savokat is — &h. fragariaea.

A Hadll restrikcios endonukleazos emésztést kégnta svéd variansok-
ban ugyanolyan méieDNS-szakaszok keletkeztek, minPa. cambivoréan.
A standard tipus mintazata ehhez hasonlé volt, dellett tartalmazott két

olyan DNS-szakaszt is, amelyelPh. fragariaga jellemzek.
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6. dbra: Az égerfitoftéra izozimjeinek elektroforetkus fenotipusai négy
enzim alapjan. A: izocitromsav-dehidrogenaz, B: glk6z-6-foszfat-izo-
meraz, C: almasav-dehidrogenéaz, D: leucil-tirozin-pptidaz. Valamennyi
gélen a sorrend: hanséagi izolatum: (1); sveéd varia) P876: (2); standard
tipus, P772: (3);Ph. fragariae, P823: (4);Ph. cambivora, P1010: (5); hévizi
izolatumok (6—10). Minden gélen azonos a futas irga: fentrél lefelé.
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endonukleazzal hasitott darabjai. Nyilhegy jeldli &h. fragariaebol hianyzo
DNS-szakaszokatPh. cambivora, P1010: (1);Ph. fragariae, P823: (2); hévi-
zi izolatumok: (3—7); standard tipus, P772: (8); $8d varians, P876: (9);
hanséagi izolatumok: (10-12). M: molekulatomeg-marke

4. 4. 3. RAPD-elemzés

Az ITS és az izozimadatokhoz hasonléan a RAPD-maitk tobbsége is
jellegzetes kiulonbséget mutatott az égerfitoftGéa \kariansa kozott. Egy-egy
csoporton belll azonban minden izolatum mintazgiesé&ges volt (8. abra). A
legtobb RAPD-PCR-termék specifikusan csak az e@itkan mindkét) hibrid-
tipusban jelent meg. Néhany inditoszekvenciavarotgrmékek is keletkeztek,
amelyek a hibridek mellett valamelyik sékien is megjelentek. Ez a s&ul
szinte mindig &h. cambivoravolt, ritkan keletkeztek olyan PCR-termékek (pl.
az OPG-18 inditészekvenciaval) amelyek csak a dekben és @h. fraga-

riaeban jelentek meg, Bh. cambivoran azonban nem.
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Az OPG-02 jel inditészekvencia segitsegévePh. cambivoréan kelet-
kezo mintegy 1500 bp hosszi DNS-fragmentumot, melynjefelt valamennyi
hibridben, de hianyzott Bh. fragariadél, DNS hibridizaciés probaként hasz-
naltuk. A hibridekben keletkezett, a probaval azoneérei termék homolog-
nak bizonyult &h. cambivoréan talalhatéval (9. abra).

M1 23456738911 1213 M

8. abra: Egerfitoftéra, Ph. cambivora ésPh. fragariae RAPD-PCR-termékei
az OPW-04 inditdszekvenciaval. Sorrend: templat DN8&elkuli kontroll:
(2); Ph. cambivora, P1010: (2);Ph. fragariae, P823: (3); hévizi izolatumok:
(4-8); standard tipus, P772: (9); svéd varians, P87(10); hansagi izolatu-

mok: (11-13). M: molekulatomeg-marker, a gél futasiranya: fentr 6l lefelé.
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9. &bra: Egerfitoftora, Ph. cambivora ésPh. fragariae RAPD-PCR termékei
az OPG-02 inditoszekvenciaval (bal oldal), illetvennek hibridizaciés
membranja (jobb oldal) a Ph. cambivora 1500 bp hosszi DNS-probajaval
(nyilhegy) hibridizaltatva. A mintak sorrendje: Ph. cambivora, P1010: (1);
hévizi izolatumok: (3—7); standard tipus, P772: (8)svéd varians, P876: (9);
hansagi izolatumok: (10-12)Ph. fragariae, P823: (14). A 2. és 13. minta-
hely Gres. M: molekulatomeg-marker.

4. 5. Uj tudomanyos eredmények
A doktori munka része, illetve folytatdsa azoknakMATA Novényvé-
delmi Kutatointézetében végzett kutatasoknak, aekehz intraspecifikus és az
interspecifikus kolcsdnhatasok okozta populaciokozasokra dsszpontosita-
nak a burgonya és paradicsomvészt kivétta infestangn, illetve az éger-
pusztulasért felék Ph. alni fajhibriden keresztll. A doktori munka soran a ko-
vetke® Uj tudomanyos eredmények szllettek:
Tovabbi bizonyitekokkal szolgaltunk arra vonatkazbhogy a magyaror-
szagi Ph. infestanspopulaciokban is végbement a teljes kicsatés, Uj
valtozatok terjedtek el és valtak egyeduralkod@®zAa hazaPh. infestans
populacié szerkezetében alig hasonlit a korabldpaimpopulaciokra, annal

sokkal nagyobb diverzitasu.
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Két hazai &helyen azonositottuk az EurGpa-szerte pusztitovégeribrid
kérokozojanak (legujabbdph. alninéven leirt) két (Ujabban alfajként jegy-
zett) tipusat: a standard tipuBh( alnissp.alni) és az ugynevezett svéd va-
rianst Ph. alnissp.uniformis.

Izozim- és DNS-markereket azonositottunkela alni e két leggyakoribb
tipusdnak (alfajdnak) molekularis jellemzésére égatiapitottuk, hogy a
Ph. alni két tipusa (alfaja) mind izozim-, mind RAPD-marmderalapjan el-
kulonithet, az egyes tipusok ellenben genetikailag homogének.
Kimutattuk aPh. alnifajhibridben az egyik szé) a Ph. cambivoraDNS-
ének jelenlétét DNS—DNS hibridizaciéval.



5. KOVETKEZTETESEK

A fitoftéras betegségek komoly fenyegetést jelemkea ndvénytermesz-
tésre. Szerte a vilagon jeléatgazdasagi karokat okoznak nem csak az élelmi-
szertermelésben, hanem a disznévénykertészetekb€BRWIN €s RBEIRO
1996). Még a nemzetség legismertebb és legrégebbaiméanyozott képvise-
I6je, aPh. infestanss képes volt Uj kihivas elé allitani a szakemketreMi
tobb, az utdbbi idben feltintek rokon fajok genetikai kélcsénhatasakeént kiala-
kult természetes fajhibridek is. Emellett egy spfaji azonositasara is sor ke-
ralt, valamint a mar ismert fajok gazdandvenyk&réjabbakkal évilt.

A doktori munka ezeknek az Uj jelenségeknek a zaidl aPh. infestans
populacidinak szerkezetében hazankban éppen nlpgainvégbemeh atala-
kulasra, illetve az intraspecifikus kélcsonhataslx@dakult Gj fajhibrid, az

égerPhytophthoragenetikai elemzésére 6sszpontosit.

5. 1. A magyarorszagiPhytophthora infestans-populaciok altalanos
jellemzoi

Bér a fitoftérakutatasnak a nemzetkdzinél valamis@lidebb a hazai
multja, tobb figyelemreméltdé eredménnyel gazdattsimereteinket e kdroko-
z6ro6l (BRSEk 2001). Az A2 parosodasi tipus 1996-ban torténahietfedezését
(BAKONY! és ERSEK 1997a és 1997b) koveszélesebb kdrgyiijtémunka soran
BAKONY! etal. (1998 és 2002b) ésadl et al. (2003a) burgonyan mintegy
fele-fele aranyban talaltak A1l és A2 parosodasistipparadicsomon azonban
az A2 dominalt. Az izolatumok mintegy harmada retgss volt a metalaxillal
szemben, raadasul a rezisztens izolatumok tobbiséggnyardl szarmazott.

Sowm et al. (2004) mintegy szaz izolatum mitokondridleplotipus elemzését
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veégezték el és a négy lehetséges haplotipus k&tit Kla 30% és lla 70%)
azonositottak.

A 2001-2002-ben veégzett gjyes soran &h. infestanszamos, eddig is-
meretlen genotipusat azonositottuk. Genotipusujéalaegyik izolatum sem
tartozott aPh. infestangégi populaciojahoz, amely Al-es parosodasi tipusu
valamint donten metalaxilérzékeny és@pi-lokuszon 86/100, Replokuszon
92/100 genotipusu torzsekillt, korlatozott szamu RG57-mintazattabfBES
et al. 1998). Ezzel ellentétben a magyarorsPagiinfestangpopulaciobdl teljes
meértékben hianyzik Rep92 és aspi 86-0s allél, az A2 parosodasi tipus aranya
pedig jelents (48% illetve 45%, 4. és 7. tablazat). Hasonléagyra metalaxil-
rezisztens izoldtumok aranya (32%). Ezek a tulggdgok mind azokat az U
populacidkat jellemzik, amelyek a nyolcvanas éviktesmeretlenek voltak.
igy a hazankban tapasztalt folyamatok jol illesziedda mashol tapasztaltak-
hoz, amely szerint a korokoz6 populacidinak vil&gsz jelends, a legtébb or-
szagban teljes kicsetélése ment végbe gF et al. 1992, GobwIN 1997). Az
ertekezésben nem részletezett mitokondrialis higpisbk elemzése szintén
alatdmasztja, hogy Magyarorszagrol a régi populéei@sen elint. A négy
ismert mitokondrialis haplotipus kézil a hazankbaegtalalt ket (la és lla)
csak az UPh. infestangopulaciokat jellemzi (8m et al. 2004).

Izozim-adatok 6nmagukban is jelzik a ha®h. infestangopulaciok
egyediségét. A 100/100-&3pi genotipus nalunk egyeduralkodd, ami hasonlé
az Eszak-irorszagban megfigyelthezakCisLE et al. 2001). Ezzel szemben
méashol aGpi 100/100 mellett &Gpi 90/100 is megtalalhaté EBRETON és
ANDRIVON 1998, B\KONYI et al. 2002a). APep 96-o0s allél nagy gyakorisaga
egyetlen eurdpai populaciora sem jellém& Pep83/96 pedig, amely egyik
csak a burgonyahoz és az Al-es parosodasi tipugitbet, elbszér Magyar-
orszagon valt ismertté fBONYI et al. 1998 és 2002b) és ezen Kkiviil csak Bel-

giumban jelezték éfordulasat (BKONYI et al. 2002a).
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A multilokuszos genotipusok nagy szama szinténorgajatsaga a
Ph. infestandhazai populacidinak. Bar nagy valtozékonysagu [@midk mas-
hol is megfigyelhdik, igy példaul Lengyelorszagbanu@®owski et al. 1994)
vagy az észak-eurOpai allamokbarrR{BBERG et al. 1999), az orszagonként
végzett populaciéelemzésekben altalaban ki lehetatatni néhany olyan ge-
notipust, amely domindns az adott régidban, barorekkaltozatossag is téar-
hato fel egyébként a teriilet krokozé populécitibgn van ez még Hollandi-
aban is, ahol tébb mint 1000 izolatum koz6tt 17MREO6 fingerprintet tartak
fel, de ezek kozul keit is tébb mint 15%-0s aranyban fordultéel
(ZWANKHUIZEN et al. 2000) és tobb éven keresztil visssattmegfigyelhdik
voltak, bar aranyuk égr évre jelenbsen ingadozott. Magyarorszagon — ellen-
tétben az ébbi terlletekkel — nincs egyetlen dominansnak tblti genotipus
sem.

A nagy genetikai valtozatossagot és a hazai poplaegyediségét a
mikroszatellit vizsgalatok eredményei is meipitik. Nemzetkdzi egyuttiko-
dés soran lehéség nyilt arra, hogy Ujonnan meghatarozott mikresina
lokuszok kézil negyet (Pi02, Pi56, Pi63 és Pi70LReS €és D. @OKE szemé-
lyes kodzlése) vizsgéaljunk meg néhany izoldtumbanizbdlatumokat ugy valo-
gattuk gazdandveény, parosodasi tipus és foldregriet szerint, hogy a nagyon
korlatozott mintaméretben is reprezentaljak a maggpulaciokat. A feldolgo-
zott 10 izolatumban a négy lokuszon négy Uj, edadghonnan sem ismert allél
bukkant fel, szemben az ezzel edidn feldolgozott lengyel, francia vagy akar
ir mintakkal, amelyekben legfeljebb 1 (j allél jaleezett (nem kdzolt adatok).

A parosodasi tipus, Repizozimek és az RG57-mintazatok alapjan a kor-
okoz6 hazai populacioi rendkivil valtozatosak. BEritatja, hogy a szamos
megfigyelt RG57-mintazat kozul egy sem jelent megnsottey gyakorisag-
gal. llyen mértél valtozatossagra eddig Magyarorszagon kivil csakélé

Mexikoban volt példa (GobwiIN et al. 1992b), ahol szinte minden izolatumnak
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mas €s mas genotipusa volt. A nagy valtozatosstiékis ivaros rekombina-
ciot pedig ebsegiti, hogy mindkét parosodasi tipus jeleraranyban fordul él

a populacioban. Mivel tiz alkalommal egy mintavietetileten beldl is ki le-
hetett mutatni mindkét parosodasi tipus jelenlétagy valoszitiséggel végbe
is megy ivaros rekombinacio, annak ellenére, hazgpérakat kdzvetlentl nem
észleltiink. A tapasztalt szamos diténultilokuszos genotipusnak megféleh
aPh. infestanszolatumok minden gazda és parosodasi tipus szskialonitett
csoportjaban jelefis a valtozatossag. Az ennek mérésére alkalmazgik eg
legrégebbi méiszam, a Shannon index ezért nem mutatott szigndiledtéréest
a populacio egyes alcsoportjai kozott. Ez azonisak azt jelzi, hogy az ivaros
rekombinacié mindegyik részpopuléacion belll azomestékben jatszik szere-
pet a valtozatossag fenntartdsaban. Annak megkecsi®onban, hogy a re-
kombinacio pontosan milyen mértelegyetlen mintavétel alapjan nem lehetsé-
ges.

A Nei-féle géndiverzitds-elemzés meggtette az RG57-adatok nagy
valtozatossaga alapjan feltételezett jglenmérték rekombinaciét. Mivel a
teljes populacidban tapasztalt nagy diverzitasgye® csoportokon belil meg-
jelens valtozatossagnak a kovetkezménye (is értekek), kozottik azonban
nem mutathato ki jeleés kulonbség. Azaz, a teljes genetikai valtozatossiég
minddssze 5 illetve 2%-a vezethelssza az egyes csoportok kozotti kilénbse-
gekre (6. tablazat). Annak eldontése azonban, lexggzignifikans eltérés-e
nehézkes, mivel Bh. infestansiem csak ivarosan, hanem ivartalanul is szapo-
rodik, és ennek ardnyat nehéz meghatarozni. Eeé&steti az elemzésh ki-
zarni az azonos multilokuszos genotipust mutat@eeket azzal a feltevessel,
hogy ezek egyetlen ivartalanul szaporodo telepalesazottai, €s igy az egyik
elemzést torzitd tényézkiiktathatd. Elvégezve ezt az egydmdtést, hasonlo
eredmeényt kapunk, azaz a teljes diverzitdsnak @sék 4%-a kdszOnhieta

részpopulaciok kozotti kilonbségnek (9. tablazat).
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Az elemzés azonban nehezen altalanosithato, mer B& mintaszam
nem rontja az eredmények értelmesdkégét (NI 1978), de ehhez sokkal tdbb
lokusz adatait kellett volna feldolgozni. Az RG5¥atok azonban nem hasznal-
hatok fel egy diploid populacio vizsgalatara, meein adnak informaciot az
egyed homozigota illetve heterozigota allapotardbl alkalmazhatok a
klonalisan szaporodd populaciéban az egyes kléakrezonositasara és alta-
lanossagban még mindig hasznalhatok a populécibzatossaganak jellem-
zésére. Igy populaciégenetikai elemzésre csak @zinmllélok hasznalhatok
fel. Mas markereket (példaul mikroszatellit) is beva az elemzésbe, tobb

részlet tarhat6 fel a populaciok szerkezgtér

5. 2. APhytophthora infestans valtozékonysagat befolyasol6 tényék

Egy populacio genetikai 6sszetételét szamos ténipetolyasolja egyi-
dejileg, ezért ezeknek a hatdsoknak az elkilonitésetlegymintavétel alapjan
nem lehetséges. Egy ivartalanul szaporod6 popuiani@ rendszeres rekombi-
nacio nélkil a genom egyes lokuszai gyakorlatilagdsoltnak tekinthék,
ezért az alléleloszlas nem lesz véletlenszAe eltéres mértékdinkage dise-
quilibrium) informécidt szolgéltathat arrol, hogy a megfigysdipulacié milyen
messze van az idedlis véletlensizer parosodoé allapottél, ezt azonban szamos
tényesd egylttes hatadsanak eredménye.

5. 2. 1. Ivaros és ivartalan szaporodas

A kapcsoltsagi egyensulyt befolyasold térlexoziul a legfontosabb,
hogy aPh. infestangletciklusdban az ivaros szaporodas mellett artailzen
szaporodas is jelefd szerepet jatszik, amel§lég az egy vegetaciosdsizakon
bellli gyors szétterjedést segiti.

Még nem tisztazott teljes mértékben a petespoératepe a&Ph. infestans
populéciéinak évenkénti megujulasaban és valtoaddmanak kialakitasaban,

bar a burgonyavész korai kitoréseiben minden bigahezek jatsszak a leg-
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fontosabb szerepet. Petesporak kégse azonban még mestersegesZédt
kévetben sem mindig megy végbeewuN et al. (2001) szabadféldi inokulaciot
koveben csak korlatozott mértékpetesporakégzést figyeltek meg. Ennek
oka lehet toébbek kozott az, hogy a néveny nedvéstabma vagy a levelek
kora nem volt megfelé] mert vizfelszinen lebégleveleken joval gazdagabb
petespoéraképiés figyelhet meg, mint nedveskamrabandEN et al. 2000).
Szintén a ndvényi szovetek viztartalmaval fugghesizé, hogy a gumaokban is
korlatozott a petesporaképzeés, ennek ellenéreak&pd megfeld koru, vagy
faju/fajtaju gazdandvényen nehézség nélkul atteteMiszont az egyéte nem
ismert pontosan, hogy természetes korilmények kdaénnyi ideig életképe-
sek ezek a képletek. Mexikéb&wolanum demissunésS. tuberosunfiajok le-
velein nagy szamban keletkeznek oospérak és a datagovenyen létrejott
Ph. infestangopulaciéo nem izolalt, kdlcsdonésen képesotart a masik gazda-
novényt (RUNWALD et al. 2000, Eer et al. 2001). Az Eurépaban niez
gazdasagi terlleteken gyomkéndfetdulé SolanurAfajok szintén szolgalhat-
nak inokulumforrasként (@okE et al. 2002). Ha a korokozo déeh az attelél
oosporakbol Gjul meg a kovetkezegetacios iéiszakban, az ivaros rekom-
binacié soran keletkezett Uj korokozénemzedék grgdan eltérhet a megeb
evitol.

5. 2. 2. Migréacié

Novenyi korokozo levén &h. infestankdnnyedén athidalhat nagyobb
tavolsagokat is a gazdanovény szoOveteiben, védetilrkények kozott. Ez
azonban természetes uton ritkan kovetkezik be. IEsokkal nagyobb jelefit
sédi a sporangiumok terjedése, ennek kevésbé vann#éaifikorlatai. A
sporangiumok néhany oran at még nagyon alacsor$p-@¥) paratartalom
mellett is életképesek maradnak IldGUE és Ry 1981). Mivel azonban a
sporangiumok a tartésan szaraz korilményeket nahéaselik, sok szaz kilo-

meéterre a szeél utjan nem juthatnak el. Ennek k@zztienyeként viszont egy
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eléhelyen egy vagy legfeljebb néhany genotipus attatidalt populacio alakul
ki, a kezdetben megtelepgiethéhdny sporangium leszarmazottjaként. Mivel a
Veszprém, illetve Nograd megydbszarmazoé, egy vegetaciososrakban és
korlatozott terntertiletl gyijtott mintakban sem volt dominans genotipus (3.
és 10. tablazat), a nagyobb tavolsagrol &kgzevandorl6” sporangiumok
mellett mas tényeris szerepet jatszik a gazdandvények kolonizacasjab
egyéb tényeai is fontos szerepet jatszanak. A korokozé a bewdddporan-
giumok altal megtehétlegnagyobb tavolsagot is kénnyedén meghaladhadja,
.Kihasznalja” a medgazdasagi termékek széllitasdnak megnovekedettiehe
ségeit. Emberi kdzvetitéssel 6ceadnokon is konnyétjathat, elég csak a XIX.
szazadi Eurdpaban val6 felbukkanasara gondolnik@anggy frissen érkezett
burgonya-szallitmannyal potyautasként a korokozbegjelent. Raadasul ez a
multbéli rossz tapasztalat sem volt elég az Gjalyos hiba elkertlésére, mert
ugyanez az eset ism@&dibtt meg a XX. szazadban is. 1976-ban Eurépaba érke
zett korulbeltl 25 000 tonna mexikoi burgonya, e§gze egyenesen az orszag-
nak arrol a részél, ahol az A1l és A2 parosodasi tipus szinte egyardnyban
taldlhatd meg (MDERHAUSER 1991). A migrécidegyik kilonleges esete, ami-
kor a vegumaok importja révén keril be a korokozo6 egy addégy nem feri-
zOtt tertletre. Ez esett meg a mult szdzadban, @naik akkoriban csak Euro-
paban termesztett \vigumaodval a burgonyavész mas kontinenseket is meghddi
tott (GoobwiIN 1997). Ugyanigy ember altal kozvetitett migracidndajdonit-
hat6, hogy alig néhany évvel a nevezetes mexikgoibburgonya beérkezése
utan megjelent a masodik parosodasi tipus (A2HEH( és BELIN 1984), ko-
moly valtozasokat hozvaRh. infestan®letciklusaba.

5. 2. 3. Genetikai sodrodéas

Novényi korokozok populécidi azonban altaldban wagynessze vannak

attol az idealis allapottdl, amikor a rekombinaedletlenszdaren kivalasztott
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egyedek kozott bekovetk&zeseménynek tekinthiet Ugyanis az 6sszes no-
vényvédelmi eljaras célja, hogy a korokozok popdjac minél alacsonyabb
szinten tartsa, ennek megféleh a korokozé egyedszama, vagy inkabb telep-
szama éil évre jelenss mértékben ingadozik. Ez pedig alagest befolya-
solja a szaporodasban részt &¥mgyedek szamat is. Emellett a névényved
szerek szelektiven gatolhatjak a korokozo bizorpagsulacidinak névekedéseét
és igy terjedését is, mig masokét nem befolyasoljak

Ha a kérokozo6 életében az ivartalan szaporodas rdormsiszerepet jat-
szana, akkor egy &elyen és egy vegetaciosigrakban doien genetikailag
homogén populécionak kellene kialakulnia. Ha a hBhainfestangpopuléacidk
a szomszédos burgonyatérrteriletekkel szoros kapcsolatban alinanak a két
eléhely kozott fellep migracio miatt, akkor a Magyarorszagon oly gyalkep
96-0s allélnak, vagy — ha a korokozo di@mt ivartalanul szaporodna — a nalunk
megfigyelt RG57-genotipusoknak is meg kellene jeii@mas terileteken. igy
tehat, figyelembe véve a mintavétel és az anakiaitatait is, megallapithato,
hogy a hazankbanPRh. infestangpopulacioiban tapasztalt nagy genetikai valto-
zatossag dotien helyi folyamatok (ivaros és ivartalan kélcsodlsateredmé-

nyeként alakult ki.

5. 3. Az égerPhytophthora kartétele

Napjainkban egy (j fitoftora jelent meg Eszak- éuudhat-Eurépaban a
folydbmenti égerligetekben. Magyarorszagon azé disilfoldi jelzések utan
(BRASIER et al. 1995, @Bs 1995) néhany évvel talaltdk meg a betegséget
(VARGA 2000), majd magat a kérokozotzé®o et al. 2000), de a korabbi ta-
pasztalatokkal ellentétben nem folyGparton, hanéwmagi lapokban. Kébb
azonban KLTAY (2003) hegyvidéki patakokat kigéégeresekben is éger-
Phytophthorafert6zés tiineteit mutaté egyedékiszamolt be, ezekib a kor-

okozot tobb esetben ki is tudtuk mutatni (nem kbadhtok).
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BRASIER et al. (1999) szerint ez a korokozé egy termeszreibtrejott
fajhibrid, amely feltehéen aPh. cambivoraés aPh. fragariaevagy ahhoz
hasonlo faj kdzotti genetikai kdlcsdnhatas eredrekémt alakult ki. A legujab-
banPh. alnifajkomplexumként jelzett fajhibridnek a legelteljebb és egyben
a legagresszivabb RBsIER €s KRk 2001), majdnem tetraploid standard tipusa
(legujabbarPh. alnisubspalni) mellett szamos variansat (svdth| alnisubsp.
uniformig, holland, német és briPh. alni subsp.multiformig) is megkulon-
boztetik. Sejttani vizsgalatok szerintRBSIER et al. 1999) az égerfitoftéra va-
lamennyi alfaja @h. fragariaga €s &Ph. cambivoréa jellemz5 n=5-6 kromo-
szoOmaszamhoz képest 18—-22 kromoszOmat tartalmaa, kézel van a tetra-
ploid &llapothoz. A tetraploid &llapot nem akadabk@ meg a meidzis szabalyos
lefolyaséat, mert igy minden kromoszémanak megvaoraolog parja és ezért
tetraploid allapotban még az interspecifikus hibkids konnyen stabilizalod-
hatnak genetikailag. Ugyinik azonban, hogy ez a folyamat az éBagto-
phthordban nem ment végbe maradéktalanul. Ez a tény me@réhatja,
hogy az égeRhytophthoratetrazdlium-bromid festéssel IA8G és ERwIN
1990) életképesnek latszd oosporai miért csirazgyangénin vitro koérdl-

mények kdzott (BLCAN és BRASIER 2001).

5. 4. Hazai égeresekben is féiht az égerPhytophthora
A Magyarorszagon izolalt korokozé altal okozott étek hasonlitottak a

korabban leirtakra (BBs 1995), és a kérokozé mar azdéeldzsgalatok szerint
is égerfitoftordnak mutatkozott. Sporangiumainakvésszerveinek szerkezete
alapjan szamos tulajdonsagban hasonlitd®hacambivoréa, de a homotalli-
kusan fejbdé oogoniumok egyérteltien elkilonitik attol. A Hévizl szarmazo
izolatumok ricskos fali oogéniumokat képeztek éppey, mint a standard
tipus, de azzal ellentétben a telep enyhén bolyblhsnem gy, mint a P772-es

izolatum (NAGY et al. 2002). A Hansagbol szarmazo izolatumok fehezini
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oogoniumokat képeztek, hasonléan a svéd variangsteos, telepik nem volt
annyira bolyhos, mint a P876-0s izolatumé@\ et al. 2000, 3ABO et al.
2000). A hazai izolatumok morfoldgiai tulajdonsdgasszevetve a referencia-
izolatumokkal ellentmond6 eredményekre jutnank,rtefentos, hogy DNS-
alapu adatok is alatamasszak a diagnozist.

Hasonlbéan a morfoldgiai vizsgalatokhoz, izolaturkaira telepnévekedés
szadméra optimalis és/vagy maximali&rérseklet alapjan sem lehet egyértel-
mien elkuloniteni, bar kismértéleltérés tapasztalhato a két hibridtipus kozott.
Homeérsekletigényik alapjan a fitoftérakat harom cstiy@osoroljak (BwIN és
RIBEIRO 1996). Az egyes fajcsoportok jellethulajdonsaga a telepnévekedés
maximalis [bmérséklete, de az égBhytophthoraés aPh. cambivoraugyan-
abba a csoportba tartozik. Irodalmi adatok szexiRh. cambivoramaximalis
novekedeési tmerseklete 34 °C @@rsIER et al. 1999), mig &h. fragariaevar.
rubira jellemz érték 25-28 °C (Wcox et al. 1993). RdadasulPd. cambivora
optimalis ndvekedésidmérséklete is magasabb, 27 °GRABIER et al. 1999) -
mas forrasok szerint csak 24 °CR{EN é€s RBEIRO 1996) - azonban a
Ph. fragariaevar. rubi szamara legkedvélab hmérséklet joval alacsonyabb,
mindossze 19-22 °C.

5. 5. Az égerPhytophthora variansai elkulonitheték izozim- és DNS-
markerekkel

Egy szervezet hibridtermészetének bizonyitdsa mtdek modszerekkel
lehetséges. Korabban izozimelemzeést hasznaltakyantajok elkilénitésére
is alkalmasnak talaltak ((EmMANS €s FFEY 1991a és 1991b,HEN et al.
1992,LADAY et al. 2000).

MAN IN 'T VELD et al. (1998) aPh. cactorumés aPh. nicotianae
interspecifikus hibridjében megfigyelték, hogy a keubfajra jellemz Mdh
mintazatok rekombinalédnak. Azaz a két homozigatds&aj eltes mobilitasu
homodimer Mdh-enzimei mellett a hibridekben a heterozigétakrbenezo
90



mintazat jelent meg, amely a sditallélok kombinacidjaként a megfigyelléet
két homodimer enzim kdzott egy heterodimer izoziegjelenését is jelentette.

Az égerfitoftéra esetében a vizsgalt izozimek kdzétom is alkalmas a
két hazankban élorduld tipus elkilonitésére, de egyetlen enzintébsn sem
talaltuk egyértelra jelét, hogy a szdl allélok a fentiekhez hasonl6 mddon
rekombinalédtak volna a hibridekben. Az égerfitodtd egyes tipusainak elki-
I6nitésére legjobban felhasznalhatdé enzi@pavolt. A standard tipusban meg
lehetett figyelni mind &h. cambivoréa, mind aPh. fragariaea jellem® en-
zimsavokat, illetve az ezek kombinaciojaként iglémezhed koztes tipust. To-
vabbi szUbi izolatumok vizsgalataval pedig az is eldonéh&tnne, hogy ez
interspecifikus rekombinacio eredménye-eaAMN 'T VELD et al. 1998). Az
emlitett harom sav mellett azonban még tovabbs&etis megjelent. Az 6t sav
intenzitasanak eloszlasa megfelel egy olyan néggallrendszernek, ahol a
négy allélbdl ket azonos. BASIER et al. (1999) sejttani vizsgalatok alapjan is
tetraploid kozelinek (4n+2) talaltdk az éddrytophthorastandard tipusat, a
Gpi-adatok ezzel egybevagnak. Mivel a fitoftorak diglezervezetek, a szam-
feletti Gpi-savok fajok k6zotti genetikai kdlcsdnhatasbol sirhatnak.

Az ITS-régi6 restrikciés endonukleazokkal hasitetinékeinek 6sszesi-
tett hossza nagyobbnak bizonyult, mint a PCR-termxddeti 900 bp kordli
meérete. Mivel &h. cambivoras aPh. fragariaelTS régidjanak hossza azonos
(CooKE és DuNcAN 1997), gélelektroforézissel nem lehet kimutatai,ahPCR-
reakcio a hibrid fitoftorabol esetleg egynél tolsgk szekvenciajaban kulén-
b6z6) DNS-molekulat szaporit fel. Az emésztési képetndan egyértelien
arra utalnak, hogy az ITS-régidoban egynél tobbnagdosszisagu szekvencia
van jelen. RASIER et al. (1999) hasonlé eredményt kaptak, illetvehanico-
tianae x Ph. cactorumhibridjében is mind a két ITS-szekvencia jelentvol
(BONANTS et al. 2000). Az égerfitoftora mindkét hazai tiglign azonos szamu

€s mérdt emésztett ITS-termék talalhatd, de a standardbiou és a svéd vari-
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ansban az egyes DNS-szakaszok &ligtenzitassal jelentek meg, azaz a ki-
I6nb6 égerfitoftéra tipusokban az elléiTS-szekvenciak aranya nem egy-
forma.

A RAPD-eredmeények alapjan tébb inditoszekvencidéesis keletkeztek
a hibridekben a feltételezett s&i#jokkal méretiikben azonos termékek (8. és 9.
abra). MaN IN 'TVELD et al. (1998) hasonlo jelenséget figyeltek meguakilin
hidropdnias tenyészetélbizolalt, Ph. nicotianaeésPh. cactorumalkotta hibri-
deknél. Az altaluk vizsgalt szifhjok dsszes izolatuma hasonl6 RAPD-minta-
zatot mutatott: a hibridekben mindkét s¥&ajéval azonos hosszusagu DNS-
szakaszokat mutattak ki, és Southern-hibridizat¢iézek homologiajat is bizo-
nyitottak.

Brasier et al. (1995, 1999) morfoldgiai, ITS-szaksia- és AFLP- adatai
alapjan az égerfitoftorak egy-egy tipuson (alfajbalil genetikailag meglehe-
tésen homogeének. Sajat morfoldgiai vizsgalataink jadtagzonban az égerfi-
toftora egyes alfajait nem lehet teljes biztons&ggaghatéarozni. Viszont a
morfologiai és élettani vizsgalatokkal ellentétbetamennyi molekularis bio-
I6giai adat (izozimek, RAPD, ITS-RFLP) me{sitette, hogy az égerfitoftora
hazai izolatumai két jol elklonithetsoportba tartoznak. Ugyanezt tamasztjak
ala a mitokondrialis DNS-RFLP eredmények i\@\¥ et al. 2003b). A hansagi
izolatumok valamennyien a svéd variansra, mig azhé&olatumok a standard

tipusra hasonlitanak.

5. 6. Szuéi DNS jelenléte a hibridben
BONANTS et al. (2000) &h. cactoruma és aPh. nicotianaea specifikus

AFLP-termékeket sikeresen hibridizaltattak a k¢aflotta hibridPhytophtho-
ra Ecorl-gyel emésztett 6sszgenomi DNS-éhez. Ugyanezekriébrideknél
MAN IN 'T VELD et al. (1998) RAPD-PCR-termékek homoldgiajat ntataki.
Mesterségesen létrehozott hibridekbexsiEk et al. (1995) mutattak ki siil
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eredell DNS-t. Hasonloan az @bi esetekhez, az égehytophthoraal is sike-
ralt szekvenciahomoldégiat kimutatni a hibridek éeléételezett szifajok ko-
z0Ott. Az égerPhytophthordan az OPG-02 jélinditoszekvenciaval egy olyan
1500 bp hosszu RAPD-termék is keletkezik, amely talétipaté aPh. cambi-
vordban és valamennyi hibridben is, de nincs bennhafragariadan. A
Ph. cambivorae DNS-szakasza probaként hasznaléa Bomoldgiat mutatott a
hibrid izolatumok hasonl6 méteDNS-szakaszaival. A morfolégiai, ITS-szek-
venciabeli és az AFLP-adatok KBSIER et al. 1999) egyarant arra mutatnak,
hogy az égerfitoftora egyik szifaja aPh. cambivoraAz OPG-02 jel indito-
szekvenciaval keletkezett RAPD-PCR-termékek ko#ithologia ezért annak
a jele, hogy a hibrid égerfitoftorak tartalmazriatk. cambivoraeredefi DNS-t
is.

Ugyanezt tamasztja ala az is, hogyG$BERT et al. (1999) altal RAPD-
PCR-termékek szekvencidja alapjan tervezeRréscambivoréa specifikusnak
talalt inditészekvenciardl laboratériumunkban kiderhogy az égerfitoftérabdl
is egy ugyanolyan méretermeéket szaporit fel, mintRh. cambivoréan. Igaz
ugyan, hogy restrikcios endonukledzos emésztéstid@v a PCR-termek eli@r
szekvenciajunak bizonyult (nem k6zd6lt adatok).

Ez éppugy, mint a RAPD-elemzéseink (8 és 9. abtma@bbi bizonyitékat
jelentik annak, hogy az égerfitoftéra evoluciozgsazottja lehet Bh. cam-
bivoranak.

Arra nézve még senki sem kdzolt adatokat, hogpmaARTS et al. (1997)
altal kdzolt ITS-alapu inditészekvencia, valaminBAMMLER és SEMULLER
altal (1993) a riboszoma kis alegységének génjételdozott és aPh. fra-
gariaera specifikus inditoszekvencia képes-e a medfdieimékek felszapo-

rithsara az égdphytophthordl is.
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5. 7. Az égerPhytophthora kialakulasa
Az égerPhytophthoraeredete még nem tisztazodott teljes mértékben.

Eredményeink dsszhangban a korabbi irodalmi adato&kt valoszitisitik,
hogy aPh. cambivordehetett az egyik széil A Ph. cambivordTS-szekvenci-
ajaMspl restrikcidés endonukleazzal hasitva ugyanolyant&aitot adott, mint a
svéd tipusu égerfitoftérak (a hansagi izoldtumokzZ$876-0s referenciaizola-
tum). Tobb izolatumot elemezve az ITS-szekvencet@dn alapuld térzsfan
az egerPhytophthorakilonbd variansai kézil a svéd tipusu allt a legkoze-
lebb aPh. cambivor&oz (BRASIER et al. 2004). Az izozimvizsgalatok eredmé-
nyei ezzel egybevagnak. A Gpi és az Mdh egyik lakusis ugyanazokat az
allélokat mutattuk ki a svéd variansban éxhacambivoréan is.

Az égerPhytophthoramasik sziifaja egyebre nem ismert, & az sem
kizart, hogy a kulénbdg hibridtipusok kulon-kilén hibridizacios események
soran alakultak ki (Brasier et al. 1999). Az IT®lszencidkon alapul6 torzsfa-
ban aPhytophthoranemzetség harom fajaPd. cambivoraaPh. fragariae és
a Ph. cinmomiegy csoportot alkotott (@KE és DUNCAN 1997, WOKE et al.
2000). Ha nem is valésZinhogy aPh. fragariaevolt az égerfitoftora masik
szubfaja, de a lehetséges sakit ebben a rokonsagi korben kell keresni. Ep-
pen a legutébbi évek eredményei bizonyitottak, hogdg korantsem tudunk
mindent er$l a korokozécsoportrol. A szamos ujonnan felfedefz¢t(ILIEVA et
al. 1998, UNG et al. 1999, 2002 és 2003 £RREset al. 2001, HER et al. 2002,
BRASIER et al. 2003) kdzul kedt aPh. europeaés aPh. uliginosa éppen abba
az ITS-csoportba tartozik, amelyben az égerfitékas helyet kaptak. Elkép-
Phytophthoramasik sziiifajat is megtalaljuk.

A hibridek kialakulasaban lévbizonytalansagokat jelgigen csokkent-

heti, ha képesek lesziink megfejteni a hibridizauzokezed folyamatokat.
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Ujonnan kialakult kérokozéként mindenesetre az -@jertophthorais helyet
kovetel maganak a természetben. Ha a hibridizdolgamat mas fajok eseté-
ben is hasonl6 sikerrel jar, az jelésen meg fogja valtoztatni egyes 6koszisz-
témak niikodéseét.

Klloénodsen fenyegét ha a sérulékeny, veszélyeztetett természetdsielet
z6sségekben bukkan fel egy Ujabb korokozé. Ez ofymesszt okozhat, ami az
adott kdzosség felbomlasdhoz is vezethet. Az erbbavatkozasi lehéségei
ilyen esetekben korlatozottak. Példaul az éjgytophthoraellen valdszitileg
hatékonyan lehetne védekezni valamilyen fungicidkedmeényeink szerint
ugyanis {n vitro kordlmények kozott) a hazai izolatumok érzékengeketa-
laxilra (nem kozolt adatok), de egy ilyen beavafiozédett teriileten, rdadasul
vizes ébhelyen elképzelhetetlen. Ezért csak a megfontolfeésdéssegteljes
viselkedés vezethet eredményre, vagyis ha elkéridjifajok vagy noveényi
mintdk megfontolatlan mozgatasat és a régéta jikaus biofdldrajzi folya-
matokat rabizzuk a természetre.

Fajhibridek kialakulasa és elterjedése a termésnatlapjaink felgyorsult
€s egeész Foldunkre kiterig@letében még kénnyebb is lehet, hiszen a tavolsa-
gok nem csak az emberek és az ardkt estkkennek, hanem a mikroorganiz-
musok ebtt is, amelyek az ember akaratlan segitségévebkaraathidalhatat-
lan tavolsagokat tehetnek meg. Felgyorsult evoJukidovabbi kérokozok fel-
bukkanasat is leh&té teszi, amely visszafordithatatlanul visszahahyéze-

tinkre.

Osszegzésként elmondhatd, hogyPhytophthoranemzetség mint az
egyik legjelentsebb névénykorokozd csoport mar a multban is sok do-

zott, a kozeli jovben azonban még komolyabb kihivasok elé allittetjambe-
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riséget. Bizonyos populacidinak a megvaltozott gaadi, tarsadalmi, valamint
az ezekre (is) visszavezethdtdrnyezeti feltételek kdvetkeztében megnoveke-
dett intra- és interspecifikus valtozékonysaga kaatg védekezési stratégiak
kidolgozasara vagy a megléy megvaltoztatasara 6sztonéz. Mindehhez nél-
kulozhetetlen a populaciok genetikai szerkezetésiglerete, valamint valtoza-
sainak kovetése, amiben ma mar a molekularis méelsie nagy segitséget
nyujtanak. Genetikailag ennyire valtozékony korakozllen tokéletes védel-
met szinte lehetetlen biztositani. Az mar a metblkapcsan (is) kiderdlt,
mennyire kockazatos egyetlen novényvéderre alapozni a kémiai védekezést,
ezért tanacsos a j6ben az eltégr hatasmechanizmusu novénydédzerek
kombinaciojat alkalmazni a rezisztencia kialakulggakorisaganak csokkenté-
sére. Masfdll, bizonyos esetekben — elég az égerfitoftora kapez erdei 6ko-
szisztémakra gondolni — a vegyszeres védekezeyddrtvedelmi szempont-
bol csaknem megvalosithatatlan. Illyenkor szinteegyetlen, mas esetekben
viszont a kémiai védekezés melletti |glsgty a betegségnek ellenallé fajtak
nemesitése. De mindenekitllényeges, hogy a \etvagy szaporitéanyag kor-
okozotol mentes legyen. A fédott ndvenyek kisiréséhez azonban gyors di-
agnosztikai modszerek szikségesek. llyen célu muokdatunk jelenleg az

égerfitoftéra molekularis azonositasara.
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6. OSSZEFOGLALAS

A Phytophthoranemzetség genetikai valtozékonysagéban jédestere-
pet jatszanak a fajon bellli és a fajok kozottiegémi kdlcsonhatasok.

A fajon bellli genetikai valtozékonysag legjobbahuagonya- és paradi-
csomveész korokozéjan tanulmanyozhatdrgytophthora infestanéMont.) de
Bary az Oomycota-torzs egyik leghirhedtebb tagjaeEerotallikus szervezet-
nek az 1970-es évekig Mexikon kivil csak az Al-@&ogodasi tipusu torzsei
voltak ismertek. A nagy genetikai valtozatossagetasito ivaros szaporodas-
hoz sziikséges két (Al és A2) parosodasi tipus nsapgdrokoz6 feltételezett
6shazédjaban, Kozép-Mexikdban forduld.eGenetikai vizsgalatok adatai szerint
a vilag tobbi részén csak néhany kis valtozatossagttalanul szaporodo ge-
notipus élt. A nyolcvanas évékiegy agressziv és a fenil-amid tipusu fungici-
dekkel, mint példaul a metalaxillal szemben reeisgt valamint mindkét péro-
sodasi tipust magaban foglalo populacié terjeddskatetiink tanui vilagszerte.
Ezzel parhuzamosan a régi populaciok visszaszéruttaropabol pedig telje-
sen eliintek.

Ez a vizsgalat részben annak kideritésére iranfiolgy aPh. infestans
populécibiban vilagszerte bekovetkevaltozasok hazankat milyen mértékben
erintik. Kalonb6®d régiokbol tdbb mint szaz izolatumot igipttink 2001-ben
eés 2002-ben. lIzolatumaink parosodasi tipusainal ésetalaxil fungiciddel
szembeni toleranciajanak meghatarozasa mellett egligika a glicil-leucin-
peptidaz(Pep), a glukoz-6-foszfat-izomerdfGpi) izozim-genotipusokat és a
nuklearis genomban mérsékelt gyakorisaggal isietl1200 bp nagysagu,
RG57 jeli DNS-szakasz hibridizaciés mintazatait. Eredmérkyaiapjan izola-

tumaink ahhoz az 0j populaciéhoz tartoznak, amefgga populaciot teljesen
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kiszoritotta. Atlagosan fele-fele aranyban forcitt a két parosodasi tipus, és
izolatumaink nagyobb része (62%) toleransnak (zéaisnek vagy atmeneti
érzékenyséinek) bizonyult a leggyakrabban alkalmazott fungieill a meta-
laxillal szemben. AGpi lokuszt tekintve valamennyi izolatum homozigota
100/100 genotipusu volt, ezzel szembernep lokuszon 3 allél 6sszesen négy
kombinacidja, a 100/100 (34%), a 96/96 (32%), al@B/(27%) és a 83/96
(7%) jelent meg. Ez utdbbi genotipus Europaban oagigka, €s csak az Al-es
parosodasi tipust képviseli. Az RG57-genotipusakdkévil nagy genetikai
valtozékonysagot sejtetnek, még a leggyakoribbimsldssze 9 esetben fordult
els.

A Ph. infestangopulacio jellemzésére altalanosan hasznalt, (uiti-m
lokuszos genotipusok (a parosodasi tipus, izozinoijjeusok és az RG57-
mintazatok kombinacioja) tekintetében még nagyohaltozékonysag: a leg-
gyakoribbat is csak hat alkalommal azonositottukpopulacié szerkezete és a
benne tapasztalhaté nagy valtozatossag jelzi, hquypulaciok valtozékonysa-
ganak kialakitasdban a helyi folyamatoknak (ivagesvartalan kdlcsénhatas)
don® szerepe van.

Foldrajzilag izolalt kdrnyezetben féfd6 és ezért gyenge reprodukcios
izolacigju fajok kdzos éhelyre kerlilve képesek genetikai kbélcsdnhatasra. En
nek tulajdonithatdé az az 1999-ben megfigyelt ugligdsmeretlen fitoftoras
betegség, amely az enyves égerA&mys glutinosa jelent meg Nyugat-Ma-
gyarorszagon. Korabbi sejttani és genetikai adatalpjan bebizonyosodott,
hogy a betegség oka egy természetes drddgiibrid, amely feltehéen aPh.
cambivoraés aPh. fragariaevagy ahhoz kézel allé faj genetikai kdlcsdnhatéa-
sabol keletkezett. A hibrid korokozo, amely Nyugés- Eszak-Eurépaban sza-
mos orszagban a folyéparti égerallomanyok jéledarosodasat eredményezi,
genetikailag heterogén, tobb kiulonBoheteroploid tipust foglal magaban,

ezek: a standard tipus és az ugynevezett variansgdjabban a kérokozot
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Phytophthora alnBrasier & S. A. Kirk néven leirtak. A hibrid kulbdz tipu-

sai alfajokként szerepelnek:Rh. alni subsp.alni a legelterjedtebb és legag-
resszivabb ugynevezett standard tipust képvisédj,arsvéd varians Rh. alni
subsp.uniformis a holland és német varians pedi@ta alni subsp.multifor-
mis. A dolgozat — aPh. infestanspopulacidinak elemzése mellett — ezen Uj
Phytophthorafaj hazai izolatumaiban jelentk@xaltozatossagat is targyalja.

A Magyarorszagon két siklapbol izolalt korokozo6 ddgpusos és mole-
kularis tulajdonsagainak elemzése alapjan a Hamasaghsved varians él, mig
Héviz kornyékén a standard tipus talalhatd. Glikdaszfat-izomeraz, alma-
sav-dehidrogenaz, leucil-tirozin-peptidaz izozimtaratok, a riboszomalis
gének kodzott taldlhatd ITS-régid restrikcios enddedzokkal kapott emésztési
mintazatai, illetve a RAPD-PCR-rel kapott DNS-tekmlé méreteloszlasa
alapjan az izolatumok egy alfajon belil homogéngksét alfaj azonban ol
megkulonboztethétés a megfelélreferenciaizolatumokkal egyezést mutat. Az
OPG-02-es inditdszekvenciaval kapott és minden-Bfgtophthoraizolatum-
ban megléé RAPD-termék homoldg szekvenciajuPé. cambivoréan, mint
az egyik sziilben megtalalhaté hasonld méreRAPD-PCR-termékkel. Az
ITS-régidHadll és Mspl restrikcios enzimekkel kapott mintdzata alatanjasz

aPh. alnikétszibs eredetét.
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7. SUMMARY

Genetic variability in the genu®hytophthora which has increased
dramatically in its species number, is due to sgexific and interspecific
interactions.

Intraspecific polymorphism was studied within therigarian populations
of Phytophthora infestanéMont.) de Bary, the causal agent of late blight o
potato and tomato, which is one of the most detiagtapecies of the phylum
Oomycota. The pathogen is heterothallic with matymges Al and A2. Until
the early 1980s, sexual reproduction of the pathogas known to be confined
to its place of origin, Central Mexico, where tistmating types coexisted. On
the contrary, populations in the rest of the wonrere of the A1 mating type
only and exhibited limited genetic variability. the past two decades, novel
populations have spread worldwide comprising geuegy with increased
aggressiveness and extended virulence, tolerangeheaylamide fungicides
and, due to the simultaneous occurrence of bothnmaypes, the ability to
reproduce sexually. These new populations, havplatied the old clonal
population. Our aim was to investigate the popafal structure of the
pathogen and find out if similar changes have tgkaoe in Hungary.

Isolations were carried out from both potato anchatw fields in 2001
and 2002 in Hungary. More than 100 isolates weryard for response to
metalaxyl and mating type, for isozymes at two ,lac. glycil leucine
peptidase (Pep), glucose-6-phosphate isomerag€pi), and hybridisation
patterns of the multilocus RG57 probe to the nuagamome. On this basis, all
isolates exhibit genotypes characteristic of the pepulation. More than one

half of the isolates (62%) tolerated (showed rasis¢ or intermediate response
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to) the frequently used fungicide, metalaxyl. Th&a of mating types Al and
A2 was nearly 1:1. Th&pi genotypes were all homozygous, 100/100 whereas
at the Pep locus, four allelic combinations occurred, 100/1@@%), 96/96
(32%), 96/100 (27%) and 83/96 (7%). TiRep 83/96 is rare in Europe and all
isolates with this genotype were of A1 mating typee RG57 fingerprints
were extremely diverse with numerous unique fingetp and even the most
frequent pattern occured not more than 9 times.

Combined genotypic traits such as mating typep, Gpiand RG57 into
one multilocus genotype revealed an even greatpulption diversity. The
most frequent multilocus genotype characterisedeasas 6 isolates, and a
significant part of the population exhibited uniggenotypes. These results
suggest that diversity of tH#h. infestangopulations in Hungary is due to local
events (sexual and asexual interactions) rathen tinggration from other
countries.

In the 1990s newPhytophthora disease of common aldeAl{ius
glutinosg occurred in Hungary. The symptoms were similahtise previously
described in several Northern and Western Europeantries. Based on earlier
studies, the aldePhytophthorawere considered likely to be a species hybrid
betweenPh. cambivoraand aPh. fragariaelike species: across Europe a range
of new alderPhytophthorais spreading, comprising a range of heteroploid
hybrids. The most aggressive standard type hasttgcbeen described as
Ph. alni subsp.alni Brasier & S. A. Kirk.Other variants such as the Swedish
type and Dutch or German types, however, belongthier subspecies such as
Ph. alnisubspuniformisandPh. alnisubspmultiformis respectively.

Phenotypic and molecular features of the pathogermdungary were
characterised and compared with isolates from dieesv The morphologies of
five isolates from one region (Héviz), resembledsthofPh. alni subsp.alni,

whereas the three isolates from another region g&@nexhibited traits similar
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to Ph. alni subsp.uniformis Molecular markers of these two groups of
Hungarian isolates also represented a good fiheorépresentative isolates of
the aforementioned subspecies. Isozyme patternspesfdes of restriction
fragments of the entire internal transcribed sp#lde®) region and of RAPD-
PCR products did not differ within a group, buttiist differences were
exhibited between the two groups of isolates. Smathanalysis of DNA
amplified with RAPD primer OPG-02 revealed the hdwgous nature of co-
migrating bands ofPh. cambivora and isolates of aldePhytophthora
Furthemore, restriction fragment length polymorphisf the ITS region of
ribosomal DNAs digested with restriction endonuségdadll and Msp were
consistent with the hypothesised biparental orafialderPhytophthora.
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M2. A gyakrabban eléfordulo réviditések és a felhasznalt vegyszerek
jegyzéke

AFLP: fele®sitett fragmentumhossz polimorfizmus (amplifiedgfreent length
polymorphism)

BCIP: 5-bromo-4-kloro-3-indolil-foszfat

benomil: metil-1-(butil-karbamaoil)-benzimidazol-Bkarbamat

bp: bazispér

dH,O: desztillalt viz

DMSO: dimetil-szulfoxid

DNaz: dezoxiribonukleaz

DTT: 1,4-ditio-DL-treitol

etidium-bromid: 3,8-diamino-5-etil-6-fenil-fenardfhium-bromid

EDTA: etilén-diamin-tetraacetat dinatrium so 2-@aidr

himexazol: 5-metil-1,2-oxazol-3-ol

ITS: a riboszoma nagy és kis alegységeinek gérgétk@lhelyezked atirédo,
de ki nem fejeéd6 DNS-régio (internal transcribed spacer). Két dgrab
kozrefogja az 5,8 S rRNS génjét.

kb: kilobazis(par)

metalaxil: D,L-N-(2,6-dimetil-fenil)-N-(2’-metoxi-eetil)-alanin-metil-észter

NBT: nitrokék-tetrazolium-klorid  (5,5'-difenil-3,3bisz-(4-nitrofenil)-2,2’-
(3,3-dimetoxibifenil-4,4’-ilén)-ditetraz6lium-dikdrid)

PCNB: pentakloro-nitro-benzol

PCR: polimeraz-lancreakcié (polymerase chain reagti

ppm: milliomodrész (pars per million)

PVP: poli-(vinil-pirrolidon)

RAPD: véletlen szekvencigju oligonukleotidokkal zéty PCR (random
amplified polymorphic DNA)
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RNaz: ribonukleaz

SDS: natrium-dodecil-szulfat

SSR: mikroszatellit DNS-régi6 (simple sequence a€pe
TRIS: 2-amino-2-hidroximetil-1,3-propandiol

TRIS-HCI: 2-amino-2-hidroximetil-1,3-propandiol-haklorid.
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M3. A felhasznalt oldatok 6sszetétele

Enzimkivoné oldat: 0,1 M TRIS, 0,001 M EDTA, 0,01 KCI, 6,5 mM DTT,
350 nM PVP-40000, pH=8,0. Az elegy 0t torzsoldaibdisszeallithato,
igy 100 ml-hez 10 ml TRIS (1 M, pH=8,0), 0,2 mI E®T0,5 M,
pH=8,0), 1 ml KCI (1 M), 1,3 mI DTT (0,5M), 1,4 gvi*-40000 kell.
DNS kivono oldatok:
GooDWIN et al. (1992a):
50mM Tris (pH=8,0), 150 mM EDTA (pH=8,0), 1% N-lanilr
szarkozin.
MURRAY és THOMSON (1980):
CTAB oldat: 1% hexadecil-trimetil-ammaonium-bromi@dTAB), 0,7 M
NaCl, 50 mM TRIS-HCI (pH=8,0), 250 mM EDTA (pH=8,0)
,B" oldat: 1% CTAB, 50 mM TRIS-HCI (pH=8,0),
10 mM EDTA (pH=8,0)
,C" oldat: 1 M NaCl, 10 mM TRIS-HCI (pH=8,0),
0,1 mM EDTA (pH=8,0)
Elektroforézis kadak tdbldata:
1xTBE-oldat: 10,8 g/L TRIS, 5,5 g/L bérsav, 4 ml EDT®5 M)
0,5<xTBE-oldat: 5,4 g/L TRIS, 2,75 g/L borsav, 2 ml EDT@5 M)
TG-oldat izozimelektroforézishez: 3 g/L TRIS, 14/4 glicin
CAAPM-oldat izozimelektroforézishez: 10,5 g/L vizmes citromsav,
12,5 ml/L 4-(3-amino-propil)-morfolin.
Southern-féle eljaras (blot) és hibridizacio:
maleinsav puffer: 0,1 M maleinsav, 0,15 M NacCl, pt5
detekcids puffer: 0,1 M TRIS, 0,1 M NacCl, pH=9,5
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SSC oldat:
5xSSC: 0,75 M NacCl, 0,075 M Maitrat x 2H,O, pH=7,0
2xSSC: 0,3 M NacCl, 0,03 M Neitrat x 2H,0O, pH=7,0

SDS oldat: 10 % (m/V)-os.

Hibridizacios oldat: 25 ng/ml DIG-jeldlt probaxSSC-ben elegyitve, valamint
0,1% N-lauroil-szarkozin, 0,02% SDS, 1% blokkolégens (Roche
Applied Science kataldbgusszadm: 1096176).

Az oldat végs térfogata 20 ml.

Oblits oldat:
tdmény: XSSC, 0,1% SDS, 50 ml/100 émembran,
hig: 0,xSSC, 0,1% SDS, 50 ml/100 émembran.

Mosdoldat: maleinsav puffer benne oldva 0,3% Tw2@hdetergens,

100 ml/100 crhmembran.

Az oldatok keészitéséhez steril desztillalt vizetll Keasznalni. Azokat az
oldatokat, amelyek DNS-kivonashoz, hibridizalashioasznalatosak,
steril kérilmények kdzott kell késziteni, vagy kiéég utan sterilizalni a
DNaz-szennyezettség elkerllésére. Detergenstrezal oldatokat nem
szabad autoklavban sterilizalni, legfeljebb baki@sZiron ats#rve.
Elektroforézis oldatok készithigt ioncserélt vizbl is, sterilizalni nem
kell.
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: a membran megnedvesités&3C-ben 1 percig.
. ebhibridizalas a probat nem tartalmazo hibridizaciddatban, a késbbi

reakciokkal azonosdmérsékleten legalabb két éraig.

: a proba hibridizaltatasa a membranhoz, 68 °@-bibridizaciés oldatban 16

ordig. A reakcié végén a préba Ujra felhasznalhato.

: a membran mosasa kétszer 6t percig tomenyoldétban.
: a membran mosasa kétszer tizentt percig hitholalatban.
: @ membran moséasa mosooldatban 15 percig.

: ebkészités az antitest kotéshez: a membran inkulg&eiéleinsav pufferben

oldott 1% blokkoléoldatban legalabb harminc percig.

: az antitest kotése, 20 ml/100 Tm 7. lépésben leirt oldatbdl, amely az

antitestet is tartalmazza 1,5 U/100%doncentracioban.

a membran mosasa mosooldatban kétszer tizengigp

10.: inkubacio detekcids pufferben 1 percig.

11.:

inkubaci6 detekciés pufferben 10 ml/100 “civenne oldott 200pl
NBT/BCIP dimetil-szulfoxidos oldata (Roche Appli&tience kat. sz.:
1681451) 16 6ran at.
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KOSZONETNYILVANITAS

Kdszonom a kitartd anyagi és erkdlcsi tamogatasiatezeimnek és
Toth Sandornak, aki bevezetett a mikoldgiaba. Tsai&ért és batoritasukért
koszonet illeti az MTA Novényvédelmi Kutatdintezedd& munkatarsait — klo-
ndsen Bakonyi J6zsefet és Laday Miklést —, akikelzettek a laboratériumi
gyakorlatba, sok melléfogastol kimélve meg az &getan.

Bar ennek a dolgozatnak csak egyetlen €gerzan, de &h. infestans
izolatumok begiijtéséhez sok embéitkaptam oOnzetlen segitséget: Bakonyi
Jozsef, Bonis Péter, Ersek Tibor, Follart Janosig@g Laszlo, Hertelendy
Péter, Komlosi Beata, Kurcz Laszlo, Mozsar Joz&mon Zoltan, Varga
Maria és Wolf Istvan. Tobben kozllik a Novény- édajvédelmi Szolgalat,
vagy az Orszagos Mégazdasagi Mi6sit6 Intézet munkatarsai, akik hivatalos
Gtjaikon is gondoltak mintagijtésre. Kulondsen nagy kdszonet illeti Dula
Bencénét (Heves megyei Noveny- és Talajvédelmi gadal), aki éveken at
ellatott Ph. infestanszolatumokkal. Az égerfitoftora-izolatumok, vagyferts-
z06tt ndvenyi anyagok Szabo llonatdl (Nyugat-Magyszagi Egyetem), Fischl
Gézatol (Veszprémi Egyetem) és Koltay AndrastoldéSeeti Tudomanyos
Intézet) szarmaznak.

A szines képek kozil Bh. infestangdiineteinek illusztraciéja a gazdano-
vényeiken, illetve szamos mikroszkopi felvétel kr3@bor munkéja, akarcsak
az égertorzs keresztmetszeti képe. A pusztuld @gédronajat Koltay Andras
orokitette meg. Hozzajarulasukkal szinvonalasaldiiidatott a dolgozat, koszo-
net érte.

Kdszonom a kozrefikddést Kerrin Bucklernek a szines képek nyomtata-
sédban, és az angol fejezet nyelvi aelle@sét David Shaw-nak.
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