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1. BEVEZETES

Foldiinkon széttekintve mindenhol az €l6vilag valtozatossaga tarul elénk.
Ez a valtozatossag oly hatalmas, hogy még a sok millionyi faj pontos szamat
sem ismerjiik, csak becslésekre hagyatkozhatunk. Alkalmazkodoképességiik
lehetdvé teszi az él6lényeknek, hogy minden elképzelhetd és elképzelhetetlen
¢lohelyet elfoglalhassanak. Az ¢€l6vilag jellemzd tulajdonsaga a valtozatossag,
amely két szinten nyilvanul meg. Nem csak a mas-mas ¢l6helyekhez alkalmaz-
kodott fajok kiilonboznek, hanem fajon beliil is tapasztalhatd véltozatossag, az
egyedek nem tokéletesen egyformak.

Ez még a fonalas telepszervezddéslti mikroorganizmusok populécidira is
igaz, bar az egyed meghatarozasa nehézségeket okoz. Ez a jelenség az ivaros
szaporodaskor fellépd rekombinaciora vezethetd vissza, az ivarsejtek meiotikus
osztddasakor ugyanis a két sziilobdl szarmazo géndllomanynak egy uj kombi-
néacioja keriil at az utodba. Ujabban ismertté valt, hogy genetikai kolcsonhatas
nem csak egy fajon beliil (interspecifikusan) johet 1étre, hanem paraszexualis
uton két faj kozott (intraspecifikusan) is kialakulhat, bar sokkal kisebb gyakori-
saggal.

Mind az intraspecifikus, mind az interspecifikus valtozatossag hatterében
a genetikai informaciét hordozd6 DNS megvaltozasa all. A DNS megduplazoda-
sakor bekdvetkezd modosulds (mutdcid) az egyetlen nukleotidot érintd valto-
zastol a hosszabb (akar kromoszoémaméretii) DNS-szekvencidk megvaltozasaig
terjedhet. Az ivaros és/vagy ivartalan szaporodaskor fellépd rekombinécid pe-
dig lehetévé teszi, hogy a két sziilében kiilon-kiilon meglévd tulajdonsagok
egyetlen utdédban egyesiilhessenek. Genetikai kolcsonhatas pedig nem csak egy

faj egyedei kozott jatszodhat le, hanem rokon fajok kozott is.



A genetikai valtozatossagot vizsgald kutatdsok a DNS-t kozvetleniil
elemz6 modszerek elterjedésével kaptak lendiiletet. Ilyen példaul a polimeraz-
lancreakcio (PCR'), amely lehet6vé teszi egy adott DNS-szakasz vizsgalatat
akar a PCR-termékek restrikcidés endonukleazokkal végzett hasitasa, akar koz-
vetlen szekvenciaelemzése révén. A teljes genom vizsgélatara is alkalmas a
tetszOleges bazissorrendll inditoszekvencidkkal (RAPD) végzett PCR, vagy egy
kitlintetett DN'S-szakasz jelolésén és genomon beliili hibridizaciés mintazatanak
elemzésén alapuld tgynevezett genetikai ujjlenyomat (fingerprint)- vizsgalat.

DNS-vizsgélatokkal informacidt szerezhetlink az egy populacion beliil,
illetve populaciok kozott lejatszodd genetikai folyamatokrol. Bepillantast nyer-
hetlink a fajok kozotti genetikai rokonsadg mérése révén a fajok leszarmazasi
viszonyaiba, ami forradalmasitja a rendszertani kutatdsokat.

Az intraspecifikus kolcsonhatasokbol szarmazo valtozatossagra és az eb-
b6l ado6dd gazdasagi problémdakra szamos példat ismeriink, de ezek koziil is
kiemelkedik a Phytophthora infestans. E hirhedt kérokozo, mely a XIX. sza-
zadban hatalmas burgonya- és paradicsomvész-jarvanyokat okozott Eurdpa
nyugati felén és elsésorban a Brit-szigeteken, még a torténelem alakuldsara is
hatéassal volt. A késdbbi vizsgalatok kimutattdk, hogy a korabeli jarvanyokban a
korokozd genetikai valtozatossdga nem volt jelentds. Napjainkban azonban a
Ph. infestans populécioiban jelentds valtozasok kovetkeztek be. Az egyre inten-
zivebbé valo kutatdsok eredményei alapjan a korabbi, vilagszerte elterjedt po-
pulacio szinte egyik pillanatrol a masikra atadta helyét egy joval agresszivebb
valtozatnak. A régi populacid pedig eltiint, minddssze néhany ¢l6helyen maradt
fenn.

DNS-vizsgalatok szolgéltattak bizonyitékokat a korokozok elterjedésének
¢s kialakulasanak j modjaira is. Mar régebben is felfigyeltek arra, hogy bizo-

nyos ujonnan felbukkant kérokozok, amelyeket azonban nem lehetett azonosi-

' A gyakrabban el6fordulé roviditések jegyzéke a 2. mellékletben (125. oldal) talalhaté meg.
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tani semmilyen korabban ismert fajjal sem, mar meglévd, ismert fajok tulajdon-
sadgainak kombinacidit mutattak. Ezért elképzelhetd volt, hogy 1) kérokozok
akar rokon fajok kozotti kdlesonhatasbol is keletkezhetnek hibridizacio Utjan.
Réadasul az ilyen fajhibridek némelyike még a sziiléfajokndl is agresszivebb
lehet, és ezaltal lassan kiszorithatja a sziil6ket azok eredeti ¢l6helyérdl.

A kilencvenes évek elején Nagy-Britannia déli részén a folyomenti égere-
sek jelent0s pusztulasara figyeltek fel. Az addig ismeretlen koérokozorol kide-
rilt, hogy az két Phytophthora-faj interspecifikus hibridje, amely Europa sza-

mos orszagaban, igy Magyarorszagon is jelen van.

1. 1. Célkitiizések
A Phytophthordk, mint az egyik legfontosabb ndvénykorokoz6 nemzet-

ség fajai kozott a legijabb eredmények szerint mind a fajon beliili, mind fajok
kozotti valtozékonysag jelents. Ennek a munkanak a célja ezért a Phyto-
phthora-fajok Magyarorszagon jelentkezé feno- €és genotipusos valtozékonysa-
ganak az elemzése volt.

A nagy intraspecifikus valtozékonysagarol ismert Ph. infestans kutatdsa-
nak a nemzetkdzi irodalomban régi hagyomanyai vannak, vizsgalata azonban
Magyarorszagon csak korlatozottan ment végbe. Ezért a hazai Ph. infestans-
populaciok vizsgalatakor arra kerestiik a valaszt, hogy milyen a populéci6 szer-
kezete és ez parhuzamban van-e a mas orszagokban észlelt valtozasokkal. Vizs-
géalatainkhoz a nemzetkdzi gyakorlatnak megfelelden a ,,hagyomanyos” — azaz
a parosodasi tipusra és a fungicidrezisztenciara alapuld6 morfologiai €s élettani
vizsgalatok mellett — molekularis bioldgiai modszereket (DNS-ujjlenyomat- és
izoenzimelemzést) is hasznaltunk.

Az éger ujonnan felbukkant korokozoja a magyarorszagi égeresekre is
komoly fenyegetést jelent. Ezért céljaink kozott szerepelt a korokozo hazai ége-

resekbdl valo izolalasa, valamint a begylijtott izolatumok morfoldgiai és mole-
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kularis bioldgiai modszerekkel vald elemzése, hogy megallapithassuk a ma-
gyarorszagi populaciok rendszertani helyét a nemzetségen beliil, illetve hogy a
hibrid eredetének tisztazasdhoz felhaszndlhatd genetikai markereket azonosit-

hassunk.
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2. IRODALMI ATTEKINTES

2. 1. Egy hirhedt korokozo nemzetség
A Phytophthora-nemzetséget a tobbi petesporas fajjal egyiitt Oomyceti-

dae néven a Phycomycetes-osztaly részeként soroltak be (BAnHEGYT et al. 1985).
Bar az e csoportba tartozd fajok telepszervezddésiikben a valdodi gombékra
emlékeztetnek, az ostoros sejtekkel torténd szaporodasuk, a sejtfalukat alkoto
B-gliikanok (celluloz és B-(1-3)-B-(1-6)-gliikanok), fejlett endoplazmatikus
membranrendszeriik ¢és diktioszomaik miatt szdmos tulajdonsagban kii-
16nboznek is toliikk. Fontos eltérés, hogy a gombak orszaganak tagjaival ellen-
tétben ezek a szervezetek valaszfal (szeptum) nélkiili hifaikban diploid sejtma-
got tartalmaznak (Sansome 1961 és 1963, Brasier €s Sansome 1975). A te-
lepszervezddésbeli és genetikai kiillonbségek mellett biokémiai sajatsagaikban
is tavol allnak a valodi gombaktol igy tartaléktapanyaguk (glikogén helyett [3-
(1-3)-gliikédn), de akar a szterolvegyiiletek szintézisének hidnya alapjan is
nagyon hasonlitanak egyes 0si algacsoportokhoz. Valdszinilileg e biokémiai
sajatsdgoknak tulajdonithatd, hogy a valdédi gombak ellen hatasos fungicidek
altaladban nem hatnak rajuk, illetve az elleniik hatasos fungicidek sem
hasznalhatok a valédi gombdk ellen. A 18S rRNS génjének vizsgalata
megerdsitette, hogy a barnamoszatokkal (Phacophyta) és sargasmoszatokkal
(Chrysophyta) lényegesen nagyobb hasonlosagot mutatnak, mint a valodi
gombakkal. Ennek alapjdan a petespords gombak is Oomycota-torzsként
mindezen szervezetekkel egyiitt a legljabb rendszertanban a Chromista-

orszagba keriiltek (Hawksworta et al. 1995). Money (1998) meghatarozasa,
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hogy az adszorpcids taplalékfelvételi, cstcsiranyt hifandvekedésli és sporas
szaporodasu szervezetek gombanak nevezhetdk, igaz a petesporas szervezetekre
is. Emellett ezek az éldlények sokszor szolgéltak modellként a valédi gombak
jobb megismeréséhez is. Mindenesetre e szervezetek nem tagjai a gombak
monofiletikus orszaganak. Legcélszerlibb elnevezésiik tehat a gombaszerii
szervezet.

Az Oomycota-torzs, illetve annak egyetlen osztalya, az Oomycetes
(HawksworTH et al. 1995) tagja néhany kisebb jelentségli taxon mellett a
Saprolegniales-rend szaprotrof €s parazita fajokat egyarant tartalmazo csoportja
¢s a Peronosporales-rendben a sz6l0 peronoszporas betegségét okozo Plasmo-
para viticola szamos mas ndvény peronoszporajaval egyiitt. Az egyik legna-
gyobb jelentdségii rend a Pythiales, ennek két fontos nemzetsége a Pythium és a
Phytophthora. Ujabb, riboszomalis DNS-szekvencia-elemzések alapjan azon-
ban a Phytophthora-nemzetség a peronoszpdorakhoz joval kozelebb all, mint a
Pythiumokhoz (Petersen és RosenpanL 2000). Ujabb attekintést Dick (2000)
adott a rokonsagi kor rendszertanarol. A Phytophthora-nemzetségben napjaink-
ig mintegy 60 fajt tartottunk szamon, amelyek szdmtalan gazdandvényt képesek
megbetegiteni (ErwiN és RiBeEiro 1996). Az utdbbi években azonban jonéhany 1j
fajt azonositottak, egyebek mellett mérsekelt égovi erdei 6koszisztémakbol is 6t
Uj fajt irtak le néhany év alatt (ILieva et al. 1998, Juna et al. 1999, 2002 és 2003,
WERRES et al. 2001, Frier et al. 2002, Brasier et al. 2003).

Bar novényi szovetben élnek, kitartoképleteik — oosporak, illetve ivarta-
lan uton keletkezd klamidospérak — révén évekig képesek a talajban fertézoke-
pes allapotban fennmaradni, és kedvezd koriilmények kozott kicsirazni. Egy
vegetacios iddszakban azonban a gyorsan terjedd jarvanyokért az ivartalan uton
keletkezd kétostoros rajzosporak feleldsek, melyek a ndvények levelén, vagy a

talaj részecskéi kozott kialakult folyadékfilmben mozogva talaljak meg a gaz-
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dandvény fertdzésekkel szemben fogékonyabb pontjait, a gazcserenyilasokat,
sebzéseket.

Ivaros szaporodédsuk oosporakkal (petesporakkal) torténik, amelyek ho-
motallikus fajokban (ilyen a Ph. fragariae, illetve a hazankban is ¢l6 Ph. quer-
cina vagy Ph. sojae) egy telepen beliil keletkeznek. Ezzel ellentétben a hetero-
tallikus fajok (példaul Ph. cambivora, Ph. infestans és Ph. cryptogea) csak két
ellentétes parosodasi tipusu (Al és A2) telep kolcsonhatasakor képeznek
00sporat.

Jollehet a legtobb fitoftora szaporoddsa vizhez kotott, mint példaul a nem
levald sporangiumot képezd Ph. cambivoraé, de a nemzetségben vannak a le-
vegbdben terjedéshez adaptalddott fajok is, amelyeknek sporangiuma konnyen
letorik a tartojarol, €s a széllel messzire sodrodik, ilyen a Ph. infestans is. A
sporangiumok ¢és a benniik ivartalan uton keletkezd kétostoros rajzosporak
(zoosporak) lehetévé teszik, hogy a kérokozd egy vegetacios iddszak alatt rob-
banasszertien elszaporodhasson.

A Phytophthora-nemzetség fajai kozott egyarant talalunk sokgazdas kor-
okozodkat, példaul a Ph. cinnamomit, a Ph. nicotianaet, vagy a fas novényeket
betegité Ph. cambivorat. Emellett azonban vannak a nemzetségnek egyetlen
gazdanOvényfajra (esetleg -nemzetségre vagy -csalddra) specializalodott tagjai
is. A Ph. mirabilis csak a Mirabilis jalapan él, mig a Ph. infestans vagy a
Ph. fragariae a Solanaceae-csalad, illetve a Rosaceae-csalad egyes fajait bete-

giti meg.

2. 2. A Phytophthora infestans

Talan nincs is még egy olyan kérokozo, amely hasonldan stlyos jarva-
nyokat okozott, mint a Phytophthora infestans (Mont.) de Bary. frorszagban a
XIX. szazad kézepén robbanasszeriien szétterjedve szinte a teljes burgonyater-

mést megsemmisitette. A korokozd még a torténelem alakuldsdra is hatéssal
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volt, hiszen a jarvanyt kovetd ¢hinség mintegy egymillié ember halalat okozta
¢s koriilbeliil kétmillidan vandoroltak ki az orszagbdl. A természeti csapashoz
hasonlatos jarvany 150. évforduldja koriil megszaporodtak a csak a Ph. infes-
tansszal foglalkozd nagyobb konferencidk, amelyeken dsszefoglaltdk a koroko-
z6rol Osszegytilt addigi ismereteinket (Lucas et al. 1991, Dowtey et al. 1995),
hogy megértve a kérokozd bioldgiajat eldsegitsék a jovoben az ellene vald mi-
nél hatékonyabb és kornyezetkiméldbb védekezést.

A kor tlinetei rendkiviil feltlindek. A fertdzést eldsegitd hiivos, csapadé-
kos iddjaras esetén a korokozd jarvanyszeriien léphet fel. A sporangiumok a
légaramlatokkal keriilnek a novény felszinére, ott rajzéspoéraval kozvetetten,
vagy csiratomldével kozvetleniil csiraznak, €s a sztdmakon keresztiil hatolnak be
a novénybe. A hifak eldrasztjdk a novény sejtkdzotti jaratait, hausztériumokkal
pedig benyomulnak a sejtekbe is. Ekkor a leveleken mar feltiind, gyorsan bar-
nuld, vizzel atitatott foltok keletkeznek (1. dbra). A levél fondkan a gazcsere-
nyilasokon at felszinre bukkan6 sporangiumtartékrol a sz€l a tovabbi fert6zés-
hez messzire sodorhatja a sporangiumokat, amelyek nedves névényi felszinen,
vagy vizzel telitett talajon csirdzva a novény fold feletti szervei mellett a no-
vény gumojat, gyokerét is képesek megtamadni. A fertdzott gumoé kemény ma-
rad ¢és kettévagva gesztenyebarna foltokat mutat, majd a foltok Osszeérésével
elrothad (szérazrothadds). A Solanum-fajok mellett a Ph. infestans a paradi-
csomnak is minden szervét képes megtamadni, a termés még éretlen, zold alla-
potban a burgonyagumohoz hasonl6 szarazrothadasos tiineteket mutat. A kor-
okozo6 fold ala keriilt ndvényi maradvanyokon vegetativan attelelhet. Hetero-
tallikus faj 1évén a Ph. infestans csak bizonyos feltételek megléte esetén képes
petesporakat 1étrehozni, de ha az ehhez sziikséges két parosodasi tipus egy 1dd-
ben és helyen jelen van, a keletkezd petesporakkal a korokozo attelelési esélyei
jelentdsen megndnek. Raadasul petesporai révén a koérokozo évekig fert6zo-

képes allapotban maradhat fenn a talajban.
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A Ph. infestans vildgszerte nagy feno- és genotipusos valtozatossagot
mutat ¢€s kutatasanak a faj jelentéségének megfelelden szertedgazd és gazdag
multja van.

2. 2. 1. A Phytophthora infestans valtozatossaga

2. 2. 1. 1. Fenotipusos valtozatossag

Egy faj vagy egy populacio genetikai valtozatossaganak mérésére tobb
lehetdség is van, ezek koziil szamosat a Ph. infestans populacidinak elemzésére
is fel lehet hasznalni. Legegyszerlibben a fenotipusban kozvetleniil megmutat-
kozo bélyegek elemezheték. Mivel a Phytophthora-fajok egyszerii telepszerve-
z6dése nem teszi lehetdvé szamos anatomiai bélyeg elkiilonitését, a fenotipusos
tulajdonsagok csak korlatozottan hasznalhatok. Leginformativabbak a péroso-
dasi tipus, a fungicidekkel szembeni érzékenység €s a virulencia.

A Ph. infestans heterotallikus faj, azaz ivaros uton keletkezd oospdrak
(1. abra D és E) kialakulasahoz két, ellentétes parosodasi tipusu telep (Al és
A2) egyidejli jelenléte sziikséges. Egy ismeretlen izolatum parosodasi tipusanak
meghatarozasdhoz azt torzstenyészetekbdl szarmazod ismert parosodasi tipusu
torzsekkel kell egy Petri-csészében kdzosen tenyészteni. Aszerint, hogy az is-
meretlen izoldtum az A1 vagy az A2 parosodasi tipusu torzzsel képez oosporat
az izolatum parosodasi tipusa meghatarozhat6 (A2 vagy Al).

Oomycetes-osztalyba tartoz6 gombdk ellen gyakran alkalmazott sziszte-
mikus fungicidcsalad a fenil-amidok, koziiliik az egyik legelterjedtebb a meta-
laxil, amely hatdsdt az RNS-polimeraz gatlasan keresztiil fejti ki (Fisuer és
Haves 1982). Mivel a fungicid hatasat csokkentheti az ellene kialakul6 rezisz-
tencia, fontos a rezisztencia kialakuldsanak megeldzése. Ezért széleskoriien
alkalmaznak metalaxilérzékenységi vizsgalatokat. A fungicidre adott valasz
alapjan megkiilonboztetnek rezisztens, érzékeny valamint atmeneti érzékeny-
ségi kategoriat, de az egyes kategoridkhoz tartozd koncentracidk rendkiviil

valtozatosak. Az in vitro fungicid-rezisztencia vizsgalatoknal a metalaxil kon-
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centracidja a Ph. megasperma ellen hatdsosnak bizonyuld 5 és 100 ppm kozotti
tartomanyban mozog (Davipse et al. 1984), de mas szerzok valtozatos koncent-
raciokat és érzékenységi kategoriakat hasznalnak, ezért az eredményeket nehéz
Osszevetni (TuerriEN et al. 1993, Eransky et al. 2001, Cooke et al. 2003).
Magyarorszagon eddig a DacGerr et al. (1993) és Kon et al. (1994) altal leirt 5
¢s 100 ppm koncentraciot hasznaltdk a metalaxil-érzékenység vizsgéalatara (Ba-
konyI et al. 2002b, Nacy et al. 2003a).

Mar Giopings €s Berg (1919) is megfigyelte, hogy a Ph. infestans bur-
gonyarol és paradicsomrol izolalt tdrzseinek aggresszivitasa eltérd a kiilonbozo
gazdandvényeken. A paradicsomrol szdrmazok agresszivek burgonyan is, vi-
szont a burgonyardl szarmazok kevésbé betegitik a paradicsomot. Késobb spe-
cializalt rasszok jelenlétét is kimutattdk és ezt a jelenséget a korokozoban meg-
talalhato eltérd virulenciafaktorok jelenlétére vezették vissza. A Ph. infestans
ellen ma mar tobb mint 11 rezisztenciagén ismert elsdsorban a Solanum
demissumbdl, de mas fajokbol, példaul a S. stoloniferumbdl is. Ezek a nemesi-
tés soran bekeriiltek a termesztett burgonyaba is, de idokézben a Ph. infestans-
nak is ugyanannyi virulenciafaktora valt ismertté (NEDERHAUSER 1991). A
virulenciafaktorok (vagyis a rasszkarakter) meghatdrozdsdhoz a rezisztencia-
géneket egyenként tartalmazd tesztndvénysorozat mesterséges fertdzésére van
sziikség (Ersex és Bakonyl 1997). A vizsgalt izolatum rasszkarakterét azon
rezisztenciagének felsorolasa adja meg, amelyek hatastalanok az adott izola-
tummal szemben. Igy példaul az R1, R2 és R3 rezisztenciagének hatasat
egyarant letorni képes torzset 1.2.3-as rasszként azonositjuk.

2. 2. 1. 2. Genotipusos valtozatossdag

A fenotipusos markerek azonban nem megfeleléek a genom kozvetlen
vizsgalatara, erre a genetikai markerek a legalkalmasabbak. Szamos genetikai
markerrendszert fejlesztettek ki, amelyek jol hasznalhatok a fitoftorak vizsga-

latara is. A DNS-elemzésen alapuld modszerek eldtt kiterjedten hasznaltdk az
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izoenzimek (réviden izozimek) variabilitasanak vizsgélatat. A modszer enzimek
egyedenként kiilonboz6 allélvaltozatainak azonositasan alapul. A felhasznalt
enzim altaldban valamilyen alapanyagcsere-folyamat egyik 1€pését katalizalja,
ezért az enzim szerkezete az egyedek nagy részében alapvetdéen nem valtozik
meg, de egyedi eltérések kialakulhatnak. Ha az enzimet egy organizmusban
tobb kiilonbozo allél kodolja, a megvaltozé aminosavsorrend miatt — ha a ko-
zegben a pH alland6 — az enzim feliileti toltése megvaltozik. Ez a valtozas kihat
az enzim elektromos térbeni vandorlasi sebességére is, igy az izozimek
elektroforézissel szétvalaszthatok. Az egyes izozimek megkiilonboztetésére az
egymashoz viszonyitott relativ futasi tdvolsagukat hasznaljak. A leggyakoribb
valtozatot 100-nak tekintve a tobbi izozimvaltozat ehhez képest 83, 96 vagy
akar 120%-os tavolsagig is elfuthat, ezaltal harom uj allélt kiilonboztetve meg.

A Ph. infestans vizsgalatdhoz Toorey et al. (1985) a gliikkdz-6-foszfat-
izomerdz (Gpi) és a glicil-leucin-peptidaz (Pep) enzimeket taldltak a legmegfe-
lelobbnek. Ebben a fajban mindkét enzim dimerikus, azaz az enzim aktiv for-
majaban két alegységbdl épiil fel (Toorey et al. 1985). Homozigdta esetben a
két homoldg kromoszéma ugyanolyan polipeptidlancot kodol, ezért a gélen
egyetlen sav jelenik meg. Ha az izolatum heterozigdta, akkor haromféle enzim-
forma keletkezik 1:2:1 aranyban. Kétféle — azonos polipeptidlancokbdl felépiild
— homodimer eltérd elektroforetikus mobilitassal és egyféle heterodimer, amely
kétszeres intenzitassal a két homodimer valtozat kozott jelenik meg a gélen
(Goopwin et al. 1995). Az izozimek vizsgalata betekintést nyjt a populacid
diverzitasdba (SeieLman et al. 1991, Suikowskr et al. 1994), mert kozvetleniil
lehetdvée teszi allélok azonositasat és gyakorisaguk megvaltozdsanak kovetését.
Az izozimelemzés akkor valt igazdn elterjedtté, amikor megjelentek az eldre
ontott celluloz-acetat-géleket hasznalo eljarasok (Goopwin et al. 1995).

Cookke ¢és Lees (2004) foglaltak 6ssze a Ph. infestans populacidgenetikai

elemzésére eddig hasznalt markereket, és szerintiikk populacidogenetikai vizsga-
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latokra azok az idealis markerek, amelyekkel nagy szamt mintat fel lehet dol-
gozni, és egyidejlileg elég rugalmasak ahhoz, hogy ne igényeljék tiszta teny¢-
szetek létrehozasat. 1zozimvizsgalatokat viszont csak tiszta tenyészetbdl kivont
anyaggal lehet végezni. Ezzel szemben a DNS-vizsgalatokban nincsenek ilyen
nehézségek. Polimeraz-lancreakcioval (PCR) példaul lehetséges tobb mint szdz
éves herbariumi anyagok felhasznalésa is (Ristamo et al. 2001, May €s Ristamo
2004).

A Ph. infestans genomjaban mérsékelt gyakorisdggal ismétlédod, 1,2 kb
hosszusdgi DNS-szekvencia (RG57 proba) hasznalhatd genetikai ujjlenyomat
(fingerprint) készitésére, ha az egyed teljes genomi DNS-ét EcoRI restrikcids
enzimmel val6 hasitas utan ezzel a probaval hibridizaltatjuk, és a hibridizacios
szakaszokat azonositjuk. Az RG57 proba 25 eltér6 méretii DNS-szakaszhoz
hibridizaltathato, méretiik 1,2 és 18 kb kozott van. A keletkezd mintazat ivarta-
lan klonok egyedeiben alig mutat kiilonbséget; a valtozatos kombinacidk azon-
ban ivaros szaporodast sejtetnek. Keresztezésekben a 25 savbol két par
szorosan kapcsoltnak mutatkozott, a tobbi fiiggetlenlil rekombinalddott
(Goopwiv et al. 1992a). Bar a hibridizaciés membranon a jel eréssége utal a
minta heterozigoéta vagy homozigota voltara (Goopwin et al. 1992a), ezt az
intenzitaskiilonbséget sok mas kisérleti koriilmény is befolyasolhatja, tehat a két
homolég kromoszéma azonos lokuszainak egyiittes vizsgalatara nincs
lehetéség. Eppen ezért a szakirodalomban elterjedt RG57 genotipus helyett
pontosabb RG57 fenotipusrdl beszélni. Ezek ellenére a modszert széles kdrben
alkalmazzak, ¢és foleg a klonalisan szaporodd torzsek azonositasdban
hasznalhato fel eredményesen (Goopwin et al. 1992b, DrentH et al. 1993, Ko et
al. 1994, Suikowskr et al. 1994, LesreToN és Anprivon 1998, BrurBERG et al.
1999, Jamnme-Garcia et al. 2000, Zwanknuizen et al. 2000, ELansky et al. 2001,
McLEkop et al. 2001, Bakonyr et al. 2002a és 2002b, Nacy et al. 2003a, Reis et al.
2003, Apter et al. 2004). Az RG57 ujjlenyomatok elemzésének hatranya, hogy

22



tiszta tenyészetbdl szarmazo nagy mennyiségili és nagy tisztasagh DNS-re van
szlikség. A Forses et al. (1998) altal létrehozott elsé vilagméretii adatbazis is
féleg RG57 adatokra épiil.

A mitokondridlis genom egysziilds 6roklédésti, ezért alkalmas a leszar-
mazasi vonalak megallapitasara. A Ph. infestans teljes mitokondridlis
genomjanak szekvenciaanalizise utdn Carter et al. (1990) a restrikcids sza-
kaszhosszak polimorfizmusanak (RFLP) elemzésével négy mitokondrialis
haplotipust kiilonitettek el (Ia, Ib, Ila és IIb). Ennek a munkanak a folytatasa-
ként GrirritH és SHaw (1998) a mitokondridlis genom szekvencidjanak isme-
retében polimeraz-lancreakcidhoz terveztek inditészekvencidkat a négy haplo-
tipus elkiilonitésére. Ezek k6zott a mitokondridlis genom két szakaszanak (az
1070 bp hossza P2 és a 964 bp hosszu P4) polimerdz-lancreakcioval vald
felszaporitasa utdn restrikcidés endonukledzok segitségével lehet kiillonbséget
tenni. Carter és munkatarsainak munkdjaval parhuzamosan Goopwin (1991)
koréabbi restrikcios térképek felhasznéalasaval egy masik rendszert is megalko-
tott a mitokondrialis DNS-haplotipusok elkiilonitésére. A Goodwin altal meg-
kiilonboztetett négyféle mitokondridlis haplotipus, valamint a Kon et al. (1994)
altal ezek mellett felfedezett tovabbi ketté azonban nem egyértelmiien feleltet-
heté meg a Carter és munkatarsai altal alkotott rendszernek (Gavino €s Fry
2002).

Ujabban mikroszatellitek (SSR) elemzését is felhasznaljék a Ph. infestans
populacidinak elemzésére. A mikroszatellitek altalaban 1-6 bazisparnyi DNS-
mintazatok 10-20-szoros ismétlddései a genomban (Li et al. 2002). Valtozé-
konysaguk az ismétlddések szamaban nyilvanul meg, igy egy-egy mikroszatel-
lit lokuszon igen nagymértékii, allelikusan 6rokl6dd valtozékonysag alakulhat
ki. Mivel az eukaridta sejtek genomjaban nagy mennyiségben és egyenletesen
elszorva talalhatok, kivald genetikai markerek lehetnek. Mikroszatellitek

azonositdsdban nagy segitséget jelent, ha mar eldzetesen rendelkezésre allnak
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DNS-szekvencia adatok. Mivel a Ph. infestans genomjabol tobb szekvencia is
ismert, néhany kutatocsoport ezek segitségével fejlesztett mikroszatellit-
markereket haszndl a Ph. infestans-populacido elemzésére (Knapova és Gisi
2002, Cooke és Lees 2004). Bar a mikroszatellit-elemzés a markerek koltséges
kifejlesztése és a nagy eszkdzigény miatt nehézkesnek és draganak tlinik, rovid
1d6 alatt lehetdvé teszi sok marker elemzését sok mintaban. Rdadésul a diploid
organizmusokban mindkét allél azonositdsa lehetévé valik, igy az RGS57
mintazat elemzésével ellentétben alkalmas populdcidgenetikai szamitasokhoz
is. Varhato, hogy a jovében nem csak a Ph. infestans esetében, hanem mas
organizmusokban is a mikroszatellitek vizsgalata lesz az egyik
legdinamikusabban fejlddo tertilet.

Természetesen a legteljesebb genetikai informacidt a szekvenciaelemzé-
sek nyujtjak, ezzel egy bazisparnyi eltérések is azonosithatokkd vélnak a
genomban, de ilyen vizsgalatokat a Ph. infestans populdcidinak elemzésére
egyeldre nem végeznek.

2. 2. 2. Kortorténeti és torténelmi el6zmények

NieperHAUSER  (1991) szerint e heterotallikus korokozo génkdzpontja
Kozép-Mexiko, mert itt a legnagyobb a faj genetikai valtozékonysaga, feltehe-
téen az ivaros szaporodashoz sziikséges két parosodasi tipus egylittes jelenléte
miatt. Niederhauser elfogadja Vavilovnak azt az elméletét, hogy a korokozok és
a gazdandvényeik koevolucidja sordn alakulnak ki rezisztenciagének és az
azokkal szemben hatasos virulenciafaktorok is; nem véletlen tehat, hogy a ko-
zép-mexikodi Solanum-populaciok mutatjdk a legnagyobb rezisztenciagén-gaz-
dagsagot is.

A Ph. infestans legelszor 1843-ban bukkant fel az Egyesiilt Allamokban,
Philadelphia kérnyékén (Bourke 1964 és 1991, Peterson et al. 1992). Két évvel
késdbb mar Eurdpaban is megjelent és rendkiviil gyorsan meghdditotta U

¢l6helyét. Felbukkanasa utan a Ph. infestans nagyon gyorsan szétterjedt Eurdpa
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burgonyatermd vidékein, mivel az akkoriban termesztett burgonyafajtak mind
fogékonyak voltak az 1j korokozora. A legnagyobb pusztitist azonban fror-
szagban végezte katasztofalis termésveszteséget okozva. Herbariumi adatok
szerint a Ph. infestans a XIX. szdzad utols6 harmadaban mar Magyarorszagon
is ismert volt, Eperjesen diszndvényként termesztett Solanum-fajokon talaltak
meg, de a burgonyan Scuierszky (1928) szerint mar 1847-ben megjelent
hazankban. A Ph. infestans terjedése megallithatatlannak bizonyult és néhany
¢év alatt minden olyan teriileten megjelent, ahol burgonyat termesztettek.

2. 2. 3. Vialtozatossag az ivartalanul szaporodo6 populaciokban

SeieLman et al. (1991) koriilbeliil 400, elsésorban Eurdpabol szdrmazéd
Ph. infestans-izolatumot elemzett, jelentdés szamu €szak-amerikai, perui és ja-
pan mintaval kiegészitve. Eredményeik alapjan az izoldtumok két csoportba so-
rolhatok. Azokon a teriileteken, ahol csak az Al péarosodasi tipusu izolatumok
voltak jelen, a populacio genetikailag rendkiviil egységes volt. Megallapitottak,
hogy valamennyi izolatumot a 86/100-as Gpi ¢és a 92/100-as Pep genotipus jel-
lemzi. Ellenben azokon a teriileteken — els@sorban Lengyelorszagban és Hol-
landiaban —, ahol mindkét parosodasi tipus egyiittesen fordult eld, 0j izozim-
allélokat azonositottak mind a Gpi, mind a Pep lokuszon. A két populacié id6-
ben is ¢élesen elkiiloniilt egymastol, 1980 eldétt sehonnan sem lehetett a két paro-
sodési tipust egyarant tartalmazd, valtozatos izozimmintazati izoldtumokat
azonositani. Az RG57 mintazatok eredményei ezzel egybevagtak. Jorészt a
nyolcvanas évek elejérol és 6t vilagrész husz orszagabol szarmazo mintegy két-
szaz 1zolatum kozott egyetlen klonvonal és néhany valtozata dominalt (GoopwiN
et al. 1994).

A korokozo terjedésére sziiletett elmélet szerint a Ph. infestans szétterje-
dése a vilagon tobb szakaszra oszthat6é (Fry et al. 1993, Goobwin 1997). Elsd
1épésként néhany gumo keriilt ki Mexikobol és ez okozta az elsd jarvanyt az

Egyesiilt Allamokban 1843-ban. A korokozoé innen keriilhetett at Eurépaba
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1845 koriil, majd a vilag tobbi részére az eurdpai burgonyaszallitmanyokkal
jutott el, mert abban az id6ben a vetdgumo legnagyobb részét Europaban ter-
melték.

GoopwiN (1997) szerint a Ph. infestans genetikai valtozékonysaga a ter-
jedéssel parhuzamosan tobb 1épcsdben lesziikiilt. A mexikoi populdcionak eleve
csak egy korlatozott része keriilt az Egyesiilt Allamokba. Ennek az amerikai
populacionak egy része jutott tovabb frorszagba, majd terjedt szét a vilagon,
amit alatamaszt a korokozo populacioinak nagyobb diverzitasa az Egyesiilt Al-
lamokban, mint a vildg tobbi részén (Goopwin et al. 1994). Ezzel magyarazhato,
hogy tobb mint szaz éven at minddssze néhany klonalisan szaporod6 genotipus
(US-1 jela és néhany valtozata) képviselte a korokozo populécioit.

Annak valdsziniisége azonban, hogy csak egyetlen torzs keriiljon az
Egyesiilt Allamokba és onnan Eurdpéba, Axprivon (1996) szerint nagyon kicsi.
Javaslata szerint a jarvany forrasat Dél-Amerikaban kellene keresni, ahol egy
kisebb valtozatossagi populaciobdl keriilt ki a vilagméretli jarvany elinditdja.
Ecuadorban a burgonya fogyasztdsdnak torténelmi hagyomdnyai is vannak —
ellentétben Kozép-Amerikdval — és oda konnyebben eljuthatott a kérokozd
természetes Uton, vagy emberi kozvetitéssel. Ennek ellenére kétségtelen, hogy a
Ph. infestans géncentruma Kozép-Mexiko. Barhol legyen is azonban a jarvany
kiindul6é forrdsa, genetikai vizsgdlatok is megerdsitik, hogy ezt a populéciot
minddssze egy-két torzs alkotta nagyon korlatozott genetikai variancidval (Fry
et al. 1993, Goopwin et al. 1994).

2. 2. 4. Ivarosan szaporodé populiaciok valtozatossaga

Smoor et al. (1958) Egyesiilt Allamokbol és Mexikébol szarmazoé
Ph. infestans-izolatumok laboratoriumi keresztezésénél oosporaképzddést fi-
gyeltek meg. (Ugyandk emlitik meg azt is, hogy az els6 adat a Ph. infestans
0osporairdl majdnem egy évszazaddal korabbrol W. G. Smith-tdl szarmazik, a

Gardeners’ Chronicle 4. évfolyamabol, 1875-b6l.) GaLLecLy €s Garinpo (1958)
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pedig Mexikoban a burgonya levelén szabad természetben is oosporaképzddést
figyeltek meg, gumoban azonban ugyanezt csak évtizedekkel késobb sikeriilt
(FernANDEZ-Pavia et al. 2002). Az oospéraképzéshez (ivaros szaporoddshoz)
sziikséges két (Al és A2) parosodasi tipust képviseld torzsek egylittesen
azonban sokaig csak ebbdl az orszagbol voltak ismertek. Mexikon kiviil csak az
Al parosodasi tipusu torzsek voltak jelen, az A2-es tipust el6szor 1984-ben
talaltdk meg Svéjcban (HoHL €s IseLiv 1984).

Ekkorra tehetd olyan 1) populacidok robbandsszerili elterjedése vilagszerte,
amelyek mar mindkét parosodasi tipust tartalmaztak, igy képesek voltak a talaj-
ban is attelelni oosporaik révén, rdadasul nagyobb aggresszivitasuk és
fungicidrezisztencidjuk miatt azota folyamatosan veszélyeztetik a burgonyater-
mesztés sikerét. Az 0j torzsek elterjedésének modjara tobb elmélet sziiletett, de
a legtobb adat az ¢shazabol kiinduld masodik migraciot timasztja ald (GoopwiN
¢és Drenta 1997). Az 1j populaciok a korabbival ellentétben komplex
virulenciajuak, azaz egyszerre tobb rezisztenciagén letdrésére is képesek (Ersex
és Bakonyr 1997).

A kilencvenes években végzett felmérések alapjan a Mexikobdl még a
XIX. szazadban elszabadult, igynevezett régi populacié erdteljesen visszaszo-
rult, és 1) populdcioknak adta &t a helyét (Goopwmw 1997). A vizsgalt
izolatumok genetikai valtozatossaga izozim- és RG57-mintazatok alapjan sok-
kal nagyobb volt, mint amit kordbban tapasztaltak és szamtalan, kordbban meg
nem figyelt 4 genotipust irtak le. Emellett ezek kozott az 01 torzsek kozott mar
mindkét parosodasi tipus eldfordult (Mosa et al. 1993, Suikowskr et al. 1994,
LesretoN €s ANDrivON 1998, Zwankruizen et al. 2000, Knarova és Gist 2002,
Day et al. 2004). A legtobb teriileten az uj torzsek teljesen kiszoritottak a
régieket, amelyek minddssze néhany helyen maradtak fenn, igy Délkelet-Azsi-
aban (Kon et al. 1994) és Dél-Afrikaban (McLkeop et al. 2001) valamint para-
dicsomon Brazilidban (Reis et al. 2003). Nepalban ellenben egyiitt ¢l a régi és
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az 1j populacido (Gumire et al. 2003). Ecuadorban szintén nyoma veszett a
valtozatossagli 1) torzsek megjelenése helyett ott egy madsik, a régi popu-
lacidohoz hasonlé modon szintén klonalisan szaporod6 valtozat (EC-1) valt ural-
kodéva (ErseLius et al. 2000).

2. 2. 5. Melyik Phytophthora infestans-torzs okozta az irorszagi

jarvanyt?

Amerikai kutatok legijabb eredményei ellentmondanak a kordbban felté-
telezett elméletnek a Ph. infestans elterjedésérdl. Ristaino és munkatarsai
ugyanis herbariumi anyagok vizsgalata soran oospodrakat fedeztek fel a XX. sz.
elejérdl az Egyesiilt Allamokbol szarmazé burgonyalevelekben. PCR-vizsgéla-
tok alapjan az oosporak Ph. infestansnak bizonyultak (Ristamo 1998, Ristamo
et al. 2001). Mexikén kiviil nem ismeriink 1980 el6tti, A2-es parosodasi tipusu
izolatumot, de Ristaino eredményei alapjan megddlhet az a korabban széles
korben elfogadott nézet, hogy a korokozd a nyolcvanas évek elejéig Mexikon
kiviil csak ivartalanul szaporodott (Fry et al. 1993, Goopwin 1997). Igaz ugyan,
hogy oospoérak ritkdn onmegtermékenyités utjan is kialakulhatnak (Smart et al.
1998), de a régi mintakbdl polimeraz lancreakcidoval a mitokondrialis DNS Ia
haplotipusu valtozatat mutattak ki, a ,,régi” populéaciora jellemzé Ib haplotipust
csak Dél-Amerikai mintdkban talaltdk meg (Ristamo 2002, May és Ristamo
2004). Ezen 0 eredmények rairanyitjak a figyelmet a herbariumok fontossagara
a kortorténeti kutatasokban, és az ezekben felhalmozott adatok felhasznalasaval
varhatéoan 1) elméletek sziiletnek az irorszagi burgonyavészt okozd Ph.
infestans-torzsek eredetére is (Hawksworth 2001).

2. 2. 6. A Phytophthora infestans Magyarorszagon

A Ph. infestans magyarorszagi populacioira vonatkoz6 adatok egészen a
kozelmultig hianyosak voltak. Dél-Dunantili izoldtumok rasszkarakterének

vizsgalata alapjan a hatvanas években hazdnkban csak a régi populacidhoz tar-
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tozd négy, egyszerli virulenciaspektrumu torzs fordult el6 (Mupica 1965). Az
A2 pérosodasi tipust hazdnkban 1996-ban izolaltdk, de feltételezhetben mar
néhany évvel koribban megjelent (Bakonyr és Ersex 1997a és 1997b). Ezt
kovetden tobb, szélesebb korli gylijtdbmunka soran Bakonyr et al. (1998 és
2002b), illetve Nacy et al. (2003a) majd Som et al. (2004) feno- és genotipusos
(parosodasi tipus, metalaxil-érzékenység, Gpi és Pep genotipusok, RG57-
fingerprint és mitokondrialis haplotipus) markereket hasznalva elemezték a
hazai Ph. infestans-populaciot. Osszesen 63 izolatum vizsgélata soran a régi,
klonélisan szaporodd populaciora jellemzé Pep 92-es és Gpi 86-os allél nem
fordult el6. Az RG57-mintazatok kozott szamtalan 11j genotipus jelent meg, és a
feltart mitokondridlis haplotipusok (Ia és I1a) is az ) populéciora voltak jellem-
z6ek. Ezek az eredmények mar sejttették, hogy a vilagméretli valtozasok Ma-
gyarorszagot sem keriilték el. Ezt megerdsitették Bonar et al. (1999) eredmé-
nyei is, akik szamos izolatum rasszkarakterét elemezve esetenként nyolc

virulenciafaktort is tartalmazo, 0sszetett torzseket irtak le.

2. 3. Természetben eléfordulo hibrid eredetii mikroorganizmusok

Egy szervezet hibrid eredetét bizonyitani morfologiai bélyegek alapjan
nem konnyti. Ha felmeriil a gyanu, hogy egy faj atmeneti tulajdonsagai esetleg
interspecifikus genetikai kolcsonhatas eredményei lehetnek, akkor a szdba jo-
het6 sziilofajokkal végzett keresztezési kisérletek alatamaszthatjdk az elméletet.
Novénykorokozo mikroorganizmusok esetében azonban az ilyen kisérletek ki-
vitelezése nem vart nehézségeket eredményezhet. Az elmult két évtizedben
mindenesetre tobb fajjal kapcsolatban is felmeriilt a gyanu, hogy létik
interspecifikus kolcsonhatas eredménye lehet (Brasier 2000).

Két Ophiostoma-faj, az O. ulmi és az O. novo-ulmi is ismert, amely a szil-
fan okoz sulyos karokat. Talaltak azonban néhany olyan izolatumot, amelyek

¢lettani és kortani tulajdonsagaikban meglepden hasonlitottak a két faj laborato-
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riumban mesterségesen eldallitott hibridjére, hibrid voltukat Brasier et al.
(1998) bizonyitottak be.

A Tilletia caries és T. controversa koliszogfajokkal egylittesen fert6zott
blzén a teliosporak csirdzasi dinamikdjaban és a cikloheximid-érzékenységben
atmeneti tipusok is megjelentek (Tra és Mirs 1990). Ezt a szerzok sikeres
hibridizaciés eseménynek mindsitették, jollehet RusseL és MirLs (1993 és 1994)
kariotipus-elemzés alapjan a két fajt mar egyetlennek tekinti, ezért le-
szarmazottjuk hibrid volta is kérdésessé valt.

A molekularis biologiai modszerek széles korii elterjedésével tobb orga-
nizmusrél mar bizonyitani is lehetett a hibrid eredetet. Ilyen a Melampsora
medusae-populina, amelyben az uredospdrak mintdzata, alakja és mérete sok
atmeneti értéket mutat a M. larici-populina és a M. medusae hasonl6 tulajdon-
sagaival (Spiers és Hopcrorr 1994). A M. X columbiana nyarfarozsda hibrid
uredospérainak mérete, tiiskézettségének stirlisége és mintazata, valamint ITS-
szekvenciaja is a M. occidentalis és a M. medusae kozotti atmenetnek bizo-
nyult. Raadasul ez az utébbi hibrid agresszivebbnek bizonyult a sziiléfajoknal,
¢s lassan kiszoritja azokat eredeti ¢l6helylikrél (Newcomse et al. 2000). A M. x
columbianahoz hasonlo jelenségeket figyeltek meg a Heterobasidion-nemzet-
ségben is tiilevelliek gyokérzetén (GarBeLotTo et al. 1996).

A valddi gombak mellett az Oomycota-szervezetek — igy a fitoftordk —

korében is bizonyitott interspecifikus hibridek kialakulasa.

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

A fajhibridek keletkezésének vizsgalatat hatréaltatja, hogy ritkan lehet
természetes koriilmények kozott kialakult fajhibrideket talalni. Ez a hatrany
azonban kikiiszobolhetd hibridek mesterséges eldallitasaval. Nehézséget okoz

azonban, hogy példaul az ivaros hibridizdcidhoz a szexudlis inkompatibilitas
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lekiizdése sokszor lehetetlen. Ennek ellenére Goopwin és Fry (1994) sikeresen
megvalositottak a Ph. infestans és a Ph. mirabilis keresztezését, €s ezt izozim-
elemzéssel valamint RG57-fingerprint alapjan bizonyitottak.

A szomatikus sejtek indukalt fizidja azonban joval nagyobb esélyt kinal
hibridek létrehozéasara, amidta meghonositottdk a protoplaszttechnikat a miko-
logiai gyakorlatban is (Ferenczy et al. 1974), kikiiszobolve ezaltal a sejtfal
okozta fiizids gatat.

Mivel a petespords gombak ivartalan ciklusdban keletkezd rajzosporak
sejtfalmentesek, a ,,protoplasztokat” maga a természet késziti el, igy ezen sejtek
fuzidja kozvetleniil is indukalhato (Ersex és Bakonvi 1995). Rajzosporak in-
a Ph. nicotianae és a Ph. capsici kozott. A kialakult hibridtérzsek morfologia-
jukban mindkét sziil6fajra hasonlitottak. Southern-hibridizaciéval mindkét szii-
16faj DNS-e kimutathato volt az utddtdrzsekben és a keletkezett hibrid képes
volt olyan gazdandvényeket is fertdzni, amelyeken korabban egyik sziil6 sem
¢lt (Encuish et al. 1999).

2. 4. 2. Természetes korillmények kozott kialakult hibridek

Man N 1 VELD et al. (1998) hidroponias rendszerben termesztett kanka-
linrdl (Primula sp.) és vitorlaviragrol (Spathiphyllum sp.) izoléltak Phytophtho-
rat, az azonban nem hasonlitott a korabban ezekrdl a novényekrdl ismert mas
fitoftorafajokra (Ph. nicotianae, Ph. palmivora, Ph. primulae, Ph. cactorum,
Ph. drechsleri), de semmilyen mas ismert Phytophthora-fajra sem. Izozimelem-
zéssel, AFLP-termékek vizsgalataval és RAPD-termékek Southern-féle hibri-
dizacigjaval kimutattak, hogy a kérokozd a Ph. nicotianae és a Ph. cactorum
genetikai kolcsonhatasabol kifejlodott fajhibrid (Man v ’1 VELp et al. 1998,
BonanTs et al. 2000). Rédadasul ez mar nem csak a sziilok kozos gazdanovényét,

a kankalint betegiti meg, hanem a ciklament is, jollehet ezen a gazdandvényen
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sem a Ph. nicotianae sem pedig a Ph. cactorum nem ¢él. Ez esetben tehat a
hibrid gazdandvénykore boviilt az eredeti sziilokéhez képest.

Eurdpaban bangitan (Viburnum sp.) és havasszépén (Rhododendron sp.)
hajtasok elhalasat okozza egy kordbban ismeretlen, és kezdetben hibrid erede-
tlinek gondolt fitoftorafaj, a Ph. ramorum (Werres et al. 2001). Amerikai ku-
tatok ugyanezt a fajt azonositottdk Kalifornidban Lithocarpus densiflorusrol és
Quercus-fajokrél (Rizzo et al. 2002). Bar ITS-szekvencidk és AFLP-adatok
alapjan kiilonbség mutathaté ki az eurdpai és az amerikai izoldtumok kozott
(Braster 2003, Ivors et al. 2004), mindkét csoport ugyanahhoz a fajhoz tartozik.

Sansomk et al. (1991) a Ph. meadii fajban egyarant feltartak poliploid és
diploid izolatumokat, de sejttani vizsgalataik alapjan normalis fejlodési
oosporakat csak a poliploidok képeztek. A diploid torzsekben abnormalis
oosporaképzddés mellett megfigyeltek poliploidizalodott és ezutan mar norma-
lisan fejlodd oosporakat is. Ebbdl arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a
Ph. meadii valb6sziniileg egy poliploidizacidval stabilizalodott fajhibrid; bar

hibrid voltanak molekularis bizonyitékai még varatnak magukra.

2. 5. Egy természetes eredetii fajhibrid, az éger-Phytophthora

2.5. 1. Kortorténeti el6zmények

1993-94-ben Nagy-Britannia déli részén a folyoparti égerfak (Alnus
glutinosa) torzsén stirli, fekete nedvfolyasok (katranyfoltok) jelentek meg, a
sebek kornyéki nekrézisokbol pedig egy addig ismeretlen, szokatlan fitoftorat
izolaltak. Az elsé vizsgalatok alapjan a korokozoét egyetlen korabbrol ismert
fajjal sem lehetett azonositani, ezenkiviil eldszor fordult eld, hogy égerrdl izo-
laltak fitoftorat (Brasier et al. 1995, GBs et al. 1999). A koérokozd sokban
hasonlitott a Ph. cambivordra, amely szamtalan fafajon okoz betegséget, elso-
sorban a Malus-, Castanea-, Juglans-, Acer-, Fagus- és Prunus-nemzetségek-

bdl, de égerrdl eddig még nem mutattak ki. A lomblevelek méretének csokke-
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nésével egyiitt jart a lombkorona megritkulasa is. Ezek a tiinetek a katranyfo-
lyassal egyiitt Nagy-Britannia déli részén szdmos helyen megfigyelhetok vol-
tak, néhol az allomany 10-15, esetenként 20%-at is érintették (GiBs 1995).
Ezek a tiinetek nem csak az enyves égeren jelentkeztek (2. dbra), hanem az
Alnus incanan és az A. cordatan is megfigyelhetdk voltak.

A tiineteket mutatd fak gyokérzete is jelentés mértékben elpusztult. A
nedvfolyast mutato torzsekbdl, a gydkerekrdl, illetve az érintett égerfak gyokeér-
z6ndjabol egyarant kitenyészthetd volt a korokozo, amelyet késdbb szamos
észak- és nyugat-eurépai orszdgban megfigyeltek: Csehorszagban Cerny et al.
(2003), Svédorszagban Otsson (1999), Franciaorszagban Streito €és GiBss
(1999). A korokozo jelenleg ismert legdélebbi eldfordulasi helye Olaszorszag-
ban van (Santint 2001).

2. 5. 2. Az éger-Phytophthora sejttani és genetikai jellegzetességei

Brasier et al. (1995) eredményei alapjan a beteg égerfakrol izolalt kor-
okozo6 riicskds fali oogoéniumokat és amfigin, kétsejti anteridiumokat képezett.
Ezek a tulajdonsagok egy jol ismert korokozora, Ph. cambivordra emlékeztet-
tek, amely szamos fafajt képes megbetegiteni, de az égert nem. Emellett az
égerfitoftora — ellentétben a Ph. cambivordaval — homotallikus volt, és a tenyé-
szetében feltlinden nagy szamban keletkeztek abnormalis oospérak. Sejttani
vizsgalatok kimutattak, hogy az éger-Phytophthora izolatumaiban nem zajlik le
szabalyos meiodzis, és a kromoszomaszam sokkal nagyobb, mint a Ph. cambi-
voraban tapasztalhaté n=5-6. Ezek a tulajdonsdgok azt sugalltak, hogy az éger
ezen 1) korokozoja hibrid eredetii lehet, és az egyik sziild valoszintlileg a
Ph. cambivora (Brasier et al. 1999).
vizsgalata is megerdsitette a feltételezést, hogy az 1) kérokozd hibrid eredetil,
ugyanis az égerfitoftoraban tobb, azonos hossziisagu, de eltérd szekvenciaju

ITS-régiot mutattak ki. Az éger-Phytophthora izolatumai jol koriilhatarolhato
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csoportot alkottak, és a legnagyobb hasonlésagot a Ph. cambivoraval és a
Ph. fragariaeval mutattdk (Brasier et al. 1999). Ez utobbi két faj ITS-szek-
vencidjuk alapjan nagyon kozeli rokonsagban all egymassal és mindkettd
ugyanabba az ITS-csoportba tartozik a nemzetségen beliil (Cooke és Duncan
1997, Cooke et al. 2000). Ezek alapjan feltételezhetd, hogy az éger-Phyto-
phthora sziil6fajait is ebben a rokonsagi korben kell keresni.

A teljes genom 0Osszehasonlitdo elemzésére alkalmas AFLP-adatok egybe-
vagtak az ITS-szekvenciakbol levonhato kovetkeztetéssel, de nem tamasztottak
ala teljes mértékben a Ph. fragariae szerepét az égerfitoftora kialakuldsaban.
Ezért a jelenlegi adatok alapjan az égerfitoftora feltehetdleg a Ph. cambivora és
egy Ph. fragariaehoz kozelallo, egyeldre ismeretlen taxon kdlcsonhatasa soran
alakulhatott ki.

A hibridnek tobb, mesterséges fertdzési kisérletek tanusdga szerint
(Braster és Kirk 2001) eltérd patogenitdsu valtozata ismert. Legagresszivebb az
ugynevezett standard tipus, egyben ez a leginkdbb elterjedt és legkorabban
megtalalt alak. Az Ggynevezett varidnsok (svéd, holland, német) a standard
alaktol mind sejttani tulajdonsagaik, mind pedig molekuldris bioldgiai bélye-
geik alapjan elkiiloniilnek. Brasier et al. (2004) az éger e kérokozdjat Ph. alni
Brasier & S. A. Kirk néven kiilon fajként irtadk le, az egyes variansokat pedig
ennek alfajaiként nevezték el. A standard tipus a Ph. alni subsp. alni, a geneti-
kailag legegységesebb varians, a svéd tipusu pedig Ph. alni subsp. uniformis
vésbé stabil torzseket tartalmazoé német €és holland varians a Ph. alni subsp.
multiformis nevet kapta. Az Eszak-Yorkshire-bdl szarmazé és mindossze egy,
azdta mar elpusztult izolatum altal képviselt brit varians ITS-szekvencidja és
izozimmintazatai alapjan nem kiilonbdzik a holland és német varianstol, ezért

szintén ebbe az alfajba soroltak.
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2. 5. 3. Az éger-Phytophthora Magyarorszagon

Magyarorszagon a jellegzetes tiineteket el6szor 1999-ben észlelték a Han-
sagban (Varca 2000), a kérokozot pedig egy évre rd Szaro et al. (2000) azo-
nositottdk. Korray (2003) felmérve Magyarorszag hegyi és sikvidéki égereseit
megallapitotta, hogy az allomanyok 78, illetve 83%-a mutat tiineteket, a kor-

0koz0 izolalasa azonban nem mindenhonnan sikerilt.
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3. FELHASZNALT ANYAGOK ES MODSZEREK

3. 1. Fitoftorak tenyésztésére hasznalt taptalajok

3. 1. 1. Borsotaptalaj

A taptalaj 75 g fagyasztott z6ldborsé 2-300 ml ioncserélt vizben megf6-
zOtt, turmixolt majd gézen atszlirt levéhez adott 1 g L-aszparagin (vagy 2 g DL-
aszparagin), 500 mg KH,PO,, 250 mg MgSO, x 7H,O, 10 g szachar6z, 1 mg
tiamin-hidroklorid és 15 g poritott agar 1 literre kiegészitett oldatabol késziil. A
taptalaj pH-jat sterilizalas el6tt kalium-hidroxid-oldattal 6,5-re kell beallitani.

3. 1. 2. V8-dzsusz

A nyolcféle zoldségnovény levébdl késziilt ivolét folyékony vagy szilard
tapkozegként felhasznalva szamos fitoftorafaj jol tenyészthetd. 200 ml V8-
dzsuszt allando keverés és melegités mellett 4 g CaCO;-tal telitiink. Az oldha-
tatlan csapadékot 10 perces, percenként 4000 fordulatszamu centrifugélassal
kell eltavolitani, majd a taptalaj 1 literre kiegészitve és 15 g agarral szilarditva
hasznalhato fel.

3. 1. 3. Sargarépa-taptalaj

A téptalajhoz 200 g alaposan Osszeturmixolt sargarépa leszlrt levét 1 li-

terre kell kiegésziteni €s sterilizalas eldtt 15 g/L agarral kell szilarditani.

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

A fertdzési tlineteket mutatdo novényi szovetbdl a nekrotikus régid hatara-

rol vett kis szovetdarabkabol antibiotikumokat tartalmazo szelektiv taptalajon a
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gomba kozvetleniil kitenyészthetd. Szelektiv taptalaj borsotaptalajbol készit-
hetd, antibiotikumos kiegészitéssel: 10 mg/L pimaricin, 500 mg/L ampicillin és
10 mg/L rifampicin. Az antibiotikumokat csak a mar lehilt taptalajhoz lehet
hozzaadni, kozvetleniil a Petri-csészék kiontése elott. Tiszta tenyészetet szelek-
tiv taptalajon valo tobbszori atoltas utan kapunk. Ha a ndvényi anyag szaprotrof
baktériumokkal vagy gombdakkal masodlagosan erésen fert6zott, célszerli elo-
szor ép, feliiletén 10 percig 10%-o0s NaOCI oldattal (megfeleld a kereskedelem-
ben kaphato haztartdsi Hypo is, tizszeres higitdsban) fertStlenitett, majd steril
vizzel ledblitett, megszaritott burgonyagumot vagy gumoszeletet fertdzni. Hat-
nyolc napos, 20 °C-os inkubaci6 utdn a gumot kettétorve a torott feliiletrdl ki-
vagott és nekrotikus tliineteket mutatd gumodarabka vagy a gumdszelet feliileté-
6l oltokaccsal leemelt paranyi micéliumdarabka szelektiv tiptalajra helyezhetd.
Borsotaptalajon a korokozo sotétben hosszabb ideig is életben tarthatd. A
Ph. infestans novekedési optimuma 18-20 °C kozott van, alacsonyabb hémér-
sékleten (10-15 °C) tartva a tenyé€szetet az atoltasok kozotti idé 5-6 hétre hos-
szabbithatdé meg.

3. 2. 2. Eger-Phytophthora

A koérokozd mind a tiineteket mutaté novényi szovetbdl, mind pedig a
fertozott fak gyokérzondjabol szarmazo talajbol kitenyészthetd. A friss, ned-
vezd katranyfoltok koriili teriiletrdl szdrmazo kéregforgacsok kozvetleniil, vagy
elézdleg folyo viz alatt 30-60 percig mosva és szaritva is szelektiv borsotapta-
lajra helyezhetok. A baktériumok gatlasara 500 mg/L. ampicillin és 10 mg/L
rifampicin hasznalhaté. Gombas fert6zést6l 10 mg/L pimaricin, 10 mg/L beno-
mil és 10 mg/L PCNB segitségével szabadulhatunk meg, a Pythium-fajok néve-
nalhat6. A nekrotikus gyokérbdl a kéreghez hasonlo mddon lehet szelektiv
taptalajon a korokozot izolalni. THEmMANN €s WERrES (1998) modszerét modo-

sitva rododendronlevél helyett babérmeggylevéllel (Prunus laurocerasus L.),
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esetenként korte érett termésével azonban lehetséges a rajzospordk kozvetlen
izolalasa is. Ekkor a lemosott kéreg- és gyokérdarabokat, vagy a gyokérzonabol
szarmazo hajszalgyokereket is tartalmazo talajt vizbe aztatva és a viz tetejére
babérmeggyleveleket helyezve a rajzdésporak altal szobahdmérsékleten és fé-
nyen 5-7 nap alatt kolonizalt levélbdl feliileti fertdtlenités utan szelektiv tapta-
lajon a korokoz6 kitenyészthetd. A viznek 4-5 cm vastag rétegben kell ellepnie
a mintat. Kortecsapdanal a termést feléig bele kell allitani a vizes talaj-
szuszpenzidba, a rajzosporak altaldban a termés és a vizfelszin érintkezési
vonalanal telepednek meg. A korokozd fenntartdsa sargarépa-taptalajon

torténik.

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

mutatd burgonya- €s paradicsomallomanyokbdl véletlenszerlien kivalasztott
levelekrdl szarmaztak (szarmazasi helyiik €s a gytijtés éve a 3. tablazatban ta-
lalhatd). Az sszehasonlito vizsgalatokhoz négy, burgonyarol szarmazo referen-
ciaizolatumot is felhasznaltunk, amelyek (US940501, US930287, JP880001)
W. E. Fry laboratériumabol (Cornell Egyetem, Ithaca, NY, Egyesiilt Allamok),
illetve (a Pi1568-as) G. A. Forbestol (Nemzetkdzi Burgonyakutatasi Kozpont,
Quito, Ecuador) szarmaztak. A referenciaizolatumok jellemzo6it az 1. tdblazat
foglalja 6ssze, RG57 genotipusuk pedig a kovetkezd volt:
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. Eger-Phytophthora
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A Magyarorszagrol szdrmazd éger-Phytophthora-izolatumok két tertilet-

r6l szarmaztak, a Dél-Hansagi Erdészet Csikos éger nevil teriiletérdl (hansagi

mintak), valamint a Hévizi-t6 kornyékén taldlhatd égeres lapteriiletrdl (hévizi

mintak). Az éger-Phytophthora anatdmiai és €lettani tulajdonsagainak vizsga-

latdhoz 0Osszehasonlitdo izolatumokat szereztink be az éger-Phytophthora

mellett a Ph. cambivora és a Ph. fragariae var. rubi fajokbdl is C. M. Brasiertol

a nagy-britanniai Forest Research Agencybdl (Farnham, Surrey). A felhasznalt

izolatumok adatainak 0sszefoglaldsa a 2. tdblazatban lathato.

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

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. Metalaxilérzékenység

Kisméreti (6 cm atmérdji) Petri-csészékbe 7 ml borsotaptalaj kertilt,

amely a dimetil-szulfoxidban (DMSO-ban) oldott metalaxilt 5 és 100 pg/ml

koncentracioban tartalmazta. A kontroll csészék metalaxilt nem, csak DMSO-t
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tartalmaztak. Valamennyi Petri-csészébe 4-5 napos telepek még aktivan no-
vekvd szegélyérdl 5-5 mm atmérdjii agarkorongok keriiltek. Ertékelésre 4-5 nap
elteltével kertilt sor az atlagos telepatméré — levonva az inokulum 5 mm-es
kezddatmérdjét — kontrollhoz viszonyitdsaval. Az egyes kategoriak (érzékeny,
atmeneti érzékenységli, illetve rezisztens) kialakitasa Kon et al. (1994) és
Daccert et al. (1993) szerint tortént. Vagyis az az izolatum, amely mindkét
fungicidkoncentracional kisebb telepeket fejlesztett, mint a kontroll 40%-a, ér-
zékeny volt. Az az izolatum, melynek telepe 5 pg/ml metalaxil-koncentracional
nagyobb volt, mint a kontroll 40%-a, de 100 pg/ml metalaxilkoncentracional
kisebb, atmeneti (intermedier) érzékenységii volt. Végiil az az izolatum mi-
ndsiilt rezisztensnek, amely mindkét metalaxil-koncentraciondl nagyobb telepe-
ket fejlesztett, mint a kontroll 40%-a. Valamennyi kisérletre legalabb két is-
métlésben kertilt sor.

3. 4. 2. Parosodasi tipus meghatarozasa

Az izolatumok parosodasi tipusa ismert parosodasi tipusu referenciator-
zsekkel — Al: US940501, A2: US930287 — borsotaptalajon vald egyiittes te-
nyésztéssel hatarozhatdé meg két hetes, 20 °C-os inkubécido utan. Az az
izolatum, amely az Al-es parosodasi tipusu izolatummal bdségesen képez
oosporakat, viszont az A2-vel nem, A2-es parosodasi tipusunak tekintendo.
Ellenben az az izolatum, amely csak az A2-vel képez oosporat Al-es paroso-

dasi tipusunak mindsiil.

3. 5. Az éger-Phytophthora morfologiaja és homérsékletigénye
telll taptalajon (borsd, sargarépa illetve V8-dzsusz), 9 cm atmérdjii Petri-csé-
szében a telepnovekedés sebességéhez optimalis hdmérsékleten vizsgaltuk az
izolatumok altal képezett telep tulajdonsagainak (telepalak, légmicélium men-

nyisége) megallapitasahoz.
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3. 5. 1. Sporangiumképzés indukalasa

Fitoftérak azonositdsdhoz ivartalan és ivaros szaporitdészerveik ismerete
sziikséges. A sporangiumképzddés a Phytophthora-nemzetségben fajonként
eltér6 moédon szabalyozott, kiilonleges kornyezeti feltételek megléte esetén in-
dul meg. Bar Erwin és RiBerro (1996) szamtalan specialis taptalajt és feltételt is
leirnak a sporangiumképzddés eldsegitésére, az égerfitoftora valamint a
Ph. cambivora és Ph. fragariae esetében a talajkivonat bizonyult megfelelonek.
Ehhez 100 g talajt 100 ml ioncserélt vizben egy ¢éjszakan at kell 4ztatni, majd
ennek szilirletét kell a 4-5 napig borsétapoldatban nevelt tenyészetekre dnteni.
A talajkivonatos kezelés el6tt a tapoldatot sziiréssel el kell tavolitani a micéli-
umrdl. Ezutan ioncserélt vizzel at is kell azt 6bliteni, hogy a tapoldattol minél
jobban megtisztithassuk.

3. 5. 2. Mikroszkopos vizsgalatok

Fénymikroszkopos vizsgalattal allapitottuk meg a sporangiumok keletke-
z¢€si modjat, szerkezetét, méreteit, az oogdénium ¢€s az anteridium alakjat, mére-
tét és kapcsolodasuk modjat. Az oogdéniumok feliileti mintdzatit emellett
Hitachi S-2360N tipust pasztazo elektronmikroszkdp segitségével is vizsgaltuk
az Eotvos Lorand Tudomanyegyetem Novényszervezettani tanszékén. Ehhez a
sargarépataptalajon novo telepekbdl kivagott agarkockakat 2 o6ran at 2%-os
glutaraldehid-oldatban, majd tovabbi egy oran keresztiil 1%-o0s ozmium-
zatban (25%, 50%, 75%, 90%, 96% és 100%) és amil-acetatban torténd viztele-
nités és CO,-os kritikus pontos szaritds utan tiszta arany gézét kondenzaltuk
(SzepLay et al. 1996).

3. 5. 3. Homérsékleti optimum megallapitasa

Az aktivan novo telepek sz€l€bdl kivagott 5 mm atmérdji agarkorongokat
9 cm atmérdjli Petri-csészébe ontdtt 20 ml sargarépaagaron sététben inkubaltuk

17,5; 20; 22,5; 25; 27,5; 30; 32,5 és 35 °C homérsékleten. Valamennyi izolatum
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értekelésére a negyedik napon keriilt sor, amikor a leggyorsabban ndovekedd
izolatum sem érte még el a Petri-csésze szélét. Az optimalis novekedési homér-
séklet az utolsd napon mért telepatmérébdl szdmolhatd (az inokulaciotol eltelt
napok szamaval osztva). A méréseket minden egyes homérsékleten legalabb

harom ismétlésben végeztiik.

3. 6. Micéliumpor eléallitasa

Mind a DNS-, mind az enzimkivondshoz az izolatumok tiszta tenyészeté-
bol micéliumport kell késziteni. Valamennyi izolatumot fénymikroszkdpos
azonositds utan borsotapoldatban tenyésztettilk. Az ioncserélt vizzel kétszer
atoblitett és leszlirt tenyészeteket liofilizalas utan dorzsmozsarban homogeni-
zaltuk. Az igy nyert micéliumpor -70 °C-os hiitében évekig eltarthatd. A te-
nyésztési 1d6 a fajra jellemzd optimalis hémérsékleten a Ph. infestans és a
Ph. fragariae esetében 7—10 nap, viszont a naluk sokkal gyorsabban névekedd

éger-Phytophthoranél vagy a Ph. cambivoranal csak 3—5 nap.

3. 7. Izozimelemzés

[zozimanalizishez 25 mg fagyasztva széritott (liofilizalt) micéliumporbol
300 pl térfogatban vontuk ki az enzimeket, a kivondoldat® LApay et al. (2000)
szerint késziilt. A micéliumpor és a kivonooldat dsszekeverése €és egy oOran at
tartd 4 °C-os inkubécidja utdn a sejttormeléket 4 °C hémérsékleten 15 percig
tartd, percenként 15000 fordulatszdmu centrifugalassal kell eltdvolitani. Az
elektroforézishez a Helena Laboratories altal gyartott celluldéz-acetatgél kozegii
késziiléket hasznaltuk. Az enzimek elvalasztds utani lathatova tétele agar-feliil-
rétegzéses eljarassal tortént (Goopwin et al. 1995, HeserT €s BeaTon), vagyis a

festdelegyet tartalmaz6 agaros oldatot rarétegeztiik a gélre.

2 Az e fejezetben emlitett oldatok dsszetételét a 3. melléklet (127. oldal) részletezi.
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A Ph. infestans vizsgalatdhoz a gliikoz-6-foszfat-izomeraz és a glicil-
leucin-peptidaz, mig az éger-Phytophthora vizsgalatahoz a gliik6z-6-foszfat-
izomeraz mellett az almasav-dehidrogenaz, az izocitromsav-dehidrogenaz és a
leucil-tirozin-peptidaz enzimeket hasznaltuk fel.

A festelegyekhez felhasznélt oldatok koncentréacioja:

TRIS (pH=8,0): 0,1 mol/L
NAD (B-nikotinamid-adenin-dinukleotid): 3 mg/ml
NADP (B-nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat natrium s6): 3 mg/ml
DL-almasav (pH=8,0): 70 mg/ml
dipeptidek (glicil-leucin és tirozil-leucin): 15 mg/ml
fruktoz-6-foszfat: 20 mg/ml
G6PDH (gliik6z-6-foszfat-dehidrogendz) 1000 U/ml
DL-izocitromsav: 100 mg/ml
L-aminosav-oxidaz: 10 U/ml
o-dianizidin (3,3’-dimetoxi-benzidin): 4 mg/ml
peroxidaz: 1000 U/ml
MgCl,: 20 mg/ml
MnCl,: 20 mg/ml
MTT (3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-

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

A NAD- és NADP-oldat milliliterenként 1 pl 250 mg/ml koncentracidju
natrium-azid-oldattal tartositand6. Az egyes komponenseket 60 °C-os vizfiirdd-
ben kell sszekeverni, hogy az agar ne dermedjen meg, de az enzimeket és a
festéket (PMS, MTT) csak kozvetleniil a festés megkezdésekor szabad az
elegyhez adni. Az egyes enzimek elvalasztasahoz és lathatova tételéhez a ko-

vetkez6 reakciokoriilményeket és festoelegyeket hasznaltuk:
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Gliik6z-6-foszfat-izomeraz (Gpi) (E. C. 5.3.1.9.):

Futési idd: 25 perc TG pufferben.

Festdelegy Osszetétele: 1,0 ml Tris, 1,0 ml dH,O, 1,0 ml NAD, 200 pl
fruktéz-6-fosztat, 3 ul G6PDH, 200 pul MTT, 40 pl PMS, 2 ml agar.

Glicil-leucin-peptidaz (Pep) (E. C. 3.4.11/13.):

Futasi id6: 20 perc TG pufferben.

Festoelegy Osszetétele: 1,0 ml Tris, 1,0 ml dH,O, 400 pl dipeptid, 150 pl pero-
xidaz, 150 pl L-aminosav-oxidaz, 320 ul o-dianizidin, 80 pl MnCl,,
2,0 ml agar.

Almasav-dehidrogenaz (Mdh) (E. C. 1.1.1.37.):

Futasi id6: 25 perc CAAPM pufferben.

Festoelegy Osszetétele: 1,0 ml Tris, 0,5 ml dH,O, 1,0 ml NAD, 500 pl DL-al-
masav, 200 pl MTT, 40 pl PMS, 2 ml agar.

Izocitromsav-dehidrogenaz (Idh) (E. C. 1.1.1.42.):

Futési idd: 25 perc CAAPM pufferben.

Festoelegy Osszetétele: 1,0 ml Tris, 1,5 ml NADP, 400 pl DL-izocitromsav,
320 pl MgCl,, 200 pl MTT, 40 pl PMS, 2 ml agar.

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

Futasi id6: 20 perc TG pufferben.

Festoelegy Osszetétele: 1,0 ml Tris, 1,0 ml dH,O, 400 ul dipeptid, 150 pl
peroxidaz, 150 pl L-aminosav-oxidaz, 320 pl o-dianizidin, 80 pl MnCl,,
2,0 ml agar.
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3. 8. DNS-kivonas

Altaldnosan Goopwin et al. (1992a) modszerét hasznaltuk a DNS-
kivonashoz, de a Ph. infestans-mintak egyharmadandl az eljarast Murray és
Tromson (1980) modszerének modositasaval végeztiik.

Goopwiv et al. (1992a) modszere szerint 80 mg micéliumporhoz 900 pl
kivoné oldatot adva 1 6ra 65 °C-os inkubaci6 utan a sejttormeléktdl centrifu-
galassal (15 perc, 15000 fordulat percenként) megtisztitott feliiliszd 750 pl-ét
750 pl fenol:kloroform:izoamil-alkohol 25:24:1 aranyu elegyével Osszerazva és
centrifugélva (5 perc, 15000 fordulat/perc) szétvalik: a szerves fazis felett fe-
hérjecsapadék helyezkedik el, a DNS-oldat pedig legfeliil maradva pipettaval
eltavolithato (fenolozas). Az eljaras addig ismételendd, mig az elegybdl az Os-
szes fehérje ki nem csapodott. Utolso 1épésként a fenolnyomok kloro-
form:izoamil-alkohol 24:1 ardnyu elegyével tavolitandok el (kloroformozés). A
feliilliszobol a DNS kicsapassal tisztithato tovabb: a DNS oldathoz 0,54 térfo-
gataranyban izopropanolt és 0,1 térfogataranyban 3,0 M-os natrium-acetat-ol-
datot adva (pH=5,2) -20 °C-on a DNS egy-két ora alatt kicsapodik. A csapadé-
kot centrifugalassal (15 perc, 15000 fordulat/perc) Osszegylijtve majd 70%-o0s
etanollal mosva, szaritas utan a DNS-tartalmu iiledéket 0,1 M-os Tris-HCl-ol-
datban (pH=8,0) kell feloldani. RNaz-os (1 6ras inkubacid, az enzim koncentra-
cidja a reakcioelegyben: 0,1 mg/ml), majd proteindzos emésztést (az el6z0 re-
akcioelegyhez kozvetleniil adva a proteinazt, koncentracidja az elegyben:
0,1 mg/ml) kovetéen — az emésztdenzimeket egy utols6 ciklus fenolozéssal,
majd kloroformozéssal eltavolitva — etanolos kicsapas (0,1 térfogatrész
natrium-acetat, 2-3 térfogatrész jéghideg etanol, inkubacio -20 °C-on 2—-16 6ra)
¢s a csapadék 70%-os etanolos mosdsa utan a tiszta, szaritott DNS-csapadék 50
pl 0,1 M-os Tris-HCl-ben oldand6 fel. A DNS -70 °C-on, révidebb ideig -20

°C-on tarolhato.
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Murray €s TrHomson (1980) CTAB-oldatot hasznal a DNS tisztitasahoz,
amit altalaban a ndvényi DNS kivondsdhoz haszndlnak. Bér spektroszkopidsan
nem lehet kiilonbséget tenni sem a DNS tisztasaganak ellendrzésére hasznalt
Ass—Asso arany (a minta fényelnyelése 260 és 280 nm-en) sem a 250-300 nm
kozotti hullamhosszon tapasztalhatd spektrum szerint, de fitoftordk 6sszgenomi
DNS-ének emésztésére ez utobbi a jobb modszer. Igaz, hogy valamivel kisebb
lesz a kinyert DNS mennyisége, ellenben az emésztett DNS agardzgél-elektro-
forézissel sokkal szebben valaszthat6 el, a kapott DNS-szakaszok savjai a gél-
ben tomottek, nincs szétkenddo, a kiértékelést zavard szennyezddés (,,smear’).

A moddszer szerint 1 ml CTAB-oldatban elhomogenizalt 50 mg micélium-
por 1 oran keresztiil tartd6 60 °C-os inkubacidja utan a sejttormeléktdl centrifu-
galassal (15 perc, 15000 fordulat/perc) megtisztitott feliiluszot a feljebb leirt
moddszer szerint kell fenolozni és kloroformozni, de csak egyszer. Ezutdn a
feliilliszohoz adott azonos térfogatt ,,B” oldattal kell a DNS-t kicsapni. A csa-
padékot centrifugéalasa utdn CTAB-oldat ¢és ,,B” oldat 1:1 aranyu keverékével
mosva 1 ml ,,C” oldatban kell feloldani. Ezutan a DNS-tisztitas kovetkezo 1épé-
sei, az enzimes kezelés és a tovabbi tisztitds megegyeznek a GoopwiN et al.
(1992a) altal leirt mddszerrel, bar a csapadék ujabb tisztitasakor az izopropa-
nolos kicsapashoz nem kell natrium-acetatot adni.

A DNS-kivonas utan kapott oldat DNS-koncentraciéja fotometridasan

mérve 2-5 mg/ml kozott volt.

3. 9. DNS-DNS-hibridizacié

A Ph. infestans genomelemzésére haszndlt RG57 probat W. E. Fry bo-
csatotta rendelkezésiinkre. Az éger-Phytophthorara készitett probat Ph. cambi-
vora P1010 jelii izolatumabol OPG-02 RAPD-inditészekvencidkkal végzett

polimeraz-lancreakcioval szaporitottuk fel. Agardzgél-elektroforézises elvalasz-
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tas utan a kivant DNS-szakaszt a gélbdl a Boehringer Mannheim Agarose Gel
DNA Extraction Kit-je segitségével izolaltuk.

Valamennyi proba jelolését a DIG High Prime DNA Labelling and
Detection Starter Kit II (Boehringer Mannheim) felhasznalasaval végeztiik a
gyartd kézikonyve szerint (DIG system... 1995). Ehhez a DNS-t denaturacid
(forrasban 1év6 vizfiirddben 10 perces inkubaciot kovetden gyors hiités jég-viz-
elegyben) utdn 37 °C-on inkubdltuk 20 o6ran 4t. A reakcioelegy a DNS-poli-
meraz-1 nagy alegységét (Klenow enzim), véletlenszeri bazissorrendii indito-
szekvenciakat és jelolt, illetve jeldletlen nukleotidokat tartalmazott. A jelolés
sikerességét elOkisérletben megmérve a reakcid valtozd hatékonysagu volt, a
proba koncentracidja 4 és 25 ng/pl kdzott mozgott.

3. 9. 1. A Phytophthora infestans DNS-szakaszainak hibridizacidja

RGS57 prébaval

A tisztitott DNS-oldat 6-10 pl-ét (kb. 30pg DNS) EcoRI restrikcids
endonukledzzal egész ¢jszaka 50 pl térfogatban emésztettiik és a DNS-darabo-
kat etanolos kicsapassal kisebb térfogatba koncentralva 0,8%-os agar6zgél-
elektroforézissel valasztottuk el 40 V-os fesziiltséggel 16-20 ora alatt,
0,5xTBE-oldatban. Ezutan a szétvalasztott DNS-szakaszokat Southern-féle
eljarassal (Hybond N* tipust) nejlon membranra vittiik at elektroblottal. Az
atvitel 3,5 6ran at tartott 1,5 A dramerdsség mellett, 0,5XTBE-oldatban. A DIG-
gel jelolt proba membranhoz hibridizaltatasa 68 °C-on 16 6ran keresztiil tartott.
A membran részletes festési eljarasat a 3. melléklet tartalmazza. Az értékelésnél
a 25 lokuszt referenciaizoldtumok segitségével azonositva annak megfelelden,
hogy a proba hibridizalt-e az adott helyre vagy sem, 1-gyel vagy 0-val jelolve
egy 25 tagl szamsorozatot kell képezni. Ez a szadmsorozat lesz az adott
izolatum RG57-ujjlenyomata (RGS57-fingerprint). Az értékelésnél a 4. savot
nem vettiik figyelembe, mert nem ismételhetd egyértelmiien (Forses et al. 1998,

LeBreToN €s ANDRIVON 1998, Zwankuuizen et al. 2000), értékelhetdsége attol
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fiigg, hogy a proba eredetileg milyen plazmidbol szarmazik (D. Suaw szdbeli
kozlése).

3. 9. 2. Szekvenciahomolégia kimutatasa a Phytophthora cambivora és

az éger-Phytophthora kozott

A Ph. cambivorabdl és az éger-Phytophthorabdl OPG-02-es inditoszek-
venciaval PCR-ben felszaporitott és 1,2%-0s agardzgélen elvalasztott DNS-
szakaszokat a gélbOl a Ph. infestansndl leirt modon Southern-féle eljarassal
szintén nejlon membranra (Hybond N* tipust, pozitivan toltott) vittik at
elektroblottal. A digoxigenin-11-dUTP-vel (DIG) jelolt OPG-02-es proba hibri-

dizacidja €s a membran festési eljarasa azonos volt a Ph. infestansnal leirtakkal.

3. 10. Adatelemzés

Nei-féle géndiverzitas-elemzést (Ner 1973) hasznaltunk a Ph. infestans
gazdandvény, illetve parosodasi tipus alapjan elkiilonitett részpopulacioi kozott
megfigyelt genotipusos valtozatossadg vizsgalatara. A vizsgalt populaciok ko-

zotti géndifferencidcios egylitthatot (Gsr) az dsszehasonlitott populaciok kozotti
— a vizsgalt lokuszokra atlagolt — géndiverzitasbol ( Hy), és a teljes populacio-

ban mérhet6 géndiverzitasbol ( H, ) szamitottuk ki az alabbi képlet alapjan (Nex
¢és CHEesser 1983):
Hr- Hs
Gy = ———.
S Hr

Mindezt kiegészitettiik a Nei-féle torzitatlan (unbiased) genetikai tavolsag
kiszamitasaval, amelyet a Popgene 1.31 programmal végeztiink el (YEen et al.
megfigyelt allélgyakorisagot vettiik figyelembe, mert az RG57 adatok nem
hasznalhatok fel egy diploid populacid elemzésére, ugyanis az egyes hibridiza-

cios savok jelenléte egyarant jelenthet homozigdta €s heterozigota allapotot.
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A populacio teljes valtozatossaganak elemzésére a parosodasi tipusbol, a
Pep (peptidaz) és az RG57-genotipusbol egyetlen multilokuszos genotipussa
kombinalt adatsorokat vettiink figyelembe. Minden izolatumot egy binaris
szdmsorozat jellemzett, amelyben az izozim- és RG57-lokuszokon megjelend
allélt 1, az allél hidnyat pedig 0 jelezte. A parosodasi tipus Al és A2 éllapota is
megfelelt egy 1-0 parnak. Az egyes részpopulaciok valtozatossagat t-probaval
hasonlitottuk 6ssze (Hutcueson 1970, SiGLer és ZevEr 2002, Day et al. 2004), a
valtozatossag mérésére a Shannon-index szolgélt (Zwanknuizen et al. 2000). Ez

a kovetkezd egyenlettel fejezhetd ki:

A
HZIZI pilnp;,

ahol p; az i-ik genotipus gyakorisaga a mintaban, k pedig a kiilonb6z6 genoti-

pusok dsszes szama.

3. 11. Polimorfizmus az I'TS-régioban

Polimeraz-lancreakcio segitségével a vizsgalni kivant DNS-szakasz fel-
szaporithatd. Az ITS-régi6 vizsgalatara tervezett univerzalis inditészekvencidk-
kal valamennyi fajbol felszaporithatd egy fitoftordkban kortilbelil 900 bazispar
hosszlisagu termék, melyet restrikcidos endonukledzokkal hasitva a keletkezd
termékek hosszusagi eloszlasa jellemzd az egyes organizmusokra. A felhasznalt
két univerzalis inditoszekvencia az ITS-1 (5°-
TCCGTAGGTGAACCTGCGG-37) és az ITS-4 (5°-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3") volt (Wurre et al. 1990). A PCR
koriilményei: 1. 1épés 94 °C-on 5 percig, 40 ciklus DNS-szaporitas (94 °C 1
perc; 55°C 1 perc; 72 °C 2 perc), végil a végsd lanchosszabbitas 72 °C-on 10
percig tartott. Az 50 pl végtérfogati PCR-elegy Osszetétele: 30-50 ng templat
DNS, 2 egység Tag DNS-polimeraz, mindkét inditoszekvenciabol 2,5-2,5 pul
(10 pM), 4 pul MgCl, (25 mM), 1 pl ANTP oldat (mind a négy bazisra nézve 2,5
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mM-o0s) ¢€s az enzimmel egyiitt szallitott reakciopuffer (5 pl, 10x-es
koncentracioji). A PCR-termékekbdl 10-10 pl-t Mspl és Haelll restrikcios
endonukledzokkal 4 6ran at 37 C°-on emésztettiink, majd a termékeket 1,5%-os
agardzgéles elvalasztas utan etidium-bromiddal tettiik ultraibolya fényben
lathatova (SamBrook et al. 1989). Az emésztdelegy Osszetétele: 10 pl PCR-
termek, 6 egység enzim, 2 Ul reakciopuffer, melyet az enzimhez szallitanak, 7,4

Ml desztillalt viz.

3. 12. RAPD-elemzés
Az éger-Phytophthora RAPD-elemzéséhez (WiLLiams et al. 1990, Foster

et al. 1993) az Operon Technologies Inc. (Alameda, Egyesiilt Allamok)
inditészekvencia-készleteit hasznaltuk fel (a teljes OPG és OPK készlet (20-20
inditészekvencia) mellett néhany tovabbi inditdszekvenciat mas sorozatokbol
1s). Valamennyi inditészekvencia 10 bp hosszasagu volt, véletlenszerli bazissor-
renddel. A polimerdz-lancreakci6d koriilményei hasonldak voltak az ITS-szek-
vencia vizsgalatdnak koriilményeihez, azzal az eltéréssel, hogy 36 DNS szapo-
ritasi ciklus futott le a kdvetkez paraméterekkel: 94 °C 1 perc; 36°C 1 perc;
72 °C 2 perc. Az inditészekvencidk koncentracioja 0,4 UM volt. A keletkezett
termékeket 1,2%-o0s agarozgélen valasztottuk el. Az OPG-02 inditészekvencia-
val (5’-GGCACTGAGG-3") kapott RAPD-termékek koziil az egyiket, mely a
Ph. cambivoradban ¢€s a hibridekben is megtaldlhatd volt, DIG-gel jeldlve hibri-

dizécios probaként hasznaltuk fel.
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4. EREDMENYEK

4. 1. Phytophthora infestans-izolatumok feno- és genotipusos jellemzoi

A 2001-es és 2002-es vegetacios iddszakban Osszesen 118 izolatumot
gyljtottiink 6ssze burgonyarodl, illetve kisebb részben paradicsomrdl. Ezt kove-
téen a nemzetkdzi gyakorlatban is széles korben alkalmazott fenotipusos (in
vitro metalaxilérzékenység) és genotipusos (parosodasi tipus, gliikkdz-foszfat-
izomerdz (Gpi) és peptidaz-A (Pep), valamint a genomban mérsékelt gyakori-
saggal ismétlodé RG57 jelit DNS-szakasz mintdzatainak) elemzésiiket végeztiik
el.

A mintdk jelentds része a 2002. évi gyljtés eredménye ¢és ebben
izoldtumaink fele két nagyobb burgonyatermd régiot képviselt: a Nograd me-
gyei Ludanyhaléaszibol 20, a Veszprém megyei Zirc térségébdl pedig (Borzavar,
Porva, Olaszfalu, Tiindérmajor) 39 izolatum szarmazott. Az egyes izolatumok
szarmazasi helye a 3. abran lathato.

Uj izolatumaink nagy feno- és genotipusos valtozatossagot mutattak.
Mindkét gazdandvényen koriilbeliil fele-fele aranyban talaltunk Al-es és A2-es
parosodasi tipust: burgonyan 35 Al-es és 40 A2-es parosodasi tipusu izolatum
fordult el6, mig paradicsomon szdmuk rendre 26 és 17 volt. Tiz mintavételi
helyen (Debrecen I, Ludanyhalaszi III, Borzavéar II, Borzavéar III, Porva, Tiin-
dérmajor, Rojtokmuzsaj, Heves, Ocsa II és Kotaj) egyetlen tablan beliil is meg-
figyeltiik mindkét parosodasi tipust. Metalaxilrezisztencia az izolatumok 31%-
aban lépett fel, de az atmeneti érzékenység is hasonld aranyban fordult eld
(31%). A Gpi enzimnek valamennyi izoldtumban csak a 100/100-as homozigdta
genotipusa fordult eld. Ezzel ellentétben a Pep lokuszon haromféle allél ossze-

54



sen négy kombinaciojat, a 100/100 (34%), a 96/100 (27%), a 96/96 (32%) és a
83/96 (7%) Pep-genotipusokat azonositottuk. Izolatumaink nagy része egyedi
RGS57-mintazatot mutatott, a 118 izolatum kozott 75 kiilonbozot mutattunk ki.
A 25 ismert RG57-lokusz koziil izolatumainkban 6t lokuszon nem tapasztaltunk
polimorfizmust, teljesen egyontetli képet mutattak: a 11., 12. és a 15. sav egyik
izoldtumban sem jelent meg, ellenben a 13. és a 25. minden izolatumban jelen
volt. Az RG57-mintdzatok koziil a leggyakoribb a XXVIl-es volt, de ez is
mindossze kilenc izolatumnal fordult eld (3. tablazat). A Ph. infestans popula-
cidinak jellemzésére altalanosan hasznalt, Gn. multilokuszos genotipusok (a
parosodasi tipus, izozim-genotipusok és az RG57-mintdzatok kombindcidja)
tekintetében még nagyobb a valtozékonysag: a leggyakoribbat is csak hat alka-

lommal azonositottuk.

©Soprén (L
Fennd(l)
Jtolmumj(z)
N AW

4pa (3) Porva (4)
| Borzavar (28?’00 i

3. abra: A 2001-2002-ben gyiijtott Phytophthora infestans-izolatumok
gyljtési helye és a begyiijtott izolatumok szama.
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A Ph. infestans-izoldtumok szamanak megoszlasat gazdandvényenként a
vizsgalt tulajdonsagok tekintetében a 4. tablazat 6sszegzi, az 5. tablazat pedig a
tulajdonsagok parosodasi tipus szerinti megoszlasat tartalmazza. A Pep-genoti-
pusok eloszlasa jelentds eltéréseket mutatott. Burgonyan a Pep 100/100 domi-
nalt, mig a paradicsomon a 96/96 49%-os aranya a feltind. A Pep 83/96-0s
genotipus csak burgonyardl szarmazo izolatumokban volt kimutathatdé. Annak
ellenére, hogy burgonyarol sokkal tobb izolatum szarmazott, az egyedi RG57
genotipusok mindkét gazdandvényen hasonld aranyban jelentkeztek (43 illetve
28 kiilonbozd fingerprint a 75 illetve 43 izolatum kozott). Jelentds kiilonbségek
mutatkoztak a metalaxilérzékenységben, a paradicsomon az izolatumok tal-
nyomo tobbsége (74%) érzékeny volt, ez burgonyan mar csak alig 19% (4. tab-

lazat).

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

Tulajdonsag Izolatumok Izolatumok Osszesen
burgonyarél 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 (71%)
RGS57-genotipus 43/75 28/43 75/118°
Metalaxilérzékenység™: R 27 (36%) 9 (23%) 36 (31%)
I 34 (45%) 1 (3%) 35 (31%)
E 14 (19%) 29 (74%) 43 (38%)

*Osszesen 114 izolatumot teszteltiink. (R: rezisztens, I: atmeneti (inter-
medier) érzékenységl, E: érzékeny).
*Tovabbi négy RG57 genotipus mindkét gazdandvényen eléfordult.
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5. tablazat: A Phytophthora infestans-izolatumok egyes tulajdonsagainak
megoszlasa parosodasi tipus szerint.

Tulajdonsag Al A2 Osszesen
Tzolatumok szama 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 42/61 28/57 75/118°
Metalaxilérzékenység™: R 20 (33%) 16 (30%) 36 (31%)
1 14(23%) 21 (39%) 35 (31%)
£ 26 (44%) 17 (31%) 43 (38%)

*Osszesen 114 izolatumot teszteltiink. (R: rezisztens, I: atmeneti (inter-
medier) érzékenységl, E: érzékeny).
*Tovabbi 6t RG57 genotipus mindkét parosodasi tipusban eléfordult.

A péarosodasi tipus tekintetében jelentOs eltérések tapasztalhatok a Pep-
genotipusok eloszlasdban. Az Al-es izolatumokban a Pep 100/100-as genotipus
aranya 47%, mig az A2-es izolatumok kozott a Pep 96/96 ért el hasonlo aranyt
(46%). A Pep 83/96-0s genotipus csak az Al parosodasi tipusu izolatumok ko-
zOtt volt kimutathatd. Az A1l parosodasi tipusi Ph. infestans-izolatumok — bar
szamuk alig kiilonbozott az A2-esekétdl — kitlinnek RG57 genotipusaik nagy
valtozatossagaval, 42 egyedi genotipust lehetett azonositani az Al-es
izolatumok kozott, mig az A2 parosodasi tipustiak kozott ez csak 28 volt. A
rezisztens, atmeneti érzékenységii és érzékeny izolatumok ardnya ugyanakkor
nem tér el a két parosodasi tipus kozott (5. tablazat).

Annak ellenére, hogy az izozimgenotipusok gyakorisagéban jelentds kii-
16nbségek mutatkoznak a Ph. infestans izolatumok egyes csoportjai kozott, az
allélgyakorisdgon alapuld géndiverzitas-elemzés nem tart fel jelentds eltérése-
ket (6. tablazat). Osszehasonlitva a gazdandvény illetve parosodasi tipus alapjan

elkiilonithetd csoportokat, mind a géndifferenciacios egylitthaté (Gsr = 0,020
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illetve Gsr = 0,053), mind pedig a Nei-féle genetikai tavolsag kicsi volt (0,0151
illetve 0,0391).

6. tablazat: Géndiverzitas-elemzés és genetikai tavolsagok a Phytophthora
infestans izolatumok egyes csoportjai kozott.

Oss;ehasonhtas ﬁs ﬁr Gar G’enet11’<a1
alapja tavolsag
Gazdandvény 5,5, (563 0020 0,0152
szerint

Parosodasi

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

A Ph. infestans izolatumok egyes alcsoportjaiban a multilokuszos genoti-
pusok alapjan tapasztalhatd genotipusos valtozékonysdg nem mutatott szignifi-
kans eltéréseket 95%-o0s valdszinliség mellett. A Shannon-index értéke a burgo-
nyarol szarmaz6 izolatumok kozott 3,802, a paradicsomrdl szarmazok kozott
pedig 3,355 volt, mig a parosodasi tipusok szerint megkiilonboztethetd két cso-
portban ugyanez az érték 3,679, illetve 3,403 volt az Al-es és A2-es parosodasi
tipusu izolatumokra.

Ha azokat az izolatumokat, amelyeknek azonos volt a multilokuszos ge-
notipusuk, azaz kléonvonalaknak tekinthetdk, csak egyszer vessziik figyelembe a
géndiverzitas-elemzésnél, hasonl6 eredményeket kapunk (7., 8. és 9. tablazat).

A 2002-ben gyljtott izolatumok koziil 20 Noégrad megye, 39 pedig
Veszprém megye egy-egy kisebb burgonyatermd vidékérdl szarmazott. Az
egyes Pep genotipusok ardnya Gsszességében és a Nograd megyei mintateriile-
ten nem kiilonbozott jelentdsen a teljes populdcidban tapasztalt aranyoktol (lasd
az 5. tablazatot), azaz a Pep 100/100, 96/100 és 96/96 aranyatol (1/3:1/3:1/3).
Azonban a Veszprém megyei mintateriileten mind a nyolc Al-es parosodasi ti-

pusu izolatum ugyanazt a Pep 100/100 genotipust képviselte. A nyolc Al-es
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7. tablazat: A kiilonb6zo multilokuszos genotipusba tartozé Phytophthora
infestans-izolatumok tulajdonsagainak eloszliasa gazdanovényiik alapjan.

Tulajdonsag Izolatumok  Izolatumok Osszesen
burgonyarél paradicsomrol
Izolatumok szédma 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°
Metalaxilérzékenység™: R 17 (34%) 8 (28%) 25 (32%)
I 21(42%) 1 (3%) 22 (28%)
E 12 (24%) 20 (69%) 32 (40%)

*Osszesen 79 izolatumot teszteltiink. Az azonos multilokuszos genoti-
pusu, de eltérd metalaxilérzékenységii torzsek figyelmen kiviil hagyva.
(R: rezisztens, I: atmeneti (intermedier) érzékenységti, E: érzékeny).
"Tovabbi négy RG57 genotipus mindkét gazdandvényen eldfordult.

8. tablazat: A kiilonb6z6 multilokuszos genotipusba tartozé Phytophthora
infestans-izolatumok tulajdonsagainak elgoszlasa parosodasi tipus szerint.

Tulajdonsag 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 42/47 28/39 75/86°
Metalaxilérzékenység™: R 16 (35%) 9 (27%) 25 (32%)
I 13 (28%) 9 (27%) 22 (28%)
E 17 (37%) 15 (46%) 32 (40%)

*Osszesen 79 izolatumot teszteltiink. Az azonos multilokuszos genoti-
pust, de eltéré metalaxilérzékenységii torzsek figyelmen kiviil hagyva.
(R: rezisztens, I: tmeneti (intermedier) érzékenységti, E: érzékeny).
"Tovabbi 6t RG57 genotipus mindkét parosodasi tipusban el6fordult.
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Veszprém megyei minta mas szempontbol is kiilonleges, mert annak ellenére,
hogy burgonyardl szarmaznak, egyaltalan nem taldlhaté kozottik metalaxil-

rezisztens izolatum (10. tdblazat).

9. tablazat: Géndiverzitas-elemzés és genetikai tavolsagok a kiilonb6zo
multilokuszos genotipusba tartozé Phytophthora infestans-izolatumok
egyes csoportjai kozott.

Oss;ehasonhtas ﬁs ET Ger G’enetﬂ’(al
alapja tavolsag
Gazdangveny 0256 0268 0,045 0,0338
szerint

Parosodasitipus .5, (971 (033 0,0254
szerint

10. tablazat: A Nograd és Veszprém megyébol szarmazo Phytophthora
infestans-izolatumok jellemzo tulajdonsagai.

Tulajdonsag Al A2 Osszesen
Nograd  Veszprém  Nograd ~ Veszprém  Nograd ~ Veszprém
Pep:100/100 9(47%) 8 (100%) 0 4 (13%) 945%) 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 73B7%) 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°
*Metalaxilérzékenység. R: rezisztens, I: &tmeneti (intermedier) érzékenységii,
E: érzékeny.

K ét tovabbi RG57-genotipus mindkét parosodasi tipusban eléfordul.

4. 2. Leromlasos tiinetek égeren

Az enyves éger leromladsa és pusztuldsa soran tapasztalt jellegzetes tline-

tek, a gyokérnyaki régiobol kiinduld és felfelé halado kéregnekrdzisok és a fe-
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lilletiikon kialakul6 fekete, nedvezd foltosodas (katranyfolt) a mas fas ndvénye-
ken Ph. cambivora altal okozott tiineteket idézték. A katranyfoltokat mutato
fakon gyokérpusztulas 1épett fel, €s a torzs kambiumpusztulas miatti deforma-
cioja is tapasztalhatd volt. A szallitoszovetek csokkent miikddése
kovetkeztében el6allo tapanyaghiany miatt az érintett fak korondja is megritkult
(2. ébra).

A tiineteket mutatd fak kéreg vagy gyokérszovetebdl kitenyésztett kor-
okoz6 morfoldgiailag hasonl6 volt a heterotallikus Ph. cambivordhoz, azonban
azzal ellentétben homotallikus volt. A hansagi mintateriileten a korokoz6 valo-
szintileg az izolalast megel6zden évekkel jelen volt, mert a torzstorzulas és az
uyjonnan fejlédé faszovetben talalt évgylriik erre engednek kovetkeztetni. El-
lenben Hévizen, a fiatal, 6-8 éves allomanyban bekdvetkezett fertdézésnél
torzstorzulast nem tapasztaltunk. Kétéves égercsemeték mesterséges fert6zésé-

vel (155b izolatum) a korokozo patogenitasa igazolddott.

4. 3. Az éger-Phytophthora morfologiai és élettani jellemzoi

A magyarorszagi égerfitoftora-izolatumok ivarszerveik alapjan két jol
megkiilonboztethetd csoportba tartoznak. A Hansagbol szarmaz6 harom izola-
tum (155a, 155b és 155¢) a P876-os (svéd tipust referencia-) izolatumra
hasonlitott, azaz optimalis koriilmények kozott sima felszinli oogdniumokat
képezett, melyeknek atmérdje 24 és 64 um kozott volt. Az anteridiumok jobba-
ra kétsejtliek voltak és amfigin modon kapcsolodtak az oogéniumhoz. Azonban
15 °C alatt az oogéniumok fala enyhén riicskos felszinii lett. A Hévizrdl szar-
mazo6 izolatumok (Phx1/a, Phx4/1, Phx4/2, Phx6, Phx8 és Phx9) 23-54 pum
atmérdjl, riicskds felszinli oogoniumokat képeztek, az anteridium amfigin ti-
pusu volt és a hansagi izolatumoknal gyakrabban volt kétsejtti. Ezek a tulajdon-
sdgok megegyeztek a P772-es (standard tipusu referencia-) izoldtum és a

Ph. cambivora hasonl6 tulajdonsagaival (4. bra).
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Valamennyi izolatum sporangiumképzését csak talajkivonatban lehetett
indukalni, egyik izolatum sem képezett sporangiumot sem so6oldatokban, sem
kiilonféle tapkozegekben. A sporangiumok vékony, sima faluak voltak, a tarto-
ikrol nem véltak le. Ez a tulajdonsaguk megegyezik a Ph. cambivora és a
Ph. fragariae jellemzdivel. Az ivaros és ivartalan szaporitoképletek méreteit
harminc mérés atlaga alapjan a 11. tdblazat foglalja dssze.

Az égerfitoftora enyhén gyapjas, enyhén besiippedt telepeket fejlesztett
sargarépa-taptalajon épplugy, mint V8-agaron vagy borsén, bar ez utdbbin a
légmicéliumképzddés valamivel gyorsabb volt. A hansagi izolatumok légmicé-
liuma mindharom téptalajon kissé erételjesebb volt a hévizi izolatumokéinal. A
micelialis novekedés sebessége V8- és borsdtaptalajon gyorsabb volt, de az
ivaros képletek képzddésének a sargarépa-taptalaj kedvezett.

Mind a hanséagi, mind pedig a hévizi izoldtumok novekedése 25 °C-on
optimalis (5. dbra), 30 °C felett pedig nem észlelhetd telepndvekedés. A hévizi
izolatumok azonban valamivel érzékenyebbek a 25 °C feletti hémérsékletre,

mert itt a ndvekedésiik gyengébb, mint a hansagi izolatumoké.

4. 4. Az éger-Phytophthora molekularis jellemzoi

4. 4. 1. Izozimelemzés

Mind a Ph. cambivora és a Ph. fragariae, mind pedig az égerfitoftora
izolatumaiban egyetlen, azonos elektroforetikus mobilitdst izocitromsav-
dehidrogenaz (Idh) izozim volt jelen. Viszont a leucil-tirozin-peptidaz, az alma-
sav-dehidrogenaz (Mdh) és a gliikkdz-6-foszfat-izomeraz (Gpi) alkalmas volt a
két morfologiailag is eltérd csoport szétvalasztasara. Egy-egy csoporton beliil
pedig valamennyi izolatum azonos mintdzatot mutatott. A kapott gélmintazatok
alapjan az égerfitoftora egyes izoldtumainak feltételezett genotipusa minden
vizsgalt enzimnél meghatarozhatd. Osszehasonlitd adatok hijan egy-egy enzim-

rendszeren beliil a kiilonboz6 allélokat csak eltérd betlik jelolik (12 tablazat).
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5. abra: Az égerfitoftora hazai izolatumainak napi atlagos sugariranyu
telepnovekedése sargarépaagaron, a h6mérséklet fiiggvényében. Fent: han-
sagi izolatumok, lent: hévizi izolatumok.
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12. tablazat: Izozimelektroforézis alapjan feltételezhet6 genotipusok az
égerfitoftora hazai izolitumaiban és a referenciaizolitumokban. P876:
svéd varians; P772: standard tipus; P1010: Ph. cambivora; P823:
Ph. fragariae.

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

Glik6z-6-fosz- AA AA ABCC ABCC BB CC
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 ¢€s a sejtmagban kodolt lokuszok terméke a gélen
nem valaszhat6 szét.

A legérdekesebb eredményt a Gpi adta. A hévizi izolatumokban és a
P772-es standard tipusban 6t sav keletkezett, intenzitdsuk a gélben 1:2:5:4:4
volt. Az 6t sav koziil a kozépsd azonos mobilitast volt a hansagi, a P876-o0s
svéd tipus és a P1010-es Ph. cambivora egyetlen savjaval, mig a leggyorsabb
sav a Ph. fragariae egyetlen savjaval megegyez0 sebességgel mozgott.

A hévizi izolatumok Mdh-mintdzata megegyezett a standard tipust refe-
renciaizolatuméval, a hansagi izolatumoké pedig a svéd tipusu referenciaizola-
tuméval. Mindkét hibridtipus Mdh-mintazata eltért a Ph. fragariae (egyetlen
sav) és a Ph. cambivora mintdzataitol. Azonban a mitokondriumban és a sejt-
magban kodolt Mdh-t a Ph. cambivora mellett csak a hansagi €s a svéd tipust
referenciaizolatumban lehetett a gélen elvalasztani.

A leucil-tirozin-peptidaz enzim esetében a hévizi izoldtumok ¢és a stan-
dard tipusu referenciaizoldtum heterozigétanak bizonyultak, és harom lassan
mozgd, gyengén szétvalaszthato savot adtak. Ezzel szemben a Ph. cambivora, a

Ph. fragariae, valamint a hansagi izoldtumok és a svéd tipusu referencia-
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égerfitoftora homozigdtak voltak, de eltérd mobilitasu allélt tartalmaztak (6.
abra).

4. 4. 2. Az éger-Phytophthora 1'TS-régioja

Az univerzalis ITS-1 és ITS-4 inditoszekvencidkat felhasznalva minden
izoldtumban a vart, kortilbeliil 900 bp hossza termék keletkezett, mely az ITS1
¢és ITS2 régiot és az altaluk kozrefogott 5,8S rRNS génjét tartalmazta.

Az ITS-régido Mspl enzimmel torténd emésztését kovetden a két hibridti-
pus kozott az emésztési termékek mérete és szama tekintetében nem volt kii-
16nbség, jollehet az egyes termékek mennyisége eltért a két tipus kozott, ezért
eltéré intenzitassal festodtek meg a gélben. A hansagi izoldtumok emésztési
mintazata megegyezett a P876-os referenciaizolatummal (svéd varians), mig a
hévizi izolatumok mintazata a P772-es referenciaizolatum (standard tipus)
mintazataval volt azonos.

A svéd tipusu referenciaizoladtumban és a hansagi izoldtumokban négy
olyan DNS-fragmentum (100 bp, 300 bp, 390 bp és 510 bp hosszsagu) jelent
meg, amelyek intenzitasukban is a Ph. cambivoraban talalhato savokkal egyez-
tek meg. Valamennyi hibridben valamint a Ph. cambivordban és a Ph. fraga-
riaeban is harom emésztési termék (220 bp és két nehezen szétvalaszthatd 150
ill. 160 bp koriili sav) azonos intenzitassal jelent meg. Mindemellett a hibri-
dekben jelen volt két olyan DNS-szakasz — egyikiik koriilbeliil 520 bp, masikuk
300 bp hosszu —, amely csak a Ph. cambivordban taldlhatdo meg, a Ph. fraga-
riaeban nem (7. abra). Eszerint mintazatban a svéd varians jobban hasonlitott a
Ph. cambivorara, a standard tipus pedig — jollehet tartalmazott Ph. cambivorara
jellemz6 savokat is — a Ph. fragariaera.

A Haelll restrikcios endonukledzos emésztést kovetden a svéd variansok-
ban ugyanolyan méretli DNS-szakaszok keletkeztek, mint a Ph. cambivoraban.
A standard tipus mintazata ehhez hasonlo volt, de emellett tartalmazott két

olyan DNS-szakaszt is, amelyek a Ph. fragariaera jellemzdek.
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6. abra: Az égerfitoftora izozimjeinek elektroforetikus fenotipusai négy
enzim alapjan. A: izocitromsav-dehidrogenaz, B: gliik6z-6-foszfat-izo-
meraz, C: almasav-dehidrogenaz, D: leucil-tirozin-peptidiz. Valamennyi
gélen a sorrend: hansagi izolatum: (1); svéd varians, P876: (2); standard
tipus, P772: (3); Ph. fragariae, P823: (4); Ph. cambivora, P1010: (5); hévizi
izolatumok (6—10). Minden gélen azonos a futas iranya: fentrol lefelé.
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endonukleazzal hasitott darabjai. Nyilhegy jeloli a Ph. fragariaeb6l hianyzo
DNS-szakaszokat. Ph. cambivora, P1010: (1); Ph. fragariae, P823: (2); hévi-
zi izolatumok: (3—7); standard tipus, P772: (8); svéd varians, P876: (9);
hansagi izolatumok: (10-12). M: molekulatomeg-marker.

4. 4. 3. RAPD-elemzés

Az ITS és az izozimadatokhoz hasonléan a RAPD-mint4zatok tobbsége is
jellegzetes kiillonbséget mutatott az égerfitoftora két varidnsa kozott. Egy-egy
csoporton beliil azonban minden izolatum mintdzata egységes volt (8. dbra). A
legtobb RAPD-PCR-termék specifikusan csak az egyik (ritkan mindkét) hibrid-
tipusban jelent meg. Néhany inditészekvencidval olyan termékek is keletkeztek,
amelyek a hibridek mellett valamelyik sziildben is megjelentek. Ez a sziild
szinte mindig a Ph. cambivora volt, ritkan keletkeztek olyan PCR-termékek (pl.
az OPG-18 inditészekvencidval) amelyek csak a hibridekben és a Ph. fraga-

riaeban jelentek meg, a Ph. cambivordban azonban nem.
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Az OPG-02 jelti inditoszekvencia segitségével a Ph. cambivoraban kelet-
kezé mintegy 1500 bp hosszu DNS-fragmentumot, mely jelen volt valamennyi
hibridben, de hianyzott a Ph. fragariaebdl, DNS hibridizacios probaként hasz-
naltuk. A hibridekben keletkezett, a probaval azonos méretii termék homoldg-

nak bizonyult a Ph. cambivordban talalhatoval (9. dbra).

M1 234567389101 123 M

8. abra: Egerfitoftora, Ph. cambivora és Ph. fragariae RAPD-PCR-termékei
az OPW-04 inditoszekvenciaval. Sorrend: templat DNS nélkiili kontroll:
(1); Ph. cambivora, P1010: (2); Ph. fragariae, P823: (3); hévizi izolatumok:
(4-8); standard tipus, P772: (9); svéd varians, P876: (10); hansagi izolatu-
mok: (11-13). M: molekulatomeg-marker, a gél futasi iranya: fentrol lefelé.
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9. abra: Egerfitoftora, Ph. cambivora és Ph. fragariae RAPD-PCR termékei
az OPG-02 inditoszekvenciaval (bal oldal), illetve ennek hibridizacios
membranja (jobb oldal) a Ph. cambivora 1500 bp hosszit 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 iires. M: molekulatomeg-marker.

4. 5. Uj tudomanyos eredmények

A doktori munka része, illetve folytatdsa azoknak az MTA Novényvé-
delmi Kutatointézetében végzett kutatdsoknak, amelyek az intraspecifikus €és az
interspecifikus kolcsonhatasok okozta populacios valtozasokra Osszpontosita-
nak a burgonya és paradicsomvészt kivaltdo Ph. infestanson, illetve az éger-
pusztulasért felelés Ph. alni fajhibriden keresztiil. A doktori munka sorén a ko-
vetkezd 1) tudomanyos eredmények sziilettek:

Tovabbi bizonyitékokkal szolgaltunk arra vonatkozoan, hogy a magyaror-
szagi Ph. infestans-populaciokban is végbement a teljes kicserélddés, uj
valtozatok terjedtek el és valtak egyeduralkodéva. Ez a hazai Ph. infestans-
populéacio szerkezetében alig hasonlit a korabbi eurdpai populacidkra, annal

sokkal nagyobb diverzitasu.
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Két hazai ¢él6helyen azonositottuk az Eurdpa-szerte pusztitd égervész hibrid
koérokozdjanak (legijabban Ph. alni néven leirt) két (Gijabban alfajként jegy-
zett) tipusat: a standard tipust (Ph. alni ssp. alni) €s az Ggynevezett svéd va-
rianst (Ph. alni ssp. uniformis).

Izozim- és DNS-markereket azonositottunk a Ph. alni e két leggyakoribb
tipusanak (alfajanak) molekuldris jellemzésére és megallapitottuk, hogy a
Ph. alni két tipusa (alfaja) mind izozim-, mind RAPD-markerek alapjan el-
kiilonithetd, az egyes tipusok ellenben genetikailag homogének.

Kimutattuk a Ph. alni fajhibridben az egyik sziild, a Ph. cambivora DNS-
ének jelenlétét DNS—DNS hibridizacioval.
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5. KOVETKEZTETESEK

A fitoftéras betegségek komoly fenyegetést jelentenek a novénytermesz-
tésre. Szerte a vildgon jelentds gazdasagi karokat okoznak nem csak az ¢lelmi-
szertermelésben, hanem a disznovénykertészetekben is (ErwiN €s RiBeERO 1996).
M¢ég a nemzetség legismertebb ¢és legrégebben tanulmanyozott képviseldje, a
Ph. infestans is képes volt 0j kihivas el¢ allitani a szakembereket. Mi tobb, az
utobbi idoben feltlintek rokon fajok genetikai kolcsonhatasaként kialakult
természetes fajhibridek is. Emellett egy sor 0j faj azonositdsara is sor kertilt,
valamint a mar ismert fajok gazdandvénykore is ujabbakkal boviilt.

A doktori munka ezeknek az 0j jelenségeknek a tarhazabol a Ph. infestans
populacioinak szerkezetében hazankban éppen napjainkban végbemend atala-
kulasra, illetve az intraspecifikus kolcsonhatasban kialakult 0j fajhibrid, az

éger-Phytophthora genetikai elemzésére 6sszpontosit.

5. 1. A magyarorszagi Phytophthora infestans-populaciok altalanos
jellemz6i

Bar a fitoftorakutatasnak a nemzetk6zinél valamivel révidebb a hazai
multja, tobb figyelemreméltd eredménnyel gazdagitotta ismereteinket e koroko-
616l (Ersex 2001). Az A2 parosodasi tipus 1996-ban tortént hazai felfedezését
(Bakonyi és Ersex 1997a és 1997b) kovetd szélesebb korti gyiijtémunka soran
Baxkonyi et al. (1998 és 2002b) és Nacy et al. (2003a) burgonyan mintegy fele-
fele aranyban talaltak A1l és A2 parosodasi tipust, paradicsomon azonban az A2
dominalt. Az izolatumok mintegy harmada rezisztens volt a metalaxillal
szemben, rdadasul a rezisztens izolatumok tobbsége burgonyardl szdrmazott.

Som et al. (2004) mintegy szaz izolatum mitokondrialis haplotipus elemzését
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végezték el €s a négy lehetséges haplotipus koziil kettét (Ia 30% ¢és Ila 70%)
azonositottak.

A 2001-2002-ben végzett gytijtés soran a Ph. infestans szamos, eddig is-
meretlen genotipusat azonositottuk. Genotipusuk alapjan egyik izoldtum sem
valamint dontéen metalaxilérzékeny és a Gpi-lokuszon 86/100, a Pep-lokuszon
92/100 genotipusu torzsekbdl allt, korlatozott szamu RG57-mintézattal (Forses
et al. 1998). Ezzel ellentétben a magyarorszagi Ph. infestans-populaciobol teljes
mértékben hianyzik a Pep 92 és a Gpi 86-os allél, az A2 parosodasi tipus
aranya pedig jelentds (48% illetve 45%, 4. és 7. tablazat). Hasonl6an nagy a
metalaxilrezisztens izolatumok ardnya (32%). Ezek a tulajdonsagok mind
azokat az 10j populacidkat jellemzik, amelyek a nyolcvanas évek eldtt
ismeretlenek voltak. Igy a hazankban tapasztalt folyamatok jol illeszkednek a
mashol tapasztaltakhoz, amely szerint a kérokozd populacidinak vilagszerte
jelentds, a legtobb orszagban teljes kicserélddése ment végbe (Fry et al. 1992,
GoopwiN 1997). Az értekezésben nem részletezett mitokondridlis haplotipusok
elemzése szintén alatamasztja, hogy Magyarorszagrol a régi populécio teljesen
eltlint. A négy ismert mitokondridlis haplotipus koziil a hazankban megtalalt
kettd (Ia és Ila) csak az 0 Ph. infestans-populaciokat jellemzi (Som et al. 2004).

Izozim-adatok 6nmagukban is jelzik a hazai Ph. infestans-populaciok
egyediségét. A 100/100-as Gpi genotipus nalunk egyeduralkodd, ami hasonld
az Eszak-frorszagban megfigyelthez (Carusie et al. 2001). Ezzel szemben
mashol a Gpi 100/100 mellett a Gpi 90/100 is megtalalhaté (LeBreton és
AnprivoN 1998, Bakonyr et al. 2002a). A Pep 96-os allél nagy gyakorisaga
egyetlen eurdpai populaciora sem jellemzd. A Pep 83/96 pedig, amely egyeldre
csak a burgonyadhoz és az Al-es parosodasi tipushoz kothetd, elészor Magyar-
orszagon valt ismertté (Bakonyr et al. 1998 ¢és 2002b) és ezen kiviil csak Bel-

giumban jelezték el6fordulasat (Bakonyi et al. 2002a).
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A multilokuszos genotipusok nagy szama szintén fontos sajatsiga a
Ph. infestans hazai populacioinak. Bar nagy valtozékonysagi populaciok mas-
hol is megfigyelhetdk, igy példaul Lengyelorszagban (Suskowski et al. 1994)
vagy az észak-europai allamokban (BrurBerG et al. 1999), az orszdgonként
végzett populacidelemzésekben altaldban ki lehetett mutatni néhany olyan ge-
notipust, amely dominans az adott régioban, barmekkora valtozatossag is tar-
hato fel egyébként a teriilet korokozo populacidiban. igy van ez még Hollandi-
aban is, ahol tobb mint 1000 izolatum kozott 170 kiillonbozo fingerprintet tartak
fel, de ezek koziil kettd is tobb mint 15%-0s aranyban fordult el (ZwaNkHUIZEN
et al. 2000) és tobb éven keresztiil visszatérden megfigyelheték voltak, bar
aranyuk évrol évre jelentdsen ingadozott. Magyarorszagon — ellentétben az
eldbbi teriiletekkel — nincs egyetlen domindnsnak tekinthetd genotipus sem.

A nagy genetikai valtozatossdgot és a hazai populaciok egyediségét a
mikroszatellit vizsgéalatok eredményei is megerdsitik. Nemzetkdzi egyiittmiiko-
dés soran lehetdség nyilt arra, hogy Ujonnan meghatarozott mikroszatellit-
lokuszok koziil négyet (Pi02, Pi56, Pi63 és Pi70; A. Lees és D. Cooke szemé-
lyes kozlése) vizsgaljunk meg néhany izolatumban. Az izolatumokat tigy valo-
gattuk gazdandvény, parosodasi tipus és foldrajzi eredet szerint, hogy a nagyon
korlatozott mintaméretben is reprezentdljak a magyar populéaciokat. A feldolgo-
zott 10 izoldtumban a négy lokuszon négy 1j, eddig mashonnan sem ismert allél
bukkant fel, szemben az ezzel egyidében feldolgozott lengyel, francia vagy akar
ir mintadkkal, amelyekben legfeljebb 1 uj allél jelentkezett (nem kozolt adatok).

A parosodasi tipus, a Pep 1zozimek és az RG57-mintazatok alapjan a kor-
okozd hazai populacioi rendkiviil valtozatosak. Ezt mutatja, hogy a szdmos
megfigyelt RG57-mintézat koziil egy sem jelent meg szdmottevd gyakorisag-
gal. Ilyen mértékii valtozatossagra eddig Magyarorszagon kiviil csak Kozép-
Mexikéban volt példa (Goopwin et al. 1992b), ahol szinte minden izolatumnak

mas €és mas genotipusa volt. A nagy valtozatossagért felelds ivaros rekombina-
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ciot pedig eldsegiti, hogy mindkét parosodasi tipus jelentds aranyban fordul eld
a populacioban. Mivel tiz alkalommal egy mintavételi teriileten beliil is ki le-
hetett mutatni mindkét parosodasi tipus jelenlétét, nagy valdsziniiséggel végbe
is megy ivaros rekombindcid, annak ellenére, hogy oosporakat kozvetleniil nem
észleltiink. A tapasztalt szamos eltéré multilokuszos genotipusnak megfeleléen
a Ph. infestans izolatumok minden gazda és parosodasi tipus szerint elkiilonitett
csoportjaban jelentds a valtozatossag. Az ennek mérésére alkalmazott egyik
legrégebbi mérdszam, a Shannon index ezért nem mutatott szignifikans eltérést
a populacio egyes alcsoportjai kozott. Ez azonban csak azt jelzi, hogy az ivaros
rekombinacié mindegyik részpopulacion beliil azonos mértékben jatszik szere-
pet a valtozatossag fenntartasdban. Annak megbecslése azonban, hogy a re-
kombindci6 pontosan milyen mértékii, egyetlen mintavétel alapjdn nem lehetsé-
ges.

A Nei-féle géndiverzitas-elemzés megerdsitette az RG57-adatok nagy
valtozatossaga alapjan feltételezett jelent6s mértékli rekombinacioét. Mivel a
teljes populacioban tapasztalt nagy diverzitds az egyes csoportokon beliil meg-
jelend valtozatossagnak a kovetkezménye (kis Gsr értékek), kozottik azonban
nem mutathaté ki jelentds kiilonbség. Azaz, a teljes genetikai valtozatossagnak
minddssze 5 illetve 2%-a vezethetd vissza az egyes csoportok kozotti kiillonbsé-
gekre (6. tablazat). Annak eldontése azonban, hogy ez szignifikans eltérés-e
nehézkes, mivel a Ph. infestans nem csak ivarosan, hanem ivartalanul is szapo-
rodik, és ennek ardnyat nehéz meghatarozni. Ezért célszeri az elemzésbol ki-
zarni az azonos multilokuszos genotipust mutatdé egyedeket azzal a feltevéssel,
hogy ezek egyetlen ivartalanul szaporodé telep leszarmazottai, és igy az egyik
elemzést torzitd tényez6 kiiktathatd. Elvégezve ezt az egyszerisitést, hasonld
eredményt kapunk, azaz a teljes diverzitdsnak csak 2 és 4%-a koszonhetd a

részpopuléaciok kozotti kiillonbségnek (9. tablazat).
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Az elemzés azonban nehezen altalanosithato, mert bar a kis mintaszam
nem rontja az eredmények értelmezhetdségét (Ner 1978), de ehhez sokkal tobb
lokusz adatait kellett volna feldolgozni. Az RG57 adatok azonban nem hasznal-
hatok fel egy diploid populacié vizsgdlatdra, mert nem adnak informaciot az
egyed homozigota illetve heterozigdta allapotardl. Jol alkalmazhaték a
klonalisan szaporodd populdcioban az egyes klonvonalak azonositasara és alta-
lanossagban még mindig hasznalhatok a populaciok valtozatossaganak jellem-
zésére. Igy populaciogenetikai elemzésre csak az izozimallélok hasznalhatok
fel. Mas markereket (példaul mikroszatellit) is bevonva az elemzésbe, tobb

részlet tarhato fel a populaciok szerkezetérol.

5. 2. A Phytophthora infestans valtozékonysagat befolyasolé tényezok

Egy populacié genetikai Osszetételét szdmos tényezd befolyasolja egyi-
dejiileg, ezért ezeknek a hatdsoknak az elkiilonitése egyetlen mintavétel alapjan
nem lehetséges. Egy ivartalanul szaporod6 populaciéban a rendszeres rekombi-
nacid nélkiil a genom egyes lokuszai gyakorlatilag kapcsoltnak tekinthetdk,
ezért az alléleloszlas nem lesz véletlenszerli. Az eltérés mértéke (linkage dise-
quilibrium) informéciot szolgaltathat arrél, hogy a megfigyelt populacié milyen
messze van az idedlis véletlenszertien parosodé allapottdl, ezt azonban szamos
tényezd egyiittes hatasanak eredménye.

5. 2. 1. Ivaros és ivartalan szaporodas

A kapcsoltsagi egyensulyt befolyasold tényezok koziil a legfontosabb,
hogy a Ph. infestans életciklusaban az ivaros szaporodas mellett az ivartalan
szaporodas is jelentOs szerepet jatszik, amely foleg az egy vegetacios idészakon
beliili gyors szétterjedést segiti.

M¢ég nem tisztazott teljes mértékben a petesporak szerepe a Ph. infestans
populacioinak évenkénti megujuladsaban €s valtozékonysaganak kialakitdsaban,

bar a burgonyavész korai kitdréseiben minden bizonnyal ezek jatsszak a leg-
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fontosabb szerepet. Petespordk képzddése azonban még mesterséges fertdzést
kovetden sem mindig megy végbe. LEvin et al. (2001) szabadfoldi inokulaciot
kovetden csak korlatozott mértékii petesporaképzodést figyeltek meg. Ennek
oka lehet tobbek kozott az, hogy a ndvény nedvességtartalma vagy a levelek
kora nem volt megfeleld, mert vizfelszinen lebegd leveleken joval gazdagabb
petesporaképzddés figyelheté meg, mint nedveskamraban (Conen et al. 2000).
Szintén a novényi szovetek viztartalmaval fiigghet 0ssze, hogy a gumokban is
korlatozott a petesporaképzés, ennek ellenére a korokozo megfeleld kora, vagy
faju/fajtadju gazdandvényen nehézség nélkiil attelelhet. Viszont az egyelére nem
ismert pontosan, hogy természetes koriilmények kozott mennyi ideig életképe-
sek ezek a képletek. Mexikdban Solanum demissum- és S. tuberosum-tajok le-
velein nagy szdmban keletkeznek oospdrak és a két gazdandvényen létrejott
Ph. infestans-populacié nem izolalt, kdlcsondsen képes fertdzni a masik gazda-
novényt (Gronwarp et al. 2000, Fuer et al. 2001). Az Eurdépadban mez6-
gazdasagi teriileteken gyomként eléforduld Solanum-fajok szintén szolgalhat-
nak inokulumforrasként (Cooke et al. 2002). Ha a korokozo dontéen az atteleld
oosporakbol ujul meg a kovetkezd vegetacids iddszakban, az ivaros rekom-
binéacio soran keletkezett 0j korokozonemzedék gydkeresen eltérhet a megel6zo
évitol.

5. 2. 2. Migracio

Novényi korokozod 1évén a Ph. infestans konnyedén athidalhat nagyobb
tavolsagokat is a gazdanovény szdveteiben, védett koriilmények kozott. Ez
azonban természetes uton ritkan kovetkezik be. Ennél sokkal nagyobb jelentd-
ségli a sporangiumok terjedése, ennek kevésbé vannak fizikai korlatai. A
sporangiumok néhany 6ran at még nagyon alacsony (40%-os) paratartalom
mellett is életképesek maradnak (Mmocue és Fry 1981). Mivel azonban a
sporangiumok a tartdsan szaraz koriilményeket nehezen viselik, sok szaz kilo-

méterre a sz€l Utjan nem juthatnak el. Ennek kovetkezményeként viszont egy
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¢léhelyen egy vagy legfeljebb néhdny genotipus éaltal dominalt populéci6 alakul
ki, a kezdetben megtelepedd néhany sporangium leszarmazottjaként. Mivel a
Veszprém, illetve Nograd megyébdl szdrmazd, egy vegetacids iddszakban és
korlatozott termdteriiletrél gyiijtdtt mintdkban sem volt domindns genotipus (3.
¢s 10. tdblazat), a nagyobb tavolsagrol érkezd ,,bevandorld” sporangiumok
mellett mas tényez0 is szerepet jatszik a gazdanovények kolonizacidjaban.
egyeb tényezok is fontos szerepet jatszanak. A korokozo a bevandorld sporan-
giumok altal megtehetd legnagyobb tavolsagot is konnyedén meghaladhatja, ha
»Kihaszndlja” a mezdgazdasagi termékek szallitasanak megnovekedett lehetd-
ségeit. Emberi kozvetitéssel 6ceanokon is konnyedén atjuthat, elég csak a XIX.
szdzadi Europaban val6 felbukkanédsara gondolni, amikor egy frissen érkezett
burgonya-szallitmannyal potyautasként a korokozo is megjelent. Rdadasul ez a
multbéli rossz tapasztalat sem volt elég az ujabb sulyos hiba elkeriilésére, mert
ugyanez az eset ismétlodott meg a XX. szazadban is. 1976-ban Europaba érke-
zett kortlbeliil 25 000 tonna mexikoi burgonya, egy része egyenesen az orszag-
nak arrdl a részérdl, ahol az A1 és A2 parosodasi tipus szinte egyenld aranyban
talalhatd meg (NiEDpERHAUSER 1991). A migracidegyik kiilonleges esete, amikor a
vetdgumok importja révén keriil be a kérokozo egy addig még nem fert6zott
teriiletre. Ez esett meg a mult szazadban, amikor az akkoriban csak Eur6paban
termesztett vetdgumoval a burgonyavész mas kontinenseket is meghoditott
(Goopwin 1997). Ugyanigy ember altal kozvetitett migracionak tulajdonithato,
hogy alig néhany évvel a nevezetes mexikoi importburgonya beérkezése utan
megjelent a masodik parosodasi tipus (A2) is (Honr és IseLiv 1984), komoly
valtozasokat hozva a Ph. infestans életciklusaba.

5. 2. 3. Genetikai sodrodas

Novényi kérokozok populacioi azonban altalaban nagyon messze vannak

attol az idealis allapottol, amikor a rekombinacio véletlenszertien kivalasztott
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egyedek kozott bekovetkezd eseménynek tekinthetd. Ugyanis az 0sszes no-
szinten tartsa, ennek megfeleléen a korokozd egyedszama, vagy inkdbb telep-
szdma évrdl évre jelentdés mértékben ingadozik. Ez pedig alapvetéen befolya-
solja a szaporodasban részt vevd egyedek szdmat is. Emellett a ndvényvédd
szerek szelektiven gatolhatjak a korokozo bizonyos populacidinak novekedését
¢s igy terjedését is, mig masokét nem befolyasoljak.

Ha a kérokozoé életében az ivartalan szaporodds dominédns szerepet jat-
szana, akkor egy él0helyen és egy vegetacids idészakban dontden genetikailag
homogén populécionak kellene kialakulnia. Ha a hazai Ph. infestans-populaciok
a szomszédos burgonyatermd teriiletekkel szoros kapcsolatban éallndnak a két
¢l6hely kozott fellépd migracié miatt, akkor a Magyarorszagon oly gyakori Pep
96-0s allélnak, vagy — ha a korokoz6 dontden ivartalanul szaporodna — a nalunk
megfigyelt RG57-genotipusoknak is meg kellene jelenniiik més teriileteken. Igy
tehat, figyelembe véve a mintavétel €s az analizis korlatait is, megallapithato,
hogy a hazankban a Ph. infestans populacioiban tapasztalt nagy genetikai valto-
zatossag dontéen helyi folyamatok (ivaros és ivartalan kolcsonhatas) eredmé-

nyeként alakult ki.

5. 3. Az éger-Phytophthora kartétele

Napjainkban egy 1j fitoftéra jelent meg Eszak- és Nyugat-Eurdpaban a
folyomenti égerligetekben. Magyarorszagon az elsd kiilfoldi jelzések utan
(Brasier et al. 1995, Gises 1995) néhany évvel talaltak meg a betegséget (Varca
2000), majd magat a korokozot (Szao et al. 2000), de a kordbbi ta-
pasztalatokkal ellentétben nem folyoparton, hanem siksagi lapokban. Késébb
azonban Kortay (2003) hegyvidéki patakokat kisérd égeresekben is éger-
Phytophthora fertdzés tiineteit mutatd egyedekrdl szamolt be, ezekbdl a kor-
okozot tobb esetben ki is tudtuk mutatni (nem kozolt adatok).
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Brasier et al. (1999) szerint ez a korokozo egy természetben létrejott
fajhibrid, amely feltehetéen a Ph. cambivora és a Ph. fragariae vagy ahhoz
hasonl6 faj kozotti genetikai kdlesonhatas eredményeként alakult ki. A legujab-
ban Ph. alni fajkomplexumként jelzett fajhibridnek a legelterjedtebb és egyben
a legagresszivabb (Brasier és Kirk 2001), majdnem tetraploid standard tipusa
(legtijabban Ph. alni subsp. alni) mellett szamos variansat (svéd [Ph. alni subsp.
uniformis], holland, német és brit [Ph. alni subsp. multiformis]) is megkiilon-
boztetik. Sejttani vizsgalatok szerint (BrasiEr et al. 1999) az égerfitoftora va-
lamennyi alfaja a Ph. fragariaera és a Ph. cambivordra jellemz6 n=5—6 kromo-
szomaszamhoz képest 1822 kromoszomat tartalmaz, tehat kozel van a tetra-
ploid allapothoz. A tetraploid allapot nem akadalyozza meg a meidzis szabalyos
lefolyéasat, mert igy minden kromoszémanak megvan a homolog parja és ezért
tetraploid allapotban még az interspecifikus hibridek is konnyen stabilizalod-
hatnak genetikailag. Ugy tiinik azonban, hogy ez a folyamat az éger-Phyto-
phthoraban nem ment végbe maradéktalanul. Ez a tény megmagyardzhatja,
hogy az éger-Phytophthora tetraz6lium-bromid festéssel (Jiang és Erwin 1990)
¢letképesnek 1atszo oosporai miért csirdznak gyengén in vitro koriilmények

kozott (DeLcAN €s Brasier 2001).

5. 4. Hazai égeresekben is feltiint az éger-Phytophthora

A Magyarorszagon izolalt korokozé altal okozott tiinetek hasonlitottak a
korabban leirtakra (Gisas 1995), €s a korokozd mar az elsé vizsgalatok szerint
is égerfitoftoranak mutatkozott. Sporangiumainak és ivarszerveinek szerkezete
alapjan szamos tulajdonsagban hasonlitott a Ph. cambivorara, de a homotalli-
kusan fejlédd oogoniumok egyértelmiien elkiilonitik attol. A Hévizrdl szarmazd
izolatumok riicskos falu oogéniumokat képeztek éppen ugy, mint a standard
tipus, de azzal ellentétben a telep enyhén bolyhos volt, nem gy, mint a P772-es

izolatum (Nacy et al. 2002). A Hansagbol szarmazo izolatumok simafelszin(i
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oogdniumokat képeztek, hasonldan a svéd varianshoz, de a telepiik nem volt
annyira bolyhos, mint a P876-os izolatumé (Nacy et al. 2000, Szaso et al.
2000). A hazai izolatumok morfoldgiai tulajdonsagait dsszevetve a referencia-
izolatumokkal ellentmond6 eredményekre jutnank, ezért fontos, hogy DNS-
alapu adatok is alatamasszak a diagnozist.

Hasonl6an a morfoldgiai vizsgéalatokhoz, izolatumainkat a telepnovekedés
szamara optimalis €és/vagy maximalis hdmérséklet alapjan sem lehet egyértel-
miuen elkiiloniteni, bar kismértékli eltérés tapasztalhato a két hibridtipus kozott.
Hoémérsékletigényiik alapjan a fitoftordkat harom csoportba soroljak (ErwiN és
RmERO 1996). Az egyes fajcsoportok jellemzd tulajdonsaga a telepndvekedés
maximalis hdmérséklete, de az éger-Phytophthora és a Ph. cambivora ugyan-
abba a csoportba tartozik. Irodalmi adatok szerint a Ph. cambivora maximalis
novekedési hdmérséklete 34 °C (Brasier et al. 1999), mig a Ph. fragariae var.
rubira jellemz0 érték 25-28 °C (WiLcox et al. 1993). Raadasul a Ph. cambivora
optimalis novekedési hdmérséklete is magasabb, 27 °C (Brasier et al. 1999) -
mas forrasok szerint csak 24 °C (Erwin és RiBEro 1996) - azonban a
Ph. fragariae var. rubi szamara legkedvezdbb hdmérséklet joval alacsonyabb,

mindossze 19-22 °C.

5. 5. Az éger-Phytophthora variansai elkiilonithetok izozim- és DNS-
markerekkel

Egy szervezet hibridtermészetének bizonyitdsa molekularis modszerekkel
lehetséges. Korabban izozimelemzést hasznéltak, amelyet fajok elkiilonitésére
is alkalmasnak talaltak (Oupemans €s Correy 1991a és 1991b, Cuen et al. 1992,
LApay et al. 2000).

Man N ’t VEewp et al. (1998) a Ph. cactorum és a Ph. nicotianae
interspecifikus hibridjében megfigyelték, hogy a két sziiléfajra jellemzd Mdh-
mintdzatok rekombinalodnak. Azaz a két homozigota sziiléfaj eltérd mobilitast
homodimer Mdh-enzimei mellett a hibridekben a heterozigotakra jellemzd
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mintazat jelent meg, amely a sziildi allélok kombinacidjaként a megfigyelhetd
két homodimer enzim kozott egy heterodimer izozim megjelenését is jelentette.

Az égerfitoftora esetében a vizsgalt izozimek koziil harom is alkalmas a
két hazankban eléfordulé tipus elkiilonitésére, de egyetlen enzim esetében sem
talaltuk egyértelmii jelét, hogy a sziil6i allélok a fentiekhez hasonlé mddon
rekombinalddtak volna a hibridekben. Az égerfitoftorak egyes tipusainak elkii-
l6nitésére legjobban felhasznalhatd enzim a Gpi volt. A standard tipusban meg
lehetett figyelni mind a Ph. cambivordra, mind a Ph. fragariaera jellemzd en-
zimsavokat, illetve az ezek kombindciojaként is értelmezhetd koztes tipust. To-
vabbi sziil6i izolatumok vizsgalataval pedig az is eldonthetd lenne, hogy ez
interspecifikus rekombindcido eredménye-e (Man v 't VELD et al. 1998). Az
emlitett harom sav mellett azonban még tovabbi két sav is megjelent. Az 6t sav
intenzitasanak eloszlasa megfelel egy olyan négyallélos rendszernek, ahol a
négy allélbol kettd azonos. Brasier et al. (1999) sejttani vizsgalatok alapjan is
tetraploid kozelinek (4n+2) talaltdk az éger-Phytophthora standard tipusat, a
Gpi-adatok ezzel egybevagnak. Mivel a fitoftordk diploid szervezetek, a szdm-
feletti Gpi-savok fajok kozotti genetikai kdlesonhatasbol szarmazhatnak.

Az ITS-régi6 restrikciés endonukledzokkal hasitott termékeinek Gsszesi-
tett hossza nagyobbnak bizonyult, mint a PCR-termék eredeti 900 bp koriili
(Cooke és Duncan 1997), gélelektroforézissel nem lehet kimutatni, ha a PCR-
reakcio a hibrid fitoftérabdl esetleg egynél tobb (csak szekvencidjaban kiilon-
b6z0) DNS-molekulat szaporit fel. Az emésztési képek azonban egyértelmiien
arra utalnak, hogy az ITS-régioban egynél tobb, azonos hosszlisagu szekvencia
van jelen. Brasier et al. (1999) hasonld eredményt kaptak, illetve a Ph. nico-
tianae X Ph. cactorum hibridjében is mind a két ITS-szekvencia jelen volt
(Bonants et al. 2000). Az égerfitoftora mindkét hazai tipusaban azonos szamu

¢és méretli emésztett [TS-termék taldlhato, de a standard tipusban ¢és a svéd vari-

90



ansban az egyes DNS-szakaszok eltérd intenzitassal jelentek meg, azaz a kii-
16nb6z6 égerfitoftora tipusokban az eltérd ITS-szekvencidk ardnya nem egy-
forma.

A RAPD-eredmények alapjan tobb inditoszekvencia esetén is keletkeztek
a hibridekben a feltételezett sziiléfajokkal méretiikben azonos termékek (8. és 9.
abra). Man v 't VELD et al. (1998) hasonl6 jelenséget figyeltek meg a kankalin
hidroponias tenyészetébdl izolalt, Ph. nicotianae és Ph. cactorum alkotta hibri-
deknél. Az altaluk vizsgalt sziil6fajok Osszes izolatuma hasonl6 RAPD-minta-
zatot mutatott: a hibridekben mindkét sziiléfajéval azonos hosszusaga DNS-
szakaszokat mutattak ki, és Southern-hibridizacioval ezek homoldgijat is bizo-
nyitottak.

Brasier et al. (1995, 1999) morfolégiai, ITS-szekvencia- és AFLP- adatai
alapjan az égerfitoftorak egy-egy tipuson (alfajon) beliil genetikailag meglehe-
tdsen homogének. Sajat morfologiai vizsgalataink alapjan azonban az égerfi-
toftora egyes alfajait nem lehet teljes biztonsdggal meghatirozni. Viszont a
morfologiai és élettani vizsgalatokkal ellentétben valamennyi molekuléris bio-
logiai adat (izozimek, RAPD, ITS-RFLP) megerdsitette, hogy az égerfitoftora
hazai izolatumai két jol elkiilonithetd csoportba tartoznak. Ugyanezt tamasztjak
ala a mitokondridlis DNS-RFLP eredmények is (Nacy et al. 2003b). A hansagi
izolatumok valamennyien a svéd varidnsra, mig a hévizi izoldtumok a standard

tipusra hasonlitanak.

5. 6. Sziiloi DNS jelenléte a hibridben

Bonants et al. (2000) a Ph. cactorumra €s a Ph. nicotianaera specifikus
AFLP-termékeket sikeresen hibridizaltattak a két faj alkotta hibrid-Phytophtho-
ra EcoRI-gyel emésztett Osszgenomi DNS-¢éhez. Ugyanezeknél a hibrideknél
Man v T VELD et al. (1998) RAPD-PCR-termékek homoldgidjat mutattdk ki.
Mesterségesen létrehozott hibridekben Ersex et al. (1995) mutattak ki sziildi
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eredeti DNS-t. Hasonldan az el6bbi esetekhez, az éger-Phytophthordndl is
sikertilt szekvenciahomoldgiat kimutatni a hibridek és a feltételezett sziildfajok
kozott. Az éger-Phytophthordban az OPG-02 jelli inditoszekvenciaval egy
olyan 1500 bp hosszi RAPD-termék is keletkezik, amely megtaldlhato a
Ph. cambivordban ¢és valamennyi hibridben is, de nincs benne a
Ph. fragariaeban. A Ph. cambivora e DNS-szakasza probaként hasznalva erds
homologiat mutatott a hibrid izolatumok hasonlé méreti DNS-szakaszaival. A
morfologiai, ITS-szekvenciabeli és az AFLP-adatok (BrasiEr et al. 1999)
egyarant arra mutatnak, hogy az égerfitoftora egyik sziiléfaja a Ph. cambivora.
Az OPG-02 jelt inditoszekvenciaval keletkezett RAPD-PCR-termékek kozotti
homologia ezért annak a jele, hogy a hibrid égerfitoftordk tartalmaznak
Ph. cambivora eredetli DNS-t is.

Ugyanezt tamasztja ald az is, hogy a Scuuserr et al. (1999) altal RAPD-
PCR-termékek szekvencidja alapjan tervezett €s Ph. cambivorara specifikusnak
talalt inditészekvencidrdl laboratoriumunkban kideriilt, hogy az égerfitoftorabol
is egy ugyanolyan méretii terméket szaporit fel, mint a Ph. cambivordban. Igaz
ugyan, hogy restrikcids endonukledzos emésztést kovetden a PCR-termék eltérd
szekvenciajunak bizonyult (nem ko6zolt adatok).

Ez épplgy, mint a RAPD-elemzéseink (8 €s 9. abra), tovabbi bizonyitékat
jelentik annak, hogy az égerfitoftora evollcids leszarmazottja lehet a Ph. cam-
bivoranak.

Arra nézve még senki sem kozolt adatokat, hogy a Bonants et al. (1997)
altal kozolt ITS-alapt inditoszekvencia, valamint a STaMMLER és SEEMULLER altal
(1993) a riboszoéma kis alegységének génjére kidolgozott és a Ph. fragariaera
specifikus inditdszekvencia képes-e a megfeleld termékek felszaporitdsira az

éger-Phytophthorabdl is.
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5. 7. Az éger-Phytophthora kialakulasa

Az éger-Phytophthora eredete még nem tisztazodott teljes mértékben.
Eredményeink Osszhangban a korabbi irodalmi adatokkal azt valoszinisitik,
hogy a Ph. cambivora lehetett az egyik sziild. A Ph. cambivora 1TS-szekvenci-
dja Mspl restrikcids endonukleazzal hasitva ugyanolyan mintazatot adott, mint a
svéd tipusu égerfitoftorak (a hansagi izoldtumok és az P876-os referenciaizola-
tum). T6bb izolatumot elemezve az ITS-szekvencia-adatokon alapuld torzsfan
az éger-Phytophthora kiilonboz6 varidnsai koziil a svéd tipust allt a legkoze-
lebb a Ph. cambivordhoz (Brasir et al. 2004). Az izozimvizsgalatok eredmé-
nyei ezzel egybevagnak. A Gpi és az Mdh egyik lokuszan is ugyanazokat az
allélokat mutattuk ki a svéd variansban és a Ph. cambivordban is.

Az éger-Phytophthora masik sziiléfaja egyelére nem ismert, s6t az sem
kizart, hogy a kiilonb6z6 hibridtipusok kiilon-kiilon hibridizacids események
soran alakultak ki (Brasier et al. 1999). Az ITS-szekvencidkon alapuld torzsfa-
ban a Phytophthora-nemzetség hadrom faja, a Ph. cambivora, a Ph. fragariae, és
a Ph. cinmomi egy csoportot alkotott (Cooke és Duncan 1997, Cooke et al.
2000). Ha nem is valoszinii, hogy a Ph. fragariae volt az égerfitoftéra masik
sziil6faja, de a lehetséges sziiloket ebben a rokonsagi korben kell keresni. Ep-
pen a legutobbi évek eredményei bizonyitottak, hogy még kordntsem tudunk
mindent errdl a korokozdocsoportrdl. A szdmos jonnan felfedezett faj (ILieva et
al. 1998, Jung et al. 1999, 2002 és 2003, Werres et al. 2001, Frer et al. 2002,
Brasier et al. 2003) koziil kettd, a Ph. europea és a Ph. uliginosa, éppen abba az
ITS-csoportba tartozik, amelyben az égerfitoftorak is helyet kaptak. Elkép-
zelhetd tehat, hogy a szamos felfedezetlen faj kozott el6bb-utobb az éger-
Phytophthora masik sziil6fajat is megtalaljuk.

A hibridek kialakuldsaban 1évé bizonytalansagokat jelentdsen csokkent-

heti, ha képesek lesziink megfejteni a hibridizacidhoz vezetd folyamatokat.
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Ujonnan kialakult korokozoként mindenesetre az éger-Phytophthora is helyet
kovetel maganak a természetben. Ha a hibridizacids folyamat mas fajok eseté-
ben is hasonl6 sikerrel jar, az jelentdsen meg fogja valtoztatni egyes 6koszisz-
témak miitkodését.

Kiilondsen fenyegetd, ha a sériilékeny, veszélyeztetett természetes életko-
z0sségekben bukkan fel egy ujabb korokozé. Ez olyan stresszt okozhat, ami az
adott kozosség felbomlasdhoz is vezethet. Az ember beavatkozasi lehetdségei
ilyen esetekben korlatozottak. Példaul az éger-Phytophthora ellen valoszintileg
hatékonyan lehetne védekezni valamilyen fungiciddel. Eredményeink szerint
ugyanis (in vitro koriilmények kozott) a hazai izolatumok érzékenyek a meta-
laxilra (nem k6zolt adatok), de egy ilyen beavatkozas védett teriileten, raadasul
vizes él0helyen elképzelhetetlen. Ezért csak a megfontolt és feleldsségteljes
viselkedés vezethet eredményre, vagyis ha elkeriiljiik a fajok vagy ndvényi
mintadk megfontolatlan mozgatasat és a régota jol miikodd biofoldrajzi folya-
matokat rabizzuk a természetre.

Fajhibridek kialakuldsa és elterjedése a természetben napjaink felgyorsult
¢és egész Foldiinkre kiterjedd életében még konnyebb is lehet, hiszen a tavolsa-
gok nem csak az emberek ¢és az aruk eldtt csokkennek, hanem a mikroorganiz-
musok el6tt is, amelyek az ember akaratlan segitségével korabban athidalhatat-
lan tavolsagokat tehetnek meg. Felgyorsult evolucidjuk tovabbi kérokozok fel-
bukkanasat is lehetdvé teszi, amely visszafordithatatlanul visszahat kdrnyeze-

tinkre.

Osszegzésként elmondhatd, hogy a Phytophthora-nemzetség mint az
egyik legjelentdsebb novénykorokozo csoport mar a multban is sok kart oko-

zott, a kozeli jovOben azonban még komolyabb kihivasok elé allithatja az embe-
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riséget. Bizonyos populédcidinak a megvaltozott gazdasagi, tdrsadalmi, valamint
az ezekre (is) visszavezethetd kornyezeti feltételek kovetkeztében megndveke-
dett intra- €s interspecifikus valtozékonysaga hatékony védekezési stratégiak
kidolgozasara vagy a meglévOk megvaltoztatasara 0sztondz. Mindehhez nél-
kiilozhetetlen a populaciok genetikai szerkezetének ismerete, valamint valtoza-
sainak kovetése, amiben ma mar a molekularis médszerek is nagy segitséget
nyujtanak. Genetikailag ennyire valtozékony koérokozok ellen tokéletes védel-
met szinte lehetetlen biztositani. Az mar a metalaxil kapcsan (is) kidertilt,
mennyire kockézatos egyetlen névényveédo szerre alapozni a kémiai védekezést,
ezért tanacsos a jovOben az eltéré hatdsmechanizmust névényvédd szerek
kombinaciojat alkalmazni a rezisztencia kialakulasi gyakorisdganak csokkenté-
sére. Masfeldl, bizonyos esetekben — elég az égerfitoftora kapcsan az erdei 6ko-
szisztémdakra gondolni — a vegyszeres védekezés kornyezetvédelmi szempont-
bol csaknem megvaldsithatatlan. Ilyenkor szinte az egyetlen, mas esetekben
viszont a kémiai védekezés melletti lehetdség a betegségnek ellenalld fajtak
nemesitése. De mindenekeldtt Iényeges, hogy a vetd- vagy szaporitdanyag kor-
okozotdl mentes legyen. A fert6zott ndvények kiszliréséhez azonban gyors di-
agnosztikai modszerek sziikségesek. Ilyen céli munkat folytatunk jelenleg az

égerfitoftora molekularis azonositasara.
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6. OSSZEFOGLALAS

A Phytophthora-nemzetség genetikai valtozékonysagaban jelentds szere-
pet jatszanak a fajon beliili és a fajok kozotti genetikai kdlcsonhatasok.

A fajon beliili genetikai valtozékonysag legjobban a burgonya- és paradi-
csomvész korokozojan tanulmanyozhatd, a Phytophthora infestans (Mont.) de
Bary az Oomycota-torzs egyik leghirhedtebb tagja. E heterotallikus szervezet-
nek az 1970-es évekig Mexikon kiviil csak az Al-es parosodasi tipusu torzsei
voltak ismertek. A nagy genetikai valtozatossadgot biztositd ivaros szaporodas-
hoz sziikséges két (Al és A2) parosodasi tipus csupan a korokozo feltételezett
Oshazajaban, Kozép-Mexikoban fordult eld. Genetikai vizsgalatok adatai szerint
a vilag tobbi részén csak néhany kis valtozatossagu, ivartalanul szaporodo ge-
notipus élt. A nyolcvanas évektdl egy agressziv és a fenil-amid tipust fungici-
dekkel, mint példaul a metalaxillal szemben rezisztens, valamint mindkét paro-
sodasi tipust magaban foglald populacid terjedésének lehetiink tanuai
vilagszerte. Ezzel parhuzamosan a régi populaciok visszaszorultak, Europabol
pedig teljesen eltiintek.

Ez a vizsgalat részben annak kideritésére iranyult, hogy a Ph. infestans
populdcioiban vilagszerte bekdvetkezd valtozadsok hazankat milyen mértékben
érintik. Kiilonbozo régidkbol tobb mint szadz izolatumot gyiijtottiink 2001-ben
¢s 2002-ben. Izolatumaink péarosodasi tipusainak és a metalaxil fungiciddel
szembeni tolerancidjanak meghatidrozasa mellett elemeztik a glicil-leucin-
peptidaz (Pep), a gliikko6z-6-fosztat-izomeraz (Gpi) izozim-genotipusokat és a
nukledris genomban mérsékelt gyakorisaggal ismétlédé 1200 bp nagysagu,
RG57 jeltit DNS-szakasz hibridizaciés mintazatait. Eredményeink alapjan izola-

tumaink ahhoz az 0j populacidhoz tartoznak, amely a régi populéciot teljesen
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kiszoritotta. Atlagosan fele-fele aranyban fordult elé a két parosodasi tipus, és
izolatumaink nagyobb része (62%) toleransnak (rezisztensnek vagy atmeneti
érzeékenységlinek) bizonyult a leggyakrabban alkalmazott fungiciddel, a meta-
laxillal szemben. A Gpi lokuszt tekintve valamennyi izoldtum homozigota
100/100 genotipust volt, ezzel szemben a Pep lokuszon 3 allél sszesen négy
kombinacioja, a 100/100 (34%), a 96/96 (32%), a 96/100 (27%) és a 83/96
(7%) jelent meg. Ez utdbbi genotipus Eurdpaban nagyon ritka, és csak az Al-es
parosodasi tipust képviseli. Az RG57-genotipusok rendkiviil nagy genetikai
valtozékonysagot sejtetnek, még a leggyakoribb is minddssze 9 esetben fordult
eld.

A Ph. infestans-populacié jellemzésére altalanosan hasznalt, in. multi-
lokuszos genotipusok (a parosodasi tipus, izozim-genotipusok ¢és az RG57-
mintazatok kombinacidja) tekintetében még nagyobb a valtozékonysag: a leg-
gyakoribbat is csak hat alkalommal azonositottuk. A populéacio szerkezete és a
benne tapasztalhaté nagy valtozatossag jelzi, hogy a populaciok valtozékonysa-
ganak kialakitdsaban a helyi folyamatoknak (ivaros €s ivartalan kdlcsonhatas)
dontd szerepe van.

Foldrajzilag izolalt kdrnyezetben fejlodd és ezért gyenge reprodukcids
nek tulajdonithaté az az 1999-ben megfigyelt 0, addig ismeretlen fitoftoras
betegség, amely az enyves égeren (A/nus glutinosa) jelent meg Nyugat-Ma-
gyarorszagon. Korabbi sejttani és genetikai adatok alapjan bebizonyosodott,
hogy a betegség oka egy természetes eredetii fajhibrid, amely feltehetden a Ph.
cambivora és a Ph. fragariae vagy ahhoz kozel allo faj genetikai kdlcsonhata-
sabol keletkezett. A hibrid kérokozé, amely Nyugat- és Eszak-Europaban sza-
mos orszagban a folydparti égerallomanyok jelentds karosodéasat eredményezi,
genetikailag heterogén, tobb kiilonb6z6 heteroploid tipust foglal magéban,

ezek: a standard tipus és az Ggynevezett varidnsok. Legujabban a kérokozot
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Phytophthora alni Brasier & S. A. Kirk néven leirtak. A hibrid kiilonb6z6 tipu-
sai alfajokként szerepelnek: a Ph. alni subsp. alni a legelterjedtebb ¢és legag-
resszivabb ugynevezett standard tipust képviseli, mig a svéd varians a Ph. alni
subsp. uniformis, a holland és német varians pedig a Ph. alni subsp. multifor-
mis. A dolgozat — a Ph. infestans populacidinak elemzése mellett — ezen Uj
Phytophthora-faj hazai izolatumaiban jelentkezd valtozatossagat is targyalja.

A Magyarorszagon két siklapbol izolalt kérokozd fenotipusos €s mole-
kuléris tulajdonsdgainak elemzése alapjan a Hansagban a svéd varians él, mig
Héviz kornyékén a standard tipus talalhato. Gliikoz-6-foszfat-izomeraz, alma-
sav-dehidrogendz, leucil-tirozin-peptiddz izozimmintazatok, a riboszomalis
gének kozott taldlhato ITS-régid restrikcios endonukledzokkal kapott emésztési
mintazatai, illetve a RAPD-PCR-rel kapott DNS-termékek méreteloszlasa
alapjan az izolatumok egy alfajon beliil homogének. A két alfaj azonban jol
megkiilonboztethetd és a megfeleld referenciaizolatumokkal egyezést mutat. Az
OPG-02-es inditoszekvencidval kapott és minden éger-Phytophthora-izolatum-
ban meglévd RAPD-termék homolog szekvencidju a Ph. cambivordban, mint
az egyik sziildben megtalalhatdo hasonlé méreti RAPD-PCR-termékkel. Az
ITS-régi6 Haelll és Mspl restrikcids enzimekkel kapott mintdzata alatdmasztja

a Ph. alni kétszulOs eredetét.
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7. SUMMARY

Genetic variability in the genus Phytophthora, which has increased
dramatically in its species number, is due to intraspecific and interspecific
interactions.

Intraspecific polymorphism was studied within the Hungarian populations
of Phytophthora infestans (Mont.) de Bary, the causal agent of late blight of
potato and tomato, which is one of the most devastating species of the phylum
Oomycota. The pathogen is heterothallic with mating types Al and A2. Until
the early 1980s, sexual reproduction of the pathogen was known to be confined
to its place of origin, Central Mexico, where the two mating types coexisted. On
the contrary, populations in the rest of the world were of the A1 mating type
only and exhibited limited genetic variability. In the past two decades, novel
populations have spread worldwide comprising genotypes with increased
aggressiveness and extended virulence, tolerance to phenylamide fungicides
and, due to the simultaneous occurrence of both mating types, the ability to
reproduce sexually. These new populations, have displaced the old clonal
population. Our aim was to investigate the populational structure of the
pathogen and find out if similar changes have taken place in Hungary.

Isolations were carried out from both potato and tomato fields in 2001
and 2002 in Hungary. More than 100 isolates were analysed for response to
metalaxyl and mating type, for isozymes at two loci, ie. glycil leucine
peptidase (Pep), glucose-6-phosphate isomerase (Gpi), and hybridisation
patterns of the multilocus RG57 probe to the nuclear genome. On this basis, all
isolates exhibit genotypes characteristic of the new population. More than one

half of the isolates (62%) tolerated (showed resistance or intermediate response
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to) the frequently used fungicide, metalaxyl. The ratio of mating types Al and
A2 was nearly 1:1. The Gpi genotypes were all homozygous, 100/100 whereas
at the Pep locus, four allelic combinations occurred, 100/100 (34%), 96/96
(32%), 96/100 (27%) and 83/96 (7%). The Pep 83/96 is rare in Europe and all
isolates with this genotype were of Al mating type. The RG57 fingerprints
were extremely diverse with numerous unique fingerprints and even the most
frequent pattern occured not more than 9 times.

Combined genotypic traits such as mating type, Pep, Gpi and RG57 into
one multilocus genotype revealed an even greater population diversity. The
most frequent multilocus genotype characterised as few as 6 isolates, and a
significant part of the population exhibited unique genotypes. These results
suggest that diversity of the Ph. infestans populations in Hungary is due to local
events (sexual and asexual interactions) rather than migration from other
countries.

In the 1990s new Phytophthora disease of common alder (Alnus
glutinosa) occurred in Hungary. The symptoms were similar to those previously
described in several Northern and Western European countries. Based on earlier
studies, the alder Phytophthora were considered likely to be a species hybrid
between Ph. cambivora and a Ph. fragariae-like species: across Europe a range
of new alder Phytophthora is spreading, comprising a range of heteroploid
hybrids. The most aggressive standard type has recently been described as
Ph. alni subsp. alni Brasier & S. A. Kirk. Other variants such as the Swedish
type and Dutch or German types, however, belong to other subspecies such as
Ph. alni subsp. uniformis and Ph. alni subsp. multiformis, respectively.

Phenotypic and molecular features of the pathogen in Hungary were
characterised and compared with isolates from elsewhere. The morphologies of
five isolates from one region (Héviz), resembled those of Ph. alni subsp. alni,

whereas the three isolates from another region (Hansag) exhibited traits similar
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to Ph. alni subsp. uniformis. Molecular markers of these two groups of
Hungarian isolates also represented a good fit to the representative isolates of
the aforementioned subspecies. Isozyme patterns and profiles of restriction
fragments of the entire internal transcribed spacer (ITS) region and of RAPD-
PCR products did not differ within a group, but distinct differences were
exhibited between the two groups of isolates. Southern analysis of DNA
amplified with RAPD primer OPG-02 revealed the homologous nature of co-
migrating bands of Ph. cambivora and isolates of alder Phytophthora.
Furthemore, restriction fragment length polymorphism of the ITS region of
ribosomal DNAs digested with restriction endonuclease Haelll and Mspl were

consistent with the hypothesised biparental origin of alder Phytophthora.

101



8. MELLEKLETEK

M1. Felhasznalt irodalom

ADLER N. E., ERSELIUS L. J., CHACON M. G., FLIER W. G., ORDONEZ
M. E., KROON L. P. M. N. ¢s FORBES G. A. (2004): Genetic diversity
of Phytophthora infestans sensu lato in Ecuador provides new insight
into the origin of this important plant pathogen. Phytopathology, 94 (2)
154-162. p.

ANDRIVON D. (1996): The origin of Phytophthora infestans populations
present in Europe in the 1840s: a critical review of historical and
scientific evidence. Plant Pathology, 45 (6) 1027-1035. p.

BAKONYI J. és ERSEK T. (1997a): A burgonyavész fenyegeté jelei Ma-
gyarorszagon. Novényvédelem, 33 (5) 221-228. p.

BAKONYI J. és ERSEK T. (1997b): First report of the A2 mating type of
Phytophthora infestans on potato in Hungary. Plant Disease, 81 (9)
1094. p.

BAKONYTI J.,, HEREMANS B., JAMART G. (2002a): Characterization of
Phytophthora infestans isolates collected from potato in Flanders,
Belgium. Journal of Phytopathology, 150 (8-9) 512-516. p.

BAKONYI J., LADAY M., DULA T. és ERSEK T. (2002b): Characterisation
of isolates of Phytophthora infestans from Hungary. European Journal

of Plant Pathology, 108 (2) 139-146. p.

102



BAKONYIJ., LADAY M., DULA T. és ERSEK T. (1998): Characterization of
Phytophthora infestans isolates from Hungary. Acta Phytopathologica
et Entomologica Hungarica, 33 (1-2) 49-54. p.

BANHEGYI J., TOTH S., UBRIZSY G. és VOROS I. (1985): Magyarorszag
mikroszkopikus gombdinak hatdrozokonyve. Budapest: Akadémiai kia-
do. 1316 p.

BOHAR Gy., BAKONYI J., DULA T., APPONYINE GARAMVOLGYI 1. és
ERSEK T. (1999): A Phytophthora infestans 0j populacidéi Magyaror-
szagon. Novényvédelem, 35 (7) 301-306. p.

BONANTS P. J. M., HAGENAAR-DE WEERDT M., MAN IN T VELD W.
A. és BAAYAEN R. P. (2000): Molecular characterization of natural
hybrids of Phytophthora nicotianae and Phytohpthora cactorum. Phyto-
pathology, 90 (8) 867-874. p.

BONANTS P., HAGENAAR-DE WEERDT M., VAN GENT-PELZER M.,
LACOURT I., COOKE D. ¢s DUNCAN J. (1997): Detection and iden-
tification of Phytophthora fragariae Hickman by the polymerase chain
reaction. European Journal of Plant Pathology, 103 (3) 345-355. p.

BOURKE P. M. A. (1964): Emergence of potato blight, 1843—46. Nature, 203
(4947) 805-808. p.

BOURKE A. (1991): Potato blight in Europe in 1845: the scientific
controversy. 12-24. p. In: LUCAS J. A., SHATTOCK R. C., SHAW D.
S. és COOKE L. R. (Szerk.): Phytophthora. Cambridge: Cambridge
University Press, 447 p.

BRASIER C. (2003): Sudden oak death: Phytophthora ramorum exhibits trans-
atlantic differences. Mycological Research, 107 (3) 258-259. p.

BRASIER C. (2000): The rise of the hybrid fungi. Nature, 405 (6783) 134-
135. p.

103



BRASIER C. M., COOKE D. E. L. ¢s DUNCAN J. M. (1999): Origin of a new
Phytophthora pathogen through interspecific hybridization. Proceedings
of the National Academy of Sciences, USA, 96 (10) 5878-5883. p.

BRASIER C. M. ¢s KIRK S. A. (2001): Comparative aggressiveness of stand-
ard and variant hybrid alder phytophthoras, Phytophthora cambivora
and other Phytophthora species on bark of Alnus, Quercus and other
woody hosts. Plant Pathology, 50 (2) 218-229. p.

BRASIER C. M., KIRK S. A., DELCAN J., COOKE D. E. L., JUNG T. és
MAN IN °T VELD W. A. (2004): Phytophthora alni sp. nov. and its
variants: designation of emerging heteroploid hybrid pathogens
spreading on Alnus trees. Mycological Research, 108 (10) 1172-1184. p.

BRASIER C. M., KIRK S. A., PIPE N. D. és BUCK K. W. (1998): Rare
interspecific hybrids in natural populations of the Dutch elm disease
pathogens Ophiostoma ulmi and O. novo-ulmi. Mycological Research,
102 (1) 45-57. p.

BRASIER C. M, ROSE J. és GIBBS J. N. (1995): An unusual Phytophthora
associated with widespread alder mortality in Britain. Plant Pathology,
44 (6) 999-1007. p.

BRASIER C. M., SANCHEZ-HERNANDEZ E. és KIRK S. A. (2003): Phyto-
phthora inundata sp. nov., a part heterothallic pathogen of trees and
shrubs in wet or flooded soils. Mycological Research, 107 (4) 477-
484. p.

BRASIER C. M. és SANSOME E. (1975): Diploidy and gametangial meiosis
in Phytophthora cinnamomi, P. infestans and P. drechsleri. Transac-
tions of the British Mycological Society, 65 (1) 49-65. p.

BRURBERG M. B., HANNUKKALA A. ¢s HERMANSEN A. (1999): Genetic

variability of Phytophthora infestans in Norway and Finland as revealed

104



by mating type and fingerprint probe RG57. Mycological Research, 103
(12) 1609-1615. p.

CARLISLE D. J., COOKE L. R. ¢s BROWN A. E. (2001): Phenotypic and
genotypic characterisation of Northern Ireland isolates of Phytophthora
infestans. European Journal of Plant Pathology, 107 (3) 291-303. p.

CARTER D. A., ARCHER S. A, BRUCK K. W.,, SHAW D. S. és
SHATTOCK R. C. (1990): Restriction fragment length polymorphism
of mitochondrial DNA of Phytophthora infestans. Mycological Re-
search, 94 (8) 1123-1128. p.

CERNY K., GREGOROVA B., HOLUB V. és STRNADOVA V. (2003): First
finds of “alder-Phytophthora” in the Czech Republic. Czech Mycology,
55 (3-4) 291-296. p.

CHEN W., SCHNEIDER R. W. és HOY J. W. (1992): Taxonomic and phylo-
genetic analysis of ten Pythium species using isozyme polymorphisms.
Phytopathology, 82 (10) 1234-1244. p.

COHEN Y., FARKASH S., BAIDER A. és SHAW D. S. (2000): Sprinkling
irrigation enhances production of oospores of Phytophthora infestans in
field-grown crops of potato. Phytopathology, 90 (10) 1105-1111. p.

COOKE D. E. L., DRENTH A., DUNCAN J. M., WAGELS G. és BRASIER
C. M. (2000): A molecular phylogeny of Phytophthora and related Oo-
mycetes. Fungal Genetics and Biology, 30 (2) 17-32. p.

COOKE D. E. L. ¢s DUNCAN J. M. (1997): Phylogenetic analysis of Phytop-
hthora species based on ITS1 and ITS2 sequences of the ribosomal
RNA gene repeat. Mycological Research, 101 (6) 667-677. p.

COOKE D. E. L. ¢é¢s LEES A. K. (2004): Markers, old and new, for examining
Phytophthora infestans diversity. Plant Pathology, 53 (12) 692-704. p.

COOKE D. E. L., YOUNG V., BIRCH P. R. J.,, TOTH R., GOURLAY F.,
DAY J. P.,, CARNEGIE S. F. és DUNCAN J. M. (2003): Phenotypic

105



and genotypic diversity of Phytophthora infestans populations in Scot-
land (1995-97). Plant Pathology, 52 (2) 181-192. p.

COOKE L. R., CARLISLE D. J.,, WILSON D. G. és DEAHL K. L. (2002):
Natural occurence of Phytophthora infestans on woody nightshade (So-
lanum dulcamara) in Ireland. Plant Pathology, 51 (3) 392. p.

DAGGETT S. S., GOTZ E. és THERRIEN C. D. (1993): Phenotypic changes
in populations of Phytophthora infestans from Eastern Germany. Phyto-
pathology, 83 (3) 319-323. p.

DAVIDSE L. C., GERRITSMA O. C. M. és VELTHUIS G. C. M. (1984): A
differential basis of antifungal activity of acylalanine fungicides and
structurally related chloroacetanilide herbicides in Phytophthora mega-
sperma f. sp. medicaginis. Pesticide Biochemistry and Physiology, 21
(3) 301-308. p.

DAY J. P., WATTIER R. A. M., SHAW D. S. és SHATTOCK R. C. (2004):
Phenotypic and genotypic diversity in Phytophthora infestans on potato
in Great Britain, 1995-98. Plant Pathology, 53 (3) 303-315. p.

DELCAN J. és BRASIER C. M. (2001): Oospore viability and variation in zoo-
spore and hyphal tip derivatives of the hybrid alder Phytophthoras.
Forest Pathology, 31 (2) 65-83. p.

DICK M. W. [2000]: The Peronosporomycetes. [Berlin: Springer-Verlag]
(McLAUGHLIN D. J., McLAUGHLIN E. F. és LEMKE P. A. (Szerk.):
The Mycota VII.-A. Systematics and Evolution).

DIG system users guide for filter hybridisation, The [1995]: s. 1. Boehringer
Mannheim Biochemica, Germany 100 p.

DOWLEY L. J.,, BANNON E., COOKE L. R., KEANE T. és O’SULLIVAN E.
(Szerk.) (1995): Phytophthora infestans 150. Dublin: Boole Press Ltd.,
382 p.

106



DRENTH A., GOODWIN S. B., FRY W. E. és DAVIDSE L. C. (1993):
Genotypic diversity of Phytophthora infestans in The Netherlands re-
vealed by DNA polymorphisms. Phytopathology, 83 (10) 1087-1092. p.

ELANSKY S., SMIRNOV A., DYAKOV Y., DOLGOVA A., FILIPPOV A.,
KOZLOVSKY B., KOZLOVSKAYA I., RUSSO P., SMART C. és
FRY W. (2001): Genotypic Analysis of Russian Isolates of Phyto-
phthora infestans, from the Moscow Region, Siberia and Far East.
Journal of Phytopathology, 149 (10) 605-611. p.

ENGLISH J. T., LADAY M., BAKONYI J., SCHOELTZ I. E. és ERSEK T.
(1999): Phenotypic and molecular characterization of species hybrids
derived from induced fusion of zoospores of Phytophthora capsici and
Phytophthora nicotianae. Mycological Research, 103 (8) 1003-1008. p.

ERSEK T. (2001): A fitoftorakutatas Magyarorszagon. Novénytermelés, 50 (5)
593-604. p.

ERSEK T. és BAKONYI J. (1995): A rajzosporas gombak természetes proto-
plasztjai. Novényvédelem, 33 (11) 521-532. p.

ERSEK T. és BAKONYI J. (1997): A burgonyavész és korokozoja: a Phyto-
phthora infestans. Novényvédelem, 33 (7) 353-382. p.

ERSEK T., ENGLISH J. T., és SCHOELTZ J. E. (1995): Creation of species
hybrids of Phytophthora with modified host ranges by zoospore fusion.
Phytopathology, 85 (11) 1343-1347. p.

ERSELIUS L. J., VEGA-SANCHEZ M. E. és FORBES G. A. (2000): Stability
in population of Phytophthora infestans attacking tomato in Equador
demonstrated by cellulose-acetate assessment of glucose-6-phosphate
isomerase. Plant Disease, 84 (3) 325-327. p.

ERWIN D. C. és RIBEIRO O. K. (1996): Phytophthora diseases worldwide. St.
Paul, Egyesiilt Allamok: APS Press. 562 p.

107



FERENCZY L., KEVEI F. és ZSOLT J. (1974): Fusion of fungal protoplasts.
Nature, 248 (5451) 793-794. p.

FERNANDEZ-PAVIA S. P., GRUNWALD N. J. és FRY W. E. (2002):
Formation of Phytophthora infestans oospores in nature on tubers in
Central Mexico. Plant Disease, 86 (1) 73. p.

FISHER D. J. és HAYES A. L. (1982): Mode of action of the systemic
fungicides furalaxyl, metalaxyl and ofurace. Pesticide Science, 13 (3)
330-339. p.

FLIER W. G., GRUNWALD N. J., FRY W. E. és TURKENSTEEN L. J.
(2001): Formation, production and viability of oospores of Phyto-
phthora infestans from potato and Solanum demissum in the Toluca
valley, Central Mexico. Mycological Research, 105 (8) 998-1006. p.

FLIER W. G., GRUNWALD N. J., KROON L. P. M. N., VAN DEN BOSCH
T. B. M., GARAY-SERRANO E., LOZOYA-SALDANA H.,
BONANTS P. J. M. és TURKENSTEEN L. J. (2002): Phytophthora
imopoeae sp. nov., a new homothallic species causing leaf blight on
Imopoea longipedunculata in the Toluca Valley of Central Mexico.
Mycological Research, 106 (7) 848-856. p.

FORBES G. A., GOODWIN S. B., DRENTH A., OYARZUN P., ORDONEZ
M. E. és FRY W. E. (1998): A global marker database for Phytophthora
infestans. Plant Disease, 82 (7) 811-817. p.

FORBES G. A., ESCOBAR X. C., AYALA C. C.,REVELO J., ORDONEZ M.
E., FRY B. A., DOUCETT K. és FRY W. E. (1997): Population genetic
structure of Phytophthora infestans in Ecuador. Phytopathology, 87 (4)
375-380. p.

FOSTER L. M., KOZAK K. R., LOFTUS M. G., STEVENS J. J.,, ROSS I. K.
(1993): The polymerase chain reaction and its application to filamentous

fungi. Mycological Research, 97 (7) 769-781. p.

108



FRY W. E., GOODWIN S. B., DYER A. T., MATUSZAK J. M., DRENTH A.,
TOOLEY P. W., SUIKOWSKI L. S., KOH Y. J., COHEN B. A,
SPIELMAN L. J., DEAHL K. L., INGLISH D. A. és SANDLAN K. P.
(1993): Historical and recent migrations of Phytophthora infestans:
chronology, pathways and implication. Plant Disease, 77 (7) 653-661. p.

FRY W. E., GOODWIN S. B., MATUSZAK J. M., SPIELMAN L. J.,
MILGROOM M. G. ¢s DRENTH A. (1992): Population genetics and
intercontinental migrations of Phytophthora infestans. Annual Review of
Phytopathology, 30 107-129. p.

GALLEGLY M. E. és GALINDO 1J. (1958): Mating types and oospores of
Phytophthora infestans in nature in Mexico. Phytopathology, 48 (5)
274-277. p.

GARBELOTTO M., RATCLIFF A., BRUNS T. D., COBB F. W. ¢s
OTROSINA W. J. (1996): Use of taxon-specific competitive-priming
PCR to study host specificity, hybridization, and intergroup gene flow in
intersterility groups of Heterobasidion annosum. Phytopathology, 86 (5)
543-551. p.

GAVINO P. D. és FRY W. E. (2002): Diversity in and evidence for selection
on the mitochondrial genome of Phytophthora infestans. Mycologia, 94
(5) 781-793. p.

GHIMIRE S. R., HYDE K. D., HODGKISS I. J., SHAW D. S. és LIEW E. C.
Y. (2003): Variations in the Phytophthora infestans population in Nepal
by nuclear and mitochondrial DNA polymorphisms. Phytopathology, 93
(2) 236-243. p.

GIBBS J. N.: (1995) Phytophthora root disease of alder in Britain. EPPO
Bulletin, 25 (4) 661-664. p.

GIBBS J. N., LIPSCOMBE M. A. ¢és PEACE A. J. (1999): The impact of

Phytophthora disease on riparian populations of common alder (4/nus

109



glutinosa) in southern Britain. European Journal of Forest Pathology,
29 (1) 39-50. p.

GIDDINGS N. J. és BERG A. (1919): A comparison of the late blights of
tomato and potato. Phytopathology, 9 (5) 209-210. p.

GOODWIN S. B. (1991): DNS polymorphism in Phytophthora infestans: the
Cornell experience. 256-271. p. In: LUCAS J. A., SHATTOCK R. C.,
SHAW D. S. és COOKE, L. R. (Szerk.): Phytophthora. Cambridge:
Cambridge University Press, 447 p.

GOODWIN S. B. (1997): The population genetics of Phytophthora.
Phytopathology, 87 (4) 462-473. p.

GOODWIN S. B. ¢s DRENTH A. (1997): Origin of the A2 mating type of
Phytophthora infestans outside Mexico. Phytopathology, 87 (10)
992-999. p.

GOODWIN 8. B. és FRY W. E. (1994): Genetic analyses of interspecific
hybrids between Phytophthora infestans and Phytophthora mirabilis.
Experimental Mycology, 18 (1) 20-32. p.

GOODWIN S. B., COHEN B. A. ¢s FRY W. E. (1994): Panglobal distribution
of a single clonal lineage of the Irish potato famine fungus. Proceedings
of the National Academy of Sciences, USA, 91 (24) 11591-11595. p.

GOODWIN S. B., DRENTH A. és FRY W. E. (1992a): Cloning and genetic
analyses of two highly polymorphic, moderately repetitive nuclear
DNAs from Phytophthora infestans. Current Genetics, 22 (2)
107-115. p.

GOODWIN S. B., SCHNEIDER R. E. és FRY W. E. (1995): Use of cellulose-
acetate electrophoresis for rapid identification of allozyme genotypes of
Phytophthora infestans. Plant Disease, 79 (11) 1181-1185. p.

GOODWIN S. B., SPIELMAN L. J.,, MATUSZAK J. M., BERGERON S. N.
¢s FRY W. E. (1992b): Clonal diversity and genetic differentiation of

110



Phytophthora infestans populations in Northern and Central Mexico.
Phytopathology, 82 (9) 955-961. p.

GRIFFITH G. W. és SHAW D. S. (1998): Polymorphisms in Phytophthora
infestans: four mitochondrial haplotypes are detected after PCR
amplification of DNA from pure cultures or from host lesions. Applied
and Environmental Microbiology, 64 (10) 4007-4014. p.

GRUNWALD N. J,, FLIER W. G., TURKENSTEEN L. és FRY W. E. (2000):
Populations of Phytophthora infestans in the Toluca valley on wild So-
lanum species are not different from those on cultivated potatoes. Phyto-
pathology, 90 (6) S31. p.

HAWKSWORTH D. L. (2001): What Phytophthora infestans race caused the
Irish potato famine? Mycological Research, 105 (9) 1026. p.

HAWKSWORTH D. L., KIRK P. M., SUTTON B. C. és PEGLER D. N.
(1995): Ainsworth and Bisby’s dictionary of the fungi. Kew, Egyesiilt
Kiralysag: CAB International. 616 p.

HEBERT P. D. N. és BEATON M. J. (s. a.): Methodologies for allozyme
analysis using cellulose acetate electrophoresis. Beaumont, Texas:
Helena Laboratories, 31 p.

HOHL H. R. és ISELIN K. (1984): Strains of Phytophthora infestans from
Switzerland with A2 mating type behaviour. Transactions of the British
Mycological Society, 83 (3) 529-530. p.

HUTCHESON K (1970): A test for comparing diversities based on the
Shannon formula. Journal of Theoretical Biology, 29 (1) 151-154. p.

ILIEVA E., MAN IN °T VELD W. A., VEENBAAS-RIJKS W. és PIETERS R.
(1998): Phytophthora multivesiculata, a new species causing rot in
Cymbidium. European Journal of Plant Pathology, 104 (7) 677-684. p.

IVORS K. I, HAYDEN K. J.,, BONANTS P. J. M., RIZZO D. M. és
GARBELOTTO M. (2004): AFLP and phylogenetic analyses of North

111



American and European populations of Phytophthora ramorum. Myco-
logical Research, 108 (4) 378-392. p.

JAIME-GARCIA R., TRINIDAD-CORREA R., FELIX-GASTELUM R.,
ORUMT. V., WASSMANN C. C. és NELSON M. R. (2000): Temporal
and spatial patterns of genetic structure of Phytophthora infestans from
tomato and potato in the Del Fuerte Valley. Phytopathology, 90 (11)
1188-1195. p.

JIANG J. és ERWIN D. C. (1990): Morphology, plasmolysis, and tetrazolium
bromide stain as criteria for determining viability of Phytophthora oo-
spores. Mycologia, 82 (1) 107-113. p.

JUNG T., COOKE D. E. L., BLASCHKE H., DUNCAN J. M. és OSSWALD
W. (1999): Phytophthora quercina sp. nov., causing root rot of
European oaks. Mycological Research, 103 (7) 785-798. p.

JUNG T., HANSEN E. M., WINTON L., OSSWALD W. ¢s DELATOUR C.
(2002): Three new species of Phytophthora from European oak forests.
Mycological Research, 106 (4) 397-411. p.

JUNG T., NECHWATAL J., COOKE D. E. L., HARTMANN G., BLASCHKE
M., OSSWALD W. F., DUNCAN J. M. és DELATOUR C. (2003):
Phytophthora pseudosyringae sp. nov., a new species causing root and
collar rot of deciduous tree species in Europe. Mycological Research,
107 (7) 772-789. p.

KNAPOVA G. és GISI U. (2002): Phenotypic and genotypic structure of
Phytophthora infestans populations on potato and tomato in France and
Switzerland. Plant Pathology, 51 (5) 641-653. p.

KOH Y. J,, GOODWIN S. B.,, DYER A. T., COHEN B. A., OGOSHI A.,
SATO N. és FRY W. E. (1994): Migration and displacements of Phyto-
phthora infestans populations in East Asian countries. Phytopathology,
84 (9) 922-927. p.

112



KOLTAY A. (2003): Elozetes vizsgalati eredmények a magyarorszagi éger-
(Alnus glutinosa) allomanyok Phytophthora okozta pusztuldsarol. No-
vényvedelem, 39 (1) 3-7. p.

LADAY M., BAGI F., MESTERHAZY A. és SZECSI A. (2000): Isozyme
evidence for two groups of Fusarium graminearum. Mycological Re-
search, 104 (7) 788-793. p.

LEBRETON L. és ANDRIVON D. (1998): French isolates of Phytophthora
infestans from potato and tomato differ in phenotype and genotype.
European Journal of Plant Pathology, 104 (6) 583-594. p.

LEVIN A., BAIDER A., RUBIN E., GISI U. ¢s COHEN Y. (2001): Oospore
formation by Phytophthora infestans in potato tubers. Phytopathology,
91 (6) 579-585. p.

LI Y-C., KOROL A. B., FAHIMA T., BEILES A. és NEVO E. (2002): Micro-
satellites: genomic distribution, putative functions and mutational mech-
anisms: a review. Molecular Ecology, 11 (12) 2453-2465. p.

LUCAS J. A., SHATTOCK R. C., SHAW D. S. és COOKE L. R. (Szerk.)
[1991]: Phytophthora. Cambridge: Cambridge University Press, 447 p.

MAN IN °T VELD W. A., VEENBAAS-RIJKS W. J.,, ILIEVA E., DE COCK
A. W. A. M., BONANTS P. J. M. és PIETERS R. (1998): Natural hy-
brids of Phytophthora nicotianae and Phytophthora cactorum demon-
strated by isozyme analysis and random amplified polymorphic DNA.
Phytopathology, 88 (9) 922-929. p.

MAY K. J. és RISTAINO J. B. (2004): Identity of the mtDNA haplotype(s) of
Phytophthora infestans in historical specimens from the Irish potato
famine. Mycological Research, 108 (5) 471-479. p.

McLEOD A., DENMAN S., SADIE A. és DENNER F. D. N. (2001): Charac-
terization of South-African isolates of Phytophthora infestans. Plant
Disease, 85 (3) 287-291. p.

113



MINOGUE K. P. és FRY W. E. (1981): Effect of temperature, relative
humidity, and rehydration rate on germination of dried sporangia of
Phytophthora infestans. Phytopathology, 71 (11) 1181-1184. p.

MONEY N. P. (1998): Why oomycetes have not stopped being fungi?
Mycological Research, 102 (6) 767-768. p.

MOSA A. A, KOBAYASHI K., OGOSHI A., KATO M. és SATO N. (1993):
Isoenzyme polymorphism and segregation in isolates of Phytophthora
infestans from Japan. Plant Pathology, 42 (1) 26-34. p.

MUDICH A. (1965): A Phytophthora infestans (Mont) de Bary dél-dunantili
biotipusainak meghatarozasa. Novényvédelem, 1 (5) 27-32. p.

MURRAY M. G. ¢s THOMPSON W. F. (1980): Rapid isolation of high molec-
ular weight plant DNA. Nucleic Acids Research, 8 (19) 4321-4325. p.

NAGY Z. A., BAKONYI J. és ERSEK T. (2003a): Novel genotypes in Phyto-
phthora infestans populations in Hungary. Acta Phytopathologica et
Entomologica Hungarica, 38 (1-2) 7-11. p.

NAGY Z. A., BAKONYI J. és ERSEK T. (2003b): Standard and Swedish
variant types of the hybrid alder Phytophthora attacking alder in
Hungary. Pest Management Science, 59 (4) 484-492. p.

NAGY Z. A., BAKONYI I, FISCHL G. és ERSEK T. (2002): Egy fitofto-
rahibrid két tipusa a hazai égeresekben. Novenyvédelem, 38 (6) 289-
293. p.

NAGY Z. A., SZABO I, BAKONYI J., VARGA F. és ERSEK T. (2000): A
mézgas éger fitoftoras betegsége Magyarorszagon. Novényvédelem, 36
(11) 573-579. p.

NEI M. (1973): Analysis of gene diversity in subdivided populations. Proceed-
ings of the National Academy of Sciences, USA, 70 (12) 3321-3323. p.

NEI M. (1978): Estimation of average heterozygosity and genetic distance from
a small number of individuals. Genetics, 89 (3) 583-590. p.

114



NEI M. és CHESSER R. K. (1983): Estimation of fixation indices of gene
diversities. Annals of Human Genetics, 47 (July) 253-259. p.

NEWCOMBE G., STIRLING B., McDONALD S. és BRADSHAW H. D.
(2000): Melampsora X columbiana, a natural hybrid of M. medusae and
M. occidentalis. Mycological Research, 104 (3) 261-274. p.

NIEDERHAUSER J. S. (1991): Phytophthora infestans: the Mexican con-
nection. 25-45. pp. In: LUCAS J. A., SHATTOCK R. C., SHAW D. S.
¢s COOKE L. R. (Szerk.): Phytophthora. Cambridge: Cambridge Uni-
versity Press, 447 p.

OLSSON C. H. B. [1999]: Diagnosis of root infecting Phytophthora spp. Dok-
tori értekezés, Swedish University of Agricultural Sciences, Uppsala.
(Acta Universitatis Agriculturae Sueciae, Agraria 161.) 48 p. + mellék-
letek.

OUDEMANS P. és COFFEY M. D. (1991a): A revised systematics of twelve
papillate Phytophthora species based on isozyme analysis. Mycological
Research, 95 (9) 1025-1046. p.

OUDEMANS P. és COFFEY M. D. (1991b): Isozyme comparison within and
among worldwide sources of three morphologically distinct species of
Phytophthora. Mycological Research, 95 (1) 19-30. p.

PETERSEN A. B. és ROSENDAHL S. (2000): Phylogeny of the Perono-
sporomycetes (Oomycota) based on partial sequences of the large
ribosomal subunit (LSU rDNA). Mycological Research, 104 (11)
1295-1303. p.

PETERSON P. D. Jr., CAMPBELL C. L. és GRIFFITH C. S. (1992): James E.
Teschemacher and the cause and management of potato blight in the
United States. Plant Disease, 76 (7) 754-756. p.

REIS A., SMART C. D., FRY W. E., MAFFIA L. A. és MIZUBUTI E. S. G.

(2003): Characterization of isolates of Phytophthora infestans from

115



Southern and Southeastern Brazil from 1998 to 2000. Plant Disease, 87
(8) 896-900. p.

RISTAINO J. B. (1998): The importance of archival and herbarium materials in
understanding the role of oospores in late blight epidemics of the past.
Phytopathology, 88 (11) 1120-1130. p.

RISTAINO J. B. (2002): Tracking historic migrations of the Irish potato famine
pathogen, Phytophthora infestans. Microbes and Infection, 4 (13):
1369-1377. p.

RISTAINO J. B., GROVES C. T. és PARRA G. R. (2001): PCR amplification
of the Irish potato famine pathogen from historic specimens. Nature,
411 (6838) 695-697. p.

RIZZO D. M., GARBELOTTO M., DAVIDSON J. M., SLAUGHTER G. W.
¢s KOIKE S. T. (2002): Phytophthora ramorum as the cause of
extensive mortality of Quercus spp. and Lithocarpus densiflorus in
California. Plant Disease, 86 (3) 205-214. p.

RUSSEL B. W. és MILLS D. (1993): Electrophoretic karyotypes of Tilletia
caries, T. controversa and their F, progeny: further evidence for conspe-
cific status. Molecular Plant-Microbe Interactions, 6 (1) 66-74. p.

RUSSEL B. W. ¢és MILLS D. (1994): Morphological, physiological, and
genetic evidence in support of a conspecific status for Tilletia caries,
T. controversa, and T. foetida. Phytopathology, 84 (6) 576-582. p.

SAMBROOK J., FRITSCH E. F. és MANIATIS T. (1989): Molecular cloning:
A laboratory manual. 2. kiadas, 9.35. p. Cold Spring Harbor Laboratory,
Cold Spring Harbor, New York, Egyesiilt Allamok.

SANSOME E. (1961): Meiosis in the oogonium and antheridium of Pythium
debarianum Hesse. Nature, 191 (4790) 827-828. p.

116



SANSOME E. (1963): Meiosis in Pythium debaryanum Hesse and its
significance in the life-history of the Biflagellatae. Transactions of the
British Mycological Society, 46 (1) 63-72. p.

SANSOME E., BRASIER C. M. és HAMM P. B. (1991): Phytophtora meadii
may be a species hybrid. Mycological Research, 95 (3) 273-277. p.

SANTINI A. (2001): A new Phythophthora root disease of alder in Italy. Plant
Disease, 85 (5) 560. p.

SCHILBERSZKY K. (1928): A burgonyavész gombdjanak 6kologidja. Buda-
pest: Wodianer és fiai Rt. 99 p.

SCHUBERT R., BAHNWEG G., NECHWATAL J., JUNG T., COOKE D. E.
L., DUNCAN J. M., MULLER-STARCK G., LANGEBARTELS C.,
SANDERMANN H. Jr. és OSSWALD W. (1999): Detection and
quantification of Phytophthora species which are associated with root-
rot diseases in FEuropean deciduous forests by species-specific
polymerase chain reaction. European Journal of Forest Pathology, 29
3) 169-
188. p.

SIGLER W. V. és ZEYER Z. (2002): Microbial diversity and activity along the
forefields of two receding glaciers. Microbial Ecology, 43 (4) 397-
407. p.

SMART C. D., WILLMANN M. R., MAYTON H., MIZUBUTI E. S. G.,
SANDROCK R. W., MULDOON A. E. és FRY W. E. (1998): Self-
fertility in two clonal lineages of Phytophthora infestans. Fungal
Genetics and Biology, 25 (2) 134-142. p.

SMOOT 1J. J.,, GOUGH F. J., LAMEY H. A., EICHENMULLER 1J. J. és
GALLEGLY M. E. (1958): Production and germination of oospores of
Phytophthora infestans. Phytopathology, 48 (3) 165-171. p.

117



SOM V., NAGY Z. A., BAKONYI J. és ERSEK T. (2004): Mitokondrialis
DNS-haplotipusok a hazai Phytophthora infestans-populéaciok jellem-
zésére. Novényveédelem, 40 (8) 393-400. p.

SPIELMAN L. J.,, DRENTH A., DAVIDSE L. C., SUIKOWSKI L. J., GU W.,
TOOLEY P. W. és FRY W. E. (1991): A second world-wide migration
and population displacement of Phytophthora infestans? Plant Pa-
thology, 40 (3) 422-430. p.

SPIERS A. G. és HOPCROFT D. H. (1994): Comparative studies of the poplar
rusts Melampsora medusae, M. larici-populina, and their interspecific
hybrid M. medusae-populina. Mycological Research, 98 (8) 889-903. p.

STAMMLER G. és SEEMULLER E. (1993): Specific and sensitive detection
of Phytophthora fragariae var. rubi in raspberry roots by PCR
amplification. Zeitschrift fiir Pflanzenkrankheiten und Pflanzenschutz —
Journal of Plant Diseases and Protection, 100 (4) 394-400. p.

STREITO J. C. és GIBBS J. N. (1999): Alder Phytophthora in France and the
United Kingdom: Symptoms, isolation methods, distribution and
damage. In: HANSEN E. M. és SUTTON W. (Szerk.): Phytophthora
diseases of forest trees. Corvallis, Oregon: Forest Research Laboratory,
Oregon State University, Egyesiilt Allamok. [TUFRO Working Party
7.02.09 Proceedings from the First International Meeting on Phyto-
phthoras in Forest and Wildland Ecosystems.

SUJKOWSKI L. S., GOODWIN S. B., DYER A. T. és FRY W. E. (1994):
Increased genotypic diversity via migration and possible occurence of
sexual reproduction of Phytophthora infestans in Poland. Phytopa-
thology, 84 (2) 201-207. p.

SZABO 1., NAGY Z., BAKONYI J. és ERSEK T. (2000): First report of
Phytophthora root and collar rot of alder in Hungary. Plant Disease, 84
(11) 1251. p.

118



SZEDLAY GY., JAKUCS E., BOKA K. és BOLDIZSAR 1. (1996): Macro-
and micromorphological characteristic of Ganoderma lucidum Karsten
strains isolated in Hungary. Annales Historico-Naturales Musei Natio-
nalis Hungarici, 88 57-68. p.

THEMANN K. és WERRES S. (1998): Verwendung von Rhododendron-
blattern zum Nachweis von Phytophthora-Arten in Wurzel- und
Bodenproben. Nachrichtenblatt des Deutschen Pflanzenschutzdienstes,
50 (2) 37-45. p.

THERRIEN C. D., TOOLEY P. W., SPIELMAN L. J., FRY W. E., RITCH D.
L. és SHELLEY S. E. (1993): Nuclear DNA content, allozyme
phenotypes and metalaxyl sensitivity of Phytophthora infestans from
Japan. Mycological Research, 97 (8) 945-950. p.

TOOLEY P. W., FRY W. E. és VILLAREAL GONZALEZ M. J. (1985):
Isozyme characterization of sexual and asexual Phytophthora infestans
populations. The Journal of Heredity, 76 (6) 431-435. p.

TRAIL F. és MILLS D. (1990): Growth of haploid Tilletia strains in planta and
genetic analysis of a cross of Tilletia caries X T. controversa. Phyto-
pathology, 80 (4) 367-370. p.

VARGA F. (2000): A mézgas éger fitoftoras betegségének megjelenése Ma-
gyarorszagon. 126. p. In: KUROLI G., BALAZS K és SZEMESSY A.
(szerk.): 46. Novényvédelmi Tudomanyos Napok, Budapest. 174 p.

WERRES S., MARWITZ R., MAN IN °T VELD W. A., DE COCK A. W. A.
M., BONANTS P. J. M., DE WEERDT M., THEMANN K., ILIEVA E.
¢s BAAYEN R. P. (2001): Phytophthora ramorum sp. nov., a new
pathogen on Rhododendron and Viburnum. Mycological Research, 105
(10) 1155-1165. p.

WHITE T. J., BRUNS T., LEE S. és TAYLOR J. (1990): Amplification and

direct sequencing of fungal ribosomal RNA genes for phylogenetics.

119



315-322. p. In: INNIS M. A., GELFAND D. H., SNINSKY J. J. és
WHITE T. J. (Szerk.): PCR protocols: A guide to methods and
applications. San Diego, Kalifornia: Academic Press Inc. 482 p.

WILCOX W. F., SCOTT P. H., HAMM P. B., KENNEDY D. M., DUNCAN 1J.
M., BRASIER C. M. és HANSEN E. M. (1993): Identity of Phyto-
phthora species attacking raspberry in Europe and North America.
Mycological Research, 97 (7) 817-831. p.

WILLIAMS J. G. K., KUBELIK A. R., LIVAK K. J., RAFALSKI J. A. és
TINGEY S. V. (1990): DNA polymorphisms amplified by arbitrary
primers are useful as genetic markers. Nucleic Acids Research, 18 (22)
6531-6535. p.

YEH F. C., YANG R-C., BOYLE T. B. J,, YE Z-H ¢és MAO J. X. (1997):
POPGENE, the user-friendly shareware for population genetic analysis.
Alberta, Kanada: University of Alberta, Canada, Molecular Biology and
Biotechnology Centre.

ZWANKHUIZEN M. J., GOVERS F. és ZADOKS J. C. (2000): Inoculum
sources and genotypic diversity of Phytophthora infestans in Southern
Flevoland, the Netherlands. European Journal of Plant Pathology, 106
(7) 667-680. p.

120



M2. A gyakrabban eloforduld roviditések és a felhasznalt vegyszerek
jegyzéke

AFLP: felerdsitett fragmentumhossz polimorfizmus (amplified fragment length
polymorphism)

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

benomil: metil-1-(butil-karbamoil)-benzimidazol-2-il-karbamat

bp: bazispar

dHO: desztillalt viz

DMSO: dimetil-szulfoxid

DNa4z: dezoxiribonukledz

DTT: 1,4-ditio-DL-treitol

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

EDTA: etilén-diamin-tetraacetat dinatrium so6 2-hidrat

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

ITS: a riboszéma nagy és kis alegységeinek génje kozott elhelyezkedd atirodo,
de ki nem fejez6d6 DNS-régid (internal transcribed spacer). Két darabja
kozrefogja az 5,8 S rRNS génjét.

kb: kilobazis(par)

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

NBT: nitrokék-tetrazolium-klorid  (5,5°-difenil-3,3’-bisz-(4-nitrofenil)-2,2’-
(3,3’-dimetoxibifenil-4,4’-11én)-ditetrazolium-diklorid)

PCNB: pentakloro-nitro-benzol

PCR: polimeraz-lancreakcié (polymerase chain reaction)

ppm: milliomodrész (pars per million)

PVP: poli-(vinil-pirrolidon)

RAPD: véletlen szekvencidju oligonukleotidokkal végzett PCR (random
amplified polymorphic DNA)
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RN4z: ribonukledz

SDS: natrium-dodecil-szulfat

SSR: mikroszatellit DNS-régi6 (simple sequence repeat)

TRIS: 2-amino-2-hidroximetil-1,3-propandiol

TRIS-HCI: 2-amino-2-hidroximetil-1,3-propandiol-hidroklorid.
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M3. A felhasznalt oldatok osszetétele

Enzimkivon6 oldat: 0,1 M TRIS, 0,001 M EDTA, 0,01 M KCl, 6,5 mM DTT,

350 nM PVP-40000, pH=8,0. Az elegy 6t torzsoldatbol is 6sszeallithato,
igy 100 ml-hez 10 ml TRIS (1 M, pH=8,0), 0,2 ml EDTA (0,5 M,
pH=8,0), 1 ml KCI (1 M), 1,3 ml DTT (0,5M), 1,4 g PVP-40000 kell.

DNS kivond oldatok:

GoopwiN et al. (1992a):

50mM Tris (pH=8,0), 150 mM EDTA (pH=8,0), 1% N-lauroil-
szarkozin.

Murray €s THomson (1980):

CTAB oldat: 1% hexadecil-trimetil-ammonium-bromid (CTAB), 0,7 M
NacCl, 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 toltdoldata:

I1xTBE-oldat: 10,8 g/L TRIS, 5,5 g/L bérsav, 4 ml EDTA (0,5 M)
0,5xTBE-oldat: 5,4 g/L TRIS, 2,75 g/L borsav, 2 ml EDTA (0,5 M)
TG-oldat izozimelektroforézishez: 3 g/l TRIS, 14,4 g/L glicin
CAAPM-oldat izozimelektroforézishez: 10,5 g/L vizmentes 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 NaCl, pH=7,5
detekcids puffer: 0,1 M TRIS, 0,1 M NaCl, pH=9,5
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SSC oldat:
5%SSC: 0,75 M NaCl, 0,075 M Nas-citrat x 2H,0, pH=7,0
2xSSC: 0,3 M NaCl, 0,03 M Najs-citrat x 2H,O, pH=7,0

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

Hibridizacios oldat: 25 ng/ml DIG-jelolt proba, 5XSSC-ben elegyitve, valamint
0,1% N-lauroil-szarkozin, 0,02% SDS, 1% blokkol6 reagens (Roche
Applied Science katalogusszam: 1096176).

Az oldat végsd térfogata 20 ml.

Oblité oldat:
tomény: 2xSSC, 0,1% SDS, 50 m1/100 cm? membran,
hig: 0,1xSSC, 0,1% SDS, 50 ml/100 ¢cm? membran.

Moséoldat: maleinsav puffer benne oldva 0,3% Tween-20" detergens,

100 ml/100 cm* membran.

Az oldatok készitéséhez steril desztillalt vizet kell hasznédlni. Azokat az
oldatokat, amelyek DNS-kivonashoz, hibridizdlashoz hasznalatosak,
steril koriilmények kozott kell késziteni, vagy készités utan sterilizalni a
DNaz-szennyezettség elkeriilésére. Detergenst tartalmazé oldatokat nem
szabad autoklavban sterilizalni, legfeljebb baktériumszlirén atszilirve.
Elektroforézis oldatok készithetok ioncserélt vizbdl is, sterilizalni nem

kell.
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M4. DNS-DNS-hibridizacio és kolorimetrias kimutatasa

1.: a membran megnedvesitése 2XSSC-ben 1 percig.
2.: el6hibridizalas a probat nem tartalmazo hibridizacidés oldatban, a késdbbi
reakciokkal azonos homérsékleten legalabb két oraig.
3.: a proba hibridizaltatdsa a membranhoz, 68 °C-on a hibridizacids oldatban 16
oraig. A reakcid végén a proba ujra felhasznalhato.
: a membran mosasa kétszer 6t percig tomény Sblitdoldatban.
: a membran mosasa kétszer tizendt percig hig oblitdoldatban.

: a membran mosasa moséoldatban 15 percig.

AN G

: elokészités az antitest kdtéshez: a membran inkubacidja maleinsav pufferben
oldott 1% blokkoldoldatban legalabb harminc percig.

8.: az antitest kdtése, 20 ml/100 cm* a 7. 1épésben leirt oldatbol, amely az

antitestet is tartalmazza 1,5 U/100 cm? koncentracioban.

9.: a membran mosasa mosooldatban kétszer tizenot percig.

10.: inkubdci6 detekcios pufferben 1 percig.

11.: inkubacidé detekcids pufferben 10 ml/100 c¢cm? benne oldott 200 i

NBT/BCIP dimetil-szulfoxidos oldata (Roche Applied Science kat. sz.:

1681451) 16 orén at.
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KOSZONETNYILVANITAS

Koszondm a kitartd anyagi és erkdlcsi tdmogatast témavezetomnek és
Toth Sandornak, aki bevezetett a mikologidba. Tanacsaikért és batoritasukért
koszonet illeti az MTA Novényvédelmi Kutatointézetének munkatarsait — kiilo-
nosen Bakonyi Jozsefet és Laday Miklost —, akik bevezettek a laboratoriumi
gyakorlatba, sok melléfogastol kimélve meg az évek soran.

Bér ennek a dolgozatnak csak egyetlen szerzdje van, de a Ph. infestans-
1zolatumok begytjtéséhez sok embertdl kaptam Onzetlen segitséget: Bakonyi
Jozsef, Bonis Péter, Ersek Tibor, Follart Janos, Gergely Léaszlo, Hertelendy
Péter, Komlosi Beata, Kurcz Laszlo, Mozsar Jozsef, Simon Zoltdn, Varga
Maria és Wolf Istvan. Tobben koziiliikk a Novény- ¢és Talajvédelmi Szolgalat,
vagy az Orszagos Mezdgazdasagi Mindsitd Intézet munkatarsai, akik hivatalos
utjaikon is gondoltak mintagylijtésre. Kiilondsen nagy koszonet illeti Dula
Bencénét (Heves megyei Novény- és Talajvédelmi Szolgalat), aki éveken at
ellatott Ph. infestans-izolatumokkal. Az égerfitoftora-izolatumok, vagy a fertd-
zO6tt novényi anyagok Szabo Ilonatol (Nyugat-Magyarorszagi Egyetem), Fischl
Gézatol (Veszprémi Egyetem) és Koltay Andréastol (Erdészeti Tudomanyos
Intézet) szarmaznak.

A szines képek koziil a Ph. infestans tineteinek illusztracidja a gazdand-
vényeiken, illetve szamos mikroszkopi felvétel Ersek Tibor munkéja, akarcsak
az égertorzs keresztmetszeti képe. A pusztuld égerfak koronajat Koltay Andrés
orokitette meg. Hozzdjarulasukkal szinvonalasabba valhatott a dolgozat, koszo-
net érte.

Ko6szonom a kézremitkodést Kerrin Bucklernek a szines képek nyomtata-
saban, ¢és az angol fejezet nyelvi ellendrzését David Shaw-nak.
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