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1. KUTATASI ELOZMENYEK ES KITUZOTT CELOK

1. 1. A Phytophthora-nemzetség

Bar telepszervezddésiik alapjan a Phytophthora-nemzetség tagjai a
valodi gombakra emlékeztetnek, sajatos sejttani €s biokémiai tulajdonsa-
gaik révén el is kiiloniilnek toliik. DNS-vizsgalatok is megerdsitették, hogy
a barna- és sargasmoszatokkal 1ényegesen nagyobb hasonlosagot mutatnak,
mint a valédi gombékkal. Ezért a legtijabb rendszerekben a fitoftorak és a
hasonld gombaszerii szervezetek Oomycota-torzsként a valédi gombaktol
elkiilonitetten és e moszatokkal egyiitt a Chromista-orszagba kertiltek.

Ivaros szaporoddsuk petespordkkal (oosporakkal) torténik, amelyek
homotallikus fajokban (példaul a hazankban nem ¢€l6 Ph. fragariae) egy
telepen beliil keletkeznek. Ezzel ellentétben a heterotallikus fajok (példaul
a Ph. cambivora és a Ph. infestans) csak két ellentétes parosodasi tipusu
(A1 ¢s A2) telep kolcsonhatasakor képeznek petesporat.

A fitoftérdk noveényi szovetben €lnek, de kitartoképleteik — a pete-
sporak, illetve az ivartalan uton keletkez6 klamidosporak — révén évekig
képesek a talajban fertdzoképes allapotban fennmaradni. Egy vegetacios
idészakon beliil azonban a gyorsan terjedd jarvanyokért az ivartalan uton
keletkezd sporangiumok, de még inkdbb a benniik kialakuld kétostoros
rajzosporak (zoosporak) feleldsek.

1. 2. A Phytophthora infestans és intraspecifikus valtozatossaga

Talan nincs is még egy olyan korokozd, amely a burgonya- €s paradi-
csomveészt kivaltdo Phytophthora infestanséhoz hasonlé sulyos jarvanyokat
okozott volna. Irorszigban az 1840-es évek kozepén robbanasszeriien
szétterjedve szinte a teljes burgonyatermést megsemmisitette.

Mivel a Phytophthora-fajok egyszerii felépitése kevés morfologiai
bélyeg elkiilonitésére ad lehetdseéget, a fenotipusos tulajdonsadgok csak
korlatozottan hasznalhatdék a populadciok szerkezetének jellemzésére. Ko-
zilik a gyakorlat (kémiai védekezés, ill. burgonyanemesités) szamara a
noveényveédo szerekkel szembeni €rzékenység €s a virulencia hasznalhato
fel a legjobban.

A fitoftorak ellen altalanosan alkalmazott szisztemikus fenil-
amidokkal (pl. metalaxillal) szemben gyakran alakul ki rezisztencia. Mivel



a rezisztens torzsek felszaporodasa miatt csokken a vegyszeres védekezés
hatékonysaga, széleskoriien alkalmaznak metalaxilérzékenységi vizsgala-
tokat.

Vad Solanum-fajokbol — els6sorban a S. demissumb6l — 11 dominans
rezisztenciageént ismeriink, amelyek a nemesit€s soran a burgonyaba is be-
keriiltek. Idokozben azonban a korokozonak ugyanennyi virulenciafaktora
valt ismertt€¢. Egy ismeretlen izolatum rasszkarakterét (virulenciatipusat)
ama rezisztenciagének sorszamaval jellemezziik, amelyeket az illetd
izolatum képes letorni. Igy példaul az R1, R2 és R3 rezisztenciagének ha-
tasat egyarant letorni képes torzset 1.2.3-as rasszként azonositjuk.

Legegyszeriibben a parosodasi tipus hatarozhat6 meg; ehhez az isme-
retlen izoldtumot kell ismert parosodasi tipusu torzzsel egy Petri-csészében
tenyészteni. Aszerint, hogy a vizsgalt izoldtum az Al vagy az A2 tipus
torzzsel képez petesporat, A2, ill. Al parosodasi tipustinak mindsiil.

Azonban a populaciok valtozatossaganak jellemzésere alkalmasabbak
a genetikai bélyegek (markerek), amelyek koziil ma mar tobbet hasznalnak
a fitoftérdk tanulmanyozasara is. Ilyen az izoenzimek (roviden izozimek)
vizsgalata, amely altaldban valamilyen alapanyagcsere-folyamat egyik re-
akciojat katalizalo enzim egyedenként kiilonb6zd valtozatainak azonosita-
san alapul. A Ph. infestans vizsgélatahoz a glilk6z-6-foszfat-izomeraz
(Gpi, E. C. 5. 3. 1. 9.) ¢s a glicil-leucin-peptidaz (Pep, E. C. 3. 4. 11/13.)
enzimeket hasznaljak. Az izozimmintazatokbol a populacid diverzitasara
kovetkeztethetiink, mert kozvetleniil lehetove teszik az allélgyakorisag
megvaltozasanak kovetését.

Ellentétben az izozimvizsgalatokkal, amelyekhez mindig tiszta teny¢-
szetbdl kivont enzimek kellenek, DNS-alapti vizsgéalatokat — példaul a
polimerdz-lancreakcion (PCR) alapulokat — akar szdzéves herbariumi
anyagokon is el lehet végezni; ezzel a régi populaciok Gsszetételerdl kap-
hatunk felvildgositast. A Ph. infestans genomjaban mersékelt gyakorisag-
gal 1smétl6do, 1,2 kilobazis (kb) hosszusagi DNS-szakaszbdl készitett, un.
RG57-proba felhasznalhatd genetikai ujjlenyomat (fingerprint) készitésere,
ha azt hibridizaltatjuk az egyed teljes genomi DNS-ének EcoRI endonuk-
ledzzal feldarabolt fragmentumaihoz. E széleskorlien alkalmazott mddszer
adataira épiil a Ph. infestans izolatumairol 6sszegyljtott elsé vilagméretii
adatbazis is. Ujabban a mikroszatellitek (SSR: simple sequence repeats)
vagy a mitokondrialis genom elemzése is bovitheti a Ph. infestans popula-
cioinak jellemzését szolgdldo molekularis adatok tarhazat.

A Ph. infestans génkozpontja feltehetden Kozép-Mexiko, mert itt a
legnagyobb a faj genetikai valtozatossaga, bizonyara a két parosodasi tipus
régbta tartd egyiittes jelenléte miatt. Mexikon kiviil eldszor az Egyesiilt



Allamokban jelent meg a korokozo 1843-ban, majd két évvel késébb mar
atkeriilt Eurépédba és hamar elérte Magyarorszagot is. Mivel az akkoriban
termesztett burgonyafajtak fogékonyak voltak a korokozora, az rendkiviil
gyorsan meghoditotta 0y él0helyét.

Genetikai vizsgélatok alapjan a kérokozd populaciol az elmult mint-
egy szazotven eévben csak néhany kis véltozatossagi torzsbdl alltak,
egyetlen (US-1 jeli) klonvonalat képviselve. Ezt a populaciot a 86/100-as
Gpi ¢és a 92/100-as Pep genotipus jellemezte, korlatozott virulenciaval, €s a
torzsek legnagyobb része érzékeny volt a metalaxil hatéanyagi névény-
védo szerekre.

Bar petesporakat esetenként régi herbariumi mintdkban is megfigyel-
tek, Mexikon kiviil csak az A1 parosodasi tipus jelenlétérdl vannak adatok;
az A2-es tipust eloszor Svajcban izolaltak 1984-ben. Ekkorra tehetd olyan
1j, komplex virulenciaju populaciok vilagmeéretli elterjedése, amelyek mar
mindkeét parosodasi tipust tartalmaztak, €és nagyobb aggresszivitasuk révén
szinte mindenhonnan kiszoritottak az Un. régi, klonalis populaciot. Ezzel a
valtozassal egylitt jart a metalaxilrezisztens torzsek ardnyanak novekedése
is, veszélyeztetve a burgonya- ¢és paradicsomtermesztést.

Magyarorszagon eldszor 1965-ben vizsgaltdk a korokozod torzseinek
rasszkarakterét négy, viszonylag egyszerli rasszot azonositva. Az A2 paro-
sodasi tipust 1996-ban izolaltak, az ekkor kezdddott vizsgalatok mar ese-
tenkeént akdr nyolc virulenciafaktort is tartalmazo, 0sszetett rasszokat tartak
fel. Ez az eredmény eldre sejttette, hogy a vilagméretl valtozasok hazankat
sem kertilték el.

1. 3. Az égerfitoftora mint természetes fajhibrid

Amellett, hogy hibridek kialakuldsa a természetben igen ritka jelen-
ség, nehéz egy ilyen korokozo hibrid jellegét és eredetét csupan morfolo-
giai bélyegek alapjan bizonyitani. Bar a lehetséges sziilokkel végzett ke-
resztezesi kisérletek tisztazhatjak az eredet kérdéseét, novenykorokozokkal
ez az Ut nehezen jarhato. Hibridek mesterséges eldallitdsaval ezek a nehéz-
ségek lekiizdhetOk €s a Phytophthora-nemzetségben rajzosporak indukalt

Az elmult két évtizedben tobb gombafajjal kapcsolatban is felmeriilt a
gyanu, hogy 1¢étiik interspecifikus kolcsonhatds eredménye, mint példaul a
szilfavészt okoz6 Ophiostoma-fajok, vagy a nyarfa rozsdabetegségét ki-
valtd Melampsora-fajok estében. A Phytophthora-nemzetségben szintén
bizonyitott interspecifikus hibridek természetes kialakulasa. Hidroponikus
rendszerben termesztett kankalinrdl €s vitorlavirdgrdl izolaltak egy addig



ismeretlen fitoftorat, amelyrdl izozimelemzéssel, RAPD-PCR-termékek
vizsgalataval és Southern-féle hibridizaciojukkal kimutattak, hogy az a
Ph. cactorum és a Ph. nicotianae hibridje. A hibrid képes volt megbetegi-
teni a ciklament is, amely egyik sziilfajnak sem gazdandvénye. Sejttani
adatok alapjan a Ph. meadiirdl is feltételezhetd, hogy nem 6nallo faj, ha-
nem valojdban egy interspecifikus hibrid.

Az egerfitoftorara eloszor 1993-94-ben Nagy-Britannia déli részén
bukkantak, amikor a folyoparti égerfak (Alnus glutinosa) torzsén nekro-
tikus sebeket, azok koriil pedig stirti, fekete nedvfolyasokat (katranyfolto-
kat) észleltek. Mindez altaldban egyiitt jart a lombkorona megritkulasaval.
A nekrézisokbdl izolalt kérokozd egy addig ismeretlen fitoftora volt, egy-
ben ez volt az elsé adat égerek fitoftords betegseégérdl. A korokozo egyes
izolatumai morfologiai tulajdonsagaikban (pl. szemdlcsos oogdnium) ha-
sonlitottak a Ph. cambivorara, amely szamos fafajon okoz betegséget, de
az égert nem tdmadja meg; viszont a heterotallikus Ph. cambivoraval el-
lentétben ez a fitoftora homotallikusnak bizonyult. Ugyanezt a korokozot
figyelték meg jo néhany eurdpai orszagban, igy 1999-ben hazankban is.
Magyarorszagon a hegyi ¢és sikvidéki égeresek felmérésekor kideriilt, hogy
egyes allomanyoknak akar 80%-a is mutatja a jellegzetes tiineteket, noha a
koérokozo 1zolaldsa nem mindenhonnan sikeriilt.

ITS-szekvencidk elemzesével brit kutatok megallapitottak, hogy a
korokozo egy interspecifikus kolcsonhatds soran létrejott fajhibrid, sziilo-
fajai a Ph. cambivora és a Ph. fragariae (vagy egy ahhoz kozel allo isme-
retlen taxon). A hibridnek tobb tipusa van, ezek egyebek kozt kromoszo-
maszamuk alapjan is elkiiloniilnek egymastol. Az égerfitoftora izolatumai
a Ph. cambivoraban, illetve a Ph. fragariaeban tapasztalt 5—6 kromoszo-
maparhoz képest joval tobbet tartalmaznak, altalaban kozel tetraploidok.
Mivel a kromoszdémakészlet tobb fajbol szarmazik (aneuploidok), ezért
szabalyos mei0zis ritkan jatszodik le €s a keletkezd petesporak jorészt csi-
razasra képtelenek.

Ujabban az égerfitoftorat onallo, Phytophthora alni Brasier & S. A.
Kirk néven leirt fajnak tekintik, kiillonb6z6 morfotipusait pedig alfajokkeént
tartjak szamon. A legagresszivebb, genetikailag legegységesebb és sze-
molcsds oogdniumot képezd, un. standard tipus a Ph. alni subsp. alni, a
sima oogoniumu, un. svéd tipusu varians pedig Ph. alni subsp. uniformis
szemolcsOs oogoniumu, valamint genetikailag kevésbe stabil és a legke-
vesbé agressziv torzseket tartalmazd német €és holland varians — a mindds-
sze egy izolatum altal képviselt brit varianssal egyiitt — a Ph. alni subsp.
multiformis nevet kapta.



1. 4. Célkituzések

Amellett, hogy ndvényi korokozoként a Phytophthordk jelent0s gaz-
dasagi karok forrasai, nemzetségiik rendkiviil valtozatos. Sokszinliségiik
kialakitasdban mind a fajon beliili (intraspecifikus), mind fajok kozotti
(interspecifikus) kolcsonhatasok szerepet kapnak. E munka célja ezért két,
Magyarorszagon is el6fordulo ¢€s jelentékeny karokat okozo fajuk popula-
c10s diverzitasanak feno- és genotipusos elemzése volt.

A hazai Ph. infestans-populaciok vizsgalatakor arra kerestiik a valaszt,
hogy milyen azok szerkezete, fellelhetok-e benniik ivaros koélcsonhatasok,
illetve a kapott adatok mennyire hasonlitanak més orszdgok eredményei-
hez.

Az éger Gjonnan felbukkant korokozdja a magyarorszagi égeresekre is
komoly fenyegetést jelent. Ezért céljaink kozott szerepelt a korokozo 1zo-
lalasa, valamint a begylyjtott izolatumok morfoldgiai és molekularis biolo-
giai modszerekkel valo elemzése, hogy megallapithassuk a magyarorszagi
populaciok Osszetételét, illetve hogy a hibrid kiilonb6z0 tipusainak elkiil6-
nitésére felhasznalhato genetikai markereket azonosithassunk.

A doktori munka tehat a Ph. infestans populacioinak szerkezetében
napjainkban végbemend intraspecifikus atalakulésra, illetve az interspeci-
fikus kolcsonhatasban kialakult 1) fajhibrid, az éger-Phytophthora geneti-
kai elemzésére 6sszpontosit.



2. ANYAGOK ES MODSZEREK

2. 1. Felhasznalt izolatumok

A Ph. infestans-izolatumok a betegség tiineteit mutatd burgonya ¢és paradicsomiiltetvé-
nyeken véletlenszertien kivalasztott levelekrdl szdrmaztak. Az dsszehasonlitd vizsgélatokhoz
négy, burgonyarol szarmazo referenciaizolatumot hasznéltunk, amelyeket W. E. Fry laborato-
riuméabél (Cornell Egyetem, Ithaca, NY, Egyesiilt Allamok), illetve G. A. Forbest6] (Nemzet-
kozi Burgonyakutatdsi Kézpont, Quito, Ecuador) kaptunk.

Az éger-Phytophthorat a Dél-Hansagi Erdészet Csikos éger nevil teriiletérdl (hansagi
mintak), valamint a Hévizi-t6 kornyékén taldlhatd égeres lapteriiletrdl (hévizi mintdk) gyij-
tottiik és izolaltuk. Morfoldgiai €s élettani tulajdonsagainak dsszehasonlitd vizsgalatahoz az
¢gerfitoftorat és annak sziildfajait, a Ph. cambivorat és a Ph. fragariae var. rubit képviseld
referenciaizolatumokat C. M. Brasiertdl (Forest Research Agency, Farnham, Surrey, Nagy-
Britannia) szereztiik be.

2. 2. Taptalajok

A tenyészetek fenntartdsara hadromféle, természetes anyagokbol késziilt taptalajt hasz-
naltunk, amelyek z6ldborsdbol, sargarépabdl illetve nyolcféle zoldségndvény levét tartalmazo
konzervbdl (V8-dzsusz) késziiltek. A koérokozok izolalasara a fenti taptalajokat antibiotiku-
mokkal (pimaricin, ampicillin, rifampicin, himexazol, pentakloro-nitro-benzol) egészitettiik ki
és eldzetes feliileti fertdtlenités utan erre helyeztiik a tlineteket mutatd névényi szovetdarabo-
kat, illetve a beldliik kifejlédd micéliumot.

2. 3. A Phytophthora infestans fenotipusos tulajdonsigainak meghatarozasa

Phytophthora infestans-izolatumaink parosodasi tipusat az izolatumok mikroszkopos
azonositasa sordn ismert parosodasi tipusu referenciatdrzsek segitségével hatdroztuk meg.
Metalaxilérzékenységiiket in vitro koriilmények kozott 5 és 100 ppm metalaxil-koncent-
raciondl vizsgéltuk. Valamennyi kisérletre tobb ismétlésben keriilt sor.

2. 4. Az éger-Phytophthora azonositasa és élettani tulajdonsagai

A fitoftordk azonositasahoz ivartalan €s ivaros szaporitoképleteik ismerete sziikséges.
Sporangiumképzddést a tenyészeteknek nem steril talajszlirletben vald inkubélésaval indu-
kaltunk. A sporangiumok keletkezési maodjat, szerkezetét, méreteit, az oogébnium és az anteri-
dium alakjat, méretét és kapcsolodasuk moddjat fénymikroszkopos vizsgalattal allapitottuk
meg; emellett az oogoéniumok feliileti mintazatat pasztaz6 elektronmikroszkdppal is vizs-
galtuk.
letve V8-dzstsz), 9 cm atmérdjii Petri-csészében, a telepnovekedéshez optimalis hdmérsékle-
ten tanulmanyoztuk. Az optimalis hdémérsékletet az izolatumokat kiilonb6zé homérsékleteken
tenyésztve a novekedés napi sebessége alapjan hataroztuk meg.



2. 5. Izozim- és DNS-vizsgalatok

Minden molekularis biologiai vizsgéalathoz fagyasztva szaritott tenyészetekbdl micéli-
umport készitettiink. Ebbdl vizes kivondoldatok segitségével nyertiik ki az izozimelemzéshez
az enzimeket, a DNS-t pedig a hagyomanyos fenol-kloroformos eljarassal vontuk ki. Az
izozimeket celluloz-acetat-gélelektroforézissel valasztottuk el, és agar-feliilrétegzéses festés-
sel tettiik lathatova.

A Ph. infestans Gn. RG57-genotipusat az Osszgenomi DNS FEcoRI endonukledzos
emésztését €s a termékek agardzgéles elvalasztasat kdvetden a digoxigeninnel jelolt, 1,2 kb
nagysagu, un. RG57-proba Southern-féle hibridizéciojaval allapitottuk meg.
parral, polimeraz lancreakcid segitségével szaporitottuk fel, majd restrikciés endonukledzos
kezelést kovetden a DNS-termékeket elektroforézissel valasztottuk el agarozgélben. Teljes
genomjanak vizsgalatdra véletlenszerli bazissorrendil inditdszekvenciakkal végeztiink poli-
meraz lancreakciot (RAPD-PCR). A Ph. cambivora és az éger-Phytophthora rokonsaganak
elemzésére az egyik keletkezett RAPD-PCR-terméket — digoxigeninnel jeldlve — probaként
hasznaltuk fel Southern-féle hibridizacidban.

2. 6. Adatelemzés

crer

gyakorisdgot hasznaltuk fel a statisztikai szamitasokhoz. A genotipusos valtozatossagot Nei-
féle diverzitas-elemzéssel vizsgaltuk a Ph. infestans gazdandvény, illetve parosodasi tipus
alapjan elkiilonitett alpopulacioi kozott. Az elemzést kiegészitettiik a Nei-féle genetikai tavol-
sag kiszamitasaval is. A populacio teljes valtozatossaganak elemzésére a parosodasi tipusbol,
a Pep (peptidaz) és az RG57-genotipusbol egyetlen multilokuszos genotipussd kombinalt
adatsorokat vettiink figyelembe. A populdcidk valtozatossagdnak mérésére a Shannon-index
szolgalt.



3. EREDMENYEK ES KOVETKEZTETESEK

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

A 2001-2002-es vegetacidos iddszakban Osszesen 118 izolatumot
gyljtottiink burgonyardl, illetve kisebb részben paradicsomrol. Mintaink
nagyobb része a 2002. évi gyljtés eredménye €és foleg két nagyobb burgo-
nyatermd régiobol szarmazik; a Nograd megyei Ludanyhalaszibol 20, a
Veszprém megyei Zirc térségébdl (Borzavar, Porva, Olaszfalu, Tindér-
major) pedig 39 izolatum allt rendelkezésiinkre.

A betegség clleni védekezés szempontjabol a legfontosabb eredmény,
hogy izolatumaink tobb mint fele (62%) toleransnak (rezisztensnek vagy
atmeneti ¢érzékenységiinek) bizonyult a leggyakrabban alkalmazott no-
vényvédd szerrel, a metalaxillal szemben. A féleg burgonyardl szdrmazo
metalaxil-tolerdns izolatumok nagy szdma miatt nem elég csupan erre a
szerre alapozni a kémiai védekezést, hanem tandcsos eltéré hatdsmecha-
nizmusu szerek kombinaciojat hasznalni.

Mindkét gazdandvényen mintegy fele-fele aranyban talaltuk meg az
Al ¢és az A2 parosodasi tipust. A két parosodasi tipus jelenléte lehetove
teszi az ivaros rekombindcidt €s a talajban gazdanoveny nélkiil is sokaig
csirdzoképes oosporak kialakulasat. Mindez a genotipusos variabilitds no-
vekedésével jar.

Valamennyi izoldtum homozigdta 100/100 genotipust volt a Gpi
lokuszon, ezzel szemben a Pep lokuszon 3 allél 6sszesen négy kombindaci-
0ja, a 100/100 (34%), a 96/96 (32%), a 96/100 (27%) €s a 83/96 (7%) je-
lent meg. Ez utobbi genotipus Eurdpaban nagyon ritka, és csak az Al-es
parosodasi tipust képviseli.

[zolatumaink jelentOs része egyedi RG57-mintazatot mutatott, még a
leggyakoribb is mindossze 9 alkalommal fordult el6. Bar nagy valtozatos-
sagl populaciok nem csak Magyarorszagon figyelhetok meg, hazdnkban —
ellentétben mas teriiletekkel — nincs egyetlen dominans genotipus sem. Ra-
zenketto kivételével — sehol méashol nem fordulnak elé Eurdpéaban.

A Ph. infestans-populacio jellemzésére altalanosan hasznalt, in. mul-
tilokuszos genotipusok (a parosodasi tipus [amelyet hol fenotipusos, hol
genotipusos tulajdonsagként kezelnek], 1zozim-genotipusok és az RG57-
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mintazatok kombinacidja) tekintetében még nagyobb a valtozatossag: a
leggyakoribbat is csupan hatszor azonositottuk. Ilyen mértéki valtozatos-
sagra eddig csak Kozép-Mexikoban volt példa, ahol szinte minden
izolatumnak mas €s mas genotipusa van.

A korokozo izolatumainak parosodasi tipus €s gazdanovény alapjan
elkiilonithetd alcsoportjai kozott a Nei-féle genetikai tavolsag kicsi volt.
Az 1zolatumok izozimgenotipusainak statisztikai elemzése sem mutatott ki
jelentds kiilonbségeket kozottiik. Ezek szerint ezen csoportoknak a meg-
kiilonboztetése nem indokolt, legaldbbis izozimmarkerek alapjan. Ehhez
hasonléan minden alcsoportban nagy volt a multilokuszos genotipusok
valtozatossaga is €s kozottiik a Shannon-indexben nem volt szignifikans
eltérés. Mindez azt jelzi, hogy a Ph. infestans hazai populacidiban az iva-
ros rekombinacid szerepe igen jelentds. Igy azokat a korabbi — jorészt a
parosodasi tipusok megoszlasara és az izoldtumok agresszivitasara alapo-
zott — megfigyeléseket, miszerint paradicsomon ¢és burgonyan a korokozo-
nak két elkiiloniilo populacigja alakult ki, molekularis adatokkal nem le-
hetett alatdimasztani.

Még nem tisztazott teljes mértékben a petespérdk szerepe a
Ph. infestans populéacidinak évenkénti megujulasdban €és valtozékonysaga-
nak kialakitasdban. Keépzddeésiik mesterséges fertdzést kovetéen sem min-
dig megy veégbe, de a korlatozott oosporaképzddés ellenére a korokozo
megfeleld koru vagy faji/fajtaji gazdanovényen neheézség nélkiil attelelhet.
Az Eurdpaban mezogazdasagi teriileteken gyomkeént eldforduld Solanum-
fajok szintén szolgalhatnak inokulumforrasként. Ha a korokozd dontden az
atteleld oosporakbol ujul meg a kovetkezd vegetacios iddszakban, az iva-
ros rekombinacié soran keletkezett ij nemzedék akar gyokeresen is eltér-
het a megel6z0 évitdl.

A hazai Ph. infestans-populacid nagy genetikai valtozatossaga tobb
hatds eredményeként alakulhatott ki, de jelentds szerepet jatszanak benne
az ivaros rekombinacids folyamatok. Ugyanis ha egy korokozo ¢€letében az
ivartalan szaporodas dominans szerepet jatszik, akkor egy ¢lohelyen és egy
vegetacios 1dOszakban genetikailag dontden homogén populacionak kell
kialakulnia. Ha a hazai Ph. infestans-populéacidk a szomszédos burgonya-
termd teriiletekkel szoros kapcsolatban allnanak a két éldhely kozott fel-
1épd migracié miatt, akkor a Magyarorszagon oly gyakori Pep 96-0s
allélnak is meg kellene jelennie mas teriileteken vagy — ha a populacié {6-
leg 1vartalanul szaporodik — azonos RG57-genotipusokat kellene megfi-
gyelni. Mivel egyik eset sem tapasztalhatd, az eredményeink azt sugalljak,
hogy a hazai Ph. infestans-populaciok elszigetelten fejlddnek, a nagy ge-
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netikai valtozékonysag pedig arra enged kovetkeztetni, hogy az ivaros kol-
csonhatds dontd szerepet jatszik a korokozo €letében.

3. 2. Az éger-Phytophthora (Ph. alni) morfologiaja és molekularis
jellemzoi

Az égerpusztulas tlineteit mutatd fak kéreg- vagy gyokérszovetébdl,
illetve gyokérzondjabol kitenyésztett korokozo az eldzetes vizsgalatok
alapjan égerfitoftoranak mutatkozott. Minden i1zoldtuméanak sporangiuma
vékony, sima fala volt, a tartokrol nem valt le. (Ugyanez jellemz6 a
Ph. cambivorara és a Ph. fragariaera 1s.) Novekedésiikhoz a 25 °C-os ho-
mérseklet volt a legmegfelelObb.

Homotallikusan képzddd ivarszerveinek felépitése alapjan két tipust
kiilonboztettiink meg. A Hansagbdl szarmazd harom izolatum a svéd ti-
pusu (Ph. alni ssp. uniformis) referenciaizolatumra hasonlitott, azaz opti-
malis korilmények koézott sima felszinli oogoniumokat képezett, melyek-
nek atmérdje 24 €s 64 Pm kozott volt. Az anteridiumok jobbara kétsejtiick
voltak és amfigin modon kapcsolodtak az oogdéniumhoz. Kétéves égercse-
meték visszafertdzésével patogenitasuk is igazolddott. A Hévizrdl szar-
mazo 1zolatumok 23-54 pm atmérdjli, szemolcsos-riicskos felszinli 0ogo-
niumokat képeztek, az anteridium amfigin tipusu volt €s a hansagi izolatu-
mokéhoz viszonyitva gyakrabban volt kétsejtli. Ezen tulajdonsagaikban
megegyeztek a standard tipust referenciaizolatummal (Ph. alni ssp. alni)
¢s a heterotallikus Ph. cambivoraval.

Molekularis biologiai eredményeink aldtamasztottdk a korokozo két,
hazankban is eléfordulé tipusdnak (alfajanak) a morfologiai bélyegek
alapjan tapasztalt elkiiloniilését. Az izozimelemzésre legalkalmasabbnak
talalt almasav-dehidrogenaz, gliikkdz-6-foszfat-izomeraz ¢€s leucil-tirozin-
peptiddz enzimek mintdzataiban egyarant elkiilontiltek a svéd, ill. a stan-
dard tipusnak megfeleld izolatumok, a sziil61 allélok rekombindldédasara
utalo jelet azonban e modszerrel nem kaptunk.

A RAPD-PCR-hez kiprobalt szamos inditoszekvencia legtobbje szin-
tén lehetdve tette izoldtumaink fenti csoportositisat. Mindemellett az
OPG-02 jelli inditészekvencidval az  égerfitoftdra-izolatumokban
felszaporodott egy 1,5 kb hossziisagu DNS-szakasz, amely homoldgnak
bizonyult a Ph. cambivordban keletkezett hasonld méretli termékkel. Ez a
modszer latvanyos bizonyit€ékat adta annak, hogy az égerfitoftorak
tartalmaznak Ph. cambivora eredeti DNS-t. Eszleltink a hibridekben
nehany olyan DNS-szakaszt 1s, amelyik a Ph. fragariaeban szintén
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megjelent, de ezek nem szaporodtak fel olyan mértékben, hogy a
homologiaviszonyt megallapithassuk.

Az ITS-régionak az univerzalis ITS-1 és ITS-4 inditészekvencidkkal
valo felszaporitasa minden izoldtumban a vart, 0,9 kb hosszia PCR-termé-
ket eredményezte, €s e termékek endonukledzos emésztését kovetden a
hibrid izolatumok restrikciés mintazatai a kétféle hibridtipus alapjan kiil6-
niiltek el. Erdekes médon a hasitott DNS-termékek sszesitett hossza na-
gyobbnak bizonyult, mint a PCR-term¢k eredeti mérete. Ez egyértelmiien
nos hosszusag miatt elektroforetikusan megkiilonboztethetetlen szekvencia
van jelen, ami — mas Phytophthora-fajhibridek vizsgalatakor kapott ered-
ményekkel Osszhangban — a sziil6fajok ITS-szekvencidjanak jelenlétére
utal. Igy nem meglepd, hogy példaul az Mspl enzimes emésztést kovetden
a hibridek és a keét sziil6 restrikcidos mintdzataiban nincs lényeges mindségi
kiilonbség. Ellenben szamottevo az eltérés mennyiségileg, s eszerint a svéd
variansok a Ph. cambivordra, a standard tipusu izolatumok pedig a Ph. fra-
gariaera hasonlitanak.

Az azonos hibridtipust izoldtumok molekularis homogenitdsa alata-
masztja azt a korabbi megfigyelést, hogy a korokozo6 ivaros folyamatai
nem mennek végbe tokéletesen, €s a kialakuld oosporak jorészt csirazasra
képtelenek, ezért valoszinli, hogy az éger-Phytophthora szaporodasa f6-
ként ivartalan uton megy végbe. Jelentdsen csokkenhet a hibridek kialaku-
lasaval kapcsolatos bizonytalansag, ha képesek lesziink megfejteni a hibri-
dizaciohoz vezeto folyamatokat. Addig is, az ilyen események mas fajokra
is kiterjedd sikere jelentdsen megvaltoztathatja egyes okoszisztémak mi-
kodését. Hibridek fennmaradéra ugy van a legnagyobb esély, ha képesek a
sziilok eredeti gazdanovénykorét boviteni vagy 1j, eddig még meg nem
hoditott teriiletekre betelepedve kihaszndlni az {ires 6koldgiai helyeket.
Erre jo esélylik van, €s bar e folyamatok valdsziniileg emberi beavatkozas
nélkiil is végbemennének, napjaink megvaltozott 6kologiai viszonyai €s a
feleldtlen emberi viselkedés jelentosen hozzajarulnak a hibridizacios ese-

mények eldmozditasahoz.
%

Osszegzésként elmondhatd, hogy a Phytophthora-nemzetség mint az
egyik legjelentdsebb novénykorokozo csoport mar a multban is sok kart
okozott, a kozeli jovOben azonban még komolyabb kihivasok el¢ allithatja
az emberiséget. Bizonyos populdcidinak a megvaltozott gazdasagi, tarsa-
dalmi, valamint az ezekre (is) visszavezethetd kornyezeti feltételek kovet-
keztében megnovekedett intra- ¢és interspecifikus valtozéekonysaga haté-
kony védekezési stratégidk kidolgozasara vagy a meglévok megvaltoztata-
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sdra 0sztonodz. Mindehhez nélkiilozhetetlen a populaciok genetikai szerke-
zetének ismerete, valamint a szerkezetvaltozasok kovetése, amiben ma mar
a molekularis médszerek is nagy segitséget nyujtanak. Genetikailag en-
nyire valtozékony kdrokozok ellen tokéletes védelmet szinte lehetetlen
biztositani. Az mar a metalaxil kapcsan (is) kideriilt, mennyire kockéazatos
egyetlen novényvédo szerre alapozni a kémiai védekezést, ezért tanacsos a
alkalmazni a rezisztencia kialakulasi gyakorisaganak csokkentéseére. Mas-
feldl, bizonyos esetekben — elég az égerfitoftéra kapcsan az erdei oko-
szisztémakra gondolni — a vegyszeres védekezés kornyezetvédelmi szem-
pontbdl csaknem megvalosithatatlan. Ilyenkor szinte az egyetlen, mas ese-
tekben viszont a kémiai védekezés melletti lehetdség a betegségnek ellen-
allo fajtak nemesitése. De mindenekel6tt Iényeges, hogy a vetd- vagy sza-
poritdbanyag korokozotol mentes legyen. A fert6zott novenyek kisziiréséhez
azonban gyors diagnosztikai modszerek sziikségesek. Ilyen céli munkéat
folytatunk jelenleg az égerfitoftora molekularis azonositasara.
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4. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK
OSSZEFOGLALASA

A doktori munka része, illetve folytatasa azoknak az MTA Novényvé-
delmi Kutatointézetében végzett kutatdsoknak, amelyek az intraspecifikus,
illetve az interspecifikus kolcsonhatasok okozta populacios valtozasokra
Osszpontositanak a burgonya- és paradicsomveszt kivaltdo Ph. infestanson,
illetve az égerpusztulasért felelds Ph. alni fajhibriden keresztiil. A doktori
munka soran a kovetkezo 1) tudomanyos eredmények sziilettek:

Tovabbi bizonyitékokkal szolgéaltunk arra vonatkozéan, hogy a magyar-
orszagi Ph. infestans-populécidkban is végbement a teljes kicserélddés,
¢s egy Uj populacio terjedt el teljesen kiszoritva a régit. Ez a hazai
Ph. infestans-populacié szerkezetében alig hasonlit a korabbi eurdpai
populaciokra, annal sokkal nagyobb diverzitasu.

Két hazai ¢élohelyen azonositottuk az Eurdpa-szerte pusztitdo égervész
hibrid kérokozojanak (legiijabban Ph. alni néven leirt) két (Gjabban al-
fajkeént jegyzett) tipusat: a standard tipust (Ph. alni ssp. alni) és az 0gy-
nevezett svéd varianst (Ph. alni ssp. uniformis).

[zozim- és DNS-markereket azonositottunk a Ph. alni e két leggyako-
ribb tipusanak (alfajanak) molekuléris jellemzésére €s megallapitottuk,
hogy a Ph. alni két tipusa (alfaja) mind 1zozim-, mind RAPD-markerek
alapjan elkiilonithetd, az egyes tipusok ellenben genetikailag homo-
genek.

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