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Bevezetés

A Phytophthora-nemzetség  termesztett novényeink egyik  legpusztitobb
korokozdcsoportja. Az altaluk okozott betegségekkel egyarant taldlkozhatunk erdészeti,
kertészeti és szant6foldi novényeken. Eurdpa déli régioiban sulyos kdvetkezményei voltak a
P. cinnamomi és P. cambivora fellépésének szelidgesztenyén. Mindketté behurcolt koérokozo
Eurdopaban, s jelentds karokat okoznak az un. tintafolydsos betegség kivaltasaval (Peace
1962). Szamos fajnak szerepet tulajdonitanak az eurdpai tolgyesek pusztulasdban is (Jung és
mtsai 1996). Anglidban és Walesben pedig az égererdok mintegy 10%-anak elhalasat kivalto
fitoftora, a P. alni, egy természetes ton kialakult fajhibrid Iépett fel (Brasier és mtsai 1999).
E kérokozonak fenotipusukban és genotipusukban is eltérd izoldtumait jelenleg 3 klonszerti
alfajba soroljak (Brasier és mtsai 2004). A P. alni sziiléfajai feltehetben az égerre nem
patogén P. cambivora ¢és a P. fragariae. A fitoftoras égervészt hazankban 1999 nyaran
¢észlelték eldszor egy hansagi égeresben (Varga 2000, Szabo €s mtsai 2000, Nagy és mtsai
2000), majd ezt kovetden az orszag szdmos pontjan — tobbek kozott Héviz kornyékén is —
megtalaltuk (Koltay 2001, Nagy és mtsai 2002).

Mivel a P. alni alfajainak mint természetes fajhibrideknek a morfologiai ¢és
citogenetikai valtozékonysagat, valamint DNS polimorfizmusait sejtmag szinten palydzatunk
kezdetéig mar viszonylag behatéan tanulmanyoztdk, elsddleges célunk a hibridek ¢és
feltételezett sziildfajaik mitokondridlis genomjainak tanulmédnyozésa volt. E extracellularis
orokitdanyagrol ugyanis kevés ismerettel birtunk. Elsésorban az érdekelt benniinket, hogy
talalunk-e a hibrideken beliil polimorfizmusokat e teriileten is, illetve a hibridek ¢és

feltételezett sziil6fajaik kozott pedig azonos tipust mitokondridlis (mt)DNS-t.

Eredmények

Mivel a P. alniként leirt égerfitoftora harom alfajba sorolt 6t ismert tipusa (standard,
svéd, angol, német ¢és holland varidnsok) koziil csak az un. svéd valtozat (jelenleg subsp.
uniformis) azonosithatdé egyértelmiilen morfologiai alapokon, el6szor sziikségiink volt a
standard tipus (jelenleg subsp. alni), valamint a német ¢s a holland valtozatok (jelenleg subsp.
multiformis) elkiilonitését lehetévé tevd, nagyszamu izolatumon is alkalmazhaté gyors
molekularis eljarasra. Ezért a korokozo egyes tipusaira, azok jellemzé RAPD-fragmentumai
alapjan, specifikus primer-, vagy inditoszekvencia-parokat terveziink. A kézenfekvobbnek
tiind riboszomalis DNS ITS szakaszai mindezt nem teszik lehetdvé a hibridek sziiléfajokkal

¢s egymassal valdé nagyfoki hasonlosdga miatt. A standard tipust, valamint a holland ¢és a



német valtozatokat egyarant kimutato, de el nem kiilonitd inditéoszekvencia-par (SAP1/SAP2)
mar a palydzatot megelézden birtokunkban volt. Ezért a tovabbiakban a korokozd svéd
valtozatabol klonoztunk ¢és szekvenaltunk egy olyan RAPD-szakaszt, amely a standard
izolatumokban is jelen van, de hidnyzik a holland és német valtozatokbol. A rovid RAPD
primer meghosszabbitasa ¢s a PCR-koriilmények optimalizalasa altal elértiik, hogy Uj
inditészekvenciainkkal (SWAP1/SWAP2) csupan a vart hosszusadgu termék sokszorozodik a
standard ¢€s svéd izolatumokban. Keresztreakciokat sem a feltételezett sziiléfajok, sem pedig
egyéb vizsgalt fitoftora és gomba esetében sem tapasztaltunk. A SAP1/SAP2, ill. a
SWAPI/SWAP2 inditészekvencidkkal a specifikus termékek olyan kombinacidban
szaporodnak fel az egyes hibrid tipusokban, hogy az alfajok minden kétséget kizardan
azonosithatéak. Az altalunk kifejlesztett inditoszekvencidk képesek voltak a korokozokat
fertézott novénybol (égerfak kéregszovetébdl és a zoospordk csapdazadsdhoz hasznalt
babérmeggylevelekbdl), illetve a patogének rajzospordit tartalmazd nem steril talajsziirletbdl
szelektiv ¢és megismételhetd modon kimutatni. Az eljaras alkalmas a korokozd gyors
diagnosztizalasara, s ezzel megkonnyitheti az ellene vald védekezést. Ezzel kapcsolatos
eredményeinket egy szaklapban kozoltiik (Bakonyi és mtsai 2006).

A fentiekben vazolt munkakkal parhuzamosan gyiijtéseket végeztink hazai
égeresekben, valamint nemzetkdzi torzsgylijteményekbdl és kiilfoldi kollégaktol kértiink és
kaptunk szamos P. alni és P. cambivora tenyészetet, illetve a karantén P. fragariae
izolatumok élettelen, liofilizalt micéliumporait. Hazai gyiijtéseink sordn olyan ismeretlen
fitoftorakra leltiink, melyek feltételezhetden 1) fajok is egyben. E taxonok jellemzését jelen
palyazathoz kapcsolodo, nemzetkozi egyiittmiikodést timogatd kiegészitd palydzat keretében
végeztiik (IN64168, zarojelentés). A kiilfoldrél kapott izolatumok tobbsége, sajnos,
baktériummal volt fertdzott. Megtisztitasuk tobb honapot vett igénybe. Ezt kovetden
kezdhettiik el a mtDNS polimorfizmusok vizsgélatat az inditészekvencidinkkal most mar
minden kétséget kizardan ellendrzott és azonositott P. alni izolatumokkal. A P. cambivora és
P. fragariae torzsek identitasat masok altal kidolgozott specifikus inditoszekvenciakkal
ellendriztiik PCR modszerrel.

A  mtDNS-polimorfizmusokat 06sszgenomi DNS Haelll és Mspl restrikcids
endonukledzokkal torténd hasitasaval végeztiik. Gélelektroforézist kovetden a sejtmag DNS
elkiiloniil a mitokondrialistol.

A két endonukleaz altal generalt mintazatok kombinalasaval 41 P. cambivora izolatum
tizenhét, 19 P. fragariae izolatum négy, 25 P. alni torzs két mtDNS-haplotipust tartalmazott
(1. tablazat). A P. alniban értékelt 25 marker koziil 9 a P. cambivoréban, 3 a P. fragariaeban



is jelen volt. Régiok szerinti tagozodast nem figyeltiink meg. A P. fragariae szamocarol és
malnardl szarmazd tenyészetei egyértelmiien elkiiloniiltek egymastol. Nem taldltunk olyan
mtDNS-mintazatot, amely a hibridekben ¢és a feltételezett sziilokben egyarant eléfordult. A P.
alni un. standard izolatumai (ssp. alni) kétféle mintazatot tartalmaztak, melyek koziil a
dominans volt jelen a német és holland valtozatokban (ssp. multiformis) is. Harom esetben
viszont az egyontetli svéd valtozatéval (ssp. uniformis) azonos RFLP-tipust figyeltiink meg
standardokban. Az esetleges tévedések kizardsa végett Osszehasonlito RAPD- ¢és
izozimelemzést végeztiink, €és megismételtilk a morfologiai vizsgalatokat is. A szdban forgo
izolatumok fenotipusos és nuklearisan kodolt genotipusos tulajdonsagai valoban a P. alni ssp.
alniéval egyeztek. Az eredmények egy olyan genetikai kdlcsonhatasra utalnak, melynek
kovetkezményeként egyes torzsek ssp. alni tipust sejtmagot és ssp. uniformis, vagy ssp.
multiformis tipust mitokondriumot 6rokéltek (Bakonyi és mtsai 2007). A kiilonb6z6 mtDNS-
tipusok jelenléte a hibridekben azt sejteti, hogy nem csak egy-egy sziildizolatum kozott zajlott
le a hibridizaciés folyamat, hanem valdsziniileg tobb, egymastol fliggetlen genetikai

kolcsonhatas ment végbe kiilonb6zo sziildizolatumok kozott.



1. tablazat Mitokondrialis RFLP-tipusok és a vizsgalt izolatumok f6bb jellemzoi

Mspl
RFLP
Mspl
Mspl
Mspl
Mspl
Mspl
Mspl
Mspl
Mspl
Mspl
Mspl
Mspl
Mspl
Mspl
Mspl
Mspl
Mspl
Msp3
Msp3
Msp3
Mspl
Msp3
Msp3
Msp3
Msp3
Msp3
egyedi
Mspl5
Mspl6
Mspl9
Msp22
Msp5
Msp5
Msp5
Msp5
Msp6
Msp6
Msp7
Msp7
Msp7
Msp8
Msp8
Msp8
Msp8
Msp8
Msp8
Msp8
Msp8
Msp8
Msp8
Msp8

Haelll
RFLP

Hae3
Hae3
Hae3
Hae3
Hae3
Hae3
Hae3
Hae3
Hae3
Hae3
Hae3
Hae3
Hae3
Hae3
Hae3
Hae3
Hael
Hael
Hael
Hae3
Hael
Hael
Hael
Hael
Hael
Hae4
Hae4
Hae4
Hae4
Hae4
Hae4
Hae4
Hae4
Hae4
Hae4
Hae4
Hae4
Hae4
Hae4
Hae4
Hae4
Hae4
Hae4
Hae4
Hae4
Hae4
Hae4
Hae4
Hae4
Hae4

Kombinalt

L I T T T T e T T T B e B T T

el el el el el e e )
Pl= e e e e B B e

\Y%

U

Faj
Paa
Paa
Paa
Paa
Paa
Paa
Paa
Pam
Pam
Pam
Paa
Paa
Paa
Paa
Paa
Paa
Paa
Paa
Paa
Pau
Pau
Pau
Pau
Pau
Pau
Pc
Pc
Pc
Pc
Pc
Pc
Pc
Pc
Pc
Pc
Pc
Pc
Pc
Pc
Pc
Pc
Pc
Pc
Pc
Pc
Pc
Pc
Pc
Pc
Pc

Izolatum
H-5/02
Hévizl/a
Héviz4/2
Héviz6
Héviz8
Héviz9
P56/04
P68/04
P69/04
P98/04
H-88/04
H-89/04
P100/04
P101/04
P4/00
P57/04
H-95/04
H-97/04
H-98/04
P5/00
155a
155b
155¢
P70/04
P99/04
P75/04
P147
P151
P7/04
P9/04
P1/00
P123
P2/00
P64/04
P10/04
P5/04
P113
P153
P6/04
P104/04
P105/04
P11/04
P111
P112
P143
P144
P154
P2/04
P3/04
P43/04

Gazdanovény
Alnus glutinosa
Alnus glutinosa
Alnus glutinosa
Alnus glutinosa
Alnus glutinosa
Alnus glutinosa
Alnus glutinosa
Alnus sp.
Alnus sp.
Alnus glutinosa
Alnus glutinosa
Alnus glutinosa
Alnus incana
Alnus glutinosa
Alnus sp.
Alnus glutinosa
Alnus glutinosa
Alnus glutinosa
Alnus glutinosa
Alnus sp.
Alnus glutinosa
Alnus glutinosa
Alnus glutinosa
Alnus sp.
Alnus incana
Castanea sativa
Lawson cypress
Prunus sp.
Abies procera
Malus pumila
Quercus sp.

Chamaecyparis sp.

Quercus sp.
Fagus sp.
Malus sp.
Malus sp.
Castanea sativa
Malus sp.
Malus sp.
Fagus sp.
Fagus sp.
Rubus idaeus

Rubus idacus
Rubus idacus
Quercus petraea
Fagus sylvatica
Prunus avium
Acer

Foldrajzi eredet, gytijtés éve

Teskand, Magyarorszag, 2002
Héviz, Magyarorszag, 1999
Héviz, Magyarorszag, 1999
Héviz, Magyarorszag, 1999
Héviz, Magyarorszag, 1999
Héviz, Magyarorszag, 1999
Franciaorszag

Wageningen, Hollandia
Freising, Németorszag
Belgium, 2001

Magyarorszag, 2005
Magyarorszag, 2005

Belgium, 2002

Belgium, 2000

South Yorkshire, UK
Franciaorszag

Szokolya, Magyarorszag, 2005
Szokolya, Magyarorszag, 2005
Szokolya, Magyarorszag, 2005
Svédorszag

Hansag, Magyarorszag, 1999
Hansag, Magyarorszag, 1999
Hansag, Magyarorszag, 1999
Partille, Svédorszag

Belgium, 2001

Gorogorszag, 1967

UK

USA

Oregon, USA

Northamptonshire, UK, 1998
Belgium, 1978

UK
Ausztralia
Ausztralia, 1983
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pseudoplatanus

Msp8 Hae4 P51/04 Castanea soil Franciaorszag
Msp8 Hae4 P52/04 Castanea soil Franciaorszag
Msp8 Hae4 P63/04 Rubus sp. Skocia
Pont-de La Maye Bordeaux, Franciaorszag,
Msp9 Hae4 P118 Acer sp. 1989
Msp9 Hae4 P146 Rubus idaeus Skocia
Msp9 Hae4 P148 Castanea sativa Olaszorszag
Msp9 Hae4 P149 Prunus sp. Ausztrélia
Msp9 Hae4 P150 Ausztralia
Msp9 Hae4 P4/04 Prunus avium Adelaide Hills, Ausztralia
Mspl0 Hae5 P1/04 Prunus amygdalus ~ Ausztralia
Mspl4 Hae$5 P117 Prunus amygdalus ~ Ausztralia, 1983
Mspl8 Hae$5 XV Pc  P59/04 Prunus amygdalus  Ausztralia, Willunga., 1985
Andromeda
Mspll Hae6 Pc Pll14 floribunda Lengyelorszag, 1961
Mspl2 Hae7 Pc  Pl15 Malus pumila Korea, 1996
Msp21 Hae8 Pc  P8/04 Malus sylvestris Ausztralia
Mspl3 Hae9 Pc  Pl16 Abies procera frorszag
Mspfragl Haefrag2 XX Pfr  P13/04 Rubus idaeus New York
Mspfragl Haefrag2 XX Pfr  P14/04 Rubus idaeus Ohio
Mspfragl Haefrag2 XX Pfr  P3/00 Rubus sp. Skocia
Mspfragl Haefragl Pfr  P55/04 Rubus sp. Franciaorszag
Mspfragl Haefragl Pfr  P67/04 Rubus idaeus Skocia
Mspfrag2 Haefrag3 Pff  P12/04 Fragaria sp. UK
Mspfrag2 Haefrag3 Pff  P15/04 Fragaria sp. Németorszag
Mspfrag2 Haefrag3 Pff P16/04 Fragaria sp. Skocia
Mspfrag2 Haefrag3 Pff P17/04 Fragaria sp. Skocia
Mspfrag2 Haefrag3 Pff P19/04 Fragaria sp. Kanada
Mspfrag2 Haefrag3 Pff  P20/04 Fragaria sp. Skocia
Mspfrag2 Haefrag3 Pff  P24/04 Fragaria sp. Maryland
Mspfrag?2 Haefrag3 Pff  P25/04 Fragaria sp. California
Mspfrag2 Haefrag3 Pff  P26/04 Fragaria sp. UK
Mspfrag2 Haefrag3 Pff  P18/04 Fragaria sp. Skocia
Mspfrag2 Haefrag3 Pff  P66/04
Mspfrag2 Haefrag3 Pff  P21/04 Fragaria sp. Hollandia
Mspfrag2 Haefrag3 Pff  P65/04
Mspfrag3 Haefrag4 Pff  P23/04 Fragaria sp. Oregon

Jelmagyarazat: Paa = P. alni ssp. alni, Pau = P. alni ssp. uniformis, Pam = P. alni ssp.
multiformis, Pc = P. cambivora, Pff = P. fragariae var. rubi, Pff = P. fragariae var. fragariae.



RFLP eredményeinket szerettiik volna kozzétenni ,,impakt faktoros” szakfolydiratban,
de egy francia kutatdcsoport idékozben, veliink azonos modszert alkalmazva, hasonld
eredményeket publikalt (Ioos és mtsai 2006). S6t, a P. alni 3 alfajanak kialakulasara a korabbi
nézetnek ellentmond6 evolucidos modellt vazoltak. Ezért sziikségesnek tartottuk eddigi
eredményeik publikalasat elhalasztani, hogy ujabb adatokkal erdsithessiik meg munkankat.
Eredeti vallalasunk a palydzat harmadik évére (2006) a korokozok mitokondridlis DNS-einek
fizikai térképezése volt. Jollehet elkezdtik a magi DNS-t6]l megtisztitott mtDNS
preparatumok készitését centrifugaldssal cézium-klorid gradiensben, a fenti okok miatt inkabb
olyan feladatokra Osszpontositottunk, melyekkel a két, egymdsnak ellentmondd evolucios
modell helytallosagat vizsgaljuk 1) megkozelitésben. Mindez azt jelenti, hogy a fizikai
térképezés helyett attértiink izoldtumaink tobb, sejtmagban (elongéacids faktor, B-tubulin) és
mitokondriumban (citokrom-c oxidaz, NADHI1) kodolt génszakaszanak
szekvenciaelemzésére. A szoban forgd szakaszokat PCR soran sokszorositjuk masok
modszerét kovetve (Kroon és mtsai 2004). Eddig az elongacids faktor, citokrom-c oxidaz €s
NADHI1 génszakaszok mintegy 1400 klonjat allitottuk eld a hibridek ¢és feltételezett
szlil6fajaik kiillonb6z6 mtDNS RFLP mintazata torzseibdl PGEM-T vektorba torténd
kloénozassal. A nagyszdmu klonra a di- és poliploid izoldtumokon beliili valtozékonysag
megallapitdsa miatt is sziikség van. Két génszakasz (NADH1 és elongacios faktor) tobb szaz
klonjat mar szekvenaltuk, jelenleg tovabbi klonok szekvenaldsa és a szekvencidk elemzése
folyik. E vizsgalatok, valamint a mar meglévo szekvenciak teljes kiértékelése tehat még nem
zarult le. Eldzetesként elmondhatd, hogy a NADHI1 nukleotidsorrendje alapjan kapott
csoportositas teljes 0sszhangban volt az RFLP-adatokkal: a P. alni ssp. alni izolatumokban
megfigyelt kétféle mtDNS-haplotipus egyike a ssp. multiformis, a masik pedig a ssp.
uniformis valtozatokban van jelen (1. abra). Két vagy tobb haplotipus egy izolatumban vald
eléfordulasara utalo jeleket nem talaltunk. A kiillonb6z6 NADH1-klonok kozott legfeljebb 12
ponton talaltunk eltéréseket. A P. alni, P. cambivora és P. fragariae vizsgalt izolatumai jol
elhatarolhatd csoportokat alkottak. Ezzel szemben az eddig Osszesen 25 polimorf helyet
tartalmazd, sejtmagban talalhat6 elongacios faktor gén akar egy adott izolatumon beliil is
kiilonbozo alléleket tartalmazott (2. abra), ami rekombinacios (netdn mutacids) eseményekre
utal. A P. alni és P. cambivora torzsek e jelleg tekintetében nem kiiloniiltek el, a P. fragaraie
viszont jol elhatarolodott télilkk. Valdszini, hogy a P. cambivora genomja dominal a
hibridekben.

Munkénkat csoportunk személyi 0sszetételében, ill. a palyazati résztvevok szamanak

csokkenésében bekovetkezett valtozasok lassitottdk. Som Virdg PhD hallgato a futamidd



felénél abbahagyta tanulmanyait. Nagy Zoltdn tudoményos munkatdrs Osszesen 9 hoénapot
toltott kiilfoldon, nem a palyazati témén tevékenykedve. Ersek Tibor pedig a korabbi teljes
munkaidds foglalkoztatas helyett 4 6ras munkaviszonyban dolgozott 2006 szeptemberétol. A
mar meglévo adatok és a hamarosan megsziileté ujabb szekvencia adatok birtokaban a
futamidd lejartat kdvetd 2 éven beliil szeretnénk publikalni eredményeinket. Ezért kérem a

jelentés ismételt értékelését kiegészitd eljaras keretében a késObbiek soran.
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1. abra. NADHI1-szekvenciak alapjan felallitott elozetes torzsfa. Paa = P. alni ssp. alni, Pau =
P. alni SSp. uniformis, Pam = P. alni SSp. multiformis,
Pc = P. cambivora, Pff = P. fragariae var. rubi, Pff = P. fragariae var. fragariae.
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2. abra. Elongacios faktor szekvencidk alapjan feldllitott eldzetes torzsfa ¢és a
polimorfizmusok jellege a sokszorositott szakaszokban. Paa = P. alni ssp. alni, Pau = P. alni

ssp. uniformis, Pam = P. alni ssp. multiformis, Pc = P. cambivora, Pff = P. fragariae var.
rubi, Pff = P. fragariae var. fragariae.
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