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ROVIDITESEK JEGYZEKE

CAE celluldz-acetat-elektroforézis

CLI cotyledon limited infection, sziklevélre korlatozodo fert6zés
FI field isolate, szantofoldi izolatum

HA Helianthus annuus

ISSR inter Simple Sequence Repeat

ITS Internal Transcribed Spacer

LSU Large Ribosomal Subunit

LTR Long Terminal Repeat

MDS MultiDimensional Scaling

MLP multilokusz fenotipus

PCR polymerase chain reaction, polimeraz-lancreakcio

PT patotipus

rDNS riboszomalis DNS

RAPD Randomly Amplified Polymorphic DNA

RT reverz transzkriptaz

S-SAP Sequence Specific Amplified Polymorphism

SSL single sporangia line, egysporangium-tenyészet

XS Xanthium strumarium

WSI whole seedling immersion, teljes csiranévény fert6zése






1. BEVEZETES

A napraforgdé (Helianthus annuus L.) a vildigon az o6todik legnagyobb mennyiségben
termesztett olajnovény (FAO, 2009), egyben a magyar mezdgazdasag legfontosabb olajndvénye.
Hazankban az Oszi buza ¢és a kukorica mellett a harmadik legnagyobb vetésteriileten, mintegy
félmillio ha-on termesztik. Termése az élelmiszer-, gyogyszer-, vegyi- és kozmetikai ipar
alapanyaga. Viragzasban jo méhlegeld, olaj- és fehérjetartalma miatt allati takarmanyként ¢és
madareleségként is hasznosithatd. Kedvezd ¢lettani hatasa van a kaszatban talalhatéd telitetlen
zsirsavaknak, a D, E vitaminoknak és provitaminoknak. A ndvény szépsége és Valtozatos
sziromszine miatt disznvényként is egyre népszeriibb. Ujabban a biodizelgyartasban is helyet
kovetel maganak.

Napjainkra a kiemelked6 termésatlag és a termésbiztonsag elsésorban a gyomszabalyozas és a
betegségekkel szembeni védelem fiiggvénye. Az wjabban kifejlesztett herbicidtolerans hibridek
allomanyban is megoldast kinalnak a kétszikiick gyomszabalyozasara. A korokozokkal szembeni
hatékony novényvédelem alapja a rezisztens, illetve tolerans fajtdk nemesitése.

Hazankban a napraforgon fellépd betegségek koziil jelentds terméskiesést idézhet el a
Plasmopara halstedii, a napraforgd-peronoszpéra. A korokozot széles gazdandvénykori
fajkomplexumként jellemzik, ami kozel 35 novényfajt fertéz az Asteraceae csaladban, igy példaul a
termesztett napraforgé mellett megtdmadja a ndlunk is gyakori gyomndvényként ismert parlagfiivet
(Ambrosia artemisiifolia L.), szerbtovist (Xanthium strumarium L.) és ivat (lva xanthifolia Nutt.).
Ez a talajbol fert6z6 biotrof korokozd a ndvény szisztemikus megbetegedését okozza, melynek
kovetkeztében a ndvény torpiil, viragzata sterillé valik és 1éha kaszatot fejleszt. A beteg ndvény nem
gyogyithatd. A napraforgo-peronoszpora ellen csavazassal és a genetikai rezisztencia egyiittes
alkalmazaséaval lehet eredményesen védekezni.

A korokozé az 1940-es évekre tehetd europai elterjedését kovetden hosszu ideig patologiailag
egységes volt, azonban a korabban rezisztens fajtadk megbetegedése 0j patotipusok kialakulasat
jelezte. A napraforgd-termesztés novekedésével eldszor Amerikaban, a hetvenes években, majd ezt
kovetden egy évtizeddel késébb Eurdpaban is 01j patotipusokra figyeltek fel. A kezdetben egységes
gombapopulacioban kiilonboz6 virulenciafaktorokat tartalmazo valtozatok jelentek meg. Mara
vilagviszonylatban tobb mint 30 féle patotipust azonositottak, hazankban ezek koziil 6t jelenléte
ismert. A korokozd nagyfoku valtozékonysaga a termesztésbe keriilt, kiilonb6z6 genetikai
rezisztenciafaktorokat tartalmazo fajtak okozta szelekcidos nyomassal hozhatd Gsszefliggésbe. A
napraforgo-peronoszpora populacidiban végbement masik jelent6s valtozas a ndvényvéddszer-
tolerancia, illetve -rezisztencia kialakulasa, melyet Franciaorszagban, FEszak-Amerikaban,

Spanyolorszagban, Németorszagban, valamint Olaszorszagban egyarant megfigyeltek.
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A korszeri novénytermesztéshez hosszii tavon elengedhetetlen a korokozo helyi
populacidinak ismeretére alapozott fajtavalasztas. A populacid virulenciafenotipus-dsszetételének
nyomon kovetéséhez a nemzetkdzi egyezményen alapulo, differencialéd fajtasorra torténd fertézés
ad lehetdséget. A virulencia-osszetétel meghatarozasa a differencialo vonalak fertézésre adott
valaszan alapszik, azonban ez id6é-, hely- és munkaigényes. A teszteléshez biztositani kell a
megfeleld rezisztenciagénekkel rendelkezé tesztsort, labort a mesterséges fertézéshez, a
novényneveléshez pedig szabalyozhatd termesztoberendezést. Mindezek mellett gondoskodni kell a
differencialdo vonalak tiszta fenntartasardl is. A virulenciateszt Kiértékelését neheziti, hogy a
kornyezeti koriilményektdl fiiggben a novény—korokozo-kapcsolatok jellege nem mindig
egyértelml.

A molekularis biologia eszkoztaranak fejlédése lehetévé tette a novényi korokozok
molekularis szintii tanulmanyozasat. A fenotipusos jellemzésen tul a genetikai variabilitas
vizsgalata is egyre szélesebb korben kivitelezhet6. A Plasmopara halstedii valtozékonysagarol
molekularis szinten keveset tudunk. Korabbi RAPD- (Randomly Amplified Polymorphic DNA) és
RFLP- (Restriction Fragment Length Polymorphism) vizsgalatok szerint a korokozd populacioira
alacsony genetikai valtozékonysag jellemz6, mikdzben a természetben egyre nagyobb szamban
jelennek meg valtozatos virulenciakarakterekkel jellemezhet6 izolatumok.

Munkam soran a hazankban fellelheté napraforgdperonoszpora-populaciéo virulencia-
Osszetételének jellemzésére és a valtozatok nyomon kovetésére alkalmas, jol ismételheto,
molekularis vizsgalaton alapuld tesztelési modszereket vizsgaltam. A virulencia-fenotipusok
jellemzésére alkalmas molekularis bélyegeket (markereket) kerestem. Munkam tavlati célja a
populaciés valtozékonysag, valamint az 1j virulenciafaktorok megjelenése kozotti kapcsolat

keresése Volt.

A célkitlizések megvalodsitasahoz a kovetkez6 vizsgalatokat végeztem el:

e Hazankban ¢és kiilfoldon napraforgordl gyijtott Plasmopara halstedii  izolatumok
virulencidjanak meghatarozasa differenciald soron, illetve megfeleld fenotipusos

valtozékonysagot képviseld vizsgalati mintasor eléallitasa a molekularis vizsgélatokhoz.

e Szerbtovisrél gyljtott Plasmopara sp. izolatumok fenotipusos jellemzése: virulencia-
fenotipus, morfologiai jellemzok, zsirsav-Osszetétel és metalaxilérzékenység szempontjabol.

Az izolatum gazdanévénykorének vizsgalata és fajszintli azonositasa.



Genetikailag  tiszta  egysporangium-tenyészetek  eldallitasa,  felszaporitasa  és

virulenciakarakterének fenotipusos jellemzése a molekularis vizsgalatokhoz.

A populacié polimorfizmusanak vizsgalata az egyes rendelkezésre allo virulencia-
fenotipusok, illetve azok szubpopulacioinak korében nukleinsav alapi RAPD- (Randomly
Amplified Polymorphic DNA), iSSR- (inter Simple Sequence Repeat) és S-SAP- (Sequence

Specific Amplified Polymorphism) modszerek alkalmazasaval.

Az S-SAP-modszer Kkivitelezéséhez fajspecifikus LTR-retrotranszpozon szekvencia-

meghatarozasa

Izoenzimanalizis a populacios valtozékonysag nyomon kovetésére.

Fajszintli azonositas az izolatumok ITS- és LSU-szekvencidjanak meghatirozasa ¢és

jellemzése alapjan.
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2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. A napraforgo jelentosége

A napraforgd géncentruma Eszak-Amerika teriiletén talalhato. A novény az 1500-as években
kertilt Eurdpéaba. Eldszor csak disz- és gyogyndvényként hasznaltdk, olajanak ipari felhasznalasa
csak a XVIII. szazadtol ismert (Frank, 1999). Ekkora tehetd a napraforgd oroszorszagi
meghonositasa és Kifejezetten az olajért torténd termesztése, hiszen ezt a zsiradékot bojt idején is
fogyaszthattdk a valldsos ortodoxok. A napraforgo-termesztés fejlodésének az 0j fajtak, majd a
modern hibridek megjelenése adott id6rdl idére ujabb lendiiletet. A terméshozam, a
termésbiztonsag, az olajtartalom novelése, valamint a betegségekkel szembeni ellenallosag
fokozasa biztositja a napraforgd-termesztés jovedelmez6ségét napjainkban is (Frank, 1999).

A napraforgd hazank legjelentdsebb olajndvénye, évente félmillio hektaron termesztik, és
mintegy 1,5 millié tonna termést takaritanak be (KSH, 2008). A napraforgd jol alkalmazkodik a
sz€lsOséges termoOhelyi adottsdgokhoz, a termesztés sikerét azonban alapvetéen meghatarozza a
gyomszabalyozas, a kartevék és a korokozokkal szembeni védelem (Sackston, 1981b). A
napraforgoé legfontosabb betegségei a hazai, kontinentalis éghajlati viszonyok kozdtt a peronoszpora,
a szart6- és tanyérszklerotinia, valamint a fémés és diaportés megbetegedés (Zimmer ¢€s Hoes,
1978).

2.2. A napraforgo-peronoszpora jelentosége

A Plasmopara halstedii (Farlow) Berlese et de Toni nevii petesporas szervezet (Oomycota,
Oomycetes, Peronosporales) a termesztett napraforgé (Helianthus annuus L.) egyik legjelentésebb
korokozdja, ami betegségre hajlamositd, csapadékos iddjards esetén a termés 70%-at is
megsemmisitheti (Sackston, 1981a). A termésveszteség megallapitasakor a szisztemikusan fert6zott
novényeket veszik alapul. Az 1970-es években az USA 6 napraforgo-termesztd teriiletein, Eszak-
Dakota és Minnesota allamokban egyes tablakon a beteg névények mennyisége elérte a 90%-ot
(Sackston, 1981a). Kelet-Europaban, 1941-ben szintén 90%-os termésveszteséget okozott a
napraforgd-peronoszpora (Novotelnova, 1966). Hazankban 1955-ben, Tolna megyében 42%-0s
kartétel alakult ki (Petroczi, 1956), majd az 1970-es években fogékony fajtadkon ismét 30-60%-0s
kart tapasztaltak (Horvath et al., 2005).

A peronoszporas megbetegedés végzetes kimeneteli, ugyanis a beteg ndvény nem

gyogyithato, a szisztemikusan fertdzott ndvény kevesebb termést hoz, sot erds fertdzés esetén a
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novény akar el is pusztulhat (Sackston, 1981a). A betegség enyhe formajaban a kérokozo latens
formaban van jelen az ugynevezett rezisztens fajtak fold alatti részeiben (Viranyi, 1978), illetve a
fejlodo kaszatokban (Cohen ¢és Sackston, 1974a). A latensen ferté6zott novény hipokotiljaban és
gyokerében megfigyelheté az ivaros uton képz6dé oospora (petespora), ami a korokozo attelelését
¢s talajban torténd felszaporodasat szolgalja, valamint lehetéséget teremt 0j virulenciakombinaciok
kialakulasara (Heller et al., 1997). A fert6zott kaszatban, a vetémaggal egyiitt a koérokozo nagy
tavolsagokra is eljuthat, elésegitve evvel a korokozo 0j genotipusainak elterjedését (Novotelnova,

1966; Goossen és Sackston, 1968; Viranyi, 1977, Gulya et al., 1997).

2.3. A korokozo nevezéktana

A napraforgd peronoszporas betegségének korokozoja eukariotikus gombaszerti szervezet.
Sajatossagai alapjan a Protoctista (Chromista) orszagba soroljak, mert a heterokont algakkal van
rokonséagban (Dick, 2001). Rendszertani besorolasa szerint az Oomycota térzs Peronosporomycetes
(Oomycetes) osztalyanak Peronosporales rendjébe tartozik. A korokozot Eszak-Amerikaban el3szor
Halsted figyelte meg Eupatorium purpureumon 1876-ban a massachusettsi Bussy Intézet kdzelében
(Nishimura, 1922). Farlow 1882-ben Peronospora halstedii Farl. néven irta le, majd 1888-ban
Berlese és De Toni, a Peronospora nemzetség rendszertananak feliilvizsgalata utan a Plasmopara
nemzetségbe sorolta a korokozot, Plasmopara halstedii (Farlow) Berl. et de Toni néven (Sackston,
1981a).

Novotelnova (1962) morfologiai jellemzok és patogentitas kisérletek alapjan a Helianthus
nemzetséget fertéz6 Plasmopara-fajt P. helianthi néven ) fajként irta le, kiilonbséget téve az
eredetileg Eupatoriumon meghatarozott P. halstedii fajtol. A P. helianthi fajon beliil tovabbi formae
specialis-okat hozott 1étre, megkiilonboztetve az egyéves termesztett napraforgot fert6zo P.
helianthi f. sp. helianthit és az éveld Helianthus-fajokat fert6zo f. sp. perennis és f. sp. patens
formaktol. Azonban ez a névhasznalat nem valt altalanossa. Mind a mai napig a korokozoval

kapcsolatban Plasmopara halstedii és P. helianthi néven egyarant jelennek meg publikaciok.
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2.4. A korokozo gazdanovénykore

A biotrof korokozok, mint a Plasmopara halstedii, taxonomiai és evolucids jellemzése
korabban a gazdanovény-specifikussagra és néhany morfologiai bélyegre korlatozva tortént, hiszen
¢letmodbeli sajatossagaik kovetkeztében morfologiai, fizioldgiai, biokémiai és molekularis
tulajdonsagaival kapcsolatos ismereteink egyeldre hianyosak (Hall, 1996).

A napraforgd, valamint az Asteraceae csalad tobb mint 80 nemzetségét feldleld
gazdanovénykor peronoszporas megbetegedését okozza a Plasmopara halstedii fajkomplexum
(Leppik, 1966). A korokozo gazdasagi szempontbol legfontosabb gazdanovénye a Helianthus
annuus, a termesztett napraforgd, azonban a napraforgd mellett gazdanovénykorébe tartozik
legalabb 12 vad Helianthus-faj is (Viranyi, 1984). Tovabba megtalalhatéak koztik gazdasagi
szempontbdl jelentés gyomndvények is, melyek koziil fontos kiemelni a napraforgotablakon
gyakori gyomokat: a parlagfiivet (Ambrosia artemisiifolia L.) a szerbtovist (Xanthium strumarium
L.) (Leppik, 1966; Viranyi, 1984; Viranyi és Walcz; 2000), valamint az ivat, azaz a parlagi
rézgyomot (Iva xanthiifolia Nutt.) (Gulya, 2002).

A patogenitds igazolasara Tuboly (1971) sikeresen fertézott napraforgd-peronoszporaval
mesterséges koriilmények kozott egyéb, szintén az Asteraceae csaladba tartozo ndvényfajokat (1.

tablazat).

1. tablazat. A Plasmopara halstedii sporulacidja eltérd intenzitas az Asteraceae csaladba tartozo

gazdandvényeinek mesterséges fertézését kovetéen (Tuboly, 1971)

Faj Sporulacid intenzitasa
Ambrosia artemisiifolia L. ++++
Artemisia vulgaris L. ++
Bidens cernuus L. ++
Centaurea spinulosa Roch. +
Centaurea cyanus L. +
Erigeron canadensis L. ++
Helianthus annuus L. ++++
Veronica arvensis L. ++
Veronica polita Fr. +++
Xanthium strumarium L. ++
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Tuboly (1971) eltérést tapasztalt a fertézés ¢és a sporulaci6 mértékében a termesztett
napraforgd, valamint a vadon él6 gazdanovények kozott, ahol a fertdzés kovetkeztében csak
részleges elhalast figyelt meg. Magyarorszagi vizsgalatok eldszor 1982-ben igazoltak a korokozod
természetes eloforduldsat szerbtovisen (Viranyi, 1984), majd késobb parlagfiivon is (Bohar és
Vajna, 1996; Viranyi és Walcz, 2000). A koérokozot Helianthus x laetiflorus fajrol izolalta Spring et
al. (2003) és keresztfert6zéses kisérletekkel bizonyitotta a termesztett napraforgd fogékonysagat
evvel az izoldtummal szemben.

Orellana (1970) herbariumi anyagokon vizsgalta a P. halstedii természetes gazdanévénykorét
a Helianthus-nemzetségen beliil. A termesztett napraforgd mellett két egyéves Helianthus-fajon (H.
argophyllus T. et G. és H. petiolaris Nutt.), valamint 18 ével6 Helianthus-fajon figyelte meg a
korokozo természetes eléfordulasat: H. divaricatus L., H. decapitalus L., H. doronicoides Lam., H.
giganteus L., H. grosseserratus Martens, H. hirsutus Raf., H. x laetiflorus Pers., H. lenticularis
Dougl., H. longifolius Pursch., H. maximiliani Schrad., H. nuttallii T et G., H. occidentalis Riddell,
H. rigidus (Cass.) Deaf, H. scaberrimus EIll., H. subrhomboideus Rydb., H. tuberosus L., H.
strumosus L., H. trachelifolius Mill. Laboratoriumi koriillmények kozott Viranyi (1984) mesterséges
fertézéssel igazolta a korokozo patogenitasat a H. annuus, H. argophyllus, H. debilis, H. petiolaris,
valamint H. divaricatus és H. grosseserratus fajokon.

A korokozo vilagméretii elterjedése, majd az azt kovetd foldrajzi izolacio ugyanakkor
kedvezett a gazdandvényhez, valamint az adott kornyezeti viszonyokhoz torténé nagyfoku
adaptacionak, ami végiil a fajon beliili kiilonb6z6 valtozatok kialakulasahoz vezetett (Leppik, 1966).
A P. halstedii fajkomplexum morfologiai vizsgalata, valamint a korokozo gazdandvény-
specializacidja alapjan eddig 16 0j faj elkiilonitésére keriilt sor, melyet Leppik (1966) tanulmanya
foglal Ossze (2. tablazat). A morfologiai bélyegekre alapozott fajleirast nehezitette, hogy a
Plasmopara halstedii izolatumait nagy morfoldgiai valtozékonysag jellemzi (Sackston, 1981a; 3.
tablazat), igy adott esetben a gyokéren keletkezd sporangiumok mérete akar a kétszerese is lehet a
levélen képzdddknek.

A modern molekularis bioldgia lehetdséget teremtett arra, hogy a fajok valtozékonysagat
nukleinsav szinten is Osszevessiik. Choi et al. (2009) a P. halstedii fajkomplexumba tartozo,
parlagfiirdl, szerbtovisrél és napraforgorél szarmazé Plasmopara-mintdk morfologiai és
molekularis-filogenetikai vizsgalata alapjan feltételezte, hogy az egyes gazdanovényeket kiilonb6zo
fajok fertdzik. Ezen vizsgalatok kiterjesztése pedig tovabbi fajok elkolonitését tenné lehetéve a P.

halstedii fajomplexumon belil.
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2. tablazat. A Plasmopara halstedii fajkomplexumon beliil, gazdandvény-specializacid

alapjan meghatarozott uj fajok (Leppik, 1966).

Gazdandvény Csrokone o
Alcsalad Nemzetség Faj orokozo eird
Asteroideae Vernonieae Vernonia chinensis P. vernoniae-chinensis Sawada Sawada, 1919

Eupatorieae

Astereae

Inulae
Heliantheae

Helenieae
Anthemidieae
Senecioneae
Calendulae
Arctoteae
Cardueae
Mutisieae

Cichorioideae

Eupatorium rugosum Houtt.
Ageratum sp.
Elephanthopus sp.
Eupatorium areolare DC.
Aster alpinus L.
Callistephus chinensis L.
Galatella sp.

Heteropappus canescens
Nees.

Solidago viraurea L.
Gnaphalium purpureum L.
Helianthus annuus L.
Silphinum integrifolium
Michx.

S. rebinthaceum Jacq.
Xanthium strumarium L.

Bidens frondosa L.

Bidens vulgata Greene
Ambrosia psilostachya DC.

Spilanthes americana Hieron
Galinsoga parviflora Cav.
Emilia sp.

Cantaurea sp.

Cineraria sp.

Clibadium sp.

Coreopsis sp.

Erigeron sp.
Dimorphotheca sp.
Franseria sp.

Iva sp.

Senecio sp.

Verbesina sp.

Venidium sp.

Ximenesia sp

Zinnia sp.

Chrysantemum coronarium L.
Petasites giganteus F.
Schmidt

Saussurea alpina DC.
Scorsonera hispanica L.
Tragopogon pratense L.

P. halstedii (Farl.) Berl. és de Toni
P. palmii Campbell

. asterea f. asterea Novot.

. asterea f. callistephi Novot.

. asterea f. galatellae Novot.

. asterea f. heteropappi Novot.

W U U T

. solidaginis Novot.

. gnaphalii Novot.

. helianthi var. helianthi Novot.
. affinis Novot.

W U U T

P. angustiterminalis f.
angustiterminalis Novot.

P. angustiterminalis f. bidentis
Novot.

P. angustiterminalis f. ambrosiae
Ellis és Novot.

P. spilanthicola Sydow

P. galinsogae Campbell

P. halstedii coll.

P. chryanthemi-coronarii Sawada
P. petasitidis S.

P. saussureae Novot.
P. savulescui Novot.
P. sphaerosperma Savul.

Campbell, 1932

Novotelnova, 1963

Sydow, 1939
Campbell, 1932

Sawada, 1939
Ito és Tokunga, 1935

Novotelnova, 1963

Savulescu, 1941
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3. tablazat. Napraforgd levelén, illetve gyokerén képz6dd sporangiumok méretei um-ben

kiilonboz6 megfigyelések alapjan (Sackston, 1981a).

faj sporangium szerd
00spora novényi rész méret
P. halstedii 23-30 19-30 x 15-26 Saccardo (1888)
P. halstedii levél 33-57 x 30-36 Nishimura (1926)
gyokér 48-60 x 33-56
P. helianthi Novotelnova (1961-1965)
f. helianthi 15-32 levél 17-30 x 15-21
gyokeér 33-66 x 33-56
f. perennis 15-27 x 12-21
f. patens 15-24 x 12-21
P. helianthi levél 17-50 x 14-31 Delanoe (1972)
gyokér 25-78 x 24-36

2.5. A korokozo biolégiaja

cres

Nishimura (1922) nevéhez fiizédik. A napraforgd-peronoszpora tipikus petesporas szervezet, azaz
az ivaros szaporodasa soran oosporat képez. Vegetativ tenyészteste conocitikus micélium, vagyis
harantfal nélkiili hifdk szovedéke, harantfalak csak a szaporodas soran képzdédnek. A napraforgo-
peronoszpora esetében a genetikai rekombinaciot biztositd ivaros €s a korokozo terjedését szolgald
ivartalan szaporodas évente, rendszeresen megfigyelhetd (Viranyi, 1992).

Az ivaros szaporodast ivari hormonok szabalyozzak, az ivarszervek egyazon telepen
képzddnek, homotallids modon. lvaros szaporodasa az oogamia, amelynek sordn egy nagyobb
méretli gombdlyded ndivari oogéniumba a sejtmag egy kisebb, megnytlt formaji himivara
anteridiumbdl a megtermékenyitd tomlon keresztiil jut el. Az oospora nedvesség hatasara 12 °C
felett egyetlen makrosporangiumot fejleszt, melyben az ivartalan ciklus soran kialakuld
sporangiumokhoz hasonldan rajzosporak (zoosporak) képzddnek, és ezek inditjak el a fert6zés
folyamatat (Viranyi, 1988). A P. halstedii ¢letciklusat az 1. abra szemlélteti. A beteg novények
gyokér- ¢és szarszoveteiben képzddd oospéra a talajba keriilve évekig megérzi élet- és
fert6zOképességét. A korokozo attelelését és terjedését biztositjadk még a fertdzott ndvény
kaszatjaban attelel6 gombaképletek, a micélium és az oospéra. Az ilyen kaszatokbol — bar nagyon
ritkdn — szisztemikusan fert6zott novények fejlédhetnek (Cohen és Sackston, 1974a). Fert6zott
talajban az oospora a napraforgdogyokér-exudatumainak hatasara makrosporangiumot fejlesztve

csirazik, majd az abbdl kiszabadul6 rajzosporak fert6zik a novény fold alatti részeit, a gydkeret és a
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hipokotilt (Allard, 1978). A fert6zéshez megfeleld talajnedvesség és a korokozd szamara kedvezo
15-20 °C kozotti talajhomérséklet, valamint szabad viz jelenléte sziikséges (Cohen és Sackston,
1973). A korokozo a gazdanovényben intercellularisan névekszik, és a tapanyagot a gazdasejtekbe
bocsajtott hausztoriumon keresztiil veszi fel. A napraforgd-peronoszpéra tehat obligat biotrof
modon, csak az €16 sejtekbdl képes hozzajutni az életmiikddéséhez sziikséges tapanyagokhoz.
Vegetacios idében a korokozd terjedését a fertézott novényen képzodd ivartalan
sporangiumok biztositjak. A fertézott novényi részeken, leggyakrabban a levél fonakan, 16-18 °C
hémérsékleten, telitett relativ paratartalom mellett alakul ki a jellegzetes, haromszorosan elagazo,
terminalis novekedésti sporangiumtarton a sporangium. A sporangiumok csirazasa vizes kozegben
4-24 ora alatt jatszodik le, melynek soran sporangiumonként akar 30, kétostoros rajzospora is
képzddhet (Spring et al., 1998). A vizben mozgd rajzosporak idével elveszitik ostoraikat és

cisztalodnak, vagyis sejtfallal veszik koriil magukat. Az igy kialakult cisztospora fert6z6 hifat, azaz

csiratdomlot hajt, és az epidermiszen 4thatolva kolonizélja a gazdandvényt.

1. abra. A Plasmopara halstedii életciklusa (Syngenta katalégus,Viranyi F. nyoman). A talajban az
oospora (a) makrosporangiumot fejleszt (b), melybdl kiszabadulnak a fert6zést indité rajzésporak (c).
A primer fertézést kovetéen (d) a novény torpiil (h), Kialakul a Klorotikus levélfolt (), a levélfonakon

sporangiumtarto képzédik, amin ivartalan sporangiumok fejlédnek (f). A sporangium légmozgas

utjan jut az egészséges novényre és masodlagosan fertdzi a levelet (g), a viragzatot (i) és a kaszatot.
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2.6. A betegség tiinetei

A koérokozd a novényt minden fenologiai stadiumban képes megfertézni (Tuboly, 1971). Az
okozott kar sulyossagat befolyasolja a névény kora, kondicidja, valamint az id6jaras (Spring et al.,
1991). Megkiilonboztetiink elsédleges szisztemikus, masodlagos lokalis (Leppik, 1966; Kurnik et
al., 1976) és latens fert6zési formakat (Goossen és Sackston, 1968).

Az els6dleges, vagy primer fert6zés kialakuldsa a kaszatok csirazasatol a novények 4-8
leveles kordig a legvaldszinlibb (Sackston, 1981a). A napraforgd ekkor a legfogékonyabb a
peronoszporaval szemben. A szisztemikusan fert6zott novény a fejlédésben visszamarad,
betakarithaté termést nem hoz. Korai, erds fertézés kovetkeztében a fiatal novény elszaradhat,
elpusztulhat.

A betegség legjellegzetesebb tiinete a leveleken figyelhetd meg. A levélnyél feldl a levélerek
mentén klorotikus folt alakul ki, a levelek fonakan hofehér sporangiumbevonat figyelhetd meg.
Spring et al. (1991) vizsgalata szerint a fert6zott novény levélfelillete 15%-kal csokkent az
egészségeshez viszonyitva, mikdzben kozel 1/3-aval tobb levél képzodott, tovabba a fert6zés
kovetkeztében csokkent a novény magassaga iS. A beteg novények torpiilése a korokozo altal
termelt auxinbontd enzim hatasara alakul ki (Cohen és Sackston, 1974b, Benz és Spring, 1995). Az
internodiumok rovidiilése kovetkeztében siirli levélallas, valamint a felsé levelek megvastagodasa
¢s torzulasa gyakorta megfigyelhetd. A fert6zott novény érésben konnyen felismerhetd mereven
felfelé allo tanyérjardl. Sokszor az ilyen névény viragzata steril, a tinyérban fejletlen, 1éha kaszatok
képz6dnek.

A vegetacid soran képzO6dé ivartalan szaporitoképletek, a sporangiumok a fert6zott
szovetrészek feliiletérdl 1égmozgassal juthatnak a névényre, ahol masodlagos fertézést indithatnak
el. Ekkor a levélen szegletes, erek altal hatarolt klorotikus foltok alakulnak ki. Betegségre
hajlamosité iddjarasi viszonyok kozott az ilyen lokalis fertézés masodlagosan szisztemizalodhat,
aminek soran a folt az erek mentén terjed. A korokozo a levélnyélen keresztiil eljut a ndvény
szaraba, ahol a névény csucsi része felé haladva a jellegzetes betegségtiinetek kialakulasat idézheti
elé. llyenkor a masodlagos fertézés felett fejlédé novényi részek torpiilése szintén megfigyelhetd
(Novotelnova, 1966; Goossen és Sackston, 1968; Cohen és Sackston, 1974a; Viranyi, 1978; Spring,
2009).

Latens fertézéskor a jellegzetes, klorotikus betegségtiinet nem alakul Ki, azonban a kérokozo
jelen van a névényben, és a kaszatokbdl is kimutathato. A latensen fert6zott novény hipokotiljaban
és gyokerében megfigyelhetok az ivaros uton képz6ddé oosporak, ezek a korokozo talajban torténd
fennmaradésara, valamint 0j virulenciakombinéciok kialakuldsara adnak lehetdséget (Viranyi, 1978;

Heller et al., 1997). A latencia masik tipusa, amikor a rezisztensnek vélt napraforgd-genotipus
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masodlagos szoveteit a korokozo nem képes kolonizalni (Viranyi és Dobrovolszky, 1980). Ilyenkor
a korokozo6 novekedése minddssze a fold alatti novényrészekre korlatozodik, ahol megfigyelhetdek
a betegségre utald elvaltozasok, ugy mint a hipokotillézio, gydkérredukcid. A fertdzott szovetekben

kimutathat6 a kérokozo micéliuma, valamint oosporaja (Viranyi, 1978).

2.7. A korokozo foldrajzi elterjedése

Az Eszak-Amerikaban 6shonos P. halstedii feltehetSleg vetémag kereskedelem kovetkeztében
rovid id6 alatt elterjedt a vilag jelentés napraforgo-termeszté korzeteiben (2. abra). Az Ausztral
kontinens kivételével (Viranyi, 2002) a kérokozé Eurdpaban, Azsiaban, Eszak és Dél-Amerikaban,
Dél-Afrikaban egyarant megtalalhat6é (Sackston, 1981a). A faj els6 Szovjetunidbeli eldfordulasat
1931-ben kozolték, majd a 1940-es évektdl Romaniaban, Bulgariaban, Jugoszlaviaban, végiil 1949-
ben hazdkban is megjelent (Podhradszky, 1954). A betegség kialakulasanak kedvezd 1954-es évtdl
az egész orszag teriiletén megfigyeltek beteg toveket, kezdetben foként a tablaszéleken. A kérokozd
jelentésége ettél kezdve folyamatosan nétt a termesztett napraforgd gazdasagi sulyanak

novekedésével egyetemben.

2. abra. A napraforgo elsodleges (A) és masodlagos (D) géncentruma, ill. a Plasmopara halstedii
elsédleges (B), és masodlagos (C) géncentrumai. A pontok a vilag f6 napraforgé-termeszté korzeteit

jelolik, mig a nyilak a terjedés iranyat mutatjak (Viranyi, 2002).
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2.8. A virulencia-fenotipus valtozékonysaga

A napraforgd-peronoszpdéra korabban patoldgiailag egységes populacidja az elmult négy
¢vtized alatt jelentds atalakuldson ment keresztiil. A vilagméretii elterjedés, a foldrajzi izolacio,
valamint a gazdanévényekhez és a kornyezethez torténé alkalmazkodas kedvezett a fajon belili
valtozatok, vagyis rasszok (patotipusok) kialakulasanak (Viranyi, 2002). Ez a valtozatossag Viranyi
(2002) szerint két fokozatban jott 1étre:

1. A faj interkontinentalis elterjedése és adaptalodasa a termesztett napraforgdohoz a természetes
koevolucio jegyében, a XVI-XX. szazadban.

2. A nemesitéi munka eredményeként megvaltozott gazdandvény-genotipusokhoz adaptalodott
patologiai valtozatok elkiiloniilése az 1960-as évektdl kezdédden, az egyes foldrajzi régiokban, a

mesterséges koevolucid jegyében.

A korokoz6 virulenciaszinten torténd megvaltozasat eldszor 1972-ben észleltek az Egyesiilt
Allamokban (Zimmer, 1974). Eszak-Dakotaban, a Red River-volgyben azonositott valtozatot 2-es,
vagy Red River rassznak nevezték el, mely az Europabol szarmazo, rezisztensnek vélt novényeket
betegitette meg (Zimmer, 1974). A 2-es rassz sokaig csak az Egyesiilt Allamokban volt jelen, bar a
Szovjetinidoban és Romanidban kisérleti terlileteken szintén jelezték eléfordulasat (Gulya et al.,
1991a). Idovel Braziliaban és Indidban is megfigyelték a 2-es rasszt, melyet feltételezések szerint
fert6zott vetomaggal hurcoltak be (Sackston, 1992). 1980-ban Amerikaban megjelent és hamarosan
uralkodéva valt a 3-as (Carson, 1981), majd ezt kovette a 4-es rassz megjelenése (Gulya és Urs,
1985). Az 5-0s rasszra nagy virulencidji liveghazi mutansként figyeltek fel, amit a 6-0s rassz
megjelenése kovetett (Gulya et al, 1991a).

Mindekozben az eurdpai populacio hosszabb ideig egységes maradt, csak az 1-es patotipus, az
eurdpai rassz volt ismert (Viranyi, 1991). Az elsé uj valtozatokat 1988-ban Franciaorszagban
(Tourvieille et al., 1988), majd egy évvel késébb Magyarorszagon is megfigyelték (Viranyi és
Masirevic, 1990). Bar az 0j rasszok tobbségét Amerikaban irtdk le, ezek idovel Eurdpaban is
megjelentek (Viranyi, 1991). igy példaul hazankban 1989-ben az elsd j virulenciatipus a 4-es
rassznak bizonyult (Viranyi és Masirevic, 1990). A P. halstedii rasszok idébeli megjelenését és
elterjedését 1972-1990 kozott a 4. tablazat foglalja 6ssze (Viranyi, 1991).
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4. tablazat. Plasmopara halstedii rasszok megjelenése és elterjedése az 1972 €s1990 kozotti
iddszakban (Viranyi, 1991).

Rassz Els6 eléfordulas Kozlés Leiro Elterjedés Hivatkozas
éve
1 ,,europai” Europa, Sackston, 1981a
Amerika,
Afrika,
Azsia,
2 ,Red USA 1972 Zimmer és E-Amerika Zimmer és Kinman,
River” Kinman Brazilia, 1972
India Gulyaetal., 1991b
3 USA 1980 Carson USA Carson, 1981
Argentina
Magyarorszag
Olaszorszag
4 USA 1985 Gulya és Urs USA Gulyaetal., 1991b
Bulgaria Viranyi és Gulya,
Franciaorszag 1991
Magyarorszag
5 USA 1988 Ljubich, Gulyaés  USA Ljubich et al., 1988
Miller
6 Kanada, Franciaorszag 1990 Gulya és Sackston ~ Kanada Gulyaetal., 1991a
Argentina Franciaorszag
7 Argentina 1990 Gulya és Garcia Argentina Gulyaetal., 1991a
8 USA 1990 Garcia és Gulya USA Garcia és Gulya,
1991

A gazdanOvény rezisztenciajat hatastalanitdo 0j patotipusok (rasszok) virulenciafaktorok
szempontjabol mara mar nagy valtozatossagot mutatnak. A késdbbiekben mind Eurdpaban, mind
Amerikaban, s6t Ausztralia kivételével valamennyi lakott foldrészen a kutatok kiilonbozé
virulenciaji P. halstedii patotipusokat irtak le (Garcia és Gulya, 1991; Sackston, 1981a; Viranyi és
Gulya, 1995; Viljoen et al., 1997; Rozynek és Spring, 2000; Tosi és Zazzerini, 2004; Tourvieille et
al., 2000b), ezek szama mara meghaladja a 30-at (Gulya, 2007) (5. tablazat). Hazankban az eddigi
vizsgalatok hat kiilonb6z6 Vvirulenciaju rassz vagy patotipus jelenlétét bizonyitottak (Viranyi és
Gulya, 1995), melyek koziil 6t stabilan megtalalhatd az orszagban. A nagyfoku valtozékonysag €s
vilagméretli elterjedés sziikségessé tette a patologiai valtozatok azonositasara alkalmazott

modszerek egységesitését.
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5. tablazat. A Plasmopara halstedii virulencia-fenotipusai és azok elterjedtsége a vilagon (Gulya, 2007)

Rassz

USA Kanada

Argentina

Francia-
orszag

Német-
orszag

Spanyol-
orszag

Olasz-
orszag

Magyar-
orszag

Bulgaria

Dél-
Afrikai
Kozt.

India

Kina

Adott rassz
kozolt
eléfordulasa

100
300
304
307
310
314
323
330
333
334
500
502
560
563
700
702
703
704
707
710
713
714
717
720
722
723
730
731
732
733
740
743
750
770
772

X X X X X X

X X X X X X

X

X
X
X

X X X X

x

X
X

X
X

X
X

X

X
X

X
X

14
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-
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12
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14

10
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2.9. A virulencia-fenotipus meghatarozasanak modszere

A virulencia meghatarozasanak alapja az adott rezisztenciagéneket hordozé tesztndvénysor
fert6zésével kapott rezisztens, illetve fogékony kapcsolatok Osszessége. A virulencia nemzetkozi
Osszehasonlithatosadga érdekében az egységesitett vizsgalati modszertan kialakitdsat Sackston et al.
(1990) és Gulya et al. (1991a) vetették fel, majd Tourvieille et al. (2000a) a napraforgé-nemesitd
intézetek és novénypatologusok nemzetkdzi dsszefogasaval kialakitottak a szabadon hozzaférhetd,
kilenc beltenyésztett vonalbol allo6 differencialotesztet.

A differencialo fajtasor elemeit harom un. tripletbe csoportositottak. A vonalak sorrendje a
teszt értékelésekor kotott. Fogékony kapcsolat esetén a novény differenciald fajtasoron beliili
pozicidjanak fiiggvényében 1, 2, vagy 4-es értéket kap, mig a rezisztens kapcsolat O-t. A
tripletenként Gsszegzett értékeket egymas utan irva egy haromjegyti szamot kapunk, mely az adott
izolatum virulenciakodjat jeloli (Tourvieille et al., 2000a) (6. tablazat). gy a virulencia-fenotipus
megadja az adott izoldtum tulajdonséagat a kiilonb6z6 rezisztenciagéneket felvonultaté ndvényekkel
szemben, tovabba lehetdvé valik kordbban ismeretlen virulencia-tulajdonsagokat mutaté izoldtumok
elnevezése.

A differencialoteszt alkalmazasa vilagitott ra arra, hogy a korabban 7-es és 9-es rasszként
azonositott izolatumok virulencia-fenotipusa azonos, mindketté a 330-as patotipusra jellemz6
virulencia-faktorokat hordozza (6. tablazat). Az 1j tesztelési modszer egyértelmiien meghatarozta a
francia kutatok altal korabban hasznalt A-D betiikodos rasszok virulencia-osszetételét is
(Tourvieille et al., 2000a) (6. tablazat). A differenciald tesztben hasznalt vonalakat, azok helyét a
tripletekeben, illetve a korabban hasznalatos rasszmeghatarozasok konverzidjat a tripletkodra az 6.
tablazat foglalja 6ssze (Tourvieille et al., 2000a).

A tesztelési modszer egységesitése ellenére is el6fordulhatnak eltérések a kiilonbozo
laboratoriumok eredményei kozott. A tesztelés soran a ndvény/korokozo-rendszer sajatossagai
kovetkeztében kialakuld atmeneti reakciok értelmezése nem megoldott. Bizonyos differencialo
vonal és izolatum kapcsolataban el6fordulhat, hogy az eredmények talsagosan szornak, esetleg a
novényi reakcid nem egyértelmiien fogékony vagy rezisztens, hanem atmeneti jellegli. A tesztelés
eredménye kétségess¢ valhat ha az izolatum nem tiszta, azaz virulencia szempontjabol
szegregalodik. Adott vonalon az eredmények szorasa akkor is kialakulhat, ha maga a differencialo
vonal nem tiszta, fenntartasi vagy eldallitasi hiba kovetkeztében. Tapasztalat, hogy a korokozo
fejléddéséhez kedvezdtlen kdrnyezeti tényezok (pl. magas homérsékelt) befolyasolhatjak az tiveghazi

tesztelés eredményét.

23



6. tablazat. Nemzetkozileg elfogadott, Plasmopara halstedii rasszokat differenciald sor elemei, és

rezisztenciareakcioi a kiilonb6z6 rasszokkal szemben. Osszehasonlito tablazat a korabban hasznalt

rassznevezéktanok €s az jabban alkalmazott virulencia-fenotipuskod megfeleltetésére (Tourvieille

et al., 2000a).
Korabban leirt patotipusok virulencia-dsszetétele Uj nevezéktan
USA kod 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 X*  fogékony
kapcsolat
Francia kod D C A B értékelése
Differencialo sor
1. triplet
D1: HA-304 S S S S S S S S S S S S S:1
D2:RHA-265 R S S S S S S S S S S S S:2
D3:RHA-274 R R S S S R R S R S S R S:4
2. triplet
D4:DM-2 R R R S S S S S S R S R Sl
D5:PM-17 R R R S S R S R S R R R S22
D6:803-1 R R R R S R R R R R R R S:4
3. triplet
D7:HAR-4 R R R R R R R R R S S R Sl
D8:HAR-5 R R R R R R R R R S R R S:2
D9:HA-335 R R R R R R R R R R R S S:4
Uj virulenciakéd 1 3 7 7 7 3 3 7 3 7 7 3 17
0 0 0 3 7 1 3 1 3 0 1 0 7
0 0 0 0 0 0 0 0 0 3 1 4 7

? {1j rassz virulenciakarakterének meghatarozasa. Az S fogékony, az R rezisztens kapcsolatot

jelol. A differencialoteszt értékelésekor a rezisztens (R) kapcsolat minden esetben 0, a fogékony (S)

kapcsolat a tripleten beliil elfoglalt helyének fiiggvényében 1, 2 vagy 4-es értéket kap. A virulencia-

fenotipust a tripletenként dsszegzett, egymads utan irt harom szamjegy adja meg.
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2.10. A napraforgé-peronoszpora elleni védekezés

Mivel a fertézés kiindulhat talajbol, terjedhet maggal és a levegdben, szant6foldi koriilmények
kozott nem konnyl a betegség ellen védekezni. Latens modon fert6zott kaszattal a korokozot nagy
tavolsagokra szallithatjuk a vetomag-kereskedelem révén, eldsegitve a korokozo 0ij genotipusainak
elterjedését. A korokozd elleni védekezést bonyolitja az is, hogy a napraforgd-peronoszpora a
rezisztens novényeken is okozhat lokalis tiineteket és fertézést (Delanoe, 1972; Cohen és Sackston
et al., 1974a; Allard, 1978). A napraforgé-peronoszpoéra elleni védelem alapja a megel6zés, az

agrotechnika, a genetika és a kémiai védelem eszkozeinek egylittes alkalmazasaval.

2.10.1. A védelem agrotechnikai eszkdzei

Agrotechnikai szempontbo6l legfontosabb eszkdz a 4-5 éves vetésforgd megtartdsa és a nem
kivanatos gazdandvények (arvakelésii napraforg6, szerbtovis, parlagfli) irtasa (Horvath et al., 2005).
Fontos tovabba a vetésido helyes megvalasztasa. Korai vetés esetén hiivos, nedves idoben a novény
vontatottan csirazik, igy kitolodik a korai fertézéshez kedvezo idészak (Cohen és Sackston, 1973).
A korabbi évek tapasztalata alapjan szintén elmondhatd, hogy a majus elején kialakuld lehiilés
csapadékos iddjarassal parosulva kedvez a kései vetésli, megfeleld rezisztenciagéneket nem

tartalmazo napraforgd megbetegedésének, a csavazas €s a vetésforgo betartasa ellenére is.

2.10.2. A védelem genetikai eszkozei

A korokozoé elleni védelem a gyakorlatban a rezisztens fajtak alkalmazasara épiil. Eloszor
Sackston és Goossen 1966-ban szamolt be egy dominansan 6rokl6dé rezisztenciagént tartalmazo,
peronoszpora-ellenallé napraforgdvonalrol, majd ugyanabbol a vonalbol néhany évvel késdbb
Vranceanu és munkatarsai azonositottak a dominansan 6roklédé Pll-rezisztenciagént (Sackston,
1981a). Az elsd rezisztens napraforgofajtak eldallitasat kdvetden a kordbban egységesnek ismert
populacion beliil, a nagyobb napraforgo-termeszté vidékeken hamarosan megjelentek a korokozé 1j
patologiai valtozatai. Az 0j patotipusok megjelenése sziikségessé tette tovabbi rezisztenciaforrasok
keresését (Vear és Leclercq, 1971; Zimmer és Kinman, 1972; Vear, 1974).

A rasszspecifikus, vagy vertikalis rezisztencia, a gén-génnel szembeni rezisztencia specialis

kolcsonhatasan alapszik, ami a korokozo virulenciagénje €s a gazdandvény rezisztenciagénje kozott
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alakul ki (Flor, 1971). Eddig mintegy nyolc rezisztenciagént azonositottak a napraforgd-
peronoszporaval szemben, tovabbi hetet pedig kozvetve bizonyitottak (Miller és Gulya, 1988;
Sackston et al., 1990; Gulya et al., 1991a). A jelenleg ismert rezisztenciaforrasokat tartalmazo
napraforgovonalakat és azok feltételezett rezisztenciatulajdonsagait a 7. tablazat foglalja Gssze
(Viranyi, 1991). A nem rasszspecifikus, P1 génektdl fiiggetlen rezisztencia csak részleges védelmet
nyujtott a peronoszpoéraval szemben (Vear et al., 2006). Amig a korokozo ellen a vertikalis
rezisztenciat nem sikeriil horizontalis, illetve tartdés rezisztenciaval is kibOviteni, a hatékony
védekezés végett feltétleniil sziikséges a genetikai védelmet kiegésziteni, illetve megerdsiteni a

kémiai védelemmel.

7. tablazat. Napraforg6-peronoszpoéra ellen hatékony rezisztenciagének forrasa és hatékonysaga a

korokozo kiilonbozo rasszaival szemben (Virdnyi, 1991).

Napraforgovonal | Azonositott/feltételezett P. halstedii rassz
rezisztenciagén(ek) 1 2 3 4 5 6 7 8
HA-300 - + + o+ o+ o+ o+ 4+ +
RHA-265 Ply - + + + + + + +
HA-61 Pl,, Pl; 2 - - + + + - - +
HIR-34 Ply.? L+ sy
DM-2 Pl2, Pls 1 - - -+ o+ o+ o+
RHA-325 Pl,, PI, L+ s+ s
RHA-274 Ply, Pl,, Pl - -+ o+ o+ - - +
DM-4 Pl..? S .o+
DM-5 Plg+? - - - -+ - - -
DM-6 Ple.? - -+ e
HA-335,336 Ple+? - - - - - - - -
HA-337 Pl7.? S- - -
799-1 ? - - - -+ - - -
803-1 ? - - - -+ - - -
RHA-340 Plg+? - - - - - - - -
HA-R4 Plg.? S .o
HA-R5 Plg+? - - - - - - - -

+: fogékony; -: rezisztens

2.10.3. A korokozo elleni kémiai védelem

A betegség ellen metalaxil és mefemoxam hatdanyagot tartalmazé vetdmagcesavazassal lehet
eredményesen védekezni mind a primer fertézés, mind a korai szisztemikus tiinetek kialakuldsa

ellen (Melero-Vara et al., 1982; Viranyi és Oros, 1991), ami hatékonyan gatolja a korokozo
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terjedését a novényben (Mouzeyar et al., 1995). A metalaxil rendszeres hasznalata az 1990-es
években, Franciaorszagban jelentésen csokkentette a P. halstedii altal okozott termésveszteséget
annak ellenére, hogy a termesztett fajtak tobbsége ekkor még nem rendelkezett genetikai
rezisztenciaval a korokozé 1j patotipusaival szemben (Penaud, 1994). Genetikai védelem hidnyaban
azonban a korokozé szdmara kedvezd csapadékos évjaratokban a szer lemosddasa kovetkeztében a
kaszatcsavazas ellenére is felléphet a betegség (Covarelli és Tosi, 2006).

A metalaxil hatéoanyagi Apron (Ciba Geigy) 1979-ben keriilt eldszor forgalomba
Magyarorszagon. Miutan vilagszerte szamos, a Peronosporales-rendbe tartozé noévénykorokozod
esetében is megfigyelték a szer hatékonysaganak csokkenését, a rezisztencia problémak kezelése
érdekében az Apron hatéanyagat levaltottak a metalaxyl-M izomerre, a mefemoxamra (Shetty,
1998). A metalaxil hatéanyaggal szemben eldszor 1995-ben, Franciaorszagban figyeltek meg
tolerans napraforgd-peronoszpora populaciot (Albourie et al., 1998), ahol a szer szazszoros
dozisban sem gatolta a korokozo fejlodését. Ezt kovetéen Spanyolorszagbol Molinero-Ruiz et al.
(1999, 2003), tjabban Németorszagbol Spring et al. (2006b) szamolt be hasonlé jelenségrdl. Eszak-
Amerikaban 1998-ban gyiijtott izolatumok 95%-a, az 1999-ben gyiijtott izolatumoknak pedig 85%-
a bizonyult toleransnak a metalaxillal szemben (Gulya, 2000). A Molinero-Ruiz et al. (2005, 2008)
altal vizsgalt metalaxilrezisztens Plasmopara-izolatumok mefemoxammal szemben is toleransnak
bizonyultak.

Az petesporas korokozok ellen hasznalatos hatoanyagok koziil a propamokarb, fluazinam,
folpet, mankoceb, valamint kombinaciokban dimetomorf és mankoceb, cimoxanil és mankoceb,
ofurace és folpet készitmények gatoltak ugyan a primer fert6zést, a masodlagos fert6zéssel szemben
azonban nem adtak védettséget (Albourie et al., 1998). Az azoxistrobin és a dimetomorf/mankoceb-
kombinaci6 bar visszafogta a korokozo fejlédését, a gyokér és hipokotil fertéz6dését nem gatolta
meg (Gulya, 2000). A strobilurinok kozé tartozo trifloxistrobint (Bayer) csavazoszerként, majd ezt
kovetéen allomanyban alkalmazva, jelentésen csokkentette a betegség fellépését szantofoldi
kisérletekben (Sudisha et al., 2010). Novényi aktivatorok (BION 50WP, BABA) az indukalt
rezisztencia mechanizmusait aktivalva szintén csokkentették a fertdzés meértékét (Viranyi és Spring,

2010).
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2.11. A Plasmopara halstedii valtozékonysaganak kimutatasara alkalmazott médszerek

2.11.1. Fenotipusos valtozékonysag kimutatasa

A taxondmiai és evoluciés munkdk jelentds része a biotrof korokozokat gazdandvény-
specifikussag és néhany morfologiai bélyegek alapjan azonositja (Hall, 1996). A napraforgo-
peronoszpora populacidinak jellemzésére a fenotipusos valtozékonysag feltardsara morfologiai és
virulenciabeli valtozékonysagot, valamint gazdanovénykort és fungicidérzékenységet vizsgaltak.
Kizarolag a morfologiai bélyegek vizsgalata nem tamasztotta ala a koérokozd faj gazdandvény
szerinti specializaciojat (Spring et al., 2003; Walcz et al., 2000; Bohar és Vajna, 1996).
Napraforgorol izolalt 94 Plasmopara halstedii izolatum sporangiumainak mikroszkopi vizsgalata
valtozatos sporangiumalakrol és -méretr6l tanuskodott (Sakr et al., 2008); a morfologiat foleg a
gazdanovény kora és genotipusa befolyasolta, a morfologiai eltérések a virulenciatipussal nem

voltak Osszefiiggésbe hozhatoak.

2.11.2. Fungicidérzékenység

A metalaxil csavazashoz regisztralt aktiv hatéanyag mennyisége 2100 mg/kg. A metalaxilra
érzékeny izolatumok gatlasahoz 210 mg/kg, az eldirt dozis tizede mar teljes hatékonysagot fejtett ki
(Albourie et al., 1998). Viranyi et al. (1992) 1-2 mg/kg aktiv metalaxil hatéanyag mellett eltérd
érzékenységet tapasztalt a vizsgalt izolatumok kozott.

A P. halstedii fungicidérzékenységének iiveghazban vagy szabadfoldon torténd vizsgalata
id6- és munkaigényes (Viranyi és Oros, 1991; Gulya, 2000). A napraforgd-peronoszpora
fenilamidokkal szembeni érzékenységének gyors és megbizhato, laboratoriumi koriilmények kozott
elvégezhetd sziklevélteszteléses vizsgalati modszerét Rozynek és Spring (2001) dolgozta ki,

melynek nagy elonye a kis helyigény és az egyszerl kivitelezhetdség.
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2.11.3. Zsirsavmintazatok elemzése

Spring és Thines (2004) szerint a biotr6f peronoszporafélékhez tartozo fajok taxonomiai
azonositasdhoz a klasszikus morfologiai vizsgalatok és a DNS-alapu vizsgalatok mellett egyeb
modszereket is ajanlatos alkalmazni, mivel a megfigyelheté tulajdonsagok szama véges. A javasolt
j markerek kozott szerepel a zsirsav mintdzatinak vizsgalata. Igy példaul a P. halstedii
zsirsavosszetételét specifikus mintazat jellemzi, elkiilonitve azt az egyéb Plasmopara (P. pusilla, P.

viticola)-fajoktol (Spring és Haas, 2002).

2.11.4. Genotipusos valtozékonysag

A populaciok genotipusos valtozékonysaganak két f6 Osszetevéje a fellelhetd genotipusok
szama, illetve a genotipusok populéacion beliili eloszlasa. A genotipusok vizsgalata segitséget adhat
a fertézést indito primer inokulumforras meghatarozasahoz (Zwankhuizen et al., 1998). A
korokozok valtozékonysaga és a genotipusok térbeli eloszlasa utal azok klonalis vagy ivaros
szaporodasi jellegére (Hovmoller et al., 2002). A szexualis rekombinacié soran né a populacio
genetikai valtozékonysaga (Brown, 1999), tovabba az ivaros és ivartalan moddon képzd6dd
szaporitoképletek megjelenése és terjedése eltérd tulajdonsagot mutathat a vegetacio soran. A
genetikai markerek alkalmazasa ravilagithat a patogenitasteszt segitségével nem kimutathatd
gazdanovény-specializacid jelenségére (Peever et al., 2000) és becsiilhetévé valik a széles
gazdanovénykorrel rendelkezd korokozok esetében a termdteriiletet 6vezd gyomgazdak potencialis

hatasa a korokozo6 variabilitasara.

2.11.5. Nukleinsav alapt vizsgalati modszerek

A molekularis moddszerek elterjedése egyre szélesebb korben tette lehetdvé a koérokozok
genetikai szintli vizsgalatat. A fajspecifikus markerek alkalmazasa diagnosztikai szerepet tolt be
(McCartney et al., 2003; Lievens et al., 2006). A molekularis modszerek alkalmazasa a fajon beliili
valtozékonysag vizsgalatahoz is nélkiilozhetetlenné valt. A szamos molekularis szintli variabilitas

kimutatasat célz6 modszer eltérd felbontési szinten, avagy érzékenységgel tud informaciot adni a
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vizsgalt szervezetr6l. Az alkalmazott modszer behatarolja a mintaban azonosithatdé genotipusok

maximalis szamat (Griinwald et al., 2003).

Cooke és Lees (2004) az idealis populaciovizsgalati modszer tulajdonsagait az alabbiakban foglalta
0ssze:
I.  Nagy mintamennyiség feldolgozasat tegye lehetdvé, elérhetd, pl. PCR-alapu modszerrel.
ii. Legyen a modszer laboratoriumok kozott konnyen ismételhetd, kiértékelése egyértelmil.
iii. Legyen flexibilis, akar fert6zott novényi anyagbol is kimutathato a vizsgalt tulajdonsag.
iv. Genetikai analizisre is alkalmas eredményt adjon nem kapcsolt tulajdonsagok kodominans
kimutataséaval.
V. A modszer legyen széleskortien elfogadott.

vi. A vizsgalat ne jarjon egészségiigyi kockazattal.

A populaciobioldgiai elemzések altalaban 5-15 nem kapcsolt, egyszerti 6roklodést,
kodominans tulajdonsag vizsgalatan alapulnak (Delmotte et al., 1999; Enjalbert et al., 2002). A
kérokozd populacioban bekovetkezd valtozasok és a valtozatok forrdsdnak megismeréséhez,
megfeleld szaml és Osszehasonlithatd modszerekkel jellemzett mintabol nemzetkdzi adatbazis
létrehozasa sziikséges (Cooke és Lees, 2004).

A molekularis variabilitas vizsgalatara kidolgozott modszerek koziil a fajon beliili variabilitas
kimutatasara szamos eljaras ismert. A P. halstedii populaciok molekularis vizsgalatanak sorat az
RFLP- (Restriction Fragment Length Polymorphism) moddszer alkalmazasaval Borovkov és
McClean (1993) kezdte, azonban patotipusok elkiilonitésére megfelelé valtozékonysag ezzel a
modszerrel nem volt kimutathato. A valtozékonysagért felelos gének ismeretének hianyaban a PCR-
technika elterjedése tette lehetdvé a véletlenszerien felszaporitott nukleinsavszakasz
(Randomly Amplified Polymorfic DNA) moédszerrel nem eredményezett kelld polimorfizmust a
virulenciatulajdonsagok jellemzésére (Borovkova et al., 1992; Roeckel-Drevet et al., 2003).

A RAPD- és az RFLP-modszerek elényeit 6tvozi az AFLP- (Amplified Fragment Length
Polymorphism) modszer, melynek 1ényege, hogy a teljes genomi emésztést kovetden szelektiven
szaporit fel ujjlenyomat vizsgalatra alkalmas DNS-szakaszokat PCR-technikaval (Vos et al., 1995).
Az AFLP-modszer sikeresen alkalmazhaté faj alatti variabilitds, példaul, fajtak azonositasara
(Manubens et al., 1999; Scherer és Gisi, 2006) olyan esetben is, amikor példaul ITS-polimorfizmus

nem figyelheté meg (Abelin et al., 2002). Bar a modszer kétségtelentil igéretesnek tiinik alacsony
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szintli polimorfizmust mutatdé fajok populacidvizsgalatara, a napraforgd-peronoszpdra esetében
ilyen jellegii atfogo6 tanulmany még nem késziilt.

A rovid ismétldodéo DNS-elemek, mint példaul a mikroszatellitek, illetve miniszatellitek,
valamint a mozgd genetikai szakaszok (példaul a retrotranszpozonok), illetve ezek kiilonbozo
valtozatai a gombak genetikai allomanyaban is nagy szdmban megtalalhatoak (Wostemeyer és
Kreibich, 2002). A rovid ismétlodé szakaszok kozé tartozd mikro- és miniszatellitek kozotti régio
polimorfizmusanak vizsgélatdn alapszik az iSSR- (inter Simple Sequence Repeat) modszer
(Zietkiewicz et al., 1994). A szatellitrégiok taxonspecifikus gyakorisagat figyelte meg Toth et al.
(2000). Intelmann és Spring (2002) a napraforgd-peronoszpdra németorszagi populacidjanak iSSR-
vizsgalataval nem kapott patotipus elkiilonitésére alkalmas markert, néhany szant6foldi izolatum
egyedi azonositasara alkalmas mintazat azonban felvetette a modszer alkalmassagat a korokozo
terjedésének monitorozasara.

Cooke és Lees (2004) szerint az allélgyakorisag és -elterjedés monitorozasara térben és idében
egyidejlileg ad lehetdséget az SSR- (Simple Sequence Repeat) markerek alkalmazasa, azonban
ilyen marker a napraforg6-peronoszpoéra esetében jelenleg még nem all rendelkezésiinkre.

Az 1smétlddd genetikai elemek koziil filogenetikai vizsgéalatokra és faj alatti egységek
elkiilonitésére alkalmazott modszer a riboszomalis (r)DNS ugynevezett ITS (Internal Transcribed
Spacer) és IGS (InterGenic Spacer) ismétl6dd szakaszainak vizsgalata (White et al., 1990). Tizenot
P. halstedii izolatum részleges ITS-szakaszanak vizsgalataval sikeriilt elkiiloniteni — alacsony szint(i
variabilitas mellett — a 100, 330, 310 szamu patotipusokat a kiilon csoportot alkotd 700-as, 701-es,
703-as, 710-es és 730-as patotipusoktol, mely utobbiakat a vizsgalt ITS-régioban teljesen azonos
nukleotidszekvencia jellemezett; ez egyben utalhat e patotipusok 10j keleti kialakulasara (Spring et
al., 2006a).

Az petesporas szervezetek genommérete rendszerint meghaladja a valdédi gombakhoz tartozo
fajokra jellemzé méretet, igy a nagy genomméretii Phytophthora-fajok esetében akar a genom 50%-
at is repetitiv szakaszok alkothatjak (Mao és Tyler, 1991; Judelson és Randall, 1998). Bennetzen
(2000) szerint a transzpoziciora képes ismétlodé elemeknek van a legnagyobb szerepe a spontan
variaciok €s mutaciok kialakulasaban az eukariota élolények korében, mert ezek illegitim homolog
szakaszokat alakitanak ki a rekombinaciéhoz, ami akar kromoszoma-atrendez6déshez is vezethet. A
transzpoziciora képes elemek leggyakrabban a retrotranszpozonok koz¢ tartoznak, felépitésiikben és
miitkodésiikben hasonlatosak a retrovirosokhoz, azaz a transzpozonrél képzodé RNS-intermedierrél
a reverz transzkriptaz DNS-masolatot készit (Boeke és Corces, 1989).

A retrotranszpozonokra altalaban jellemzd a nagy kopiaszdm, ezek fajon belill és a fajok

kozott egyarant jelentds szekvenciaheterogenitast és inszercios polimorfizmust mutatnak (Waugh et
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al., 1997). Gyakran megfigyeltek retrotranszpozonokat ismert, miikodé gének kézelében, aminek
szerepe lehet a gén szerkezetének alakitasaban, valamint hatdssal lehet a génkifejezddésre is (White
et al.,, 1994). A retrotranszpozonokat egy un. LTR- (Long Terminal Repeat) régi6 megléte vagy
hianya alapjan két csoportba soroljak (Boeke és Corces, 1989). Az LTR-régiét tartalmazd
retrotranszpozonok kozott a reverz transzkripcioban résztvevd gének sorrendje alapjan
megkiilonboztetnek Tyl-copia és Ty3-gypsy tipusokat (Flavell et al., 1992; Suoniemi et al., 1998).

A Tyl-copia tipusu retrotranszpozon egy, az élesztdben jellemzett retrotranszpozonrol kapta a
nevét (Flavell et al., 1992). Felépitése jellegzetes motivumokat tartalmaz, a két végét fajspecifikus
LTR-régio hatarolja, ez a gag és a pol géneket fogja kozre. A gag gén a virus Osszeépiiléséhez
sziikséges fehérjéket kodolja, mig a pol az athelyez6déshez sziikséges protedz, integraz, reverz
transzkriptaz, RNazH géneket kodolja (Waugh et al., 1997; Kumar és Bennetzen, 1999).

A Phytophthora nemzetség fajainak vizsgalata soran Judelson (2002) 10 és 10 000 kozotti
szamban azonositott Ty3-gypsy -tipust retroelemeket, ami hozzasegithet a fajok kozotti rokonsagi
fok és a faj alatti variabilitas kérdéseinek megvalaszolasahoz is. Ezt a valtozékonysagot igyekeznek
kihasznalni a retrotranszpozon alapii molekularis markerek alkalmazasaval, amelyhez azonban
elengedhetetlen a fajspecifikus terminalis LTR-régiok ismerete (Waugh et al., 1997).

Az ismétlédd genetikai elemekhez (mikroszatellitek, retrotranszpozonok) kapcsolddo specidlis
inditészekvencidk felhasznalasaval szamos modszert dolgoztak ki a valtozékonysag kimutatasara.
Tobbek kozott idetartozik a random markereket ado, a genetikai variabilitas, géntérképezés,
génizolalas és génmiikddés elemzésére is alkalmas, marker alapu szelekciohoz hasznalt REMAP
(REtrotransposon-Microsatellite Amplified Polymorphism) (Kalendar et al., 1999), melyet a
Magnaporthe grisea populacié genetikai vizsgalatara hasznalt Chadha és Gopalakrishna (2005),
tovabba az IRAP (Inter-Retrotransposon Amplified Polymorphism) (Kalendar és Schulman, 2006),
¢s az S-SAP (Sequence Specific Amplified Polymorphism) (Waugh et al., 1997) modszerek. A
napraforgd-peronoszpora esetében retrotranszpozon alapt molekularis markerek alkalmazdsa még

nem ismert a faj alatti variabilitas vizsgélatara.
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2.11.6. Izoenzim alapu vizsgalatok

Az izoenzimmintazat vizsgalata mikologiai és ndvénykortani vizsgalatokban egyarant
alkalmas modszernek bizonyult taxondmiai problémak megoldasara, ismeretlen eredetii izolatumok
azonositasara, korokoz6 populaciok genetikai variabilitdsanak meghatdrozasara, izolatumok
foldrajzi eredetének meghatarozasara, valamint diagnosztikai célokra egyarant (Brasier, 1987;
Andrews et al., 1988; Bonde et al., 1991; Oudemans és Coffey, 1991; Chen et al., 1992; Micales et
al., 1992; Forbes et al., 1998; Laday et al., 2000; Man in’t Veld et al., 2002).

Az izoenzimanalizis modszere elég érzékenynek bizonyult genotipusok azonositasara és a
populacion beliilli  valtozékonysag kimutatasara (Mosa et al., 1993). A celluloz-acetat-
gélelektroforézis (CAE) modszer lehetdvé tette minddssze 10-25 mg-nyi minta elemzését (Hebert
¢s Beaton, 1993). A CAE-moddszer alkalmazasaval példaul lehetdvé valt a burgonyavészt okozod
Phytophthora infestans populacio valtozékonysaganak meghatarozasara (Goodwin et al., 1995;
Bakonyi et al., 2002). Tovabba e modszer a P. infestans genetikai vizsgalatara is alkalmasnak
bizonyult (Cooke és Lees, 2004). A napraforgd-peronoszpoéra esetében izoenzimvizsgalati modszer

alkalmazasa még nem ismert.
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3. ANYAG ES MODSZER

3.1. A vizsgalt Plasmopara-izolatumok

A magyarorszagi szantofoldi izolatumok a Szent Istvan Egyetem Novényvédelemtani Tanszék
gylijteményébdl szarmaztak, napraforgérdl és szerbtovisr6l, a kiilfoldi izolatumok pedig a
Hohenheim Egyetem Botanikai Intézetének gyljteményébdl szarmaztak napraforgordl és

Helianthus x laetiflorus-rol (8. tablazat).

3.1.1. Az izolatumok eredete, szaporitasa és tarolasa

Az izolatumokat az altalanosan fogékony, rezisztenciagént nem tartalmaz6 GK-70 szabad
elviragzast napraforgofajtan szaporitottam az agynevezett teljes csirandévény usztatasos, azaz whole
seedling inoculation (WSI) modszerrel (Cohen és Sackston, 1973). A szerbtovisrdl gyljtott
izolatum felszaporitasara a differencialo fajtasor HA-335 vonalat hasznaltam.

Fert6zés elott a kaszatokat 5 percig 15%-0s kereskedelmi hipdoldatban fert6tlenitettem, majd
foly6 csapvizben lemostam, és nedves szilirOpapir kozott, szobahdmérsékleten csirdztattam. A két-
harom napos csiranovényeket fertézés eldtt csapvizzel ismét lemostam, és bidesztillalt vizzel 50
ezer sporangium/ml-es siirtiségilire beallitott szuszpenzidban usztattam petricsészében, sotétben,
16 °C-on, a rajzosporak megjelenéséig, illetve az ezt kdvetd cisztalodas és csiratomld kialakulasaig.
A folyamatot mikroszkopos megfigyeléssel kovettem nyomon. A fertézés az inokulum koranak
fliggvényében 6-12 ora alatt jatszodott le. A fertdzott csirdkat viragfoldbe iiltettem 7 cm mély
ndvényneveld talcakat hasznalva és liveghazban neveltem. A sporuldciét 8—10 nap elteltével, a
kifejlett szikleveles allapotu novényeken idéztem el6, amelyeket egy éjszakan at paratelt térben
tartottam. A sporangiumtomeggel boritott szikleveleket levagtam, szikkasztottam és -70 °C-on
taroltam. Molekularis vizsgalatokhoz a sporangiumokat a levegén szikkasztott, szaraz
sziklevelekrdl hazi készitésii, csapra szerelhetd, viz/lég-vakumszipkaval gytjtdttem 1,5 ml-es

Eppendorf-csovekbe, és felhasznalasig -20 °C-on taroltam.
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8. tablazat. A vizsgaltba vont Plasmopara-izolatumokra jellemz6 adatok

Laborkéd I;olétglm— G“azEja— . Izol4las helye I’zolaéilés Gyﬁjtde— Virulfznciea— I’\/IeFaIain-’ .
tipus névény éve mény fenotipus érzékenység
911 FI HA Szerbia, Bacska 1995 1 100 nt
Bi02 FI HA Bicsérd 2000 1 100 +
98 FI HA Mez6tar 1991 1 700 nt
130 FI HA Sajohidvég 1993 1 700 +
29-13 FI HA Bacsalmas 1998 1 700 nt
145 FI HA Tenk 1994 1 710 +
129 FI HA Sajohidvég 1993 1 730 nt
101 FI HA Kisunyom 1991 1 730 nt
114 FI HA Kiszombor 1992 1 330 nt
61 Fl HA Kunszentmarton 1989 1 330 nt
01/A2 FI HA Godolls 2001 1 710 nt
X02 FI XS Bicsérd 2002 1 710 nt
X03 FI XS Bicsérd 2003 1 (717) CLI +
X/21 SSL XS Bicsérd 2003 1 (717) CLI +
X04 FI XS Bicsérd 2004 1 710 +
IN/AT SSL HA Franciaorszag - 2 nt +
IN/B5 SSL HA Franciaorszag - 2 nt +
IN/ E22 SSL HA Franciaorszag - 2 703 +
16/Al14 SSL HA Franciaorszag - 2 710 -
18 Fl HA Franciaorszag - 2 710 -
23/A23 SSL HA Franciaorszag - 2 730 -
24 Fl HA Franciaorszag - 2 710 +
27 Fl HA Franciaorszag - 2 730 +
BL/A16 SSL HA Franciaorszag - 2 730 -
LE/AL SSL HA Németorszag - 2 310 +
SCH/A6 SSL HA Németorszag - 2 300 +
SCH/A22 SSL HA Németorszag - 2 300 +
SCH/B10 SSL HA Németorszag - 2 300 +
SCH/B18 SSL HA Németorszag - 2 300 +
SCH/C4 SSL HA Németorszag - 2 300 +
GG/A20 SSL HA Németorszag - 2 310 +
GG/B8 SSL HA Németorszag - 2 300 +
UN/B4 SSL HA Németorszag - 2 nt +
UN/B9 SSL HA Németorszag - 2 730 +
KE/B11 SSL HA Németorszag - 2 nt +
KE/B13 SSL HA Németorszag - 2 nt +
HOLZ Fl HA Németorszag - 2 730 +
GE/B12 SSL HA Németorszag - 2 710 +
LAE FI HxL Németorszag - 2 nd +
FAR/A23 SSL HA USA - 2 710 +
FAR/A25 SSL HA USA - 2 730 +

® FI: szantofoldi izolatum, SSL: egysporangium-tenyészet

P HA: termesztett napraforgd, XS: szerbtovis, HxL: Helianthus x laetiflorus

° 1: Szent Istvin Egyetem Novényvédelemtani Tanszék gyiijteménye, 2: Hohenheim Egyetem
Botanikai Intézetének gylijteménye

¢ _: nem ismert

®: nt: nem tesztelt, nd: nem egyértelmi reakci6

" nt: nem tesztelt, +: érzékeny, -: nem érzékeny

36



3.1.2. Genetikailag tiszta tenyészetek eldallitasa

Genetikailag tiszta tenyészeteket egysporangium-izolalassal hoztam létre Spring et al. (1998)
modositott mddszere alapjan. Frissen sporulaltatott izolatumokbdl 50 sporangium/ml striiségi
szuszpenziot készitettem bidesztillalt vizben. Targylemezre helyezett 20 ul-es cseppeket egyenként
ellendriztem, hogy valoban csak egyetlen sporangiumot tartalmazzon, majd a kivalasztott cseppeket
5x5 mm-s napraforgd-sziklevéldarabokra helyeztem. Az egyes sziklevéldarabokat egy specialis 25
mikrokamrara osztott petricsészében 1,5 ml desztillalt vizben tsztattam és novényneveld kamraban,
16 °C-on, 14 6ra megvilagitas mellett inkubaltam. Fénymikroszkop alatt mar 5—10 nap elteltével a
sziklevél feliiletén, illetve a sziklevélszegmens oldalan megfigyelhetdvé valt a sporulaci6. Az igy
kapott egysporangium-izolatumok felszaporitasara 6t darab, 0,5-1 cm hosszisaga gyokocskével
bir6 GK-70 csiranévényt helyeztem a sporulald szikleveleket tartalmazé mikrokamraba (3. abra). A
csirakat 16 oran at, 16 °C-on, sotétben inkubaltam a sporulald sziklevél mellett. Az igy fert6zott
csirdkat cserépbe iiltetve tovabbi 10 napig neveltem iiveghdzban. A fertdzott novények az ezt
kovetd sporuldltataskor altalaban megfeleld mennyiségli inokulummal szolgaltak a tovabbi

vizsgélatokhoz.

3. abra. P. halstedii egysporangium-tenyészeteinek felszaporitasa WSI-médszerrel. Rekeszenként ot
teljes csiranovényt inkubaltam a sporulalé napraforgé-sziklevéldarabokkal egyiitt a 25 rekeszes

petricsészében.
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3.2. Fenotipusos valtozékonysag vizsgalati modszerei

3.2.1. Patotipus-meghatérozas differencialo teszttel

A patotipus meghatarozasahoz a nemzetkozileg elfogadott differencialod fajtasor elemeit (9.
tablazat) WSI-modszerrel fertéztem (Gulya et al. 1991, Tourvieille et al., 2000a). A
gazdanovény/korokozo-kapcesolatot két fenofazisban értékeltem. El6szor szikleveles korban, majd
két héttel késébb, a valodi lomblevelek kifejlédése utan. Elsé alkalommal a szikleveleken
megjelend sporulaciot (4. abra), a masodik értékelésnél a valdodi leveleken megfigyelhetd klorotikus
tiineteket értékeltem. Klordzis és sporulacid esetén a kapcsolat fogékony (S), mig tliinetmentes

ndvény esetében rezisztens (R).

9. tablazat. A P. halstedii virulencia-fenotipus meghatarozasara hasznalt, nemzetkozileg elfogadott

differencial6 fajtasor elemei és azok eredete (Gulya et al., 1998).

Vonal kodja \onal neve Nemesitd, intézet

D-1 HA-304* J. Miller, USDA, Fargo

D-2 RHA-265 J. Miller, USDA, Fargo

D-3 RHA-274 J. Miller, USDA, Fargo

D-4 PMI3* F. Vear, INRA, Clermont-Ferrand
D-5 PM-17 J. Miller, USDA, Fargo

D-6 803-1 D. Skoric, IFVC, Novi Sad

D-7 HAR-4 J. Miller, USDA, Fargo

D-8 QHP1* F. Vear, INRA, Clermont-Ferrand
D-9 HA-335 J. Miller, USDA, Fargo

*. A HA-304 helyettesitheté a HA-89, HA821, HA-300 vagy mas, Pl gént nem tartalmazo
vonallal. Hasonloképpen a PMI3 helyettesitheté a DM-2, a QHP1 pedig a HAR-5 vonallal.
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4. abra. A: peronoszpéra differencialétesztje iiveghazban, B: fehér sporangiumgyep a sziklevélen

3.2.2. Morfolégiai jellemzés

Frissen sporulaltatott izolatumok sporangiumait 1%-0s vizesagar feliiletére szortam (Spring et
al., 1998). A vizesagar készitésé¢hez egy gramm agart (Difco) 100 ml desztillalt vizben oldottam fel,
a baktériumok szaporodasanak gatlasara 10 pg/ml rifampicint (Sigma) kevertem az agaroldatba. A
petricsészékben a sporangiumok egyenletes szétteriilését inverz mikroszkop (Nikon) alatt
ellendriztem. A petricsészéket 16 °C-on, sotétben inkubdltam a rajzospordk megjelenéséig.
Mintanként szaz sporangium hosszusag/szélesség-méreteit hataroztam meg 400x nagyitas alatt. A
sporangiumbol kiliriilé rajzosporak folyd viz hianyaban a sporangium koril tomoriltek, igy
mikroszkop alatt konnyen szamlalhatoak voltak (5. abra). Az eredményeket a témakorben megjelent

adatokkal vetettem Ossze (Sackston, 1981a).
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5. abra: Plasmopara halstedii sporangiumok vizesagar feliileten. Két oran keresztiil, sotétben, 16 °C-on tartott
sporangiumokbél kifejlédé rajzospérak a kiiiresedd sporangiumok koriil csoportosulnak.

3.2.3. Patogenitasvizsgalat

Szerbtovisrdl szarmazd izoldtumok visszafertézési kisérletéhez a korokozod izolalasanak
helyén gytjtott X. strumarium terméseket hasznaltam. A termés dormancidjat egy héten keresztiil
4 °C-0s hiitében tortént hidegkezeléssel oldottam fel. Ezt a kezelést tobbszor is meg kellett
ismételni, a tarolas id6tartamatol fliggden, az egyenletes csirazas biztositasdhoz. A fertézést WSI-
modszerrel végeztem (Cohen és Sackston, 1973) és a novényeket klimakamraban neveltem 16 °C-
on, 80%-os relativ paratartalom és 14 6ra megvilagitas mellett. A kéthetes szerbtovisnovények
cstesi fert6zését 5000 sporangium/ml siiriségli szuszpenzidoval végeztem, és 24 oran keresztiil
100%-o0s paratartalmat biztositottam a fert6zés eldsegitésére gy, hogy a novényeket bezacskoztam.
Ujabb két hét elteltével a sporulaltatishoz egy napra 16 °C-0s 100%-os relativ paratartalmu
kornyezetbe helyeztem a novényeket; spriccflakonbdl 20 alkalommal desztillalt vizet permeteztem
az ismételten zacskoba helyezett novényekre, majd a para meglrzését a zacskd lezarasaval

biztositottam.
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3.2.4. Fungicidérzékenység vizsgalata

A metalaxil-érzékenységi vizsgalatot sziklevél-fertézéses ¢és teljesndvény-fertGzéses
modszerekkel vizsgaltam. A sziklevél-fertézéses modszert Rozynek és Spring (2001) alapjan
végeztem a napraforgordl szarmazd izolatumok esetében. Kifejlett, 8—10 napos napraforgo-
sziklevelekbdl 5 mm-es sziklevélkorongot vagtam, folydvizben lemostam ¢€s felhasznaldsig vizben
usztattam, az egysporangium-tenyészet eldallitashoz alkalmazott moédszerhez hasonlatosan. A
sziklevélkorongot 800 ul DS- (dilute salt) oldatba helyeztem (Spring et al., 1998), ami a kovetkezo
vegylileteket tartalmazta: 0,5 mM KH,PO4, 0,5 mM K;HPO4, 0,5 mM (NH,) ,PO4, 0,5 mM CaCl,
¢és 0,5 mM MgCl,. A sziklevelek mellé mintanként 100 pl desztillalt vizben szuszpendalt, frissen
sporulaltatott novényrdl gyijtott 5000 db sporangiumot és 100 pl 1 ppm-es metalaxiloldatot (Ciba-
Geigy, Svajc) adtam. A kontrollminta nem tartalmazott metalaxilt. A vizsgalatot kezelésenként 5
ismétlésben végeztem. A mintakat 25 osztati mikrotalcdkban 16 °C-os ndvénynevel6 kamraban, 14
ords megvilagitas mellett neveltem a sporuldcié megjelenéséig.

A szerbtovisrdl szarmazod izolatum metalaxilérzékenységét teljesndvén-fertdzéses modszerrel
vizsgaltam. Tizenot HA-335 kaszatot két napig 1 ppm metalaxillal (Ciba-Geigy, Svajc) atitatott
szlir6papir kozott csiraztattam, 20 °C-on. A csirandvényeket 5000 sporangium/csira mennyiségii
inokulummal fertéztem az iiltetést kovetden, és egyszer 50 ml 1 ppm-es metalaxilos oldattal
beontdztem a kb. fél liter térfogatt cserepeket. A kontrollngvényeket metalaxilos kezelés nélkiil,
hasonlé modon fertéztem. A novényeket 16 °C-os névényneveld kamrdban, 14 6rds megvilagitas
mellett neveltem. Két hét elteltével, a sporulacié indukaldsat kovetden a sporulacié megjelenése

alapjan értékeltem a kisérletet.

3.2.5. Zsirsavmintazatok elemzése

Az izolatumokban 1évé zsirsav kivonasat és az azt kovetd gazkromatografids vizsgalatot
Spring és Haas (2002) modszere alapjan a hohenheimi egyetemen végezték el, frissen gyijtott
sporangiumbol. A vizsgalathoz az X03-as izolatumot RHA-274 ¢s HA-335 ndvényeken
szaporitottam, majd a frissen sporulaltatott sziklevelekrdl 2 mg sporangiumot és sporangiumtartot
gyljtottem. A zsirsavosszetétel-vizsgalat eredményét a Spring ¢és Haas (2002) altal publikalt,

kiilonb6z6 foldrajzi eredetli, napraforgon szaporitott P. halstedii mintak atlagahoz viszonyitottam.
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3.3. Nukleinsav szintii valtozékonysag vizsgalati modszerei

3.3.1. Nukleinsav-kivonas

DNS-kivonashoz mintanként 25-30 mg sporangiumot hasznaltam fel. A sporangiumok
roncsolasat IKA ultra turrax késziilék segitségével végeztem 2 ml-es Eppendorf-csévekben. A
mintakat jégen 500 pl feltaro puffer (50 mM Tris-HCI pH 8,0; 100 mM EDTA, 0,15 M NaCl, 3%
w/v Sarcosym) hozzdadasat kovetéen maximalis fordulatszamon 2 percen keresztiil roncsoltam. A
feltaras hatékonysagat mikroszkop segitségével kovettem nyomon. A szuszpenziot kétszer, azonos
térfogatu fenol-kloroform-izoamilalkohollal (25:24:1) tisztitottam, majd a felsé vizes fazist dupla
térfogatll abszolut etanolban csaptam ki -20 °C-on, egy oran keresztiil. Ezt kovetéen a DNS-t 4 °C-
on, 12 000 g-vel, 15 perces centrifugdlassal iilepitettem. A DNS-tartalmu tiledékrdl leontottem a
folyadékot, és kétszer 70%-os etanollal mostam 4 °C-on, 12 000 g-vel, 15 perces centrifugalassal. A
folyadékot mindkét alkalommal Ovatosan ledntdttem az iiledékrdl, majd a maradék alkohol
elparolgésaig a mintat szobahdmérsékleten szaritottam. A mintékat ezt kdvetden 20 pg/ml RN-4z
(Fermentas) tartalmit MQ vizben oldottam fel. Munkamhoz a késdbbiekben a Fermentas teljes
nukleinsavkivono kitjét hasznaltam (Genomic DNA Purification Kit: K0512, Fermentas) a gyarto
altal megadott leirds szerint. Az igy kinyert nukleinsavat szintén 20 pg/ml RN-4z tartalma MQ
vizben oldottam fel. A DNS-t spektrofotometrias méréssel 50 ng/pl-re higitottam a PCR-

vizsgalatokhoz.

3.3.2. RAPD-vizsgalat

A RAPD- (Randomly Amplified Polymorphic DNA) vizsgalathoz 6sszesen tiz (130/B15,
98/A22, 29-13/G23, 145/C9, 101/C1, 129, 911/C11, Bi02/B6, 61/D7 és 114), a hazai &t patotipust
képviseld izolatumot valasztottam ki. A University of British Columbia (Kanada) 100-as és 700-as
primersorozatabol 66-féle, tiz nukleotid hosszusagu inditoszekvenciat (primert) valasztottam (10.
tablazat). A PCR-hez a Fermentas cég termékeit hasznaltam. A PCR-terméket Biometra
Thermocycler 3 késziiléken szaporitottam fel a kovetkezd program szerint: 94 °C 5 min kezdeti
denaturacio; 39 cikluson keresztiil ismétléd6 94 °C, 15 s denaturacio; 37 °C, 60 s primerkotés és
72 °C, 120 s lanchosszabbitas; végiil egy 72 °C, 5 min végs6 lanchosszabbitas. A terméket 0,5%-0s
TBE-oldatban készitett, etidium-bromiddal festett, 1,5%-os agardzgélen futtattam referencia

molekulatomeg-marker mellett. A termékeket UV-atvilagitd késziiléken szemrevételeztem, és
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digitalis kameraval dokumentaltam. Statisztikai szdmitashoz binaris kéddal értékeltem a termék
meglétét vagy hianyat. Az izolatumokat MDS- (MultiDimensional Scaling Analysis) modszerrel

értékeltem az SPSS 8.0 szoftver segitségével.

PCR-reakcioelegy:
100 ng DNS
2,5 pul 10x puffer
2 mM MgCl,
100 uM dNTP
10 pmol primer
1 U Taq polimeraz
MQ viz
Végtérfogat: 25 pul

10. tablazat. RAPD-vizsgalathoz hasznalt UBC- (University of British Columbia, Kanada)
inditoszekvenciak (primerek) bazisosszetétele. A sorszam az adott RAPD-inditoszekvencia UBC

azonositd kodja.

Primer/bazisosszetétel Primer/bazisosszetétel Primer/bazisosszetétel
101. GCG GCT GGA G 701. CCC ACA ACCC 723.CCCTCTCCTC
102. GGT GGG GAC T 702. GGG AGA AGG G 724. CTCCCTCCTC
103. GTGACGCCGC 703. CCA ACCACCC 725. GGG TTG GGT G
104. GGG CAATGAT 704. GGA AGG AGG G 726. GGT GTG GGT G
105.CTC GGG TGG G 705. GGA GGA AGG G 727. GGG TGT GGT G
106. CGT CTG CCC G 706. GGT GGT TGG G 728. GTG GGT GGT G
107.CTGTCCCTTT 707. CCC AACACCC 729. CCC AACCCAC
108. GTATTGCCCT 708. GGG TTG TGG G 730. CCACACCCAC
109. TGT ACGTGAC 709.CCTCCTCCCT 731. CCCACACCAC
110. TAGCCCGCTT 710. GGT GGT GGG T 732. CACCCACCAC
111. AGT AGACGG G 711.CCCTCTCCCT 733. GGG AAG GGA G
112. GCT TGT GAAC 712. GGG TGT GGG T 734. GGA GAG GGA G
113. ATC CCA AGA G 713.CCCTCCCTCT 735. GGG AGA GGA G
114. TGA CCG AGAC 714. GGG TGG GTG T 736. GAG GGA GGA G
115. TTC CGC GGG C 715.CCACCACCCA 737. GGT GGG TGT G
116. TAC GAT GAC G 716. GGA GGA GGG A 738. GGT GGG TGG T
117. TTAGCG GTCT 717. CCC ACACCCA 739. GGA GGG AGA G
118. CCCGTTTIGT 718. GGG AGA GGG A 740. GGA GGG AGG A
119. ATT GGG CGA T 719. CCC ACCCACA 741. CCTCCCTCTC
120. GAATTTCCCC 720. GGG AGG GAG A 742. CCTCCCTCCT
121. ATA CAG GGA G 721.CCCTTCCCTC 743. CCACCCACAC
122. GTA GAC GAG C 722. CCTCTCCCTC 744. CCACCCACCA
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3.3.3. iISSR-vizsgalat

Az iSSR- (inter Simple Sequence Repeat) vizsgalatot magyarorszagi, német, francia és egy
amerikai term6helyrdl szarmazo szantofoldi izolatumon, illetve azok egysporangium-tenyészetein
végeztem el. Az izolatumok haromféle gazdandvényrél szarmaztak: napraforgorol, Helianthus x
laetiflorusrol (évelé napraforgd) és szerbtovisrdl. A vizsgalatot hét mikroszatellit primerrel:
(CAC)4RC, (GTG)s, (GATA)4, (GT)7YG, (GAG)4RC, (GTC)s, (CT)sT (Intelmann és Spring, 2002),
valamint kétféle miniszatellit primerrel: az M13 (Heath et al., 1993) és a T3B (McClelland et al.,
1992) primerekkel végeztem. A primereket 6nalldan, nem kombinaciokban alkalmaztam. A PCR-t
Eppendorf Mastercycler, Gradient (Eppendorf, Németorszag) késziilékkel végeztem. A PCR
koriilményei az alabbiak voltak: 2 min 94 °C-os kezdeti denaturacio, ezt 35 ciklusban 30 s 92 °C-0s
denaturacio, 30 s 50 °C-os primerkotés, 1 min 30 s 72 °C-0s lanchosszabbitas kovette, melyet egy
végs6 10 min 72 °C-os lanchosszabbitasi szakasz zart le. A T3B primer esetében, a tobbitdl eltérden,
a primerkotési homérséklet 56,5 °C volt. A PCR-terméket 1,5%-o0s agardzgélen etidium-bromidos
festést kovetden, UV atvilagiton szemrevételeztem és dokumentaltam. A kisérletet két ismétlésben
végeztem, binaris koddal értékeltem a PCR-termék meglétét vagy hianyat. Az izolatumok genetikai
tavolsagat Treecon programcsomag (Van de Peer ¢s De Wachter, 1994) segitségével allapitottam
meg, neighbour-joining (Saitou és Nei, 1987) modszerrel, valamint UPGMA (unweighted pair
group method with arithmetic mean) analizist (Sokal és Michener, 1958) alkalmazva. A
dendrogram elagazasainak megbizhatosagat 100 ismétlésben szamitott bootstrap (Felsenstein, 1985)
érték mutatja. A dendrogram megrajzolasahoz a TreeViewX 0.5.0. (Page, 1996) programot

hasznaltam.

ISSR PCR-reakcitelegy:

50 ng DNS

2,5 pl 10x puffer

2 mM MgCl,

100 uM dNTP

1 uM primer

1 U Taq polimeraz
MQ viz

Végtérfogat: 25 ul
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3.3.4. A P. halstedii ITS-bazissorrendjének meghatarozasa

A napraforgérél szarmazo BI/16 izolatum teljes ITS- (Internal Transcribed Region)
szekvencia meghatarozasat M. Thines-Szel (Hohenheim Egyetem, Németorszag) kdzosen végeztem.
Az ITS-szekvencia felszaporitdsdhoz Oomycetes-specifikus inditoszekvencidkat hasznaltunk
Bachofer (2004) munkéja alapjan, az ITS1-O: 5° CGGAAGGATCATTACCAC, valamint az LR-0: 5’
GCTTAAGTTCAGCGGGT primereket. A régio felszaporitasat Eppendorf Mastercycler (Eppendorf,
Németorszag) késziiléken végeztiik az alabbi program szerint: a kezdeti denaturaci6o 94 °C-on 2
perc; 30 cikluson keresztiil 94 °C-on 42 mp denaturacio, 56 °C-on 42 mp primerkotés és 72 °C-on 1
perc 42 mp lanchosszabbités; ¢és egy végsd 4 perc 20 mp lanchosszabbitds 72 °C-on. A PCR-
terméket négyféle restrikcios enzimmel (Hindlll, Hpall, Avalll és EcoRI) emésztettiik a gyarto
(Fermentas) utasitasa szerint. Az enzimreakcidt 15 pl végtérfogatban végeztiikk 7 pl PCR-termék,
0,2 ul enzim, az adott enzimnek megfeleld 1,5 upl puffer Gsszemérésével, amit MQ viz
hozzaadasaval egészitettiink ki 15 pl teljes végtérfogatra, majd egy éjszakan at szobahdmérsékleten
hagytuk a mintdkat az enzimatikus emésztéshez. Az ECORI enzimmel hasitott darabokhoz EcoRl
adaptert ragasztottunk T4-ligaz (ABgene, Franciaorszag) felhasznalasaval a gyartd tGtmutatisa
szerint: 5 ul végtérfogatban, 5 uM EcoR1 adapter, 1 U T4-ligaz, 1x puffer, 10 uM ATP és MQ viz
osszemérésével, 37 °C-on, egy éjszakan at (Vos et al., 1995). A hasitott fragmentumok szelektiv
felszaporitasat a megfeleld adapter és ITS-primer kombinaciodja tette lehetdvé. Az ligaitum szelektiv
felszaporitasat az 1TS-szekvencia szaporitasahoz hasznalt PCR-programmal végeztiik. A szekvencia
bazissorrendjét kozvetleniil a szelektiv primerekkel felszaporitott PCR-termékbdl hataroztuk meg.
A szekvenalas kezdeti bazisolvasasi pontatlansaga miatt az EcoRI-régioban a két szakasz
Osszekotésére, a hidnyz6 bazisok meghatdrozasahoz 1j, specifikus primert kellett tervezni,
nevezetesen az ITS-FFL-t (5 ACTTGTAGCCAGACGGCGAC), mely az ismétldd6 szakaszok eldtt
talalhaté a 712-731 bp kozott. A szekvenciak analizisét a DNAStar programcsomag (Lasergene,
Wisconsin, USA) segitségével végeztilkk. A szekvenciat rokon Oomycetes szervezetek:
Phytophthora infestans (AF228084), Phytophthora megasperma (AF266794) és Peronospora
rumicis (AF465758) GenBank adatbazisban talalhatd ITS-szekvencia adataival vetettiik Gssze.
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3.3.5. ITS-szekvenciak 6sszehasonlitd vizsgalata

Szerbtovisrdl és napraforgorol szarmazé izolatumok ITS-szakaszainak restrikciés mintazatat
ITS-RFLP- (ITS-Restriction Fragment Length Polymorphism) mddszerrel hasonlitottam Gssze. Az
ITS-régi6 felszaporitasat az 1TS1-O és LR-0 primerparral végeztem az aldbbi program szerint:
kezdeti denaturacio 94 °C-on 2 perc, ezt kdvette 30 cikluson keresztiil 94 °C-on 42 mp denaturacio,
56 °C-on 42 mp primerkdtés és 72°C-on 1 perc 42 mp lanchosszabbitéas, melyet egy végso 4 perc 20
mp lanchosszabbitas zart le. A kapott PCR-termékeket 11-féle enzimmel hasitottam: EcoRI HindllI,
BamHI, Avalll, Hinfl, Hin6l, EcoR5, Mbil, Pstl, Smal, és Cfr13I (Fermentas) a gyartd utmutatasa
szerint. A restrikcios mintazatot agarozgél-elektroforézist kovetden hasonlitottam Gssze, a hasitas

soran kapott kiilonb6z6 hossziusagl termékek szamat értékeltem.

3.3.6. A szerbtovisrdl szarmazo X03 izolatum ITS-bazissorrendjének meghatarozasa

crer

szarmaz6 izolatum vizsgalatahoz hasznalt PCR-programmal végeztem, bazissorrendjét klonozott
PCR-terméken hataroztam meg. A PCR-terméket TA Cloning Kit (Invitrogen, UK) vektorba
ligaltam a forgalmazo Gtmutatasa szerint: 10 ul végtérfogatban 2 ul vektor, 1x puffer, 3 ul PCR-
termék, 1 pl T4 ligdz és MQ 6sszemérésével 14 °C-on, 4 6ran at, majd kompetens One Shot TOP10
E. coli baktériumba transzformaltam hdésokk modszerrel. Ligalasonként egy-egy cs6 kompetens
sejtet tartalmazo fiolat jégen felolvasztottam, hozzaadtam 2 pl ligatumot, a pipetta cstcsaval
megkevertem és fél oran at jégen tartottam. Ezt kdvetden 30 mp-ig 42 °C-on tartottam, majd jégre
tettem és 250 pl szobahdémérsékletii SOC (Invitrogen) oldatot mértem a csovekhez, és egy oran at
37 °C-on razattam. Ampicilint (Sigma) (100 pl/ml) tartalmazé LB agart (Difco) steril koriilmények
kozott 40 pl 4%-0s X-gal és 40 pl 0,1M IPTG-vel bedorzsoltem a kék-fehér szelekciohoz és fél
oOran at 37 °C-on inkubaltam. Petri-csészénként 20—100 pl transzformanst szélesztettem és 37 °C-on
inkubaltam egy ¢éjszakan at. A pozitiv, klont tartalmazé telepeket specifikus primerek
alkalmazasaval PCR-rel ellendriztem. A baktériumtenyészetet folyékony LB-ben szaporitottam fel
¢s QIAprep Spin minipreppel (Qiagen) tisztitottam beldle plazmidot. A tisztitott plazmidra
illeszkedd inditoszekvenciakkal kezdtem a bazissorrend megismerését (Biomi KFT). A megismert
szakaszokra illeszkedd harom belsd szekvendlo primer segitségével hataroztam meg a teljes szakasz
bazissorrendjét: XIF1 (5° ATCGTAACATGACTTCCGGTG), XIF2 (5’ ATTGGTGAACCGTAGTTATAG)
¢s XIR1 (5° GAAGAAAATGTATGATATGTCG). A szekvenciakat kézzel illesztettem 6ssze a DNAStar
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Program csomag MegAlign programjaval (Lasergene). A kapott ITS szekvencidt GenBankbol
szarmazo rokon fajok Plasmopara halstedii (Farlow) Berl. et De Toni DQ665670, P. geranii (Peck)
Berl. et De Toni DQ131916, P. obducens J. Schroet. DQ665671, P. viticola (Berk. et Curtis) Berl.
¢s De Toni DQ665668, Plasmoverna pygmea (Unger) Constant., Voglmayr, Fatehi és Thines
DQ665671 és Phytophthora infestans (Mont.) de Bary (AF228084) megfelel6 szakaszaval vetettem
Ossze a MAFFT 5.8 (Katoh et al., 2002) program FFT-NSi beallitasat valasztva. A rokonsagi fokot
vizsgald dendrogramnal 610 bazis hosszasagu szakaszt vettem figyelembe. A Plasmopara-fajokra
jellemz6 konzervativ régio vizsgalatat Jukes-Cantor szubsztiticios modell (Jukes és Cantor, 1969)
alapjan szamitott neighbour-joining modszerrel (Saitou és Nei, 1987) készitettem. A dendrogram
elagazasainak megbizhatosagat 1000 ismétlésben szamitott bootstrap (Felsenstein, 1985) érték
mutatja. A dendrogrammot TreeViewX 0.5.0. (Page, 1996) programmal jelenitettem meg.

3.3.7. LSU-szekvencia részleges meghatarozasa

Az LSU (Large Ribosomal Subunit), azaz a nagy riboszémalis alegység D1/D2/D3 variabilis
szakasz bazisOsszetételét. A vizsgalatban a szerbtovisrél szarmazo XO03 izolatum szerepelt. A
genomi DNS-b6l Oomycetes-specifikus primerekkel LROR (5° GTACCCGCTGAACGGAAGC) és
LR6-O (5° CGCCAGACGAGCTTACC) szaporitottam fel a terméket az ITS-hez hasznalt PCR-
programot alkalmazva. A szekvenalast univerzalis LSU-primerekkel: NL1 (5 GCATATCAATAAGCG
GAGGAAAAG) és NL4 (5 GGTCCGTGTTTCAAGACGG) végeztem (O’ Donnell, 1993). A kapott
termék szekvenciajat GenBankban talalhato P. angustiterminalis (AY178535) LSU-szekvenciahoz
hasonlitottam SeqMan programmal (DNAStar, Lasergene).

3.3.8. LTR-retrotranszpozon izolalasa

crer

crer

tervezett altalanos inditészekvenciakkal végeztem PCR-t az RT1 5’ és RT2 5’ primerekkel, Flavell
et al. (1992) alapjan, ahol az alkalmazott primerek 5’ iranyban 10 bp hosszan un. farokszekvenciat
kaptak (melyet a 11. tablazatban alahtizassal jeloltem) a primersuly novelésére és primerdimer

kialakuldsdnak megelézésére. A tobbi, az izoladlasi folyamat sordn felhasznalt, altalam tervezett
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primer szekvenciajat szintén a 11. tablazat tartalmazza. A felszaporitast a kovetkez6 PCR-program
szerint végeztem: 94 °C 3 perc kezdeti denaturacio; 30 cikluson keresztiil 94 °C, 1 perc; 45 °C, 1
perc; 72 °C, 1 perc és végiil 72 °C, 7 perc. A PCR-elegy dsszetétele: 0,2 mM dNTP, 1,5 mM MgCI2,
1xPCR puffer, 0,5 uM mindkét primerbdl, 1 U Taq polimeraz (Roche). A terméket agardzgélen
futtattam €s a vart tartomanyba esé terméket kivagtam a gélbdl. A gélbdl kivagott PCR-terméket
QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen) alkalmazasaval izolaltam a gyartd utmutatasa szerint. A
tisztitott terméket TE kloning kit (Invitrogen) felhasznaldsaval klonoztam szintén a gyarto
utmutatdsa szerint. A pozitiv telepeket kolonia-PCR-rel ellendrizem univerzalis M13F 5’
GTAAAACGACGGCCAG ¢és M13R 5° CAGGAAACAGCTATGAC plazmidprimerek felhasznélasaval. A
pozitiv kolonidkat felszaporitottam és QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen) alkalmazasaval a gyarto
utmutatdsa szerint tisztitottam beldliik plazmidot a szekvendlashoz. A szekvencia meghatarozasat
ABI BigDye terminator méodszerrel ABI PRISM 3100 Genetic Analyser gépen végeztem a gyarto
utmutatasa szerint. A szekvencidkat a DNAStar programcsomag segitségével elemeztem. A kapott
szekvenciak feltételezett funkciojat a GenBank fehérje alapi Blast keresd program segitségével
hataroztam meg. A kapott szekvencidk koziil a reverz traszkriptaz génnel rokonsagot mutatd
szakaszra 3’ és 5’ iranyokba, kifelé, az LTR-régio iranyaba mutatéan nested primereket terveztem,
a feltételezett retrotranszpozon hidnyzo részeinek és az LTR-régido megismerése végett.

Teljes genomi DNS emésztését EcoRl, illetve Msel (New England Biolabs) enzimmel
végeztem 40 pl végtérfogatban a kovetkezok szerint: 500 ng DNS, 5U enzim, 1x restrikcio-ligacio
(RL) puffer (10 mM Tris-acetat pH 7,5, 10 mM Mg-acetat, 50 mM K-acetat, 5 mM DTT, 5ng/ul
BSA) 6sszemérésével 37 °C-on 1 6ran keresztiil (Vos et al., 1995).

5 uM-os EcoRI adaptert készitettem EAD-A 5° CTCGTAGACTGCGTACC és EAD-B 5°
TGGTACGCAGTCTAC primerszekvenciakbol. Mindkét 100 uM-os primerbdl 5 pl-t mértem 100 pl
végtérfogatba, az eclegyet 30 masodpercen keresztiil 80 °C-0s PCR-késziilékbe tettem, majd
hagytam lassan (kb. 1 oran keresztiil) kihiilni, hogy a két szekvencia Osszekapcsolddhasson
primerdimert kialakitva. Hasonld modszerrel allitottam el6 az Msel adaptert, ahol az
adapterprimerek szekvenciai a kdvetkezék voltak: MAD-A 5’ GACGATGAGTCCTGAG és MAD-B
5’ TACTCAGGACTCAT. Az emésztett genomi DNS-t megfeleld EcoRlI, illetve Msel adapterrel
ligaltam, azaz Osszeragasztottam, 10 pl ligacioés oldat, 1 pl 10x RL puffer, 1U T4 ligaz (New
England Biolabs) és 5 pmol EcoRI vagy Msel adapter, 0,5 MM ATP Gsszemérésével egy éjszakan
at, 37 °C-on.

A reverz transzkriptaz régiobol 5’ és 3’ iranyba tervezett nested primerekkel
kromoszomasétalas-modszerrel haladtam az LTR-régi6 felé. A retrotranszpozonokkal homologiat

jelz6 szekvenciakhoz tovabbi primereket terveztem az tGjabb szakaszok megismeréséhez. Az
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altalam tervezett primereket a Sigma Genosys szintetizalta. A PCR-hez felvaltva alkalmaztam az
EcoRI, illetve az Msel adapterrel ligalt genomi DNS-t templatként (11. tablazat). A
retrotranszpozonszerli  szekvenciakat a DNAStar programcsomag (Lasergene) SeqMan
programjaval illesztettem Gssze, a szakaszokat kézzel szerkesztettem.

Az elsé P. halstedii-specifikus, reverz transzkriptaz génre illeszkedd, az ismert szakaszbol
kifel¢ mutatd primert, az RT31-t EcoRI adapterrel ligalt DNS-en, EAD-A primerrel kombinacidban,
hot start PCR-rel hasznaltam, azaz 1 U Tag-polimerazt az elsé denaturacios 1épést kovetden,
92 °C-on mértem a reakcidohoz. A reakcié Osszetétele az alabbi volt: 5ul DNS-adapter-ligatum, 1x
puffer, 0,2 mM dNTP, 0,5 uM mindkét primerbél, 1,5mM MgCl,, 1U Tag-polimeraz. A
felszaporitast a kovetkez6 PCR-program szerint végeztem: 92 °C, 4 perc kezdeti denaturacio; 35
ciklus 92 °C, 30 mp; 50 °C, 30 mp; 72 °C, 2 perc 30 mp és végiil 72 °C, 5 perc. Az RT31-primerrel
kapott PCR-terméket agardzgélen szemléltem, és 1:10 aranyban higitva hasznaltam templatként az
RT32 primerrel végzett nested PCR-hez azonos reakciokoriilmények kozott.

A PCR-terméket kivagtam a gélb6l, klonoztam, a pozitiv telepeket kolonia-PCR-rel
ellendriztem, felszaporitottam és plazmidtisztitast kovetden szekvenaltam a fent ismertetett modon.
A kapott szekvencidhoz az NCBI GenBank adatbéazisban fehérje alapti Blastx programmal kerestem
hasonlé szekvenciakat.

Az altalam kapott, retrotranszpozonhoz hasonld szekvencidkra ismét kifelé mutatd nested
primerpart terveztem 3’ iranyban, majd az Msel-adapterrel ligalt genomi DNS-en végeztem el a
PCR-t a fent ismertetett modon, az RT33 és RT34 primerckkel. A Ty-copia szekvenciaval
homologiat mutaté szekvenciak alapjan 0j nested primerpart terveztem 3’ irdnyba, az RT35 és az
RT36-t, amivel eljutottam az LTR-régioig.

A fent ismertetett modszert alkalmazva haladtam a retrotranszpozon 5’ régid iranyaba is, ahol
az els6 PCR-hez hasznalt RTS51, illetve az ujratervezett RTS51%j primert EAD-A primerrel
kombinacioban hot start PCR-rel alkalmaztam az EcoRI adapterrel ligalt DNS-en, majd a kapott
PCR-terméken nested PCR-t végeztem az RT52-primerrel. A Ty-copia szekvenciaval homologiat
mutatd szekvenciara ujbol 5° iranyban kifelé mutatd nested primerpart terveztem. Az RTS53 és a
RT54 primereket Msel-enzimmel emésztett genomi DNS-en hasznaltam a megfeleld
adapterprimerrel kombinalva. Ezt kovetéen az RTS5, és az RT56 primerekkel mar EcoRI-
enzimmel emésztett templattal kapott szekvencia alapjan terveztem az 5’ iranyba kifelé mutatd
RT57 és RTS8 nested primerpart. Az addigra megismert 3’ LTR-szekvencia alapjan tervezett LTR-
specifikus forward primerrel, az LTR 5rc-vel genomi DNS-en végzett PCR-rel kaptam meg az

5’LTR-régi6 hianyzo6 szakaszat.
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11. tablazat. P. halstedii Bi02/B6 izolatumanak LTR tipusu retrotranszpozon izolalasahoz hasznalt

primerek listaja és szekvenciaja, valamint a PCR-hez hasznalt templat DNS-tipusa.

Primer neve Inditoszekvencia Templat-DNS?
RT1 AAACTCGAGNACNGCNTTYYTNCAYGG Genomi
RT2 AAACTCGAGNARCATRTCRTCNACRTA Genomi
RT51 GGTCTGCTTGAGCCC EcoRI-AD
RT514j GGTCTGCTTGAGCCCG EcoRI-AD
RT52 CAGTCGTAATTGCGGTC EcoRI-AD
RT53 TTCGACAACTCTTCATATCC MseI-AD
RT54 AGCCTTAGGATCCCATTTC MseI-AD
RT55 CATATGGGACTGTTGCTTGCTGCT EcoRI-AD
RT56 AACTCACGAGCTCCATCATGACG EcoRI-AD
RT57 CGAAGTCAGTACAGTCCAT Genomi
RT58 ATCCGCTGTCGCCACCACTT Genomi
RT31 CCCGTGTCTTTACATCAA EcoRI-AD
RT32 GTGCTTCTACTCGTGTACGT EcoRI-AD
RT33 AGCTATTGGTGCTCTTATGCACT MseI-AD
RT34 CTTATGCACTTGATGACCGCGA MseI-AD
RT35 GAAATTTGTTTCAAGCCTGGCAATG EcoRI-AD
RT36 TATTTTCATGGGGGCTCCTGTGAGTT EcoRI-AD
LTR 5rc AAGATCGCCAGTATGTCCAATACGA Genomi

2 EcoRI-AD: EcoRI adapterrel ellatott, ECORI enzimmel emésztett genomi DNS,

Msel-AD: Msel adapterrel ellatott, Msel enzimmel emésztett genomi DNS
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3.3.9. S-SAP-vizsgalat

Az S-SAP-vizsgalatot Waugh et al. (1997) alapjan, 30 egysporangium-vonalon végeztem,
amelyb6l 27 minta napraforgorol, ketté szerbtovisrdl és egy H. x laetiflorusrol szarmazott. Az

izolatumok ko6zott 14 magyar, 1 szerb, 9 francia, 15 német és 2 amerikai minta szerepelt.

Az S-SAP-technika rovid ismertetése:

1. Genomi DN tisztitasa

2. DNS emésztése (Msel és EcoRI enzimekkel) és megfeleld adapterek ligalasa
3. Preszelekiv amplifikacio (adapter primerekkel)

4. Szelektiv amplifikacio (MAD-A+0 és 5’LTR-specifikus primer)

5. PCR-termék elvalasztdsa poliakrilamidgélen

A genomi DNS tisztitasat a korabban ismertetett modszer szerint végeztem. A 10 ul (500 ng)
genomi DNS emésztését SU Msel és SU EcoRI enzim és 1x RL (restrikcio-ligacio) puffer (10mM
Tris-acetat pH 7,5, 10 mM Mg-acetat, 50 mM K-acetat, 5 mM DTT, 5 ng/ul BSA; Vos et al., 1995
alapjan) hozzaadasaval végeztem 20 pl végtérfogatban, 1 6ran at, 37 °C-on. Az EcoRI- és Msel-
adaptereket az LTR-retrotranszpozon izolalasakor ismertetett modszerrel készitettem. Az emésztett
genomi DNS-hez adaptereket ligaltam 5 ul végtérfogatban: 1 pl 25 uM-0s Msel-adapter, 1 ul 2,5
uM-os EcoRl-adapter, 0,5 pl 10x RL-puffer, 0,5 U T4 ligaz és 0,1 pul 100 mM ATP dsszemérésével.
A ligalast 37 °C-on, egész ¢jszaka végeztem. A reakciot agarozgélen ellendriztem. A preszelektiv
amplifikaciot Vos et al. (1995) szerint végeztem 1 pl higitas nélkili ligitumon, 25 pul
végtérfogatban: 1x puffer, 1U Taq polimeraz (Fermentas), 1 pul RL-termék, 1,5 mM MgCl,, 0,2 mM
dNTP, 30 ng MAD-A ¢és EAD-A primerek Osszemérésével. A preszelektiv PCR-program a
kovetkezo volt: 25 ciklusban 94 °C, 30 mp; 56 °C, 30 mp; 72 °C, 1 perc. A reakcioéterméket ismét
agarozgélen ellendriztem. A preszelektiv PCR-terméket 1:2 aranyban 0,1 TE (10 mM Tris-HCI, pH
8,0; 0,1 mM EDTA) puffer hozzaadasaval higitottam a szelektiv amplifikaciohoz. A szelektiv
felszaporitashoz Cy5 vizoldhato fluorescens festékkel jelolt LTR-specifikus LTR_5PLH (Cy5
TCGTATTGGACATACTGGCGATCTT), illetve LTR_3PLH (Cy5 CTTAGAGGTAGCAACTAGA
TTGTGAA)  primereket hasznaltam MAD-A primerrel kombinacidban. A  szelektiv
amplifikaciohoz a PCR-t 25 pl végtérfogatban 1x puffer, 1U Taq polimeraz (Fermentas), 5 pl
higitott preszelektiv termék, 1,5 mM MgCl,, 0,2 mM dNTP, 5 uM LTR 5PLH, vagy 5 uM
LTR 3PLH primer és 5 uM MAD-A primer 0sszemérésével készitettem. A szelektiv amplifikaciot
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Vos et al. (1995) alapjan végeztem, denaturacié 94 °C, 30 mp, majd 65 °C-r6l indulé6 30 mp
primerkotési homérséklet, mely 12 cikluson keresztiil 0,7 °C-al folyamatosan csokkent, a
lanchosszabbitas 72 °C-on, 1 percig tartott, ezt kovetéen 23 cikluson keresztiil az alabbi
programszakasz kovetkezett: 94 °C, 30 mp; 56 °C, 30 mp; 72 °C, 60 mp. A PCR-terméket
ALFexpressll (Amersham Biosciences) automata szekvenalé gépen, 8%-os denaturald
poliakrilamidgélen (ReproGel) valasztottam szét. A PCR-termékhez azonos térfogatu futtato
festéket kevertem, majd 2 percig tartd 92 °C-os denaturaciot kovetéen jégen tartottam a mintakat a
futtatasig. A kapott termék megléte vagy hidnya alapjan binaris koddal értékeltem a mintazatot. Az
izolatumok genetikai tavolsagat Treecon programcsomag (Van de Peer és De Wachter, 1994)
segitségével hataroztam meg, neighbour-joining (Saitou ¢és Nei 1987) moédszerrel és UPGMA
(unweighted pair group method with arithmetic mean) analizist (Sokal és Michener, 1958)
alkalmazva. A dendrogram elagazasainak megbizhatésagat 100 ismétlésben szamitott bootstrap
(Felsenstein, 1985) érték mutatja. A dendrogram megrajzolasahoz a TreeViewX 0.5.0. (Page, 1996)

programot hasznaltam.

3.4. Izoenzimmintazatok osszehasonlito vizsgalata

Harminc6t egysporangium-vonalat és 10 szant6foldi izolatumot vizsgaltam, amelybdl 41
minta napraforgorol, 3 szerbtovisrdl és 1 H. x laetiflorusrol szarmazott. A vizsgalt mintak kozott 17

magyar, 2 szerb, 9 francia, 15 német és 2 amerikai izolatum volt.

3.4.1. Fehérjekivonas

Az enzimkivonatok eléallitdsdhoz 25 mg sporangiumot roncsoltam, azonos térfogati 0,45—
0,50 um atmér6ji tiveggyongy (Braun) jelenlétében, 200 ul feltard pufferben (100 mM TrisHCI pH
8,0; 1 mM EDTA pH 8,0; 10 mM KCI; 6,5 mM DTT; 1,4% PVP 40 000), Laday et al. (2000)
szerint. A feltarast jégen, miianyag kézi dorzsolovel 1,5 ml-es Eppendorf-csében 2—-3 percen
keresztiil végeztem. A mintdkat egy Oran at jégen tartottam és azt kovetden két alkalommal 10-10
percig centrifugltam 4 °C-on, 12 000 g-vel. Az iilepitett tormelékrél dvatosan eltavolitottam a
feliiluszo réteget minden egyes alkalommal iigyelve, hogy ne keriiljon szennyez6dés a mintdkba. Az

enzimkivonatot 50 ul térfogati mintakra szétosztva -20 °C-on taroltam felhasznélasig.
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3.4.2. Cellul6z-acetat-gélelektroforézis (CAE)

Az elektroforézist Hebert és Beaton (1993) leirasa szerint végeztem. A vizsgalt enzimek nevét,
enzimkodexbeli szamat és futtatd pufferét a 12. tablazatban foglaltam 6ssze. A futtatdshoz hasznalt
Trisz-glicin pH 8,5 (TG) és CAAMP pH 7,0 pufferek dsszetétele megfelelt Hebert és Beaton (1993)
leirasanak, mig a LiOH-puffer pedig 0,06 M LiOH-ot és 0,3 M borsavat tartalmazott (pH 8,1). A
puffereket tobbszor is felhasznaltam, két futtatds kozott hiitében tartottam a degradaciot
megeldzendd. A vizsgalatot a Helena Laboratories (Beaumont, Texas) Super Z-12 applikator
egységcsomag eszkozeivel végeztem. A reagenseket a Sigma-Aldrich Kft-t6l szereztem be, a Titan
I celluloz-acetat-géleket (Helena Laboratories) készen vasaroltam. A géleket a vizsgalt enzimnek
megfeleld pufferben aztattam felhaszndlds eldtt. A jégen kiolvasztott mintdkat applikatorral vittem
fel a gélre. Az egyes izozimek elvalasztasahoz 180 V-ot hasznaltam, egyediil az LAP-enzim
kimutatasa tortént, 130 V-os fesziiltségnél. Enzimenként meghatdroztam az elvalasztashoz

szlikséges futdsidot.

3.4.3. Cellul6z-acetat-gélfestés

Osszesen 16 kiilonbdzé enzimreakciot vizsgaltam az agartartalmu festdelegy feliilrétegzés
modszerével. A kiilonboz6é enzimreakciok kimutatasahoz sziikséges festéelegyet a Helena
Laboratories altal kiadott kézikonyv alapjan készitettem (Hebert és Beaton, 1993). A reakcidelegyet
60 °C-os vizfiirdben mértem 06ssze, az enzimeket és a festéket (PMS, MTT) csak kozvetleniil a
festés megkezdése eldtt adtam az oldathoz. A géleket szobahOmérsékleten inkubéltam az
enzimreakcio megjelenéséig. A gél feliiletérdl a reakcidelegyet tartalmazo agarréteget csapvizzel

mostam le. A géleket digitalis fényképen dokumentaltam. A gél szaradas utan évekig tarolhato.
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12. tablazat. A vizsgalt enzimrendszerek enzimkodexbeli (EC) szama és a CAE-mddszerhez

valasztott futtato puffer.

Izoenzim Rovidités EC szdm Puffer®
Savas foszfataz APH 3132 TG
Alkohol-dehidrogenaz ADH 1.1.11 TG
Alkalikus foszfataz ALP 3131 CAAMP
Gliikozfoszfat-izomeraz GPI 5.3.1.9 TG
Glutamat-dehidrogenaz (NAD-fliggd) GDH (NAD) 1412 TG
Glutamat-dehidrogenaz (NADP-fiiggd) GDH (NADP) 1414 TG
Gliik6z-6-foszfat-dehidrogendz G6PDH 1.1.149 TG
Hexokinaz HEX 2.7.1.1 TG
Izocitromsav-dehidrogenaz IDH 1.1.1.42 CAAMP
Tejsav-dehidrogenaz LDH 1.1.1.27 LiOH
Leucin-aminopeptidaz LAP 34.11.1 CAAMP
Almasav-dehidrogenaz MDH 1.1.1.37 CAAMP
Maleinsav ME 11140 TG
Peptidaz A (Gly-Leu) PEP A 3.4.13 TG
Peptidaz C (Lys-Leu) PEPC 3.4.13 TG
Foszfogliikomutaz PGM 5422 TG

*Elektroforézis-pufferek: TG (0,025 M tris, 0,19 M glicin) pH 8,5; CAAMP (0,65 M morfolin-
0,22 M citromsav), pH 7,0 (Hebert és Beaton, 1993); LiOH (0,06 M litium-hidroxid, 0,3 M borsav,
pH 8,1).

3.4.4. 1zoenzimvizsgalat értékelése

Az egyes reakciokat négy csoportba soroltam a festddés jellege alapjan: (E) jol értékelhetden
festédik, (Gy) halvanyan festédik, (NF) nem fest6dik, (NR) a reakcid6 nem reprodukalhatd. A
polimorfizmust mutat6 enzimek egyes alléljait a felvitel helyét6l szamitott, %-ban kifejezett relativ
futasi tavolsaguk (RM) alapjan neveztem el Ggy, hogy a leggyakoribb allél kapta a 100-as értéket.
Az enzimek degradaciojabol eredd esetleges hibak kikiiszobolésére a kisérleteket két ismétlésben
végeztem. A mintakat végiil az egyes enzimekkel kapott RM-értékek alapjan multilokusz-fenotipus
(MLP) csoportokba soroltam.
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4. EREDMENYEK

4.1. A vizsgalt izolatumok fenotipusos valtozékonysaga

4.1.1. Szerbtovisrdl szarmazo Plasmopara sp. morfologiai jellemzése

A szerbtovisrdl gytjtott, a vizsgalathoz kivalasztott X03 Plasmopara sp. izolatum
sporangiumtartéi monopodialis elagazast mutattak (6/a abra). A valtozatos alaki sporangiumok
kozott egyarant megfigyelhetd volt a kerekdedtdl az ovalison at a foldimogyoréhoz hasonlatos,
kozépen befiiz6d6 forma is. Méretiik 25-50 x 20-30 (atlagosan 41,1 £ 7,8 x 27,0 £ 4,6) um kozott
valtozott (6/b abra). A zoosporogenezisig eltelt inkubacios id6 30-45 perc volt. A
sporangiumonként fejlodé rajzosporak szama 4 és 13 kozott valtozott, leggyakrabban hat darab
képzddott, ami atlagosan 6,29 + 2,0 rajzosporat jelentett. Az ezzel az izolatummal fert6zott HA-335
napraforgovonal hipokotil-keresztmetszetében sejtnekrozis alakult ki, a korokozo hifai és
hausztoriumai a bél- és kéreg szovetekben egyarant megfigyelhetok voltak. A tizenkét hetes
fert6zott napraforgonovény gyokérszovetében a korokozo ivaros szaporitoképletei, oosporak

képzddtek (6/c abra).

4.1.2. Gazdandvényvalasz a szerbtovisrdl szarmazo Plasmopara sp. fert6zésére

Szerbtovisrdl gyijtott izolatum (X03) sporangiumaival mesterségesen fertézott GK-70-es
napraforgd sziklevelén két hét inkubaciot kovetden sporuldlt a korokozd. A sporulacid a
szikleveleken kiviil a hipokotilon és a gyokéren is megfigyelhetd volt. A fertdzott novények erdsen
torpiiltek, a hipokotilon barnas elszinezddés, nekrozis alakult ki, a ndvények egy részén gyokér- €s
csirandvény-elhalds, az un. damping-off tiinetei jelentkeztek. A fert6zés azonban a sziklevélre
korlatoz6dé (CLI, azaz cotyledon limited infection) maradt, a kérokozé nem kolonizalta a sziklevél
folott talalhato valodi szoveteket, €s igy a tipikus tiinet, a lomblevél klorozisa nem alakult ki (6/d
abra). Gyenge fertézés esetén, mint példaul egysporangium-tenyészet eldallitasakor, a novények
hetekig ¢letben maradtak.

Az XO03 izolatum HA-335-6s napraforgévonalon képz6dott sporangiumaival visszafertézott

Xanthium strumarium ndvényen kialakultak a peronoszporas fertdzésre utald tiinetek, azaz
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sporulaci6 és klorozis is megfigyelheté volt a sziklevelek tovénél (6/e abra). A klorotikus folt
azonban id6vel megbarnult, nekrotizalédott. Laboratoriumi koriilmények kozott a fert6zés
szisztemizalodasa nem volt megfigyelhetd. Ugyanakkor a levelek és a tenyészOcstics mesterséges
fertdzése lokalis tiinetek kialakulasat eredményezte, mely iddvel szintén a fertdzott régio
nekrotizalddasahoz vezetett (6/f abra). Egyetlen olyan eset fordult el6, amikor a korokozo

szisztemizalodott a fertdzott levélszegmensben (6/g abra), de a fert6zés a novény felsdbb régidjara

mar nem terjedt tovabb.

6. abra. A szerbtovisrél szarmazoé X03 izolatum morfologiai jellemz6i és patogenitasi sajatossagai. A,
szerbtovisrol szarmazé Plasmopara sp. sporangiumtartéja (méretezés: 35 pm); B, a sporangiumok
alakjanak és méretének valtozatossaga (méretezés: 25 pm); C, napraforgoé gyokerében képzodo
oosporak (méretezés: 40 pm); D, X03-al fert6zott HA-335 vonal tiinetei fiatal napraforgon: torpiilés,
hipokotilvastagodas és -nekroézis, fogyokérelhalds és masodlagos gyokér fejlodése, sziklevélen
sporulacio; E, WSI médszerrel fertézott Xanthium strumarium csiranovény sziklevelének tovében
enyhe sporulacio; F, X. strumarium névényen masodlagos, lokalis fert6zés eredményeként
megfigyelheté klorozis, nekrozis és levéldeformacio; G, az X03 izolaitum szisztemikus terjedése X.
strumarium levélben, levélklorozis.
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4.1.3. Szerbtovisrdl szarmazo6 Plasmopara sp. zsirsavmintazata

RHA-274-en és HA-335 vonalon felszaporitott X03 izolatum zsirsavmintazata (13. tablazat)
statisztikailag eltért a napraforgot fertézé P. halstedii fajra jellemzd zsirsavmintazattol. Az X03
izolatum C18:0 tartalma magasabb, mig a C18:1, C20:1 és a C22:1 relativ értéke alacsonyabbnak
bizonyult a P. halstediire jellemz6 adatoknal. Mind a két novényr6l szairmazo Plasmopara-mintara
jellemz6 volt a magas C20:5, az eikozapentaenoin-sav aranya. A szerbtovisrdl és a napraforgorol
szarmazo izolatumok ko6zott azonban kiilonbség mutatkozott a stearinsav (C18:0) és olajsav (C18:1)

aranyban.

13. tablazat. Az X03 izoldtum gazkromatografids (GC) analizise. A X03 izolatum RHA-274 és
HA-335 napraforgovonalon felszaporitott sporangiumain és  sporangiumtartoin  végzett
zsirsavosszetétel Osszes zsirsavra vonatkoztatott aranyanak Osszevetése a P. halstediire jellemz6
adatokkal (Spring és Haas, 2002). Az azonos betiivel jeldlt értékek statisztikailag nem kiilonboznek
p=0,05-nél.

Zsirsav

[zoldtum/ C14:0° C160 C180 Cl81 C182 C20:1 C20:5 C22:0 C22:1

gazdanovény

X03- RHA274 09b 139b 98c 16b 110b tr°c  203b - 16Db
X03- HA-335 2,0a 199b 35b 22b 232a 08b 345a 12b 22c

P. halstedii atlag 19a 174a 09a 11,0a 220a 19a 309a 08a 39a
(szords) © (0,6) (23 (05 @2 (23 (04 @9 (01) (08

% szénatomszam: kettéskotések szama
® tr= nyomokban kimutathato (p<0.1%)
¢ adatok Spring és Haas (2002) alapjan

4.1.4. Szerbtovisrdl szarmazo Plasmopara sp. fungicidérzékenysége

A metalaxilos kezelés nélkiil mesterségesen fert6zott HA-335 ndvényeken az X03 izolatum
stirlti sporangiumgyepet fejlesztve sporulalt. A metalaxillal kezelt HA-335 névényeken sporulaciot
nem lehetett megfigyelni és ezeknek a névények a hipokotilmetszeteiben mikroszkopos vizsgalat
soran Sem volt megfigyelhetd a korokozo, tehat az XO03 izolatum érzékenynek bizonyult

metalaxillal szemben.
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4.1.5. Egysporangiumtenyészet-eldallitas modszerének értékelése

Napraforgor6l szarmazo P. halstedii izolditumok esetében az egysporangium-tenyészet
eloallitasanak sikere a sziklevélszegmens-fertézéses modszerrel atlagosan 6-8%-0s volt; az
eredményesség izolatumtol fliggden 0 és 10% kozott valtozott. Az egysporangium-tenyészet
izolalasanak hatékonysaga kizarolag friss inokulum hasznalata esetében volt megfeleld.

A szerbtovisr6l szarmazo X03 izolatum nem fertézte meg a GK-70 napraforgofajtanak sem a
sziklevét sem a valodi lomblevelét. Amikor azonban a GK-70 csirandvény fél cm hossza
gyokocskéjét fertoztem egysporangiummal, a fertézést kovetd két hét elteltével a névények 8%-an
észleltem gyenge sporulacidt. Az igy nyert tiszta tenyészet a késObbiekben WSI-fertézéssel

felszaporithatova valt.

4.1.6. Plasmopara egysporangium-vonalak virulencia-fenotipusai

A szerbtovisrdl szarmazo XO03 izolatum és ennek X/21 jelii egysporangium-tenyészete a
szokasos differencialo tesztben egyarant sziklevélre korlatozodd (CLI-tipust) 717 virulencia-
karaktert mutatott (14. tablazat). A fert6zés a sziklevél folotti valodi szovetekre nem terjedt tovabb
egyik differencial6é vonal esetében sem, tovabba szisztemikus tiinetre utald lomblevélklorozis sem
volt megfigyelhet6. Heveny, sziklevélen kialakuld sporulaciot kdvetden a csirandvények gyakorta
elhaltak.

14. tablazat. Xanthium strumariumrél szarmazé XO03 izolatum ¢és X/21 klonjanak

virulenciakaraktere differencialé napraforgovonal sziklevelein megfigyelheté CLI  %-0S

fertdzottsége.
Differenciald vonal
izolatum HA- RHA RHA HAR- HAR- HA-
304 265 274 DM-2- PM17 8031 5 335
X03 80 80 100 100 0 10 90 100 80
X/21 100 66 100 100 30° 622 100 100 100

% gyenge sporulacio
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15. tablazat. Napraforgorol szarmazo izolatumok egysporangium-vonalainak virulenciakaraktere

differencial6 soron.

Differencialo vonal

Izolatum GK-70* RHA265 RHA274 DM-2 PMI7?® 803-1° HAR-4 HAR-5 HA-335 pt’

Bi02/A4 10/15 0/15 0/15 0/15 0/15 na 0/10 0/10 0/10 100
Bi02/B2 15/15 0/15 0/15 0/15 0/15 na 0/15 0/10 0/15 100
Bi02/B6 15/15 0/15 0/15 0/10 0/10 0/3 0/10 0/10 0/10 100
Bi02/C2 15/15 1/15 0/15 0/15 0/10 na 0/10 0/10 0/10 100
Bi07/C7 15/15 3/15 0/15 0/15 0/10 na 0/10 0/10 0/10 300
911/C11 15/15 3/15 0/15 0/15 0/10 na 0/13 0/10 0/10 300
911/C12 12/15 0/10 0/10 0/10 0/10 3/10 0/10 0/10 0/10 100
911/D9 8/25 15/20 22/22 23/23 1/23 0/15 0/25 0/25 0/25 710
911/D12 15/15 7/10 0/10 13/15 4/15 (cL) na 0/10 0/10 0/10 310
98/A22 7/14 11/11 15/15 0/15 0/13 0/14 0/15 0/15 0/15 700
130/B1 8/25 212 10/10 16/16 9/11 (cL 0/10 0/15 0/15 0/15 710
130/B15 7/15 13/13 16/16 0/15 0/15 0/15 0/15 0/15 0/15 700
130/B3 14/16 15/15 10/10 0/15 0/15 0/15 0/15 0/15 0/15 700
130/A21 15/16 15/15 15/17 0/15 0/15 0/15 0/15 0/15 0/15 700
130/B20 21/25 23/23 23/23 4124 0/4 3/19 0/22 0/25 0/18 700
130/F15 15/15 13/13 16/16 0/15 0/15 0/15 0/13 0/12 0/15 700
101/C1 25/25 25/25 25/25 25/25 25/25 0/25 0/25 1/25 0/25 730
101/C13 41/50 39/40 15/15 10/10 10/10 (cLy  10/15(cLl) na na na 710
101/B23 21/22 15/15 15/15 1/16 0/3 0/8 0/16 0/15 0/16 700
129 10/20 6/6 8/8 17/17 7/12 8/10 (cLy  0/15 0/15 0/15 730
145/B7 10/0 37 8/16 0/16 0/10 0/8 0/16 0/8 0/6 700
145/C9 18/18 17/17 15/15 16/16 2/4 0/8 0/18 0/18 0/20 710
145/C15 20/20 212 3/3 13/15 5/10 (cLr) 0/12 0/12 0/15 0/15 710
145/C19 5/9 10/14 5/13 1/16 0/12 0/8 0/16 0/8 0/7 700
145/C20 9/10 13/13 17/17 7/14 1/8 0/8 0/12 0/12 0/7 710
29-13/G3 4/8 4/10 4/12 0/16 0/10 0/9 0/13 0/12 0/7 700
29-13/G23 | 6/6 9/9 12/12 10/15 4/6 0/8 0/15 0/15 0/15 730
29-13/G24 | 8/8 12/16 16/16 0/16 0/12 0/6 0/10 0/9 0/8 700
29-13/F2 717 8/8 10/10 0/12 0/15 0/8 0/5 0/10 0/5 700
29-13/F3 2/24 15/26 25/25 3/25 0/16 2/17(cLy  0/24 0/26 1/19 (cLn | 700
29-13/F15 | 6/8 6/8 8/8 1/13 0/10 0/9 0/10 0/13 0/8 700
29-13/F16 | 7/20 9/20 25/25 3/24 2124 0/16 0/25 0/25 0/13 700
29-13/F20 | 3/8 5/10 6/8 0/15 0/15 0/6 10/0 0/15 0/8 700
29-13/F23 | 16/40 9/25 22/25 9/25 0/24 0/22 0/25 0/26 0/17 710
61/B6 10/10 15/15 0/12 12/12 6/6 0/7 0/6 0/9 0/10 330
61/B11 7/13 14/16 0/16 12/13 8/8 0/8 0/8 0/9 0/11 330
61/C4 9/9 17/17 0/11 12/12 717 0/8 0/8 0/9 0/11 330
61/C9 13/13 13/13 0/12 13/13 4/4 0/8 0/8 0/7 0/12 330
61/C10 6/11 14/14 12/12 10/11 5/6 0/8 0/8 0/10 0/9 730
61/D7 50/50 27/30 0/30 10/10 16/16 0/15 0/17 0/18 0/20 330
61/D10 15/15 13/13 14/14 12/12 4/5 0/9 0/7 0/9 0/11 730
114/A10 9/9 13/16 0/14 10/10 4/5 0/8 0/8 0/8 0/10 330
114/C8 11/11 11/12 0/11 14/15 2/4 0/5 0/7 0/7 0/10 330
I/6a 12/13 14/14 16/16 0/16 0/11 0/17 0/15 0/13 0/16 700
11/3a 14/15 11/11 18/18 18/19 3/16 0/19 0/15 0/15 0/18 710
01/A2 12/15 15/17 17/17 0/17 0/18 0/16 0/15 0/15 0/18 700

% fertdzott/osszes novény, : CLI, sziklevélre korlatozodo fertdzés, ©: nem tesztelt, % patotipus
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A napraforgordl szarmazo, hazai gytjtésti 100, 330, 700, 710 és 730-as virulencia-fenotipusba
tartozo tiz izolatum egysporangium-vonalai kozott a sziildi, azaz a kiindulasi virulenciakarakter
mellett eltérd tipusok is megjelentek (15. tablazat), azaz a szantofoldi mintak virulencia-osszetétel
szempontjabol szegregalddtak. S6t kimutathatd volt kozottiik hazai szant6foldi mintak elemzésekor

eddig még nem izolalt virulencia-fenotipusok, mint példaul a 300-as és a 310-es tipus.

4.2. Molekularis genetikai vizsgalati médszerek

4.2.1. RAPD-analizis

A vizsgalat sordn hasznalt 66 primer koziil 43-mal kaptam terméket. Ezek koziil 16 primer
(UBC 103, 105, 701, 702, 703, 706, 711, 712, 715, 719, 722, 723, 726, 729, 730, 732) adott
polimorf mintazatot a kivalasztott hazai 6t patotipust képviseld P. halstedii izolatummal (7. abra). A
statisztikai értékelést 55 termék alapjan végeztem. A hazai 10, patotipusonként 2-2 izolatum RAPD-
eredményeinek multidimenziés értékelése négy csoport elkiilonitésére adott lehetOséget. Az elsd
csoportba tartozé izolatumok kozott megtalalhato volt a 100-as, eredeti eurdpai patotipus
kivételével mindegyik hazankban eléforduld virulenciatipust képviseld izoldtum, nevezetesen a 330,
700, 710 és 730. A masodik csoportba tartozé izolatumok a 100-as és a 700-as patotipust
képviselték, mig a harmadik csoport a 330-as ¢és 730-as izolatumot tartalmazta. Egy negyedik,

kiilonalld csoportot alkotott a 100-as patotipust képviseld, 2001-ben izolalt minta (8. abra).
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1700bp—>

8050p—>

7. abra. P. halstedii izolatumok UBC 706 primerrel kapott RAPD-mintazata. M: molekulatomeg-
marker A-pst, mintasorrend 1-5-ig: Bi02, 130, 145, 101, 61; a nyilak specifikus termékekre mutatnak.

Egyedi kiilonbségek

1.0

0,0

2. dimenzio

15 4
20 15 -1 -3 0,0 Iz 1,0 16 2,0

1. dimenzié

8. abra. Az ot patotipust reprezentaléo tiz hazai P. halstedii izolatum RAPD-mintizatanak
Multidimensional MDS (MultiDimensional Scaling) analizise SPSS (Statistical Package for Social
Sciences) statisztikai programmal.
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4.2.2. iISSR-vizsgalat

Az iISSR-modszerrel mindharom gazdandvényrol, napraforgérol, szerbtovisrdl illetve H. x
laetiflorusrol szarmazé izolatumok esetében is jol reprodukalhaté mintazatot kaptam (9. abra). Az
altalam tesztelt kilenc inditoészekvencia koziil 6t6t hasznaltam fel a vizsgalatokhoz: (CAC)4RC, T3B,
(GAG)4RC, (GT);YG és (GTG)s, mivel az M13 és a (GTC)s primerek rosszul értékelhetd,
elmos6dd terméket adtak. A (GATA) 4, és (CT)gT primerekkel pedig egyaltalan nem kaptam
terméket. Az izoldtumok kozotti genetikai tavolsag értékelését Osszességében 116 PCR-termék
megléte vagy hidnya alapjan végeztem. A mintazat értékelésekor figyelembe vett termékek koziil
mindossze tizenegyet lehetett mindegyik mintaban azonositani.

Nagyfoku, 0,6 feletti genetikai tavolsagot tapasztaltam a napraforgo, illetve a szerbtovis
gazdanovényr6l szarmazod izolatumok kozott (10. abra). A szerbtdvisrdl izolalt X03 és annak
egysporangium-klonja, az X/21 teljesen elkiiloniilt a tobbi vizsgalt izolatumtél magas
megbizhatdsagi szinten, 100-as bootstrap érték mellett. Viszont a szerbtovisrdl izolalt X04-es minta
ISSR-mintazata a napraforgorol szarmazé izolatumokhoz hasonlitott. A Helianthus x laetiflorusrol
szarmazo izolatum mintdzata bar kozelebb allt a napraforgorol szarmazo izolatumokhoz, mint a
szerbtovisrdl szarmazo X03 minta, mégis maximalis bootstrap érték mellett, nagy megbizhatosaggal
elkiiloniilt a termesztett napraforgorol gytijtott izolatumok altal alkotott csoporttol.

A napraforgérdl szarmazd izoldtumok kozott maximalis bootstrap értékekkel két csoport
kiilontlt el 0,25 genetikai tavolsagot mutatva. Az egyik csoport minddssze harom mintat
tartalmazott, a Bi02/B6, a 130/A21 és az IN/E22 izolatumokat. A csoportot alkotdo két
magyarorszagi és egy francia izolatum mindegyike eltéré virulencia-fenotipust képviselt: 100, 700
¢s 703. A harom izolatumot alkoto csoport elkiiloniilését a T3B primerrel kimutathato specifikus
mintazat okozta, mig a t6bbi inditd szekvencia esetében a két csoport kozotti kiilonbség nem
mutatkozott ennyire latvanyosan. A vizsgalatban szerepel6 tobbi 22 minta egy (az X04-es minta)
kivételével szintén mind napraforgordl szarmazott. A 22 minta kozott 0-5%-os genetikai tavolsag
volt kimutathatd gyenge, 50 alatti bootstrap érték mellett. A legtdbb izolatumot tartalmazo,
alacsony variabilitast mutatd csoport Kkiilonb6zé foldrajzi  eredeti, valamint patotipusi,
metalaxilérzékeny és -tolerans mintdkat egyarant tartalmazott. Bar a napraforgordl szarmazo
izolatumok ko6zott azonosithatd volt egy-egy izolatumra jellemz6 egyedi mintdzat, a modszerrel
kapott valtozékonysagot mégsem lehetett patotipussal dsszefiiggésbe hozni. A vizsgalt tiz patotipus

esetében virulencia-fenotipusra utalé marker nem volt kimutathato.
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1000 bp

750 bp

500 bp

250 bp

M 1 2 3 4 5 M

9. abra. iSSR médszerrel, (GTG)s primer alkalmazasaval kapott PCR-termékek agarozgél-
elektrofozésise. M: molekulatomeg-marker, mintak sorrendje 1-5 -ig: LAE (H. x laetiflorusrél);

IN/E22, BL/A16 (H. annuusrél); X03, X/21 (X. strumariumrél); a nyilak specifikus termékekre
mutatnak.

0é 0.5 0.4 0.3 0z 01

34, BL/Alé
#18
#27
84_{ 145/C9
Sch/sn
57 237423
21| ' GEB12
Holz
Fra2s
EEEBI13
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_{ GGrA20
LEAlz
o0, InB5z
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39~ 61/D7
Fra23

1|j|j|7 74 911/ES
4E 16/4l4

‘ 211/Glé

75 Bib}/Bo
‘{ 96E 1307421
IN/E22

LAE

100 ——— X023
[ ] |

100

10. abra. Dendrogram eltéré gazdanovényrél szarmazo Plasmopara-izolatumok iSSR-mintazata
alapjan, neighbour-joining médszerrel képzett, UPGMA analizissel kalkulalt genetikai tavolsaga. A
dendrogram elagazasanak megbizhatosagat 100 ismétlésben kalkulalt bootstrap érték mutatja.
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crer

Az ITS-régiora tervezett PCR egy kb. 2600 bp hosszusagu szekvenciat eredményezett, amit
két kisebb méretli, a gélen halvanyan kivehetd melléktermék kisért. A kérdéses fragmentum
bazissorrendjének meghatarozasahoz a tesztelt négy restrikcids enzim koziil az ECORI enzim két
kozel azonos, 1,4 kilobazis, valamint 1,2 kilobazis méretii darabra hasitotta az ITS-régiot, melyek
igy mar megfelel6 méretiinek tlintek a szekvencia kiolvasasara. A két fragmentum PCR-rel torténd
szelektiv felszaporitasa megmutatta, hogy a révidebb, 1,2 kilobazis hosszu szakasz tartalmazta az
ITS1-régiot, a hosszabb, 1,4 kilobazis hossziusagi pedig az ITS2-régiét. A bazissorrend
megismerése ismétlodé régiok jelenlétére vilagitott ra az ITS2-régioban (11. abra). A két
fragmentum szekvencigjanak megismerését kovetéen, az ismétlddést nem tartalmazod régidba
tervezett athidald ITS-FFL primer segitségével Ossze lehetett illeszteni a teljes ITS-szekvenciat. A
Plasmopara halstedii teljes ITS-régioja 2587 bp hosszisaginak bizonyult. A szekvencia NCBI
GenBank adatbazis kodja: AY773346.

crer

megallapithato, hogy a napraforgd-peronoszpora ITS1-régidja 217 bp hosszl, ezt koveti a 158 bp
hosszu konzervativ 5,8 rDNS régio, majd ezt kovetden egy 2212 bp hosszusagh ITS2-régio
talalhatd a nagy riboszomalis alegység (LSU) elétt (2559-2594 bp). A kapott szakaszok eltérd

szintli homologiat mutattak a rokon szervezetek megfelel6 szakaszaival 6sszehasonlitva (11. abra).

1 139 188 347 412 495 714 1037 1076 1399 1434 1757 1792 2115 2318 2559

a bb58 c¢d e r1 s1 re s2 r3 s3 r4 e f 28S

srer

a, ITS1 variabilis része; b, ITS1 konzervativ része; 5.8S, 5.8S riboszomalis alegységet kodolé régio; c,
ITS-2 konzervativ része; d, ITS-2; e, ITS-2 azon része, amely nem talalhaté meg Phytophthora- és mas
ismert Peronospora-fajokban; rl - r4 ismétlédo szakaszok; s1- s3 az ismétléseket elvalaszto elemek; f,
ITS-2 variabilis része; 28S, a nagy riboszomalis alegység (LSU) kezdeti régidja. A szamok a régiokat
hatarolé bazisokat jelolik (Thines et al., 2005).
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A P. halstedii ITS-szekvencigjara jellemz6, hogy az a konzervativ szakaszok kozelében (b, c,
f) magasabb szintli homoldgiat mutat a rokon szervezetek homolog régioival, mig ezektdl a
szakaszoktol tavolodva (a, €) a valtozékonysag né. Az ITS2-régié tartalmaz egy olyan 1822 bp
hosszusagli inszercidot, ami az adatbazisban megtalalhatd ITS-szekvencidkkal nem mutat
hasonlosagot. Ez az 1822 bp-os régid tartalmaz négy, egyenként 322 bp hosszasagu (rl-r4)
ismétl6do szakaszt, melyet harom 34-38 bp hosszisagu (s1-s3) szakasz kot 0ssze. Az ismétlodések
87%-91%-ban hasonlitanak egymasra. Az ismétlések kozotti hasonlosag azonban nem fiigg dssze
azok fizikai helyével, hiszen a legnagyobb hasonlosadg az elsé és a harmadik szakasz ko6zott
talalhat6, mig a legkisebb hasonlosag az egymds mellett elhelyezkedd harmadik és negyedik,
valamint az egymastol legnagyobb fizikai tavolsagra levé elsé és negyedik ismétlodés kozott van
(16. tablazat). A szekvenciaazonositas soran felhasznalt ECORI hasitohely a masodik ismétl6dd

szakaszban volt megtalalhato.

szazalékos mértéke.

Repetitiv elemek %-os hasonlosaga
rl r2 r3 r4

rl -

r2 90.2 -

r3 91.3 894 -

r4 88.3 874 883 -

Repetitiv elemek

crer

crcr

mutatkozott. A két ITS-szekvencia restrikcids enzimekkel tortént Osszehasonlitasakor eltérést
tapasztaltam az EcoRI, Hindlll, Avalll, Hinfl és Hin6l enzimekkel kapott termékek szamaban ¢és

restrikcios mintazatban, melyet a 17. tablazat foglal ssze.
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17. tablazat. Plasmopara sp. (X03) és P. halstedii (IN/E22) ITS-régio restrikcids szakaszainak
RFLP-vizsgalata tizenegyféle restrikcids enzimmel. A restrikcios szakaszokat méret alapjan agardz-

gélelektroforézissel valasztottam szét.

restrikcios szakaszok szama
Izolatum EcoRl BamHI Hindlll Avalll Hinfl Hin6l EcoRV Mbil Pstl Smal Cfri3l
X03 0 0 6 5 6 4 0 0 0 0 0
IN/E22 1 0 1 0 5 1 0 0 0 0 0

ITS szekvencia-meghatarozasa és jellemzése

Az XO03 izolatum esetében az ITS felszaporitisa 3225 bazis hosszisagu terméket
eredményezett, amit DQ993167 kod alatt elhelyeztem az NCBI GenBank adatbazisban. A
szekvenciaanalizis megmutatta, hogy az 1TS1-régio (1-218 bazis) 92,7%-ban hasonlé a P. halstedii
napraforgérdl szarmazo izolatumaihoz. A konzervativ 5,8S régié (219-374 bazis) 100%-ban
megegyezett a két mintdban. Az ITS2-régié kezdeti 76 bazisa (375-450 bazis) 92,1%-0S
hasonldsagot mutatott a két minta kozott. Maga az 1TS2-régid 2815 bazis hosszsagu volt. Az ITS2
extrém hosszsagat a 375 és 3190 bazis kozott elhelyezkeddé mintegy 2010 bazis hosszusagu
inszercio okozta (12. abra). Az ITS2-régio 6t teljes, kb. 350 bazis hosszisagli és egy fél repetitiv
elemet tartalmaz, melyek egymashoz 76,2-98,9%-ban hasonlitanak (18. tablazat). Az X03 izolatum
esetében azonositott inszercio eltért a Plasmopara halstediinél azonositott ismétlédésektol. A
kétféle gazdandvényrdl szdrmazd minta kiilonbozott egymastol a repetitiv elemek szekvencidja és

struktardja alapjan egyarant.

1 218 374 450 884 1224 1265 16031618 1779 2138 2178 2517 2555 2894 3190

5,88 r I ry I3 Ty Iy

ITS-1 ITS-2

12. abra. Plasmopara sp. (X03 izolatum) 1TS1-5,8S-1TS2 régioja. A szinkodolas a P. halstediihez
viszonyitott hasonlosagra utal: fekete: 100%-os hasonlésag, sziirke: 92% feletti hasonlésag, pontozas:
80%-alatti hasonlosag. A fehér régio a repetitiv szakaszokat jeloli (r1-5 és rh), a szamok a
régiohatarokat jelolik.
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18. tablazat. Az XO03 izolatum ITS2-szakaszan talalhatdo ismétl6dé szakaszok egymashoz

viszonyitott szdzalé¢kos hasonlosaga.

Repetitiv elemek %-o0s hasonlosaga
rl r2 r3 r4 r5
rl -
r2 86,2 -
r3 85,0 76,2 -
r4 97,6 844 838 -
r5 98,2 85,0 83,8 988 -

Repetitiv elemek

Rokon fajokkal 6sszehasonlitva az ITS-régié 610 bazis hosszisagu konzervativ szakaszat, a
Jukes-Cantor modszerrel készitett Minimum Evolution (Rzhetsky és Nei, 1993) filogenetikai

vizsgalat alapjan az X03 izolatum a P. halstedii fajjal monofiletikus leszarmazasunak mutatkozott

(13. ébra).

Flasmapara angustiterminalis

100

51 FPlasmapara halstedii

Flasmapara obducens

Flasmopara viticola

Plasmoverna pygmaea

Ehytaphthara infestans
0.1 Substitutions/site

13. abra. Plasmopara fajok 1TS1-58S-1TS2 régiéja 610 bp hosszii konzervativ régiojanak
filogenetikai analizise Jukes-Cantor tavolsagra készitett Minimum Evolution modellel. A 100 ismétlés
alapjan meghatarozott bootstrap értékek az elagazasoknal lathatoak.
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LSU-szekvencia meghatarozasa

Az X03 izolatum genomi nagy riboszomalis alegységének D1/D2/D3 régidja az Oomycetes-
specifikus szervezetekre specifikus inditdoszekvenciakkal felszaporithatd volt, és a vart 700 bp
hosszusagl terméket adta. A PCR-terméket a gélbdl visszaizolalva direkt modon fel lehetett
hasznalni a bazissorrend meghatarozasara az univerzalis NL1 és NL4 primerekkel. A termék

szekvenciaja DQ457006 kod alatt lett elhelyezve a GenBank adatbazisban.

4.2.5. LTR-retrotranszpozon izolalasa P. halstediib6l

A reverz transzkriptazbol szarmaztatott degeneralt primerparral kapott PCR-termékek koziil
hat szekvencia bazissorrendjét hataroztam meg (19. tablazat). Ezek koziil kett6, az RT 6 és RT 9-
es klon hasonlitott egymashoz, valamint fehérjeszinten hasonldésagot mutatott a GenBank
adatbazisban talalhatdo Phytophthora infestans reverz transzkriptaz génjének szekvenciajaval. Az
RT 3 és RT 5 klon bar egyméashoz nem hasonlitott, mégis mindkettd homologidt mutatott az
adatbazisban fellelhet6 P. infestans és Phytophthora parasitica megfelel6 szakaszaival, az RT 2 és
RT 4 klon viszont nem mutatott szamottevé homoldgiat egyik GenBank adatbazisban talalhatéd

szekvenciaval sem.

19. tablazat. Reverz traszkriptaz (RT) génre tervezett degeneralt primerparral (Flavell et al., 1992)
a P. halstedii, Bi02/B6 izolatumaval kapott PCR-termékek jellemzése.

RT klén  hossza RT 5’ vég RT 3’ vég Blastx homologia®
RT 9 260bp actgcgttcttacacgg agcatgtcgtcaacgta RT; P. infestans
RT 6 260bp acggctttcctccacgg aacatatcatccacgta RT; P. infestans
RT 2 209bp acggcgttcctccatgg aacatgtcatctacata nincs

RT 3 237bp acggcttttctgcatgg aacatgtcgtcaacata RT; P. parasitica
RT 4 322bp acggctttcttgcacgg aatgtatctctgctata nincs

RT 5 239bp accgctttcttccacgg aacatgtcatcgacata RT; P. infestans

crer

adatbazisban talalhat6 adatok alapjan.
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crer

¢s a kifelé mutatod primerpar terméke két, kozel azonos terméket eredményezett, a 32 _a (397 bp) €s
32_b (435 bp) szakaszokat (14. abra, E). A kapott terméken kifelé mutatd nested (RT33 és RT34) és
Msel-primerrel harom szekvenciat kaptam (14. abra, F). Ezek koziil ketté hasonld méretii volt (518,
ill. 557 bazis), mig a harmadik szekvencia rovidebb, csak 330 bazis hossziisagh volt, bar a k6zos
szakaszon beliil nagy hasonldsagot mutatott mindharom szekvencia egymassal. Az ujabb (RT35 és
RT36) nested primerparral kapott 717 bazis hossziisagu szekvencia (14. abra, G) 400 bazis utan
nem mutatott homologiat rokon szakaszokkal, igy feltehetéleg a szakasz tovabbi, nem homolog
része a 3’ LTR-régioba esett. Az LTR-régio eldtt 9 bazis hosszasagh (5° GAGGGGAAG), un.
polipurin track régié volt azonosithatd, amit egy TAT-szekvencia kovetett. Az LTR-régio elsé két
bazisa mas ismert LTR-szakaszokhoz hasonléan a TG-motivumot tartalmazta, mig a 708-as
bazisnal az LTR-régi6 végét jelzd CA-szekvenciat lehetett azonositani. A feltételezett LTR-régio
298 bazis hosszusaginak bizonyult.

Az 5’ régid iranyaba tervezett RTS51 és EcoRI adapterprimerrel kapott kb. 500 bazis
hosszisagi PCR-terméket nem tudtam a nested RT52 primerrel felszaporitani, bar az RT51-gyel
kapott termék blastx-keresés alapjan szintén Ty-copia tipusu gag-pol poliprotein szekvenciaval
mutatott hasonlosagot, azonban az altalam izolalt RT-szekvenciakkal mégsem lehetett
Osszeilleszteni. Ezért egy plusz bazissal hosszabb, j primert terveztem (RT514j). Az igy kapott
terméket mar fel tudtam szaporitani az RT52 primerrel nested modon. A kapott termék (kb 1000
bazis) szekvenciaja illeszkedett a primer tervezéshez hasznalt RT9-es fragmentumhoz és a blastx
homologiakeresés hasonldésagot mutatott ki Tyl-copia tipusu gag-pol poliproteinszekvenciaval (14.
abra, D). Az 5> LTR-régié megismeréséhez RT53 és RT54 primerekkel és Msel adapterrel ellatott
templattal kapott 409, illetve 381 bp hosszisagu szekvencia (14. abra, C) alkalmas volt az RT55 és
RT56 primerek tervezésére. Az igy kapott 513 bp hosszusagl szekvencia (14. abra, B) alapjan
tervezett RT57 és RTS8 primerparral a 3’ LTR-régioba tervezett primerrel kombinalva, genomi
DNS-t hasznalva megkaptam a hianyzo részt az 5° LTR-régioig (14. abra, A). A retrotranszpozon 5’
¢s 3’ végein taldlhatd LTR-régiok nagyfoku hasonlosdgot mutattak egymassal. A szekvenalassal
meghatarozott szakaszok bazissorrendjét a GenBank adatbazisban helyeztem el, melynek adatait a

20. tablazat tartalmazza.
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14, abra. P. halstedii LTR-retrotranszpozon szerkezeti felépitése és a megismeréséhez szekvenalt
szakaszok relativ elhelyezkedése A-t6l G-ig.

20. tablazat. A Plasmopara halstedii genomi nukleinsavanak felhasznalasaval, kromoszomasétalas
modszerével meghatarozott LTR-tipust retrotranszpozon-szakaszainak hossza és NCBI GenBank

adatbazisbeli kodja.

Régi6  Szakasz  Hossz (bazis) GenBank kod

A 58 1473 FJ647568
B 56 513 FJ647567
C 541 381 FJ647566
54_5 409 FJ647565
D 52_11 964 FJ647564
51_16 482 FJ647563
51_15 470 FJ647562
51.5 483 FJ647561
51_3 478 FJ647560
RT RT_9 240 FJ647574
RT_6 260 FJ647573
RT_5 258 FJ647572
RT_4 322 FJ647571
RT_3 237 FJ647570
RT_2 209 FJ647569
E 32_A 397 FJ647554
32_B 435 FJ647555
F 34 7 330 FJ647558
34_6 518 FJ647557
34 5 557 FJ647556
G 36LTR 717 FJ647559
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4.2.6. P. halstedii S-SAP-analizise

A fajspecifikus LTR-régiora illeszkedé 5° és 3 iranyba tervezett S-SAP primerek, az
LTR 5PLH (Cy5 TCGTATTGGACATACTGGCGATCTT), illetve az LTR 3PLH (Cy5
CTTAGAGGTAGCAACTAGATTGTGAA) segitségével kivitelezhetdveé valt a retrotranszpozon alapu
variabilitasvizsgalat a P. halstedii esetében. Ez a proba tiznél kevesebb, atlagosan nyolc terméket
adott a vizsgalt mintdk korében. A probaval kapott termékek mérete 50 és 300 bazis kozott valtozott.

A filogenetikai vizsgalathoz tiz termék meglétét vagy hianyat vettem figyelembe (15. abra).

O NM< O ON~NOVDOOANMNMTLOMN~OOWODO
ANMNMTDO~NOO g g deuddudumadAdNcNNNAdNGN QO

15. abra. P. halstedii Mse+0 és LTR_5PLH primerek kombinaciéjaval kapott S-SAP-mintazata.
Mintak:1-15, 16-30, M: Marker. Az egyes mintak kédja a 16. abran van feltiintetve, ahol a sorszam
zardjelben szerepel az izolatum kédja mogott. A molekulatomeg-marker (M) 50, 100, 150, 200 bazis
méretii.

A retrotranszpozonok inszercids polimorfizmusanak kovetkeztében alcsoportok elkiiloniilése

figyelheté meg a populacion beliil az S-SAP-moédszerrel (16. abra). A legnépesebb csoportot alkotd

71



magyar, német, francia és amerikai eredetii izolatumok: 61/D7, 911/E10, 911/G16, GE/B12, Holz,
BL/A16, #18, #27, 23/A23, F/A23 mintazata hasonlitott a legjobban egymasra. A retrotranszpozon
alapti S-SAP-mdédszer tobbek kozott szantofoldi izoldtumhoz kothetd specifikus mintézatot adott a
GG izolatum minkét vizsgalt egysporangium-tenyészete, a GG/A20 és a GG/B8 esetében. Hasonld
jelenség volt megfigyelhetd a vizsgalt IN (IN/B5z és IN/E22), SCH (SCH/A6 ¢és SCH/A22) KE
(KE/B11 és KE/B13) izolatumok esetében is.

A Xanthium (X03 ¢és X/21) és H. x laetiflorus (LAE) gazdanovényekrdl szarmazo izolatumok
szintén tartalmaztak a vizsgalt retrotranszpozont, de gazdanovényeik alapjan elkiiloniiltek a tobbi,

napraforgordl szarmazoé izolatumok csoportjatol (16. abra).

04 0.3 0.2 0.1

UN/BY (22)
F/A23 (24)
"18(17)
GEB12(21)
Holz (10)
16/414 (12)
36| Fra25(13)
"27 (16)
61/D7 (27)
911/E10 (29)
911/G16 (20)
BL/ALG (4)
23/423 (5)
=g, N/B5z (26)
130/421 (14)
16 M/E22 (15)
| LE/Alz (6)
46| BiD2/A6 (20)
GG/BS (1)
GG/AZ0 (3)
0] ——— BL/AA1(11)
EEEB11 (25)
47| SCH/A22 (28)
— X04 (7)
145/C9 (18)
SCH/AG (19)
EE/B13(23)
91, X03 (8)
1321 )
LAF (2)

| i

e
e

16. abra. P. halstedii 30 izolatumaval végzett S-SAP-vizsgilat alapjan kalkulalt dendrogram
neighbour-joining modszerrel és UPGMA analizissel, Treeconw programmal megjelenitve. A
zaréjelben megadott szamok a 15. abran talalhaté mintasorrendre utalnak.
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4.2.7. 1zoenzimvizsgalat CAE-vel

A CAE-vizsgalatok kivitelezéséhez elegendd 0sszesen 25 mg minta. Reakcionként mintegy
30-100 pg sporangium és sporangiumtartd kivonatara volt sziikség az enzimaktivitas kimutatashoz.
Az enzimek elvalasztasahoz sziikséges futasidé 20—40 perc kozott valtozott. A vizsgalt 16 izoenzim
aktivitas alapjan négy csoportba volt sorolhaté: nem festédé (NF), gyenge jelet adé (Gy), nem
reprodukalhatd (NR) és végiil, az erésen festédé (E). Az enzimek festddési jellemzoit a 21. tablazat

foglalja Ossze.

21. tablazat. A vizsgalt enzimrendszerek enzimkodexbeli (EC) szama, az elvalasztashoz hasznalt

futtatd puffer, az elvalasztasi id6 és az enzimfestddés jellemzése.

Enzim rovidités EC szam Puffer Futdsidé  Szignal aktivitas®
APH 3.1.3.2 TG 25p E
ADH 1111 TG 20p Gy
ALP 3.13.1 CAAMP 25p NF
GPI 5319 TG 30p NR
GDH (NAD) 1412 TG 20p Gy
GDH (NADP) 1414 TG 20p Gy
G6PDH 11149 TG 20p E
HEX 2711 TG 20p Gy
IDH 1.1.1.42 CAAMP 40p E
LDH 1.1.1.27 LiOH 20p Gy
LAP 34.111 CAAMP 20p NF
MDH 1.1.1.37 CAAMP 20p E
ME 11140 TG 30p NR
PEP A 3.4.13 TG 20p NR
PEP C 3.4.13 TG 20p NR
PGM 5422 TG 30p E

% Szignal aktivitids és ismételhetdség. E: erds, Gy: gyenge, NF: nem festddik, NR: nem
reprodukalhat6
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Az enzimaktivitas az alkalikus foszfataz (ALP) és a leucin-aminopeptidaz (LAP) izoezimek
esetében nem volt kimutathatd. Az alkohol-dehidrogenaz (ALP), a NAD-fiiggé glutamat-
dehidrogenaz (GDH-NAD), a NADP-fiiggé glutamat-dehidrogendz (GDH-NADP), a hexokinaz
(HEX) és a tejsav-dehidrogendz (LDH) alacsony szintli aktivitdst mutatott. A maleinsav (ME), két
peptidaz (PEPA ¢és PEPC) ¢és a gliikozfoszfat-izomeraz (GPI) festddése nem volt jol reprodukalhato,
mivel a festédés intenzitasa, valamint az enzimek elektroforetikus mobilitasa valtozott az ismétlések
soran.

A vizsgalt izoenzimek koziil ottel kaptunk jol értékelheté eredményeket, ez az almasav-
dehidrogenaz (MDH), az izocitromsav-dehidrogenaz (IDH), a foszfoglikomutaz (PGM), a savas
foszfataz (APH), és a gliikoz-6-foszfat-dehidrogenaz (G6PDH). Harom esetben, a PGM, IDH és az
MDH enzimeknél talaltunk allelikus eltérésekre utald jeleket. A kimutathatd izoenzimlokuszok
alapjan a mintakat négy multilokusz-fenotipusba (MLP-be) lehetett sorolni (22. tablazat). Az 1-es
MLP tartalmazta az izolatumok tobbségét. A 2-es MLP-re jellemz6 mintazatot egy magyar és egy
szerbiai izolatum 2-2 egysporangium-tenyészetébdl szarmazoé izolatum mellett Stodikként egy
németorszagi minta mutatta. A 3-as MLP-be egy izolatum tartozott, mely a H. x laetiflorusrol

szarmazott, mig a 4-es MLP-t a Xanthiumrodl szarmazé X03 izolatum alkotta.

22. tablazat. Plasmopara halstedii izolatumok multilokusz-fenotipusos besorolasa (MLP) izoenzim

genotipus kombinéci6 alapjan.

. Izoenzimgenotipus Mintaszam
MLP IDH MDH-1 MDH-2 PGM
1 100/100 100/100 100/100 100/100 38
2 100/100  100/100  100/100  90/90 5
3 100/100 100/100  80/80 100/100 1
4 116/116  170/170  100/100 77/77 1

AMLP: multilokusz-fenotipus
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. —* 170 (MDH-1)
—* 100 (MDH-2)

¢ ; — 80 (MDH-2)
“—> 100 (MDH-1)

—100
90
77

—» 116

100

17. abra. P. halstedii CAE-vel kimutatott izoenzimmintizata harom enzimreakcio (A-C) bemutatasa
alapjan: A: almasav-dehidrogenaz (MDH) aktivitasa két lokuszban figyelhet6 meg (MDH-1 és MDH-
2), az aktiv enzim relativ mobilitas (RM) értékeit a nyilak mogotti szam jeloli. B: foszfogliikomutaz
(PGM) monomer negyedleges szerkezete homozigéta mintikra utal, ahol RM77, 90 és 100 figyelhet6
meg; C: két alegységbdl allé izocitromsav-dehidrogenaz alléljai IDH) RM100 és 116. Mintasorrend 1-
6-ig: X03 (MLP4), IN/E22 (MLP1), LAE (MLP3), UN/B9 (MLP1), BL/A16 (MLP1), SCH/A6 (MLP2),
zaréjelben a multilokusz-fenotipus (MLP) besorolas szerepel.

MDH. A két lokuszt almasav-dehidrogenaz enzim termékeire eltéré enzimatikus aktivitas jellemzd.
Az intenziven festdd6 lokuszt MDH-1-nek azonositottam, mig a gyengén festéd6t MDH-2-nek.
Mindegyik vizsgalt mintaban két elektroforetikus csik festodott az MDH izoenzim esetében. A
mintdk homozigdtanak bizonyultak (17/a abra, 23. tablazat). Az MDH-1 allélok RM 100 és RM
170, az MDH-2 allélok RM 80 és RM 100-nak bizonyultak. A vizsgalt mintdk kdrében harom
genetikai kombinéciot lehetett azonositani. Az dsszes napraforgordl szdrmazo izolatum, valamint
két Xanthiumrol szarmazo izolatum (X02 és X04) mindkét lokuszra nézve a 100/100 genotipusba
tartozott. Az ével6 Helianthus x laetiflorusrol szarmazo LAE izolatum egyedi genotipust képviselt,
melyet az MDH-1 100/100 és MDH-2 80/80 jellemzett. Egy harmadik genotipust (MDH-1 170/170
¢s MDH-2 100/100) a Xanthiumrol szarmazé X03 izolatum alkotott (23. tablazat).
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PGM. A foszfogliikomutaz enzim egy lokuszban kodolt és monomer szerkezetli, azaz az aktiv
enzim egy alegységbdl all, mégis a fo festddd terméket altalaban egy elmos6do, gyengén festddd
melléktermék kisérte. Az értékelésnél a mellékterméket nem vettem figyelembe. A PGM szintén
polimorfnak mutatkozott, vizsgalataink soran a PGM 100-as, 90-es ¢és 77-es alléljait lehetett
azonositani. Mindegyik vizsgalt minta homozigdotanak bizonyult. Az izolatumok 100/100, 90/90 és
77177 genotipusokat képviselték (17/b abra, 23. tablazat). Az 6sszes Helianthus-fajrél szarmazé
izolatum a 100-as vagy a 90-es allélt tartalmazta. A 90/90—es genotipus magyarorszagi (Bi02/A4,
Bi02/B6), szerbiai (911/C11, 911/C12) és német (LE/A1) izolatumban volt megtalalhatd, melyek
100, 310 és 700-as patotipusba tartoztak. A Xanthiumrél szarmazé X02 és X04 izolatumok a tobbi
napraforgordl szarmazo izolatummal egyiitt a 100/100 genotipusba tartozott. A Xanthiumrol

szarmazo6 X03 izolatum egyediil képviselte a 77/77 genotipust (23. tablazat).

IDH. A dimerikus izocitromsav-dehidrogenaz enzimnek két alléljat lehetett azonositani (100 és
116) homozigéta formaban. Mindegyik izolatumra a 100/100-as genotipus volt jellemz6 az X03-as
izolatumot kivéve, ami 116/116 genotipust mutatott (17/c abra, 23. tablazat).

APH és G6PDH. A savas foszfatdz és a gliikoz-6-foszfat-dehidrogendz enzim mindegyik

izolatumnal monomorfnak bizonyult az X03 kivételével. Az APH kettd, a G6PDH pedig hdrom

csikot mutatva festddott. Az X03 minta gyengén fest6do, elmosodo jelet adott mindkét enzimmel.
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23. tablazat. Az izoenzimvizsgalat soran felhasznalt P. halstedii izolatumok jellemzése és

multilokusz-fenotipus (MLP) besorolasa

Izolatum | Minta Virulencia-

kodja tipus® Gazdanovény ”  Gylijtés helye  Ev° Forras’  fenotipus®  MLP'
911/C11 | SSL HA Szerbia 1995 1 700 2
911/C12 | SSL HA Szerbia 1995 1 100 2
Bi02/A4 SSL HA Magyarorszag 2000 1 100 2
Bi02/B6 SSL HA Magyarorszag 2000 1 100 2
98/A22 SSL HA Magyarorszag 1991 1 700 1
130/A21 | SSL HA Magyarorszag 1991 1 700 1
130/B15 | SSL HA Magyarorszag 1993 1 700 1
130/B20 SSL HA Magyarorszag 1993 1 700 1
29-13/F3 | SSL HA Magyarorszag 1998 1 700 1
145/C9 SSL HA Magyarorszag 1994 1 710 1
145/C15 SSL HA Magyarorszag 1994 1 710 1
01/A2 Fl HA Magyarorszag 2001 1 710 1
129 Fl HA Magyarorszag 1991 1 730 1
101/C1 SSL HA Magyarorszag 1992 1 730 1
114/A10 SSL HA Magyarorszag 1998 1 330 1
61/D7 SSL HA Magyarorszag 1989 1 330 1
X02 Fl XS Magyarorszag 2002 1 710 1
X03 Fl XS Magyarorszag 2003 1 (717) CLI 4
X04 Fl XS Magyarorszag 2004 1 710 1
IN/AT SSL HA Franciaorszag - 2 nt 1
IN/B5 SSL HA Franciaorszag - 2 nt 1
IN/E22 SSL HA Franciaorszag - 2 703 1
16/Al14 SSL HA Franciaorszag - 2 710 1
18 Fl HA Franciaorszag - 2 710 1
23/A23 SSL HA Franciaorszag - 2 730 1
24 Fl HA Franciaorszag - 2 710 1
27 Fl HA Franciaorszag - 2 730 1
BL/A16 SSL HA Franciaorszag - 2 730 1
LE/AL SSL HA Németorszag - 2 310 2
SCH/AG6 SSL HA Németorszag - 2 300 1
SCH/A22 | SSL HA Németorszag - 2 300 1
SCH/B10 | SSL HA Németorszag - 2 300 1
SCH/B18 | SSL HA Németorszag - 2 300 1
SCH/C4 SSL HA Németorszag - 2 300 1
GG/A20 | SSL HA Németorszag - 2 310 1
GG/B8 SSL HA Németorszag - 2 300 1
UN/B4 SSL HA Németorszag - 2 nt 1
UN/B9 SSL HA Németorszag - 2 730 1
KE/B11 SSL HA Németorszag - 2 nt 1
KE/B13 SSL HA Németorszag - 2 nt 1
HOLZ Fl HA Németorszag - 2 730 1
GE/B12 SSL HA Németorszag - 2 710 1
LAE Fl HxL Németorszag - 2 nd 3
FAR/A23 | SSL HA USA - 2 710 1
FAR/A25 | SSL HA USA - 2 730 1

® FL: szant6foldi izolatum, SSL: egysporangium-tenyészet; ® HA: termesztett napraforgo, XS:
szerbtovis, HxL: Helianthus x laetiflorus; © -: nem ismert; ¢ 1: Szent Istvan Egyetem
Novényvédelemtani Tanszék gyilijteménye, 2: Hohenheim Egyetem Botanikai Intézetének
gylijteménye; © nt: nem tesztelt, nd: nem detektalhat; "MLP: multilokusz-fenotipus
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4.3. Uj tudomanyos eredmények

1. Els6ként bizonyitottuk, hogy a napraforgot a P. halstedii Farl. (Berl. et de Toni) mellett a
szerbtovis korokozojaként leirt P. angustiterminalis Novot. is fert6zheti, és azon ivaros és
ivartalan Uton egyarant szaporodik. Masrészt megallapitottuk, hogy a szerbtdvisen mind a

Plasmopara halstedii, mind a P. angustiterminalis egyarant eléfordul.

2. Megallapitottuk, hogy a Plasmopara halstedii egysporangium-tenyészeteinek patotipusa a

szant6foldi izolatumra jellemz6 kiindulasi virulencia-fenotipushoz képest szegregalodtak.

3. Kimutattuk, hogy a Plasmopara halstedii ITS-mérete kdzel 2600 bazis hosszi, melynek oka
az ITS2-régidoban talalhatd tobbszords inszercio. Megallapitottuk, hogy a Plasmopara
angustiterminalis ITS-mérete 3225 bazis, mely a Plasmopara halstediihez hasonléan
szintén az ITS2-régidban tartalmaz inszerciot, azonban ennek bazisosszetétele, valamint

struktiiraja eltér a P. halstediire jellemz6ktol.

4. Elséként mutattuk ki a P. halstediiben Ty-copia tipusu retrotranszpozon elemet, mely LTR-

crer

5. Elsoként vizsgaltuk a P. halstedii izoenzimmintazatat celluloz-acetat-gélelektroforézises
(CAE) modszerrel, ami alapjan négy multilokuszos fenotipuscsoportba soroltuk a mintakat.

A modszerrel a kérokozo nagyfokt homozigétasagat tamasztottuk ala.

6. Elsoként jellemeztiik a szerbtovist fert6z6 Plasmopara angustiterminalis Novot. izolatumot

molekularis genetikai modszerek (ITS, iISSR, 1zoenzim) alkalmazaséaval.

7. Kimutattuk, hogy a szerbtovisrél szarmazé Plasmopara angustiterminalis Novot.
izolatumok a hazai P. halstediivel szemben rezisztens differencialé vonalakat is fertozik,
azok sziklevelén sporulaciora képesek. A kozds gazdandvény lehetdséget teremthet a két faj
kozotti interspecifikus genetikai kolcsonhatasokra, valamint a populaciok diverzitdsanak

bovilésére.
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5. MEGVITATAS

5.1. A vizsgalt Plasmopara-izolatumok fenotipusos valtozékonysaga

5.1.1. Szerbtovisrdl szarmazéd Plasmopara sp. morfologiai jellemzése

A fénymikroszkopos megfigyelések eltérést mutattak ki a napraforgordl és a szerbtovisrol
szarmaz6 izolatumok kozott a sporangiummorfoldogia, a zoosporogenezis ideje és a
sporangiumonként képz6dé rajzosporak szama tekintetében. Novotelnova (1966) szerint a
szerbtovist fert6z6 Plasmopara egy kiilonallo faj, nevezetesen a P. angustiterminalis, melynek
sporangiummeérete 12-27 x 9-18 um, ami viszont joval kisebb az altalunk mérteknél (atlagosan
41,1 £ 7,8 x 27,0 = 4,6 um). Ennek egyik magyardzata a koérokozd nagyfoki morfologiai
valtozatossagaban keresendd, hiszen a sporangium méretét befolyasolja az adott gazdanovény és
annak kondicidja egyarant. A méretet befolyasolja tovabba a sporulalé névényi rész is, a gyokér, a
sziklevél, a hipokotil vagy a lomblevél feliiletén eltéré méretii sporangiumok alakulhatnak ki
(Sackston, 1981a; Sakr et al., 2008). A sporangiumméret valtozatossagara hivja fel a figyelmet
Sackston (1981a), mely alapjan az altalam vizsgalt szerbtovisrél szarmazé izolatumot nem lehet
egyértelmien elkiiloniteni a tobbi P. halstedii mintatol (3. tablazat).

A zoosporogenezis inkubacios ideje P. halstedii esetében 2-3 ora (Viranyi és Oros, 1991;
Spring et al., 1998), ellenben a szerbtovisr6l szarmazo X03 izolatum esetében ez a folyamat 2—3-
szor gyorsabb volt, alig egy orat vett igénybe. A rovid inkubacids id6 az izolatum agresszivitasat,
fokozottabb életképességét jelzi, hiszen rovidebb ideig kell fennallnia a fertézést elinditd specialis
koriilményeknek. Valdszintileg a Xanthiumrdl szarmazd izolatumnal tapasztalt gyors
zoosporogenezis osszefliggésbe hozhato a sporangiumonként kialakulod kevés (atlagosan mindossze
6 db) rajzosporaval; ami kevesebb mint fele, a P. halstediinél hasonl6 koriilmények kozott fejlodo,

atlagosan 15-20 db rajzésporanak (Viranyi és Oros, 1991; Spring et al., 1998).

5.1.2. Szerbtovisrdl szarmazéd Plasmopara sp. gazdanovénykorének vizsgalata

Szerbtovisrdl gyijtott X03 jeli izolatummal csirandvényfertézéses modszert alkalmazva
sikeresen fert6ztiink a GK-70 és a HAR-335 napraforgofajtakat. Az izolatum sporulalt a napraforgd
sziklevélen, a hipokotilon és a gyokéren egyarant. Ez egyértelmiivé tette a korokozo patogenitasat a

napraforgéon. Mivel azonban a fertézés sziklevélre korlatozoddé maradt, vagyis a koérokozé nem
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kolonizalta a masodlagos szoveteket, valamint elmaradt a tipikus levélklordzisos tiinet, a vizsgalt
izolatum feltehetéen nem azonos a napraforgd-peronoszpoéraval, a Plasmopara halstediivel,
alatamasztva Novotelnova (1963) morfologiai bélyegekre és gazdandvényspecificitasra alapozott
véleményét.

Spring et al. (2003) egy Helianthus x laetiflorusrol szarmaz6é Plasmopara-izolatumot
mikroszkopi megfigyelésekkel, keresztfertézéses kisérletekkel, zsirsavosszetétel-vizsgalattal és az
LSU- (large ribosomal subunit) szekvencia elemzésével jellemzett. Ezek alapjan a vizsgalt
izolatumot P. halstedii fajként azonositottak ¢és a 100-as patotipusba soroltak. Ugyanakkor a
virulenciatesztben ez a Helianthus x laetiflorusrdl szarmazé izolatum Iényegi eltérést mutatott a
napraforgordl gyiijtott izolatumoktol. Bar a kérdéses izolatum nem sporuldlt a HA-265, HA-274,
DM-2, HAR-4 és HAR-5 napraforgévonalakon, a kérokozé micéliuma kimutathato volt ezekbdl a
novényekbdl is, s6t a HAR-4 vonal esetében teljes csirandvény-pusztulast is tapasztaltak. A
szerbtovisrél és az éveld Helianthus x laetiflorusrol szarmazo Plasmopara-izolatumok esetében
tehat egyrészt megfigyelhetok a P. halstedii fajkomplexumra jellemzé morfologiai bélyegek,
masrészrél viszont patogenitasban eltérést mutatnak a napraforgérdl szarmazé Plasmopara-
izolatumoktol. Ez a jelenség is példa arra, hogy a gazdanovény-specializacioval kezd6dé
szegregacio soran lejatszodo genetikai folyamatok 1j valtozatok megjelenéséhez, esetleg egy 1j faj

kialakuldsahoz is vezethet.

5.1.3. Szerbtovisrél szarmazo Plasmopara sp. zsirsavmintazata

Spring és Thines (2004) szerint a biotrof petesporas szervezetek esetében a klasszikus
morfologiai és gazdandvénykor-vizsgalatokon tal tovabbi modszerek is sziikségesek a faj
azonositashoz. llyen modszer lehet példaul a zsirsavosszetétel vizsgalata, amelynek segitségével
szerbtovisrél és napraforgordl szarmazéd izolatumok kozott sikertilt kiilonbséget kimutatni a
sztearinsav (C18:0) és olajsav (C18:1) aranyban. Masrészt viszont a P. halstediire jellemz6 magas
eikozapentaenoin-sav (C20:5) arany (Spring et Haas, 2002) mindkét izolatumban kimutathat6 vollt,

ami a két taxon kozeli rokonsagat tdmasztja ala.

5.1.4. Szerbtovisrdl szarmazéd Plasmopara sp. fungicidérzékenysége

A napraforgd peronoszporas megbetegedésével szembeni védelem a rezisztens fajtakra,

valamint a vetdmag metalaxilos csavazasara épiil (Horvath et al., 2005). Az 1;j fajtabejelentéseknél
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eldiras a hazankban talalhat6 6t napraforgdperonoszpora-patotipussal szembeni rezisztencia megléte.
Mivel a szerbtovisrdl szarmazo X03 izolatum sporulalt olyan differencialé vonalakon is, amelyek a
P. halstedii hazai patotipusaival szemben rezisztensként viselkednek, igy a termesztésben 1évo
fajtak rezisztenciatulajdonsaga ezzel az 1j virulencia-fenotipussal szemben nem ismert. A
szerbtovisrdl szarmazo XO03 tipusu izolatumok elleni védekezésben tehat csak a csavazasra lehet
hagyatkozni. Az X03-as izolatum metalaxilérzékenység-vizsgalatat a teljes csiranovény bemartasos
(WSI) modszerrel kellett végezni, mivel a koérokozd nem fertdzte sem a napraforgd valodi
lomblevelét sem a sziklevél korongokat. A metalaxil azonban hatékonyan megvédte a HA-335-s
vonal novényeit a fertdzéstol, sét a metalaxillal kezelt novények hipokotilszoveteiben sem volt
gombaképlet megfigyelhets. Igy feltehetd, hogy ez a 717 CLI virulenciatipus a napraforgd
csdvazasa esetén nem fertézi meg a termesztésben levé napraforgd fold alatti szoveteit. A korai
fertézés megakadalyozasaval, a patogenitasi vizsgalataink alapjan feltételezhetjiik, hogy késébb
masodlagosan mar nem fertézi a napraforgot. Allomanyban igy elkeriilhetd a kétféle Plasmopara-
izolatum egyiittes fertézése, valamint evvel egyiitt az Uj virulenciakombinaciok kialakulasanak
esélye is csokken. Azonban a tablaszegélyeken, illetve utak mentén vagy egyéb kulturak
gyomtarsulasaiban az arvakelésli napraforgd és szerbtovis el6fordulasa lehetéséget teremthet a

tulajdonsagok rekombinaciodjara és egyben felveti a gyomszabalyozas sziikségességét is.

5.1.5. Egysporangium-eléallitas

Az egysporangium-izolalas eredményességét alapvetéen meghatarozza az inokulum kora.
Frissen nyert inokulummal nagyobb hatékonysaggal lehetett egysporangium-vonalakat izolalni.
Mivel idével a sporangiumok ¢letképessége csokkent, ennek lathatd jeleként egyre kevesebb
sporangiumban  fejlédott rajzospora. Az egysporangium-vonal izolalasa mirokapillaris és
mikromanipulator alkalmazasaval nagyobb hatékonysagu (Spring et al., 1998), ami egyben
lehetéséget ad egyetlen rajzospora-tenyészet izolalasara is. Erdekes azonban, hogy még ebben az
esetben is csak mintegy 15%-ban alakul ki fertézés. Ennek egyik oka lehet, hogy a sejtfal nélkiili
rajzosporak rendkiviil érzékenyek a kornyezet ozmotikus viszonyaira, fizikai hatasokra, vagy akar a
mikroszkoplampa éltal leadott hore.

A szerbtovisrél  szarmazod  izoldtum  metalaxilérzékenységének  tesztelése  soran
bebizonyosodott, hogy az X03 izolatum nem fertézte meg sem a napraforgé sziklevelébol sem a
valodi lomblevélébdl kivagott levélkorongokat. Igy ebbdl az izolatumbol lehetetlenné valt a Spring

et al. (1998) féle sziklevéldarabokon felszaporitott egysporangium-izolalasi médszer alkalmazasa a
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tiszta tenyészetek eldallitasahoz. Végiil a teljes csirandvény fert6zéses modszert kellett alkalmazni,
ami koriilményes, nagyobb helyigényli, és tobb id6t vesz igénybe, azonban a sikeressége

osszemérhet6 volt a levélszegmensek fertézésénél tapasztaltakkal.

5.1.6. Virulencia-fenotipusok valtozékonysaga

A kisérletekbe vont, napraforgorol szarmazo, magyarorszagi gytjtésii P. halstedii szant6foldi
izolatumok egysporangium-vonalai a sziil6i, azaz kiindulasi izolatum virulenciakaraktere mellett,
attol eltéré tipusokat is tartalmaztak, s6t hazankban eddig szant6foldon nem izolalt virulencia-
fenotipust is azonositottam. Molinero-Ruiz et al. (2002) spanyolorszagi izolatumok egysporangium-
tenyészetének virulenciavizsgalatakor hasonld jelenséget tapasztalt. Ezen eredmények értelmében
ugy tlnik, hogy egyes szant6foldi izolatumok kevert mikropopulacionak tekinthetéek virulencia-

fenotipus szempontjabol (24. tablazat).

24. tablazat. P. halstedii szant6foldi izolatumaibdl izolalt egysporangium-tenyészetek

virulencia-fenotipus valtozékonysaga.

Izolatum Egysporangiumok szama Virulencia-fenotipus
Bi02 3 100
1 300
911 1 100
1 300
1 330
1 730
130 5 700
1 710
98 1 700
29-13 7 700
2 710
145 3 710
2 700
129 1 710
101 1 730
2 700
114 2 330
61 6 330
1 730
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A Xanthium strumarium (szerbtévis) Magyarorszagon elterjedt gyomndvény, gyakran
megtalalhat6 a napraforgotablakban és azok szegélyében egyarant. Az altalunk vizsgalt X02, X03
¢s X04 izolatumok is napraforgotabla szegélyében nové szerbtovisrdl szarmaztak 2002-bél, 2003-
bol és 2004-bol. A Xanthium strumariumot fert6z6 Plasmopara elterjedtségére utal, hogy Kelet-
Ausztriaban is megfigyeltek szerbtovisen hasonlo fert6zést (Voglmayr, et al., 2004), a korokozot
pedig morfoldgiai alapon P. angustiterminalis Novot.-ként hataroztak meg, azonban az ott izolalt
korokozo6 patologiai vizsgalatardl nincs ismeretiink.

Az altalunk jellemzett szerbtovisrdl szarmazd XO03 izoldtum megfertézte a termesztett
napraforgdt, azonban fert6zoképessége csak a primer szovetekre korlatozodott, még a P. halstedii-
vel szemben semmilyen ismert rezisztenciagént sem tartalmazé HA-304 vonal esetében is. Az X03
izolatum a tobbi fogékony differencialé vonalat (RHA-265, RHA-274, DM2, HAR-4, HAR-5, HA-
335) sem fert6zte szisztemikusan, azaz a fertézés mindvégig sziklevélre korlatozodd maradt. Az
eddig jellemzett P. halstedii izolatumok kozott eddig nem azonositottak ehhez hasonld, 717 (CLI)
virulenciakaraktert. Maga a gyokér-hipokotil-sziklevél régiora korlatozédo CLI tipush rezisztencia
régota ismert a szakirodalombol (Cohen és Sackston, 1973), és gyakori jelenség adott izolatum —
genotipus Kombinacioban.

A CLI tipusu fertézés vizsgalata soran Viranyi (1978), Mouzeyar et al. (1993) és Heller et al.
(1997) is megallapitotta, hogy a korokozé nem képes kolonizalni a névény masodlagos szoveteit,
viszont életben marad a fert6zott novényi részekben és képes ott ivaros és ivartalan szaporodasra is.
A virulencia-fenotipus megallapitasara végzett fertdzési kisérletben a tesztelt kilenc genotipus koziil
az X03 izolatum hét vonalon bizonyult patogénnek, a PM-17 és 803-1 vonalakon viszont nem.
Tehat a jelenleg koztermesztésben 1év6 napraforgohibridekben talalhato rezisztenciagének koziil
minddssze a PM-17 és a 803-1 vonalak rezisztenciafaktorai hatékonyak az X03 izolatum csirakori
fertézésével szemben. Azonban az a tény, hogy az X03 izolatummal szemben a differencialé sor
minden eleme rendelkezik egy altalanos rezisztenciafaktorral a masodlagos fertézéssekkel szemben,
felveti annak a lehetSségét, hogy ez az izolatum esetleg mégsem tartozik a P. halstedii fajba. igy
Novotelnova (1966) korabbi megfigyeléseinek megfelelden az X03-as izolatumot valdjaban eredeti
gazdandvénye alapjan, egy masik fajba, a P. angustiterminalis Novot.-ba kellene sorolni tgy, mint
Voglmayr et al. ( 2004) tette a szerbtovisen talalt Plasmopara sp. esetében; bar azt a megfigyelést
patologiai vizsgéalatok nem tamasztottak ala.

Habar napraforgorol 717 CLI virulencia-fenotipust mutatd izolatumot még nem izolaltak
(Gulya, 2007), laboratoriumi vizsgalataink egyértelmiien bizonyitottak, hogy a Xanthiumrol
szarmazé izolatum képes megfertézni a termesztett napraforgot, igy eléfordulhat az is, hogy

szantofoldi  kortilmények kozott kialakul a napraforgd  kevert fertézése, és az ismert
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rezisztenciagének tobbségére nézve virulens utdod jon Iétre. Tovabba az sem kizart, hogy a
napraforgdt egyiittesen fert6z6 P. angustiterminalis a P. halstediivel aszexualis rekombinacio,
esetleg hibridizacioé révén 1j virulencia-fenotipust képviseld természetes fajhibridet hoz létre. A
természetes fajhibridek kialakulasa kozismert jelenség a rokon Phytophthora-fajok kozott, ami akar
a gazdandvénykor megvaltozasat is eredményezheti (Brasier et al., 1995; Man in ’t Veld et al., 1998;
Bonants et al., 2000). Ersek et al. (1995) két, kozel rokon Phytophthora-fajnal, interspecifikus
zoospora-fuziot kovetden az utédok gazdanovénykor boviilését tapasztalta a sziildi izoldtumokhoz
képest. Spring és Zipper (2006) a P. halstedii virulenciafaktorainak aszexualis intraspecifikus
rekombinaciojat figyelte meg laboratoriumi koriilmények kozott, kétféle patotipus egyiittes

fertozését kovetden.

5.2. Nukleinsav és fehérje alapu vizsgalatok

5.2.1. RAPD-analizis

A RAPD-moédszer alkalmazasa megteremtette hazankban a P. halstedii molekularis
vizsgalatahoz is sziikséges feltételeket, és ezaltal lehetdvé valt a korokozo valtozékonysaganak
molekularis szinti tanulmanyozasa, valamint tovabbi polimorfizmust vizsgald modszerek
kivitelezése. A magyarorszagi izoldtumok RAPD-vizsgalata soran tapasztalt alacsony szintii
polimorfizmus hasonlé eredményt mutatott a mar kordbban, franciaorszagi izolatumok vizsgalata
soran publikalt (Roeckel-Drevet et al., 1997) adatokkal. Szintén alacsony szintii polimorfizmusrol,
80-100%-o0s hasonlésagrol szamolt be Tourvieille et al. (2000) és Roeckel-Drevet et al. (2003) a
vilag kiilonb6z6 napraforgd-termohelyeirdl szarmazé izoldtumok esetében is. Bar a RAPD-vizsgalat
nem vezetett a vart eredményre, azaz a kapott polimorfizmus nem alkalmas a patotipusok
valtozékonysagaba a hazankban megtalalhaté virulencia-fenotipusok vizsgalata soran.

Tiz hazai izolatum RAPD-mintazata alapjan végzett multidimenzios SPSS (Statistical Package
for Social Sciences) statisztikai program alkalmazasaval elkiilonitett négy f6 csoport virulencia-
Osszetétele tobb jellegzetességet mutatott. Az els6 csoportban a 100-as, az eredeti europai patotipus
kivételével mindegyik hazankban el6forduld virulenciatipust képviselé izolatum jelen volt, ami
felveti az Uj patotipusok nagyfoku genetikai hasonlosagat, melyek elkiiloniiltek a korokozo eredeti
valtozatatdl, a 100-as patotipustol. A masodik csoportba tartoz6 izolatumok a 100-as és a 700-as

patotipus kozeli rokonsagara utalhatnak. Erdekes azonban, hogy mig hazankban a 700-as a
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leggyakoribb patotipus, addig ez a patotipus példaul Németorszagban ritka, és csak az utobbi
években jelent meg (Gulya, 2007). A harmadik csoport a 330 és 730-as patotipus kozeli rokonsagat
mutatja, melyek minddssze egy differenciald vonalon adott reakcidban térnek el egymastol. Kozos
jellemz6jik még az is, hogy hazankban e két patotipus el6fordulasa napjainkban viszonylag ritka
(Viranyi F., szobeli kozlés). A negyedik, 6nallo csoportot alkoto, 2001-ben izolalt 100-as patotipus
elkiiloniil a tobbi, 2000 elétt gyljtott mintaktol, ami utalhat a korokozo wjboli betelepiilésére,
esetleg behurcolasara. Ezt a feltételezést alatamasztja az a megfigyelés is, miszerint az 1j
patotipusok megjelenését kovetd izolalasok kozott tisztan 100-as patotipusu izolatum hazankban
molekularis vizsgalatakor Delmotte et al. (2008) szintén adott patotipusok t6bbszori betelepiilését

vetette fel.

5.2.2. iISSR-analizis

El6szor vizsgaltuk nem napraforgérol szarmazé Plasmopara-izolatumok —genetikai
variabilitasat iISSR-moédszerrel. Mig a napraforgérdl szarmazé izolatumokra alacsony genetikai
variabilitas jellemzd, és patotipusra utalo jellegzetes mintazatot sem lehetett felfedezni, a kiilonb6z6
gazdanovényekrdl szarmazo izolatumok statisztikailag elkiilonithetévé, azonosithatova valtak az
iISSR-moédszerrel.  Ugyanakkor a napraforgorél szarmazd izolatumok kozott, korabbi
eredményekhez hasonloan (Intelmann és Spring, 2002; Roeckel-Drevet et al., 2003), talaltunk
egyedi izolatumokra jellemz6 mintazatokat, amelyek szant6foldi alpopulaciok nyomon kovetésére
lehetnek alkalmasak.

A vizsgalt tizféle patotipus kozott virulencia-fenotipusra utald marker nem volt kimutathato.
Az altalunk vizsgalt négy metalaxiltolerans izolatum sem kiiloniilt el a metalaxilra érzékeny
izolatumoktol. Ezen eredmények tiikrében feltehetd, hogy a virulencia megvaltozasahoz hasonléan
a metalaxiltolerancia kialakulasa is valoszinlileg véletlenszerien kovetkezik be. Amennyiben a
virulencia megvaltozasa lehet egyetlen pontmutacio kovetkezménye (Knogge, 1996), talan a
metalaxiltolerancia kialakulasa is magyarazhat6é hasonlo alapon. Eredményeink azt mindenképpen
alatamasztjak, hogy a metalaxilérzékenységben tortént valtozas nem okozott ezen a szinten
kimutathat6 kiilonbségeket a korokozo6 populacidban.

Az alternativ gazdanovényekrdl szarmazo izolatumok koziil a szerbtovisrél gyijtott X03 és
ennek klonja, az X/21 egyarant 717 (CLI) patotipusinak mutatkozott, mig az X04 izolatum a

napraforgorol gytijtott izolatumokhoz hasonlatos patologiai tulajdonsagokat mutatott a napraforgdn
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¢és 710-es patotipustinak bizonyult. Az X04-es izolatum P. halstedii-jellegét az izolatum iSSR-
mintazata is alatamasztotta. Az XO04-es izolatum viselkedése aldtdmasztja Viranyi (1984)
megfigyelését, mely szerint a szerbtdvis természetes gazdandvénye a termesztett és szamos éveld
napraforgot fert6z6 Plasmopara halstedii fajnak. Mindekdzben az XO03 izolatum patologiai
sajatossagai és iSSR-mintazata is Novotelnova (1966) azon nézetét tamasztja ala, mely szerint a
szerbtovist tamadd Plasmopara-faj nem azonos a napraforgot fert6zé P. halstediivel, és P.
angustiterminalis Novot. néven Uj fajként azonositotta. Sajat eredményeink és korabbi tapasztalatok
(Viranyi, 1984; Novotelnova, 1966) alapjan feltételezhetd, hogy a X. strumariumon nem egy,
hanem két Plasmopara-faj is fert6zhet.

Az iSSR-modszerrel kimutathato molekularis valtozékonysag mértéke a gazdandvény-
specializacid6 megjelenésére utal a Plasmopara halstedii fajkomplexumon beliil, megerésitve
Savulescu (1941) és Novotelnova (1966) korabbi taxonémiai megfigyeléseit. A Helianthus x
laetiflorusrol szarmazd (LAE) izolatumra jellemz6 egyedi mintdzat iS megerdsiti a modszer
alkalmassagat a gazdandvény-specializacié kimutatasara még olyan esetben is, amikor a kérdéses
izolatumot korabban (Spring et al., 2003) P. halstediinek azonositottak. A fajon beliili
gazdandvény-specializacidé agronomiai, illetve patologiai sajatossagainak tisztazasa, valamint ennek

jelentdsége tovabbi vizsgalatokat igényel.

5.2.3. LTR-retrotranszpozon izolalasa P. halstediibdl és S-SAP-analizise

A P. halstediiben kimutathato a Tyl-copia tipusi LTR-retrotranszpozon jelenléte. A
retrotranszpozont nyolc egymast kovetd lépésben feltérképeztem, és Tph-nak neveztem el. A
retrotranszpozon megismerése soran, adott szakaszokon beliill (A-G-ig, 14. abra) kett6-hat klon
bazissorrendjét is meghataroztam, melyek egymaéssal nagyfoku hasonlosdgot mutattak ugyan, de
nem voltak azonosnak tekinthetéek. Miutdn a retrotranszpozonok tobb kdpiaban is megtalalhatoak a
genomban (Flavell et al., 1992), és a vizsgalat soran teljes genomi DNS-t hasznaltam, a kapott
szekvenciak valoszintileg kiilonboz6 retrotranszpozonokrol késziilhettek. A megismert szakaszok
konzervativ régioinak Osszeillesztése altal egy kozel 4300 bp hosszusagh szakaszt kaptam, ami
méretében hasonlatos az ismert Tyl-copia tipusu retrotranszpozonokhoz (Pelsy és Merdinoglu,
2002). Az éltalam izolalt szakaszon szintén felismerhetd volt az 3’LTR-régiot megel6zo, jellegzetes
PPT (poly purin track) -szakasz és az ezt kovetd LTR-régi6 (25. tablazat), melyet egy TG motivum

indit és egy CA szakasz zar le.
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25. tablazat. P. halstediib6l szarmazo Tph és ismert LTR-retrotranszpozonok PPT- (Poly Purine
Track) szekvenciai irodalmi adatok alapjan. Pyggy, (Taylor et al., 2001), Skippy, (Anaya és
Roncero, 1995), Maggy, (Farman et al., 1996), REAL, (Kaneko et al., 2000) és CfT-1, (McHale et
al., 1992).

Retrotranszpozon neve/gazdaszervezet PPT LTR
Tph (Plasmopara halstedii) GAGGGGAAG TAT tgaaga
Pyggy (Pyrenophora graminea) AAGAAGGGGAGGGAGAAGGGGGG  TAT tgtaat
Skippy (Fusarium oxysporum) GGAGGGGAGAGA TCG tgttac
Maggy (Magnaporthe grisea) GGAAGGGGGGAA TAC tgtcac
REAL (Alternaria alternata) AAGGAGGGGGG TAT tgtaac
CfT-1 (Cladosporium fulvum) AGAGAGGG GA TGG tgttac

A kromoszomasétalas-modszer alkalmasnak bizonyult arra, hogy egy 230 bazis hosszusagu
reverz traszkriptaz-génszakaszbol kiindulva fajspecifikus LTR-régiot hatarozzak meg tovabbi
inszercios polimorfizmus vizsgalatokhoz, az S-SAP-modszerhez.

A retrotranszpozonok értékes markerként szolgdlnak a genom alakulasénak, fejlédésének
megismeréséhez (Flavell et al.,, 1992; Ellis et al.,, 1998). A retrotranszpozonok inszercios
polimorfizmusanak kovetkeztében az S-SAP-modszer a fajon beliili variabilitas vizsgalatara is
alkalmas (Waugh et al., 1997). Az igy kapott reakciotermékek tovabbi Szekvenciavizsgalata
alkalmat adhat funkcionalis régidk, miikodd gének irdnyitott megismerésére, hiszen a
retrotranszpozonok jellemzden a genom aktiv régidiba éplilnek be (Flavell et al., 1992; White et al.,
1994).

Az S-SAP-mddszer alapjan a P. halstedii egysporangium-izolatumok a gytjtési helyiik szerint
csoportokra voltak elkiilonithetok, az iSSR-moédszerrel (Intelmann és Spring, 2002) kapott
eredményekhez hasonloan. Viszont az S-SAP-mddszer eredményei alapjan a szantofoldi eredetre
utald csoportositas az izolatumok sokkal szélesebb korében volt megfigyelhetd, mint az iISSR-
modszer esetében, ahol ez a jelenség csak néhany izolatumra volt jellemzd. Az S-SAP-probaval bar
kevesebb termék képzddott az iSSR moddszernél megfigyeltekhez képest, a termékek jol
reprodukalhatonak és alkalmasnak bizonyultak az izolatumok csoportositasara. Mind az S-SAP-,
mind az iISSR-modszer hasonld eredményre vezetett, aminek egyik oka az lehet, hogy az iISSR-
modszer szintén a genomban ismétlddo, repetitiv elemek polimorfizmusan alapszik. A molekularis
polimorfizmus kereséséhez hasznalt moddszerek koziill a RAPD adta a legkevésbé polimorf

mintdzatot a vizsgalt izolatumok korében.
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Az S-SAP-mddszerrel igazolhato volt a Tph Tyl-copia tipusu retrotranszpozon jelenléte a
nem napraforgoérol szarmazo izolatumok korében is, ami aldtdmasztja az eltéré gazdandvényrdl
szarmazé izolatumok kozeli rokonsagat. Ha azt is figyelembe vessziik, hogy az LTR-régiok
fajspecifikusnak tekinthetok, akkor kimondhatjuk, hogy ezek az izolatumok valosziniileg a

gazdanovény-specializacid soran tavolodhattak el egymastol.

5.2.4. Izoenzimvizsgalat

A P. halstedii egy diploid homotallids szervezet, €letciklusaban mind az ivaros, mind az
ivartalan szakasz rendszeresen el6fordul (Sackston, 1981a; Spring és Zipper, 2000). A folyamatos
rekombinacio, illetve a szamtalan utod megfelelé forrasként szolgalhat a valtozatos patotipusok,
valamint a csokkent novényvéddszer-érzékenységl torzsek kialakuldsdhoz egyarant. Felmeriil a
kérdés, vajon ez a nagymértékli valtozékonysag hogyan kovethetdé nyomon a helyi populaciok
monitorozasaval? Ennek tradicionalis modszere a fenotipikus jellegek vizsgalata, mint példaul a
virulenciakarakter meghatarozasa (Gulya et al., 1998; Tourvieille et al., 2000a) vagy a
fungicidtolerancia vizsgalata (Gulya, 2000). Mindezeken tul szamos torekvés tortént a korokozo
molekuléris valtozékonysaganak megfigyelésére. Nukleinsav szintli polimorfizmusvizsgalat RAPD-
és 1SSR-moddszerekkel alacsony szintli polimorfizmust mutatott ki a kiilonféle foldrajzi eredetii
mintak kozott (Roeckel-Drevet et al., 1997 és 2003; Tourvieille et al., 2000b; Intelmann és Spring,
2002; Komjati et al., 2004). Spring et al. (2006a) Osszefliggést vélt felfedezni az ITS- és a
virulenciajellemzék kozott. Habar ezek a vizsgalatok szamos adattal szolgaltak, a korokozonal
tapasztalt genetikai variabilitds kimutatasara és a fajon beliili valtozatok azonositdsdra nem
bizonyultak eléggé informativnak.
populaciédinamikai jellemzésének egyik eszkdze az izoenzimvizsgalat, mely egységesitett
modszertana kovetkeztében az adatok nemzetkozi Osszehasonlitasat is lehetové teszi (Cooke és

Esetiinkben az izoenzimmintdzat kimutatasdnak egyik sarkalatos pontja a vizsgalat
kivitelezéséhez sziikséges minta mennyiségének meghatarozasa volt. A korokozo obligat biotrof
jellegébdl kovetkezéen csak a gazdandvényében szaporithatod, ezért genetikai vizsgélatokhoz
kizarolag kis mintamennyiséggel elvégezheté modszerek johettek szamitasba. A CAE-modszer
nagy elénye a rekcionkénti Kis (31-100 pg) mintamennyiség esetében tapasztalhatdo jo

felbontoképesség (Hebert és Beaton, 1993).
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Kisérleti koriilményeink kozott a CAE-moddszerrel torténd vizsgalat alkalmasnak bizonyult a
sporangiumbdl €s sporangiumtartobdl kinyerhetd izoenzimmintdzat analizisére. Ez 0sszhangban
van Goodwin et al. (1995) megallapitasaval, miszerint a CAE-moddszer alkalmas a P. infestans
sporangiumabdl Kinyerhet6 izoenzim valtozékonysaganak kimutatisira. Az izoenzimvizsgalatok
tovabbi elénye a nukleinsav alapt vizsgalatokkal szemben, hogy viszonylag egyszeriien
kivitelezhetd, konnyen értékelhetd és a kiillonbozd laboratoriumok kozott is dsszevethetd adatokkal
szolgal. Mig a fitoftoraknal nagyfokii polimorfizmust mutattak ki peptidaz (PEP) enzimmel
(Goodwin et al., 1995), a P. halstedii esetében a peptidazok példaul gyengén festodtek és az
eredményeket sem lehetett megbizhatoan reprodukalni (21. tablazat). Igy a Plasmopara
vizsgalatahoz a Phytophthorahoz képest tovabbi enzimreakciok tesztelése is sziikségessé valt. A
vizsgalt enzimek koziil végiil 6t mutatkozott hasznosnak az 6sszehasonlitasokhoz, bar az allelikus
eltéréseket mutat6 PGM, MDH ¢és IDH genotipusok nem voltak Osszefiiggésbe hozhatok a
korokozo patotipusaival. A jovOben, a kiilonb6z6 kutatohelyekrdl szarmazo izoenzimvizsgalatok
eredményeinek Osszehasonlithatosaga végett standard izolatumok bevezetése és hasznalata lenne
sziikséges.

Az izoenzimanalizissel nyert adatok elénye, hogy kodominansak, azaz alkalmasak
populaciogenetikai vizsgalatokra. A P. halstedii diploid, homotallias jellegébdl adodik, hogy az
ivaros szaporodas soran kialakuld utédra a nagyfokti homozigotasag jellemz6 (Sackston, 1981a;
Spring és Zipper, 2000). Es valoban, az altalunk vizsgalt izolatumok —eredettdl fiiggetleniil—
izoenzimmintazat alapjan homogénnek bizonyultak. Az eurdpai és amerikai eredetii mintak 84%-a
egyetlen MLP tipusba tartozott. Ez a megfigyelés Osszhangban all a szintén alacsony
polimorfizmust kimutaté nukleinsav alapu vizsgalati modszerek eredményével (Roeckel-Drevet et
al., 1997; Tourvieille et al., 2000b; Intelmann és Spring, 2002; Roeckel-Drevet et al., 2003; Komjati
et al., 2004, Giresse et al., 2007).

A Plasmopara-nemzetségen beliill a fajok azonositasahoz, valamint a P. halstedii
fajkomplexum tovabbi taxonokra osztasahoz nem allnak rendelkezésiinkre megfeleld morfologiai
markerek (Sackston, 198la), ezért az izoenzimvizsgalatok soran a napraforgorol gyijtott
izolatumokon kiviil a szerbtovisrél és a Helianthus x laetiflorusrol szarmazo6 izolatumokat is
felhasznaltam. Az egyetlen izolatum, amely az MLP3-as csoportot alkotta, a Helianthus x
laetiflorusrol szarmazott, ez az izolatum a napraforgorol szarmazod izolatumoktol minddssze az
MDH-2 lokuszban mutatott kiilonbséget, alatamasztva az LAE-izolatum koézeli rokonsagat a P.
halstediivel, tovabba ez az eredmény Osszhangban van Spring et al. (2003) ezen izolatumra

vonatkoz6 megallapitasaival.
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Erdekes modon a szerbtovisrél izolalt, majd napraforgdn fenntartott két izolatum (X02 és X04)
elektroforetikus jellemz6i nem tértek el a tobbi, napraforgordl szarmazoé izolatumtol, mindketté az
MLP1-be tartoztott. Azonban egy masik, szintén szerbtovisr6l gylijtott izolatum, az X03, ami a
napraforgot csak CLI tipusuan fertézi, azaz csak a gyokér, hipokotil ¢és sziklevél régidban
szisztemizalodik (Vear, 1978; Viranyi, 1978), egy teljesen egyedi, MLP4-es mintazatot mutatott. A
szerbtovisrél szarmazo izolatumok kozotti kiilonbség arra enged kovetkeztetni, hogy a Xanthium
strumarium két Plasmopara-fajnak is gazdandvénye lehet, a napraforgét fert6z6 MLP1-es tipusnak
¢és egy masik, elsOsorban szerbtovisre specializalodott tipusnak (MLP4), amely bar csokkent
mértékben, de a napraforgén is patogén. Ez az eredmény, igaz csak részben, alatamasztja
Novotelnova (1966) véleményét, aki szerint a P. halstedii termesztett napraforgora, illetve mas
rokon ndvényekre specializalodott valtozatai 6nalld fajokként kiiloniilnek el. A kérdés eldontésére
tovabbi izolatumok gazdandvénykori és molekularis vizsgalatara lenne sziikség. Ennek ellenére, az
izoenzimanalizis alkalmas lehet a magyarorszagi és kiilfoldi P. halstedii populaciok tovabbi
Osszehasonlitdo vizsgalatdra, a populacion beliili valtozasok észlelésére és nyomon kovetésére,

valamint a gene-flowként ismert jelenség tanulmanyozasara.

crer

Az ismétlddoé genetikai elemek koziil filogenetikai vizsgalatokra és fajon beliili taxonok
elkiilonitésére alkalmazhat6 az rDNS, azaz a riboszomalis DNS un. ITS (Internal Transcribed
Spacer) és IGS (InterGenic Spacer) régioinak szekvenciavizsgalata (White et al., 1990). A P.
halstedii 1TS-régidjara tervezett PCR-modszer egy kb. 2600 bp hosszusagu szekvenciat
eredményezett, ami jelentdsen meghaladta a Peronosporales rendbe tartozé korokozokra jellemzo
900 bazispar méretii szakaszok hosszusagat (Voglmayr, 2003).

Mivel a jelenleg hasznalatos szekvenalé modszerekkel a bazissorrend minddssze 500-700 bp
hosszlisagban olvashatd megbizhatéan, a teljes ITS-régi6 bazissorrendjének meghatarozashoz
kiegészitd primerekre volt sziikség. Azonban a P. halstedii részleges ITS-szekvenciaadatai alapjan
Bachofer (2004) szerint a régid ismétlddéseket tartalmaz, ezért belsd, szekvendlod primer tervezése
nem tlint megbizhatdé moddszernek a teljes szakasz megismeréséhez. A kérdéses fragmentum
szekvenalhaté méretli egységekre daraboldsa mar lehet6vé tette a teljes ITS-régido megismerését, és
ravilagitott a szokatlanul hosszl ITS-szekvencia kialakulasanak okara.

Thines (2007) szerint a Peronosporales rend fajaira altalanosan jellemz6 az ITS2-régioban

kimutathatd, hosszasagra és Osszetételre nézve nagy valtozatossagot mutatd ismétlodé szakaszok
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megismert ismétlodé szakaszok szama és valtozatossaga jelentdséggel birhat a populaciogenetikai
vizsgalatokban, valamint a Plasmopara halstedii fajkomplexum megismerésében is segitségiinkre
részleges vizsgalata alapjan alacsony szintli variabilitast mutatott ki a 100, 330, 310 patotipusokba
tartozo izolatumok korében, tovabba ezek elkiiloniiltek a tobbi patatotipusba sorolt izolatumtol. A
vizsgalt ITS-régioban teljesen azonos nukleotidszekvencia jellemezte a 700, 701, 703, 710, 730-as
patotipusokat, és felvetette a csoportba tartoz6 patotipusok kdzelmultbeli kialakuldsanak lehetdségét

(Spring et al., 2006a).

e ey

crcr

terméket eredményezett, mig a kozeli rokonsagban allo Peronospora- és Phytophthora-fajok 1TS-
régidja ezzel szemben mindossze 700-800 bazis kozott valtozik (Cooke et al., 2002), tehat a kapott
ITS-szekvencia hossza 3-400%-ban haladta meg a vart méretet, és nagyobbnak bizonyult a
napraforgordl szarmazo izolatumok 2587 bp hosszusag 1TS-énél is (Thines et al., 2005). Mivel a
napraforgoérdl szarmazo izolatum ITS-régioja ismétlddo inszercidkat tartalmaz, felmeriilt annak a
lehetdsége, hogy a kétféle gazdandvényrdl szdrmazd izoldtum méretbeli kiilonbségét az inszerciok
szamaban mutatkoz6 eltérés idézi el6. A kétféle ITS-szekvencia restrikcios enzimekkel torténd
Osszehasonlitasakor tapasztalt kiilonbségek azonban a két minta nagyfoku genetikai eltérésére utalt,
és felvetette az X03-szekvencia strukturalis kiilonbozdségét is.

A teljes ITS- (3190bp) szekvencia mérete 20%-al haladta meg az eddig ismert Plasmopara
nemzetségbe tartozd fajok ITS-méretét (Spring et al., 2006a; Voglmayr et al., 2006).
Szekvenciaanalizis soran nyilvanvalova valt, hogy a P. halstedii napraforgordl szarmazo
izolatumaval az ITS1-régi6 (1-218 bazis) 92,7%-ban mutat hasonldsagot, a konzervativ 5,8S-régiod
(219-374 bazis) 100%-ban megegyezik, mig az ITS2-régio kezdeti 76 bazisa (375-450 bazis)
92,1% -os hasonlosagot mutat. Az X03 esetében is repetitiv elemeket lehetett felfedezni az ITS2-
izolatum ismétlédései bar hasonldak, nem tekinthet6k azonosnak, azonban értelmezésiik szubjektiv,
hiszen Thines (2007) 14, egyenként kb. 180 bp hosszisagl repetitiv elemet azonositott, amire két
konzervativ szakasz (TCGGCGA ¢és TGAACCGTAG) jellemzd az egyébként valtozatos région

beliil. Ezek a szakaszok homolégiat mutatnak a P. halstedii mellett mas peronoszporafajok
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megfeleld szakaszaival is (Thines, 2007), ahol a repetitiv régiorol képz6dé6 RNS-ek masodlagos
szerkezete valdsziniileg hossz harpinokat képez, de ezeknek mind a kialakulasa mind a funkcidja
egyeldre ismeretlen (Thines, 2007). Mas megkozelitésben azonban az 1TS2-régid 6t teljes, kb. 350
bazis hosszsagu ¢és egy fél repetitiv elemet tartalmaz, melyek egymashoz 76,2-98,9%-ban
hasonlitanak és a genomban taldlhatdo mas repetitiv elemekhez hasonld funkciot télthetnek be. Az,
hogy ezeknek az atirddo, de a riboszoma felépitésébdl kimaradé RNS-daraboknak mi lehet a
szerepe, milyen tovabbi érési folyamaton mehetnek keresztiil, tovabbi vizsgalatokat igényel. igy
aztan azt is nehéz egyértelmiien kijelenteni, hol kell funkcionéalisan meghtizni a hatart az ismétlések
szamat vagy hosszat illetden.

Rokon fajok ITS-régidinak Osszehasonlitasa soran a filogenetikai elemzéshez csak a fajok
kozott konzervativnak tekinthetd, mintegy 610 bazis hosszisagu szakasz lett felhasznalva, hogy a
szamitasokat az inszerciok, illetve deléciok ne torzitsak el (Mitchell és Zuccaro, 2006). Az X03
izolatum ITS alapu filogenetikai vizsgalata megerdsitette a Spring et al. (2003) altal Xanthium
strumariumrél gyijtott Plasmopara-izolatum LSU-analizise soran kapott eredményeket, mely
szerint kozeli rokonsag all fenn a kétféle izolatum kozott, de ezek faji szinten nem tekinthetdek
azonosnak. Ezt a megallapitast tiikkrozte az iISSR-vizsgalat alapjan végzett molekularis filogenetikai
elemzés is, mely élesen elkiilonitette az egyik szerbtovisr6l szarmazo Plasmopara-fajt a P. halstedii
fajtol. Az ITS-szekvencia elemzése igy genetikai szinten nyujtott segitséget a faji hovatartozas
problémakorének feloldasara a kétféle gazdandvényrdl szarmazd izoldtum esetében, tovabba
részben magyarazatul szolgélt a vizsgalatok soran tapasztalt patologiai kiilonbségek hatterére.
szekvenciaja 100%-ban egyezett egy Ausztridban, Xanthiumrol gy(jtott izolatum megfeleld
szakaszaval (AY178535) (Spring et al., 2003). A napraforgdt is fert6z6, szerbtovisrél gyijtott
magyarorszagi X03 izolatum és osztrak izolatum a részleges LSU szekvencia analizise alapjan

azonosnak tekinthetd, €s egyben felhivja a figyelmet a korokozo szélesebb korii el6fordulasara is.
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6. OSSZEFOGLALAS

Hazéankban a napraforgo-termesztés soran fellépd betegségek koziil jelentds terméskiesést
idézhet el6 a Plasmopara halstedii, a napraforgo-peronoszpora. A korokozd az 1940-es évekre
tehetd eurdpai elterjedését kovetden hosszu ideig patologiailag egységes volt, majd az elmult harom
¢évtized alatt az egységes populacioban kiilonb6z6 virulenciafaktorokat tartalmazo valtozatok
jelentek meg. A populacié virulencia-fenotipus dsszetételének nyomon kovetéséhez a nemzetkozi
egyezményen alapuld, differencidlod fajtasorra torténd fert6zés ad lehetdséget. Az értékelés ezen
differencial6d vonalak fertézésre adott valaszain alapszik, ez azonban id6-, hely- és munkaigényes.
A szakirodalombol ismert, és ezt hazai tapasztalatok is megerdsitik, hogy a napraforgé mellett mas
fészkes viragn novényeket is fertdz a P. halstedii. igy példaul a szerbtovisen (Xanthium strumarium
L.) megjelend korokozo fert6zési forrasként szolgal a kozeli napraforgdk szamara. Munkam soran
célul tiztem ki a napraforgobn ¢és szerbtovisen el6forduld  peronoszpdrapopulaciok
valtozékonysaganak tanulmanyozasat, morfologiai, patoldgiai és molekularis genetikai jellemzését.

Munkdm kiindulé pontjaként meghataroztam a hazdnkban napraforgordl és szerbtovisrdl
gyljtott Plasmopara halstedii izolatumok patotipusat. Ezt kovetéen mindkét novényrél szarmazo
izolatumokbol egysporangium-tenyészeteket allitottam eld, és meghataroztam ezek legfontosabb
fenotipusos jellemzdit (sporangiumméret, rajzospora-kirajzas idotartama, virulenciakarakter,
zsirsavosszetétel, metalaxilérzékenység). A hazai izolatumok mellett kilfoldi izolatumokat is
bevontam a kisérletekbe, melyek soran polimorfizmusvizsgalatokat végeztem a rendelkezésre allo
virulencia-fenotipusok, illetve szubpopulaciok korében. A nukleinsav alapu moédszerek koziil
RAPD- és, iSSR-analizist, ITS-szekvenciameghatarozast, valamint LSU- (Large Ribosomal Subunit)
szakaszok Osszehasonlitd elemzését végeztem, és Ty-copia tipusu retrotranszpozont izolaltam S-
SAP- (Sequence Specific Amplified Polymorphism) vizsgalathoz. Végiil izoenzimanalizist
végeztem az intraspecifikus valtozékonysag nyomon kovetésére.

Megallapitottam, hogy a Plasmopara halstedii szant6foldi izolatumaibol nyert
egysporangium-tenyészetek virulencia-fenotipus szempontjabol szegregalodtak, azaz a kiindulasi
populaciéra jellemzé virulenciakaraktertdl eltéré klonokat is eredményeztek. A szerbtovisrdl
szarmaz6 Plasmopara-izolatum csdkkent mértékben, csupan a primer szovetekre (gyokér, hipokotil,
sziklevél) korlatozodoan fertézte a napraforgét, ugyanakkor mind ivartalan, mind ivaros
szaporodasra képes volt ezekben a ndvényekben. A fenotipusos vizsgdlatok igazoltak, hogy a
szerbtovisrél szarmazo Plasmopara-izolatum nem azonos a napraforgdén kozismert P. halstedii

fajjal. A szerbtovisrél szarmazd izolatum kiilonbozOségét és faji hovatartozasat a molekularis
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vizsgalatok is alatamasztottak, ezek alapjan ezt az izolatumot a Plasmopara angustiterminalis

Novot. fajnak tekintjiik.

A napraforgorol szarmazo izolatumok virulenciafaktorainak és patotipusainak elkiilonitésére
a RAPD-moddszer nem bizonyult alkalmasnak. Ezzel szemben az iSSR-modszerrel bizonyos
izoldtumokra egyedi mintdzatot kaptunk, melynek szerepe lehet a korokozd terjedésének
monitorozasaban, tovabba ezzel a modszerrel az izolatumok gazdandvényeik szerint
elkiilonithet6knek bizonyultak. Az ITS-régi6 elemzésével megallapitottuk, hogy a P. halstedii ITS-
mérete kdzel 2600 bazis hosszu, melynek oka az ITS-2-régidban taladlhatd tobbszords inszercid. A
szerbtovisrél szarmazo Plasmopara-izolatum ITS-mérete 3225 bazis, mely szintén az ITS-2-
régioban tartalmaz inszerciot, valamint szekvenciaja és strukturaja eltér a P. halstediire jellemzoktol.
P. halstediiben meghataroztam egy Ty-copia tipusu retrotranszpozon teljes szekvenciajat és egy
fajspecifikus LTR-régiot, melyet sikeresen alkalmaztam inszercios polimorfizmus vizsgalatara.
Els6ként alkalmaztam a P. halstedii esetében sporangiumbol kiinduld izoenzimanalizist CAE-val,
amely a korokoz6 nagyfokt homozigotasagat tdmasztotta ald. A vizsgalt mintdk korében talalt 6t,
jol kimutathaté izoenzimbdl harom mutatott allelikus eltéréseket, melynek alapjan négy

multilokusz-fenotipuscsoportba lehetett a mintakat besorolni.
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7. SUMMARY

In Hungary, one of the major yield-limiting factors of sunflower production is the downy
mildew of sunflower (Helianthus annuus L.). This pathologically uniform oomycetous pathogen
spread across Europe by the 1940s. In the past three decades, over thirty virulence phenotypes have
appeared in the population. Monitoring the changes and distribution of the virulence characters of
the pathogen can be done by applying the internationally accepted differential system. However,
evaluation of virulence factors that are based upon the resistance/susceptibility reactions of the
given differential lines, are time, space and labour consuming. Based on literature data and local
observation, P. halstedii also infects asteraceae species other than sunflower. Cocklebur (Xanthium
stumarium L.) can serve as a source of inoculum to infect the nearby sunflower fields.

The aim of this study was to characterize the variability of Plasmopara populations collected
from sunflower and cocklebur by applying morphological, pathological and molecular genetic tools.

The study was conducted on isolates originated from sunflower and cocklebur collected in
Hungary which were characterized for virulence phenotype. Isolates originated from both host
plants were used to develop genetically pure single-sporangium isolates. These were charaterised
phenotipically by measuring sporangia size, determining the number of zoospores and the
incubation period for zoospore release, virulence character, metalaxil sensitivity and fatty acid
profile. Additionally, foreign isolates from other sunflower growing countries were included in our
studies. Populational polymorphisms were studied at the molecular level to compare variability of
virulence phenotypes and sub-populations. RAPD (Randomly Amplified Polymorphic DNA) and
iISSR (inter Simple Sequence Repeat) analyses were carried out. Furthermore, ITS (Internal
Transcribed Spacer) and LSU (Large Ribosomal Subunit) regions were sequenced for comparisons
and description of the isolates. Also a Ty-copia type retrotransposon for S-SAP (Sequence Specific
Amplified Polymorphism) study was isolated. In addition isozyme stainability assay on sporangia
and sporangiophore of Plasmopara halstedii as well as isozyme analysis for the study of the
populational variation were performed.

Based on the observations, | concluded that single sporangia isolates of the P. halstedii
segregated for virulence phenotype as compared to the original field isolates where they were sub-
selected from. Pathogenicity of Plasmopara isolates from Xanthium sp. was limited on sunflower,
that is, infection was restricted to the primary tissues (root, hypocotyl and cotyledon). However, this
pathogen was able to complete its life cycle by producing zoospores as well as oospores in the root

tissues of sunflower. Evaluation of phenotypic data revealed that the Plasmopara isolate X03
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collected from Xanthium strumarium differed from the common sunflower infecting P. halstedii.
Differences between the two kinds of Plasmopara isolates were supported by the molecular data.
Conclusively, the XO03 isolate from cocklebur should be considered as Plasmopara
angustiterminalis Novot., which were previously described as a part of the P. halstedii species

complex.

Of the molecular tools used to analyze the variability of the downy mildew of sunflower, the
RAPD technique was not powerful enough to distinguish between the various virulence phenotypes.
The iISSR polymorphisms, however resulted in isolate-specific patterns; this may be applicable to
monitoring and distinguishing isolates according to their host origin. As for the ITS region, it was
discovered that its length was app. 2600 bp in P. halstedii, which exceeded the expected size of this
region. Sequence analysis of the ITS of P. halstedii suggested that the extreme size is due to
multiple insertions in the ITS-2 region. In comparison, the Plasmopara isolate X03 from cocklebur
had even larger ITS region with app. 3225 bp, that was also due to multiple repetitions in the ITS-2
region, but the insertions between the two kinds of isolates were different regarding composition
and copy number of the repetitions. For the detection of variability below species level it was
possible to identify and sequence a species-specific Ty-copia type retrotransposon from Plasmopara
halstedii and also to use its long terminal repeat (LTR) region for developing a probe for S-SAP
technique. For the first time CAE isozyme polymorphism studies were carried out with Plasmopara
halstedii sporangia; results confirmed the high level of homozygosity of the pathogen. Among the
enzymes investigated, five ones were well stainable and three of these revealed allelic differences.

Samples were grouped into four multilocus phenotype groups.
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9. KOSZONETNYILVANITAS

Elsésorban szeretnék koszonetet mondani Viranyi Ferenc tanar urnak, hogy témavezetdként
segitette a munkamat és megosztotta velem a napraforgd-peronoszporak titkos vilagat. Szeretnék
koszonetet mondani Kiss Jozsef tanar urnak, a tanszéki dolgozoknak és kedves laboransunknak,
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