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Erdei fakon kdrokozo6 Phytophthora fajok molekuléris azonositasa

El6zmények:

El6z6 OTKA projektink soran (T-037352) a Phytophthora fajok erdei fakon val6
magyarorszagi eléfordulasat es jelentéségét tartuk fel. Tuneteket mutatd pusztuld fakat és
erdéalloményokat vizsgéaltunk az orszag Kkulonbozo terlletein. Talaj- gyokér- és
kéregmintakbdl specialis modszerekkel izolaltuk a korokozokat. Kozel 400 izolatumbdl allé
torzsgyijteményt hoztunk létre. Az izolatumokat morfoldgiai és élettani jellemzok alapjan
azonositottuk. Ezek a mddszerek azonban nem minden esetben vezetek megbizhato
eredmeényre, elsésorban a jellegzetes morfologiai bélyegek elégtelensége miatt. Ezért, jelen
projekt keretében a fajok pontos azonositasara molekularis modszert alkalmaztunk.

A modszer kidolgozasa:

A projekt els6 évében a mddszer kidolgozasan munkalkodtunk. A szakirodalom alapjan
(Cooke and Duncan 1997) a riboszomalis RNS-t kddolo gén (rDNS) ITS1 és ITS2 régidinak
vizsgalatat taztlk ki celul. Kidolgoztuk a DNS kivonas és PCR amplifikdcié eredményre
vezetd modszerét, amely tobb prébalkozast kdvetéen sikerult. Kiprobaltuk a PCR termék
hasitasat restrikcios enzimekkel és az ITS fragmentumok elektroforézisét, de ezzel a
modszerrel a kiértékelés nehézkesnek, az eredmény megbizhatatlannak bizonyult. Ekkor a
felszaporitott ITS szakaszok nukleotid sorrendjének meghatarozasara tértink at, majd a
szekvencidkat a GenBank adatbazisban meglevé ismert Phytophthora szekvenciakkal
hasonlitottuk 6ssze. Ez a mddszer eredményre vezetett és a tovabbiakban ezt alkalmaztuk.

A modszer részletes ismertetese:

A DNS-t tiszta tenyészetek micéliumabol vontuk ki a REDExtract-N-Amp (Sigma-Aldrich)
csomag felhasznalasaval, a gyartd cég Utmutatasait kovetve. A PCR amplifikaciot Eppendorf
Mastercycler-rel végeztik az 1TS4 és ITS6 inditdszekvencidk alkalmazasaval (Cooke and
Duncan 1997). A PCR termék szekvenaldsa AB 3730XL automata szekvenald készllékkel a
bécsi University of Natural Resources and Applied Life Sciences (BOKU) koézremiikbdésvel
tortént. A kapott szekvencidkat a GenBank adatbdzisban levé ismert szekvenciakkal
hasonlitottuk 6ssze. A kiegyenlitést ClustalX programmal, a statisztikai és filogenetikai
elemzést Neighbour Joining (NJ) algoritmussal, Mega2 programcsomaggal, Tamura-Nei
szubsztitucidés modellel vegeztik (Cooke et al. 2000, Brasier et al. 2003, Garnica et al. 2006,
Schena and Cooke, 2006). A projekt soran a fenti modszereket sikerrel alkalmaztuk és szamos
izolatumunk faji azonossagat sikerult megallapitani.

A molekularis vizsgalatba bevonandd izolatumokat az el6zetes morfolégiai vizsgalatok
alapjan valasztottuk ki olyan moédon, hogy mindegyik morfoldgiai tipus minden leléhelyrél és
fafajrol képviselve legyen. igy a DNS kivonast és PCR reakciot tobb mint 100 izolatum
esetében végeztik el. Szekvenalasra alkalmas PCR terméket 80 izolatum esetében kaptunk,
amelyek csaknem mindegyike esetében értékelhet6 szekvenciakat értiink el.

A molekuléris azonositas eredményei:

Osszesen hat Phytophthora fajt azonositottunk és elkiilonitettiink tovabbi 5 olyan haplotipust,
amelyek még le nem irt fajokat, illetve taxonokat képviselnek. Az azonositott fajok
gazdandvenyeik, izolalasuk helye és ideje szerint a kdvetkezok:



Phytophthora alni Brasier & S.A. Kirk 2004
Alnus glutinosa: Csorna 1999.06.03.; Tornyosnémeti 2003.05.28.
Phytophthora cactorum (Lebert & Cohn) J. Schrét. 1886
Juglans nigra: Homorud 2004.10.11.; Homorud 2005.09.15.
Phytophthora citricola Sawada 1927
Alnus glutinosa: Sopron 2002.06.09.
Juglans nigra: Homorud 2004.10.11., 2005.09.21.
Quercus cerris: Sopron 2005.06.13.
Quercus petraea: Sopron 2005.06.13.
Phytophthora gonapodyides (H.E. Petersen) Buisman 1927
Alnus glutinosa: Sopron 2003.09.16.; Csorna 2003.09.25., 2004.09.21, 2004.09.30.
Quercus petraea: Sopron 2003.09.16.
Phytophthora inundata Brasier, Sdnch. Hern. & S.A. Kirk 2003
Alnus glutinosa: Tornyosnémeti 2003.05.28.; Csorna 2003.09.25., 2005.10.10.
Phytophthora megasperma Drechsler 1931
Alnus glutinosa: Csorna 2003.09.25.; Héviz 2005.09.20.

A fenti adatok egyben e Phytophthora fajok izolalasanak és azonositasanak elsé
magyarorszagi adatai is (Szab6 és Lakatos 2007a, 2007b, 2007c, 2007d, 2008). Az
eredmények Ujszeriiségét bizonyitja, hogy két faj (P. alni és P. inundata) faji leirasa az
altalunk tortént izolalast kovetden, illetve annak évében tortént (Brasier et al. 2003, Brasier et
al. 2004).

Az azonositott fajok és elkuldnitett haplotipusok filogenetikai torzsfaja az 1. abran lathato. A
Phytophthora fajok ITS szekvencian alapulé térzsfajanak 1., 2., 6., és 7. f6 agahoz tartoznak
(Cooke et al 2000).
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1. dbra: A hazai Phytophthora fajok (délt betts) filogenetikai torzsfaja



A P. alni-t el6szor 1999-ben izolaltuk és morfoldgiai modszerekkel hataroztuk meg éger
fitoftora fajhibridkent (Brasier et al. 1995, Szabo et al. 2000). A molekularis vizsgalat igazolta
a morfoldgiai azonositast, izolatumaink a P. alni subsp. alni alfajat képviselik és genetikailag
teljesen azonosak (Lakatos és Szabé 2007).

A P. cactorum-ot el6szor 2004-ben izolaltuk feketedio allomanybol (Szaboé 2005). A
morfoldgiai bélyegek is lehetéve tették az azonositast, de a teljes bizonyosséag érdekében a faji
kozleshez megvartuk a molekularis vizsgalat eredményét is (Szab6 és Lakatos 2007a). A
megvizsgalt négy izolatum ITS szekvenciai kozott minimalis eltérést (lbp 0,16%)
tapasztaltunk (Lakatos és Szab6 2007).

A P. citricola-t tobb gazdandveényrél is izolaltuk, elészor égerrél 2002-ben, majd feketediordl
2004-ben és tolgyekrol 2005-ben. A feketedid esetében gyakori; a mesterséges fert6zések
eredményei alapjan kijelenthetjik, hogy jelentés szerepe van az allomanyok pusztulasaban
(Szab6 2005, Szabd és Lakatos 2006, 2007a, 2007b, 2007c). Ritkan a mézgas égeren is
eléfordult (Sopron, Fert6boz), tovabbad pusztuld kocsanyos tolgy és csertdlgy egyedek
gyokérzonajaban is megtalaltuk (Sopron). Egyike azon fajoknak, amelyek morfologiai alapon
is nagy biztonsaggal azonosithatok. A négy gazdarol szarmazd 17 megvizsgalt izolatum ITS
szekvenciai a legnagyobb véltozatossagot mutatjak, négy haplotipust képviselnek (11 bp,
1,44%). Egyik haplotipus kozel all a P. inflata-hoz (Lakatos és Szabo 2007).

A P. gonapodyides-t elészér 2003-ban izolaltuk Alnus glutinosa-n (Sopron, Csorna) és
Quercus petraea-n (Sopron) fordult el6 gyakran. A molekularis azonositas a legtébb esetben
igazolta a morfoldgiai azonositast, de néhany olyan tolgyrél szarmazé izolatumunk is P.
gonapdyides-nek bizonyult, amelyeket morfoldgiai alapon mas fajnak feltételeztink. A
megvizsgalt 11 izolatum mérsékelt genetikai valtozatossagot mutat (5 bp, 0,61 %).

A P. inundata az égeresek talajabdl egyik leggyakrabban izolalt faj (Tornyosnémeti, Csorna).
El6szor 2003-ban izolaltuk, faji leirdsa is abban az évben tortént (Brasier et al. 2003).
Morfologiai modszerrel csak azt allapithattuk meg, hogy mely csoportba tartoznak az
izolatumok, biztos azonositasuk molekularis médszerrel lehetséges. A megvizsgalt nyolc
izolatum genetikai valtozatossaga alacsony (1 bp).

A P. megasperma égeresekben fordult el6 (Csorna, Keszthely), nem gyakori. El6sz6r 2003-
ban izolaltuk, morfoldgiai alapon is azonositottuk, de a teljes bizonyossaghoz sziikséges a
molekularis azonositas eredménye is. A megvizsgalt két izolatum genetikailag azonos.

Egyéb fajok/taxonok:

A molekuléris vizsgalatok soran 6t olyan haplotipus kalonult el, amelyek még le nem irt
fajokat, taxonokat képviselnek, az azonos, vagy kozeli GenBank-i tételek Phytophthora sp.
néven szerepelnek. Valamennyi a filogenetikai torzsfa 6. 4gahoz tartozik (Cooke et al. 2000)
(1. &bra). Ezek az alabbiak:

Phytophthora sp. hungarica - égeresek talajabdl kertlt elé6 2003-ban és 2004-ben, nem
gyakori. A két izolatum ITS szekvenciaja azonos és alig kiillénbdzik a GenBank-ban talalhatd
szekvencidktol, pl. EF522143. A kozeljovében valdszintleg leirasra kerdl.



Phytophthora sp. 1. - egyik leggyakoribb faj az égeresekben (Csorna, Héviz, Kasz0), ritkan a
feketedion is el6fordult (Homorud). A megvizsgalt 18 izolatum ITS szekvenciaja azonos, a P.
gonapodyides-hez all kdzel.

Phytophthora sp. 2., P. sp. 3., P. sp. 4.

1-2 megvizsgalt izoldtumunk sorolhaté mindegyikhez, a filogenetikai torzsfa rendkivil
komplex 6. agdhoz tartoznak, helyzetiik, azonossaguk tisztazasahoz tovabbi vizsgalatok
szlikségesek.

Osszefoglalas:

Hat Phytophthora faj és 5 meég le nem irt Phytophthora taxon molekularis azonositasa tértént
meg erdei fakrdl Magyarorszagon. A fajok legnagyobb véltozatossdga a mézgas éger
allomanyokra jellemzg, a feketediorél harom, a tolgyekrol két faj kerilt elé6 mostanaig (1.
tablazat). Ot elkulonitett haplotipus vonatkozasaban tovabbi vizsgalatok sziikségesek,
esetenkent mas DNS fragmentumok vizsgalataval kiegészitve.

1. tablazat: Phytophthora fajok el6fordulésa erdei fafajokon Magyarorszagon

Alnus Juglans Quercus | Quercus
glutinosa | nigra petraea cerris

Phytophthora alni X

Phytophthora cactorum X

Phytophthora citricola X X X X

Phytophthora gonapodyides | X X

Phytophthora inundata X

Phytophthora megasperma X

Phytophthora sp. hungarica | X

Phytophthora spl X X

Phytophthora sp2 X

Phytophthora sp3 X

Phytophthora sp4 X

Oszesen 10 3 2 1

A projekt futamideje soran tovabbi izoldlasokat végeztiink erdei fakrol. Mintegy 100 Uj
Phytophthora tenyészetlink van égerrol, feketediorol, akacrol. Azonositasuk részben
megtortént, részben folyamatban van.

Az eredmények jelentésége:

- Uj Phytophthora fajok feltarasa erdei fakon Magyarorszagon

- 0j adatok a Phytophthora fajok elterjedéséhez és gazdandvénykdréhez Eurdpéaban

- a legkorszeriibb mddszerek széleskori alkalmazasa a fajok azonositasaban hazankban

- az eredmények beépitése az Erdészeti névénykortan és az Erdévédelemtan egyetemi targyak
tananyagaba

- pusztulasi jelenségek pontos diagnodzisa erdéallomanyokban,

Az eredmények publikalasa:



A Kkutatasi eredményeket a kdvetkezé hazai és nemzetkozi konferenciakon mutattuk, illetve
mutatjuk be:

- 51. és 52. Novényvédelmi Tudomanyos Napok, Budapest, 2006 és 2007

- 4. Magyar Mikologiai Konferencia, Debrecen, 2008 majus 29-31.

- XI1 [IUFRO World Congress, Brisbane, Australia, 8-13 Aug. 2005.

- EVOLTREE Symposium, Philipps-University of Marburg 12-13 October 2006

- IUFRO WP. 7.02.02 Conference, Sopron, Hungary 21-26 May 2007,

- IUFRO WP. 7.02.09 Meeting, Monterey, California, USA, 26-31 Aug. 2007.

- XV. Congress of European Mycologists, Saint Petersburg, Russia, 16-21, Sept. 2007.

- 9th International Congress of Plant Pathology, Torino, Italy, 24-29 Aug. 2008.
Az absztraktok és cikkek a konferencia kiadvanyokban megjelentek, illetve megjelenés alatt
allnak. Elokészlletben van két hazai (Novényvédelem, Erdészeti Lapok) és legalabb egy
kalfoldi (Forest pathology) folydiratcikk.

A kutatas tovabbfolytatasa:

Az elért eredmények biztatd tavlatokat igérnek a vizsgalatok eredményes folytatasara, Ujabb
Phytophthora fajok magyarorszagi el6fordulasanak és jelentoségének feltarasara erdei fakon.
Tekintettel e korokozok ndvénykortani, erdévédelmi  jelentésegére,  kutatasaink
tovabbfolytatdsat indokoltnak tartjuk és tervezziik a kozeljovében. Tovabbi vizsgalatok
szilkségesek a 6. filogenetikai csoport pontositasara, tovabba egyes P. citricola izolatumok és
a P. inflata kapcsolatanak tisztazasara is.
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