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1. Kivonatok

1. Kivonatok

1.1. Magyar nyelvi kivonat

A kutatomunka sordn foglalkoztunk az Alternaria nemzetségbe tartozd izolatumaink
morfoldgiai tulajdonsdgaval, genetikai azonositisdval és az A. brassicicola faj populdcio-
szerkezetének vizsgalataval.

A morfoldgiai tulajdonsagok koziil megvizsgaltuk a mikromorfolégiai tulajdonsagokat,
konidiumlanc képzést valamint a tenyészetek morfoldgiai tulajdonsédgait. A mikromorfoldgiai
tulajdonsdgok rendkiviil heterogén képet mutattak. Sporuldcid vizsgilat céljabol vizes-agart
haszndltunk, melyen kimutattuk a kiilonféle kisspérds Alternaria-kra jellemzd
konidiumképzés tipusokat. Konidiumlanc struktira alapjan kissporas fajcsoportokba soroltuk
a hazai, ismeretlen azonossdgi izoldtumainkat. Megdllapitottuk, hogy a telepmorfoldgiai
bélyegek az egyes izoldtumok elkiilonitése szempontjabdl jelentds segitséget nyujtanak,
azonban az izoldtumok rendszerezése céljabol Oonmagdban nem haszndlhatok. In vitro
kisérletek sordn vizsgaltuk az egyes fajcsoportok micélimndvekedés és sporuldcid
intenzitdsanak vélaszreakcidit 5-35°C hémérséklet és 4-11 pH tartomanyban. Az in vitro
kisérletek koziil a homérséklet és a pH hatdsdnak vizsgdlata hozott dj eredményeket a
sporuldcié intenzitdsdnak szempontjabol. Kisérleti dton megéllapitottuk, hogy az egyes
Alternaria fajcsoportokat képviseld izoldtumok milyen intenzitassal sporuldlnak a
hoémérséklet és pH fiiggvényében.

RAPD vizsgélattal molekularis szinten azonositottuk a hazai izolatumok fajcsoportjait és
egyben megerdsitettilk az izolaitumok morfolégiai alapon tett fajcsoportba soroldsianak
statuszat. A mitokondridlis DNS RFLP elemzést alkalmaztunk kiilonféle kissporas Alternaria
izolatumok azonositdsa céljabol. A vizsgalt négy restrikcids enzim koziil, a Hin 61 enzimmel
lehetett a legtobb és legpolimorfabb markereket eldallitani. Az mtDNS RFLP vizsgalat sordn
0t mitokondridlis haplotipust hatdroztunk meg. A feltart kiilonbségek alapjan a mddszert
alkalmasnak taldltuk a kisspords Alfernaria fajcsoportok elkiilonitése szempontjabol. Az A.
brassicicola izolatumok populacid-szerkezetének vizsgalata céljabol specifikusan kifejlesztett
mikroszatellit inditészekvencidkat az Alfernaria fajokra elséként alkalmaztunk. Populdcid-
genetikai modszerekkel az izolatumok szegregélt alpopuldcidkra valé tagolodaséat nem lehetett

igazolni. Az elemzéssel nagyfoki genetikai sokszintiséget tartunk fel.



1. Kivonatok

1.2. Angol nyelvii kivonat — Abstract: Comparative analysis of Alfernaria species

In this dissertation, the author investigated morphological features and molecular
identification of isolates of the Alternaria genus and the population structure of A.
brassicicola.

Among the morphological features, micromorphological attributes, conidia-chain
formation and culture morphological characters have been examined. The
micromorphological attributes presented extremely heterogen aspect. The sporulation was
examined on water-agar surface, in which the different small-spored Alfernaria conidial chain
formation was proved to be typical. Based on this experiment, the Hungarian unidentified
isolates was grouped into species-groups respectively. The examined culture morphological
features constituted a special mean to discriminate each isolate, but they were not able to use
alone for classification purposes. In vitro experiments was envolved to assess mycelial radial
growth and sporulation responses of different species groups for the effect of temperature (5-
35°C) and pH (4-11 pH). Among these experiments, the temperature and pH effects were
proved to bring new results concerning the evaluation of sporulation intensity respectively.
The intensity of representative isolates of Alternaria species-groups was determined in
function of temperature and pH effects.

Molecular identification of species-group respectively the Hungarian isolates was
determined by RAPD analysis, in the same time, it was confirmed that the species-groups
segregated on morphological characters was similar to the ones segregated by RAPD analysis
on molecular level. The different small spored isolates were subjected to mitochondrial DNA
RFLP analysis to further identify the isolates. Among the examined four restriction enzymes,
the Hin 6] enzyme supplied the most and best discriminative markers. In the mtDNA RFLP
analysis, five haplotypes were resolved. The analysis confirmed to be suitable to discriminate
the small spored Alternaria species-groups.

To analyse the population structure of A. brassicicola isolates, previously developed
specific microsatellite primers were used for the first time in the genus Alfernaria. Using
population genetic methods the segregation of sub-populations could not be verified. Based

on cluster analysis of SSR data, a great genotypic diversity was evident.



1. Kivonatok

1.3. Francia nyelvii kivonat — Extrait: Analyse comparative des especes d’Alfernaria

Dans cette these, l'auteur a étudié les différents caracteres de morphologie et les
identifications génétiques des isolats du genre d'Alfernaria et la structure de population des
especes de A. brassicicola.

Parmi les caracteres morphologiques: les variations micromophologyiques, la formation
de chaine de conidie et les caracteres de colonie ont été examinés. Les attributs
micromophologiques avaient présenté extréme hétérogenité. La sporulation a été examinée
sur millieu d'eau-agar, dans laquelle la formation de chaines de conidie a été prouvée a
discriminer les chaines caracteristiques pour chaque group d’espéce. Basé sur cette
expérience, les isolats de Hongrie non identifiés ont été groupés dans différents group
d’espece respectivement. Les caracteres de culture examinées ont constitué un moyen spécial
pour distinguer chaque isolat, mais ils ne pouvaient pas étre utiliser tout seul pour un but de
classification. Des essais in vitro ont été évalués pour analyser les réponses de croissance
mycéliennes et de sporulation de différents groups d'espéce contre l'effet de la température (5-
35°C) et de pH (4-11 pH). Parmi ces expériences, on s'est avéré que I’effet de température et
de pH apportent de nouveaux résultats concernant 1'évaluation de 1'intensité de sporulation
respectivement. Cette intensité a été déterminée dans la fonction de la température et pH.

L'identification moléculaire des groups sous-générique concernant les isolats de Hongrie
a été déterminée par analyse de RAPD, en meme temps, la seggregation des groups sous-
génériques basée sur les caracteres morphologiques a été confirmés au niveau moléculaire.
Les différents petit-spores isolats ont été soumis a l'analyse mitochondrique d'ADN RFLP
pour identifier plus loin les isolats. Parmi les quatre enzymes de restriction examinées,
I'enzyme de Hin 6l a fourni les plus beaucoup et les plus discriminative marqueurs. Dans
I'analyse du mtDNA RFLP, sept haplotypes ont été résolus. L'analyse a confirmé d’étre
convenable pour distinguer les différents petit-spores group d’espece d’Alternaria. Pour
analyser la structure de population des isolats A. brassicicola, spécifiques marqueurs
microsatellites developpées précédemment ont été employés pour la premiere fois chez les
Alternaria. En utilisant des méthodes population génétiques, on n'a pas pu étre vérifiée la
ségrégation des sous-populations. Basé sur I'analyse de cluster des datas de SSR, une diversité

génotypique était évident.



2. Bevezetés

2. Bevezetés

Az Alternaria nemzetség fajai széles korben elterjedtek. A fajok jelentds része
kozmopolita. Szaprotréf tevékenységiik kapcsdn gyakran, minden elhalt ndvényi részen
elofordulnak. Egy résziik nekrotr6f parazita életmdédot folytat é€s néhany faj valddi,
gazdanovény specifikus parazitaként okoz novényi betegségeket.

Magyarorszagon az Alternaria fajok rendszerezésével kapcsolatban viszonylag kevés,
elavult ismeretekkel rendelkeziink, ami indokolja a téma tobb irdnyu feldolgozésat, részben

klasszikus mikoldgiai, részben djszerli vizsgalati modszerek alkalmazasaval.

Jelen kutatomunka illeszkedik az Alternaria nemzetség gombdinak véltozékonysdgat
tanulmanyozé munkak sordba. A nemzetség jelenleg tobb mint 100 fajt foglal magaba. Ezek
kozott megtaldlhaték gazdandvényspecifikus kisspdrds és nagyspdrds fajok egyardnt. A
kissporas Alternaria fajok részben gazdandvényspecifikusak és morfoldgiai jellemzdik
alapjan nagy hasonldsdgot mutatnak, igy az elkiilonitésiik a morfoldgiai jellemzoik alapjan
nehézségekbe litkozik. Ezzel ellentétben a nagyspords Alternaria fajok mindegyike
gazdanovény specifikus és ennek koOszonhetden az elkiilonitésiik nem okoz kiilondsebb
nehézséget. A morfoldgiai diverzitidsuk miatt a multbeli és jelenlegi kiilfoldi szakirodalom
tdlnyomorészt a kissporas Alternaria fajok elkiilonitésének problématikajaval foglalkozik és
csak elvétve lelhetok fel szakirodalmi forrdsmunkdk, amelyek a nagyspdras Alternaria fajok

kutatasara vonatkoznak.

A kérokozok tipikusan foltosoddas tipusu betegségeket idéznek eld kultirnovényeinken. A
patogén fajok a csirandvények kiilonb6z6 karosoddsat okozzdk, és ebben a fenoldgiai
stadiumban kifejezetten jelentOs lehet az Alfernaria kérokozok megjelenése. Ilyen pl. az A.
brassicicola és az A. brassicae kaposztan, az A. dauci répén, az A. helianthi napraforgén vagy
az A. raphani retken. Az A. brassicicola a keresztesvirigd novények foltosodds tipust
betegségét idézi el, mely a termesztett Brassica fajok legsilyosabb betegségét jelenti.

Kutatémunkénk soran e faj populdcio-szerkezetének vizsgalatat kiemelten kezeltiik.

Az Alternaria nemzetség kutatdsa nemzetkdzi viszonylatban az utébbi két évtizedben
djonnan eldtérbe keriilt, ugyanis kideriilt réluk, hogy kapcsolatba hozhatok az élelmiszerek

mikotoxin szennyezésével, allergidval, asztméaval.



2. Bevezetés

A gomba sotét szinli porokonidiuma és konidiumtartéja az UV sugirzds felsd
tartomédnydnak, azaz az UV-A sugirzdsnak ellendll. A vildgviszonylatban névekvé UV
sugdrzds, vagyis a Fold UV sugirzds terhelése, nem pusztitja el az Alternaria nemzetség
kérokozéit, s6t egyes vizsgdlatok szerint reprodukcids készségét fokozza.

Igy ezen novénypatogén szervezetek tulajdonsigainak megismerése, okoldgiai igénye
kiilonosen jelentdssé valt. Magyarorszdgon el6fordulé és karositd Alternaria fajokrdl csupan

részleges informacidkat lehet szerezni. Ezért ahol lehetett, elsOsorban hazai izolatumokkal

végeztiik kisérleteinket.
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2. Bevezetés

2.1. Célkitiizés

Az Alternaria nemzetség taxondmiai Osszetettségére vonatkozéan ma mar korszerii

ismeretek dllnak rendelkezésre. A morfoldgiai alapokon végzett rendszerezés ujabb

eredményekkel gazdagodott, amely a kissporas Alternaria fajokat fajcsoportokra osztja.

Elsédleges célunk az volt, hogy tovabbi adatokkal szolgdljunk a fajok morfoldgiai és

genetikai diverzitdsan alapuld elkiilonitéséhez. Ennek megfeleléen tovabbi célkitlizéseink a

kovetkezok:

hazai novényekrdl szdrmazd Alternaria izolatumok morfoldgiai kiilonbségeinek
vizsgélata és kisspords fajcsoportok morfoldgiai alapokon torténd elkiilonitése;
mikromorfoldgiai és tenyészetmorfoldgiai vizsgalatok elvégzése;

az egyes fajcsoportok novekedésének és sporuldcidjanak tanulmidnyozdsa a
hémérséklet és a pH fiiggvényében;

ismert molekularis moédszerek alkalmazdsan keresztiil megerdsiteni a morfologia
vizsgélatok szerint besorolt hazai izolatumok taxonémiai helyzetét;

a mitokondridlis DNS RFLP vizsgélat alkalmazhatésdgénak kiprébéldsa az Alternaria
fajok besoroldsa céljabdl;

az Alternaria brassicicola faj populacié-szerkezetének tanulmanyozasa mikroszatellit

analizissel.

11



3. Irodalmi attekintés

3. Irodalmi attekintés

Ez a fejezet a kutatdsi problémdnk szempontjabol érdekes hdarom teriiletet oOleli fel.
Egyrészt, az Alternaria nemzetségbe tartoz6 gombdkra vonatkozé ismereteket Osszegzi.
Masrészt, e gombak tanulményozasa céljabol alkalmazott fobb markerek elonyeit és korlatait
targyalja, kifejezett hangsilyt fektetve a molekuldris markerek alkalmazdsara. Harmadrészt,
hazankban dj, eddig novénykortani vonatkozdsban nem haszndlt, mikroszatellit marker

technikat ismerteti.

3.1. Az Alternaria-k eléfordulasa

Az Alternaria fajokkal a mikolégusok taldn a leggyakrabban taldlkoznak mindennapos
munkavégzésiik sordn. Az Alternaria nemzetség jelenleg tobb mint 100 kozmopolita fajt
foglal magdba, melyek a kornyezetben széleskorben elterjedtek (JOLY 1964, ELLIS 1971,
1976, SIMMONS 1992). Megtaldlhatd kozottiik szaprotréf és patogén szervezetek, amelyek a
novényeket és az embereket egyardnt fertdzhetik, részt vesznek kiilonb6zd szervezetek
lebontasiaban, egyes fajok iparilag is hasznosithatok, valamint vannak fajok, melyek a
bioldgiai ndvényvédelemben is igéretes eszkozt jelentenek.

Bizonyos szamu faj szaprotr6f médon elhalt novényi maradvanyon is megél (pl. A.
alternata). Masok opportunistdk vagy olyan masodlagos parazitik, melyek szaprotr6f mdédon
is képesek megélni (pl. A. tenuissima).

Szamos faj novénypatogén és jelentés novénybetegségek korokozdja (KOLTE 1985,
TEWARI 1991, STRANDBERG 1992, ROTEM 1994, VERMA €s SAHARAN 1994). Az Alternaria
fajok gyakran valamilyen gazdandvény csalddra vagy gazdandvényre specializalddtak.
Jelent0s gazdasdgi karokat idéznek eld a buzan (A. triticina), a zoldségnovényeken (A.
cucumerina, A. brassicae, A. brassicicola, A. porri, A. dauci), a dohdnyon (A. longipes), a
gylimolcsfakon (A. gaisen, A. citri, A. mali).

Az Alternaria-k a ,,magfléra” dllandé alkot6i, tobb mint 60 fajt, parazita illetve szaprotrof
szervezetet mutattak eddig ki a vetOmagvak feliiletérol (CHAMPION 1997). A patogén
szervezetek a csirandvényeken kiilonb6z6 karosodasokat idéznek eld, felbukkandsuk ebben a
fazisban kifejezetten nem kivéanatos. Ilyen fajok pl. az A. brassicicola, az A. brassicae és az A.
raphani a keresztesvirdgd novények, az A. dauci a sargarépa, az A. linicola a len, az A.

helianthi a napraforgé magjdn, illetve termésén.
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3. Irodalmi attekintés

A szaprotrof fajok a legkiilonfélébb magvakon fordulhatnak eld. Csirandvénykorban kart
altaldban nem idéznek eld, jelenlétiikkel hatraltatjdk mds parazita szervezetek kifejlodését.
Kevésbé életképes csirandvényeken, bdséges sporuldcidjuk révén, zavarhatjdk a gyokocske
kifejlodését, melynek jelentdsége fokozddik viz-stresszes dllapot esetén (CHAMPION 1997).

A tipikus tiinetek klorotizdlodott foltosodasként jelennek meg, mely foltok gyakran a
leveleken, a szdron vagy magin a gyiimolcson idével nekrotizdlédnak és koncentrikus
zondzottsdgot mutatnak. A gazdandvény fotoszintetikus képességének csokkentésével lassu
pusztulast okoznak. A kivéltott kortiinetek kevésbé figyelhetk meg a fejlodésben 1évo
gazdasagi novényeken, a tiinetek inkdbb a tenyészid0 késoi fazisdban jelentkeznek (ROTEM
1994). A hozam 20-40%-os csokkentésével jarulhatnak hozza az adott névényfajon eldidézett
veszteséghez.

Egyes Alternaria fajokat a biologiai védekezésben hasznositanak a gyomnovényekkel
vagy novénybetegségekkel szemben. Ide sorolhatd az A. eichhorniae és az A. cassiae fajok,
melyek mikoherbicid hatdsuk révén a széja és a foldimogyoré gyomndvényeinek
elpusztitidsaban szerepet kaphatnak (SHABANA és mtsai 1995). BERES és mtsai (2000) szerint a
bioldgiai novényvédelemben az A. crassa faj a Datura stramonium ellen, az A. alternata az
Amaranthus retroflexus gyomnovény ellen haszndlhat6. Ugyanigy, az A. alternata nem
patogén izoldtumainak spéraszuszpenzidja ugy tlinik, hogy dohdny ndvényeken a ,,tobacco
brown spot” néven elterjedt betegség csokkentésében kaphat szerepet (SPURR 1977).
Nemrégiben, CHRISTIAS €és mtsai (2001) ravilagitottak arra, hogy az Alternaria nemzetségbe
tartozé egyik korokozo parazitilja a levéltetveket is, ezt a fajt A. alternata-ként azonositottak.
Ugy tiinik, hogy e faj a disz- és kultirnovények levéltetii invazijaval szemben gazdasigosan
hasznosithat6 lesz.

Sok Alternaria faj toxintermeld. Az Alternaria izolatumok toxintermelése a 60-as évek
6ta ismert. Néhany faj gazdanovény-specifikus toxinokat, masok nem specifikus toxinokat
termelnek. Ma mintegy 30-féle eltérd bioszintézisi €s kémiai szerkezetli Alternaria-toxint
ismeriink. Ezek koziil legismertebbek: alternariol, alternariol-monometiléter, tentoxin,
alternuen, altenuiszol, tenuazonsav. Legjelentdsebb toxintermeld faj az Alternaria alternata.
A toxintermelést a kornyezeti tényezok nagymértékben befolyasoljak (SzECST 1997).

Régebben a Dematiaceae csalddba sorolt nemzetségek koziil (Cladosporium, Alternaria,
stb.) a kornyezetbdl rendszeresen izoldlt gombaelemek legtobbje potencidlisan veszélyes
humén egészségiigyi szempontbol is. Nevezetesen, human patoldgiai vonatkozdsban nyolc
Alternaria fajt tartanak nyilvan, ezek koziil négy gyakran el6fordul a kornyezetben (A.

tenuissima, A. alternata, A. chartarum és A. chlamydospora). A levegdben valé nagyszamu
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eléforduldsuk révén borbetegségeket, homlokiireg-gyulladdst és 1éguti allergidt (asztmét) vagy

tiidégyulladast idézhetnek elé (KOENIG 1995, DOWNS és mtsai 2001).

3.2. Fontosabb alternarias betegségek tiinettana

Az Alternaria-k 4altal okozott betegségek szdmos novény esetén a leggyakoribb
megbetegedéseket jelentik vildgviszonylatban. A tiinetek elsdsorban a leveleken, a szaron és a
virdgon, szant6foldi novények termésén (pl biza magvakon, 1. dbra), z6ldség-(4. dbra, 5.
dbra) és disznovények vagy akar fas szari novények termésén jelennek meg. Az alterndrids
megbetegedések gyakran foltosodds vagy nekrozis formdjaban jelennek meg, de paldntaddlést
(2. dbra), szar-(3. dbra), gumod és gyliimolcs rothaddst is okozhatnak. A teljesség igénye
nélkiil néhany jelent6sebb megbetegedést emelnénk ki: burgonya levél- és szarfoltossag (6.
dbra), paradicsom bogyodfoltossdg (4. dbra), sargarépa levélfoltossdg, kaposztafélék
levélfoltossdga (7. dbra), alma és tok levél- és gylimolcsfoltossdga, alma maghdz rothadis,
paprika maghdzpenész.

A foltok 4ltaldban sotétbarndk vagy feketék, melyek gyakran kiterjedt lézidkat
képeznek. A foltok rendszerint koncentrikusan zdénazottak, amely ,,céltdbla-szeri”
megjelenést kolcsondz a foltoknak. Az alsd, idosebb leveleket tdmadjak elséként, de a
betegség felfelé is terjeszkedik €s a leveleken sarguld tiineteket, levélszaraddst vagy
levélhullast idéz eld. Sotét, besiippedt foltok kialakulhatnak 4grészeken vagy szaron, mint
ahogy pl. a paradicsom novénynél ezt megfigyelhetjiik. Csirandvényeknél a szarfoltosodas
rakosodédssa alakulhat, mely novekedve, korbedlelve a szdrat a novény pusztuldsdhoz
vezethet. Az Alternaria-k ér6félben 1€vo gylimolcsot is fertdzhetnek, egyes gazdandvények
esetén a virdgzds végén fertdznek, mig mdsoknal a hajtiascsicsot tdmadjdk meg, vagy
sebzéseken keresztiil fertéznek. A foltok lehetnek kis méretiiek és kissé besiippedtek, vagy
akar az egész termést beborithatjdk borszeril, barsonyos bevonatot képezve, mely a gomba
micéliumabdl és szaporitoképletébdl tevodik 0Ossze. A paradicsomnal és a paprikanal
eléfordulhat olyan eset is, hogy a feliileten csak egy kisebb méretii folt jelentkezik, mig a
maghazban a fertézé€s kiterjedt formdja figyelhet6 meg. A gomba széles
hémérséklettartomédnyban is jol fejlodik, igy akér a hiitészekrényben is novekszik, igaz kisebb

intenzitassal (AGRIOS 1997).
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1. 4bra Alternaria spp. fert6zés biiza magvakon 2. dbra Alternaria fajok iltal okozott
palantaddlés tiinetei (Foté: CHAMPION 1999)

3. abra Szarfoltosodas tiinetei 4. abra Paradicsom 5. abra Alternaria spp. fertézés
Schoenoplectus lacustris szaron bogyéfoltossag tiinetei tiinetei paprika bogyon

6. abra Burgonya lévélfoltossaga 7. abra Levélfoltossag tiinetei repcelevélen
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3.3. Az Alternaria brassicicola faj kiemelt jelentosége

Az Alternaria brassicicola faj az egyik gazdasdgilag legjelentdsebb Alternaria patogén,
mely a keresztesvirdgi novények foltosodds tipusu betegségeit idézi eld. A becOn megjelend
tiinetek gyakran magpergést idéznek eld. A vetdmaggal terjedd korokozd szdmos orszidgban
megtaldlhat6. Amellett, hogy a nagy gazdasédgi jelentdéségli Alternaria nemzetség tagja,
jelentdségét tovabb fokozza, hogy egyrészt az ismert genomu Arabidopsis spp. gazda-parazita
kapcsolat modell értékii nekrotréf kérokozoja, masrészt, hogy genomjanak teljes szekvendlasa
folyamatban van (MAURICIO és mtsai 2005).

Egyes Alternaria fajok ivaros formdit a Lewia nemzetségbe soroltdk (SIMMONS 1986),
ugyanakkor a legtobb fajt mitospérds gombdnak tartjdk, ide sorolva a keresztesvirdgiak
csaladjat fert6z6 A. brassicae, A. brassicicola és A. japonica fajokat. Ezen gombdk DNS
polimorfizmus vizsgélatainak célpontja a riboszomdlis DNS (rDNS) szekvencia analizise
(JASALAVICH és mtsai 1995), a véletlenszertien amplifikalt polimorf DNS (RAPD, Random
Amplified Polimorfic DNA; COOKE és mtsai 1998, SHARMA és TEWARI 1998) vagy a
fragmenthossz sokszorositott polimorf DNS (AFLP, Amplified Fragment Length
Polymorphisms; BOCK és mtsai 2002, 2005) volt. Az egyes szerzOk mindeniitt mérsékelt,
ugyanakkor szignifikdns polimorfizmust tirtak fel az A. brassicicola fajt illetden. Ez a
megfigyelés vezetett ahhoz, hogy a genetikai variabilitds alapjaul BOCK és mtsai (2005) egy
rejtett ivaros folyamatot feltételezzen.

Ismereteink szerint mikroszatellit markereket széleskorien alkalmaznak gomba
populacidk genetikai strukturdltsdgdnak tanulmanyozdsara, ugyanakkor e fajra vagy az
Alternaria nemzetség mas fajaira eddig még nem fejlesztettek ki, illetve nem alkalmaznak
ilyen markereket.

A kiemelt fontossdgi novénypatogén Alternaria brassicicola faj biodiverzitdsanak
tanulményozdasara a tudomany jelen alldsa szerint a molekularis mikroszatellit marker analizis
a legalkalmasabb a nagyfokd megbizhatésdguk €s az erdteljes polimorfizmust mutatd

eredményeik révén.
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3.4. A hazai Alternaria kutatas helyzete

Magyarorszagon az Alternaria fajok kutatdsdval és vizsgalatdval eddig keveset
foglalkoztak.

MOESz 1928-as munkdjdban olvashatunk Alternaria kérokozé burgonya névényrol
torténd izoldlasardl. Feltételezhetéen ez az elsd hazai forrdsmunka, mely foglalkozik e
kérokozé nemzetséggel.

VOROS és HUSsz (1965) forrasmunkdja alapjan az Alternaria fajok nagy morfolégiai
valtozékonysdgot mutatnak, kozottik sok az dtmenet. A konidium kialakulasat, a harant és
hosszanti falak szdmat, a csOr hosszat stb. a kornyezeti tényezOk nagymértékben
befolydsoljdk. A konidiumtarté sotét, a konidiumok altaldban egyszeri vagy eldgazo, hosszu,
ritkdbban révid lancokban vagy maganyosan keletkeznek, sotét szintiek, kereszt és hosszanti
falakkal tagoltak, kiillonboz6 alakdak (ellipszis, tojds, bunkd). A csicsuk hosszan megnyiilt,
csOrszerti. Az Alternaria-k kartételei a kovetkezok:

- csirandvény rothadast, paldntaddlést okozhatnak,

- azold részeken (levél, szar, termés) szdraz foltokat vagy barsonyos penészbevonatot

1déznek €l6,

- megtdmadhatjdk a virdg részeit és a termést,

- a korokoz6 hifai mélyen behatolhatnak a maghdzba és a magba, igy fertdzhetik a

magvakat, amitdl azok mindségi és mennyiségi kart szenvednek.
Sok faj szaprotréf vagy gyengiiltségi parazita, altalaban a kiils6 koriilmények kovetkeztében
legyengiilt novényeken karositanak. A magvakban évekig életben maradhatnak. Kedvezd
viszonyok kozott a konidiumképzés rendkiviil nagy mértékii, igy rovid ido alatt jarvanyos
megbetegedés torhet ki. A levegében messzire eljuté konidiumok még 3000 m magassagban
is megtaldlhatok (VOROS és HUSZ 1965).

A rendszertani munka fajleirdsai a kovetkez6 adatokat tartalmazzak: a kérokozé neve, a
kérokozé kordbbi nevezéktanban el6fordulé megnevezései, az okozott betegség, a
gazdandvénykor, a koértiinetek, a karositds formai, a konidiumtartd szerkezete, hosszisaga, a
konidiumképzés formdja, a konidium alakja, szine, konidiumtest mérete, harant és hosszanti
védlaszfalak szdma, a csor szine, hossza, szélessége, harantfalainak szdma.

Az Alternaria fajok konidiumképzésére jellemz0d, hogy elsd 1épésben a konidiogén sejt
kiils6 faldn egy aprd, kerek lyuk, pérus keletkezik, majd ezen keresztiil kitiiremkedik a

konidiogén sejt belsd fala, ami a konidium kiilsd faléat fogja alkotni. A konidium belsd fala de
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novo szintetizdlédik. A képzd6dott konidiumot (Poroconidiaceae csalad) porokonidiumnak
nevezziik (VAINA 1987).

VOROS (1985) Magyarorszdg mikroszkopikus gombdinak hatdrozokonyvében a
Phaeodictyae sporacsoport fontosabb nemzetségei kozott, az Alternaria nemzetség tagjainak
fajszintll hatarozokulcsat kozli. A leirasokban 30 faj szerepel, amely a Magyarorszagon izolalt
fajok és a NEERGARD (1945) altal elfogadott, jol definidlt, gazdasigilag jelentds fajok
tartoznak. A hatdrozas soran alapvetd jelentdséget tulajdonitanak a gazdandvénynek és a
konidium morfoldgiai tulajdonsagainak.

Magyarorszagon formalisan 13 Alternaria fajt irtak le (VOROS 1985).

Az A. solani gazdasagi jelentdségét, életciklusat, okologidjat és a védekezés lehetOségeit
HODOSY (1967) dolgozta fel részletesen.

BECZNER és mtsai (1970) zoldségfélék gombds betegségei kozott 7 Alternaria faj (A.
brassicae, A. dauci, A. dauci f. sp. porri, A. oleracea, A. raphani, A. solani, A. tenuis)
korképét, korfolyamatat és konidiumképzését irta le.

RADULESCU és NEGRU (1971) magyar nyelven kiadott munkdjaban szant6foldi novények,
ipari novények, takarminyndvények, zoldségfélék, gytimolesfak, gydgy és illolaj-tartalmi
novények valamint virdgmagvak betegségeinek €s kartevOinek lefrdsat taldlhatjuk meg. A
vetdmagvakon taldlhat6 Alternaria kérokozok hatarozasdhoz analitikai kulcs nytjt segitséget.

Az egyes betegségeket kivalt6 okokat a szerzok 24 Alternaria fajra vezetik vissza.

A klasszikus mikoldgia teriiletén napjainkig is folynak kutatdsok e nemzetséget illetéen,
amely hazankban elsdsorban WALCZ Ilona nevével fémjelezhetd. WALCZ kordbbi munkéjanak
eredményeként egy 0j Alternaria faj, az Alternaria helianthinficiens (WALCZ 1989) leirasaval
is gazdagodott a nemzetkozi szakirodalom. Napraforgérdl eddig harom Alternaria fajt (A.
helianthi HANSFORD, TUBAKI és NISHIHARA; A. helianthinficiens SIMMONS, WALCZ és
ROBERTS; A. alternata FRIES ex FRIES, KEISSLER) azonositott.

Az utdbbi tiz évben, hazankban is az Alternaria kérokozok a novénykortani kutatds
eléterébe keriiltek. Szdmos szakirodalmi vonatkozds kiilonbozé gazdandvényrdl izolalt
kérokozok korében emliti az Alternaria fajokat (FISCHL és KOVACS 1990, SIMAY 1994,
KIMMEL 1995, BALAZS és mtsai 2001, MOLNAR 2002).

A tdpanyagellatas és a betegségek kozotti Osszefiiggéseket vizsgalta Kiss és POTYONDI
(2000) cukorrépan, KADAR és mtsai (2000) burgonyan.

BENE és EORI (1992) hatékony csdvazdszereket probdlt ki cukorrépa magvakon — tobbek

kozott A. alternata fertd6zéssel szemben.
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KovAcs (2001) paprika maghdz penészesedésért felelds A. alternata kérokozé patogenitasat
bizonyitotta paprika csirandvényeken, illetve tobblépcsds szelekcids eljardst dolgozott ki
Alternaria izoldtumok és tentoxin gazdaspecifikus anyagcsere termék felhaszndldsdval. A.
alternata esetén a KoOCH-féle posztuldtumok igazoldsa mellett, foglalkozott a gomba
kiilonbozé autokoldgiai igényének megéllapitisaval, valamint a megbetegedés és a
gazdandvény présnedvének osszetétele kozotti kapesolattal.

BERES és mitsai (2000) patogén gombdkkal torténd bioldgiai gyomndvény szabdlyozas
témaban részletes gazda-kérokozd vizsgdlatot végzett szamos gyomnovény (pl. Datura
stramonium) és tobbek kozott A. crassa kérokozo viszonylataban.

HAsUA és mtsai (1979) bizonyitottdk, hogy a vizsgdlt novénykdrokozo Alternaria fajok
képesek parazita életmdédjuk mellett elhalt szerves anyaggal is tdpldlkozni, tehdt a
koriilményektol fiiggden szaprotréf életmddot folytatni.

NAGY és FIscHL (2003) UV-C sugarzds hatdsdt vizsgélta az A. alternata konidiumainak
csirdzdsa szempontjdbol. Késébb NAGY (2004) a magneses tér hatdsit is tanulminyozta
néhiny ndvénypatogén konidiumos gomba konidiumcsirdzdsanak, micéliumndvekedésének és
sporuldcidjanak tiikrében.

FISCHL és mtsai (1993), majd SZUNICS és mtsai (1996) a buzaszemek feketecsirdjisigat az A.
alternata kérokozo jelenlétére vezette vissza.

Hazéankban uj alternarids levélfoltossag tiinetekrél szamoltak be URBANSZKI €s mtsai (2003),
mely tiineteket gorogdinnyérdl és uborkardl irtak le.

Az Alternaria nemzetség korokozoéit nemcsak novénypatogenitds vonatkozdsban vizsgéltak
egyes szerzok, hanem a kivéltott kdrnyezeti artalmakat illetGen is.

MAGYAR és mtsai (2000) a légkorben megtaldlhatd allergén és novénypatogén szervezetek
koncentracié valtozasaival, Okoldgiai vélaszreakcidk vizsgédlatival foglalkozott, valamint
sz016 iiltetvény monitorozott 1égterében figyelte az Alternaria konidiumok koncentracidjat.
PINTER és mitsai (1995) pollencsapda preparitum anyagait mikrogombdk vonatkozasaban
vizsgélta. A vizsgalatok eredményei alapjan feltételezte, hogy az eddigi pollen-allergia néven
szamontartott betegség egyes vdltozatainak kialakuldsdhoz hozzdjarulnak a fitopatogén és
szaprotréf mikrogombak 1égkorben jol terjedd szaporitoképletei. Ezek kozott tobb
Deuteromycota torzsbe tartozé: Cladosporium és Alternaria konidiumokat figyeltek meg.
Allategészségiigy teriiletén is folynak kutatdsok Alternaria fertézottség viszonylatdban.
Takarmany adagok gabona szemterméseinek mikoldgiai vizsgdlata sordn leggyakrabban

Alternaria fertdzést mutattak ki (SZIGETI és mtsai 1994).
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3.5. Az Alternaria nemzetség rendszerezése

1816-ban NEES elsdként irt le egy olyan mikroszkopikus gombét, mely spordit lancokban
képezi és fonalas jellegli csorrel rendelkezik. E fajt NEES Alternaria tenuis-nak nevezte el. Az
Alternaria nemzetség fajainak leirasavel egymast kovetéen az alabbi szerzok foglalkoztak:
GROVES és SKOLKO (1944), NEERGAARD (1945), JoLY (1964) és SIMMONS (1967, 1986,
1992).

3.5.1. Rendszertani besorolas

Az Alternaria nemzetségbe tartozé gombdk a Deuteromycota (syn. Adelomycetes,
Fungi imperfecti) torzsbe sorolhatok. Kordbbi forrasmunkék (pl. AGRIOS 1997) az Alternaria
nemzetséget a Dematiaceae csalddba soroljdk tobb mas fontos gombaval egyiitt (Bipolaris,
Exerohilum, Dreschlera, Cladosporium, Stemphylium, stb.). Leggyakrabban a fajok
konidiumos alakjaval taldlkozunk. Az Alternaria fajok a Hyphales (syn. Moniliales) rendbe
tartoznak, mivel konidiumtartéjuk kevésbé differencialt, szabadon 4ll6, elszdrtan
elhelyezkedd és szimpodidlis novekedésti. Bizonyos Alternaria fajnak létezik ivaros
szaporodasi formdja (teleomorf alak) is, mely a Loculoascomycetes (Pleospora vagy Lewia
nemzetség) osztilyba tartozik (ELLIS 1971, SIMMONS 1986, ERICKSON és HAWKSWORTH
1991).

Az Alternaria nemzetségbe tartozé gombdkat egyiittesen sotét szinli (olivzold, barnds
fekete, fekete), tobbsejtli, altalaban korte vagy ovalis alaku, kereszt- €s hosszirdnyban tagolt
konidium jellemzi, mely vagy maginyosan, vagy egy konidiumlanc tagjaként fordul eld. Az
altalanos rendszertan ezen konidium morfolégian alapul (SZECSI és mtsai 2003). A 8. és 9.
dbrdn egy kisspords és egy nagyspoérds konidiumot mutatunk be. Ezeken az dbrakon
bejeloltiik azokat a paramétereket, melyeket az egyes konidiumok méretezésénél figyelembe

vesznek.

Konidium csor szélesség
= _ Konidium csdr hosszusag
Keresztfalak szama

Hosszanti falak szdma Konidiumtest hosszusag

Konidium szélesség
8. abra Kisspoéras Alternaria konidiumra jellemzé tulajdonsagok

20



3. Irodalmi attekintés

Konidiumtest szélesség

Keresztfalak szam

Konidiumtest hossz
Hosszanti falak szama f | Chr hosszlisag

Csor sz€lesség

9. abra Nagysporas Alternaria konidiumra jellemzé tulajdonsagok

HAWKSWORTH és mtsai (1995) az Alternaria-kat nem sorolja be nemzetségnél
magasabb szintli csoportokba, mivel rendszerezése alapjin ezen kategdridk nem tiikr6znék a
gombdk természetes rokonsdgi viszonyait.

KIFFER és MORELET (1997) a konidiumok képzddésének modja alapjan az aszexualis
Alternaria gombékat a Blastosporae csoport, Porosporae alosztilydba sorolja. Az egységes
konidiogenezis rendszerében minden ivartalanul szaporodé gomba besorolhaté a szaporitd
képlet keletkezési moddjanak megfeleléen. Ez a rendszertani elképzelés visszanyidl a
SACCARDO-féle 1899-1906 kozott kozolt rendszertanhoz azaltal, hogy a konidiumtartok
szerint végez csoportositast, igaz ezeknek masodlagos jelentOséget kolcsonozve (a
konidiumok morfoldgidja szerinti rendszerezés a leggyakrabban alkalmazott rendszerezési
elv). Mindenesetre, a konidium képzést f6 rendszerez6 elvként tekintd modern elképzelés
gyakorlati alkalmazdsa még akadélyokba iitkozik.

A Botanikai Nevezéktan Nemzetkozi Koédexe (International Code of Botanical
Nomenclature ICBN) az Alternaria fajokat egységesen az Ascomycota torzs, Pleosporaceae
csaladjaba sorolja (GUARRO és mtsai 1999).

A konidiumos gombdk nagy valtozékonysidga és heterogenitdsa Ujabb rendszertani
elképzelések megsziiletéséhez vezetett. Az djabb, gyakran molekuldris vizsgalati eszkdzok
hasznalata révén lehetové valt a korokozok eredetének és diverzitdsanak pontosabb

meghatdrozasa, az azonositas és a jellemzés egzaktabb megfogalmazasa.
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3.5.2. Az Alternaria-k rokon nemzetségei

Az Alternaria nemzetséghez kozel all6 nemzetségek, mint pl. Stemphylium,
Ulocladium és Macrosporium definidldsdban és taxondmidjat illetéen hosszud ideig egyfajta
bizonytalansdg uralkodott. A bizonytalansag alapjat képezd Alternaria, Stemphylium és
Ulocladium nemzetségekhez tartozé fajok morfoldgidjat mutatjuk be a [0. dbrdn. Az
Alternaria nemzetséghez tartozd néhany faj azonositisit és rendszerezését nehezitette ez a
koriillmény. Igy néhany atipikus fajt mar a kezdeti azonositdsuktdl fogva tobb nemzetségbe
soroltak az egyes szerzok (pl. KWASNA kozlése szerint (1992) Ulocladium consortiale (Thum)
SIMMONS szinonimdi a kovetkezdk: Macrosporium consortiale THUMEN, Stemphylium
consortiale (Thum) GROVES és SKOLKO és A. consortiale (Thum) GROVES és HUGHES). Az
Alternaria nemzetség mas kozeli nemzetségektdl (Ulocladium, Stemphylium, Embellisia és

Nimbya) val6 pontos elkiilonitését SIMMONS fogalmazta meg (1992).

@ o
@ Stemphylium '
Ulocladium @

Embellisia

Alternaria

10. abra Az Alternaria, Stemphylium, Ulocladium, Embellisia és Nimbya nemzetségekre
jellemzé konidiumok és konidiumtartok (SIMMONS nyoman, 1992)
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3.6. Alternaria izolatumok morfologiai jellemzése

3.6.1. A gombak morfologiai valtozékonysaga

A legtobb Alternaria faj, beleértve az A. alternata-t is, jelentds morfolégiai
véaltozékonysdggal rendelkezik, mely filigg a tenyésztés feltételeitol, a tdptalajtol, a
homérséklettdl, a fénytdl és a nedvességtdl (MISAGHI és mtsai 1978, SIMMONS 1992).
Monospéras tenyészetben is jelentOs eltérések mutatkoznak a konidium méret, alak,
szeptaltsdg, szin és a konidium koratdl fiiggd feliileti strukturdk vonatkozasaban (SIMMONS
1992). Egyes kissporas, konidiumlancot képzo Alternaria fajok morfoldgiai jellemzdi atfedik
az A. alternata-ra jellemz0 tulajdonsdgokat. A leggyakoribb ilyen faj az A. tenuissima és az A.
infectoria (PRYOR és MICHALIADES 2002). A fajszintii azonositist neheziti, hogy szdmos
izolatum olyan koztes jellemzOkkel rendelkezik, amelyek alapjdn az adott izoldtum nem

sorolhat6 be egyértelmiien az ismert fajok egyikébe sem (SIMMONS 1992).

3.6.2. Csoportositast megalapozé kutatasok

Az Alternaria nemzetség nagyfoki valtozékonysdginak eredményeként, tobb munka
ajanldsa szerint a morfoldgiailag azonos bélyegekkel rendelkezd fajokat alcsoportokba
soroljak (NEERGAARD 1945, JoLY 1964, ELLIS 1971, 1976). A NEERGARD-féle csoportositas a
konidium méreteken €s a konidiumlanc hosszdn alapul. Hirom kategdriat kiilonboztet meg:
Longi-catenae — a konidiumlanc soktagi (legalabb 10) konidiumbdl épiil fel, az itt taldlhato
fajok altalaban szaprotrofok (pl. A. fenuis — syn. A. alternata, A. brassicicola); Brevi-catenae
— a konidiumlanc rovidebb és eldgazo tipusy, a konidiumok szélesebbek (pl: A. fenuissima);
Non-catenae — maganyosan képz6dé konidiumok, melyek csore hosszikasan nydjtott, az itt
taldlhat6 fajok legtobbje a parazita gombdk kozé sorolhatdk (pl: A. brassicae). A
lanchosszisag és a konidiumok morfoldgidja sajnos néhany faj esetén kevésbé diszkriminativ
valamint a kornyezeti koriilmények altal konnyen befolydsolhaté paraméter. Igy ezek a
hataroz6 bélyegek a fajok elkiilonitésére, valamint filogenetikai kapcsolatok feltérképezésére
nem alkalmasak.

SIMMONS (1992) egy 1ij rendszerbe foglalta az Alternaria nemzetséget és 14 csoportot
kiilonitett el, melyek élére egy-egy tipusfajt allitott. E rendszerezés elveként tovébbra is a

konidium tulajdonsdgok, a konidium képzddés és a csor alakja szerepeltek.
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Késobb SIMMONS és ROBERTS (1993) bevezette a fajcsoport fogalmat és a kisspords,
lancképzd fajokat 6 fajcsoportra osztotta fel. Az egyes csoportok sporulécio tipusa a /1. dbrdn

figyelhetd meg.

=, 25

11. abra Kiilonb6z6 kissporas Alternaria fajcsoportok sematikus lancszerkezetének
abrazolasa (SIMMONS és ROBERTS nyoman 1993)

Ebben a rendszerben a csoportképz6 ismérvek a kovetkezok: a ldncok alakzata, a konidiogén
sejtek apikdlis vagy laterdlis megnyuldsa. Csoporton beliill a fajok megkiilonboztetése
tovdbbra is stabil jellemzok alapjdn lehetséges, tgymint: fiatal konidiumok kialakuldsa és
morfologidja, valaszfal kialakuldsdnak menete, vdlaszfalak szdma, alak, méret, szin, a
konidium ornamentdltsdga és egyedi tenyészbélyegek. A fajcsoport hatdrozds alapjat az adott
taptalajra oltott, meghatdrozott koriilmények kozott eldallitott tiszta tenyészetek képezik.
Ennek a rendszerezésnek elonye, hogy ellendrzétt, mesterséges koriilmények kozott eldallitott
izoldtumokra épit. Igy az eredmények Osszehasonlithaték egymdssal, és a vizsgalati
koriilmények reprodukdlhatok. Szemben a kordbbi azonositdsi eljardsokkal, melyek
alkalmazdsa sordn gazdanovényrdl szarmazd koérokozdkat jellemeztek és rendszereztek,
figyelmen kiviill hagyva az Alternaria kérokozé gombdk nagyfokd kornyezettdl fiiggd
fenotipusos valtozékonysdgat. Ez az 4j megkozelités hangsilyos szerepet kapott az j
Alternaria fajok lefrdsandl (SIMMONS 1999), illetve a formdlisan leirt taxonok
atcsoportositasanal, mint pl. az A. alternata f. sp. lycopersici athelyezése az A. arborescens
fajba (SIMMONS 1999).

NEERGARD (1945), SIMMONS és ROBERTS (1993) valamint SIMMONS (2000) ajanlasa

szerinti Osszehasonlité csoportositds olvashaté az 1. tdbldzatban. NEERGARD a jelen
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munkdban kutatott fajokat harom csoportra osztotta fel a konidium morfoldgia alapjan.
Erdekes, hogy NEERGARD az A. tenuissima izolitumokat az A. cheiranthi-hoz kézel sorolja, a
rovid lancd Alternaria-k kozé. SIMMONS szerint a kisspdérds fajoknak kiilonbozé a
konidiumlanc képzése, ezért azok tovdbb csoportosithaték a kovetkezOknek megfelelden:
alternata, arborescens, gaisen, infectoria és tenuissima fajcsoportokra (SIMMONS és ROBERTS
1993). Kés6bb SIMMONS (1995) megnevezi a cheiranthi és brassicicola fajcsoportokat is,
melyek sporulacios tipus alapjan nem kiilonithetok el az infectoria €s az alternata csoporttol.
A fajcsoportok elnevezései az dket leginkabb azonosité tipusfajok alapjan torténik. SIMMONS
(2000) egy késobbi munkdjaban részletesen jellemzi a Solanaceae csalad gazdanovényeirdl
szarmaz0 nagyspords Alternaria fajokat. A kiilonbozo gazdandvényekrdl szarmazé fajokat
kiilon-kiilon nevezi meg, elhatdrolédva a NEERGARD éltal is alkalmazott, forma specialis-ok
haszndlatitdl.

Standardizélt izoldldsi és tenyésztési koriilményeket hasznélva, a morfoldgiai bélyegek
véaltozékonysdga minimalizdlhaté. A legtjabb kisérleti eredmények szerint a kisspords
Alternaria fajcsoportok egymastdl elkiilonithetok a morfoldgiai- és a tenyészbélyegeik,
valamint a kémiai tulajdonsdgaik alapjan is (ANDERSEN és THRANE 1996, ANDERSEN és mtsai

2001, 2002).

1. tablazat Az Alternaria fajok rendszerezése kapcsan ajanlott
kiilonb6z6 morfologiai alapon elkiilonitett csoportok

Morfo-csoportok
SIMMONS és ROBERTS

Morfo-csoportok
NEERGARD (1945)

(1993)
A. tenuis A. alternata
A. arborescens
A. gaisen
A. tenuissima A. tenuissima
A. cheiranthi A. infectoria

A. dianthicola

SIMMONS (2000)

A. brassicae

A. porri

A. porri f. sp. solani
A. porri f. sp. dauci

A. brassicae

A. porri

A. solani

A. dauci

A rendszerez0 taxonémia kialakitdsdban az emlitetteken kiviil tobben is
kozremiikodtek. Hazankban tobbnyire a NEERGARD-féle rendszerezési elvek terjedtek el az
egyes izoldtumok morfoldgiai jellemzésekor. Ehhez képes elrehaladdst jelent a SIMMONS-
féle fajcsoportok szerinti csoportositds. A legdjabb tendencidk az Alternaria taxondmiai

kutatdsok teriiletén is a genetikai 0sszehasonlit6 elemzésekre irdnyulnak.
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3.6.3. Abiotikus tényezdk vizsgalata in vitro

A mikroorganizmusok élettevékenysége a bonyolult Osszefiiggések és kdlcsonhatdsok
végtelen sordn keresztiil szoros kapcsolatban van természetes kornyezetiikkel, annak szerves
részét képezi. Ezért a mikroorganizmusok igen érzékenyen reagalnak a kornyezet tényezdinek
legcsekélyebb viltozdsara is. Ugyanakkor nagyfokud alkalmazkoddképességgel rendelkeznek,
morfoldgiai jellemz6ik, €lettani sajatsdgaik viszonylag konnyen megvaltoznak, és nem ritka a
maradandé véltozas sem. Az in vitro tenyésztéskor egy igen jelentds kornyezeti tényezot, az
€l kornyezetet tudjuk kikiiszobolni, mivel tiszta tenyészetekkel dolgozunk. Fontos szerepet
jatszanak az egyes kornyezeti tényezOk hatdsdnak megismerése a mikroorganizmusokra
rendszerezése, meghatarozasa és izoldlasa céljabdl (HORVATH 1980).

Tekintettel arra, hogy szdmos gomba viszonylag gyorsan novekszik tiszta
tenyészetben, fiziolégiai és biokémiai technikdk alkalmazdsdval lehetséges azonositdsuk és
rendszerezésiik (BRIDGE 1985, PATERSON és BRIDGE 1994). E technikdkat sikerrel
alkalmaztdk az élesztdgombdkndl (HOOG és Yurlowa 1994). Kiilonb6z6 hoémérsékleti
tartomdnyban mért novekedési mutatok kiegészitésiil haszndlhatok néhdny ivartalanul
(MCGINNIS és SALKIN 1986) és ivarosan szaporodd gomba azonositasiban. Meghatéarozott
koriilmények kozott mért novekedési rata értékes informacidval szolgidl komplex nemzetségek
tanulmanyozdsa sordn, mint pl. a Penicillium nemzetség esetén (PITT 1973).

A gombdk novekedésére és differencidlasara hat6 legfontosabbnak tekintett tényezok
kozé a homérséklet, a vizaktivitds és a pH tartozik (MCMEEKIN és ROSS 1996). Ezen tényezok
egyikét sem alkalmazzdk fonalas gombak rendszerezése szempontjabdl. A rendszerezés
alapvetden a mikromorfolégiai tényezok vizsgalatin alapul. Egy djabb taxondmiai bélyeg
lehet a novekedés vizsgélat az Alternaria fajok esetében (ANDERSEN és mtsai 2001). PITT
(1973) fajhatarozas céljabol a mikromorfolégiai adatok kiegészitéseként a telepatmérot és
telepmorfologiai bélyegeket jellemzett Penicillium nemzetség vizsgédlata sordn, melyet a
késobbiekben a Penicillium monografidjdban kovetkezetesen alkalmazott 1979-t6l. PITT
(1979) megéllapitotta, hogy MEA (Malt Extract Agar, maldta kivonat agar) és CYA (Czapek
Yeast Extact Agar, Czapek élesztOkivonatos agar) tdptalajon +5 és +37°C-on nevelt
tenyészetek alkalmasak a Talaromyces és Eupenicillium fajok elkiilonitésére.

ROTEM ,,Az Alternaria nemzetség” ciml monogréifidjdban kiilonféle fajok
sporuldlasanak minimum hémérsékletét foglalja 6ssze tdblazatos formdban.

Az Alternaria fajok legtobbje +5°C-os minimum hdmérséklet mellett is sporuldlt, kivétel ez

alol az A. dauci , mely +10°C-on és az A. solani, mely +15°C-on kezdett konidiumokat
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képezni. Ezeket az adatokat azonban fenntartdssal kell kezelniink, mivel nem egyértelmdi,
hogy a megjelolt hdmérséklet a valédi minimumot vagy a vizsgalt minimum hémérsékletet
jeloli. Ugyanilyen fenntartdsok vonatkoznak a maximum hdmérsékletre, mely +30 és +35°C
kozott alakult. Az optimum +15-30°C kozotti tartomdnyban taldlhaté. Az optimum
vonatkozasdban eltér6 mérési adatok is szerepelnek, pl. az A. solani +26-28°C sporulal
optimalisan RANDS (1917) szerint, mig MCCALLAN és CHAN szerint (1944) ez az érték +20°C
koriil taldlhat6. Sajnos a hémérséklet mellett a fényviszonyokra vonatkozd utaldsokat az
egyes szerzok kevésbé tiintették fel, a rendszeres fotdperiddusnak kitett Petri-csészékben
ugyanis valtozhat a homérséklet. A sporuldcié kiillonbozé fazisaira a homérséklet is
kiilonbozoképpen hat, igy a magas homérséklet az A. dauci-nil a konidiumtarté képzést
indukdlja, mig alacsonyabb hémérséklet optimélis a konidiumok kialakuldsa szempontjabol
(LEACH 1967). Ezekben a rendszerekben ROTEM a homérséklet hatdsit a sporulicié
vonatkozdsdban targyalja elsdsorban a nagysporas fajok esetén.

A homérséklet, a tptalaj, a pH érték, cukor- és nitrogén-tartalom Alternaria alternata
gombdra gyakorolt hatdsat hazankban KOVAcCS és FISCHL (1997) tanulményozta. A kérokozot
kizardlag  maghdzpenésszel fert6zott  paprikabogyokbdl —izoldltdk. A Kkisspdrds
kérokozécsoport genetikai és morfoldgiai tagozddasa ekkor még ismeretlen volt hazankban.
A kisspérds Alternaria fajok makromorfologiai bélyegek alapjan torténd elkiilonitésére
ANDERSEN és mtsai (2001, 2002) tettek javaslatot. Az alternata, a gaisen és a longipes
kissporas Alternaria fajok DRYES agaron (Dichloran Rose Bengal Yeast Extract Sucrose
Agar, Dichlordn-bengalrézsa-életsztékivonatos agar) kiillonb6z6é homérsékleten (6-33°C-ig)
tartott tenyészetek telepatmérdjének vizsgalata sordn értékes adatokhoz jutottak (ANDERSEN
és mtsai 2001). A vizsgélatot tovabbfejlesztve 2002-ben ANDERSEN és mtsai egy ujabb
dolgozatot kozoltek, melyben 10 fajt illetve fajcsoportot (A. alternata, A. arborescens, A.
gaisen, A. infectoria, A. limoniasperae, A. longipes, A. mali, A. tangelonis, A. tenuissima, A.
turkisafria) vizsgaltak vizaktivitds, hdmérséklet és pH kombindlt hatdsit tanulmanyozva. A
novekedési erélyt a 7. és a 14. napon rogzitették, és az adatokat multivaridns statisztikai
elemzésnek vetették ald. A fékomponens elemzéssel vizsgalt izoldtumok a fajoknak, illetve
fajcsoportoknak megfeleléen csoportosultak, nem pedig a gazdandvény szerint.

Egyéb in vitro vizsgalatokat NAGY és FISCHL (2003), NAGY (2004) is végzett. Kisérleteik
sordn kiilonbozd dézisti UV kezelésnek és kiilonbdzd erdsségli magneses térhatdsnak vetették
ald tobbek kozott egy Alternaria alternata kérokozot. NAGY és FISCHL (2003) kimutatta a
kozeli UV sugarzds és magneses tér konidiumcsirdzasra, novekedésre és sporuldciora kifejtett

hatasat.
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3.7. Az Alternaria izolatumok molekularis jellemzése

3.7.1. Vizsgalati modszerek attekintése

A gombidk evoldcidjanak kutatdsa soran a fajok jellemzésénél, illetve a fajon beliili
polimorfizmus vizsgdlatindl ma mar elengedhetetlen a genetikai informdaciét hordozé
(szemantoforetikus) molekuldk vizsgalata. Ide tartozik a teljes genetikai kddot tartalmazé
DNS, valamint a transzkripcié termékei, vagyis a kiilonboz6 RNS tipusok, és fehérjék.
Napjaink egyik legtobbet alkalmazott kutatasi médszere ezeknek a molekuldknak vagy egyes
szegmentumoknak elektroforézissel torténd szétvilasztdsa, majd a keletkezett mintdzatok
Osszehasonlitdsa kiilonbdz0 matematikai mddszerekkel.

Molekularis eszkozoket az utébbi években gyakran haszndlnak az Alternaria nemzetség
biodiverzitdsdnak tanulmanyozdsa céljabol. A kitlizott célok filogenetikai, taxondmiai,
diagnosztikai és populdcié genetikai vonatkozdsuak. Az tjabb, gyakran molekuldris vizsgalati
eszkdzok haszndlata révén lehetdvé valt az Alternaria fajok eredetének és diverzitdsdnak
pontosabb meghatdrozdsa, az azonositis és jellemzés egzaktabb megfogalmazisa. Az
alkalmazott médszerek koziil a kutatdsunk szempontjabol jelentdsnek tartott modszerek a
kovetkezok:

e Tobblokuszos vizsgalatok:

o mtDNS RFLP (mitokondridlis DNS restrikcids fragmentumok hosszisaganak
polimorfizmusa — mitochondrial DNA Restriction Fragment Length
Polimorphism, KUSABA és TSUGE 1997).

o RAPD (véletlenszerien amplifikélt polimorf DNS - Random Amplified
Polimorfic DNA, COOKE és mtsai 1998, WEIR és mtsai 1998, MORRIS és
mtsai 2000, ROBERTS és mtsai 2000, PRYOR és MICHALIADES 2002),

o AFLP (sokszorositott fragmentum hosszisdg polimorfizmusa - Amplified
Fragment Length Polymorphisms, BOCK és mtsai 2002, 2005);

e egyedi genomhely vizsgdlata:

o Szekvendlds: rDNS ITS (riboszomdlis DNS belsd atir6dé régid, ribosomal
DNA Internal Transcribed Spacer, KUSABA és TSUGE 1995, PRYOR és
GILBERTSON 2000, IACOMI-VASILESCU €és mtsai 2001, CHOU és Wu 2002,
SERDANI és mtsai 2002, BERBEE és mtsai 2003), mtSSU (mitokondridlis rDNS

kis alegysége, mitochondrial Small SubUnit, PRYOR és GILBERTSON 2000)
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A szerzOk kiilonbozd Alternaria fajok, fajcsoportok kozott a fenotipus vizsgdlatokkal
parhuzamosan, Osszehasonlité vizsgdlatokat végeztek ¢és filogenetikai torzsfakat
szerkesztettek. Egy-egy faj vizsgdlata sordn kiilonbozd foldrajzi régidban megtaldlhatd

egyedek kozott populécié analizist végeztek.

3.7.2. Rendszerezésre iranyulé kiilfoldi eredmények

Szamos munka foglalkozott a kisspérds lancot alkoté Alternaria fajok taxondmiai

kapcsolatrendszerével, amelyekben kiillonb6z6 modszereket hasznaltak fel a modern
morfoldgiai alapt faj megkiilonboztetés rendszerének aldtdmasztasara illetve biralatara.
A szakmai kozvélemény egyik dga elfogadta a SIMMONS-féle morfolégidn alapul6
fajcsoportra tagolds elképzelést, és az elkiilonités helytallésagat molekuldris szinten RAPD
médszerrel is bizonyitotta. Igy ROBERTS és mtsai (2000) ,Fajcsoportok és kisspéras
Alternaria csoportok elkiilonitése morfoldgiai bélyegek és RAPD analizis segitségével” cimii
munkdjukban 260 elsdsorban gyitimélcs kultirdkbdl szdrmazd kissporas Alternaria izolatumot
vizsgdlt meg. A molekuldris vizsgélatok sordn 3 kiilonbdzd primert hasznalt. A kapott
dendrogramon (/2. dbra) 5 csoportot kiilonitett el: gaisen, longipes, tenuissima, arborescens
és infectoria csoport. A mddszerrel kimutatott kiilonbéségek Osszhangban A4lltak a
morfoldgiai, fizioldgiai és biokémiai tulajdonsagokkal.

A modszer helytdllésdgat mas kultdrdkbdl szdrmazé izoldtumokon is tesztelték, az
elozéekben vazolt primerektdl eltérd inditoszekvenciat alkalmazva. PRYOR és MICHALIADES
(2002) a ,Pisztacia foltosodast okozé Alternaria izolatumok morfoldgiai jellemzdinek,
patogenitasanak és molekuldris jellemzdinek vizsgélata” cimli munkdjdban az aldbbiakat
allapitotta meg:

® qalternata €s tenuissima morfologiai csoportok kozott RAPD elemzéssel genetikai
tavolsagot nem lehet kimutatni,

e RAPD elemzéssel az arborescens csoportba tartozd izolatumok egymadssal nagy
hasonldsagot mutatnak, de az alternata és tenuissima csoport egyedeitdl jelentOsen
eltérnek,

e RAPD elemzéssel az infectoria csoportba sorolt fajok kozott jelentds kiillonbségek
figyelhetok meg, a fragmentumok mérete és szdma meglehetdsen kiilonboztek az

alternata, a tenuissima és az arborescens csoportok tagjaitol,
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e kissporas lancot alkotd Alternaria fajok ITS szekvenalds eredménye alapjan az
alternata, a tenuissima és az arborescens fajcsoport egy monofiletikus kladot képez,
mely csoportokon beliil tovabbi elhatarolasok ITS szekvencidk alapjan nem lehetséges

a szekvencidkban megmutatkozé minimalis kiilonbségek miatt.

Szekvencia hasonlésag (%)
40 50 60 70 &0 90 100
al f N N n My 3

arborescens csoport

arborescens csoport

lternata csoport
kiilonb. csoportok

infectoria csoport
eruissiznag esoport

longipes | termissima
csopore ]

gaivern csoport

tenuissima esopors

12. abra Kissporas Alternaria fajok elkiilonitése RAPD elemzéssel (ROBERTS és mtsai
nyoman, 2000)

A szakmai kozvélemény masik dga a kisspords fajokat nem sorolja fajcsoportokba, hanem
vagy Alternaria spp.-ként nevezi, vagy egy ko6zos A. alternata fajrdl, vagy gazdaspecifikus
Alternaria fajokrdl beszél. A gazdanovény specifikus fajok egy részét az A. alternata-val
azonositja és forma specialis-ként jeleniti meg, pl. A. alternata f. sp. lycopersici
paradicsomon, mds részét pedig fajszintre emelve targyalja, pl. A. mali almén, az A. gaisen
kortén, az A. longipes dohdnyon. Ezen vélekedést tdmasztja ald, hogy a kisspords
gazdaspecifikus Alternaria fajokat nem tudtdk megkiillonboztetni az A. alternata-t6l sem
RFLP analizisnél alfa-fag klén Altl hibridizaciés primert hasznilva (KUSABA és TSUGE
1994), sem az ITS szakasz szekvenciabeli kiilonbségének vizsgalatival (KUSABA €s TSUGE
1995), sem mtDNS RFLP-vel (KUSABA és TSUGE 1997). Ugyanakkor ellentmondédsosnak
tinik, hogy ARADHYA és mtsai 2001-ben elkésziilt vizsgdlati eredményei szerint Altl klon
szakasszal hibridizdlt RFLP mintdzat elemzése sordn 3 kissporas Alternaria csoport

elkiiloniilésérol szamolt be.
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Az ITS szakasz szekvencia elemzése kiilonds helyzetet teremtett a szakirodalomban. Az
egyik forrdsmunkdban a nukledris rDNS belsé atir6dé régidjanak (ITS) szekvencia
analizisével kiillonbségeket lehetett feltarni (1-t6l 4 nukleotidig) a kisspdérds Alternaria fajok
kozott (KUSABA és TSUGE 1995). A szerzdk szerint ez az eredmény azonban elégtelen volt
ahhoz, hogy ezeket az A. alternata-tdl filogenetikailag kiilonb6z6 taxonként hatarozzédk meg.
Mig egy madsik forrdsmunkdban PRYOR és GILBERTSON (2000) szerint az ITS régio
szekvencia adatai alkalmasak az Alternaria fajcsoportok €s csoporton beliili rokon fajok
elkiilonitésére.

Az ITS régié molekuléris vizsgalatokban valé alkalmazdsanak létjogosultsdga azonban
megerdsitésre szorul, hiszen késobb ellentmondva kordbbi megallapitisuknak PRYOR és
MICHALIADES (2002) felhivta a figyelmet arra, hogy mds genom szakaszok molekuldris
vizsgélatdra is sziikkség van, mert kiilonb6z6 fajok ITS szakaszai nagy hasonlésdgot mutatnak.
E hasonlésdgot szemlélteti a [3. dbra, mely négy kisspdrds fajcsoportbdl tartalmaz

pisztacidrdl szarmazé izoldtumokat.

94 §. botryosum
_LJ_E S. callistephi
8. sarcinaeforme

A. porri,
A. solani
A. crassa
A. dauci
A. macrospora
e A prsiieste
I8 Slternariae
U go"fq”:ﬁs
{1 chartarum
. cheiranthi
A. carotiincultae
A R Solim
i i
(95) (83) A. petroselini
A. smymii |
! A. brassicae
A204
A150
A, alternata (*)
Y
i
(100) [| ASEG
A101
A340
A100
A, arborescens (*)
A143
A3A3
(100) RST
1%
AB1
A186
ITS1-5.85-ITS2 rDNA A133
15 trees A8
317 steps ﬂ%‘é
Cl = 0.767 ﬁgu
Rl =0.898 A, tenuissima (%)
AES
et A15§65
— Ssteps
100 |-| { A1
bl ABD .
L "A. infectoria (")
B. tetramera

E. pedicillatum

13. abra A rDNS ITS1, 5.8S és ITS2 szekvenciai alapjan felallitott filogenetikai torzsfa
(PRYOR és MICHALIADES nyoman, 2002)
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Tovabbi szakirodalmi forrdsmunkdk is targyaljdk az ITS régidk alkalmazdsinak
lehetdségeit, melyekbdl megéllapithatd, hogy a kisspérds Alternaria fajokndl az ITS régio
szekvencidi meglehetdsen egyonteti képet mutatnak, a kiilonbségek csak néhdny
nukleotidban mutathaték ki a tenuissima, arborescens és alternata csoport tagjai kozott. A
tapasztalt kis mértéki eltérések még nem adnak okot arra, hogy intraspecifikus taxonokrol

beszélhessiink.

Az Alternaria fajok rendszerezése céljabol tovabbi molekuldris markereket is
bevontak a vizsgalatok sordba, melyek a kovetkezok: hiszton gén (KANG és mtsai 2002), az
mtSSU (PRYOR és GILBERTSON 2000), endo-poligalakturondz gén (PEEVER €s mtsai 2002), -
tubulin gén (MCKAY és mtsai 1999) és a gpd gén szekvencia elemzése (PRYOR és Bigelow
2003), izozim elemzés (PEEVER és mtsai 1999), IGS RFLP vizsgilat (HONG €s mtsai 2005).
Az egyes markerek tobbé-kevésbé jo felbontdképességiiek, igy alkalmasnak bizonyultak a
kissporas Alternaria taxonok elkiilonitésére.

Kiilon kiemelnénk MCKAY és mtsai 1999-es munk4jat, melyben lenmagrodl izolalt
Alternaria linicola izolditumok jellemzésével foglalkozott. Az alkalmazott mddszerek a
kovetkezok voltak: ITS, RAPD, B-tubulin gén szekvencia analizis. A levont kovetkeztetések
koziil figyelemre méltd, hogy MCKAY az A. infectoria anamorf és Pleospora herbarum
teleomorf alak nukleinsav mintdzatinak homoldgidjat mutatta ki, melybol a szerzd azt a
kovetkeztést vonta le, hogy az Alternaria-kat a Pleosporaceae csaladba kell sorolni. Ez az
elsé kozlemény, mely molekularis szinten bizonyitani véli, hogy az Alternaria fajok
taxonémiai szempontbdl az Ascomycota torzs Pleosporaceae nemzetségébe tartoznak.
Késobb BERBEE és mtsai (2003) az ITS régio szekvenciabeli kiilonbségeit, valamint BOCK és
mtsai (2005) az A. brassicicola faj AFLP vizsgalata sordn tapasztalt heterogenitast is erre az

okra vezette vissza.

A fajok illetve fajcsoportok rendszerezésével kapcsolatban Osszegzésként
megéllapithatd, hogy a molekuldris munkdk nem oldottdk meg a kisspdrds ldncot alkoto
Alternaria fajok genetikai Osszetartozdsanak problémadit, mely kihangsilyozza ezen
gombacsoport vitatott taxondmiai helyzetét. A vizsgilt izolatumok és mddszerek tdrhdza nagy
diverzitdst mutat. Az azonos modszerrel végzett kisérletek eltérd eredményei véleményiink
szerint visszavezethetOk a kulonb6z6 izolatum szamra, a modszer kivitelezésének
kiilonbozdségére, illetve az izoldtumok bizonytalan kilétére, a morfoldgiai azonositds

elmaraddsiara, avagy a nevezéktanban el6fordulé bizonytalansigokra. Tovéabba
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megéllapithatd, hogy az Alternaria nemzetség taxonémidja pillanatnyilag is atalakuldsban

van.

3.7.3. Egyes populaciok szerkezetének vizsgalatara iranyulé kutatasok

A populiciok szerkezetének vizsgdlata sordn a probléma felvetés ugyanigy a
kissporas Alternaria fajok koriil forog, mint az interspecifikus szinten végzett vizsgalatoknal.
Kérdés az, hogy a kisspdras Alternaria populiciét egységesen kezelik-e a szerzok, vagy
modern értelembe vett fajokrol illetve fajcsoportokrdl beszélnek.

Leggyakrabban valamilyen betegséghez kothetd kissporas Alternaria fajokat
egységesen kezeld Alternaria alternata populdciok vizsgdlatdval taldlkozunk (MORRIS és
mtsai 2000, ARADHYA és mtsai 2001, PEEVER és mtsai 2002). Nem véletlen, hogy ilyen
heterogén kiinduldsi anyag vizsgélata sordn az egyes szerzOk kiilonbdz0 mértékli genetikai
kiilonbséget allapitottak meg a populacid-szerkezet tanulméanyozdsa sordn.

A modern értelemben vett populdcié genetikdval egyediil BOCK és mtsai (2002, 2005)
foglalkoztak. ,,AFLP alkalmazdsa Alternaria brassicicola izolatumok genetikai valtozatainak
kivizsgalasa” cimli munkdjukban (BOCK és mtsai 2002) 18 A. brassicicola, 5 A. alternata és 1
Rhynchosporium secalis-t hasonlitott Ossze AFLP-t haszndlva. AFLP-vel a harom fajt a
primer kombinacioktol fiiggetleniil szét tudtdk vélasztani, igy az alkalmazott eljaras
megbizhatonak és ismételhetdnek tlint az A. brassicicola azonositasara. A 18 A. brassicicola
izolatum elemzése soran a populacion beliil 16-28%-os polimorfizmust észleltek. Ebbdl azt a
kovetkeztetetést vontadk le, hogy az A. brassicicola olyan képességgel rendelkezik, mellyel
szignifikdnsan kiilonb6z6 genetikai véltozatokat képes létrehozni (/4. dbra). BOCK és mtsai
(2005) késobbi munkdjidban az A. brassicicola izolatumok korét tovabb bovitve populdciok
szerinti tagoz6dast nem tudott megallapitani, ugyanakkor a nagyfoku genetikai variabilitds

okat az eddig ismeretlen ivaros szaporodas okaként ismerte el.

Populécié analizissel vizsgdlt Alternaria fajok rekombindcids készsége nagy. A

genetikai sokszinliség okainak felfedése még varat magara.

A morfolégiai kritériumok alapjdn torténd azonositds korldtozottsiga miatt,
alkalmazott diagnosztikai eljardsok kifejlesztésére is torténtek eldrelépések az Alternaria
fajok pontos, korai azonositdsa érdekében. Igy fajspecifikus inditészekvencidkat terveztek a

sargarépat fert6z0 A. radicina-ra (PRYOR és GILBERTSON 2001), A. alternata és A. dauci
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fajokra (KONSTANTINOVA €s mtsai 2002), a keresztesvirdgd ndovényeket fert6z0 A. brassicae,

A. brassicicola és A. japonica fajokra (IACOMI-VASILESCU és mtsai 2001)

Ab (MC1) Malacoota

Ab (PM3)

Adelaide

Ab (PM2)

——— Ab(CTI8) Central Tilba

—— Ab(MC2) Malacoota

Ab (Ag) Unknown

Ab(CTI7)  Central Tilba
Ab(M2) )
Ab (M3)

Ab (M1A)

} Moruya

—— Ab(MS5)

Ab (M9A)

AbMY)

Ab (D3A)

Durras

+————————— Ab(D3B)

Ab (M9)

Moruya

Ab (M1)

Ab (D9) Durras

T T T T T
25 2.0 1.5 1.0 0.5 0
Négyzetes kozépértékek

14. abra Crambe maritima keresztesviragi gyomnovényrdél szarmazo Alternaria brassicicola
izolatumok populacié vizsgalatanak eredménye (BOCK és mtsai nyoman, 2002)
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3.7.4. Molekularis elemzés mikroszatellit alapu inditészekvenciakkal

3.7.4.1.Mikroszatellitek fogalma és vizsgalata

A mikroszatellitek (LITT és LuUTYy, 1989) abba a repetitiv szekvencia csalddba
tartoznak, amelyben igen egyszeri, di-, tri- tetra-, vagy pentanukleotidok egymast kovetve
ismétlddnek egy szakaszon. A mikroszatellitek szinonim megnevezései a kovetkezOk: VNDR
(Variable Number of Dinucleotide Repeats - valtozé szamud dinukleotid ismétlodések,
NAKAMURA és mtsai 1987), STR (Short Tandem Repeat - rovid tandem ismétlodés,
EDWARDS és mtsai 1991), SSLP (Simple Sequence Length Polymorphism — egyszeri
szekvencia hossz-polimorfizmus), ETR (Exact Tandem Repeats — preciz egymast kovetd
ismétlodések) vagy SSR (Simple Sequence Repeat - egyszerii szekvencia ismétlddés, JACOB
és mtsai 1991). A mikroszatelliteket az eddig vizsgélt Osszes prokaridta és eukaridta
genombol ki tudtdk mutatni (ZANE és mtsai 2002). Kédold és nem kédol6 régidkban egyarant
megtaldlhatok. Az eukariéta genomban mindeniitt bdségesen jelen vannak és nagy
polimorfizmust mutatnak az ismétlddd egységek szamat tekintve. Példaul, 10-20 allél/lokusz
gyakran el6fordul, sdt hipervariabilis lokuszra is van példa, ahol 100 allél/lokusz sikeriilt
detektdlni. Tipizalasuk annak a néhany bazispar ismétlodésnek szambeli véaltozékonysigan
alapul, melyek két, csak egy-egy adott genomrészletre jellemzd szekvenciarészlet kozott

helyezkednek el. A mikroszatellit régiokra 6sszefoglalva az alabbiak jellemzik:

e A klénozott mikroszatellit allél szekvencidja. A mikroszatellit régié vastagon szedve
lathato, a koriiloleld szakaszokat pedig ddlten jeloltiik:
ATGGATCCTGGAGACACACACACACACACACACACGTCAAAAGGCAAGG
primerl primer2
e Az ismétlédések szama allélenként és egyedenként egyarant véltozik. Egy lokuszban
eloforduld két allélvaltozat kiilonboz6 hossziisagat szemlélteti a kovetkezo abra:

Allél 1 L

e Amennyiben fluorescens festékkel jeloltek a fragmentek, akkor kapilldris

elektroforézissel a kovetkezd kronogramhoz juthatunk (/5. dbra):
allglt

csuszas

15. abra Mikroszatellit fluorogram, adott egyed két lokuszanak allélvaltozatai
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Az ismétl6d6 motivumsor szempontjabol: perfekt, imperfekt és Osszetett
szekvencidkat kiilonboztetiink meg (WEBER 1990). A perfekt mikroszatellitek szabélyosan
ismétlédd egységekbdl épiilnek fel. Az imperfekt mikroszatellitek esetén egy vagy tobb
nukleotid ékelddik a perfekt sorba. Az Osszetett szekvencidji mikroszatelliteknél kiilonb6zd
tipust ismétlodo szekvencidkbdl épiil fel a mikroszatellit régid.

Mintegy mdsfél évtizeddel ezel6tt, harom egymadstdl fiiggetlen szakcikk jelent meg a
mikroszatellit lokuszok allél variabilitisanak jellemzése céljabol (LITT és LuTY 1989; TAUTZ
1989; WEBER és MAY 1989). A ko6zolt munkdkban, a mikroszatelliteket klonoztak, majd
szekvenaltdk, vagy szekvencia adatbazis alapjan azonositottdk. A PCR primereket a tandem
ismétlodo régidt hatdrold szekvencidk alapjan alakitottdk ki, és a felszaporitott terméket
poliakrilamid gélen futtattdk. Manapsdg automatizdlt szekvendlé berendezések dllnak
rendelkezésre, melyekkel gyorsan és megbizhatdan lehet az egyes allélek méretét hatarozni. A
kezdeti 1épések Ota, a mikroszatellit lokuszokat széleskortien haszndljadk és nagyfoki
polimorfizmusuk bizonyitdst nyert. Bdséges jelenlétiiknek és széleskor elterjedésiiknek
koszonhetden kozkedvelt és hatékony molekuldris markerré véltak. A mikroszatellit alapt
markerekkel tovdbb boviilt a vélaszték az egyedek azonositdsa teriiletén, s6t a nagy
érzékenységli PCR alapu technika alkalmazasa révén Uj kutatasi teriileteken is alkalmazhatok,
mint pl. korldtozottan rendelkezésre 4all6 DNS vagy degraddlt DNS analizise céljabol. A
mikroszatellitek viszonylag egyenletesen oszlanak el a genomban, ami igen jé lehetOséget
nyujt a géntérképezéshez, a nagy marker variabilitast pedig igen jol lehet hasznositani egyedi
ill. fajtaazonositdsban és genetikai Osszehasonlitisokban is (CROOUMANS €s mtsai 1996;

BARVE és mtsai 2001, PEEVER és mtsai 2004).

3.7.4.2. Kiilonféle markerezési technikak

A mikroszatelliteket (SSR-eket) hatarol6 DNS szekvencidk ugyanazon faj egyedein
beliil 4ltaldban konzervativak. A konzervativ DNS szekvencidk ellentétes szdlaival azonos
primerekkel a kozbeesd mikroszatellitek PCR-rel megsokszorozhatok egy adott faj
valamennyi genotipusaban. A fragmentumokat poliakrilamid gélen vélasztjuk el és etidium-
bromiddal tessziik l4thatéva. Ezt a specidlis, mikroszatellit primerekkel torténé amplifikaciot
szekvencidval jelolt PCR-nek vagy STS-PCR-nek (Sequence-Tagged-Site PCR) nevezziik. A
mddszerrel a nukleotid ismétlédések szamaban (,,n”’) meglévod kiilonbséget tudjuk kimutatni a
fragmentumok eltérd hosszisdga alapjan. A 16. dbra két haploid genotipus (A és B) SSR
hossz kiilonbségét mutatja. Az ,,A” genotipus egy bizonyos SSR lokusznak (AT)/(TA)s

36



3. Irodalmi attekintés

allélét hordozza, a ,,B” genotipusi egyed pedig az (AT)/(TA),, allélt. Mindkét genotipus
egyetlen PCR-terméket, fragmentumot hoz 1étre. A ,B” egyedtdl szdrmazd fragmentum

azonban nagyobb, mert tobb (AT)/(TA) ismétlddd egységbdl épiil fel.

A" genotipus B genotipus
(AT)g L —
Primer 1 Primer 2 Primer 1 Primer 2
(TA)g (TA)2

PCR-amplifikacio 1

A PCR-termékek poliakrilamid gélelektroforézise és eziist-festése

|

Genotipus Genotipus

A B

16. abra Adott mikroszatellit lokusz két genotipusban megnyilvanulo allél
eltéréseket bemutat6 sematikus abra

A 90-es évek elejétél a kovetkez0 PCR-en alapulé mikroszatellit
markermddszereket dolgoztdk ki: MP-PCR (Microsatellite-Primed PCR - PCR
mikroszatellit primerrel, MEYER és mtsai 1993), AMP-PCR (Anchored Microsatellite-
Primed PCR - végillé6 mikroszatellit primerekkel végzett PCR; ZIETKIEWICZ és mtsai
1994), RAMP (Random Amplified Polymorphic Microsatellites - véletlen amplifikalédott
polimorf mikroszatellitek; WU és mtsai 1994), RAMPO (Random Amplified Microsatellite
Polymorphisms - véletlen amplifikalt mikroszatellit polimorfizmus; RICHARDSON és mtsai
1995), STMS (Sequence Tagged Microsatellite Sites - szekvencidval jelolt mikroszatellit
helyek; BECKMANN és SOLLER 1990). Ezek foleg az amplifikdcidhoz hasznalt primer(ek)

pozicidjaban és tipusdban kiilonbdznek.
3.7.4.3. Polimorfizmusok kimutatasanak egyik médszere — STMS
A lokusz-specifikus mikroszatellit analizis (STMS) lokusz-specifikus markereket és

jol azonosithaté alléleket eredményez, szemben az el6zéekben felsorolt, dgyszintén

mikroszatelliteken alapulé médszerekkel.
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Az STMS-médszer 1épései:

adott mikroszatellit szekvencidban gazdag génbank kialakitdsa
mikroszatellit ismétlddések keresése genomkonyvtirban,

a megfeleld klonok szekvendlasa,

az ismétlodésekhez kapcsolddé primerek tervezése,

kromoszomalis DNS amplifikaldsa az elkészitett specifikus primerekkel,

A o e

a PCR-termékek elvalasztasa denaturdl6 gélen,

7. detektalas pl. eziist-nitrat festéssel.

A legijabb STMS-technika alkalmazdsakor az 5° és a 3’ végen fluoreszcens festékkel jelolt
primereket és félautomata szekvendlét hasznilnak. Igy a fluoreszcens PCR-termékek az
elektroforézis alatt lézerszkenneléssel kimutathatok. A kiértékelés GENESCAN szoftver
programmal végezhetd. A technikdval egyetlen zsebben futtatott 24 kiilénb6z6 mikroszatellit

lokuszt is lehet sdvonként analizalni. A 1ézeres szkenneld késziilék azonban nagyon dréaga.

3.7.4.4.Mikroszatellit primerek alkalmazasanak lehetoségei

A jelenleg rendelkezésre all6 mikroszatellit markerek koziil az STMS-markerek
egyesitik az idedlis markerekre jellemz6 tulajdonsdgokbdl a legtobbet. Ezek az aldbbiak:
® nagyon vialtozékonyak €s informativak,
e a PCR-rel felszaporitott mikroszatellitek szekvendld gélen torténd elvalasztisaval
lehet6vé teszik az allélek pontos meghatarozasat és az allélgyakorisdgok kiszdmitdsat,
e az eukaridta genomban mikroszatellitek mindeniitt bdségesen jelen vannak,
e valésziniileg semlegesek, mert csak kevés mikroszatellit irédik at,
e megfeleld primerek esetében az egyes genotipusok meghatarozasa PCR-rel gyors,
konnyti, csak nanogramnyi templat DNS kell hozza és automatizalhato,
e az eredmények nagymértékben reprodukdlhaték, ha szigordi PCR koriilményeket
alkalmazunk,
e a primer szekvencidkkal kapcsolatos informdciok konnyen cserélhetdk az egyes
laboratériumok kozott.
A STMS-technika viszonylagos hatranya, hogy tobbé-kevésbé fajspecifikusak, ill. csak
részlegesen haszndlhatok a kozel rokon fajokndl is. Az egyes lokuszokra specifikus
primerszekvencidkat kell tervezni, aminek -el6feltétele természetesen, hogy szekvencia

ismerette]l rendelkezziink a genom mikroszatelliteket hordoz6 fragmentjeirdl. Ezért a
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mikroszatellit markerek kifejlesztése jelents eldmunkdlatokat igényel. Tovabbi hétrdnyai a
modszernek, hogy nagy értékli szekvendlo késziilékeken lehet csak hatékonyan vizsgalni dket,
mivel a kiilonbozd allélek nem ritkdn csak 1-4 bazisparban térnek el egymastdl illetve az
allélek pontos beazonositdsa is ilyen felbontdsu futtatdst igényel. Koltségesebb ez a vizsgélat
azért is, mert egy PCR reakciéban csak egy lokuszra nyeriink informaciét. Lehetséges ugyan
multiplex PCR alkalmazasa is, tobb lokusz amplifikdldsa k6zos elegyben, ez azonban tjabb

tovabbi optimalizaldsokat igényel.

3.7.4.5. Tobb genomrészlet egyidejii vizsgalata — multiplex PCR

A multiplex PCR egyidejlileg tobb genomrészlet vizsgalatat teszi lehetové (EDWARDS
és GIBBS 1994). A PCR csOben egy mintin tobb kiilonbozé genomrészletre (lokuszra)
specifikus primerpar miikodik. A mddszer alkalmazasédval jelentOsen lehet csokkenteni az egy
lokusz vizsgalatdra vetitett anyagkoltséget és vizsgalati id6t. Figyelembe kell venni a
primerekkel szemben tdmasztott kovetelményeken kiviil a vart termékek relativ hosszat is, ha
az azonositds nem kiilénbozo6 szinnel jelolt primereken illetve PCR termékeken alapszik.
A primerek megvélasztdsandl torekedni kell arra, hogy az egy elegybe keriil6 primerek kozott
kapcsolddas, azaz a dimmer képz6dés, minimélis mértékili legyen, vagyis a primerek szabadon
kotodhessenek, maximdlisan hasznosuljanak. A kiilonbozd primerek kapcsoldédasanak egyik

példdjat a kovetkezok szemléltetik:

Két kiilonbozo primer erés kapcsolddasa:

5" CCGAGAGAAGCAACATACTG 3' MOF
FIEIE Er 1
3' CTGTCTTTCTTTCTCGACTGAACTG 5' M2F
Két kiilonbodzd primer gyenge kapcsolddasa:

5' CGTAGGGAAGACGATAAGAGAAC 3' M3F
I
3' ATCTGGTAGCTACCATAATGGAC 5' M5f

3.7.4.6. Mikroszatellit profilok illetve mintazatok kiértékelésének nehézségei

A gélek kiértékelése viszonylag egyszeri folyamat, mivel az elektroforézishez
alkalmazott rendszernek nagy a felbontoképessége (akar 1 bazispar kiilonbség is kimutathato)
és az allélek jol elkiilonithetdk (a mikroszatellit ismétlddések miatt minimum 2 bazisparnyi
kiilonbség mindig igazolhat6). A genotipusok elkiilonitése kifejezetten gyors lehet, ha a DNS

fragmenteket (allélek) méretét automatizalt modszer segitségével hatdrozzuk meg.
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3. Irodalmi attekintés

A mikroszatellit elemzés potencidlis elonyei mellett meg kell emliteni az eredmények

kiértékelése sordn felmeriil félreértelmezhetdségi lehetdségeket és azok valdszinlisitett okait

is:

Null allél (MILLER és WAITS 2003): néhany allél felszaporoddsdnak a hidnya. A
primer DNS kot6 helyén, azaz jelen esetben a mikroszatellit régidt hatarold specifikus
szakaszokon 1étrejovo muticié eredménye. A PCR reakcid lefutdsdhoz kialakitott
koriilmények megvaltoztatdsaval, vagyis a primerek kotddési homérsékletének
csokkentésével néhany esetben eredményt lehet elérni. A PCR-hez hasznalt primer
Ujratervezésére is esetenként sziikség lehet. Ha alacsony a templdt DNS koncentracidja
eléfordulhat, hogy a DNS kivondsi hibdbdl adédéan az adott allél nem amplifikalédik.
,,Csuszas” (slippage, SHINDE és mtsai 2003) 1éphet fel a PCR reakciéban a Tag
polimerdz enzim késése miatt. Az enzim csuszdsa fiigg az enzim mindségétdl, a
lokusztdl és a bedllitott PCR reakci6 koriilményeitdl. A cstiszds miatt problémads lehet
az allél méretének pontos hatdrozdsa. A fétermékek mellett keletkezd jarulékos
termékek méretiiket tekintve csak kis mértékben térnek el, igy azok konnyen
Osszetéveszthetdk a fotermékkel. A jarulékos termékek gyakran dinukleotidbdl
felépiild lokuszok esetén jonnek lére, megnehezitve a homozigota és heterozigota
genotipusok  megkiilonboztethetdségét. A PCR  reakcid  koriilményeinek

megvaltoztatdsa segithet a probléma megolddsaban.

Csuszas

Nagy allélek kiesése (avagy kis allélek dominancidja, WATTIER és mtsai 1998)
specifikusan kivélasztott rovid allélek felszaporoddsa miatt. Altaldban, a nagy allélek
felszaporitiasa kevésbé hatékony, mint a kis alléleké. A PCR reakci6 koriilményeinek
megvaltoztatdsdval, a primerek specifitdsa csokkenthetd, de ezzel a lokusz specifitds is
csokken. A mikroszatellit primerek vizsgalati célja ténylegesen a kis allélekre terjed
ki.

Attanulményozva az Alternaria nemzetség gombdirdl rendelkezésre all6 hazai és

kiilfoldi szakirodalmat megéllapithatd, hogy napjainkban a klasszikus mikolégiai vizsgélati

modszerek mellett kiillonb6z6 molekuldris technikdk alkalmazdsara keriilt sor, mely egyrészt

pontositja az egyes fajok statuszat, masrészt tovabbi kérdéseket vet fel az Alternaria fajok

rendszerezésével kapcsolatban.
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4. Anyag és modszer

A genetikai kiillonbozdségek értékelésére szimos mddszer all rendelkezésre (SCHAAL
és mtsai 1991). Hagyomidnyos mddszerrel a genetikai kiilonbségekre kovetkeztetiink a
mikroorganizmus alakjabdl (morfoldgia) vagy a novekedésbdl, mint valaszreakciobdl. E
megkozelités alapjdn a kiilonbdzd fenotipussal rendelkezd egyedeket (avagy az eltérd
kornyezetbdl szdrmazé egyedeket) ugyanolyan koriilmények kozé helyeziink. Ezzel a
kornyezet differencidlé hatdsat igyeksziink kikiiszobolni, feltételezhetéen a fajok kozotti
tovébbi eltérés mar genetikai eredetii.
Természetesen a DNS molekula nukleotid sorrendjében megmutatkozé varidciok tiikrozik

legjobban a genetikai eredetii eltéréseket.

A kovetkezOkben tekintsiik 4t, hogy milyen modszereket taldltunk alkalmasnak
Alternaria izolatumaink genetikai eltérésének kimutatdsira és mérésére, illetve milyen
modszerekkel végeztik kutatdsunkat a célkitizésben megfogalmazott célok elérése

érdekében.

4.1. Vizsgalatok helyszine

Az Alternaria izoldtumokkal kapcsolatos tenyésztési és morfoldgiai vizsgilatokat
Keszthelyen a VE Georgikon Mezdgazdasdgtudomanyi Kardanak Novénykortani és
Novényvirologiai Tanszékén végeztik 2002-2004-ben, itt tartjuk fenn az Alternaria
torzstenyészeteinket is.

Az abiotikus tényezOk hatdsit, a RAPD és az mtRFLP vizsgdlatokat Budapesten, az MTA
Novényvédelmi Kutatdintézet Novénykortani osztilydn végeztiik, 2004-2005-ben.

A mikroszatellit markerekkel torténd molekuldris analizist az Angers-i Egyetem,
Természettudomanyi Kardnak laboratériumidban (UMR PaVé No. 77) végeztiik,

Franciaorszagban, 2004-2005-ben.
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4.2. Alternaria izolatumok morfolégiai jellemzése

4.2.1. Hazai Alternaria izolatumok

Hazéankban csak néhany napraforgdrdl szdrmazé fajspecifikus izoldtum allt kutatdsunk
rendelkezésére (WALCZ 2003). Ezért sajat Alternaria izolatumokat gyijtottiink be 2002-t61
2004-ig terjedo idOszakban. Az izolatumok begytiijtése soran a kovetkezO adatokat jegyeztiik
fel: gazdandvény, fertdzott ndvényi rész, hely, idOpont. Herbariumi Osszehasonlito
gyljteményt készitettiink. Az izoldtum gyljteményiinkben helyet kaptak fufélék (Lolium
spp.), gyomndvények (Amaranthus, Asclepias, Bolboschoemus, Cirsium, Schoenoplectus) és
kultirnovények (Beta, Cucumis, Cucurbita, Lycopersicon, Oryza, Petroselinum, Vitis)
tiineteket mutaté részeirdl, illetve magjairdl szarmazé izolatumok. Az azonnal felhasznalasra
nem keriil6 novényrészeket begyiijtés utdn szétvdlogatva és gondosan préselve vagy szdritva
taroltuk.

Az izolélas sordn elsoként mindig a tipikus tiineteket mutaté ndvényrészeket (szarat,
levelet illetve magokat) valogattuk ki. Ezutdn a begyiijtott novényanyag szdmara nedves
kamrat készitettiink. Ezzel a moddszerrel valdésithatd meg leginkabb az az optimailis
feltételrendszer, amely szinte valamennyi gomba fejlédését és szaporitdképleteik
kifejlesztését képes biztositani.

A begytijtott gyommagokbdl gylijtési helyenként 50-50 db mag csirdztatdsara keriilt
sor ugy, hogy 15 cm atméréji Petri-csészébe kétrétegli sziirdpapirt helyeztiink, amelyet
desztillalt vizzel megnedvesitettiikk. Ezutdn kb. 22 °C hémérsékletii inkubdcids szekrénybe
helyeztiik. A novényi részek esetében hasonlé médon jartunk el, de a fertdz€s tiineteit mutato
levél- és szarrészek ald milanyag hdlot is elhelyeztiink annak érdekében, hogy a novényi
részek a nedves szlrdpapirral ne érintkezhessenek, mivel ebben az esetben barnulnak,
feketednek, végiil vizsgalatra alkalmatlanna vdlnak. A miianyag hal6 a gomba sporuldcidjat is
eldsegiti a ndvényanyag mindkét oldalan.

A tiineteket mutaté novényi részekrdl 1-3 Alternaria izolatumot készitettiink.
Az 0Osszes kisspords (118) izolatum koziil 79 hazai és az Osszes nagyspords (22)

izolatum koziil 6 hazai Alternaria izolatumot sikeriilt vizsgalatba vonnunk.
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4.2.2. Referencia izolatumok

Referencia izoldtumokat szereztiink be, abbdl a célbdl, hogy az ismeretlen azonossagu
izolatumaink jellemzo6it Ossze tudjuk hasonlitani méas reprezentativ, azonositott faj
izolatumaival. Ezek részint torzsgyiijteményekbdl, részint a kutatok kordbban mar vizsgalt
autentikus izoldtumai koziil szdrmaztak. A kiilfoldrdl beszerzett Alternaria izoldtumaink

forrasai a kovetkezok:

- ICMP (International Collection of Micro-organisms from Plants, ij -Z€land),

-  UAMH (University of Alberta Microfungus Collection, Kanada)

- ATCC (American Type Culture Collection, USA) torzsgylijteményekbdl valamint
- B. Andersen (BA) - Biocentrum DTU Dé4nia,

- P. Simoneau (PS) - UMR PaVé Université d’ Angers Franciaorszag,

- B. M. Pryor (BMP) — Dpt Plant Pathology, University of Arizona USA;

- P.J. M. Bonants (PJMB) - Plant Research International Wageningen Hollandia;

- S. Swartz (SS) - Research Centre, Agriculture and Agri-Food Kanada;

- B. Iacomi-Vasilescu (BIV) - USAMYV, Dpt Phytopathology Romaénia.

Kissporas izolatumaink eredetére és gazdandvényére vonatkozo adatokat a 2. tdbldzat
tartalmazza. A tabldzatban terjedelmi okok miatt a RAPD és az mtDNS RFLP elemzése sordn
kapott eredményeket, mint tipus adatokat is feltiintettiik.

A nagyspérds izoldtumok a 3. tdbldzatban szerepelnek. A torzsgyijteményekbdl
szdrmaz6 izoldtumokra tovdbbi informdaciét az izoldtumnak megfeleld nemzetkozi

gyljtemény honlapjin kaphatunk.
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2. tablazat A vizsgalatba vont kisspéoras Alternaria izolatumokra vonatkozé adatok

Izoldtum Kéd Gazdanovény és szirmazis Forras RAPD tipus RFIffil:l t;ims
A. alternata 4 Arachis hypogea, Dénia BA, 922 4 1b
A. alternata 5 Datura stramonium, USA BA, 923 4 Ta
A. alternata 27 ismeretlen, USA BMP 21-41-091, EGS 34-016 4 Ta
A. alternata 28 ismeretlen, USA BMP 21-41-092, EGS 34-039 4 Ta
A. alternata 36 Cirsium arvense sajét 4 Ia
A. alternata 37  Cucurbita pepo sajat 4 1b
A. alternata 40  Daucus carota, Hollandia PJMB, 102 4 Ta
A. alternata 46  Lycopersicon esculentum sajat 4 1b
A. alternata 48  Oryza sativa sajét 4 Ic
A. alternata 51 Lolium perenne sajdt 4 Ib
A. alternata 58 Asclepias syriaca sajdt 4 Ib
A. alternata 59  Datura stramonium sajdt 4 Ia
A. alternata 65 Brassica cretica cv. cymosa sajdt 4 Ia
A. alternata 75  Solanum dulcamara sajét 4 Ib
A. alternata 79 Allium cepa sajdt 4 Ia
A. alternata 91  Triticum aestivum sajdt 4 Ib
A. alternata 92 Triticum aestivum sajdt 4 Ia
A. alternata 99  Helianthus annuus sajdt 4 Ib
A. alternata 101  Helianthus annuus sajat 4 1b
A. alternata 105  Alnus glutinosa sajdt 4 Ib
A. alternata 106 Avena sativa sajat 4 Ta
A. alternata 107 Avena sativa sajdt 4 Ia
A. alternata 110  Phaseolus vulgaris, Kanada UAMH gytjtemény, 1769 4 Ic
A. alternata 128  Lycopersicon esculentum sajdt 4 Ia
A. alternata 133 Allium cepa sajat 4 1b
A. alternata 137 Helianthus annuus sajdt 4 Ia
A. alt./A.ten. 82 Raphanus sativus sajat 4 -
A. alt./A.ten. 150 Dendranthema grandiflorum sajdt 4 -
A. arborescens 11 Lycopersicon esculentum, Déania BA, 1202 3 il
A. arborescens 17 Pyrus sp., USA BA, 1220 3 il
A. arborescens 30 ismeretlen, USA BMP 21-43-001, EGS 39-128 3 il
A. arborescens 43 Malus domestica, Dania BA, 1202 3 il
A. arborescens 52 Petroselinum crispum sajat 3 I
A. arborescens 53 Brassica napus sajat 3 I
A. arborescens 57 Triticum aestivum sajat 3 I
A. arborescens 64 Cucumis sativus sajat 3 I
A. arborescens 67 Amaranthus retroflexus sajat 3 I
A. arborescens 68 Amaranthus retroflexus sajat 3 I
A. arborescens 71 Beta vulgaris sajdt 3 il
A. arborescens 87 Reynontia japonica sajat 3 I
A. arborescens 103 Solanum tuberosum sajét 3 it
A. arborescens 131 Zea mays sajat 3 I
A. brassicicola 35 Brassica oleracea, Hollandia PJMB, 177 1 v
A. brassicicola 66  Brassica cretica convar. botrytis sajat 1 v
A. brassicicola 78  Nicotina tabacum sajdt 1 v
A. brassicicola 117  Brassica oleracea, Uj-Z&land ICMP gyiijtemény, 10121 1 v
A. brassicicola 123 Brassica oleracea, Franciaorszag PS, Abra 20 1 A%
A. brassicicola 127  Brassica oleracea, Franciaorszag PS, Abra 40 1 \
A. brassicicola 141 Brassica oleracea sajat 1 v
A. brassicicola 145 Brassica oleracea sajdt 1 v
A. brassicicola 146  Brassica oleracea sajdt 1 v
A. brassicicola 153 ismeretlen, Kanada SS, Abc2 1 v
A. arbusti 18 Pyrus sp., USA BA, 1263 6

A. cheiranthi 23 Cheiranthus cheiri, USA BMP 21-26-001, EGS 41-188 6

A. cheiranthi 116  Cheiranthus cheiri, Uj-Zéland ICMP gyiijtemény, 5605 6

A. cineraria 118 Senecio cruentus, Uj-Zéland ICMP gyiijtemény, 10235 6

A. dianthicola 114 Dianthus caryophyllus, Uj-Zéland ICMP gytijtemény, 2023 6

A. helianthi 95 Helianthus annuus sajat 6
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2. tablazat folytatasa

Izoldtum Kéd Gazdanovény és szirmazis Forras RAPD tipus RFI;Jil:l t;ims
A. infectoria 15 Scophulaire sp., USA BA, 1214 6

A. infectoria 19  ismeretlen, USA BMP 21-11-001, EGS 27-193 6

A. infectoria 33 Solanum tuberosum sajét 6

A. infectoria 45 ismeretlen, USA BA, 1240 6

A. metacromatica 16  Triticum aestivum, USA BA, 1218 6

A. oregonensis 14 Triticum aestivum, USA BA, 1210 6

A. radicina 39 Brassica oleracea, Hollandia PJMB, 359 6

A. radicina 42 Daucus carota, USA BMP 21-21-030 6

A. gaisen 6 Pyrus sp., USA BA, 935 2 v
A. gaisen 7 Pyrus sp., USA BA, 936 2 v
A. gaisen 8 Pyrussp., USA BA, 937 2 v
A. gaisen 9  Pyrus sp., USA BA, 938 2 v
A. gaisen 10 Pyrus sp., USA BA, 939 2 v
A. longipes 1 Nicotina tabacum, USA BA, 915 7 11
A. longipes 2 Nicotina tabacum, USA BA, 917 7 11
A. longipes 3 Nicotina tabacum, USA BA, 916 7 11
A. longipes 144 Nicotina tabacum, Uj-Zéland ICMP gyiijtemény, 5604 7 1T
A. tenuissima 12 Malus domestica, Dania BA, 1201 5 1b
A. tenuissima 13 Triticum aestivum, Dénia BA, 1203 5 Ta
A. tenuissima 29 ismeretlen, USA BMP 21-42-00, EGS 34-015 5 Ta
A. tenuissima 47 Lolium multiflorum sajat 5 la
A. tenuissima 49  Bolboschoenus maritimus sajat 5 la
A. tenuissima 54 Zinnia elegans sajat 5 la
A. tenuissima 55 Cirsium arvense sajét 5 Ia
A. tenuissima 56 Helianthus annuus sajat 5 1b
A. tenuissima 60  Triticum aestivum sajdt 5 Ia
A. tenuissima 61  Schoenoplectus lacustris sajat 5 Ta
A. tenuissima 63 Vitis sp. sajdt 5 Ia
A. tenuissima 69  Amaranthus retroflexus sajat 5 la
A. tenuissima 70  Beta vulgaris sajdt 5 Ia
A. tenuissima 72 Beta vulgaris sajat 5 la
A. tenuissima 73 Beta vulgaris sajdt 5 Ia
A. tenuissima 74 Echinocystis lobata sajat 5 la
A. tenuissima 76  Solanum dulcamara sajét 5 Ib
A. tenuissima 77  Nicotina tabacum sajdt 5 Ib
A. tenuissima 80 Allium cepa sajdt 5 Ib
A. tenuissima 81 Asclepias syriaca sajdt 5 Ia
A. tenuissima 83 Lycopodium clavatum sajdt 5 Ia
A. tenuissima 85  Solanum dulcamara sajét 5 Ia
A. tenuissima 86 Nicotina tabacum sajat 5 Ia
A. tenuissima 88  Picea pungens sajat 5 Ia
A. tenuissima 89  Echinocystis lobata sajdt 5 Ia
A. tenuissima 90 Triticum aestivum sajdt 5 Ia
A. tenuissima 94 Zinnia elegans sajat 5 1b
A. tenuissima 96  Helianthus annuus sajdt 5 Ib
A. tenuissima 97 Helianthus annuus sajat 5 1b
A. tenuissima 98  Helianthus annuus sajdt 5 Ib
A. tenuissima 100 Helianthus annuus sajat 5 Ta
A. tenuissima 104 Rubus caesius sajdt 5 Ia
A. tenuissima 129  Brassica napus sajat 5 Ta
A. tenuissima 130 Triticum aestivum sajdt 5 Ia
A. tenuissima 132 Solanum dulcamara sajat 5 1b
A. tenuissima 135 Sambucus nigra sajét 5 Ia
A. tenuissima 139  Triticum aestivum sajat 5 1b
A. tenuissima 140  Helianthus annuus sajat 5 1b
A. tenuissima 142 Dendranthema grandiflorum sajat 5 1b
A. tenuissima 143 Crataegus sp. sajat 5 Ta
A. tenuissima 147  Nicotina tabacum sajat 5 1b
A. tenuissima 148  Solanum tuberosum sajat 5 1b
A. tenuissima 149 Solanum tuberosum sajét 5 Ib
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3. tablazat. A vizsgalatba vont nagysporas Alternaria izolatumokra vonatkoz6 adatok

Izolatum Kod Gazdandvény és szarmazas Forras

A. brassicae 20 Brassica oleracea, Uj-Zéland ICMP gyUjtemény, 11487
A. brassicae 41 Brassica oleracea, Hollandia PJMB, 164

A. brassicae 50 Brassica oleracea sajat

A. brassicae 121 Brassica oleracea, Franciaorszdg PS, Abre 14

A. brassicae 122 Brassica oleracea, Franciaorszdg PS, Abre 16

A. brassicae 126 Brassica oleracea, Franciaorszdg PS, Abre 112

A. brassicae 151 Brassica oleracea sajat

A. cucumerina 119  Cucumis melo, Uj-Zéland ICMP gyujtemény, 10236
A. dauci 24 Daucus carota, USA BMP, 21-31-016

A. dauci 25 Daucus carota, USA BMP, 21-31-018

A. dauci 113  Daucus carota, Uj-Zéland ICMP gyujtemény, 5632
A. helianthi 62 Helianthus annuus sajat

A. helianthinficiens 102 Helianthus annuus sajat

A. helianthinficiens 138 Helianthus annuus sajat

A. japonica 31 Brassica oleracea, USA BMP, 21-72-002

A. japonica 120 Brassica oleracea, Franciaorszdg PS, Ajap 216

A. japonica 124 Brassica oleracea, Franciaorszdg PS, Ajap 35

A. japonica 125 Brassica oleracea, Franciaorszag PS, Ajap 108

A. porri 26 Allium cepa, USA BMP, 21-35-002

A. japonica 154 Brassica oleracea, Kanada SS, AR6

A. japonica 112 Brassica oleracea, Kanada UMHT gyujtemény, 7475
A. solani 134 Lycopersicon esculentum sajat

4.2.3. Tenyésztéshez felhasznalt taptalajok

Burgonya-dextroz agar (BDA)

39 g poritott BDA port (Scharlau Microbiology, Spanyolorszdg) helyeziink 1 liter

desztillalt vizbe. E mddszerrel a tiptalaj azonos mindsége garantilhatd.

A burgonya-dextréz agar tenyésztésre, izoldldsra, gomba kimutatdsra daltaldnosan

elterjedt tdpkozeg. A szén-hidrogén forrds és a burgonya fozet eldsegiti a gombdk

novekedését, ugyanakkor az alacsonyra kalibralt pH (5.6) részlegesen gatl6 hatast fejt

ki a kiséro é€s feliilfert6zést okozd baktériumokkal szemben.
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e (Czapek-Dox taptalaj

NaNO; 30¢g
K,HPO, 1.0g
MgSO4-7TH,O 05¢g
KCl 05¢g
FeSO,4-7H,0 001g
Szachar6z 30.0¢g
Agar 15¢
Desztillalt viz 1 liter

Ezt a taptalajféleséget gyakran haszndljdk a mikoldgusok. Szintetikus 0sszetétele miatt

egyes OsszetevOk koncentracidja jol befolyasolhato.

¢ Dichloran-bengalrézsa-életsztokivonatos agar (Dichloran Rose Bengal Yeast

Extract Sucrose Agar — DRYES, FRISVAD 1983)

Eleszt6kivonat 20¢g
Szachar6z 30¢g
Agar 20¢g

Botran (2,6-dichloro-4-

nitroaniline, Fluka) 2 mg/l
Bengélrézsa 25 mg/l
Csapviz 1 liter

DRYES agart az Alternaria infectoria kissporas fajcsoport specifikus elkiilonitése
c€ljabdl hasznaltunk. Az A. infectoria fajcsoportba sorolhaté fajok DRYES agaron
jellegzetes, homogén, piszkosfehér telepet képeznek (ANDERSEN és THRANE 1996).
A csapviz alkalmazasa miatt nyomelemekkel nem sziikséges a taptalajt kiegésziteni.
A Botran (2,6-dichloro-4-nitroanilin) szelektiv gomba6lé szerként gatld hatast fejt ki
Botrytis, Monilinia, Rhizopus, Sclerotinia és Sclerotium fajokkal szemben. A kozeg

nem alkalmas mikromorfolégiai vizsgalatokhoz sziikséges gombdak tenyésztésére.
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® Vizes-agar

Bakteroldgiai agar 200 ¢g

Desztillalt viz 1 liter

A vizes-agaron vizsgalt Alternaria izoldtumok kifejezetten jol sporuldltak, a

telepnovekedés lassu ezen a tdpanyaghidnyos agaron.

4.2.4. Izolalas, monokonidiumos tenyészetek létrehozasa és az izolatumok tartésitasa

A 17. dbra vazlatosan foglalja 6ssze az izoldlds €s tenyésztés koriilményeit, melyeket
a fenotipusos jellemzés kiilonbozd kisérleti fazisdban alkalmaztunk. Az izoldlds sordn az
egyes 16zidkrol szarmazdé konidiumokat mikroszképpal is megvizsgaltuk, klasszikus
mikologiai modszert, az egyszerii kaparékkészités modszerét alkalmazva. A kaparékot
landzsatli segitségével vettilkk, majd a targylemezen elhelyezett vizcseppbe helyeztiikk (a
preparatum elkészitéséhez desztillalt vizet hasznéltunk) és légmentesen feddlemezzel zartuk.
Az ilyen médon elkészitett preparatumot fénymikroszkép alatt vizsgéltuk.

A mikroszkopizdlashoz HUND Wetzlar WILO-PRAX h 500 fénymikroszkopot
haszndltunk. A felvételeket Nikon Coolpix 4500 tipusd digitdlis fényképezdgéppel
készitettiikk. Mikrofotokat is készitettiink a tanulmédnyozott Alternaria gombékrol.

Igy a fertézési tiineteket mutaté ndvényi szovetekrdl nyert kaparékbél a gombat BDA
tiptalajon kozvetleniil tenyésztettik ki. A tdptalajt néhdny esetben antibiotikumos
kiegészitéssel készitettiink: pl. 500 mg/l ampicillin és 10 mg/l rifampicin. Szelektiv, DRYES
taptalajt az A. infectoria faj hatdrozdsa céljabol készitettiink. Tiszta tenyészetet t&bbszori
atoltas utan kaptunk.

A megadott eloirds szerint elkészitett taptalajokbol 10 ml-t ontottiink ki eldzetesen
sterilizalt 9 cm atmérdjii Petri-csészékbe. A kihlilt és megszilardult taptalajokra nagy
gondossaggal, steril koriilmények kozott, lamindris boxban vittik fel a gomba
szaporitoképleteit. A leoltdshoz oltékacsot €s landzsatiit vettiink igénybe. A beoltott taptalajt
termosztatban (kb. 22 °C) inkubaltuk. A gombatenyészetek igy 6-7 nap alatt fejlodtek ki. A
vizsgélatok sordn nagy figyelmet forditottunk a vizsgdlati anyagok pontos megjeldlésére és a
megfigyelések korrekt rogzitésére.

Monospéras tenyészetet ugy allitottunk eld, hogy Alternaria-val fert6zott novényi
részrol kaparékot vettiink, melyet vizes-agarra oltottunk 50 pl steril desztilldlt viz

jelenlétében. 2 ora elteltével az életképes, kicsirdzott konidiumokat lang felett hdzott steril
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iivegtiivel, fénymikroszkop alatt, 50x-es nagyitds mellett, vizes-agarra, BDA illetve DRYES
taptalajra oltottuk. A kérokozo fenntartisa BDA-n tortént.

Az izolatumok hosszu tavi taroldsa céljabol tobbféle mdodszert kiprébéltunk, melyek a
kovetkezok: a.) Eppendorf-csovekbe gombakorongokat (5 mm atmérd) helyeztiink és
deszikdtorral kiszaritottuk tartalmukat, majd a csoveket lezartuk, b.) ferde agart (9 ml)
oltottunk be gombakultirdval, melyet parafin olajjal fedtiik le, c.) gombakorongokat 2 ml-es
kriocsébe helyeztiink, amelyekre parafin olajat rétegeztiink (kb. 1.5 ml). Az utébbi mddszert
hasznéltuk kovetkezetesen az izoldtumaink hosszi tdvud taroldsa céljabol. Az igy elkészitett
csoveket hiitdszekrényben taroltuk. A mdédszerrel gazdasdgosan helyet takaritottunk meg és

megoldottuk az izoldtumok egyszert széllitasat is.
4.2.5. Az Alternaria-k meghatarozasa

Az izolalt mikroszkopikus gombdk identifikdlasat a kovetkezd hatdrozokonyvek és
taxonoémidt targyald szakcikkek segitségével végeztiik el
- VOROS (1985)
- ELLIS (1971)
- SIMMONS és ROBERTS (1993)

Szamos faj szinonim megnevezését SIMMONS (1992) ajanlasa szerint fogadtuk el.
4.2.6. Mikromorfolégiai tulajdonsagok vizsgalata fénymikroszkop segitségével

Adott izoldtum mindhdrom tdptalajra (BDA, DRYES, vizes-agar) oltott nyolc napos
tenyészetébol kaparékot vettiink és tartds prepardtumot készitettiink, melyen 20-20 érett
konidiumot vdlasztottunk ki és mértilk azok hosszat, szélességét, csOr hosszisigat, csor

sz€lességét, keresztfalak €s hosszanti falak szamat. A kiilonbozo taptalajon kapott értékekbdl

szorast (s), atlagot (x ) és relativ szérdst (CV) szdmoltunk. A relativ szords (CV:é*IOO)
X

segitségével az egyes taptalajféleségeken kapott adatok szorasait 6sszehasonlitottuk, valamint

a CV % értéket abszolut értelemben a maximalis szinthez tudtuk hasonlitani (CV =~+n—-1)
(SVAB 1973).
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Fert6zott novényi részek begyiijtése Alternaria referencia izolatumok
»  levél beszerzése
> szar » Torzsgyljtemények: ICMP, UMHT,
» mag ATCC
i » Autentikus izolatumok

Nedveskamras inkubalas
22°C szobahémérséklet, 24 h

v

Azonositatlan Alternaria- k izolalasa
» kaparékkészités
» mikroszképos vizsgélatok

~ Morfo-taxonomiai jellemzés
7 fénymikroszkop segitségével
> Herbariumi osszehasonlité gyiijtemény készitése
Y
Tiszta tenyészetek létrehozasa
Tobbszori atoltas BDA-ra, L
antibiotikum, 7 nap ~
Monosporas tenyészetek eldallitasa
50ul steril desztillalt viz, vizes-agar:
4 h inkubdlés, 25°C, csirdzé konidiumok Hémérséklet hatdsanak
dtoltdsa BDA-ra vizsgalata (5°C, 10°C, 15°C,
> 20°C, 30°C, 35°C) a
novekedésre és sporulaciéra
A pH hatasanak vizsgalata (4
~| pPH-11pH) a novekedésre és
- sporulaciora
Y ‘L ‘L
Mikromorfolégiai Sporulacié indukalasa vizes- Izolatumok tartdsitasa
vizsgaaltok agaron BDA-n
DRYES, BDA, vizes-agar 7 nap, 22°C szobahémérséklet, Parafin olaj, 2 ml-es kriocsd,
8 nap, 20-20 konidium sOtétben tarolas 5-10°C
‘L Y
Konidiumlanc képzés Telepmorfolégiai vizsgalatok
vizsgalat DRYES, BDA, 25°C sotétben,
vizes-agar, 40x,100x értékelés 4. és 8. napon
fénymikroszkép

17. abra Az Alternaria izolatumok altalanos kezelésével és vizsgalataval kapcsolatban altalunk kialakitott
folyamatabra
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4.2.7. Konidiumlanc képzés vizsgalata

Vizes-agaron a konidiumldnc szerkezetét a 7. napon 22°C-os sotétkamrdban torténd
inkubdlast kovetden, fénymikroszkép segitségével vizsgaltuk. A konidiumlanc képzést 40x-
es, illetve 100x—os nagyitdsi fénymikroszkoppal vizsgéltuk. A tipikus konidiumldncokrdl
digitélis felvételeket készitettiink.

A referencia fajok tenyészeteit és a konidiumképzés jellemzoéit szintén feljegyeztiik.

4.2.8. Telepmorfolégiai jellemzok vizsgalata

SIMMONS (1995, 1999) ajanldsdnak megfeleléen, a taptalajokon végzett
megfigyeléseket monospdras kolonidkbol szarmazd tenyészeteken hajtottuk végre.

A morfoldgiai tulajdonsdgok meghatirozdséhoz BDA, Czapek-Dox és DRYES
taptalajt hasznaltunk. A Petri-csészéket 25°C-on, sotétben inkubdltuk. A 4. és 8. napon
feljegyeztiik a telep-morfoldgiai bélyegeket. Vizsgéltuk a tenyészetek sugaririnyd novekedési
iitemét, szinét, zonazottsagat, sz€lét, tomottségét, agaros kozegben fejlodott kristély, illetve

pigmenttermelést. Az egyes tulajdonsagokat vizudlisan értékeltiik, illetve mértiik.

4.2.9. Homérséklet és pH hatasanak vizsgalata in vitro a gomba novekedésére és

sporulacidjara

Az egyes fajcsoportokbdl 1-1 reprezentativ izoldtumot vdlasztottunk ki a megfigyelt
morfolégiai jellemzOk (és a késObbiekben targyaldsra keriild molekuldris vizsgélati
eredmények) alapjén. A tovdbbiakban az in vitro vizsgdlatokat ezen izolatumokkal végeztiik
el (4. tdbldzat).

A novekedési vizsgalatokat monosporazott gombatenyészetekkel végeztiik. Kilenc
cm-es Petri-csészéket oltottunk be az aktivan novo, kb. 1 hetes telepek szEélébdl kivagott 5
mm atméréji agarkorongokkal. Az inokuldldst kovetéen az izoldtumokat aluminium
hengerben taroltuk és +0.5°C hémérséklet tiirésti kalibralt hiitd-fiité termosztatba helyeztiik.
Haromszoros ismétlésben vizsgéltuk a homérséklet és a pH hatdsat a fajcsoportok

novekedésére és sporuldcidjara. Az ismétlések sordn kapott eredményeket atlagoltuk.
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4. tablazat Az abiotikus tényezdk vizsgalatsoraba bevont Alfernaria izolatumok

Izolatum Kod
A. brassicicola 141
A. arborescens 103
A. alternata 107
A. gaisen 10
A. tenuissima 72
A. longipes 2
A. infectoria 19
A. brassicae 50

e Hoémérséklet hatasanak vizsgalata

A homérséklet hatasanak vizsgéalatait BDA téptalajra oltott tenyészetekkel végeztiik.

o Hoémérséklet hatasa a novekedésre

A tenyészeteket 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35°C-on termosztitban, sotétben inkubdltuk.
Valamennyi izoldtum értékelésére a 6. napon keriilt sor, amikor a leggyorsabban
novekedo izolatum sem érte még el a Petri-csésze szélét. Az optimalis novekedési rata
az utols6 napon mért telepatmér6bdl szdmolhaté (ndvekedés mm-ben osztva az

inokul4ci6tol eltelt napok szdmaval).

o Homérséklet hatasa a sporulaciéora

A sporulicié vizsgalat céljabol sterilizalt celofan korongokat helyeztiink a BDA
taptalajt tartalmazé Petri-csészék feliiletére. A csészéket 5 mm-es agarkoronggal
oltottuk be. A tenyészeteket 5, 10, 15, 20, 25, 30 és 35°C-on termosztitban, sotétben
inkubdltuk. A vizsgdlatsorozatot 10 nap elteltével értékeltiik, mikor a leggyérebben
sporuldlé tenyészet sporuldcidjat is meg tudtuk hatdrozni. A sporuldcié napi
intenzitasat a 10. napon Biirker-kamraval mértilk. A spéraszambodl koncentraciot
szamoltunk, melybdl napi intenzitast gy kaptunk, hogy az igy kapott értéket osztottuk

az eltelt napok szamaval.

o Homérséklet hatasa a tenyészetek pH értékére

A poritott buronya-dextr6z agarbodl eldallitott kultirdk indité pH értéke 5.6 volt. Ehhez
képest a hdmérséklet valtozdsa révén, az anyagcsere folyamatok valtozdsa miatt, a
tenyészetek pH értéke valtozast mutathat a kezdeti értékhez képest. Vizsgalataink
soran mértiik a 10. napon mértiik a 15, 20, 25, 30 és 35°C-on elddllitott tenyészetek

pH értékét.
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¢ pH hatasanak vizsgalata

A tapkozeg pH-janak hatdsat in vitro koriilmények kozott BDA tiptalajon vizsgdltuk. A pH-t
vagy HCl-dal vagy NaOH oldattal éllitottuk be autokldvozast kdvetden oly médon, hogy 50
ml-es mintaadagu taptalaj pH-jat modositottuk a kivant mértékre nem steril koriillmények
kozott, és feljegyeztiik a kiegyenlitéshez hasznélt oldatok fogydsat. Igy a pH-t folyékony
taptalajban dllitottuk be 206-pH2 (Testo GmbH, Németorszdg) pH-mérdvel. Steril
koriilmények kozott a nagyobb mennyiségli oldathoz tudtuk adagolni a pH bedllitdsahoz
szilkséges ismert mennyiségli oldatokat. Az inokuldlast megel6z6 pH értékeket az
eredmények fejezetben ismertetjilkk, £0,02 pontossiggal. A pH pontossiagot a pH-mérd

késziilék gyartdjanak igazoldsa alapjan éllapitottuk meg.

o pH hatasa a novekedésre

A taptalajok pH-jat 4-11-ig allitottuk be a fent leirt médon. A beoltast a szokott médon
végeztik el, 5 mm-es atmérdji fiatal tenyészetek aktivan ndvekvd zondibdl nyert
gombakorongokkal. A tenyészeteket dllandé hOmérsékleten, 25°C-on tartottuk hiitd-
fitd termosztitban. A 8. napon mértikk a tenyészetek novekedését és napi 4atlagos

novekedési mutatot szamoltunk.

o pH hatasa a sporulaciora

A sporulécids vizsgilatra el6készitett, celofan koronggal boritott BDA-n eldallitott
tenyészeteket ugyanidgy kezeltik, mint a novekedés vizsgdlatra bedllitott
tenyészeteket. Biirker-kamrdval a 10. napon mértiik a konidiumszadmot, melybdl

egységnyi térfogatra napi intenzitdst szamoltunk.
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4.3. Alternaria izolatumok molekularis jellemzése

Az Alternaria izoldtumaink (4.2.2. fejezet, 2. és 3. tdbldzat) azonositisa céljabol
RAPD és mitokondridlis DNS RFLP vizsgélatot hajtottunk végre. Két izolatum esetében a
rDNS ITS1 és ITS2 szakaszat felszaporitottuk WHITE és mtsai (1990) médszere szerint, majd
a PCR terméket szekvendltattuk. A PCR-termékek szekvendlast a Genome Express

(Grenoble, Franciaorszag) cég végezte megrendelés alapjan.

4.3.3. DNS kivonas CTAB hasznalataval

DNS-kivondshoz 100 ml burgonya-dextréz tdpoldatot inokuldltunk 10 napos
tenyészetek konidium szuszpenzidjival. A beoltott gombakultirat 72 éran keresztiil razattuk
(120 rpm) 22°C-on. A képzd6dott micéliumot textilszirdvel nyertiik ki, majd liofilizaltuk és
folyékony nitrogénben poritottuk. A teljes genomi DNS kivondsét alapvetéen MURRAY és
THOMPSON (1980) mddszere szerint végeztiikk. Egy milliliter lizalé pufferben (0,7 M NaCl,
1% CTAB, 50 mM Tris, pH 8.0, 250 mM EDTA, pH 8.0) 60 mg micéliumport tartunk fel
65°C homérsékleten, vizfiirdoben. A sejttormeléket centrifugdldssal tavolitottuk el, majd
extrakcidt végeztiink fenol-kloroform-izoamil-alkohol (25:24:1) és kloroform-izoamil-alkohol
(24:1) keverékével. A DNS-t B oldat (1% CTAB, 50 mM Tris, pH 8.0, 10 mM EDTA, pH
8.0) 1:1 ardnyu elegyében kicsapattuk. A pelletet lizis puffer és B oldat 1:1 ardnyd
keverékével mostuk, majd C oldatban (10 mM Tris, pH 8.0, 0,1 mM EDTA, pH 8.0, 1 M
NaCl) feloldottuk, melybdl a DNS-t izopropanollal csaptuk ki, majd mostuk 70%-os
etanolban, s végiil 200 pl TE (10 mM Tris és 1 mM EDTA, pH 8,0) pufferben oldottuk. Ezt
az anyagot kezeltiik ribonukledzzal (RN4az A, Fermentas, 1 Kunitz unit/minta) és proteindzzal
(Proteinaz-K, Fermentas, 50 pg/minta). Ujabb szerves oldészeres extrakcié és alkoholos
kicsapatds utan 30 pl TE-ben oldottuk fel a DNS-t. A mintdk DNS koncentrciéjat
spektrofotométerrel hatdroztuk meg (Perkin Elmer UV/VIS Spectrometer Lambda 2S).

4.3.4. RAPD vizsgalat
A széleskorlien hasznalt RAPD-moédszer viszonylag konnyen kivitelezhetd és
hatékony eszkdze a polimorfizmusok feltdrdsdnak, bar sokan kritizdljdk gyenge

ismételhetdsége és mesterséges informacidhordozé tulajdonsaga miatt (ELLSWORTH és mtsai

1993, BAGLEY és mtsai 2001). Ezért dgy dontottiink, hogy az Alternaria izoldtumok
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fajcsoportba soroldsdhoz mdas kutaték 4ltal is hasznalt inditészekvencidkkal végezziik
kisérleteinket.

A teljes genomi DNS-ek polimeraz-lancreakcion (PCR) alapul6 felszaporitdsdhoz az
Operon Technologies Inc. (Alameda, Egyesiilt Allamok) OPR-02 (5’-CACAGCTGCC),
OPR-12 (5’-ACAGGTGCGT) ¢és OPA-04 (5°-AATCGGGCTG) inditészekvencidit
(primereket) haszndltuk. Ezek koziil az OPR-02 és az OPR-12 ROBERTS és mtsai (2000), mig
az OPA-04 PRYOR és MICHALIADES (2002) vizsgalataiban mar alkalmazasra keriiltek, mint a
kisspdrds alterndridk elkiilonitésére alkalmas szekvencidk. A 25 ul végtérfogati PCR-elegy
Osszetétele a kovetkezd volt: 100 ng templat DNS, 1,5 mM MgCl,, 200 uM dNTP oldat, 1
egység Taq DNS polimerdz (Fermentas), 1x Fermentas Taq puffer + (NH4),SOy4, 0.4 pmol
inditészekvencia, valamint az Ossztérfogat eléréséhez sziikséges steril MilliQ viz. A negativ
kontroll DNS-t nem tartalmazott. Egy inditészekvencidval az Osszes mintdban egyszerre
végeztettiik a DNS-sokszorositdst PTC-150 tipusd (Perkin-Elmer) késziilékkel a kovetkezd
program szerint: kezd6 denaturaci6 (94°C-on 3 perc), 36 ciklus (94°C-on 1 perc, 36°C-on 1
perc, 72°C-on 2 perc), zar6 inkubdlas (72°C-on 10 perc). Egyenként 8 ul PCR termékkel
végeztiink elektroforézist 20 cm hosszu, 1,5%-o0s agaréz gélben (Gibco), 0.5xTBE pufferben,
130V-on, 3 6ran keresztiil. A mintdzatot 0.5 pg ml" etidium-bromiddal festettiik és UV
megvilagitasndl fényképeztiikk (Chemilmager 4000 UV Light Imaging System - i 3.3b Alpha
Innotech Corporation, San Leandro, USA).

4.3.5. Mitokondrialis DNS RFLP vizsgalat

Jellemzden a mtDNS régié GC szekvencidkban szegényebb ugyanazon faj magi (n)
DNS-éhez képest (BENDICH, 1993). Igy a mitokondridlis genom RFLP mintizata indirekt
moédon megkaphatd azéltal, hogy a GC-szakaszban gazdag magi DNS-t GC felismerdhelyt
restrikciés endonukledzokkal emésztetjik. Ily moédon a nDNS-t 1 kb-ndl rovidebb
szakaszokra vagjuk és a mtDNS-t kevésbé tordeljiik (GROSSMAN és HUDSPETH, 1985). Az
elektroforézist kovetden, a nagyobb molekulastilyti mtDNS fragmentumok sokkal tisztabban
lesznek lathatok, mint a hattérben 1évé nDNS, hiszen azok kis méretiiknél fogva a gélben
viszonylag gyorsan kifelé vandorolnak (SPITZER €s mtsai, 1989; TYPAS €s mtsai, 1992). Az
emlitett jellemzokkel rendelkez6 enzimek pl. Bsh12361, Hae 111, Hin 61 és Msp I, melyeket mi
is alkalmaztunk vizsgdlataink sordn az Alternaria izoldtumok teljes genomi DNS

emésztéséhez.
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A vizsgélathoz 15-20 pg 0sszDNS-t emésztettiink 15 egység mennyiségli restrikcids
endonukledzokkal: Bsh12361 (CG/CG), Hae 1II (GG/CC), Hin 61 (G/CGC) vagy Msp 1
(C/CGQG), melyek MBI Fermentas-tdl szarmaztak (Vilnius, Litvdnia).

Az emésztést 100 pl térfogatban, 37°C-on végeztettiik 12 6ran keresztil. A DNS
kicsapasahoz 0.1 térfogat 3 M NaOAc (pH 5.3) és 0.54 térfogat 2-propanolt haszndltunk, a
mintdkat minimdlisan 1 6rdn &t tartottuk —20°C-on, centrifugéltuk (18 000 g, 10 perc), 70 %
etanollal mostuk, majd szaritottuk. A DNS pelletet 15 pl steril MilliQ-vizben visszaoldottuk
és a terméket 0.8%-os vizszintes agardz gélben (15 x 20 cm, GibcoBRL) futtattuk. 0.5x TBE
pufferben gélelektroforézist végeztiink, mely 16-20 6rdn 4t tartott 45 V-os fesziiltség mellett.
Majd a gélt etidium-bromiddal (0.5 mg L") festettiik, és UV megvilagitasnal fényképeztiik
(Chemilmager4000 UV Light Imaging System, Alpha Innotech Corporation, San Leandro,
USA).

4.3.6. A RAPD és mtRFLP vizsgalat adatainak feldolgozasa

A RAPD inditészekvencidk specifitdsa alacsony, igy azok nemcsak a teljesen azonos
komplementer, hanem a hasonl6 szekvencidkhoz is kétddnek. Ezért annak érdekében, hogy a
RAPD reakci6é ismételhetdségét bizonyitsuk, minden fajcsoportbdl kivdlasztottunk néhéany
izolatumot, melyekkel kétszeri ismétlésben is elvégeztiikk a RAPD reakcidt. Az értékelés soran
a reprodukdlhaté fragmentumokat tekintettiik markerként. Ezen DNS-darabok meglétét (1)
vagy hianyat (0) értékeltik. Minden izoldtum esetén azonos primerrel generilt, azonos
tdvolsagra futé fragmentumot tekintettiink ugyanannak a markernek. Az adatokat bindris
tdbldzatba rendeztiikk, melybdl egyezdségi madtrixot generdltattunk egyszerli egyezOségi
koefficiens haszndlatdval (SNEATH és SOKAL 1973). Végiil, stlyozatlan csoportitlag
(unweighted pair group method analyses - UPGMA) mddszerrel klaszteranalizist végeztiink
és az értékelés soran dendrogramot készitettiink. Az Osszes szamitdgépes adatfeldolgozast a
SYN-TAX 2000 (PoDANI 2001) programcsomaggal végeztiik.

A mtRFLP vizsgélat sordan kapott mintdzatot minden izolatumnal kiértékeltiik, az 1

kb-nal nagyobb fragmentumokat véve szamitasba.
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4.3.7. Molekularis elemzés mikroszatellit alapu inditészekvenciakkal

A mikroszatellit primerekkel végzett vizsgilat egyes munkaszakaszait €s vézlatos
lefrasait a [8. dbrdn foglaltuk Ossze. Az egyes munkaszakaszok részletes lefrasat a

kovetkezOkben ismertetjiik.

4.3.7.1. Vizsgalatba vont Alternaria brassicicola izolatumok

Allél varidcidt vizsgéltunk 53 monospords A. brassicicola izolatum esetén. Az
izolatumok kiilonb6zd orszdgokbdl (Hollandia, Kanada, Kina, Franciaorszdg, Magyarorszag,
Romdnia, Uj-Zéland) és kiilonbozé gazdanovényekrél (Brassica, Raphanus, Crambe, Cakile)
szarmaztak. Az izoldtumok megnevezését, gazdandvényét, szdrmazdsi orszdgit az 5.

tabldzatban tuntettuk fel.

A. brassicicola izolatumok Specifikus mikroszatellit primerek
» 6 orszag 16 pér, AVENOT et al. (2005)
» 4 gazdandvény
» 53 izolatum
Y \
Eldkészités Primer kombinaciok Kkivalasztasa
felszaporitds, DNS kivonds Tm, dimmer, allélek mérete
Y
Multiplex PCR
3 perc 94°C denaturicid, 30 ciklus

A

(30mp 94°C, primer k&tddés — 30 mp,
72°C 30 mp), 72°C 30 mp.

Y

Allélek elvalasztasa
6% poliakrilamid, 30x50 cm-es gél, 3 dra

Y

Allélek detektalasa
eziist-nitrat festés

!

Adatok feldolgozasa
Popgene szoftver — populdcié-genetika,
klaszteranalizis

18. abra Az Alternaria brassicicola populaci6 analiziséhez kialakitott folyamatabra
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5. tablazat A vizsgalatba vont Alternaria brassicicola izolatumok gazdanovénye és szarmazasa

Kod Gazdanovény Forras Orszag
41 Raphanus sativus PS Franciaorszdg
40 Raphanus sativus PS Franciaorszdg
3 Raphanus sativus PS Franciaorszag
CM Raphanus sativus PS Franciaorszag
43 Raphanus sativus PS Franciaorszdg
43M Raphanus sativus PS Franciaorszag
20 Raphanus sativus PS Franciaorszdg
20M Raphanus sativus PS Franciaorszdg
Rol0 Brassica oleracea BIV Roménia
Rol2 Brassica oleracea BIV Romania
Ro21 Brassica oleracea BIV Romaénia
Cp Brassica oleracea PS Franciaorszdg
7404 Brassica oleracea PS Franciaorszag
1650.8b Raphanus sativus PS Franciaorszdg
1661 Raphanus sativus PS Franciaorszag
1662 Raphanus sativus PS Franciaorszag
1664.1 Raphanus sativus PS Franciaorszdg
1697 Raphanus sativus PS Franciaorszag
1711.3 Raphanus sativus PS Franciaorszdg
1718.8 Raphanus sativus PS Franciaorszdg
1721 Raphanus sativus PS Franciaorszag
27381 Raphanus sativus PS Franciaorszdg
15 Raphanus sativus PS Franciaorszag
18b Raphanus sativus PS Franciaorszdg
55 Raphanus sativus PS Franciaorszag
1644.1 Raphanus sativus PS Franciaorszdg
CR Brassica oleracea PS Franciaorszag
1611.1 Raphanus sativus PS Franciaorszag
1694 Raphanus sativus PS Franciaorszdg
42552 Raphanus sativus PS Franciaorszag
AN16 Brassica oleracea sajat Magyarorszig
AN35 Brassica cretica convar. botrytis sajat Magyarorszig
AN89 Brassica oleracea sajat Magyarorszag
AN9O Brassica oleracea sajét Magyarorszig
AN91 Brassica oleracea sajat Magyarorszag
AN177 Brassica oleracea PIMB, 177 Magyarorszig
ABCl1 Brassica oleracea SS Kanada
ABC2 Brassica oleracea SS Kanada
ATCC 6650 nem ismert SS
ATCC 12551 nem ismert SS
ATCC 34622 Crambe maritima SS Kanada
DAOM 166634  Brassica oleracea SS Kanada
DAOM 169279  Brassica oleracea SS Kanada
ICMP 1103 Brassica oleracea var. ramosa Uj-Zéland
ZAA1 Brassica oleracea Kina
ZAA3 Brassica oleracea Kina
914 Thlaspi arvense USA

IPK Institut fur
AN173 Crambe kotschyana Pflanzengenetik (CRA Németorszig

12/76)
AN928 Crambe maritima sajdt Magyarorszig
CK 3005 Cakile maritima PS, B and T World Seeds

sarl (66675) Franciaorszag
AN17 Crambe pontiaca sajdt Magyarorszdg
1205 Ro Brassica oleracea BIV Romadnia
AN160 Brassica oleracea convar. botrytis sajdt Magyarorszig
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4.3.7.2. Gyors DNS kivonas SDS hasznalataval

A DNS kivonast GOODWIN és LEE (1993) mddszerével végeztik. Ez a mddszer
praktikus abbdl a szempontbdl, hogy gyors kivitelezhet6sége mellett elegendé mennyiségii
DNS vonhat6 ki a mikroszatellit lokuszok felszaporitdsdhoz.

A micéliumot kb. 0.5 cm? teriiletli tiszta tenyészet feliiletérdl nyertiik ki, kaparék
formaban. Az egyes mintdkhoz 100 pl kivoné puffert adagoltunk (50mM Tris-HCI pH 7.2,
50mM EDTA, 3% SDS, 1% 2-mercaptoetanol). A mintdkat tartalmaz6 nyitott fedelii
Eppendorf-csoveket mikrohullamu siitébe helyeztiik és kezeltiik (400W) 15 mp, 10 mp és 5
mp ideig. A kezelések kozott 5-10 mp sziinetet tartottunk. A mintdkat tartalmazé csoveket a
lehetd legtavolabb helyeztiik el a mikrohulldmd siitében, hogy elkeriiljiik az aeroszolon
keresztiili fertdzodést. Ezt kovetden minden mintdhoz 300 pl kivond puffert adtunk, és 10
percet 80°C-on inkubéltuk. 1 térfogat fenol-kloroform-izoamil-alkohollal (25:24:1) extrakciot
végziink. A DNS-t 2.5% Na-acetattal (5M) és 0.5 térfogat izopropanollal csaptuk ki. A
pelletet etanollal (80%) mostuk, szaritottuk, majd 100 ul TE pufferben (10 mM Tris-HCI, 0.1
mM EDTA pH 8.0) feloldottuk. A DNS kivonas mindségének ellendrzése céljabol univerzalis
inditészekvencidkkal felszaporitott DNS kivonataink ITS régidjanak jelenlétét és a PCR

termék méretét agardz gélen vizsgaltuk.

4.3.7.3. Alkalmazott mikroszatellit inditoszekvenciak

Az Alternaria brassicicola genotipusok vizsgilatit mikroszatellit alapi semleges
markerekkel vizsgéltuk. A DNS mintdk genotipizdldsat tizenhat mikroszatellit lokuszra,
AVENOT és mtsai (2005) altal kifejlesztett primerekkel végeztiikk (6. tdbldzat). A tandem
ismétlédé szakaszok kozott 9 perfekt, 6 imperfekt és egy Osszetett mikroszatellit régié

taldlhatd meg.

4.3.7.4. Mikroszatellit allélek felszaporitasa multiplex PCR-rel

Az elsé vizsgalatsorozat utan képet kaptunk az adott lokusz allélvaltozatainak
eloszlasardl, illetve arrdl, hogy milyen méret tartomanyban varhatok az egyes allélok
eléforduldsa. Ezt az informdcidt felhaszndlva a késobb vizsgdlandé mintdkat multiplex PCR
rendszerben dllitottuk el 2-3 lokusz profiljanak egyiittes jellemzése céljabol. A multiplex

rendszer Osszedllitdisa sordn figyelemmel voltunk a primerek éltal tdmasztott
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kovetelményekre, a varhat6 allélek eloszlasara és az egyes primer kombinicidk egyiittes
viselkedésére. A PCR reakciét Amplify 3.1. szoftver (Macintosh kornyezetben) segitségével
elézetesen szimuléltuk. Igyekeztiink a primerkombindcidkat igy megvalasztani, hogy az egy
rendszerbe keriillo primerek kozott a kapcsolodas, azaz a dimmer képz6dés, minimadlis
mértékll legyen, vagyis a primerek szabadon kotédhessenek, maximalisan hasznosuljanak.

A mikroszatellit lokuszok polimeraz-lancreakciéval (PCR) végzett felszaporitasat
Thermojet tipust (EquiBio, Seraing, Belgium) késziilékben végeztiik. Az egyes reakcidkhoz
(50 pL) a kovetkez6 komponenseket hasznaltuk fel: 1 egység Tag DNS-polimerdz
(Promega,.), 200 uM dNTP oldat (Promega), 0.4 uM inditészekvencia (6.tdbldzar), 5 UL a
10x-es koncentracidju reakciépufferbdl (50 mM KCl, 0,1% Triton X-100, 10 mM Tris-HCI,
pH 9.0), 1.5 mM MgCl, és 1-10 ng DNS. A felhasznalt DNS-t GOODWIN és LEE (1993) éltal
lefrt gyors modszer alapjan vontuk ki (melyet a 4.3.5.2. fejezetben részletesen lefrtunk). 3
perc 94°C-os denaturicidt kdvetden, a mintdkat 30 cikluson 4t szaporitottuk fel. A ciklusok
egyenként a kovetkezOk szerint épiiltek fel: 30 mp 94°C-os inkubdlds, indité szekvencidk
kotédése a megfeleld hdmérsékleten (6. tdabldzat) 30 mp és ldnchosszabbitds 72°C-on 30 mp.

A végs6 lanchosszabbitds 72°C-on 10 percig tartott.
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6. tablazat Mikroszatellit indit6szekvenciak és lokuszok jellemz6i AVENOT és mtsai (2005) nyoméan

Méret Tm
Lokusz Primer szekvencia (5'-3'") Ismétl6d6é motivum tartomany n ©C)
(bp)
GA;, F: CTACTGGCTACGCAACGCAG (GA), 118-120 2 55
R: CACCCTTCCGTCTTTGCTCG
GA; F: GTCAAGTCAGCTCTTTCTTTCTGTC (TC), 128-130 2 55
R: TCCGCAGTGATTGACCAGTG
GA; F: GCTGCGATTTCCATGTTGCT (CT),CC(CT)sAT(CT); 163 1 55
R: GCACATGCAACCTGGTTACG
GA, F: CACACTTGTACCGCCAAGCTC (CT)4CC(CT),CC(CT)s 251 1 58
R: AGCGCCGCCACCTAGCTATTG
GAs; F: CGTAGGGAAGACGATAAGAGAAC (GA)y I-113 2 55
R: CTCCTCCGAAGCACTCGTCTT
GAs F: CTGGCCTTGGCTGTCTAGCG (GA)¢GG(GA),TAGG(GA), 93-115 4 55
R: TCCAGTCGATAAGATCAAACC
GAz;  F: CAGGTAATACCATCGATGGTCTA  (GA)g 102-104 2 55
R: TCCTACCTTGCACGCTCCTTTAC
GAzy  F: CGCACGATACCTTTCTTATAC (GA), 146 1 55
R: GAAAGGACTCGAATATCGATTC
GAz;s  F: CCTCCAGCAACTAGAACCGAT (GA)g 111-113 2 55
R: AGTATAGGCGTATATTGGGCG
GAzy  F: GGCAGACTCTAATTGTTCCTG (CT),AT(CT);TT(CT),4 165 1 55
R: GTAATCCAGGACTTGAGGCTG
GAA;  F: GAGGAGGATGGAATATATAG (GAA), AA(GAA); 153-156 2 56
R: ATCGTGAAGGAACGCTCAAG
GAA;  F: GGTGGTTGAGTGCTTGTATTTG (GAA),GA(GAA), 185-240 10 60
R: GTCGGGCTTGATATCCTTTG
GAAs  F: CTTACAGCATCGAGGCAAAA (CTT)3(CGT),(CTT),o 146-155 4 58
R: GACATGACATGGCGTTGTGT
GAA;y  F: CCGAGAGAAGCAACATACTG (GA)5 93-108 6 60
R: TAGGCGTGATCTTGCCGAGG
ATA;;  F: CTAGTTAGGTAAGTAGCGTAAG (TTA)y 110-116 3 56
R: CGCACAAAAGCTACCTTTACCT
HK; F: GGGGACTGGACGGGGTCGGATT (GTT), 109-115 3 59

=

: GTGGGGGGCAAGGGATGAATG

Tm, a primer kot6dési hdmérséklete; n, allélek szama.
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4.3.7.5. Allélek elvalasztasa poliakrilamid gélelektroforézissel

Az elektroforézishez poliakrilamid alapanyagi gélt haszndltunk, mivel az agar6znal
jobb felbontd képessége révén akar 1 bp kiillonbség kimutatasara is alkalmas. A poliakrilamid
gélek tipusai koziil a denaturdld tipust vélasztottuk, melyre jellemzd, hogy a denaturdlé dgens
(urea) a DNS mdsodlagos struktirdjat megsziinteti, ezért a mobilitds fliggetlen a
bazisosszetételtdl.

A poliakrilamid gél-elektroforézishez (PAGE) a kdvetkezd 1épések tettiik meg:

- iiveglemezek (2 db, 38 x 52.3 cm) el6készitése gél-elektroforézishez

- kifolyadsgatl készitése: akrilamidot Ontiink a lemezeket 6sszefogé tartdlyba abbdl a

célbdl, hogy betomyjiik a lemezek kozotti alsé szabadon all6 rést.

- akrilamid alapanyagu gél (40 x 50 cm-es) készitése

- minta eldkészitése és rétegezése

- migracié
Az tiveglapokat gélmentesitettiilk 8%-os NaOH oldatban. Tisztitdsukat detergenses mosassal
kezdtiik, majd etanollal (75%) tovabb tisztitottuk. A puffertartallyal ellatott alsé iiveglemezt
Rain X-szel kezeltik (a szEélvédoknél is alkalmazott vizleporgést eldsegité folyadék)
tapadasgatlas céljabol. A felso liveglemezt ugyanigy készitettiik eld, mint az alsét azzal az
eltéréssel, hogy Rain X kezelés helyett specidlis tapaddsfokozot hasznaltunk Bind Silane (3
ul/[2ml abszolut etanol és 10 ul ecetsav], Sigma) formdjdban. Ezt a vegyiiletet gyakran
hasznaljak iiveglemezek elOkezeléséhez akrilamid gélek fixdlasa céljabol. Tekintettel az
iiveglemezek nagysdgiara és az elOhivds modjara, a gélt stabilizdlni sziikséges, vagyis
valamilyen hordozéhoz kell kotni. A Bind Silane fény és héérzékeny anyag, vigyazni kell
megfeleld hasznalatara, kiillonben a gél gyors letapaddsara szamithatunk.

A gél Osszetevoi a kovetkezok voltak: 6 % poliakrilamid (acryl-bisacrilamid 19:1
Promega), 8.0 M urea és 1x TBE puffer. A gél polimerizdlasat Temed (N,N,N’,N’-tetrametil-
etiléndiamin, Promega) és 40%-os ammonium-peroxiszulfat (APS Molecular Biology Grade,
Promega) 1:1 aranyu keverékével indukaltuk (0.01% : 0.01%). A migracids frontot a fésii
hatoldalaval alakitottuk ki. A gélt 1 ordn &t vizszintes dallapotban pihentettik a gél
polimerizalddasa céljabol. Az elézdleg elkészitett PCR termékhez 1 térfogat formamid kéket
(formamid 98%, EDTA 10 mM, pH 8.0, bromfenol kék 0.1%, xylén-cyanol 0.1%) adtunk,
majd denaturdltuk (94°C, 5 perc, denaturdlo gél). 6-8 Wl denaturdlt terméket rétegeztiink
egyenként a 49 féréhelyes fésti fogai kozotti zsebekbe. 10 bp DNS molekulatomeg markert

(Invitrogen) hasznéltunk méret referenciaként (2 pul 10 bp DNS molekulatomeg marker 1
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pg/ul, 38 ul formamid kék, 30 ul MilliQ viz), az ismert méretli klénozott allél referencia
mellett. Az elektroforézist 1x-es koncentracidji TBE pufferben végeztiik. A futtatdis 100 W

teljesitményen kb. 3 6ran keresztiil tartott.

4.3.7.6. Allélek detektalasa eziist-nitrat festéssel

Az eziist-nitrattal torténd festést CRESTE és mtsai (2001) szerint végeztilk. A gélt
eldszor 10% etanol és 1% ecetsav jelenlétében rogzitettiik (10 perc - dvatos razatds), majd
desztillalt vizben mostuk (1 perc). Ezt kovetden eldkezelést (oxidalas) végeztiink 1.5 %
salétromsav jelenlétében (3 perc, dvatos razatds). 1 perces desztillalt vizes Oblitést kovetoen a
gélt impregnéltuk 0.1%-0s AgNOs-tal (15-20 perc, évatos razatds), MilliQ vizzel oblitettiik,
majd az el6hivé oldatba helyeztiik (30 g/l Nay,COs, 600 ul/l 36.5-38 % formaldehid). Az
el6hivast a markerek kivéant intenzitdsdnak megjelenéséig folytattuk (7-10 perc). A reakcidt
5%-o0s ecetsav oldattal allitottuk le (5 perc, 6vatos razatds). A géleket szobahomérsékleten
szaritottuk, majd fényképeztiik. A fent emlitett oldatokat az el6hivds napjan készitettiik el. Az
eziist-nitrat oldatot, a MilliQ vizet €s a natrium-karbonétos oldatot haszndlatot megel6zden
4°C-osra hitottik. A ndtrium-karbondtos oldaton kiviili oldatok harom gél eléhivasdhoz

ismételten hasznalhatok.

A gél-elektroforézissel kapott mintdzatot digitalizaltuk. A poliakrilamid alapanyagui
gélen eldhivott fragmentek alakjat hasonlitottuk a klonozott allél mintazatdhoz, nagysagat
pedig az ismert méretli referencia alléltdl vald eltérés alapjan hatdroztuk meg. Az eltérések
nagysagat DNS molekulatomeg marker segitségével hataroztuk meg. Késébbiekben az adott
lokuszhoz tartozé altalunk definialt allélsorozatot, referenciaként tovabb hasznositottuk. A
termékek relativ hosszanak meghatarozdsa utdn, a numerikus adatokat tablazat formdjdban

rendszereztiik.

4.3.7.7. Mikroszatellit vizsgalat adatainak feldolgozasa

Minden egyes izoldtum minden egyes lokuszdban értékeltiik a mikroszatellit primerrel
eldallitott allélvariaciok jelenlétét, 1-10-ig attdl fiiggden, hogy melyik allél fordult eld az adott
izolatumban. Az adatmatrix haploid adatait POPGENE szoftverrel (verziészam 1.31, YEH és
mtsai 1999) elemeztiik. Az értékelések kiterjedtek a megfigyelt allélek szdméra és a (NEI

1973), melyet kis elemszdmra korrigdltunk (NEI és CHESSER 1983). A géndiverzitdsokat
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felbontottuk teljes, alpopuldcion beliili atlagos diverzitdsra, populdciok kozotti abszolidt és
relativ genetikai differencidltsagra. Az allélgyakorisagok kiilonb6zdségének tesztelése
céljabol G*-et szdmoltunk, mely a statisztikai préba alapja, felhasznalasaval megéllapithato,
hogy van-e szignifikans kiilonbség az egyes alpopulacidk kozott (PEEVER és mtsai 1999).

Az alpopuldciok kozotti kapcsolat bemutatdsa céljadbol a NEI-féle genetikai
tdvolsagbdl (NEI 1978) dendrogramot szerkesztettiink, TFPGA szoftver segitségével (MILLER
1997).

Az egyes lokuszok alléljeihez tartoz6 értékekbdl bindris adatbazist is kialakitottuk, oly
modon, hogy a lokuszoknak megfeleld egyes allélek jelenlétét O (nincs jelen) illetve 1 (jelen
van) értékekkel jeloltiik. Az adatokat felhaszndlva dendrogramot készitettiink. A hierarchikus
klaszter felépitéséhez JACCARD-koefficienst haszndltunk, a dendrogram kialakitdsdhoz pedig
sulyozatlan csoportitlag médszert hasznaltunk (UPGMA). A szamitdsokat SYN-TAX 2000

programmal végeztiik (PODANI 2001).
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5. Eredmények

A szakiroldalmi dattekintésb6l megdllipithats, hogy kiillonb6z6 szerz6k viszonylag
sz€les korben foglalkoztak az Alternaria fajok dsszehasonlitd elemzésével. Munkénk sorédn a
gyakorlat szdmara jelentés morfolégidi vizsgilatok és a genetikai kutatdsok molekuléris
eredményeit tovdbb gazdagitottuk. A tdbldzatokban szinessel kiemelt értékek a szoveges

részben kiilon emlitésre keriiltek.

5.2. Alternaria izolatumok morfologiai vizsgalatainak eredményei

5.2.3. Mikromorfoldgiai tulajdonsagok

A konidiumok morfoldgiai vizsgalatakor hosszisdg, szélesség, keresztfal illetve
hosszanti falak szimdban éllapitottunk meg nagyobb kiilonbségeket adott izolatum kiilonbdz6
taptalajrél szarmazé konidiumai kozott. A konidiumok mérhetd adatai koziil kiemeljiik a
konidium hosszban és szélességben megnyilvanulé eltéréseket (/9. dbra, 20. dbra). A 19.
dbrdn és a 20. dbrdn a 7. napon intenziven sporuldld tenyészetek vizsgélati eredményeit
tiintettiik fel. DRYES agar esetén szinte minden izoldtumnél tomeges konidiumképzést
figyeltiink meg. A konidiumok vildgosabbak, nagyobbak és a harantfalaknal beflizottebbek
voltak, mint a BDA-rél szdrmaz6 ugyanazon izolatum konidiumai. A konidiumok méretei
vizes-agaron voltak a legkisebb. Az egyes tiptalajféleségek esetén szamolt szordsok atlaghoz
viszonyitott ardnyabol a vizes-agaron kaptuk a legnagyobb értékeket CV=16.9% konidium
hosszisag és CV=17.8% konidium szélesség vizsgilat sordn, mely abszolit értelemben
alacsony értéket képvisel (CVax=400%). A relativ szérdsok kozel azonos mértéket mutattak,

pl. konidium hosszag vonatkozasdban BDA-n CV=10.9%, DRYES agaron CV=9.1%.
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Teljes hossz (um)
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Izolatum azonosité kodja
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19. abra Burgonya-dextréz agaron, Dichloran-bengalrézsa-élesztékivonatos agaron és vizes-agaron
tenyésztett Kissporas Alternaria izolatumok konidium hosszisagaban megmutatkozo eltérések
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Izolatum azonosité kodja
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20. abra Burgonya-dextro6z agaron, Dichloran-bengalrézsa-élesztékivonatos agaron és vizes-agaron
tenyésztett kiilonb6z6 kissporas Alternaria izolatumok konidium szélességében megmutatkozo

kiilonbségek

5.2.4. Sporulacio tipusok vizes-agaron

Vizes-agaron a korai fazisban a sporuldciés tipusra még nem jellemzo lancképzés

figyelheté meg. Ugyanis a stirlin eldgaz6 konidium lanctipus helyett csak helyenként elagazo,

magéinyos lancok rajzolata lathatd. Tapasztalatunk szerint a vizes-agarra torténd leoltdst

kovetd 7. napon tdl érdemes a sporulacid tipust kiértékelni. Idés (1-2 hénapos) tenyészeteknél

a konidiumlidnc szerkezet ugyanolyan strukturdltsigot mutat, mint néhdny hetes korban;
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csupdn a lancot alkoté konidiumok szinében és forméjdban figyelhetd meg valtozds, illetve
torzulds. Az oOregedés folyaman a konidiumok sotétebbé és beflizottebbé valnak. A
konidiumldncok a leoltdsi helyet hatdrolé régidkban tomegesen jelennek meg. A leoltési
helytdl tdvolodva a konidiumldncok hossziisdga csokken, a ldncok eldgazdsa is jelentOs
mértékben ritkul.

A vizes-agaron Kkifejléddott konidiumldncok hdromdimenzids szerkezete alapjan ot
csoportot tudtunk elkiiloniteni. A 3-as A. arborescens fajcsoportba 14 izoldtumot, a 4-es A.
alternata fajcsoportba 28 izolatumot, 5-0s A. tenuissima fajcsoportba 43 izolatumot, 6-0s A.
infectoria fajcsoportba 5 izolatumot soroltunk. Az egyes konidiumlanc képzési tipusrdl,
valamint adott tipushoz tartozé konidiumokrdl digitalis felvételt készitettiink, melyet
kiegészitettink SIMMONS és ROBERTS-dltal (1993) ko6zolt sematikusan — dbrazolt
konidiumlancokkal. Az igy késziilt 6sszeallitdsunkat a 21. dbrdn mutatjuk be.

Az A. arborescens csoport (3-as tipus) tagjai rovid, sotét szindi, strli, fadgszeriien
eldgazé konidiumldncot képeznek. A konidiumldncok rovidek 4-5 tagiak, a masodszinten
képzddott konidiumlancok 2-3 tagiak. 25x-es nagyitds mellett a szembetling ,,facskak” jol
elkiiloniilnek, és kompakt tomoriiléseket képeznek. Erre a sporuldcids tipusra jellemz6 a
boséges konidium képzés. A hosszu elsddleges konidiumtartok az agaros felszinen
helyezkednek el, a kozegtdl nehezen kiilonithetdk el. Mdasodlagos konidiumtarték nem
figyelhetok meg. Az A. gaisen sporuldcios tipust csak referencia fajokon talaltuk meg.

Az A. alternata fajcsoport konidiumképzésére (4-es tipus) rovid, gyakran eldgazé
lancstruktira jellemz6, mely tipikusan 10-nél kevesebb konidiumbdl épiil fel. A
konidiumokbdl felépiil6 struktirdk bokrosodo, csoportosul6 elrendezédést mutatnak mar 25x-
es nagyitds mellett is. A konidiumlancok gyakran alul eldgaznak és az elagazasokat kovetd
lancszakaszok is sok tagbdl (4-8) épiilnek fel. A konidiumtarté altaldban szintelen, rovid,
szinte észrevehetetlen. A fajcsoportra boséges sporuldcié jellemzd. A konidiumlancok
halmaza olyan striin keletkezik, hogy szinte mar Osszeolvadnak a kiilonboz0 eredésii
lancolatok. Az A. alternata tipus gyakori ugyan, de nem a leggyakoribbak voltak a vizsgalt
izolatumok korében.

Az A. tenuissima csoportra (5-6s tipus) jellemzd, hogy a konidiumtarté agaros
feliileten kozepesen hosszu, illetve hosszd 10-15 (-20) tagd konidiumléncot képez. A lancok
eldgazdsa kevésbé jellemzO. Eldgazds esetén is az djonnan képzOdott lancolat viszonylag
rovid, 3-4 konidium tagbdl épiil fel. A konidiumldncok vékony megjelenéstick még 50x-es
nagyitds mellett is. BOséges sporuldcié figyelhetd meg. Ezt a sporuldcié tipus volt a

leggyakoribb a hazai izolatumok korében.
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o

21. abra Kissporas Alternaria fajcsoportok lancképzése

Feliilrél lefelé és balrdl jobbra haladva: elsé kép altalanos lanckonformacio, mellette:
lancképzés vizes-agaron, mellette adott fajcsoporthoz tartozé konidiumok mikrofotéja. Els6
sor: A. arborescens (3) masodik sor: A. alternata (4), A. tenuissima (5), A. infectoria (6)
fajjcsoportok (Konidiumlancokrdl a felvételek 50x-es nagyitassal, a konidiumokrol a mikrofotok
100x-0s nagyitassal késziiltek).
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Az A. infectoria csoport (6-o0s tipus) esetén rovid, 1-4 konidiumbdl felépiild eldgazd
konidiumlanc képzddik. E csoportndl a konidiumok gyakran csér nélkiiliek vagy hosszi
masodlagos csOrt képeznek (Un. élcsort, vagy mdasodlagos konidiumtartét). A mdasodlagos
konidiumtarték sokkal kevésbé jellemzéen erednek a konidium kozponti, vagy oldalsé
sejtjeibol. Szerepiik a kondiumldnc tagjainak Osszekottetése, egy megnytlt konidiumtartd
biztositdsdval. Gyér sporuldcié tapasztalhaté, mely a konidiumldnc képzés moddjaval van
Osszefiiggésben.

Szamos olyan izolatumot taldltunk, melyek e csoportban vagy a megel6z6 csoportok
egyikébe sem sorolhatok. Késobb 1jbdl, nagyobb nagyitis mellett (50x-es) megvizsgilva
ezen izolatumokat, az infectoria csoportra jellemzé megnyult masodlagos konidiumtartot is
azonositottuk. Tobbnyire a kiilfoldi izoldtumok kozott taldltunk e spdratipusba tartozd
izolatumokat. Hazai izoldtumok koziil burgonyér6l és napraforgordl 1-1 olyan izoldtumot
azonositottunk, mely sporuldciéja alapjdn e csoportba tartozik. Mas gazdandvényrdl pl.
buzardl is sikeriilt ilyen izolatumot taldlnunk.

Az A. gaisen spéracsoportba tartoz6 izoldtumok kizadrdlag kiilfoldi szarmazdsuak
voltak. Ezekrél mikrofot6 felvételsort nem dllitottunk Ossze. A konidiumtartd rovid vagy
kozepesen hosszd (max. 10 konidiumbdl épiil fel) el nem dgazé konidiumlancot képez. A
konidiumok dltaldban robosztus megjelenésiick. Madsodlagos konidiumtarték nem
szembeszokoek.

Egy atipikus izoldtummal is taldlkoztunk, mely krizantémrdl szarmazott (kéd: 150).
Az izolatum gyér sporuldciét mutatott, mely alapjan a konidiumképzés tipusit nem lehetett
egyértelmiien behatarolni.

Sajat izoldtumainkkal parhuzamosan a referencia fajokkal is elvégeztiik a tenyészet-,
konidium- és konidiumlanc morfolégiai vizsgalatokat. Megallapitottuk, hogy az altalunk
vizsgélt referencia fajok fajcsoportjai megegyeznek a kiilf6ldon kapott eredményekkel

(PRYOR és MICHALIADES 2002).

5.2.5. Telepmorfoldgiai jellemzok

Telepmorfoldgiai bélyegek koziil szinben, nodvekedési erélyben és a telep
szerkezetében tapasztaltunk nagyobb eltéréseket ugyanazon izoldtum BDA, Czapek-Dox és
DRYES agarra oltott tenyészeteinél. Példaként a 22. dbrdn bemutatjuk az A. infectoria és A.
alternata tenyészetiinket BDA-n és DRYES agaron. Az A. infectoria DRYES agaron 1étrejott

fehér szini telepe j6l megkiilonboztethetd az A. alternata barnas szinli telepétol.
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A. infectoria

. A. alternata

22. abra Két izolatum: az A. infectoria és az A. alternata, tenyészetei

A beszerzett 0sszes referencia izoldtum megfelelt az eredetileg azonositott taxonnak.

Igy a genetikai vizsgdlatokba ezen izolatumokat fenntartds nélkiil vontuk be.

5.2.6. Homérséklet és pH hatasa in vitro a novekedésre és sporulaciora

e Hoémérséklet hatiasa a novekedésre

Az Alternaria fajok illetve fajcsoportok szdmara nem kozombos a kornyezet
hémérséklete. A homérséklet hatdsat in vitro koriilmények kozott vizsgdlva az aldabbi
szamszerisitett eredményeket kaptuk (7. tdbldzat, 23. dbra). Az egyes izolatumok
legkedvezObb novekedésének 25-30°C hémérsékleti tartomany felel meg. (23. dbra). Az
optimalis hdmérsékletigény alapjan az Alternaria izolatumok a mérsékelt mezofil kérokozok
kozé sorolhaték. A legnagyobb napi 4tlagos novekedést (13.2 mm/nap) az A. tenuissima
izolatum éri el 25°C-on. A legkisebb optimdlis novekedés (2.9 mm/nap) az A. longipes
izolatumra jellemzd. +5°C-on a kisérletbe vont A. brassicae izolatum mar nem fejlddik,
szemben a tobbi kisspérds fajcsoportok képviseldivel, melyek még ezen az alacsony
hoémérsékleten is képesek fejlodni. Az A. gaisen fajcsoport képviseldje reagél leginkabb a
+5°C-0s homérsékletre, melyen dtlagosan naponta 0.9 mm-t novekszik. Az A. longipes és az
A. brassicae izolatumok novekedése 35°C-on teljesen ledll. Az A. alternata izolatum ezen a
hémérsékleten még mindig jol fejlédik, mint leolvashatd tenyészete 5.9 mm-t ndvekszik
naponta. Az egyes izolatumokat egészen sz€lsOséges koriilmények kozé is helyeztiik,
megvizsgaltuk a 0°C és a 40°C hémérséklet hatdsat. Ezeken a homérsékleti értékeken nem

tapasztaltunk novekedést. Ugyanakkor megfigyeltiikk, hogy e koriilmények sem jelentenek
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letdlis hatdst az izoldtumokra, mivel néhdny napos szélsOséges koriilmény kozott tartott

izolatumot athelyezve 25°C-os hiito-fiitd termosztitba az izoldtumok ismét ndvekedésnek

indultak.
7. tablazat Az Alternaria fajok illetve fajcsoportok atlagos
telepnovekedése (mm/nap) a homérséklet fiiggvényében
Fajok / pH értékek
fajcsoportok 4 5 6 7 8 9 10 11
A. brassicicola 42 80 73 58 58 63 55 67
A. arborescens 38 77 7,7 11,3 11,3 108 92 6,3
A. alternata 58 88 9,2 9,7 10,8 10,8 9,0 6,3
A. gaisen 50 7,8 10,2 10,0 10,3 10,8 8,7 5,8
A. tenuissima 7,2 125 142 143 14,2 140 12,2 8,0
A. longipes 30 37 37 52 47 43 38 33
A. infectoria 32 90 93 88 83 83 7.0 57
A. brassicae 08 18 18 20 1,7 08 08 33
14,0 -

Telepnévekedés (mm/nap)

0,0 T T T T T
5 10 15 20 25 30 35
Hoémeérséklet (°C)
—e— A. arborescens —m— A. brassicicola A. gaisen A. infectoria

—¥—A. alternata —e— A. longipes ——A. tenuissima ——A. brassicae

23. abra Az Alternaria fajok illetve fajcsoportok napi atlagos sugariranyi telepnovekedése
a hémérséklet fiiggvényében

A tenyészetek novekedésére kifejtett hOmérséklet hatdsat példaként két felvételen

mutatjuk be. Az 24. dbrdn 15°C-on, a 25. dbrdn 25°C-on eléallitott kiilonbozo fajcsoportokba

tartozé egyidds tenyészetekrdl késziilt felvételt lathatunk.
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24. abra Kiilonbozé fajcsoportokba sorolt 25. abra Kiilonb6z6 fajcsoportokba sorolt
izolatumok novekedése 15°C-on izolatumok novekedése 25°C-on

Balrél jobbra haladva a kovetkezé izolatumok Balrél jobbra haladva a kdvetkezd izolatumok
szerepelnek: fent: A. alternata, A. tenuissima, A. szerepelnek: fent: A. alternata, A. tenuissima, A.
brassicicola, A. arborescens, lent: A. infectoria, A. brassicicola, A. arborescens, lent: A. infectoria, A.
longipes, A. gaisen, A. brassicae. longipes, A. gaisen, A. brassicae.

e  Homérséklet hatasa a sporulaciora

Megvizsgaltuk a homérséklet hatdsat a sporuldcidra. Eredményeink (8. tdbldzat, 26.
dbra) szerint az A. brassicicola (8><105 db/nap/ml) és az A. arborescens (3.6><105 db/nap/ml)
izolatumok sporulédlnak a legjobban 25°C-on. A sporuldcié maximalis intenzitasa eléri a napi
szazezer konidium/ml nagysdgrendet. A két izoldtum sporuldcids spektruma a teljes vizsgalt
tartomanyban egyarant nagy intenzitdst mutat. Az A. gaisen izolatum sporuldciés maximuma
a legkisebb mértékil, 5.5x10° db/nap/ml. A vizsgalt hémérsékleti minimumon, +5°C-on, és
maximumon, +35°C-on, csak az A. brassicicola, az A. arborescens és az A. gaisen izoldtumok
sporuldlnak. Az optimdlis sporuldcié 20-30°C kozott van (26. dbra), ekkor a legnagyobb
mértékli a sporuldcié. Sporuldciés minimumrdl (vagyis olyan hémérsékletrdl, mikor még
minimélisan sporuldlnak a tenyészetek) A. alternata, A. tenuissima, A. longipes, A. infectoria
izolatumok esetén beszélhetiink. Sporuldciés maximum A. alternata, A. tenuissima, A.
longipes és A. infectoria izolatumok esetén figyelhetd meg a vizsgalt hémérsékleti
tartomanyban. Megfigyelhetd, hogy az A. alternata és az A. tenuissima izoldtumok
sporuldciés maximuma milyen mértékben nd +25 és 30°C kornyékén, illetve, hogy az egyéb
hémérsékleti tartomanyokban milyen nagymértékben esik vissza a sporuldci6 intenzitdsa. Az

A. brassicae izolatum nem sporuldlt az egyik vizsgalt hdmérsékleten sem.
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8. tablazat Az Alternaria fajok illetve fajcsoportok tenyészeteinek napi atlagos sporulacioja (konidium/ml)
a hémérséklet (°C) fiiggvényében

Fajok / Hoémérséklet (°C)
fajcsoportok 5 10 15 20 25 30 35
A. brassicicola 6,4E+03 7,2E+03 1,1E+05 3,2E+05 8,0E+05 1,1E+05 2,5E+03
A. arborescens 1,2E+03 1,1E+04 1,2E+04 3,7E+05 3,6E+05 4,6E+05 2,9E+05
A. alternata 0,0E+00 2,5E+02 1,2E+03 2,7E+03 5,0E+04 4,7E+01 0,0E+00
A. gaisen 52E+02 1,6E+03 25E+03 5,5E+03 5,0E+03 2,5E+03 1,2E+03
A. tenuissima 0,0E+00 O0,0E+00 O0,0E+00 0,0E+00 3,3E+03 7,3E+04 0,0E+00
A. longipes 0,0E+00 O0,0E+00 2,3E+02 2,5E+03 5,5E+03 1,1E+04 0,0E+00
A. infectoria 0,0E+00 1,2E+03 2,4E+03 7,5E+03 5,0E+03 1,0E+03 0,0E+00
A. brassicae 0,0E+00 0,0E+00 0,0E+00 0,0E+00 0,0E+00 0,0E+00 0,0E+00
1,0E+06
c
o
8 £ 1,0E+05
I
@ S
2 E 1,0E+04
o =
=< ©
©
5 O 1,0E+03
oo
8 E 1,0E+02
S, E 1,0E+
8 E
S 3 1,0E+01
Sc
=8
“’1,0E+00 T T T T T T 1
5 10 15 20 25 30 35
Hémérséklet (°C)
—e— A. brassicicola —m— A. arborescens A. alternata A. gaisen
—¥— A. tenuissima —e— A. longipes —+— A. infectoria ——A. brassicae

26. abra A napi atlagos sporakoncentracié (konidium/ml) valtozasa logaritmikus skalan a hdmérséklet
fiiggvényében

e Homérséklet hatasa a tenyészetek pH értékére

A kisérletek sordn megfigyeltiik, hogy a tenyészetek H-ion koncentricidéja miként
alakul az egyes homérsékleti tartomanyokban. Az indulé pH érték 5.6 volt. Az
eredményekbdl lathatd, hogy a vizsgalatba vont izoldtumok tenyészetének pH értékét az adott
hémérséklet milyen mértékben befolydsolta (9. tdbldzat, 27. dbra). A maximdlis pH az A.

alternata fajnal pH=7.1 értéki, +20°C-on. A legkisebb pH értéket (pH 5.4) az A. longipes faj
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esetén mértiink, +30°C-on. Az adott hOmérsékleti értéken altaldban a tenyészetek pH-ja a

ldgos tartomdny irdnydba mozdult el.

9. tablazat Az Alternaria fajok illetve fajcsoportok tenyészeteinek atlagos
pH-ja kiilonb6z6 hémérsékleti (°C) tartomanyokban

Fajok / Homeérséklet (°C)
fajcsoportok 15 20 25 30 35
A. brassicicola 6,8 6,5 6,5 6,6 6,5
A. arborescens 6,6 7,0 6,7 6,6 6,7
A. alternata 6,7 6,8 6,6 6,5 7,1
A. gaisen 6,8 6,1 59 6,8 6,5
A. tenuissima 6,1 6,7 6,7 6,4 6,7
A. longipes 5,7 6,6 6,3 54 5,8
A. infectoria 6,2 6,6 6,8 6,4 5,8
A. brassicae 6,5 6,9 6,5 6,2 5,8

7,5

7,0

6,5

(S

6,0

5,5 A

50 +

15 20 25 30 35
Hémérséklet (°C)
o A. brassicicola m A. arborescens O A. alternata O A. gaisen

m A. tenuissima @ A. longipes

m A. infectoria

O A. brassicae

27. abra A tenyészetek pH-janak valtozasa a hdmérséklet fiiggvényében

e pH hatasa a névekedésre

Az egyes Alternaria fajok illetve fajcsoportok pH-igénye eltérd (10. tdbldzatr) és

eltérést tapasztaltunk a pH-optimumok (az a pH érték, ahol maximalis a névekedés) kozott is

(28. dbra). Az A. tenuissima izolatum pH optimuma széles sdvban mozog a pH 6.0-9.0-es

értékekig. Az A. brassicae izolatum esetén is széles az optimalis pH tartoméany (pH 5.0-8.0).

Mas izoldtumokndl az optimum egy joval keskenyebb sdvban mozog, igy az optimadlis

novekedéshez sziikséges pH az A. brassisicola-nal 5.0, az A. arborescens-nél 7.0, az A.

alternata-ndl 9.0, az A. gaisen-nél 9.0, az A. longipes-nél 7.0, az A. infectoria-ndl 6.0 pH

értékek koriil mozog. A vizsgalt Osszes pH értéken tapasztaltunk novekedést, igy pH-
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minimumot, —maximumot illetve pH tiirést nem Ilehet megkiilonboztetni. Minimadlis
novekedési erély a kisspdras fajcsoportok korében az A. longipes izolatumndl (3.0 mm/nap)
tapasztalhaté 4.0 pH mellett, mig maximdlis novekedés az A. tenuissima izolatum (14.3

mm/nap) 7.0 pH értéken fordul eld.

10. tablazat Napi atlagos sugariranyu telepnévekedés (mm/nap) kiilonb6z6 pH-ju taptalajon

Fajok / pH értékek

fajcsoportok 4 5 6 7 8 9 10 11
A. brassicicola 42 80 73 58 58 63 55 6,7
A. arborescens 38 77 7,7 113 11,3 10,8 9,2 6,3
A. alternata 58 88 9,2 9,7 10,8 10,8 9,0 6,3
A. gaisen 50 7,8 10,2 10,0 10,3 10,8 8,7 5,8
A. tenuissima 7,2 125 142 143 14,2 140 12,2 8,0
A. longipes 30 37 37 52 47 43 38 33
A. infectoria 32 90 93 88 83 83 7,0 57
A. brassicae 08 18 18 20 1,7 08 08 3,3

Atlagos napi ndvekedés
(mm-ben)

pH értékek
—e— A. brassicicola —m— A. arborescens A. alternata
A. gaisen —¥—A. tenuissima —e— A. longipes
——A. infectoria —— A. brassicae

28. abra. Napi atlagos sugariranyu telepnovekedés BDA-n adott pH értéknek megfelelen

A tenyészetek novekedésére kifejtett H-ion koncentrdcié hatdsit a kovetkezOkben
szemléltetjiik. A 29. dbrdn az A. infectoria izolitum tenyészeteinek eltérd novekedését
lathatjuk kiilonb6z6 pH értékekek mellett (4-10 pH). A 30. dbrdn a pH 11.0-re beéllitott pH-

érték novekedésre kifejtett hatdsat lathatjuk kiilonbdzd fajcsoportba sorolt izoldtumok esetén.

75



5. Eredmények

29. abra Az A. infectoria tenyészeteinek novekedése 30. abra A 11-es pH-ju taptalajon nétt tenyészetek

eltérd pH értékek mellett Balrél jobbra haladva a kévetkez6 sorrendben, fent:

Balrol jobbra haladva a kdvetkezé sorrendben, fent: A. alternata, A. tenuissima, A. brassicicola, A.
balra pH 4, fent jobbra pH 7, lent balra pH 8, lent arborescens, lent: A. infectoria, A. longipes, A.
jobbra pH 10. gaisen, A. brassicae.

e pH hatasa a sporulaciéra

Az elébbiekben lathattuk, hogy a pH micélium novekedésre kifejtett hatdsa fajonként
eltér6. A hidrogénion-koncentracié hatdsa a sporuldcié esetében is megmutatkozik (/1.
tdbldzat, 31. dbra). A legmagasabb napi spérakoncentricié emelkedés az A. arborescens
izolatum esetén lathatd, pH 8.0-as értéken. A legalacsonyabb koncentricié pedig az A.
longipes faj, pH 8.0-as tenyészeténél fordul eld. A pH valtozasra legérzékenyebben az A.
brassicicola izolatum reagalt, hiszen pH 4.0-es taptalajon a sporuldcid 1,95x10° db/ml volt,
mig pH 5.0-nél ez az érték kozel 100-szoroséra nétt, igy 1,24x10° db/ml értéket mutatott. Az
egyes izolatumok sporulacié maximuma a kovetkezo: A. brassicicola 1.25x10° db/ml, pH 5.0;
A. arborescens 1.51x10° db/ml, pH 8.0; A. alternata 3.25x10* db/ml, pH 8.0; az A. gaisen
1.81x10* db/ml, pH 9.0; az A. tenuissima 1.17x10 db/ml, pH 10.0; az A. longipes 1.30x10°
db/ml, pH 8.0 és az A. infectoria izolatum 1.95x10° db/ml, pH 9.0-es érték koriili.
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11. tablazat Az Alternaria fajok illetve fajcsoportok sporulacidjara jellemzo értékek (konidium/ml)

kiilonb6z6 pH-ja taptalajon

Fajok / pH értékek
fajcsoportok 4 5 6 7 8 9 10 11
A. brassicicola | 1,95E+03 | 1,24E+05 | 9,42E+04 | 2,07E+04 | 3,54E+04 | 3,28E+04 | 2,40E+04 | 3,65E+03
A. arborescens | 4,39E+04 | 5,71E+04 | 8,23E+04 | 9,17E+04 | 1,51E+05 | 1,29E+05 | 8,75E+04 | 4,03E+04
A. alternata 2,73E+03 | 2,85E+03 | 2,08E+03 | 2,98E+03 | 3,25E+03 | 1,04E+03 | 1,68E+03 | 3,83E+02
A. gaisen 2,60E+03 | 1,82E+03 | 2,60E+03 | 5,60E+03 | 7,42E+03 | 1,81E+04 | 1,19E+04 | 3,50E+03
A. tenuissima | 0,00E+00 | 0,00E+00 | 0,00E+00 | 0,00E+00 | 0,00E+00 | 2,60E+02 | 1,17E+03 | 5,00E+02
A. longipes 0,00E+00 | 0,00E+00 | 0,00E+00 | 0,00E+00 | 1,30E+02 | 0,00E+00 | 0,00E+00 | 0,00E+00
A. infectoria 0,00E+00]| 6,51E+02 | 9,11E+02 | 5,21E+02 | 9,11E+02 | 1,95E+03 | 1,82E+03 | 0,00E+00
A. brassicae 0,00E+00 | 0,00E+00 | 0,00E+00 | 0,00E+00 | 0,00E+00 | 0,00E+00 | 0,00E+00 | 0,00E+00
__ 1,00E+06 -
E
E
3
2 ¢ 1,00E+05 -
ou
= ‘@
= x
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31. abra A napi atlagos sporulacio (konidium/ml) logaritmikus skalan a pH értékek fiiggvényében

—e— A. brassicicola —m— A. arborescens

A. gaisen
—— A. infectoria

—-=—A. brassicae

A. alternata
—x—A. tenuissima —e— A. longipes

Az autdkoldgai vizsgélatsort a hdmérséklet és pH hatdsanak vizsgalatéra épitettiik fel.

Altalanossdgban megallapithat6, hogy a kapott eredmények a kisspéras Alternaria izoldtumok

rendszerezése kapcsdn fontos szerepet jatszanak az egyes kornyezeti tényezOk hatdsdnak

megismerése céljabol, habar ezek a tényezdk az Alternaria fajok esetén fajspecifikus hatést

nem mutatnak.
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5. Eredmények

5.3. Alternaria izolatumok molekularis vizsgalatanak eredményei

E fejezet az Alternaria izolatumok molekularis diverzitdsdnak kérdéskorét foglalja
magdba és a hazai kissporéds alterndridk besoroldsat teszi lehetdvé klasszikus morfoldgiai
eredményeket megerdsité molekuldris vizsgalat segitségével. A polimorfizmus kimutatas
alkalmazhat6 eszkozei kozott tobblokuszos vizsgélat céljabol az 6sszDNS RAPD elemzést és
a mitokondridlis DNS RFLP elemzését hasznéltuk. Az Alternaria brassicicola populaciok
varidnsainak feltérképezésére, az egyedi genomhely vizsgédlati eszkozok koziil, a

mikroszatellit markerekkel torténo elemzést alkalmaztuk.

5.3.3. RAPD vizsgalat eredményei

A fajcsoportokra jellemz6 reprezentativ mintdzatokat az 32. dbrdn tiintettiik fel. Az
OPR-12-es inditészekvencidval kapott RAPD mintdzatot kiilonbozé A. tenuissima, A.
alternata, A. arborescens, A. brassicicola és A. infectoria izolatumok bemutatasaval
szemléltetjik. Az egyes fajokra jellemz0 mintdzatok specifikussdgot tiikroznek.
Oligonukleotidonként 4045, azaz Osszesen 122 markert azonositottunk és értékeltiink. A
legtobb fragmentum nagysaga 300 és 3000 bp kozott valtozott. Megjegyezziik, hogy csak
azokat a savokat fogadtuk el RAPD-markernek, melyek kovetkezetesen elegendd intenzitassal
festodtek.

Az egyes inditészekvencidkkal Ilétrehozott mintdzatok jol elkiilonithetok, a
fajcsoportokra jellemzok, s mindhdrom primer kiilon-kiilon is alkalmas arra, hogy értékelhetd
kiilonbségeket allapitsunk meg a vizsgalt kisspéras fajcsoportok kozott. A kapott mintazatok
jol egyeztek az egyes fajcsoportokra jellemz6, szakirodalomban megjelent RAPD

mintidzatokkal (ROBERTS és mtsai 2000, Pryor és MICHALIADES 2002).
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32. abra OPR-12-es inditészekvenciaval kapott RAPD mintazatok kiilonboz6
fajcsoportokra jellemz6 mintazatai

Az abran lathato jellemz6 mintazatok a kovetkezék: A. tenuissima (2., 3., 4. savok), A. alternata (5., 6., 7.
savok), A. arborescens (8., 9., 10. savok), A. brassicicola (11., 12., 13. savok) és A. infectoria (14.,15.

savok) izolatum. Az abra két szélén (1. és 16. sav) molekulatomeg-marker (Generuler SM 0333, Fermentas)
lathato.

A 118 kisspoéras izoldtumra kapott adatok szamitégépes feldolgozasdnak eredményét
dendrogram form4jaban kozoljiik (33. dbra), mely alapjan az aldbbiakat allapitottuk meg. A
tenuissima és alternata izolatumok nagy szamaranyukhoz képest egy kozos, kevésbé polimorf
csoportot képeztek. RAPD mintdzataik jol elkiiloniiltek més csoportokétdl, s mindharom
primerrel két alcsoportot tudtunk elkiiloniteni, melyek megfeleltek az alternata és tenuissima
fajcsoportoknak. A kozottiik fennallé nagyfokd rokonsdg a hasonlé mintdzataik alapjén is jol
lathat6 volt (32. dbra). Az alternata csoportban két atipikus mintdzatd torzset figyeltiink meg.
Az egyiket retekrdl (82), a mdsikat muskatlirdl (150) izoldltuk. A két izoldtum Osszesitett
RAPD mintdzata alapjan megallapitottuk, hogy minddssze 10%-ban kiiloniilt el az alternata
és a tenuissima fajcsoportoktdl, melyekt6l a még hozzijuk legkozelebb allé arborescens
fajcsoport is lényegesen nagyobb mértékben kiilonbozott. Itt emlitjiik meg, hogy e két
izolatum rDNS ITS szekvendltatiasat kovetden a kovetkezd eredményekre jutottunk: a két
izolatum azonos volt egy génbankban elérhetd szekvencidju A. tenuissima izolatummal
(génbanki elérhetdség: AY751455.1), ugyanakkor a tobbi GenBank-ban fellelhetd alternata
vagy tenuissima izolatum szekvencidjatol legalabb egy nukleotidban kiilonbozott.

A gazdanOvény szerinti tagol6dasbol lathatjuk (2. rdbldzat, 4.2.2. fejezet) hogy a

brassicicola, gaisen és a longipes kissp6ras izolatumok kifejezetten 1-1 gazdanovényrol vagy
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gazdanovény-csalddrdl szarmaznak, mig az arborescens, infectoria, alternata és tenuissima

fajcsoportokba tartozo izolatumok nem jellemezhetdk egy-egy specifikus gazdandvénnyel.
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33. abra Alternaria izolatumok RAPD mintazatai alapjan késziilt dendrogram

Az abran feltiintetésre keriiltek az izolatumok kodszamai, roviditett fajnevei (ten-A. tenuissima, alt-A.
alternata, arbo-A. arborescens, ga-A. gaisen, abu-A. arbusti, oreg-A. oregonensis, meta-A. metacromatica,

helia-A. helianthi, cheir-A. cheiranthi, dian-A. dianthicola, cin-A. cinerariae, inf-A.

radicina, bras-A. brassicicola) és a megfelel6 fajcsoportok.

infectoria, rad-A.
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A nagysporias fajok RAPD primerekkel kapott: OPA-04-es, az OPR-02-es és az OPR-
12-es inditészekvencidkkal készitett mintdzata lathaté a 34. dbrdn. Az abra alapjdn az A.
brassicae, A. helianthinficiens, A. porri, A. dauci és az A. solani fajok jol elkiiloniilnek
egymdstol. Az egyes fajok fajszinten jOl elhatdrolhatok egymdstdl (34. dbrdn) és a kisspords
Alternaria fajoktol (nem bemutatott eredmény). Az A. brassicae fajt képviseld néhany
izoldtuma kozott nagy genetikai kiilonbséget (eltérés index = 0.18) észleltiink, szemben mds

nagysporas fajokkal.
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34. abra Az egyes nagysporas fajok genetikai kapcsolatat bemutaté dendrogram

Az abran feltiintetésre keriiltek az izolatumok kédszamai és roviditett fajnevei (bra-A. brassicae, cucu-A.
cucumerina, dau-A. dauci, porri-A. porri, sol-A. solani, jap-A. japonica).

5.3.4. Mitokondrialis DNS RFLP elemzése

Megvizsgaltuk, hogy lehetséges-e mtDNS RFLP vizsgdilattal a kisspords Alternaria
fajokat, illetve fajcsoportokat elkiiloniteni.
Els6 1épésben teszteltiik az enzimeket a fajcsoportok 2-2 képviseldjén. Célunk volt,

hogy kivalasszuk azon enzimeket, melyek konnyen azonosithaté és lehetdleg polimorf
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mintazatot adnak. A masok altal (MAVRIDOU €és TYPAS 1998, RUPE és mtsai 2001, LADAY és
mtsai 2004) a fonalas gombdk tanulmanyozasa céljabdl hasznalt Hae 111 és Msp 1 enzimek
nehezen értékelhetd, tobb sdvos mintdzatot generdltak. Rdaddsul a markerek tobbsége tul
gyenge volt ahhoz, hogy eldontsiik valédi, vagy részleges emésztés eredményeként jottek
létre. Sem ezen enzimek mennyiségének novelésével, sem mads izolitumok DNS-einek
haszndlatdval az eredmények kiértékelhetdsége nem javult. Kovetkezésképpen a Hae 111 és a
Msp 1 enzimeket kizartuk a vizsgdland6 enzimek sordabdl. A Bsh12361 és Hin 6] enzimmel
kapott RFLP mintdzatok viszont konnyen kiértékelhetok voltak, jol lathaté és elhatarolhat6

DNS markereket produkaltak (35. és 36. dbra).

M I I v I
kb "z 65 618 5148 110 2 144743 52 ‘127 141 ‘10" 10"

-
{
.
g i
L)

35. abra Hin6I restrikciés enzimmel emésztett teljes genomi DNS-ek agarozgél-
elektroforézisével kapott mtRFLP haplotipusok (Ia-V)

Fent az egyes fajcsoportok képviseléinek kodszamai olvashatok a kévetkezé felbontasban: A. alternata
(28, 65, 51, 48, 110), A. tenuissima (61, 148), A. longipes (2,144), A. arborescens (43, 52), A. brassicicola
(127, 141), A. gaisen (10), A. infectoria (19) fajcsoport. M- molekulatémeg-marker (Massruler SM0403,
Fermentas).

A Bsh1236I enzimmel torténd emésztés (36. dbra) nem kiilonitette el az A. alternata,
az A. arborescens, az A. longipes és az A. tenuissima izolatumokat, annak ellenére, hogy ezen
izolatumok kozott morfoldgiai kiilonbségek és RAPD mintdzatban megmutatkozé

kiilonbségek is vannak. Az enzim az A. gaisen, az A. brassicicola és az A. infectoria
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izolatumok vonatkozasdban eltérd RFLP mintazatot generalt. Az A. infectoria csoporton beliil

is az izolatumok eltéré mintazataak voltak.

W Ia Ib Ic II IO WV IV
kh 143 48 2@ 2 53 141 9 45

36. abra Bsh12361 enzimmel emésztett 6sszDNS agaroz gélelektroforézisével
kapott mtRFLP mintazat

Fent az mtDNS haplotipusok betijelei (la-V) lathatok. Alattuk az egyes fajcsoportok képvisel6inek
kodszamai olvashatok a kdvetkez6 felbontasban: A. alternata (48, 28), A. tenuissima (148), A. longipes (2),
A. arborescens (53), A. brassicicola (141), A. gaisen (9), A. infectoria (45) fajcsoport. M- molekulatomeg-
marker (Massruler SM0403, Fermentas).

A mitokondridlis genom Hin 61 enzimmel kapott mintdzata 25 azonosithaté markert
eredményezett, 1.5-15.0 kb tartomanyban, melyek koziil 14 marker fajcsoport specifikusnak
mutatkozott (35. dbra, 12. tdbldazat). A 12. tdbldzatban 6sszesitettiik az egyes fajcsoportokra
jellemzd markereket, megjelolve azok méretét. A tdblazatbdl kiolvashatd, hogy mely
markerek voltak specifikusak egy-egy fajcsoportra.

Azokat a markereket, melyek nem voltak kovetkezetesen értékelhetdk, vagy relativ
intenzitdsuk nagy véltozatossdgot tiikrozott a kiilonbozéd gélekben, nem értékeltiik pl: 4.0-6.0
kb tartomanyban.

A kis méretli RFLP szakaszok kevésbé tisztan voltak lathatok feltételezhetGen a magi
DNS-re jellemzo szakaszok felddsuldsa miatt, igy csak a 1.5 kb-ndl nagyobb szakaszokat
értékeltiink ki.

Osszességében 5 kiilonbozé mitokondridlis haplotipust azonositottunk. Az A.
infectoria fajcsoportba tartozé izolitumok mindegyike eltéré fragmentum mintdzattal

rendelkezett, mely alapjdn az Osszes e csoportba sorolt egyedre lehetett volna egy-egy
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haplotipust definidlni. Az azonositott haplotipusok néhdny kivétellel fajcsoporton beliil
azonosak, fajcsoportok kozott viszont kiilonbozdek voltak. A kivételek a kovetkezdk: az A.
alternata, A. tenuissima izolatumok kiilon-kiilon az Ia, Ib és Ic alhaplotipusba sorolhaték (/2.
tablazat). Ezek a tipusok kozeli rokonsdgban 1évok, hiszen csak 1-4 lokuszban kiilonbdznek
egymastol. A polimorf szakaszok koziil egy kb. 3.7 kb-os szakasz az Ib haplotipusra, egy kb.
6.8 kb-os az Ic tipusra és két (3.65 és 3.55 kb) szakasz az Ia és Ic haplotipusokra jellemzd.

12. tablazat A Hin6l enzimmel generalt mtDNS RFLP mintazatok tipikus markerei

Markgr alternata és tenuissima | longipes | arborescens | Gaisen | brassicicola
sorszam |-, Ib Ic I Il N v
1 1 1 1 1 1 1
1
1

Méret bp

15000
10000
9000
8500
7500
7000
6800
6000
5900
3700
3650
3600
3550
3450
3250
2950
2900
2850
2300
2250
2100
2050
1800
1600 1 1
1500 21 1 1 1
Bal oldalt az egyes markerekhez tartozé méretek, mellette a marker sorszamok lathatok.

Minden egyes fajcsoportnal szerepelnek a fajcsoportra jellemzé markerek. Szinessel
azokat a markereket emeltiik ki, melyek specifikusan jellemzék egy-egy fajcsoportra.
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Az A. longipes izoldtumokra jellemzd Il-es haplotipus nagy hasonlésdgot mutatott az Ia
haplotipussal, megkiilonboztetd markere a 1.8 kb-os DNS-fragmentum. Az A. arborescens
izolatumok (IIT) egy specifikus 7.5 kb nagysdgu (5-0s sorszamu) markerrel rendelkeztek. Az
A. brassicicola izoldtumok (V) egyedi 10.0, 9.0, 6.0, 3.6, 3.25, 3.95 és 2.85 kb nagysagu
DNS-szakaszok révén kiiloniilnek el. Az A. gaisen csoportba tartozé izolatumok (IV) a

kovetkezd specifikus szakaszok jelenlétével azonosithatok: 5.9, 3.45, 2.9 kb. Az A. infectoria
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csoport (VI) izoladtumai jelentds RFLP mintédzat kiilonbséggel rendelkeztek, ugyanakkor ezek
a mintdzatok jol elkiilonithetdk mds csoportokat képviselé mintdzatoktdl (I-V).
Megjegyezziik, hogy a 82-es retekrdl és a 150-es krizantémrdl szarmazd hazai

izolatumot nem lehetett egyik haplotipusba sem besorolni, sajatos mintdzatuk miatt.

Az la haplotipusba tartozé izoldtumok szdma volt a legnagyobb, azaz 40 izoldtum a
vizsgélt 118 kisspéras izolatum koziil (34%). Az Ib haplotipusba 27 izolatum sorolhatd,
vagyis az A. alternata €s az A. tenuissima csoport izolatumszamahoz (72) képest 37,5%. Az Ic
haplotipusba csak két izolatum tartozik, az egyik sajat gyljteménybdl rizs bugardl, a masik
Kanaddbdl babhiivelyrdl szarmazik. A 2. tdbldzatban (4.2.2. fejezet) az egyes izoldtumok
szdrmazdsa mellett eredményként feltiintettik az izoldtumokndl tapasztalt haplotipus
azonositét (Ia-V). E tablazatbdl kiolvashat6, hogy az I-es haplotipusba sorolhat6 izolatumok
képezték a vizsgilt izoldtumok legnagyobb hdnyadat. A kiilonb6z6 mtDNS tipusokba tartozé
izolatumok ismert szdrmaz4si helyébdl kovetkeztethetiink arra, hogy ezek a csoportok szinte a
vildgon mindeniitt megtaldlhatok.

A Hin6l enzimmel kombinalt kettds emésztések (pl. Hin6l + Mspl vagy Bsh12361)

nem hoztak specifikus vagy részletesebb informéaciot a rendszerezés szempontjabol.

5.3.5. Az Alternaria brassicicola faj mikroszatellit profiljanak jellemzése

A mikroszatellit inditészekvencidk (6. tdbldzat, 4.3.5.4 fejezet) koziil 12 par polimorf
€s 4 par monomorf profilt adott a vizsgalt 53 A. brassicicola izolatumnal.

Allél kiesést nem tapasztaltunk, azaz minden izolatum Osszes vizsgalt lokuszaban
taldltunk specifikusan felszaporithaté mikroszatellit régiét. Vizsgalataink sordn csak haploid
allélvaltozatot figyeltink meg. Minden lokusz egyedi mintdzatot mutatott. A polimorf
lokuszok allélvéltozatai minimélisan 2 bp kiilonbséget mutattak. A jarulékos termékek
megjelenése nem okozott problémat az allél méretek pontos meghatirozasanal, hiszen a
klénozott mikroszatellit allél szekvencidjat ismertiikk, Amplify 3.0 programmal a méretét
meghataroztuk, és profiljat referenciaként hasznaltuk. Az allélek méret tartomdnya 93
(GAAp-es lokusz) és 251 bp (GAy-es lokusz) kozott mozgott. Azonos méretli allélek
fordultak el6 a GAA, és a GAAg, valamint a HK3, GAszs, GAs lokuszokban. A detektalt

polimorf allélek szdma: 42, ami lokuszonként 2-10 kodzott valtozott (4tlagosan 3.5).
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A multiplex rendszerben elddllitott PCR termékek poliakrilamid madtrixban eldéllitott
egyik mintdzatit szemlélteti a 37. dbra. A poliakrilamid gélt eziist-nitrat festési eljarassal
hivtuk el6. A GAA; és a GA, lokuszban két-két allélvéltozatot figyelhetiink meg, mig a HK;
lokuszban harom allélvéltozat fordul el6 ugyanazon izoldtumokndl. Az erdsebb barna
szinezeti savok felelnek meg a felszaporitott terméknek. A GAAj-es lokuszban arnyék
termékek nincsenek. A termékek mérete 153 és 156 bp. A GA; lokuszban halvany szinezet(i
elmosddott savok mellett, egy-egy erOsebben felszaporodott géntermék lathatd, melynek
megéllapitott mérete 128 illetve 130 bp. A HKj lokuszban az erételjesen felszaporitott
géntermékekkel parhuzamosan halvinyabb és vékonyabb profili marker mintdzatot is

lathatunk. A termékek mérete egyenként 109, 112 illetve 115 bp.

37. abra Harom mikroszatellit régié multiplex rendszerben eléallitott egyik mintazata

A gél fels6 részében az egyes savok felett a vizsgalt izolatum azonositéjat lathatjuk. A
kép szélén szereplé beosztasok a molekulatémeg markert jel6lik 10 bp nagysagu
felosztasban 90 bp-tél 160 bp-ig.
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5.3.5.1. Alpopulaciok genetikai diverzitasa

Az egyes izoldtumokat kiilon-kiilon kétféle felbontdsban, alpopuldcidkra bontottuk.
Foldrajzi eredet szerint hdrom, gazdandvények szerint két alpopuléciét kiilonitettiink el. A
foldrajzi szarmazas alapjan kialakitott alpopuléciok a kovetkezok:

e Nyugat-Eurépa (Ny-Eu): francia, holland és német izolatumok — 26 db (pop1)

o Koz€p és Kelet-Eurdpa (K-K-Eu): magyar és romén izoldtumok — 12 db (pop2)

e Eszak-Amerika (E-Am): amerikai és kanadai izoldtumok — 6 db (pop3)
Az Eszak-Amerika-i alpopuldciét kis elemszdma ellenére célszeriinek tartottuk bevonni a
vizsgélatok sordba.

Az egyes alpopuldcidkra kiszamitott eredményeket tablazat formdjaban Osszesitettitk (/3.

tabldzat).

13. tablazat Foldrajzi eredet szerint képzett alpopulaciok NEI-féle géndiverzitasanak fontosabb

mérészamai

Populaciék Ht +SE Hs +SE Dst Gst G? P
3 pop(Ny-Eu+K-Eu+E-Am)  0.3142 +0.0908 0.2992 +0.0814 0.0150 0.0477 67,0200  0,3000
Ny-Eu+K-Eu 0.2988 +0.0922 0.2900 +0.0871 0.0088 0.0294 34,0000 0,2000
Ny-Eu+E-Am 0.3171 +0.0883 0.3070 +0.0824 0.0101 0.0319 30,5200  0,3800
K-Eu+E-Am 0.3279 +0.0978 0.3099 +0.0871 0.0180 0.0549 34,7900  0,1300

Ht: teljes géndiverzitas. Hs: alpopulacion belili géndiverzitas. Dst: alpopulacidk kdzotti abszolUt géndiverzitas
Gsst: alpopuléciok kdzétti relativ géndiverzitds SE: standard hiba

G*: allélgyakorisagok val6sziniiségi aranya

P: alpopulaciok differecidltsaga statisztikailag nem szignifikans, P>0.05

- nullhipotézis nincs kllénbség az alpopulaciok kdzott

A paronkénti €s a harom alpopulaci6 egyiittes dsszehasonlitasakor az alabbiakat allapitjuk
meg:

® azonos foku genetikai valtozékonysag volt megfigyelhetd, mind Ht-re és Hs-re.

e az alpopuldciok kozotti genetikai kiillonbozdség statisztikailag nem igazolt, azaz P
minden esetben nagyobb, mint 0.05.

e a differenciéltsag abszolut mértéke igen alacsony (0.0088 és 0.018 kozotti), ami arra
utal, hogy az alpopulaciok kozott viszonylag szabad a géndramlds, melyet a foldrajzi
hovatartozas sem korldtoz.

® a teljes véltozékonysdgnak csak igen kis hanyada koszonhetd az alpopuléciok kozotti
kiilonbozdségnek (lasd az alacsony Gst értékeket). Szazalékban kifejezve csak
maximum 5.49%, azaz az alpopuldciok nem izoldltak egymadstdl, s szintén

megéllapithat6, hogy valésziniileg nem korlatozott kozottiik a génaramlas.
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e a paronkénti Osszehasonlitisok  kozil K-K-Eu+E-Am jarult a teljes
valtozékonyséaghoz, ill. kiilsnbozéséghez, a legnagyobb mértékben, majd Ny-Eu+E-

Am és végiil pedig NyEu+K-K-Eu (lasd Gst értékek).
A NEI-féle genetikai tdvolsagot a /4. tabldzatban tintettiik fel. A genetikai azonossag értékei

0.9753-t6l, 0.9927-ig terjednek.

14. tablazat NEI-féle genetikai azonossagot kifejezé értékszamok

Populacié 1 2 3
1 skl 0.9869 0.9927
2 0.0132 idklolo 0.9753

3 0.0073 0.0251 kR Aok

A genetikai azonosség (fent diagondlisan), a genetikai tavolsag (lent
diagonalisan) olvashaté.

Az alpopuldcidk genetikai tdvolsdgaira alapozott dendrogramon lathatd, hogy a hdrom
alpopulécidra tagolt csoport koziil az 1-es populdcié és a 2-es populdcid, azaz a Nyugat-
Eurdpa-i valamint Kozép és Kelet-Eurdpa-i szarmazasu izoldtumok kozelebb keriiltek

egymdashoz, mint az Eszak-Amerika-i izolatumokhoz (38. dbra).

Nei-féle genetikai tavolsag
I | 1
.04 .02 0.000

pop 1

pop 2

pop 3

38. abra A. brassicicola populaciok UPGMA dendrogramja

Az izolatumokat egy ujabb felbontdsi rendszerben a gazdandvény alapjan
csoportositottuk, igy két alpopuléciot kiilonitettiink le:
®  Raphanus spp. —22 db
® Brassica spp. — 19 db
A gazdandvények alapjan felbontott és populdcidgenetikai mdodszerekkel elemzett értékekbol
a szarmazds szerinti felbontdshoz hasonlé megallapitasokat lehet tenni. Azaz a két

gazdanovényrdl (Raphanus spp. és Brassicae spp.) szarmazd A. brassicicola izolatumok
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populédcidi kozott viszonylag szabad a génaramlds, az alpopuldcidk kozott nincs szignifikdns

eltérés (P>0.05) (15. tdbldzat).

15. tablazat Gazdanovény szerint képzett Alternaria brassicicola alpopulaciok

NEI-féle géndiverzitasanak fontosabb mérészamai

Populiciok Ht +SE Hs <+SE Dst Gst G? P
2 pop (Raphanus+Brassica) 0,2820 0,0841 0,2758 0,0814 0,0062 0,0220 35,9000 0,2100

Osszességében az alpopuldciok egyik 6sszehasonlitdsban sem differencidltak.

5.3.5.2. Genotipusok klaszteranalizise

A vizsgédlatba vont A. brassicicola populdcié szegregdlt alpopuldciokra vald
tagoldddsat nem lehetett igazolni, ezért az izoldtumok halmazit a tovdbbiakban egyetlen
multipopuldcioként tekintettiik, s vizsgéltuk, hogy az egyes lokuszok milyen mértékben
jarulnak hozza a genetikai variabilitdshoz.

Az izolatumok kozotti allél variabilitast diverzitas szamitassal igazoltuk (/6. tdbldzat).

16. tablazat A vizsgalt A. brassicicola izolatumok egyes

lokuszaihoz tartozé alléldiverzitasok értékei és atlagai

Lékusz Na h

GA, 2.0000  0.2293
GA, 20000  0.0726
GA; 1.0000  0.0000
GA, 1.0000  0.0000
GAs 20000  0.4998
GAs 50000  0.5532
GA; 20000  0.0370
GAs 1.0000  0.0000
GAss 20000  0.0370
GAs 1.0000  0.0000
GAAs 20000  0.4486
GAA 10.0000  0.8095
GAA, 4.0000  0.4293
GAA, 6.0000  0.7569
ATA;; 3.0000  0.5354
HK; 3.0000  0.4834
Atlag 2.9375 0.3058
SE 1.2131 0.5840

Na: I6kuszonkénti tényleges allélszam
h: Nei-féle (1973) géndiverzitas
SE: standard hiba
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A legkisebb diverzitast h=0.0370 a GA;s-0s lokuszban, mig a legnagyobbat h=0.8095
az GAA-es lokuszban tapasztaltuk. Az atlagos NEI-féle diverzitds mutaté h=0.3058 értéki. A
tdblazatban feltiintettiik a tapasztalt allélek szdmat (Na) is. A genetikai véltozékonysag
mértéke osszefiiggésbe hozhaté az egyes lokuszok polimorfizmusaval. fgy lthaté, hogy a
legpolimorfabb lokuszban volt a legnagyobb a genetikai valtozékonysag mértéke. A legkisebb
valtozékonysagot pedig olyan lokuszban tapasztaltuk, ahol a lokusz csak két allélvéltozattal
fordult ugyan el6, de ezen valtozatok koziil az egyik csak egy izolatumnal volt megtalalhato.
Az egyes genotipusok kozotti tavolsdgokat felhasznidlva, UPGMA klaszteranalizissel
dendrogramot készitettiink. A dendrogramon a markerek 45 tobblokuszos forméat képviseltek
(39. dbra).

A populacion beliili allélek megoszldsa 0sszességében két csoportot eredményezett (1.
csoport, II. csoport). Ezen csoportok mindegyikében kiilonb6z6 foldrajzi helyrdl és kiillonb6z6
gazdanovényrdl szdrmazd izoldtumok is megtaldlhatok. Azonos haplotipust négy esetben

figyeltiink meg, melyek a kdvetkezok:

1. a27381-es (retek, Franciaorszag) és az AN89-es (kdposzta, Magyarorszag);

2. a Cp (kaposzta, Franciaorszdg), a 1661-es (retek, Franciaorszag), a 18b (retek,
Franciaorszag) és a AN177-es (kdposzta, Hollandia);

3. aRol2-es (kdposzta, Romania) és a ABC2 (kdposzta, Kanada);

4. a 1711.3-as (retek, Franciaorszag) és a 1718.8-as (retek, Franciaorszdg) izolatumok

kozott.

Sziikséges megemliteni, hogy kezdetben csak egy vad keresztesvirdgu novényrol
szarmazé (ATCC 34622 - Crambe maritima) A. brassicicola izolatummal rendelkeztiink,
mely allél kombinécidja elkiiloniilt a tobbi izolatumtél. Ezért néhany egyéb vadfaji
keresztesvirdgd novényrél szdrmazé izolatumot is bevontunk a vizsgalatainkba. Igy lépéseket
tettiink a vadfajokrél és a kultirnovényekrol szarmazd izolatumok mikroszatellit profil
Osszehasonlitdsra. Ezen vizsgélatok kezdeti eredményei aldtdmasztani latszanak, hogy sem a
vadnovényekr6l sem a kultirnovényekrdl szdrmazdé A. brassicicola populaciok nem

szegregdlddnak.
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39. abra Alternaria brassicicola izolatumok mikroszatellit profilja alapjan késziilt dendrogram

5.3.5.3. A korokozé diagnosztizalasa mikroszatellit tipusu specifikus markerekkel

Tovabbi polimorfizmus vizsgélat céljabol ugyanazon DNS kivonadsi technikét és PCR

reakcié koriilményeket alkalmazva mas Alternaria nemzetségbe tartoz6 kozel rokon fajokon

is elvégeztiik a rendelkezésiinkre 4ll6 mikroszatellit primerekkel a profil vizsgédlatot: A. porri

(egy izolatum), A. solani (egy izolatum), A. petroselini (egy izolatum), A. dauci (két

izolatum), A. bataticola (egy izolatum), A. alternata (egy izoldtum), A. radicina (két

izolatum), A. arborescens (egy izolatum), A. longipes (egy izoldtum), A. japonica (két

izolatum), A. brassicae (két izolatum). A vizsgilt izolatumok egyikénél sem tapasztaltunk

DNS felszaporodast. A tervezett primerek tehét alkalmasak az A. brassicicola faj genetikai

diverzitdsanak tanulméanyozasara.
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6. Kovetkeztetés

Kutatémunkénk sordn foglalkoztunk az Alfernaria nemzetségbe tartozé izolatumaink
morfoldgiai tulajdonsdgaval, genetikai azonositdsaval és az A. brassicicola faj populécio-
szerkezetének vizsgélatival. A tovédbbiakban tekintsiik 4t kisérleti eredményeinkbdl levont

kovetkeztetéseinket és javaslatainkat.

6.2. Morfologiai vizsgalatok eredményeinek megyvitatasa

Az Alternaria jellegi Hyphomycetes-eknél alkalmazott klasszifikdcidés rendszerek a
nemzetkozi szakirodalomban els6sorban SACCARDO, NEERGARD, JOLY, ELLIS és SIMMONS
nevéhez kothetok. A klasszikus morfologian alapulé rendszertan a konidiumok morfolégidjan
alapul6 rendszerezéshez kotodik. Ugyanakkor ma mar tényként fogadhaté el, hogy adott fajon
beliili morfoldgiai varidciok és a kiilonb6zd fajok morfometriai adatainak atfedése szinte
lehetetlenné teszi a morfoldgiai szempontok alapjan torténd fajszintli diagnosztizalast (ROTEM
1994).

Az Alternaria konidiumok kialakuldsa sordn szdmos abiotikus tényezd befolydsa
érvényesiilhet, mint példdul: a hdmérséklet, a pH, a tdpanyag, a nedvesség €s a megvilagitas.
A kornyezeti tényezOk hatdssal vannak az izoldtumok konidium jellemzdire, mint pl. a
méretre, alakra, szeptéltsagra, ldnchosszisagra stb. Mindezek tudatdban torekedtiink olyan
morfologiai bélyegeket kivalasztani és részletesen vizsgdlni, melyek az azonositds sordn
elorelépést jelentenek. Ezért a fenotipus alapjan torténd kiilonbdzd azonositdsi eljardsokra
nagy hangsulyt fektettiink. A klasszikus rendszertannak megfeleld mikromorfoldgiai tényezok
vizsgélatat kevésbé tartottuk jelentdsnek. Ezzel szemben a vizes-agaron képzodott sporulaci
tipusok leirdsat és néhany abiotikus tényezd hatdsdnak vizsgdlatat tjszeriis€égénél fogva
jobban kihangsilyoztuk.

A gombdk pontos azonositisa fontos a gyakorlat szempontjabdl, nemcsak a
novénykortan, hanem biotechnoldgiai, klinikai, kdrnyezetvédelmi alkalmazdsokban egyarant.
A taxondmiai rendszerek elsdsorban természetesen a klasszikus moédszerekre épiilnek és
tobbnyire a kdzvetleniil felismerhetd morfoldgiai tulajdonsagokon alapulnak. Ezen okok miatt
a minél pontosabb fenotipus jellemzésre tovdbbra is sziikség van. A modern technoldgiai
hattér elérhetdségével és haszndlatdval sok 1j kutatdsi teriilet nyilt meg a gombak
rendszerezése kapcsan, ugyanakkor lehetové valt a klasszikus moddszerek fejlédése is. A

numerikus taxondémia, a hatékony statisztikai csomagok valamint a szadmitégépes
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alkalmazasok a morfolégiai vizsgélatok reneszanszdnak lehet6ségét vetik fel. Mi sem
szerettiink volna kimaradni ebbdl a fejlédésbol, ezért Alternaria konidiumokrol késziilt
digitdlis felvételek elkészitésével segitettiik digitdlis azonosité kulcsok Kkifejlesztését, az
»Egzakt minOsitd és osztilyozé rendszer fejlesztése novénynemesitési és nodvénykortani
vizsgdlatokhoz digitalis képfeldolgozas alkalmazasaval” cimi helyi kezdeményezésii program

megvaldsulédsa érdekében (BERKE és mtsai 2005).

6.2.3. Mikromorfolégiai tulajdonsagok

Mikromorfoldgiai tulajdonsdgokat vizsgaltunk BDA, DRYES és vizes-agaros kozeg
feliiletérdl kinyert konidiumok esetében. A monospords tenyészetek rendkiviil heterogén
voltat tapasztaltuk. A kisspords Alternaria fajok konidiumainak tulajdonsdgai alapjan nem
lehetett fajcsoportokat elkiiloniteni. A taptalaj hatdsa a konidiumhosszisig és szélesség
alakuldsdaban egyardnt megmutatkozott.

A nagyspéras Alternaria fajok hatdrozasa klasszikus értelemben tdptalajon nem volt
lehetséges, hiszen ezek a gombdk tdptalajon elveszitették sporuldld képességiiket, illetve,
amennyiben sporuldltak, a konidiumaik hosszisdgdban és szélességében elmosddnak a fajra
jellemzé specifikus tulajdonsdgok. fgy megallapithaté, hogy a nagyspéras fajok hatirozdsa a
gazdanovény ismerete nélkiil bizonytalan, fontos az onnan lekeriildé konidiumok

méretezésével megallapitani a nagyspdras Alternaria fajok azonossagat.

6.2.4. Sporulacié tipusok

A vizes-agarra oltott tenyészeteknél a leoltasi pont kornyékén jol megfigyelhetd és
szabad szemmel is lathaté gombaelemekbdl felépiild strukturaltsagot figyeltiink meg. S0x-es
nagyitds mellett azonban a gyakorlott szem el6tt feltling, s6tét szinii konidiumlanc struktdirak
jelennek meg. Szakirodalmi forrdsmunkak segitségével azonositottuk a sporulacié tipusdra
jellemz6 bélyegeket, gy mint a sporuldcid intenzitdsat, a konidiumldnc csoportosuldsat és a
konidiumlanc eldgazasat illetve mértékét, a konidiumlanc tagjainak szdmat, masodlagos
konidiumtarték kialakuldsat valamint néhidny esetben az elsddleges konidiumtartok
szerkezetét. Ezek Osszességében megfelelnek azon morfoldgiai bélyegeknek, melyeket a
szakirodalom is k6zol, bar SIMMONS és ROBERTS (1993) a PCA (burgonya-sargarépa agar,
Potato-Carrot Agar) tdptalajt ajanlja az izoldtumok sporuldcids tipusdnak vizsgdlatira. A

vizes-agaros kozeg sporuldcid tipus jellemzés céljabol torténd alkalmazhatésidga az
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elozéeknek megfelelden bizonyitast nyert. Az ilyen kozegben 1étrejovo konidium strukturdk
képzéséhez megvilagitisra nincs sziikség, szemben a PCA-n alkalmazott tenyésztési
eljarassal.

Altalaban véve az Alternaria fajok azonositisa sordn problémit okoz, hogy a
taptalajon nevelt Alternaria tenyészetek gyakran bdséges konidiumképzéssel reagdlnak a
kozegben jelenlévd tdpanyagokra és megvildgitisra. Ezzel szemben vizes-agarral végzett
kisérletek sordn e két kornyezeti tényezd befolydsolé hatdsatél mentesiilni lehet. Nincs
szilkség a tdpanyagtartalom csokkentése révén novelni az esetleg kevésbé sporuldld
tenyészetek  konidiumképzését. Tomegtenyésztés céljabol azonban a csokkentett
tdpanyagtartalmi taptalajok tovabbra is ajanlhatok (KOvAcs és FISCHL 1997). Mivel a
konidiumlancok a leoltasi hely kornyékén jelentkeznek, a konidiumlanc struktirdk kénnyen
észrevehetOk. Gyakran a szomszédos konidiumlancok jol elkiiloniilnek egymastél. A
kiértékelhetdséget noveli a kozeg szintelen, vagy piszkos fehér volta, hiszen a szinezet nem
jelent zavar6 tényez6t a binokuldris fénymikroszkdppal végzett vizsgdlatok sordn, szemben
mads élénk szinezetl taptalajon végzett vizsgalatokkal.

A kozeg gyors, egyszer kivitelezhetosége €s praktikussaga révén lehetne jelentOs az
Alternaria fajok morfo-tipusdnak hatdrozdsa szempontjabdl, mivel a sporuldcié tipusdnak
kozvetlen morfoldgiai vizsgédlata a legfontosabb 1€pés a kisspords Alternaria fajok azonositisa
szempontjdbol (ANDERSEN és mtsai 2001). E tenyésztési eljards elOnyei és alkalmazhat6sagi

hatdrai bemutatasra keriiltek. Az eljaras hatranyai nem ismeretesek.

6.2.5. Telepmorfolégiai jellemzok

Eredményeink szerint a telepmorfoldgiai tulajdonsdgok az egyes izolatumok
elkiilonitése szempontjabol jelentds segitséget nydjtanak. A DRYES agaron vizsgalt
telepmorfolégiai bélyegek koziil a tenyészet szine mutat jelentds eltérés az egyes Alternaria
izolatumok vizsgdlata sordan. Az A. infectoria fajok DRYES agaron fehér szini koldniat
fejlesztettek, mely stabil jellemzdnek tudhaté be az Alternaria fajok osztilyozasa
szempontjabol. Megdllapitottuk, hogy a telepmorfolégiai bélyegek Onmagukban nem

alkalmasak az izolatumok rendszerezése céljabol.
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6.2.6. In vitro vizsgalatok eredményeibél levont kovetkeztetések

Eredményeink azt mutatjdk, hogy a vizsgdlt hdmérséklet és pH tényezdi kiilon-kiilon
hatnak a kiilonféle Alternaria fajcsoportok ndvekedésére és konidiumképzésére. A vizsgilt
fajok illetve fajcsoportok hdtlrése, illetve hoigénye széles hatdrok kozott mozog.
Mindenesetre megallapithatd, hogy az izolditumok a mezofil mikroorganizmusok kozé
sorolhatdk. Ez ellentmondani latszik FASSATIOVA (1984) megéllapitidsdval, mely szerint az A.
alternata faj a pszichrofil fajok kozé sorolhatd. A sporulaciés optimum hémérséklete néhany
esetben eltér a novekedési optimumhoz tartozé hémérséklet igénytdl.

A taptalaj H-ion koncentracidja az egyes fajcsoportok novekedésére €s sporulacidjara
is eltér6 modon hatott. A homérséklet és a pH hatas jol differencidlja az egyes csoportokat.
Nagyobb elemszamu kisspérds Alternaria populacié elkiilonitése céljabdl az optimadlis
hémérsékleti tartomanyban (+25-30°C) és az optimélis pH tartomdnyban (pH 5.0-8.0)
javasoljuk a novekedési tesztek elvégzését. Ezekben a tartomdnyokban a vizsgalt
csoportképviseld izolaitumok a leginkdbb voltak differencialhatok. Természetesen az
izolatumok alapos morfoldgiai vizsgdlatok nélkiill onmagdban hémérséklet teszttel vagy pH
teszttel nem azonosithatok.

Altalanossdgban megallapithaté, hogy a kapott eredmények a kisspords Alternaria
izolatumok rendszerezése kapcsan fontos szerepet jatszanak az egyes abiotikus tényezdk
hatdsdnak megismerése céljabol, annak ellenére, hogy ezek a tényezOk az Alternaria fajok
esetén fajspecifikus hatdst nem mutatnak. Ezen feliil, kétségtelen eldnye a makromorfoldgiai
vizsgédlatoknak, hogy a tenyészetek atmérdinek mérése sokkal kevésbé munka és befektetés

igényes feladat, mint a molekuldris eszkozok alkalmazasa.

6.3. Molekularis vizsgalatok eredményeinek megvitatasa

A molekularis vizsgalati médszerek koziil az Alternaria-k kutatdsdban a nemzetkozi
szintéren is hangstlyos szerepet kapé6 RAPD elemzést és egy uj vizsgdlati mddszert, a
mitokondridlis DNS RFLP elemzést vdlasztottuk ki az identifikdlds eszkozeként. A
mikroszatellit profilelemzést az A. brassicicola faj populicié-szerkezetének vizsgalata

céljabol alkalmaztuk.
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6.3.3. RAPD mintazatok

Molekuldris markereket gyakran hasznilnak az Alternaria fajok kiilonbdzd
populdcidinak Osszehasonlitdsa céljabdl. A RAPD vizsgalat sordn elérendd cél reprodukélhaté
genetikai ,,ujjlenyomat” kimutatisa az Alternaria populdciok elkiilonitése (PRYOR és
MICHALIADES 2002) vagy egyes fajok genetikai variabilitdsdnak feltérképezése érdekében
(SHARMA és TEWARI 1998, MORRIS és mtsai 2000). RAPD mintdzat alapjan nagy genetikai
variabilitast figyeltek meg a kisspdras, gyiimolcskultirdkbol szarmazé Alternaria
fajcsoportok kozott (ROBERTS és mtsai 2000 és PRYOR és MICHALIADES 2002). A hazai
Alternaria izolatumok populacidinak osszetételérdl nem élltak rendelkezésre adatok.

A jelen munkdban jelentés interspecifikus RAPD polimorfizmust tapasztaltunk az
egyes kissporas fajcsoportok kozott. Az alternata és tenuissima izolitumok nagy
szamaranyabol lathatd, hogy ezen izoldtumok szaprotréf/nekrotrof —életmoédjuknak
koszonhetden valdban széleskorben elterjedtek.

ROBERTS és mtsai (2000) valamint PRYOR és MICHALIADES (2002) szerint az
arborescens izoldtumok két alcsoportra kiilonithetok el RAPD mintdzataik alapjan. Sajat
vizsgdlatainkkal ezt nem tudtuk egyértelmlien aldtdmasztani. Feltehetden azért, mert
viszonylag kevés torzs allt rendelkezésiinkre, jollehet egy izolatum (131) meglehetdsen tivol
keriilt a tobbi arborescens-tdl. Az infectoria fajcsoport tagjai alkottdk a legvialtozatosabb
csoportot. Ez azért nem meglepd, mert kozottilkk olyan formadlisan leirt fajok szerepelnek,
melyek morfolégiailag meglehetdsen eltérnek, csupdn azonos moddon képezik
konidiumlancaikat (SIMMONS 1995). Erdekesség, hogy a spéralancot az alternata-kkal azonos
moédon képezd brassicicola izolatumok egymastdl igen tavolra keriiltek a dendrogramon. Ez
pedig arra utal, hogy a sporulicié tipusa, mint egyik igen Ilényeges morfoldgiai
hatdrozobélyeg alapjan nem minden esetben lehet a fajcsoportokat azonositani. Mivel
azonban az alternata és brassicicola fajcsoportok kozott jol kimutathaté egyéb morfologiai
kiilonbségek is vannak, jelenlegi elhelyezkedésiik a dendrogramon mégsem meglepd. A
brassicicola izolatumok kismértékli polimorfizmusa valdszintlileg szintén a viszonylag kevés
izoldtumszdmra vezethetd vissza.

Gazdanovények, illetve foldrajzi eredet szerinti tagozdddst nem tapasztaltunk.
Erdekes, hogy a kiilonboz6 szarmazast A. arborescens izolatumok rendkiviil homogén képet
mutattak RAPD mintdzatukban és morfoldgidjukban egyarant. ANDERSEN és mtsai (2002) is
hasonlé eredményekrdl szdmolt be az A. arborescens izolatumok anyagcseretermékeinek

vizsgdlata soran.
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Az egyes nagyspords fajokat RAPD vizsgilattal el tudtuk kiiloniteni egymadstol €s a
kisspords Alternaria fajoktdl. A nagyspords Alternaria fajok populdcié Osszetételére
vonatkozéan nem lehet kovetkeztetést levonni, hiszen viszonylag kevés izolatum allt
rendelkezésiinkre. Mindenesetre az A. brassicae populdcion beliil tapasztalt nagyfoku
valtozékonysdg nem feltétlen ered a populdcié kiilonbozd Osszetételébdl, hiszen az
izolatumok azonossagét nagyspords fajok esetén sporuldcié elmaradds miatt nem lehet eleve
egyértelmiien bizonyitani. Feltételezhetd, hogy ilyen eredmények esetén a kiilfoldrol
beszerzett tenyészetek valdban nem az A. brassicae faj izolatumai. Tovabba az sem kizart,
hogy az A. brassicae faj populidcidja valdban ennyire véltozatos. A fentiekben leirtak
értelmében az A. brassicae izolatumok faj azonossdga biztonsidgosan specifikusan kot6do
primerek segitségével dllapithaté meg.

Ezekbdl az eredményekbdl is kovetkeztetni lehet azonban arra, hogy a nagyspdrds fajok
kiilonbozo Osszetételi populaciot képeznek, mely Osszhangban all SiMMONS (2000)
morfoldgiai alapon tett megéllapitdsaival.

A nagysporas fajok kutatasaval kevesen foglalkoztak a szakirodalomban. Ugyanakkor
az ide tartoz6 koérokozok gazdaspecifikus patogén szervezetek. A tovdbbiakban is érdekes

lehet tanulményozdsuk filogenetikai, taxondmiai és diagnosztikai vonatkozasban egyarant.

6.3.4. Mitokondrialis DNS RFLP mintazatok

Eziddig nem élltak rendelkezésre adatok a hazinkban jelenlévd kisspdrds Alternaria
aggregatum Osszetételérdl. A mtRFLP elemzést fajcsoport azonositis céljabol az
alternaridknal eddig még a kiilfoldi kutatdsokban sem alkalmaztak, igy ez a moddszer yj
molekuldris informdaciéval szolgdl a kisspérds Alternaria fajok illetve fajcsoportok
azonositdsa szempontjabol.

A kisspoéras Alternaria izolatumok mitokondridlis DNS variabilitasat vizsgaltuk meg,
mivel a mtDNS RFLP elemzése taldn az egyik legalkalmasabb mddszer a gomba taxonok
intra- és interspecifikus elkiilonitésére (TAYLOR 1986). A fajok kozotti és fajon beliili
genetikai polimorfizmus kimutatds szempontjabdl a mtDNS kedvezd alapot biztosit, hiszen
kis méretli és nagy mutacios rataval rendelkezik szemben a magi DNS-sel.

Ez idéig kevés tanulmany foglalkozik az Alternaria fajok mtDNS analizisével. E régi6
differencialtsaganak tanulméanyozasa céljabol kétféle modszert alkalmaztak: a mtDNS rDNS
SSU szekvendldsat (PRYOR és GILBERSON 2000) és mtDNS RFLP-t koveté Southern

hibridizaciét (KUSABA és TSUGE 1997). E munkdk egyrészt a kisspdras A. infectoria
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csoporton beliili filogenetikai kapcsolatok vizsgalatira, masrészt a kordbban A. alternata-ként
ismert HST-termeld fajok elkiilonitésére Osszpontosulnak. Az SSU szekvencia elemzés
referencia fajai kozott 1-1 brassicicola, alternata és tenuissima faj szerepel. Mindenesetre
egyik tanulmédny sem tartalmaz olyan sok fajcsoportot és izoldtumot, mint amennyivel mi
foglalkoztunk. Ugyanakkor a mtDNS-t alkalmasnak taldltuk az egyes fajcsoportok
azonositdsa céljabal.

Nagyobb foki restrikcids fragmentum-hossz kiilonbségeket tartunk fel az Alternaria
nemzetség kisspords izoldtumainak korében. Ilyen kiillonbségeket kordbban is azonositottak
valédi gombdk mtDNS elemzése sordn, példaul a kovetkezd faj-aggregdtumokndl:
Neurospora intermedia (RIECK és mtsai 1982), Claviceps purpurea (TUDZYNSKI és ESSER
1986), Fusarium oxysporum (KISTLER és BENNY 1987), Trichoderma viride (MEYER 1991),
Aspergillus niger (VARGA és mtsai 1993). Ugyanakkor a mitokondridlis DNS ilyen fokud
variabilitdsdra nem szamitottunk, mivel egy kordbbi kdzlemény szerint a mtRFLP-vel vizsgalt
kisspords HST-termeld Alternaria fajok nem kiiloniilnek el az A. alternata-t6l (KUSABA és
TSUGE 1997). Igaz, hogy az akkor vizsgalt hat faj koziil vizsgdlatunkban csak két HST-
termeld fajjal, az A. longipes-szel és az A. gaisen-nel (syn. A. kikuchiana) foglalkoztunk. A
vizsgélatba vont két HST-t termeld faj, mind morfolégiailag, mind RFLP tipusét tekintve jol
elhatdrolhaté volt az A. alternata fajcsoporttél. KUSABA és TSUGE (1997) nem tudott
kiilonbséget tenni mtDNS RFLP vizsgilattal e fajok genetikai diverzitdsat targyalva, ez
valészintileg az akkor alkalmazott enzim kisebb felbontéképességére vezethetd vissza.

Eredményeink alapjdn a vizsgdlt mtDNS-ben tapasztalt eltérések enzimenként eltérd
mintazatot mutattak. Hin 61 emésztéssel 6t haplotipust kiilonitettiink el. Kozeli alhaplotipusok
Ia, Ib és Ic az alternata/tenuissima aggregatumbol keriiltek ki. Megjegyezziik, hogy az A.
infectoria fajcsoportba tartoz6 izoldtumok mindegyike eltéré fragmentum mintdzattal
rendelkezett, mely alapjan az Osszes e csoportba sorolt egyedre lehetett volna egy-egy
haplotipust definidlni. Az dltalunk megnevezett haplotipusok jellegzetes DNS fragmentummal
rendelkeztek, melyek diagnosztikai jelentoségliek az A. alternatal/tenuissima aggregatum (la,
Ib, Ic), az A. longipes (I1), az A. arborescens (111), az A. gaisen (IV) és az A. brassicicola (V)
fajcsoport elkiilonitése szempontjabél. Minden izoldtum mtDNS mintdzata besorolhaté volt
egy-egy fajcsoportba, kivéve két izolatumot a 82-es és a 150-e izoldtumokat. A konidiumlanc
struktirdjiat megvizsgalva azt tapasztaltuk, hogy a 82-es izoldtum alternata-ra jellemz6, mig a
150-es izolatum ettdl helyenként eltérd lancképzést mutat. A morfoldgiai vizsgalat és az ITS
szekvencia-elemzés alapjan ezen izolatumokat egy kozos A. alternata/tenuissima csoportba

soroltuk. Az mtDNS RFLP vizsgélat azonban nem tdmaszotta ald ezen csoportositdsunkat.

98



6. Kovetkeztetés

Mais enzimmel nem tudtunk a fent emlitett kovetkeztetésre jutni. A Bsh12361
enzimmel az alternata, tenuissima, longipes és arborescens fajcsoportok vizsgilt egyedei
kozott nem lehetett kiilonbséget tenni. Kiilonb6z6 kombindcidban alkalmazott enzimparosok
nem hoztak létre specifikus mintdzatot vagy részletesebb informdciét a mtDNS
szervezOdésérol.

Osszehasonlitva a két enzimmel kapott mtDNS mintdzatot megéllapithaté, hogy Hin
61 enzimmel sokkal tobb markert lehetett elddllitani és nagyobb mértékii polimorfizmust
lehetett kimutatni, mint a Bsh 12361 enzimmel. A Hin 61 enzim differencialé hatasa tehat
jobban érvényesiilt.

Mindenesetre a mtDNS RFLP elemzés tipus izoldtumokon €s hazai izolatumokon
egyarant jelent0s genetikai kiillonbségeket tart fel, mely nagyban megkonnyiti az Alternaria
nemzetség kissporas fajcsoportjainak azonositasat.

A mtDNS RFLP és a RAPD vizsgélati eredményeket 6sszehasonlitva a kovetkezoket
allapitottuk meg. ElOszor, RAPD vizsgdlattal tobb reprodukdlhatdé markert Ilehetett
biztonsdgosan elkiiloniteni, mint RFLP vizsgélattal. Ez a kiilonbség a két mddszer kozotti
moédszertani kiilonbségek eredménye. RAPD vizsgdlattal stabil koriilmények kozott, kis
koncentraciéji DNS-t sokszorosan szaporitunk fel RAPD primerek segitségével, szemben az
RFLP vizsgdlattal, ahol nem végziink DNS felszaporitdst, hanem kozvetleniil nagy
koncentraciéji DNS-t emésztiink. Masodszor, RAPD vizsgdlattal az alternata és tenuissima
fajcsoportokat el lehetett egymastol hatarolni, nem igy az RFLP vizsgélattal, mely alapvetden
harom részre osztotta az alternatal/tenuissima aggregdtumot. Harmadszor, az RFLP és RAPD
vizsgédlat egybevagd eredményei alapjan megéllapithatjuk, hogy a mtDNS RFLP a RAPD
modszert kivaltd egyik alternativa lehet a kisspords Alternaria fajcsoportok azonositasdnak
teriiletén. A moddszer egyszerlibb abbdl a szempontbdl is, hogy nincs sziikség specialis

laborfelszerelésre (pl: PCR késziilékre).

Az el6zoekbdl lathaté, hogy a hazankban is széleskoriien elterjedt, a kisspords
Alternaria fajokat pontatlanul azonositd A. alternata fajmegjelolés valdjdban milyen
fajcsoportokat takar. Igy a kisspéras izoldtumok korrekt megnevezése céljdbél, a SIMMONS-
szerinti fajcsoport szintli azonositis mindenképpen javasolt, szemben a NEERGARD-féle
csoportositassal.

Osszességében a mtDNS RFLP és a RAPD-mddszer alkalmasnak bizonyult a hazai
Alternaria fajcsoportok €s fajok elkiilonitésére. Eredményeink Osszhangban 4llnak a

morfoldgiai jellegek alapjan kapott adatokkal.
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6.3.5. Mikroszatellit genotipusok

A kérokozok biodiverzitdsanak vizsgélata kapcsan az Alternaria brassicicola faj
genetikai variabilitdsat vizsgdltuk meg neutrdlis, mikroszatellit tipusd markerekkel. A maggal
terjedd Alternaria fajok genetikai variabilitdsat kordbban is vizsgaltdk RAPD markerekkel és
ITS régi6 szekvencidjanak Osszehasonlitisdval (IACOMI-VASILESCU és mtsai 2001,
GUILLEMETTE és mtsai 2004). Ezzel a megkozelitéssel molekuldris szempontbdl egységesen
el lehetett ugyan kiiloniteni az egyes fajokat, de ezekkel az eszkozokkel csak csekély mértéki
intraspecifikus polimorfizmust lehetett kimutatni. Ezért egy 1j molekuldris eszkoz
alkalmazasat fejlesztettiik ki, melyet intraspecifikus szinten is eredményesen lehet hasznalni.
A mikroszatellit markerekre a nagyfokd megbizhatésaguk és erételjes polimorfizmusuk miatt
esett a vdlasztds.

A keresztesvirigd novényekr6l szarmazd Alternaria brassicicola izolatumok
mikroszatellit markerekkel tortén6 elemzése nagyfoku genetikai sokszintiséget tart fel. Az 53
izolatumos populaciéban 45 haplotipust tudtunk kimutatni a hierarchikusan megtervezett
modellben. E faj genetikai diverzitdsat vizsgdlé kutaték (BOCK és mtsai 2005) is nagyfoki
polimorfizmusrdl szamoltak be. Ez a megfigyelés vezetett ahhoz a megallapitdshoz, hogy az
A. brassicicola fajnak 1étezik egy alkalmanként jelentkezd ivaros formdja is, legaldbb is a
Dél-Kelet Ausztrilia partjain elteriild6 Crambe maritima-t fert6z6 populécié vonatkozdsdban
(BOCK és mtsai 2005).

A tévoli orszagokbdl begyiijtott izoldtumok azonos haplotipusba sorolédasabdl kétféle
kovetkeztetést vontunk le. Egyrészt bizonyos klénok nagy tdvolsagra eljutottak a
szaporitdanyag kereskedelem révén vilagviszonylatban, és ott genetikailag nem modosultak.
Masrészt a keresztesvirdgd kultirnovényeket fert6z6 A. brassicicola faj megbetegitd
képessége nem korlatozott egy adott nvényre.

Erdekes lenne megvizsgalni és 6sszehasonlitani a genetikai valtozékonysdg mértékét a
vad és a termesztett novényekrol szarmazo izoldtumok populéciéi korében. Ehhez azonban
nem rendelkeziink elég szdmui izoldtummal a vad novényfajokrdl szarmazéd izoldtumokat
illetéen. Ugyanakkor szamitasba véve, hogy néhany vad novényfajrél szarmazo izolatum allél
kombindciéi nem kiiloniiltek el a kultirnovényekétdl, azt feltételezhetjilk, hogy a vad és a
termesztett novényekrdl szarmazd A. brassicicola izolatumok nem kiiloniilnek el egymastol.
Genetikai allomanyukat tekintve nagyon hasonldak és esetleg ugyanazon egyedek képesek

megbetegiteni a vad és kultirnovényeket.
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Igéretes lenne megvizsgalni, hogy milyen genetikai variabilitist kapnink egy sziik
foldrajzi régidbdl szdrmazdé izoldtumkor esetén. Esetleg csak egyféle haplotipussal
taldlkoznank?

A mikroszatellit lokuszok vizsgédlata mindenesetre hasznos informéicidt szolgiltat az A.

brassicicola faj genetikai diverzitdsanak elemzése szempontjabol.
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7. Osszefoglalas

A kutatémunka sordn foglalkoztunk az Alternaria nemzetségbe tartoz6 hazai kisspords
és nagyspodrds izoldtumaink morfoldgiai tulajdonsdgdval, genetikai azonositdsdval és az A.
brassicicola faj populédcid-szerkezetének vizsgélataval. A vizsgédlt 140 izolatum koéziil 56
kiilonféle torzsgyljteményekbdl vagy neves kutatok kordbban mdr vizsgilt, autentikus
izolatumai koziil keriiltek ki. A populacié-szerkezet vizsgédlathoz djabb 49 kiilfoldi izoldtumot
vontunk be.

A morfoldgiai tulajdonsdgok vizsgélatdra ugyanigy nagy hangsulyt fektettiink, mint a
genetikai vizsgélatokra. Ezzel is ki szerettiik volna fejezni, hogy a morfoldgiai vizsgalatok
eredményeinek pontositisira a modern technika eszkozeinek felhaszndlasaval ugyandgy
sziikség van, mint az elméleti kérdések megvélaszolasira modern molekuldris eszk6zok
segitségével.

A kutatomunka els6 szakaszdban a mikro- €és makromorfoldgiai tényezdk

valtozékonysagat tanulméanyoztuk els6sorban a kisspérds Alternaria izolatumok illetve
fajcsoportok vonatkozdsdban. A mikromorfoldgiai tulajdonsdgok alapjan kapott értékek
valéban a sokat vitatott azonosithatésidg problémajat vetették fel, mivel az eredmények
rendkiviil heterogén képet mutattak és azonositast szolgdld Osszefiiggést nem taldltunk az
egyes értékek kozott.
A szakirodalomban nagy hangsilyt képvisel6 konidiumképzés tipust vizes-agaron vizsgéltuk.
A referencia fajok vizsgdlatidval meg tudtuk allapitani, hogy eredményeink Osszevignak-e
mds tipusd tdptalajrél szarmazé konidiumlidnc szerkezet lefrdsdaval. Igazoldédott
feltételezésiink, ezért a vizes-agaron nyert konidiumlanc szerkezet vizsgalatot tekintettiik és
alkalmaztuk izolatumaink fajcsoportokba soroldsa céljabol. Telepmorfologiai bélyegek
vizsgédlata kapcsan szintén heterogén képet kaptunk. Megallapitottuk, hogy az izolatumok
rendszerezésére vonatkozédan ezek a tulajdonsagok onmagukban nem hasznalhatok.

A homérséklet és a pH hatdsat in vitro kisérletben vizsgaltuk abbdl a célbdl, hogy
védlaszt kapjunk arra, hogy az egyes fajcsoportok kiilonb6zd novekedési reakcidval vagy
sporulacié intenzitdssal valaszolnak-e a kitett hatdsokra és ezdltal az egyes csoportok
elkiilonitheték-e egymastél. Viszonylag tig hatdrok kozott folytattuk kisérleteinket. Igy 5-
35°C, 5°C-ként novekvd hdmérséklet és 4-11, egész egységenként emelkedd pH tartomédnyban
vizsgéltuk az egyes sporuldcids tipust képviseld izolatumokat, haromszori ismétlésben. Az
optimdlis ndvekedéshez tartozé hOmérséklet néhidny esetben nem esett egybe az optimalis

sporuldcidhoz tartozé hémérséklettel. Tehat bizonyos esetekben eltéré hdomérsékleti igény
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bizonyult optimélisnak a novekedés és a sporuldcié szempontjabol. Ugyanez elmondhaté a
kémbhatds vonatkozdsdban is. Fajcsoport azonositasra szolgdlé novekedési tesztek elvégzését
az egyes fajcsoportok optimélis hdmérsékleti (+25-30°C) tartomanyban és optimélis pH (5.0-
8.0 pH) tartomdnyban tartjuk célszerlinek elvégezni in vitro koriilmények kozott, mert
ezekben a tartomdnyokban reagdltak legnagyobb novekedéssel az egyes izoldtumok a
meghatdrozott abiotikus feltételekre. Megallapitottuk, hogy az egyes csoportok azonositdsa és
elkiilonitése a vizsgdlt paraméterekkel egyértelmiien nem lehetséges.

A kutatdsok mdsodik részében az Alternaria izoldtumok molekuldris azonositdsit
végeztiik el, RAPD elemzéssel, mely vizsgélat szakirodalmi forrdsmunkdk alapjdn pozitiv
eredményekkel szolgdl az Alternaria izolatumok elkiilonitése szempontjabol. Ezt a vizsgélatot
a morfolégiai alapon tett csoportba soroldsunk megerdsitése érdekében alkalmaztuk. A
vizsgilatba nagyspdras izolatumokat is bevontunk. Az mtDNS RFLP elemzését a
szakirodalom mas gombdk azonositdsa céljabol bevalt modszerként emliti, igy e mdodszert az
Alternaria izolatumok rendszerezése céljabdl elsoként probélhattuk ki. Mindkét molekularis
modszerrel az  izolatumokat fajcsoportba tudtuk sorolni és ezzel egyértelmiien
megéllapitottuk, hogy a hazadnkban is elterjedt, dltalanossdgban A. alternata fajként vagy
Alternaria spp.-ként azonositott izoldtumok voltaképpen milyen fajcsoportokat takarnak. A
két modszert Osszehasonlitva arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy az mtDNS RFLP
vizsgdlat akdr a sokkal koriilményesebb feltételeket igényld RAPD vizsgilat egyik
alternativdja lehetne.

Harmadik részben, az A. brassicicola faj populdcidjdnak intraspecifikus genetikai
variabilitdsat vizsgaltuk meg mikroszatellit profilelemzéssel. A vizsgilat lebonyolitdsahoz
sziikséges hatteret a francia partneriink biztositotta. Az elemzéssel sem foldrajzi eredet, sem
gazdanovény szerint nem lehetett alpopuldcidkat elkiiloniteni. Az 53 izolatumos populaciéban
45 kilonbozo haplotipust kiilonitettiink el, mely alapjan nagyfoki genetikai sokszinliséget

tartunk fel.

Hosszu tavon a klasszikus és a molekuldris taxonémia megfeleld szintéziséhez tovabbi
interspecifikus és intraspecifikus kiillonbségeket szolgdltaté molekuldris markereket sziikséges
alkalmazni. Ezeket akdr ondlléan, akdr egyiittesen haszndlva jutunk majd olyan megfeleld
adatokhoz, amelyek e konidiumos gombdk rendszerezésének teljes értelmezéséhez vezet.

Megitélésiink szerint az aldbbi teriileteken végzett kutatdsok tovabbi perspektivat
jelenthetnek: aeromikoldgia, digitdlis képelemzés és elektronikus méretezés, masodlagos

anyagcseretermékek, sejtfal osszetétel, protein szervezO0dés és molekuldris analizisek.
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8. Uj tudomanyos eredmények

8.1. Uj tudomanyos eredmények magyar nyelven

1.

A mikromorfoldgiai tényezOk koziil sporuldcié vizsgilat céljabol vizes-agart
haszndltunk, melyen els6ként mutattuk ki a kiilonb6zd kisspérds Alternaria-kra

jellemz6 konidiumképzés tipusokat.

Konidiumlanc struktira alapjan kisspdrds fajcsoportokba soroltuk a hazai, ismeretlen

1zolatumainkat.

In vitro kisérletek sordan vizsgéltuk az egyes fajcsoportok micélimnovekedés és
sporulacié intenzitdsdnak valaszreakci6it az 5-35°C hoémérséklet és 4-11 pH
tartomdnyban. Az in vitro kisérletek koziil a hdmérséklet és a pH hatdsdnak vizsgélata
hozott 1j eredményeket a sporuldcié intenzitisdnak szempontjabol. Kisérleti dton
elséként megdllapitottuk, hogy az egyes Alternaria fajcsoportokat képviseld

izolatumok milyen intenzitdssal sporuldlnak a hémérséklet és pH fiiggvényében.

RAPD vizsgélattal molekuldris szinten azonositottuk a hazai izoldtumok fajcsoportjait
és egyben megerésitettik az izolatumok morfoldgiai alapon tett fajcsoportba

sorolasanak statuszat.

A mitokondridlis DNS RFLP elemzését elsoként alkalmaztunk kiilonféle kissporas
Alternaria izolatumok azonositdsa céljabol. A vizsgalt négy restrikcids enzim koziil, a
Hin 61 enzimmel lehetett a legtobb és legpolimorfabb markereket elddllitani. Ot
mitokondridlis haplotipust hatdroztunk meg. A feltart kiilonbségek alapjan a mddszert

alkalmasnak talaltuk a kisspdras Alternaria fajcsoportok elkiilonitése céljabol.

Az Alternaria brassicicola izolatumok populacié-szerkezetének vizsgalatat
specifikusan kifejlesztett mikroszatellit tipusi molekuladris markerekkel hazankban és
kiilfoldi viszonylatban egyardnt els6ként végeztiik el. Az elemzés alapjan nagyfoki

genetikai sokszinliséget tartunk fel.
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8.2. Ijj tudomanyos eredmények angol nyelven - New scientific results

1. Among the micromorphological attributes, for the sporulation apparatus examination,
we used water-agar medium. In this medium we have firstly demonstrated the

different type of conidial chain formation of small spored Alternaria isolates.

2. Based on the conidial chain structure, the Hungarian unidentified isolates were

grouped into species-groups respectively.

3. In vitro experiments was envolved to assess mycelial growth and sporulation
responses of different species groups for the effect of temperature (5-35°C) and pH (4-
11 pH). Among these experiments, the temperature and pH effects were proved to
bring new results concerning the evaluation of sporulation intensity respectively.
Based on our experiments, we determined for the first time the degree of sporulation
intensity of different small spored Alternaria isolates in function of temperature and

pH effects.

4. By RAPD analysis we identified the species groups of our Hungarian isolates on
molecular level, and in the same time we confirmed the segregation of species groups

based on morphological characters.

5. The mitochondrial DNA RFLP analysis was applied for the first time to identify the
small spored Alfernaria isolates. Among the examined four restriction enzymes, the
Hin 61 enzyme supplied the most and best discriminative markers. In the mtDNA
RFLP analysis, five haplotypes were resolved. The analysis confirmed to be suitable

to discriminate the small spored Alternaria species-groups.

6. To analyse the population structure of A. brassicicola isolates, previously developed
specific microsatellite primers were used for the first time in Hungary and in the
World equally, for the genus Alternaria. Using population genetic methods the
segregation of subpopulations could not be verified. Based on cluster analysis of SSR

data, a great genotype diversity was found.
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9. Koszonetnyilvanitas

Eziton fejezem ki kiilon koszonetemet Dr. Horvath Jézsef akadémikus trnak a
Doktori Iskola elsé vezet6jének €s Dr. Gaborjanyi Richard professzor drnak a Doktori
Iskola jelenlegi vezetdjének, akik lehetdséget biztositottak szdmomra, hogy sikeresen
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Koszonetemet fejezem ki témavezetomnek Dr. habil. Fischl Géza, a Novénykortani
és Novényvirologiai Tanszék tanszékvezetd egyetemi tandranak, aki a harom éves doktori
tanulmanyaim folyaman a tudomdany és szakma teriiletén mindig készségesen tdmogatott és
segitségemre volt tandcsaival a kisérletek elvégzése és az eredmények kiértékelése soran,

valamint ezen doktori értekezéshez nyujtott sokrétli €s nélkiilozhetetlen segitségéért.

Megkoszonom Dr. Bakonyi Jézsefnek, az MTA Novényvédelmi Intézete
Novénykortani Osztdlya tudomédnyos fomunkatirsdnak hathatdés segitségét, amelyet az
értekezésemhez nélkiilozhetetlen molekuléris vizsgélatok elvégzéséhez és az eredmények

kiértékeléséhez nyujtott.

Kiilon koszonettel adézom Dr. Philippe Simoneau, az Angers-i Egyetem
mikrobiolégia professzordnak, akinek a laboratériumdban a Francia Koztarsasag
Kormanyéanak 6sztondijasaként kétszer harom hénapot tolthettem, mint kutato.

Az 6sztondijaknak koszonhetden lehetdségem adddott, hogy a mikroszatellit marker analizist
elméletileg és gyakorlatilag elsajatitsam és novénykodrtani vonatkozasban az Alternaria

nemzetség gombdinak kutatdsiban elsoként alkalmazzam.

Koszonettel adézom sziileimnek a megértésiikért, timogatasukért és batoritd erkolesi

segitségiikért.
Végiil, de nem utolsésorban pedig eziton is hdlds koszonetem fejezem ki paromnak,

Dr. Reznicsek-Skenderovich Taméasnak, a tanulmdnyaim sordn nyujtott erkolcsi és

mindennemi timogatdsaért, amely nélkiil ez a disszertacié nem késziilhetett volna el.
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