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2 BEVEZETES ES CELKITUZES

Az éarpa (Hordeum vulgare L.) igen értékes és fontos gabonaféle, melyet vildgszerte
termesztenek. Vetésteriilete alapjan a gabonafélék kozott vilagviszonylatban a negyedik, mig
hazankban a harmadik helyet foglalja el. A 2014/15-6s termesztési ciklusban 49,2 millio
hektaron termesztettek arpat az egész vilagon, Gsszesen 141,16 millid tonna mennyiségben
(USDA adat). A {0 arpatermesztd orszagok: Oroszorszag, Franciaorszag, Németorszag,
Ausztréalia, Kanada és Spanyolorszag. Magyarorszagon 2014-ben 322 ezer tonna tavaszi arpat
takaritottak be 83 ezer hektarrol, mig &szi arpabol 957 ezer tonnat 205 ezer hektarrol.
Felhasznalasi terlilete igen széleskorii: értékes takarmany, fontos alapanyaga a malata ¢és
sorkészitésnek, és emberi fogyasztasra is alkalmas.

Az arpatermesztés eredményességét szamos betegség veszélyeztetheti. MATHRE (1997)
kozel 80 kiilonbozd betegséget sorolt fel a Compendium of Barley Diseases kiadvanyban, de
ezek kozil csak néhany okoz ¢évenként sulyos, gazdasagi veszteséget. Hazankban
legjelentdsebbek — évjaratonként és fajtanként eltérd mértékben — a virusok altal kivaltott
torpiilések, az arpalisztharmat, az arpalevélrozsda, a pirenoforas levélfoltossagok ¢és a
kalaszfuzariozis, de a rinhospoériumos €s ramularids levélbetegségek eléfordulasa is fokozodik
(MANNINGER és MURANYT 2009, TOMCSANYT et al. 2006).

Az arpa pirenofords, kordbban ,helmintosporiézisok™ kozé sorolt betegségeit az
aszkuszos Pyrenophora Fr. (konidiumos alak: Drechslera 1to) nemzetségbe tartozd gombak
okozzak. Bar vilagszerte tobb mint egy tucat fajuk eléfordulasat kozolték a Hordeum nemzetség
tagjain (SIVANESAN 1987), termesztett arpan leggyakrabban a levélcsikoltsagot okozo P.
graminea Ito et Kurib. (konidiumos alak: D. graminea (Rabenh. ex Schlecht.) Shoem.) és a
levélfoltossagokat okozo P. teres Drechs. (konidiumos alak: D. teres (Sacc.) Shoem.) talalhato.
E két korokozod elterjedt a vilag arpatermesztd régioiban, igy Magyarorszagon is. Az altaluk
okozott termésveszteség altalaban 20-30%-o0s, de akar stlyosabb is lehet (KHAN 1987,
STEFFENSON et al. 1991, PALAGYI és TOMCSANYI 2006, TOMCSANYT et al. 2006).
SMEDEGARD-PETERSEN (1971) a P. teres izolatumait tovabbi két faj alatti csoportba sorolta
tiinettipusaik alapjan. A hossz- és keresztirany(l nekrotikus foltokat okozoknak a P. teres Drechs.
f. teres Smed.-Pet., a valtozatos alaku, ugynevezett ’spot’-tipust foltokat kivaltoknak a P. teres
Drechs. f. maculata Smeg.-Pet. neveket adta.

A P. graminea és P. teres mind morfologiai, mind pedig genetikai értelemben nagyon
hasonl6. Hagyomanyos uton csak a tipikus tiinetek alapjan lehet hatarozottan elkiiloniteni Oket

egymastol.
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A legujabb kutatdsi eredmények azt sejtetik, hogy jelenlegi, morfoldgiai alapokon
nyugvé rendszertani besoroldsuk nem tiikrozi valds filogenetikai kapcsolatukat. Taxonomiai
besorolasukat illetben az elsd kétségek akkor keletkeztek, amikor stabil és termékeny
interspecifikus hibridet hoztak 1étre kozottiik laboratoriumi keresztezésekben, jelezve a két faj
szoros genetikai rokonsiagat (SMEDEGARD-PETERSEN 1983). A gombék fajszintii
azonositasara alkalmazott egyik genomszakasz, a sejtmagi riboszomalis DNS ITS-régid
szekvenciaelemzése alapjan nem tudtdk egyértelmiien elkiiloniteni az arpat fert6z6 Pyrenophora
fajokat egymastol (STEVENS et al. 1998).

A korokozok fennmaradasuk érdekében folyamatosan probalnak alkalmazkodni adott
kornyezet és gazdandvények altal kinalt feltételekhez. Altalanosan igaz, hogy minél nagyobb egy
patogén genetikai valtozatossaga, annal jobban képes adaptilodni, példaul 0j patotipusok, a
korabbiakndl agresszivabb vagy a fungicidekkel szemben ellendllobb torzsek alakulhatnak ki
populacidikban. Ezért fontos adott foldrajzi/termesztési régiokban eléforduld patogének
genetikai valtozatossaganak, populacidszerkezetének tanulméanyozasa. A P. graminea és a P.
teres is képes ivarosan ¢és ivartalanul is szaporodni, ezért a populdcioik genetikai szerkezete
jelentdsen fiigg e két szaporodasi mod relativ gyakorisagatol (SMEDEGARD-PETERSEN 1971,
LIU et al. 2011). Heterotallikus gombéak lévén, az ivaros szaporoddsiahoz, mely a genetikai
valtozékonysag egyik jelentds forrdsa, mindkét parosodasi tipusuk (MAT1 és MAT2) jelenléte
sziikséges. Ahhoz tehat, hogy képet alkossunk eme korokozok adott populacidinak hajlamarol a
valtozékonysagra, ismerniink kell genetikai szerkezetiiket és a parosodasi tipusok eléfordulasat
benniik. Mindez segithet a populdcioban zajlo folyamatok megértésében és kozvetett moédon a
kérokozok elleni védekezésben (SOMMERHALDER et al. 2006). Hazai vonatkozéasban ilyen
adatok nem voltak munkéank kezdetéig.

A fentiek alapjan célkitlizéseink a kovetkezdk voltak:

e A Pyrenophora graminea ¢és P. teres formdk, valamint pérosodasi tipusaik
azonositasa, elterjedésiik ¢és gyakorisaguk vizsgalata arpan kiilonb6z6
magyarorszagi terméhelyeken.

e A haldézatos levélfoltossagot okozo P. teres f. teres genetikai valtozékonysaganak,
populacidszerkezetének tanulmanyozasa hazankban.

o A P. graminea és P. teres filogenetikai rokonsdganak vizsgalata tobbgénes

szekvenciaelemzéssel.
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3 IRODALMI ATTEKINTES

3.1 Arpat fert6zé Pyrenophora fajok

Az aszkuszos Pyrenophora fajok (anamorf: Drechslera) kozé szamos gazdasigilag
jelentds novényi korokozo tartozik, mint példaul a buza fahéjbarna foltossagat okozo P. tritici-
repentis (Died.) Drechsler, az arpa levélcsikoltsagat okozd P. graminea Ito & Kurib., vagy a zab
pirenoforas levélfoltossagat kivaltd P. chaetomioides Speg. A gazdasagi karon kiviil a nemzetség
kiilonb6zé tagjai konidiumaik és aszkospdraik révén allergids reakcidkat valthatnak ki
embereknél és allatoknal egyarant, valamint az emberi phaeohyphomycosis betegség egyik
kivaltdja (D. spicifera Bainier) is kozéjik tartozik (KAPLAN et al. 1975). Ugyanakkor egyes
fajok toxinokat és masodlagos metabolitokat termelnek, melyeket a gyogyszergyartasban
hasznalnak fel. Néhany faj mikoherbicidként alkalmazhatd, mint példdul a P. seminiperda
(Brittleb. & Adam) Shoemaker, mely az USA-ban hatékonynak mutatkozott a Bromus tectorum
L. ellen, mint biokontroll hatéanyag (MEYER et al. 2007). A D. gigantea (Heald. & Wolf) Ito
pedig a Setaria viridis (L.) Beauv. és a Digitaria sanguinalis (L.) Scop. gyomndvények esetében
bizonyult hatékonynak (PENG és BOYETCHKO 2006).

Jelenleg tizenharom olyan Pyrenophora/Drechslera faj ismeretes (SIVANESAN 1987),
melyek eléfordulasat vilagszerte kozoltek a Hordeum nemzetség tagjain. Elsdsorban kiillonb6zo
levélfoltokat és egyéb levél-elvaltozasokat okoznak, esetenként egyéb — nem a fiifélék csaladjaba
tartozo — gazdanovényeken is (1. tablazat).

Ezek koziil a termesztett arpan leggyakrabban a kdvetkezd korokozok talalhatok meg:

A D. wirreganensist 1992-ben azonositottak ¢és irtdk le eldszor Ausztralidban
(WALLWORK et al. 1992). A kérokozé kétféle tlinetet okoz arpan: foltosodast és pettyesedést
(1. abra). A foltok néha klorotikus szegéllyel koriilvett, kozépbarna szinii, hosszukas ovalis
alaku elhaldsok, melyek arpa fajtatol fiiggden lehetnek kicsik, vagy a levél teljes szélességéig
terjedoek. A foltok kozepén a levél szovete nekrotizalddik és gyakran kilyukad. A petty-tipust
tiinetek apré sotétbarna pottyokként jelentkeznek vilagosbarna kozéppel, és altalaban klorotikus
szegély nélkiilieck. A levelek ez esetben is gyakran kilyukadnak a pettyek kozepén. A D.
wirreganensis petty-tipusu tlinetére nagyon hasonlit a Dél-Ausztralidban altaldnosan eléforduld
P. seminiperda altal kivaltott gylrlis foltosodas, azzal a kiillonbséggel, hogy utobbi esetben a
levéllemez nem lyukad ki. A D. wirreganensist eddig csak Ausztraliabol jelentették, igy nem

keriil targyalasra a kovetkezo fejezetekben.
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1. abra Drechslera wirreganensis altal kivaltott foltosodas és pettyesedés (Forras:

WALLWORK et al. 1992)

A P. seminiperda pici levélfoltokat (2. abra) ¢és magfertézést okoz legaldbb 36
kiilonb6z6 egynyari és éveld fifélén és kiillonbozd kétszikli fajokon. Toxinjat (pirenofora sav)
mikoherbicidként alkalmazzak az USA-ban Bromus tectorum ellen (MEYER et al. 2007; MASI
et al. 2014). A korokozot 2008-ban azonositottak Torokorszag éazsiai részén meduzafiirdl és

Gorogorszagban tarackbuzarél (STEWART 2009).

2. abra Zabon megjelend levéltiinetek (P. seminiperda) (Forrés:

https://www.agric.wa.gov.au/oats/oats-leaf-diseases?page=0%2C4)

A vilag arpatermesztd régidiban, igy Magyarorszagon is leggyakrabban a levélcsikoltsagot
okoz6 P. graminea és a levélfoltossagot okozd P. teres fordul eld, illetve bir fontos gazdasagi
jelentoséggel, ezért e korokozokat tanulmanyoztuk ¢&s ismertetjilk részletesebben a

kovetkez6kben.
10
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1. tablazat Termesztett ¢s vad arpaféléket fertdz6 Pyrenophora/Drechslera fajok (SIVANESAN 1987)

Teleomorf (ivaros) alak | Anamorf (ivartalan) alak | Elterjedés F6bb gazdanovény(ek)' Betegség és/vagy tiinet
neve

ismeretlen D. andersenii Sharif ex Ausztralia, Eurdpa, angolperje, arpa haloézatos levélfoltok
Lam Amerika, Uj-Zéland Lolium fajokon

ismeretlen D. biseptata (Sacc. & Ausztralia, Eurdpa, arpa, hajfi, zab, ebir, buza, cirok, | levélfoltosodas
Roum.) Richardson & India, Uj-Zéland, egércsenkesz, papaja, kukorica
Fraser Eszak-Amerika

ismeretlen D. dematioidea (Bubdk & | Eurdpa, Eszak- csenkesz, borjupazsit, zab, ebir, levélfoltosodas fiiféléken,
Wrobl.) Scharif Amerika, Dél-Afrika, tippan, perje, gyapjufi, koles, viragpusztulds ndszirmon

Uj -Z¢land komocsin, biza, nészirom, borso,
arpa

ismeretlen D. triseptata (Drechsler) Uj-Zéland, Eurdpa, zab, buza, rozs, perje, csenkesz, sziirke levél penész

Subram. & Jain Kanada, USA, csomos ebir, arpa
Ausztralia

ismeretlen D. wirreganensis Ausztralia arpa, buza, egérarpa, rozs, wirrega-foltosodas
Wallwork, Lichon & angolperje
Sivan.

P. chaetomioides Speg. | D. avenacea (Curtis ex vilagszerte zab, arpa voros-barna levélfolt
Cooke) Shoemaker

P. erythrospila Paul D. erythrospila Ausztralia, Eurépa, Uj- | cérna tippan, fehér tippan, arpa, voros levélfolt
(Drechsler) Shoemaker Z¢land, Japan, USA blza
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P. graminea Ito & Kurib.

D. graminea (Rabenh. ex

Schltdl.) Ito

vilagszerte

arpa, buza, rozs, zab. egyéb

Hordeum spp.

levélcsikoltsag

P. lolii Dovaston

D. siccans (Drechsler)

Shoemaker

Ausztralia, Uj-Zéland,

Eurdpa, Eszak-Amerika

olaszperje, angolperije, arpa, bliza,

ebir, csenkesz, komocsin, rozs,

barna penész

P. phaeocomes (Rebent.)
Fr.

Drechslera sp.

Eurépa, USA

nadtippan, ebir, perje, borjupazsit,

arpa

levélfoltosodas

P. seminiperda (Brittleb.
& Adam) Shoemaker

D. campanulata (Lév.)

Sutton

Ausztralia, Dél-Afrika,
Argentina, Kanada,
Egyiptom, Uj-Zéland,

Amerika, Gorogorszag,

arpa, tarackbuza, zab, vadzab,
buza, tollborzfii, pampafi,

haromfogfli, meduzafii

gylris foltosodas

Torokorszag
P. teres Drechsler D. teres (Sacc.) vilagszerte arpa, buza, zab, egyéb fiifélék, halézatos levélfoltossag
Shoemaker napraforgo
P. tritici-repentis (Died.) | D. tritici-repentis (Died.) | vilagszerte tarackbiiza, biiza, arpa, vadzab, sarga vagy fahéjbarna

Drechsler

Shoemaker

csenkesz

levélfoltossag

'_ félkovér betiitipussal kiemelve az adott korokozo f6bb gazdanévényei
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3.1.1 A Pyrenophora teres {. teres, a P. teres f. maculata és a P. graminea taxonomiaja
és nevezéktana

A Pyrenophora Fr. nemzetség az Ascomycota tOrzshdz, Pezizomycotina altdrzshoz,
Dothideomycetes (Loculoascomyces) osztalyhoz, Pleosporales rendbe és Pleosporaceae csaladhoz
tartozik. A Pleosporales rend tagjaindl az aszkuszok egyliregli pszeudotéciumban (3. abra)
helyezkednek el, a termétestben a parenhima feloldoddsa utan a csucsrdl hifak, ugynevezett
pszeudoparafizisek nének a termdtest alapjaig, ezek mentén jonnek létre az aszkuszok. Az
aszkosporak altalaban barnés szintliek, harant-, és hosszirdnyu falakkal tagoltak (DONG et al. 1998;
KIRK et al. 2001).

3. abra A pirenoféra nemzetségre jellemzd pszeudotécium, aszkusz és aszkospora (Forras:

FOLK és GLITS 1993)

A Pyrenophora fajokat morfologiailag a pszeudoparafizisek hianya jellemzi, melyek jelen
vannak a Pleosoparceae csalad tobbi tagjandl. A Pyrenophora nagyon kozeli rokona a
Cochliobolus ¢és a Setosphaeria nemzetségeknek. A harom nemzetség ivaros alakjat viszonylag
konnyli egymastol elkiiloniteni morfologiai bélyegek alapjan, mint példaul az aszkospodra alakja,
szine és a harantfalak szama (ALCORN 1988). Ivartalan alakjuk a Drechslera Ito nemzetséghez
tartozik, melynek jellemzdje, hogy tenyészetben a micélium rendszerint s6tét szinli vagy sziirke.
Néhany faj légmicéliumot és sarga, rézsaszin vagy barna pigmentet képez az agarban. A
konidiumtartok egyszeriieck, néha elagazoak, hengeresek, egyesek térdesen megtorék. A
konidiumképzd ndduszok legtobbszor simak. A konidiumképzd porusok kortl sotét foltok lathatok.

A konidiumok altaldban hengeresek, egyenesek, alharantfalaik szama valtozo, minden sejtje képes
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csirdzni, s a bazalis csiratomld tobbnyire az alapi sejt oldalan ered és a konidium hossztengelyével
majdnem derékszoget zar be. A hilum a lekerekitett alapi sejtbél nem tiiremkedik ki (4. abra). A

gomba ritkén sporuldl agaros tenyészetben.

4. abra A P. teres f. teres konidiuma és az alapi sejtjén taladlhat6 hilum. Mérdskala: 10 pm

(Foto: Ficsor Anita)

A Pyrenophora teres Drechsler ivaros (perfekt) alakjat Drechsler irta le elészor 1923-ban
(szinonim neve: Pleospora teres Died.). Ivartalan (imperfekt) alakja a Drechslera teres (Sacc.)
Shoemaker (szinonim neve: Helminthosporium teres Sacc. €s Helminthosporium hordei Eidam),
melyet az 1950-es évek végéig Helminthosporium teresként ismertek, majd atsoroltdk az jonnan
leirt Drechslera nemzetségbe a konidiumok egyedi morfologidja és a konidiumképzés
jellegzetességei miatt (SHOEMAKER 1959). A P. terest azutan két formaba (nem filogenetikai
kategoria, roviditve: f.) sorolta SMEDEGARD-PETERSEN (1971) az arpan okozott kétféle
tiinettipus, a két eltérd tlinettipusrol szarmazd izoldtumok sikeres laboratdériumi parositasa és
morfologiai azonossaga alapjan. A klasszikus héaldzatos tiineteket kivaltoknak a P. teres Drechs. f.
teres Smed.-Pet. (PTT), mig az ovalis levélfoltokat okozoknak a P. teres Drechs. f. maculata
Smed.-Pet. (PTM) nevet adta. A két tiinettipust kivalto izoldtumokat korabban McDONALD (1967)
is sikerrel parositotta tenyészetben, de kovetkeztetése szerint az ovalis foltokat kivaltdo kérokozo a

halozatosnak egy mutans torzse lehetett.
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Egy a P. tereshez morfologiailag hasonlo, de az akkori ismeretek szerint azzal ellentétben
masodlagos konidiumokat képez6 €s az arpaleveleken valtozatos alaka, méretii, gyakran klorotikus
udvarral kortilvett nekrozisokat okoz6 gombénak ITO és KURIBAYASHI (1931) a Pyrenophora
Jjaponica Ito & Kurib. (konidiumos alak: D. tuberosa (Atk.) Shoemaker) nevet adta. SIVANESAN
(1987) az egyszikli novényeken eléforduld Pyrenophora/Dreschlera és azok kozelrokon
nemzetségeirdl irodott tanulményaban még fenntartotta a P. japonica 6nallo faji statuszat, azonban
CROUS ¢és munkatarsai (1995) egy P. japonica izolatum és a P. teres f. maculata tipusizolatuma
kozotti 93%-ban hasonld teljes genomi DNS RFLP-mintdzat, valamint a két kérokozd hasonld
morfologiaja €s tiinetei alapjan a P. japonmicat a P. teres szinonimjanak tekintette. Hasonld
kovetkeztetésre jutottak LOUW ¢és munkatarsai (1994) is ugyanezzel a mddszerrel vizsgalva a két
koérokozéd konidiumokbol és/vagy aszkospordkbdl inditott izoldtumait. E kérokozok azonositdsat,
illetve nevezéktanat tovabb bonyolitotta a Pyrenophora hordei Wallwork, Lichon & Sivan. leirasa
arpar6l Ausztralidban (WALLWORK et al. 1992). Eme 0j faj konidiumai keskenyebbek ¢€s
valamivel kisebbek voltak a P. teres vagy a P. japonica konidiumainal (SIVANESAN 1987).
Kiilonbséget talaltak az aszkuszok méreteiben is, melyek szintén kisebbek ¢s keskenyebbek voltak a
P. teres termétesteinél. A P. hordei aszkospérainak 3—5 keresztirdnyu szeptaja volt, mig a P.
teresnek 3—4, a P. japonicanak pedig 3. Az aszkosporak mérete is kisebb volt a P. hordei esetében
(SIVANESAN 1987). Késébb azonban CAMPBELL és munkatarsai (1999) AFLP- és RAPD-
modszereket alkalmazva megallapitottak, hogy a kordbban P. japonicanak ¢s P. hordeinek vélt
izolatumok valdjaban P. teres f. maculatak voltak.

Napjainkra a P. teres nevezéktana letisztult, s a Smedegérd-Petersen-féle elvet koveti, azaz a
halézatos tiineteket okozd izolatumokat ,f. teres”’-nek, mig az ovalis levélfoltokat okozo
1zolatumokat ,.f. maculata ’-nak nevezik.

A levélcsikoltsdgot okozd gomba ivaros alakja a Pyrenophora graminea Ito & Kurib. (PG)
(szinonim neve: Pleospora graminea Died.) (ITO 1930). Ivartalan alakja a Drechslera graminea
(Rabenh. ex Schitdl.) Ito., melynek tobb szinonim neve is van: Helminthosporium gramineum
Rabenh. ex Schltdl., Brachysporium gracile (Wallr.) Sacc. var. gramineum (Rabenh. ex Schitdl.)
Sacc., valamint a Napicladium hordei Rostrup. RABENHORST a németorszagi Poppelsdorfban
arpalevélrdl izolalt egy gombat, melyet 1856 juniusdban Helminthosporium gramineumként irt le.
Az 1 fajt a H. gracile Wallr. rokonaként hatdrozta meg, de ennek spodrai kiilonalloak, nyujtott
henger alakuak voltak és 3—-6 szeptaval rendelkeztek. 1886-ban ERIKSSON egy svédorszagi
izolatumot a H. gramineum (Rab.) Erikss. fajba sorolt be. 1888-ban pedig ROSTRUP a Dénia egyes
régioiban eléforduld arpa korokozot a Napicladium nemzetségbe tartozo 0j fajként irta le N. hordei

néven. Végiil 1923-ban Drechsler 0sszegezte a korabbi tanulmanyokat és megallapitotta, hogy
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Rabenhorst altal publikalt faj és leiras pontos képet ad a Drechslera gramineardl, tovabba a N.
hordeit szinonimként emliti.

DIEDICKE 1903-ban Németorszagban fedezte fel a H. gramineum ivaros alakjat, mely
egyezést mutatott a Pyrenophora trichostoma (fr.) Winter fajjal. HARA (1925) egy arparodl
szarmazo6 izolatumot P. trichostoma (FR.) Sacc. fajba tartozoként azonositott, az aszkosporak
mérete viszont 44-55 x 18-21 um volt, mely leginkdbb a P. teres aszkosporainak méretéhez
hasonlitott. A H. gramineum ivaros alakjarél késébb NOACK (1905) ¢s PAXTON (1922) is
beszamolt. A Helminthosporium nemzetség fajainak Osszehasonlitd vizsgélatai, az aszkosporak
jellemzdi és a konidiumok vizsgalata alapjan DRECHSLER (1923) és NISHIKADO (1925) viszont
arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a NOACK ¢és munkatarsai (1905) altal leirt gombafaj valdjaban
a Pyrenophora teres. Végil ITO és KURIBAYASI (1931) irta le az azdta is hasznalatos

Pyrenophora graminea névkombinbaciot.

3.1.2 A Pyrenophora teres 1. teres, a P. teres f. maculata és a P. graminea biologiaja és
életciklusa

A Pyrenophora teres két formajanak életciklusa (5. abra) szinte azonos, kivéve, hogy a P.
teres f. teres fert6zott szemeken is képes attelelni, mig a P. teres f. maculata esetében ezt eddig nem
tapasztaltak (LOUW et al. 1996; LEISOVA et al. 2005a). Ezért a kovetkez6 leiras mindkét
foltosodast okozod gombara értendd kivéve, hogy a maggal terjedd szakasz csak a PTT esetében
ismert. A gomba az egyik fertdzési ciklustol a masikig az arpa szemeken micéliumos forméban,
vagy a fertézott ndvényi maradvanyokon pszeudotéciumokkal marad fenn. Konidiumok is
képzddhetnek a fertdzott szarmaradvany szovetein. A talajba keriilve a gomba 2 évig megérzi a
fert6zoképességét. A  teljes életciklus az ivaros szaporodéassal valosul meg, amely a
szalmatormelékeken és a levéldarabokon torténik (JORDAN 1981). Az ivaros szaporodas alatt a P.
teres a pszeudotéciumon beliill kettds fali tomld alakt képleteket, aszkuszokat hoz létre
(ERIKSSON 2005). Az ivaros szaporodashoz két kiilonb6zo parosodasi tipusu izolatum egyesiilése
sziikséges, mivel a P. teres heterotallikus (McDONALD 1963). Egy pszeudotécium kiilonb6zo
mennyiségli aszkuszt tartalmaz, de minden egyes aszkusz 8-8 aszkosporat rejt magaban. Az
aszkospora az elsddleges fertézoforras és kb. 35 cm-ig kilovodnek a levegdbe, vagy esdcseppek
segitségével szorddnak szét és inditjak el a kezdeti levélfert6zéseket (DEADMAN és COOKE
1989). Az aszkosporas fertdzés feltétele a nedvesség és magas 95-100%-os relativ paratartalom. Az
aszkosporak csirazni kezdenek és appresszoriumot képeznek, amelyek athatolnak az epidermisz
sejtfalan és intracellularis vezikulumot hoznak létre. Ez a folyamat hdmérséklettdl fiiggden
hosszabb-rovidebb ideig is eltarthat, 10°C-on 6 6rdig, mig 25°C-on csak egy oraig. Az elsddleges
behatolds utan a gomba az epidermalis sejtrétegben né tovabb (HARGREAVES és KEON 1983).
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Alternativ gazdandvények (pl. egérarpa, buza, zab, Agropyron spp., Bromus spp., Elymus spp.,
Hordelymus spp., Stripa spp. €s egyéb Hordeum spp.) jelentésége az attelelés €s kezdeti inokulum
mennyiség szempontjabol részletesen nem ismert, de ahol gyomirtast végeznek, ott valosziniileg

nincs szamottevo szerepiik (JORDAN és ALLEN 1984).

’ Tovabbi
..----""" = levél-
A konidiumok és aszkosporak szél ~  emelete-
és esOcsepp segitségével eljutnak ket
a fogékony gazdanovényre fertéznek
f Megjelennek a
g == ey tipikus levéltiinetek
E" F {"‘ - A vegeticids id6szak
i ?mqﬁ" . végén pszeudotécium
'i_ _H-‘-\\ képzddik
Els6dleges fert6zés kon1d1umma1
¢és/vagy aszkosporaval \

Attelelés magban micéliummal és
pszeudotéciummal
a ndvényi maradvanyokon

5. abra A P. teres f. teres €letciklusa (Forras: http://cereals.ahdb.org.uk/cereal-disease-

encyclopedia/diseases/net-blotch.aspx)

A vegetacios idoszakban a megfertézott arpaleveleken képz6dd konidiumok a szél és az
esdcseppek segitségével szorodnak szét a felsébb levelekre és a kornyezd teriileteken 1évo
gazdandvényekre (masodlagos fert6zés). A primér fertézési gocbol a gomba konidiumai kb. 7 méter
tavolsagra képesek széllel terjedni (FISCHL 1991), de kedvezd koriilmények kozott akar 10-200
km-re is eljutnak (De WOLF et al. 1998). A konidiumképzéshez nedvesség, magas relativ
paratartalom (95-100%), megfelel6 hdmérséklet (6-25°C) és fogékony ndvényi szovet sziikséges
(VAN DEN BERG ¢és ROSSNAGEL 1991). Jarvanyos megbetegedések hiivosebb, nyirkosabb
iddjaras esetén alakulnak ki. Az agrotechnikai beavatkozasok koziil a fokozott nitrogén-ellatas
hatasara a fert6zések erdsodnek, de a foszfor és vas is befolyasolja a betegség sulyosbodasat
(FISCHL 1991).

A P. graminea életciklusa (6. abra) tobb téren is eltér a P. feres-ekétdl. A gomba ivartalan

formaban szintén fennmaradhat fert6zott novényi maradvanyokon, de viszonylag ritkan, illeve kis
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szamban képez ivaros termotesteket a vegetacios periodus végén. Az ivaros alak szerepe az
attelelésben és a betegség terjesztésében ezért kisebb. A PG szintén heterotallikus. A gomba
attelelésében ¢és fennmaradasaban, a primér fertdzések kialakuldsdban a fert6zott arpaszemeknek
van nagy jelentdsége, mivel a kérokoz6 micéliuma jelen van a mag felszinén és a maghéj alatt.
Ahogy a koleoptil felszakad csirazaskor, a patogén behatol a szdvetekbe, ahol szisztemikus
¢letmodot folytat, felfelé terjed a ndvényben, folyamatosan behatol a fejlédo levelekbe, igy idovel
az Osszes levél mutatja a levélcsikoltsag jellegzetes tiineteit. Egészen a kaldszig képes feljutni,
amely gyakran beszorul a levélhiivelybe. A sporulacidhoz ¢és a fert6z6déshez megfeleld
nedvességszint és homérséklet sziikséges. A tiineteket mutatd levelek feliiletén konidiumok
képzddnek, melyeket a sz€l eljuttat a kaldszokig, ahol az egészséges szemeket barmely érési
szakaszban megfertdzheti. Azonban ezek a konidiumok ujabb (masodlagos) levélfertdzést mar nem

inditanak el, vagyis a betegségnek csak egy ciklusa van egy vegetacioban (MATHRE 1987).

. A konidiumokat a sz¢él atfajja
 akalaszra, ahol rakeriil a
szemekre

Pszeudotécium ritkan képzodik a
: 5 [ természetben
:
Minden levél
mutatja a tiineteket .{; "I|
4

Fertozott

csirandvény Attelelés fert6zott maggal

6. abra A P. graminea életciklusa (forras: http://cereals.ahdb.org.uk/cereal-disease-
encyclopedia/diseases/leaf-stripe.aspx)

3.1.3 A Pyrenophora teres {. teres, a P. teres {. maculata és a P. graminea morfologiaja

A P. teres novényi maradvanyokon képzddo pszeudotéciuma kissé megnyult gombdlyded,

illetve palackra emlékeztetd formaju, feliiletén sotét szinti sertékkel (7. abra). Kettdsfalu aszkuszai

18



10.14751/SZIE.2017.034

buzogany alakuak. A pszeudotéciumok kiilonbdzd szaml aszkuszokat tartalmaznak, amelyekbe
mindig 88 aszkospodra van. Az aszkosporak vildgosbarnak, harom vagy négy harantfallal és egy
vagy két hossziranyu fallal tagoltak (LIU et al. 2011). A hossziranyu fal mindig csak a kdzépsé
sejtben talalhato (MATHRE 1997, WEBSTER 1951). Az ivartalan alak konidiumtartéi és
konidiumai bdségesen képzddnek és konnyen megfigyelhetok a fert6zott ndvényi szoveten és
maradvanyokon (TEKAUZ 1990, JAYASENA et al. 2004). A konidiumok a konidiumtarték
csucsan képzddnek, melyek egyenesek, vagy néha térdesen megtortek, alapjukndl kissé duzzadtak
¢s altalaban magéanyosan allnak, de lehetnek kettes vagy harmas csoportokban is. A konidiumtartok
szine a koOzép-barnatdl az oliva-barndig terjed. A konidiumok egyenesek, mindkét végiikon
lekerekitettek, szubhialintdol a sargasbarnaig valtozhat a sziniik és altalaban négy vagy hat
alharantfallal rendelkeznek (MATHRE 1997, McLEAN et al. 2009). Bar nem gyakran fordul eld,
hogy a P. teres képez piknidiumot és piknidiosporakat gazdandvényen és tenyészetben egyarant, ezt
SMEDEGARD-PETERSEN (1972) irta le elészor. A piknidium gombolyti - kdrteforma alakd,
szine a sargatol a barna szinliig valtozhat, 64—172 um atmérdjli, a benne termel6dd piknidiosporak
szine attetszd, alakja gdmbolyli vagy ovalis, nem osztottak, méreteikl,0-1,9 pm x 1,4-3,2 um
kozottiek (MATHRE 1997). JORDAN (1981) szintén megfigyelte a piknidium fejlédését fertézott
szalman, levéldarabon és magon.

A Pyrenophora graminea ivaros termoteste altaldban ritkan képzddik a természetben, dsszel
talalhatjuk meg az arpa szalman (MATHRE 1987). Pszeudotéciuma a novény felszinén vagy kissé
beagyazddva képzddik, s a P. tereshez hasonld serteszOrokkel rendelkezik, melyek gyakran
konidiumokat viselnek magukon. Az aszkuszok buzoginy vagy henger alakuak, kettdsfaltiak, a
végein lekerekitettek rovid szarral az alapi résznél. Az aszkosporak vilagossarga vagy barna
szinliek, ellipszis alakuak, mindkét végiikon lekerekitettek, harom keresztiranyu és egy (ritkan
kettd) hosszanti fallal tagoltak, mely mindig a kdzéps6 sejtben talalhato (abra).

A PG konidiumai hengeresek, hosszikésak, enyhén elliptikusak, tobbnyire egyenesek.
Legszélesebb pontjuk legtobbszor az alapi részen van, és csucsiranyba keskenyedik. Szine
szubhialin vagy sargasbarna. Csucsai lekerekitettek. Jellemz6 a masodlagos tartok €s konidiumok
képzése, mind az alapi mind a cstcsi sejtekbdl. Az alharantfalak szama 1-7 kozott valtozik. A
hilum sotét. A konidiumtartok harmas-6tds csoportokban képzddnek, egyenesek, vagy hajlitottak,
hengeresek az alapnal kiszélesedok. Szinlik vilagos, sargas, vagy sotétbarna. A PG esetében is
megfigyelték a piknidium képzdédést, de szintén ritkdn fordul eld a természetben. A piknidium (70—
176 pm atmérdji) gdmbolyl,, vagy korteformdju, a ndvényi felilleten vagy részben abba
bestillyedve fejlédik. A piknidiosporak (1,4-3,2 x 1,0-1,6 um) gdmbdlyliek vagy ellipszis alaktak,
hialinok és nem osztottak. Szerepiik az életciklusban nem tisztazott (MATHRE 1987).
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7. abra A Pyrenophora teres f. maculata ivaros és ivartalan képletei: a) konidiumtarto; b)
konidiumok; c) arpaszalmén lathat6 pszeudotéciumok; d) pszeudotécium serteszorokkel; e) felnyilo
pszeudotéciumbol kiaramlo6 aszkuszok; f) aszkosporak (Forras: LIU et al. 2011)

Amint lathaté a 2. tablazat adataibol, nagyon nagy a hasonlosdg a harom korokozo

fontosabb képleteinek morfologidja kozott és a méreteik is jelentdés mértékben atfednek.
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2. tablazat A Pyrenophora teres f. teres, a P. teres f. maculata és a P. graminea f6bb ivaros és

ivartalan képleteinek 6sszehasonlito tdblazata a fontosabb jellemzdik alapjan

Pyrenophora teres f.| Pyrenophora teres f.| Pyrenophora
teres maculata graminea
= mérete (um) | 1000-2000' 1000-2000" 576-728x442-572"
E 200-450x300-800" 350-850x450-800"¢
8 300-600x430-800% 442-572x576-728"
= 200-400x300-700"
q: alakja gémboly, gombolyl, serteszorokkel | ovalis, serteszorokkel
2 serteszorokkel
mérete (um) | 30—61x180-274 35-45x225-400" 28-45%280-425"
30-36x220-250° 32-50%225-4258
. 32-60x175-275" 35-70x190-300"
z 32-42x190-335%
3 38-61x180-274"
= alakja tomlo, vagy buzogany buzogany, henger
mérete (um) | 18-28x 43—-61*" 17,5-30%x40—-65" 43-61x18-28"
18-22x52-60¢ 45-78x20-33"
14-28x36-65" 20-32,5x45-75¢
17,5-27,5%40-62,5° 19-33x45-70"
= szine vildgosbarna vildgos sargas-barna vilagos sargas-barna
2 harantfalak | 3—4 keresztfal- és 0-2 | 3 keresztfal- ¢és 0-2 |3 keresztfal- ¢és 1
g szama hosszirzinyl'lf hOSSZiI‘éIlyflf hossziranyu
é 2 keresztfal és 0-1
= hossziranya"
mérete (um) | 30—174x15-23* 11-24x30-110"
76-145%x17-23° 50-210x12-27" 12-23x40-112°
30-175%15-22¢ 12-27%x50-100° max. 105%x20¢
70-160x16-23%" 12-17x48-110¢ 14-22x40-105°
48-140%15-22,5¢ 12-25%x45-210" 12-23x27-110"
47-138x13-16" 15-22,5%35-105%
alakja hengeres, végei lekerekitettek, csucs iranyba kissé keskenyedik
szine szubhialin — sarga szubhialin —
sargas-barna
harantfalak max. 7%
szama 4-6° (3)4-6(9)> (3)4-5(6)°
1-11° 4-7¢ 1-7edef
1-10% 2-6°
3-9
E  plapi sej 18-20%17-19° 15-23x12-18" 12-16x14-18"
5 mérete (Lm)
=
Z

a: MATHRE (1987); b: SHOEMAKER (1962); c: LUTTRELL (1951); d: DRECHSLER (1923); e:
ELLIS (1971); f SIVANESAN (1987); g: ITO és KURIBAYASHI (1931); h: SMEDEGARD-
PETERSEN (1972); i: LIU (2011)
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3.1.4 A vizsgalt Pyrenophora fajok altal okozott betegségek tiinetei

A P. teres képes megfertézni €s megbetegiteni a gazdandvény levelét, levélnyelét, szarat és
termését egyarant. A szemfertdzés a koérokozd nagyobb tavolsdgokra torténd terjedésében
kiilonosen fontos szerepet tolt be, legnagyobb gazdasagi jelentdséggel mégis a leveleken kialakult
tiinetek birnak, és leginkabb ezek alapjan lehet meghatidrozni hagyomanyos modon a betegséget,

illetve korokozdjat. A tiinetek erdssége, a 1éziok mérete és a nekrozis és klordzis kifejezddése

crer

feltételektdl (LIU et al. 2011).

A P. teres f. teres okozta haldzatos levélfoltossag tiinetét elsoként ATANASOFF és
JOHNSON (1920) irtak le és hasznaltak ezutan a betegség neveként. A korokozoé a levél feliiletén
hatol be és 24 6ran beliil kicsi kor vagy ovalis pontszerii sériiléseket lehet latni a behatolas helyén.
Ez hamarosan tovabb nd a levélerek mentén, és végiil egy sotétbarna folt lathatd hosszanti és
keresztiranyu vonalakkal, ami adja a hal6szerti mintat (8a. abra). Nagyon ellenallo fajtak esetében
a pontszeri sériilések csak dnmagukban vannak jelen, a hal6zatos folt nem fejlodik ki. Fogékony
reakciok esetében azonban sotétbarna foltok, illetve a halozatos nekrdzisok koriil megfigyelhetiink
klorotikus, vagy vizesedd (water-soaked) teriileteket. Erds fertdzés esetén a teljes levél elszarad,
elhal (MATHRE 1997).

SMEDEGARD-PETERSEN (1971) javasolta a P. teres fajt tovabbi két faj alatti csoportba
(forma) elkiiloniteni tlinetek alapjan, vagyis a haldzatos tiineteket kivaltokat P. feres f. teres, mig az
ugynevezett spot’-tipusu ovalishoz hasonld, haldzatos mintdzat nélkiili foltokat okozokat a P. teres
f. maculata taxonba helyzete. Utdbbi foltosodas esetén 3 mm x 6 mm nagyagu sotétbarna, kissé
ovalis vagy koralaka foltokat lathatunk kiilonbozd szélességli klorotikus gytriivel koriilvéve
(McLEAN et al. 2009) (8b. abra). Alacsonyabb virulenci4ju izolatumok kisebb nekrotikus foltokat
okoznak klorotikus gylrti nélkiill. A PTM okozta foltosodés tiinetét gyakran Osszekeverik a
Cochliobolus sativus (S. Ito & Kurib.) Drechsler ex Dastur okozta arpa barna levélfoltossagaval, de
a konidiumok vizsgalataval a két korokozo elkiilonithetd (MATHRE 1997; McLEAN et al. 2009)

A levélcsikoltsag okozodja, a P. graminea maggal terjed, nem képes sikeresen megfertézni
arpa leveleket kozvetlen behatolassal, €s a tiinetek mindig a fertdzott magokbdl eredd szisztemikus
fert6zés megnyilvanuldsai. A vetémag fertdzottsége miatt mar koran megjelennek a tiinetek 2-3
leveles 6szi arpa novényeken. Ezt megelézoen eldfordulhat csirandvénypusztulds is. Az életben
maradt fertdzott novények tobbé-kevésbé visszamaradnak a novekedésben, alacsonyabbak,
leveleiken egy vagy tobb hossziranyt klorotikus csik fejlddik parahuzamosan a levélerekkel, ami
legtobbszor a levélalaptol terjed egészen a levélesucsig (8c. abra). Késébb a klorotikus csikok

barnulnak, sziirkiilnek, a szovetek nekrotikussa valnak, és a levél felszakadhat €s rongyossa valik.
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Altalaban az Gsszes vagy a legtbb levél megfertézédik a szisztemikus fertézés kovetkeztében. A
z4szl6s levelek gyakran kivilagosodnak. Kalaszolaskor a gomba behatol a kalaszokba is, illetve a
szemeket is fertézi. Ezek vagy elpusztulnak, vagy a fert6zés hatdsara zsugorodnak és barnara
a kornyezeti feltételektol. Sulyos kalaszfertdzéskor a kalaszok iiresek, halvanyak, felalloak, majd

barnulnak.

8. abra A hél()zatosrlvéloltosdés (A) az ovalis folt (B) ¢és a levélcsikoltsag (C) tipikus tiinetei
(Foto: Ficsor Anita)

A 2.1.3 fejezetben utaltunk arra, hogy a PG, PTM ¢és PTT ivaros és ivartalan képleteinek
alaktani és mérettani jellemz6i nagyon hasonldak, sok esetben atfeddek, illetve fajon beliil is
véltoznak (SMEDEGARD-PETERSEN 1983; GATTI et al. 1992), ami megneheziti a patogének
pontos meghatarozasat. A gyakorlatban a tipikus levéltiinetek legtobbszér megkiilonboztetd
jellegliek. A tlinet-alapii meghatdrozas mégsem mindig pontos, mert a kiilonb6z6 gazdandvény
genotipusok és a koérokozé faj, illetve patotipusainak interakcidja hatassal lehet a tiinetek tipusara
(AFANASENKO et al. 1995), kialakulhatnak 4tmeneti, illetve atfeddé szimptomak is, ezért altalaban

kiegészitd laboratoriumi vizsgalatok sziikségesek az emlitett harom korokozé azonositasdhoz.

3.1.5 A vizsgalt Pyrenophora fajok elofordulasa és gazdasagi jelentosége

A P. teres két formdja vilagszerte eléfordul, de nem egyenletes eloszlasban. Mindkét forma
eléfordulasat jelezték a Cseh Koztarsasagbol (LEISOVA et al. 2005b), Olaszorszagbol (RAU et al.
2003), Ausztraliabol (WILLIAMS et al.2001), Dél-Afrikabol (SCOTT 1992), Kanadabol
(TEKAUZ és MILLS 1974; TEKAUZ 1990), Finnorszagbol (MAKELA 1972), Norvégiabol
(HANSEN és MAGNUS 1968) és az Amerikai Egyesiilt Allamokbol (BOCKELMAN et al. 1983).

23



10.14751/SZIE.2017.034

A PTT el6fordulasa néhol visszaesett, és a PTM uralkod6va valt példaul Daniaban (JORGENSEN
et al. 2000), Ausztralidban (KHAN és TEKAUZ 1982), Kanadaban (TEKAUZ 1990; VAN DEN
BERG ¢és ROSSNAGEL 1991) ¢s Dél-Afrikaban is (CAMPBELL et al. 1999).

A harom koérokozé altal eldidézett betegségek mind mennyiségi, mind mindségi veszteséget
idéznek el6 a termés tekintetében, akar a csirandvény pusztuldsaval, akar a levéltiinetekkel, melyek
csokkentik az asszimilacids feliiletet, vagy a kalaszfert6zés miatt kialakult torz, 1€éha szemekkel. A
P. teres f. maculata altal eldidézett termésveszteség nincs jol dokumentédlva. A leginformativabb
jelentés Ausztralidbol szarmazik, ahol KHAN (1989), valamint JAYASENA ¢s munkatarsai (2007)
kutatdsai soran kimutattak, hogy a PTM jelentdsen csokkentette a termés mennyiségét €s minOségét,
amikor az iddjaréasi koriilmények kedveztek a jarvany kialakulasdnak. A termés mennyiségi és
mindségi romldsdnak erdssége Osszefliggésben volt a fajtdval és a jarvany erdsségével. A
legnagyobb terméskiesést Nyugat-Ausztraliabol jelezték, ahol 44%-kal csokkent a termés
mennyisége, ami Osszefiiggésben volt a felsd harom levél 55%-os PTM-fertézottségével
(JAYASENA et al. 2007). JAYANESA ¢és munkatarsai (2007) szintén kimutattdk a termés
fehérjetartalméanak és ezerszemtomegének csokkenését is. KHAN (1989) kordbbi tanulményéban,
egyik terméskomponens romlasat (tobb mint 7%-os ezerszemtomegcsokkenés) figyelte meg, mely
kart 6sszefliggésbe lehetett hozni egy PTM-fert6zésre fogékony fajta termesztésével.

Hasonl6o megfigyelést tettek Pyrenophora teres f. teres esetében is angliai kisérletek soran
az 1970-es évek végén, amikor az erds levélfertdzés 22%-os hozamveszteséghez vezetett (JORDAN
1981). Ez els6dlegesen a kaldszonkénti szemszadm és az ezerszemtomeg csdkkenésében jelentkezett
(JORDAN 1981). ROBINSON (2000), valamint YOUSFI ¢és EZZAHIRI (2002) altal beallitott
kisérletekben a PTT-nek tulajdonitott terméscsokkenés nagyon valtozatos volt és szoros
Osszefliggésben volt az évjarattal és a termesztett arpa fajtajaval. A maximalis terméskiesés 56%
volt fogékony fajtdkon.

A P. teres kartétele egykor jelentéktelen volt Magyarorszagon (UBRIZSY 1965), de az
1980-as évekre elsdsorban a tavaszi arpa egyik legjelentésebb korokozojava valt (CSERHATI et al.
1986; SDROVICH ¢és VIOLA 1986; AUGUSZTA et al. 1988). Késobbi megfigyelések szerint is
tavaszi arpaban okozott jelentds karokat (20-30%-os terméskiesést), foleg csapadékos iddjaras
esetén, de Oszi arpaban sem volt ritka (PALAGYI és TOMCSANYI 2006, TOMCSANYT et al.
2006). Kiilonbozé buzafajtak levélfoltjain pedig CSOSZ és munkatarsai (2007), valamint TOTH és
munkatarsai (2008) kozolték a korokozéd eldfordulasat, azonban az okozott kar mértékérdl nem all
rendelkezésre szamszerii adat. A kérokozot a levélfoltok 0—9%-ardl sikeriilt izolalni.

A P. graminea altal okozott levélcsikossag egy potencialisan pusztitd betegség vilagszerte.

A betegség kiilondsen kronikusan fordul eld az északi orszagokban (tavaszi vetésnél) és a
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mediterran 6szi arpa régiokban, ahol a talaj homérséklete 12°C ald esik a mag csirazasakor, ami
elosegiti a gyokocske megfert6zddését. Bar a fungicides kezelések hatékonyan csokkentik a
betegség eldfordulasat, a leghatékonyabb ¢és kornyezetkimélobb megoldast a rezisztens fajta
eldallitasa adna.

A fert6zott novények kisebbek, kevesebb kaldszt képeznek, melyekben kevesebb és rossz
mindségli magot fejlesztenek, a novényenkénti szemtermés-mennyiség akar 89%-kal is csokkenhet
(MATHUR et al. 1964). A hozam ¢és a betegség kozott szoros Osszefiiggést talaltak Nyugat-
Ausztralidban (LOUGHMAN ¢és KHAN 1993). 12-29%-0s hozamveszteségrol szdmoltak be az
USA-ban (SUNESON 1946; RICHARDSON et al. 1976; JOHNSTON et al. 1982). Indidban, a
betegség gyakorisaga 14% volt, ami 12%-0s hozamveszteséget eredményezett (MATHUR et al.
1964).

MAGNUS (1979) haroméves vizsgalatot végzett Norvégidban, és megallapitotta, hogy a
hozamcsokkenés és a levélcsikossag gyakorisdga kozott évenként valtozo volt az Osszefiiggés, de a
teljes 1ddszakra vonatkozdéan a fertdzés gyakorisdganak 1%-os ndvekedése 0,79%-o0s
hozamveszteség-novekedéssel jart egyiitt. Gordgorszagban a PG-fert6zés miatt 10-25 %-kal
csokkent a gabona terméshozama egyes régiokban (SKORDA 1972). Csavazast kdvetéen azonban
11-70%-0s hozamnovekedést tapasztaltak. A levélcsikoltsag eléfordulasanak felmérését végezték
Skéciaban ¢és az Egyesiilt Kirdlysdgban €s megallapitottak, hogy a betegség gyakorisdga 1989-ben
¢s 1990-ben nagyon magas volt, a mintak 69 és 82%-a volt fertdzott, a fertdzés intenzitasapedig
atlagosan 6,1-7,5% volt (COCKERELL et al. 1995). Algéridban 1989 és 1992 kozott felméréseket
végeztek gabonabetegségek eléforduldsarol (SAYOUD és BENDIF 1995). A vizsgalatok soran
kideriilt, hogy az arpa levélcsikoltsag el6fordulasi gyakorisaga 60%-0s volt, mely jelentds
hozamveszteségekkel jart egyltt. Egy marokkéi felmérés szerint 1974-1975 kozott a
vetdmagmintak 47%-aban jelen volt a P. graminea az orszadg szamos részén (LYAMANI és ROLLI

1979).

3.2 DNS-alapu molekuldris modszerek a novénypatogének genetikai
variabilitasanak vizsgalatdra

A genetikai valtozatossag, genetikai diverzitas alatt sziikebb értelemben azt a
valtozatossagot ¢értjiikk, amely egy adott populacid6 vagy faj génkészletében, -elkiilonithetd
génvaltozatok (allélek) formdjadban adott lokuszokon kimutathat6. A ndvénypatogén gombak
genetikai valtozatossaganak egyik 6 forrdsa az ivaros szaporodas soran bekdvetkez6 rekombindacio.
Emellett a lehetséges okok kozott kell emliteni a paraszexualis és mitotikus rekombindciot, a

mutaciot, de egyéb okok is szerepet jatszhatnak (pl. kromoszémaatrendezddések €és duplikéaciok).
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Alapvetden két eltéré6 megkozelitést hasznalnak a ndvénypatogén gombak genetikai
valtozékonysaganak vizsgalatdra: egyrészt a teljes gomba genom véletlenszertien kivalasztott
részeit, masrészt a konzervativ DNS-régiok, gének szekvencidit vizsgaljadk (McCARTNEY et al.
2003). A véletlen primereket hasznalo PCR-technikikat CAETANO-ANOLLES és munkatarsai
(1992) MAAP-nak (Multiple Arbitrary Amplification Profiling = tObbszords tetszés szerinti
amplifikécids profil) nevezték el. Ide tartoznak a RAPD ¢és a rokon mddszerek (AP-PCR, DAF ¢és
RAPD-DGGE). Kiilonbség koztik az alkalmazott primerek hosszdban, az amplifikacid
koriilményeiben, az elvalasztds modjaban és a felszaporitott DNS-fragmentumok lathatdéva
tételében van.

A mikroszatellitek (LITT ¢s LUTY 1989) abba a repetitiv szekvencia csaladba tartoznak,
amelyben igen egyszerli, mono- (A), di- (AT)n, tri- (ATC),, tetra- (AGTC),, vagy
pentanukleotidok (AGTCT), egymast kovetve ismétlddnek egy szakaszon. A mikroszatellitekre
tobbféle elnevezeés is 1étezik, legaltalanosabbak talan az SSR (Simple Sequence Repeat — egyszerii
szekvencia ismétlédés) (JACOB et al. 1991) ¢és STR (Short Tandem Repeat — rovid
tandemismétléddés) (EDWARDS et al. 1991). A mikroszatelliteket az eddig vizsgalt Osszes
prokariota és eukariota genombol ki tudtdk mutatni (ZANE et al. 2002). Kodold és nem kodolod
régiokban egyardnt megtaldlhatok. Jellemzé rajuk a kodominans Oroklésmenet, kdrnyezeti
hatasoktol fliggetlenek, génkolcsonhatdsok nem befolyasoljdk. Az eukaridta genomban mindentitt
bdségesen jelen vannak, €s méretben nagy polimorfizmust mutatnak az ismétlodé egységek
szamanak valtozasa kovetkeztében, ami féleg az ugynevezett ,slipped-strand mispairing” DNS-
replikacios hibanak tulajdonithaté. Elényiik, hogy a tandem elrendezésben ismétlédoé szekvenciak
elott és utan konzervativ DNS-szakaszok talalhatoak, amelyekre primert tervezve a kozottik
elhelyezked6 mikroszatellit-szekvencia felszaporithato.

A PCR-t alkalmazé vizsgalatok koziil egyik az AFLP (Amplified Fragment Lenght
Polymorphism), vagyis amplifikdlt fragmentumhossz-polimorfizmus, melyet ZABEAU ¢és VOS
(1993) szabadalmaztatott. Lényege, hogy 6sszgenomi DNS-bdI restrikciés endonukledzos hasitast
kovetden ismeretlen szekvencidju fragmentumokat amplifikdlunk PCR-rel. Az AFLP-technikaval
egyszerre 20—100 fragmentum azonosithato, amelyek a RAPD-hoz hasonléan legtobbszor dominans
jellegliek. Az egyes fragmentumok a genom ismeretlen €s rendszerint egymastol fiiggetlen lokuszait
képviselik. Az AFLP ismételhetdsége jo, elénye az is, hogy a kiilonbozd restrikcids enzimek ¢€s
primerek nagy szdmban kombinalhatéak. A moddszert elsésorban fajon beliili populacidk
jellemzésére alkalmazzk.

1994 ota elérheté modszer az ISSR (Inter Simple Sequence Repaet), mely a mikroszatellit-
régiok kozotti szakaszokat amplifikalja 16—18 bp hosszusagu primerpart hasznéalva. A technika nem

igényli a genomszekvencia eldzetes ismeretét, multilokuszos €s meglehetésen magas a polimorf
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mintazatok aranya. Az ISSR egy PCR alapt modszer, mely képes elkiiloniteni a kdzeli rokonsagban
allo egyedeket, egyesiti az AFLP- és az SSR-markerek elonyeit, és magaban foglalja a RAPD
univerzalitasat is. A RAPD-technikdval szemben az ISSR-primerek hosszabbak és mikroszatellit
régiokra tervezik Oket, ezért a primerek tapaddsi hdmérséklete magasabb, igy az ISSR
ismételhetésége a RAPD-hoz képest magasabb. Az ISSR-t sikeresen alkalmaztak a genetikai
diverzitas kutatdsaban példaul a Fusarium graminearum (MISHRA et al. 2004), Ustilago spp.
(MENZIES et al. 2003), és Pyrenophora teres (STATKEVICIUTE et al. 2010) esetében.

A tovabbiakban a vizsgalataink soran is alkalmazott mdodszerek keriilnek bemutatasra.

3.2.1 RAPD alapu moédszerek

E moédszer esetében az egyedek kozotti polimorfizmust a véletlenszertien amplifikalt
genomalis DNS-fragmentumok kiilonb6z6 hossza adja. A RAPD (Random Amplified Polimorphic
DNA) modszert WILLIAMS ¢s munkatarsai (1990), mig az AP-PCR (Arbitrarily Primed PCR)
modszert WELSH és McCLELLAND (1990) hasznaltak elészor fajon beliili polimorfizmus
kimutatasara. Mindkét moédszer egyszerli, gyors és olcsod, elsdsorban az egy fajhoz tartozo,
kiilonb6z6é izolatumok genetikai variabilitdsanak megallapitasdhoz alkalmazzak (COOKE et al.
1996; MAURER et al. 1998). Ezekkel a modszerekkel a genom ismeretlen DNS-szekvencidi
szaporithatok fel egyetlen random oligonukleotid primer felhasznalasaval. A RAPD-primerek
rendszerint 10 nukleotid hosszisagu random szekvenciak. A RAPD-modszernél legtobbszor 36—
40°C primer kapcsolodasi hdmérsékletet allitanak be. Egy izolatumbol legtdbbszor 2-10
fragmentum amplifikalhato, melyek mérete kb. 200 és 2000 bp kozotti. A templat-DNS-rél akkor
szintetizalhatok a fragmentumok, ha a primer kotShelyei amplifikalhatd tavolsagban vannak
egymastol, és az ellentétes DNS-szalon helyezkednek el. A kapott fragmentumokat rendszerint
agarozgél-elektroforézissel valasztjadk el, és detektdlashoz a fragmentumokat DNS-t festd
festékekkel festik. Az AP-PCR elve ugyanez, csak itt a primerek altaldban 20 (ERSEK és
GABORJANYTI (1998) szerint 12—34) nukleotidbol allnak, a PCR-reakcio pedig tobb ciklusos, mint
a RAPD esetében.

Véletlen primerek hasznalatakor az egyedek kozotti polimorfizmust egyrészt a primer
kotéhelyben levé DNS-szekvenciakiilonbség, masrészt pedig az amplifikalt régidban vagy a primer
kapcsolodasi helyén kialakuld delécid, inszercid vagy inverzidé okozhatja (HESZKY és GALLI
2006). Minden primer a genom tobb pontjaban szaporit fel diszkrét termékeket. Polimorfizmusrol
akkor van sz0, ha a felszaporitott lokuszok szama és/vagy mérete eltérd a vizsgalt genomok kozott.
A technika eldénye, hogy nincs sziikség a szekvencia eldzetes ismeretére, valamint kis mennyiségii
DNS-sel konnyen és gyorsan nyerhetiink nagy mennyiségli informaciot. Kivitelezésiik egyszert,

kevéss¢ eszkozigényes. Hatranyai kozott megemlitendd az, hogy a RAPD-markerek tobbsége
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dominans jellegli genetikai marker, illetve a szennyezddésekbdl eredd ,,szellem” savok zavardak
lehetnek, valamint nem tesz kiilonbséget az azonos méretli, de eltéré szekvenciaja RAPD-
fragmentumok kozott.

A RAPD-elemzéseket gyakran alkalmazzak a kiilonboz6 fitopatogén gombak jellemzése
soran, mint példaul a Fusarium oxysporum (Hypocreales) rasszok és ’forma specialis’-ok
tanulmanyozasakor (JESUS et al. 1995), a Rhizoctonia solani (Cantharellales) (DUNCAN et al.
1993), a Puccinia striiformis (Uredinales) (CHEN et al. 1993) izolatumok kozotti valtozékonysag
kimutatasara.

Széles korben alkalmazzak a RAPD-elemzést Pyrenophora fajok esetében is a kiillonb6zé
populécidok genetikai valtozékonysaganak vizsgalatdhoz (PEEVER ¢és MILGROOM 1994,
PELTONEN et al. 1996, JONSOON et al. 2000, CAMPBELL et al. 2002, BAKONYT et al. 2007),
vagy specifikus primerek fejlesztéséhez (TAYLOR et al. 2001, WILLIAMS et al. 2001).

3.2.2 Szekvencia alapi modszerek

A tradicionalis és molekularis mikologiaban tobb ut is lehetséges az egyes gombafajok
identifikalasara, kezdve a morfoldgiai bélyegekkel, az élettani és biokémiai funkciokon 4t egészen a
legmodernebbnek tekintett modszerig, a nukleinsav szekvencidk 0Osszehasonlitdé elemzéséig.
Evoluciés célu szekvencia vizsgalatokban nagyon sok mulik a vizsgalni kivant megfeleld6 DNS-
szakasz kivalasztasan, ezért szamos olyan tényezd van, amelyet figyelembe kell venni (IRWIN és
WILSON 1991):

e A DNS-régiokbdl altalaban olyan szakaszokat valasztanak ki, amelyek minden é161ényben
eléfordulnak, és meglehetdsen konzervativak maradhattak az evollicid soran, ugyanakkor
elegendd variabilis régidi legyenek a vizsgalni kivant taxonok filogenetikai kapcsolatainak
vizsgélatahoz.

e Az ideélis DNS-régi6 egy példanyban talalhat6 a genomban, vagy ha tobb masolatban is
el6fordul, akkor a masolatoknak ugyanazon 6stdl kell szarmaznia (pl. rDNS, mtDNS).

e A DNS-régionak lehetdleg ugyanazt a funkciot kell betdltenie minden taxonban, hogy a
régioban bekovetkezd evolicids valtozasok ne legyenek kitéve a természetes szelekcios

nyomasnak.

3.2.2.1 Riboszomalis DNS ITS-régio

A fenti kovetelményeknek eleget téve a filogenetikai tanulmanyokban az egyik
leggyakrabban alkalmazott szekvencia a riboszomadlis RNS géneket kodolé (rDNS) szakaszok,

melyek minden ¢€l6lényben el6fordulnak, és meglehetésen konzervativak, ugyanakkor egyes
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régidokban elegend6 variabilitassal rendelkeznek a kiilonbozé rokonsagi kapcesolatok vizsgalatahoz.
LUTZONI ¢és munkatarsai (2004) szerint a gombak korében végzett filogenetikai vizsgalatok
83,9%-a az rDNS-szekvencidk vizsgalatan alapult.

Az eukaridta riboszémat kodoldé DNS tartalmazza az egyes alegységeket kddold géneket,
valamint a kodolo szakaszok kozotti nem kodolo részeket, €s a genomban tandem ismétlédé modon
helyezkedik el. Az ismétlodések szama lehet néhany szdz, vagy akar tobb tizezer (GIGLIANO
1999). Az alegységek tobbek kozott: 18S, 5,8S és 25-28S (9. abra). Ezen alegységeket kodolo
szakaszok kozott helyezkednek el az 5,8S rDNS-t kézrefogd 1TS-szakaszok, melynek teljes hossza
igen valtozékony, gombaknal altalaban az 500-900 bp mérettartomanyba esik az univerzalis
primerekkel felszaporitott ITS1-5.8S-ITS2 PCR-termék hossza. Mivel az ITS-szakaszok a
transzkriptumbol az RNS posztranszkripcionalis érése sordn kivagodnak, azaz nem kodolod
szakaszok, ezért mutacios ratajuk joval magasabb a konzervativabb alegységekénél, fajok kozott
rendszerint valtozékonyak, de viszont fajon beliil tobbnyire kevésbé polimorfak, éppen ezért fajok
kozotti 0sszehasonlitasra az ITS sokkal alkalmasabb, mint az rDNS kodolo alegységei. Mivel az
alegységeket kodolo szakaszok konzervativak, igy ezekre univerzalis és specifikus PCR primerek
tervezhetdek, melyek altal az ITS1-5.8S—ITS2 PCR-termék felszaporithatd. Azonban szakirodalmi
ellenpéldakat is lehet talalni. Az rDNS-ITS szekvenciaanalizisével csak kis kiilonbségeket tartak fel
(1-tél 4 nukleotidig) a kissporas Alternaria (Pleosporales) fajok kozott (KUSABA és TSUGE
1995). A szerzOk szerint ez az eredmény elégtelen volt ahhoz, hogy ezeket az 4. alternatatol
filogenetikailag kiilonb6z6 taxonként hatarozzdk meg. Mig egy masik forrasmunkaban PRYOR ¢és
GILBERTSON (2000) szerint az ITS-régié alkalmasnak bizonyult az Alternaria tajcsoportok és
csoporton beliili rokon fajok elkiilonitésére.

Eloéfordulnak olyan esetek is, ahol az ITS-szakasz onmagaban nem alkalmas rokonsagi
viszonyok vizsgalatara, pl. kozelrokon taxonok, fajkomplexek esetében, vagy ha egy egységesnek
tartott faj példanyai genetikailag eltérnek (kriptikus fajok), mint azt példaul KYTOVUORI és
munkatarsai (2005) kimutattak a Cortinarius (Agaricales) mintak feldolgozéasakor. Napjainkban az
rDNS-ITS azonban még mindig fontos molekularis taxondémiai ¢és filogenetikai marker, de
megbizhatd filogenetikai elemzésekhez elengedhetetlen egyéb, a sejthaztartdsban szerepet jatszo
egyetlen vagy tobb ugynevezett ,,szuperszekvenciat” (multilocus dataset) készitenek, amely tobb
ezer nukleotid hosszusagu is lehet, amivel a taxonok kozotti kiilonbséget jelentd filogenetikailag

informativ karakterek szdma jelentésen megnovelhetd.
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9. abra A riboszomalis RNS alegységei és a leggyakrabban hasznalt primerek.
(Forras: http://biology.duke.edu/fungi/mycolab/primers.htm).

Tobbgénes szekvencidkon alapuld kiemelkedd0 munkak példaul TANABE ¢és
munkatarsainak (2004) dolgozata a jaromspdras gombak (Zygomycota) teriiletén (RPB1 es EF1-a),
BINDER ¢és HIBBETT (2002) négy génre (nucSSU, nucLSU, mitSSU, mitLSU) alapozott
taxonomiai alapmiive a Homobasidiomycetes osztalyrol, HOFSTETTER és munkatérsai (2007)
fehérje- és riboszomalis gének (RPB1, RPB2, nucSSU, nucLSU, mitSSU) hasznalhatdésagat
Osszevetd cikke a zuzmoképzé gombakrol, vagy JAMES és munkatarsai (2006) alapkdnek szamito,
6 gént vizsgald (nucLSU, nucSSU, 5,8S rRNS, RPB1, RPB2, EF1-a) publikacioja. Fehérjét kodold
gének esetében az informativ karakterek szama meghaladhatja az RNS-t kodold génekéit

(FROSLEYV et al. 2007), foleg a tripletek harmadik nukleotidjaibdl ad6do valtozékonysag okan.

3.2.2.2 Fehérjéket kodolo gének

A fehérjéket kodold gének olyan gének, amelyek minden éldlényben el6fordulnak és
meglehetdsen konzervativak maradtak az evolucid soran, igy alkalmasak filogenetikai célu
vizsgélatokhoz. Ezen gének kozé tartoznak tobbek kozott a transzlacids elongacids faktor la
alegysége (tefla) (BALDAUF ¢s PALMER 1993, COX et al. 1995, WERY et al.1996), az aktin
fehérjéket kodolo gének (BALDAUF és PALMER 1993, FLETCHER et al. 1994), a B-tubulin
fehérjék kodolasaért felelés gének (BALDAUF és PALMER 1993, EDLIND et al.1996), valamint a
glicerinaldehid-3-foszfat fehérjét kodold gének (MARTIN et al. 1993).

e p-tubulin-gén

Eukariotdkban legnagyobb ardnyban az a (alfa)- és 8 (béta)-tubulin csaladba tartozé fehérjék

¢épitik fel a mikrotubulusokat, melyek koziil kiilondsen a B-tubulint koédold gén (10. abra) egyre
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nagyobb figyelmet kap az evolucids értelemben egymashoz tavol és kdzel 1évo taxonok esetében a
rokonsagi kapcsolatok elemzése soran (BALDAUF et al. 2000).

A legtobb gomba faj csak egy B-tubulin gént tartalmaz, azonban néhany gomba (Aspergillus
nidulans (Eurotiales) ¢és Colletotrichum graminocola (Glomerellales)) génallomanyaban két B3-
tubulin gént azonositottak, melyek koziil egyik azonos volt a rokon fajokéval, mig a masik ettol
Iényegesen eltérd volt. (MAYet al. 1987, PANACCIONE ¢s HANAU 1990).

A novénykorokozd gombak korében O’DONNELL és munkatarsai (1998) a Giberella
Sfujikuroi (Hypocreales) fajkomplex elemzésére hasznaltdk e génszakaszt. VOIGT és munkatarsai
(2005) a B-tubulin gént is alkalmaztak a Phoma lingam (Pleosporales) teleomorf alakjanak
(Leptosphaeria maculans - L. biglobosa fajkomplexének) vizsgalatara, IRINYI (2009) harom
filogenetikai markert (B-tubulin, tefl és ITS) hasznalt tizenegy Phoma-szeri gomba 24

izolatumanak faji szintli rokonsagi vizsgalataihoz.

3
b Etl
T1 T, i1, Tiz, T12
T41 T21 T2 T2z T22
FrLE * ‘ T2X ' . Etib
[ T — T Ersb

kb

10. abra A B-tubulin gén szerkezete (fekete téglalap: exonok, fehér téglalap: intronok) és primerei
(nyilakkal jel6lve az indulasi pontokat, rajta a primer nevével) (Forras: http://lutzonilab.org/beta-

tubulin/)

e Aktin

Széleskorti funkcidi ellenére az aktin elsdédleges szerkezete, az aminosavak sorrendje
meglehetésen allanddé az eukariotdk kozeli és egészen tavoli filogenetikai csoportjaiban
(HIGHTOWER ¢és MEAGHER 1986), ami e fehérjét kodold gént idealissd teszi filogenetikai
analizisekre, gyakran az rDNS-ITS és/vagy egyéb fehérjéket kodolo génekkel egyiitt alkalmazva
(BHATTACHARYA et al. 1991; BALDAUF ¢s PALMER 1993; DROUIN et al. 1995). A fonalas
gombak haploid genomjdban az aktin gén egy példanyban fordul el6 (BHATTACHARYA et al.
1991). Bizonyos esetekben az aktin génre alapozott filogenetikai fa az rDNS-faval azonos
eredményt mutatott, pl. az allatvilag és gombdk kozotti rokonsagi viszony éabrazolasa esetében
(BALDAUF ¢s PALMER 1993; WAINRIGHT et al. 1993), mig maskor (pl. a nyalkagomba
filogenetikai helyzete) ellentmondasban voltak egymassal (BHATTACHARYA et al. 1991;
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DROUIN et al. 1995). VOIGT ¢és munkatarsai (2005) tobbek kozott az aktin gént alkalmaztak a

Leptosphaeria maculans L. (Pleosporales) fajkomplexen beliili filogenetikai kapcsolatok tobbgénes
vizsgalatara. DANIEL és MEYER (2003) pedig az élesztégombak meghatarozasanal alkalmaztak
aktin génszekvencidkat is, melyek jobb elkiilonitd markernek bizonyultak az rDNS-hez képest.
INDERBITZIN és munkatarsai (2011) 5 0j Verticillium faj azonositasdhoz hasznalta fel az aktin
gén szekvenciakat, kiegészitve az rDNS-ITS, gpd, elongacids faktor és triptofan-szintetaz génekre
kapott adataikat. PINTYE (2012) munkéassdga sordn szintén felhasznalta ezt a gént, s
megallapitotta, hogy a sz6ldlisztharmatot parazitdldé Ampelomyces gombak rDNS-ITS- és aktin-

szekvenciajuk alapjan eltéro torzsekbe tartoznak.

e Glicerinaldehid-3—foszfat—dehidrogenaz

A glicerinaldehid-3-foszfat-dehidrogenaz (gpd) a fonalas gombdak genomjaban altaldban egy
példanyban talalhaté meg (PUNT et al. 1988), de néhany faj esetében kett6 (HARMSEN et al.
1992) vagy harom kopia (WOLFF és ARNAU 2002) is eléfordul, de nem feltétleniil irddik at
mindegyik a transzkripcié soran (HARMSEN et al. 1992; WOLFF és ARNAU 2002). SMITH
(1989) szerint a gén megkdzelitben az rDNS-ITS-hez hasonlé taxonomiai szinteken alkalmazhat6
filogenetikai vizsgalatokhoz.

Néhany példat emlitve a ndvénykortan teriiletérdl, a raktari kartevd Gilbertella persicaria
(Mucorales) ¢és rokon fajok gpd- ¢és rDNS-szekvencidival végzett vizsgalatok nagyban
hozzéjarultak e gombak filogenetikai kapcsolatainak tisztdzadsdhoz. A G. persicaria igen kozeli
filogenetikai kapcsolatban all a Choanephoraceae csaldd tagjaival, a Rhizomucor és Mucor
nemzetségek képviseldinek vizsgalt DNS-szekvenciai pedig nagy filogenetikai tdvolsdgot mutatnak.

BERBEE ¢és munkatérsai (1999) ITS- és részleges gpd-szekvencidk segitségével igazoltak,
hogy a kordbban Helminthosporiumok kozé sorolt, de morfoldgiailag elkiilonithetd Drechslera és
Bipolaris nemzetségek valdban elkiiloniilnek egymastol filogenetikai értelemben is.

ZHANG ¢és BERBEE (2001) ezt kovetden kiterjedtebben vizsgaltdk e csoport evollcios
kapcsolatait tobb mint 20 Pyrenophora/Drechslera fajt 6sszehasonlitva Cochliobolus/Bipolaris és
SetosphaerialExserohilum fajokkal a riboszomalis DNS ITS-régi6 és a glicerinaldehid—3—foszfat—
dehidrogenaz gén szekvenciaelemzését alkalmazva.

WANG ¢és munkatarsai (2010) szintén ITS- és gpd-gének segitségével két 1) Stemphylium
fajt azonositottak Kinabol és Franciaorszagbol.

MANAMGODA ¢és munkatarsai (2014) nemrégiben Bipolaris fajok azonositasan és

crer
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bizonyult a legalkalmasabbnak, akar Onmagaban alkalmazva is elegendének a taxonok

elhatarolasara.

3.3 Pyrenophora teres f. teres intraspecifikus genetikai valtozékonysdaga

Az ¢lovilag jellemzd tulajdonsdga a valtozatossag, mely két szinten nyilvanul meg.
Nemcsak a fajok kiilonboznek (interspecifikus), hanem fajon beliil (intraspecifikus) is tapasztalhato
valtozatossag, ugyanazon faj vagy populacié egyedei fenotipusukat és/vagy genotipusukat tekintve
altaldban nem tokéletesen egyformak. Altaldnosan igaz, hogy minél nagyobb egy patogén genetikai
valtozatossaga, anndl jobban képes alkalmazkodni a kornyezethez, példaul 0j patotipusok, a
korabbiakndl agresszivabb vagy a fungicidekkel szemben ellenallobb torzsek alakulhatnak ki
(McDONALD ¢s LINDE 2002). Ebbdl kdvetkezéen egy gombapopulacid valtozékonysaganak és
genetikai szerkezetének ismerete nem csupan elméleti, hanem gyakorlati szempontbol is fontos
(TIBAYRENC et al. 1991).

Hamar felismerték azt, hogy a kiilonb6zé vagy azonos teriiletr6l szarmazd P. feres
izolatumok kozott nagy morfoldgiai eltérések lehetnek (McDONALD 1967; SHIPTON et al. 1973),
ami megnehezitette az azonositast (SHIPTON et al. 1973). Gyakorlati szempontbol azonban
nagyobb jelentdsége van a patogenitashoz/virulencidhoz kothetd valtozékonysagnak. PON (1949)
volt az elsd, aki jelentést készitett a P. teres patogenitasbeli valtozékonysagarol. TEKAUZ (1990)
Kanadaban mérte fel a P. teres patotipusait, és a PTT 45, valamint a PTM 20 patotipusat
azonositotta egy 9, illetve egy 12 tagh arpa differencialésor hasznalataval. Hasonl6an nagyszamu
patotipust irtak le a korabbi Szovjetunio teriiletén AFANASENKO ¢s LEVITIN (1979), akik 80
PTT patotipust jelentettek egy 7 arpa fajtabol 4llo differencidldsor tesztelésével. A P. teres eltérd
¢s WEBSTER (1992) Kalifornidban végezte el a haldzatos forma valtozékonysaganak felmérését,
¢s csupan 13 patotipust talalt egy 22 tagh tesztszortiment segitségével. Ezzel azonos szamu PTT
patotipust azonositottak PLATZ ¢és munkatirsai (2000) Ausztralidban kisebb, 15 tagl
differencidlosorral. Nyugat-Ausztralidban GUPTA és LOUGHMAN (2001) csak 2 PTT és 2 PTM
patotipust jelentett, pedig sokkal nagyobb, 0sszesen 47 tagbdl allo differencialosort hasznaltak.
Hasonldan kevés, csak 4 halozatos patotipust azonositottak Egyiptomban (EL-FAHL et al. 1982),
bar differencialosoruk minddssze 4 tagbol allt.

Az 1990-es években megjelend molekularis technoldgiai fejlesztések lehetové tették, hogy
Uj szemszOgbdl vizsgaljak a genetikai sokféleséget. A P. teres populdciok genetikai variabilitasat
szamos orszagban vizsgaltdk molekularis markerekkel. PEEVER ¢és MILGROOM (1994) a
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korokozo Egyesiilt Allamokbol, Kanadabol és Németorszagbol szarmazo, tavoli foldrajzi eredetii ot
azonositott tiz lokuszon vizsgaltak az allélgyakorisagot populdcionként 2235 izoldtumban. Nyolc
RAPD-lokusz mutatott polimorfizmust legalabb egy populdcioban, és két lokusz volt monomorf
mind az 6t esetében. Ot és kilenc kozott alakult a tobblokuszos genotipusok szdma az egyes
populéacidkban. Kilenc genotipus kizdrolag a német populacioban, 4 pedig kizardlag a new-yorki
populacidban fordult elé. A teljes genetikai valtozékonysdgért kozel egyenld mértékben a
populaciok kozotti (46%) és a populacidkon beliili (54%) valtozékonysag volt felelds. A
nagymértékii populaciok kozotti valtozékonysag kialakuldsdban szerepet jatszhatott az idegen
genotipusok feltehetden fertdzott vetdmaggal ilyen nagy tavolsdgokra vald terjedésének
korlatozottsaga, azaz a populaciok kozotti alacsony mértékii migraciod. Az adatok elemzése soran
arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy valamennyi vizsgalt populacio valdsziniileg egy 6si kozos alap
populaciébol szarmazik, talan a Kozép-Keletrdl, ahol a feltételezések szerint a P. feres és a
termesztett arpak elddei egyiitt evolvalddtak. Az 6t populacidé koziil négyben a RAPD-lokuszok
nagy szazaléka véletlenszerli kombinacidkban fordult eld, ami a kiilonb6zd genotipusok szexudlis
rekombindacidjara utal.

PELTONEN ¢és munkatarsai (1996) ugyancsak 5 RAPD-inditészekvenciat alkalmazva
vizsgalta Finnorszag kiilonb6z6 helyeirdl szarmazo 48 PTT izolatum genetikai valtozékonysagat.
UPGMA klaszter analizissel 63%-0s hasonlosagi koefficienst allapitott meg az Osszes izoldtum
kozott. Az izoldtumokat nem tudtdk csoportositani foldrajzi szadrmazdsuk, agresszivitasuk,
novekedési ratajuk, vagy morfologiai jellemzdik szerint, amit azzal indokoltak, hogy a vizsgalatban
hasznalt primerek valdszinileg semlegesek voltak ezekre a jellemzokre nézve. A genetikai
valtozékonysdg azonban egészen kis skdlan is megfigyelhetd volt, mivel azonos ndvényen
kiilonb6z6 genotipusok is eléfordultak.

JONSSON ¢és munkatérsai (2000) a genotipusos valtozékonysdg maximalis fokat figyelték
meg 64 svéd PTT-izolatumban, amelyeket 2 teriiletrdl gyljtottek egymastol 20 km-es tavolsagban,
¢s 3 RAPD-primerrel teszteltek Osszesen 19 kiilonb6z6 lokuszt azonositva. A polimorf lokuszok
aranya egyik populdcioban 48,7%, a masikban 58,6% volt. Az egyes allélok gyakorisdgara
alapozott Nei-féle géndiverzitas alig tért el a két populacioban (H=0,182, ill. H=0,216), ¢és a
populacidk kozotti genetikai kiilonbozoség is csak kismértéki volt (5,3%, Gsr=0,053).

FRAZZON ¢és munkatarsai (2002) szintén RAPD-moédszert alkalmaztak Brazilia Rio Grande
do Sulallamanak kiilonbdzd teriileteirdl szarmazo nyolc P. feres izolatum morfologiai és genetikai
variabilitdsanak vizsgalatara. Azt talaltdk, hogy mig az izolatumok telepmorfoldgiaja tagabb
hatarok kozott kiilonbozott egymastol (50—100%-os paronkénti hasonlosagok), addig a 16 RAPD-

primerrel végzett elemzés szorosabb genetikai hasonlosdgot mutatott (75,81-90,32%) az
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izolatumok kozott, melyek azonban nem foldrajzi szarmazasuk szerint csoportosultak az UPGMA-
fenogramon.

CAMPBELL és munkatarsai (2002) magas szintli, 63%-os Nei-féle genetikai kiilonbséget
talaltak a halozatos tiineteket és az ovalis levélfoltokat okozod két P. teres forma egy-egy
populacidja kozott, ezzel szemben a korokozok alpopulécioi (adott forma egy tablan beliili 2
mintagylijtési helyérél szarmazo torzsek) kozott a genetikai kiilonbozdség mértéke mar igen
alacsony volt (1,49%). Osszesen 36 PTT- és 29 PTM-izolatumot vizsgaltak, melyeket két,
egymashoz mintegy 30 km-re 1év0 tablarol gytjtottek. A részletes kisérletekhez 5 RAPD-primert
valasztottak ki, melyekkel végiil 65 lokuszt azonositottak. A polimorf lokuszok aranya a két PTT-
alpopulécioban 30,8%, illetve 13,8% wvolt, és 13 kiilonb6z6 PTT tobblokuszos genotipust
azonositottak. A Nei-féle géndiverzitds atlagos mértéke a PTT-populdcioban 0,0625 volt. A
genetikai adatokon alapulé dendrogamon a két formdaba tartozd izolatumok tObbsége egy-egy
kiilonalld klasztert alkotott. Egy ’f. teres’ izolatum tartalmazott egy sajatos ’f. maculata’
fragmentumot és ezért kiilon csoportosult. A kutatdok szerint mindez arra utal, hogy a kérdéses
izolatum a PTT és PTM keresztez6désébdl johetett 1étre, tehdt a természetben lehetséges a
keresztezodés a két P. teres forma kozott, csak korlatozott mértékben.

BATURO-CIESNIEWSKA ¢és munkatérsai (2012) négy lengyel vidékrdl szarmazé 41 PTT-
izolatum esetében tanulmanyoztak a genetikai valtozékonysagot. Nyolc RAPD-inditoszekvenciat
talaltak alkalmasnak a vizsgalatokra, amelyekkel 6sszesen 56 lokuszt azonositottak, ahol a polimorf
lokuszok aranya 40,9% volt. Bar az analizis soran kimutattak genetikai variabilitast az izolatumok
kozott, de ezt a hatast nem tudtdk egyik vizsgalt tényezonek (gyijtési hely, gyljtés éve,
gazdandvény fajtaja) sem tulajdonitani egyértelmiien. Az atlagos genetikai hasonlosadg az Osszes
izolatum tekintetében 48% volt. Erdekesség, hogy 20 izolatumpar kozott, melyek legalabb 85%-os
hasonlosadgot mutattak, voltak olyanok, melyek gyiijtési helye, éve vagy gazdandvényiik fajtija
azonos volt, de voltak olyanok is, melyek esetében ezen adatok kiillonboztek. A legnagyobb
hasonlosaggal bird izolatumparok némelyike azonos, masika pedig kiillonb6z6é parosodasi tipusba
tartozott.

RAU és munkatarsai (2003) Szardinia szigetén 5 agrodkologiai korzetben 150 P. teres
izolatumot gyujtottek. Az izolatumok egyetlen arpa fajtar6l, de Osszesen 6 szant6foldrol
(populdciobol) szarmaztak. A mintdk 57%-a PTT, 43%-a PTM volt. Ot populacidban mindkét
forma el6fordult, mig egy populacioban csak PTT-k voltak jelen. A szerzék 121 AFLP-markerrel
vizsgaltak a P. teres populéacioszerkezetét. A polimorf lokuszok ardnya az 6sszes izoldtumot nézve
42% volt, a ’f. teres’-t tekintve pedig ennél kicsit kisebb (33%). A genetikai polimorfizmus mértéke
a Nei-féle atlagos géndiverzitas alapjan hasonlod volt a PTT- és PTM-populacidokban (0,046 ill.

0,045), ugyanakkor a PTT-n beliil sokkal nagyobb volt az alpopulaciok kozotti genetikai
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differencialtsag (43%), mint a PTM esetében (9%), talan elobbi korokozo kisebb mértéki
migraciodja miatt. A genotipusos diverzitast nézve a PTT-izolatumok 68%-a képviselt kiilonb6zd
tobblokuszos genotipust, mig a PTM-izolatumok ennél nagyobb hanyada (87%) tartozott mas-mas
genotipusba. Mindez arra utalt, hogy a PTT-populdcién beliili nagyobb foku volt a klonalitas
mértéke. A szerzOk adataik alapjan mindkét korokozonal valoszintisitették az ivaros szaporodast
szantofoldon, de azt is hangsulyoztak, hogy annak szerepe a populdcioszerkezet alakitisaban a
kiilonb6z6 kornyezeti régidkban eltérd mértékii.

LEISOVA ¢és munkatéarsai (2005b) Csehorszagbol és Szlovéniabél szarmazo 37 PTT- és 30
PTM-izolatumot vizsgalt AFLP-analizissel. Tizenkilenc primerkombinacié segitségével 469 DNS-
fragmentum el6fordulasat elemezték ezekben az izoldtumokban. A markerek dontd hanyada
(95,9%) polimorf volt. Megallapitasuk szerint az izolatumok genetikai variabilitdsat sokkal inkabb
befolyasolta a gylijtés éve, mint foldrajzi szdrmazasuk vagy gazdandvénylik fajtaja.

SERENIUS és munkatarsai (2007) szintén AFLP-analizist hasznalva vizsgaltak kozel
haromszaz ausztral, eurdpai, €észak-amerikai és orosz P. teres izolatumot. Jelentds genetikai
kiilonbséget mutattak ki a kiilonb6zd orszagok, valamint ausztral allamok ’f. feres’ populacioi
kozott (Fst=0,238, ill. 0,573), de nem talaltak statisztikailag igazolhat6 eltéréseket azonos ausztral
allambol szarmazo6 populaciok kozott. Emellett a halozatos forma mintegy kétszer nagyobb mértéki
differencialtsagot mutatott az allamok k6zott Ausztralidban, mint a PTM.

LEHMENSIEK ¢s munkatarsai (2010) 60 PTT- és 64 PTM-izolatum genetikai rokonsagat
vizsgalta, melyek kozil 58 Dél-Afrikdbol ¢és 66 Ausztralidbol szdrmazott. Nyolc AFLP-
primerkombinaciét alkalmazva 6sszesen 400 lokuszbol 168 (42%) volt polimorf. Megéllapitasuk
szerint mind a PTT-, mind pedig a PTM-csoportokon beliil legalabb 90% volt az egyes izolatumok
genetikai hasonlosadga. Populéacidszinten pedig mig a dél-afrikai PTT-populacidok (kiilonb6zo
mintavételi helyek) kozotti divergencia 32,81% volt, addig az ausztraliai PTT-populaciok (szintén
kiilonb6z6 mintavételi helyek) esetében csak 8,89%-ot mértek. Tovabba azt a kovetkeztetést vontak
le, hogy mindkét kérokozo forma vizsgélt populacidiban elsésorban az ivartalan szaporodas fordul
eld.

Osszesen 20 sziriai és tunéziai agrodkologiai korzetbe tartozd PTT-populacié 94 izolatumat
vizsgaltadk BOUAJILA ¢és munkatarsai (2013) 401 polimorf AFLP-marker segitségével. Azt
tapasztaltdk, hogy a populdcidkon beliil nagyobb volt a genetikai variancia, mint kozottiik, bar
utobbi is szdmottevd mértéket ért el (27,24%). A 94 vizsgalt izolatum 87 kiilonb6z6 AFLP-
haplotipust képviselt, ami magas genotipusos valtozékonysdgra, illetve kozvetve gyakori
izolatumok kozotti genetikai rekombinéciora utalt. Egyarant nagyfoku genetikai kiilonbség volt a
kiilonb6z6 fajtakrol szarmazo sziriai €s a tunéziai populaciok esetében (Gsr= 0,31, ill. Gst= 0,39),

melyet részben a mintazott teriiletek kozotti alacsony génaramléssal lehet magyarazni. Erre utalt a
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genetikai adatok alapjan szerkesztett UPGMA-fenogram is, melyen az izoldtumok fdleg a
gazdandvények fajtija vagy az agro-okologiai korzetek szerint csoportosultak.

BOGACKI ¢és munkatarsai (2010) voltak az elsok, akik mikroszatellit elemzést alkalmaztak
Dél-Ausztraliabdl szarmazod 3 PTT- és 2 PTM-populcié vizsgalatara. Osszesen 76 °f. teres’ és 43
’f. maculata’ izolatumot teszteltek 20 lokuszon, melyekbdl 17 polimorf volt. A géndiverzitas Nei-
féele érteke kozel azonos volt a két korokozo populacoban (PTT-re 0,38 ¢s PTM-re 0,40), valamint
sokkal magasabb a mas tipusu markerekkel korabbi tanulmanyokban szamitott értékeknél. Mindkét
korokoz6 alpopuléacioi kozott alacsony genetikai kiillonbséget mutattak ki. Ezzel szemben a formak
szignifikans modon kiilonboztek egymastol (Nei-féle Gsr= 0,42). A szerzOk nagyszamu kiilonb6zo
szaporodasnak talan jelentds szerepe lehet ebben.

Litvan PTT-populéciok genetikai véltozékonysagat vizsgaltdk STATKEVICIUTE és
munkatarsai (2010) ISSR-analizissel. Két helyszinen 2007-2008-ban gytjtott 24 izolatumot
valasztottak ki a vizsgalatra, amit két inditoszekvenciaval teszteltek. Osszesen 31 kiilonbozd allélt
azonositottak és valamennyi izoldtum egyedi ISSR-haplotipusba tartozott, mutatva a modszer nagy
felbontoképességét. Az Osszes molekuldris variencidnak 88,78%-a volt tulajdonithaté a
populacidkon beliili genetikai valtozékonysagnak, 6,37% a kiillonbozé években azonos helyszinen
gyljtott populaciok kozotti eltérésnek, mig 4,85% az azonos évben kiilonb6z6 helyszinrdl szarmazo
populéciok kozotti eltérésnek. UPGMA klaszter analizissel nem allapitottak meg a gytijtési éveknek
¢s helyeknek megfeleld izoldtumcsoportokat.

LEISOVA-SVOBODOVA és munkatarsai (2014) féleg cseh és szlovak P.teres izolatumok
genetikai valtozékonysagat vizsgaltdk szintén mikroszatellit analizissel. 305 PTT- és 82 PTM-
izolatumot gyljtottek kiillonbozo régidokbol és 23 mikroszatellit lokuszon jellemezték dket. Hasonlo
Nei-féle géndiverzitast allapitottak meg a két forma esetében, de meglepd mdédon nagyobb genetikai
eltéréseket mértek a két korokozo forman beliil (PTT-re 0,46; PTM-re 0,41), mint kozottik (Gsr=
0,18). A szerzOk nem talaltak igazolhato genetikai kiilonbségeket a kiilonbozé években gytijtott
populécidk kozott, és az izoldtumcsoportok kozotti genetikai tdvolsag sem volt Osszefliggésben
azok egymastél mért foldrajzi tavolsagaval. Mivel mindegyik izolatum egyedi tobblokuszos
genotipusu volt, a véletlenszeri parosodds hipotézisét a szerzOk nem tudtdk kizarni a legtdbb
populacidban, s feltételezték, hogy a P. feres vizsgalt populacidiban az ivaros és ivartalan

szaporodasi forma egyarant el6fordul.

3.3.1 A Pyrenophora teres parosodasi tipusainak eloszlasa
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A valddi gombak esetében altalaban elkiilonithetd egy ivaros és egy ivartalan szaporodasi
szakasz. Az ivartalan konidiumok legfontosabb szerepe a betegség terjesztésében van, mig az ivaros
uton keletkezd spordk rendszerint primer fertdzési forrdsként és atteleld képletekként
funkcionalnak, valamint fontos forrdsai a genetikai variabilitasnak. Nagyobb genetikai variabilitas
altalaban olyan populacidokban van, ahol az egyedek Onsterilek, hiszen az onmegtermékenyiilés a
homozigoéta allapot, a beltenyésztés iranyaba hat, és az ilyen populacio kevésbé alkalmazkoddképes.
Az Onmagukban ivaros Uton szaporodd6 gomba torzsek homotallikusak. Ezzel szemben a
heterotallikus gombak kompatibilis partnerek kdlcsonhatdsat igénylik az ivaros reprodukcidhoz. Itt
a parosodas a faj azonos, de két eltéré parosodasi tipusu izoldtuma kozott megy csak végbe (KEVEI
et al. 1999).

A Pyrenophora teres képes ivarosan ¢és ivartalanul is szaporodni, ezért a gomba
populécidinak genetikai szerkezete jelentdsen fiigg e két szaporodéasi mod relativ gyakorisagatol a
vegetacios periodusban (LIU et al. 2011). Néhany tanulmany mar kimutatta, hogy az ivaros
szaporodas jelentés a P. teres populaciokban (PEEVER ¢s MILGROOM 1994; JONSSON et al.
2000; RAU et al. 2003). Ezzel ellentétben mas P.teres populaciokat érintd vizsgalatokbol az deriilt
ki, hogy fdleg ivartalanul szaporodott (CAMPBELL et al. 2002; LEHMENSIEK et al. 2010).
Ahhoz, hogy képet alkothassunk a P. teres adott populacidinak hajlamarol a valtozékonysagra,
ismerniink kell az ivaros €s ivartalan szaporodas kiterjedtségét ezekben a populdciokban. Mindez
segithet a populdcioban zajlé folyamatok (pl. 0j patotipusok Iétrejottének) megértésében ¢és
kozvetett modon a kérokozo elleni védekezésben (SOMMERHALDER et al. 2006).

A P. teres egy Onsteril, heterotallikus tdmlésgomba, ahol a parosodasi tipust egyetlen lokusz
két idiomorf allélje hatarozza meg (RAU et al. 2005). A P. graminea szintén a heterotallikus
gombak csoportjaba tartozik, melyek szekvencidjat RAU €s munkatarsai hataroztak meg (2007),
azonban a parosodasi tipusok eloszlasara nincs elérhetd adat. A gyakorlatban a két parosodasi tipust
MATI1-nek és MAT2-nek nevezziik. Ezek az allélok nem azonosak a P. teres két formaja kozott.
Ugynevezett SNP-k (egynukleotid-polimorfizmusok) alapjan olyan szekvencia specifikus
primereket terveztek, melyekkel PCR-t kdvetden egyarant el lehet kiiloniteni a korokozo két
formdjat, valamint azok péarosodasi tipusait is (LU et al. 2010). A sikeres parosodashoz mindkét
parosodasi tipus jelenléte, valamint megfeleld kornyezeti tényezdk sziikségesek (SHIPTON et al.
1973).

RAU ¢s munkatarsai (2005) Szardinia szigetérdl, dsszesen 6 populaciébol szarmazd 150
izolatum (68 PTT és 82 PTM) parosodasi tipusat is tanulmanyoztak az altaluk fejlesztett PCR-
technikdval. Mindkét parosodasi tipus jelen volt az Osszes populdcidban, mégpedig olyan
gyakorisaggal és eloszlasban, ami valdszinUsitette az ivaros szaporodas jelenlétét a vizsgalt
szantofoldi populacioiban. A MAT1- és MAT2-izolatumok ardnya mindegyik populacioban kozel
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1:1 volt. A szerzok kovetkeztetése szerint sszességében és foképpen az ivaros szaporodasnak volt
tulajdonithaté a parosodasi tipusok azonos aranyu eloszlasa.

SERENIUS ¢és munkatarsai (2005) 72 finn PTT-izoldtum esetében tanulmanyoztak a
parosodasi tipusok eloszlasat két szant6foldi populacioban. Elsé alkalommal azonositottak a gomba
két parosodasi tipusat Finnorszagban, mely kozel 1:1 aranyban volt jelen mindkettd a vizsgalt
populécidokban. Nem taldltak a MAT1- ¢s MAT2-csoportok kozott igazolhatod genetikai differenciat.
Véleményiik szerint a kapott eredmények kdzvetetten a gomba gyakori szexudlis szaporodéasara
utalnak finnorszagi koriilmények kozott.

SERENIUS ¢és munkatarsai (2007) egy kordbban mar emlitett masik tanulmanyukban
szintén mindkét parosodasi tipust megtalaltak mind a 167 izolatumos finn gylijteményben, mind
pedig a 139 izolatumbol allé ausztral gylijteményben. Sok gytijtési helyen kozel 1:1 ardnyban
fordultak el6 MATI1- és MAT2-torzsek, és a legtobb izolatum mas-mas AFLP-haplotipust képviselt.
Ezzel szemben csak MAT2-es izolatumokat azonositottak Krasznodar kornyékén Oroszorszagban.
A mindkét parosodasi tipust tartalmazo6 populaciokban nem figyeltek meg genetikai elkiiloniilést a
MATI1- és MAT2-csoportok kozott, s a szerzOk ebbdl azt a végsd kovetkeztetést vontak le, hogy a
két parosodasi csoport kozott valdsziniileg 1étezik genetikai kdlcsonhatés. Jollehet a véletlenszert
parosodas elméletét a statisztikai tesztek nem tamasztottdk ald. Mindez a P. feres populacidoban
zajloé folyamatok bonyolultsdgara utal, s a szerzék az ellentmondasok okaira tobb lehetséges
magyardzatot is felvazoltak, mint kornyezeti tényezOk (hosszi tél), agrotechnikai tényezdk
(szarmaradvanyok megléte, novényvaltas) vagy az alternativ gazdandvények szerepe.

Ausztralidban McLEAN és munkatarsai (2010) a P. teres f. maculata 44 izoldtumdban a
parosodasi tipusok szintén 1:1-es aranyat figyelték meg, s ennek okaként az ivaros szaporodast
nevezték meg.

STATKEVICIUTE és munkatarsai (2010) 6t kiilonbozd litvaniai PTT-populdcidban
tanulmanyoztak a parosodasi tipusok eloszlasat, amely a legtobb esetben nem tért el szignifikdnsan
az 1:1 aranytol. A két tipus egymashoz kozeli mintavételezési helyen is eléfordult.

LEISOVA-SVOBODOVA és munkatarsai (2014) harmincnégy — féként cseh és szlovak —
P. teres populacidt tanulmanyoztak, ahol tobbek kozott a parosodasi tipusok meghatdrozdséara
specifikus PCR-t hasznaltak, amit RAU és munkatarsai (2005) fejlesztettek ki. Osszesen 306 PTT-
¢s 82 PTM-izolatumot vizsgaltak, ahol 227 MATI-tipusba (179 PTT és 48 PTM), 145 pedig
MAT?2-tipusba (115 PTT ¢és 30 PTM) tartozott. Tizenhat izoldtum (12 PTT és 4 PTM) pedig
mindkét parosodasi tipusra jellemzd specifikus terméket tartalmazott. Csak 11 PTT- és 5 PTM-
populacidban, azaz a vizsgalt populaciok kevesebb, mint felében fordult el mindkét parosodasi
tipus. Ezek tobbségében azonban a véletlenszerli parosodas statisztikailag nem volt igazolhato,

annak feltételei mindossze 5 populacidban teljesiiltek (95%-0s valdszinliség mellett). Négy
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populaciéban (3 PTT ¢és 1 PTM) pedig mindkét parosodasi tipust azonositottdk ugyanarrol a
levéltiinetrdl. A szerzok szerint adataik arra utalnak, hogy a vizsgalt P. teres populacidkban ivaros
¢s ivartalan folyamatok is zajlanak.

AKHAVAN ¢és munkatarsai (2014) Kanadaban tanulmanyoztdk a parosodési tipusok
eloszlasat. Osszesen 124 arpa tablardl gytijtotték be a fertdzott leveleket, amelyekrél 128 PTT- és
92 PTM-izolatumot azonositottak. Gyakran megtalaltak mindkét format ugyanazon szant6foldon,
ugyanazon nodvényen, sOt ugyanazon levélen egymashoz kozeli tlineteken. Nem tapasztaltak
jelentds eltérést az 1:1 MATI:MAT2 aranytol egyik korokozd esetében sem a vizsgalt 3
tartomanyban, sem pedig a kanadai prériken. A szerzok szerint mindkét forma életciklusaban

jelentds szerepe van az ivaros szaporodasnak Kanadaban.

3.4 Arpat fertézé Pyrenophora fajok filogenetikdja és interspecifikus rokonsdga

A gombdk korében filogenetika alatt a taxonok evoltcids fejlédését, valamint rokonsagi
kapcsolatainak a tanulmanyozasat értjiik rendszerint nukleotid- és aminosav-szekvencidjuk alapjan.
A gombdknal a filogenetika kiilonos jelentéséggel bir, mivel beldliik csak nagyon kevés fosszilis
maradvany maradt fent, amelyek segithetnék az evolucios kapcsolatok feltdrasat. A molekularis
biologia fejlddésével azonban lehetdség nyilt arra, hogy a mikroorganizmusok nukleinsav- és
fehérjeszekvencidja alapjan kovetkeztessiink az egyes taxonok kozotti evolicios kapcesolatokra, €s
feltarjuk az azok kozotti rokonsagi viszonyokat. Napjainkra a szekvenciaclemzések kutatdsa az
evolucios torzsfak készitésének standard eljarasava valt.

A tagabb értelemben vett Helminthosporium Link nemzetség kordbban szdmos lagy és fas
szara novényt fertdzo fajt olelt fel. Ebbol tobb mint 100 a Poaceae csalad tagjainak (ALCORN
1988) korokozdja, melyeket jelenleg a harom nemzetségbe sorolunk. Ezeket az anamorf
nemzetségeket hatarozottan el lehet kiiloniteni egymastol konidiumaik aldbbi morfologiai bélyegei
alapjan: a konidium és a hilum alakja, a csirazas modja valamint az alharantfalak kézddésének
sorrendje (SIVANESAN 1987; ALCORN 1988). Napjainkig mintegy 140 Pyrenophora és 80
Drechslera fajt irtak le, melyek koziil ZHANG és BERBEE (2001) tobb mint 20 faj evolucios
kapcsolatait vizsgalta a riboszomalis DNS ITS-régio6 és a glicerinaldehid-3-foszfat-dehidrogenaz
(gpd) gén szekvenciaelemzésével. Eredményeik alapjan a Pyrenophora egy monofiletikus csoport,
melyen beliil az ivartalan Drechslera alakok az eldzetes varakozasoknak megfeleléen a megfeleld
ivaros alakokhoz csoportosultak. Ezen tilmenden az ivartalan és ivaros valtozatok kozotti
filogenetikai viszonyok jol jellemezték a morfologia alapjan felallitott rokonsagi kapcsolatokat is

(11. abra).
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52/ Wrechslera poae DAOM 169240
Drechslera sp. DAOM126766
100/82) Drechslera avenae CBS 189.29

M{{ Drechslera avenae CBS 279.31
100/100) Pyrenophora chaetomioides DAOM 208989

Drechslera siccans DAOM 115701
i By GSé:E Pyrenophora lolii CBS 318.69

91/-— Drechslera siccans DAOM 115702

97/96

100/96

100/99
92/65

100/100| Drechslera sp. DAOM126772

88/55 | Drechslera sp. CBS313.69
100/83 Drechslera dactylidis DAOM 92161
100/100 1 Drechslera erythrospila CBS 108941

Drechslera erythrospila DAOM 55122
100/100 — Drechslera campanulata BRIP15927
L Pyrenophora semeniperda DAOM 213153

63/~ Drechslera biseptata CBS 599.7
77152 Drechslera biseptata DAOM 208987
-|' Drechslera biseptata CBS 108940
Drechslera biseptata CBS 308.69
Drechslera dematioidea DAOM 229295
Pyrenophora tetrarrhenae DAOM 171966

100/100 Drechslera dematioidea CBS 108963
88/70 100/99

Drechslera dematioidea CBS 108962
Drechslera dematioidea CBS 108962
Drechslera triseptata Nz6120

Drechslera nobleae CBS 259.80
100/100 | Drechslera nobleae CBS 966.87
58/77 Drechslera nobleae CBS 316.69
100/87 Drechslera nobleae DAOM 229296
——————— Pyrenophora phaeocomes DAOM 222769

Drechslera fugax CBS 509.77

Pleospora herbarum CBS 191.86

11. abra Drechslera fajok ITS, LSU ¢és gpd szekvenciakon alapulo filogenetikai kapcsolatait abrazolo
ML torzsfa. Az elagazasok statisztikai megbizhatosagat a mellettiik talalhatd bootstrap értékek jelzik. A
fa a Pleospora herbarum kiilcsoporthoz van gyokereztetve. (forrds: ARIYAWANSA et al. (2014))

CROUS és munkatarsai (1995) vizsgalataik soran egy P. japonica izolatum és a P. teres f.
maculata tipusizolatum teljes genomi DNS-RFLP-mintazatai k6zott 93%-o0s hasonlosagot mutattak
ki. E molekularis adat, valamint a két korokoz6 hasonldé morfoldgiaja és az altaluk kivaltott hasonlo
tiinetek alapjan feltételezték, hogy a P. japonica nem 06nallo faj, hanem a P. teres szinonimja.
Késobb CAMPBELL ¢és munkatarsai (1999) AFLP- ¢és RAPD-modszereket alkalmazva
megallapitottak, hogy nem csupan a P. japonica, hanem a P. hordei is valojaban a P. teres f.
maculata képvisel6i. Tovabba megfigyelték, hogy a P. teres és a P. graminea interspecifikus
keresztezésekor termékeny utodok jonnek létre laboratériumi koriilmények kozott, ami szintén
mutatja, hogy eme két faj genetikailag nagymértékben hasonlé. SMEDEGARD-PETERSEN (1983)

kordbban szintén sikeresen parositotta laboratériumi koriilmények koézott a P. teres két formajat
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egymassal és a P. gramineaval. Az utddok stabilak és termékenyek voltak. A sikeres laboratoriumi
keresztezés felveti e taxonok azonos bioldgiai fajhoz vald tartozasanak kérdését, de mind a mai
napig nincs arra adat, hogy kozottiik populdcios szinten is megtorténik a genetikai alloményok
cseréje természetes koriilmények kozott.

STEVENS ¢és munkatarsai (1998) nem tudtdk hatarozottan elkiiloniteni az arpat fert6zo
Pyrenophora fajokat egymastol az tDNS ITS-régidik szekvenciaclemzése alapjan. Minddssze egy
bazisnyi alland6 kiilonbséget tapasztaltak a P. graminea és az éarpat fert6z4 tobbi pirenofora (P.
teres f. teres, P. teres f. maculata és P. hordei) kozott az ITS1 szakaszon (0,0-0,9%-os eltérés). A
P. teres két formaja kozotti genetikai variabilitds mértéke 0,0-0,6%, a PTT- és PG-izolatumok
kozotti eltérés 0,3-0,9% volt. Feltiint, hogy a PTM-izolatumok kozotti variabilitds nagyobb (0—
0,31%), mint a PTM ¢és a P. hordei kozotti tavolsag (0-0,29%). A szerzOk végkovetkeztetése az
volt, hogy nem taldltak egyértelmli hatdrvonalat az arpat fert6z0 pirenoforak kozott sem
intraspecifikus, sem pedig interspecifikus szinten.

ZHANG ¢s BERBEE (2001) megallapitottak, hogy a P. graminea, P. teres €s P. japonica
(P. teres f. maculata) nagyon kozeli rokonsagban van egymassal, ITS- és/vagy gpd-szekvenciaik
nagyon hasonléak vagy azonosak (98,6-100%). A P. teres és P. graminea tDNS ITS-ei kozott
99,8%-0s homologiat figyeltek meg (a P. graminea gpd génjét nem szekvenaltdk). Az eredmények
alapjan a szerzok felvetették e harom arpapatogén korokozd szinonimitasdnak kérdését, s ezt
kideritendd sziikségesnek tartottak tovabbi genetikai vizsgéalatok elvégzését. A harom patogén
kozeli rokonsagit korabban mar morfologiai és genetikai tanulmdnyok is aldtdmasztottak
(SHOEMAKER 1962, SIVANESAN 1987).

CAMPBELL ¢és munkatarsai (2002) dél-afrikai arpatdblakrol szarmazo PTT és PTM
populécidk genetikai eltéréseit is vizsgaltak. A két format fogékony arpa genotipusokon okozott
tiinetek alapjan kiilonitették el, a vizsgalatokban 36 haldzatos tiineteket okozo izolatum és 29 ’spot’-
tipusu levélfoltokat kivalto izoldtum szerepelt. A 40 tesztelt random oligonukleotid primer koziil 6t
adott értékelhetd DNS-mintazatot. A két koérokozd genetikai diverzitdsat populdcion beliil és
populécidk kozott is vizsgaltdk a Nei-féle Gsr (0—1 kozotti szam) szamitasaval. Mig a két korokozé
populécioin beliili differencialtsadg alacsony volt (Gst = 0,0149), kozottiik meglehetdsen nagy volt a
genetikai elkiiloniilés (Gsr = 0,63). Ez utobbi megfigyelést az egyes izoldtumok klaszter analizise is
alatamasztotta. Az UPGMA-fenogramon harom f6 klaszter rajzolodott ki, hatarozottan elkiilontiltek
egymastol a PTT és PTM formaba tartozo izolatumok, és egy kiilon koztes klasztert alkottak a két
koérokozd korabbi laboratoriumi  keresztezésébdl szarmazd hibridizoldtumok. A szerzdk
azonositottak tovabba egy haldzatos tiinetrél szarmazé olyan izolatumot, amely tartalmazott egy a

“spot’-tipusu izolatumokra jellemzé RAPD-fragmentumot. Ennek alapjan azt feltételezték, hogy e
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sajatos izolatum a PTT és PTM ivaros rekombinacidjanak terméke, azaz a két forma keresztezddése
végbemehet természetes kornyezetben is.

LEISOVA és munkatarsai (2005a) 32 cseh és szolvak izolatum (Pyrenophora teres, P.
graminea, P. tritici-repentis és Helminthosporium sativum) AFLP analizise sordn azt tapasztalta,
hogy négy izolatum kivételével az P. teresek két kiilonalld csoportot alkotnak a PTT ¢s PTM-nek
megfelelden. A négy kivétel PTT-ként érkezett, de az analizis soran a PTM-ek csoportjaba
helyezkedtek el.

LEISOVA és munkatarsai (2005b) AFLP-analizist alkalmazva megallapitotta, hogy a P.
teres és masik négy arparol szarmazoé patogén (Helminthosporium sativum, Pyrenophora falvispora,
P. graminea és a P. tritici-repentis) tisztan elkiiloniil egymastol, tovabba a P. feresen beliil a PTT és
a PTM is kiilon klasztert alkot. Azonban a viszonylag magas szamban el6forduld kodzbensd
haplotipusok arra engednek kovetkeztetni, hogy a hibridizacio a két forma kozott 1étrejohet.

BAKONYTI és JUSTESSEN (2007) szintén RAPD-analizissel vizsgalta tavoli foldrajzi
eredeti 11 PG-, 9 PTM- ¢és 23 PTT-izolatum genetikai kapcsolatat. Hét primer alkalmazéasaval 55
polimorf (52,38%) DNS-szakaszt azonositottak Osszesen 105 RAPD-fragmentbdl. A Nei-féle
géndiverzitds szamitdsa sordn alacsony mértékli, de statisztikailag szignifikdns kiilonbség
jelentkezett a harom koérokozd allélgyakorisagai kozott (max. 6,6%). Tovabba a fajok kozotti
variabilitds mértéke alacsonyabb volt (42%), mint a fajon beliili (58%). Szintén érdekes eredményt
kaptak a harom korokozo genetikai tavolsaganak vizsgalatakor, amikor a P. feres két formaja
magasabb értéket mutatott (D= 0,132), mint a PG és a PTM koz6tti tavolsag (D= 0,094).

RAU és munkatérsai (2007) 22 PTT-, 17 PTM- és 4 PG-izolatum filogenetikai rokonsagat
tanulmanyozta a parosodasi tipust kodoldo gének szekvenciai alapjan. Tobb mint 85%-ban
kiilonbozott a két P. feres forma egymastol, €s a PG is hasonlé mértékben tért el a P. terestol. A
PG-t szorosabb filogenetikai kapcsolat flizte a PTM-hez, mint a PTT-hez. Az adataik arra utaltak,
hogy a P. teres formak kozott hosszl ideje 1étezik genetikai izolacid, vagyis kozottiik a hibridizacid
ritka vagy nem létezik szantofoldi koriilmények kozott.

ANDRIE ¢és munkatarsai (2008) pedig mar arra a kdvetkeztetésre jutottak, hogy a PG, PTM
és PTT ugyanahhoz a fajhoz tartozhatnak, mert rDNS ITS-, gpd- és MAT2-régiokra épiild
kombinalt torzsfajukon nem kiiloniiltek el egyértelmiien.

ELLWOOD ¢és munkatarsai (2012) harom gabona korokozo (Pyrenophora tritici-repentis,
PTM ¢és PTT) filogenetikai kapcsolatait vizsgaltdk 6t gén szekvenciaja (aktin, B-tubulin, citokrém
P450 14 o—demetildz, transzlacios elongécios faktor és gpd) alapjan. Ortolog intergénikus régiokat
vizsgaltak ezen korokozok kozotti genetikai kapcsolatok és eltérések feltdrasara. A PTT és PTM
kozotti evolucios elagazas mintegy 519 ezer évvel ezelbttre tehetd, mig a P. tritici-repentis

koriilbeliil 8,4 millioéve valt el a P. teres formaktol. A kiilonbozé intergénikus régiok mindegyike
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azt a nézetet tamasztja ald, hogy a két P. feres forma egyiittesen valt el a P. tritici-repentistol.
Erdekesség, hogy a P. tritici-repentis szamitott elvalasa a P. teres formdktol megkozelitéleg a biiza
¢s az arpa szétvalasanak idejére tehetd, a PTT és PTM kozép-pleisztocénre tehetd, szétvaldsa pedig
megel6zi az arpa domesztikacidjat. Az eredmények azt mutatdk, hogy a P. teres két formaja kozeli
rokonsagban vannak, de evolucios értelemben autoném genetikai csoportok, kiilonallo formak.
AKHAVAN ¢és munkatéarsai (2014) a kordban mar emlitett kanadai tanulmanyukban 128
PTT- és 92 PTM-izolatumot vizsgéltak. A formdakat specifikus PCR-rel azonositottak. Polimorf
SSR-markerek segitségével probaltak bizonyitékot szerezni a két forma kozotti lehetséges genetikai
rekombinaciéra. A klaszter analizis eredményeképpen az izolatumok két, a formaknak megfeleld

kiilonallo csoportot alkottak, s nem talaltak a két forma hibridizaciojara utal6 jeleket.
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4 ANYAG ES MODSZER

4.1 Izolatumgyiijtemény

4.1.1 Hazai levél mintak gyiijtése

2006 és 2010 kozott mintegy 157 tipikus, atipikus vagy szokatlan tiineteket mutatd 6szi
¢s/vagy tavaszi arpa leveleket gyljtottiink szinte az orszdg minden régiojabol (Osszesen 73
helyszinrdl), valamint 51 db 6szi buzarol szarmazo izolatumhoz jutottunk hozza Dr. Cs6sz Laszloné
hozzdjaruldsaval. A gyiijtés a tiinetek megjelenésétdl fliggden aprilis masodik felétdl betakaritasig
tortént, altalaban a felsd négy levélemeletrdl szarmaztak a mintdink. Az adatgyiijtési lapon
feljegyeztilk a gyljtés helyét, idejét, az arpa fajtajat, az eloveteményt és az izolatumhoz tartozéd
tiinettipust. A begytjtott leveleket feldolgozasig, szaritott, lepréselt allapotban, papirzacskoban
taroltuk szobahOmérsékleten. A gytlijtésben segitségilinkre voltak a megyei Kormanyhivatalok

dolgozoi is.
4.1.2 Egysporas tenyészetek izolalasa

Izolalaskor a levél-mintakat Petri-csészékben készitett nedveskamrakba helyeztiik, és 24—48
oraig sotétben taroltuk 20-22°C-on. A 1éziokrdl sztereomikroszkop alatt 200400 x-es nagyitason
konidiumokat tavolitottunk el és burgonya-dextroz-agaron (BDA) egykonidiumos tenyészeteket

inditottunk. Tiszta izolatumaink fenntartasa ferde BDA-on tortént 15°C-on steril paraffinola;j alatt.

4.2 Atipikus levéltiinetekrdl szarmazo izolatumok morfologiai és patogenitdsi
vizsgdlata

Sem halézatos foltokat, sem pedig levélcsikokat nem tartalmazo, Kiszomboron 2007
tavaszan gyljtott arpalevél-mintarol izolalt Pyrenophora-tenyészetet kaptunk Dr. Csdsz Laszloné
nemesit6tdl (Gabonakutato Nonprofit Kft., Szeged) meghatarozas céljabol. Emellett 2008
juniusaban Rojtokmuzsajon, Szeged-Kecskéstelepen és Taplanszentkereszten gytijtottonk szokatlan
nekrotikus tiineteket mutatd, de gyanithatéan pirenoféra gombaval fertdzott leveleket. Gytijtési
helyenként egy, azaz dsszesen 4 meghatarozandé monokonidiumos izolatumot (H-160, H-298/2, H-
302, H-307/3) és kontrollként altalunk korabban molekularis moédszerrel azonositott két P. teres f.

teres torzset (H-303 és H-308/2) vontunk be a laboratoriumi tesztekbe.
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4.2.1 Telepmorfologia, telepnovekedés és az ivartalan szaporitoképletek

erevr

crer

Izolatumaink telepmorfoldgidjat ¢és ndvekedési erélyét sajatkészitésti, illetve gyari
(Nebotrade) burgonya-dextroz-, kukoricaliszt- (Difco), malatakivonat- (Sigma-Aldrich, USA) és
centrifugalt V8-dzsusz- (ERWIN és RIBEIRO 1996) agaros taptalajokon teszteltiik.

A kovetkezO receptek alapjan készitettik el a kiillonboz6 téptalajokat, melyeket az
elkészitéslik utan 121°C-on autoklavban sterilizaltunk 15 percig.

A felhasznalt anyagok 1 liter desztillalt vizhez:

Malatakivonat-agar: 15 g malatakivonat-agar
Kukoricaliszt-agar: 17 g kukoricaliszt-agar (pH 6,0 +-0,2)
Sajat burgonya-dextroz-agar: 200 g burgonya

20 g gliikoz

18 g agar-agar
Nebotrade burgonya-dextroz-agar: 39,1 g burgonya-dextr6z agar (pH 5,6 +-0,2)

Centrifugélt V8-dzsusz-agar: 200 ml V8-dzsuszt allando keverés €s melegités mellett

4 g CaCOs-tal telitiink. Az oldhatatlan csapadékot 10
perces, percenként 4000 fordulatszamu centrifugéléssal
kell eltavolitani, pH-t NaOH-dal 6,5-re allitjuk, majd a
taptalaj 1 literre kiegészitve és 15 g agarral szilarditva
hasznélhato fel.

Aktivan novd tenyészetek szélébdl kivagott 4 mm-es micéliumos BD-agarkorongokat
helyeztiink 20 ml taptalajt tartalmazé 9 cm-es Petri-csészékbe (2 db/izoldtum), melyeket ezt
kovetden sotétben inkubaltunk 22°C-on. A 7. és 14. napokon fotoztuk a telepeket és mértiik
atmérdiket két egymasra merdleges irdnyban. A kiilonb6z6 gombaképletek jelenlétét/hidnyat 30
napos tenyészetekben vizsgaltuk mikroszkop segitségével. A konidiumtartok és konidiumok
jellemzd alak- és mérettani paramétereit a patogenitasi tesztekben fertdz6dott leveleken fejlodott
képleteken tanulmanyoztuk, mivel az orszagos felmérésbdl szarmazd nagyszamu minta
feldolgozasakor nem volt lehetdségiink a mérések elvégzésére. Mikroszkop segitségével 200-400x
nagyitadson izolatumonként 25 konidiumnak jegyeztiik fel a hosszat, maximalis szélességét, alapi
sejt hosszat, alapi sejt szeptandl mért szélességét, cslicsi sejt szélességét, az alharantfalak szamat,
valamint a konidium szinét ¢és alakjat. A konidiumtartok vonatkozasaban 10 db tartdé hosszat, az
alapi sejt és a csucsi sejt szélességét, az alharantfalak szamat, valamint a tarté szinét és alakjat
jegyeztikk fel. Adataink eltéréseinek statisztikai megbizhatdsagat t-probaval és egytényezds

varianciaanalizissel teszteltiik.
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4.2.2 Uveghazi patogenitasi teszt

A koérokozok fertdzoképességének bizonyitasdra mesterséges visszafertézést hajtottunk
végre Botond hatsoros takarmany arpa ndvényeken, melyeket 2—4 leveles korukig iiveghdzban
neveltiink (5 ndvény/cserép, 2 cserép/izolatum). Kontrollként vizes kezelést alkalmaztunk. A
kivalasztott izolatumokat olaj aldl burgonya-dextroz-agaron tenyésztettiik 20°C-os kamraban.
Miutan a micélium bendtte a 9 cm-es Petri-csészéket 20 gr micéliumot lekapartunk a feliiletérol
steril oltoti segitségével. 100 ml steril desztilallt vizzel turmixgépben micélium-szuszpenzidt
készitettiink. A szuszpenzidt 2 rétegli steril gézen atszlirve, permetezéssel (Gardena szobai
permetezd) segitségével jutattuk a levelek feliiletére a teljes boritottsag eléréséig. A jobb tapadas
érdekében 5 pl Tween 20 tapadasfokozot is adtunk a szuszpenzidhoz. A fertdzés utan az arpa
novényeket neveld kamraba tettiik 100% relativ paratartalom mellett 20°C-on sététben 24 6raig,
majd 70% paratartalom mellett 24°C/20°C fény/sotét ciklusban neveltiik tovabb. 3 hétig figyeltiik a
tiinetek megjelenését, fejlddését, az adatokat dokumentéltuk, fényképeztiik. Mindegyik torzset

visszaizolaltuk, majd ijra morfoldgiai és molekularis vizsgalatnak vetettiik ala.

4.3 Molekularis genetikai vizsgalatok

4.3.1 DNS-Kkivonas

A DNS-kivonashoz 100 ml burgonya-dextréz tdpoldatot inokuldltunk 10 napos
tenyészetekrdl lekapart micéliumdarabkakkal. A beoltott gombakulturdt 5-7 napig tenyésztettiik
22°C-on. A képzddott micéliumot textilszirdvel nyertiikk ki, majd liofilizaltuk ¢és folyékony
nitrogénben poritottuk. A teljes genomi DNS kivonasat harom kiilonb6z6 modszerrel végeztiik.
Egyrészt AUSUBEL ¢és munkatarsai (1994) CTAB-alapi modszerét alkalmaztuk kisebb
modositassal. Egy milliliter 1izalé 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. A sejttormeléket
centrifugaldssal tavolitottuk el, majd tobbszori extrakcidt végeztiink fenol/kloroform/izoamil-
alkohol (25:24:1) és egyszer kloroform/izoamil-alkohol (24:1) keverékével. A DNS-t azonos
térfogati B-oldat (1% CTAB, 50 mM Tris, pH 8.0, 10 mM EDTA, pH 8.0) hozziadasaval
kicsapattuk. A pelletet lizis puffer és B oldat 1:1 ardnyt keverékével mostuk, majd C oldatban (10
mM Tris, pH 8.0, 0,1 mM EDTA, pH 8.0, 1 M NaCl) feloldottuk. Ebbdl az oldatbol a DNS-t
izopropanollal csaptuk ki, majd mostuk 70%-os etanolban, s végiil 200 ul TE (10 mM Tris és 1 mM
EDTA, pH 8,0) pufferben oldottuk. Ezt az anyagot kezeltiik ribonukle4dzzal (RNaz A, Fermentas, 1
unit/minta) és proteindzzal (Proteindz-K, Fermentas, 50 pg/minta). Ujabb szerves olddszeres
extrakcid ¢és alkoholos kicsapatas utan 30 pl TE-ben oldottuk fel a DNS-t. A mintdk DNS
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crcr

Nanodrop (ND-1000) késziilékkel hataroztuk meg.

A preparatumok egy részénél a gyorsabb és modernebb MasterPure™ Yeast DNA
Purification Kit (Epicentre Biotechnologies, Madison, WI, USA) vagy a NucleoSpin Plant II
Genomic DNA Purification Kit (Macherey-Nagel GBMH & Co. KG, Diiren, Germany)

technologiat alkalmaztunk kdvetve a gyartd utasitasait.

4.3.2 Korokozok azonositasa specifikus PCR-rel

Valamennyi izolatumunkat teszteltiik az arpa 3 f0 pirenofora gombdja, a P. teres f. teres
(PTT-F/PTT-R), P. teres f. maculata (PTM-F/PTM-R) ¢és P. graminea (PG2-F/PG2-R) PCR-es
azonositasara kifejlesztett RAPD-alapu inditészekvencia-parokkal (WILLIAMS et al. 2001;
TAYLOR et al. 2001) (3. melléklet).

A 25 ul PG-, valamint PTT/PTM-specifikus PCR-elegy Osszetétele: 50 ng DNS; 1,5 mM
vagy 2,2 mM MgCl,; 0,2 mM vagy 0,25 mM dNTP; 0,4 uM inditészekvencia; 1 egység Taqg DNS-
polimerdz és 1 x Tag puffer (MBI Fermentas). Inditészekvenciaparonként kiilon reakciokban
tortént a DNS-sokszorositas Bio-Rad C1000-es PCR-késziilékkel WILLIAMS ¢és munkatéarsai
(2001), illetve TAYLOR ¢és munkatarsai (2001) szerint (3. melléklet). Negativ kontrollként DNS
helyett steril Milli-Q vizet hasznaltunk.

Mintanként 5 pl PCR-terméket futtattunk 0,5 x TBE pufferben 1%-0s agardzgélben (Gibco)
60—80 V-on 1-2 6ran keresztiil és 0,5 pg ml™ etidium-bromiddal festettiik, végiil UV-fényben tettiik

lathatova és fotozast kovetden értékeltiik, a termék megléte vagy hidnya alapjan.

4.3.3 Parosodasi tipusok meghatarozasa specifikus PCR-rel

A parosodasi tipus meghatdrozadsara masok altal (RAU et al. 2005) a MAT1 (MATI-
F/MATI1-R) és MAT2 (MAT2-F/MAT2-R) allélekre kifejlesztett specifikus inditoszekvenciakkal
dolgoztunk (3. melléklet).

A PCR reakcid (3. melléklet) soran 20 pl végtérfogata elegyet készitettiink a
kovetkezoképpen: 1x puffer (20 mM Tris HCI (pH 8,4), 50 mM KCl), 2,5 mM MgCl,, 0,2 mM
dNTP, 4 pmol mindegyik primerbdl, 1 U Taq polimerdz enzim és 20 ng DNS.

Mintanként 5 pl PCR termékeket 1,2 % agardzgélen (Gibco) futattuk, amely 0,1 pg/ml
etidium-bromidot tartalmazott. Az elektroforézis 0,5% TBE oldatban tortént 60-90 V-on a sziikséges

ideig. A gélt UV-fényben fotoztuk és értékeltiik, szintén a vart termék megléte vagy hianya alapjan.
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4.3.4 Pyrenophora teres {. teres genetikai valtozékonysaganak vizsgalata

4.3.4.1 RAPD-vizsgalatok

RAPD-vizsgalathoz az Operon Technologies Inc. (Alameda, Amerikai Egyesiilt Allamok)
30 db inditészekvencidit hasznaltuk, melyeket eldzetes tesztek alapjan koltségtakarékossagi
okokbol parba allitottunk az altaluk feltart polimorfizmusok mértéke €s megbizhatosaga alapjan
(OPB06-OPB12; OPH09-OPE07; OPA14-OPE03; OPB07-OPB10; OPWO03-OPA07; OPWO07-
OPWI17; OPH20-OPH12; OPE20-OPE17; OPBI11-OPB09; OPB16-OPC13; OPG04-OPBO01;
OPE15-OPC16; OPHO03-OPE16; OPE01-OPA02; OPI12-OPE19). Az 6sszesen 20 ul végtérfogata
PCR-clegy a kovetkezd volt: 10 pl Dream Taq™ PCR MasterMix (Thermo Fisher Scientific), 2-2
DreamTaq DNA Polymerase, 2X DreamTaq buffer, ANTPs, é¢s 4 mM MgCl, A DNS-sokszorositast
Eppendorf Mastercycler® ep 96-well PCR tipust késziilékkel végeztik a kovetkezd program
szerint: elédenaturacio 94°C-on 2 percig utana 45 ciklus (94°C—1 perc denaturacio; 35°C—1 perc
Osszekapcsolas; 72°C-2 perc elongacid), végiil 72°C-on 5 percig tartdé utdpolimerizacid. Az
elektroforézist 8-8 ul PCR-termékkel végeztiik 1,2%-o0s agardzgélben, 1XTBE pufferben, 200 V-on.
A gélbe cseppentett GelStar™ Nucleic Acid Gel Stain 10,000X (Lonza) (1:10000 mennyiségii) tette
lathatova az UV megvilagitas soran a kapott termékeket, melyet fényképpel rogzitettiink. A
fragmentek méretének meghatarozasat 100 bp-os és 1000 bp-os molekulasuly markerek mellett
végeztik (PCR 100 bp Low Ladder (SIGMA-ALDRICH), 1 kb Ladder (SIGMA-ALDRICH).

Minden amplifikalast haromszor ismételtiink.

4.3.4.2 RAPD-adatok populaciogenetikai statisztikai elemzése

Kiértékelés soran, a lathat6 RAPD-fragmentekbdl binaris matrixot hoztunk létre, ahol az
Osszes RAPD-termék jelenlétét 1-gyel, hidnyat 0-val jeldltiik minden egyes izolatumban. Csak
azokat a fragmenteket szamoltuk meg, amelyek minden ismétlésben eléfordultak. A matrix alapjan
kiszamoltuk az izolatumaink kozotti genetikai tavolsagot NEI és Li egyiitthatoval (NEI és LI 1979),
majd UPGMA (Unweighted Pair-Group Method with Arithmetic mean) klaszter analizissel
(SNEATH ¢és SOKAL 1973) készitettik az izolatumok kozotti genetikai tavolsagot képileg
abrazol6 dendrogramot. Az eldgazdsok statisztikai megbizhatosagat 1000 bootstrap analizissel
(RAPD-fragmentek visszatevéses mintavételezése) teszteltiik. Mindezekhez a TREECON 1.3b
szoftvert hasznaltuk (VAN DE PEER és DE WACHTER 1994).

Izolatumaink genotipusos valtozékonysagat a normalizalt Shannon-index (H;) alapjan

szamoltuk (SHELDON 1969): Hy=—-ZX g;Ing;/In N, ahol g; az adott tobblokuszos genotipus

49



10.14751/SZIE.2017.034

gyakorisaga és N a mintaszam. Ez az érték 0 (egyetlen genotipusba tartozik az 6sszes izolatum) és 1
(minden izolatum egyedi genotipus) kozott valtozhat. Tovabba a Simpson-féle indexet (D = Zg/) is
kiszamoltuk, mely azt mutatja, hogy ha a populaciobdl véletlenszeriien kivalasztunk két izolatumot,
mi a valészinlisége annak, hogy kiilonb6zd genotipusba tartoznak (SIMPSON 1949). Ez az érték
szintén 0 és 1 kozotti, de ebben az esetben a minél alacsonyabb érték annal nagyobb genotipusos
diverzitast jelent.

Kiilonbozd izolatum-csoportokon beliili és azok kozotti genetikai polimorfizmusok és
differencidltsag mérésére kiszamoltuk a polimorf lokuszok gyakorisagat és az egyes allélek (jelen
esetben a kiilonbozé primerekkel kapott kiilonb6zé méretit RAPD-fragmentek) gyakorisagan
alapuld Nei-féle gén diverzitast (NEI 1973, 1987). Ehhez a POPGENE szamitogépes programot
alkalmaztuk (YEHés BOYLE 1997). Egy lokusz polimorf, ha két allélja (esetlinkben 0 vagy 1) van,
tekintet nélkiil az adott allél (RAPD-fragmentum) gyakorisadgara az egész populacidoban. A Nei-féle
genetikai differencialtsag statisztikai megbizhatosagat a X* (Khi-négyzet) proba mintajara genetikai
tanulmanyokban alkalmazott G*-teszttel vizsgaltuk (BROWN 1996). A mintavételi egységeken
beliili atlagos (Hs) és teljes (Hr) géndiverzitds szamitott értékeit korrigaltuk NEI és CHESSER
(1983) 17. és 18. szaml egyenletei szerint. A mintavételi egységek kozotti géndiverzitas abszolut
(Dst) és teljes géndiverzitashoz viszonyitott relativ (Gsr) értékeit az aldbbi egyenletek szerint
kalkulaltuk: Dst=Ht-Hs és Gst=Dst/Hr (NEI 1973). A genetikai adatokra adaptalt un. G*-tesztet a
Khi-négyzet teszt mintajara G°=0 nullhipotézist alkalmazva végeztik el (BROWN 1996). A
mintavételi egységek kozott P<0.05 esetben tekintettiik szignifikdnsan eltérének az

allélgyakorisadgokat.

4.3.5 Arpat fert6z6 Pyrenophora fajok filogenetikai rokonsaganak vizsgalata

A filogenetikai vizsgalatokba bevont izolatumok kiilonbozd foldrészekrdl és orszagokbol
szarmaztak (3. tablazat). Tobbségiiket kordbbi, mas céllal vagy modszerekkel késziilt
tanulmanyokban mar vizsgaltak és igazoltak identitasukat, melyet mi is ellendriztiink a 3.3.2
fejezetben részletezett modon. A torzsek nagyobb hdnyada egy konidiumbol vagy hifacsucsbol
szarmazik. Osszesen 13 P. graminea, 13 P. teres f. maculata és 15 P. teres f. teres torzset vontunk
be vizsgalatainkba. Kiilcsoportnak a kozelrokon Pyrenophora tritici-repentis (PTR) faj egy
izolatumat (WAC11137) valasztottunk. A PTM_SG1-1 és a kiilcsoport rDNS ITS-szekvencidit Dr.
Simon Ellwood ¢s Dr. Caroline Moffat (Centre for Crop and Disease Management, Department of
Environment and Agriculture, School of Science, Curtin University, Bentley, Perth, Australia)

bocsatottak rendelkezésiinkre. A PTM _SG1-1, PTT 0-1 ¢és a kiilcsoport egyéb szekvenciait
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szekvencia adatbazisbol toltottiik le (NCBI génbanki azonositok: GU014819, JQ314397, JQ314398,
JQ314401, JQ314402, JQ314403, JQ314406, JQ837841, NW 003522006 és NW_003522278).
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Izl(()l’atum- Izolatumok f(’)rl:a.sa és eredeti Szarmazas Gazdanovény Korabbi tanulmanyok
odok kodjai
P. graminea
1PG* CBS 100861 (Pg 17/88) Rieti, Olaszorszag, 1985 Arpa Pecchia et al. (1998), Bakonyi et al. (2007)
2PG* CBS 314.69' Rotenburg/Nieders, Németorszag, 1968 Arpa Bakonyi et al. (2007)
3PG* | Pgl 12/88° Olaszorszag, 1981 Arpa Bakonyi et al. (2007)
4PG* CBS 100864 (128/95) Korba, Nabeul, Tunézia, 1995 Arpa Pecchia et al. (1998), Bakonyi et al. (2007)
5PG* PgC (DgC)3 Kina, 1995 Arpa Bakonyi et al. (2007)
6PG* MUCL 9687 (CBS 336.29) Japan, 1929 Arpa Bakonyi et al. (2007)
TPG* Pgll (Pg 95-7)5 Egyesiilt Kirdlysag, 1995 Arpa Stevens et al. (1998), Taylor et al. (2001),
’ Bakonyi et al. (2007), Justesen et al. (2008)
SPG* Pg7 (Pg 95—5)5 Egyesiilt Kiralysag, 1995 Arpa Stevens. et al. (1998), Bates et al. (2001),
Bakonyi et al. (2007)
9PG* Pg5 (DPg 95-1)5 Daénia, 1995 Arpa Stevens et al. (1998), Bakonyi et al. (2007)
11PG* | H-172° Magyarorszag, 2007 Arpa
12PG* UPSC 1837’ Svédorszag, 1986 Zab Bakonyi et al. (2007)
38PG WRS1239° Kanada Arpa Justesen et al. (2008)
40PG Pg23768 Norvégia, 1995 Arpa Stevens et al. (1998), Justesen et al. (2008)
P. teres f. teres
14PTT* PA-103.5/11° Taplanszentkereszt, Magyarorszag, 1992 Arpa Bakonyi et al. (1995), Bakonyi et al. (2007)
15PTT* ICMP 10973 (eredetileg P. Buza Bakonyi et al. (2007)
Jjaponica)
16PTT* | ICMP 10948 Sanson, Uj-Zéland, 1982 Arpa Bakonyi et al. (2007)
17PTT* Pt16 (Pt 93—20)5 Egyesiilt Kiralysag, 1993 Arpa Stevens et al. (1998), Taylor et al. (2001),
Bakonyi et al. (2007), Justesen et al. (2008)
18PTT* CA 86-82-2" Tulare, Kalifornia, USA, 1986 Arpa Wau et al. (2002), Bakonyi et al. (2007)
19PTT* CBS 282.31" Japan, 1931 Bakonyi et al. (2007)
20PTT* MUCL 28818" Louvain-la-Neuve, Belgium, 1986 Arpa Bakonyi et al. (2007)
21PTT* CBS 281.31" (eredetileg P. japonica) | Japan, 1931 Arpa Crous et al. (1995), Bakonyi et al. (2007)
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23PTT* 276 Leverkusen, Németorszag, 1994 Arpa Bakonyi et al. (2007)
24PTT* UPSC 1838’ Svédorszag, 1986 Zab Bakonyi et al. (2007)
25PTT* RU-1" Rodstvenno, Oroszorszag, 1997 Arpa Bakonyi et al. (2007)
42PTT Pt-Pastorale” Dénia Arpa Justesen et al. (2008)
43PTT Nz-2* Uj-Zéland Arpa Justesen et al. (2008)
44PTT WRS858" Teulon, Manitoba, Kanada, 1973 Arpa Serenius et al. (2007)
PTT 0 1 |0-17 Ellwood et al. (2012)
P. teres f. maculta
26PTM* | CBS 228.76 (tipus‘LEBZS)1 Dania, 1976 Arpa Crous et al. (1995), Bakonyi et al. (2007)
28PTM* | 43/96/1" Waitchie, Dél-Ausztralia, 1996 Arpa Williams et al. (2001), Bakonyi et al. (2007)
29PTM* | NSW 4/10™ Tulloona, NSW, Ausztralia, 1998 Arpa Williams et al. (2001), Bakonyi et al. (2007)
31PTM* | PA-117.1/1° Tapolca, Magyarorszag, 1992 Arpa Bakonyi et al. (2007)
30PTM* | Pm4 (DPt 95-3)° Dania, 1995 Arpa ?&::/eesréi Ztt ;11,1'( 2(533)8), Bakonyi et al. (2007),
33PTM* | Pm 857 (Pm 9 6—1)5 Kanada, 1996 Arpa E;elzfoerlll}s]i ;3: ail.(zglo97§8), Taylor et al. (2001),
46PTM M-Ital® Olaszorszag Arpa Justesen et al. (2008)
47PTM NZz-1° Uj-Zéland Arpa Justesen et al. (2008)
48PTM | CAN® Kanada Arpa
49PTM Ph94-2 (eredetileg P. hordei) Ausztralia, 1991 Arpa Stevens et al. (1998)
S0PTM | M-ENG® Anglia Arpa
S5IPTM | Lew"S"™ USA Arpa Justesen et al. (2008)
s Nyugat-Ausztralia, 2009 Ellwood et al. (2012)
PTM_SG1 | SGI-1
P. tritici-repentis (kiilcsoport)
Naraling East Rd, Yuna, Nyugat-Ausztralia, Buza Ellwood et al. (2012)

PTR

WACI11137"

2001
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A tablazatban szerepld izolatumok gytijtoi és jeldléseinek magyarazata:
*Jelzi, hogy az izolatum monokonidiumbol vagy hifacstcsbol szarmazik.
'Centraalbureau voor Schimmelcultures, Utrecht, The Netherlands.
’Dr. Giovanni Vannacci, University of Pisa, Agricultural Plant Science, Plant Protection and Animal Health,
Mycology, Pisa, Italy.
*Ismeretlen kiildé.
*Belgian Co-ordinated Collections of Micro-organisms (BCCM™), MUCL (Agro) industrial fungi & yeasts
collection, Mycothéque de 1'Universite catholique de Louvain, Louvain-la-Neuve, Belgium.
*National Institute of Agricultural Botany, Cambridge, UK.
®Dr. Csész Laszloné, Gabonakutaté Nonprofit Kft., Szeged
"Uppsala University Culture Collection of Fungi, Botanical Museum, University of Uppsala, Uppsala,
Sweden.
*Dr. Annemarie Fejer Justesen, University of Aarhus, Faculty of Agricultural Sciences, Research Centre
Flakkebjerg, Slagelse, Denmark.
’Dr. Bakonyi Jozsef, MTA ATK Novényvédelmi Intézet, Budapest.
International Collection of Micro-organisms from Plants, Landcare Research, Auckland, New Zealand.
"Dr. Brian J. Steffenson, Department of Plant Pathology, North Dakota State University, Fargo, ND, USA.
"Dr. Kristin Klappach, BASF SE, Agricultural Center, Limburgerhof, Germany
"Dr. Olga Afanasenko, Department of Plant Resistance to Diseases of All Russian Research Institute for
Plant Protection (VIZR), Saint Petersburg, Russia.
South Australian Research and Development Institute, Adelaide, Australia.

"DAFWA - Plant Pathology Culture Collection, Department of Agriculture and Food - Western Australia
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4.3.5.1 A vizsgalt szekvenciak PCR-es felszaporitasa

Filogenetikai vizsgalatainkhoz négy olyan markert valasztottunk (riboszomalis DNS ITS-
régid, B-tubulin, aktin és a glicerinaldehid-3-foszfat-dehidrogenaz (gpd)), melyeket mar korabban
sikeresen alkalmaztak mas valodi gombak rokonsagi kapcsolataik feltarasahoz. A vizsgalt genom
régiok polimeraz-lancreakcion alapul6 sokszorositasa soran a reakcid-elegyek 50 ul végtérfogatuak
voltak, melyek a kovetkezd Osszetevoket tartalmaztdk: 25 pul DreamTaq PCR Master Mix 2X
(DreamTaq DNA Polymerase, 2X DreamTaq buffer, dNTPs, 4 mM MgCl, Thermo Fisher
Scientific), 5-5 pl forward és reverse primer (0,5 pM), 10 pl steril desztillalt viz és 5 pl DNS
(10ng/reakcio elegy). Az egyes fragmentumok sokszorositidsa soran alkalmazott PCR-reakcid
koriilményeit a 3. melléklet tartalmazza.

A PCR-t az Eppendorf Mastercycler® ep 96-well (Eppendorf, Germany) tipust
késziilékeivel végeztiik. Az elektroforézishez minden egyes PCR-termékbdl 8 pl-nyi mennyiséget
1%-0s agardzgélben, 1XTBE pufferben 200 V-on futtattuk meg, majd a gélbe kevert GelStar

hatasara UV-fényben lathatova tettiilk a mintazatot.

4.3.5.2 PCR-termékek szekvenalasa

A szekvencia-meghatarozdshoz PCR-termékeinket elkiildtik a Macrogen Europe
(Amszterdam, Hollandia) részére, ahol tisztitast kovetden Sanger-féle eljarassal hataroztak meg
azok nukleotidsorrendjét. Minden minta esetében mindkét DNS-szalat szekvenaltattuk a PCR-ekhez
alkalmazott forward ¢és reverz primerekkel. A kapott elektroforegramokat a Staden

programcsomaggal (STADEN et al. 2000) ellendriztiik és manualisan javitottuk a szekvenciakat.

4.3.5.3 Filogenetikai elemzések

A vizsgalatba vont izolatumok szekvencidinak illesztését kiilon-kiilon az egyes
génszakaszokra a MAFFT program 7-es verzidjanak (KATOH és STANDLEY 2013) online
valtozataval végeztiik (http://maftt.cbrc.jp/alignment/server/) az alapbedllitdsokat hasznalva, majd
az ITS-ben csekély manualis javitast végeztiink.

Maximum Likelihood (ML) és Bayesian filogenetika (BAYES) rekonstrualasdhoz elsoként
kivélasztottuk a nukleotid szubsztitiiciés modelleket, amelyek az altalunk vizsgalt 4 genomszakasz
mindegyikére kiilon-kiilon a legjobban irja le, hogy mekkora valdsziniiséggel alakulhatott at az
egyik szekvencia a masikba. Ehhez az 6sszesen 1624 modellt tesztelé jModeltest 2.1.7 v20150530
szoftvert hasznaltuk (DARRIBA et al. 2012). A modell-kereséshez a bazis fak ,,maximum
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likelihood” eljarassal késziiltek, a topologia-kereséshez a ,,legjobb” (Beast) opciot valasztottuk, €s
az optimalis modell kivalasztdsa az Un. Bayesian informacié kritériumon (BIC) alapulo teszt
segitségével tortént. E kritériumok alapjan a szoftver az aktin gén elemzéséhez a HKY-modellt
valasztotta 8.7193-as kappa értékkel, valamint A= 0,2044, C= 0,3283, G=0,2358, T= 0,2315
nukleotid-gyakorisagokkal. A f-tubulin génre a GTR-modell keriilt kivalasztasra azonos nukleotid-
gyakorisagokkal és a kovetkez0 szubsztiticios paraméterekkel (A-C= 8,0933, A-G= 8,0933, A-T=
1,0000, C-G= 1,0000, C-T= 8,0933, G-T= 1,0000). A gpd-re szintén a GTR-modell keriilt
kivélasztasra, de eltéré nukleotid-gyakorisagokkal (A= 0,2519, C= 0,3230, G= 0,2326, T= 0,1926)
¢s a kovetkezd szubsztitucios paraméterekkel (A-C= 0,1653, A-G= 1,0000, A-T= 0,1653, C-G=
0,1653, C-T= 1,0000, G-T= 1,0000). Az ITS evolucigjat legjobban jellemzé modell a GTR volt
azonos nukleotid-gyakorisagokkal és a kdvetkezd szubsztitiicids paraméterekkel (A-C= 1,0000 A-
G=1,0000 A-T= 1,0000, C-G= 1,0000, C-T= 6.0670, G-T= 1,0000).

Ezt kovetéen a 4 genomszakasz illesztett szekvencidibdl egy Osszesen 2375 nukleotid
hosszusagu tobbgénes adatfajlt allitottunk Ossze, s a kordbbiakban kivalasztott modelleket
alkalmazva készitettiink ML és BAYES filogenetikai fakat. EI6bbihez az IQ-TREE 1.3.4 szoftvert
hasznaltuk (NGUYEN et al. 2015). Az ML-fa eldgazisainak megbizhat6sagat a szamitdgépes
program bootstrap moédszerrel tesztelte (FELSENSTEIN 1985), ennek értékeit 1000 ismétlésbol
szamitottuk. A Bayesian filogenetikai elemzést a ,,The CIPRES Science Gateway V. 3.1” online
feliileten (MILLER et al. 2000) futtatott MrBayesv3.2.3 (RONQUIST et al. 2011) szoftverrel
végeztiik. Ehhez az MCMC algoritmust 10000000 generacion keresztiil futtattuk és minden ezredik
esetben vettiink mintat. Az elemzés soran az elsé 4000 fat nem vettiik figyelembe (burn-in). Arrél,
hogy elég nagy volt-e az alkalmazott MCMC generacioszam, a kapott adatokat ellendriztiikk az
AWTY program (NYLANDER et al. 2008) online feliiletén. A ML és BAYES torzsfak aghosszai
az egyes particiokra (génszakaszokra) jellemzd aghosszak Osszege volt, a végleges fakat a MEGA
szoftver 6-os verzidjaval szerkesztettiik (TAMURA et al. 2013).

A fentiekbdl lathatd, hogy a ML és BAYES filogenetikdk egyarant az un. karakter alap
torzsfakészit6 modszerek kozé tartoznak, azaz nem tavolsagmatrixbol, hanem szekvenciakbol
kozvetleniil készitik a filogenetikai fakat, valamint valoszinliségi modellen alapulnak. Alapvetd
mégpedig azt, amelyiknek az un. ’likelihood’ értéke a legmagasabb, s ez az in. Maximum
Likelihood fa, ami a legnagyobb eséllyel mutatja azt, hogy az adott szekvencidinkbol indultunk ki.
A BAYES filogenetika a Markov-lanc Monte Carlo eljarast felhasznalo Bayes-statisztikan alapuld
fakeresés, ami az ML-modszerrel ellentétben a likelihood értékeket 1-gyé 0Osszegz6dd valodi
valoszintiségekké alakitja a Bayes-tétel segitségével, s nem egyetlen legvalosziniibb fat keres,

hanem sok nagyon val6szinii fat, melyekbdl egy konszenzus (Bayesian) fat szamol.
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5 EREDMENYEK

5.1 Atipikus tiinetekrol szarmazo izolatumok jellemzoi

5.1.1 Tiinetek leirasa

A Kiszomboron, Rojtokmuzsajon, Szeged-Kecskéstelepen és Taplanszentkereszten gyiijtott
levélmintdk nem mutattdk sem a hal6zatos foltossag, sem a levélcsikoltsag tipikus szimptomait. A
rojtokmuzsaji  0szi arpa-fajtajeloltrél szarmazo leveleken megnyult vagy kisebb pontszerii
nekrozisok vegyesen fordultak eld, esetenként enyhe klorotikus udvarral koriilvéve (12a. abra). A
taplanszentkereszti és szeged-kecskéstelepi mintdkban (mindkettd Sebastian fajta) néhany kisebb
nekrozist észleltiink (12b-c. abrak). A kiszombori arpalevélrdl (Vanessa fajta) nem torténtek

részletes tiinettani feljegyzések (a levélrdl szarmazo izolatumot tenyészetben kaptuk).

12. abra Pyrenophora teres f. maculata éltal okozott tiinetek Rojtokmuzsajon (A), Szeged-
Kecskéstelepen (B) és Taplanszentkereszten (C) gytijtott arpaleveleken. * jelzi a nekrozisokat,

melyekrdl a vizsgalt izolatumok szarmaztak

5.1.2 Mikromorfoldgiai tulajdonsagok

A négy ismeretlen Pyrenophora izolatumunk jellemz6it hasonlitottuk ossze a PTT két
referenciatorzsével. Mindannyian maganyos vagy kis csoportokban all6 konidiumtartokat és hialin-
vildgosbarna, hengeres vagy a csucs fel¢ kissé sziikiilé tobbsejtli konidiumokat képeztek (13. abra).
A konidium és konidiumtartd szamos méret és alaktani paraméterét jegyeztiink fel harom ismeretlen

izolatumunkrol (H-160, H-298/2, H-302) ¢és a PTT referenciatorzsekrdl (4. tablazat). A szokatlan
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tiinetekrél szarmazo ismeretlen Pyrenophora izolatumaink kozott jelentés méretbeli eltéréseket
tapasztaltunk a konidiumok hossza (75,2—100,9 um) és konidiumtartok hosszat (123,0-189,4 um)
illetéen, mig egyéb adatoknal nagyfoku eltérés nem fordult eld. Az ismeretlen izolatumaink,
valamint a referencia Pyrenophora teres f. teres izolatumok atlagértékeit tekintve a két csoport
nagyon hasonlé paraméterekkel rendelkezett. Ismeretlen izolatumaink konidium méretei 75,2—100,9
x 16,5-18,8 um kozott valtoztak, mig a PTT referencia izolatumainak konidiumai 91,9-92,7 x
18,1-19,3 um kozé estek. Alharantfalak szama tekintetében, mig az ismeretlen mintdknal minimum
3 ¢és maximum 7 darabbal taldlkoztunk, addig a kontrollként vizsgalt PTT-nél minimum 4 ¢&s
maximum 6 alharantfal volt megfigyelheté. A konidiumtartok méretei is atfedést mutattak. Az
ismeretlen izoldtumaink konidiumtartdéinak hossza 123,0-189,4 um, a PTT izolatumoké pedig
164,2-168,2 pm.

13. abra Ismeretlen Pyrenophora izolatumaink (H-160, H-298/2, H-302 ¢és H-307/3),
valamint a P. feres f. teres referencia torzsek (H-303 és H-308/2) konidiumai (balrdl jobbra).

Meéréskala: 10 um

T-probaval statisztikailag igazolt kiilonbséget a 3 ismeretlen Pyrenophora és a 2 PTT
izolatumok alkotta két csoport atlagai kozott a konidiumtartdk csucsi sejtjeinek szélessége, a
konidiumok maximalis szélessége, az alapi sejt hossza és az alapi sejt szélessége, az alharantfalak
szama ¢és a csucsi sejtjeinek szélessége vonatkozasaban allapitottunk meg. Variancianalizissel a
konidiumok dalharantfalainak szama kivételével mindegyik jellemzOben azonositottunk
szignifikdnsan nem kiilonb6zd izoldtumokat a két csoport kozott, vagyis az egyes izolatumok a

legtobb vizsgalt hatarozojellegben hasonloak voltak.
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4. tablazat Ismeretlen és P. teres f. teres izolatumok konidiumtartdinak és konidiumainak fontosabb morfometriai adatai®.

Konidiumtart6 (n=10)

Konidium (n=25)

—~ ~ —_ < —_ —_ —_

e = S . = > S e _ &

S 23 oS S 3 8 =3 = TS

3 2 o 720} s 50 f —~ ©»n O S f O

> 55 59 S 55 =2 S| 7

z g2 2 7 2 3 23> = 3 S S 3

= 7] —_— = () QO

7)) ©n <ﬂ 7)) s ©n

Ismeretlen izolatumok
H-160 123,0+6,5 12,6+1,80° 6,8+0,9° 75,249.8 16,5+1,0° 19,0+1,7° 16,1+1,1% 4° 12,5+1,3
H-298/2 181,0421,5° 11,8+0,9" 8,2+1,1° 91,2+10,5° 17,5+1,6™ 19,0+1,8" 152+1,5° |38 14,3+1,9°
H-302 189,4+34,8° 10,9+0,8" 7,8+1,4° 100,9+10,5 18,8+1,5¢ 19,4+1,7° 16,2+1,3% 4° 15,0+1,4%
Atlag 164,5+20,9* 11,8+1,2* 7,6+1,1 89,1+10,2* 17,6+1,4 19,1+1,7 15,8+1,3 3,9 13,9+1,5
P. teres 1. teres

H-303 164,2+35.8" 11,341,154 7.7+0,9° 91,9+8,2° 18,140,9% 213+1.8° 171212% | 49¢| 143407
H-308/2 168,2+43,9° 14.243,0° 10,4+1,0° 92,7+8.1° 19,3+1,44 20,3+1,4% 169+1,7° | 47| 155+1.6°
Atlag 166,2+39,8* 12,742,0%* 9,0+0,9 92,348,1* 18,7+1,1 20,8+1,6 17,014 4,8 14,9+1,1

* A H-307/3-as izolatum csak néhany konidiumot képezett, ezért nem volt lehetéségilinkaz adatok felvételére. Oszlopon beliil a kitevOben azonos

betiiket/jeleket tartalmazo szamadatok k6zott nincs szignifikdns kiilonbség (P > 0. 05)
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5.1.3 Telepmorfoldgiai jellemzdok

A tenyészetmorfologia tekintetében igen valtozatos telepeket képeztek egyes izolatumaink a
kiilonboz6 taptalajokon (példaul a kukoricaliszt-agaron alig fejlédott micélium, mig a burgonya-
dextréz-taptalajokon bdséges volt a micélium fejlédés) (14. abra). Mindkét csoportnal
megfigyelhettiink 1égmicélium képzddést, foleg a sajat készitési BDA-n. Telepeik szine

halvanysziirkétol olajzoldig terjedt.

Sajat BDA Gyari BDA Kukoricaliszt- Malata- cV8-dzsusz-
agar kivonat-agar agar

H-160

H-298/2

H-302

H-307/3

H-303

H-308/2

14. abra Ismeretlen Pyrenophora izolatumaink (H-160, H-298/2, H-302 és H-307/3), valamint a P.
teres f. teres referencia torzsek (H-303 és H-308/2) telepmorfoldgidja kiillonb6zo taptalajokon
(fentrdl lefelé). Taptalajok: sajat, ill. gyari BDA, kukoricaliszt-agar, malatakivonat-agar és cV8-
dzsusz-agar (balrol jobbra)
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A malatakivonat-agaron tenyésztett szokatlan tiinetekrél szarmazoé izolatumok kivételével,
minden esetben szabalyos szElii telepnovekedést figyelhettiink meg. Kukoricaliszt-agar taptalaj
kivételével tomott €s alacsony, esetenként felallo csomokkal tarkitott 1égmicélium fejlédott. Ivaros
¢s ivartalan szaporito- és kitartoképleteket nem képeztek a tdptalajokon. Hasonld jellegeket
tapasztaltunk a PTT két referencia izolatumaban.

Azonositandd tenyészeteink telepnovekedési sebessége tdg hatarok kozott valtozott (5.
tablazat). Leggyorsabban rendszerint BD-agarokon, leglassabban malatakivonat-agaron néttek, de
ez utobbi kivételével valamennyi taptalaj esetében atfedéseket figyeltink meg a PTT
referenciaizolatumokkal. A kiilonb6zd taptalajokon nétt izolatumok telepatmérdinek minimalis és
maximalis értékeit vizsgaltuk a két csoport kozott és a malatakivonat-agar kivételével minden
esetben itt is atfedést tapasztaltunk. Nagyobb értékkiilonbségeket figyelhettiink meg az ismeretlen
izolatumoknal, mint az ismert PTT izolatumoknal. A kukoricaliszt-taptalaj esetében a két PTT
minta atlagméretei 50,8 cm és 69,5 cm kozzé estek, mig a szokatlan tiinetekrdl szarmazo
izolatumok novekedése 39 cm és 80,3 cm kozott voltak. A 14. napra a malatakivonat-agaron
tenyésztett izoldtumok kivételével, mindegyik esetben bendtték a micéliumok a Petri-csészét.

Nem taldltunk azonban olyan taptalajt, amely egyértelmiien elkiilonitette volna szokatlan

tiinetekrdl szarmazo ismeretlen izolatumainkat a Pyrenophora teres f. teres referenciatorzsektol.

5. tablazat Ismeretlen és P. fteres f. teres izolatumok 14 napos atlagos telepatméréi (mm)

kiilonboz6 taptalajokon

Izolatum Burg?nya-dextroz-agar Kukoricaliszt-agar Maldtakivonat- cV8-dzsusz
Sajat Nebotrade agar
Ismeretlen izolatumok
H-160 37,8 52,5 39,0 36,8 45,0
H-298/2 80,5 80,0 79,8 40,5 71,8
H-302 66,8 65,5 61,5 30,3 47,0
H-307/3 67,0 65,0 80,3 25,0 33,0
Min.—Max. 37,7-80,5 | 52,5-80,0 39,0-80,3 25,0-40,5 33,0-71,75
P. teres f. teres

H-303 77,0 73,5 50,8 52,5 80,0
H-308/2 73,5 82,3 69,5 51,3 70,5
Min.—Max. 73,5-77,0 | 73,5-82,3 50,8-69,5 51,3-52,5 70,5-80,0

5.1.4 A korokozok fertézoképességének igazolasa

A patogenitasi vizsgalat sordn mar a kezelést kovetd 4. nap nagyon apr6 nekrozisok jelentek

meg mind az ismeretelen izoldtumainkkal, mind pedig a két PTT referencitorzzsel fertézott
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novények levelein. Ekkor még nem voltak tiinettani eltérések. A nekrozisok fokozatosan
novekedtek, és végiil a 19. napon mar két markansan elhatarolhato tiinettipus alakult ki (15. abra).
Valamennyi ismeretlen identitast izoldtumunk néhany milliméteres, kissé¢ megnyult, ovalis, illetve
ahhoz hasonlé alakt levélfoltokat okozott, mig a kontroll PTT izolatumok jol elkiilonithetd
halézatos levélfoltosodast okoztak. A vizes kontroll levelei a vizsgalt id6szak alatt tiinetmentesek

maradtak.

15. abra A H-160 jelii ismeretlen Pyrenophora izolatumunk (bal oldalon) és a H-308/2-es PTT
kotroll torzs (jobb oldalon) altal okozott eltérd tiinetek Botond arpa fajtan az inokuléaciot kdvetd 19.

napon

5.2 Molekularis vizsgalatok eredményei

5.2.1 Izolatumok azonositasa faj és forma specifikus inditészekvenciak
felhasznalasaval

Osszesen 208, pirenoforas tiineteket mutatd levelet gytijtottiink kiilonbdzd arpa, valamint
buza fajtakrol és nemesitési vonalakrol hazai f6bb nemesité kdzpontok kisérleti parcellain, valamint
kiilonboz6 cégek tlizemi teriiletein 2006 és 2010 kozott (2. melléklet). A mintak nyolc helyszinrél
szarmaznak 2006-ban, huszonkilenc helyszinrél 2007-ben, harmincharom helyszinrél 2008-ban,
tizennégy helyszinrdl 2009-ben és két helyszinrdél 2010-ben. A legtdbb izolatumot 2007-ben (61 db,
az izolatumok 29%-a) és 2008-ban (70 db, az izolatumok 34%-a) gyijtottiik. Hatvannyolc torzs
(33%) a nyugati, hatvankettd izolatum (29%) a délkeleti, 6tvenegy izolatum (25%) az északkeleti
62



10.14751/SZIE.2017.034

régiobol és az izolatumok 13%-a (27 db) Magyarorszag kozponti régidjabol szarmaznak. Az

izolatumok nagyrészét (102 db, 49%) 6szi arparol, 26% tavaszi arparol (55 db) és 25% 8szi buzarol
(51db) gytjtottiik (6. tablazat).

6. tablazat Molekularis vizsgalatok soran vizsgalt izolatumok

Régio Gytjtési Gyilijtés éve Faj-specifikus Parosodasi
helyszinek PCR-rel tipusra
szama azonositott meghatarozott
izolatumok izolatumok
szama szama
Nyugati 1 2006 3 2
11 2007 31 25
3 2008 16 9
3 2009 14 12
1 2010 4 4
Kozponti 3 2006 9 8
3 2008 18 16
Délkeleti 3 2006 16 12
7 2007 13 13
18 2008 27 11
4 2009 5 3
1 2010 1 0
Eszakkeleti 1 2006 5 5
14 2007 17 13
9 2008 9 9
7 2009 20 6
Osszesen 208 148

Molekularis vizsgalataink soran 142 db (68%) Pyrenophora teres f. teres torzset

azonositottunk, melyekben a PTT-re specifikus inditészekvencia-parok (PTT-F/PTT-R) nagy

mennyiségben sokszorositottdk a vart hosszisagi (378 bp) DNS-szakaszt, mig a PG- és PTM-

inditészekvencidkkal nem kaptunk specifikus termékeket (7. tablazat).

7. tablazat Egyes korokozok esetén megjelend termékek kiilonb6zo primerek esetén

Inditoszekvencia-parok
Kérokozo PG2-F/PG2-R PTT-F/PTT-R PTM-F/PTM-R
P. graminea + - +
P. teres f. teres - + -
P. teres f. maculata - - +

Megjegyzés: += van termék; -= nincs termék

A PTT-k 31%-a (44 db) az északkeleti régiobol, 28%-a (40 db) a nyugati orszagrészbdl,
26%-a (37 db) délkeleti régiobol és a legkevesebb (21 db) a kdzponti régiobol szarmazott. Talan
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meglepd, hogy a PTT-izolatumok legtobb esetben nem a tipikus haldzatos levélfoltosodast mutatd
levelekrdl, hanem keskeny, 1-2 cm hosszu, nem a levélalaptdl a cstcsig terjedd — azaz nem P.
graminea-tipusu —, révid nekrotikus levélcsikrol szarmaztak. Més esetekben pedig kicsi, jellegtelen
nekrozisokrol. A tipikus levéltiinetek esetében mindig PTT-t hatdroztunk meg. A PTT volt a
dominans korokozo6 arpan €s buzan egyarant mindegyik évben 2010 kivételével, mely évrdl csak 5

izolatumot vizsgaltunk (17. abra).

Pyrenophora teres f.  Pyrenophora teres f. | Pyrenophora bp
teres maculata graminea
= ¢ K & &
FE EEg WS
=5 = ST - = & ~ 5
-— = = =M= E > o e
— = = - D e—
ay Pl SR A AN A A A e
- —
- - e
.._'_'-: E <1000
- - —
- - —
Y e, «— —
- - -—
" —
W <100

16. abra Az arpat fert6z6 Pyrenophora fajok/formak azonositasara kifejlesztett specifikus
inditészekvencia-parok (PTT-F/R: 1,4, 7; PTM-F/R : 2, 5, 8; PG2-F/R: 3, 6, 9) alkalmazasaval
kapott PCR-termékek gélelektroforetikus képe a PTT (1-3) PTM (4-6) és PG (7-9) korokozok
esetében. A nyilak a vart mennyiségli PCR-terméket jelolik. Jobb oldalon 100 bp-os DNS létra

lathato

A megvizsgalt izolatumok koziil 53 db (26%) Pyrenophora teres f. maculatanak bizonyult,
melyekben a PTM-re specifikus inditdszekvencidk (PTM-F/PTM-R) esetében tapasztaltuk nagy
mennyiségben a vart méreti (411 bp) DNS-termék felszaporodasat. Kisebb mennyiségi
amplikonokat ez esetben a PG-specifikus inditoszekvenciakkal kaptunk (16. abra). Az izoldtumok
szintén az orszag kiilonbozd régidibol szarmaznak: 46% (24 db) délkeleti régiobol, 32% (17 db) a
nyugati orszagrészrol és a kozponti, valamint az északkeleti régidibol azonos mennyiségii (6-6 db)
izolatum. PTM-et izolaltunk a kdvetkezd, szamunkra szokatlan tiinettipusokrol: - szabalytalan alaka

apr6 nekrozisok; - ovalis nekrotikus foltok, melyek tipikus PTM tiineteknek felelnek meg, mellettiik
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az elszortan elhelyezkedd nekrotikus pettyek; - rovid, hosszukés nekrozis, melyek mind a korabbi
irodalmi adatokkal, mind a sajat vizsgalatainkkal egybevagnak (lasd: 12. abra).
[zolatumgytijteményilinkben 13 db Pyrenophora graminea torzset azonositottunk, aminek
nagyobb része (11 db, 84,6%) a nyugati régiobol szarmazik, egy-egy izolatumot pedig a délkeleti és
az északnyugati régiokbol. 2010 kivételével minden évben gytjtottiink. A PCR-vizsgalat soran a
vart 435 bp méretii DNS-terméket kaptunk a PG-re specifikus inditoszekvencidk (PG2-F/PG2-R)
esetében, valamint a PTM primerekkel is mutattak kisebb mennyiségben DNS-terméket. Az

izolatumok minden esetben alaptol induld hosszanti nekrotikus csikokrol szarmaztak.
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2006 2007 2008 2009
PG 3 3 6 1
PTM 8 14 20 8
PTT 22 44 44 30

17. abra P. teres f. teres (PTT), P. teres f. maculata (PTM) és P. graminea (PG) eloszlasa
Magyarorszagon kiilonb6z6 években

5.2.2 Parosodasi tipusok eloszlasa

Osszesen 8 PG, 31 PTM és 109 PTT izolatum parosodasi tipusat hatiroztuk meg és
vizsgaltukazok eloszlasat kiilonbozd régiokban (8. tablazat), gyijtési években (18. abra) és
gazdandvényeken (9. tablazat).

A vizsgalt 8 P. graminea izolatum koziil 5 a MATI és 3 a MAT2 parosodasi tipushoz
tartozott. Nagyobb aranyban (6 db) a nyugati régiobol szarmaztak az izolatumok. A 2006-ban
gylijtott taplanszentkereszti graminea izolatumok esetében mindkét parosodasi tipust megtalaltuk.
Az éves eloszlas tekintetében: 2006-ban 1:2, 2007-ben 3:0, 2008-ban pedig 1:1 volt a MAT1:MAT2
aranya.
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A vizsgélt 31 P. teres f. maculata izolatum 68%-a MAT1 mig 32%-a MAT2 parosodasi

tipushoz tartozott. Tekintetbe véve a teljes gyiijtési periodust a parosodasi tipusok eloszlasa és a

vizsgalt PTM izolatumok szama sem volt azonos a kiillonbozd régidkban: a kdzponti régidhoz

tartoz6 4 db PTM-torzs a MAT] tipushoz tartozott, a délkeleti régioban 5 db MAT1 és 4 db MAT?2,

az északkeleti régiobol 2 db MATI1 és 3 db MAT2, mig a nyugati régiéban 10 db MATI1 és 3 db

MAT?2 izolatumot azonositottunk (8. tablazat). A 2006-ban begyijtott buzardl szarmazd bolyi

mintdknal, valamint a 2009-es taplanszentkereszti arpardl szarmazo izolatumok esetében szintén

talaltunk kiilonb6z6 parosodasi tipusba tartozo azonos teriiletrdl szarmazoé izolatumokat. A legtobb

évben tobbségben volt a MATI parosodasi tipus (12. abra), 2006-ban 5:2, 2007-ben 8:4, 2008-ban
2:2,2009-ben 4:2 és 2010-ben 2:0 volt a két parosodasi tipus el6fordulasa.

8. tablazat P. graminea (PG), P. teres f. maculata (PTM) ¢és P. teres f. teres (PTT) izolatumok
parosodasi tipusainak eloszldsa a gytijtési régiokban
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MAT1/MAT?2 parosodasi tipusok szama
Koérokozo z . " -
Nyugati régio | Délkeleti régio Eszsél;l;gletl Kizl;?:tl
PG 4/2 1/0 0/1 -
PTM 10/3 5/4 2/3 4/0
PTT 14/19 20/9 13/14 9/11
Osszes 28/24 26/13 15/18 13/11
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18.abra A parosodasi tipsok eloszlasa kiillonbozé években (PTT — P. teres f. teres; PTM — P.

teres f. maculata; PG — P. graminea)

A legtobb (109 db) azonositott parosodasi tipust izolatum a Pyrenophora teres f. tereshez

tartozott, kozottliik 6sszesen 56 db MATI1 (51%) és 53 db MAT2 (49%) tipusu volt, de 2006-ban és
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2007-ben a MAT1 volt tobbségben (11:6 és 21:16), mig 2008-ban a MAT?2 fordult elé gyakrabban
(17:22). A 2009-es évben azonos aranyban fordult el6 a két parosodasi tipus (7:7), 2010-ben pedig
csak két vizsgalt izoldtumunk volt, ami a MAT2 parosodasi tipushoz tartozott (18. abra).
Hasonloan a PTM-hez, a parosodasi tipusok aranya a PTT populéacion belill nem azonos régidokon
beliil: a MAT2 tipus volt a kiemelkedé a nyugati, az északkeleti és a kozponti régiokban, mig
ellenkez6 volt a helyzet a délkeleti régidban ahol az MAT1 parosodasi tipus volt nagyobb szamban.
Azonos teriiletrdl, de kiilonbdzd parosodasi tipusba tartozé izoldtumokat azonositottunk: 2006-ban
bolyi, valamint székkutasi buza mintaknal, 2007-ben Kiszombor-Mako teriiletérdl szarmazéd 6szi
arpa, valamint taplanszentkereszti buzaknal, 2008-ban martonvasari, tordasi és kocsi Oszi arpa,
tovabba taplanszentkereszti tavaszi arpa esetében. 2009-ben és 2010-ben a tdplanszentkereszti 6szi
¢s tavaszi arpak viszgalata soran talaltunk azonos teriileten kiilonb6zd parosodaési tipusba tartozé
izolatumokat.

Ahogy korabban emlitettiik, a legtobb (70 db, 48%) PTT izolatum &szi arparol szarmazik,
mig 28%-a (41 db) buzarol és 24% (35 db) tavaszi arpar6l. Minden gazdandvény esetében a MAT1
volt gyakoribb, bar nem szignifikdns mértékben, vagyis a buza esetében 24:17, az Gszi arpa

esetében 38:32, a tavaszi arpa estében pedig 18:17 volt a két parosodasi tipus aranya (9. tablazat).

9. tablazat A parosodasi tipusok eloszlasa Pyrenophora spp. beliil kiilonb6z6 gazdandvényeken

. . MATI1/MAT?2 parosodasi tipusok szama
Korokozo p s e =
Buza Tavaszi arpa Oszi arpa Osszesen
P. graminea - 11 4/2 5/3
P. teres f. maculata 6/4 6/3 9/3 21/10
P. teres f. teres 18/13 11/13 25/27 54/53
Osszesen 24/17 18/17 38/32 80/66

5.2.3 A Pyrenophora teres f. teres genetikai variabilitaisa RAPD-mintazatok alapjan

A RAPD-vizsgéalatba Osszesen 81 monosporas hazai P. teres izoldtumot vontunk be,
melyeket kiilonbozoé tipust nekrotikus tiineteket mutatd arpa levelekrdl gyujtottiink. Tiinetek
alapjan eldzetesen foltételeztiilk, hogy a kivalasztott izolatumok a P. teres f. terest képviselik,
azonban specifikus PCR-rel csak 68 izolatumrol igazolodott foltételezésiink. Eme 68 torzs tipikus
héalozatos foltokrdl, néhany mm-es aprd nekrotikus pettyektdl, vagy a levél kiilonboz6é részein

talalhatdo 1-2,5 cm hosszisagh érkozi nekrézisokrol szarmaztak. Tizenhdrom izoldtum, melyek
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kizalolag pontszerti nekrézisokrol vagy rovid hossziukéas nekrézisrol szarmaztak, a P. feres f.
maculatahoz tartozott. A hatvannyolc PTT izolatumot 43 arutermeld iizemi tablarol és 4 kisérleti
allomasrol gyljtottikk dsszesen 45 helyszinrdl 4 foldrajzi régidban (nyugati, kdzponti, délkeleti és
¢északkeleti) (10. tablazat, 19. dbra). Praktikus okokbdl az egy kisérleti allomason beliil mintazott
parcellakat egy tablanak tekintettiik a parcellak kozotti kis tavolsagok (max. 1 km) és az azonos
agronémiai kezelések miatt. Egy izoldtumot gyujtttiink 2006-ban, tizenhatot 2007-ben,
harminc6tot 2008-ban, tizennégyet 2009-ben ¢€s kettét 2010-ben.

0 50 100 150 km

19. abra Magyarorszag térképe az izolatumok gyujtesi helyeivel (fekete pont) ¢s a foldrajzi
régiokkal (NY=Nyugati, K=K&zponti, DK=D¢lkeleti, EK=Eszakkeleti). A pontok melletti szdm
azonositja a gyljtési helyet a 10. tablazatban.
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10. tablazat A vizsgélatba vont Pyrenophora teres f. teres izolatumok eredete és parosodasi tipus

. . s s g .y Tertilet Arpa fajtaja, Parosodasi
Torzskod Gytjtés ideje Gyijtés helye jellege nemesitési foka tipus
Nyugati régio
H-230 2007/06/13 Chernelhazadamonya (1) U Jubilant 1
H-196 2007/06/12 Egyhazasradoc (2) U Ismeretlen 2
H-169 2007/04/03 Mosonmagyarovar (3) K KH Kors6 2
H-198 2007/06/13 Piispokmolnari (4) U Pasadena 2
H-231 ” Sarvar (5) U Coralba 2
H-185' 2007 Taplanszentkereszt (6) K Ismeretlen 1
H-306/1'  2008/06/18 » K Henley 2
H-294' ”? ” K Ismeretlen 1
H-296' ” ” K gks419 2
H-303' 2008/06/24 ” K Sebastian 1
H-477 2009/05/26 Hédervar (7) U Ismeretlen 2
H-472 2009/06/07 Sarvar (5) U Scarlett 2
H-383/1'  2009/06/22 Taplanszentkereszt (6) K Scarlett 2
H-393/1"' ” ” K GK Judy 1
H-396/1" ”? ” K Ismeretlen 2
H-497/3'  2010/06/09 ”? K Pasadena 2
H-500/1" ” ” K Mandolina 2
Kozponti régio
H-112 2006/04 Mor (8) U Ismeretlen 2
H-327'**  2008/06/19 Kocs (9) U Ismeretlen 1
H-335'"7 ” ”? U Ismeretlen 2
H-284' 2008/05/16 Martonvasar (10) K Kh Turul 2
K F74-82/MANAS/
1 2
H-287 2008/05/16 /1S7D4002 2
H-288' ? 7 K 20899YH2/Petra 2
H-313/1" " " K Petra 2
H-317/1' 7 7 K Nelly 1
H-321/1' 7 7 K KH Center 2
H-322' 2008/06/10 7 K Ismeretlen 2
H-310/2"  2008/06/12 Tordas (11) K Ismeretlen 1
H-314/1a ” 7 K Ismeretlen 2
H-323' 7 7 K Ismeretlen 1
H-324/1' 7 7 K Ismeretlen 2
H-325"% 7 7 K Ismeretlen 1
H-336'"* 7 7 K Ismeretlen 1
Délkeleti régio
H-159 2007 Kiszombor-Makoé (12) U Ismeretlen 2
H-201 2007/07/11 Miske (13) U Ismeretlen 1
H-200 2007/06/08 Nemesnadudvar (14) U Ebson 2
H-204 2007 Oregcserté (15) U Rex 1
H-463 2008/05/28 Derekegyhaz (16) U Ismeretlen 1
H-337 2008/05/26 Kétsoprony (17) U KH Tas 1
H-339 2008/05/27 Murony (18) U Rex 2
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H-357 2008/05/27 Oroshaza (19) U Botond 1
H-469 2008/06/06 Ocsény (20) U Rex 1
H-308/2 2008/05/22 Székkutas (21) K Ismeretlen 2
H-282 2008/04 Szolnok (22) U Nelly 1
H-447 2009/06/02 Janoshalma (23) U Rex 1
H-478 2009 Kalocsa (24) U Ismeretlen 1
H-410/2 2009/06/02 Kunszentmiklos (25) U Ismeretlen 2
Eszakkeleti régio
H-192 2007/0604 Batorliget (26) U Palinka 1
H-189 ” Fényeslitke (27) U Ismeretlen 2
H-209 2007/06/07 Halmaj (28) U Scarlett 2
H-191 2007/06/04 Hodasz (29) U KH Viktor 2
H-186 » Kélcse (30) U Petra 1
H-190 ” Nagyvarsany (31) U Palinka 2
H-464 2008/06/09 Balassagyarmat (32) U Laverda 2
H-377 2008/06/19 Emdd (33) U Candesse 1
H-359 2008/06/09 Endrefalva (34) U Maress 2
H-358 ” Karancssag (35) U Ismeretlen 1
H-340/1 2008/06/19 Igrici (36) U Candesse 2
H-360 2008/06/18 Sajopiispoki (37) U Pasadena 2
H-462 2008/06/09 Sziigy (38) U Vanessa 1
H-361 2008/06/17 Tiszakarad (39) U Ismeretlen 2
H-458 2008/06/10 Ujdombrad (40) U Ismeretlen 2
H-428 2009/06/07 Apagy (41) U Ismeretlen 1
H-438 2009/06/05 Cserhathaléap (42) U Ebson 2
H-429 2009/06/04 Karancssag (35) U Jubilant 1
H-473 2009/06/16 Mezokeresztes (43) U Mauritia 2
H-433 2009/06/17 Tiszaszo16s (44) U Imperial 1
H-426 2009 Tomor (45) U Ismeretlen 1

"Megjegyzés: a torzskod utani szam jelzi, ha az azonos helyszinen gytijtott izolatumok azonos
tablarol (1), parcellarol (%), levélrdl (°) vagy nekrozisrol (*) szarmaztak.

A zarojelbe tett szamok segitségével a 13. abran jelslt gyiijtési helyek azonosithatoak.

°U = iizemi, K = kisérleti.

parosodasi tipus: 1 = MATI, 2 = MAT2.

A 68 PTT izolatumban &sszesen 171 (91%) polimorf és 17 (9%) monomorf RAPD-
fragmentet azonositottunk, amelyek méretei 100 és 3000 bp kozott valtoztak. Az amplikonok szama
lokuszonként 4tlagosan 1,9 wvolt. A  0sszes RAPD-fragmentum szama kiilonbozo
primerkombinaciok esetén 7 (OPA14/OPE03) és 19 (OPG04/OPBO1) kozott valtozott, azaz
atlagosan 12,5 fragmentum jelent meg primerkombinacioként. Minden izolatum egyedi
tobblokuszos RAPD-haplotipusba tartozott. A normalizalt Shannon-index a maximalis 1 értéket

mutatta, és a Simpson-index (0,0147) kozelitett a nulldhoz, mutatva a magas foka genetikai

valtozékonysagot.
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20. abra G¢lképrészlet az OPH03-OPE16-0s inditoszekvencidkkal kapott RAPD-termékekrol
(DNS molekulasuly markerl: 1kbp Ladder (SIGMA), 2: PCR 100bp Low Ladder (SIGMA))

Az izolatumok genetikai rokonsdgat UPGMA klaszter analizissel vizsgaltuk, melyet a 21.
abra szemléltet. A vizsgalt 68 PTT izoldtum genetikai tdvolsdga 1,6 és 36% kozott mozog
(dtlagosan 9,5%). Otvenhét izolatum 4 f&bb csoportot alkotott (I.—IV. klaszter). Altaldnos
Osszefliggést a kladstruktura €s az izolatumok parosodasi tipusai vagy szarmazasi régioi kozott nem
talaltunk, mivel minden klad tartalmazta mindkét parosodasi tipust, s tobb régiot képviselt. A II. és
III. klaszterek izolatumai harom foldrajzi régiobdl, mig az 1. és IV. klaszterek tagjai mind a négy
régiobodl szarmazoé izolatumot tartalmaztak. Csekély mértékii foldrajzi eredet szerinti csoportosulast
figyeltink meg néhany alklaszterben. Példdul az 1. klaszter 6 nyugati régiobol szarmazo
izolatumbol négy (H-294, H-296, H-303, H-306/1), valamint 14 kdzponti régidbeli izolatumabodl
harom (H-322, H-323, H-327) egy-egy kisebb alklaszterbe tomoriilt. Tovabba a III. klaszter 5
¢szakkeleti izolatumabol négy (H-426, H-428, H-429, H-433) csoportosult egymassal azonos
alklaszterbe. Erdekesség, hogy a I. III. és IV. klaszterek izolatumainak zome azonos évben lettek
gyljtve, mig a II. klaszterben hdrom termesztési idészak is megjelenik (2008, 2009 és 2010). Kettd
kivételével minden izolatum 2008-bol szarmazik az 1. klaszterben. A III. klaszter nyolc 2009-es
izolatumot, valamint egy darab 2008-as izoldtumot (H-361) tartalmaz, mely tisztan elkiilonil a klad
tobbi tagjaitol. A IV. klaszterben a 2007-ben gytijtott izolatumok, plusz egy tavoli rokonsagban allo
2006-0s izolatum (H-112) tartozik. Taldn meglepd, hogy nem azok az izolatumok genetikai
rokonsaga a legszorosabb, melyek azonos levélrdl szarmaztak. Az azonos levélrdl, de eltérd

1€zi6krol szarmazo és kiillonbozd parosodasi tipusba tartozd H-327 és H-335 izolatumok az I. klad
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két szomszédos alkladjaban jelentek meg, de az ugyanazon 1éziorél szarmazé és azonos (MATI)
parosodasi tipust H-325 és H-336 izolatumok is tisztan elkiiloniiltek egymastol az 1. klaszterben.

A Nei-féle géndiverzitas analizis (11. tablazat) ravilagitott, hogy az egyes mintaegységeken
(parosodasi tipusok, tablatipusok, régiok, évek) beliili genetikai diverzitds felel azok teljes
géndiverzitdsanak nagy részéért, mig a mintaegységek kozott a teljes diverzitasnak csak kis
hanyada taldlhato. Mind az egyes mintaegységeken beliili atlagos géndiverzitas (Hs=0,12849—
0,16729), mind pedig azok teljes géndiverzitasa (Hr=0,13922-0,18353) hasonl6 nagysagrendi. A
MATI1 és MAT2 izolatumok kozott az allélgyakorisagban elhanyagolhatd, statisztikailag nem
igazolt kiilonbséget talaltunk (Gsr=0,01379, G* nem szignifikins nagyon magas P=0,1684 érték
mellett). Kicsi, ugyanakkor erdésen szignifikans kiilonbséget figyeltiink meg az iizemi ¢és a kisérleti
parcellakrol szarmazoé mintak kozott (Gsr=0,03643), illetve a négy foldrajzi régiobol szarmazod
mintak kozott (Gsr=0,07567), mindkét esetben P< 0,0001 értékkel a G*-tesztben. Ez azt jelenti,
hogy legalabb egy régiobol szarmazoé PTT alpopulacié szignifikansan eltér a tobbi régd
alpopulacioitol. A régidok paronkénti regiondlis Osszehasonlitdsakor mindegyik régidé kozott
statisztikailag igazolt eltéréseket talaltunk az allélgyakorisdgokban (Ggs1=0,03104-0,08195,
P<0,0111). A legnagyobb genetikai differencialtsagot a 2007, 2008 és 2009 soran gyiijtott mintak
kozott mértiik (Gst=0,16558, P<0,0001), ami azt jelenti, hogy a teljes géndiverzitas kb. 16,5%-at az
¢vjarathatas okozta a megvizsgalt P. teres mintdkban. A harom év paronkénti 0sszehasonlitasa is

szignifikans eltérést mutatott, 10,68—14,88% (P<0,0001).
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21. abra PTT izolatumok NEI ¢és LI (1979) genetikai tavolsag koefficiensen alapuld

UPGMA-fenogramja. Az egyes eldgazasok statisztikai megbizhatosdgat a mellettiik talalhatd

bootstrap értékek jelzik (csak az 50% feletti értékeket tiintettiik f6l). Az dgak végén az izolatumkdd,

régi6 (NE-Eszakkeleti, SE-Délkeleti, W-Nyugati, C-Kozponti) és zarojelben a gytijtés helyének

sorszama, parosodasi tipus €s gylijtés éve talalhato. Skala jelzi a genetikai tdvolsag mértékét.
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11. tablazat Nei-féle géndiverzitds és genetikai differencidltsdg a P. feres f. teres izolatumok

kiilonb6z6 mintavételi egységeiben

Mintavételi egység Hg Ht Dgt Ggr G’ P érték

Parosodasi tipus (MAT1:MAT2) 0.1573 0.1595 0.0022 0.01379 188.7 0.1684
Téblatipus (lizemi:kisérleti) 0.1481 0.1537 0.0056 0.03643 319.5* <0.0001

Régiok
Osszes 0.1478 0.1599 0.0121 0.07567 739.7* <0.0001
nyugati:kézponti 0.12849 0.13922 0.01073 0.07707 276.4* <0.0001
délkeleti:északkeleti 0.16729 0.17265 0.00536 0.03104 198.6* 0.0089
nyugati:délkeleti 0.16497 0.17188 0.00691 0.04020 205.7* 0.0047
kozponti:északkeleti 0.13073 0.1424 0.01167 0.08195 315.9* <0.0001
nyugati:északkeleti 0.15313 0.15897 0.00584 0.036736 181.03* 0.0111
kozponti:délkeleti 0.14245 0.15047 0.00802 0.0533  251.5* <0.0001

Evek
2007:2008:2009 0.1411 0.1691 0.028  0.16558 1072.5* <0.0001
2007:2008 0.15354 0.1767 0.02316 0.13107 570.47* <0.0001
2007:2009 0.15621 0.18353 0.02732 0.14885 537.72* <0.0001
2008:2009 0.14143 0.15831 0.0273 0.1068  455.94* <0.0001

Megjegyzés: Hs= mintaegységen beliili atlagos géndiverzitas; Hy= mintaegységen beliili teljes
géndiverzitas; Dst= mintaegységek kozotti abszolut géndiverzitas; Gsr= teljes géndiverziitdshoz

viszonyitott relativ géndiverzitas
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5.2.4 A P. teres és a P. graminea filogenetikai rokonsaga

5.2.4.1 Polimorfizmusok a P. teres f. teres, P. teres f. maculata és P. graminea
vizsgalt izolatumaiban

A Pyrenophora tritici-repentis WAC11137 kiilcsoportot is tartalmazé illesztett szakaszok
hossza: aktin 762 bp, f-tubulin 508 bp, gpd 596 bp, ITS1-5,8S-ITS2 509 bp, igy a tobbgénes
illesztés teljes hossza 2375 nukleotid volt. A PTM_SGl1-1 és PTT 0-1 izolatumok ITS1 régidjanak
elejérol (5 végérdl) 17, illetve 14 db nukleotid hidnyzott. Mivel e két izoldtum nem allt
rendelkezésiinkre, csak szekvenciaikat kaptuk meg egy ausztral kutatdcsoporttol, a hianyzo helyeket
a DNS-t felépitd barmelyik 4 nukleotid el6fordulasat megengedd ,,N” betiikoddal toltottiik ki.

A 13 db PG izoldtumban nyolc, a szintén 13 db PTM izoldtumban hét, a 15 db PTT
izolatumban hat kiilonb6zd tobbgénes szekvencia-haplotipust azonositottunk, de a harom korokozé
kozott nem volt kozos tobbgénes szekvenciatipus és dsszességében kicsi valtozékonysagot mutattak
(12. és 13. tablazatok).

Az aktin particidoban 3 pozicidban (p.) voltak eltérések, koziiliikk kettd pontmutaciod csak a
3PG-jelt izolatumot érintette (p. 171-ben ,,C” helyett ,,T”, illetve p. 656-ban ,,A” helyett ,,G”), mig
a 671-es pozicidoban a PG és PTM izolatumok ,,A” vagy ,,G” nukleotidot, a PTT-k kizarolag ,,A”-t
tartalmaztak. Az aktin szekvencidkat 3 haplotipusba lehetett sorolni (Akt-1-3), a 13 db PG izolatum
mindharmat tartalmazta, a szintén 13 db PTM izolatum kettdt, mig a 15 db PTT izolatum teljesen
homogén volt erre a génre. Az ugynevezett Akt-1 haplotipus a PG-térzsekben volt gyakoribb, az
Akt-2 pedig a P. teres két formajaban.

A p-tubulin particiéban 6sszesen 5 polimorf helyet azonositottunk, melyek koziil a 773-as és
az 1210-es a PG izolatumokban ,,C”-t, ill. ,,T”-t tartalmaztak, ellenben a P. feresek csak ,,G”’-t,
illetve csak ,,C”-t. A particio szekvencidit 4 haplotipusba (Btub-1-4) lehetett sorolni. A PG
monomorfnak mutatkozott. A 26PTM ¢és 21PTT egyediiliként tartalmaztak azonos haplotipust, a
maradék PG, PTM ¢és PTT izolatumok pedig kérokozonként mas-mas haplotipusokat képviseltek.

A gpd-particioban Osszesen 7 polimorf helyet figyeltiink meg, koziiliikk kettdben (1538. és
1589.) minddssze a 3PG és 8PG izolatumokat érintd egy-egy pontmutaciod okozott valtozékonysagot
a harom arpapatogén kozott. Erdekesség, hogy az S1PTM izolatum két helyen is tartalmazott kettds
nukleotidokat: az 1511-es pozicioban C+T (=Y), az 1518-asban G+T (=K) fordult eld. Osszesen 9
haplotipust hataroztunk meg (gpd-1-9), melybdl a PG Gsszesen 6, a PTM és PTT pedig 3-3
kiilonbdz6 gpd-haplotipust tartalmazott. Mindhdrom korokozdéban eléforduld kozos gpd-
szekvenciat nem taldltunk, de paronként akadt egy-egy: a 38PG tobb PTM izolatummal, a 26PTM
tobb PTT izolatummal, a 16PTT pedig tobb PG-tdrzzsel osztozott ugyanazon a szekvencian.
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Az ITS1-5.8S-ITS2 particidban 15 polimorf helyet azonositottunk, melyek koziil 6sszesen 8
tartalmazott kihagyéasokat is az ITS1-ben (p. 2011-2014) vagy az ITS2-ben (p. 2365-2368). Ezen a
nyolc helyen a kihagyasokon kiviil csak ,,T” fordult el valamennyi izolatumban. Pontmutacidkat 3
izolatumban figyeltiink meg: az SPG izolatum az 1884-es pozicioban tért el a tobbitdl (A helyett G),
a 21PTT az 1894-es és 1911-es pozicidkban sajatos (T helyett C), az SIPTM-nek pedig a 2357.
helyen egyedi (T helyett C). A 43PTT izolatumban C+T (Y) egyarant el6fordult a 2310-es
pozicidban. Haplotipusok szama 13 volt (ITS-1-13). A PG- és PTM-torzsek 44, a PTT izolatumok
pedig 5 kiilonb6zd 1TS-haplotipust képviseltek. A harom korokozo barmelyik parosa kozott nem

volt azonos ITS-szekvencia.

5.2.4.2 A P. teres f. teres, P. teres f. maculata és P. graminea filogenetikai
kapcsolatai Maximum Likelihood (ML) és Bayesian analizissel

A tobbgénes szekvencidkbol készitett P. tritici-repentishez gyOkereztetett ML-torzsfa a 22.
abran lathat6. Harom f0 csoportot lehetett elkiiloniteni, alapvetéen a 3 korokozd szerint
csoportosultak izolatumaink. Minddssze a 26PTM izolatum helyzete nem felelt meg ennek, mert
hatarozottan elkiiloniilt a f. maculataktol és a kozos Ostdl a f. teresekhez vezetd adgon a bazalis
taxont alkotta. Az ML-fa szerint a 3 korokozo kozds 0sétol a P. teres (€s a 26PTM izolatum) 6nallo,
mig a P. graminea és P. teres f. maculata pedig egy ideig még kozds evolucios utat kovetett utdbbi
kettd taxon szétvalasaig. A kiilcsoporthoz vezetd gyokér kivételével egyetlen elagazas bootstrap-
értéke sem érte el a statisztikai megbizhatdsaghoz altalaban minimalisan megkivant 70%-ot.

A BAYES-modszerrel készitett torzsfa a 23. abran lathatd. Ennek agszerkezete részben
megegyezik az ML-faval, az izolatumok tobbsége szintén a 3 koérokozonak megfeleld csoportokba
tomortilt, és a 26PTM izoldtum szintén a PTT-khez csoportosult. Ugyanakkor ellentétben az ML-
modszerrel, a Bayesian analizis szerint a 3 korokozd ko6zos 6sétdl indulva a P. graminea (és a
46PTM izolatum) kovetett 6nalld evolucios utat, a P. feres f. maculata és P. teres f. teres pedig egy
ideig még kozosen fejlodtek szétvalasukig. A PTM-csoporton beliil viszont tulnyomorészben nem
dichotémias eldgazasokat kaptunk, azaz a leszarmazasi kapcsolatokat e korokozdban nem sikeriilt
felbontani ezzel a moédszerrel. A 46 PTM izolatum helyzete azért meglepd, mert az ML-analizissel
ellentétben a Bayesian modszer szerint egy ideig a P. graminea iranyaba fejlodott, majd attol
hatarozottan elvalt. Az eladgazasok statisztikai megbizhatdsagara utald Bayesian-féle utdlagos
valoszinliségi értékek a PTM-ek és PTT-k szétvalasi pontja kivételével, joval meghaladtak

megbizhatdsdghoz altalaban minimalisan megkivant 90%-ot.
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P. tritici-repentis
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22. abra P. teres f. teres (PTT), P. teres f. maculata (PTM) és P. graminea (PG) izolatumok

filogenetikai kapcsolatait abrdzold6 Maximum Likelihood torzsfa. Az eldgazasok statisztikai

megbizhatosagat a mellettilk talalhatdo bootstrap értékek jelzik. A fat a P. tritici-repentis

esO nukleotid szubsztitucidk atlagos szamat.
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23. abra P. teres f. teres (PTT), P. teres f. maculata (PTM) és P. graminea (PG) izolatumok

filogenetikai kapcsolatait abrazold Bayesian torzsfa. Az elagazasok statisztikai megbizhatosagat a
mellettiik taldlhatd utodlagos valdszintiségi (posterior probability) értékek jelzik. A fat a P. tritici-

repentis (WACI11137) kiilcsoporthoz gyokereztettiik. Skala jelzi az illesztett szekvencidk egy

crer
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12. tablazat A Pyrenophora graminea (PG), P. teres f. maculata (PTM) és P. teres f. teres (PTT) vizsgalt izoldtumaiban tapasztalt nukleotid-
polimorfizmusok a P. tritici-repentis kiilcsoportot is tartalmazo tobbgénes illesztett szekvencidkban. ,,.” jeldli az 1PG izolatummal azonos
nukleotidokat, mig ,,-” jeloli a kihagyasokat (gap-eket).

Genomszakasz és pozicio a tobbgénes illesztésben
Aktin f-tubulin gpd ITS
3
Kiilonb6z6 tobbgénes - =y
szekvenciatipusokat képviseld 2 2 2] 2]
. =] o, = 5
izolatumok 2 = ) £
g & 2 k=
& £ = c
8 Sl=]mle| & |en|=|v|w|a|e]la]l T |||~ |=|c|=]alea]|x|=|uvle|=]x]| T
—lo|l=| © |o|[Q]la|«c]|= 2 |=]l=|=|=]|—=|cxn|x = ola|lo]|=|lo|=|=|=|=|=]|vlv|vY]|vo]|©O n
[l BN e [l B2 Bl Bl K9\ 1 Aull el Vol VN IVSN IVl Ve Q o<l >l Nl Ho | Qo) o) Bl ol ol Rl Nl Kol Kl Kal K =
— | O | O <ﬂ ~|—=] =] =] — [cn¥ —_ =] =] =] =] =] — 0 — ||l —=]l—=lAalajlajiajajlalajajlalalaoa =
1PG, 2PG, 6PG, 7PG, 9PG Cl|A|G|Ak1|Cc|Cc|fc|]c|T|Bwb-1|T|C|G|G|G|G|G|gd1|A|T|G|T]|C|T]|]T|[-|-|-|T|T|[T]-]-]1ITS1
3PG T|G Akt-3 Btub-1 T gpd -5 A - - -] - -l -1 -1 -] ITS=2
4PG, 40PG A | Akt-2 Btub-1 gpd -1 A -1 -1 -] - - - -]-1TS=2
5PG A | Akt-2 Btub-1 | C A gpd-6 | G T A -l - - T|-| 1783
8PG Akt-1 Btub-1 | C A|T|A A | gpd -7 A - -] - -l -1-1-]I1TS4
11PG Akt-1 Btub-1 gpd -1 A -1 - -] -] -] 1182
12PG Akt-1 Btub-1 | C gpd -8 A - -1 - -] -] -] 1TS=2
38PG Akt-1 Btub-1 | C A|T|A gpd -4 - -] - - |- | ITS-1
26PTM Akt-1 [G| T C|Buwb2|C|T|A A gpd -2 T A T|-|- -] - | 1TSs
28PTM, 29PTM A | Akt2 | G C |Bwb-3 | C AlT]|A gpd -4 T A T|T|T -] - 1TS-6
31PTM, 49PTM, 50PTM A | Akt2 | G C |Bwb-3 | C AlT]|A gpd -4 T A T|-|- o I
32PTM, 33PTM, 47PTM, 48PTM A | Akt-2 | G C |Btub-3| C AlT|A gpd -4 T A T|-1|- -1 -] - - | ITsT
46PTM .| Akt-1 | G C |Btub-3| C A|T|A gpd -4 T A T--1-1-1-1-1-11TS7
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PTM_SG1-1 Al Akt-2 [ G C |Bwb-3 | C AlT]|A gpd -4 T A T|T|T -] - 1TS-6
14PTT, 15PTT, 17PTT, 19PTT,
24PTT, 25PTT. 44PTT A|Akt2 |G| T]G|T|C|Bub4|C|T|A A gpd -2 T A -0 - - T|T]|ITS9
16PTT A|Ak2 |G| T|G C | Btub-4 gpd -1 T A -1 -1 - - T | ITS-9
18PTT, 20PTT, 23PTT, 42PTT Alak2 |G| T|G C |Bub-4 | C A A gpd -3 T A - - - [ 1T8-10
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polimorfizmusok szdmszertiisitve. Az egyes nukleotidokat jelold betliket kovetd szdmok adott nukleotid gyakorisagara utal. - jeldli a kihagydsokat
(gap-eket).
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6 KOVETKEZTETESEK

6.1 Atipikus tiinetekrol szarmazo izolatumok azonositisa

A 2006 ¢és 2010 kozott gytijtott, pirenforas tiineteket mutatd arpa levelek vizsgalatai soran
talalkoztunk olyan nekrotikus tiinetekkel, melyeken egy pirenoforafaj ivartalan alakja sporulalt, de a
1éziok nem hasonlitottak a P. feres f. teres tipikus halézatos tiineteire, sem pedig a P. graminea
levélcsikjaira. Ugyanakkor a 1ézidkon képzddott konidiumok nagyon hasonlitottak a P. feres
konidiumaihoz. Osszesen négy, szokatlan tiinetekrél szarmazé izolatumot részletes morfologiai,
patogenitasi ¢és molekularis genetikai vizsgalatoknak vetettiink ald az ismeretlen korokozo
azonositasa céljabol.

A konidiumok és konidiumtartok alapjan ismeretlen identitdsu izoldtumainkat nem tudtuk
egyértelmiien elkiiloniteni az altalunk alkalmazott PTT referenciatdrzsektdl annak ellenére, hogy a
statisztikai probak néhany mérettani paraméterben kicsi (néhany um), de szignifikans kiilonbséget
mutattak kozottiik. E kis kiilonbségek gyakorlati hasznéalati értéke a mindennapi fajszintl
meghatarozasban véleménylink szerint megkérddjelezhetd e képletek valtozékonysaga miatt. Az
atipikus tiinetekrdl szarmazo izolatumaink konidiumainak hosszusaga 89,1+10,2, um szélessége
pedig 17,6£1,4 pum volt &tlagosan, mely adatok egybevagnak SIVANESAN (1987) ¢és
SHOEMAKER (1962) altal vizsgalt PTT izolatumok adataival. Az atipikus levéltiinetekrdl
szarmazd korokozd izolatumainkat nem lehetett elkiiloniteni egymastol, sem a PTT
referenciatorzsektol tenyészetmorfoldgidjuk és telepnovekedési intenzitasuk alapjan.

Patogenitasi  tesztekben valamennyi szokatlan tiinetr6l szarmazd izolatumunk
fertdzoképesnek bizonyult, és néhany milliméteres, kissé megnytlt, ovalis, illetve ahhoz hasonld
alaku levélfoltokat okoztak, melyek egyértelmiien kiilonboztek a kontroll PTT izolatumok héalozatos
tiineteitdl. Ez megerdsitette, de még nem bizonyitotta foltevésiinket, hogy ismeretlen izoldtumaink
nem a P. teres f. tereshez tartoznak. Specifikus PCR-vizsgalatokkal viszont kétséget kizardan
igazoltuk, hogy azok a P. teres f. maculata-t képviselik.

A P. teres f. maculata valamennyi lakott kontinens szdmos orszagaban eldfordul (pl.
MAKELA 1972, BOCKELMAN et al. 1983, CAMPBELL et al. 1999, WILLIAMS et al. 2001,
PEREYRA és GERMAN 2004). BAKONYI és JUSTESEN (2007) kordbban azonositottak egy
hazai izolatumot, mely RAPD-minté4zata alapjan foltehetéen a P. feres f. maculatahoz tartozott, de
az izolatumrdél nem allnak rendelkezésre morfoldgiai, patogenitasi adatok. Egyéb forrasok nem
tesznek emlitést a patogén itthoni el6fordulasarol, ezért munkank tekinthetd az elsd olyan leirasnak,

amely tudoményosan igazolja e gomba eléfordulasat Magyarorszagon. A korokozot valtozatos
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formaju levélfoltokrol mutattuk ki, ami a tiinetekre alapozott azonositas nehézségeire utal, melynek
legnagyobb gyakorlati szerepe a rezisztencianemesités soran végzett bonitalasi munkéaban lehet.
Mivel a P. teres két forméjaval szembeni ndvényi rezisztencia egymastol fliggetleniil is 6roklddhet,
¢s az arpa fajtak ellenalld képessége eltérd a két korokozoval szemben (KHAN és TEKAUZ 1982,
AFANASENKO et al. 1995, HO et al. 1996), a P. teres f. maculata hazai jelenléte ijabb kihivas a

levélbetegségek elleni komplex rezisztencia kialakitasat célzo nemesitdi torekvésekkel szemben.

6.2 A Pyrenophora graminea, P. teres formak és parosodasi tipusaik gyakorisdaga,
elterjedése Magyarorszagon

Vizsgélataink soran Osszesen 208, pirenoforas tlineteket mutatd levelet gytijtottiink
kiilonboz6 arpa, valamint buza fajtdkrol és nemesitési vonalakrol Osszesen 73 kiilonbozd
helyszinrél 2006 és 2010 kdzott. A legtobb izolatumot 2007 és 2008-ban gytijtottik és a legtdbbet a
nyugati (33%), valamint a délkeleti régiobol (29%). A mintak kozel felét (49%) Oszi arparol, 26 %o-
at tavaszi arparol és 25 %-at 8szi buzardl izolaltuk.

A harom koérokozé hazai eloszlasat tekintve, a legtobb (68%) izolatum Pyrenophora teres f.
teres volt, mig P. teres f. maculata torzsebdl 53 db-ot (26%) azonositottunk, mely izolatumok az
orszag kiilonbozoé régidibol szarmaznak ¢és minddsszesen csak 13 db P. graminea torzset
identifikaltunk, melyek jelentds része a nyugati régiobodl szdrmazott. Hozzank hasonléan nagyobb
aranyu PTT el6fordulést tapasztaltak tobb foldrészen is (AKHAVAN et al. 2014, BOGACKI et al.,
2010, RAU et al. 2003)

A P. graminea torzsek kismértékli eléforduldsanak az alkalmazott fungicides csavazas
lehetett az oka, mely hatékonyan csdkkentette a szisztemikus fertézést. Tovabbd, ez a gomba bar
képez konidiumokat a fertdzott levelek feliiletén, de ezek wjabb fertézéseket a tenyésziddszakban
mar nem inditanak el, ellentétben a P. teres két formajaval, melyek multi-ciklusos betegség. Mivel a
PG, PTM and PTT elleni novényi rezisztencia rendszerint eltérd €s genetikailag nem kapcsolt, e
koérokozok gyakorisagara vonatokozo adataink hasznosak lehetnek a rezisztencia nemesités
prioritasainak meghatdrozasanal.

Két alapvetdé mdd van, ahogyan a gombak €s mas éldlények a génjeiket atadjak a kovetkezo
generdcionak: ivartalan (klonalis) szaporoddssal vagy ivaros parosodas ¢€s rekombinacid utjan.
Elobbi esetben minden utddnak egy sziildje van €s genomja annak pontos mitotikus mésolata
(eltekintve a mitotikus rekombindcid ¢és egyéb genetikai valtozasok altali valtozasoktol). A

rekombindacid révén 1) genotipusok jonnek 1étre, amely noveli a genetikai diverzitast.
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A P. teres heterotallikus természetébdl €s abbdl a tulajdonsadgabdl adodoan, hogy ivartalan
¢s ivaros szaporodasra is képes, a gomba populacidinak genetikai szerkezete €s valtozatossaga
nagymértékben fligg a két ellentétes parosodasi tipus gyakorisagatol és egyiittes eléfordulasatol,
valamint a kétféle szaporodasi mod gyakorisagatol a vegetacios periddusban (LIU et al. 2011). A P.
graminea esetében is hasonlo a helyzet, de mivel konidiumokkal nem okoz ijabb levélfertézéseket,
ivartalan szaporodasa korlatozott.

Munkank soran dsszesen 148 izolatum parosodasi tipusat hatdroztuk meg és vizsgéltuk azok
éves, régids és gazdanovények szerinti eloszlasat. A Pyrenophora teres f. teres 109 db izoldtuma
esetében a MAT1:MAT2 arany kozel 1:1 volt, azonban 2006 és 2007-ben a MAT1, mig 2008-ban a
MAT?2 volt enyhe tobbségben, 2009-ben pedig kdzel azonos volt az aranyuk. A nyugati, északkeleti
¢és a kozponti régidkban a MAT2 volt gyakoribb, mig a délkeleti régioban ezzel ellentétes volt a
helyzet. A gazdandvények tekintetében mindharom korokozondl a MATI el6forduldsa volt
nagyobb mértékii, de nem szignifikdns mértékben. Az 0szi buzan csak a P. teres két forméaja fordult
eld. Az ovalis forma esetében 6:4, mig a halozatos forma esetében 18:13 volt a két parosodasi tipus
aranya. A tavaszi buzardl szarmazé két db PG izolatum MATI1:MAT2 aranya 1:1 volt, azonban a 9
db PTM-nél (6:3) a MATI1 volt a domindns, mig a 24db PTT-nél (11:13) kis mértékben a MAT2
valt gyakoribba. Az 0szi arparol szarmazé izolatumok vizsgalata soran is valtozatos képet kaptunk,
mig a PG (5:3) és PTM (9:3) izolatumoknal a MAT1 pdarosodasi tipus, addig a PTT esetében
(25:27) a MAT?2 volt a gyakoribb, bar nem szignifikans mértékben.

A pérosodasi tipusokra megvizsgalt 31 PTM izolatum 68%-a a MATI1, mig 32%-a MAT2
parosodasi tipushoz tartozott. Régids-eloszlas tekintetében: a kdzponti régioban 4:0, a délkeleti
régidban 5:4, az északkeleti régidban 2:3, mig a nyugati régidoban 10:3 volt a MAT1:MAT?2 aranya.
Mindegyik évben tobbségben volt a MAT1 parosodasi tipus.

A csak arpafélékrdl gyiijtott nyolc vizsgalt PG izoldtum kozil — melybdl 6 izolatum a
nyugati orszagrészbodl szarmazott — 6t a MAT1 és harom a MAT2 parosodasi tipusba tartozott.
Mindkét parosodasi tipust megtalaltuk tavaszi és 0szi arpan, valamint a nyugati orszagrészben.

Tobb tanulmany hangsulyozza az ivaros szaporodas jelentdségét a P. teres populaciokban
(PEEVER ¢és MILGROOM 1994, RAU et al. 2003). Ezzel ellentétben mas kutatécsoportok az
ivartalan szaporodas fokozott jelenlétét emelték ki (CAMPBELL et al. 2002, LEHMENSIEK et al.
2010). RAU ¢és munkatéarsai (2003, 2005) eredményei alapjan az ivaros szaporodas jelentds
mértékben fordul elé a P. teres mindkét formdjanal az olaszorszagi Szardinidn, de az ivaros és
ivartalan szaporodas relativ ardnya helyszinenként valtoz6. Ezzel szemben SERENIUS és
munkatarsai (2007) arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy az azonos helyrdl szdrmazo P. teres
mindkét tipusanal korlatozott volt a rekombinéacio mértéke, de a lehetdség adott volt a kiilonbozo

parosodasi tipusok egyiittes el6forduldsa révén. Az egyedi multilokuszos mikroszatellit haplotipus
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magas szama ¢és a parosodasi tipusok 1:1 megoszlasa alapjan BOGACKI és munkatarsai (2010) azt
feltételezték, hogy két dél-ausztraliai PTT és PTM populacio esetében az ivaros szaporodas volt az
elsddleges, de egy ivartalan szaporodas lehetdsége sem zarhato ki.

Mindkét parosodasi tipust azonositottuk mind a harom koérokozd esetében. Tovabba
mindharom gomba faj/forma MATI és MAT2 parosodasi tipusu izolatuma el6fordult az Osszes
régidban és minden gyijtési évben (2007, 2008 and 2009). Mi tobb mindkét parosodasi tipus
megtalaltuk azonos tablan €s levélen a P. feres f. teres esetében (H-327 és H-335). A parosodasi
tipusok ezen tér- és idobeli megoszldsa még ugyan nem igazolja az ivaros szaporodas megtorténtét

a populaciokban, de jelzi, hogy annak lehetdsége Magyarorszagon is fennall e gombak kdrében.

6.3 A P. teres f. teres hazai populdcidjanak valtozékonysdga

A kiilonb6z6 kérokozo populaciok szerkezetének €s genetikai valtozékonysaganak ismerete
kozvetetten hozzajarulhat az elleniik val6 sikeres fellépéshez. Magyarorszagon elsdként vizsgaltuk
a PTT populacidinak genetikai variabilitasat. Osszesen 68 monosporas izolatumot vontunk be
RAPD-vizsgalatainkba. A mintdkat 43 &rutermeld tlizemi tablarol és 4 kisérleti allomasrol
gyljtottikk. Egy izolatum szarmazott 2006-bol, tizenhat 2007-bdl, harmincot 2008-bol, tizennégy
2009-bdl és kettd 2010-bal.

Minden izolatumunk egyedi tobblokuszos RAPD-haplotipusba tartozott. Ez a nagy
genotipusos diverzitas egybeesik tobb P. feres populacié vizsgélatanak eredményével. Maximalis
genotipusos diverzitast mutatott 64 svéd PTT izolatum, amelyeket egymastol mindossze 20 km-re
1év6 két helyszinen gytjtottek (JONSSON et al. 2000), valamint 41 PTT izolatum is, melyet négy
lengyelorszagi tartomanybol gyiijtéttek be (BATURO-CIESNIEWSKA et al. 2012). Ezenfeliil mind
a 30 cseh vagy szlovak, valamint a 145 litvan izolatum 100%-a, a 72 finn izolatum 97%-a és a 185
egy¢b helyekrdl szarmazod hélozatos tipust torzs 100%-a egyedi AFLP-genotipussal rendelkezett
(LEISOVA et al. 2005b, SERENIUS et al. 2005, 2007). Harom helyrdl szarmazé 76 dél-ausztraliai
PTT izolatum 84%-a rendelkezett sajatos multilokuszos SSR haplotipussal (BOGACKI et al. 2010).

A magas genotipusos diverzitast altalaban az ivaros rekombinacidval hozzak dsszefliggésbe
(McDONALD ¢s LINDE 2002). Azonban més mechanizmusok is hozzajarulhatnak a populdciok
valtozékonysagéhoz, pl. géndramléds, migracio, genetikai sodrddas (drift), mutécio, szelekcio,
paraszexualitds (HARTL és CLARK 1989). A P. teres inokuluma vetémaggal és konidiumokkal is
terjed, akar 10-200 km-re is eljuthat (De WOLF et al. 1998), lehetdséget teremtve a kiilonbzo
genetikai hattérrel rendelkezé genotipusok természetes uton torténd terjedéséhez. Mivel mintdink
nagyszamu arpa fajtarol/genotipusrol szarmaztak, elképzelhetd, hogy a kiilonb6z0é gazdandvény
genotipusok szelekcidos nyomdsa is hatassal lehetett a korokozd populacidszerkezetére a gomba

eltérd patotipusainak gyakorisagéra kifejtett hatas altal. Ez elméletileg lehetséges, mert a P. feres
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mindkét formajanak tobb patotipusat azonositottak mar kordbban Magyarorszagon (BAKONYT J.,
nem kozolt adat). A paraszexudlis (mitotikus) rekombinacio jelenségérdl mostanaig a P. feres
esetében nincs tudomasunk, igy nehéz megbecsiilni a szerepét.

LEISOVA és munkatarsai (2005b) tgy talaltak, hogy a P. teres mindkét formaja inkabb
csoportosithatd a gyljtés éve, mint a szdrmazasi hely alapjan. SERENIUS ¢s munkatarsai (2007)
szintén arrol szdmoltak be, hogy a finnorszagi PTT izolatumok szignifikans genetikai eltérést
mutattak a mintazas éve szerint. A mi adataink is 6sszhangban vannak ezekkel az eredményekkel,
vagyis mind a klaszterezés, mind a Nei-féle géndiverzitds analizis szerint az iddbeli valtozasok
nagyobb hatassal vannak az izolatumok genetikai valtozékonysagara, mint a parosodasi tipus,
talajtipus vagy a szarmazasi hely.

SERENIUS ¢és munkatarsaihoz (2005) hasonléan, akik AFLP technikdt haszndltak az
egymastol messzirdl szarmazo, az 1:1 parosodasi tipus aranytdl szignifikansan nem eltéré két
finnorszagi PTT populacio kozotti és azokon beliili genetikai eltérések vizsgalatara, mi sem
talaltunk a klaszter-analizis soran parosodasi tipusonkénti csoportosulast, sem pedig a két
parosodasi tipus kozott genetikai eltérést. Statisztikailag szignifikdns genetikai differenciat (Gsr)
csak nagyon alacsony mértékben kaptunk a kétféle tabla tipus (iizemi, illetve kisérleti) és a négy
foldrajzi régid kozott, valamint kdzepes mértékben az évjaratok kozott. Az iizemi és a kisérleti
parcellédk kozotti eltérés igen alacsony szintje azt mutatja, hogy a mintazasi idészak alatt az érintett
teriiletek kozott nagy valoszinliséggel tortént génaramléas. Ez abbodl a szempontbol is érdekes, hogy
a halozatos levélfoltossag elleni rezisztencia bonitalas altaldban kisérleti telepeken torténik, ahol a
gomba helyi populacidjat/izolatumait hasznaljak elsésorban.

Hozzank hasonloan BATURO-CIESNIEWSKA ¢és munkatarsai (2012), valamint
PELTONEN ¢és munkatarsai (1996) sem talaltak szoros Osszefliggést a RAPD-klaszterek és a P.
teres szarmazasi helye kozott. Ugyanakkor a mi eredményeinkkel ellentétben évjaratonkénti eltérést
nem figyeltek meg. Mas P. teres populaciok genetikai Osszetételében is csak hozzank hasonloan
nagyon alacsony mértékii eltérést vagy annak hianyat figyelték meg viszonylag kdzeli, egymastol
legfeljebb 20 km tavolsagra 1évé teriiletek kozott Albertdban (Kanada) és Svédorszagban (5 %-os
eltérés mindkét esetben) (PEEVER és MILGROOM 1994, JONSSON et al. 2000), illetve szamos
PTT alpopulacio kozott Finnorszagban és Ausztralidban (SERENIUS et al. 2007, BOGACKI et al.
2010). Viszont jelentds genetikai eltérések észlelhetdk, feltehetéen a migracidos ratanak
koszonhetden, a szardiniai PTT populaciok kozott (RAU et al. 2003) és egymastol foldrajzilag
tavolrol szdrmazo P. teres populaciok kozott (foldrészek kozott, kiilonbozd eurdpai és ausztral
populdciok kozott, és két egymdstol 400 km-re 1évd finn populacid kozott) (PEEVER és
MILGROOM 1994, SERENIUS et al. 2005, 2007).
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Lézi6 szintjén figyelembe véve a P. teres genetikai diverzitasat, meglepd lehet, hogy az
azonos 1€zi6rdl szdrmazé €s azonos parosodasi tipusu két izolatum (H-325 és H-336) kiilonbozo és
tisztan elkiiloniild multilokuszos RAPD haplotipust mutatott az 1. klaszterben (2. abra). Ez a két
izolatum 9 RAPD lokuszban tért el egymastdl, ezekbdl 5 megtalalhaté a H-325-ben, 4 pedig a H-
336-ban. A Cochliobolus sativus (anamorf alak: Bipolaris sorokiniana) esetében LEISOVA-
SVOBODOVA ¢s munkatarsai (2012) valészintsitették, hogy a konidiumképzés soran fellépd
kromoszéma atrendez8dés okozhat genetikai eltéréseket, féleg egy 1ézion beliil. Jelenleg nem
tudjuk, hogy a H-325 és H-336 izolatumok is hasonl6 okok miatt térnek-e el egymastdl, vagy pedig
kiilonb6z6 genotipusok egyidejii fertdzése fordult eld. Ennek a kérdésnek a megvalaszolasa kiviil

esett vizsgalataink céljan.

6.4 A P. graminea és P. teres filogenetikai rokonsdaga

Korabbi filogenetikai tanulmanyok az arpat fertéz6 Pyrenophora-fajok csak sziik foldrajzi
régiobol szarmazo kisszamu izoldtumat vizsgaltdk ¢és kevés génszakaszra épitettek. Ennek
hatranyait elkeriilendd, filogenetikai vizsgalatainkba kiilonb6zd foldrészekrdl és orszagokbol
szarmazo 13 P. graminea, 13 P. teres f. maculata és 15 P. teres f. teres izolatumot ¢és 4 kiilonb6zo
génszakaszt (ITS, B-tubulin, aktin és gpd) vontunk be. A tdorzsek identitdsat korabbi elemzések
soran mar igazoltak, illetve magunk is ellendriztiik a dolgozatban bemutatott specifikus PCR
modszerrel. Kiilcsoportnak a buza fahéjbarna foltossagat okoz6 kozelrokon P. tritici-repentist
valasztottuk.

A sejtmagi rDNS ITS-régiokban kialakult polimorfizmus altaldban alkalmas fajok kozotti
differencidlasra ¢s fajmeghatdrozasra (MARSHALL 2005). STEVENS ¢és munkatarsai (1998)
viszont nem tudtdk hatarozottan elkiiloniteni az arpat fert6z6 Pyrenophora-fajokat egymastol ITS-
a P. graminea és a P. teres altaluk vizsgalt izolatumai kozott (elobbi csak guanint, utobbi csak
timint hordozott). ZHANG és BERBEE (2001) a PG ¢és PTT egy-egy izoldtuma kozott nagyobb
homoloégiat (99,8%) mértek, mint a PTT ¢és PTM kozott (98,8%), azaz az interspcifikus
polimorfizmus kisebb mérékii volt az intraspecifikus polimorfizmusnal. Adataink a két faj ITS
alapu sikertelen elkiilonitését megerdsitik, de a STEVENS és munkatarsai (1998) altal emlitett
fajspecifikusnak tiind egynukleotid-polimorfizmust nem tamasztjak ald, mert két P. graminea
izolatumunk is timint tartalmazott a kérdéses helyen (12. tablazat, 1905-6s pozicio). E
megfigyelésiinkkel egybevag az Y10748 génbanki azonositd szaml P. graminea torzs ITS-

szekvenciaja is.
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ZHANG ¢és BERBEE (2001) a Pyrenophora nemzetséget <¢érintd, fent emlitett
tanulmanyukban a PTT ¢és PTM egy-egy izolatumanak rokonsagat glicerinaldehid-3-foszfat-
dehidrogenaz szekvencidk segitségével is vizsgaltak és kozottiik 98,6%-o0s hasonlosagot allapitottak
meg. A szerzOk sajnos nem szekvenaltak a PG e DNS-szakaszat, de ennek ellenére Osszesitett ITS-
¢s gpd-adataikra alapozva felvetették a PG, PTM ¢és PTT szinonimitasdnak kérdését. ANDRIE és
munkatarsai (2008) pedig mar arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a PG, PTM és PTT ugyanahhoz
a fajhoz tartozhatnak, mert rtDNS ITS-, gpd- és MAT2-régiokra épiilé kombinalt térzsfajukon nem
kiiloniiltek el egyértelmiien. Sajat tobbgénes elemzésiinkben két PTM-torzs (26PTM ¢s 46PTM)
kivételével Osszes izolatumunk a kordbbi tanulmanyok és a fajspecifikus PCR soran kapott
besorolasnak megfeleléen csoportosultak mindkét torzsfaszerkesztési modszerrel. Meglepd, hogy a
kivételt képezd két izolatum koziil a 26PTM a P. teres f. maculata Dénidban gytijtott tipustorzse, s
ennek ellenére hordozott PTT-re specifikusnak tiind nukleotidokat B-tubulin és gpd-génjein (12.
tablazat, 1020-as és 1511-es poziciok). E két nukleotid szubsztiticid, mely kialakulhatott a PTM és
PTT kozotti rekombinacioval vagy egyszerli pontmutéacidval is, jelentdsen hozzajarulhatott ahhoz,
hogy a 26PTM a PTT-kladhoz viszonyitva bazalis helyzetet foglaljon el annak ellenére, hogy
fajspecifikus PCR és RAPD (BAKONYI ¢és JUSTESEN 2007), mitokondridlis DNS-mintazat
(CROUS et al. 1995), valamint SSR-genotipus (BAKONYT J., szébeli kozlés) szerint egyarat a
PTM-hez tartozik. Erdekes, hogy a masik kivétel, a 46PTM izolatum nem tartalmazott PG
specifikus nukleotidot, pusztan egy sajatosan elkiiloniilé tobbgénes genotipust képvisel, amely az
ML-torzsfa szerint a PTM-kladdal, a Bayesian torzsfa szerint pedig a PG-kladdal kovetett egy ideig
kozos evoluciods utat, de azoktol egyértelmiien elvalik.

Tobbgénes filogenetikai elemzésiink, amely az arpat fert6z6 pirenoforakkal kapcsolatban
eddig végzett legrészletesebb ilyen vizsgalat, nem ad egyértelmii valaszt a PG, PTM ¢és PTT kozotti
rokonsagi kapcsolat mindségére. Ennek oka elsdsorban az, hogy a ML- és Bayes-analizis
egymasnak ellentmond6 evolicids utakat tartak fel, masodsorban pedig az, hogy az eldgazasok
statisztikai tdmogatottsaga els6sorban az ML-fa esetében alacsony. A Bayes-analizis eredménye
egybeesik a patogének jelenlegi taxondmiai besorolasaval, azaz a PTM ¢és PTT éallnak kozelebbi
kapcsolatban, mig a ML-analizis a PTM ¢és PG szorosabb kapcsolatara utal. Ez utobbi faszerkezet
megfelel AFLP- és RAPD-markerek, valamint MAT-gének szekvencidja alapjan megfigyelt
rokonsagi kapcsolatoknak (LEISOVA et al. 2005a, 2005b, BAKONYT és JUSTESEN 2007, RAU
et al. 2007). Tekintettel a még mindig fennallo bizonytalansadgokra, tovabbi molekularis genetikai
adatok gytlijtését latjuk sziikségesnek az arpapatogén pirenofora fajok rokonsagi kapcsolatdnak

tisztazasa érdekében.
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6.5 Uj tudomdnyos eredmények

88

Uj adatokat szolgaltattunk a Pyrenophora graminea, P. teresf. maculata és P.
teres f. teres magyarorszagi elterjedtségérdl és megallapitottuk, hogy koziilik a P.
teres f. teres fordul el6 legnagyobb aranyban.

Megallapitottuk a Pyrenophora graminea , P. teres f. maculata és P. teres f. teres
mindkét parosodasi tipusanak széleskorii el6fordulasat Magyarorszagon.

Elséként igazoltuk tudomanyos alapossaggal a Pyrenophora teres f. maculata hazai
el6fordulasat.

Megallapitottuk a P. teres f. teres nagyfokt genetikai valtozékonysagat, melyre az
¢vjarat volt a legnagyobb hatassal és azt, hogy a kiilonb6z0 parosodasi tipusu
izolatumok kozott nem volt szignifikdns genetikai differencialtsag.

A P. graminea, P. teres f. maculata és a P. teres f. teres tobbgénes filogenetikai
elemzése soran egymasnak ellentmondd evolicios utakat tartunk fel, mellyel

alatamasztottuk a kérokozdok kozotti szoros €s bonyolult rokonsagi kapcsolatokat.
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7 OSSZEFOGLALAS

Az é4rpa a buza ¢és a kukorica utan a legjelentésebb hazai gabonaféle, melynek felhasznalési
teriilete igen széleskorii: értékes takarmany, fontos alapanyaga a malata és sorkészitésnek, és emberi
fogyasztasra is alkalmas. Az arpa termesztését szamos betegség veszélyeztetheti. Hazankban
legjelentdsebbek — évjaratonként és fajtanként eltéré6 mértékben — a virusok altal kivaltott
torpiilések, az arpalisztharmat, az arpalevélrozsda, a pirenoforas levélfoltossagok ¢és a
kalaszfuzariozis, de a rinhospdriumos €s a ramulérids levélbetegségek eléfordulasa is fokozodik.

Az arpat tobb Pyrenophora faj tdimadhatja meg, leggyakrabban a levélcsikoltsagot okozo P.
graminea (PG) és a levélfoltossagokat okozo P. teres. Az altaluk okozott termésveszteség altalaban
20-30%-o0s, de akar stlyosabb is lehet. E két, konidiumokkal és aszkosporakkal is szaporodd
heterotallikus gombafaj jol ismert a vildg arpatermesztd régidiban, igy Magyarorszdgon is, de
meglehetésen korlatozottak voltak ismereteink hazai elterjedtségiikrdl és populacidikrol, pedig az
elleniik valé hatékony fellépés egyik feltétele ezen informéciok minél bovebb ismerete. A P. feres
izolatumait két faj alatti csoportba soroljadk a kivaltott tiinettipusok alapjan. A hossz- ¢és
keresztiranyu haldzatos nekrotikus foltokat okozoknak a P. feres f. teres (PTT), mig az Gigynevezett
“spot’-tipusu foltokat kivaltoknak a P. feres f. maculata (PTM) elvevezéseket adtak. A P. graminea
és P. teres két formdja mind morfologiai, mind pedig genetikai értelemben nagyon hasonldak,
pontos filogenetikai rokonsagi kapcsolataik nem teljesen tisztdzottak.

Munkank egyik célkitlizése volt a P. graminea és P. teres formak, valamint parosodési
tipusaik azonositasa, elterjedésiik és gyakorisaguk vizsgalata arpan kiilonboz0 magyarorszagi
termShelyeken. Osszesen 208 torzset gylijtottiink négy régiobol (nyugati, kdzponti, északkeleti és
délnyugati) 2006 ¢és 2010 kozott. Gyakran talalkoztunk olyan levéltiinettel, amely nem hasonlitott a
tipikus levélesikoltsaghoz, sem pedig a haldzatos levélfoltosodashoz, mégis pirenoféra konidiumot
sikeriilt rola izolalnunk. Ezen izolatumainkat telepmorfolégiajuk, konidiumaik és konidiumtartdik
méretei alapjan nem lehetett egyértelmiien elkiiloniteni a PTT-tél, viszont specifikus PCR
segitségével kétséget kizarodan igazoltuk, hogy a PTM-et képviselik. Az atipikus tlinetekrdl
szarmaz0 izolatumaink liveghdzi patogenitasi tesztekben a PTM tipikus ovalis foltosodas tiineteit
okoztak, ezzel igazolvan fertdzoképességiiket és tovabbi bizonyitékot szolgaltatva identitasukhoz.
A PTM magyarorszagi kadrokozasardl tudomasunk szerint ez az elsé tudomanyosan igazolt adat.

Az arpardl és buzardl izolalt 208 Pyrenophora torzs kozott legnagyobb aranyban a PTT (142
db, 68%) volt jelen, 53 db (26%) a PTM ¢és 13 db (6%) a PG fajhoz tartozott. A PTT tenyészetek
31%-a (44 db) az északkeleti régiobol, 28%-a (40 db) a nyugati orszagrészbol, 26%-a (37 db) a
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délkeleti régiobol és a legkevesebb (21 db) a kdzponti régiobol szarmazott. A PTM izolatumok 46%
(24 db) a délkeleti régiobol, 32% (17 db) a nyugati orszagrészrol és a kozponti, valamint az
északkeleti régi6ibol azonos mennyiségii (6—6db) izolatum. A PG izoldtumok nagyobb része (11 db,
84,6%) a nyugati régiobol szarmazik, és 2010 kivételével minden évben gytjtottiink.

Heterotallikus jellegiikb6l adoddan a vizsgalt kérokozok ivaros szaporodasiahoz, mely a
genetikai valtozékonysag egyik jelentds forrasa lehet, mindkét parosodasi tipusuk (MATI és
MAT2) jelenléte sziikséges. Hogy képet alkossunk hazai populacioik hajlamarol a
valtozékonysagra, ismerniink kell genetikai szerkezetiiket és a parosodési tipusok eléfordulasat.
Munkank soran Osszesen 148 izolatum parosodasi tipusat hataroztuk meg és vizsgaltuk azok éves,
régios €s gazdandvények szerinti eloszlasat. A tesztelt 8 P. graminea izolatum koziil 5 a MAT1 és 3
a MAT?2 parosodasi tipushoz tartozott. Nagyobb szamban (6 db) a nyugati régiobdl szarmaztak az
izolatumok. A 2006-ban gyiijtott taplanszentkereszti PG izolatumok esetében mindkét parosodasi
tipust megtalaltuk. Az éves eloszlas tekintetében 2006-ban 1:2, 2007-ben 3:0, 2008-ban pedig 1:1
volt a MAT1:MAT2 izoldtumok szdmardnya. A vizsgalt 31 P. teres f. maculata izolatum 68%-a
MATI1 mig 32%-a MAT2 parosodasi tipushoz tartozott. Tekintetbe véve a teljes gytijtési periodust a
parosodasi tipusok eloszlasa és a vizsgalt PTM izoldtumok szdma sem volt azonos a kiilonb6zo
régiokban. A legtobb évben tobbségben volt a MAT1 parosodasi tipus, 2006-ban 5:2, 2007-ben 8:4,
2008-ban 2:2, 2009-ben 4:2 és 2010-ben 2:0 volt a két parosodasi tipus eléfordulasa. A legtobb
(109 db) azonositott parosodasi tipust izolatum a Pyrenophora teres f. tereshez tartozott, kozottiik
Osszesen 56 db MATI1 (51%) és 53 db MAT2 (49%) tipusu volt, de 2006-ban és 2007-ben a MAT1
volt tobbségben (11:6 és 21:16), mig 2008-ban a MAT?2 fordult elé gyakrabban (17:22). A 2009-es
évben azonos aranyban fordult el6 a két parosodasi tipus (7:7), 2010-ben pedig csak két vizsgalt
izolatumunk volt, ami a MAT2 parosodasi tipushoz tartozott. Izolatumaink Oszi arpardl, tavaszi
arpardl, valamint 6szi buzardl szarmaztak és megallapitottunk, hogy minden gazdandvény esetében
a MAT]1 volt gyakoribb, vagyis a bliza esetében 24:17, az 6szi arpa esetében 38:32, a tavaszi arpa
estében pedig 18:17 volt a két parosodasi tipus szamaranya.

Mindkét parosodasi tipus el6fordult a hdrom kérokozonal, minden régidban és minden
gyljtési évben. A parosodasi tipusok ezen tér- és iddbeli megoszlasa még ugyan nem igazolja az
ivaros szaporodds megtorténtét a populdcidkban, de jelzi, hogy annak lehetdésége Magyarorszagon
is fennall e gombak korében.

Munkéank masodik célkitiizése a halozatos levélfoltossagot okozo P. teres f. teres hazai
izolatumai kozott a genetikai valtozékonysag tanulminyozasa volt. Osszesen 68 monosporas
izolatumot vontunk be RAPD-vizsgalatainkba, ahol 30 inditészekvenciat alkalmaztunk. Minden
izolatumunk egyedi tobblokuszos RAPD-haplotipusba tartozott. Ez a nagy genotipusos diverzitas

egybeesik tobb kiilfoldi P. feres populacio vizsgalatanak eredményével. Az UPGMA klaszter
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analizis soran 4 f6 csoportba rendezddtek az izoldtumok, azonban nem taldltunk szoros
Osszefiiggést a RAPD-klaszterek és a P. teres torzsek szarmazasi helye vagy parosodasi tipusai
kozott. A Nei-féle géndiverzitas analizis ravildgitott, hogy az egyes mintaegységeken (parosodasi
tipusok, tablatipusok, régiok, évek) beliili genetikai diverzitds lényegesen nyagobb, mint a
mintaegységek kozotti diverzitds. A MATI1 és MAT2 parosodasi tipust izolatumok kdzott nem volt
megfigyelhetd szignifikdns genetikai differencialtsdg. Bar egy kismértékti differencidltsag volt a
kiilonboz6 tablatipusok (lizemi és kisérleti) és a foldrajzi régidk esetében, mégis mind az UPGMA
klaszter analizis és a Nei-féle géndiverzitas azt a nézetet erdsiti, hogy az idébeli véltozas (évjarat)
volt legnagyobb hatassal izolatumaink genetikai valtozékonysagara.

Harmadik célkitiizésiink volt a P. graminea ¢és P. teres filogenetikai rokonsadganak vizsgalata
tobbgénes szekvenciaeclemzéssel. Négy, a valodi gombak korében gyakran alkalmazott sejtmagi
DNS-szakaszt (ITS, B-tubulin, aktin, glicerinaldehid-3-foszfat-dehidrogenaz [gpd]) vizsgéltunk. Az
altalunk alkalmazott mindkét torzsfaszerkesztési moédszerrel (Maximum Likelihood [ML] és Bayes-
analizis) — két PTM-torzs kivételével — Osszes izolatumunk a kordbbi tanulmanyok és a
fajspecifikus PCR soran kapott besorolasnak megfeleléen rendezddtek a harom korokozod
csoportjaiba. A kivételt képezd két PTM-izolatum egyike PTT-re specifikusnak tiind nukleotidokat
hordozott két génjén (B-tubulin és gpd), mely kialakulhatott a PTM és PTT kozotti rekombinéacioval
vagy egyszerli pontmutacioval is. A masik kivételes PTM-izolatum pedig egy sajatosan elkiiloniild
tobbgénes genotipust képviselt. Nem kaptunk egyértelmii vélaszt a PG, PTM ¢és PTT kozotti
rokonsagi kapcsolat mindségére. Ennek oka elsdsorban az, hogy a ML- és Bayes-analizis
egymasnak ellentmond6 evolicids utakat tartak fel, masodsorban pedig az, hogy az eldgazasok
statisztikai tamogatottsaga els6sorban az ML-fa esetében alacsony volt. A Bayes-analizis
eredménye egybeesett a patogének jelenlegi taxonomiai besoroldsaval, azaz a PTM ¢és PTT allnak
kozelebbi kapcsolatban, mig a ML-analizis a PTM ¢és PG szorosabb kapcsolatara utalt. Ez utdbbi
faszerkezet megfelel AFLP- és RAPD-markerek, valamint MAT-gének szekvencija alapjan
megfigyelt rokonsagi kapcsolatoknak.

Tekintettel a még mindig fennallo bizonytalansagokra, tovabbi molekularis genetikai adatok
gyljtését latjuk sziikségesnek az arpapatogén pirenofora fajok rokonsagi kapcsolatanak tisztdzasa

érdekében.
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8 SUMMARY

Barley is the third most important cereal after wheat and corn in Hungary, with a wide range of
application: valuable fodder, important raw material for malt and for beer making, and also suitable
for human consumption. Barley production is influenced by lots of diseases. In Hungary the most
considerable ones are — depending on the growing season and varieties produced — barley yellow
dwarf caused by viruses, barley powdery mildew, barley leaf rust, leaf blotches caused by
Pyrenophora spp. and Fusarium ear blight. However, the frequency of scald and Ramularia leaf
spot have also been increasing.

Several Pyrenopora species can infect barley, the most frequent ones are P. graminea (PG) and
P. teres, the causal agents of leaf stripe and leaf spot diseases, respectively. Yield loss caused by
these two pathogens is generally 20-30%, but may be even more serious. These two heterothallic
fungi, reproducing with both conidia and ascospores, are well-known in the world’s barley growing
regions, like in Hungary. The knowledge of their distribution and populations in Hungary was very
limited though successful plant protection technology needs this information. Isolates of P. teres are
assigned into two forms (f.) based on the types of symptoms on leaves. The one which causes net-
like longitudinal and transverse necrotic lines is named P. teres f. teres (PTT), while the other one
causing spot-type necrotic blotches is named P. teres f. maculata (PTM). P. graminea and the two
forms of P. teres are very similar both morphologically and genetically, their accurate phylogenic
relationship is not clarified.

One of the objectives of our work was to identify and survey the distribution and frequency of
P. graminea the two forms of P. teres and their mating types on barley in different growing areas in
Hungary. Altogether, 208 strains were collected in four geographical regions (western, central,
northeaster and southwestern) during 2006-2010. We often met leaf spots that were neither similar
to the typical leaf stripe nor to the net form of net blotch, yet Pyrenophora conidia were isolated
from them. These isolates could not be separated clearly from PTT based on their culture
morphology, size of conidia and conidiophores, but specific PCR assay proved unambiguously that
they belong to PTM. In artificial inoculation trials, isolates from the ‘atypical’ leaf spots caused
necrotic oval spots characteristic for PTM, verifying their virulence and providing additional
evidence to their identity. To our knowledge, this is the first scientifically verified data about the
occurrence of PTM in Hungary.

The majority of the 208 Pyrenophora strains isolated from barley and wheat were PTT (142
isolates, 68%), 53 (26%) belonged to PTM, and 13 (6%) to PG. Thirty-one percent (44 isolates) of

PTT cultures came from north-east, 28% (40 isolates) from the western region, 26% (37 isolates)
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originated from south-east and the least (21 isolates) from the central region of Hungary. Fourty-six
percent (24 isolates) of the PTM cultures came from the south-east region, 32% (17 isolates) from
western, and similar number of isolates (6-6) was collected from central and north-east regions.
The majority of PG isolates (11 strains, 84.6%) came from the western region and those were
collected in each year except for 2010.

The studied heterothallic pathogens require their both mating types (MATI1 and MAT?2) for
sexual reproduction, which could be an important source of genetic diversity. To gather information
on the potential sources of genetic diversity within and between their domestic populations, we
need to know their population genetic structure and prevalence of mating types. We identified
mating type of 148 isolates and studied the distribution of MAT1 and MAT?2 isolates according to
years, regions and hosts. Of the 8 P. graminea isolates tested 5 belonged to MAT1 and 3 belonged
to MAT2. Six of these PG isolates were collected from the western region. The PG isolates
collected in Téplanszentkereszt in 2006 represented both mating types. The ratio of MAT1:MAT2
were 1:2 in 2006, 3:0 in 2007 and 1:1 in 2008. Sixty-eight and thirty-two percent of the 31 PTM
isolates examined belonged to MATI1 and MAT?2, respectively. Considering the whole sampling
period, the frequency of the 2 mating types and the number of studied PTM isolates were not equal
in different regions. MAT1 was dominant in most years, the ratio of MAT1:MAT2 was 5:2 in 2006,
8:4 in 2007, 2:2 in 2008, 4:2 in 2009 and 2:0 in 2010. The majority of isolates (109) with known
mating type belonged to P. teres f. teres. Fifty-six had MAT1 (51%) and 53 had MAT2 (49%), but
MAT]1 was more frequent in 2006 and 2007 (11:6 and 21:16), while MAT2 was more prevalent in
2008 (17:22). In 2009, the two mating types occurred in equal number (7:7). In 2010 there were
only two isolates, each represented MAT2. Isolates were collected from winter barley, spring barley
and winter wheat, and it was found that number of MATI isolates was more than that of MAT2
isolates on all hosts, namely 24:17 on wheat, 38:32 on winter barley and 18:17 on spring barley.
Both mating types of each of the three pathogen occurred in all regions and in each year. Although
this distribution of mating types does not verify that sexual sexual reproduction took place in these
pathogens’ Hungarian populations, it indicates the possibility of it.

Our second aim was to collect information on the genetic variability of P. teres f. teres, the
causal agent of net type of net blotch disease of barley. A total of 68 monoconidial isolates were
tested with RAPD analysis using 30 random primers. Each isolate represented a unique multilocus
RAPD haplotype. The high genotypic diversity in our collection coincides with results observed in
several studies on P. teres populations. UPGMA cluster analysis revealed 4 main isolate groups and
no general correlation between RAPD clusters and mating type or geographic origin of PTT isolates
was detected. Nei’s gene diversity analysis showed that genetic diversity within sampling units

(mating types, field types, regions, years) accounted for most of the total genetic diversity, while
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genetic diversity among sampling units represented a small proportion of total diversity. No
significant genetic differentiation was observed between MATI1 and MAT?2 isolates. Although a
low level of allelic differentiation was obtained according to field type (commercial vs.
experimental) and geographical origin of isolates, both UPGMA clustering of multilocus RAPD
haplotypes and Nei’s gene diversity analysis supported the view that seasonal changes had the
greatest effect on our isolate’s genetic divergence.

Our third aim was to study the phylogenic relationship of P. graminea and P. teres with
multigene sequence analysis. Four nuclear DNA regions, often used for studying true fungi, were
examined (ITS, B-tubulin, actin, glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase [gpd]). Based on both
Maximum Likelihood (ML) and Bayesian analysis, all but 2 PTM isolates grouped to three clusters
corresponding to the 3 pathogens and to their species identity determined by species specific PCR
assay. One of these 2 exceptional PTM strains carried nucleotides characteristic for PTT on two
genes (B-tubulin and gpd), which might be a result of recombination between PTT and PTM or of
simple point mutations. The other exceptional PTM isolate represented a unique multigene
genotype. No unambiguous answer on the exact phylogenic relationship among PG, PTM and PTT
was obtained. The primary reason for this was that ML and Bayesian analyses revealed
contradictory evolutionary relationship; secondly statistical support of branches on the ML tree was
low. Bayesian analysis supported the present taxonomical status of these pathogens, i.e. PTM and
PTT are in closer relationship, whereas. ML analysis showed closer relationship between PTM and
PG. In this sence, result of ML analysis coincided with those of previous studies using AFLP and
RAPD markers as well as MAT gene sequences.

Considering the still existing uncertainties, additional molecular genetic data are required to

clarify the phylogenetic relationship among barley pathogen Pyrenophora species.
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Sor- Paroso- Gazda- Tertilet
szam | Fajnév Torzskod | dasitipus | novény | Fajtanév, vagy kombinacid Gylijtés helye Gyljtés éve | jellege
Délkeleti régio
1 | Drechslera graminea H-172 1 OA Szeged 2007.03.28 K
2 | Drechslera teres f. maculata H-236 2 B KG Bendeguiz Boly 2006 K
3 | Drechslera teres f. maculata H-247 1 B GK Holl6 Boly 2006 K
4 | Drechslera teres f. maculata H-262 1 B GK Kalasz Szeged-Kecskés 2006 K
5 | Drechslera teres f. maculata'*” H-160 1 0A Vanessa Kiszombor-Mako 2007 K
6 | Drechslera teres f. maculata'** H-161 1 OA Kiszombor-Mako 2007 K
7 | Drechslera teres f. maculata H-269 2 B Mv 11-04 Eszteragpuszta 2007 K
8 | Drechslera teres f. maculata'*? H-371 OA Vanessa Kiszombor 2008 K
9 | Drechslera teres f. maculata'?? H-372 2 OA Vanessa Kiszombor 2008 K
10 | Drechslera teres f. maculata'*” H-373 OA Vanessa Kiszombor 2008 K
11 | Drechslera teres f. maculata H-430 OA Nelly Bécsborsod 2009 U
12 | Drechslera teres f. maculata H-494 OA GK Arpad Szeged 2010 K
13 | Drechslera teres f. maculata H-170 2 OA Eszteragpuszta 2007.04.04 K
14 | Drechslera teres f. maculata H-332 1 OA Rex Békéssamson 2008.05.26 U
15 | Drechslera teres f. maculata H-461 OA Botond Gyula 2008.05.26 U
16 | Drechslera teres f. maculata H-468 OA Hoédmezdvasarhely 2008.05.28 U
17 | Drechslera teres f. maculata'*” H-297/2 TA Sebastian Szeged 2008.06.25 K
18 | Drechslera teres f. maculata'*? H-298/2 TA Sebastian Szeged 2008.06.25 K
19 | Drechslera teres f. maculata'?? H-470 OA Szegvar 2008.05.28 U
20 | Drechslera teres f. maculata'*? H-471 OA Szegvar 2008.05.28 U
21 | Drechslera teres f. maculata'*” H-456 OA Nelly Fadd 2008.06.03 U
22 | Drechslera teres f. maculata'*” H-457 OA Nelly Fadd 2008.06.03 U
23 | Drechslera teres f. maculata'*’ H-453 OA Nagykereki 2008 U
24 | Drechslera teres f. maculata'?? H-454 OA Nagykereki 2008 U
25 | Drechslera teres f. maculata'”? H-455 OA Nagykereki 2008 U
26 | Drechslera teres f. teres H-237 1 B Gaspard Boly 2006 K
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27 | Drechslera teres f. teres H-238 B GK Kapos Boly 2006 K
28 | Drechslera teres f. teres H-239 2 B GK Csillag Boly 2006 K
29 | Drechslera teres f. teres H-241 B Pannoénia Székkutas 2006 K
30 | Drechslera teres f. teres'*** H-243 2 B BY-15 Székkutas 2006 K
31 | Drechslera teres f. teres'>** H-244 2 B BY-15 Székkutas 2006 K
32 | Drechslera teres f. teres H-245 1 B GK Elet Székkutas 2006 K
33 | Drechslera teres f. teres H-250 1 B Pliska / GK Réka // GK Elet Szeged-Kecskés 2006 K
34 | Drechslera teres f. teres H-251 1 B Pliska / GK Réka // GK Elet Szeged-Kecskés 2006 K
35 | Drechslera teres f. teres H-255 B GK Holl6 2 / GK Hollé 6 Szeged-Kecskés 2006 K
36 | Drechslera teres f. teres H-256 1 B Pliska / GK Réka / GK Elet Szeged-Kecskés 2006 K
37 | Drechslera teres f. teres H-257 1 B Pliska / GK Réka // GK Elet Szeged-Kecskés 2006 K
38 | Drechslera teres f. teres H-258 B Pliska / GK Réka / GK Elet Szeged-Kecskés 2006 K
39 | Drechslera teres f. teres H-159 2 0A Kiszombor-Maké 2007 U
40 | Drechslera teres f. teres H-162 1 OA Kiszombor-Mako 2007 K
41 | Drechslera teres f. teres H-204 1 OA  |Rex Oregesert6 2007 U
42 | Drechslera teres f. teres H-205 1 OA Rex Homokmégy 2007 U
43 | Drechslera teres f. teres H-267 1 B My Palma Eszteragpuszta 2007 K
44 | Drechslera teres f. teres H-268 1 B GK Kalasz Eszteragpuszta 2007 K
45 | Drechslera teres f. teres H-376 2 B Marok 2008 U
46 | Drechslera teres f. teres H-200 2 TA Ebson Nemesnadudvar 2007.06.08 U
47 | Drechslera teres f. teres H-201 1 TA Miske 2007.07.11 U
48 | Drechslera teres f. teres H-282 1 0A Nelly Szolnok 2008.04. U
49 | Drechslera teres f. teres H-337 1 OA KH Tas Kétsoprony 2008.05.26 U
50 | Drechslera teres f. teres H-339 2 OA  |Rex Murony 2008.05.27| U
51 | Drechslera teres f. teres H-357 1 OA Botond Oroshaza 2008.05.27 U
52 | Drechslera teres f. teres H-463 1 0A Derekegyhaz 2008.05.28 U
53 | Drechslera teres f. teres H-469 1 0A Rex Ocsény 2008.06.06 U
54 | Drechslera teres f. teres H-410/2 2 OA Kunszentmiklés 2009.06.02 U
55 | Drechslera teres f. teres H-478 1 0A Kalocsa 2009.06.12 U
56 | Drechslera teres f. teres H-308/2 2 0A Székkutas 2008.05.22 U
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57 | Drechslera teres f. teres H-309/2 1 OA NKI152 Eszteragpuszta 2008.05.26 K
58 | Drechslera teres f. teres'>’ H-465 OA Szentes 2008.05.28 U
59 | Drechslera teres f. teres'>’ H-466 OA Szentes 2008.05.28| U
60 | Drechslera teres f. teres' > H-467 OA Szentes 2008.05.28 U
61 | Drechslera teres f. teres"™’ H-447 1 0A Rex Janoshalma 2009.06.12 U
62 | Drechslera teres f. teres' H-448 OA  |Rex Jénoshalma 2009.06.12| U
Eszakkeleti régié
63 | Drechslera graminea H-164 2 OA Vanessa Debrecen 2006.05.24 K
64 | Drechslera teres f. maculata H-266 B Debrecen 2007 K
65 | Drechslera teres f. maculata H-365 2 B SWS 700.1574 Jaszboldoghaza 2007 K
66 | Drechslera teres f. maculata H-163 2 OA Fridericus Debrecen 2006.05.24 K
67 | Drechslera teres f. maculata H-171 1 0A KH Viktor Kompolt 2007.03.28 K
68 | Drechslera teres f. maculata H-187 1 OA Petra Tiszabecs 2007.06.04 U
69 | Drechslera teres f. maculata H-364 2 B SWS 700.1574 Jaszboldoghaza 2007 U
70 | Drechslera teres f. teres H-265 2 B GK Kovasz Debrecen 2006 K
71 | Drechslera teres f. teres H-173 OA Jaszfényszaru 2007 U
72 | Drechslera teres f. teres H-178 OA Szolnok 2007 U
73 | Drechslera teres f. teres H-179 OA Tordkszentmiklos 2007 U
74 | Drechslera teres f. teres H-203 2 OA Jaszagd 2007 U
75 | Drechslera teres f. teres H-431 OA Bodroghalom 2009 U
76 | Drechslera teres f. teres H-444 OA Bodroghalom 2009 U
77 | Drechslera teres f. teres H-165 1 OA Nelly Debrecen 2006.05.24 U
78 | Drechslera teres f. teres H-166 1 OA Amorosa Debrecen 2006.05.24 U
79 | Drechslera teres f. teres H-186 1 0A Petra Kolcse 2007.06.04 U
80 | Drechslera teres f. teres H-189 2 OA Fényeslitke 2007.06.04 U
81 | Drechslera teres f. teres H-190 2 0A Palinka Nagyvarsany 2007.06.04 U
82 | Drechslera teres f. teres H-191 2 0A KH Viktor Hodész 2007.06.04 U
83 | Drechslera teres f. teres H-192 1 OA | Palinka Bitorliget 2007.06.04| U
84 | Drechslera teres f. teres H-209 2 TA Scarlett Halmaj 2007.06.07 U
85 | Drechslera teres f. teres H-358 1 TA Karancssag 2008.06.09 U
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86 | Drechslera teres f. teres H-359 2 TA Maress Endrefalva 2008.06.09 U
87 | Drechslera teres f. teres H-462 1 0A Vanessa Sziigy 2008.06.09 U
88 | Drechslera teres f. teres H-464 2 0A Laverda Balassagyarmat 2008.06.09 U
89 | Drechslera teres f. teres H-458 2 TA Ujdombrad 2008.06.10 U
90 | Drechslera teres f. teres H-361 2 TA Tiszakarad 2008.06.17 U
91 | Drechslera teres f. teres H-360 2 TA Passadéna Sajopiispoki 2008.06.18 U
92 | Drechslera teres f. teres H-340/1 2 0A Candessen Igrici 2008.06.19 U
93 | Drechslera teres f. teres H-377 1 0A Candessen Emod 2008.06.19 U
94 | Drechslera teres f. teres H-438 2 TA Ebson Cserhathalap 2009.06.05 U
95 | Drechslera teres f. teres H-428 1 TA Apagy 2009.06.07 U
96 | Drechslera teres f. teres'” H-175 1 OA Szolnok 2007 U
97 | Drechslera teres f. teres'” H-176 1 OA Szolnok 2007 U
98 | Drechslera teres f. teres'*** H-432 TA Tomor 2009 U
99 | Drechslera teres f. teres'*** H-436 TA Tomor 2009 U
100 | Drechslera teres f. teres"** H-426 1 TA Tomor 2009 U
101 | Drechslera teres f. teres'*** H-427 TA Tomor 2009 U
102 | Drechslera teres f. teres"** H-429 1 TA | Jubilant Karancssag 2009.06.04| U
103 | Drechslera teres f. teres'*** H-437 TA | Jubilant Karancssag 2009.06.04| U
104 | Drechslera teres f. teres'>** H-433 1 TA Imperial Tiszaszo6los 2009.06.17 U
105 | Drechslera teres f. teres'*** H-434 TA Imperial Tiszasz610s 2009.06.17 U
106 | Drechslera teres f. teres' > H-435 TA Imperidl Tiszasz610s 2009.06.17 U
107 | Drechslera teres f. teres' > H-439 TA Imperial Tiszasz610s 2009.06.17 U
108 | Drechslera teres f. teres' > H-440 TA Imperial Tiszasz610s 2009.06.17 U
109 | Drechslera teres f. teres'>** H-441 TA Imperial Tiszasz610s 2009.06.17 U
110 | Drechslera teres f. teres' > H-442 TA Imperial Tiszasz610s 2009.06.17 U
111 | Drechslera teres f. teres'*** H-443 TA Imperidl Tiszasz610s 2009.06.17 U
112 | Drechslera teres f. teres"** H-473 2 0A Mauritia Mezokeresztes 2009.06.17 U
113 | Drechslera teres f. teres'*** H-474 OA Mauritia Mezdkeresztes 2009.06.17 U
Kozponti Régio
114 | Drechslera teres f. maculata H-248 1 B GK Jupiter Kocs 2006 K
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115 | Drechslera teres f. maculata'*** H-259 1 B GK Jupiter Kocs 2006 K
116 | Drechslera teres f. maculata'*** H-260 B GK Jupiter Kocs 2006 K
117 | Drechslera teres f. maculata H-261 1 B GK Jupiter Kocs 2006 K
118 | Drechslera teres f. maculata H-285 OA | KH-CENTER Martonvasar 2008.05.16| K
119 | Drechslera teres f. maculata H-320/2 1 OA Tordas 2008.06.12 U
120 | Drechslera teres f. teres H-240 2 B GK Othalom Béabolna 2006 K
121 | Drechslera teres f. teres'>** H-252 1 B GK Ati Kocs 2006 K
122 | Drechslera teres f. teres">>* H-253 1 B GK Ati Kocs 2006 K
123 | Drechslera teres f. teres H-264 1 B GK Ati Kocs 2006 K
124 | Drechslera teres f. teres H-112 2 OA Mor 2006.04. U
125 | Drechslera teres f. teres H-289 OA F74-82/MANAS//SZD0205 Martonvasar 2008.05.16 K
126 | Drechslera teres f. teres' H-284 2 OA |KH-TURUL Martonvasar 2008.05.16| K
127 | Drechslera teres f. teres’ H-287 2 OA F74-82/MANAS//SZD4002 Martonvasar 2008.05.16 K
128 | Drechslera teres f. teres' H-288 2 OA  |20899YH2/PETRA Martonvasar 2008.05.16| K
129 | Drechslera teres f. teres' H-313/1 2 OA Petra Martonvasar 2008.05.16 K
130 | Drechslera teres f. teres' H-317/1 1 OA Nelly Martonvasar 2008.05.16 K
131 | Drechslera teres f. teres' H-321/1 2 OA | KH-Center Martonvasar 2008.05.16| K
132 | Drechslera teres f. teres’ H-322 2 OA Martonvasar 2008.06.10 K
133 | Drechslera teres f. teres' H-310/2 1 0A Tordas 2008.06.12| K
134 | Drechslera teres f. teres' H-314/1 2 OA Tordas 2008.06.12 K
135 | Drechslera teres f. teres' H-323 1 OA Tordas 2008.06.12 K
136 | Drechslera teres f. teres' H-324/1 2 OA Tordas 2008.06.12 K
137 | Drechslera teres f. teres>* H-327 1 OA Kocs 2008.06.19 U
138 | Drechslera teres f. teres"”” H-335 2 0A Kocs 2008.06.19| U
139 | Drechslera teres f. teres>** H-325 1 TA Tordas 2008.06.12 K
140 | Drechslera teres f. teres>>* H-336 1 TA Tordas 2008.06.12 K
Nyugati Régio
141 | Drechslera graminea H-184 1 TA Téaplanszentkereszt 2008 K
142 | Drechslera graminea H-119/2 2 OA Annabell Téaplanszentkereszt 2006.05.31 K
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143 | Drechslera graminea H-120/2 1 OA Gotic Téaplanszentkereszt 2006.05.31 K
144 | Drechslera graminea H-157 1 OA Keszthely 2007.05.04 K
145 | Drechslera graminea H-158 1 OA Keszthely 2007.05.04 K
146 | Drechslera graminea H-290 OA Paris Téaplanszentkereszt 2008.05.09 K
147 | Drechslera graminea H-311/1 OA (madison x khmalko) Taplanszentkereszt 2008.05.09 K
148 | Drechslera graminea H-312 OA (khagria x ns 540 m) Téaplanszentkereszt 2008.05.09 K
149 | Drechslera graminea H-291 OA ((osk 439 x vdh 2115-89) x Ip 2-935) Taplanszentkereszt 2008.05.21 K
150 | Drechslera graminea H-408/2 2 TA CI 9819 Taplanszentkereszt 2009.06.22 K
151 | Drechslera graminea H-305/2 TA Habz6 Téaplanszentkereszt 2008.06.18 K
152 | Drechslera teres f. maculata H-183 1 OA Taplanszentkereszt 2007 K
153 | Drechslera teres f. maculata H-276 1 B GK Holl6 Taplanszentkereszt 2007 K
154 | Drechslera teres f. maculata H-501/1 1 OA Fridericus Taplanszentkereszt 2010 K
155 | Drechslera teres f. maculata H-502/1 1 OA Pasadena Téaplanszentkereszt 2010 K
156 | Drechslera teres f. maculata H-197 1 TA Egyhézashollés 2007.06.12 U
157 | Drechslera teres f. maculata H-229 1 TA Scarlett Szombathely 2007.06.13 U
158 | Drechslera teres f. maculata H-301 TA Déan Sebastian 1 Téaplanszentkereszt 2008.06.24 K
159 | Drechslera teres f. maculata H-302 2 TA Sebastian Szeged 2008.06.24 K
160 | Drechslera teres f. maculata H-387/1 1 TA Téaplanszentkereszt 2009.06.22 K
161 | Drechslera teres f. maculata H-388/1 1 TA Taplanszentkereszt 2009.06.22 K
162 | Drechslera teres f. maculata H-398 1 TA Pasadena Taplanszentkereszt 2009.06.22 K
163 | Drechslera teres f. maculata H-399/1 2 TA Cyril Téaplanszentkereszt 2009.06.22 K
164 | Drechslera teres f. maculata H-407/2 1 TA CI 5791 Taplanszentkereszt 2009.06.22 K
165 | Drechslera teres f. maculata H-409/1 2 TA Pasadena (ha 534) Téaplanszentkereszt 2009.06.22 K
166 | Drechslera teres f. maculata H-195 TA Xanadu Rum 2007.06.13 U
167 | Drechslera teres f. maculata H-307/3 OA | KA 08020 (fajtajelslt) Rojtokmuzsaj 2008.06.18| K
168 | Drechslera teres f. maculata' H-476 OA Hédervar 2009.05.26 U
169 | Drechslera teres f. teres H-182 1 OA Taplanszentkereszt 2007 K
170 | Drechslera teres f. teres H-202 1 OA KA 15293 fj. Gybr 2007 K
171 | Drechslera teres f. teres H-270 2 B Bd 546 / Pnd // Hrd / Btd Taplanszentkereszt 2007 K
172 | Drechslera teres f. teres H-271 2 B GK Kalasz Taplanszentkereszt 2007 K
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173 | Drechslera teres f. teres H-272 B GK Elet / GK Kalész Taplanszentkereszt 2007 K
174 | Drechslera teres f. teres H-273 B GK H¢ja / Kharkovskaya Téaplanszentkereszt 2007 K
175 | Drechslera teres f. teres H-275 1 B GK Réba / GK Kalasz Téaplanszentkereszt 2007 K
176 | Drechslera teres f. teres H-277 B Bd 546 / Pnd // Hrd / Btd Téaplanszentkereszt 2007 K
177 | Drechslera teres f. teres H-278 B 24.97 /3/28.97 // Chil / Chum 18 Taplanszentkereszt 2007 K
178 | Drechslera teres f. teres H-279 1 B 24.97 /3/28.97 // Chil / Chum 18 Téaplanszentkereszt 2007 K
179 | Drechslera teres f. teres H-346 2 B GK Hollo Taplanszentkereszt 2007 K
180 | Drechslera teres f. teres H-347 2 B GK Cipé / GK Borona Taplanszentkereszt 2007 K
181 | Drechslera teres f. teres H-348 2 B GK Cipé / GK Borona Téaplanszentkereszt 2007 K
182 | Drechslera teres f. teres H-350 1 B GK Borona / GK Othalom Taplanszentkereszt 2007 K
183 | Drechslera teres f. teres H-352 1 B GK Borona / GK Othalom Téaplanszentkereszt 2007 K
184 | Drechslera teres f. teres H-353 1 B GK Favorit / GK David Taplanszentkereszt 2007 K
185 | Drechslera teres f. teres H-354 1 B GK Favorit / GK David Taplanszentkereszt 2007 K
186 | Drechslera teres f. teres H-355 1 B GK Tiszat4j/81.F.379 Téaplanszentkereszt 2007 K
187 | Drechslera teres f. teres H-374 2 B Bony 2008 U
188 | Drechslera teres f. teres H-375 2 B Bony 2008 U
189 | Drechslera teres f. teres H-114/1 TA Pasadena Taplanszentkereszt 2006.05.31 K
190 | Drechslera teres f. teres H-169 2 0A KH Korsé Mosonmagyarovar 2007.04.03 K
191 | Drechslera teres f. teres H-196 2 TA Egyhazasdaréc 2007.06.12 U
192 | Drechslera teres f. teres H-198 2 TA Passadéna Piispokmolnari 2007.06.13 U
193 | Drechslera teres f. teres H-230 1 TA Jubilant Chernelhiazadamonya 2007.06.13 U
194 | Drechslera teres f. teres H-231 2 TA Coralba Sarvar 2007.06.13 U
195 | Drechslera teres f. teres H-472 2 0A Scarlett Sarvar 2009.06.07 U
196 | Drechslera teres f. teres H-386/1 TA GK Habzé Taplanszentkereszt 2009.06.22 K
197 | Drechslera teres f. teres H-304 TA Dén Sebastian Téaplanszentkereszt 2008.06.24 K
198 | Drechslera teres f. teres ' H-294 1 TA Taplanszentkereszt 2008.06.18 K
199 | Drechslera teres f. teres ' H-296 2 TA Taplanszentkereszt 2008.06.18 K
200 | Drechslera teres f. teres ' H-306/1 2 TA Henley Taplanszentkereszt 2008.06.18 K
201 | Drechslera teres f. teres ' H-303 1 TA Dén Sebastian 2 Téaplanszentkereszt 2008.06.24 K
202 | Drechslera teres f. teres' H-185 1 0A Taplianszentkereszt 2007 K
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203 | Drechslera teres f. teres' H-477 2 0A Hédervar 2009.05.26 U
204 | Drechslera teres f. teres' H-383/1 2 TA Scarlett Taplanszentkereszt 2009.06.22 K
205 | Drechslera teres f. teres' H-393/1 1 TA GK Judy Taplanszentkereszt 2009.06.22 K
206 | Drechslera teres f. teres' H-396/1 2 OA Taplanszentkereszt 2009.06.22 K
207 | Drechslera teres f. teres' H-497/3 2 0A Pasadena Taplanszentkereszt 2010.06.09 K
208 | Drechslera teres f. teres' H-500/1 2 OA Mandolina Taplianszentkereszt 2010.06.09 K

Megjegyzés:az indexszamok jelzik az azonos helyszinen gytijtott izoldtumok esetében, az azonos tablardl (1), parcellarol (2), levélrdl (3), vagy
nekrozisrdl (4) valo szarmazast. A félkovéren szedett izoldtumok szerepeltek a RAPD-analizis soran is.

U = iizemi; K = kisérleti

B = buiza; TA = tavaszi arpa; OA = észi arpa

Pérosodasi tipus: 1 = MATI1; 2 = MAT2
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M3. A vizsgalatok soran alkalmazott PCR reakciok és primerek

. L ciklus P , L R TIe
) , ) elédenaturacid 3 denaturacid | dsszekapcsolds | elongacid | utdopolimerizacio
primerpar szekvencia szam

S °C db S °C S °C S °C s °C
PTT-F 5’TCTGGCGAACCGTTC3’
PTT-R 5’ ATGATGGAAAAGTAATTTGTA3’ 150 94 35 30 94 | 35 | 65»56 | 35 | 72 120 72
PG2-F 5’CTTCTTAGCTGGGGCTACCGTC3’
PG2-R 5’ ACCGACTCGGAAAAGAGCA3’ 120 94 35 60 94 | 60 68 60 | 72 600 72
PTM-F 5’TGCTGAAGCGTAAGTTTC3
PTM-R 5’ ATGATGGAAAAGTAATTTGTG3’ 150 94 35 30 94 | 35 | 65»56 | 35 | 72 120 72
MATI-F 5’AACAGACTCCTCTTGACAACCCG3’
MATI-R 5"TGACGATGCATAGTTTGTAAGGGT3’ 180 94 30 30 | 94 | 30 56 30 | 72 | 600 72
MAT 2-F | 5CAACTTTTCTCTACCACACGTATCCC3’
MAT2-R 5 TGTGGCGATGCATAGTTCGTAC3’ 180 94 30 30 94 | 30 57 30 | 72 600 72
ITS1-F 5’TCCGTAGGTGAACCTGCGGY’
ITS4-R 5 TCCTCCGCTTATTGATATGC3’ 180 94 35 45 94 | 30 57 60 | 72 600 72
T1-F 5’AACATGCGTGAGATTGTAAGT3’
Bt2b-R 5’ACCCTCAGTGTAGTGACCCTTGGCY' | 300 | 94 40 60 | 94 | 60 57 120 | 72 | 420 72
actinl7-F 5’TGGGACGATATGGAAAATCTGGCA3’
actin 18-R 5 TTAGAAGCACTTGCGGTG3’ 300 94 40 60 94 | 60 57 120 | 72 | 420 72
gpd 1-F 5’CAACGGCTTCGGTCGCATTG3’
epd-2-R 5'"GCCAAGCAGTTGGTTGTGC3’ 300 94 40 60 94 | 60 65 120 | 72 | 420 72

Megjegyzés: s=masodperc; 65»56=ciklusonként csokkentettiik a hdmérsékletet 65°C-rol 56°C-ra
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Koszonetnyilvanitas

Ezaton szeretném halas koszonetemet kifejezni témavezetdimnek, Dr. Bakonyi Jozsefnek, aki
megismertette velem a pirenoféra gombakat és a kutatéi munka izgalmas vildgaba bevezetett,
valamint Dr. Toth Beatanak, aki a molekularis technikék rejtelmeit tanitotta meg nekem és lelkes
szavaival tAmogatott €s biztatott végig a munkam soran.

Koszonettel tartozom Szabd Laszlonénak, Csorba Ildikénak és Kotai Evanak a laboratoriumi
munkalatokban nytjtott hasznos segitségiikért.

Kiilon koszonetet szeretnék mondani dr. Kovacs M. Gabornak, aki a filogenetikai elemzések
soran nyujtott szakmai segitséget a kezdetekben.

Halaval tartozom Kollégaimnak, a megyei Korméanyhivatalok Novény- és Talajvédelmi Osztaly
dolgozoinak a szdmos levélminta begyljtéséért, Szamak Tibornak a térképek elkészitéséért,

valamint Szaboné Komlési Evanak az angolban nytjtott segitségéért.

Koszonetet szeretnék mondani |dr. Csész Léaszlonénak|, aki a buzardl szarmazo pirenoforakat

biztositotta szamomra.

Ez a munka nem jOhetett volna létre, ha a fondkeim Jordan Laszlo és Hollo Laszld nem biztosit
szamomra erre lehetdséget. Koszonom!

Es végiil de, nem utolsé sorban a férjemnek tartozom mérhetetlen halaval, aki elinditott és végig

biztatott ebben a munkaban, kdsz6ndm a tiirelmét, a szakmai segitségét és a tdmogatésat.

A kutatast az NKTH OMFB-01505/2006 szamu, valamint a DTR 2007 azonositdjeli palyazatai

tamogattak.



