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1. Bevezetés

Az Impatiens walleriana és az Impatiens *Uj-Guinea’ hibridek Magyarorszagon is igen
kedvelt és széles korben elterjedt disznovények. A kertészek jelentés mennyiségben rendelnek
szaporitdanyagot Németorszagbol, Hollandiabol, majd gondos nevelés utan adjak tovabb a
vasarloknak. Gyakran taldlkozhatunk ezzel a kedves egynyari novénnyel parkokban, koztereken €s
kertekben. Mutatos, sokféle szinben pompdz6 viragai mar tavasztol egészen az elsd fagyokig
diszlenek (1. abra). Félarnyékban is hoz virdgokat, de a napfényes helyeket jobban kedveli.
Népszeruségére utal, hogy Magyarorszagon tobb néven is forgalomban van: Pistike, vizifukszia,

vagy nebancsvirag elnevezésekkel taldlkozhatunk a leggyakrabban.

1. abra Viragz6 Impatiens walleriana (Fot6: Palkovics L., 2011)

Az Impatiens nemzetség igen gazdag fajokban, mintegy 450 fajt sorolhatunk ide, melyek
foleg Afrika és India tropusi vidékein és Eszak-Amerikaban honosak. Csak néhany képvisel§jiik
(Impatiens glandulifera Royle, 1. noli-tangere L., 1. parviflora DC.) terjedt el Eurdzsia mérsékelt
¢ghajlata  vidékein. A  Balsaminaceae (Nebancsvirdgfélek) csaladjaba, ¢€s az Ericales
(Hangaviraguak) rendjébe tartoznak.

crer

Termesztéstechnologiajat tekintve a kertészek a kilfoldrél vésarolt palantikat
novényhazakban, foliasatrakban nevelik tovabb, mely magéban hordozza 1) korokozok
behurcolasanak esélyét. 2011 majusaban talalkoztunk eldszor peronoszporaval fertdzott Impatiens
walleriana novényekkel. Egy kecskeméti ndvényhazban észlelték elséként a tiineteket: a ndvények
sargultak, hervadtak, a levelek fonaki részén fehér gombaképletek képzddtek. Tobb fertdzott
egyedet a Budapesti Corvinus Egyetem Novénykortani Tanszékére kiildtek vizsgalat, illetve
azonositas céljabol.

A betegség jelentdségére hivja fel a figyelmiinket, hogy mar tobb hazai termeszto is jelezte
a betegség elofordulasat. A fertdzott allomanyok csaknem 100%-a elpusztult. A Hortus Hungaricus
Disznovénykiallitadson végzett kutatomunkdm soran tobb termesztd is jelentds kéarokrol

panaszkodott. A kecskeméti termesztd kara 2000 eurdra tehetd, orszdgosan pedig becsléseink



szerint akar fél millio eurds kar is keletkezhetett. Igen agressziv, konnyen terjedd korokozoval
allunk szemben ¢és jelen ismereteink alapjan a védekezési lehetdségek igen korlatozottak, ezért

fontosnak tartjuk, hogy a kdrokozot €s biologiajat minél jobban megismerhessiik.

Vizsgalataink elején az alabbi célkitiizéseket fogalmaztuk meg:
- a tlinetek ¢€s a korfolyamat leirdsat;
- a korokoz6 azonositasat és jellemzését morfologiai bélyegek alapjan;

- a korokoz6 molekularis azonositasat €s jellemzését.



2. Irodalmi attekintés

Az irodalmi adatok szerint két korokozo feleldés az Impatiens-fajok peronoszporajaért: a
Plasmopara obducens Schrét. és a Plasmopara constantinescui Voglmayr. és Thines. Attekintve a
vonatkoz6 cikkeket, a Plasmopara obducens fajnak sokkal nagyobb a jelentdsége a betegség

kialakitasaban €s lényegesen tobb publikacio is jelent meg a korokozdval kapcsolatban.

A Plasmopara constantinescui kapcsan elsOsorban Constantinescu (1991) adataira
tamaszkodhatunk. Az azdta megjelent tudomanyos publikaciokban is csak a masik peronoszpora
fajjal taldlkozhatunk, a Plasmopara constantinescui-t csak megemlitik (idézve a leirot) de 1j
adatokkal nem szolgalnak. Tobb vonatkozasban (pl. jelentdsége, biologidja) a Plasmopara

constantinescui korokozdval kapcsolatban hivatkozast nem talaltunk.

2.1. A korokozok rendszertani besorolasa
2.1.1. A Plasmopara obducens rendszertani besorolasa

e  Torzs: Oomycota

o Osztaly: Oomycetes

o Rend: Peronosporales

o Csalad: Peronosporaceae
o Nemzetség: Plasmopara

o Faj: Plasmopara obducens Schrot. (Index Fungorum)

2.1.2. A Plasmopara constantinescui rendszertani besorolasa

e  Torzs: Oomycota

o Osztaly: Oomycetes

o Rend: Peronosporales

o Csalad: Peronosporaceae
o Nemzetség: Plasmopara

o Faj: Plasmopara constantinescui Voglmayr ¢és Thines (Voglmayr és Thines, 2007)



2.2. A korokozok tudomanyos elnevezése

2.2.1. A Plasmopara obducens tudomanyos elnevezése

A korokozoét elséként J. Schroter irta le 1877-ben Peronospora obducens néven, majd 1886-
ban nevezte at Plasmopara obducens-nek. G. W. Wilson 1907-ben megjelent cikkében Rhysotheca
obducens néven emlitette a korokozot. 1891-ben Ellis és Everhart a Philadelphiai
Természettudomanyi Akadémia kiadvanyaban Peronospora impatientis-ként irjék le. Berlese 1898-

ben a Plasmopara impatientis nevet adja a gombanak (Palm, 2004).

A korokozo jelenlegi legitim neve az eredeti leir6ja Schroter altal adott Plasmopara

obducens elnevezés (Index Fungorum).

2.2.2. A Plasmopara constantinescui tudomanyos elnevezése

A kérokozot Constantinescu (1991) irta le elsdként Bremiella sphaerospherma néven.
Jellemezte és j fajként kiilonitette el Eszak-Amerika északkeleti részérdl gytijtott minték alapjan.
Voglmayr és Thines (2007) molekularis vizsgalatok alapjan atsoroltédk a korokozot a Plasmopara
nemzetségbe €s a Plasmopara constantinescui nevet adtak neki. Az USDA (United States
Department of Agriculture) adatbazisban szinonim elnevezésként a Bremiella sphaerospherma is

szerepel (Farr és Rossmann, 2011).

2.3. A korokozok foldrajzi elterjedése

2.3.1. A Plasmopara obducens foldrajzi elterjedése

Az eurdpai kontinensrdl jelezték elsOként a korokozd megjelenését. 2003-ban Anglidban
Impatiens walleriana ’Firefly’ fajtan (Lane és mtsai., 2005), majd Németorszagban azonositottak a
Plasmopara obducens kérokozot (Anonymus, 2008a). 2008-ban mar Olaszorszdgban (Anonymus,
2008b), Szlovéniaban (Anonymus, 2008c) és Norvégidban (Toppe és mtsai., 2010) is elterjedt.
Bulaji¢ és mtsai. (2011) szdmoltak be a gomba szerbiai megjelenésérdl. Korabban jegyezték mar a
korokozot vadon eléforduld Impatiens noli-tangere fajokon Bulgéaridban, Csehorszagban, Daniaban,
Finnorszagban, Németorszagban, Romanidban és Oroszorszagban. Litvanidban is megerdsitették a
koérokozo jelenlétét (Anonymus, 2005). A fent emlitett orszagokon kiviil a Plasmopara obducens
Ausztridban és Lengyelorszagban is jelen van az USDA adatbazisa szerint (Farr és Rossmann,
2011). Magyarorszagon korabban a korokozot Impatiens parviflora DC. (kisviraglh nebancsvirag)

fajon mutattak ki (Ubrizsy, 1965).



Eszak- és Dél-Amerikaban, Azsiaban és Ausztrlidban is megtalalhatd. Az USA-ban a
koérokozo eléfordulasat mar 1942-ben jelentették (Anonymus, 2005), azdta szorvanyosan fordult
eld, majd 2004-ben okozott eldszor jelentds karokat Kalifornia és Michigan allamban az Impatiens
walleriana ’Fiesta’ sorozaton (Wegulo és mtsai., 2004). Kanadabodl is jelezték eléforduldsat
(Anonymus, 2005). Ausztralidban 2006-ban észlelték eldszor a korokozd fertézését szintén
Impatiens walleriana *Fiesta’ fajtakon (Cunnington és mtsai., 2006). Azsiaban eddig Pakisztanbol,
Kinabdl, Indidbol és a Koreai Koztarsasag teriiletérdl jelentették (Farr és Rossmann, 2011). A
korokozd megtaldlhatd Kozép—Amerikaban Guatemalaban, valamint Dél-Amerikaban Costa Rica-

ban is (Anonymus, 2005).

2.3.2. A Plasmopara constantinescui foldrajzi elterjedése

A korokozot leirtdk az Amerikai Egyesiilt Allamokbol Dél-Karolinabol és Virginiabol,
Kanadabol, valamint Oroszorszag keleti részérdl (Constantinescu, 1991; Voglmayr és Thines,

2007). Tovabbi europai eléfordulasaval kapcsolatban irodalmi adatot nem talaltunk.

2.4. A korokozok gazdanovénykore

2.4.1. A Plasmopara obducens gazdanovénykore

Farr és Rossman (2011) szerint az alabbi fajokat fertézi a korokozo6: Impatiens balsamina
L., Impatiens biflora Walt, Impatiens capensis Meerb., Impatiens dicentra Franchet ex Hook.,
Impatiens noli-tangere L., Impatiens omeiana Hook, Impatiens pallida Nutt., Impatiens parviflora
DC., Impatiens roylei Walp, Impatiens textori Miq. és Impatiens walleriana Hook.f.

A Plasmopara obducens az Impatiens nemzetségen kiviil mas fajokat nem fert6z
(Castalanelli és Hoffmann, 2008). A nemesitd cégek szinte évente 0j Impatiens walleriana
fajtakat, foleg fajtasorozatokat dobnak piacra (Tillyné és mtsai., 2008), melyeknek fogékonysaga
eltérd lehet. A korokozo elsd megjelenésérdl szold kozleményekben olvashatjuk, hogy az egyes
orszagokban mely fajtdkat fertdzte a Plasmopara obducens. Az Impatiens walleriana ’Fiesta’
sorozaton okozott karokat az Egyesiilt Allamokban, Ausztralidban és Olaszorszagban. Az Egyesiilt
Allamokban a Sparkler Hot Pink’ fajtan kozel 100%-os veszteséget allapitottak meg. Angliaban az
Impatiens walleriana *Firefly’ sorozat tobb fajtajan, Norvégidban az Impatiens walleriana ’ Xtreme
Red’ hibriden, valamint ’Silhouette’ sorozat fajtdin azonositottdk a korokozot (Wegulo és mtsai.,
2004; Cunnington és mtsai., 2006; Anonymus, 2008a; Lane és mtsai., 2005; Toppe és mtsai.,
2010).



Az irodalmakban eltéré adatokat talalunk azzal kapcsolatban, hogy a gomba fertdzi-e a
vegetativan szaporitott Impatiens *Uj- Guinea’ hibrideket. Hollandiaban Sansford (2007) emliti,
hogy kimutattdk a patogént *Uj- Guinea’ fajtikon is, ezzel szemben 2006-ban Ausztraliaban

Cunnington és mtsai. (2006) nem tapasztaltak fertdzésre utal6 jeleket a hibrideken.

2.4.2. A Plasmopara constantinescui gazdanévénykore

Constantinescu (1991) valamint Farr és Rossmann (2011) szerint a korokozd a

Balsaminaceae csaladba tartoz6 novényeket fertdzi.

2.5. A korokozok morfologiai jellemzoi

A két peronoszpora faj morfologiai bélyegek, vagyis a sporangiumtartdik kozti kiilonbségek

alapjan egyértelmiien megkiilonboztethetd (Constantinescu, 1991).

2.5.1. A Plasmopara obducens morfologiai jellemzoi

A Plasmopara nemzetség sporangiumtartdja fadgszerien elagazd, korlatozott novekedést

(Glits, 2000).

A Plasmopara obducens sporangiumtartoja hialin, a sporangiumtartd ny¢l egyenes, 4 - 7
monopodidlis elagazas lathatdo rajta (2. abra), sztromabol emelkedik ki. Az oldalagak nem
keskenyednek el, nem szélesednek ki (Constantinescu, 1991). Az elagazdsok derékszoget zarnak
be a tengellyel (Wegulo és mtsai., 2004). A sporangiumtartok harom csucsi elhelyezkedési
szterigmaban végzOdnek. A szterigmak hossziusaga Wegulo és mtsai. (2004) szerint 8§ - 14 um. A
sporangiumtartok a levélfondk egész feliiletét beboritjdk, a sporangiumtartd gyepnek nincs

hatarozott széle (Constantinescu, 1991).

A Plasmopara obducens sporangiumai hialinok, tojas alaktiak vagy ovalisak
(Constantinescu, 1991). A sporangiumok disztalis vége ellaposodik és egy porus figyelhetd meg
ezen a részen (Wegulo és mtsai. 2004). A szerzdk szerint a sporangiumok atlagos mérete 19,4 —

(22,2) - 25,0 pm x 13,9 — (16,7) — 19,4 pum.
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A Plasmopara nemzetség sporangiumai indirekt uton fejlédnek tovabb, vagyis a

sporangiumokbo6l mozg6 sporangiosporak szabadulnak ki (Glits, 2000).

2. abra A Plasmopara obducens sporangiumtartoja

(Forras: http://nt.ars-grin.gov/taxadescriptions/factsheets/index.cfm?thisapp=Plasmoparaobducens)

2.5.2. A Plasmopara constantinescui morfologiai jellemzoi

A Plasmopara constantinescui sporangiumtartéja szintelen. A nyél egyenes, altalaban
rovidebb a masik fajénal. A tart6 altalaban dihotdnikusan 4 - 6-szor fadgszerlien elagazik. Az elsé
elagazast kovetden ritkdn eléfordul trihotonikus elagazds is. Az oldalagak hajlékonyak,
jellegzetesen gorbiilnek, végiil elvékonyodik (3. abra). A sporangiumtartd 2 - 3 szterigmaban

végzodik, melyeknek atlagos hosszlisaga 5 - 15 pm (Constantinescu, 1991).
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A Plasmopara constantinescui sporangiumai hialinok, gémbdlytiek, méretiikk (14 -) 15 - 16
(- 19) um (Constantinescu, 1991). A sporangiumok direkt médon, csiratomlot fejlesztve fejlodnek

tovabb (Mukerji és mtsai., 1999).

3. abra A Plasmopara constantinescui sporangiumtartoja

(Forras: http://nt.ars-grin.gov/taxadescriptions/factsheets/index.cfm?thisapp=Plasmoparaobducens)

2.6. A betegség tiinetei

Constantinescu (1991) megfigyelései alapjan az Impatiens-fajok peronoszporajat okozo

Plasmopara obducens és Plasmopara constantinescui az okozott tiinetek alapjan is elkiilonithetd
egymastol.
2.6.1. A Plasmopara obducens okozta tiinetek

Csaktigy, mint mas peronoszporak okozta betegségeknél, a Plasmopara obducens fertézése
soran is el6szor a levelek sarguldsat, hervadasat tapasztaljuk (Constantinescu, 1991). Cunnington
és mtsai. (2006) szerint az Impatiens novények levelének szinén eldszor elszortan pontszerd
sargulas jelenik meg. A levelek fonakéan dus, fehér sporangiumtartd gyep képzodik, a teljes fondkot

beboritva (4. abra).
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A sporangiumtartd gyep a levelek als6 részén képzddik, el6fordulhat, hogy nem vessziik
észre a szaporitoképleteket €s a levelek fakuldsat, hervadasat a nem megfeleld tdpanyagellatasnak

tulajdonitjuk, vagy atka kartétellel tévesztjiik 6ssze (Castalanelli és Hoffmann, 2008).

A fertdzott levelek egyre vilagosabba valnak, majd elhervadnak. A fertdzott novények
gyengén, vontatottan fejlédnek, gyakran alig vagy egyaltalin nem hoznak virdgot. A levelek,
amelyeken mar megjelent a gomba szaporitoképlete, lehullanak. A kérokozd igen agressziv,
gyorsan terjed. A betegség az egész ndovény pusztulasdhoz vezethet, féleg a magrol kelt fiatal

novények esetében (Constantinescu, 1991).

4. abra Plasmopara obducens okozta tiinetek a levél szinén és fonakéan

(Forras: http://nt.ars-grin.gov/taxadescriptions/factsheets/rptlmages.cfm?currentNum=2)

2.6.2. A Plasmopara constantinescui okozta tiinetek

A gomba okozta tiinetek foltokban jelennek meg a leveleken (Palm, 2004). Plasmopara
constantinescui okozta fertdz¢s esetén a levelek szinén lokalis, sarguld foltokat lathatunk, amelynek
megfelelden a fondkon is foltszerien, szegéllyel hataroltan jelenik meg a sporangiumtartd gyep

(Constantinescu, 1991).

2.7. A Plasmopara obducens gazdasagi jelentosége

A koérokozo igen agressziv €s gyorsan terjed, ezért igen rovid id6 alatt jelentds karokat
okozott az egész vildgon (Anonymus, 2005). Anglidban az Impatiens-fajok kiemelkedd
jelentdségliek a diszndvényiparban, becsiilt értékiik 40,000,000 £ évente (Sansford, 2007), ezért
komoly gazdaséagi karokhoz vezetett Plasmopara obducens telbukkanasa és gyors elterjedése. Lane

és mtsai. (2005) szerint az Impatiens walleriana allomanyok a fert6zést kovetden hamar elhalnak,

13



paras kornyezetben az egyedek pusztuldsa még gyorsabban bekovetkezik. Ilyenkor az alloményban
akar 80%-o0s veszteséget is okozhat. Ausztralidban a 8 - 11 hetes magoncok 90%-at fertdzte meg a

koérokozo (Cunnington és mtsai., 2006).

Az eurdpai disznovény-kereskedelem jelentds hanyadat képezik az Impatiens dugvanyok. A
fertdzott szaporitdanyag forgalmazasanak koszonhetden a korokozod kdnnyen és gyorsan el tudott

terjedni Eurdpa-szerte (Anonymus, 2005).

2.8. A Plasmopara obducens attelelése

Sansford (2007) szerint a korokozo6 szabadfoldi koriilmények kozott attelelhet az elpusztult
novényi maradvanyokban, a mag feliiletén vagy a mag belsejében. Az Impatiens-fajokat
leggyakrabban magrol (ritkdbban dugvanyozassal) szaporitjak, igy a fert6zott magokbdl, fertdzott
novények fejlodhetnek. A szerzd azt is emliti, hogy ha kifejlddnek a vastagfali oosporék, a gomba
J6 eséllyel képes atvészelni a telet és tavasszal fertdzni. Castalanelli és Hoffmann (2008) fert6zési

forrasként szintén a magot, a talajt és a névényi maradvanyokat emliti.

Nem tisztazott a korokozd maggal vald terjedése, vagyis hogy a korokozd kozvetleniil
terjed-e a magrol a magoncra. Egy kisérletben az Egyesiilt Allamokbol importalt magokat
sporangiumokat tartalmazoé vizes szuszpenzidval mostdk at, de a kérokozod nem volt kimutathato a
magokon, valamint a 21 nap mulva beldlik fejlodott novények is egészségesek maradtak

(Sansford, 2007).

Egy indiai tanulmany megerdsiti a gomba maggal vald terjedését. Sohi és Tyagi (1974)
szerint a maghé] szovettani elemzése soran kideriilt, hogy a korokozo oosporakkal és a
micéliummal attelel a magokban. A fertdzott magokbdl fertdzott ndvények fejlodtek. Srivastava és
Singh (1988) munkajuk soran azt tapasztaltdk, hogy a fert6zott novényekrdl gylijtott magokat steril
talajon csirdztatva, a fejlddé novények mindegyike mutatta a betegség tiineteit. A fent emlitett két
kisérlet soran Impatiens balsamina ndvények magjait vizsgaltak. A tanulmanyokban azonban sajnos

nem térnek ki a csiraztatasi kozeg és koriilmények részletezésére.

Nem tudjuk, hogy pontosan hogyan torténik a novények magbol vald fertézédése.
Elképzelhetd, hogy a gomba szisztemikusan fert6zi az embridt, vagy mas részt a magon beliil,
példaul a maghéjat, de mag kiilsé szennyezettsége is vezethet a korokozé atvitelehez (Sansford,

2007).
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2.9. A Plasmopara obducens terjedése és fertozést elosegito tényezok

A korokozo sporangiumai vizzel és széllel terjednek. A Plasmopara obducens fertdzését
elosegiti a magas paratartalom. A siiri térallas és a nem megfeleld szelloztetés kovetkeztében
kialakulo pards mikroklima kedvez a peronoszpora terjedésének. Ha a levelek kozott nincs
megfeleld 1égmozgés, eléfordulhat, hogy a leveleken tobb mint 6 6ran at folyamatosan vékony
vizréteg all. Ilyenkor a sporangium szétesik mozgd sporangiosporakra, amelyek fertézik a ndvényt.
Az esti Ontdzések tovabb fokozzdk a korokozd megjelenésének esélyét, mert az allomany igy

hosszabb ideig marad vizzel boritott (Castalanelli és Hoffmann, 2008).

2.10. A Plasmopara obducens elleni védekezés lehetoségei

A védekezés alapja a megeldzés. Rendkiviil fontos a higiénids eldirdsok betartdsa. A
lehullatott levelek és egyéb ndvényi maradvanyok Osszegylijtése, a rendszeres szelldztetés, valamint
a megfeleld paratartalom betartasa. Keriilni kell az esti dntozéseket, illetve fontos, hogy ne legyen
tal stirti a térallas. Ha a cserepek egymadstol megfeleld tavolsadgra helyezkednek el, szelloztetéskor a
levegé szabadon mozoghat a novények kozott. gy nem alakul ki a korokozéd szaméra kedvez6 paras
mikroklima. Az allomanyt folyamatosan ellendrizni kell, hogy mar az elsé tiinetek megjelenésekor
eltavolithassuk a beteg novényeket, amelyeket meg kell semmisiteni (Castalanelli és Hoffmann,
2008). Ha a korokozd megjelent, mar a higiéniai eldirdsok betartasaval és novényvédd szeres
kezeléssel sem tudjuk a fert6zés tovabbterjedését megakadalyozni. Egyes adatok szerint a
vegyszeres kezelések késleltethetik, vagy egy idére elnyomhatjak a tiineteket (Anonymus, 2005). A
mankoceb hatoanyagu fungicidekkel a korokozd terjedése megakadalyozhatod, azonban a gombat

nem pusztitja el (Castalanelli és Hoffmann, 2008).
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3. A vizsgalat, helye, anyaga és modszere
3.1. A vizsgalat helye és ideje

A fertdzott novényeket Kecskeméten, egy disznovények termesztésével foglalkozo
kertészet iiveghazaban gyljtottilk 2011 majusdban. A kérokozd azonositasat a Budapesti Corvinus
Egyetem NOvénykortani Tanszékének laboratoriumaiban végeztiik. A rekombinans plazmidot
szekvencia meghatarozasra a szegedi BAY-GEN Novénygenomikai, Human Biotechnologiai és

Bioenergiai Intézetbe kiildtiik.

3.2. A vizsgalat anyaga

3.2.1. Novények

A betegség megjelenését a kovetkezd Impatiens walleriana fajtakon és hibrideken

vizsgaltuk: "Impreza F1 Red’, *Accent’, ’Rose Picottee’, *Vitara Rose’, valamint ’Campos White’.

A patogenitasi teszthez tiineteket nem mutatd Impatiens walleriana ndvényeket

hasznaltunk.

3.2.2. Primerek

A molekuléris azonositas sordn univerzalis primereket hasznaltunk PCR (Polymerase Chain

Reaction, polimeraz lancreakcio) vizsgalathoz, amelyek a koérokozd ITS (Internal Transcribed

meg (5. abra).
NL1 (5-GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3’) szenz primer

NL4 (5'-GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3’) antiszenz primer (Maier és mtsai., 2003).

NL
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3.2.3. Plazmid

A tisztitott PCR-terméket a Promega 3015 bazispar hosszusagi pGEM-T Easy plazmidjaba
ligaltuk (6. abra), amelyet kifejezetten PRC-termékek klonozasara fejlesztettek ki.

o
Promega

II.C. pGEME-T Easy Vector Map and Sequence Reference Points
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6. abra A pGEM-T Easy Vektor plazmidtérképe

(Forras: http://www.promega.com/resources/protocols/technical-manuals/0/pgem-t-and-pgem-t-

easy-vector-systems-protocol/)

3.2.4. Baktérium torzs a klonozashoz

A PCR-termék klonozasahoz az Escherichia coli baktérium DH 5-a torzsét hasznaltuk.

3.2.5. Taptalajok

A transzformalas soran steril 2TY (4 g tripton, 2,5 g yeast extract, 1,25 g NaCl, 250 ml
végtérfogatban) és steril ampicillines LB taptalajt (2,5 g tripton, 1,25 g yeast extract, 2,5 g NaCl
250 ml végtérfogatban + 500 pul ampicillin), a Minipreparatum készitéséhez steril ampicillines LB

szilard és folyékony taptalajt hasznaltunk.
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3.2.6. Enzimek, vegyszerek, Kitek

A felhasznalt enzimeket a Fermentas cégtdl vasaroltuk. A polimeraz lancreakciohoz Taq
DNS polimeraz enzimet (rekombinans) (5 u/ul) és annak pufferét: 10x-es Taq puffer +KCl —
MgCl,, (pH: 8,8 25 °C-on) hasznaltuk.

A ligélashoz T4 DNS ligaz enzimet (5 u/ul) és annak pufterét: 10x-es T4 DNS ligaz puffert
alkalmaztuk. A plazmidot tartalmazé baktérium kolonidk kék-fehér szin szelekciojadhoz IPTG-t és
X-Gal-t (Fermentas) hasznaltunk. Az inzertet a plazmidbol EcoRI (10 u/pl) restrikcios
endonukleazzal vagtuk ki. Az enzim puffere: 10x-es EcoRI puffer pH: 7,5 37 °C-on.

A PCR-termék tisztitdsat High Pure PCR Product Purification Kittel (Roche) végeztiik. A
szekvenalashoz BIO RAD, Quantum Prep Plasmid Miniprep Kittel tisztitottuk a rekombinans

plazmidot.

3.2.7. A morfologiai jellemzés soran hasznalt miiszerek és eszkozok

A beteg novényeket Zeiss—SM XX. sztereomikroszkoppal, a képz6dd sporangiumtartdkat
¢s sporangiumokat Nikon Eclipse 501 mikroszkop segitségével vizsgéltuk. A mikroszkopos
felvételeket QImaging MicroPublisher 5.0 RTV kameraval készitettiik. A mikroszkopos méréseket

QCapture Pro program segitségével végeztiik.

A vizsgélatok sordn altaldnos laboratériumi fém-, miianyag- ¢&s iivegeszkozoket

hasznaltunk.

A polimeraz lancreakciot Applied Biosystems 9700 tipusu PCR-késziilékben végeztiik. A

PCR termék és a rekombinans plazmid koncentracidjat NanoDropp 2000 késziilékkel ellendriztiik.

A vizsgalatok soran 1 ml-es, 200 pl-es, 20 pl-es és 10 pl-es BioPette pipettakat hasznaltunk.

3.3 A vizsgalat modszere

3.3.1. Morfologiai azonositas és jellemzés

A morfologiai vizsgalatok soran mikroszkop alatt vizsgiltuk a  korokozo
sporangiumtartdjanak szinét, habitusat, alakjat, az eldgazasok szdmat, a szterigmak szamat és
atlagos hosszusagat. A vizsgalat soran tovabba 100 db sporangium két, egymasra merdleges

atmérdjét mértiikk meg.
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3.3.2. Patogenitasi teszt

A koérokozo biotrof életmddja miatt a gomba taptalajon nem tenyészthetd, igy a patogenitasi
tesztet kozvetleniil a fertdzott ndvényeken képzddd szaporitoképletekkel végeztiik el. Tiineteket
mutatd novények levelének fonaki részérdl sporangiumokat mostunk le steril vizzel. Az igy kapott
sporangium szuszpenzidéval (1 x 10* sporangium/ml) permeteztink 3 db fiatal, tiineteket nem
mutatd Impatiens walleriana névényt. A kontroll egyedeket (3 db) steril vizzel permeteztiik. A
novényeket szobahdmérsékleten iivegblra alatt tartottuk, magas kb. 80 - 90%-os relativ

paratartalom mellett. Az eredményeket az inokulalast kovetd 25. napon értékeltiik.

3.3.3. Fert6zési mod vizsgalata

A sporangiumok tovabbfejlédését, vagyis a koérokozd fertézési modjat fliggd vizesepp

modszerrel vizsgaltuk (Vujici¢ és Colhoun, 1966).

Tiineteket mutatdo levelek fonaki részérél, ahol a koérokozd sporangiumtartd gyepe
megjelent, sporangiumokat mostunk le steril vizzel. Az igy kapott sporangium szuszpenziobol egy
cseppet targylemezre cseppentettiink, majd a targylemezt hirtelen mozdulattal fejjel lefelé forditva,
a csepp a felilleten maradt. Petri-csészébe iiveggyongyokbdl néhany cm magas tamasztékot
épitettiink, erre helyeztiik a targylemezt (7. abra). Az liveggyongyok alé steril vizet ont6ttiink, majd
a Petri-csészét lefedtiik, biztositva a 90% feletti paratartalmat, amely megakadalyozta a parolgast. A
sporangiumokat szobahdmérsékleten, természetes megvilagitds mellett csiraztattuk, melyek

tovabbfejlodését 24 és 48 h elteltével, mikroszkoppal vizsgaltuk.

7. abra Fliggd vizcsepp modszer a fertézési mod vizsgalatdhoz (Foto: Csejk Gy., 2011)
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3.3.4. Ossznukleinsav Kivonas

A peronoszporak tobbsége (kivéve pl. Phytophthora fajokat) téptalajon nem tenyésztheto,
ezért a DNS kivonasdhoz kozvetleniil a korokozo szaporitoképleteit hasznaltuk. A levelek fondkarol
steril landzsatlivel sporangiumtartd gyepet kapartunk steril dorzsmozsarba, amelyet kvarchomokkal
eldorzsoltiink. 600 pul CTAB (cetil-trimetilammonium-bromid) puffert adtunk hozza, majd tovabb
dorzsoltik. Az elegyet 1,5 ml-es Eppendorf csdbe toltottiik, majd 65 °C-on inkubaltuk blokk-
termosztatban 45 percen keresztill. Ezt kdvetéen 600 pl izoamil-alkoholos kloroformot (24:1)
adtunk hozza, amellyel alaposan Osszerdztuk ¢és vortexeltik. Centrifugalassal (10 perc,
szobahOmérsékleten) torténd iilepitést kovetden a vizes fazist tiszta Eppendorf csObe pipettaztuk at,
majd a kloroformmal torténd tisztitast az el6z6 1€pés szerint megismételtiik. A nukleinsavakat 600
ul izopropanollal csaptuk ki. A denaturdlodott nukleinsavakat 5 perc centrifugaldssal iilepitettiik,
majd 1 ml 70%-os etanollal mostuk, Gjabb 5 percen at centrifugalva. A pelletet beszaritottuk, majd

40 pl 10 pg/ml RNase-os (ribonukleaz) TE oldatban szuszpendaltuk (Maniatis és mtsai., 1989).

3.3.5. Polimeraz lancreakcio vizsgalat
A vizsgalathoz a kovetkezOket mértiik 6ssze 50 ul végtérfogatra:

5 ul 10x Taq puffer (+ KC1-MgCl,)
3 ul MgCl, (25 mM)

2 ul ANTPs SmM-os (A, G, T, C)

I ul primer NL1 (20 pmol/pl)

1 ul primer NL4 (20 pmol/pl)

3 ul DNS (0,5 ng)

0,5 pl Taq polimeraz enzim (5 u/pl)
34,5 ul H,O

A PCR ciklus soran a korokoz6 gomba DNS elsddleges denaturalasa (a két komplementer
DNS szal szétvalasa) 94 °C-on 3 percig zajlott. A ciklusokon beliili denaturacidé 94 °C-on 1 percig
tartott. Az anellacid (az inditészekvenciaként szolgalod oligonukleotidok kapcsoldodasa) 55 °C-on 1
percig zajlott, majd az elongaci6 (lancépités) 72 °C-on 1,5 percig tartott. A ciklus 30-szor
1smétlddott. Az elmaradt szalak befejezése 72 °C-on 10 percig tortént, végiil a PCR-terméket 4 °C-

on tarolta a késziilék.
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3.3.6. A PCR-termék ellenorzése és tisztitasa

5 ul PCR-terméket, 3 pl steril vizet és 3 ul 1x-es festéket 1%-os agardz gélben futtattuk. A
PCR termék méretét 1 kb (kilobazis) méretmarker (GeneRouler 1 kb DNA ladder, Fermentas)

mellett ellenoriztik.

A PCR terméket High Pure PCR Product Purification Kittel a gyarté utasitasait kovetve
tisztitottuk meg. Eppendorf csébe 250 pl kotd puffert mértiink a PCR termékhez, majd dsszeraztuk.
A folyadékot egy gylijtécsobe elhelyezett sziirébe pipettaztuk 4&t, majd egy percig
szobahOmérsékleten centrifugaltuk. A csd aljan 6sszegytilt folyadékot kiontottiik. 500 pl etanolos
mosé puffert adtunk hozza, majd egy percig centrifugaltuk. Az 6sszegytilt folyadékot kiontottiik,
majd a tisztitdst megismételtiik 200 pl mos6d puffer hozzaadasaval. A centrifugalast kovetden a
szlir6t tiszta 1,5 ml-es Eppendorf csébe helyeztiik. 50 pl elacids pufferrel oldottuk ki a PCR

terméket a szurOben 1évO matrixbol.

3.3.7. Ligalas
A ligalashoz a kovetkezdket mértiik 6ssze 10 pl végtérfogatra:
1 ul puffer (T4 DNS ligaz 10x-es puffere)
1 ul plazmid (pGEM-T Easy)
3 ul inzert (tisztitott PCR-termék, ~300 ng)
0,5 pl enzim (T4 DNS ligdz enzim, 5 u/pl)
4,5 wul steril H,O

Ezt szobahdmérsekleten egész éjszakan at ligaltuk.

3.3.8. Transzformalas E. coli DH 5-0 torzsébe

A -70 °C-on tarolt kompetens sejtet jégen kiolvasztottuk, a ligdtumot szintén jégre tettiik. A
mar felolvadt kompetens sejtet hozzamértiik a ligatumhoz, 30 percig hagytuk jégen allni, majd egy
percig 42 °C-on tartottuk, hogy kinyiljanak az E. coli baktérium poérusai €s a plazmid bejuthasson.
Ezutdn azonnal jégre tettiik és Ot percig jégen tartottuk. Ezt kovetéen hozzamértiink 500 pl
antibiotikum-mentes 2TY folyékony taptalajt, és ezzel Osszeforgattuk. Egy oran at 37 °C-on
razattuk. Ezalatt ampicillin tartalmt LB szilard taptalajra 10 pl IPTG-t és 40 pl X-Gal-t

szélesztettiink, ¢s megvartuk, mig megszarad. A razatds utan az elékészitett taptalajra 100 pl ill. 50
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ul-t kikentiink a mar felszaporodott baktérium tenyészetbol. Szaradas utan a lemezeket 37 °C-ra

helyeztiik és egy €jszakan at ndvesztettiik a kolonidkat.

3.3.9. Minipreparatum készitése

Tizenkét egyedi fehér koloniabol 2-2 ml folyadékkultirdba (ampicillines LB) oltottunk le,
¢s 37 °C-on ¢jszaka razattuk. A baktériumkultiraval toltétt Eppendorf csdvet szobahdmérsékleten 1
percig centrifugéltuk. A feliiluszot ledntottiik, és a pellethez 200 ul ,,A” oldatot adtunk hozza (15
mM TRIS HCI pH: 8, 10 mM EDTA (etiléndiamin-tetraecetsav), 50 mM gliik6z). Vortex
segitségével O0sszekevertiik, majd 6t percig szobahdmérsékleten allni hagytuk. Hozzdmértlink 400 pl
,B” oldatot (0,2 M NaOH, 1% SDS) ¢és osszeforgattuk, feloldva ezzel a sejtfalat. Ezt kovetéen 300
ul ,,C” oldatot adtunk hozza (60 ml 5 M Na-acetat, 11,5 ml ecetsav, 28,5 ml steril H,O) és ezzel is
osszeforgattuk. Ot percre jégre helyeztilk és ot percig szobahdmérsékleten centrifugaltuk. A
feliiluszot 0 Eppendorf csObe toltottiik, majd ismét centrifugaltuk. A nukleinsavak denaturdlasara
600 pul izopropanolt adtunk hozzd, ezzel Osszeforgattuk, és Ot percig centrifugaltuk
szobahOmérsékleten. Elontottiik a feliiluszot, lecsopdgtettiik, €s a pellethez hozzaadtunk 200 ul ,,D”
oldatot (0,1 M Na-acetat pH: 7, 0,05 M TRIS HCI pH: 8), ezt hagytuk szobahdmérsékleten allni 10
percig, majd Vortex segitségével kevertiik, végiil 400 pl abszolut etanollal 6t percig centrifugaltuk,
a feliiluszot elontottiik, és a pelletet beszaritottuk 30 perc alatt. Utols6 1épésként a pelletet
visszaoldottuk 40 pul RNase TE-ben (1 ml 10x TE, 9 ml steril H,O, 10 pl RNase (10 mg/ml)
(Maniatis és mtsai., 1989).

3.3.10. Az inzert ellenorzése

Az inzert beéplilését a minipreparatum modszerrel tisztitott klonok rekombinans
plazmidjaiba EcoRI restrikcios endonukledzzal ellendriztiik. Az EcoRI enzim a legmegfelelobb erre
a célra, hiszen a vektoron a beépiilés helye mellett mindkét oldalon megtalalhato ez a specifikus

hasitohely (6. abra).
Az emésztéshez az alabbiakat mértiik 6ssze, egyenként 10 pl végtérfogatra:
2 ul plazmid (0,5 pg)
1 ul 10x EcoRI pufter
0,2 ul EcoRI enzim (10 u/ul)

6,8 ul H,0
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Az Eppendorf csoveket 1 6ran &t 37 °C-on inkubaltuk. A mintakhoz 3 - 3 pul 1x-es festéket
mértiink. 1% agar6z gélben megfuttattuk, és ellendriztiik, a megfeleld hosszusdgh inzert

kivagodasat.

3.3.11. Plazmid tisztitas szekvenalashoz

A kivalasztott klénokat 2 ml folyadékkultiraban (ampicillines LB) ujra felszaporitottuk
(egész ¢€jszakdn at rdzattuk 37 °C-on). A baktériumkultaraval t6ltott Eppendorf csoveket 1 percig
centrifugaltuk szobahdmérsékleten, majd Quantum Prep Plasmid Miniprep Kittel (BIO-RAD) a

gyartd utasitasai szerint tisztitottuk.

A pellethez 200 pl *Cell Resuspension’ puffert adtunk, majd vortexeltiik, amig vissza nem
oldodott. 250 ul lizis oldatot mértiink hozzd, majd ezt kézzel Osszeforgattuk. Ezt kovetden
hozzaadtunk 250 pl neutralizacids oldatot, kézzel Osszeforgattuk, 5 percre jégre tettiik, majd 5
percig centrifugaltuk. A gyiijtécsébe belehelyeztiik a filtert, majd a matrixot Gsszeraztuk. A
feliiluszot atontottiik egy sziirébe, €s hozzadadtunk 200 pl matrixot, pipettaval felszuszpendaltuk,
majd 30 masodpercig centrifugdltuk. Kovetkezd 1épésben eltavolitottuk a szlrdt, kiontottik az
Osszegyliilt oldatot, majd visszahelyeztiik a filtert és hozzaadtunk 500 pl mosopuffert. Ezt 30
masodperc centrifugélas kovette. A mosast még egyszer megismételtilk, majd 2 percen at
centrifugaltuk. Végiil a sziir6t egy tiszta 1,5 ml-es Eppendorf csébe helyeztiik és 40 ul steril vizzel

centrifugalva oldottuk ki a matrixbdl a plazmidot.

Szekvencia meghatarozasra 10 pl (150ng/ pl) tisztitott rekombinans plazmidot kiildtik a

szegedi BAY-GEN Novénygenomikai, Human Biotechnologiai és Bioenergiai Intézetbe.

3.3.12. A nukleotid sorrend meghatarozasa és analizise

A kivalasztott klonokat ABI3500 (Applied Biosystems) tipusu kapillaris szekvenald
berendezéssel és ABI PRISM BigDye Terminator Cycle Sequencing kittel (Applied Biosystems)
szekvenaltattuk, M13 reverse ¢s M13-20 forward primerekkel. A szekvencidk azonositdsdhoz az
EMBL (European Molecular Biology Laboratory)/DDBJ (DNA Data Bank of Japan)/PDB (Protein
Data Bank) adatbazisokat hasznaltuk fel.

A szekvencidk 0Osszehasonlitasdhoz a GCG szekvenciaanalizaldé programcsomagot
hasznaltunk (University of Wisconsin Genetics Computer Group (GCG) sequence analysis software
package version 9.1), amelyb6l a SEQED, ASSEMBLE, GAP ¢és a PILEUP programokat

hasznaltuk fel. Az Gsszehasonlitds soran ezen kiviil a BoxShade 3.21 programot alkalmaztuk
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(www.ch.embnet.org/software/BOX form.html). A filogenetikai torzsfa megrajzolasat ¢és a

megbizhatdsag becslésére szolgdldo bootstrap analizist a MEGA 3.1 szoftverrel végeztiik, ahol a
filogenetikai tavolsag szdmitds a Jukes-Cantor mddszerrel tortént, a torzsfa pedig a Neighbor-

Joining eljaréssal késziilt.

A génbank adatbazisabdl a kovetkezd hivatkozasi szamokon taldlhatdé peronoszpora

izolatumok 28S rRNS génjének szekvencidit hasonlitottuk 6ssze a magyar izolatuméval:
- AY250181 (gazdanovény: Impatiens noli-tangere)

- AY 035522 (gazdanovény: Impatiens capensis)

-AY 587558 (gazdandvény: Impatiens sp.)

- EF196869 (gazdanovény: Impatiens noli-tangere)

- FJ787308 (gazdandvény: Impatiens walleriana)

- HQ246451 (gazdanovény: Impatiens walleriana)
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4. Eredmények

4.1. A betegség lefolyasa, tiinetek

A betegség tlineteit Impatiens walleriana ndvények kdvetkezd hibridjein és fajtain figyeltiik

meg: Impreza F1 Red’, ’Accent’, ’Rose Picottee’, *Vitara Rose’, valamint ’Campos White’.

Az elsO tiinetek hirtelen alakultak ki a fiatal, addig egészségesnek tlind novényeken. A
levelek szinén sargulas jelent meg, majd a fonaki részt hamarosan teljes mértékben beboritotta a

gomba fehér, barsonyos sporangiumtartd gyepe (8. abra).

8. abra A korokoz6 sporangiumtartd gyepe Impatiens walleriana leveleinek fonaki részén

(Foto: Palkovics L., 2011)

A bimbokat szintén beboritotta a sporangiumtartd gyep (9. abra). A fert6zott novények
egyaltalan nem viragoztak. A névények a novekedésiikben visszamaradtak. A levelek hullamossa
valtak, szinlik felé kanalasodtak (9. abra), hervadtak, majd elszaradtak. A szaraz, elhalt leveleken a
fOtiinet tovabbra is lathatd volt. Az elsd tiinetek megjelenésétdl ndvények teljes pusztulasaig 2 - 4

hét telt el.
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9. abra: A betegség tiinetei Impatiens walleriana novényen (Foto: Palkovics L., 2011)

Kecskeméten az értekesités eldtt 4llo novényallomany mintegy 90%-an megjelentek a
peronoszpoéra tiinetei. A fertézott ndvények a novényvédelmi kezelések ellenére kivétel nélkiil

elpusztultak.

4.2. A korokozo morfologiai jellemzoi

A sporangiumtartok nagy tomegben hofehér szintiek, mikroszkop alatt vizsgélva hialinok.
A sporangiumtartd monopodidlis, vagyis az oldal elagazdsoknak egyetlen k6zos alapjuk van. A
sporangiumtartd ny¢l egyenes, rajta 4 - 7 elagazas figyelhetd meg, amelyek szintén egyenes
lefutastiak, nem keskenyednek el. A sporangiumtartok harom apikalis szterigmaban végzddnek (10.

abra). A szterigmak atlagos hosszusaga 4.6 - 16.4 um (atlagosan 9.6 um).

A sporangiumtartd habitusa, elagazasai €s a szterigmak szama alapjan megallapitottuk,

hogy a koérokozo6 a peronoszporak koziil a Plasmopara nemzetségbe tartozik.
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10. abra A kérokozé sporangiumtartoja 600x-os nagyitason (Fotd: Csejk Gy., 2011)

A sporangiumok egysejtliek, hialinok. Alakjuk lapitott gomb vagy ovalis (11. abra). Rovidebb és
hosszabb atmérojiik 100 sporangium adatai alapjan: 11,04 (7,7 — 13,8) x 13,9 (9,9 — 17,4) um.

11. abra A kérokozé sporangiumai 600x-os nagyitason (Foto: Csejk Gy., 2011)
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4.3. Patogenitasi teszt

Az elso tiinetek 12 - 16 nappal az inokulacidt kovetden jelentek meg a ndovényeken. A
levelek szinén sargulast figyeltiink meg. A levelek fondki részén 5 - 7 nappal kés6bb kialakult a
fehér szinli sporangiumtartd6 gyep. Mikroszkop alatt vizsgdlva a szaporitd képleteket
megallapitottuk, hogy az inokulalt ndvényeken megjelent korokozo morfologiailag megegyezik az
eredeti novényrél szdrmazoval. A kontroll ndvények az értékelés napjaig egészségesek maradtak.

Tehat az Impatiens walleriana névényen megjelent peronoszpoéra faj patogenitasat bizonyitottuk.

4.4. A fertozési mod vizsgalata

A gomba sporangiumait vizcseppben csirdztatva megallapitottuk, hogy a sporangiumok
csiratomlét nem fejlesztettek. A sporangiumok belseje lathatdan differencialodott, feldarabolodott,
majd 48 ora elteltével mar megtigyeltiink kiiiriilt sporangiumokat is. Ezek alapjan megéallapitottuk,

hogy a vizifukszia peronoszporajat okoz6 gomba sporangiumai indirekt modon fejléddnek tovabb.

4.5. A korokozo molekularis azonositasa

4.5.1. PCR vizsgalat

A polimeraz lancreakcid eredményeként az I'TS régiora tervezett primerek egy 600 és egy

800 bp (bazispar) koriili PCR terméket emeltek ki (12. abra).

1kb Marker

PCR termék

-

12. abra Az NLI1 ¢s NL4 primerek altal kiemelt 600 és 800 bp hossziusagu PCR termékek (Foto:
Csejk Gy., 2011)
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4.5.2. Minipreparatum

A tizenkét minipreparatumbol tizenegy a rovidebb szakaszt, mig egy klon (M69/4) a
hosszabb inzertet tartalmazta (13. abra). A M69/4-es (800 bp) és a M69/6 (600 bp) szamui klonokat

valasztottuk ki, és szaporitottuk fel a szekvencia meghatarozasahoz.

M69/1  M692 M69/3 Me94  M69/5 Me9/e Me97 Me9)8 M99  ME9/10 M6E9/M1 ME912  1kb
marker

13. abra A rekombinans klonok ellendrzése EcoRI1 hasitassal 1%-o0s agardz gélen

(Fot6: Csejk Gy., 2011)

4.5.3. Szekvencia meghatarozasa

A szekvencia meghatdrozas utan a klonozott szakasz nukleotid sorrendjét Gsszevetve az
NCBI (National Center for Biotechnology Information) adatbazisban talalhatokkal megéllapitottuk,
hogy az M69/4-es szdmu klon, amely a hosszabb (800 bp koriili) inzertet tartalmazza kézel 100%-
os homologiat mutat a Plasmopara obducens kérokozoval. Igy a molekularis vizsgalat is
megerdsitette, hogy valdban a morfologiai bélyegek alapjan Plasmopara obducens-ként azonositott
peronoszpora okozta a megbetegedést Impatiens walleriana ndvényeken. A szekvenciat feltoltottiik
a nemzetkdzi adatbazisba, ahol az izoldtumnak az IWPO-HI nevet adtuk. A szekvencia a
génbankban a HE577169 hivatkozési szdmon talalhaté meg (1. melléklet). Ez az elsé szekvencia

adat Magyarorszagrol a Plasmopara obducens korokozé kapcsan.

Az M69/6 klon, amelybe a rovidebb (600 bp koriili) inzert épiilt be, az Impatiens walleriana

novény 268 riboszomalis RNS génjének egy részletét tartalmazta.
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4.5.4. Rokonsagi kapcsolatok feltarasa

A magyar Plasmopara obducens izolatum a legnagyobb homolégiat (99,72%) az Egyesiilt
Kiralysagbol szarmazo AYS587558 ¢€s a Szerbiabol szarmazo HQ246451 hivatkozasi szamu

1zolatummal mutatta (14., 15. abra).

a0t
sty
17

s D48
. Iayﬁﬂ?ﬁﬁﬂ
STTIE
ST

—
=

0,003

14. abra A Plasmopara obducens izolatumainak filogenetika torzsfaja a 28S régioé szekvenciaja

alapjan

Magyardzat: A torzsfan a vizszintes vonalak, ill. azok hossza az izolatumok egymastol vald
genetikai tavolsagat mutatjak a vizsgalt szekvencidk nukleotid sorrendjének eltérései alapjan. A
figgdleges vonalak az izoldtumok egyezOségét jelzik az eldgazdsokig. Az elagazasoknal
feltlintetett szdmok a bootstrap-analizis eredményeit mutatjdk 1000 mintavétel esetén. A torzsfa
alatti skala mértéke 3 bazis eltérést jelol 1000 bazisonként. Az izolatumokat az EMBL/DDBJ/PDB

azonositasi szamukkal jeloltiik. Sajat izolatumunkat piros kerettel emeltiik ki.
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ay035522
ef196869
ay587558
hq246451
he577169
£§787308
ay250181

ay035522
ef196869
ay587558
hq246451
he577169
£§787308
ay250181

ay035522
ef196869
ay587558
hq246451
he577169
£§787308
ay250181

ay035522
ef196869
ay587558
hq246451
he577169
£§787308
ay250181

ay035522
ef196869
ay587558
hq246451
he577169
£§787308
ay250181

e e e e

61
61
61
61
61
61
61

120
120
120
120
120
120
121

180
180
180
180
180
180
181

240
240
240
240
240
240
241

ATGAGCTCAAGCTTAAAATCTTCGTGCAATTTTTGCACGGCGAATTGTAGTCTATAGAGG
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ay035522 300 GTACCTGAAACTGCTGAAAGGGAACCAAATCGTTTCCAGTGTCTATAATCCGTGGTATAT
ef196869 300 i e e e e e e e e e e e e e

ay587558 300 et e
hq246451 300 et e
he577169 300 et e
£9787308 300 et e
ay250181 300 et
ay035522 360  TTCATTGGCGAGTGTGTGCGTGCGTGTGCTGTTGCAGTGGCTTTTTGGCTGCGCTCGGTG
ef196869 360 et
ay587558 360 et e
hq246451 360 et
he577169 360 e e
£9787308 360 e
ay250181 - <31
ay035522 420  TGTGTGCTGTGTGTACTTGCTGGTGCCCTGTGCTGCGGTGGGACGTCAAGGTCAGTTCGT
ef196869 D20 e
ay587558 D20 e
hq246451 D20 e
he577169 D20 i
£9787308 D20 e
ay250181 B2] Bt
ay035522 480  ATGCTGCGGGAAATGGCTACTGAGGAGGTAGGGCTTACGCTTGCGTTTGTCTGTTATATC
ef196869 B0 i
ay587558 B0 it
hq246451 B0 it
he577169 B0 it
£9787308 B0t
ay250181 481 LB iRt ie i a Covennnnn. Avvenn.. S
ay035522 540  TTGGTGGACGAGTCGTCGC-GGTTGGGACTGAGGTGCCTACAACGTGCTTTTGAGTGGGC
ef196869 540 i e
ay587558 540 i e
hq246451 540 i e
he577169 540 i e Covevnnn
£9787308 540t e
ay250181 541 ... Coveeeeeenn . 1 P RevuCuvvnnnn.
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ay035522
ef196869
ay587558
hq246451
he577169
£§787308
ay250181

599
599
599
599
599
600
600

TTGGGTCTCCGTGTGCGCCGTGTGCGGATAGCTTGCTATGCGTGTGTG-GTTGTATGTG

15. abra A BoxShade programmal készitett nukleotid szekvencia 6sszehasonlitas részlete az ITS

régidban

Magyarédzat: Az abran szerepld nukleotid szekvencia az 28S riboszomalis RNS gén egy részletét

mutatja. Az egyforma nukleotidokat az abraban pontokkal, a hidnyzé nukleotidokat vizszintes

vonallal jeloltiik. A nukleinsav szekvencidk el6tt az izolatumok azonositd szamat tiintettiik fel,

amellyel a nemzetk6zi adatbazisban szerepelnek. Sajat izolatumunkat pirossal emeltiik ki.
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5. Eredmények megvitatasa, kovetkeztetések

Impatiens walleriana ndvényen eddigi ismereteink szerint két korokozo, a Plasmopara
constantinescui €és a Plasmopara obducens okozhat peronoszporat (Constantinescu, 1991). A
szakirodalmi adatokat Osszevetve az altalunk végzett vizsgdlatok eredményével egyértelmiien
kijelenthetjiik, hogy 2011-ben Magyarorszdgon a Plasmopara obducens okozott komoly karokat.

A beteg novényeken a levelek sargulasat tapasztaltuk, majd megjelent a gomba fehér,
barsonyos sporangiumtartd gyepe beboritva a fondki részt. A fert6zott ndvények egyaltalan nem
virdgoztak, fejlddésiikben visszamaradtak. A levelek hervadtak, végiil teljesen elszaradtak. A
széraz, elhalt leveleken a fOtiinet tovabbra is lathatd volt. Az elsé tiinetek megjelenésétdl a
novények teljes pusztuldsaig 2 - 4 hét telt el. Megallapitdsaink megegyeznek Constantinescu
(1991), Castalanelli és Hoffmann (2008), valamint Cunnigton és mtsai (2008) altal leirt
szimptomakkal.

Kecskeméten szinte az egész értékesités elott allo novényallomanyon (korilbelil 90%)
megjelentek a peronoszpoéra tiinetei. A fert6zott novényeken a novényvédelmi kezelések mar nem
tudtak segiteni, azok kivétel nélkiil elpusztultak. A termesztok észrevételeit az irodalmi adatok is
alatdmasztjak. Anonymus (2005) szerint, ha a korokoz6 megjelent az dllomanyban, mar a higiéniai
eloirasok betartdsaval és novényvédd szeres kezeléssel sem lehet a fertézés tovabbterjedését
megakadalyozni.

A morfologiai jellemzOket Osszevetve az irodalmi adatokkal, kismértékli eltérést csak a
sporangiumok méretében tapasztaltunk. A sporangiumtartok felépitése megfelel a Constantinescu
(1991) ¢és Wegulo és mtsai. (2004) altal leirtaknak, mely szerint az oldalagak nem keskenyednek el,
nem szélesednek ki és derékszoget zarnak be a tengellyel. A sporangiumtarték harom cstcsi
elhelyezkedésli szterigméaban végzddnek. A korokozd morfoldgiai tulajdonsdgai (sporangiumtartod
habitusa, elagazasai ¢és a szterigmdk szdma) alapjan megallapitottuk, hogy a korokozo a
peronoszporak koziil a Plasmopara nemzetségbe tartozik. Wegulo és mtsai. (2004) altal mért
sporangiumok mérete atlagosan 22,2 um x 16,7 um, ezzel szemben az altalunk mért sporangiumok
hosszabb ¢és rovidebb atmérdje 13.9 x 11.04 um. Glits (2000) szerint a Plasmopara nemzetség
sporangiumai indirekt uton fejlédnek tovabb, vagyis a sporangiumokbo6l mozgd sporangiospdrak
szabadulnak ki. A gomba sporangiumait vizcseppben csiraztatva, majd azok tovabbfejlodését
vizsgéalva mi is azonos eredményre jutottunk.

Korabban a peronoszpora félék rendszertani besorolasa elsdsorban morfologiai jellemzOkon
alapult (Shaw, 1981). A molekularis azonositds 0j lehetdségeket tart fel a Peronosporales renden
beliil a rokonsagi kapcsolatok feltarasaban (Riethmiiller és mtsai., 2002; Goker és mtsai., 2003).

A morfologiai vizsgéalatok eredményei alapjan feltételeztiik, hogy a Plasmopara obducens
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koérokozoval allunk szemben, azonban a klasszikus vizsgalatok mellett fontosnak tartottuk elvégezni
a korokozo molekularis azonositasat is. A polimeraz lancreakcié soran egy kozel 600 és egy 800 bp
hosszusagti PCR termék keletkezett, ahogy Bulaji¢ és mtsai. (2011) is emlitik tanulmanyukban.
Ennek oka, hogy az NL1 NL4 inditoszekvencidk az Impatiens walleriana névény 26S régiojabol
(600 bp) ¢és a Plasmopara obducens a 28S régidjabol (800 bp) is kiemelnek egy szakaszt. A
nukleotid sorrendet dsszehasonitottuk az NCBI adatbazisban talalhato izolatumokéval. Az Egyesiilt
Kiralysagbol szarmazd AYS587558 ¢és a Szerbiabol szarmazéo HQ246451 hivatkozasi szamu
izolatumokkal mutatta a legnagyobb homolégiat (99,72 %).

2011 tavaszan egy kecskeméti termesztd észlelte a betegség eléfordulasat, azota mar tobb
hazai termesztd is jelezte a korokozd megjelenését. A fertdzott alloményok csaknem 100%-a
elpusztult. Magyarorszagra Németorszagb6l importalt dugvanyokkal keriilt be a korokozd. A
korokozot vizsgéalatainkkal parhuzamosan Vajna (2011) is azonositotta, aki rovid kozleményében
emliti, hogy 2010-ben mar eléfordult a korokozo6 a budapesti parkokban.

A Hortus Hungaricus Diszndvénykidllitason a forgalmazok elmondasa alapjan, arra a
megallapitasra jutottam, hogy Magyarorszagon is jelentds mértékben elterjedt a korokozd. Tobb
hazai termesztoben felmeriilt az Impatiens walleriana forgalmazasanak visszaszoritasa. Dontésiiket
a korokozo gyors terjedésével, valamint a hatékony kémiai névényvédelem hidnyaval magyarazzak.
Egyesek a megoldast az Impatiens *Uj-Guinea® hibridek arusitisdban latjak, ami valoban célszerii
lehet, hiszen Cunnington és mtsai. (2006) nem tapasztaltak fertdzésre utal6 jeleket az *Uj-Guinea’
hibrideken. Més termesztdk egyéb fajokkal (Begonia sp.) helyettesiten¢k a vizifuksziat.

A Plasmopara obducens Magyarorszagra feltételezhetéen 2010-ben keriilt be, igen kevés
adat all a rendelkezésiinkre. A jovoben tovabbra is figyelemmel kisérjiik a korokozo terjedését,
Magatviteli vizsgalatokkal kivanjuk eldonteni, hogy a korokozé terjedésében a kiilsé vagy a belsd

magatvitelnek van nagyobb szerepe.
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6. Osszefoglalas

Az Impatiens walleriana és az Imapatiens *Uj-Guinea’ hibridek Magyarorszagon is igen
kedvelt és széles korben elterjedt disznovények. Nagy mennyiségli import szaporitdanyag érkezik
Magyarorszagra Nyugat-Eurdpabol, féleg Németorszagbol és Hollandiabol. 2011 tavaszan egy
kecskeméti tiveghazban szokatlan peronoszpora jellegli tiinetekre figyeltek fel Impatiens walleriana
kiilonbozd hibridjein €s fajtain. A kdvetkezd honapokban az orszag tobb részérdl jelentds karokrol
szamoltak be a termesztOk. Munkdnk soran célul tiiztiikk ki a tiinetek és a korfolyamat leirasat, a
koérokozd azonositadsat €s jellemzését morfoldgiai bélyegek alapjan és molekularis bioldgiai
moddszerekkel.

Az Impatiens-fajok esetében az irodalmi adatok alapjan a Plasmopara constantinescui €s a
Plasmopara obducens okozhat peronoszporat, a két faj azonban az okozott tiinetek ¢és a
sporangiumtartok alapjan egyértelmiien elkiilonithetd. A morfologiai jellemzés soran mikroszkop
alatt vizsgaltuk a kérokozo sporangiumtartdjanak szinét, habitusat, alakjat, az elagazasok szamat, a
szterigmak szamat és atlagos hosszusagat. A vizsgalat soran tovabba 100 db sporangium két,
egymasra merdleges atmérdjét mértiik meg. Fiiggd vizcsepp modszerrel vizsgaltuk a korokozo
fertézési modjat. Patogenitasi tesztet végeztiink a gomba megbetegitd képességének igazolasara. A
molekuldris vizsgalatok soran CTAB modszerrel Ossznukleinsav kivonast végeztiink, majd
polimeraz lancreakcioval az ITS régioban talalhatd 28S rRNS egy részét sokszoroztuk meg NL1 és
NL4 inditoszekvencidk segitségével. A felszaporitott szakaszt klonoztuk, majd szekvencia
meghatarozasra kiildtiik. A koérokozd meghatdrozasara ¢s rokonsagi kapcsolatainak feltarasara
szekvencia analizist végeztiink.

A korokoz6 morfoldgiai €s molekularis vizsgalata utan megallapitottuk, hogy a vizifukszia
peronoszporajat a Plasmopara obducens okozta, amely egyre tobb orszagban okoz sulyos
megbetegedést Eurdpa szerte. A levelek szine sargult, a fondkon pedig megjelent a fehér,
barsonyos, egybefliggd sporangiumtartdé gyep. A ndvények virdgot nem hoztak, ndvekedésben
visszamaradtak, az elsd tlinetek megjelenését kovetd 2 - 4 héten beliil teljesen elpusztultak. A
sporangiumtartdk hialinok, monopodialisak, a sporangiumtartd nyél egyenes, rajta 4 - 7 elagazas
figyelhetd meg, melyek harom szterigmdban végzddnek. A fertdzési mod vizsgalatakor kideriilt,
hogy a sporangiumok indirekt modon fejlddnek tovabb.

A szekvencia meghatarozds utan megallapitottuk, hogy a kozel 800 bp hosszisagi PCR
termék csaknem 100%-0s homologiat mutat a Plasmopara obducens korokoz6 egyes izolatumaival.
A nukleotid sorrendet 0Osszehasonitottuk az NCBI adatbazisban talalhaté izolatumokkal, a
legnagyobb homologiat (99,72%) az Egyesiilt Kirdlysagbol szarmaz6 AYS587558 és a Szerbiabol

szarmaz6 HQ246451 hivatkozasi szamu izoldtummal mutatta. A nukleotid sorrendet feltoltottiik a
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nemzetkdzi adatbazisba, ahol a szekvencia a HE577169 hivatkozasi szamon érhetd el, amely az elsd
szekvencia adat Magyarorszagrol a Plasmopara obducens kdrokozo6 kapcsan.
Eredményeinket Osszegezve, elsOként azonositottuk hazankban klasszikus és molekularis

modszerrel a Plasmopara obducens korokozot Impatiens walleriana ndvényekrol.
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1. melléklet A nemzetkozi adatbéazisba elkiildott Plasmopara obducens izolatum hivatkozéasi szdma

¢s adatlapja, a nukleinsav szekvenciaval

LOCUS  HE577169 757bp DNA linear PLN 26-SEP-2011
DEFINITION Plasmopara obducens partial 28S rRNA gene, isolate IWPO-H1, clone M69.4.
ACCESSION HES577169
VERSION  HE577169.1 GI:347843749
KEYWORDS
SOURCE  Plasmopara obducens
ORGANISM Plasmopara obducens

Eukaryota; stramenopiles; Oomycetes; Peronosporales;
Peronosporaceae; Plasmopara.
REFERENCE 1
AUTHORS Petroczy,M., Csejk,G.Y. and Palkovics,L.
TITLE First report of Plasmopara obducens on Impatiens walleriana in
Hungary
JOURNAL Unpublished
REFERENCE 2 (bases 1 to 757)
AUTHORS Palkovics,L.
TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (26-JUL-2011) to the INSDC. Department of Plant
Pathology, Corvinus University of Budapest, Menesi Road 44.,
H-1118, HUNGARY
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..757
/organism="Plasmopara obducens"
/mol_type="genomic DNA"
/isolate="TWPO-H1"
/host="Impatiens walleriana cv. Rose Picottee"
/db_xref="taxon:162140"
/clone="M69.4"

gene <1.>757
/gene="28S rRNA"
rRNA <1.>757

/gene="28S rRNA"
/product="28S ribosomal RNA"
ORIGIN
1 aaactaacaa ggattccect agtaacggeg agtgaagegg gatgagcetca agettgaaat
61 ctecgtgeaa tttttgcacg gegaattgta gtetatagag gegtggtecag tataageact
121 tggggtaagt tccttggaaa aggacageat ggagggtgat actcccgtte atctctaagt
181 tgcttgtgeg tacgaccegt tttctttgag tegegttgtt tgagaatgea gegeaaagta
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241 ggtggtaaat tccatctaaa getaaatatt ggtgcgagac cgatagcaaa caagtaccgt
301 gagggaaaga tgaaaagaac tttgaaaata gagttaaaga gtacctgaaa ctgctgaaag
361 ggaaccaaat cgtttccagt gtctataatc cgtggtatat ttcattggeg agtgtgtecg
421 tgegtgtgcet gttgeagtgg ctttttgget gegeteggtg tgtgtgetgt gtgtacttge

481 tggtgccctg tgctgeggte ggacgtcaag gtcagttegt atgetgeggg aaatggetac
541 tgaggaggta gggcttacgce ttgcgtttgt ctgttatate ttggtggacg agtegtcgeg
601 gttgggactg aggtgcctac aacgtgcttt cgagtgggcet tgggtcteeg tgtgegeegt
661 gtgcggatag cttgctatge gtgtgtggtt gtatgtggat tgatgegage cgtaacttgt
721 agtcgttcgg gacgttgacg aaatggagcg atttgac
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