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OSSZEFOGLALAS

A Chryphonectria parasitica a szelidgesztenye (Castanea spp.) egyik legfontosabb kdrokozéja Eurépdban és Magyarorszdgon.
Vizsgadlatunk sordn, 6t Magyarorszagrol izolalt Cryphonectria parasitica torzs ITS régidjat vizsgaltuk. Az egyes izoldtumok kozotti
tdavolsagok az ITS szekvencidak alapjan nem bizonyultak kellben eltérének ahhoz, hogy az eredmények alapjdn a filogenetikai torzsfit jol
megalapozottnak tekinthessiik. A kiilonbség tehdt izolatumok kozott nem volt jelentss, ez megkérddjelezi, vajon a vdlasztott ITS-régio
elégséges-e az egyes izolatumok (foldrajzilag kiilonboz6) megalapozott szétvalasztasihoz?

SUMMARY

Chryphonectria parasitica, the casual agent of chestnut blight, is one of the most important fungal pathogens of chestnut (Castanea spp.)
in Europe and Hungary. In this study, we analyzed the ITS region of five Cryphonectria parasitica strains isolated from different location of
Hungary. The differences among the Cryphonectria parasitica isolates were not insignificant because only two sites were considered as
informative for the parsimony analysis. As the differences among geographically different isolates were insignificant, we mean that the
evolutionary distance by ITS sequences within Hungarian Cryphonectria parasitica isolates is too small to get well based consequences for
the phylogenetic relationships.
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BEVEZETES

A Biikkfafélék (Fagaceae) csaladjaba tartozo eurdpai szelidgesztenye (Castanea sativa) nagyon kedvelt disz-
¢és héjas gylimolesfank, mely els6sorban a savanyu, j6 vizellatottsagl, kéliumban gazdag talajt kedveli.
Hazankban Dél-Dunantilon a Mecsekben, az Eszaki-kozéphegységben, Alpokaljan, a Dunakanyarban és a Zalai
dombsag teriiletén fordul el6. Magas kalium és keményitd tartalmu termését lekvar, méz, tea készitéséhez is
hasznaljak, ezenkiviil egyes teriileteken (pl. Olaszorszag, Svajc hegyvidéki teriiletei) kenyeret is siitnek
lisztjébol.

A Cryphonectria parasitica, mely a szelidgesztenye egyik legfontosabb korokozdja, a gesztenyén kiviil a
Biikkfafélék csaladjaba tartozo egyéb fajokat is veszélyeztet, igy a tolgyeket €s a biikkot is. A gomba Kelet
Azsiabol, valdsziniileg Japanbol lett behurcolva a XIX. sz. végén és a XX. szazad elején az Egyesiilt Allamokon
keresztiil Eurépaba. Az 1960-as években csokkent virulencidju (hipovirulens) izoldtumokat fedeztek fel, melyek
képesek voltak ezt a tulajdonsagot a virulens torzsek szamara atadni. Igy a fert6zott fak hegszovet képzéssel
képesek voltak visszaszoritani a kdrokozot.

A kérokoz6 elterjedtsége )

A Cryphonectria parasitica gombat eloszor a Bronx-i Allatkert idos gesztenyefain észlelték 1904-ben, mely
1938-ban mar Eurdpaban is megjelent. A Cryphonectria parasitica valdsziniileg sokkal korabban elérhette
Eurdpat, de akkoriban a tintabetegség (Phytophtora sp.) jelentds karokat okozott, igy elfedte jelenlétét. Az 1920-
as években a tintabetegséggel szemben rezisztens facsemetéket €s oltvanyokat szallitottak be Eurdpaba. A
gomba ezekkel a novényekkel keriilhetett be Europdba. A Cryphonectria parasitica az dzsiai fajokat kevésbé
képes megbetegiteni, igy maradhatott észrevétlen. Eszak-Amerikdban a szdzad kozepére szinte a teljes
szelidgesztenye allomanyt kiirtotta. Az olaszorszagi 1938-as észlelését kovetden 1947-ban Franciaorszagban,
1949-ben Svajcban, 1976-ban Szlovakiaban, 1984-ben Romaniaban jelent meg. Ukrajna karpataljai teriiletein is
feljegyezték. Hazankban 1969-ben, Nemeshetés kozség (Zala megye) hataraban talaltak meg el6szor.

A hipovirulencia

Az 1950-es években Biraghi gyogyuld rakos sebeket figyelt meg, a kéreg alatti szovetek életképesek
maradtak és a hajtasok sem szaradtak el. 1964-ben pigmenthianyos (fehér szinl telepet képzo), mérsékelt
virulencija, abnormalis morfoldgiaju Gn. hipovirulens gombatorzseket izolaltak, melyek at tudtak adni a ,,vad”
torzseknek a hipovirulenciat, melynek okozoja egy virusszert részecske, VLP (Virus-like-Particle). Ezen torzsek
citoplazmajaban dsRNA-t talaltak. A dsRNA ebben az esetben az RNS-fiiggd RNS-polimerazon kivill egy
proteazt is kodol, amelynek valdszinlleg kulcsszerepe van a gazdaszervezet legyengitésében. Ha a
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gombaizolatumok a dsRNA-t elvesztik, akkor \jra virulenssé alakulnak at. Ha mesterségesen blokkoljak
cikloheximiddel a dsRNA-k mikodését, akkor virulencia novekedés tapasztalhatd. Ezzel bizonyithaté az
Osszefiiggés a citoplazmatikusan jelen 1évé dsRNA és a hipovirulencia kozott. A hipovirulens torzsek képesek a
nekrozisok gyogyitasara, ha hifa-anasztomozisok révén atadjak a dsRNA-t. A konidiumok tébb mint 90%-os
valoszinliséggel hordozzak a dsRNA-t, mig az aszkospoéraknak nincs szerepe ebben. A hipovirulens torzsek
terjedése sokkal lassabb, mint a virulens torzsek esetén, mely az ivaros szaporodds hidnyéra és a gyenge
konidium képzésre vezethetd vissza.

Vegetativ- és szexualis kompatibilitas

Amennyiben az anasztomozis létrejon a két egyed kozott, a citoplazmak kolesonds cseréjére lesz lehetdség.
Azok a torzsek, melyeknek hifai anasztomozisra képesek, azonos vegetativ kompatibilitasi csoportba (VCG-be)
tartoznak. A dsRNA 4tadasa csak vegetative kompatibilis csoportok kozott valdsulhat meg. Nagyon ritkan
elofordulhat, hogy kiilonbozé VC tipusok k6zo6tt jon 1étre virus transzmisszid (Liu és Milgroom, 1996). Ha
vegetative inkompatibilis egyedek talalkoznak, akkor kétféle reakcid zajlik le. Az egyik esetben un. szegély
képzddik (barrage), mig a masik esetben a sejtfuiziot gyors apoptdzis koveti. A szegély képzodéséért a két
egymassal szemben nové micéliumfront kozott kialakuld proteolizis a felelds, amelynek kovetkeztében az
érintkezd hifak lizalodnak, s pigmentanyagok aramlanak ki beldlik. A masik esetben a fizid végbemegy, de
mégis torténik valamilyen idegen-felismerési reakcid, ami gyors sejthalalhoz vezet. A csokkent virulenciaju
torzsek kisebb mértékii elvaltozast hoznak létre a szelidgesztenye fakon és ezek hegszovet képzéssel le tudjak
gy6zni a kort. Terjedésiik is lassubb, a fa koriil sugarban 6-9 m/év. A Cryphonectria parasitica-ban
azonositottak a vegetativ inkompatibilitasért felelds géneket. Minél nagyobb a genetikai eltérés két torzs kozott,
annal kevesebb esély van az ¢életképes anasztomozisra. A vegetativ kompatibilitast szabalyozo gének
rekombinalddasaval 4j VCG-k megjelenése varhatd. A vegetativ inkompatibilitas egy sajat-nem sajat felismerd
rendszer a filamentozus gombakban, ami iranyitja a heterokaryon képz6dését és a citoplazmatikus elemek
transzmisszidjat a torzsek kozott. A legtobb filamentozus gombaban az inkompatibilitast allélikus folyamatok
iranyitjak. Két egyed akkor lesz kompatibilis, ha valamennyi vic génjében ugyanazt az allélt hordozza.
Eurépaban a Cryphonectria parasiticaban a vegetativ inkompatibilitast 6 nem kapcsolt vic lokusz iranyitja,
mindegyik 2-2 alléllal. A gomba szexualis szaporodasa keresztezéssel vagy onmegtermékenyitéssel valosulhat
meg. Kiilonb6z6 VC tipusok kozotti keresztezés j VC-tipusok megjelenését hozza Iétre rekombinacio révén.
Mint minden heterotallikus 4scomycota gombaban, a Cryphonectria parasitica-ban is a szexualis szaporodast a
MAT lokusz szabalyozza, mely két allélt tartalmaz, a MAT-1-et és MAT-2-t. Keresztezés csak akkor valdosul
meg, ha két ellentétes szaporodasi (parosodasi) tipusu gomba térzs egy idoben, egy helyen van. A két allél
hosszlisaga €s szekvencidja is eltér6. A MAT-1 1.649 bp, mig a MAT-2 549 bp. Eurdpaban t5bb helyen, ugymint
Svajcban, Spanyolorszagban, valamint Macedonia és Gorogorszag terilletén a Cryphonectria parasitica
populaciokban a MAT-1 szaporodasi tipus a dominans a MAT-2-vel szemben.

Kettésszalia RNS (dsRNA) virus
A hipovirulencidért felelos dSRNA a Hypoviridae csaladba, azon beliil pedig a Hypovirus genusba tartozik.
Ezek kopenyfehérjét nem képezd mikovirusok, melyek linearis dupla szald RNS-t tartalmaznak. A genom nem

szegmentalt. A teljes genom 10.000-13.000 nukleotid hosszisagu. A viralis genom nem strukturalis fehérjéket
kodol.

1. abra: A CHV1 hipovirus

Figure 1. The CHI hypovirus

Eurdpaban a CHVl-es tipus (Cryphonectria hypovirus 1), Eszak-Amerikaban a CHV2, CHV3, CHV4-es
tipusok fordulnak eld. Ezek felelosek a gazda virulenciajanak a csokkentéséért. A virus soha nem hagyja el a
gombat. Eurdopaban 6t CHV-1 szubtipust irt le Allemann munkatarsaival 1999-ben. Olasz szubtipus —CHV1-I,
német szubtipus — CHV-1-D, spanyol szubtipus — CHV-1-E, és két francia szubtipus — CHV-1-F1 és a CHVI-
F2. Az 1993-ban megkezdett szabadfoldi felmérések soran begyiijtott hazai hipovirulens térzsek mindegyikében
kimutattuk a kozel 6,2 x 10° molekulatémegii L-ds RNS-t (long ds-RNA), amely az ORF-A és az ORF-B kédolo
régiot (open reading frames) is tartalmazza. (Radocz, 1997).

Hazai vizsgalatok
1992-ben és 1993-ban hipovirulens torzsekkel végzett hazai szabadfoldi kezeléseket kovetden a kezelt fak
50%-a mutatott kezdeti gyogyulasi tiineteket, 13,2 %-a elpusztult, mig a kezeletlen fak 56,4%-a pusztult el.
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Ekkor a VCG-k szdma kett6. A hazai vizsgalt fdk 60-70%-a fert6z0dott. Az 1993-as felmérések alapjan a
legrosszabb allapotban a Zeng@varkonyi Osgesztenyés €s a fertészentmiklosi allomany volt, ahol a fert8z6ttség
elérte a 90 %-ot, és a megbetegedett fak kdzel 100%-a elpusztul. Agfalvan és Cak kornyékén volt a legkisebb a
fertozottség (39% és 45%). Ekkor két allomany volt mentes a kdrokozotdl. Egyik a hosszihetényi allomany, a
masik a pilismaroti gesztenyés. Eddigi vizsgalatok soran a hazai VCG-k szama 18 ( Radécz, 1997).

1998-ban Zeng6varkony kornyékén kocsanytalan tolgyeken is észlelték a betegséget (Radocz, 2002). A
kocsanytalan t6lgy (Quercus petraea) nagyon jelentds fafaj Magyarorszagon, az erdositett teriiletek kozel 12%-
at boritja. A betegség elsdsorban a gesztenyével elegyes kocsanytalan tdlgy allomanyokban fordul el6 tomegesen
Nyugat- és Dél-Dunantilon. 1998-ig csak szelidgesztenyén (Castanea sativa-n) észlelték a Cryphonectria
parasitica tineteit. Vizsgalatokat hajtottak végre Dél-Dunantilon, Szlovakiaban, Romanidban és Ukrajnaban.
Magyarorszagon harom teriileten is talaltak fertozott tolgyeket. Romaniaban, Nagybanyan és Szlovakiaban,
Duchonka kérnyékén is felfedezték a tlgyon a tiineteket. Ukrajnaban a gombat 2000-ben irtak le, eddig nem
talaltak meg a korokozot tolgyeken. Négy patogén torzset azonositottak kéregmintakbdl hazai fert6zott
tolgyekben, ezek az EU-3, EU-16, EU-9, EU-11. Szlovakiaban csak egy patogén torzset irtak le (EU-2), ahogy
Romaniaban is csak egyet (EU-12). A tiinetek nem voltak olyan stllyosak, mint a szelidgesztenyén. Nemcsak
Eurépéaban irtdk le a tipikus rakos tiineteket szamos t6lgyon, hanem az USA-ban, Svéjcban és Dél-
Olaszorszagban is. Eszak- Nyugat Romaniaban 2004-2006 kozott Nagybanya mellet 6t kiilonb6z6 gesztenye
populacioban végeztek vizsgalatokat, melyek tolggyel elegyesek voltak. Szamos t6lgy volt fertézott. Nyugat—
Ukrajnaban Ungvar és Munkacs mellett végeztek terepi vizsgalatokat hét gesztenye—tolgy elegyes populacioban.
Ebben az ukrajnai régidban gesztenyén megtalaltuk a korokozot, mig télgyon nem. (Radocz és Tarcali, 2009).

ANYAG ES MODSZER

Kéregrakot okozo gomba DNS vizsgalatok

Vizsgalatunk soran 5 Nagymarosrol izolalt Cryphonectria parasitica torzs (1. tablazat) ITS régidjat
vizsgaltuk. A sejtmagban és a mitokondriumban talalhaté riboszomalis TRNS szekvencidkat kodold gének
(rDNS) kozil az ITS régio a leggyakrabban szekvenalt, filogenetikai vizsgalatokhoz mar hosszu ideje a
legszélesebb korben hasznalt konzervativ régié (Moncalvo ef al., 2002; Avise, 2004).

Szamos taxonomai tanulmany bizonyitja, hogy az ITS-régidk alkalmasak filogenetikai rokonsagi viszonyok
megallapitasara faji és nemzetség szinten egyarant (Gardes és Bruns, 1993; Graser et al., 1999; Shinohara et al.,
1999; Gottlieb és Lichtwardt, 2001; Nugent és Saville, 2004; Yli-Mattila et al., 2004; Voglmayr és Yule, 2006).
Vizsgalatunkhoz az rDNS-régid egy olyan szakaszat valasztottuk, amely tartalmazza a ITS 1 és 2, valamint az
5,8S rDNS-szekvenciat (2. abra).

2. dbra: Az ITS-régiok elhelyezkedésének sematikus vizlata, valamint a PCR-ben hasznilt primerek helyzete (White ef al. nyomén,

1990)
SSU rDNS . 5,85 rDNS LSU rDNS
SR6R
—_—
Exon Exon
174: - 0 7
4 ITSI1 ITS2

LRI
Figure 3: Schematic structure of ITS region and location of primers for phylogenetic analyses

A filogenetikai vizsgalatok soran a magyarorszagi izolatumok mellett génbanki adatbazisban megtalalhatd

(GenBank; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) Cryphonectria parasitica izolatumok ITS régidjat is bevontuk az
elemzésbe (1. tablazat).
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1. tablazat
Az ITS-fragmentumok alapjan késziilt filogenetikai torzsfa készitésébe bevont fajok és izolatumok listija, valamint ITS-
szekvencidjuk hozzaférési szima

Fajnév (1) Izoldtum kéd (2) GenBank hozziférési

szamok (3)
C. parasitica CRY1507/E5 AF368329
C. parasitica ATCC 38753 AY141855
C. parasitica CMW 14547 DQ368749
C. parasitica CMW 13750 AY697928
C. parasitica CRY1509 AF452123
C. parasitica CEP155 EU442647
C. parasitica C0720 EU442646
C. parasitica CMW 14548 DQ368750
C. parasitica CMW 10916 AY697930
C. parasitica JAT5 AY141857
C. parasitica ES10 AY141858
C. parasitica ATCC 38755 AY141856
C. parasitica 09154 AY141863
C. parasitica A475 EF545115
C. parasitica DY23 AY141873
C. parasitica CB7 AY141859
C. parasitica CRY 1507 AF292042

Table 1: Species involved in the phylogenetic analyses and the accession number of their ITS fragments
Species name (1), isolation code (2), GeneBank accession numbers (3)

DNS-izolalas

Az izolatumokat 50 ml malatakivonat-tapoldatban tenyésztettiik 48 oran keresztiil, 100 ml-es Erlenmeyer
lombikokban, s6tétben, razatva (125 rpm). A sejteket dérzsmozsarban, folyékony nitrogénben fagyasztva tartuk
fel, majd genomi DNS-t izolaltunk. A DNS-izolalasat a NucleoSpin I (Macherey-Nagel, 740770)
alkalmazasaval végeztiik a gyari protokollt kdvetve.

Polimeraz-lancreakcion (PCR) alapulé vizsgalat

A PCR-t 50 ul térfogatban végeztiik, amely a kovetkezd Osszetevoket tartalmazta: 25 pl 2X PCR Master Mix
(Fermentas, KO171), 2 pl genomi DNS (0,5-1 pg), 2—2 ul forward és reverse primer (10 pmol/ul), 19 ul steril,
nukleazmentes viz (Fermentas, #R0581). A PCR kértilményei az egyes fragmentumok felszaporitisa soran a
kovetkezok voltak:

Az ITS-fragmentum felszaporitasahoz a kovetkezd primerpart hasznaltuk: SR6R: 5'-AAG TAG AAG TCG
TAA CAA GG-3' (SSU) 23 bp; az LR1: 5'- GGT TGG TTT CTT TTC CT-3' (LSU) 17 bp (White et al., 1990).
A reakcid koriilményeit az alabbiak szerint allitottuk be: elsé 1épésként kezdeti denaturalas tortént 95 °C-on, 3
percen at, amit 5 cikluson keresztiil tovabbi denaturalas kévetett 95 °C-on, 1 percig, majd az annellacio 50 °C-
on, 1 percig és végiil a polimerizacio 72 °C-on, 1 percen at. Ezt kovette 25 cikluson keresztiil a denaturalas 95
°C-on, | percig, majd az annellacié 50 °C-on, 1 percig, és végiil a polimerizacio 72 °C-on, | percen keresztiil.
Végiil egy 15 perces polimerizacid kovetkezett 72 °C-on. A PCR-t az MWG Biotech Inc. Primus 25 (Milton
Keynes, UK) tipusu késziilékével végeztiik.

A PCR-termék tisztitasa és koncentralisa
A PCR termékek tisztitasat a Promega Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (A9281) termékkel
végeztiik.

DNS-szekvenalas

A felszaporitott és tisztitott PCR-termékek szekvenalasat az MWG Biotech, Germany cég végezte téritéses
megbizassal. Az altaluk alkalmazott szekvenalas a Sanger-féle modszeren alapszik (Sanger et al., 1977), és az
ABI cég altal fejlesztett gépekkel végzik. A szekvenalas megbizhatosagat az ISO nemzetkdzi mindségbiztositasi
szabvany (DIN EN ISO 9001:2000) garantalja.
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Filogenetikai analizisek

A kiilonbozo elemzéseket egy Intel Pentium 4 CPU 2.4 GHz teljesitményl és 1 GB RAM memoriaju
szamitogépen végeztik. A szekvencidkat a ClustalX (Thompson et al., 1997) program felhasznalasaval
rendeztilk Ossze, majd a GeneDoc (Nicholas ef al., 1997) program segitségével manualisan finomitottuk az
illesztést, ahol sziikséges volt. Ezt kévetden a filogenetikai analiziseket a Paup*4.0b (Swofford, 2002) program
alkalmazasaval végeztiik el.

Parsimony analizis

A Parsimony tipust filogenetikai elemzést a Paup*4.0b programmal végeztiik. A keresés soran ,,branch
swapping” tipust heurisztikus, Tree Bisection and Reconnection (TBR) stratégiaju ujrarendezést (TBR)
alkalmaztunk. A TBR az jelenti, hogy a torzsfat két részre bontjak, amelyeket majd ismét parositanak egy tjabb
elagazason keresztiil. A folyamat az Gsszes lehetséges elagazast szamitasba veszi, majd kivalasztja koziiliik a
legvalosziniibbet. Az elemzés soran minden egyes karaktert azonos sullyal vettiink figyelembe, az
Osszerendezésben szerepld kihagyasokat (gap-eket) pedig hianyzo adatként kezeltiink. A torzsfa stabilitasat
bootstrap analizissel ellenériztikk 1000 ismétlést alkalmazva. A torzsfak megrajzolasahoz a TreeView (Page,
1966) programot hasznaltuk.

EREDMENYEK

A DNS-izolalasat a NucleoSpin II (Macherey-Nagel, 740770) alkalmazasaval végeztikk a gyari protokollt
kovetve, melynek eredményeként atlagban 100 ng/ul koncentracioju DNS-oldat keletkezett.

s

szaporodott fel mindegyik izolatum esetében (3. abra). Az alabbiakban a Cryphonectria izolatumok ITS-
szekvenciaja valamint az egyes szekvenciak osszerendezésének egy-egy részlete lathat6 (4. abra).

3. dbra: A PCR soran felszaporitott ITS-szakaszok negativ elektroforetikus képe 1%-os agaréz gélben (etidium-bromidos festés)

u
——
'l."--'—.

100bp Bl Cl E3 N2 F4
DNA
Ladder

Figure 3: ITS fragments amplified by PCR in 1 % agarose gel stained with stained with ethidium bromide (EtBr)
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4. dbra: Az ITS-szekvencidk rendezésének egy részlete

420 * 440 * 460 * 480 * 5
Bl e | ;495
E3 G ;495
Nz G ;495
F4 Gol ;495
cl ; o ;495
AF368329 G ;495
AY141855 e ;495
DQ36AT4Y G ;495
AYE97928 G ;495
AFE52123 G ;495
EU442647 : Gi ;495
EU442646 ¢ G ;495
Q368750 : Gi ;495
AYE97930 Gi ;495
AY141857 o ;495
AY141858 G ;495
AY141856 e ;495
AY141863 o ;495
EF545115 : G ;498
AY141873 o ;495
AY141859 . : 495
AF292042 o e el e+ 405

TARAACGETAGECCCTGAAAT TTAGT GLECGEECTCECTAAGACTCT GAGCETAGTAGT TTTTTTT TeTTCAACCT CgCTTTGE

Figure 4: a part of the alignment of ITS sequences

Filogenetikai torzsfa

A Parsimony elemzés soran kapott filogenetikai térzsfa az 5. abran lathatd. Az elemzés soran a program 547
karaktert (bazist) vett figyelembe, melybol 539 karaktert konstansnak, 6 karaktert nem-informativnak tekintett,
és csak 2 karaktert becsiilt informativnak. A bootstrap analizis soran kapott magas bootstrap értékek
megeroésitették az egyes elagazasok helyének a valdsziniiségét, ezzel alatamasztva a felrajzolt filogenetikai
torzsfa helyességét.

KOVETKEZTETESEK

A Cryphonectria parasitica (syn: Endothia parasitica), (anamorf: Endothiella parasitica) 1969-es
magyarorszagi megjelenése 0ta nemcsak a szelidgesztenye allomanyokat fertézte meg, hanem a tolgyeseket is.
Sulyos karokat okozott, melyre tobbféle védekezési mddszert kiprobaltak. A leghatasosabbnak eddig a gomba
csokkent virulenciaju, hipovirulens torzseinek alkalmazasa latszik. Magyarorszagon természetesen is
elofordulnak hipovirulens torzsek.

A Nagymarosrol begyijtott mintakkal végzett vizsgalatok eredményei:

- A szabadfoldrél nyert kéregmintak segitségével parositasi teszteket végeztiink annak megallapitasara,
hogy a mintdk egymassal kompatibilisek-e: minden minta kompatibilis volt egymassal, tehat azonos
vegetativ kompatibilitasi csoportba (VCG-be) tartoznak

- EU-teszter torzsek segitségével meghataroztuk a VC-tipust, mely EU-12 volt

- Molekularis bioldgiai mddszerek segitségével kimutattuk a dsRNA jelenlétét a nagymarosi hipovirulens
torzsek citoplazmajaban

A szabadfoldi kezelések soran sokkal hatdsosabb megoldas lehet a konvertalt térzsek hasznalata, szemben a
mas termohelyrdl szarmazd hipovirulens torzseket alkalmazasaval. Igy ezzel megakadalyozhatd, hogy a kisérleti
teriiletekre a korokozo mas genotipusat behurcoljak. Magyarorszagon eddig 18 féle VC tipust azonositottunk, de
fontos a szexualis rekombinalodas soran kialakuld 1j kompatibilis csoportok megjelenésének megakadalyozasa a
sikeres szabadfoldi védekezes érdekében.

Az egyes izolatumok ko6zotti tavolsagok (bazisok kozotti kiilonbség, elagazasok hossza) az ITS szekvenciak
alapjan nem bizonyultak kellden eltérének ahhoz, hogy az eredmények alapjan a filogenetikai térzsfat jol
megalapozottnak tekinthessiik. A kiilonbség tehat izolatumok k6z6tt nem volt jelentds, ez megkérddjelezi, vajon
a valasztott ITS-régio elégséges-e az egyes izolatumok (f6ldrajzilag kiilonb6z6) megalapozott szétvalasztasahoz?
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5. abra: Az ITS-szekvencidk Parsimony elemzése alapjan készitett filogenetikai torzsfa. A vonalakra irt szimok az elagazas
valosziniiségét jelolik, szazalékban, amelyet 1000 ismétlésben elvégzett bootstrap analizis alapjan kaptunk. Az adtbazisbdl szirmazé
izolatumok fekete, a sajat izolaitumok piros szinnel jeloltek.

Cryphonectria parasitica (IB1)

Cryphonectria parasitica (AY141863)

Cryphonectria parasitica (E3)

Cryphonectria parasitica (AF368329)
Cryphonectria parasitica (F4)

Cryphonectria parasitica (AY141855)
Cryphonectria parasitica (DQ368749)
Cryphonectria parasitica (AY 697928)
Cryphonectria parasitica (AF452123)

Cryphonectria parasitica (EU442647)

98 Cryphonectria parasitica (EU442646)

Cryphonectria parasitica (IDQ368750)
Cryphonectria parasitica (AY 697930)

Cryphonectria parasitica (IN2)
Cryphonectria parasitica (C1)

Cryphonectria parasitica (EF545115)
Cryphonectria parasitica (AY141873)

Cryphonectria parasitica (AY141859)
Cryphonectria parasitica (A¥292042)

99 I Cryphonectria parasitica (AY141857)

Cryphonectria parasitica (AY141858)
Iawkonecﬁa parasitica (AY141856)

Figure 3: Phylogenetic relationships of Cryphonectria parasitica isolates inferred by Parsimony analysis of ITS sequences. The numbers
above the lines represent the bootstrap (bootstrap=1000) values. Our isolates are indicated with red colour.
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