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1. BEVEZETES

1.1. A kutatasi téma jelentésége, aktualitasa

Magyarorszag teriiletének kozel egyotodét, 1, 933 millié hektart boritott erdé a 2012-
es évben, 160 ezerrel tobbet, mint az ezredfordulén. 2000 6ta az intenziv erddtelepitések és
fasitdsok nyoman évente megkozelitdleg 14 ezer hektarral nétt az erdéteriilet nagysaga, ebbdl
2 ezer hektéar a pétlés, és atlagban 26 ezer hektaron végeztek erdéfeldjitast (KAPRONCZAI et
al., 2012).

KERESZTESI (1971) szerint az erddteriiletek elhelyezkedésére a nagyfoku
koncentriltsdg jellemezd, nagy kiterjedésii erdés teriiletek taldlhatéak Eszak-Magyarorszag,
illetve a D€l-Dunéntil hegyes-dombos vidékein, mig az alfoldi régiok kevésbé felelnek meg
az erdok okoldgiai igényeinek. Az évrdl évre novekvd erdoteriilet ellenére az erdOsiiltség
20,5%-o0s ardnya azonban jelentOsen elmarad az Eurdpai Unié egészére jellemzd 36%-os
atlagtol.

A magyar erdok egészségi allapotdra els6sorban az iddjarasi viszonyok (aszély, fagy,
jégverés, sz€l) és egyes biotikus dgensek (ndovénypatogén gombdk, rovarkdrtevék) vannak
hatassal, de nem elhanyagolhat6 a vadallomany éltal eldidézett karok nagysdga sem. Erdeink
altalanos egészségi dllapota a jelentkezd vadkéarok ellenére is jonak mondhatd, negativ
tendencia nem figyelhetd6 meg. Az ezredfordul6 6ta némileg nétt a karmentes teriiletek
ardnya, ugyanakkor a gyengén, illetve a kozepesen kérosodottaké csokkent, amely
egyértelmiien az dllapot javuldsat vetiti elore (KAPRONCZAI et al., 2012).

A héjasok gyljténéven emlegetett gazdasagi novényeink csoportjdba a did, a
gesztenye, a mandula és a mogyord tartozik, melyeknek okoldgiai igényeik, botanikai
jellemzodik és termesztési sajatossagaik tekintetében is Iényeges eltérést mutatnak. A héjasok
gyljtdnév a termesztést tekintve gyakorlatias jellegli, mivel mint gyiimdlcstermd ndvények,
mindig terméseik azonos részét, a magbelet hasznositjuk (RADOCZ, 2002).

Napjainkban a vildg vezetd gesztenyetermesztd orszdgai koziil ki kell emelni Kinat,
Dél-Koreat, Torokorszagot, Olaszorszagot, Japant Spanyolorszdgot, Portugéliat,
Franciaorszagot és Gordgorszagot. A vildg gesztenyetermése 2010-ben elérte a 2 millid
tonndt. Ebbdl a mennyiségbdl dnmagdban Kina 1,7 milli6 tonnét allit eld, igy messze a
legnagyobb termesztd. Hazank az elmilt években megkozelitleg 256 tonna gesztenyét

termelt (BOUNOUS és MARINONI, 2010).



A héjasok kozott néhdny, tobbes hasznositasu fajt is taldlunk (pl. did, gesztenye),
amelyek erdészeti, faipari, vidékfejlesztési szempontbdl is jelentdsek lehetnek. Fontos szerepe
van ezen fajoknak a talajer6zids folyamatok megakadalyozasdban, a tdjesztétikdban és a vidék
népességmegtartasanak erdsitésében is (RADOCZ, 2002).

A gesztenye termelésének stagndldsat a hagyomdanyosan nagy gesztenyetermelonek
szamité mediterrdn orszdgok: Olaszorszdg, Franciaorszdg, Portugdlia, GoOrdgorszag
teriileteinek drasztikus csokkenése okozta. Ez a visszaesé€s az eurdpai térségben a gesztenye
kéregrak (Cryphonectria parasitica) kontinentdlis méretii jarvanyaval és katasztrofélis
kartételével magyarazhaté (DIAMANDIS €s PERLEROU, 2001).

SO0 (1962) szerint az eurdpai szelidgesztenye (Castanea sativa), kontinensiink
jelentds fafajai kozé tartozik. A Karpat-medencében is 6shonos fafaj Magyarorszagon szamos
erddtarsulasban, a Mecsekben, a Zalai-dombsdgban, a Somogyi-dombsigban, valamint az
Alpokaljan taldlhat6 jelentdsebb populdcidban, de fellelheté a Dunakanyar korzetében €s az
Eszaki-kozéphegység egyes részein is. Hatdrainkon kiviil a Kérpat-medencében termesztik, a
szlovékiai Felvidék tobb korzetében, a Kérpatalja hegyoldalain, Eszak-Erdélyben a K6hét- és
Gutin-hegység Nagybanya kornyéki dombok déli lankdin és volgyeiben, valamint a hatar
menti horvat, szlovén- és osztrak teriileteken is.

Magyarorszagon intenziv gesztenyetermesztés nem alakult ki, csak a termdtdjakon
megtaldlhaté 6si szorvany, liget-legeld és egyéb elegyes erddkben levd édlloméanyok
kiegyenlitetlen, gyenge mindségli termésének a betakaritdsa folyt. A gesztenyetermesztés
ilyen form4ji miivelése természetesen nem lehet gazdasdgos, hiszen az dllomdnyokban csak
6si gyljtogetd gazdalkodasra jellemzé ,.fejszés” szelekcié érvényesiilt (MOHACSI és
PORPACZY, 1951).

A gesztenyefdk tobbsége (81,3%) szorvany, nem képez 6ndllé dllomanyokat. Ez a
korszeriitlen termesztési forma a mezOgazdasagi iizemek fejlodésével, a termesztés
intenzitdsanak novelésével fokozott iitemben felszdmolasra keriil, az idds gesztenye
allomanyainknak erds csokkenése prognosztizdlhat6. Erre enged kovetkeztetni a szérvany
dllom4nyok magasabb (81%), id8s, termdkord aranya. Osszefiiggd, nagyobb kiterjedésii
gesztenyedllomanyok szinte kizarélag a Dunéntilon helyezkednek el. A termdtdjak koziil a
nyugat-dundntili bir a legnagyobb jelentdséggel, az ott elhelyezkedd 51%-nyi feliilet nagyobb
részben Zala megyében taldlhatd. A termelés fejlesztése esetén célszerli az uj iiltetvények
elhelyezésénél a Zala és Somogy megyei terméhelyeket preferdlni (SZENTIVANYI et al.,
1976).



S00 (1962) szerint a mediterrdan hegyvidéki tdjakon az 6si gesztenye (Castanea sativa)
erdok kdliumban gazdag, savanyu talajon a Castaneion csoportot alkotjdk. A szubatlantikus
éghajlat lomberdei nalunk leginkabb a Dunantilon és az Eszaki-kozéphegységben, mint
acidofil biikkosok, gyertydnos tolgyesek és elegyes tolgyesek jelennek meg, mint klima vagy
lokalklimatikus tarsuldsok podzolos talajon, agyagpala, homokkd, andezit, granit hegyeken.
Benniik kocsdnytalan tolgy és cser uralkodik, belekeveredik a gyertyan, és a Dundntilon a
gesztenye is.

A Biikkfafélék (Fagaceae) csaladjdba tartozé eurdpai szelidgesztenye (Castanea
sativa) az egyik legvastagabb torzzsel rendelkezd, €s a legnagyobb életkort elérd fafajok kozé
tartozik (1. dbra). A mészmentes €s kdliumban gazdag talajokat kedveli. Egyenes szdlu féja
konnyen hasad, csaknem fiist nélkiil ég, bdséges tannin tartalméndl fogva kivédléan ellendll a
korhaddsnak. Fontos megemliteni, hogy kivdlé6 mézeld novény. A gesztenye gylimolcsében
nagy mennyiségben taldlhatéak a tdpldlkozédsbiolégiai szempontbol értékes anyagok,
vitaminok. Hazdnkban siitve, f0zve, esetleg liszt formdjdban, valamint édesipari
alapanyagként haszndljuk fel (RADOCZ, 1995a).

Botanikai és fiziolGgiai vonatkozdsban EKES (2003) az alabbi megallapitdsokat teszi a
szelidgesztenyérdl: "A novény kérge sokdig sima marad. A gesztenye jellegzetessége, hogy
Junius végén a teljes lombozat kifejlodése utan virdgzik. Erds, sajatos illata virdgai kival6an

mézelnek."

1. abra Termd szelidgesztenye fa

Fotd6: Gorcsos Gabor



Termése mintegy 44% keményitot és megkozelitdleg 2,5% olajat tartalmaz, a déli
orszdgokban fontos népélelmezési cikknek szamit. K6zép-Eurépaban elsOsorban a cukraszat
hasznositja a termését. Egy-egy kozépkort fa atlagosan évi 15-20 kg termést hoz. Viszonylag
gyors novekedése kovetkeztében a gesztenyések és a gesztenyés tolgyes tarsuldsok
élofakészlete nagy. Faipari feldolgozdsa utdn butorok, belsépitészeti elemek, horddk
készithetok beldle. Tartdssdga miatt szivesen alkalmazzdk a hajégyértdsban, a vizépitésben is
(GENCSI és VANCSURA, 1997).

A szelidgesztenye termesztésének egyik legveszedelmesebb ellensége a
szelidgesztenye kéregrdkosoddsat el6idézd Cryphonectria parasitica (Murr.) Barr / syn:
Endothia parasitica (Murr.) Anderson/ gombafaj. E kérokozd, valamint a szelidgesztenye
madsik fontos betegségét el6idéz0 két jelentds gombafaj a Phytophthora cambivora
(Petri/Biism) €s a Phytophthora cinnamomi (Rands.) az elmult szdz év folyaman vildgszerte
Oridsi pusztitisokat végzett a szelidgesztenye dllomdnyban. Kiilondsen nagy kdrokat okozott a
kéregrakosoddst el6idéz6 gomba Eszak-Amerikdban, valamint Eurpdban. A kérokozé
elészor a XX. szdzad elején valt ismertté az Egyesiilt Allamok keleti részén, majd szinte az
egész orszagban elterjedt. 40 év alatt a teljes amerikai szelidgesztenye (Castanea dentata)
alloméanyt megfertézte, €s majdnem teljesen ki is pusztitotta, kozel 4 milli6 hektaron. A
kéregrdkosodés jelenleg is intenziven terjed, s ma mar az eurdpai szelidgesztenyénél is a
legjelentésebb kérokozdonak szamit (ANAGNOSTAKIS, 1987, DUTECH et al., 2012).

RADOCZ (2002) kozlése szerint nem kizar6lag a szelidgesztenye fajok a
gazdanovényei a Cryphonectria parasitica gombanak. A koérokozé megfertdzheti a
Biikkfafélék csalddjaba tartoz6 mas fafajokat is, tobbek kozott a tolgyeket és a biikkot is. Ezt
igazolja, hogy 1998-ban a betegséget Zengdvarkony térségében -Magyaroszagon eldszor-
megtaldltdk a kocsanytalan tolgy magoncokon is. A tdlgyfajok fogékonysiga a kérokozoval
szemben az eddigi ismereteinek alapjan mérsékeltebbnek mondhaté az eurdpai
szelidgesztenyéhez képest.

A Cryphonectria parasitica legnagyobb kértételét a Castanea nemzetségbe tartozo
amerikai szelidgesztenye (Castanea dentata) és eurdpai szelidgesztenye (Castanea sativa)
fajok vilagméretli pusztitdsival okozza. Viszont képes a Fagaceae csalddba tartoz6 maés
fafajok megbetegitésére is. A csaldd legnépesebb nemzetsége a Quercus, azaz a tolgy
nemzetség. Az ide tartoz6 fajok szdma meghaladja a 450-et. Jelentds résziik szubtrépusi vagy
hegyvidékeken €él. Erd6gazdasédgilag nagyon jelentds Eurépaban, a kontinens erdeinek kozel

38% -at adja (KRISTO, 1995).



1.2. A kutatas célkitiizése

1.

A Debreceni Egyetem  Agrartudomdnyi Kozpont Mezdgazdasag-,
Elelmiszertudomdnyi és Kornyezetgazdéalkodasi Karan talalhat6
Novényvédelmi Intézetben rendelkezésre all6 Cryphonectria parasitica mintak
felfrissitése, Uj vizsgdlati teriiletekrol szdarmaz6é mintdk begytlijtése, és a

meglévo torzsgylijtemény fenntartisa, bovitése.

Az éltalunk végzett terepi gyljtésbol szarmazé mintdk VCG tesztjeinek

végrehajtdsa, és a kapott eredmények Osszehasonlitisa mds Kkutatdsi

eredményekkel.

A gylijtésbdl szdrmazé mintdk molekularis bioldgiai vizsgdlata ITS és tefl
molekuldris markerek segitségével, valamint az eredmények dsszehasonlitasa a

kiilonb6z6 nemzetkozi adatbankokbdl szarmazé eredményekkel.

Osszefiiggések és kapcsolatok keresése a kiilonbozé mintdk genetikai, illetve

foldrajzi helyzetéhez kapcsoloddan.

Mikroszatellit markerek vizsgdlata, illetve alkalmazhat6saguk meghatirozasa a
kiillonbozd  Cryphonectria  parasitica  szubpopuldciok  dsszehasonlitd

vizsgélataiban.

A szakirodalom éltal feljegyzett adatok, eredmények Osszehasonlitdsa a sajit
kutatdsbdl szarmaz6 eredményekkel. Az esetleg eltérések, valtozasok okainak

feltarasa, elemzése.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. A korokozo jellemzése

2.1.2. A Cryphonectria parasitica felfedezése, nevezéktana

Az Endothia és Cryphonectria genuszokba tartoz6 novénypatogén gombafajok
altalanosan elterjedtek a Fold trépusi, szubtrépusi valamint mérsékelt €govi régidiban. A
Cryphonectria nemzetség egyik legfontosabb novénykoérokozé faja a Cryphonectria
parasitica (Murr)Barr /syn: Endothia parasitical /anamorf: Endothiella sp./, az eurdpai
szelidgesztenye kéregrdkosodasanak eldidézdje (ANAGNOSTAKIS, 1987).

A betegséget eldszor 1904-ben a bronxi allatkert (New York véaros USA) id6s
szelidgesztenyefdin észlelte és irta le Herman Merkel, erdész, aki haldlos koérokozdoként
jellemezte a gombat (MERKEL, 1906).

Az észak-amerikai kontinensen intenziven terjedd jarvanyrdl Eurdpédban a legelsdk
kozott tudositott Vadas Jend, a Magyar Kirdlyi Erdészeti Kisérleti Allomds kiaddsdban
megjelend Erdészeti Kisérletek cimi korabeli szaklapban (VADAS, 1908).

A betegség okozojat eloszor 1905-ben Flora W. Patterson, mint egy Cytospora
nemzetségbe tartozé fajt irta le. Ezt a besoroldst és meghatdrozast véltoztatta William A.
Murrill 1906-ban Diaporthe parasitica névre. A kovetkezd névvaltozds Paul J. Anderson
nevéhez flizédik, aki 1913-ban mint Endothia parasitica irta le a kérokozot (ANDERSON és
ANDERSON, 1912). A mai napig haszndlt legitim nevet Cryphonectria parasitica (Murr.) Barr
(anamorf: Endothiella parasitica) 1978-ban Margaret E. Barr adta a kérokozonak, miutdn a
peritécium és az aszkospérdk jellemzOi alapjan a Cryphonectria génuszba sorolta a fajt

(BARR, 1978).

Rendszertani besoroldsa (KOVICS, 2000) alapjén:
Torzs: Ascomycota (tomldsgombak)
Osztdly: Pyrenomycetes (maggombdék)
Rend: Diaporthales
Csalad: Valsaceae

Nemzetség: Cryphonectria



2.1.3. A Cryphonectria parasitica morfologiai jellemzése

A koérokozé sztromdja jellemzden szEtszort, lapitott gomb alakd (2. dbra), elészor a
peridermaba siillyed, majd késobb kiemelkedik abbdl, valsoid, sirga, vorosesbarna vagy
feltinden narancssdrga szinii, pdrhuzamosan rendezett (prozenhimatikus). A sztroma fels
részén laza hifaszovedék figyelhetd meg, bazdlis régidiban pedig gyakran el6fordul a
gazdanovény sejtjeinek beépiilése a gombaszovetek kozé. Altaldnos méretei: szélesség 2-3

mm, magassag 1,5-2,5 mm (SHARE et al., 1917).

2. abra A sztréma mikroszkopikus képe

(Forras: http://botit.botany.wisc.edu/toms_fungi/may98.html)

A peritécium rendszerint 10-20-as csoportokban helyezkedik el, formdja szabalyos
gomb, legfeljebb 400 pm széles, szine sotétbarna vagy fekete. A peritécium sajatossdga a
rendkiviil hosszu, elnyult, csérszerll nyaki rész, amely dtnyomul a sztromatikus szoveteken, és
a felszinen sotét szemolcsben végzddik. A megnyilt nyaki rész maximadlis hossza: 900 um,
szélessége 200 um. A nyaki rész belso feliiletét attetszd, szoOrszerii képletek bélelik. A
peritécium kiilsé fala hialin-szubhialin tipust, pszeudoparenhimatikus sejtekbdl belsd felén
attetsz0, kiss€ megnyult alaku sejtekbdl 4ll (BARR, 1978).

Az aszkuszok hengeresek, buzogany formajiak, vékony, egyrétegti fallal. Rendszerint
8 db aszkosporaval rendelkeznek. A csucsi részeken keményitdszerli apparatus nem taldlhato.
A himéniumrél lefiiz6dve a kdzponti iiregben szabadon taldlhatok. Atlagos méretiik: 32-55

pm x 7-8,5 um (ROSSMAN et al., 2007).



Az aszkospordk elliptikus alakiak, szabdlytalanul kétsejtiiek, attetsz0 hialinok, a
valaszfalndl csak kevésbé beflizddottek. Méretiik 7-12 ym x 3-3,5 um kozott véltozik.
Rendszerint az aszkuszok felsé részében rendezddnek el (MYBURG et al., 2004; CANNON és
KIRK, 2007).

A piknidium pszeudosztomatikus, bedgyazott helyzetli, maganyosan elkiiloniilé vagy
csoportos lehet. Sdrga, sargdsbarna szinii, gdbmb alaku, egy vagy tobb iiregli. Mérete véltozd,
legfeljebb 300 pum széles, egyetlen szdjnyildssal. Belsé fala halvdnybarna, kissé megnyult
alakud pszeudoparenhimatikus sejtekbdl 411 (GRYZENHOUT et al., 2006).

A konidium tartok csoportosak, hialinok, tobbsejtiiek, rendszerint csupasz feliiletiiek.
A konidiogén sejtek duzzadtak, ampullaszeriiek, termindlis vagy laterdlis helyzetliek, csucsi
részeiken egy nehezen észlelhetd csatorndval, illetve gallérral. Atlagosan 60 um hossziiak és
1,5 um szélesek (CASTLEBURY et al., 2002).

A konidiumok mérete: 3,5um x 1-1,5um. A konidiumok hialinok, egysejtiiek,
ellipszoid (3. dbra), vagy kissé bacillus alakiak (SIVANESAN és HOLLIDAY, 1981).

3. abra A Cryphonectria parasitica konidiumok mikroszkopikus képe

Fot6: Gorcsos Gabor
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2.1.4. A korokozo életciklusa

A korokoz6 obligit sebparazita. A fertézést kovetden a lappangasi idészak az id6jarés
alakuldsatol fiiggben 3-6 hét kozott valtozik. A sériilések, sebek feliiletén kialakuld
sztromakban el6szor piknidiumok képzOodnek, amelyekbdl a kacskaringdsan kitiiremkedd
ragadds, nyalkas védladékot a piknokonidiumok nagy tomege alkotja. A ragacsos valadék
legfontosabb feladata, hogy a piknokonidiumok megtapaddsat eldsegitse (4. dbra). A
megfigyelések szerint a peritéciumok rendszerint sokkal késobb, dltaldban a kovetkezd év
tavaszan alakulnak ki, de pontos ciklikussdg az ivaros és az ivartalan alakok valtakozasaban
nem tapasztalhatd. A konidiumok Kkiiiriilése és szorddasa mar 3 °C folott allandd, amelyhez
elegendd lehet az éjszakai vagy a reggeli harmat &ltal biztositott minimélis nedvesség is
(HEALD és GARDNER, 1913).

Az aszkospérdk szérdddsa nagy valdszinliséggel akkor vdérhatd, amikor egy
csapadékos id6jarast legalabb 10 °C napi dtlaghdmérséklet kovet. Ezt igazoljak EKE és GAL
(1977) megfigyelései is, akik azt tapasztaltdk, hogy 8,3 °C volt az a kiiszobérték, amely alatt
az aszkosporak szordédasa nem volt megfigyelhetd.

Az aszkosporak szordddsa magas homérsékleten (35 °C {olott) ledll, de természetes
koriilmények kozott - az estleges 1égkori aszdlyos iddszakokat eltekintve - ez a kornyezeti
allapot nagyon ritkdn alakul ki. A spdraszorédas optimum hédmérséklete 18-27 °C kozott van.
Ezzel magyardzhaté az, hogy példaul augusztusban sokkal intenzivebb az aszkospdra
szO0rodas, mint a tavaszi vagy 0Oszi relative hiivosebb idészakokban (HEALD és STUDHALTER,
1915).

Az aszkospérak széroddsat mesterséges koriilmények kozott eldidézve megallapitast
nyert, hogy a kozvetlen csapadékon kiviil nagyon fontos szerepe van a levegd relativ
paratartalmanak is. Ez az Osszefliggés magyardzatot ad a peritéciumok felépitésére is: a
peritéciumok hosszu, perifizisekkel bélelt nyaki résszel rendelkeznek. A perifizisek zavartalan
mukodéséhez elengedhetetlen a nedves, megduzzadt allapot. A megfigyelések soran, amikor a
nyaki részt eltavolitottdk, illetve szdraz, paramentes levegd hatdsdra a sztromdk kiilso rétege
kiszaradt, az aszkospdrak szorddasa is ledllt (HEALD és WALTON, 1914).

ANDERSON és BABCOCK (1913) kutatdsai alapjdn megallapithatd, hogy egyetlen
peritéciumbdl a teljes tenyészidOben, természetes koriilmények kozott akdr 168 napig is
folyamatosan képzddhet az aszkospéra. A csapadékos idéjarast kovetden nem ritka a napi 14

Oran at tartd, folyamatos aszkospora kiiiriilés sem.
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A koérokozo bar obligat sebparazita, megfigyelték, hogy az elhalt n6vényi részeken is
képes szaprofitaként sokdig fennmaradni, s6t akdr sporuldlni is. Nagy mennyiségben
termelddhetnek mind az ivaros, mind az ivartalan szaporitd képletek a lehullott 4gdarabokon,
a kivagott, a szdllitasra elokészitett gesztenyefdkon (SHEAR és STEVEN, 1913a).

A gomba természetes terjedésében, amely egyes szakirodalmi adatok szerint akéir 37
km/év is lehet ANAGNOSTAKIS (1987) vizsgélatai alapjdn, mindkét spoéraalak jelentds
szerepet kap. A ragadds, a nyadlkds anyagba dgyazott konidiumok kénnyen megtapadhatnak a
rovarok, a madarak laban, kiiltakar6jan, amelyek mint vektorok széthurcoljdk a koérokozd
szaporito képleteit.

Megfigyelésekkel tamasztottak ala, hogy a fakon talalhat6 izeltlabuak mellett jelentos
a madarak szerepe is a kérokozo terjesztésében. Nem elhanyagolhaté tényez6 az sem, hogy a
csapadék hatdsdra az dgak, illetve a torzs alsobb részeire a sebekbdl kimos6dé konidiumok
konnyebben tudnak eljutni (HEALD és STUDHALTER, 1914).

Az aszkospordk terjesztésében a szélnek van az elsddleges €s a legfontosabb szerepe.
Egyes esetekben fontos terjesztdje lehet a korokozénak a micélium darabkdk vektorok altali
széthurcoldsa, illetve a fertdzott faanyagok szdllitdsa is. Az ilyen fert6zott
szaporitdanyagokon sok esetben nincs is lathaté tiinet, amely gyanut keltene, igy ez a
betegség idobeni felismerését nagyon megnehezitheti a termeld, felhaszndlé szdméra

(RADOCZ, 1995).
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(Forras: http://ecosystems.psu.edu/research/chestnut/breeding/blight/life-cycle/view )
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2.1.5. A kérfolyamat jellemzése

A mechanikai behatasokra, valamint a természetes uton kialakuld sebzésekbe, illetve
kéregrepedésekbe bekeriild aszkospéra vagy konidium idedlis kornyezeti feltételek mellett
kicsirdzik, és megtorténik az elsddleges infekcid. Mesterségesen eldidézett fertdzések
esetében megfigyelték, hogy egy Un. "inicidlis 1€zi6" alakul ki a fert6zott sebek kornyékén,
kozvetleniil a fert6zést kovetden. A kialakul6 1€zi6 novekedésében két csticsot figyeltek meg.
Az els6 szakasz a fert6zés utdni elsé 8-10 napig tart, és intenziv fejlédés jellemzi (5. dbra). A
1éz16 tovabbi novekedése egy 10-15 napos sziinetet kovetden a fertdzés kezdetétdl szamitott

26-30. napon folytatédik tovabb. Ezt kdvetden a nekrotizdlodds egészen addig tart, amig
teljesen koriiloleli a kérget (HEBARD et al., 1984).

5. abra A Cryphonectria parasitica fertdzés hatdsara szétszakadoz6 szelidgesztenye fa kérge

Fotd: Gorcsos Gabor

Az inicidlis 1€zi6 kialakuldsdnak és fejlddésének két szakaszra torténd bomldsa
feltehetden egy, a sebek koriil kialakul6 lignifikalt zondnak tulajdonithatd, amely a kéreg altal
képzett, és 9-15 sejt szélességli. A lignifikdcios zona kialakuldsanak élettani hattere egy
altalanos védelmi funkciénak tudhat6 be. Ez a lignifikélt zona a viz szdmara igen nehezen

atjarhato (hidroféb), és funkcidja feltehetdleg a sebzések lezardsa.
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Ez a z6éna az, amely a gomba micéliumnak a hancs belsd részeibe irdnyul6 tovabbi
novekedését ideiglenesen megakaddlyozza. A koérokoz6 hifdi ebben a fazisban foként
intracelluldrisak, tehat a sejtek belsejében novekednek. A kutatdsok sordn megallapitottdk,
hogy az inicidlis 1ézi6 akkor is kialakul, ha hipovirulens torzsekkel fert6zték meg a
szelidgesztenye fakat. Tovdbba megéllapitottdk azt is, hogy az inicidlis 1€zi6 mérete nem fiigg
attdl, hogy azt a kérokoz6 virulens vagy hipovirulens torzsei alakitottak ki, illetve fogékony
(pl. eurdpai szelidgesztenye) vagy a betegséggel szemben ellenélld (pl. kinai szelidgesztenye)
fajokon tortént az infekcid. Ezt igazolja az a megfigyelés is, hogy a sebzések koriil megjelend
lignifikdlt zoéna kialakitdsdban nincs kiillonbség a rezisztens 4zsiai és a fogékony eurdpai,
illetve amerikai gesztenye fajok kéregreakcidi kozott (BRAMBLE, 1936).

Miutén a lignifikacids zénat a kérokoz6 hifaszovedéke attorte, megnyilik a lehetdség a
gomba szadmadra, hogy behatolhasson a kéreg belsé szoveti részei, illetve a kambium felé. A
Iényegi kiilonbségek ez kovetden figyelhetdk meg a patogenezis folyamataban a hipovirulens
és a virulens korokozo torzsek, illetve a fogékony és a rezisztens gazdandvény kozott. A
fogékony fajokon, a virulens torzsek altal okozott nekrézisoknadl a hifdk novekedése rendkiviil
gyors, és egy idében tobbirdnyu lesz, és fontos jellemzdje, hogy a hancs kiilsé és belso
részeit, valamint a kambiumot is érinti. Ezzel ellentétben a hipovirulens torzsek, illetve a
virulens torzsek altal rezisztens fajokon okozott fertézések esetében a hifdk relative lassu,
egyiranyu és csak a kiilsé hancsrészekre korldtoz6dé novekedése figyelhetd meg (HEBARD et
al., 1984).

Szdmos kutatdst végeztek annak a kideritésére, hogy az egyébként rezisztens azsiai
fajok csemetéi miért fogékonyak kb. 2-3 éves korukig a C. parasitica fert6zésére, valamint,
hogy az iddsebb fak fiatal kéreggel rendelkezd részei is sokkal érzékenyebbek. A kiillonb6zo
vizsgalatok sordn végiil megallapitast nyert, hogy a virulens korokozd torzsek hifdinak
novekedése inkdbb jellemzd a kiilsé hancsrészekben, a 4-6 évnél idésebb dgrészek esetében
(UCHIDA, 1977).

MCCARROLL és THOR (1978) kutatdsaik soran fényt deritettek arra, hogy a kialakul6
elhaldsok sz€li részein erdsen savas (pH 2,7-5,6) kémbhatés figyelheté meg.

COOK és WILSON (1915) megfigyelései ramutattak arra a tényre, hogy a kérokozé a
szelidgesztenye kérgének tanninjat jol hasznositja tdpanyagforrasként.

BAZZIGHER (1955) vizsgalatai sordn megallapitotta, hogy a gomba, a kivalasztott
észteraz enzimei segitségével képes felhaszndlni az eurdpai szelidgesztenye hidrolizalhat6
tannin tartalmit. A tdptalajokon végzett kisérletek sordn megfigyelte, hogy a magas

hidrolizalhaté tannin-tartalmu szelidgesztenye fajok (pl. az eurdpai és az amerikai) kérgébdl
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elddllitott oldatokban a kérokoz6 képes intenziven novekedni, sot el6idézi a szubsztratum pH-
janak erdteljes csokkenését is.

A rdkos sebek konnyen felismerhetévé vdlnak a fiatal, sima kérgli fékon, illetve
dgakon, mivel feltlind elvéltozdsokat okoznak. Jellemzd a kéreg szinében bekovetkezd
markdns valtozds is, mert a fertdzés kezdeti szakaszdban voOrdsesbarna szinii, sargds
duzzanatokkal boritott, kissé bemélyedd elszinez6dés alakul ki, amely igen jol
megkiilonboztethetd az egészséges, olajzold szinti kéregtdl. A felszini szinvaltozds a gomba
kéreg alatti micéliumdnak novekedésével parhuzamosan alakul ki. A koérfolyamat
elérehaladtdval rendszerint a behatolds helye koriil a kéreg tobb vonalban folrepedezik, €s ezt
kovetden a korokozéd 1,5-3 mm atmérdjii, narancsszinii sztrémai is megjelennek (6. dbra),
amelyek el0szor a peridermdba dgyazottak, majd késobb kiemelkednek (JUHASOVA és
RADOCZ, 1995).

6. abra A Cryphonectria parasitica narancsszinii sztromdinak megjelenése az dgvilldban

Fotd: Gorcsos Gabor

Az 1ddsebb héjkéreggel rendelkezd, a természetes tton repedezett kérgli torzson és
agakon a kérokozo jellegzetes tiinetei a fertdz€s korai szakaszdban nehezen ismerhetdk fel, és

Osszetéveszthetok egyéb korokozok altal kialakult kéregdefektusokkal.
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A kéregrepedések aljdn képzddd narancsszinii sztromdk, és a kéreg alatt kialakuld
jellegzetes, legyezd alakd micélium képzédmény, az Un. szirr6cium, amely a Cryphonectria
genuszon belill csak a C. parasitica -ra jellemzd, alapjan azonban a koérokozd jelenléte
biztonsaggal diagnosztizalhat6 (EKE és SELMECZI, 1984).

A betegség elhatalmasoddsdval a megtdmadott kéregrész teljesen elpusztul, és
felszakadozva levalik. Miutdn a korokozé megjelenik egy adott fa kérgén, hamarosan az
Ujrafert6zés miatt az egész fan megfigyelhetdek lesznek a tiinetek. Egy-egy fertdzott fan
altalaban tobb rdkos seb is kialakul, leggyakrabban a vdzdgakon, a torzson és az dgvilldkban,
de gyakori a gyokérnyaki részek fert6zddése is, kiilondsen a csemeték €s a fiatal oltvanyok
esetében. A koérfolyamat végén rendszerint a teljes fa elpusztul (7. dbra). A fiatal fikon, a
csemetéken megjelend sztromdk dtlagos mérete is kisebb (1-1,5 mm). A fertdzés helyén a

kéreg szintén besiipped, fel is repedezhet, de a farésztdl valé elvdlasa nem jellemz6 (RADOCZ,
1994).

7. abra A Cryphonectria parasitica altal elpusztitott szelidgesztenyefa a macedoniai Tetovo
termdrégidban 2011-ben

Forras: Gorcsos Gabor
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2.1.6. A koérokozo megjelenése és elterjedése Europaban

Elészor egy erdész, MERKEL (1906) fedezte fel és irta le a betegséget 1904-ben a
bronxi dllatkert idds szelidgesztenyefdin, melyet haldlos kérként jellemzett.

A betegség Amerikdba keriilésének modjat, illetve a betegség Oshazdjat azutan
kezdték el kutatni, miutdn az megjelent Eszak-Amerikdban. Frank Meyer, herbolégus
Azsidban kereste a betegség eredetét, és taldlta meg a kérokozét Kindban és Japanban. A
kutaté azonban megfigyelte azt is, hogy az dzsiai gesztenyék rezisztencidt mutatnak a
betegséggel szemben (SHEAR és STEVEN 1913b; SHEAR és STEVEN 1916).

PROSPERO €és RIGLING (2012) kutatdsaik sordn arra keresték a valaszt, hogy a
kérokozd mikor és merrdl érkezett Eurépdba. Vizsgdlataik sordn megdllapitottdk, hogy a
betegség valdsziniileg két irdnybdl tdmadta Eurdpét: az egyik {6 terjedési vonal Olaszorszag
feldl rajzolddik ki, mig a masik irdny Franciaorszadg nyugati hatdratdl ered. A két terjedési
utvonalat az Alpok hatarolja el egymdstol.

DUTECH et al. (2012) munkdjuk sordn egy harmadik lehetséges, Eurdpa felé iranyuld
terjedési utvonalat is kozolnek, amely vélhetden Gruzia teriiletén keresztiil érte el az eurdpai

kontinenst (8. abra).

8. abra A Cryphonectria parasitica kérokozo terjedésének irdnya a kontinensek kozott

Forras: (DUTECH et al., 2012)
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Napjainkban a koérokoz6 vildgszerte eléfordul, minden jelentGsebb szelidgesztenye
termdteriileten megtaldlhat6. Kutatdsi munkdm sordn a vizsgélatokat igyekeztem a Karpat-
medence szelidgesztenye termoteriileteire korldtozni. A 9. 4dbrdn j6l megfigyelhetd, hogy

Ko6zép-Eurépaban mindenhol jelen van a kérokozé.
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9. abra A Cryphonectria parasitica kérokozé gomba megjelenésének idépontjai a kiilonb6z6
eurdpai orszagokban

Forras: (ROBIN és HEINIGER 2001)

A kiilonboz6 szakirodalmi adatokat dttanulmédnyozva megallapithat6, hogy Eurépaban
elsOként 1938-ban Olaszorszdgban fedezték fel a betegséget. Ezt kovetden a gyors terjedésnek
koszonhetden eldszor a szomszédos orszdgokban, majd szinte az egész kontinensen
végigsoport a korokozo. A 1960-as években egyre tobb helyrdl jelentették a C. parasitica
gomba megjelenését. A kérokoz6 rohamos terjedését tobb tényezd segitette. A védekezések
korlatozott megvaldsithatésdga, valamint a kérokozd szdmadra idedlis kornyezeti feltételek

mind gyorsitottdk a szétterjedését a kontinensen.
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Az 1. tibldzat megmutatja az eurdpai orszdgokban megjelend koérokozéd elsd
megfigyelésének ditumat. A diatumokat megvizsgdlva kimutathaté, hogy a kontinensen
megjelent betegség 25-30 év alatt minden jelentOsebb szelidgesztenye termdtdjon dltalanossa

valt és elérte a fafajok északi kiterjedésének hatdrait is.

Orszag Els6 megfigyelés éve Hivatkozas
Albénia 1967 ELEZAJ 1970
Ausztria 1970 WRONSKI et al., 1997
Bosznia-Hercegovina 1961 USCUPLIC 1961
Horvétorszag 1955 NOVAK AGBABA 1998
Franciaorszag 1956 ROBIN és HEINIGER 2001
Németorszag 1992 SEEMANN et al., 2001
Gorogorszag 1963 PERLEROU és DIAMANDIS 2006
Magyarorszag 1969 KORTVELY 1970
Olaszorszag 1938 CORTESI et al., 1996
Portugdlia 1989 ABREU 1992
Macedonia 1974 SOTIROVSKI 2000
Romaénia 1984 FLOAREA és POPA 1984
Szlovakia 1976 JUHASOVA 1976
Szlovénia 1951 SOLAR et al., 2001
Spanyolorszag 1947 COLINAS és USCUPLIC 1999
Svéjc 1948 HEINIGER €s STADLER 1990
Torokorszag 1968 AKDOGAN és ERKAN 1968
Bulgéaria 1990 SOTIROVSKI et al., 2004
Csehorszag 2002 JANKOVSKY et al., 2004
Ukrajna 2001 RADOCZ 2001

1. tablazat A Cryphonectria parasitica eurdpai elterjedésének fontosabb datumai
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2.1.7. A kérokozé gazdanovényei

A Cryphonectria parasitica (Murrill) M. E. Barr parazita kérokozé tdpnévényeinek
szamat tekintve oligofdgnak mondhat6. Nem kizdrélagosan az eurdpai szelidgesztenyét
(Castanea sativa) kérositja. Elso lefrasa alkalmdval az amerikai szelidgesztenyén (Castanea
dentata) taldltdk meg, majd késébb dttelepiilt Eurdpdba is. Elsddlegesen a Castanea
nemzetségbe tartozé fajokon okoz sulyos karokat, de megfigyelték azt is, hogy a Fagaceae
csaladba tartozé egyéb fafajokat is megtdmadhatja. A kutatdsok ramutattak arra is, hogy a
Quercus nemzetség szamos fajat is képes megbetegiteni a gomba (JUHASOVA és
KULCSAROVA, 2002).

GRAVES 1950-ben vizsgdlatai sordn igazolta, hogy a kinai gesztenye (Castanea
mollissima) rezisztensnek mutatkozik a Kkorokozéval szemben. A kutatisok sordn
megéllapitast nyert, hogy az aldbbi sorrendben ndvekszik a fogékonysag a legelterjedtebb
gesztenyefajok tekintetében: a legfogékonyabb az amerikai szelidgesztenye (10. dbra), majd
Ot koveti az eurdpai fajtarsa, a legnagyobb ellendllé képességgel a kinai gesztenye

rendelkezik, és kicsivel elmarad mellette a japan gesztenye (FULBRIGHT et al., 2010).

C. dentata

40

30

20

10

10. abra A kiilonboz6 szelidgesztenye fajok morfoldgiai kiilonbségei

Forrds: (RADOCZ, 2010)

NIENSTAEDT 1953-ban megfigyelte, hogy a kinai gesztenye melegvizes oldata gétolta
a korokozé micéliumainak novekedését. A rezisztencia élettani hattere a kiilonbdzd
szelidgesztenye fajok kérgében megtaldlhaté lignifikdlt sejtsorokra vezethetok vissza

(HEBARD ¢és SHAIN, 1988). A f0 kiilonbség az, hogy a kinai szelidgesztenye
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enzimkészletében megtaldlhatok olyan antifungélis hidrolazok, kitindzok és glikkandzok,
valamint egyén fitoalexinek, amelyek a kérokozé micéliumainak novekedését gétoljak, és
lebontjdk a gomba hifdit (SHAIN et al., 1994).

Szintén az USA-ban figyelték meg biolégusok a 60-as évek elején, el0szor olasz
tolgyon vagy mads néven levélnyelli vergiliusztolgyon (Quercus virgiliana) a koérokozéd
megjelenését, majd ezt kovetden tomeges eldforduldsit jelentették errdl a fafajokrol. A
tovabbi kutatdsok sordn mads tolgyfajokon is megtaldltdk a kérokozot, példaul bibor tolgy
(Quercus coccinea) egyedeken. A részletes, mesterséges infekcids vizsgalatok eredményei
alapjan beszamoltak arrdl is, hogy a betegség lefolydsa, hevessége, valamint a kérokozo
agressziv terjedése elmarad a kiillonboz6 szelidgesztenye fajokon megfigyeltektdl. Jellemzden
ott iitotte fel a fejét a gomba, ahol a tolgyek a szelidgesztenyével elegyerddket alkottak, és a
nagy fert6zési nyomads hatdsara a tolgyeken is megjelent a betegség (BATSON és WITCHER,
1968; TORSELLO et al., 1994).

Eurépaban szintén tobb publikdcié és tudomédnyos munka sziiletett, amelyek a C.
parasitica tolgyon valé megjelenését irtdk le. BISSEGGER és HEINIGER 1991-ben Svéjcban is
észlelte a betegséget kocsanytalan tolgyon (Quercus petrea). Vizsgalataik sordn
megallapitottdk, hogy a betegség terjedése Ilényegesen lassubb, mint ahogy az a
szelidgesztenyén megfigyelhetd.

Olaszorszagban LUISI és munkatdrsai 1992-ben szintén kocsanytalan tolgyon irtdk le a
koérokozét. 7 évvel késObb olasz kutatok megtaldltdk és izoldltdk a betegséget molyhos tolgy
(Quercus pubescens), magyar tolgy (Quercus frainetto), magyaltolgy (Quercus ilex),
egyedeken, valamint kozonséges gyertyan (Carpinus betulus), kozonséges komldgyertydn
(Ostrya carpinifolia), és olasz éger (Alnus cordata) tfajokon is. Az utébbi harom fafajnak
vélhetden a fertdz€s tovabbitdsaban €s fenntartdsaban lehet szerepe.

A terepi felmérések sordn azt tapasztaltdk, hogy a szelidgesztenyével tarsult tolgyek
voltak a fert6zésnek legkitettebbek. Minden esetben enyhébb lefolydstnak tapasztaltidk a
korfolyamatot, de a fertdzottség mértéke hasonld mértékli volt a szelidgesztenye
allomédnyokban megfigyelt (DALLAVALLE és ZAMBONELLI, 1999).

A Karpat-medencei szelidgesztenyés, tolgyes elegyerdokben felbukkand C. parasitica
fertdzésekrdl szdmos szerzo tesz emlitést. Magyarorszdgon eldszor 1998-ban Zengdvarkony
figyelték meg a kérokozot fiatal kocsanytalan tolgy egyedeken (RADOCZ és HOLB, 2002).
Késoébb tovabbi fertézésekrdl szamoltak be Gyoér-Moson-Sopron, Zala, Somogy és Baranya

megye tolgyeseiben (GANCS, 2002; SZABO, 2003).
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Szlovékia teriiletén 1996-ban JUHASOVA és LEONTOVYC izoldlta a betegséget
kocséanytalan tolgyon, majd 6 évvel késobb JUHASOVA és KULCSAROVA 2002-ben megtalélta
a korokozot fiatal tolgyeken Modry Kamen (Kékkd) mellett taldlhatd szelidgesztenyés
tarsuldsban is.

Roménidban eldszor 2004-ben Baia Mare (Nagybdnya) kozvetlen kozelében taldltak
meg €s izolaltak a kérokozot szelidgesztenyével elegyes kocsanytalan tolgyeken (TARCALI és
RADOCZ, 2006).

RADOCZ és munkatarsai 2011-ben Ukrajndban kocsanytalan tolgyon taldltdik meg a
koérokozét Ukrajndban, Bobovyshche (Borhalom) mellett. Vizsgdlataik sordn izolaltdk a
koérokozaét, majd morfoldgiai és molekularis biologiai markerek segitségével identifikéltdk a

gombdt (11. dbra).

11. abra A voros szinli Cryphonectria parasitica termetestek megjelenése kocsanytalan
tolgyon Bobovyshche (Ukrajna) mellett

Fotd6: Gorcsos Gabor

Osszefoglalva a kérokozé 4ltal preferdlt gazdanovények korét, megdllapithats, hogy
elsésorban a Castanea nemzetség, a Quercus nemzetség €s az Acer nemzetség kiillonbozo
fajait timadja meg a kérokozé (SOTONYI és APONYINE, 1996).

Fontos viszont megemliteni, hogy a kérfolyamat a kiilonb6z6 nemzetségben torténd
fertdzés hatdsdra lényeges kiilonbségeket mutat. A kérokozd az eurdpai és az amerikai
szelidgesztenyén fejlodik a leggyorsabban, €s jellemzéen a Quercus fajokat a nagy fertézési

nyomds kovetkeztében tdmadja meg.
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2.1.8. A kérokoz6 elleni védekezés alapelvei, modszerei

A betegség elleni védekezés egyik legfontosabb szerepe, hogy a tovabbterjedést
megallitsuk. Az integralt novényvédelemnek szamos eszkoz 4ll rendelkezésére a betegségek
megfékezésére. A kéregrdk elleni védekezés is nagyon Osszetett feladat, hiszen nem lehet
kizardlag csak egy mddszerre, illetve eljarasra hagyatkozni.

A kémiai védekezés nagyon nehezen Kkivitelezhetd, tobb probléma is rontja e
védekezés hatékonysigat. Miutdn a kérokozé a kéregbe jutott, a fungicidek nagy része mar
nem képes meggatolni a teljes szétterjedést a beteg faban. Megeldzo jelleggel, riigypattands
eldtt réz tartalmi készitményekkel lehet a kezeléseket végrehajtani, de ennek is korldtot szab
a kijuttatds korlatozott idOtartama, valamint az, hogy a korokozé a tenyészidOszak végéig
képes a kérgen keletkezett sebeken keresztiil fertdzni (GLICS és FOLK, 2000).

Szdmos kutaté vizsgdlta a benomil hatéanyagot, amely a novényvédelemben
altaldnosan elterjedt fungicid hatéanyag, és egyedi esetekben hatékonynak bizonyult a
kérokozéval szemben. A benomil a benzimidazol tipusi gombadld szerek csoportjdba
tartozik, és a sejtosztodast gitolja. A kezelés legnagyobb hatranya, hogy nagyon idd és
energia igényes, mivel a hatéanyagot injektdlva juttatjdk be a beteg fa torzsébe. A
hatéanyagot Magyarorszdgon 2003-ban visszavontdk, az fungicidként méar nem
felhasznalhaté (JAYNES és VAN ALFEN 1974; DELEN, 1979; SZABADI et al., 2003).

Kisebb kiterjedésti gesztenyésekben jol alkalmazhatéak a kiilonbozé mechanikai
védekezési mddszerek. A beteg, illetve az elszdradt dgakat Ossze kell gytijteni, és el kell
égetni ahhoz, hogy a koérokozo kitartd képletei is megsemmisiiljenek. A beteg fdkon a rakos
sebekkel boritott agrészeket le kell vagni, a vagasi sebeket gombaodldszerrel kevert
olajfestékkel le kell zarni, és a levdgott dgrészeket szintén el kell égetni. A vadkarok
megeldzése céljabol vadriasztd készitmények is rendelkezésre dllnak, melyek hasznélataval a
vadallatok okozta kéregsériilések visszaszorithatbak (RADOCZ, 2010; RADOCZz, 2013,
MARACZI, 2013).

Szamos kisérlet irdnyult arra, hogy a kinai gesztenye €s a japan gesztenye tolerancidjat
a kéregrakkal szemben dtiiltessék kiilonbozéd novénynemesitési eljarasokkal a fogékony
amerikai és eurdpai szelidgesztenye fajtdkba. Itt fontos szempont volt az, hogy az eltérd fajok
eltérd termShelyekrdl szarmaznak, ezaltal masok az ©kolégiai igényeik is. Eppen ezért
sziikséges a nemesitési eljardsok sordn a termdhelyi adapticiét bevinni a létrehozandd uj

fajtakba, hibridekbe is (LEE et. al., 1992; ANAGNOSTAKIS, 1992).
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BURNHAM 1988-ban az USA-ban kidolgozott egy keresztezési eljardst, amely
segitségével a rezisztenciat kivaltd géneket atiiltette a fogékony amerikai gesztenye
egyedekbe. Nemesitési eljardsa sordn rezisztens fajtat keresztezett fogékony fajtaval, majd azt
visszakeresztezte fogékony fajtdval, majd Gjboli visszakeresztezés tortént fogékony fajtaval.
A keresztezés végére 16 fabol 7 fogékony, 8 részlegesen rezisztens €s 1 teljes rezisztencidval

rendelkez6 egyed alakult ki (12.4bra).
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12. abra A Cryphonectria parasitica gomba elleni rezisztencia nemesités modellje amerikai
szelidgesztenye esetében

Forras: http://www.apsnet.org/publications/apsnetfeatures/Pages/ChestnutBlightDisease.aspx

A hagyomédnyos nemesitési eljardsokon is tdlmutat a rohamosan fejl6do
biotechnoldgiai mddszerek alkalmazasa. Talan az egyik legnagyobb eldnye, hogy 1ényegesen
gyorsabb és stabilabb az éltala elért modositas. Lényege, hogy a rezisztenciat kivalté gén(ek)t
kiilonboz6é biotechnoldgia eljardsok utdn 4thelyezik a fogékony egyedek genomjéba.
Természetesen itt is a donorként szolgdlé fajok az Azsidbll szdrmazé rezisztens

populéciokbdl keriilnek ki (FINESCHI et al., 1994).

25



2.1.9. A hipovirulencia jelensége

A Cryphonectria parasitica elleni védekezésben az egyik legnagyobb attorést a
hipovirulencia felfedezése jelentette. Napjainkban is a leginkdbb kutatott témdkhoz tartozik,
pedig mar tobb mint 50 éve irtak le a jelenséget eldszor.

A szelidgesztenye esetében Olaszorszagban fedezték fel el6szor, hogy Genova
kornyékén egy erdsen fertdzott dllomanyban, a besiippedt rdkos sebek felszinén begydgyult
nekrézisok voltak taldlhatéak. Addig az tdjra kalluszosodds mint a gyégyulési folyamat része,
csak az azsiai gesztenyefajtik esetében volt megfigyelhetd (BIRAGHI, 1950).

GRENTE 1964-ben a természetes uton meggyogyult rdkos sebekbdl sikeresen
kitenyésztette a korokozét. Megfigyelte azonban, hogy a hipovirulens izolatumok taptalajon
novesztett telepei nagy morfoldgiai eltérést mutatnak a virulens torzsekéhez képest. A telep
jellemzden hoéfehér szinti (13. dbra), csokkent pigment-tartalmud volt, ellentétben a virulens
torzsek erds narancssarga, pigmentdlt szinével. A hipovirulens torzsekre jellemzd volt
tovabba a gyenge sporuldlé képesség is. Az ilyen torzsek megbetegitd képességiikben is
jelentds eltérést mutattak az addig ismert virulens torzsekhez képest. Mesterséges inokulacios
vizsgélatok sordn megfigyelték, hogy a hipovirulens kérokozé csak a kéreg feliiletén maradt,
nem hatolt be a mélyebb rétegekbe, ezaltal a kambium sértetlen maradt, igy a fertozott fak

nem pusztultak el.

13. abra Hipovirulens Cryphonectria parasitica izolatum, jellegzetes depigmentalt fehér
szinnel

Fotd6: Gorcsos Gabor
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Az ilyen torzseket csokkent fertdzOképességiik miatt hipovirulenseknek nevezték el.
Tovébbi vizsgalatok sordn fény deriilt arra is, hogy a hipovirulencia eldidézdje a gombasejtek
citoplazmdjaban megtaldlhatd, és az konnyen dtadédhat két egymdssal vegetative kompatibilis
gomba egyed kozott kialakul6 hifa anasztomézisokon keresztiil (GRENTE és SAURET, 1969).

A hipovirulencia mitkddésének pontos megértésében MOFFITT €s LISTER 1975-ben
publikdlt munkdja segitett. Vizsgdlataik sordn sikeresen kimutattdk kettdsszali RNS-ek
(dsRNS) citoplazmatikus jelenlétét a két francia eredetli hipovirulens torzs esetében.

Az els6, az egyszerlsitett modon torténd dsRNS izoldlasat a mikovirussal fertézott C.
parasitica izolatumbdl MORRIS és DODDS végezte el 1979-ben. Az eredeti mddszert a
késObbiekben szamos szerz0 modositotta (ALLEMANN et al., 1999; ALLEN et al., 2003;
HILLMAN et al., 1990; PEEVER et al., 1997; RIGLING et al., 1989).

Ezt kdvetéen DODDS 1980-ban olasz és francia hipovirulens torzsekben 3 kiilonb6z6
nagysagu, kett0sszdlu RNS-frakcid jelenlétét mutatta ki, majd a leghosszabb kétszalu RNS-t
12,7 kbp nagysdgban hatdrozta meg (14. dbra).

14. abra Hipovirulens Cryphonectria parasitica torzsekbol izoldlt dsSRNS elektroforetikus
képe 1%-o0s agardz gélben

Fot6: Gorcsos Gabor
Abban az esetben, ha a hipovirulens torzsek elveszitik a citoplazmdjukban 1évo

kettdsszalid RNS-iiket, vagy mesterségesen blokkoljdk azokat, akkor megfigyelték a

fertdzoképesség nagyméretli novekedését (FULBRIGHT, 1984).
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A hipovirulencia terjedésében igen fontos szerepe van a konidiumok keletkezésének,
mert a konidiumok kb. 90 %-os valdsziniliséggel hordozzdk a kettdsszdli RNS-t. Ha
terjedésiiket Osszehasonlitjuk a virulens torzsek terjedésével, megallapithaté, hogy a
gyengébb sporulécid, illetve a kisebb mértékli konidium termelés miatt a hipovirulens torzsek
légyegesen lassabban képesek elterjedni. Tovéabbi problémit jelenthet szétterjedésiikben, hogy
az ivaros szaporodds igen ritka a hipovirulens torzseknél (TURCHETTI, 1982).

A természetes szétterjedés szempontjabodl jelentds szereppel bir a hifa anasztomozison
keresztiil torténd atadds (15. dbra), de a transzmisszid lehetdsége fligg az egyes izolatumok
vegetativ kompatibilitdsatol. Valdszinlisithetd, hogy adott teriileten a kérokoz6 megjelenése
utan bizonyos idonek el kell telnie ahhoz, hogy természetes uton megjelenjen a hipovirulencia
is. Bzt példazza az, hogy Svdjcban 1948-ban észlelték a kort, a hipovirulens torzseket viszont
csak 1975-ben taldltdk meg el0szor (BAZZIGHER et al., 1981).

A hipovirulencidt el6idéz0 kettOsszali RNS-t tartalmazd, kopenyfehérjével nem
rendelkez6 mikovirusok rendszertani elhelyezésével HILLMAN és munkatdrsai dltal 1994-ben
kozolt munka foglalkozott. Ebben a munkaban az eurépai Cryphonectria hypovirus 1 (CHV-
1) a Hypoviridae genuszba keriilt besoroldsba. Svéjci kutatok RFLP eljarassal (Restriction
Fragment Length Polymorphism) 9 kiilonbdz6 eurdpai orszdg hipovirusait vizsgaltak, €s
megéllapitottak, hogy a francia izoldtumokat kivéve egységes képet mutatnak a tobbi
orszagb6l szarmazé mintdk. A Franciaorszagbdl szdrmazdé hipovirulens gombatorzsek
morfoldgiai szempontbdl is kiillonboztek, mert a telepeiket lassi novekedés jellemezte,

tovabba a telepek pigmentéltak voltak (ALLEMAN et al, 1999).

15. abra A konverzi6 hatdsa és folyamata a hipovirulens és a virulens Cryphonectria
parasitica izolatumok kozott

Forrds: (RADOCZ, 2010)
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2.1.10. A vegetativ kompatibilitas

A hipovirulens torzsek hifa anasztomozisokon keresztiil képesek a dsRNS ataddsara,
ezaltal a virulens koérokozo torzsek elvesztik fertdzOképességiiket, és megindulhat a
nekrozisok lassu gydgyuldsa. Mivel ez a védekezési modszer tlinik a leghatdsosabbnak,
szamos kisérletet végeztek, amelyekben rdoltdsokkal probéltdk meggyengiteni a fert6zo
koérokozé torzseket (15. dbra). E kisérletek sordn megfigyelték, hogy a rdoltdsok nem minden
esetben voltak sikeresek, a hipovirulenciat kivalté virus nem mindig jutott 4t a ,,vad”
torzsekbe. A virus dtaddsa csak abban az esetben volt sikeres, ha vegetativ kompatibilitas all
fenn a két gombaizoldtum kdzott (ANAGNOSTAKIS €s WAGGONER, 1981).

A vegetativ inkompatibilitds egy olyan endogén szabdlyozasi folyamat, amely abban
nyilvdnul meg, hogy egy adott fajon belill is csak az azonos vegetativ kompatibilitasi
csoportba tartozé torzsek képesek stabil anasztomoézisok kialakitisara. Ha vegetative
inkompatibilis torzsekkel végziink rdoltast, akkor kétféle reakcié kovetkezhet be. Az elso
esetben egy torlasz (barrage) keletkezik, melynek kialakuldsdért a két egymdssal szemben
novo micéliumfront kozott kialakuld intenziv fehérjelebomléds a felelos. Az érintkezd hifak
lebomlanak, és pigment anyagok aramlanak ki beldliik, ezért mind a felgylirddés, mind pedig
az elszinezOdés joOl lathatova teszi a folyamatot (16. dbra). A kialakuld szegély a kéregrdk
gomba esetében voOrdses narancssirga szinli (ANAGNOSTAKIS et al., 1998; MARAZ és
HORNOK, 2003).

16. abra Inkompatibilis Cryphonectria parasitica torzsek parositdsa nyoman kialakuld
szegély
Fot6: Gorcsos Gabor
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A masodik esetben a hifak érintkezését gyors sejthaldl koveti. Ebben a reakcidban
nincsenek olyan szembetling jelek, mint az els6 esetben. A vegetativ inkompatibilitas feladata
tobbszoros jelentdséggel bir. Ez a mechanizmus képes megakaddlyozni a mikovirusok
horizontdlis terjedését. Megdvhatja tovdbba a klonként szaporodd vonalak genetikai
allomanyat a felhiguldstol, amely féleg a novénypatogén gombdk esetében kiillonosen fontos
onvédelmi reakcid. Bér a vegetativ kompatibilitdst determindl6 gének, és a fert6zOképességért
felelos gének egymastdl fiiggetleniil 6roklddnek, de az eldbbiek az idegen partnerekkel valo
rekombinacié kizdarasaval csoporton beliil tarthatjdk a populdcid tilélése €s a szaporodds
szempontjdbol oly fontos patogenitdsi tulajdonsdgokat. A patogenitds és a vegetativ
kompatibilitds kapcsolata sok esetben olyan szoros kapcsolatban van, hogy ismert
tulajdonsagu torzsekkel végzett vegetativ kompatibilitdsi probat lehet haszndlni a patogén
rasszok azonositasdra. A vegetativ kompatibilitds sejtmagi kontroll alatt all, a kompatibilitasi
gének olyan sejtfalkomponenseket vagy egyéb azonositisra alkalmas polipeptideket
koédolnak, amelyek jellemzdek egy adott csoportra, s a csoport tagjai ennek alapjan képesek
felismerni egymast (MARAZ és HORNOK, 2003; BIELLA et al., 2002).

Két egymadssal nem kompatibilis gombatorzs esetében a pdérositdskor a hifa-
anasztomoézisok mar azeldtt elhalnak, miel6tt a hipovirulencidért felelds kettOsszald RNS
részecske dtadédna. Fontos felfedezés viszont az, hogy a kettdsszald RNS (dsRNA) atadasa
bizonyos esetekben még inkompatibilis (kiilonbozé VCG-be tartozd) egyedek kozott is
lehetséges, igaz nagyon kis gyakorisdggal. Ennek magyardzata az, hogy az inkompatibilit4si
reakci6 dltal indukélédott sejthaldlt megel6zéen az ideiglenesen képz6dd anasztomdzisokon
keresztiil is megtorténhet a transzmisszié, mert a citoplazmatikus dsRNA mozgisa
meglehetdsen gyors (PENNISI et al., 1992; GRANATA et al., 1992).

ANAGNOSTAKIS 1977-ben sikeresen beazonositotta a kérokozé gombdban a vegetativ
inkompatibilitdsért felelos géneket. Vizsgdlatai sordn megallapitotta azt is, hogy minél
nagyobb a genetikai kiilonbség két torzs kozott, azok hifdi annal kevésbé képesek
anasztomozisra. Ilyen esetekben nem alakul ki tartés anasztomodzis, a hifdk a taldlkozasi
pontokndl elhalnak, és kialakul a mar emlitett szegélyzéna. Amennyiben viszont a genetikai
eltérés nem nagy, s ha a kérokoz6é kromoszémadinak 7 kiilonb6z6 VCG-l6kuszdban azonos
allélok taldlhatok, tehat kozeli rokonsdgi fokrdl beszélhetiink, a tartés anasztomdzisok
kialakulnak, és lehetdvé valik a citoplazmdk kolcsonds cseréje a két egyed hifai kozott. A
csere alkalmaval pedig lehetdség nyilik az RNS virus dtaddsara, és kialakul a hipovirulencia.
A hipovirulens torzsek hatékony felhaszndldsa a kéregrdk ellen tehét attdl fiigg, hogy a

virulens és a hipovirulens torzsek kozott képes-e kialakulni a stabil hifa anatomézis.
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Ennek felmérése céljabol fejlesztették ki a vegetativ kompatibilitasi tesztet, amely
alapjan a torzseket vegetativ kompatibilitdsi csoportokba (Vegetative Compatibility Group -
VCQG) lehet sorolni. Azok a koérokozé torzsek, amelyeknek hifdi egymads kozott képesek
anasztomozisra, vagyis kompatibilisek, egy vegetativ kompatibilitdsi csoportba (VCG-be)
keriilnek. A Cryphonectria parasitica esetében az elméletileg lehetséges VC csoportok szdma
a 150-t is meghaladhatja. Az Amerikai Egyesiilt Allamokban 1983-ban mar 77 VC tipus
Iétezett (ANAGNOSTAKIS, 1983; ANAGNOSTAKIS, 1998; HOGAN és GRIFFIN, 2002a).

A hipovirulens torzsek hatékony felhaszndldsnak alapja az volt, hogy minél
részletesebben feltérképezzék a koérokozo lehetséges VC csoportjait. Eurdpdban egy atfogd
nemzetkdzi kutatds kezdddott az azonositott vegetativ kompatibilitdsi tipusok egységes
rendszerbe foglaldsa céljabol. Ennek eredményeként 31 EU-teszter torzset identifikaltak a
kérokozé Svéjcban €s Olaszorszdgban izolalt torzseibdl. Megéllapitasuk szerint hat locus-t és
két-két allél-t szamitva potencidlisan 64 ilyen VCG létezik (CORTESI et al., 1998).

A Karpat-medence C. parasitica populédcidinak vegetativ kompatibilitdsi csoportokba
torténd besoroldsat kovetden az volt megdllapithatd, 1ényegesen kevesebb VC csoport van
jelen, mint az Egyesiilt Allamokban, vagy akdr a kiemelt szelidgesztenye-termelé eurGpai
orszagokban, mint példaul Olaszorszagban, Franciaorszagban (VIDOCZI et al., 2000).

A magyarorszagi szelidgesztenye alloméanyok felmérésekor megallapitottdk, hogy az
egyes termOhelyeken azonos VC csoportokba tartozo kérokozé torzsek vannak jelen. Ez azzal
magyardzhaté, hogy a gomba viszonylag rovid ideje van jelen hazankban. A leguijabb
kutatdsok szerint viszont mar elmondhat6 az, hogy vannak olyan termoOhelyek is, ahol mar
tobb VCG-be tartozd torzset azonositottak egy populdcion belill, amelyek a koérokozéd
genetikai elkiiloniilésére, vagy egy masik genotipussal torténd hibridizacidjara utalnak.
Ezeken a helyeken mar megtaléltdk az ivaros szaporoddsra utalé peritéciumokat, s ez a tény a
biologiai védekezés lehetdségét neheziti. Nemzetkozi azonosité torzsek segitségével
hazankban eddig 18-féle VCG-t sikeriilt identifikalni. Ezek nagy részének kiterjedt hdl6zata
van, amely val6sziniisiti azt, hogy a kromoszémaik VC-16kuszaiban csak egy-két allél eltérés
van (RADOCZ, 1997).

MARESI és munkatdrsai 1995-ben kozolt munkdjukban a szabadfoldi hipovirulens
torzsekkel tortén0 kezelések tapasztalatait irtdk le. Vizsgalataik szerint a kezelések
hatékonysdga novelhetd, ha a hipovirulens torzsek tilsulyba keriilnek a virulens torzsekhez
viszonyitva egy-egy populdcion beliil. A kéregrdk megeldzése céljabol ajanlott a
hektaronkénti 400 mesterséges fert6zés, ezaltal kiszorulnak a virulens torzsek a kezelt

teriiletekrol.
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2.1.11. Eurépai Cryphonectria parasitica populaciok VC csoportokba sorolasa

Miutdn Olaszorszdgban megfigyelték a hipovirulens torzsek megjelenését a
szelidgesztenyéken, megkezdddott az eurdpai C. parasitica populaciok VC csoportokba
soroldsa. Minderre azért volt sziikség, mert a hipovirulens torzsek hatékony felhaszndldsa a
védekezésre csak a kompatibilis torzsek kozott lehetséges. A 17. dbran jol lathatd, hogy
Eurépdban lényegesen kevesebb VC csoport jelenléte jellemzé, mint példdul Eszak-

Amerikaban.

17. abra A kiilonb6z6 eurdpai orszagok Cryphonectria parasitica populacidinak jellemz6 VC
csoportjai 1-33-ig. Az IC torzsek nem kompatibilisek az eurdpai teszter torzsekkel.

Forras: (ROBIN és HEINIGER, 2001)

A legatfogobb képet az eurdpai szelidgesztenye kéregrak VC csoportjair6l ROBIN és
HEINIGER 2001-ben kozolt munkdja adja. Kutatdsuk eredményeként arra a megéllapitasra
jutottak, hogy az eurdpai C. parasitica populaciokat 3 nagy csoportra lehet osztani. Az Ibériai
félsziget, valamint Délnyugat-Franciaorszdg teriiletén 1év0 populdcidkban kizdrélagosan

megtaldlhatok az EU-33 illetve EU-66 torzsek.
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A képzeletben meghuizott vonaltél nyugatra haladva az Alpok vonulatdig az EU-1, az
EU-2, és az EU-5 torzs az elterjedt. Az Alpoktdl keletre taldlhato teriileteken az EU-1, az EU-
2 illetve az EU-12 VC torzsek jelenléte az uralkodd. A kiilonb6zé VC csoportok eurdpai
eléforduldsat osszefoglalva a 2. tdbldzatban lathatjuk. Megéllapithatd, hogy Franciaorszag,
Olaszorszag, Horvatorszag, Szlovénia és Svdjc szelidgesztenye édllomdnyaiban taldltdk a
legtobb VC torzset. Ez megerdsiti ROBIN €s HEINIGER 2001-ben k6zolt eredményét Eurdpa
harom részre osztisar6l a VC csoportokat illetden. Az eurdpai vizsgdlatok alapjan

kijelenthetd, hogy az uralkodé VC csoportok az EU-1, az EU-2, az EU-5 illetve az EU-12.

Orszag VC tipusok szama Fobb VC tipusok Forras
Albania 5 EU-1; EU-3; EU-12 LUSHAJ, 1999
Ausztria 15 EU-2 ROBIN és HEINIGER, 2001
Bosznia-Hercegovina 10 EU-1; EU-2; EU-12;EU-13 TRESTIC et al., 2001
Horvétorszag 18 EU-1; EU-2; EU-12 KRSTIN et al., 2008
Franciaorszag 40 EU-1; EU-2; EU-5; EU-33 ROBIN et al., 2000
Németorszag 4 EU-2 SEEMANN et al., 2001
Gorogorszag 4 EU-12 PERLEROU és DIAMANDIS, 2006
Magyarorszag 18 EU-1; EU-6; EU-12; EU-13 RADOCZ, 2001
Olaszorszag 20 EU-1; EU-2; EU-5 CORTESI et al., 1996
Portugélia 9 EU-11; EU-12; EU-66 BRAGANCA et al., 2005
Macedodnia 5 EU-12 SOTIROVSKI, 2000
Romania 1 EU-12 RADOCZ, 2001
Szlovékia 8 EU-12 JUHASOVA et al., 2010
Szlovénia 15 EU-1; EU-2; EU-12;EU-13 JURC, 2002
Spanyolorszag 13 EU-1; EU-2; EU-12 MONTENEGRO et al., 2008
Svijc 28 EU-1; EU-2; EU-5 ROBIN és HEINIGER, 2001
Torokorszag 2 EU-1; EU-12 AKILLI et al., 2009
Bulgéria 3 EU-2; EU-10; EU-12 RISTESKI et al., 2013
Csehorszag 6 EU-1; EU-12; EU-13 JANKOVSKY et al., 2010
Ukrajna 2 EU-12; EU-13 RADOCZ, 2001

2. tablazat Az europai szelidgesztenye allomanyokban izolalt Cryphonectria parasitica

torzsek fobb VC tipusai
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2.1.12. Hipovirulens torzsek alkalmazasa a korokozo elleni védekezésben

A hipovirulencia jelenségének megfigyelésekor vildgossa valt, hogy nagy potenciél
rejlik benne, és segitségével egy teljesen 1) védekezési lehetdség nyilhat a szelidgesztenye
kéregrék ellen kiizdelemben. A hipovirulens torzsekkel végzett szabadfoldi kezelések nagyon
hatékonynak bizonyultak tobb eurdpai orszdgban, de az USA egyes szelidgesztenye
allomanyaiban is sikeresen alkalmaztik. A hipovirulens torzsek nagy teriileten torténd
alkalmazdsdnak elsédleges célja az, hogy felgyorsitsdk a természetes Onszabalyozo
mechanizmus szétterjedését, valamint a viszonylag gyors gydgyuldsok révén megmentsék a

mar er6sen megfert6zd0dott szelidgesztenye dllomanyokat (18. dbra).

18. abra A hipovirulens torzsekkel végzett kezelések utani begyogyult sebek
Forras: (RADOCZ, 2010)

JOl szemlélteti a kezelések sikerességét, az elsd, az 1970-es évek végén a DEI-
Franciaorszagban elvégzett oltdsok hatékonysdga. Francia kutatdk egy hipovirulens torzs
felhasznaldsdval az aldabbi eredményeket érték el. A kezelések hatdsdra a beoltott fak tobb
mint 70 %-a meggydgyult, mikozben a kezeletlen fak tobb mint 90 %-a elpusztult. Tehat a
kezelések egyrészrol megeldzonek tekinthetOk, mdasrészrél viszont gyogyitdé jellegli

beavatkozasoknak is.
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A szabadfoldi izol4ciok hatékonysdganak értékelése sordn kideriilt, hogy a kezelt fak
kornyezetében a hipovirulens torzsek természetes uton is elkezdtek szétterjedni. A terjedés a
kezelést kovetd 4-5 éven beliil 5-10 m sugard korben volt érzékelhetdé (GRENTE és
BERTHALAY-SAURET, 1978).

Eszak-Amerikdban a hipovirulens torzsek sikeres alkalmazésat egy tényezé korlatozta,
mégpedig az, hogy egyediildlléan nagyszdmi VC csoportok eléforduldsara kell szdmitani.
Ezen okbdl kifolydlag széles konvertdlé kapacitdssal rendelkezd hipovirulens torzsek
alkalmazdsdra volt sziikség. Egy olyan ,multikonverter" jellegli preparatum hasznélata
bizonyult eredményesnek, amelyet az eldzetesen szelektélt hipovirulens térzsek keverékébdl
hoztak 1étre (JAYNES és ELLISTON, 1980).

Amerikai kutaték szerint (HOGAN és GRIFFIN, 2002b) szelidgesztenyével elegyes
erdokben a kéregrak korokozéjanak hatékony bioldgiai kontrollja a hipovirulens toérzsek
nagyardnyu jelenlétével tarthat6 fenn. Lényeges, hogy a hipovirulens nekrézisok az uralkodé
szintben 1évd (20-30 m) amerikai szelidgesztenyék (Castanea dentata) torzsein legyenek
jelen. A szelidgesztenyének a kéregrdk epidémia utdni lecsokkent elegyardnya az
erddteriileteken a hipovirulencia terjedésének korlatozé tényezdje, mert a tovabbterjedési lanc
a kiritkult dllomadnyban szétszakadozott (LIU et al., 2002).

Miutén egyre tobb kutatdsi munka foglalkozott a hipovirulencia és a bioldgiai
novényvédelem kapcsolatdval, néhany negativ tulajdonsdg is kirajzoldédott a CHV torzsek
felhaszndldsat illetden. TURCHETTI €s munkatdrsai 1996-ban kozolt kutatdsaiban
megfigyelték, hogy néhany hipovirulens torzs instabil, és nem képes a virulenciat teljes
mértékben elnyomni. Egy gydgyuld rakosodast kialakitd, olasz hipovirulens torzs a késobbi
patogenitési tesztben virulensnek bizonyult.

Maga a gydégyuléds egy hosszan elnyul6 folyamat, amely a szelidgesztenye, a virulens
€s a hipovirulens kérokozo jelenlétében zajlik le. A kezelés sikeressége nagyban fiigg attdl,
hogy mennyire tudjuk a hipovirulens torzseket helyzeti eldnybe hozni a virulens torzsekhez
képest. Ezért minden eszkozzel arra kell torekedniink, hogy a virulens kdrokozo
terjeszkedését gatoljuk, a hipovirulenciat pedig elterjessziik. Egy nekrézisndl a fertdzott,
sztromatikus piknidiumokkal teli kéregrész eltavolitdsival jelentdsen csokkenthetjiik a
feliilfertozések eldéforduldsat, amely visszavetné a gydgyuldsi folyamatot. Emellett a
mechanikai védekezéshez hasonldéan gétoljuk az ujabb virulens nekrézisok megjelenését

(VIDOCZI et al., 2005).

35



Az eredményes szabadfoldi védekezések hatdsiara tobb orszdgban (USA,
Franciaorszag, Olaszorszdg, GoOrogorszag) mdr ipari méretekben torténik a hipovirulens
torzseket tartalmazé készitmények elddllitdsa és forgalmazasa. Lehetdség van tobb torzsbol
all6 multikonverter jellegli preparatumok eldéallitdsara is (MACDONALD és FULBRIGHT, 1991;
GRENTE és BERTHALAY-SAURET, 1978; TURCHETTI, 1982; RADOCZ et al., 1996).
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19. abra Cryphonectria parasitica hipovirulens torzzsel kezelt eurépai szelidgesztenye

Forrds: (RADOCZ, 2010)

Az eredményes kezelések elérése elképzelhetetlen a gesztenyések megfeleld apolésa,
illetve agrotechnikdja nélkiil. Minden lehetséges eszkozzel ki kell akndzni az integralt
védelemben rejlé lehetdségeket, mert egy tobb oldalr6l megtdmogatott védekezés nagy
mértékben képes meggatolni a kéregrak pusztitasat (19. abra). Kiilonosen fontos lehet a
hipovirulens torzsek alkalmazdsa az epidémia jelenlegi ,front orszdgaiban", ahol a
hipovirulencia természetes megjelenése és szétterjedése csak tobb évtized milva lenne

varhaté (HEINIGER és RIGLING, 1994).
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2.2. Filogenetikai vizsgalatok jellemzése

2.2.1. Transzlacios elongacios faktor alpha fehérjét kédolo gén (tef1)

A fehérjeszintézis sordn az elongicié folyamatdban harom faktor vesz részt: az EF-1
a, az EF-1Py és az EF-2. A transzlacids elongécids faktor 1 alfa alegysége (EF-1a) fehérje a
citoszélban taldlhaté meg. Legfontosabb feladata az eukaridta él6lényeknél és az Archea
baktériumokndl, hogy az elongicid energia-igényét fedez6 GTP-t bekoti az aminoacil-tRNS
komplexhez, majd katalizdlja a GTP-fiiggd aminoacil-tRNS komplex felbomlasat, és a
riboszoma A helyére irdnyitsa azokat. A fent emlitett funkciok miatt a gén aktivitasa
korrelaciéban van a sejtndvekedéssel és a proliferacioval (MOLDAVE, 1985; SPRINZL, 1994).

MERRICK 1992-ben kozolt munkdjaban megallapitotta, hogy az EF-1a fehérje tovabbi
feladata a megfeleld tRNS-nek a megfeleld mRNS-el val6 6sszekapcsoldsa, valamint az atirds
sebességének €s megbizhatésdginak feliigyelete. A filogenetikai kutatdsokhoz vald
felhasznaldsat az teszi lehetdvé (20. abra), hogy az EF-1a fehérje, és igy a fehérjét kodolo gén

(tefl) is er0sen konzervativ az élovildgban (CHO et al., 1995; MOREIRA et al., 1999).

EFl- EF1-
TIBF OR6R
16 M7 449 728 266 929

cxXon

- :_“3'.
20. abra A tefl gén sematikus vazlata, fehér szinnel a kodold, fekete szinnel a nem kédolo
régiok lathatéak
(Forras: DRUZHININA és KUBICEK, 2005)

A tefl gén megtaldlhaté minden él6lényben, és legnagyobb eldnye ITS-szekvencidkkal

szemben (3. tablazat), hogy a gén csak egy kdpidban van jelen a genomban (BALDAUF és
DOOLITTLE, 1997).
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Szamos kutaté hasznélta fel filogenetikai vizsgalatai sordn a fajok kozotti és fajon
beliili rendszertani kapcsolatok felderitésére a tefl génszakaszt. ROGER és mukatdrsai 1999-
ben kiilonbozd gombafajokndl (Mucor racemosus, Podospora anserina) alkalmazta azt.

DRUZHININA ¢és munkatarsai 2006-ban Trichoderma fajok identifikdldsdhoz
hasznéltdk fel a tefl génszakaszt. SAMUELS és munkatarsai 2002-ben a Trichoderma
aggressivum f. europaeum és Trichoderma aggressivum f. aggressivum, filogenetikai alapon
torténd elkiilonitésére alkalmaztak.

A génszakaszt szdmos kutatds sordn hasznaltdk fel, €s megallapitottdk, hogy a tefl gén
alkalmazdsa nem megfeleld a magasabbrendii filogenetikai kapcsolatok vizsgélatira a
gombdk korében. A fefl alkalmazdsdnak hatranya, hogy a fehérjét kodol6 gén rovidebb, mint
mads filogenetikai markerként hasznalt gének. Mintegy 2 kb hosszisdgu, intront €s exont
egyarant tartalmazé szakasz (TANABE et al., 2004).

Szamos korabbi molekularis bioldgiai vizsgalat alapjan a tefl negyedik és 6todik
exonja kozotti fragmentum (nagy intron) szekvencidja sikeresen haszndlhaté gombakndl mind

a fajok kozotti, mind a fajon beliili kapcsolatok vizsgalatara (ROGER et al., 1999).

tefl ITS1
Koépiaszam 1 >1000
Felhasznalasa Fajok kozotti kapcsolatok  Fajon beliili kapcsolatok
Méret 350 bp. 600 bp.
Variabilitas alacsony magas

3. tablazat A vizsgalatok soran felhasznalt génszakaszok 6sszehasonlitasa
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2.2.2. Az ITS-régi6 a fonalas gombakban

Az tRNS molekuldt kédolé gének 4ltaldnos elterjedését a filogenetikai céla
vizsgélatokban a génszakasz tobb elOnyos tulajdonsiga is eldsegitette. A gén minden sejtes
életformdban el6fordul. Mivel a sejt mitkodésében a funkcidja nélkiilozhetetlen, ezért relative
kicsi a mutacids ratdja, evolicidsan igen konzervativ. Viszont a génen beliil tobb, eltérd foku
variabilitdst mutaté régid is van, melyek elemzése révén kiilonb6zo szintii illetve mélységi
filogenetikai felbontés valik lehetdvé (WOESE, 1987).

A filogenetikai vizsgalatokhoz mar hosszu ideje a legszélesebb korben hasznalt
konzervativ régiok a sejtmagban és a mitokondriumban taldlhatd riboszomalis rRNS
szekvencidkat kédolé gének (rDNS) (MONCALVO et al., 2002; AVISE, 2004).

Ezen génszakaszok fontos jellemzdje az, hogy akédr tobb ezer képidban is jelen
lehetnek a sejtekben. Ez arra vezethetd vissza, hogy a riboszémdkon a transzlacio, és az
intenziv sejtfolyamatok sordn a transzlacié folyamatos miikodését a riboszomdak nagy szdma
biztositja. A kelld riboszoma mennyiség csak gy érhetd el, hogy tobb I6kusz, és tobb ezer
kopia all rendelkezésre a folyamatos szintézishez. A fent emlitett folyamatok miatt az ITS
génszakaszok szdma is magas, és ezek a lokuszok egymds utdn, tandem elrendezddésben
taldlhatéak meg a DNS szalon (HILLIS és DIXON, 1991; ALVAREZ és WENDEL, 2003).

A riboszémak képzddéséhez sziikséges lokuszok 7 szakaszbdl dllnak (21. 4bra).
Minden 16kusz egy nem atir6dé IGS (Intergenic Spacer) szakasszal kezdddik, a kovetkezd
szakasz az ETS (External Transcribed Spacer), majd azt koveti 3 génszakasz: a 18S, az 5,8S,
€s a (25-28)S. Kozottik taldlhatéak meg az ITSI1, illetve az ITS2 (Internal Transcribed
Spacer) szakaszok. Az ETS és az ITS szakaszok atirédnak, de a pre-mRNS érése soran

kivagésra keriilnek, nem kédold szakaszok (JORGENSEN és CLUSTER, 1988).

rDNA unit rDNA unit rDNA unit

e 1R o IR - B0

_[ 188 ITS-1 ITS-2 288 —

21. abra Az ITS génszakaszt tartalmaz6 16kusz sematikus vazlata, s6tét szinnel a kdolo,
fehér szinnel a nem k6dol6 régidk lathatéak

Forras: (REDDY et al., 2005)
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A fentiekbdl kovetkezden a 16kusz kddold szakaszai a 18S (vagy kis alegységet, Small
Subunit, SSU), az 5,8S, valamint a (25-28 )S-t (nagy alegységet, Large Subunit, LSU)
riboszoma alegységet kodol6 gének. A Basidiomycota gombédknal és néhany tomlédsgombanal
a l6kuszokat elvdlaszté IGS régidk kozott megtaldlhatd egy 5 S riboszéma alegységet kodolo
gén is (GERBI, 1985; HIBBET et al., 1995).

A kiilonb6z0 génszakaszok variabilitisa meghatdrozza azok filogenetikai céla
felhaszndlasat. A kodolo 18S, 5,8S 25-28S illetve 5S gének variabilitdsa kisebb, mint a nem-
kédolo szakaszoké. Az ITS1 és ITS2 az SSU, 5,8S és LSU alegységekkel egyetlen
transzkripcios egységet képeznek, mivel kozottiik helyezkednek el. Az IGS1 és IGS2 régiok
az LSU, (egyes fajokndl 5S) és SSU alegységek kozott taldlhatdak (GUNDERSON et al., 1987,
LANE et al., 1985).

A nagy variabilitdsi, nem kédolé IGS és ITS génszakaszok a taxonok kozotti
rokonsdgi viszonyok feltarasdahoz: osztdly, csalad, nemzetség, faj kapcsolatok modellezésére a
legalkalmasabbak, ezen génszakaszokat szdmos kutaté alkalmazta munkdja sordn. Az IGS
génszakaszok amplifikdldsdnak hatart szab azok relativ kis mérete (MONCALVO et al., 1995;
NICHOLSON, 1995; PINE et al., 1999; BINDER és HIBBETT, 2002; JEEWON et al., 2009; IRINYI
et al., 2009; NAEIMI et al., 2011).

A koédol6 régidkra (LSU és SSU) erds szelekcid hat, ezéltal a mutdcidk valdszinlisége
kicsi, a variabilitds alacsony, a génszakaszok evoliciésan erdsen konzervaltak. Ezen
tulajdonsag lehetévé teszi a kddold régidk alkalmazasat a tdvolabbi taxonok (osztdly, rend,
csaldd, nemzetség) rokonsdgi viszonyainak megallapitdsara (HILLIS és DIXON, 1991).

A filogenetikai vizsgédlatok sordn a kodolo régiok koziil a fonalas gombéknal
leggyakrabban az LSU gént alkalmazzdk. A vizsgalatok sordn rendszerint a gén 5° végének
elsd 600-900 bazisbol all6 részét hasznaljak, mert a DNS-szekvencia variabilitds itt nagyobb,
€s igy tobb filogenetikai adatot tartalmaz, mint a gén tobbi, gyakorlatilag invariabilis része
(WHITE et al., 1990; RIETHMULLER et al., 2002).

A nem-kdédol6 régidkra (ITS és IGS) kismértékli szelekcié hat, ezdltal a muticidk
valészinlisége nagy, a variabilitds nagy, a génszakaszok evolicidsan erdsen valtozékonyak.
Ezen tulajdonsédg lehetdvé teszi a nem-kdédold régidk alkalmazasat a tobbségében alacsonyabb
szintll rendszertani kapcsolatok vizsgdlatandl, példdul kozeli rokon fajok vagy populdcidk
egymadstol vald elkiilonitéséhez. Az ITS génszakasz amplifikdldsahoz az ITS1 primer és az
ITS4 primer felhasznélasa dltalanos (BALDWIN, 1992; YAN et al., 1995; MAI és COLEMAN,
1997; WEEKERS et al., 2001; OLIVERIO et al., 2002; CHEN et al., 2002; GULYAS et al., 2005;

OCHIENG et al,. 2007; DEVEY et al., 2008).
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2.2.3. Mikroszatellitek hasznalata a filogenetikai analizisekben

Az eukaridta élolények genomi vizsgdla sordn megfigyelték, hogy a nem kdédold
régiokban egymas utan kovetkezd, ismétlodo szekvencidk is taldlhatoak. Ezeket a néhany szaz
bazisbol all6 szekvencidkat szatellit DNS-nek nevezik (22. dbra). A szatellitek sajatos
tulajdonsdga az, hogy a cézium-klorid (CsCl) jelenlétében torténd gradiens centrifugélds
soran ezek a DNS szakaszok egy jol elkiiloniild csucsként (szatellitként) jelennek meg

(PARKER et al., 1998).

genomialis DN\?\
N 0

w Y, 2 primerek

EANTAD IsmeEtiddd egység V2

11 |
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22. abra Mikroszatellit markerek vazlatos felépitése

(FESUS et al., 2000; BATORINE KUSZA, 2006)

A mikroszatelliteket, melyeket egyszerli szekvencia ismételddésnek (SSR - Simple
Sequence Repeat) vagy rovid tandem ismétlddésnek ( STR - Short Tandem Repeat) is hivnak,
széles korben haszndljak filogenetikai €s populdcidgenetikai vizsgdlatokra, mivel nagy
szamban taldlhatok a genomban, és konnyen amplifikdlhatéak specifikus primerekkel,
tovabba nincsenek szelekciés nyomds alatt (JARNE és LAGODA, 1996; TAUTZ, 1993). A
mikroszatellitek &ltaldnosan elterjedtek mind a prokaridta, mind az eukaridta genomban

(ZANE et al., 2002).
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A mikroszatellitekre jellemz0 a magas inter és intraspecifikus polimorfizmus,
kiilonosen azokban az esetekben, amikor az ismétlddések szdma 10 vagy tobb. A
mikroszatellitek tandem mddon ismétlddé (akar 100-szor), 1-10 bdazispar hosszisagu
specifikus DNS szekvencidk (LAI €s SUN, 2003; LEVINSON és GUTMAN, 1987). A
mikroszatellitek hossziisiga nagy polimorfizmust mutat az egyes egyedek kozott, mely a
kiilonboz6 allélokon taldlhatd ismétlddé egységek eltérd ismétlodés szdmdnak tudhaté be
(SELKOE és TOONEN, 2006).

Mutéciés ratdjuk gamétinként és generdciénként 10° és 10° kozott valtozik
szervezettdl és lokusztol fliggden (WEBER és WONG, 1993; SCHUG et al. 1997).

A mikroszatelliteket a gombdknal széles korben alkalmazzak genetikai vizsgélatokra.
A mikroszatellitek nagy felbontdsi genetikai térképek elkészitésére alkalmas markerek

(HEARNE et al., 1992).
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3. ANYAG ES MODSZER

3.1. A vizsgalati teriiletek bemutatiasa

Kutatdsunk elsd Iépéseként a vizsgdlati teriiletek keriiltek kivalasztasra. A
vizsgalatokba bevont gesztenye termoteriiletek kivélasztdsakor szem el6tt tartottuk azt, hogy
azok minél jobban reprezentéljdk a Karpat-medence kiillonboz6 C. parasitica szubpopulécidit.
Bevontunk tobb olyan teriiletet is, amelyet mar kordbban vizsgdltak Debreceni Egyetem
Novényvédelmi Intézet mas kutatéi is. A régebbi teriiletek mellé 4j kutatdsi teriiletek is
bekeriiltek. Mivel a C. parasitica az EPPO besorolédsa szerint zarlati kdrositd, amely az EPPO
orszagainak teriiletén, igy Magyarorszagon is megtaldlhat, behozatala engedélykoteles. A
37/2003. (IV. 4.) FVM rendelet 5. § (2) értelmében behozatali forgalomban a rendelet 5.
szamu mellékletében meghatarozott vizsgalatkoteles arut csak a mellékletben meghatarozott
kiilonleges eldirds betartdsdval lehet Magyarorszagra behozni. A rendelet szerint a kdrnyezo
orszagokbdl behozott mintdkra engedélyt kellett kérniink, €s a vizsgdlatok szamara helyet ad6
laborokat és eszkozoket ellendrzésnek kellett aldvetni, melynek jegyzokonyve a
MELLEKLETEK cimi fejezetben megtaldlhat6. A laborok engedélyezését évente meg kellett

yjitani , amelyre 2011-ben és 2012-ben is sor keriilt.

23. abra A mintak GPS koordinatdinak rogzitése Modra (Szlovakia) melletti szelidgesztenye
iiltetvényen

(Foté: Tarcali Gabor)
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A mintagyiijtés megkezdése eldtt a fent emlitett rendelet értelmében minden
mintagyljtési helyszin felkeresése el6tt megkértiik a hatésdgi engedélyt az akkori
Mezbégazdasagi Szakigazgatdsi Hivatal Novény-, Talaj- és Agrarkornyezet-védelmi
Igazgatosagtol. A kérelmek elbirdlasat kovetOen az Igazgatosdg kidllitotta szdmunkra a
behozatali engedélyeket, amelyek a MELLEKLETEK cimii fejezetben csatolva
megtaldlhatéak. A teriileteket a mintagyiijtés alkalmédval pontosan felmértiik egy kézi GPS
késziilék segitségével, €s kiilon rogzitettiik a GPS koordinatdit azoknak a faknak, amelyekrol
kéregmintit vettiink (23. dbra). Az sszefoglalé tablazat a MELLEKLETEK cimii fejezetben
megtaldlhat6. A GPS koordindtik segitségével pontosan meghatdrozhaté a kiillonbozo

szelidgesztenye populaciok foldrajzi tdvolsaga.

50 Km
—

Madeira p
\

25 Km 50 Km
— —

i
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24. abra A vizsgalatba bevont mintak szarmazasi helye

Munkénk sordn 95 darab C. parasitica izolatumot vizsgaltunk meg. Magyarorszag
teriiletérél 31, Szlovakiabol 17, Ukrajnab6l 10, Romadnidbél 11, Macedéniabdl 10,
Bulgariabdl 2, Gorogorszagbol 9, és Portugdlidbol 5 izoldtum szerepelt a kutatdsokban. A
Portugéliabdl szarmazé mintdkat Helena Braganca, a Gorogorszagbdl szarmazdkat Charikleia
Perlerou bocsdjtotta rendelkezésiinkre. A tobbi orszdgbdl szdrmazd, a vizsgdlatba bevont

mintdkat a kutatdsban résztvevé munkatarsakkal kozosen gytijtottiik be (24. abra).
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3.2. A kéregmintak begyiijtése

A vizsgélatba bevont teriiletek bejarasa kozben képet kaptunk a gesztenye allomany
fertozottségérol és altalanos egészségi allapotardl. Ha az adott teriilet mar kordbban is volt
vizsgalva, akkor Osszehasonlitottuk a fertdzottség mértékét a régebben tapasztaltakkal. A
vizsgalati teriiletek bejarasa utdn kijeloltiik a mintavételt szolgéltato beteg fakat. Fontos volt,
hogy a begylijtott mintdk minél pontosabban jellemezzék a teriileten taldlhaté C. parasitica
populdciét. A mintavevd kés segitségével 3-5 cm” nagysdgd darabokat hasitottunk le a fa
kérgérdl (25. 4bra). Kordbbi kutatdsok tapasztalataibdl kiindulva igyekeztiink ugy venni a
mintdkat, hogy a koérokozé altal elpusztitott kéregrész és a még egészséges él6 szovetek
hatdran legyen a bevagés. Itt késobb nagyobb sikerrel izoldlhaté a kérokozd. Egy fardl tobb

mintdt is vettiink, €s a begyiijtott mintdkat egy eldre felcimkézett mintazacskdba tettiik.

25. abra A kéregmintak begyiijtése Serednje (Ukrajna) mellett talalhat6 gesztenyésbol
(Foté: Tarcali Gabor)

A zacskokon feltlintettiik a mintahely nevét, a minta roviditett nevét és a gyljtés
pontos datumat. Ukrajndban és Romdnidban a szelidgesztenye fdkon kiviil a kérokozot
megtaldltuk kocsanytalan tolgyon (Quercus petrea) is. Ezeket a mintdkat a késObbi keveredés
elkeriilése miatt kiilon taroltuk, és a cimkéken is jeloltiik a gazdandvényt. A minta roviditett
neve a laboratériumi vizsgalatok nyilvantartasidban is nagy segitséget nyujtott. Miutdn az
adott faval végeztiink, alkohollal fert6tlenitettilk a mintavevd kést. A begy(ijtott mintdkat egy

hatotaskaban hoztuk be az el0készito laboratoriumba.
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3.3. A kéregmintak laboratériumi feldolgozasa

A begytijtott mintdkat a feldolgozds megkezdéséig hiitdben taroltuk. A laboratériumi
vizsgdlatok a tdptalaj elkészitésével kezdddtek. A mintdkat PDA (potato dextrose agar)
tiptalajon novesztettilk. A tdptalaj elkészitéséhez a gyartd é&ltal megadott recepturat
hasznéltuk fel. 500 ml desztillalt vizhez 20 g PDA (Scharlau) taptalajt kellett keverni. Ezutan
a taptalajt autoklav segitségével sterilizaltuk. A kéregmintdkat az el6készités sordn 2-3 percig
70-%-0s etanolban fertdtlenitettiik, majd desztilldlt vizben lemostuk a mintdkrél. A
fertotlenités alkalmazdsaval sikeresen megakadalyoztuk a baktériumok okozta befert6zodést

(26.4bra).

26. abra A terepi munkdk soran begyiijtott kéregmintak felhaszndldsa a Cryphonectria
parasitica izoléalasara

(Fot6: Gorcsos Gabor)

Az eldére megcimkézett Petri csészékbe kiontott tdptalajra a kéregmintdkbdl kis
darabkdkat helyeztiink, és ezt kdvetden a mintdkat termosztétba tettiik, ahol egy hétig dlland6
27 °C -os homérsékleten novesztettiik. Mindennap ellendriztiik a fert6zott kéregmintékat,
majd miutdn megjelent a C. parasitica a taptalajon, tjra atoltottuk azokat, és a termosztatban
neveltiilk 6ket tovdbb. 10 nap elteltével a gomba teljesen bendtte a Petri csészéket, és
alkalmassa valt a folyékony tdptalajra valé dtoltdsra (27. dbra).

A VCG vizsgalatok sordn a PDA taptalajhoz 50 mg/l brémkrezol zold indikatort is
hozzdadtunk. Az indikdtor haszndlata azért elonyds, mert a szegély z6na az egymadssal

vegetativ inkompatibilis tenyészetek esetében sokkal markdnsabban kirajzolédik, mivel a
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bromkrezol zo6ld indikdtor a tdptalaj savasoddsdnak hatdsdra szinvéltozdssal reagal,
kivilagasodik. A taptalaj azonban az elhalt hifdk esetében nem produkalja a szinvéltozast

(POWELL, 1995).

27. abra Cryphonectria parasitica tenyészet PDA taptalajon novesztve

(Fot6: Gorcsos Gabor)

A folyékony MEX (malt extract) taptalaj elkészitéséhez a gyarté altal megadott
recepturat haszndltuk fel. 500 ml desztillalt vizhez 20 g MEX téaptalajt kellett keverni. Ezutan
a taptalajt autokldv segitségével sterilizdltuk. A folyékony MEX (Scharlau) tdptalajt
Erlenmeyer lombikokba ontottiik szét. Egy Erlenmeyer lombikba 50 ml taptalajt ontottiink.

A szilard PDA taptalajrol steril 5 ml desztillalt viz segitségével lemostuk a gombit,
majd a lombikba pipettiztuk a folyadékot. Ezutin az Erlenmeyer lombikokat rdz6gépre

helyeztiik, és 74 6ran keresztiil szobahdmérsékleten razattuk 125 rpm sebességen (28. dbra).

28. abra Folyékony taptalajon novesztett Cryphonectria parasitica izolatumok a razégépen

(Fot6: Gorcsos Gabor)
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3.4. A VCG vizsgalatok Kivitelezése

A kutatdsainkba bevont mintdk molekulédris biologiai vizsgélatait megel6zden
elvégeztiik a VC csoportokba vald besoroldst. A tesztvizsgdlatok sordn POWELL 1995-ben
kozolt receptirdjat hasznéltuk fel: 5 dl desztillalt vizhez el6szor hozzdkevertiink 20 g eldre
kevert PDA komponenst, majd kiegészitésként hozzdadtunk 50 mg metionint, 0,5 mg biotint,
3,5 g maléta kivonatot, 1 g élesztd extraktumot, 0,4 g tannin savat, 1 mg tiamint valamint 25
mg bromkrezol zold indikatort. A PDA tdptalajhoz kevert kiegészitd anyagok sziikségesek az
inkompatibilitdst jelzo hatdrvonal (barrier) kialakuldsdnak pontosabb megfigyeléséhez. Az
indikdtor haszndlata azért elOnyds, mert a szegély zdéna az egymadssal vegetative
inkompatibilis tenyészetek esetében sokkal markansabban kirajzolédik, mivel a bromkrezol
z0ld indikator a tdptalaj savasoddsanak hatdsdra kivildgosodd szinvaltozdssal reagdl. A
tdptalaj azonban az elhalt hifdk esetében nem produkélja a szinvaltozast.

Mindezek utdn a tdptalaj f6zEését egy RAIPA tipusi nedves autokldv segitségével
végeztiik el. Az autokldv az aldbbi program szerint végezte el a sterilizalast: 12 °C-on, 1,1 bar
nyomds mellett 20 percen sterilizalasi id0 alatt. A steril tdptalajt ezutdn Petri csészékbe
toltottiik ki, ezekre 10x10 mm nagysagid gomba micélium szovedéket tartalmazé tdpkockdkat

helyeztiink el. Egyidében egy Petri csészében 4 par tesztet végeztiink el a 29. dbra szerint.

29. abra A Cryphonectria parasitica izolatumok VC tesztorzsekkel torténd parositas, a bal
fels6 parositasban egymdssal vegetative kompatibilis izoldtumok lathatok

(Fot6: Gorcsos Gabor)
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A mintdkat Heratherm IMH 180 S tipusu flithetd-, hiithetd mikrobiol6giai inkubétorba
helyeztiik. Az izolatumokat 25 °C-on novesztettilkk, majd a parositist kdvetd masodik héten
végeztiik el a tesztek kiértékelését.

A begylijtott nagyszdmu kéregminta esetében kivitelezhetetlen lett volna minden
mintdt a teszttorzsekkel Osszepdrositani, ezért eldszor az adott termdhelyekrdl szarmazé
mintdkat pdarositottuk egymdshoz. Ha az adott termdhelyrdl szdrmazé mintdk vegetativ
kompatibilitdst mutattak egymadssal, akkor azokat egy csoportnak tekintettiik. Az elvégzett
tesztek eredményét Excel tablazatban rogzitettiik, ezaltal jol attekinthetdvé valtak a kiillonbozo
kompatibilis és inkompatibilis csoportok. fgy azok a mintdk egy egységet képezve az EU
tesztertorzsekkel torténd parositds sordn mar csak minden madsodik mintdt vizsgaltunk a
csoportbdl. A vegetativ kompatibilitdsi vizsgédlatot minden esetben elvégeztiik a kocsanytalan
tolgyrdl szarmaz6 mintdk esetében is.

A tesztek elvégzéséhez sziikséges (EU 1-31) tesztertorzseket a Debreceni Egyetem
Novényvédelmi Intézet, valamint a Nyitrai Erdészeti- és Okoldgiai Kutaté Intézet bocsétotta
rendelkezésiinkre. A vizsgélatok elsé 1épéseként elvégeztiik a kiilonb6z6 mintagyiijtési helyek
populécidin beliili kompatibilitdsi teszteket. Ezt kovetden minden mintagytijtési helyrdl 6-6
mintdt parositottunk az EU teszt torzsekkel.

A kapott eredményeket Exel tdblazatban Osszegeztiik, ezdltal attekinthetdvé valt a
kiilonbozé VC csoportok megjelenése az adott termohelyen. A kiillonbozd termohelyek VC
csoportjainak ardnyait illetve szdzalékos megoszlasat kordiagram segitségével szemléltettiik.
Ezt kovetden a kapott eredményeket Osszevetettiik a kordbbi vizsgélatok eredményével, és

Osszegeztiik az esetlegesen bekovetkezett valtozasokat.
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3.5. Polimeraz-lancreakcion (PCR) alapulé vizsgalat az ITS és fefl markerek esetében

A PCR-t 50 ul térfogatban végeztem el, amely a kovetkezd Osszetevoket tartalmazta:
25 ul 2X PCR Master Mix (Fermentas, KO171), 2 ul genomi DNS (0,5-1 pg), 2-2 ul forward
és reverse primer (10 pmol/ul), 19 ul steril, nukledzmentes viz (Fermentas, #R0581). A PCR
koriilményei az egyes fragmentumok felszaporitasa sordn a kovetkezOk voltak:

Az ITS-fragmentum felszaporitdsdhoz az aldbbi primerpart alkalmaztuk: 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 reakci6 koriilményeit az aldbbiak szerint allitottuk
be: elsd 1épésként kezdeti denaturdlas tortént 95 °C-on 3 percen at, amelyet 5 cikluson
keresztiil tovdbbi denaturdlds kovetett 95 °C-on 1 percig. Majd az annellacié 50 °C-on 1
percig, és végiil a polimerizaci6 72 °C-on 1 percen at. Ezt kovette 25 cikluson keresztiil a
denaturalds 95 °C-on 1 percig, majd az annellacié 50 °C-on 1 percig, és végiil a polimerizaci6
72 °C-on 1 percen keresztiil. Utoljara egy 15 perces polimerizacié kovetkezett 72 °C-on (30.

abra).

ITS SZFEVENCIAK

1000bp e f 1000Bp
— — — s — — —_— —
1 :
B0 - E¥  FellT FEL4 ©OS0J2 PEW PETS TET3. TET® 50057
100bp 100kp
DNS létra DINS létra

30. abra A PCR soran felszaporitott ITS-szakaszok negativ elektroforetikus képe 1%-o0s
agardz gélben (etidium-bromidos festés)

(Fot6: Gorcsos Gabor)
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A transzlaciés elongécids faktor fragmentumdnak felszaporitdsdhoz a kovetkezd
primerpart hasznaltuk: EF1-728F: 5'- CAT CGA GAA GTT CGA GAA GG -3' 20 bp; az
EF1-986R: 5'- TAC TTG AAG GAA CCC TTA CC -3' 20 bp (DRUZHININA és KUBICEK,
2005). A reakcié koriilményeit az aldbbiak szerint allitottuk be: els6é 1épésként kezdeti
denaturalds tortént 95 °C-on 3 percen at, amelyet 5 cikluson keresztiil tovdbbi denaturélds
kovetett 95 °C-on 1 percig, majd az annellacio 59 °C-on 1 percig, és végiil a polimerizicié 72
°C-on 1 percen at. Ezt kovette 25 cikluson keresztiil a denaturélds 95 °C-on 1 percig, majd az
annellacié6 59 °C-on 1 percig, és végiil a polimerizdci6 72 °C-on 1 percen keresztiil.

Legutoljara egy 15 perces polimerizacio kovetkezett 72 °C-on (31. 4bra).

TEF1 SZEEVENCIAK

1000bp — wes 1000bp
C1 = Jz NZ  MODT  MOD4
Al0bp - s S00bp
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100bp 100bp
DNS letra DNE 1atra

31. abra A PCR soran felszaporitott ref] szakaszok negativ elektroforetikus képe 1%-os
agardz gélben (etidium-bromidos festés)

(Fot6: Gorcsos Gabor)

A PCR-t az MWG Biotech Inc. Primus 25 (Milton Keynes, UK) tipusu késziilékével
végeztilk el. A felszaporitott €s tisztitott PCR-termékek szekvendldsait az MWG Biotech,
Germany cég végezte téritéses megbizdssal. Az altaluk alkalmazott szekvendlds a Sanger-féle
modszeren alapszik (SANGER et al., 1977), és az ABI cég altal fejlesztett gépekkel végzik. A
szekvendlds megbizhat6sagat az ISO nemzetkdzi mindségbiztositasi szabvany (DIN EN ISO

9001:2000) garantélja.
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3.6. A mikroszatellitek amplifikaciojanak részletei

Munkank soran 6 kiilonboz6 mikroszatellitet valasztottunk ki és vontunk be a

vizsgalatokba, melyeket el6z6leg BREUILLIN et al. (2006) és KUBISIAK et al. (2007) irtak le

(4. tablazat).

Lokusz Ismétlod o szakaszok Allélszam Allélok mérete (bp)
CPSI_085 (AC); 5 248-252
CPSI_102 (ACG)1» 6 270-282
CPSI_108 (AAG)o 5 221-265

CPG_6 (GA)7 6 263-289

CPE_5 (AAC)(; 8 256-265
CPSI_014 (AAG)y 8 263-299

4. tablazat A vizsgélatba bevont Cryphonectria parasitica mikroszatellitek fontosabb

paraméterei

Az amplifikdciot 50 pl végtérfogaton hajtottuk végre, amely tartalmazott 25 ul 2X
PCR Master Mix-et (ImmoMix, Bioline, 25020), 40-40 pmol primert, 20-40 ng DNS-t. Az

oldatot nukledz mentes vizzel egészitettiik ki a kivant térfogatra. A mikroszatelliteket Primus

(MWG Biotech) thermocycler hasznélataval amplifikaltuk.

Lokusz Primerek Annelacios homérséklet
F-AGGCCTGCTTCTTTTTGGAT ]
CPSI_085 55°C
R-CGGGTCTATATGGTGGCTTC
F-GCTCCGAGGACTTTGATGAG ]
CPSI_102 55°C
R-TCATCACCACCAACACCATT
F-CGGAACTACCTGCTCTTTGC .
CPSI_108 56 °C
R-GCGATCCGCATTCCTGTAT
F-ATCATCACGACGCAATGGTA ]
CPG_6 53°C
R-TCCGGGCATTCAGCAMAT
F-TGTCAACAACGGTCAACACC ]
CPE_5 56 °C
R-CGGAGAGGAGAACTCTGAGAC
F-TCGGAGGCTTTATTGTCGTT
CPSI 014 53 °C
R-TGGGTGTATTTGCTCGGTAA

5. tablazat A vizsgélatba bevont 16kuszok felszaporitdsahoz hasznalt primerparok és

annellacios homérsékleti értékek
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Az alédbbi PCR ciklust alkalmaztuk (32.4bra) az amplifikdcié sordn: 3 perc inicidld
denaturaci6 95 °C-on, ezutdn 5 ciklus kovetkezett 95 °C-on, amelyek 1 percesek, majd 1 perc
anneliacié 50 °C-on, 1 perc polimerizicié 72 °C-on. A tovabbi 25 ciklus denaturicids
hémérsékletét 90 °C-ra csokkentettiik, az anneldcié hdmérséklete pedig a 16kuszoktdl fiiggden
53-56 °C kozott véltozott. A tobbi bedllitds az elsé 5 cikluséval megegyezett. A zar6
polimerizaci6 72 °C-on tortént 15 percig (5. tdblazat).

A fragment analizist Origins elektroforézis késziilék segitségével (Elchrom Scientific
AG) végeztiik el. Minden PCR terméket el0szor Spreadex_ EL 500 gélen (Elchrom Scientific
AG) futtattuk 240 percig 55 °C -on. A DNS sédvok élessége érdekében 1 X TAE buffert
hasznéltuk, amelyet a gyart6 mellékelt a felhaszndlt gélhez. A gélt EtBr (Sigma, USA)
segitségével festettiik meg 45 percig, majd ezt kovetéen BIO-RAD Gél dokumentéicids

rendszer hasznélatdval UV fényben (k = 250 nm) dokumentaltuk.

%4&%4"'4&%% -

Denaturacio:

Primerek feltapadasa: F“L‘MM P - ML s
Iy & -

al T T
Elongacio: ~ | SR | r}"“l:,l_ll.'il.ll-_l“_l_l_,lul—u-u- ¥

32. abra A PCR ciklus vazlatos folyamata
(BATORINE KUSZA, 2006)

53



3.7. A filogenetikai elemzésekhez felhasznalt programok
ClustalX

A filogenetikai elemzések elsé 1épéseként a DNS szekvencidkat ClustalX program
segitségével illesztettiik 6ssze (33. dbra). A megfeleld szekvenciaillesztés elengedhetetleniil
fontos a legalkalmasabb torzsfa megtaldldsdnak szempontjabdl. A program elsddlegesen egy
tobbszords szekvenciarendezd feladattal elldtott alkalmazds, mely nagyszamui nukleotid-
illetve fehérjeszekvencidkkal egyarant képes dolgozni. A tobbszords szekvenciaillesztés célja:
tobb szekvencia leginkdbb hasonlé pozicidinak Osszerendezése. Azokra a helyekre, ahol
inzerciét vagy deleciét feltételeztiink, rést (- gap-et) illesztettink be a megfeleld

szekvencidkba (ARI et al., 2012).

40

¥Vi/e
¥V1/4 :
BY308E53 :
47308854
B53-2 -
ME48-2

el [eofeles [eolen Efe BEE (s b
GCAGCEGEICCGEIGTRITCIGICICA

ATATTaaTCTCCTCOCE ATCCCCARALLCAACTICCCATACCATCA GICEICTAL
33. abra A tefl szekvencidk illesztésének részlete a ClustalX program segitségével

Fot6: Gorcsos Gabor

A program tobb szekvencia hasonldsdgat, homoldgidjat azonositja és elemzi, ezaltal
felismerhetdvé valik a szekvencidk kozotti evolicids kapcsolat, eltérés illetve egyezdség. A
program 4ltal megirt fajlkiterjesztések konnyen felismerhetok egyéb torzsfakészitd és elemezd
alkalmazasok szdmdra. A programot THOMPSON és munkatarsai (1997) fejlesztették ki. A
ClustalX egy ingyenesen letolthetd program, amely bérki szamdra hozzaférhetd az aldbbi web

cimen: http://www.uk.plbio.kvl.dk/bioinfo.htm
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Genedoc

Miutén a ClustalX program segitségével a szekvencidk illesztése megtortént, sziikség
volt egy manudlis finomitdsra. A Genedoc program szintén egy tobbszoros szekvenciailleszto
€s szerkesztd program, amely lehetdvé teszi a kézi finomhangolést. Erre azért van sziikség,
mert a felhaszndl6 megfeleld szakismeret birtokdban gyakran tovabb tudja optimalizalni a
programok 4ltal készitett Osszerendezést, és igy megtaldlja a legnagyobb homologiit a

szekvencidk kozott. A programot NICHOLAS munkatdrsai készitették 1997-ben, amely szintén

ingyenesen hozzéiférhetd a kovetkezd web cimen: http://www.uk.plbio.kvl.dk/bioinfo.htm

TreeView

A szekvenciaillesztést kovetden sziikség van a kapott adatok grafikai dbrazoldsara,
mert ezéltal jobban lathatova valnak a kiillonb6zd evolucids kapesolatok a vizsgélt mintdk
kozott. Erre a feladatra tobb program dall rendelkezésre. Vizsgdlataink sordn eldszor a
Treeview nevli programot haszndltuk, amely filogenetikai torzsfdk rajzolasdra és
szerkesztésére egyarant alkalmas. A program a kiilonbozo6 torzsfakészit alkalmazasok adatait
hasznélja. A program a legtobb analizishez hasznalt fajlformatumot kezeli (Nexus és Phylip).
A program alkotéja PAGE (1996). Ez a program is ingyenes, és a kovetkez0 weboldalrél

toltheto le: http://taxonomy.zoology.gla.ac.uk/rod/treeview.html

Paup*

A Paup*4.0 (SWOFFORD, 2000) jelenleg az elsé szdmu torzsfakészitd program. A
program a ClustalX illetve a Genedoc altal készitett adatfajlokbol dolgozik, és tobbféle
filogenetikai elemzés, koztik a vizsgilataim sordn kivalasztott Maximum Parsimony és
Maximum Likelihood analizis elvégzésére is alkalmas. A PAUP* a NEXUS f4jlforméatumot
kezeli mind bemend, mind kimend adatként. A program megrendelhetd és megvasarolhaté a

kovetkez6 honlapon: http://paup.csit.fsu.edu/
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3.8. Maximum Parsimony analizis

A vizsgdlataink sordn kapott szekvencidk elemzéséhez a Maximum Parsimony
analizist hasznaltuk. Az elemzés alapjait Ockham, angol szerzetes és filozofus tette le a 13.
szdzadban. Az ,Ockham borotvdja" néven ismertté valt elv 1ényege, hogy ha egy adott
jelenségre két magyardzat lehetséges, akkor az egyszerlibb magyarazat bekovetkezése a
val6észinibb. A Maximum Parsimony tehdt azt a filogenetikai fat keresi, amely a
rendelkezésre 4ll6 szekvencidk alapjan a lehetd legkevesebb kényszerli valtozast feltételezi.
Osszegezve az elemzés médszertani alapjait: elmondhaté, hogy hasznalatdval olyan torzsfat
fogunk kapni, amely a leszdrmazasi viszonyok pontos értelmezéséhez minimalisra csokkenti
az evolucids eredetli valtozasok 0sszegét (KLUGE €s FARRIS, 1969; FARRIS, 1970; HARTIGAN
1973).

A Maximum Parsimony analizis az 1966-o0s elsd alkalmazdsa 6ta a leggyakrabban
hasznalt megkozelités a filogenetikai torzsfak rajzoldsara annak ellenére, hogy az azéta eltelt
idoszak alatt szdmos mas alapokon mikodé analizis jelent meg, mint példaul a Maximum
Likelihood modell (1981) illetve a Bayesian analizis (1996). Eldszor morfoldgiai karakterek
elemzésére hasznaltdk a modszert, majd késObb aminosav és nukleotid szekvencidk analizisek
alapjait képezte a Maximum Parsimony (HENNIG, 1966; FITCH, 1971). A Maximum
Parsimony mddszer a karakter alapi mddszerek kozé sorolhatd. A karakter alapi mddszerek
lényege, hogy megtartjdk a taxon eredeti szekvencidjat, ezzel rekonstrudlhatova téve az Osi
fajok lehetséges szekvencidjat. A moddszer akkor adja a legmegbizhatébb eredményeket,
amikor az evolucids rata alacsony, vagyis a varhat6 evolicids valtozasok szdma kevés. De ki
kell emelni azt is, hogy a moédszer nem csak olyan adatok elemzésére haszndlhatd, ahol
alacsony az evoludcids valtozdsok szama. A Parsimony elemzés elonyos tulajdonsagai kozt
fontos megemliteni azt, hogy nem igényel specidlis hardveres hatteret. A vizsgalat akadaly
nélkiil lefuttathaté asztali szamitégépeken. Jellemzd, hogy a vizsgédlat rovid ido alatt
lefuttathatd, pontos és megbizhaté eredményeket szolgaltat (JAGER, 2008; IRINYI, 2009; ARI,
2012). A Maximum Parsimony analizis esetében fontos megemliteni tovabba azt is, hogy a
modszer bizonyos korlatok kozott szolgdltat megbizhaté eredményeket. Az egymastdl
tavolabb 1év0 szekvencidk vizsgélata sordn az elemzés kevésbé megbizhat6 eredményeket ad,
tovabbd, ha Iényeges eltérések tapasztalhatéak az egyes eldgazdsok hosszdban, szintén
gyengiil a megbizhatésag mértéke. EbbOl adéddéan nem becsiilhetd az egyes eldgazasok
pontos hossza. Fontos megjegyezni azt is, hogy az elemzés nem teszi lehetové az evolucids

modellek megviélasztasat (HANDY és PENNY, 1989; IRINYI, 2009).
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3.9. Bootstrap

Miutin a rendelkezésre &ll6 szekvencidkbol a Maximum Parsimony analizis
segitségével torzsfat készitettiink, sziikséges volt a kapott eredményeknek a megbizhatésagat
megbecsiilni. A torzsfdk eldgazdsainak megbizhatésagit szdmos mddszerrel becsiilhetjiik
meg, de a legelterjedtebb eljards a Bootstrap elemzés (EFRON, 1979; FELSTEIN, 1985).

A moédszer Iényegében az egyszerli visszatevés, Ujra mintavételezés elvét haszndlja fel.
A PAUP program segitségével elvégezhetd elemz€s sordn a szekvenciarendezést kovetden a
kapott adatokbdl véletlenszerlien kiillonbozd replikdk késziilnek, melyeknek célja uj
adathalmazok (matrixok) létrehozdsa, amelyeknek a kiillonbdzé paraméterei az eredetivel
megegyezdek. A bootstrap gyakorlatilag egy udjra mintdzds a rendelkezésre all6 adatok
cserélgetésével ugy, hogy egy adatot a program tobbszor kivélaszthat. Az ismétlések szdma
minimum 100, de dltalaban 1000. Minél nagyobb szamu ismétléssel torténik a vizsgélat, anndl
nagyobb a kapott eredmény megbizhatésdga (HALL, 1992; IRINYI, 2009).

Az jra mintdzds eredményeként kapott, kevert Osszetételli, mesterséges
szekvencidkbdl udjra torzsfa késziill. A szamitdsok végeztével a kapott eredményeket a
rendszer 0sszegzi, majd ezaltal megbecsiili a mesterséges szekvencidk altal kapott torzsfa és
azok eldgazdsainak a megbizhatosagit. Az eldgazas bootstrap értékét az Osszes masolathoz
viszonyitott gyakorisdga adja. A Bootstrap elemzés egy konszenzus fat eredményez, amely a
valtozok bootstrap tjra mintavételezésével elddllitott alternativ fak Osszevetése alapjan jon
létre, és szdzalékban adja meg, hidnyszor helyezi a fdban azonos helyre a mintdkat. Ha a
bootstrap érték nagyobb, mint 95 %, akkor a kapott fa megbizhat6, mert a masolatok adatai
nagymértékben aldtdmasztjdk az adott elagazast. Ha kevesebb mint 50%, akkor a kapott fa
megbizhatésdga megkérddjelezhetd, mert a masolatok nem erdsitik meg az adott elagazast
(FREEDMAN 1981; ARI, 2012).

A Bootstrap elemzés szamos elonnyel rendelkezik, amelyek miatt a legkedveltebb
ellen6rz6 programnak szamit. Az elemzés kikiiszoboli a valtozok kivélasztasaban eldforduld
szubjektiv elemeket, és ezaltal alkalmas a leginkabb stabil csoportok kivdlasztidsiara. A
Bootstrap alkalmazasdhoz csak az elemzés lefuttatdsahoz sziikséges id6 szabhat korlatokat. A
Maximum Parsimony elemzés a gyorsabb torzsfakészitd alkalmazasokhoz sorolhato, €és
ezdltal a kapott eredmények Bootstrap elemzése is gyorsan lefuttathat. Az elemzés
idoigényét befolydsolja a vizsgdlatba bevont taxonok szdma, valamint a rendelkezésre allo

szamitogép kapacitdsa is (IRINYL, 2009).
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3.10. Mikroszatellit analizis

A mikroszatellit adatok elemzéséhez a Popgene 1.31 (YEH et al., 1999) szoftvert
hasznaltuk fel. A hat vizsgdlt mikroszatellit lokuszt elemeztiikk, és megbecsiiltik a
heterozigozitds mértékét (LEVENE, 1949; NEI, 1973). A program segitségével kiszamitottuk
az allélfrekvenciat, az effektiv allélszdmot és a genetikai diverzitist a teljes populacid
esetében. A megfigyelt allélok tényleges szamat szintén a POPGENE szoftver segitségével
hatdroztuk meg (KIMURA és CROW, 1964).

A vizsgalt mintdkat foldrajzi elhelyezkedés szerint 7 kiilonb6zd csoportba rendeztiik,
€s a program segitségével megvizsgaltuk a polimorf lokuszok szdmat és szdzalékos
megoszlasat, az atlagos allélszdmot lokuszonként, a tényleges lokusz szamot, Nei-féle
géndiverzitast (h) lokuszonként. Elvégeztilk a genetikai kiilonbség becslését a populéacidk
kozott a Nei-féle G-statisztika alapjan, valamint a Nei-féle torzitatlan genetikai azonossag €s a
genetikai tdvolsdg becslését (NEL, 1972; NEI, 1973; NEI, 1987).

A populdciok kozotti  eltérést a hét populacié kozotti  allélfrekvencidk
Osszehasonlitasaval teszteltiik le, és kiszamitottuk a Weir & Cockerham-féle 6 (Fst) értéket
(WEIR és COCKERHAM, 1984) a Multilocus 1.3b program segitségével. A program a 0 értékek
statisztikai elemzését a 0=0 (a populdcidk kozott nincs elkiiloniilés) null hipotézis
tesztelésével végezte a véletlenszerlien kivalasztott izoldtumok adataival tizezerszer
(AGAPOW és BURT, 2001).

A populéciok kozotti géndramlds (Nm) mértékét, vagyis az egy generacié migrins
egyedek szamdt a O értékbol kalkuldltuk ki az N, = 0.5 (1 — 0)/0 képlet segitségével
(MCDERMOTT és MCDONALD, 1993).

A kiilonb6z6 genotipusok (multilocus genotypes - MLG) szdmanak megaddséhoz,
valamint az asszocidciés index a mintaszdmbeli eltéréseket korrigdl6, standardizalt
véltozatanak kiszdmitdsdhoz szintén Popgene 1.31 programot alkalmaztuk. A teljes panmixia
(rp = 0) null hipotézisét a program a véletlenszerlien kivélasztott izoldtumok adataival
tizezerszer tesztelte (AGAPOW és BURT, 2001; GIRAUD et al., 2006).

A populécidk struktirdjat a BAPS 6.16 (Bayesian Analysis of Population Structure)
program segitségével vizsgédltuk meg. A program a Bayesian megkozelitést hasznédlva
hatdrozza meg a populdcidban taldlhaté egyedek legvaldsziniibb csoportositdsat. A program a
mikroszatellit fragment hosszisdg adataibdl hatdrozza meg a populdcidok legvaldsziniibb
(posterior valdszinlis€ég) szamat (k — klaszter szam) illetve megadja az egyedek csoporthoz

tartozasat (CORANDER et al., 2003; TANG et al., 2009).
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4. EREDMENYEK ES AZOK ERTEKELESE

4.1. Vegetativ kompatibilitasi tesztek eredménye

Vizsgdlataink sordn mindosszesen 168 kiillonbozd mintan végeztiik el a vegetativ
kompatibilitasi teszteket. A 6. szdmu tabldzatban az eltérd szarmazdsi helyekrdl gyijtott
mintdk pontos mennyiségét foglaltuk Ossze. Legnagyobb szdmban a Magyarorszagrdl és a
Szlovakiabol szdrmazé mintdkat vontuk be a vizsgdlatba. A vonatkoz6 szakirodalmat
attekintve ebben a két termoOkorzetben lehetett szamitani a legnagyobb diverzitdsra a vegetativ

kompatibilitdsi csoportok kozott.

Szarmazasi hely Régiok szama Termoékorzet szaima | Mintaszam (db)

Bulgéria 1 1 5
Gorogorszag - - 9
Maceddnia 5 5 22
Magyarorszag 5 13 44
Romania 2 13 21
Portugélia - 4 5
Szlovékia 5 9 39
Ukrajna 3 7 21

6. tablazat A vegetativ kompatibilitasi vizsgalatba bevont mintdk szarmazasa

¢és darabszama

A vizsgélatok elsO 1épéseként a sikeresen felszaporitott mintdkat termohelyenként
elkiilonitve pdrositottuk egymdshoz. A mintateriiletek nagy részén jellemzd volt, hogy nem
minden minta volt kompatibilis egymadssal, ezdltal feltételezhetni lehetett, hogy toébb VC
csoport megtaldlhaté az adott teriileten. E tesztek eredményeit Excel tabldzatban foglaltuk
Ossze, ezdltal jol 4ttekinthetdvé vélt, mely mintdk kompatibilisek, illetve inkompatibilisek
egymdssal. A tibldzatok a MELLEKLETEK fejezetben taldlhatok meg.

A fent leirt tesztek segitségével sikeresen redukaltuk a parositdsok szamaét, ezdltal a
kiilonbozd termdOhelyekr6l méar csak minden mdésodik mintat pérositottunk az EU
tesztertorzsekkel. A tesztek értékelése a gomba micéliumok érintkezési teriiletének vizudlis
vizsgalataval tortént. A vegetativ kompatibilis tenyészetek esetében az érintkezd micéliumok
egyontetiiek voltak, nem volt megfigyelhetd micélium elhalds. A vegetativ inkompatibilis
tenyészetek esetében jol kirajzolédo szegély jellemezte az érintkezd hifdkat. A jelenséget a
Powell taptalaj segitségével joval latvanyosabbd sikeriilt tenni, ugyanis a hifaanasztomizacié

okozta pH csokkenésre a taptalaj erds szinelvaltozassal reagalt.
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4.1.1. Magyarorszagi mintak VC tesztjeinek eredménye

Vizsgdlataink sordn Magyarorszdg 13 kiilonboz6 szelidgesztenye termoteriiletérol
Osszesen 44 mintdn végeztiik el a vegetativ kompatibilitdsi vizsgalatokat. Kiilon csoportban
kezeltiik a soproni, a zalai, a baranyai, a Dunakanyar menti, valamint az észak-magyarorszagi
termoOkorzetet. Fontos kiemelni, hogy a palhazi illetve érsekvadkerti szubpopulaciok esetében
el0szor keriilt sor a VC tesztek elvégzésére. Ezekrél a helyekrdl kordbbi szakirodalmak
tekintetében nem ismertek eredmények.

A 7. szamu tablazatban Osszegeztiik az elvégzett vizsgdlatok eredményét. A soproni
termOkorzetben az EU-12 illetve az EU-13 VC csoportokat sikeriilt kimutatni. A zalai
termoOkorzetben az EU-12, az EU-13 illetve az EU-16 VC csoportok mutattak pozitiv
eredményt. A baranyai termdékorzet teljes hasonldésagot mutatott a zalai termOkorzettel a VC
csoportok tekintetében. A Dunakanyarbdl illetve az észak-magyarorszagi palhazi mintdk az

EU-12 tesztertorzzsel mutattak vegetativ kompatibilitast.

, - ZTER TORZSEK SORSZAMA
REGI0 | TERMOKORZET FUTISZTER TORZSEK SORS
1]2[3]4]5]6]|7]8]910]11]12]13[14|15|16]17]18[19]|20]|21|22|23|24|25 26| 27|28[29|30|31
AGRALVA | - |- |- -{-|-|-|-1-]-|-|+]+
SOPRONI Bf\NFALYA""“""'+'
FABERRET |- | -|-|-|-|-[-|-|-|-|-[+]+
SOPRON | - |-|-|-[-[-[-|-1-1-]-|-|+
IALAI DOBROCE |- |- | |- |-[-|-|-|-[-]-]-]+
THAROSBERENY | - + +
KADARKUT i
BARANYAI  |ZENGOVARKONY| - ; +
PECS ol
DUNAKANYAR | RSEKVADKIRT | - i
NAGYMAROS +
ISZAK | PALHAZA B
MAGYAROSZAG|  pALHAZA ;

7. tablazat Magyarorszagi szelidgesztenye termokorzetekbdl szarmazé Cryphonectria

parasitica mintdk vegetativ kompatibilitdsi tesztjeinek eredménye

A Cryphonectria parasitica magyarorszagi szelidgesztenye termoteriileteken
megtaldlhaté szubpopuldciéi nagy diverzitdst mutatnak a vegetativ kompatibilitast illetden.
Az elsé atfogd vizsgélatok eredményét RADOCZ (1997) publikalta. Ezt kovetéen VIDOCZI
(2005), valamint TARCALI (2007) kozolt djabb adatokat. Ezen publikdciok eredményét

Osszevetve az dltalunk kapott eredményekkel az aldbbi megallapitdsok tehetdek.
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A soproni régiéban VIDOCZI 2005-ben publikélt eredményei adnak atfogd képet a
kiilonboz6é megtaldlt VC csoportokrol. Fellelhetd a régioban az EU-1, az EU-6, az EU-9, az
EU-12, az EU-13, az EU-16, az EU-17, az EU-22, az EU-23, az EU-25 valamint az EU-28. A
zalai termOrégidban az EU-1, az EU-2, az EU-3, az EU-5, az EU-6, az EU-12 és az EU-16
tesztertorzsek mutattak kompatibilitdst a helyi mintdkkal. A baranyai régidban szintén
nagyszamu, 9 kiilonb6zé VC csoport keriilt eddig felfedezésre, ezek az aldbbiak: az EU-3, az
EU-4, az EU-6, az EU-9, az EU-11, az EU-12, az EU-13, az EU-15 és az EU-16. A
Dunakanyar régidban Pilismar6t és Nagymaros kornyékén taldlhaté szelidgesztenye
allomanyokban az EU-4, az EU-12, az EU-16, az EU-28 illetve az EU-29 kompatibilit4si
csoportokat irtdk le.

Miutdn a rendelkezésiinkre 4ll6 mintdknak meghatdroztuk a VC csoportjit,
megvizsgéltuk a kiilonboz6 régidk VC csoportok szerinti szerkezetét, ezdltal képet kaptunk
arrdl, mely VC csoportok domindnsak egy adott régiéban. A kapott eredményeket a 34.
szamu abra szemlélteti. Magyarorszadg valamennyi termOkorzetének esetében jellemzd az EU-
12 VC csoport dominancidja. A zalai és baranyai régidban megfigyelheté az EU-16 VC

csoport 10% koriili jelenléte, ami jelentdsnek mondhat6.

34. abra A magyarorszagi termesztési régiok VC csoportjainak szerkezete, szdzalékos

megoszlassal

EU-16
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4.1.2. Szlovakiai mintak VC tesztjeinek eredménye

A szlovdkiai mintagyjtéseink sordn 9 mintateriiletrdl mindosszesen 39 mintét
izolaltunk, majd elvégeztiik rajtuk a vegetativ kompatibilitdsi teszteket. A régiok kialakitdsa
az aldbbiak szerint alakult. Kiilon régiét alkotnak a Pozsony kornyéki mintdk, a nyitrai
mintdk, a kékkdi mintdk, a besztercebanyai régidban taldlhaté Kiskorna (Krnd) temetdjébol
szarmaz6 mintdk, valamint a Kelet- Szlovédkidban, az ukran hatar kozvetlen szomszédsagéban
talalhat6 Petroc (Petrovee) melletti erdébol gyljtott mintdk.

A 8. tdblazatban szemléltetjik az elvégzett vizsgidlatok eredményét. A pozsonyi
termOkorzetben jellemzden az EU-2, az EU-12 illetve az EU-13 VC csoportokat sikeriilt
kimutatni. A nyitrai termoékorzetben szintén az EU-2 és az EU-12 valamint az EU-16 VC
csoportok mutattak pozitiv eredményt. Ez a két régié izoldtumai mutattdk a legtobb
kiilonbozd VC csoportot. A kékkdi termOkorzetben mar csak az EU-12 és az EU-13 VC
csoportok jelenlétét sikeriilt kimutatni. A besztercebdnyai régioban taldlhaté Kiskorna két
mintateriiletérdl szarmaz6 mintdk esetében csak az EU-12 torzs jelenléte volt kimutathatd. A
kelet-szlovakiai régidban taldlhaté Petr6c két mintateriiletérél szarmaz6 mintdk esetében az

EU-12 torzs valamint az EU-13 torzs jelenléte volt kimutathatd.

REGIO | TERMOKORZET EUTESZTER TORZSEK SORSZAMA
1)2(314(5]|6|7(8]|9|10|11{12]13|14|15]|16(17|18(19]|20(21|22(23]|24|25|26(27|28]29(30|31
Modra +
POZSONYI Svity Jur + +
Bratislava + +
NYITRAI | ParowkéHaje | - | - | - [ - [ + + +
KEKKOI | Modrj Kameii +|+
BESZTERCE Krni +
BANYAI Krna +
KELET Petrovce SN N N S N S N I I N B I S
SZLOVAKIA [ Petrowe | - | -|-|-|-|-[-|-]-][-]-]¢%

8. tablazat A szlovdkiai szelidgesztenye termOkorzetekbdl szarmazé Cryphonectria

parasitica mintdk vegetativ kompatibilitasi tesztjeinek eredménye

Szamos publikdcié6 és kutatdsi anyag foglalkozott a szlovdkiai szelidgesztenye
allomanyokban karosité C. parasitica populaciok vegetativ kompatibilitdsaval. JUHASOVA
1983-ban ko6zolt munkdja, JUHASOVA és RADOCZ 1995-ben publikélt kutatdsa, majd
TARCALI (2007) éltal k6zolt djabb adatok, valamint JUHASOVA és munkatarsai ltal 2010-ben
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Osszedllitott publikdcié részletesen bemutatja a Szlovdkidban megtaldlhaté legfobb VC
csoportokat.

A pozsonyi régioban az EU-2, az EU-5, az EU-12, az EU-13, az EU-14, az EU-17,
valamint az EU-25 vegetativ kompatibilitdsi csoportok keriiltek leirdsra a kordbbiakban. A
nyitrai termorégioban az EU-2, az EU-5, az EU-12, az EU-13, az EU-15, az EU-16 és EU-17
tesztertorzsek mutattak kompatibilitast a helyi mintdkkal. A kékkdi régiéra méar nem jellemzd
olyan nagy diverzitds, mint amely tapasztalhaté volt az el6z6 régidkban. Itt az alabbi VC
csoportok keriiltek leirdasra, az EU-2, az EU-8, az EU-12, az EU-13. A besztercebanyai
régioban Kiskorna kornyékén taldlhaté szelidgesztenye dllomanyokban eddig az EU-12
kompatibilitdsi csoportot irtdk le. A kelet-szlovdkiai régiéban eddig az EU-12 csoport
jelenlétét publikaltak.

A tesztek elvégzése utdn megvizsgaltuk a kiilonb6z6 szlovékiai régiok VC csoportok
szerinti megoszlasat, ezdaltal lathatovd véalt a szubpopuldciok varidbilitdsa. A kapott
eredményeket a 35. szamu dbra szemlélteti. Altaldnossdgban elmondhat6, hogy az EU-12 és
az EU-13 csoport domindns a termdteriileteken, de a nyugat-szlovakiai (pozsonyi és nyitrai)
termOkorzetek nagyobb variabilitdst mutatnak, tobb vegetativ kompatibilitdsi csoport is
megtaldlhatd, de Nyitra kornyékén az EU-12, illetve Pozsony kdrnyékén az EU-13 csoport a

dominans.

35. abra A szlovakiai termesztési régiok VC csoportjainak szerkezete, szdzalékos

megoszlassal

EU-5

EU-17
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4.1.3. Ukrajnai (karpataljai) mintak VC tesztjeinek eredménye

A terepi mintavételiink alkalmaval Ukrajnabdl 3 kiilonbozé termdékorzetbdl: Serednje
(Szerednye) melldl, Bobovyshche (Borhalom) telepiilés hatarabdl és Rostov'yatisya mellett
taldlhat6 erdobdl sikeriilt kéregrak mintdkat izolalni. Ezen teriiletekrol szarmazd atfogd
vizsgalatokat és a fertdzottség mértékének megbecsiilését TARCALI 2007-ben kozolt kutatési
anyaga mutatja be, és részletezi. Mar akkor jelentds fertézés pusztitotta a szelidgesztenye
allomanyokat, de az dltalunk elvégzett mintavételek idején (2011. dprilis 23-4n) még

sulyosabba vdlt a helyzet (36. dbra).

36. abra Az ukrajnai Bobovyshche melletti szelidgesztenye kéregrakkal erdsen fertdzott

szelidgesztenye dllomany

A 9. tdblazatban Osszefoglaltuk az ukrajnai mintdkon elvégzett kompatibilitasi tesztek
eredményét. A Serednje mellett taldlhaté 4 mintateriileten sikeriilt kimutatni az EU-12 és az
EU-13 torzs jelenlétét. Ugyszintén megtaldlhaté volt a fent emlitett két VC torzs a
Bobovyshche (Borhalom) telepiilés hatarabdl és a Rostov'yatisya mellett taldlhaté erd6bdl
szarmaz6 mintdkban is. Az el6z6 fejezetekben ismertetett régiokkal ellentétben az ukrajnai
kevés szakirodalom tesz emlitést, ezért itt is TARCALI 2007-ben irt doktori disszertacidja ad
tdmpontot a multtal kapcsolatban. Az daltala elvégzett vegetativ kompatibilitdsi tesztekbe,
minden ukrajnai minta esetében csak az EU-12 tesztertorzs mutatott pozitiv kompatibilitasi

eredményt.
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REGIO VINTA NEVE EUTESZTER TORZSEK SORSZAMA
1234 s 67|89 10|u]rz[13]14]15]16]17[18]19]20|21]22]23|24]25]26]27[28|29]30|31
S1 I N N -
SEREDNJE 83 i e e e .
sa -0l -1 -1
ss |- l-l-1-l-1-l-t-0-1-1-1-1¢
soi-t | -[--[-[-]-[-[-1[-]-]1-1[+
sopi4 | -[-|-[-[-]-[-[-1-1-1-1[+
sos21 | - |- |-[-[-[-[-1-[-1T-1T-[«]-
BOBOVYSHCHE BOB 2-2 R I I I I D I e
pos24 | - |- -[-]-[-[-|-[-[-]-1-]¢%
BOB 3-1 +
BOB 32 5
RO1 +
ROSTOV'YATYTSYA 0 i
o4 |- -[-[-T-0-0-0- 01111+
wos |- -[-[-T-T-T-T-[-1T-1[-1T-1¢

9. tablazat Ukrajnai (kdrpataljai) szelidgesztenye termékorzetekbdl szarmazd Cryphonectria

parasitica mintdk vegetativ kompatibilitdsi tesztjeinek eredménye

A tesztek elvégzése utdn megvizsgaltuk a kiilonb6z6 ukrajnai régiok VC csoportok
szerinti megoszldsit, igy képet kaptunk a szubpopuldcidk varidbilitdsarél. A kapott
eredményeket a 37. szdmu 4bra szemlélteti. A hdrom vizsgalt régidban az EU-12 torzs

dominalt 71-80 %-os jelenléttel, mig az EU-13 minta 20-29 %-os ardnyban volt jelen.

Serednje Rostov'yatytsya

Bobovyshche

37. abra Az ukrajnai (kdrpataljai) termesztési régiok VC csoportjainak szerkezete szazalékos

megoszlassal
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4.1.4. Romaniai mintak VC tesztjeinek eredménye

A Romaénidban végzett terepi vizsgalatokat két kiilon alkalommal végeztik el. A
Nagybédnya (Baia Mare) mellett taldlhat6 szelidgesztenye terméhelyeken,2011. szeptember 7-
én izoldltuk a vizsgalt mintdkat, mig a Dél-Romdnidban taldlhaté Tismana vérosat koriiloleld
erddkbél 2012 szeptember 2-4n gydjtottik be a mintdkat. Osszesen a két régié 13
termOkorzetébdl 21 izolatumot gyljtottiink, majd elvégeztiik rajtuk a vegetativ kompatibilitasi
teszteket. A 10. tablazatban szemléltetjiik az elvégzett vizsgalatok eredményét.

A nagybanyai régiéban a Veresviz, a Felsototfalu és a KObdnya termdkorzetben
domindl az EU-12 vegetativ kompatibilitdsi csoport. A Nagybanya mellett taldlhat6 Tautii-
Magheraus (Miszmogyords) termdkorzetben az EU-12 torzs mellett sikeriilt kimutatnunk az
EU-13 vegetativ kompatibilitdsi csoport jelenlétét is. A vizsgélataink targyat képez6 masik
romdniai termOrégid, Tismana esetében minden begylijtott minta az EU-12-es vegetativ

kompatibilitasi csoporttal mutatott pozitiv eredményt.

REGIO OKORZET EUTESZTER TORZSEK SORSZAMA

Veresviz | - - - - - - - - - - - %

Veresviz | - - - - - - - - - - - %

Tautii-Migheriug| - - - - - - - - - - - - 4

Tautii-Migheriug| - - - - - - - - - - - - %
Tautii-Migheraus | -
Felsétotfalu
Felsétotfalu
Kébéanya
Kébéanya
Kébéanya
Tismana
TISMANAI Tismana

Tismana

NAGYBANYAI

+ + + + + + + + +

t2]3fa]s]e]7]8]o]0]ufn2]13[1a]1s]16]17]18]19]20]21]22]23]24]25] 26] 27] 28] 29] 30] 31

10. tablazat Romaniai szelidgesztenye termékorzetekbdl szarmazo Cryphonectria parasitica

mintdk vegetativ kompatibilitasi tesztjeinek eredménye

A Cryphonectria parasitica romdniai szelidgesztenye termdteriileteken megtalalhat6
szubpopuldciéi nem mutattak nagymértékii diverzitast a vegetativ kompatibilitds tekintetében.
A korokoz6 jelenlétét eldszor 1984-ben FLOREA és POPA irta le. Az elsd atfogd vizsgdlatok
eredményeit TARCALI és RADOCZ, 2006-ban publikdlta. Ezen publikdciok eredményét

Osszevetve az dltalunk kapott eredményekkel az alabbi megallapitasok tehetok.
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A nagybanyai régié szelidgesztenye édllomanyét pusztitdé C. parasitica populdcidk
vegetativ kompatibilitdsidt mar tobb mint 20 éve vizsgaljdk, és nagyon pontos felmérések
vannak réla. Ezekre a felmérésekre alapozva végzik a bioldgiai védekezést hipovirulens
torzsek bevondsdval. A kutatdsok szerint nagy dominancidt mutat az EU-12 kompatibilitasi
csoport, de néhdny mintaban mar megtaldlhaté6 az EU-13-as csoport is. Ez nagy mértékben
neheziti a hipovirulencidra alapozott védekezést. A Gorj megyében taldlhaté Tismana és
kornyékén kialakult szelidgesztenye allomanyt pusztité C. parasitica populdciok vegetativ
kompatibilitdsat az elmult években sikeresen feltérképezték roman kutatok. Itt kizardlag az
EU-12 torzs jelenléte bizonyitott (CHIRA et al. 2013).

Az 38. szamu 4bra a kiillonb6zd romdniai régiok VC csoportok szerinti megoszlasit
mutatja, amely 4ltal ldthatévd vélik a szubpopuldcidk variabilitdsa. Altaldnossdgban
elmondhat6, hogy az EU-12 csoport domindns a termdteriileteken, de a nagybanyai régiéban a

vizsgalat mintdk 7 %-aban az EU-13 vegetativ kompatibilitdsi csoport is megtaldlhat6 volt.

38. abra A romadniai termesztési régiok VC csoportjainak szerkezete szazalékos megoszlassal
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4.1.5. Macedoéniai mintak VC tesztjeinek eredménye

A kutatdsaink sordn nem csak a Karpat-medencébdl gyiijtott mintdkra akartunk
tdmaszkodni, hanem egy komplexebb elemzéshez sziikség volt mas termOrégiokbol szarmazd
mintdk vizsgalatara is. Sikeres kapcsolatfelvétel utan Dr. Kiril Sotirovski professzor tr
segitségével gyljtottiink mintdkat 2011. oktober 4-én és 5-én Maceddnia fontosabb
szelidgesztenye termOrégidiban. A gylijtést a fovarostdl Skopjétél 51 km-re taldlhaté Tetovo
varosa melletti szelidgesztenye dllomanyéval kezdtiik, majd dél felé¢ haladva el6szor Vrutok,
majd Osoj telepiilések mellett végeztiikk el az izoldldst. Ezt kovetden az alban-macedon
hatdron taldlhaté Ohridi-t6 mentén fekvd Volino és Radolistha szelidgesztenye erddiben
folytattuk a mintdk gytijtését.

Az 11. tablazatban a macedéniai mintdk vegetativ kompatibilitdsi tesztjeinek
eredménye lathat6. A vizsgilatbdl egyértelmilen kideriil, hogy minden minta az EU-12
tesztertorzzsel mutatott kompatibilitdst. SOTIROVSKI és munkatdrsai altal 2004-ben kozolt
vizsgalatban nagy mintaszammal végezték el a teszteket. A kiilonb6z6 macedoéniai populdcidk
esetében a legnagyobb mértékben az EU-12 tesztertdrzs mutatott kompatibilitdst (98%),
tovabba kimutattdk az EU-1, az EU-2, az EU-10 valamint az EU-22 vegetativ kompatibilitasi
csoportok minimdlis jelenlétét. Osszefoglalva a sajat vizsgdlataink, valamint a szakirodalom
altal kapott eredményeket elmondhatd, hogy Macedénidban nagyon alacsony diverzitds

jellemzi a kiillonboz6 C. parasitica populaciok vegetativ kompatibilitdsat.

TERMORECIO| MINTA NEVE EUTESZTER TORZSEK SORSZAMA
12]3]4]5]6]7]8]910{11]12]13]14]15]16]17]18]19]20]2122]23[24|25] 26|27 28] 29 30[31
onog —¥®ort (-1 L-[-[-[-F-T-1-1-1- -
VRUI 4 +
oso] 98093 +
080J 6 "
vouNo —YOL2 +
VOLS "
RADOLISTHA — 2 i
RAD7 .
TEIOVO T i
TET 5 .

11. tablazat Macedoéniai szelidgesztenye termOkorzetekbol szarmazé Cryphonectria

parasitica mintdk vegetativ kompatibilitasi tesztjeinek eredménye
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4.1.6. Gorogorszagi mintak VC tesztjeinek eredménye

A dél-eurépai szelidgesztenye termoteriiletek koziil kiemelkednek a Gordgorszag
teriiletén taldlhatok. Eurdpa 6. legnagyobb szelidgesztenye termesztd orszdga, tobb mint 29
nagy kiterjedésii szelidgesztenye termorégié megléte jellemzi. Régéta képezi az itteni
kutatdsok gerincét az egyes vegetativ kompatibilitdsi csoportokban taldlhaté hipovirulens
gombatorzsek felhaszndldsa a biologiai védekezésekben. Szamos szakirodalom és kutatédsi
anyag elérhetd e kutatdsokkal kapcsolatban. Ezért fontosnak tartottuk, hogy gordg mintdk is
szélesitsék a komplexebb elemzéseket. Sikeres kapcsolatfelvétel utdn Dr. Charikleia Perlerou
professzor asszony rendelkezésiinkre bocsdjtott Gordgorszag kiilonb6zd szelidgesztenye
termoteriileteirdl szarmazo C. parasitica izoldtumokat. Ezeket a mintdkat egészitettiik ki a
tanszék torzsgylijteményében megtaldlhaté P5-1, P5-2, ME48-1 és ME 48-2 mintakkal.

A 12. tébldzatban a maceddéniai mintdk vegetativ kompatibilitdsi tesztjeinek
eredménye lathat6. A vizsgilatbol egyértelmilen kideriil, hogy minden minta az EU-12
tesztertorzzsel mutatott kompatibilitist. PERLEROU ¢és DIAMANDIS 2006-ban publikalt
munkdjaban Gorogorszag 17 legfontosabb szelidgesztenye termOrégidjat vizsgalta meg. A
vegetativ kompatibilitasi tesztek 88%-ban az EU-12 torzzsel mutattak pozitiv eredményeket,
de kimutathat6 volt az EU-1, az EU-2, és az EU-10 kompatibilitdsi csoportok jelenléte is.
Osszehasolitva a sajat vizsgdlataink, valamint a szakirodalom 4ltal kapott eredményt,
kijelenthetd, hogy Gorogorszagban, hasonléan Maceddnidhoz, nagyon alacsony diverzitds

jellemzi a kiillonboz6 C. parasitica populaciok vegetativ kompatibilitasat.

- BU TESZTER TORZSEK SORSZAMA
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KAVALA | FRIKAVShY |- - - - - - - - - - - BABBEBBEBEEBEEE
HORTIATSS |FRIHOR 10py| - - - - - - - - - - - o T T T T
THSSALONKI| P51 |- - - - - . . ... o]
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THESSALONIKI|  ME48:2 |- - - - - - - - . . .  BEEEEEEEEEEEE

12. tablazat Gorogorszagi szelidgesztenye termokorzetekbdl szarmazé Cryphonectria

parasitica mintdk vegetativ kompatibilitasi tesztjeinek eredménye
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4.1.7. Bulgariai mintak VC tesztjeinek eredménye

Macedoéniai mintagytijtésiink alkalmaval Dr. Kiril Sotirovski professzor ur
segitségével lehetové valt, hogy Bulgaridban is folytassuk terepi munkédnkat. Az orszag dél-
nyugati szegletében, a gorog-bulgar-macedén harmashatar kozelében taldlhaté Petrich
szelidgesztenye édllomédnyédbdl sikeresen mintdkat gyiijtottiink. A bulgdriai szelidgesztenye
allomanyok kéregrdk fert6zottségérol kevés irodalmi adat 4ll rendelkezésre. Az elsd
észlelések az 1980-as évekre tehetok. Bulgédridban két nagykiterjedésti termorégid taldlhato, a
maér fent emlitett dél-nyugati région kiviil az észak-nyugati régidban taldlhato szelidgesztenye.
Fontosnak tartottuk a bulgdriai mintdk bevondsiat a vizsgalatainkba, mert ellentétben a
gorogorszagi termOrégiok alapos felméréseivel szemben itt joval kisebb figyelem kiséri a
szelidgesztenye dllomanyok kértani dllapotat.

A 13. tabldzatban a Bulgériabdl izolalt mintdk vegetativ kompatibilitasi tesztjeinek
eredményét mutatjuk be. A vizsgdlatbdl egyértelmiien kideriil, hogy mind az 5 minta az EU-
12 tesztertorzzsel mutatott kompatibilitast. RISTESKI €s munkatarsai dltal 2013-ban publikalt
kutatds ad széleskorii képet a bulgariai szelidgesztenye kéregrak populaciok vegetativ
Ebbdl 8 termodrégidban sikeresen kimutattdk a C. parasitica jelenlétét. Az éltaluk elvégzett
vegetativ kompatibilitasi tesztek 80%-ban az EU-12 torzzsel mutattak pozitiv eredményeket,
valamint igazoltdk, bar nagysdgrendekkel kisebb mértékben, az EU-2, és az EU-10
kompatibilitdsi csoportok jelenlétét is. Az altalunk elvégzett vizsgélatok, valamint a
szakirodalom dltal kapott eredmények Osszevetése utdn megallapithatd, hogy a Bulgaridban
megtaldlhaté szelidgesztenye kéregrak populdciok vegetativ kompatibilitdsa esetében is

fenndll a Gorogorszagban és Maceddnidban tapasztalt nagyon alacsony mértékii diverzitas.

S — BU TESZTER TORZSEK SORSZAMA
1{2]3]4a]s]6]7]8]9 10]ur|i2]13]ua]15]16]17]18]19]20]21]22]23| 24]25|26] 27| 28] 29[ 3031
PEIT |- - = - - - - o - 4
PET2 +
PETRICH | PET3 ;
PET4 '
PET§ '

13. tablazat A bulgériai Petrich szelidgesztenye termOkorzetbdl szarmazé Cryphonectria

parasitica mintdk vegetativ kompatibilitdsi tesztjeinek eredménye
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4.1.8. Portugaliai mintak VC tesztjeinek eredménye

A kutatdsunkba bevont Karpat-medencei, valamint a Balkan-félszigetrél szdrmazé
mintdk mellé 6sszehasonlitds céljabol portugdl mintdkat is sikeriilt felhasznédlni. A portugél
mintdkat Dr. Helena Braganca, a Unidade de Silvicultura e Produtos Florestais Instituto
kutat6ja biztositotta szdmunkra. Két minta az Azori-szigetekrdl, egy minta a délnyugat-
portugdliai Alentejo-bdl, egy minta az észak-portugdliai Trds on Montes-bdl, és egy minta
Madeira szigetérdl szarmazik. Kérésiinkre gy valogatta 0ssze a mintdkat, hogy azok minél
jobban reprezentéljdk a portugdliai C. parasitica populdcidkat. Portugélia a vildg egyik
legfontosabb szelidgesztenye termesztd orszdga, nagy gazdasdgi és tarsadalmi jelent6séggel
bir a szektor, évente tobb mint 30.000 tonna szelidgesztenye termés is ezt tdmasztja ald
(GOMES-LARANIJO et al., 2007).

A 14. tablazatban a Portugdliabdl kapott mintdk vegetativ kompatibilitdsi tesztjeinek
eredményét mutatjuk be. A vizsgélatok soran kideriilt, hogy csak két mintandl sikeriilt pozitiv
eredményeket elérni, a tobbi minta esetén a rendelkezésiinkre 4ll6 EU-1 és EU-31 kozotti
tesztsor nem mutatott kompatibilitdst. BRAGANCA €s munkatdrsai altal 2005-ban kozolt
kutatds atfogé képet ad a portugdliai szelidgesztenye kéregrak populaciok vegetativ
11 torzs dominancidja volt tapasztalhatd, majd a 7,1%-a az EU-12 tesztertérzzsel mutatott
kompatibilitast. 6,6%-ban az EU-66 jelenléte volt kimutathatd, valamint detektaltdk az EU-1,
az EU-2, az EU-28, az EU-33, a P-7 és a P-9 csoport jelenlétét. Az altalunk elvégzett
vizsgalatok, valamint a szakirodalom d&ltal kapott eredmények Osszevetése utdn
megallapithatd, hogy Portugdlia szelidgesztenye kéregrdk populdcidinak nagy a diverzitdsa, 9
kiilonbozé VC csoport jelenléte bizonyitott, és ezek struktirdja kiillonbozik a Karpat-

medencében megtaldlhatoktol.

ORGGIOK IMINTA NEVE EUTESZTER TORZSEK SORSZAMA

1]2]3]4]5]6|7]8]9]10]11]12]1314]15]16]1718]19]20(21]22|23]24|25|26|27]28|29]30[31

TERCEIRA CO722 |- - - = = = = oo oo oo oo
(AZORES) CO008 |- - - - = = = - o .o oo oo oo oo oo oo
ALENTEJO Cco006 |- -
TRAS ONMONTES| C0003 |+ -
MADEIRA C0009

14. tablazat Portugaliai szelidgesztenye termékorzetekbdl szarmazo Cryphonectria

parasitica mintdk vegetativ kompatibilitdsi tesztjeinek eredménye
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4.2. A molekularis biologiai vizsgalatok eredménye

4.2.1. A tefl fragmentumok elemzése altal kapott eredmények

A vizsgdlatokban szereplo 95 izolatumbdl Osszesen 63 minta esetében sikeriilt
felszaporitani, majd megszekvenalni a tef] szakaszokat. Ezen izolatumok pontos szarmazasat
a 39. dbra mutatja be. Az dbrdn haszndlt szinkulcsok megegyeznek a torzsfan lathatokkal. A
molekuléris bioldgiai labormunkdk sordn sok esetben tapasztaltunk kevert szekvencidkat, és a
PCR paraméterek tobbszori bedllitdsa és megismételt tenyésztés utdni DNS izolalast kovetden

sem sikertilt értékelhetd szekvencia eredményeket kapni.

GR
gk

39. abra A kiilonboz6 fefl fragmentumok szarmazasi helye, a térképpontok eltér szinei

=

megegyeznek az adattabla illetve a torzsfa szineivel

A vizsgalataink sordn begytijtott, illetve mds laboratoriumokbdl kapott C. parasitica
mintdk ref/ fragmentumainak felszaporitisa és a szekvencidk meghatdrozdsa nem minden
esetében volt sikeres. A tefl szekvencidk esetében a DNS izolécigjat kovetéen a PCR sordn a
primerparokkal egy 350 bp hosszisagu tef] fragmentum szaporodott fel a vizsgalt izolatumok

esetében (40. abra).
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Az 0Osszehasonlité vizsgadlatok sordn szintén nagyon kevés tefl szekvencia Aallt
rendelkezésre az adatbankokban, ezért a végleges torzsfdban mindosszesen két
Osszehasonlitdsra felhaszndlhat6, nem 4ltalunk depondlt szekvencia volt elérhetd

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

TEF1 SZEKVENCIAK

THO0ED we  1000bp
1 Et Jz Ni  MOD1  MODd .
SO0bp - s S00bp
— -
100Bp 100bp
DINE latra DS latra

40. abra A PCR soran felszaporitott tef] szakaszok negativ elektroforetikus képe 1%-o0s

agardz gélben (etidium-bromidos festés)

A szekvendlds eredményének ellendrzését kovetden a szekvenciarendezést végeztiink
el. A szekvencidkat a ClustalX (THOMPSON et. al., 1997) program felhasznéldsdval rendeztiik
0ssze, majd a GeneDoc (NICHOLAS et al., 1997) program segitségével manudlisan

finomitottuk az illesztést, ahol a szembet(ind hibdk miatt ez sziikséges volt.

Ersekvadkert 1. sorszdmd C. parasitica izoldtumdanak tefl szekvencidja (az adatbankban
KC879173 leltarszammal jelolve):
ATATTAATCCCTCCCCATCCCCAAATTCAACTTCCCATACCATCAGCAGCGGCTGCGCTGT
GTTCTGTCTCAGTCGTCTGCCCTGTTTCGCCCAACGCACATTTTGTATTTTTTTGGTGCGGG
GTTCAGCAACGGTTTCGCTCTTATCTCAGATAAACGTGACCACCCCTGTACACCGCCACCT
CAAAACATTCTCCTCCCCCTCCCCCACCACCGCACCCATGCACCTAGATAAGCTCTTGATA
ATAAGTCTGTCGATGCTAACATTACTTTCTTCACAGCTGCTGAGCTCGGTAAGG
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A sikeresen felszaporitott és megszekvenalt izoldtumokat deponédltuk az altalunk is hasznalt

adatbankba (GeneBank). Az adatbank a bekiildott adatok feldolgozadsa utdn azonosité koddal

(accession number) jelolte az izolatumokat. Ezeket az adatokat a 15. tdblazatban rogzitettiik.

GENBANK| GYUJTES ¢ ¢ GYUJTES |GENBANK
> J ORSZAG ORSZAG J }
KOD HELYE HELYE KOD
8792 , Q¢
KC879203 Rostovjatica Ersekvadkert KC879173
KC879204 KC879174
KC851936 i K(C879194
Pécs
KC879161 KC879195
K(879162 KC87917
S Bobovyshche UKRAJNA Kadarkut & 6
KC879163 KC879177
KC879164 K (844290
KC879165 KC879168
K(C879220 i . KC879172
Serednje MAGYARORSZAG
K(879221 Nagymaros KC879175
K(C879210 ) K(C879186
Tismana
KC879211 KC879184
KC879207 KC879185
KC879208 KC879169
K (879209 ROMANIA Débroce KC879170
KC879212 Nagybdnya KC879171
K(C879213 o K(C879218
Zengdvarkony
K(C879178 K(C879219
KC879179 . KC879166
Bratislava
wr0n .
K(C879216 Viutok KC879167
wr0n .
K(C879217 Modra K(C879183
K(C879205 K(C879198
Tetovo .
K(C879201 . MACEDONIA KC879191
Radolishta )
K (879202 Pdrovské Hije | (879192
KC879214 . K(C879193
Volino
KC879215 Modry Kameii | KC879180
KC879187 0s0j K(C879190
Petrich BULGARIA KC879200
GOROGORSZAG ; KC879188
AY308953 KC879189
AY308954 - USA KC879181
K(C879182

15. tablazat A vizsgalatok sordn sikeresen felszaporitott illetve adatbankbodl letoltott ref1
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A tefl fragmentumok Parsimony elemzése soran megrajzolt filogenetikai torzsfa a 41.
abran lathatd. Az elemzés sordn a program 547 karaktert (bazist) vett figyelembe, melybdl
539 karaktert konstansnak taldlt, 6 karaktert pedig nem tekintett informativnak, és csak 2
karaktert becsiilt informativnak. Az informativ karakterek alacsony szdma arra utal, hogy a
kiilonboz6 foldrajzi korzetekbdl szarmazd C. parasitica izolatumok tefl fragmentumai kozotti
kiilonbség alacsony, vagyis nem alkalmas a fajon beliili elkiilonitésére. Az Osszehasonlitas
megbizhatosdganak ellendrzésére bootstrap analizis futtatunk le. A vizsgdlat sordn kapott
magas bootstrap értékek megerdsitették az egyes eldgazdsok helyének a valdszintiségét, ezzel
alatamasztva a felrajzolt filogenetikai tOrzsfa helyességét. Az egyes izolatumok kozotti
tdvolsdgok (bazisok kozotti kiillonbség, elagazasok hossza) nem bizonyultak kelléen eltérOnek
ahhoz, hogy az eredmények alapjan a filogenetikai torzsfat j6l megalapozottnak tekinthessiik.

A felrajzolt torzsfan jol lathatd, hogy az altalunk begytjtott, illetve megszekvenalt
mintdk egy egységet alkottak, nem mutattak értékelheto kiilonbséget. Ez az eredmény varhat6
volt, mivel mar a szekvencidk kézi finomitdsakor szembetiind volt, hogy az egyes mintdk
kozott csak minimadlis, néhdny bazispar eltérés mutatkozott. Ennek ismeretében kijelenthetd,
hogy az altalunk megszekvendlt mintdk zrefl szekvencidi gyakorlatilag megegyezdek. Ezzel
szemben a GeneBank adatbazisbdl feltoltott, (a torzsfan fekete szinnel feltiintetett) az USA-
bol szarmazé mintdk egy kiilonallé csoportba rendezddtek. A szakirodalmi feldolgozas sordn
emlités volt mar arra, hogy a tefl fragmentum altalanosan elterjedt és hasznalt marker fonalas
gombadkndl a populdciégenetikai, illetve a filogenetikai vizsgalatokban.

Kutatdsunk sordn azonban bebizonyosodott, hogy nem alkalmas a C.parasitica fajon
beliil a kiilonb6z6 populaciok elkiilonitésére, mivel nem mutatott értékelhetod kiilonbségeket
az eltéré foldrajzi elhelyezkedésli mintdk kozott. Eredményként kezelhetd az, hogy a
meglehetdsen hidnyos génbanki tefl szekvencia dlloméanyt sikeresen kiegészitettik 63 C.

parasitica szekvenciaval.
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Cryphonectria parasitica (KC879194
Cryphonectria parasitica (KC879195
Cryphonectria parasitica (KC879176
Cryphonectria parasitica (KC879177
Cryphonectria parasitica (KC844290
Cryphonectria parasitica (KC879168
Cryphonectria parasitica (KC879172
Cryphonectria parasitica (KC879175
Cryphonectria parasitica (KC879186
Cryphonectria parasitica (KC879184
Cryphonectria parasitica (KC879185
Cryphonectria parasitica (KC879169
Cryphonectria parasitica (KC879170
Cryphonectria parasitica (KC879171
Cryphonectria parasitica (KC879218
Cryphonectria parasitica (KC879219
Cryphonectria parasitica (KC879173
Cryphonectria parasitica (KC879174
Cryphonectria parasitica (KC851936
Cryphonectria parasitica (KC879161
Cryphonectria parasitica (KC879462
Cryphonectria parasitica (KC879463
Cryphonectria parasitica (KC879464
Cryphonectria parasitica (KC879465
Cryphonectria parasitica (KC879203
Cryphonectria parasitica (KC879204
Cryphonectria parasitica (KC879220
Cryphonectria parasitica (KC879221
Cryphonectria parasitica (KC879212
Cryphonectria parasitica (KC879213
Cryphonectria parasitica (KC879210
Cryphonectria parasitica (KC879211
Cryphonectria parasitica (KC879207
Cryphonectria parasitica (KC879208
Cryphonectria parasitica (KC879209
Cryphonectria parasitica (KC879178
Cryphonectria parasitica (KC879179
Cryphonectria parasitica (KC879166
Cryphonectria parasitica (KC879167
Cryphonectria parasitica (KC879183
Cryphonectria parasitica (KC879198
Cryphonectria parasitica (KC879199
Cryphonectria parasitica (KC879191
Cryphonectria parasitica (KC879192
Cryphonectria parasitica (KC879193
Cryphonectria parasitica (KC879180
Cryphonectria parasitica (KC879205
Cryphonectria parasitica (KC879206
Cryphonectria parasitica (KC879216
Cryphonectria parasitica (KC879217
Cryphonectria parasitica (KC879187
Cryphonectria parasitica (KC879214
Cryphonectria parasitica (KC879215
Cryphonectria parasitica (KC879201
Cryphonectria parasitica (KC879202
Cryphonectria parasitica (KC879196)
Cryphonectria parasitica (KC879197)
Cryphonectria parasitica (KC879200
Cryphonectria parasitica (KC879190
Cryphonectria parasitica (KC879188
Cryphonectria parasitica (KC879189
Cryphonectria parasitica (KC879181
Cryphonectria parasitica (KC879182

, Cryphonectria parasitica (AY308953
' Cryphonectria parasitica (AY308954

0.1 Changes

41. abra Filogenetikai kapcsolatok alakuldsa a fef] szekvencidk Parsimony analizissel torténd
vizsgdlata alapjan (a kiillonboz0 szinek a szdrmazdsi helyeket jelolik, feketével az adatbdzisbol

szarmazo6 mintakat jeloltiik)

76



4.2.2. A ITS fragmentumok elemzése altal kapott eredmények

A vizsgélatainkban felhaszndlt C. parasitica mintdk ITS fragmentumainak
felszaporitdsa a tefl fragmentumokkal tapasztaltakndl ellentétben 1ényegesen hatékonyabb
volt. Ebben az esetben a vizsgalatokban szerepld 95 izolatumbdl 6sszesen 85 minta esetében
sikeriilt felszaporitani, majd megszekvendltatni a ITS szakaszokat.

Ezen izolatumok pontos szdrmazdsat a 42. dbra mutatja be. Az abran hasznalt
szinkulcsok megegyeznek a torzsfan lathatokkal. Az sszehasonlité vizsgélatok sordn szamos
C. parasitica ITS fragmentum é&llt rendelkezésre az adatbankokban, illetve kibOvitve az
Osszehasonlité elemzést, a Cryphonectria és Endothia nemzetség mas fajainak deponalt ITS

szekvenciait is felhasznaltuk (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

o Azores .

4l K
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42. abra A kiilonb6z6 Cryphonectria parasitica ITS fragmentumok szarmazasi helye, a

térképpontok eltérd szinei megegyeznek az adattibla illetve a torzsfa szineivel
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Az ITS szekvencidk esetében a DNS izoldcidjat kovetéen a PCR sordn a
primerpéarokkal egy 600 bp hosszusagu ITS fragmentum szaporodott fel a vizsgalt izolatumok

esetében (43. abra).

ITS SZEEVENCIAK

1000bp g 1000Bp

S00bp c1 i FellT FEL4 OS0J2 PETI FPET3 TET3 TET9 S00bp

100bp 100bp
DNS létra DNS létra

43. abra A PCR soran felszaporitott ITS szakaszok negativ elektroforetikus képe 1%-o0s

agardz gélben (etidium-bromidos festés)

Az izolatumok megszekvendlasat kovetden a szekvenciarendezést végeztiink el. A
szekvencidkat a ClustalX (THOMPSON et. al., 1997) program felhasznaldsdval rendeztiik
0ssze, majd a GeneDoc (NICHOLAS et al., 1997) program segitségével manuédlisan

finomitottuk az illesztést, ahol a szembetlind hibdk miatt ez sziikségessé volt.

Ersekvadkert 1. sorszdmd C. parasitica izoldtumanak ITS szekvencidja (az

adatbankban KC844307 leltarszammal jelolve):
GTGGCCCTCACGGGCGCAACCCCAGATACCCTTTGTGAACTTATAACCATTTTATCGTTGC
CTCGGCGCTGAGCCCGGGGGGGGGTTGGCGAAGGCAGATTTTCTTCCTTCTCCCCTCCCTC
CCCCCCCTCTTCCACCGTGCAAACGGTTGTTGGGGAGCAGGCCCGCCGGCGGCCCACTAA
ACTCTTTGTTTTTATAACCTATCTCTTCTGAGTACATAAACAAAAAAAAATGAATCAAAAC
TTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAAAACGCAGCGAAATGCGATAAGT
AATGTGAATTGCAAAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCTGG
AATTCCAGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCTTGGCTTGGTGTTGG
GGTACTACCCGTAAAACGGTAGGCCCTGAAATTTAGTGGCGGGCTCGCTAAAACTCTGAG
CGTAGTAGTTTTTTTTTCTTCAACCTCCCTTTGGAAGGATTAGCGGTTGCTCTTGCCGTAA
AACCCCCCTTAATAATCTGAAATTTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCG
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A sikeresen felszaporitott és megszekvendlt izoldtumokat depondltuk az altalunk is
haszndlt adatbankba (GeneBank). Az adatbank a bekiildott adatok feldolgozésa utdn azonositd
kéddal jelolte az izolatumokat. Ezeket az adatokat a 16. tdblazatban rogzitettik. Az
adatbankbdl letoltott szekvencidkat a torzsfakészités sordn beépitettiik a vizsgdlatba, ezzel is
kiszélesitve a fajon beliili és fajok kozotti kapcsolatokat. Az adatbankbdl 45 mintat toltottiink
le (17. tablazat). A Cryphonectria nemzetségbdl a Cryphonectria parasitica faj 19 deponalt
szekvencidja volt feltoltve a GeneBank adatbazisba, melyek ITS fragmenthosszisiga 525-638
bazispar kozott valtozott. A kovetkezd orszagokbdl szarmazé izolatumok ITS szekvencidit
toltottiik le (zardjelben az izoldtumok szama): USA (7), Japéan (6), Portugélia (3), Kina (2),
Azerbajdzséan (1). A Cryphonectria nitschkei faj 9 izolatummal vett részt a vizsgalatban 507-
669 bazispar fragmenthosszal. Ebbdl 5 izoldtum Japanbdl szarmazott, mig a fennmaradé 4
izoldtum eredete nem ismert, maga korokozé Japanban és Koredban keriilt leirdsra, ahol
tolgyfakon (Quercus sp.) okoz a Cryphonectria parasitica-hoz hasonl6 rédkos sebeket (LIU et
al., 2007). A Cryphonectria macrospora faj esetében 3 izoldtum keriilt be a vizsgalatainkba, 1
Oroszorszag teriiletérdl, 2 minta Japanbdl, 509-591 bézispar fragment mérettel. A kérokoz6 a
Japanban elterjedt shiifat (Castanopsis cuspidata) parazitdlja, és rédkos sebeket okoz rajta
(MYBURG et al., 2004). A Cryphonectria naterciae faj 7 izolatummal szerepelt a kutatdsban
531-532 bazispar fragmenthosszal, a szarmazdsi hely minden esetben Portugélia volt. Ezt a
fajt 2011-ben BRAGANCA €s munkatdrsai irtdk le mint a Cryphonectria-Endothia fajkomplex
Uj tagjat, mely az eurdpai szelidgesztenyét (Castanea sativa) és a paratolgyet (Quercus suber)
tdimadja meg. A Cryphonectria radicalis esetében 3 izoldtumot vizsgaltunk (1-et
Olaszorszagbol €s 2 mintdt Svajcbdl) 535-544 bazispar fragmenthosszal. A kérokozd a
tolgyfajokon és az eurdpai szelidgesztenyén okoz rdkos sebeket (HOEGGER et al., 2002). Az
Endothiella gryosa faj esetében 1 portugdl izoldtum allt rendelkezésiinkre 535 bazispar
fragmenthosszal mint az eukaliptuszfa (Eucalyptus globulus) fontos kérokozdja (DAVISON és
COATES, 1991). Szintén 1 izoldtumot haszndaltunk fel a Endothia singularis faj esetében, mely
az USA-bOl szarmazik, és 749 bazispar fragmenthosszusdg jellemzi. A korokoz6 a gambel
tolgyon (Quercus gambelii) okoz ag és kéregrakot (STIPES és PHIPPS, 1971). Az Endothia
gyrosa esetében két izoldtumot vettiink goércsé ald, ezek szdrmazdsi helye az USA volt, a
fragmenthossz 450-475 bazispar kozott valtakozott. Ez a kdérokoz6 rakos sebeket okoz az

amerikai mocsartolgy (Quercus palustris) esetében (ROANE et al., 1974).
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GENBANK [ GYUITES [ (bt ORSZAG GYUJTES [ GENBANK
KOD HELYE HELYE KOD
K(C844345 KC844316

Rostovjatica
KC844346 KC844317
KC844294 KC844310
Sopron
K(C844295 KC844311
UKRAJNA
KC844296 KC844341
Bobovyshche
KC844297 KC844342
KC844298 . K(C844291
Agfalva
KC844299 K(C844292
K(C844354 , KC844307
Tismana Ersekvadkert
K(C844355 KC844308
K(C844351 KC844330
Pilhdza
KC844352 KC844331
KC844353 MAGYARORSZAG P& KC844335
p écs
KC844356 ROMANIA KC844336
KC844357 Nagybanya KC800708
KC844312 KC844302
KC844313 KC844306
KC844318 KC844309
Nagymaros
KC844319 KC844314
KC844300 KC844315
Bratislava
KC844301 KC851950
KC844324 KC851951
Modra
KC844325 KC844303
KC844339 Dobroce KC844304
Petrovce
KC844340 KC844305
KC844347 K(C844358
Svity Jur . Vrutok
KC844348 SZLOVAKIA KC844359
KC844332 K(C844349
Tetovo
KC844333 Parovské Hije K(C844350
KC844334 , K(C844343
MACEDONIA Radolishta
KC844320 KC844344
KC844321 KC844326
Modry Kamein Volino
KC844322 K(C844327
KC844323 K(C844328
Osoj
< K(C844329
Petrich BULGARIA
KC851943
KC851941 KC851945
Terceira
KC851939 KC851944
KC851940 Madeira KC844293
KC851937 Trds os Montes . GOROGORSZAG - KC851942
PORTUGALIA
KC851938 Alentejo KC851946
KC851947
KC851948
KC851949

16. tablazat A vizsgdlatok sordn sikeresen felszaporitott ITS szekvencidk szarmazasi adatai

€s a feltoltés utan kapott azonosito kodjai
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GENBANK KOD

FAJ

FRAMGENT HOSSZ (BP)

SZARMAZASI

ORSZAG
AF292042 Cryphonectria parasitica 529 USA
AF368329 Cryphonectria parasitica 529 USA
AF452121 Cryphonectria parasitica 529 USA
AF452123 Cryphonectria parasitica 529 USA
AY 141855 Cryphonectria parasitica 583 USA
AY 141859 Cryphonectria parasitica 576 Japan
AY141873 Cryphonectria parasitica 580 USA
AY697927 Cryphonectria parasitica 529 Japan
AY697928 Cryphonectria parasitica 529 Japan
AY697930 Cryphonectria parasitica 529 Japin
DQ368749 Cryphonectria parasitica 530 Portugidlia
DQ368750 Cryphonectria parasitica 530 Portugdlia
EF545115 Cryphonectria parasitica 628 Azerbajdzsidn
EU442645 Cryphonectria parasitica 525 Portugdlia
AY 141863 Cryphonectria parasitica 562 Kina
AY141862 Cryphonectria parasitica 558 Kina
AY 141857 Cryphonectria parasitica 580 Japan
AY141858 Cryphonectria parasitica 579 Japan
AY141856 Cryphonectria parasitica 574 USA
AY697940 Cryphonectria nitschkei 531 Japin
GQ290653 Cryphonectria nitschkei 669 n.a
GQ290655 Cryphonectria nitschkei 667 n.a
GQ290654 Cryphonectria nitschkei 667 n.a
EU331074 Cryphonectria nitschkei 603 n.a
AY697937 Cryphonectria nitschkei 532 Japan
AY697934 Cryphonectria nitschkei 532 Japan
AY697933 Cryphonectria nitschkei 533 Japan
AF452118 Cryphonectria nitschkei 507 Japan
EU199182 Cryphonectria macrospora 591 Oroszorszig
AF368331 Cryphonectria macrospora 509 Japan
AY697942 Cryphonectria macrospora 509 Japin
EU442649 Cryphonectria naterciae 531 Portugdlia
EU442650 Cryphonectria naterciae 532 Portugdlia
EU442651 Cryphonectria naterciae 531 Portugdlia
EU442652 Cryphonectria naterciae 531 Portugdlia
EU442653 Cryphonectria naterciae 531 Portugdlia
EU442654 Cryphonectria naterciae 531 Portugdlia
EU442655 Cryphonectria naterciae 531 Portugdlia
AF368327 Cryphonectria radicalis 535 Olaszorszdg
AF548744 Cryphonectria radicalis 544 Svéjc
AF548745 Cryphonectria radicalis 544 Svéjc
AF452113 Cryphonectria radicalis 543 Olaszorszdg
AF452117 Endothiella gyrosa 535 Portugdlia
AF368323 Endothia singularis 749 USA
AF368326 Endothia gyrosa 475 USA
AF046905 Endothia gyrosa 450 USA

17. tablazat Az ITS vizsgalatokba bevont adatbankbdl szarmazé izolatumok fobb adatai és

deponadlasi kodjai (accession number)
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Az ITS fragmentumok Parsimony elemzése alapjan megrajzolt filogenetikai torzsfa a
44. abran lathat6. Az elemz€s sordn a program 547 karaktert (bdzist) vett figyelembe, melybol
299 karaktert konstansnak, 76 karaktert nem-informativnak tekintett, és Osszesen 172
karaktert becsiilt informativnak. Az informativ karakterek magas szdma, ellentétben a tef]
fragmentumokndl tapasztaltakkal, arra utal, hogy az ITS fragmentumok megbizhatdsiga
lényegesen jobb a Kkiilonboz6 foldrajzi korzetekbdl szarmazd C. parasitica izolatumok
elkiilonitésére. Az eredményekbdl rajzolt torzsfan jol elkiilonithetd csoportok rajzolédtak ki.
A csoportok kialakuldsa jellemzden a kiilonb6z6 fajok elkiiloniilése mentén alakult ki. A C.
parasitica izolatumok, fiiggetleniil att6l, hogy azok sajat gytijtésbol vagy az adatbankbdl
szarmaztak, kiillon csoportokat alkottak, €s elkiiloniiltek a kozeli rokon Cryphonectria,
Endothia és Endothiella fajoktdl. Ez az eredmény azt bizonyitja, hogy a vélasztott ITS
fragment jol alkalmazhaté6 a Cryphonectria és Endothia nemzetség kiilonb6zo fajainak
szétvélasztasdra. Ezzel szemben a fajon beliili szubpopuldciok szétvélasztdsa mar nem tlinik
ennyire egyértelmiinek. Bar 1ényegesen komplexebb képet kapunk a kiilonb6z6 foldrajzi
helyekrdl szarmazé C. parasitica izolatumok elhelyezkedését illetden a torzsfan, mint tef]
fragmentek esetében, mégsem alakulnak ki egyértelmii csoportok, ahol csak egy-egy foldrajzi
helyrél szdrmazé izolatumok szerepelnének. J6 példa erre a Magyarorszagrol szarmazoé
mintdk elhelyezkedése a fan. A zold szinnel jelolt izoldtumok 5 kiilonbdzd csoportba
rendezdédtek be csoportokat alkotva szinte valamennyi vizsgélatban szerepld, kiillonbozd
foldrajzi helyekrdl szarmazé mintdkkal. Fontosnak tartom kiemelni a portugdl mintédkat,
amelyek sotétkék szinnel vannak jelolve a torzsfan. E mintdk esetében tapasztalhat6 az, hogy
egy 0ndllo csoportba rendezddtek, €s ez tovabb erdsiti azt, hogy kiilonallé csoportot képeznek
a vizsgalt populdcidkon beliil, alitdmasztva a mikroszatellit eredményeket. A Gorégorszagbol
szarmaz6 mintdk esetében vartunk még eldzetesen markéns elkiiloniilést, de ezzel szemben
tobb csoportba keriilt besoroldsra a rendelkezésiinkre all6 9 minta. Itt érdemes kiemelni azt,
hogy Nagymaros €s Pédlhdza teriiletén Gorogorszagbol szarmazd hipovirulens torzsekkel
torténtek kezelések az elmult években, és abban a csoportban, ahol ezek a magyar izolatumok
szerepeltek ott voltak gorog eredetli mintdk is. A gorogorszdgi izoldtumokhoz hasonld
genetikai tulajdonsiaggal rendelkezd egyedek jelenléte alapjan feltételezhetd, hogy ezek a
populécidba kiviilrdl érkeztek, €s a korokozé populdciéban fennmaradtak. Az ITS fragment
alkalmazdsa kiilonboz6 fajon beliili szubpopuldciok szétvélasztisra az éltalunk produkélt
eredmények alapjan a C. parasitica faj esetében nem tlinik alkalmasnak, de 0sszevetve a fef

fragment esetében kapott eredményekkel, Iényegesen jobb.
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44. abra Filogenetikai kapcsolatok alakulasa az ITS szekvencidk Parsimony analizissel
torténd vizsgdlata alapjan (a kiillonbzd szinek a szadrmazési helyeket jelolik, feketével az
adatbazisbol szdrmaz6 mintédkat jeloltiik). A vonalakra irt szamok az eldgazdsok
valoszinliségét jelolik
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4.2.3. A mikroszatellit vizsgalatokba bevont mintak csoportositasa

A kutatdsunkba bevont mintdk koziill Osszesen 95 minta esetében sikeriilt
felszaporitani az eldre kivédlasztott 6 mikroszatellit fragmentumot. A mikroszatellitekkel
elvégzett populdcidgenetikai vizsgdlatok sordn a minél pontosabb eredmények elérésére
torekedtiink, valamint a kiilonb6z0 foldrajzi helyekrdl szdrmazé populdcidk minél
részletesebb jellemzésének érdekében a teljes populdciét a foldrajzi elhelyezkedésiik alapjan
tovabbi csoportokra osztottuk fel. A végleges mintdkat a vizsgélati eredmények kiértékelése

eldtt 7 kiillonbozd csoportba kiilonitettiik el a 45. dbra szerint.

45. abra A kutatasba bevont Cryphonectria parasitica mintak foldrajzi szarmazasuk szerinti

csoportokba rendezése

Az 1- 4. csoportba a Kédrpat- medencébdl (magyar, szlovak, ukrdn és romédn) szdrmaz6 mintdk
keriiltek, az 5. csoportba a Maceddénidabdl és Bulgéaridbol gyhjtott mintdkat helyeztiik, a 6.
csoportba a gorog mintdk, illetve a 7. csoportba a portugdl mintdk keriiltek. A csoportok

kialakitdsakor igyekeztiink a mintaszamokat kozel azonos méreten tartani.
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4.2.4. A mikroszatellit eredmények altal becsiilt genetikai diverzitas

A vizsgalatok sordn felhaszndlt hat kiillonb6zé mikroszatellit fragment nagysaganak

kiilonbozdsége alapjan a 95 vizsgélt izoldtum 71 kiilonbozd genotipusba kiiloniilt el (18.

tdblazat). Az allélszamok nagysagdbol megbecsiilhetd a genetikai diverzitds. Az allélszdm

alakuladsa fligg a vizsgalt csoportok mintaszamatol, nagyobb mintaszam esetében nagyobb

allélszamok a jellemzok. Az allélszam (n,) az 1-5. csoport tekintetében 2,66-4,00 kozott

valtozott, mig a 6. €s 7. csoportok esetében ez az érték 1,50-2,00 kozott alakult.

Populdcié6® n° n,’ e’ h® MLG'  Max. MLG® Genotipus "
diverzitas
1. 28 (Tjgg) ((2)222) (822(2)) 23 3 0,984  0,073**
2. 16 (?:Z; (%:Z(S)) (8:32) 13 2 0,975 0,134%**
3. 14 (8322) ((2)22420 8’1691) 8 3 0,923 0,130%*
4. 11 ((3;:(6)2) (ézgg) (8:(5)% 9 2 0,963 0,085%*
S. 12 (éjg?) ((2):22) (8:411471) 9 2 0,954 0,067
69 ooy olo 020 7 2 0944 0
7. 5 ((1)322) ((1)222) (8:;;) 4 2 0,900 0
Osszes 95 (?:Z;) (gﬁg) (8:?;) 71 2 0,999  0,038**

18. tablazat A kiilonboz6é Cryphonectria parasitica populaciok genetikai diverzitasa

A zér6jelben a szordsok értéke lathatd

* A 45. bra szerint

®n: mintaszdm
“n,: allélszdm

dne: effektiv allélszam
© h: Nei-féle genetikai diverzitds (Nei, 1973)
"MLG: az eltéré genotipusok szdma

£Max, MLG: a legtobbszor eléfordul6 eltérd genotipusok szama

h rp: a klonok nélkiili adatokbdl szamitott standardizalt asszocidcids index

**p<0,01
* p<0,1
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Az effektiv allélszam az alléleloszlds egyenletességét mutatja meg. Minél alacsonyabb
az érték, anndl egyenletesebb az aléllok eloszlasa. A tiznél tobb egyedbdl allo vizsgalt
csoportokban (1-5. populécidk) hasonl6 volt az effektiv allélszam (ne: 2,00 — 2,92).

A populdcién beliili genetikai diverzitds is eltér0 mértékben alakult a vizsgélt
csoportok kozott. Minél alacsonyabb a genetikai diverzitds mértéke a populdcidkon beliil,
anndl egységesebb a populacié. Az 1-5. csoport esetében igen magas értékeket kaptunk (0,44-
0,61). A kutatdsaink sordn elvégzett VC tesztek eredményei alapjan, melyeket majd a késébbi
fejezetekben ismertetek, jol lathaté lesz, hogy a Karpat-medencei mintdk nagy heterogenitast
mutatnak, és ezt alitdmasztja a genetikai diverzitds magas értéke is. Ezzel szemben a gorog és
portugdl mintdkat tartalmazé 6-7. csoportok esetében a Nei-féle genetikai diverzitds értéke
0,17 és 0,29 volt (18. tdbldzat). A portugdl és gorog mintdk esetében az alacsony genetikai
diverzitds a populaciok zart jellegével magyarazhat6 (pl. Azori szigetek, Madeira ).

A rendelkezésiinkre 4ll6 populacidk esetében megvizsgdltuk a genotipus diverzitds
mértékét is. Magas genotipus diverzitds érték esetében nagy a véltozatossdg a populdciok
kozott. A vizsgélatokba bevont populdciok esetében a genotipus diverzitds magas volt,
(0,900-0,984) kozott valtozott a populdcidk mintaszamatol fiiggetleniil. Az Osszes egyedre
szamolt genotipus diverzitds értéke (szintén) igen magas lett (0,999). Ezek az eredmények
szintén megerdsitik a populdciok nagy véltozékonysigat.

Kiilonbozé, egymaéassal nem kapcsolt szekvencidk (lokuszok) vizsgalatdval
meghatdrozhaté egy populdcion beliil az asszocidcids index (I5). Az asszocidcios index teszt a
populécién beliili genetikai kiillonbségek mérésére hasznalhat6 (BROWN et al., 1980), hiszen
megmutatja, milyen mértékii rekombinécid figyelhetd meg a kiilonb6zd lokuszok kozott. Az
Osszes vizsgélt egyedre szamitott, klonok nélkiili (csak kiilonb6zd genotipusi egyedek)
adatokbdl szamolt standardizalt asszocidciés index (rp) szignifikdnsan kiilonbozott a nullatol
(rp = 0,038, p < 0,01), ami azt jelzi, hogy a vizsgélt populacidk nagymértékben kiilonboztek
egymastol.

A legnagyobb értéket a 2. populédcid esetében kaptuk (rp = 0,134, p < 0,01). Ebben a
populdcioban vegyesen megtaldlhatok szlovékiai és észak-magyarorszagi mintdk is. Az 1- 4.
populéciok esetében a nullatdl szignifikdnsan kiillonbozé asszocidcids index értékek (rp: 0,073
- 0,134, p<0,1) a populdcidkon beliili tovabbi csoportok elkiiloniilését valdszinlisitette. A
portugdl és gordg mintdkat tartalmazé 6. illetve 7. csoportok esetében az index értéke nulla
volt. E mintdkndl feltételezhetd a legkisebb genetikai kiilonbség a vizsgédlat alapjan (18.

tablazat).
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4.2.5. Az F-statisztika alapjan kapott eredmények értékelése

A populaciok allélfrekvencidinak Osszehasonlitdsa alapjan, F-statisztika segitségével
kiszamitottuk a Weir & Cockerham’s féle fixacios index (0) értékeket. Az F-statisztika az
egymdasbdl levezethetd indexek segitségével adja meg a populédcidk genetikai variancigjat.
Egy adott gén a benne megtaldlhatdé allélokhoz viszonyitott ardnydt nevezik
allélfrekvencidnak. A fixacids index segitségével meghatarozhatd, hogy egy adott populacio
tagjai kozott atlagosan milyen mértékii a genetikai differencidlédas. Ertéke meghatdrozhaté a
populdcidrendszer szintjén tapasztalhatd heterozigéta-hiany, illetve az egyes populaciok

génfrekvencidjdban mutatkoz6 szérds segitségével is.

b 1. 2. 3. 4, 5. 6. 7.

N, populacié | populdcié | populdcié | populdcié | populdcié | populdcié | populdcié
1. populici6 0,24 0,124** RN 0 0,28 0,38
2. populicié | 0,156 0,167+ [Kls 0,40 0,238 0,34
3. populicié | 0,353 | 0,249 0,130 [0S 0,18 0,350
4 populicié | 0,191 | 0,140 | 0,334 0,067 %A 0,444
5.populicic | 0,120 | 0,074 | 0,140 | 0,696 0,336 0,56
6.populicic | 0,127 | 0,160 | 0,220 | 0,191 | 0,090 0,619
7. populdcic | 0,028 | 0,096 | 0,092 | 0,062 | 0,039 | 0,030

19. tablazat A Cryphonectria parasitica hét populacidja kozotti elkiiloniilés. A Weir &
Cockerham-féle fixacids index értékei (0) a vonal folott, a génaramlas (N, = 0,5 (1 — 0)/0)
értékei a vonal alatt taldlhatok. A vildgossziirke a populaciok kozotti mérsékelt (6: 0,05-0,15),
a sotétsziirke a nagymértéki (0: 0,15-0,25), a fekete a nagyon nagy (0: > 0,25) kiilonbséget

jeloli.

#%p<0,01
# p<0,1
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A fix4cids index értéke 0-1 kozott lehet, ahol a 0 érték esetében nincs kiilonbség a
populécidk kozott mig, az 1 kozeli érték esetében nagyon nagy kiillonbség feltételezhetd. A
fent emlitett intervallum alapjan az altalunk vizsgdlt populdciok kozott 12 esetben nagyon
nagy (0:> 0,25) kiilonbség volt tapasztalhat6. Jellemzéen a 7. populacié, azaz a portugdl
mintdk minden Osszehasonlitdsban nagy kiilonbséget mutattak. Tovdbbi 5 esetben
nagymértéki (0: 0,15-0,25) kiilonbség volt megfigyelhetd. Itt fontos kiemelni, hogy a 6.
populécio, tehat a gorog mintdk mutattdk ezeket az eltéréseket. A maradék 4 esetben pedig
mérsékelt (0: 0,05-0,15) elkiiloniilés volt megfigyelheté (19. tablazat). A nagyobb
egyedszdmbol 4all6 1-5. populdciok esetében ez az eltérés gyakran szignifikdnsnak
mutatkozott.

A 19. tabldzatban l4that6 eredmények madsodik részében a Nei-féle géndramlas
mértéke taldlhat6. A génaramlds a kiillonb6zd populdcidoban bekodvetkezd valtozasok, mint
példaul a migricié hatdsdra bekovetkezd genetikai véltozds a populdcidban. A fellépd
géndramlds hatdsa rendszerint abban mutatkozik meg, hogy a populécidk genetikai 0sszetétele
egyre hasonlébba vilik egymdéshoz, és ezzel parhuzamosan a differencidléddas mértéke
csokken. Ebbdol addédéan a géndramlds esetleges elmaraddsa viszont a genetikai
differencialodds mértékének novekedését vonja maga utdn. A géndramlds (N,,) értéke O-1
kozott lehet, ahol a 0 érték esetében nincs géndramlds a populdcidk kozott, tehat a genetikai
differencidltsag magas, mig az 1 kozeli érték esetében a génaramlds mértéke nagy, és ezzel
egyidOben a genetikai differencidltsag alacsony.

A géndramldas mértékét kiszdmitva a kiilonboz6 Altalunk vizsgélt populdcidra
vonatkoztatva az alabbi megéllapitasok tehetok. Mint méar a Weir & Cockerham-féle fixacids
index (0) esetében, itt is kiilon ki kell emelni a 7. populéciét, a portugdl mintdk esetében egy
nagysagrenddel alacsonyabb a géndramlds értéke, (Ny: 0,028-0,096) kozott alakult. Ilyen
alacsony mértékii géndramlasndl rendszerint a genetikai differencidltsig nagyon magas, a
tobbi vizsgélt populdcidhoz képest nagy a genetikai kiillonbség. A hét vizsgélt populécié koziil
az 1. és a 2. populécid esetében volt a legmagasabb a géndramlds mértéke, itt (Ny,: 0,156-
0,353) kozott alakult. Ezek az értékek arra engednek kovetkeztetni, hogy a jelzett populdacidk
esetében a genetikai differencidltsag alacsony, a tobbi vizsgdlt populdcidhoz képest a

genetikai kiillonbség alacsony.
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4.2.6. Nei-féle genetikai azonossag és genetikai tavolsag

A begyljtott kiillonbozé szubpopuldciok genetikai mintdzatdnak Osszehasonlitdsara
meghatdroztuk a Nei-féle genetikai azonossdg (1) illetve a genetikai tdvolsdg (D) értékeit. A
kalkuldlt értékeket a 20. tablazatban 0sszegeztiik. A genetikai azonossdg lényegében annak az
atlagos valdészintiségét fejezi ki, hogy a két populédcidban véletlenszertien kivalasztott allél
azonos lesz-e. A genetikai azonossag (I) értékszama egy 16kuszra vonatkoztatva n allél esetén
két populacio kozott:

_EZ(xi —yi)

Xy_
/inZ-Zin

ahol x; és y; az i-edik allél gyakorisdga a vizsgalt X és Y populdciéban.

I

Minél kozelebb van I értéke a 0-hoz, anndl kevesebb kozos allélt tartalmaz a két populécio.
Ha I =1, akkor az allélek gyakorisdga a vizsgalt 16kuszra vonatkozéan azonos, ha I = 0, akkor
az adott 16kuszon az allél gyakorisdgok teljesen eltérok a két populdcidban.

A vizsgélt populdciok kozotti genetikai tdvolsidgot (D) az egyes populdcidkban
tapasztalt allélgyakorisdgi értékek apjan kell kiszamitani. E mutatészam esetében kiilonbséget
kell tenni a standard genetikai tdvolsdg (Ds) illetve a minimum genetikai tdvolsadg (Dwm)
kozott. A standard genetikai tdvolsdg szadmitdsa sordn feltételezziik, hogy minden allél
esetében a génsodrédds €s a mutidcié egyensilyban van. A minimum genetikai tdvolsag
mérése esetében feltételezziik, hogy a genetikai kiilonbségeket a génsodrédds és a muticid
egyiittesen okozza.

A szamolds elsd 1épésében a Nei-féle genetikai hasonlésagot kapjuk meg, amelybdl

egy egyszerl 0sszefiiggés segitségével hatarozhatjuk meg a genetikai tavolsagot:

Lu

(zzxﬁ )( Y X Y2 )
lu lu

D=-1n
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Ha D = 0, akkor az allélgyakorisdgok azonosak. Ha a D értéke minél jobban

megkozeliti a maximdlis értéket, az 1-et, az allélgyakorisig anndl jobban eltér a két

populédcidoban. Minél nagyobb a populdcidk kozotti tdvolsdg, anndl kevésbé hatékony a

génaramlas.
I
1. 2. 3. 4. 5. 6. 7.

D populdcié | populdcié | populdcié | populdcié | populacié | populdcié | populdcié
1. populdcié 0,598 0,742 0,606 0,519 0,626 0,442
2. populécié 0,513 0,655 0,490 0,281 0,711 0,566
3. populéci6 0,297 0,422 0,650 0,476 0,724 0,414
4. populdcié 0,500 0,713 0,430 0,831 0,716 0,274
5. populédcié 0,655 1,267 0,740 0,184 0,606 0,151
6. populdcié 0,467 0,340 0,322 0,333 0,500 0,716
7. populdcié 0,814 0,568 0,880 1,293 1,886 1,099

20. tablazat A mikroszatellit adatokbdl szamitott Nei-féle genetikai azonossag (I -vonal

folott) és genetikai tavolsdg (D -vonal alatt). A sziirkével kiemelt értékek esetén a genetikai

hasonldsdg nagy (> 0,5) volt. A Nei-féle (1972) genetikai azonossag a gének standard

azonossaga két populacié kozott, az értéke 0 (a két 6sszehasonlitott populacié kiillonbozik) és

1 (a két Osszehasonlitott populacié azonos) kozott véltozik.

A kapott eredményekbdl megéllapithaté hogy a populdcidk egymdshoz viszonyitott

genetikai azonossidga a 7. populdcié esetében volt a legalacsonyabb, tehiat ez a populécio

hatarozottan elkiiloniilt a tobbitol. Az 1. és 2. valamint a 3. populdcié esetében a Nei-féle

genetikai azonossdg magas értékeket mutatott, ezért e populdcidk esetében feltételezhetd a

részleges genetikai azonossag.

A 20. szamu tablazatban Osszefoglalt adatokbdl megallapithatd, hogy a populdciok

egyméshoz viszonyitott genetikai tdvolsidga a 6. illetve 7. populdcié esetében volt a

legnagyobb, tehdt ez a két populdcié hatdrozottan elkiiloniilt a tobbitdl. Ezt az allitast

tdmasztjak ald a genetikai azonossignal tapasztaltak is. Az 1. 2. 3. 4. illetve az 5. populécid

esetében a Nei-féle genetikai tdvolsdg alacsony értéket mutatott, ezért e populacidk esetében

az allélgyakorisagok azonosnak mondhatok.
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A mikroszatellit eredményekbdl kalkuldlt Nei-féle genetikai tdvolsdg alapjan az
UPGMA mddszer segitségével torzsfat készitettiink, hogy azon keresztiil szemléltessiik a
kiilonbozé populaciok egymashoz viszonyitott tdvolsagat. Az UPGMA mddszer, vagy mas
néven csoportiatlag mddszer a két klaszter tdvolsdgat a pontok paronkénti tdvolsdgaival
atlagolja. Az éatlag silyozatlan, tehdt a pontokat egyenld ardnyban vessziik figyelembe
(RILEY, 2004).

A megrajzolt torzsfa nem mutat egyértelmii 6sszefiiggést a mintdk begytjtési helyének
foldrajzi elhelyezkedése, és a kozottiik 1évo genetikai tdvolsdg kozott (46. dbra). A kutatdsi
téméank gerincét képezd, a Karpat-medencébdl szdrmazé mintdk tobb csoportba (clade)
kiiloniiltek el. Ennek val6szinli oka, hogy Magyarorszdgon tobb VCG csoport is eléfordul,
melyek kiilonb6z6 eredetiiek, ezekre a VC eredmények kapcsdan majd kiilon kitérek. Ezzel
szemben jOl megfigyelhetd volt a 7. populécié (az abran pop7 elnevezéssel jelolt), a portugdl

mintdk éles elkiiloniilése a tobbi foldrajzi csoporttol.

pop7

pop1

pop3

pop2

pop6

pop4

pop5

46. abra A mikroszatellit eredményekb6l UPGMA mddszer szerint a POPGENE program
altal rajzolt torzsfa a Nei-féle genetikai tavolsag alapjan. A vonalak hossza ardnyos a
csoportok kozotti genetikai tdvolsdggal A pop 1- pop 7 a 1. — 7. populacidkat jeldli.
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4.2.7. BAPS analizis

A BAPS program a Bayesian megkozelitést haszndlva hatdrozza meg a populdcidéban
taldlhaté egyedek legvaldsziniibb csoportositdsat. A program a molekuldris markerek (pl.
DNS szekvencidk, mikroszatellit fragment hosszisag) adataibol hatdrozza meg a populaciok
legval6szinlibb (posterior valdsziniiség) szamat (k — klaszter szdm), illetve megadja az
egyedek csoporthoz tartozdsat. A megkozelités feltételezi, hogy a célpopulacié potencidlisan
genetikailag strukturdlt gy, hogy meghatarozott koriilmények korldtozzdk kozottik a
géndramlést.

A BAPS analizis a 29 kiilonb6z6 helyrdl begytijtott mintat dsszesen 16 kiilonb6zo
csoportba kiilonitette el (47. dbra). A 16 csoport elkiiloniilésének valdsziniisége igen magas
(0,9131) volt. Egyes tdvolabbi foldrajzi helyekrdl szdrmazé csoportok (pl. Portugdlia,
Gorogorszag) egyértelmiien elkiiloniiltek.

A 48. szamu 4bra segitségével a foldrajzi szdrmazds is lathatova valik. Ebbdl a
szemléltetd abrabdl jol kivehetd, hogy Karpat-medence esetében tobb csoportra oszlott a C.
parasitica populacié. A populaciok hasonldosdga, €s a foldrajzi elhelyezkedés kozott nem
l4that6 Osszefiiggés. Az egymastol foldrajzilag messzebb levd populaciok kozotti hasonldsag
utalhat a fert6zés terjedésének emberi kozremiikddésére, behurcoldsara is, példaul

szaporitdanyag, csemetefak altal.
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47. abra A BAPS program altal meghatarozott populécié 6sszetétel. Minden izolatumot egy

szines oszlop jelol. Az egyes elkiiloniild klasztereket eltérd szinek jelolik
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48. abra A BAPS analizis altal kapott csoportok foldrajzi elhelyezkedése a

47. abran mar hasznalt szinekkel
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4.3. A kutatasi munkahoz kapcsolodé egyéb eredmények

2011. 4prilis 23-4n az ukrajnai Bobovyshche, Serednje és Rostovjatica kornyékérdl
gylijtottiink kéregmintdkat. Egy kordbbi, 2009-es allapotfelméréshez képest a betegséggel
fertozott fakndl a pusztuldsi ardny meghaladta a 90%-ot. Bobovyshche kornyékén a pusztuld
szelidgesztenye fak mellett a kocsdnytalan tolgyon is észrevettiik a C. parasitica-ra jellemzd
rdkos sebeket. Ezért a szelidgesztenye fakrdl nyert kéregmintdk mellé a tolgyekrdl is vettiink
mintdt. A t6lgyfakrol torténd mintavétel sordn mar szembet{ing jelek mutatkoztak arra, hogy
val6szintileg a C. parasitica (MURR.) BARR gomba lehet felel6s a l4tott sériilésekért. Ezt le
is fényképeztiik, amelyet a 49. dbra mutat. A fotén jol lathatok a koérokozodra jellemezd

narancssdrga szinll sztromak is.

49. abra A Cryphonectria parasitica tiinetei az altalunk megtalalt és vizsgalatba bevont

kocsdnytalan t6lgyon (Borhalom, Kérpatalja)

A begyljtott kéregmintdkat a tanszéki laboratériumban 2 percig alkoholos oldatban
fertotlenitettiik, hogy az esetleges bakterialis feliilfertdzést megakadalyozzuk, majd 1 percig
steril desztillalt vizben 4ztattuk. Ezt kovetéen burgonya-dextréz agar tdptalajt tartalmazo
Petri- csészékbe helyeztiik a tisztitott mintdkat. Mér az elsd leoltds alkalmaval l4tszott, hogy a
kéregmintdkban a C. parasitica van jelen. A masodik atoltds sordn a tiszta tenyészeteket
burgonya-dextréz agar tédptalajt tartalmazd Petri-csész€kbe helyeztilk, és 10 napig a

termosztitban 25 °C-on sotétben tartottuk az edényeket.
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Miutdn a kérokozo6 jellegzetes telepei joOl lathatéan kirajzolédtak a Petri-csészékben,

fényképek segitségével dokumentaltuk a latottakat (50. abra).

50. abra A mintdkbdl izolalt Cryphonectria parasitica telepei PDA taptalajon (tolgyrol

szarmazd izolatumok)

A taptalajra leoltott mintakat ezt kovetden mikroszkopos vizsgalatnak vetettiik ald. Célunk
az volt, hogy megtaldljuk és lefotézzuk a kérokozd ivartalan szaporité képleteit, a
konidiumokat. A konidiumok méretét olajimmerzids objektivvel 100x-os nagyitds mellett egy
Zeiss Imager. H1 Axio tipusu fénymikroszkép segitségével hataroztuk meg. A fényképeket a
mikroszképhoz tartozé Zeiss AxioCam MRc 5 tipusi 5 megapixeles kamerdval rogzitettiik

(51. abra).

51. abra A mintdkbdl izolalt Cryphonectria parasitica konidiumai fénymikroszkop alatt
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Az elkészitett fotokon jOl latszanak a C. parasitica-ra jellemz0 egysejtli hialin,
ellipszoid vagy kissé bacillus alaki konidiumok. A szaporitéképletek mérete: 3,5um x 1-
1,5um volt.

A konvenciondlis telepfotok és szaporitoképletek mikroszkopikus vizsgédlatara
hagyatkoz6 identifikdlds mellett elvégeztiik a mintdk molekuldris genetikai azonositasét is. A
szakirodalom €s a sajat tapasztalatok alapjin az ITS fragmentumra esett a vélasztas, hogy egy
nukleotid BLAST elemzéssel identifikdljuk a mintdinkat. A ITS fragment felszaporitisdhoz
az SRO6R és LR1 primer part (WHITE et al, 1990) haszndltuk. A PCR termékek tisztitdsat a
Promega Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (A9281) termékkel végeztik. A
felszaporitott és tisztitott PCR-termékek szekvendlasit az MWG Biotech, Germany cég
végezte. Az igy kapott szekvencidkat feltoltottik a http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

honlapra, ahol dsszehasonlitottuk az adatbankban szerepld ITS fragmentumokkal.

Sequences producing significant alignments:

Accession Description s%q ::L—t:el cfﬁ 2 Y @Eue ir:::t Links
AY308482.1  Cryphonectria parasitica 185 ribosomal RNA gene, partial sequence; 1055 1055 100% 0.0 99%
EF545115.1  Cryphonectria parasitica strain A475 internal transcribed spacer 1, 5 1037 1037 100% 0.0 99%
AY141855.1  Cryphonectria parasitica strain ATCC 38753 internal transcribed spac 1033 1033 97% 0.0 100%
AY141859.1  Cryphonectria parasitica strain CB7 intemal transcribed spacer 1, 5.¢ 1027 1027 97% 0.0 99%
AY141858.1  Cryphonectria parasitica strain ES10 internal transcribed spacer 1, 5 1027 1027 97% 0.0 99%
AY141856.1  Cryphonectria parasitica strain ATCC 38755 internal transcribed spac 1027 1027 97% 0.0 99%
AY141857.1  Cryphonectria parasitica strain JA75 internal transcribed spacer 1, 5. 1020 1020 97% 0.0 99%
AY141873.1  Cryphonectria parasitica strain DY23 internal transcribed spacer 1, 5 1014 1014 95% 0.0 100%
A¥141861.1  Cryphonectria parasitica strain 09269 internal transcribed spacer 1, ! 1005 1005 97% 0.0 99%
GUS83820.1  Cryphonectria parasitica strain 1155-2 18S ribosomal RNA gene, part EEL] 993 94% 0.0 99%
AY141862.1  Cryphonectria parasitica strain 09546 internal transcribed spacer 1, | EEL] 996 96% 0.0 98%
AY141863.1  Cryphonectria parasitica strain 09154 internal transcribed spacer 1, . 994 994 95% 0.0 99%
AY141860.1  Cryphonectria parasitica strain 09509 internal transcribed spacer 1, | 589 589 97% 0.0 98%
DO366745.1  Cryphonectria parasitica isolate CMW 14547 internal transcribed spai 972 972 91% 0.0 100%
AY887931.1  Cryphonectria parasitica isolate CMW 8436 internal transcribed spaci 972 972 91% 0.0 100%
AY887930.1  Cryphonectria parasitica isolate CMW 10916 internal transcribed spai 972 972 91% 0.0 100%
AY887929.1  Cryphonectria parasitica isolate CMW 13751 internal transcribed spai 972 972 91% 0.0 100%
AY887928.1  Cryphonectria parasitica isolate CMW 13750 internal transcribed spai 972 972 91% 0.0 100%
AY687927.1  Cryphonectria parasitica isolate CMW 13749 internal transcribed spa 972 972 91% 0.0 100%
A Cryphonectria parasitica isolate CRY1509 internal transcribed spacer 972 972 91% 0.0 100%

Cryphonectria parasitica isolate CRY1512 internal transcribed spacer 972 972 91% 0.0 100%
Cryphonectria parasitica isolate CRY1558 internal transcribed spacer 972 972 91% 0.0 100%
Cryphonectria parasitica isolate CRY-1511 internal transcribed space 972 972 91% 0.0 100%
Cryphonectria parasitica isolate CRY-1507 internal transcribed space 972 972 91% 0.0 100%
Cryphonectria parasitica CRY1511/E9 internal transcribed spacer 1, [ 972 972 91% 0.0 100%
AF368328.1  Cryphonectria parasitica CRY1507/ES internal transcribed spacer 1, | 972 972 91% 0.0 100%
EU443645.1  Cryphonectria parasitica isolate C0721 internal transcribed spacer 1, 970 970 91% 0.0 100%
EU443646.1  Cryphonectria parasitica isolate C0720 internal transcribed spacer 1, 970 970 91% 0.0 100%

21. tablazat Az ITS szekvencia alapjan végzett nukleotid BLAST 6sszehasonlitds adatbazis

tablazata

A nukleotid BLAST eredmény alapjan a minta ITS szekvencia a C. parasitica faj ITS
szekvencidjaval mutatott homolégidt (21. tdblazat), melynek mértéke 100 % volt. A
molekuléris bioldgiai vizsgdlatok sordn bebizonyosodott, hogy a kocsdnytalan tolgyek C.

parasitica gomba éltal fert6zottek.
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5. KOVETKEZTETESEK, JAVASLATOK

A kutatdsunk alapjit képez6 szelidgesztenye kéregrak, C. parasitica novénypatogén
gomba 1904-ben tortént {rdsos lejegyzése ota megallithatatlanul soport végig Eszak-
Amerikan, majd Eurépan. Tobb, mint 100 éve tudunk errél a kérokozérdl, mégis nagyon
nehéz és Osszetett feladat az ellene valo védekezés. Fontos megemliteni azt, hogy barmely
betegségrol legyen is sz6, az ellene val6 sikeres védekezés kulcsa a kérokozé alapos bioldgiai
ismerete. Ezen tudas birtoka nélkiil nem tudunk valaszt adni azokra a kérdésekre, miszerint,
Mikor? Milyen médon? és Hogyan? védekezziink ellene.

Az elmalt szdz évben elvégzett nagyszamu és széleskorli kutatdsok nagyban
hozzdjarultak ahhoz, hogy megismerjiik a kérokozé biologidjat, szamba vegyiik a lehetséges
tdpnovények korét, a nagysebességli terjedés lehetséges okait. Ezzel egy id6ben
megkezdddott a védekezés lehetséges modjainak felkutatdsa. Az évek sordn a novényvédelem
tudasbeli és technoldgiai fejlddése probélt 1€pést tartani a kérokozdval. Napjainkban az
integralt novényvédelem szemléletének terjedése segit kiakndzni a ndvénynemesitésben, az
agrotechnikdban és a bioldgiai novényvédelemben rejld, eddig kihasznélatlan lehetdségeket.
Pusztian vegyszeres novényvédelem alkalmazdsa a szelidgesztenye kéregrdk ellen csak
nehezen kivitelezhetd, és hatékonysdga is erdsen kérdéses.

Szdmos kutatds és vizsgalati eredmény all rendelkezésiinkre, viszont a kérokozo elleni
bioldgiai védekezés lehetséges modjairdl. Napjainkban is a leginkdbb kutatott témak korébe
tartozik, pedig mar tobb mint 50 éve irtdk le a hipovirulencia jelenséget eldszor. A
szelidgesztenye esetében Olaszorszagban fedezték fel el0szor, hogy Genova kornyékén egy
erOsen fert6zott alloméanyban, a besiippedt rakos sebek felszinén begyodgyult nekrézisok
voltak taldlhatok. Mint azt késObb kideritették, egy kettés szdli RNS-t tartalmazo
kopenyfehérjével nem rendelkezd mikovirus gyengitette le a kérokozot. A védekezés alapjat a
vegetativ kompatibilitds hatdrozza meg, mert hatékony feliilfert6zést csak vegetativ
kompatibilis torzsek kozott tudunk elérni. Ennek érdekében hatalmas munka ardn sikeriilt
vegetativ kompatibilitdsi csoportokba sorolni Eszak-Amerika és Eurépa szelidgesztenye
kéregrak populacidit. Egyes szabadfoldi kisérletek akar 70%-os gyogyuldsi aranyt is képesek
voltak elérni, éppen ezért nagy lehetdség rejlik ebben a moédszerben. Bar a nagyszabdsu
felmérések segitségével sikeriilt meghatirozni az egyes szelidgesztenye termorégiok uralkodo
VC csoportjait, ugy tlinik, ez nem tekinthetd dllandonak, hiszen sorra jelennek meg 4j VC
csoportok, és ezdltal az addig alkalmazott torzsek mar nem képesek olyan hatékonysaggal

miikodni, mint azt addig tapasztaltak.
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Az 4ltalunk elvégzett hagyoményos bioldgiai vizsgalatok a begylijtott mintdk esetében
a vegetativ kompatibilitdsi csoportok meghatdrozaséra irdnyultak. Itt ki kell emelni azt, hogy
kisebb mintaszdmmal dolgoztunk, ellentétben azokkal a kutatdsi munkdkkal ahol ez a téma
képezte a gerincét a vizsgdlatoknak. A redukalt mintaszamok ellenére is sikeriilt olyan VC
csoportok jelenlétét kimutatni, amelyek eddig nem voltak megtaldlhaték az adott
populdciéban. Az ukrajnai és a nagybanyai termdteriileteken legutobb 2006-ban TARCALI
végezte el a felméréseket, és az azoéta eltelt 4-5 év alatt jelentek meg az Gj VC csoportok. Ez
azt bizonyitja, hogy fontos a szelidgesztenye allomanyok folyamatos monitoringja, mert ha
nem sikeriil idoben felfedezni a megjelend 1) vegetativ kompatibilitasi csoportokat, az addig
elvégzett védekezés sikeressége is veszélybe keriill. Eredményeink alapjdn javasoljuk a
szelidgesztenye dllomanyok legaldbb 5 évenkénti feliilvizsgdldsat és dllapotfelmérését.
Fontosnak tartjuk, hogy nem csak a védekezésbe bevont miivelt dllomanyokat monitorozzak,
hanem a nem miivelt teriileteket is, mivel csak igy kaphaté teljes kép az dllomanyokrdl. Ebbol
fakad6an nagyobb szerep jarul az egyetemi laborokra €s a versenyszféraban miik6do egyéb
diagnosztikai kozpontokra is.

A Kaérpat-medence szelidgesztenye termokorzetei mar régéta képezik a vegetativ
kompatibilitdsi vizsgdlatok kozéppontjat. Az édltalunk kapott és a szakirodalomban talalhaté
eredmények alapjan kijelenthetd, hogy nagy diverzitas jellemzi azt. Ezzel ellentétben a
Balkéan-félszigeten ennek a diverzitdsnak a mértéke joval alacsonyabb. A hagyoményos
bioldgiai vizsgdlatok nem tudnak kielégitd valaszt adni arra a kérdésre, hogy mitdl alakult ki
ez a nagymértékli diverzitds. Ennek esetleges okait j6 hatékonysdggal csak a molekuldris
bioldgia adhatja meg. A kérokozd megismerését nagy mértékben eldsegitette az is, hogy a 20.
szazad végére teret hoditott a molekuldris bioldgia, és azon beliil is a molekuléris taxondmia.
Ennek a rohamos mértékben fejlodo tudomanyagnak hatalmas, szamitégépes kapacitds igénye
van, valamint nem elhanyagolhat6 technoldgiai sziikséglete sem. Szamos kutatds és vizsgdlat
eredménye alapjan megallapithatd, hogy a DNS szekvencia analizis éltal generalt adatokbdl
lehet kovetkeztethetni legnagyobb biztonsdggal a kiilonbozé fajok torzsfejlodésének
alakuldsdra, rokoni kapcsolataira és a fajon beliili eltéré populdciok genetikai tdvolsagéara. A
szamitégépes adatfeldolgozds segitségével torzsfak rajzolhatok amelyek nagyon jol
szemléltetik a kiillonb6zd mintak egymashoz vald viszonyait, tdvolsdgait. A molekularis
bioldgiai vizsgélatok elengedhetetlen kelléke a megfeleld technoldgiai hattér és laboranyag-
ellatds. A kutatdsaink sordn szerencsénkre a tanszék molekuldris bioldgiai laborja minden
feltételt biztositani tudott. A terepi munkdk sordn a Karpat-medencébdl és a Balkén-

félszigetrdl gyljtott mintakat Osszevetettiik a Portugélidbol kapott izolatumokkal, remélve azt,
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hogy kimutathat6 és markdns genetikai kiilonbség lesz a populaciok kozott. A szakirodalmak
alapos attanulmdnyozdsa utdn a tefl és az ITS molekuldris markerek felhaszndldsa volt
megalapozott. E génszakaszokat sok esetben haszndltdk mar fel a filogenetikai kapcsolatok
vizsgalatdra novény, -dllat- és gombafajok esetében is. Sziikség volt legaldbb két kiillonb6zo
génszakasz vizsgalatira is, mert minél tobb génszakaszt vizsgdlunk és hasonlitunk Ossze,
anndl pontosabbd €s megbizhatobba vilik a kapott eredmény. A tefl gén filogenetikai
kutatdsokhoz val6 felhaszndldsat az teszi lehetévé, hogy az EF-1a fehérje, és igy a fehérjét
kédold gén is erdsen konzervativ az éldvilagban. Ebbdl kovetkezik, hogy jellemzden fajok
kozotti filogenetikai kapcsolatok felkutatasara alkalmazzak, felhasznédlhatosdga korlatozott a
fajon beliili kapcsolatok jellemzésére. Az dltalunk kapott eredmények is ezt tdmasztottdk al4,
mivel a tefl génszakasz segitségével megrajzolt filogenetikai torzsfa nem mutatott markans
kiilonbséget a vizsgélt populaciok kozott, nem alakultak ki a kiillonbozé kladok. Tovabbi
problémat okozott az is, hogy sok esetben tapasztaltunk kevert szekvencidkat, és a PCR
paraméterek tobbszori bedllitdsa, megismételt tenyésztés utdni DNS izoldlast kdvetden sem
sikeriilt értékelhetd szekvencia eredményeket kapni. Ezek alapjan a tefl génszakaszt a C.
parasitica esetében mint identifikdldst segitd génszakaszt tudjuk ajanlani. A kiilénb6zo
populdcidk filogenetikai jellemzésére eredményeink alapjdn nem javasolt. Fontos
megemliteni, hogy a génbanki C. parasitica tefl szekvencidk a tapasztalatok szerint nem
voltak megbizhatok.

A nagy variabilitdsd, nem kédold ITS génszakasz felhaszndldsa dltaldnosan elterjedt a
taxonok kozotti rokonsdgi viszonyok feltardsahoz. Segitségével az osztily, a csalad, a
nemzetség, faj kapcsolatok modellezése nagy biztonsdggal elvégezhetd, ezért e
génszakaszokat szdmos kutaté alkalmazta munkdja sordn. Az ITS génszakaszra kismértékii
szelekcié hat, ezdltal a mutdcidk valdszinlis€ége nagy, a variabilitds nagy, a génszakasz
evoldiciésan erdsen valtozékony. E tulajdonsidg lehetévé teszi a nem-kddold régidk
alkalmazasat a tobbségében alacsonyabb szintli rendszertani kapcsolatok vizsgdlatdnal,
példaul kozeli rokon fajok vagy populédcidk egymastdl vald elkiilonitéséhez. Az ITS szakasz
felhaszndldsa alapjan kapott eredmények ismeretében az aldbbi kovetkeztetéseket tessziik. A
C. parasitica izolatumok fiiggetleniil attél, hogy azok sajat gytijtésbdl vagy az adatbankbdl
szarmaztak, kiillon csoportokat alkottak, €s elkiiloniiltek a kozeli rokon Cryphonectria,
Endothia és az Endothiella fajoktdl. Ez az eredmény azt bizonyitja, hogy a valasztott ITS
fragment jol alkalmazhaté6 a Cryphonectria és Endothia nemzetség kiilonb6zo fajainak
szétvalasztasara. Ezen eredmények alapjan a ITS génszakaszt a C. parasitica esetében mint

identifikdlast segitd génszakaszt tudjuk ajanlani. Ezzel szemben a fajon beliili szubpopulaciok
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szétvdlasztdsa mar nem tinik ennyire egyértelmlnek. Bar lényegesen jobb eredményt
kaptunk, mint a fefl génszakasz esetében, de itt is jellemzo volt, hogy a kiilonboz6 foldrajzi
helyekrdl szarmazé populécidk egyedei keveredtek egymadssal, és igy alakultak ki a torzsfan
megfigyelhetd kladok. E tapasztalatok alapjan az ITS génszakasz sem alkalmas pusztan csak
populdcidk elkiilonitésére a C. parasitica esetében. Tovéabbi vizsgalatok alapjat képezheti a
meglévé ITS szekvencidk osszevetése az Eszak-Amerikab6l és az Azsidb6l szarmazé ITS
szekvencidkkal, mert ez a génszakasz valdsziniileg nagyobb 1éptékii, de fajon beliili genetikai
tavolsagot jol indikalhatna.

A mikroszatellitek filogenetikai elemzésekre valé alkalmazasa a gombak esetében az
utébbi években altaldnossa valt. A mds néven egyszerili szekvencia ismételddésnek (SSR -
Simple Sequence Repeat) vagy rovid tandem ismétlédésnek ( STR - Short Tandem Repeat)
nevezett molekuldris bioldgiai markerek sikeresen felhaszndlhaték nagy felbontdsu genetikai
térképek elkészitésére. A mikroszatellitek filogenetikai és populdcidgenetikai vizsgalatokban
valé elterjedt és széleskorli alkalmazhatdsagit az teszi lehetdvé, hogy nagyon konnyen
amplifikdlhaték, nincsenek &lland6 szelekciés nyomds alatt, valamint, nagy szdmban
fellelhetok a genomban. Fontos megemliteni tovdbba azt is, hogy a mikroszatellitek
altaldnosan elterjedtek mind a prokariéta, mind az eukaridta genomban, tehat mint univerzélis
markerek széles korben felhaszndlhatok. A tefl és az ITS génmarkerek esetében a szekvenélds
sordn kapott aminosav sorrendek alapjan tortént az Osszevetés, ezzel szemben a
mikroszatelliteknél nem tortént szekvendlds, itt a gélelektroforézis sordn kapott
fragmenthosszisag képezi az dsszehasonlitas alapjat. Az elobbi esetben egy kvalitativ, mig az
utébbi esetben egy kvantitativ jellegli vizsgélatrdl beszélhetiink. Az igy kapott eredmények
elemzése utdn megdallapithatd, hogy a mikroszatellit elemzés lényegesen érzékenyebb
modszer a populdciok szétvdlasztidsira. A BAPS analizis, valamint az UPGMA mddszer
segitségével megrajzolt torzsfa pontosabban jelezte a populaciok helyét, mint azt a tefl és az
ITS genetikai markerek esetében tapasztaltam. A BAPS analizis 4ltal generélt eredményekbdl
kitlinik, hogy a Osszes minta koziil a legnagyobb foldrajzi tdvolsdgbdl szarmazd portugal
mintdk egyértelmiien kiilon kladba keriiltek. A szelidgesztenye kéregrak populaciok kozotti
genetikai differencidinak elemzésére az altalunk vizsgédlt harom genetikai marker koziil a
mikroszatellitek a legalkalmasabbak. Tovabbi vizsgélatok céljat képezheti minél tobb
mikroszatellit génszakasz felhasznéldsa, tovibba Eszak-Amerikdbol és Azsiabol szarmazo
mintdk vizsgédlatba vondsa. Az eredmények megbizhatésagédnak tovabbi pontositdsa céljabol
érdemes lehet nem csak a fragmenthosszisag vizsgalata, hanem a szekvendlas segitségével az

aminosav sorrend elemzése is.

100



6. U] TUDOMANYOS EREDMENYEK

z

1. Magyarorszdgon, Szlovédkidban, Romdénidban, Ukrajndban, Maceddonidban és
Bulgéridban elvégzett terepi mintavételezések sordn begylijtott szelidgesztenye é€s
kocsdnytalan tolgy kéregmintdkbdl sikeresen izoldltunk, majd felszaporitottuk a
szelidgesztenye kéregrak C. parasitica kérokozét. Minden begylijtott minta GPS
koordinatajat dokumentéltuk. Ezt kovetfen elhelyeztik a 99 kiilféldi és az 50
magyarorszagi mintdt a Novényvédelmi Intézet torzsgylijteményébe. Ezaltal lehetdvé

valt az altalunk is vizsgalt mintdk tovabbi kutatdsokba valé bevonasa.

2. A Karpat-medencei szelidgesztenye termdteriiletekrél szdrmazé C. parasitica
izolatumok vegetativ kompatibilitasi vizsgalatai sordn a Serednje mellett talalhato 4
mintateriileten sikeriilt kimutatni az EU-12 és az EU-13 torzs jelenlétét. Ugyszintén
megtaldlhat6 volt a fent emlitett két VC torzs a Bobovyshche (Borhalom) telepiilés
hatarabdl és a Rostov'yatisya mellett taldlhat6 erd6bdl szarmazd mintdkban is. Ezeken
a termOteriileteken a vonatkozé szakirodalmi adatok alapjan eddig csak az EU-12
kompatibilitdsi csoport volt jelen. A roméniai Nagybanya mellett taldlhat6 Tautii-
Magherdus (Miszmogyords) termdkorzetben az EU-12 torzs mellett szintén sikeriilt
kimutatni az EU-13 vegetativ kompatibilitdsi csoport jelenlétét is. Ezek az
eredmények segithetnek a hipovirulens térzsek hatékony felhasznaldsdban a bioldgiai

novényvédelem keretein beliil.

3. A vizsgdlatba vont szelidgesztenye kéregrak mintdk tefl szekvencidit felhaszndlva
megkiséreltik meghatdrozni a kiilonb6zd termorégidok populdcidinak genetikai
tdvolsagat. A kapott eredményekbdl készitett filogenetikai torzsfa elemzése
egyértelmiien bebizonyitotta, hogy a tefl genetikai marker nem alkalmas a
szelidgesztenye kéregrdk C. parasitica novénypatogén gombafaj kiilonboz6 foldrajzi
elhelyezkedésli populacidinak egymdashoz viszonyitott genetikai differenciédltsaganak
pontos meghatarozdsdra, a populdciok elkiilonitésére. Az Osszehasonlitast elosegitden
a molekularis génbankbdl letoltottiink amerikai  szelidgesztenye  kéregrak
szekvencidkat, de ezek megbizhatésdga a kapott eredmények alapjan kérdéses. Az
altalunk is haszndlt molekuldris génbank (GenBank) adatbazisdba sikeresen

feltoltottiik 63 C. parasitica izoldtum tefl szekvencidjat.
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4. A tefl genetikai markerhez hasonléan az ITS szekvencidkkal is elvégeztik az
Osszehasonlité vizsgdlatokat. A molekuldris génbank (GenBank) adatbdzisabodl
letoltott C. parasitica és mas Cryphonectria, valamint Endothiella és Endothia
nemzetség fajainak ITS szekvencidit is beépitettiik a szekvencia vizsgdlatokba. A
kapott eredményekbdl készitett filogenetikai torzsfa elemzése ramutatott arra, hogy az
ITS genetikai marker j6l alkalmazhaté a Cryphonectria valamint Endothiella és
Endothia nemzetség tagjainak szétvalasztasiara, de nem ad pontos és megbizhat6
eredményt a C. parasitica novénypatogén gombafaj kiilonb6zé foldrajzi
elhelyezkedésli populdcidinak egymdashoz viszonyitott genetikai differenciéltsaganak
pontos meghatdrozdasdra, a populdcidk elkiilonitésére. Az elemzést kovetden az
altalunk is haszndlt molekularis génbank (GenBank) adatbazisdba sikeresen

feltoltottiink 85 C. parasitica izolatum ITS szekvenciat.

5. Elso6k kozott hasznaltuk fel a C. parasitica gombafaj genomjabdl 6 mikroszatellitet,
hogy meghatdrozzuk a kiilonb6zo termdrégiok populdcidinak genetikai tdvolsagat. A
tefl és az ITS genetikai markerek esetében tortént vizsgédlatokkal szemben itt a
gélelektroforézis sordn kapott fragmenthosszusag képezte az dsszehasonlitds alapjat. A
kapott eredmények statisztikai elemzését kovetden megéllapitottuk, hogy a felhasznélt
mikroszatellitek segitségével a portugdl mintdk mint a legnagyobb foldrajzi
tavolsaggal biré mintdk jol elkiiloniiltek a Karpat-medencei és a Balkan-félszigetrdl
szarmaz0 mintaktdl. Ezéltal az altalunk vizsgdlt harom genetikai marker koziil a
mikroszatellitek tlinnek a legalkalmasabbnak a C. parasitica fajon beliili

populécidinak genetikai alapu elkiilonitésére.

6. Elsoként sikeriilt kimutatni a szelidgesztenye kéregrdk C. parasitica kérokozo
kartételét kocsanytalan tolgy gazdandvényen, az ukrajnai Bobovyshche (Borhalom)
telepiilés hatardban taldlhaté erdobdl szarmazé mintdkban. A kérokozé jelenlétének
megerdsitését eldszor a klasszikus kértani modszerekkel, taptalajon vald tenyésztéssel,
majd annak vizuélis vizsgdlataval €és a konidiumok megvizsgaldsdval végeztiik el. Ezt
kovetden molekularis biolégia vizsgélatokkal identifikaltuk a kérokozoét. Ebben az
esetben a mar kordbban is alkalmazott ITS génmarkert hasznaltuk fel, és a kapott
szekvencidk nukleotid BLAST elemzése sordn a vizsgdlt szekvencia a C. parasitica

kérokozoval mutatott 100%-0s homologiéat.
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7. GYAKORLATBAN ALKALMAZHATO EREDMENYEK

1. A vegetativ kompatibilitdsi vizsgdlatok sordn az ukrajnai Serednje, Bobovyshche
(Borhalom) és Rostov'yatisya mellett gyiijtott mintak, valamint a roméniai Nagybanya
mellett taldlhaté Tautii-Magheraus (Miszmogyords) termdkorzetbdl szarmazé mintdk
esetében az EU-12 torzs mellett sikeriilt kimutatni az EU-13 vegetativ kompatibilitasi
csoport jelenlétét is. Ezek az eredmények segithetnek a hipovirulens torzsek hatékony
felhaszndldsdban a bioldgiai novényvédelem keretein beliil. Az esetleges kezelések
sorain a fent emlitett VC csoportokkal kompatibilis oltéanyagokat sziikséges
felhaszndlni. A korabbi vizsgdlatok megismétlése altal nyilvanvaléva valt, hogy rovid
1d6 alatt képes megjelenni a kérokozonak mas, eddig az adott teriileten nem jellemzo

VC csoportja is, ezéltal fontossd valik az dllomanyok folyamatos monitoringja.

2. Az altalunk elvégzett filogenetikai vizsgdlatok sordn kapott szekvencidk a GenBank
adatbdzisba valé feltoltés éaltal nyilvanosakka véltak, a szekvencia sorrendek
letolthetdek. Ezdltal, ha a kérokozé konvenciondlis kortani identifikdldsa akadalyba
itkozne, molekuldris biologiai vizsgdlatok, ITS valamint fefl markerek
alkalmazasaval az eredményeink Osszehasonlitasi alapot képezhetnek. A molekularis
bioldgiai vizsgélatok 4ltal kapott adatok a kdrokozd alapkutatdsat bovitik, és
felhaszndldsuk mind a tovdbbi kutatdsokban mint a szabadfoldi védekezésben is

lehetséges.

3. A korokoz6 molekularis bioldgiai jellemzésére felhasznalt mikroszatellitek vizsgélata
soran kapott torzsfa megbizhaté moédon jellemezte a Karpat-medencei és a Balkdn
félszigetrdl szarmazé mintdk genetikai tdvolsagat. Az eredmények azt mutattdk, hogy
kozeli rokon populécidkrdl beszélhetiink és ez segitséget nyujthat a kérokozdé terjedési
irdnydnak a meghatdrozdsaban. A kérokozo elleni 6sszehangolt védekezés alapjat
képezi, hogy megismerjilk a korokozé elterjedésének részleteit, valamint pontos

irdnyat.
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8. OSSZEFOGLALAS

A kutatdasunk alaptémadjat szolgéltatd szelidgesztenye kéregrak C. parasitica kérokoz6
gombafaj Karpat-medencei populdcidinak részletes feltérképezése kulcsfontossagi az ellene
val6 védekezés megszervezésében. Munkdnk sordn segitségiil hivtuk a konvenciondlis
novénykortani moddszerek mint példaul a vegetativ kompatibilitasi tesztek mellett a
molekuldris biolégia és filogenetika nydjtotta eljardsokat is. A Kérpat-medencei
populdciokbol szdrmazé mintdkat Osszevetettik a Balkdn-félszigetrol (Macedodnia,
Gorogorszag, Bulgéria) valamint Portugdlia tobb pontjardl szarmazé mintdkkal. A vegetativ
kompatibilitasi tesztek elvégzése utdn sikeriilt olyan vegetativ kompatibilitdsi csoportok
jelenlétét kimutatni, amelyek eddig nem voltak megtalalhat6ak az adott populdcidban. Az
ukrajnai és a nagybdnyai termoteriileteken megjelent 4j EU-13 vegetativ kompatibilitasi
csoport a 2006-ban elvégzett felmérések eredményei szerint még nem volt jelen. Tehdt az
eltelt 4-5 év elegenddnek bizonyult arra, hogy 4j csoportok jelenjenek meg a populdcidban.
Ez azt bizonyitja, hogy fontos a szelidgesztenye allomanyok folyamatos monitoringja, mert
ha nem sikeriil id6ben felfedezni a megjelend 4j vegetativ kompatibilitdsi csoportokat, az
addig elvégzett védekezés sikeressége is veszélybe keriilhet.

A vonatkoz6 szakirodalmak alapos elemzése sordn a fefl és az ITS molekularis
markerek felhaszndldsa a vizsgélatainkba kézenfekvOnek bizonyult. Ezen génszakaszokat
szamos kutatdsban hasznéltdk mar fel a filogenetikai kapcsolatok vizsgélatara novény, -allat-
€s gombafajok esetében is. Sziikséges volt legalabb két kiillonbozd génszakasz vizsgélatara is,
mert minél tobb génszakaszt vizsgdlunk és hasonlitunk Ossze anndl pontosabbd és
megbizhatébbd viélik a kapott eredmény. A vizsgélatba vont szelidgesztenye kéregrak mintdk
tefl szekvencidit felhaszndlva megkiséreltik meghatdrozni a kiilonboz6 termdrégiok
populdcidinak genetikai tdvolsdgat. A tefl gén filogenetikai kutatdsokban vald
alkalmazhatésaganak alapja az, hogy az EF-1a fehérje, és igy a fehérjét kodold gén is erésen
konzervalt az éldvilagban. Az Osszehasonlitisban szerepld 65 fefl szekvenciabdl generalt
eredmények is azt tdmasztottdk ald, hogy mivel a tef] génszakasz ezen tulajdonsdga miatt a
megrajzolt filogenetikai torzsfa nem mutatott markans kiilonbségeket a vizsgalt populacidk
kozott, nem alakultak ki a kiilonb6z6 klddok. Tovébbi problémat okozott az is, hogy sok
esetben tapasztaltam kevert szekvencidkat, és a PCR paraméterek tobbszori bedllitdsa és
megismételt tenyésztés utdni DNS izoldlast kovetden sem sikeriilt értékelhetd szekvencia
eredményeket kapni. Ezek alapjan a tefl filogenetikai marker a C. parasitica esetében mint

identifikélast segitd génszakasz nem megfeleld, és ezért nem ajanlott.

104



Az ITS génszakasz haszndlata mellett az sz6lt, hogy nagy variabilitdsud, és ezdltal a
felhasznaldsa altalanosan elterjedt a taxonok kozotti rokonsagi viszonyok feltdrasdhoz. Az
ITS génszakaszt kismértékli szelekcid befolyasolja, ezdltal a mutacidk valdszinlisége nagy, a
variabilitds nagy, a génszakasz evolicidésan erdsen varidbilis. E tulajdonsdg lehetévé teszi a
nem-kddol6 régidk alkalmazdsat a tobbségében alacsonyabb szintli rendszertani kapcsolatok
vizsgalatanal, péld4ul kozeli rokon fajok vagy populdciok egymastol valé elkiilonitéséhez. Az
Osszehasonlitds alapjat a sajat gyljtésbol szarmazo 85 C. parasitica ITS szekvencia, valamint
46 kozeli rokon Cryphonectria, Endothia és Endothiella fajoktdl szdrmazd szekvencia
képezte. A kapott torzsfan jol lathatd volt hogy, a mintdk fiiggetleniil att6l, hogy azok sajat
gyljtésbdl vagy az adatbankbdl szdrmaztak, kiilon csoportokat alkottak, és elkiiloniiltek a
kozeli rokon Cryphonectria, Endothia és Endothiella fajoktdl. Ez az eredmény azt tdmasztja
ald, hogy a valasztott ITS fragment jol alkalmazhaté a Cryphonectria és az Endothia
nemzetség kiilonbozo fajainak szétvalasztisara. Ezek alapjan az ITS filogenetikai marker a C.
parasitica esetében mint identifikdldst segitd génszakasz jol alkalmazhatd, de a fajon beliili
populécidk valtozasara nem megfeleld érzékenységgel reagal.

Az 0Osszehasonlitd vizsgdlatok sordn a fent emlitett genetikai markerek mellett
teszteltik a mikroszatellitek alkalmazhat6sdgat. A mikroszatellitek filogenetikai és
populdcidgenetikai vizsgédlatokban val6 elterjedt és széleskorli felhasznédlhatésdgat az teszi
lehetévé, hogy nagyon konnyen amplifikdlhaték, nincsenek dllandé szelekcids nyomads alatt,
valamint, hogy nagy szamban fellelhetdk a genomban. A C. parasitica gombafaj genomjabol
6 mikroszatellitet amplifikdltunk, és a gélelektroforézis sordn kapott fragmenthosszisag
alapjan elvégeztik a populdciok Osszehasonlitasat. A kapott eredmények statisztikai
elemzését kovetden megdllapitottuk, hogy a felhasznalt mikorszatellitek segitségével a
portugdl mintdk mint a legnagyobb foldrajzi tavolsdggal biré mintdk jol elkiiloniiltek a
Kérpat-medencei és a Balkan-félszigetrdl szarmazé mintaktol. A BAPS analizis, valamint az
UPGMA moddszer segitségével megrajzolt torzsfa pontosabban jelezte a populdcidk helyét,
mint azt a tefl és az ITS genetikai markerek esetében tapasztaltuk. Az éltalunk vizsgalt
filogenetikai markerek koziil a mikroszatellitek mutattdk a legnagyobb érzékenységet a

szelidgesztenye kéregrdk C. parasitica kiillonboz6 populdcidinak genetikai variabilitdséra.
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9. SUMMARY

The detailed analysis of populations of chestnut bright pathogen fungus species C.
parasitica in the Carpathian Basin that is the core subject of the present research work is a
key step for the organisation of the defence measurements against the disease. Beside
conventional phytopathogenic methods just like vegetative compatibility tests molecular
biology and phylogenetic methods were applied in this present work. Samples collected in the
territory of the Carpathian Basin were compared with samples of populations of Balkans
(Macedonian, Greek and Bulgarian) and Portuguese origin. During the execution of
vegetative compatibility tests the presence of vegetative compatibility groups could be
confirmed that were not identified previously in the given population. The vegetative
compatibility group EU-13 detected in the production regions in Ukraine and in the
surroundings of Baia Mare were not identified in the previous monitoring executed in 2006.
So elapsed time of 4-5 years proved to be sufficient for the appearance of new groups in the
populations. This confirms that the continuous monitoring of chestnut populations is of prior
importance because in case new vegetative compatibility groups are not detected in due time,
the effectivity of protection managements applied till then can be risked.

According to the thorough analysis of relative literature data the application of tef]
and ITS molecular markers in the present research analyses proved to be obvious. These gene
fragments were used in several previous research works for the analysis of phylogenetic
relationships in case of plant, animal and fungi species as well. The analysis of at least two
gene fragments was essential, because the more gene fragments are analysed and compared
the more reliable and exact the obtained results will be. Based on the analysis of fef]
sequences of chestnut blight samples involved in this research work the genetic distance
between the populations of different production region was attempted to be determined. The
use of refl gene in phylogenetic research work is confirmed by the fact that the protein EF-1a
and the gene encoding this protein are strongly preserved in the ecosystem. The results
obtained based on 65 tefl sequences involved into the comparison confirmed that, because the
drawn phylogenetic tree did not show strong differences between the analysed populations, no
different clades could be formed. It can be considered as a further problem that mixed
sequences were found in several cases and no evaluable sequence result could be obtained
after the DNA isolation and the multiplied re-setting of PCR parameters. Therefore the ref]
phylogenetic marker is not an applicable gene fragment for identification in case of C.

parasitica, so its use is not recommended.
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Application of the ITS gene fragment in order to describe relations between taxons is
supported due to its high variability and that it is commonly current. Low extent of selection
affects the ITS gene fragment, therefore the probability of mutations is high, variability is
high and the gene fragment is evolutionary variable. This character enables the use of not-
coding regions in most of the analyses on taxonomy relationships of lower level, for example
for the isolation of close relative species or populations. 85 C. parasitica ITS sequences of
own collection, just as 46 sequences of the close relative Cryphonectria, Endothia and
Endothiella species were the basis of the comparison, According to the phylogenetic tree
drawn it can be stated that independently from their sampling origin (own collection or data
bank) samples formed distinct groups and could be separated from the close relative
Cryphonectria, Endothia and Endothiella species. This result confirms that the chosen ITS
fragment can be successfully used for the separation of different species of the genera
Cryphonectria and Endothia. Therefore the ITS phylogenetic marker is an applicable gene
fragment for identification in case of C. parasitica, however it does not show adequate
sensitivity towards the changes of populations within a species.

During the comparative analyses the applicability of microsatellite markers was tested
beside the two genetic markers mentioned above. The common and large-scale applicability
of microsatellites in phylogenetic and population-genetic analyses is enabled by the fact that
they can be amplified very easily, they are not subjected to selection pressure and they can be
found in high quantity in the genome. 6 microsatellites from the genome of the fungus species
C. parasitica were amplified and used for the comparison of populations on the basis of
fragment length provided by gel electrophoresis. According to the statistical evaluation of the
obtained results it can be stated that Portuguese samples — as samples characterized by the
longest geographical distance — could be clearly separated from the samples from the
Carpathian Basin and the Balkans using the involved microsatellites. The phylogenetic tree
drawn according to the BAPS analysis and the UPGMA method referred to the location of
populations more exact than as observed in case of the genetic markers fef/ and ITS. Among
the phylogenetic markers studied in this present research work the highest sensitivity for the
genetic variability of different chestnut blight C. parasitica populations was observed in case

of the analysis of microsatellite markers.
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11. MELLEKLETEK

1. Melléklet: A szlovakiai mintak behozatali engedélye

HUNGARIAN REPUBLIC THL
NATIONAL PLANT PROTECTION ORGANISATION o £ -
s Te—

MAGYAR KOZTARSASAG NOVENYVEDELM| SZERVEZETE

No. szam: (04.2/37-2/2012.

1. Name and address of consignor/Plant protection organization of

th try of origin: i
Fez:::gferyé:cinoﬂglgalgzamazasr orszag névényveédelmi szervezete: LEtter Of AUthorlty
Dr. Gabriella Juhasové HATOSAGI ENGEDELY

Nirodné Lesnicke Centrum T.G.

Masaryka 22, 960 92 Zvolen

Slovenska republika

NPPO:Plant Commodities Department
Ministry of Agriculture of the Slovak Republic

for the introduction and/or movement of harmful organisms, plants,
plant products and other objects for trial or scientific purposes and
for work on varietal selections (issued under Ministerial Decree
7/2001 implementing Directive 2008/61/EC)

a novények, ndvényi, vagy egyéb termékek tudomanyos, kisérleti,
vagy fajta szelekcios célokbol térténé behozatalahoz és
szallitasahoz [kiadva a 2008/6 1/EK iranyelvnek valé megfelelést
szolgdld 7/2001. (1. 17.) FVM rendelet értelmében]

2. Name and address of person responsible for the approved
activities:
Az engedélyezett tevékenység végzéséért felelds személy neve és cime:

Dr.Radécz Laszlo

DE AGTC MEK Novényvedelmi Intézet 3. Name of the responsible official body of issue:
Debrecen University DE AGTC MEK Plant Protection Institute A kibocsaté hatésag megnevezése:
4032 Debrecen, Boszérményi ut 138. Hungarian Agricultural Office
MgSzH
4. Address and description of the specific site or sites for 5. Place of origin (documentary evidence attached for material
quarantine containment originating in a third country):
A karantén kérulményeket biztositd helyszin(ek) neve és cime: Szarmazasi hely (K6zdsségen kivili orszagbél szarmazé anyag esetében csatolni

DE AGTC MEK Novényvédelmi Intézet AR T o
Debrecen University DE AGTC MEK Plant Protection Institute Nérodné Lesnicke Centrum T.G.

4032 Debrecen, Boszorményi it 138. Masaryka 22, 960 92 Zvolen
Slovenska republika

6. Plant passport number:
Noévényuatievél szama:

Declared point of entry for material introduced from a third or Phytosanitary certificate number:
country: Noveny-egészséglgyi bizonyitvany szama

Budapest, Liszt Ferenc airport - Budapest, . Liszt Ferenc repiilotér

7. Scientific name(s) of the material, including the harmful/pest 8. Quantity of material:
organisms concerned: Az anyag mennyisége:
Az anyag (ideértve a karositt is) tudomanyos elnevezése: 20 Petri dishes

Cryphonectria parasitica (Murr.) Barr 20 db Petri csésze.

9. Type of material:
Az anyag tipusa:

Inoculated to growing medium in Petri dishes

Petri csészében taptalajra oltva

10.Additional declaration :
Kiegeészitd nyilatkozat:

This material is moved within the Community under Ministerial Decree 7/2001 implementing Directive 2008/61
Az anyag szallitasa a Kozosség teriiletén belll a 2008/61/EK iranyelvet megvalositd 7/2001 (1.17) FVM rendelet szerint torténik

11.Additional information:
Kiegészitd informacid B

12.Endorsement by the responsible official body of Member State / | 13.Stamp of the responsible official body of issue 'i(
third country of origin of the material: A kiadé hatdsag pecsétje
Az anyag szarmazasi helye szerint illetékes hatésag jovahagyasa:

Place of endorsement: Place of issue:  Budapest )

A bejegyzés helye Akiadas helye: Tzpa -
Date: Date:  5.01.2012. Q\_,
Datum Datum

Name and signature of authorized officer: Name and signature of authorized officer: Jordan Laszlo

A koztisztviseld neve és alairasa A koztisztviseld neve és alairasa
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2. Melléklet: Az ukrajnai mintak behozatali engedélye

HUNGARIAN REPUBLIC a“m )
NATIONAL PLANT PROTECTION ORGANISATION il -
=S —————

MAGYAR KOZTARSASAG NOVENYVEDELMI SZERVEZETE

No. szam: 04.2/37-6/2012.

1. Name and address of consignor/Plant protection organization of f A -
the country of origin:
Feladd neve és cime/ a szarmazasi orszag novényvédelmi szervezete: Lette ro Uthor'ty
Dr.Vasil Krochko HATOSAGI ENGEDELY
Uzghorod State University, Uzghorod Zakarpatia Oblast 46, ) ) .
Uk%aine Y £ P for the introduction and/or movement of harmful organisms, plants,
NPPO: Main State Pl ine | ; £ Ukrai plant products and other objects for trial or scientific purposes and
: Main State Plant Quarantine Inspection of Ukraine for work on varietal selections (issued under Ministerial Decree
7/2001 implementing Directive 2008/61/EC)
2. Name and address of person responsible for the approved a névények, névényi, vagy egyéb termékek tudomanyos, kisérleti,
activities: ‘ ) ) ) vagy fajta szelekcios célokbol térténé behozatalahoz és
Az engedelyezslt leyékenysty vegzostonfolelos szemely heve'es Ciime: szallitasahoz [kiadva a 2008/61/EK irinyelvnek valo megfelelést
Dr.Raddcz Laszlo szolgalé 7/2001. (1. 17.) FVM rendelet értelmében]
DE AGTC MK?K N.ovenyvede!m Inte_zet ) 3. Name of the responsible official body of issue:
Debrecen University DE AGTC MEK Plant Protection A kibocsatd hatésag megnevezése:
Institute : :
e Hungarian Agricultural Office
4032 Debrecen, Boszarményi ut 138. MgSzH
4. Address and description of the specific site or sites for 5. Place of origin (documentary evidence attached for material
quarantine containment originating in a third country):
A karantén kérilményeket biztosito helyszin(ek) neve és cime: Szarmazasi hely (Kézésségen kivili orszagbol szarmazd anyag esetében csatolni
kell az igazolo okiratot):
DE AGTC MEK Novényvédelmi Intézet Uzghorod State University, Uzghorod Zakarpatia Oblast 46,
Debrecen University DE AGTC MEK Plant Protection Ukraine
Institute . 6. Plant passport number:
4032 Debrecen, Boszorményi ut 138. Novény(tievél szama:
Declared point of entry for material introduced from a third or Phytosanitary certificate number:
country: Névény-egészséqgligyi bizonyitvany szama:
Budapest, Liszt Ferenc airport - Budapest, , Liszt Ferenc
repiilotér
7. Scientific name(s) of the material, including the harmful/pest 8. Quantity of material:
organisms concerned: Az anyag mennyisége
Az anyag (ideértve a karositot is) tudomanyos elnevezése: 15 Petri dishes
Cryphonectria parasitica (Murr.) Barr 15 db Petri csésze.

9. Type of material:
Az anyag tipusa:

Inoculated to growing medium in Petri dishes
Petri csészében taptalajra oltva

10.Additional declaration :
Kiegészitd nyilatkozat

This material is introduces into and moved within the Community under Ministerial Decree 7/2001 implementing Directive 2008/61 EC
Az anyag szallitdsa a Kdz6sség terlletére és teriletén belul a 2008/61/EK iranyelvet megvaldsité 7/2001 (1.17) FVM rendelet szerint torténik

11.Additional information:
Kiegészitd informacic. ——

12.Endorsement by the responsible official body of Member State / | 13.Stamp of the responsible official body of issue
third country of origin of the material: A kiadé hatésag pecsétje F
Az anyag szarmazasi helye szerint illetékes hatésag jovahagyasa: (

y Hhiv;

I
¢

Place of endorsement: Place of issue:  Budapest n \os, '

A bejegyzés helye - A kiadds helye: [ 1 ;

Date: Date: 5.01.2012. : (,/ \/
Datum Datum \

Name and signature of authorized officer: Name and signature of authorized officer. Jordan Laszlo

F & A kozti 16 55 alairas.
A koztisztviseld neve és alairasa Gztisztviseld neve és alairasa
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3. Melléklet: A romaniai mintak behozatali

engedélye

HUNGARIAN REPUBLIC i
NATIONAL PLANT PROTECTION ORGANISATION T -
=Y
MAGYAR KOZTARSASAG NOVENYVEDELMI SZERVEZETE R

No. szam: 04.2/37-3/2012.

1. Name and address of consignor/Plant protection organization of

the country of origin:
Feladé neve és cime/ a szarmazasi orszag névényvédelmi szervezete:

Dr. Csep Nikolae

Universitatea din Oradea

Universitatii str.1, Oradea 410087, Romania
NPPO: Ministry of Agriculture, Forests and Rural
Development

Phytosanitary Department

Letter of Authority
HATOSAGI ENGEDELY

for the introduction and/or movement of harmful organisms, plants,
plant products and other objects for trial or scientific purposes and
for work on varietal selections (issued under Ministerial Decree
7/2001 implementing Directive 2008/61/EC)

a névények, novenyi, vagy egyéb termeékek tudomanyos, kisérleti,

quarantine containment
A karantén korllményeket biztositd helyszin(ek) neve és cime:

DE AGTC MEK Novényvédelmi Intézet

Debrecen University DE AGTC MEK Plant Protection
Institute

4032 Debrecen, Boszorményi at 138.

2. Name and address of person responsible for the approved vagy fajta szelekcios célokbol torténd behozatalahoz és
activities: szallitasahoz [kiadva a 2008/61/EK iranyelvnek valé megfelelést
Az engedélyezett tevékenység végzéséért felelds személy neve és cime: szolgald 7/2001. (1. 17.) FVM rendelet értelmében]

Dr.Radécz LE’?ZIO o . ; 3. Name of the responsible official body of issue:
DE AGTC MEK Novényvédelmi Intézet A kibocsato hatosag megnevezése
Debrecen University DE AGTC MEK Plant Protection Hungarian Agricultural Office
Institute MgSzH
4032 Debrecen, Boszorményi ut 138.
4. Address and description of the specific site or sites for 5. Place of origin (documentary evidence attached for material

originating in a third country):
Szarmazasi hely (Kozosségen kivuli orszagbol szarmazo anyag esetében csatolni
kell az igazold okiratot)

Universitatea din Oradea

Universitatii str.1, Oradea 410087, Romania

6. Plant passport number:
Ndévenyutlevel szama:

Declared point of entry for material introduced from a third
country:

Budapest, Liszt Ferenc airport - Budapest, , Liszt Ferenc
repiilotér

or Phytosanitary certificate number:
Novény-egészségugyi bizonyitvany szama

7. Scientific name(s) of the material, including the harmful/pest
organisms concerned:
Az anyag (ideértve a karositét is) tudomanyos elnevezése

Cryphonectria parasitica (Murr.) Barr

8. Quantity of material:
Az anyag mennyisége:

20 Petri dishes
20 db Petri csésze.

9. Type of material:
Az anyag tipusa:

Inoculated to growing medium in Petri dishes
Petri csészében taptalajra oltva

10.Additional declaration :
Kiegészitd nyilatkozat

This material is moved within the Community under Ministerial Decree 7/2001 implementing Directive 2008/61
Az anyag szallitasa a K6zdsség terlletén belil a 2008/61/EK iranyelvet megvaldsitd 7/2001 (1.17) FVM rendelet szerint torténik

11.Additional information:
Kiegészitd informacié.

12.Endorsement by the responsible official body of Member State /
third country of origin of the material:
Az anyag szarmazasi helye szerint illetékes hatosag jovahagyasa:

Place of endorsement: =
A bejegyzes helye

Date:
Datum

Name and signature of authorized officer:

A koztisztviseld neve és alairasa:

13.Stamp of the responsible official body of issue '
A kiadd hatdsag pecsétje: /

Place of issue:  Budapest

A kiadas helye 2 e ; 2
Date: 5.01.2012, _;‘xk,
Datum:

Name and signature of authorized officer: Jordan Laszlo

A koztisztviselo neve és alairasa
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4. Melléklet: A macedon és bulgar mintak behozatali engedélye

HUNGARIAN REPUBLIC

NATIONAL PLANT PROTECTION ORGANISATION

MAGYAR KOZTARSASAG NOVENYVEDELMI SZERVEZETE

L H

ke € an

)

No. szam: 04.2/37-5/2012.

1. Name and address of consignor/Plant protection organization of
the country of origin:
Felad6 neve és cime/ a szarmazasi orszag novényvédelmi szervezete:
Dr.Kiril Sotirovski
Universitet Sv Kiril i Metodij, Faculty of Forestry, 1000
Skopje, Macedonia
NPPO: Ministry of Agriculture, Forestry and Water
Economy, Phytosanitary Directorate

2. Name and address of person responsible for the approved
activities:
Az engedélyezett tevékenység vegzéséért felelés személy neve és cime:
Dr.Radocz La§zlé

DE AGTC MEK Novényvédelmi Intézet

Debrecen University DE AGTC MEK Plant Protection
Institute

4032 Debrecen, Bészérményi at 138.

Letter of Authority
HATOSAGI ENGEDELY

for the introduction and/or movement of harmful organisms, plants,
plant products and other objects for trial or scientific purposes and
for work on varietal selections (issued under Ministerial Decree
7/2001 implementing Directive 2008/61/EC)

a névények, névényi, vagy egyéb termékek tudomanyos, kisérleti,
vagy fajta szelekcios célokbdl torténé behozatalahoz és
szdllitasahoz [kiadva a 2008/61/EK iranyelvnek valé megfelelést
szolgdld 7/2001. (1. 17.) FVM rendelet értelmében]

3. Name of the responsible official body of issue:
A kibocsaté hatésag megnevezése:

Hungarian Agricultural Office
MgSzH

4. Address and description of the specific site or sites for
quarantine containment
A karantén korilményeket biztositd helyszin(ek) neve és cime:

DE AGTC MEK Navényvédelmi Intézet

Debrecen University DE AGTC MEK Plant Protection
Institute

4032 Debrecen, Boszorményi ut 138,

5. Place of origin (documentary evidence attached for material
originating in a third country):
Szarmazasi hely (Kozosségen kivili orszagbol szarmazo anyag esetében csatolni
kell az igazold okiratot):

Universitet Sv Kiril i Metodij, Faculty of Forestry, 1000
Skopje, Macedonia

Declared point of entry for material introduced from a third
country:
Budapest, Liszt Ferenc airport - Budapest, , Liszt Ferenc

replilotér

6. Plant passport number:
Novényutlevél szama:

or Phytosanitary certificate number:
Novény-egészséglgyi bizonyitvany szama:

7. Scientific name(s) of the material, including the harmful/pest

organisms concerned:
Az anyag (ideértve a karositét is) tudomanyos elnevezése:

Cryphonectria parasitica (Murr.) Barr

8. Quantity of material:
Az anyag mennyisége:
10 Petri dishes
10 db Petri csésze.

9. Type of material:
Az anyag tipusa:

Inoculated to growing medium in Petri dishes
Petri csészeében taptalajra oltva

10.Additional declaration :
Kiegészité nyilatkozat:

This material is introduces into and moved within the Community under Ministerial Decree 7/2001 implementing Directive 2008/61 EC
Az anyag szallitasa a Kozosség terlletére és terlletén belll a 2008/61/EK iranyelvet megvalositd 7/2001 (1.17) FVM rendelet szerint torténik

11.Additional information:
Kiegészito informacio

12.Endorsement by the responsible official body of Member State /
third country of origin of the material:
Az anyag szarmazasi helye szerint illetékes hatosag jovahagyasa

Place of endorsement:
A bejegyzés helye T

Date:
Datum

Name and signature of authorized officer:

A koztisztviselo neve és alairasa

13.Stamp of the responsible official bod{f of issue
A kiadé hatésag pecsétje:

Place of issue:  Budapest

A kiadas helye

Date: 5.01.2012. ﬂ \/¥
Datum b

Name and signature of authorized officer: Jordan Laszlo

A koztisztviseld neve és alairasa
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5. Melléklet: A gorog mintak behozatali engedélye

HUNGARIAN REPUBLIC

NATIONAL PLANT PROTECTION ORGANISATION

MAGYAR KOZTARSASAG NOVENYVEDELMI SZERVEZETE

A

S E

No. szam: (14.2/3352-6/2011

‘ 1. Name and address of consignor/Plant protection organization of
the country of origin:
Feladd neve és cime/ a szarmazasi orszag novenyvedelmi szervezete
Dr. Charikleia Perlerou
NAGREF-Forest Research Institute
‘ GR- 57006 Vassilika Thessaloniki, Greece
NPPO: Ministry of Rural Development and Food
Directorate of Plant Produce Protection
Department of Phytosanitary Control

Name and address of person responsible for the approved

Letter of Authority
HATOSAGI ENGEDELY

for the introduction and/or movement of harmful organisms, plants,
plant products and other objects for trial or scientific purposes and
for work on varietal selections (issued under Ministerial Decree
7/2001 implementing Directive 2008/61/EC)
a novények, novényi, vagy egyéb termékek tudomanyos, kisérleti,
vagy fajta szelekcios célokbol torténd behozatalahoz és

Az anyag tipusa
‘ Inoculated to growing medium in Petri dishes

Petri csészében taptalajra oltva

2
activities: szallitasahoz [kiadva a 2008/61/EK iranyelvnek valo meglelelest
Az engedélyezett tevekenység végzéséén felelos szemely neve és cime szolgdlo 7/2001. (1. 17.) FVM rendelet értelmében]
= v " r 1ivud . . ramm —
DE AGTC Ml_—‘}\ !\.m. i \ede1!m| Imgzu . 3. Name of the responsible official body of issue:
Debrecen University DE AGTC MEK Plant Protection A kibocsato hatdsag megnevezése
Institute S Hungarian Agricultural Office
4032 Debrecen, Boszorményi at 138. MeSzH
4. Address and description of the specific site or sites for 5. Place of origin (documentary evidence attached for material
quarantine containment originating in a third country):
A karantén koruiményeket biztosito helyszin(ek) neve és cime Szarmazasi hely (Kozosségen kivull orszagbol szarmazo anyag esetében csatoln
kell az igazolo okiratot) |
DE AGTC MEK Novényvédelmi Intézet NAGREF-Forest Research Institute |
Debrecen University DE AGTC MEK Plant Protection GR- 57006 Vassilika Thessaloniki, Greece |
Institute |
4032 Debrecen, Boszbrményi ut 138. 6. Plant passport number:
Novényitievél szama
|
| Declared point of entry for material introduced from a third or Phytosanitary certificate number:
country: Novény-egészséaigyi bizonyitvany szama ‘
t Budapest, Liszt Ferenc airport - Budapest, , Liszt Ferenc repillotér |
" . |
I 7. Scientific name(s) of the material, including the harmful/pest 8. Quantity of material: ‘
organisms concerned: Az anyag mennyisége
Az anyag (ideértve a karositdt is) tudomanyos einevezéese 5 Petri dishes
‘ Cryphonectria parasitica (Murr.) Barr 5 db Petri ¢sésze
| . S
: 9. Type of material:

| 10.Additional declaration :
Kiegeszitd nyilatkozat

This material is moved within the Community under Ministerial Decree 7/2001 implementing Directive 2008/61
Az anyag szallitdsa a Kazosség [teruletén belul]' a 2008/6 1/EK irdnyelvet megvalosité 7/2001 1'

17) FVYM rendelet szerint torténik
Delete if not applicable — A nem kivant resz torlendd

[11.Additional information:
Kiegészitd informacid

| .
[ 12.Endorsement by the responsible official body of Member State /

third country of origin of the material:
Az anyag szarmazas: helye szerint illetékes hatosag jovahagyasa

ssHo M
PEeClE

Place of endorseme;

13.Stamp of the responsible official body of issue
A kiado hatésag pecsetje ik

Place of issue.  Budapest "

A kiadas helye

Date: 3. 06.2011 78

Datum

Name and signature of authorized officer: Jordan Laszlo
A koztisztviseld neve és alairasa

A bejegyzés hely w1
Date v\h\‘p' e ,“‘ — | '
Datum v t\\" RN
hES . O T\
Name anfl Eigraturéf ﬁé\
o ey 2h 85 .
A kozZtisztv eltdg‘:ﬁfej £ -\' |
% AOAYMEROY BAIOZ
FEQTONOEL
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6. Melléklet: A portugal mintak behozatali engedélye

HUNGARIAN REPUBLIC

NATIONAL PLANT PROTECTION ORGANISATION »

MAGYAR KOZTARSASAG NOVENYVEDELMI SZERVEZETE

No. szam: 04.2/37-4/2012.

Fel
H

1. Name and address of consignor/Plant protection organization of
the country of origin:

adé neve és cime/ a szarmazasi orszag novényvedelmi szervezete:

elena Braganga

Unidade de Silvicultura e Produtos Florestais

Instituto Nacional de Recursos Biologicos

Quinta do Marqués, 2780-159 Qerias, Portugal

NPPO: Direcgio Geral de Agricultura e Desenvolvimento
Rural

2. Name and address of person responsible for the approved
activities:
Az engedélyezett tevékenység végzéséért felelos személy neve és cime:
Dr.Radécz Laszlo
DE AGTC MEK Novényvédelmi Intézet
Debrecen University DE AGTC MEK Plant Protection

nstitute

4032 Debrecen, Boszorményi ut 138.

Letter of Authority
HATOSAGI ENGEDELY

for the introduction and/or movement of harmful organisms, plants,
plant products and other objects for trial or scientific purposes and
for work on varietal selections (issued under Ministerial Decree
7/2001 implementing Directive 2008/61/EC)

a novények, novényi, vagy egyéb termékek tudomanyos, kisérleti,
vagy fajta szelekcios célokbol térténé behozatalahoz és
szallitasahoz [kiadva a 2008/61/EK iranyelvnek valé megfelelést
szolgalo 7/2001. (1. 17.) FVM rendelet értelmében]

3. Name of the responsible official body of issue:
A kibocsatd hatésag megnevezése:

Hungarian Agricultural Office
MgSzH

4. Address and description of the specific site or sites for

quarantine containment
A karantén korllményeket biztosité helyszin(ek) neve és cime

DE AGTC MEK Novényvédelmi Intézet

Debrecen University DE AGTC MEK Plant Protection
Institute

4032 Debrecen, Boszorményi ut 138.

5. Place of origin (documentary evidence attached for material
originating in a third country):
Szarmazasi hely (Kézosségen kivili orszagbol szarmazd anyag esetében csatolni
kell az igazold okiratot):

Unidade de Silvicultura e Produtos Florestais

Instituto Nacional de Recursos Biologicos

Quinta do Marqués, 2780-159 QOerias, Portugal

6. Plant passport number:
Novényutlevél szama:

Declared point of entry for material introduced from a third
country:
Budapest, Liszt Ferenc airport - Budapest, , Liszt Ferenc

repiilGtér

or Phytosanitary certificate number:
Novény-egészségigyi bizonyitvany szama

7. Scientific name(s) of the material, including the harmful/pest

organisms concerned:
Az anyag (ideértve a karositot is) tudomanyos elnevezése

Cryphonectria parasitica (Murr.) Barr

8. Quantity of material:
Az anyag mennyisége:
5 Petri dishes
5 db Petri csésze.

9. Type of material:
Az anyag tipusa:

Inoculated to growing medium in Petri dishes
Petri csészében taptalajra oltva

10.Additional declaration :
Kiegészitd nyilatkozat:

This material is moved within the Community under Ministerial Decree 7/2001 implementing Directive 2008/61
Az anyag szallitasa a Kézosséqg teruletén belll a 2008/61/EK iranyelvet megvaldsitd 7/2001 (1.17) FVM rendelet szerint tdrténik

11.Additional information:

Kiegészitd informacio:

12.

Endorsement by the responsible official body of Member State /
third country of origin of the material:
Az anyag szarmazasi helye szerint illetékes hatésag jévahagyasa

Place of endorsement:
A bejegyzés helye:

Date:
Datum:

Name and signature of authorized officer:

A koztisziviseld neve és alairasa

13.Stamp of the responsible official body of issue
A kiadé hatésag pecsétje

Place of issue:  Budapest
A kiadas helye

Date: 5.01.2012. 7_,}.'\

Datum

Name and signature of authorized officer: Jordan Laszlo

A koztisztviselo neve es alairasa
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7. Melléklet: A vizsgalatok elvégzését jovahagyo engedély (2011)

Meziogazdasagi Szakigazgatasi Hivatal
Novény-, Talaj- és Agrarkérnyezet-védelmi Igazgatdsag
271118 Budapest, Budadérsi it 141-1435.
& 1/309-1000; Fax: 1/246-2942

Ikt.sz.: 04.2/3352-8/2011

Targy: Hat6sagi engedély kiadasa
Ugyintézé:  Dancshazy Zsuzsanna
Mellékletek 2

Dr. Radécez Laszlo ur

egyetemi docens

Debreceni Egyetem

AGTC MEK Novényvédelmi Intézeté
Debrecen

Boszérményi ut 138.

4032

Tisztelt Dr. Radécz Laszlé Ur!

Az On PhD hallgatéjanak, Goresos Gabornak 2011, majus 9-én kelt kérelmére mellékelten
megkiildom a behozatalra és fenntartasra tilalmazott Cryphonectria parasitica (Murr.) Barr
karosité zarlati koriilmények koézotti, kutatdsi célt felhasznaldsdra vonatkozo, 04.2/3352-
7/2011. iktatészami hatarozatot (melléklet). A kisérleti anyag behozatala Kindabdl a
04.2/3352-5/2011, Gordgorszagbol pedig a 04.2/3352-6/2011 iktatoszamu engedély
(melléklet) alapjan torténik.

A Kkisérletek végzését a 04.2/3352-7/2011 iktatoszamu hatdrozatban eldirt feltételek mellett
jovahagyom.

A névény-egészségiigyi feladatok végrehajtasanak részletes szabdlyairdl szolo 7/2001. (1.17.)
FVM rendelet 16.§-anak megfelelden a kutatési anyaggal folytatott valamennyi tevékenységet
zérlati koriilmények kozott kell végezni.

A fenti zarlati karositokkal folytatott kutatasra csak ellenérzott laboratoriumi kortiilmények
kozott keriilhet sor, mas él6 novénnyel nem keriilhet kapcsolatba, a szabadfoldre valo
kertilése tilos.

A rendelet 8. szamu mellékletében meghatarozott zérlati intézkedések betartasat, a kutatasi

anyag névény-egészségiigyi kiovetelményeknek megfeleld kezelését a Hajdi-Bihar Megyei
Kormanyhivatal Novény- és Talajvédelmi Igazgatosaga ellenérzi.

Budapest, 2011. junius 9.

Udvbzlettel: A ( (

Jordan Laszlo
‘igazgato
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8. Melléklet: A vizsgalatok elvégzését jovahagyo engedély (2012)

Mezégazdasagi Szakigazgatasi Hivatal
Novény-, Talaj- és Agrarkornyezet-védelmi Igazgatdsag
&7 1118 Budapest, Budadirsi it 141-143.
& 1/309-1000; Fax: 1/246-2942

i [ 3

—-—

Ikt.sz.: 04.2/37-7/2012
Targy: Engedély kiadasa
Ugyintézé:  Kelen Petra
Mellékletek 5

Dr. Radécz Laszlé ar

egyetemi docens

Debreceni Egyetem

AGTC MEK Novényvédelmi Intézet

Debrecen
Boszorményi ut 138.
4032

Tisztelt Dr. Radécz Laszlo Ur!

Az On PhD hallgatéjanak, Goéresos Gabornak 2011. december 5-én kelt kérelmére
mellékelten megkiilddsm a Crpphonectria parasitica (Murr.) Barr. izolatumoknak
Szlovakigbol (ikt.sz.:04.2/37-2/2012), Romaniabol (ikt.sz.:04.2/37-3/2012), Portugaliabol
(ikt.sz.:04.2/37-4/2012), Maced6nidbol (ikt.sz.:04.2/37-5/2012) és Ukrajnabol
(ikt.sz.:04.2/37-6/2012) torténd beszerzéséhez és szllitasdhoz szilkséges engedélyeket.

A kisérletek végzését (2012. janius 1-ig) a 2011. janius 9-én kelt 04.2/3352-7/2011
iktatoszamu hatarozatban eldirt feltételek mellett jovahagytam.

A novényegészségligyi feladatok végrehajtasanak részletes szabalyairdl szolé 7/2001. (1.17.)
FVM rendelet 16.§-anak megfelelden a kutatasi anyaggal folytatott valamennyi tevékenységet
zarlati koriilmények kozott kell végezni.

A fenti zarlati karositokkal folytatott kutatasra csak ellenérzétt laboratoriumi kériilmények
kozott kertilhet sor, mas €l6 novénnyel nem keriilhet kapcsolatba, a szabadféldre valo
kertilése tilos.

A rendelet 8. szamu mellékletében meghatarozott zarlati intézkedések betartasat, a kutatasi
anyag novény-egészségiigyi kovetelményeknek megfelelé kezelését a Hajdu-Bihar Megyei
Korményhivatal Novény- és Talajvédelmi Igazgatosaga ellendrzi.

Budapest, 2012. januar 5. \ : ‘ - ;/

' Ud&ézj’eltfiz- O -

Jordan Laszlo
1gazgato
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9. Melléklet: A

il
—
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i 111

vizsgalatok elvégzését jovahagyo hatarozat

Mez6gazdasagi Szakigazgatasi Hivatal
Novény-, Talaj- és Agrarkdrnyezet-védelmi Igazgatosag
571118 Budapest, Budadrsi it 141-145.

& 1/309-1000; Fax: 1/246-2942

t
\I!
i ol

B

Ikt.sz.: 04.2/3352-7/2011
Targy: Hatésagi engedély zarlati

korokozo fenntartasara
Ugyintézé: Dancshdzy Zsuzsanna
Mellékletek -

A Mezbgazdasagi Szakigazgatasi Hivatal, mint ndvényvédelmi jogkdrben eljaré elséfoku
hatéség (a tovébbiakban: elséfoku hatésig) a Debreceni Egyetem AGTC MEK
Novényvédelmi Intézetének (4032 Debrecen, Boszérményi Gt 138.) mint tgyfélnek (a
tovabbiakban: iigvfél) az Cryphonectria parasitica (Murr.) Barr zéarlati karositoval
kapcsolatos kisérleti engedélyezése ligyében meghozta az alabbi

HATAROZATot:

Az elséfoku hatosag az Cryphonectria parasitica (Murr.) Barr zarlati karositoval folytatott
kisérletek végzését, az alabbiak szerint

ENGEDELYEZI.

Jelen hatdrozat alapjan a fentebb irt kisérleteket az tigyfél a DE AGTC MEK Névényvédelmi
Intézetének laboratériumaban (4032 Debrecen, Bészorményi ut 138.) végezheti 2012. janius
1. napjaig.

Az iigyfél koteles a fertdzés veszélyét magaba rejté anyagokat a vizsgdlat befejezését
kovetden, a tovabbterjedést megakadalyozva, biztonsdgosan megsemmisiteni.

Jelen hatérozat ellen a kézhezvételtdl szamitott 30 napon beliil keresetet indithat a Fovarosi
Birosaghoz cimezve, de az engedélyezé hatosagnal eldterjesztve jogszabalysértésre
hivatkozdssal. A keresetlevél benytjtasanak a hatdrozat végrehajtasara nines halaszto hatélya,
azonban a keresetlevélben a végrehajtas felfiiggesztése kérheto.

Jelen eljarasban eljarasi k6ltség nem meriilt fel.

INDOKLAS:

Az iigyfél 2011. majus 9-én kelt, 04.2/3352-1/2011 iktatészamu beadvanyaban a
szelidgesztenye kéregrakot okoz6 Cryphonectria parasitica gomba tenyészetek zart
koriilmények kozotti fenntartasanak és vizsgalatinak engedélyezését kérte. A vizsgatokhoz
szilkséges magyarorszagi izolatumokat a hazai szelidgesztenye alloményokbol kivanja
begyljteni, majd a korokozd tisztitott tenyészetét taptalajon fenntartani. A kiilfsldi
tenyészeteket Petri csészében taptalajra oltva kivanja behozni a komyezd orszagokbol
(Szlovakia, Romania, Ukrajna), valamint Gorogorszagbol és Kinabdl. A vizsgalat maga az
el6készitett mintakbol izolalt DNS anyagbdl torténik.

Az elséfoku hatosag a 04.2/3352-3/2011. szamt megkeresésében felhivta a Hajda-Bihar
Megyei Kormanyhivatal Novény- és Talajvédelmi Igazgatésagat (NTI), hogy a novény-
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2gészségligyi feladatok végrehajtasanak részletes szabalyairol szolo 7/2001. (1. 17.) FVM
rendelet (a tovabbiakban: R.) 16.§-a alapjan ellenérizze a kutatdsi anyaggal folytatott
tevékenység feltételeinek meglétét.

Az NTI 2011. méjus 27-én szemlét tartott a Debreceni Egyetem AGTC MEK Névényvédelmi
Intézetének laboratoriumaban. A szemle soran megallapitast nyert, hogy az tigyfél a kutatasi
anyaggal folytatott tevékenység jogszabalyi feltételeinek megfelel. A helyszini szemle soran
jegyzokonyv késziilt, mely kimondja, hogy az ligyfél az ellendrzési listdban foglalt
szempontokat figyelembe véve eleget tud tenni az el6irt higiénids és 1. szintii elszigetelési
(zarlati) kovetelményeknek és tarolasi eldirdsoknak. Fentiek alapjan az NTI a vizsgalati hely
alkalmassagardl szol6 2257/2-NOVF/2011 iktatészamon szakvéleményt allitott ki, miszerint a
laboratérium a kisérleti anyaggal folytatott tevékenység személyi és targyi feltételeinek
megfelel.

A Cryphonectria parasitica (Murr.) Barr a szaporitbanyag termesztésben a behozatalra
tilalmazott fajok listajan szereplé karosito, a szelidgesztenye allomanyokban azonban mar
elterjedt. A Debreceni Egyetem laboratériumaban a kiilénbozd szdrmazas izolatumok
dsszehasonlitasara végzendo kisérletek célja az dsszefiiggések felfedése a foldrajzi tavolsag és
az esetleges filogenetikai kiilénbségek kozott a karpat-medencei Cryphonectria parasitica
szubpopuldciokban. Az igy szerzett ismeretek hozzajarulhatnak a koérokozo elleni védekezés
kidolgozasdban és fejlesztésében. Mindezek alapjan a kérelem engedélyezése mellett
dontottem. A Debreceni Egyetem AGTC MEK Novényvédelmi Intézetének laboratériuma a
vizsgalatokat sajat anyagi feleldssége mellett koteles végezni.

A novényvédelmi jogkdrben eljard hatosag a kisérlettel érintett teriilet vonatkozasaban kiilon
hatarozatban zérlatot rendelhet el a karosité tovabbterjedésének megakadélyozasa érdekében.

A fenti tényallas, a R. 16.§ (1) bekezdés rendelkezései alapjan a novényvédelmi jogkdrben
elsé fokon eljart hatoség a kérelemmel érintett kisérlet végrehajtasat 2012. junius 1. napjdig
engedélyezte. A kisérletek tovabbi engedélyezéséhez az engedély megujitdsa irdnti, a
feltételek megvaltozasa esetén pedig U1j, modositod kérelem beaddsa sziikséges.

Kozigazgatasi eljarasban a fellebbezési jog kizartsagarol az élelmiszerlédncrél és hatdsagi
feliigyeletérol szold 2008. évi XLVI. torvény 39. § (4) bekezdés o) pontja rendelkezik. A
jogorvoslat lehetéségérdl és feltételeirdl a Ket. 109.§ és 110.§ (1) bekezdése rendelkezik. A
hataskorrél és az illetékességrol a Mezégazdasagi Szakigazgatasi Hivatalrol szolo 327/2010
(XIIL. 27.) Korm. rendelet 3. § (1) bekezdése, 5. § ¢) pontja 8. § (1) bekezdése, az illetékekrol
pedig az 1990. évi XCIIL térvény 43.§ (3) bekezdése és a 62.§ (1) h) pontja rendelkezik.

Budapest, 2011. junius 9.

>

* Jordan Laszlo
I igazgatd

Kapjak:
1. Ugyfél
2. Ugyintézd
3. Irattar
4. Illetékes megyei Korményhivatal NTI vezetéje
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10. Melléklet: 2011. évi jegyzokonyv zarlati kartevé novényegészségiigyi vizsgalatanak

targyi feltételeirél a Novényvédelmi Intézet laboratériumaiban

Hajdu-Bihar Megyei Kormanyhivatal Névény ésTalajvédelmi lgazgatosag

~
123182
4032 , Debrecen , Boszérményi u. 146.
52/525-825.1.52/417-613 ntsz@hajdu ontsz hu

Debreceni Egyetem Agrar- és Gazdalkodastudomanyok Centruma
4032 Debrecen Boszérmenyi Ut 138.

Debrecen

2011-05-27
Cryphonectria parasitica karosito
kisérleti céli-behozatala el6tti el6zetes szemle- :

Boszormenyi ut 138. B épllet |I. emelet Novényvédelmi Intézet

Molekularis biolégiai labor ! | 22 m2
Taptalaj labor 25 m2

A laboratériumok a 7/2001 (1.17.) FVM rendelet 16 §, illetve annak 8. szamu
mellékletében foglaltak alapjan meghatarozott targyi és személyi feltételeknek megfelel. A kisérleti célu korokozok

csak laboratoriumi, zart kériilmények kozott keriiinek felhasznalasra. A vizsgalatok befejezése utan a kérokozok|
autoklavban megsemmisitésre keriiinek.
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11. Melléklet: 2012. évi jegyzokonyv zarlati kartevé novényegészségiigyi vizsgalatanak

targyi feltételeirol a Novényvédelmi Intézet laboratériumaiban

Hajdu-Bihar Megyei Kormanyhivatal Névény ésTalajvédelmi Igazgatésag 0 5 U 1 7 7
4032 , Debrecen , Bészérményi u. 146
521525-925 1 52(1417-613 ntsz@hajdu.ontsz hu
Debreceni Egyetem Agrar- és Gazdalkodastudomanyok Centruma
4032 Debrecen Boszormeényi ut 138.

Debrecen 2012-06-21

Cryphonectria parasitica karosito
kisérleti céli behozatala el6tti el6zetes szemle

Boszorményi Ut 138. B épulet Il. emelet Novényvédelmi Intézet

Molekuléris biolégiai labor 22 m2
Taptalaj labor 25 m2

A laboratériumok a 7/2001 (1.17.) FVM rendelet 16 §, illetve annak 8. szamu
mellékletében foglaltak alapjan meghatarozott targyi és személyi feltételeknek megfelel. A kisérleti célu kérokozok
csak laboratoriumi, zart koriilmények kozott keriilnek felhasznalasra. A vizsgalatok befejezése utan a kérokozok

autoklavban megsemmisitésre keriilnek.
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12. Melléklet: 2013. évi jegyzokonyv zarlati kartevé novényegészségiigyi vizsgalatanak

targyi feltételeirol a Novényvédelmi Intézet laboratériumaiban

SNV-ef

I

- Mepyel Kormany

e v | 070267

Debreceni Egyetem Agrar- és Gazdalkodastudomanyok Centruma

4032 Debrecen Boszérményi Ut 138.

Debrecen 2013-12-03

Behozatali engedély lejartat kovetd ellenérzés

Boszorményi ut 138. B épulet Il. emelet Novényvédelmi Intezet

Cryphonectria parasitica
gombaval fertézott petri
cseszék

A vizsgalatok befejezése utan a gombaval fert6zott petri csészék és a DNS izolalas soran megmaradt
gomba maradvanyok autoklavban keriiltek megsemmisitésre, magas nyomas és homeérséklet koriilmények

mellett.

Debrecen 2013-12-03
Bodnar-Szabolcs
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13. Melléklet: A begyiijtott mintak fobb adatai

ORSZAG HELYSEGNEV MINTANEV SZELESSEG HOSSZUSAG GYUJTES IDEJE
MAGYARORSZAG Ersekvadkert ERSEK 1 48° 0'11.70"E 19°11'52.44"K 2011 méjus 13
MAGYARORSZAG Ersekvadkert ERSEK 3 48°0'11.52"E 19°11'52.50"K 2011 méjus 13
MAGYARORSZAG Agfalva AGF2 47°41'6.12"E 16°31'20.10"K 2012 méjus 9
MAGYARORSZAG Agfalva AGF 4 47°41'12.06"E 16°3122.62"K 2012 méjus 9
MAGYARORSZAG Sopron BF 1 47°40'29.94"E 16°33'5.40"K 2012 mdjus 9
MAGYARORSZAG Sopron BF 3 47°40'29.46"E 16°32'57.00"K 2012 mdjus 9
MAGYARORSZAG Dabroce DOBR 1 46°55'36.18"E 17°11'34.86"K 2012 méjus 10
MAGYARORSZAG Débroce DOBR 3 46°55'35.52"E 17°11'36.18"K 2012 méjus 10
MAGYARORSZAG Débroce DOBR 5 46°55'33.84"E 17°11'37.86"K 2012 méjus 10
MAGYARORSZAG Sopron FBR 1 47°39'55.98"E 16°32'53.82"K 2012 mdjus 9
MAGYARORSZAG Sopron FBR 3 47°40'3.30"E 16°32'54.30"K 2012 mdjus 9
MAGYARORSZAG Tharosberény IHB 1 46°21'59.88"E 17° 442.61'K 2012 méjus 10
MAGYARORSZAG Tharosberény IHB 3 46°21'51.42"E 17° 439.00"K 2012 méjus 10
MAGYARORSZAG Sopron PRINC 1 47°4020.82"E 16°34'5.88"K 2012 méjus 9
MAGYARORSZAG Sopron PRINC 3 47°4020.96"E 16°34'4.07"K 2012 méjus 9
MAGYARORSZAG Pélhdza PAL2 48°29'35.58"E 21°30'16.02"K 2012 majus 18
MAGYARORSZAG Pilhiza PAL3 48°29'34.11"E 21°29'58.32"K 2012 majus 18
MAGYARORSZAG Kadarkiit KADI 46°1423.40"E 17°39'10.80"K 2012 augusztus 7
MAGYARORSZAG Kadarkiit KAD3 46°14'10.44"E 17°39'13.80"K 2012 augusztus 7
MAGYARORSZAG Zengévérkony ZENG2 46°109.56"E 18°25'33.60"K 2012 szeptember 22
MAGYARORSZAG Zengévérkony ZENG3 46°10'8.52"E 18°25'31.02"K 2012 szeptember 22
MAGYARORSZAG Pécs PECS1 46° 6'50.04"E 18°14'44.04"K 2012 szeptember 22
MAGYARORSZAG Pécs PECS3 46° 6'51.66"E 18°14'43.92"K 2012 szeptember 22
MAGYARORSZAG Nagymaros B1 47°48'33.42"E 18°57'42.96"K 2011 majus 13
MAGYARORSZAG Nagymaros Cl 47°48'34.56"E 18°57'41.40"K 2011 méjus 13
MAGYARORSZAG Nagymaros E3 47°48'34.02"E 18°57'37.98"K 2011 méjus 13
MAGYARORSZAG Nagymaros F4 47°48'33.36"E 18°57'37.50"K 2011 méjus 13
MAGYARORSZAG Nagymaros 12 47°48'33.18"E 18°57'41.58"K 2011 majus 13
MAGYARORSZAG Nagymaros N2 47°48'34.74"E 18°57'41.46"K 2011 méjus 13
MAGYARORSZAG Nagymaros MV 1/4 47°48'34.50"E 18°57'41.64"K 2011 méjus 13
MAGYARORSZAG Nagymaros MV 1/6 47°48'34.20"E 18°57'41.82"K 2011 méjus 13

UKRAJNA Serednje S1 48°32'12.41"E 22°29'13.26"K 2011 gprilis 23
UKRAJNA Serednje S3 48°32'13.18"E 22°29'12.35"K 2011 gprilis 23
UKRAJNA Bobovyshche BOB 1-1 48°32'12.32"E 22°39'17.23'K 2011 gprilis 23
UKRAJNA Bobovyshche BOB 1-3 48°32'12.79"E 22°39'16.95"K 2011 dprilis 23
UKRAJNA Bobovyshche BOB 2-2 48°32'19.99"E 22°3924.71'K 2011 4prilis 23
UKRAJNA Bobovyshche BOB 2-4 T 48°32'19.87"E 22°39'26.38"K 2011 gprilis 23
UKRAJNA Bobovyshche BOB 3-1 48°3223.19"E 22°39'2.18"K 2011 gprilis 23
UKRAJNA Bobovyshche BOB 3-3 48°3224.80"E 22°39'1.52"K 2011 gprilis 23
UKRAJNA Rostovjatica RO 4 48°34'49.20"E 22°38'0.78"K 2011 dprilis 23
UKRAJNA Rostovjatica RO 6 48°34'48.17"E 22°382.30"K 2011 dprilis 23
ROMANA Nagybdnya Vevi 1 47°40'34.14"E 23°33'41.04"K 2011 szeptember 7
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ROMANA Nagybanya Vevi 2 47°40'33.94"E 23°33'41.61"K 2011 szeptember 7
ROMANA Nagybanya TG 1 47°40'22.44"E 23°29'53.10"K 2011 szeptember 7
ROMANA Nagybanya TG2 47°40'22.68"E 23°29'52.53"K 2011 szeptember 7
ROMANA Nagybdnya TG4T 47°40'23.14"E 23°29'51.38"K 2011 szeptember 7
ROMANA Nagybdnya FEL1TI1 47°39'58.42"E 23°37'14.08"K 2011 szeptember 7
ROMANA Nagybdnya FEL 4 47°39'59.94"E 23°37'17.34"K 2011 szeptember 7
ROMANA Nagybanya KOBA 2 47°40'19.74"E 23°34'54.66"K 2011 szeptember 7
ROMANA Nagybanya KOBA 4T 47°40'19.14"E 23°34'52.26"K 2011 szeptember 7
ROMANA Tismana TIS 3 45° 4'53.52"E 22°56'44.88"K 2012 szeptember 2
ROMANA Tismana TIS 5 45°5'10.44"E 22°56'19.68"K 2012 szeptember 2
ROMANA Modry Kameii MDK 1 48°14'27.24"E 19°19'46.74"K 2011 december 8
SZLOVAKIA Modry Kameii MDK 2 48°14'29.52"E 19°19'46.44"K 2011 december 8
SZLOVAKIA Modry Kameii MDK 4 48°14'49.20"E 19°202.10"K 2011 december 8
SZLOVAKIA Modry Kameii MDK 6 48°14'44.22"E 19°19'59.58"K 2011 december 8
SZLOVAKIA Pérovské Hije PAR IT 48°16'43.86"E 18° 0'34.74"K 2012 janudr 18
SZLOVAKIA Pérovské Haje PAR 3 48°16'44.04"E 18° 0'33.66"K 2012 janudr 18
SZLOVAKIA Pérovské Haje PAR 5 48°16'44.94"E 18° 0'32.04"K 2012 janudr 18
SZLOVAKIA Modra MOD 1 48°20127.44"E 17°17'10.51"K 2012 janudr 18
SZLOVAKIA Modra MOD 4 48°20'26.46"E 17°17'8.16"K 2012 janudr 18
SZLOVAKIA Sviity Jur SVA 1 48°15'3.43"E 17°11'43.72"K 2012 janudr 18
SZLOVAKIA Sviity Jur SVA3 48°152.28"E 17°11'41.46"K 2012 janudr 18
SZLOVAKIA Bratislava BRA | 48°10'7.50"E 17° 6'16.74"K 2012 janudr 18
SZLOVAKIA Bratislava BRA 3 48°10'8.10"E 17° 6'17.52"K 2012 janudr 18
SZLOVAKIA Krnd KRNA 1 48°30'42.66"E 19°44'24.00"K 2012 augusztus 3
SZLOVAKIA Krni KRNA 5 48°30'41.69"E 19°44'22.13"K 2012 augusztus 3
SZLOVAKIA Petrovce PETROVCE 1 48°42'17.43"E 22°2023.05"K 2012 szeptember 19
SZLOVAKIA Petrovce PETROVCE 3 48°42'18.90"E 22°20122.98"K 2012 szeptember 19
BULGARIA Petrich PET 1 41°22'14.46"E 23°11'15.30"K 2011 oktéber 5
BULGARIA Petrich PET 3 41°22'32.83"E 23°12'22.36"K 2011 oktdber 5
MACEDONIA Vrutok VRUT 1 41°46'33.00"E 20°51'7.98"K 2011 oktdber 4
MACEDONIA Vrutok VRUT 3 41°46'23.46"E 20°50'38.64"K 2011 oktdber 4
MACEDONIA 0Osoj 0S0J 2 41°31'50.04"E 20°56'4.80"K 2011 oktdber 4
MACEDONIA 0Os0j 0S0J 7 41°31'46.92"E 20°562.70"K 2011 oktdber 4
MACEDONIA Volino VOL 1 41°12'41.88"E 20°46'23.94"K 2011 oktdber 4
MACEDONIA Volino VOL 4 41°12'43.20"E 20°46'24.42"K 2011 oktdber 4
MACEDONIA Radolishta RAD 1 41°9'38.58"E 20°37'14.88"K 2011 oktdber 5
MACEDONIA Radolishta RAD 5 41°9'40.68"E 20°37'18.12"K 2011 oktdber 5
MACEDONIA Tetovo TET 3 42° 1'18.60"E 20°57'40.26"K 2011 oktdber 4
MACEDONIA Tetovo TET 9 hpv 42°1'16.86"E 20°57'42.00"K 2011 oktdber 4
PORTUGALIA Terceira (Azores) C0722 2003
PORTUGALIA Trés os Montes C 0003 2003
PORTUGALIA Alentejo C 0006 2002
PORTUGALIA Terceira (Azores) C 0008 2003
PORTUGALIA Madeira C 0009 2003
GOROGORSZAG Pieria FRIPIR 1
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GOROGORSZAG Arcadia FRI ARK 14
GOROGORSZAG Pistaria FRIP 73
GOROGORSZAG Kalivrise FRI KAV 5hpv
GOROGORSZAG Hortiatis FRI HOR 10hpv
GOROGORSZAG Prpones P5-1
GOROGORSZAG Prpones P5-2
GOROGORSZAG Melivoia ME 48-1
GOROGORSZAG Melivoia ME 48-2
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14. Melléklet: A Nucleospin plant II. protokoll

1. Minta homogenizalasa

Homogenizaljunk 100 mg nedves tomegii vagy 20 mg szdraz tomegl mintat.

2. Sejt feltarasa
A keletkezett homogenizatumhoz egy tesztcsdbe helyezziik és hozzaadunk 400 pl PL1
puffert. Majd vortex segitségével alaposan Osszekeverjiik. Ezutdin 10 pl RNase A
oldatot adunk a mintdhoz €s alaposan Osszekeverjiik majd a kapott oldatot 10 percig

65 °C-on inkubadljuk.

3. A durva lizatum sziirése és tisztitasa
Minden egyes minta esetében a centrifuga csobe egy NucleoSpin Filtert (lila csd)
helyeziink és rdpipettizuk a mintdkat. Ezutdn 2 percen keresztiil 11000 g-n
centrifugdljuk a mintat majd a tiszta atfoly6t 6sszegytijtjiikk és a hulladék NucleoSpin
Filtert kidobjuk. Ha nem az 0sszes folyadék halad at a filteren a centrifugdldst meg
kell ismételni. Ha szilard részecske latszodik az atfolyé mintdban, a tiszta feliilisz6

folyadékot egy uj centrifuga csobe helyezziik bele és ismételjiik meg a centrifugdldst.

4. A DNS kotés beigazitasa
450 pl PC puffert adunk a mintdhoz és pipetta segitségével keverjiik 6ssze az elegyet. (
5X pipettaval felszivjuk az oldatot.)

5. A DNS kotése
Egy uj tesztcsébe belehelyezziik a NucleoSpin Plant II Column (z6ld csé) és
maximum 700 pl mintét belepipettdzunk a mintabdl. Ha tobb mint 700 pl mintank van
akkor a 1épést ismételjiik meg. Ezutdn 1 percen keresztiil 11000 g-n centrifugdljuk a
mintdt majd a tiszta atfolyot 6sszegytijtjiikk és a hulladék NucleoSpin Plant IT Column
kidobjuk.

6. A szilika membran mosasa és szaritasa
A szilika membrant haromszor mossuk at. Az elsé mosas alkalméval 400 ul PW1
puffert pipettizunk a NucleoSpin Plant II oszlopra, majd 1 percig 11000 g-n

centrifugaljuk. Az atfoly6t ezutdn kidobjuk. Béar a pufferrel torténdé mosas sordn
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novekszik a minta tisztasidga, néhdny esetben kissé csokken a végsd kihozatal. A
masodik mosas sordn 700 ul PW2 puffert pipettdzunk a NucleoSpin Plant II oszlopra,
majd 1 percig 11000 g-n centrifugéljuk. Az &tfoly6t ezutan kidobjuk. A harmadik
mosasndl tovabbi 200 ul PW2 puffert pipettdzunk a NucleoSpin Plant II oszlopra,

majd 2 percig 11000 g-n centrifugdljuk, hogy az oszlop teljesen megszaradjon.

. A DNS leoldasa

A NucleoSpin Plant II oszlopot egy uj centrifuga csébe helyezziik és 50 ul PE 65 °C-
ra elomelegitett eldicids puffert pipettdzunk az oszlopra és a mintat 5 percig 65 °C-on

inkubaljuk. Ezt kovetden a mintat 11000 g-n centrifugaljuk 1 percig.
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15. Melléklet: A Bulgariabdl szarmaz6 mintak konverzios tesztjének eredményei
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16. Melléklet: A Gorogorszagbol szarmaz6 mintak konverzios tesztjének eredményei
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17. Melléklet: A Macedéniabdl szarmazo mintak konverzios tesztjének eredményei
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18. Melléklet: A Portugaliabol szarmazo6 mintak konverzids tesztjének eredményei
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19. Melléklet: A Romaniabol szarmazo6 mintak konverzios tesztjének eredményei
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20. Melléklet: Az Ukrajnabdl szarmazé mintak konverzios tesztjének eredményei

v
ol f ol o+ o ] L ] ] ]
=
<t
ol o ol L ] ] ] ] ] ] +
=
o
Sl + L of o
o
Sl+ +L L ] e + ]
-
S+ +| +| o
o
o
gl |+ +| ]
M
Q
o
gl +| +| +| +] ]
M
=
A
gl | +| + +] +] ]
M
¥
o
al o o ]+ ] | o ] ] ] N N N B O Y
@)
m
«
o
gl ] ] ] T R ) ) () ) )
m
Q
o
al o o o+ ] ] ] I IS I N (N T AT RN R R
@)
m
o
o
i+ ] I IR [T [N (RS (TG U i RVES [ I
m
b
J
gl ] ) [ NS (R QY QS IS [N ) R R
m
o
i
gl |+ ] |+ | ] | ] ] ] ] ]
23]
N
3
gl |+ ] ] | [+ ] | ] ] ] ] ]
23]
=
_
z
gl ++ | |+ ] ] ] ] ] ] ]
23]
“...+ N N N T Y B Y O Y O O O I S
AS..___ [ RN IS T T ITN (R i R BE R BTN R R B R
o
ol +| + I IO I ) ™) ™S ™S IR NS (I (S iy iy ey vy Y I IO
o
Sl + S I (NI (S ey ey g () N IS NN () () iy py ) e B K
a |+ | A ] ] ] ]
B B A Dol BN D A el B
23451111222233312345
Aol glalalal 2| a|aalalale|lalz|elelalolo
olololalalalglole| ool &l | ===
RAlelrlalrlalealalga

143



124!

MDK 1

MDK2

MDK 4

MDK'5

MDK 6

MDK7

PAR1

PAR3

PAR4

PARS

PAR 6

PAR7

MOD 1

MOD2

MOD3

MOD 4

MOD5

SVA'1

SVA?2

SVA3

SVA4  SVAS

MDK 1

+

MDK2

MDK 4

MDK'5

MDK 6

MDK'7

PAR1

+ |+ |+ |+

PAR3

+ |+ [+ [+ |+

+ |+ |+ |+ |+

+ |+ [+ [+

+ |+ |+ |+ |+

+ |+ |+ |+ |+

PAR4

PARS

PAR6

PAR7

MOD 1

MOD2

MOD3

MOD 4

MOD5

SVA'1

SVA2

SVA3

SVA 4

SVA'5

PERIPIN 1T

.
.

7.

7.

* PAUDWPIII YIUI()ZSI) SOIZIIAUOY YBIUIU [OQRINBAO[ZS V



22. Melléklet: A Szlovakiabol mintak konverzios tesztjének eredményei II1.
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ellendrzéset a tudomanyos adatbazisok és a Journal Citation Reports Impact Factor lista alapjan
elvégezte.

Debrecen, 2015.10.12.
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14. NYILATKOZATOK

NYILATKOZAT

Ezen értekezést a Debreceni Egyetem Hankdczy Jend Doktori Iskola keretében készitettem, a

Debreceni Egyetem doktori (Ph.D.) fokozatédnak elnyerése céljabal.

Debrecen, 20.......cooveeveeinnn.

a jelolt alairasa

NYILATKOZAT

Tanusitom, hogy ..., doktorjelolt 20......-20...... kozott a fent
megnevezett Doktori Iskola keretében irdnyitdsommal végezte munkdjat. Az értekezésben
foglalt eredményekhez a jelolt 6ndllé alkotd tevékenységével meghatarozéan hozzajarult, az

értekezés a jelolt ondllé munkdja. Az értekezés elfogaddsat javaslom.

Debrecen, 20......ccovviiiiiiiiiiiin,

a témavezeto alairasa
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