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1. ADOKTORI ERTEKEZES ELOZMENYEI ES CELKITUZESEI

A szelidgesztenye termesztésének egyik legveszedelmesebb ellensége a
szelidgesztenye kéregrakosodasat el6idéz0 Cryphonectria parasitica (Murr.) Barr / syn:
Endothia parasitica (Murr.) Anderson/ gombafaj. E kérokozd, valamint a szelidgesztenye
masik fontos betegségét eldidézé két jelentés gombafaj a Phytophthora cambivora
(Petri/Biism) és a Phytophthora cinnamomi (Rands.) az elmult szdz év folyaman vilagszerte
oridsi pusztitdsokat végzett a szelidgesztenye dllomanyban. Kiilondsen nagy karokat okozott a
kéregrakosoddst el8idéz6 gomba Eszak-Amerikdban, valamint Eurépaban. A kéregrakosodds
jelenleg is intenziven terjed, s ma mdr az eurdpai szelidgesztenyénél is a legjelentdsebb
betegségnek szdmit (ANAGNOSTAKIS, 1987).

A korokozot el6szor 1904-ben a bronxi allatkert (New York varos USA) idds
szelidgesztenyefdin észlelte és irta le Herman Merkel erdész, aki haldlos ellenségként
jellemezte a gombat (MERKEL, 1906).

A koérokozd, bar obligat sebparazita, megfigyelték, hogy az elhalt novényi részeken is
képes szaprofitaként sokdig fennmaradni, sOt akar sporuldlni is. Nagy mennyiségben
termelddhetnek mind az ivaros, mind az ivartalan szaporitd képletek a lehullott 4gdarabokon,
a kivégott, a szallitasra elokészitett gesztenyefdkon (SHEAR és STEVEN, 1913).

A mechanikai hatasokra, valamint a természetes uton kialakulé sebzésekbe, illetve
kéregrepedésekbe bekeriild aszkospéra vagy konidium idedlis kornyezeti feltételek mellett
kicsirazik, és megtorténik az elsddleges infekcid. Szamos kutatdst végeztek annak a
kideritésére, hogy az egyébként rezisztens dzsiai fajok csemetéi miért fogékonyak kb. 2-3
éves korukig a Cryphonectria parasitica fertdzésére, valamint, arra hogy az iddsebb fék fiatal
kéreggel rendelkezd részei is sokkal fogékonyabbak (UCHIDA, 1977).

Az aszkospoérék terjesztésében a szélnek van az elsddleges €s a legfontosabb szerepe.
Egyes esetekben fontos terjesztdje lehet a korokozonak a micélium darabkak vektorok 4ltali
széthurcoldsa, 1illetve a fertdzott faanyagok szdllitdsa 1is. Az ilyen fertdzott
szaporitdanyagokon sok esetben nincs is lathaté tiinet, amely gyanut keltene, igy ez a
betegség idébeni felismerését nagyon megnehezitheti a termel6 szamara (RADOCZ, 1995).

A betegség elhatalmasoddsdval a megtdmadott kéregrész teljesen elpusztul, és
felszakadozva levélik. Miutdn a kérokozd megjelenik egy adott fa kérgén, hamarosan az
Ujrafertdz€s miatt az egész fan megfigyelhetdek lesznek a tiinetek. Egy-egy fert6zott fan

altaldban tobb rdkos seb is kialakul, leggyakrabban a vdazagakon, a torzson €s az agvillakban,



de gyakori a gyokérnyaki részek fertézddése is, kiillonosen a csemeték €s a fiatal oltvanyok
esetében. A korfolyamat végén rendszerint a teljes fa elpusztul (RADOCZ, 1994).

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 irtdk le a jelenséget el0szor. A szelidgesztenye esetében
Olaszorszagban fedezték fel el0szor, azt hogy Genova kornyékén egy erdsen fertézott
allomanyban, a besiippedt rdkos sebek felszinén begydgyult nekrdzisok voltak taldlhatdak.
Addig az ujra kalluszosodds mint a gyogyuldsi folyamat része csak az dzsiai gesztenyefajok
esetében volt megfigyelhetd (BIRAGHI, 1950).

A hipovirulens torzsekre jellemzd volt a gyenge sporuldlé képesség. Az ilyen torzsek
megbetegitd képességiikben is jelentds eltérést mutattak az addig ismert virulens torzsektol.
Tovébbi vizsgalatok sordn fény deriilt arra is, hogy a hipovirulencia eldidéz6je a gombasejtek
citoplazmdjaban megtaldlhatd, és az konnyen atadodhat két egymadssal vegetativ kompatibilis
gomba egyed kozott kialakulo hifa anasztomozisokon keresztiil (GRENTE €s SAURET, 1969).

A hipovirulencia mitkodésének pontos megértésében MOFFITT és LISTER 1975-ben
publikdlt munkdja segitett. Vizsgalataik sordn sikeresen kimutattdk kettdsszali RNS-ek
(dsRNA) citoplazmatikus jelenlétét a két francia eredetii hipovirulens torzs esetében. Az elsd,
az egyszertsitett modon torténd dsRNA izoldlasdt a mikovirussal fertozott Cryphonectria
parasitica tenyészetbdl MORRIS és DODDS végezte el, 1979-ben.

A hipovirulens torzsek hifa anasztomoézisokon keresztiil képesek a dsSRNA ataddsara,
ezéltal a virulens koérokozd torzsek elvesztik fertézOképességiiket €s megindulhat a
nekrozisok lassu gydgyuldsa. Mivel ez a védekezési modszer tlnik szabadfoldon a
leghatdsosabbnak, szdamos kisérletet végeztek, amelyekben rdoltdsokkal probaltdk
meggyengiteni a fertdzd kérokozd populdcidkat. E kisérletek sordn megfigyelték, hogy a
rédoltdsok nem minden esetben voltak sikeresek, a hipovirulenciat kivaltd mikovirus nem
mindig jutott 4t a ,,vad” torzsekbe. A virus dtaddsa csak abban az esetben volt sikeres, ha
vegetativ kompatibilitds all fenn a két gombatorzs kdzott (ANAGNOSTAKIS és WAGGONER,
1981).

Két egymadssal nem kompatibilis gombattrzs esetében a parositiskor a hifa-
anasztomoézisok mar azeldtt elhalnak, mieldtt a hipovirulencidért felelds kettOsszali RNS
részecske atadédna. Fontos felfedezés viszont az, hogy a kettdsszald RNS (dsRNA) atadasa
bizonyos esetekben még inkompatibilis (kiilonb6z6 VCG-be tartozd) egyedek kozott is

lehetséges, igaz nagyon kis valoszinliséggel. (PENNISI et al., 1992; GRANATA et al., 1992).



A Cryphonectria parasitica esetében az elméletileg lehetséges VC csoportok szdma a
150-t is meghaladhatja. Az Amerikai Egyesiilt Allamokban 1983-ban mdr 77 VC tipus
létezését igazoltdk (ANAGNOSTAKIS, 1983; ANAGNOSTAKIS, 1998; HOGAN és GRIFFIN,
2002).

Eurépdban egy atfogd nemzetkozi kutatds kezdddott az azonositott vegetativ
kompatibilitasi tipusok egységes rendszerbe foglaldsa céljabdl. Ennek eredményeként 31 EU-
teszter torzset identifikaltak a koérokozé Svdjcban és Olaszorszagban izolalt tdrzseibdl.
Megallapitasuk szerint hat locus-t és két-két allél-t szamitva potencidlisan 64 ilyen VCG
1étezik (CORTESI et al., 1998).

A magyarorszagi szelidgesztenye alloméanyok felmérésekor megallapitottdk, hogy az
egyes termohelyeken azonos VC csoportokba tartozé kérokozo torzsek vannak jelen. Ennek
oka azzal magyardzhatd, hogy a gomba viszonylag rovid ideje van jelen hazdnkban. A
legtjabb kutatdsok szerint viszont mar elmondhat6é az, hogy vannak olyan termdhelyek is,
ahol mar tobb VCG-be tartozd torzset azonositottak egy populdcion beliil, amelyek a
korokozé genetikai elkiiloniilésére, vagy egy masik genotipussal torténd hibridizdcidjara
utalnak (RADOCZ, 1995).

A vegetativ kompatibilitasi tesztek elvégzése mellett a szelidgesztenye kéregrak
populédcidk genetikai jellemzésére 3 filogenetikai markert is felhaszndltunk. A fefl gén
filogenetikai kutatdsokhoz val6 felhaszndlasat az teszi lehetdvé, hogy az EF-1a fehérje, és igy
a fehérjét kodolé gén is erdsen konzervativ az éldvilagban. Ebbdl kovetkezik, hogy
jellemzéen  fajok  kozotti  filogenetikai  kapcsolatok — felkutatdsdara  alkalmazzik,
felhasznalhat6saga korldtozott a fajon beliili kapcsolatok jellemzésére (CHO et al., 1995;
MOREIRA et al., 1999).

A nagy variabilitasi, nem kédold ITS génszakasz felhaszndldsa dltaldnosan elterjedt a
taxonok kozotti rokonsagi viszonyok feltarasdhoz. Segitségével az osztdly, csalad, nemzetség,
faj kapcsolatok modellezése nagy biztonsdggal elvégezhetd, ezért ezen génszakaszokat
szamos kutaté alkalmazta munkdja sordn. Az ITS génszakaszra kismértékll szelekcié hat,
ezéltal a mutdcidk valdszintisége nagy, a variabilitds nagy, a génszakasz evoliciésan erdsen
valtozékony. Ezen tulajdonsdg lehetdvé teszi a nem-kodolé régiok alkalmazédsat a
tobbségében alacsonyabb szinti rendszertani kapcsolatok vizsgalatanal, példaul kozeli rokon
fajok vagy populdciok egymdstdl valo elkiilonitéséhez. (HILLIS és DIXON, 1991; MONCALVO
et al., 1995; NICHOLSON, 1995; PINE et al., 1999;).

A mikroszatellitek filogenetikai elemzésekre valé alkalmazasa a gombdk esetében az

utébbi években altaldnossa valt. A més néven egyszerii szekvencia ismételodésnek (SSR -
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Simple Sequence Repeat) vagy rovid tandem ismétlédésnek ( STR - Short Tandem Repeat)
nevezett molekuldris biol6giai markerek, sikeresen felhaszndlhatéak nagy felbontdsu
genetikai térképek elkészitésére. A mikroszatellitek filogenetikai €s populdcidgenetikai
vizsgalatokban valé elterjedt és széleskorli alkalmazhatésagat az teszi lehetové, hogy nagyon
konnyen amplifikdlhat6ak, nincsenek allandé szelekcidés nyomads alatt, valamint, hogy nagy
szdmban fellelhetéek a genomban. Fontos kiemelni azt, hogy a mikroszatellitek 4ltalanosan
elterjedtek mind a prokariéta, mind az eukaridta genomban, tehdt mint univerzalis markerek,

széles korben felhasznalhatéak (HEARNE et al., 1992; PARKER et al., 1998 ZANE et al., 2002).
Részletes kutatasi célkitiizések

1. A Debreceni Egyetem  Agrartudomédnyi Ko6zpont Mezdgazdasag-,
Elelmiszertudomanyi és Kornyezetgazddlkodasi Karan taldlhat6
Novényvédelmi Intézetben rendelkezésre all6 Cryphonectria parasitica mintak
felfrissitése, 1j vizsgélati teriiletekrél szarmazé mintdk begytjtése, és a

meglévo torzsgylijtemény fenntartdsa, bovitése.

2. Az Aaltalunk végzett terepi gyujtésbdl szdrmazé mintdk VCG tesztjeinek
végrehajtdsa, és a kapott eredmények Osszehasonlitisa mds kutatdsi

eredményekkel.

3. A gyijtésbdl szarmaz6é mintdk molekuléris biolégiai vizsgélata ITS és tefl
molekuléris markerek segitségével, valamint az eredmények Osszehasonlitdsa a

kiilonboz6 nemzetkozi adatbankokbdl szarmazé eredményekkel.

4. Osszefiiggések és kapcsolatok keresése a kiilonbozd mintdk genetikai, illetve

foldrajzi helyzetéhez kapcsoldddan.

5. Mikroszatellit markerek vizsgélata, illetve alkalmazhat6sdguk meghatirozasa a
kiilonbozé  Cryphonectria  parasitica  szubpopuldcidk  Osszehasonlitd

vizsgdalataiban.

6. A szakirodalom altal feljegyzett adatok, eredmények Osszehasonlitdsa a sajat
kutatasbol szarmazé eredményekkel. Az esetleg eltérések, véltozdsok okainak

feltarasa, elemzése.



2. A KUTATAS MODSZEREI

2.1 A mintagyiijtés részletei

Kutatasunk elsé Iépéseként a vizsgdlati teriiletek keriiltek kivélasztasra. A
vizsgdlatokba bevont szelidgesztenye termoteriiletek kivalasztasakor szem elott tartottuk azt,
hogy azok minél jobban reprezentdljdk a Karpat-medence kiilonbozé Cryphonectria
parasitica szubpopuléciéit. Mivel a Cryphonectria parasitica az EPPO besoroldsa szerint
zérlati karositd, amely az EPPO orszagainak teriiletén, igy Magyarorszdgon is megtaldlhato,
behozatala engedélykoteles. Ennek értelmében a kornyezd orszagokbdl behozott mintdkra
engedélyt kellett kérni, és a vizsgalatok szdmdra helyet add laborokat és eszkozoket
ellendrzésnek kellett aldvetni.

A teriileteket a mintagyijtés alkalmdval pontosan felmértiik egy kézi GPS késziilék
segitségével, és kiilon rogzitettik a GPS koordinatdit azoknak a faknak, amelyekrdl
kéregmintit vettiink. Munkdnk sordn 95 darab Cryphonectria parasitica izolatumot
vizsgaltunk meg. Magyarorszag teriiletérdl 31, Szlovakiabdl 17, Ukrajnabol 10, Romaniabdl
11, Maced6nidbdl 10, Bulgéridbdl 2, Gorogorszagbol 9, és Portugélidbdl 5 izoldtum szerepelt
a kutatdsokban. A Portugdlidbdl szdrmazé mintdkat Helena Braganca, a GoOrdgorszagbol

szarmazokat Charikleia Perlerou bocsdjtotta rendelkezésiinkre.

2.2 A mintak laboratoriumi eldkészitése

A laboratériumi vizsgédlatok a tdptalaj elkészitésével kezdddtek. A mintdkat PDA
(Potato Dextrose Agar) tdptalajon novesztettiink. A kéregmintakat az el0készités soran 2-3
percig 70 %-os etanolban fertOtlenitettiik, majd desztillalt vizben lemostuk a mintdkrél. Az
elore megcimkézett Petri csészékben kiontott tdptalajra a kéregmintdkbdl kis darabkékat
helyeztiink, és ezt kovetden a mintdkat termosztatba keriiltek, ahol egy hétig dllandé 27 °C -os
homérsékleten novesztettiik. Minden nap ellendriztiik a fert6zott kéregmintdkat, majd miutdn
megjelent a Cryphonectria parasitica a tiptalajon, tjra atoltottuk azokat és a termosztitban
neveltiik 6ket. 10 nap elteltével a gomba teljesen bendtte a Petri csészéket és alkalmassé valt a
folyékony taptalajra valé atoltasra.

A VCG vizsgalatok soran a PDA taptalajhoz 50 mg/l brémkrezol zold indikétort is
hozzdadtuk. Az indikdtor haszndlata azért elonyos, mert a szegély zoéna az egymadssal

vegetativ inkompatibilis tenyészetek esetében sokkal markdnsabban kirajzolédik, mivel a
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brémkrezol zo6ld indikator a tiptalaj savasoddsdnak hatdsdra szinvaltozassal reagdl. A taptalaj
azonban az elhalt hifak esetében nem produkadlja a szinvaltozast (POWELL, 1995).

A folyékony MEX (malt extract) taptalaj elkészitéséhez a gyarté daltal megadott
recepturdt hasznaltuk fel. 500 ml desztillalt vizhez 20 g MEX tdptalajt kellett keverni. Ezutan
a taptalajt autokldv segitségével sterilizaltuk. A folyékony MEX (Scharlau) té4ptalajt
Erlenmeyer lombikokba oOntéttiik szét. Egy Erlenmeyer lombikba 50 ml t4ptalaj keriilt. A
szilard PDA t4ptalajrdl steril 5 ml desztilldlt viz segitségével lemostuk a gombat, majd a
lombikba pipettaztuk a folyadékot. Ezutdn az Erlenmeyer lombikokat razégépre helyeztiik, és

74 6ran keresztiil szobahdmérsékleten razattuk 125 rpm sebességen.

2.3 A VCG vizsgalatok Kivitelezése

A kutatdsba bevont mintdk molekuldris bioldgiai vizsgalatait megel6zden elvégeztiik a
VC csoportokba valé besoroldst. A tesztvizsgdlatok sordn POWELL 1995-ben kozolt
receptirdjat haszndltuk fel: 500 ml desztilldlt vizhez el6szor hozzdadtunk 20 g eldre kevert
PDA (Potato- Dextroz Agar) komponenst, majd kiegészitésként 50 mg metionint, 0,5 mg
biotint, 3,5 g maldta kivonatot, 1 g élesztd extraktumot, 0,4 g tannin savat, 1 mg tiamint
valamint 25 mg brémkrezol z6ld indikatort. A taptalaj f6zését egy RAIPA tipusti nedves
autoklav segitségével végeztik el. Az autokldv az alabbi program szerint végezte el a
sterilizdlast: 12 °C-on, 1,1 bar nyomas mellett 20 perc sterilizaldsi id6 alatt. A steril taptalajt
ezutdn Petri-csészékbe toltottiik ki, ezekre 10x10 mm nagysdgi gomba micélium szévedéket
tartalmaz6 tdpkockdkat helyeztiink el. Egyszerre egy Petri-csészében 4 par tesztet lehetett
elvégezni. A mintdkat Heratherm IMH 180 S tipusu fiithetd- hiithetdé mikrobioldgiai
inkubdtorba helyeztiik. Az izolatumokat 25 °C novesztettiik, majd a parositast kovetd masodik
héten megtortént a tesztek kiértékelése. A tesztek elvégzéséhez sziikséges (EU 1-31)
tesztertorzseket a Debreceni Egyetem Novényvédelmi Intézet valamint a Nyitrai Erdészeti- és
Okolégiai Intézet bocsdtotta rendelkezésiinkre. A vizsgilatok elsé 1épéseként elvégeztiik a
kiilonb6z6 mintagyljtési helyek populdcidin beliilli kompatibilitdsi teszteket. A kapott
eredményeket Excel tdbldzatban Osszegeztiik, ezaltal attekinthetové viélt a kiilonb6z6 VC
csoportok megjelenése az adott termdhelyen. A kiilonb6z6 termdhelyek VC csoportjainak
ardnyait illetve szdzalékos megoszlasat kordiagram segitségével prezentdltuk. A kapott
eredményeket ezt kovetden Osszevetettik a kordbbi vizsgilatok eredményeivel, és

Osszegeztiik az esetlegesen bekovetkezett véltozdsokat.



2.4 Polimeraz-lancreakcion alapulé vizsgalat el6készitése

A PCR-t 50 pl térfogatban végeztiik 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).

Az ITS-fragmentum felszaporitasdhoz az alabbi 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 1€pésként kezdeti denaturdlds tortént 95 °C-on 3 percen 4t, amelyet 5 cikluson
keresztiil tovabbi denaturdlds kovetett 95 °C-on 1 percig. Majd az annellacié 50 °C-on 1
percig, és végiil a polimerizdcié 72 °C-on 1 percen éat. Ezt kovette 25 cikluson keresztiil a
denaturdlds 95 °C-on 1 percig, majd az annellici6 50 °C-on, 1 percig, és végil a
polimerizaci6 72 °C-on 1 percen keresztiil. Utoljara egy 15 perces polimerizacié kovetkezett
72 °C-on.

A transzlacios elongédcids faktor fragmentumdnak felszaporitdsdhoz a kovetkezd
primerpért 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: elsd 1épésként kezdeti
denaturalés tortént 95 °C-on, 3 percen 4t, amelyet 5 cikluson keresztiil tovabbi denaturdlds
kovetett 95 °C-on 1 percig, majd az annellacié 59 °C-on 1 percig, és végiil a polimerizici6 72
°C-on 1 percen 4t. Ezt kovette 25 cikluson keresztiil a denaturdlds 95 °C-on 1 percig, majd az
annellaci6 59 °C-on 1 percig, és végiil a polimerizaci6 72 °C-on 1 percen keresztiil.
Legutoljira egy 15 perces polimerizacié kovetkezett 72 °C-on. A PCR-t az MWG Biotech
Inc. Primus 25 (Milton Keynes, UK) tipusid késziilékével végeztiik el. A felszaporitott és
tisztitott PCR-termékek szekvendldsat az MWG Biotech, Germany cég végezte téritéses
megbizassal. Az éltaluk alkalmazott szekvendlds a Sanger-féle mddszeren alapszik (SANGER
et al., 1977), és az ABI cég altal fejlesztett gépekkel végzik. A szekvendlds megbizhatésdgat
az ISO nemzetk6zi mindségbiztositasi szabvany (DIN EN ISO 9001:2000) garantalja.

2.5 A mikroszatellitek amplifikaciéjanak részletei

Munkank sordan 6 kiillonb6z6 mikroszatellitet valasztottunk ki és vontunk be a
vizsgalatokba, melyeket el6z6leg BREUILLIN et al., (2006) és KUBISIAK et al., (2007) irtak le.
Az amplifikaciot 50 ul végtérfogaton hajtottuk végre, amely tartalmazott 25 ul 2X PCR
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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 hasznélatdval amplifikdltuk. Az alabbi PCR ciklust alkalmaztuk az
amplifikdcidé sordn: 3 perc inicidlé denaturdcié 95 °C-on, ezutdn 5 ciklus kovetkezett 95 °C-
on, amelyek 1 percesek, majd 1 perc anneldcié 50 °C-on, 1 perc polimerizacié 72 °C-on. A
tovabbi 25 ciklus denaturdcids homérsékletét 90 °C-ra csokkentettik, az anneldcid
homérséklete pedig a 16kuszoktdl fiiggden 53-56 °C kozott valtozott. A tobbi bedllitas az elsod
5 cikluséval megegyezett. A zard polimerizacié 72 °C-on tortént 15 percig. 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 sdvok élessége érdekében 1 X TAE buffert hasznéltunk, amelyet a
gyarté mellékelt a felhasznélt gélhez. A gélt EtBr (Sigma, USA) segitségével festettiilk meg 45
percig, majd ezt kovetden BIO-RAD Gél dokumentacids rendszer hasznélataval UV fényben

(k =250 nm) dokumentaltuk.

2.6 A filogenetikai elemzésekhez felhasznalt programok

A filogenetikai elemzések elsd 1épéseként a DNS szekvencidkat ClustalX program
segitségével illesztettiik Ossze. A program elsddlegesen egy tobbszords szekvencia rendezd
feladattal ellatott alkalmazds, mely nagyszamud nukleotid- illetve fehérjeszekvencidkkal
egyarant képes dolgozni. A program tobb szekvencia hasonldsidgat, homoldgidjat azonositja
és elemzi, ezdltal felismerhetévé viélik a szekvencidk kozotti evolicids kapcsolat, eltérés
illetve egyezO0ség. Miutdn a ClustalX program segitségével a szekvencidk illesztése
megtortént, sziikség volt egy manudlis finomitdsra. A Genedoc program szintén egy
tobbszoros szekvencia illeszté és szerkesztd program, amely lehetévé teszi a kézi
finomhangolast. A szekvencia illesztést kovetden sziikség van a kapott adatok grafikai
abrazoldsara, mert ezaltal jobban l4thatova valnak a kiilonb6zd evolicids kapcsolatok a
vizsgalt mintdk kozott. Erre a feladatra tobb program all rendelkezésre. Vizsgdlataink sordn
eldszor a Treeview nevil programot haszndltuk fel, amely filogenetikai torzsfak rajzoldséara és
szerkesztésére egyarant alkalmas. A Paup*4.0 (SWOFFORD, 2000) jelenleg az els6¢ szamu
torzsfakészitd program. A program a ClustalX illetve a Genedoc 4ltal készitett adatfajlokbdl
dolgozik, és tobbféle filogenetikai elemzés, koztik a vizsgédlataink sordn kivéalasztott

Maximum Parsimony és Maximum Likelihood analizis elvégzésére is alkalmas.



2.7 Mikroszatellit analizis

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

A vizsgalt mintdkat foldrajzi elhelyezkedés szerint 7 kiilonb6z6 csoportba rendeztiik,
és a program segitségével vizsgaltuk a polimorf lokuszok szdmat és szdzalékos megoszlisat,
az 4atlagos allélszamot lokuszonként, a tényleges lokusz szdmot, Nei-féle géndiverzitdst (h)
lokuszonként. Elvégeztiik a genetikai kiilonbség becslését a populaciok kozott a Nei-féle G-
statisztika alapjan, valamint a Nei-féle torzitatlan genetikai azonossag és a genetikai tdvolsag
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 0 (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 populaciok kozotti géndramlds (Nm) mértékét, vagyis az egy generacié migrans
egyedek szdmat a 6 értékbdl kalkuldltuk ki az Ny, = 0.5 (1 — 0)/0 képlet segitségével
(MCDERMOTT és MCDONALD, 1993).

A kiilonb6z6 genotipusok (multilocus genotypes - MLG) szdmdnak megaddséhoz,
valamint az asszocidciés index a mintaszambeli -eltéréseket korrigdld, standardizalt
valtozatanak kiszamitdsdhoz szintén Popgene 1.31 programot alkalmaztuk. A teljes panmixia
(rp = 0) null-hipotézisét a program a véletlenszerlien kivalasztott izolatumok adataival
tizezerszer tesztelte (AGAPOW és BURT, 2001; GIRAUD et al., 20006).

A populécidk struktirdjat a BAPS 6.16 (Bayesian Analysis of Population Structure)
program segitségével vizsgdltuk meg. A program a Bayesian megkozelitést haszndlva
hatdrozza meg a populdcidban taldlhat6 egyedek legvaldsziniibb csoportositdsat. A program a
mikroszatellit fragment hosszusdg adataibol hatarozza meg a populaciok legvaldsziniibb
(posterior valoszinliség) szamét (k — klaszter szam) illetve megadja az egyedek csoporthoz

tartozasat (CORANDER et al., 2003; TANG et al., 2009).
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3. AZ ERTEKEZES FOBB MEGALLAPITASAI

3.1 A VCG vizsgalatok eredményei

Vizsgélataink sordn mindosszesen 168 kiillonbozé mintdn végeztiik el a vegetativ
kompatibilitasi teszteket. Legnagyobb szamban Magyarorszagrél és Szlovakidbol szarmazd
mintdkat vontunk be a vizsgdlatba. A vonatkozd szakirodalmat attekintve ebben a két
termOkorzetben lehetett szamitani a legnagyobb diverzitdsra a vegetativ kompatibilitasi
csoportok kozott. Vizsgdlataink sordn Magyarorszdg 13  kiilonbozdé  szelidgesztenye
termoteriiletérdl, osszesen 44 mintdn végeztiik el a vegetativ kompatibilitdsi vizsgélatokat.
Kiilon csoportban kezeltiik a soproni, zalai, baranyai, Dunakanyar menti, valamint az észak-
magyarorszagi termOkorzetet. Fontos kiemelni, hogy a pélhazai illetve érsekvadkerti
szubpopulédcidk esetében eldszor keriilt sor a VC tesztek elvégzésére. Ezekrdl a helyekrol
korédbbi szakirodalmak tekintetében nem ismertek eredmények. A soproni termdékorzetben az
EU-12 illetve EU-13 VC csoportokat sikeriilt kimutatni. A zalai termdkorzetben az EU-12,
EU-13 illetve EU-16 VC csoportok mutattak pozitiv eredményt. A baranyai termOkorzet teljes
hasonlésagot mutatott a zalai termdékorzettel a VC csoportok tekintetében. A Dunakanyarbol
illetve az észak-magyarorszdgi palhdzai mintdk az EU-12 tesztertorzzsel mutattak vegetativ
kompatibilitast. Magyarorszag valamennyi termOkorzetének esetében jellemzd az EU-12 VC
csoport dominancidja. A zalai és baranyai régidban megfigyelhetd az EU-16 VC csoport 10%
koriili jelenléte, ami jelentdsnek mondhato.

A szlovédkiai mintagyiijtéseink sordn 9 mintateriiletrdl minddsszesen 39 mintét
izolaltunk, majd elvégeztiik rajtuk a vegetativ kompatibilitasi teszteket. A régiok kialakitasa
az aldbbiak szerint alakult. Kiilon régiét alkotnak a Pozsony kornyéki mintdk, a nyitrai
mintdk, a kékkd6i mintdk, a besztercebanyai régiéban taldlhaté Kiskorna (Krnd) temet6jébol
szarmaz6 mintdk, valamint a Kelet- Szlovédkidban, az ukran hatar kozvetlen szomszédsagaban
taldlhaté Petroc (Petrovce) melletti erd0bol gyiijtott mintdk. A pozsonyi termokorzetben
jellemzdéen az EU-2, EU-12 illetve EU-13 VC csoportokat sikeriilt kimutatni. A nyitrai
termokorzetben szintén az EU-2, és EU-12 valamint az EU-16 VC csoportok mutattak pozitiv
eredményt. Ez a két régié mutatta a legtobb kiillonbozé VC csoportot. A kékkdi
termoOkorzetben mar csak az EU-12 és az EU-13 VC csoportok jelenlétét sikeriilt kimutatni. A
besztercebdnyai régidban taldlhaté Kiskorna két mintateriiletérdl szarmazé mintdk esetében
csak az EU-12 torzs jelenléte volt kimutathatd. A kelet-szlovékiai régioban taldlhaté Petroc
két mintateriiletérél szdrmazé mintdk esetében az EU-12 torzs valamint az EU-13 torzs

jelenléte volt kimutathaté. Altalanossdgban elmondhatd, hogy az EU-12 és az EU-13 csoport
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domindns a termoteriileteken, de a nyugat-szlovakiai (pozsonyi €s nyitrai) termokorzetek
nagyobb variabilitdst mutatnak, tobb vegetativ kompatibilitdsi csoport is megtaldlhatd, de
Nyitra kornyékén az EU-12, illetve Pozsony kornyékén az EU-13 csoport a domindns.

Terepi mintavételiink alkalmédval Ukrajndbol 3 kiilonboz6 termOkorzetbdl, Serednje
(Szerednye) melldl, Bobovyshche (Borhalom) telepiilés hatardbol és Rostov'yatisya mellett
talalhat6 erdO6bdl sikeriilt kéregrak mintdkat izoldlni. A kordbban elvégzett VCG tesztek
alkalmadval csak az EU-12-es kompatibilitdsi csoport jelenlétét lehetett kimutatni. A Serednje
mellett taldlhaté 4 mintateriileten sikeriilt kimutatni az EU-12 és az EU-13 tesztertorzs
jelenlétét. Ugyszintén megtaldlhaté volt, a fent emlitett két VC torzs a Bobovyshche
(Borhalom) telepiilés hatdrabol €s Rostov'yatisya mellett taldlhaté erd6bdl szarmazd
mintakban is.

A Romadnidban végzett terepi vizsgalatokat két kiillon alkalommal végeztik el. A
Nagybédnya (Baia Mare) mellett taldlhat6 szelidgesztenye termdhelyeken, 2011. szeptember 7-
én izolaltuk a vizsgdlt mintdkat, mig a dél-Romanidban talalhaté Tismana varosat koriiloleld
erddkbdl 2012.szeptember 2-dn gydjtottik be a mintakat. Osszesen a két régié 13
termoOkorzetébdl 21 izolatumot gyljtottiink, majd elvégeztiik rajtuk a vegetativ kompatibilitasi
teszteket. A nagybdnyai régioban, a Veresviz, Felsététfalu és Kdébanya termdkorzetben
domindl az EU-12 vegetativ kompatibilitdsi csoport. A Nagybanya mellett taldlhat6 Tautii-
Magherdaus (Miszmogyorés) termokorzetben az EU-12 torzs mellett sikeriilt kimutatnunk az
EU-13 vegetativ kompatibilitasi csoport jelenlétét is. A vizsgélataink targyat képezd masik
romaniai termoérégié, Tismana esetében minden begyilijtétt minta az EU-12-es vegetativ
kompatibilitasi csoporttal mutatott pozitiv eredményt.

Sikeres kapcsolatfelvétel utan Dr. Kiril Sotirovski professzor tr segitségével
gyljtottiink  mintdkat  2011.oktéber 4-5-én  Macedonia fontosabb szelidgesztenye
termorégidiban. A gytjtést, a fovaros Skopjétél 51 km-re taldlhaté Tetovo varosa melletti
szelidgesztenye dllomanyaival kezdtiik, majd dél felé haladva el0szor Vrutok, majd Osoj
telepiilések mellett végeztiik el az izolélast. Ezt kdvetden az albdn-macedon hataron talalhatod
Ohridi-t6 mentén fekvd Volino és Radolistha szelidgesztenye erddiben folytattuk a mintdk
gyljtését. A kiillonbozé felmérések alapjan a maceddniai populdciok a legnagyobb mértékben
az EU-12 tesztertorzzsel mutattak kompatibilitast (98%), tovabba kimutattdk az EU-1, EU-2,
EU-10 valamint az EU-22 vegetativ kompatibilitdsi csoportok minimélis jelenlétét. A
vizsgdlatbdl egyértelmiien kideriil, hogy minden minta az EU-12 tesztertorzzsel mutatott

kompatibilitast.
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A Gorogorszagbdl szarmazé mintdkat Dr. Charikleia Perlerou professzor asszony
bocsdjtotta rendelkezésiinkre. Az orszdg kiilonbozd szelidgesztenye termdteriileteirdl
szarmazo mintdk jol reprezentdljdk a VC csoportok diverzitdsat. Ezeket a mintakat
egészitettiik ki az Intézet gyljteményében megtaldlhaté P5-1, P5-2, ME48-1 és ME 48-2
mintdkkal. A eredmények alapjan egyértelmiien kideriil, hogy minden minta az EU-12
tesztertorzzsel mutatott kompatibilitst.

Macedoéniai  mintagyiijtésiink alkalmaval Dr. Kiril Sotirovski professzor ur
segitségével lehetové valt, hogy Bulgaridban is folytassuk terepi munkédnkat. Az orszag dél-
nyugati szegletében a gorog- bulgdr-macedén harmas hatdr kozelében taldlhaté Petrich
szelidgesztenye dllomanydbdl sikeresen mintdkat gyljtottiink. Fontosnak tartottuk a bulgériai
mintdk bevondsit a vizsgdlatainkba, mert ellentétben a gorogorszagi termorégiok alapos
felméréseivel szemben itt joval kisebb figyelem kiséri a szelidgesztenye dllomanyok kdrtani
allapotat. A szakirodalmi adatokban kozolt vegetativ kompatibilitasi tesztek 80%-ban az EU-
12 torzzsel mutattak pozitiv eredményeket, valamint igazoltdk, bar nagysdgrendekkel kisebb
mértékben az EU-2, és EU-10 kompatibilitasi csoportok jelenlétét is. A vizsgalatbdl
egyértelmiien kideriil, hogy mind az 5 minta az EU-12 tesztertdrzzsel mutatott
kompatibilitast.

A kutatdsunkba bevont Kdérpit-medencei valamint a Balkan-félszigetr6l szdrmazo
mintdk mellé, dsszehasonlitds céljabol portugdl mintdkat is sikeriilt felhasznédlni. A portugal
mintdkat Dr. Helena Braganca a Unidade de Silvicultura e Produtos Florestais Instituto
kutatéja biztositotta szadmunkra. Két minta az Azori-szigetekrdl, egy minta a délnyugat
portugdliai Alentejo, egy minta az észak portugdliai Trds on Montes, és egy minta Madeira
szigetérol szarmazik. Kérésiinkre ugy valogatta 6ssze a mintdkat, hogy azok minél jobban
reprezentdljadk a portugdliai Cryphonectria parasitica populdcidkat. A vizsgdlatok soran
kideriilt, hogy csak két mintanal sikeriilt pozitiv eredményeket elérni, a tobbi minta esetén a
rendelkezésiinkre all6 EU-1 és EU-31 kozotti tesztsor nem mutatott kompatibilitdst. A
szakirodalmi publikdciokban kozolt vegetativ kompatibilitdsi tesztek 80,2 %-ban az EU-11
torzs dominancidja volt tapasztalhat6, majd a 7,1%-a az EU-12 tesztertorzzsel mutatott
kompatibilitast. 6,6%-ban az EU-66 jelenléte volt kimutathatd, valamint detektaltdk az EU-1,
EU-2, EU-28, EU-33, P-7 és P-9 csoport jelenlétét Az daltalunk elvégzett vizsgélatok,
valamint a szakirodalom dltal kapott eredmények Osszevetése utdn megallapithatd, hogy
Portugdlia szelidgesztenye kéregrdk populdcidinak nagy a diverzitdsa, 9 kiilonbozé VC
csoport jelenléte bizonyitott, és ezek struktirdja kiilonbozik a Karpat-medencében

megtaldlhat6aktol.
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3.2 A tefl fragmentumok elemzése altal kapott eredmények

A vizsgalatokban szereplo 95 izoldtumbdl Osszesen 63 minta esetében sikeriilt
felszaporitani, majd megszekvendlni a tef] szakaszokat. A molekuldris bioldgiai labormunkédk
sordn sok esetben tapasztaltunk kevert szekvencidkat, és a PCR paraméterek tobbszori
bedllitdsa és megismételt tenyésztés utdni DNS izoldlast kovetden sem sikeriilt értékelhetd
szekvencia eredményeket kapni. Az Osszehasonlité vizsgélatok sordn szintén nagyon kevés
tefl szekvencia éllt rendelkezésre az adatbankokban ezért a végleges torzsfdban mindosszesen
két Osszehasonlitdsra felhaszndlhat, nem 4ltalunk depondlt szekvencia volt elérhetd

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

A Parsimony elemzés sordn a program 547 karaktert (bazist) vett figyelembe, melybdl
539 karaktert konstansnak talélt, 6 karaktert pedig nem tekintett informativnak, és csak 2
karaktert becsiilt informativnak. Az informativ karakterek alacsony szdma arra utal, hogy a
kiillonbozé foldrajzi  korzetekbdl szarmazé Cryphonectria parasitica izolatumok tefl]
fragmentumai kozotti kiilonbség alacsony, vagyis nem alkalmas a fajon beliili elkiilonitésére.
Az 0Osszehasonlitds megbizhatdsdganak ellendrzésére bootstrap analizis futtatunk le. A
vizsgalat sordn kapott magas bootstrap értékek megerdsitették az egyes elagazasok helyének a
val6szinliségét, ezzel aldtdmasztva a felrajzolt filogenetikai torzsfa helyességét. Az egyes
izolatumok kozotti tdvolsdgok (bazisok kozotti kiilonbség, eldgazdsok hossza) nem
bizonyultak kellden eltéronek ahhoz, hogy az eredmények alapjén a filogenetikai torzsfat jol
megalapozottnak tekinthessiik. A felrajzolt torzsfdn (1. abra) jol l4thatd, hogy az altalunk
begyljtott illetve megszekvendlt mintdk egy egységet alkottak, nem mutattak értékelhetd
kiillonbséget. Ez az eredmény vérhat6 volt, mivel mar a szekvencidk kézi finomitdsakor
szembetlind volt, hogy az egyes mintdk kozott csak minimdlis, néhany bazispar eltérés
mutatkozott. Ennek ismeretében kijelenthetd, hogy az dltalunk megszekvendlt mintak tef/
szekvencidi gyakorlatilag megegyezdek. Ezzel szemben a GeneBank adatbazisbdl feltoltott, (
a torzsfan fekete szinnel feltiintetett) az USA-b6l szarmaz6 mintdk egy kiilonallé csoportba
rendezddtek. A szakirodalmi feldolgozas soran mar emlités volt arra, hogy a fef] fragmentum
altalanosan elterjedt és hasznalt marker fonalas gombdknal a populdcidgenetikai, illetve a
filogenetikai vizsgdlatokban. Kutatdsunk sordn azonban bebizonyosodott, hogy nem alkalmas
a Cryphonectria parasitica tajon belill a kiilonb6z6é populacidk elkiilonitésére, mivel nem
mutatott értékelhetd kiillonbségeket az eltérd foldrajzi elhelyezkedésii mintdk Kkozott.
Eredményként kezelhetd az, hogy a meglehetésen hidnyos génbanki fefl szekvencia

allomanyt sikeresen kiegészitettiik 63 Cryphonectria 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
Cryphoneciria 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 (AY 308954
0.1 Changes

1. abra Filogenetikai kapcsolatok alakuldsa a tef] szekvencidk Parsimony analizissel torténd
vizsgdlata alapjan (a kiilonboz0 szinek a szdrmazdsi helyeket jelolik, feketével az adatbazisbol

szdrmaz4 mintédkat jeloltiik)
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3.3 A ITS fragmentumok elemzése altal kapott eredmények

A vizsgélatainkban felhasznélt Cryphonectria parasitica mintdk ITS fragmentumainak
felszaporitdsa, a tefl fragmentumokkal tapasztaltakndl ellentétben, lényegesen hatékonyabb
volt. Ebben az esetben a vizsgélatokban szerepld 95 izolatumbdl 6sszesen 85 minta esetében
sikeriilt felszaporitani, majd megszekvenaltatni a ITS szakaszokat. Az Osszehasonlitd
vizsgalatok sordn szdmos Cryphonectria parasitica ITS fragmentum 4allt rendelkezésre az
adatbankokban, illetve kibOvitve az Osszehasonlité elemzést, a Cryphonectria és Endothia
nemzetség mas fajainak deponalt ITS szekvencidit is felhasznaltuk

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

A sikeresen felszaporitott €s megszekvendlt izoldtumokat depondltuk az altalunk is
hasznalt adatbankba (GeneBank). Az adatbank a bekiildott adatok feldolgozasa utdn azonositd
koddal jelolte az izolatumokat. Az adatbankbdl letdltott szekvencidkat a torzsfakészités soran
beépitettiik a vizsgdlatba, ezzel is kiszélesitve a fajon beliili €s fajok kozotti kapcsolatokat. Az
adatbankbdl 45 mintat toltottiink le. A Cryphonectria nemzetségbdl a Cryphonectria
parasitica faj 19 depondlt szekvencidja volt feltoltve a GeneBank adatbazisba, melyek ITS
fragmenthosszusaga 525-638 bazispar kozott valtozott. A kovetkezd orszagokbol szdrmazd
izolatumok ITS szekvencidit toltottiik le (zardjelben az izolatumok szdma): USA (7), Japan
(6), Portugdlia (3), Kina (2), Azerbajdzsan (1). A Cryphonectria nitschkei faj 9 izolatummal
vett részt a vizsgédlatban 507-669 bdazispir fragmenthosszal. Ebbdl 5 izoldtum Japanbdl
szdrmazott, mig a fennmarad6 4 izolatum eredete nem ismert. A Cryphonectria macrospora
faj esetében 3 izolatum Kkeriilt be a vizsgélatainkba, 1 Oroszorszdg teriiletér6l, 2 minta
Japanbol, 509-591 bazispar fragment mérettel. A Cryphonectria naterciae faj 7 izoldtummal
szerepelt a kutatdsban 531-532 bazispar fragmenthosszal, a szdrmazdasi hely minden esetben
Portugélia volt. A Cryphonectria radicalis esetében 3 izoldtumot vizsgéltunk (1
Olaszorszagbodl és 2 Svéjcbol) 535-544 bazispar fragmenthosszal. Az Endothiella gryosa faj
esetében 1 portugdl izolatum &llt rendelkezésiinkre 535 bazispar fragmenthosszal. Szintén 1
izolatumot hasznaltunk fel a Endothia singularis faj esetében, mely az USA-bdl szarmazik és
749 bazispar fragmenthosszisag jellemzi. Az Endothia gyrosa esetében két izolatumot
vettiink goércsd ald, ezek szdrmazdsi helye az USA volt, a fragmenthossz 450-475 bazispér
kozott véltakozott.

Az ITS fragmentumok Parsimony elemzése alapjan megrajzolt filogenetikai torzsfa a
2. dbran l4that6. Az elemzés soran a program 547 karaktert (bazist) vett figyelembe, melybol

299 karaktert konstansnak, 76 karaktert nem-informativnak tekintett, és 0Osszesen 172
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karaktert becsiilt informativnak. Az informativ karakterek magas szdma, ellentétben a tef]
fragmentumokndl tapasztaltakkal, arra utal, hogy az ITS fragmentumok megbizhatésdga
lényegesen jobb a kiilonbozd foldrajzi korzetekbdl szarmazé Cryphonectria parasitica
izolatumok elkiilonitésére.

Az eredményekbdl rajzolt torzsfan (2.4bra) jol elkiilonithetd csoportok rajzoldédtak ki.
A csoportok kialakuldsa jellemzden a kiilonbozd fajok elkiiloniilése mentén alakult ki. A
Cryphonectria parasitica 1zolatumok, fiiggetleniil attél, hogy azok sajat gytijtésbol, vagy az
adatbankbdl szdrmaztak, kiilon csoportokat alkottak, és elkiiloniiltek a kozeli rokon
Cryphonectria, Endothia és Endothiella fajoktol. Ez az eredmény azt bizonyitja, hogy a
vdlasztott ITS fragment j6l alkalmazhaté a Cryphonectria és Endothia nemzetség kiillonbozo
fajainak szétvalasztasdra. Ezzel szemben a fajon beliili szubpopuldcidk szétvélasztdsa méar
nem tlinik ennyire egyértelmiinek. Bar 1ényegesen komplexebb képet kapunk a kiilonb6zo
foldrajzi helyekrdl szarmaz6 Cryphonectria parasitica izolatumok elhelyezkedését illetéen a
torzsfan, mint tefl/ fragmentek esetében, mégsem alakulnak ki egyértelmii csoportok, ahol
csak egy-egy foldrajzi helyr6l szarmazé izoldtumok szerepelnének. J6 példa erre a
Magyarorszagrél szarmaz6 mintdk elhelyezkedése a fan, a zold szinnel jelolt izolatumok 5
kiilonbozd csoportba rendezddtek be, csoportokat alkotva szinte valamennyi vizsgdlatban
szerepld, kiillonbozd foldrajzi helyekrdl szarmazd mintdkkal. Fontosnak tartom kiemelni a
portugdl mintdkat, amelyek sotétkék szinnel vannak jeldlve a torzsfan. Ezen mintdk esetében
tapasztalhaté az, hogy egy 0ndll6 csoportba rendezddtek €s ez tovabb erdsiti azt, hogy
kiilonallé csoportot képeznek a vizsgdlt populdcidkon beliil, alditdmasztva a mikroszatellit
eredményeket. A Gorogorszagbol szarmazé mintdk esetében vartunk még eldzetesen markans
elkiiloniilést, de ezzel szemben tobb csoportba keriilt besoroldsra a rendelkezésiinkre all6 9
minta. Itt érdemes kiemelni azt, hogy Nagymaros és Palhaza teriiletén Gorégorszagbol
szarmazd hipovirulens torzsekkel torténtek kezelések az elmult években, és abban a
csoportban ahol ezek a magyar izoldtumok szerepeltek ott voltak gorog eredetli mintdk is. A
gorogorszagi izolatumokhoz hasonld genetikai tulajdonsaggal rendelkezd egyedek jelenléte
alapjan feltételezhetd, hogy ezek a populédcidba kiviilrdl érkeztek, és a kérokozé populacidban
fennmaradtak.

Az ITS fragment alkalmazésa kiilonb6z6 fajon beliili szubpopulaciok szétvalasztisra
az altalunk produkalt eredmények alapjdn a Cryphonectria parasitica faj esetében nem t{inik

alkalmasnak, de 6sszevetve a tefl fragment esetében kapott eredményekkel, 1ényegesen jobb.
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10

Changes

1. abra Filogenetikai kapcsolatok alakulasa az ITS szekvencidk Parsimony analizissel tortén6
vizsgdlata alapjan (a kiillonboz0 szinek a szdrmazdsi helyeket jelolik, feketével az adatbdzisbol

szarmazo6 mintakat jeloltiik). A vonalakra irt szamok az eldgazasok valoszinliségét jelolik
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3.4 A mikroszatellit vizsgalatok eredményei

A mikroszatellitekkel elvégzett populdcidgenetikai vizsgdlatok sordn a minél
pontosabb eredmények eléréséhez, valamint a kiilonboz6 foldrajzi helyekr6l szarmazo
populdciok minél részletesebb jellemzésének érdekében a teljes populdcit a foldrajzi
elhelyezkedésiik alapjan tovabbi csoportokra osztottuk fel. Az 1.- 4. csoportokba a Karpat-
medencébdl (magyar, szlovak, ukrdn €s romén) szarmazé mintdk keriiltek, az 5. csoportba a
Macedonidbdl és Bulgaridbol gytijtdtt mintdk keriiltek, a 6. csoportba a gorog mintdk, illetve a
7. csoportba a portugdl mintdk keriiltek.

A vizsgdlatok sordn felhaszndlt hat kiilonb6z0 mikroszatellit fragment nagysidganak
kiilonbozdésége alapjan a 95 vizsgalt izolditum 71 kiilonb6z6 genotipusba kiiloniilt el. Az
allélszam (n,) az 1.-5. csoportok tekintetében 2,66-4,00 kozott véltozott, mig a 6. és 7.
csoportok esetében ez az érték 1,50-2,00 kozott alakult.

A populédciéon belilli genetikai diverzitds is eltér6 mértékben alakult a vizsgélt
csoportok kozott. Minél alacsonyabb a genetikai diverzitds mértéke a populdcidkon beliil,
anndl egységesebb a populdcié. Az 1.-5. csoportok esetében igen magas értékeket kaptunk
(0,44-0,61). A kutatdsaik soran elvégzett VC tesztek eredményei alapjan, melyeket mar a
korébbi fejezetben ismertettem, is jol lathaté volt, hogy a Karpat-medencei mintdk nagy
heterogenitdst mutatnak, és ezt alatimasztja a genetikai diverzitds magas értéke is. Ezzel
szemben a gorog és portugdl mintdkat tartalmazd 6.-7. csoportok esetében a Nei-féle genetikai
diverzitas értéke 0,17 €s 0,29 volt. A portugdl €s gordg mintak esetében az alacsony genetikai
diverzitds a populdciok zart jellegével magyarazhat6 (pl. Azori szigetek, Madeira ).

Az 0Osszes vizsgalt egyedre szamitott, klénok nélkiili (csak kiilonbozd genotipusu
egyedek) adatokbdl szamolt standardizalt asszocidcids index (rp) szignifikdnsan kiilonbozott a
nullatél (rp = 0,038, p < 0,01), ami azt jelzi, hogy a vizsgélt populdcidk nagymértékben
kiilonboztek egymastdl. A legnagyobb értéket a 2. populécié esetében kaptuk (rp = 0,134, p <
0,01). Ebben a populdciéoban vegyesen megtaldlhatéak szlovdkiai és észak-magyarorszagi
mintdk is. Az 1.- 4. populaciok esetében a nullatol szignifikdnsan kiilonb6zd asszociacids
index értékek (rp: 0,073 - 0,134, p<0,1) a populdcidkon beliili tovabbi csoportok elkiiloniilését
valészintsitette. A portugdl és gorog mintdkat tartalmazo 6. illetve 7. csoportok esetében az
index értéke nulla volt. Ezen mintdkndl feltételezhetd a legkisebb genetikai kiilonbség a

vizsgalat alapjan.
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A populacidk allélfrekvencidinak Osszehasonlitdsa alapjan, F-statisztika segitségével
kiszamitottuk a Weir & Cockerham’s féle fixacids index (0) értékeket. Az F-statisztika az
egymasbdl levezethetd indexek segitségével adja meg a populdcidk genetikai variancidjat. A
fixdcios index értéke 0-1 kozott lehet, ahol a 0 érték esetében nincs kiilonbség a populacidk
kozott mig az 1 kozeli érték esetében nagyon nagy kiilonbség feltételezhetd. A fent emlitett
intervallum alapjan az altalunk vizsgélt populdcidk kozott 12 esetben nagyon nagy (8:> 0,25)
kiillonbség volt tapasztalhats. Jellemzden a 7. populdcié azaz a portugdl mintdk, minden
0sszehasonlitdsban nagy kiillonbséget mutattak. Tovabbi 5 esetben nagymértékii (0: 0,15-0,25)
kiilonbség volt megfigyelhetd, itt fontos kiemelni, hogy a 6. populécié tehat a gorég mintak
mutattdk ezeket az eltéréseket. A maradék 4 esetben pedig mérsékelt (0: 0,05-0,15)
elkiiloniilés volt megfigyelhetd. A nagyobb egyedszambdl 4ll6 1.-5. populécidk esetében ez
az eltérés gyakran szignifikdnsnak mutatkozott.

A géndramlas a kiilonb6z6 populacidkban bekovetkezd valtozdsok, mint példaul a
migricié hatdsdra bekovetkez6 genetikai valtozas a populdcidban. A géndramléds (N,,) értéke
0-1 kozott lehet, ahol a 0 érték esetében nincs géndramlds a populdciok kozott, tehdt a
genetikai differencidltsdg magas, mig az 1 kozeli érték esetében a géndramlds mértéke nagy és
ezzel egyidoben a genetikai differencidltsag alacsony. A géndaramlds mértékét kiszamitva a
kiilonbozo altalunk vizsgalt populdciora vonatkoztatva az alabbi megéllapitasok tehetoek.
Mint mar a Weir & Cockerham-féle fixacios index (0) esetében itt is kiilon ki kell emelni a 7.
populécidt, a portugdl mintdk esetében egy nagysagrenddel alacsonyabb a géndramlas értéke.
Ilyen alacsony mértékli géndramlds esetén rendszerint a genetikai differencidltsig nagyon
magas, a tobbi vizsgalt populdcidhoz képest nagy a genetikai kiilonbség. A hét vizsgalt
populécio koziil az 1. €s a 2. populacio esetében volt a legmagasabb a géndramlds mértéke, itt
(Nm: 0,156-0,353) kozott alakult. Ezen értékek arra engednek kovetkeztetni, hogy a jelzett
populécidk esetében a genetikai differencidltsdg alacsony, a tobbi vizsgalt populdciéhoz
képest a genetikai kiilonbség alacsony.

A begyljtott kiillonbozd szubpopulacidk genetikai mintdzatdnak Osszehasonlitdsara
meghataroztuk a Nei-féle genetikai azonossag (I) illetve a genetikai tdvolsdg (D) értékeit.
Minél kozelebb van I értéke 0-hoz, anndl kevesebb kozos allélt tartalmaz a két populacié. Ha I
= 1, akkor az allélek gyakorisdga a vizsgélt 10kuszra vonatkozdan azonos, ha I = 0, akkor az
adott l6kuszon az allél gyakorisdgok teljesen eltéréek a két populdciéban. A kapott
eredményekbdl megallapithatd hogy a populdciok egymdshoz viszonyitott genetikai
azonossaga a 7. populécié esetében volt a legalacsonyabb, tehédt ez a populacié hatdrozottan

elkiiloniilt a tobbitél. Az 1. és 2. valamint a 3. populdcié esetében a Nei-féle genetikai
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azonossag magas értékeket mutatott, ezért ezen populaciok esetében feltételezhetd a részleges
genetikal azonossag.

A vizsgélt populdciok kozotti genetikai tdvolsdgot (D) az egyes populdcidkban
tapasztalt allélgyakorisagi értékek apjan kell kiszdmitani. Ezen mutatészam esetében
kiilonbséget kell tenni a standard genetikai tavolsag (Ds) illetve a minimum genetikai tavolsag
(Dm) kozott. A standard genetikai tdvolsdg szdmitdsa sordn feltételezziik, hogy minden allél
esetében a génsodrddds €s a mutici6 egyensulyban van. Ha D = 0, akkor az allélgyakorisdgok
azonosak. Ha a D értéke minél jobban megkozeliti a maximadlis értéket, az 1-et, az
allélgyakorisdg anndl jobban eltér a két populdciéban. Minél nagyobb a populdcidk kozotti
tdvolsdg, anndl kevésbé hatékony a génaramlis. A kapott adatokbol megéllapithatd, hogy a
populécidk egymdshoz viszonyitott genetikai tdvolsdga a 6. illetve 7. populéci6 esetében volt
a legnagyobb, tehdt ez a két populdcié hatirozottan elkiiloniilt a tobbitdl. Ezt az allitast
tdmasztja ald a genetikai azonossigndl tapasztaltak is. Az 1. 2. 3. 4. illetve 5. populéciéd
esetében a Nei-féle genetikai tdvolsdg alacsony értékeket mutatott ezért ezen populdciok
esetében az allélgyakorisdgok azonosnak mondhatdk.

A mikroszatellit eredményekbdl kalkuldlt Nei-féle genetikai tdvolsdg alapjan az
UPGMA moddszer segitségével torzsfat készitettiink. A megrajzolt torzsfa nem mutat
egyértelmil Osszefiiggést a mintdk begyiijtési helyeinek foldrajzi elhelyezkedése és a kozottiik
1évd genetikai tavolsag kozott. A kutatdsi témdank gerincét képezd a Karpit-medencébdl
szarmazd mintdk tobb csoportba (clade) kiiloniiltek el. Ezzel szemben jol megfigyelhetd volt a
7. populécié (portugél mintdk) éles elkiiloniilése a tobbi foldrajzi csoporttol.

A BAPS program a Bayesian megkozelitést hasznadlva hatarozza meg a populdcioban
taldlhaté egyedek legvaldsziniibb csoportositdsat. A program a molekuldris markerek (pl.
DNS szekvencidk, mikroszatellit fragment hosszisag) adataibdl hatdrozza meg a populacidk
legval6szintibb (posterior valdszintiség) szamat (k — klaszter szdm), illetve megadja az
egyedek csoporthoz tartozdsidt. A BAPS analizis a 29 kiilonboz6 helyrdl begytijtdtt mintat
0sszesen 16 kiillonbozo csoportba kiilonitette el. A 16 csoport elkiiloniilésének valdsziniisége
igen magas (0,9131) volt. Egyes tdvolabbi foldrajzi helyekrdl szarmazd csoportok (pl.
Portugélia, Gorogorszag) egyértelmien elkiiloniiltek. Az eredmények alapjan a Karpat-
medence esetében tobb csoportra oszlott a Cryphonectria parasitica populacié. A populacidk
hasonldsaga, és a foldrajzi elhelyezkedés kozott nem lathatd Osszefiiggés. Az egymastol
foldrajzilag messzebb levo populaciok kozotti hasonlésdg utalhat a fert6zés terjedésének

emberi kozremiikodésére, behurcoldsara is példdul szaporitéanyag, csemetefak altal.
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4. AZ ERTEKEZES UJ ES UJSZERU TUDOMANYOS EREDMENYEI

1.

A Karpat-medencei szelidgesztenye termdteriiletekrél szdrmazd Cryphonectria
parasitica izoldtumok vegetativ kompatibilitdsi vizsgdlatai sordn 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 csoport a Bobovyshche
(Borhalom) telepiilés hatardbol és Rostov'yatisya mellett taldlhaté erdébdl szarmazé
mintdkban is. Ezeken a termdteriileteken a vonatkozé szakirodalmi adatok alapjan
eddig csak az EU-12 kompatibilitdsi csoport volt jelen. A roméniai Nagybanya mellett
taldlhat6 Tautii-Magherdus (Miszmogyords) termOkorzetben az EU-12 torzs mellett,

szintén sikeriilt kimutatni az EU-13 vegetativ kompatibilitdsi csoport jelenlétét is.

A vizsgédlatba vont szelidgesztenye kéregrak mintdk refl szekvencidit felhasznélva
megkiséreltiik meghatarozni a kiilonbozd termdOrégidok populdcidinak genetikai
tdvolsdgat. A kapott eredményekbdl készitett filogenetikai torzsfa elemzése
egyértelmiien bebizonyitotta, hogy a tefl genetikai marker nem alkalmas a
szelidgesztenye kéregrak Cryphonectria parasitica novénypatogén gombafaj
kiilonbozo foldrajzi elhelyezkedésti populdcidinak egymashoz viszonyitott genetikai
differencialtsagdnak pontos meghatdrozaséra, a populécidk elkiilonitésére. Az altalunk
is hasznélt molekulédris génbank (GenBank) adatbdzisdba sikeresen feltoltottiik 63

Cryphonectria parasitica izolatum tefl szekvenciajat.

A tefl genetikai markerhez hasonléan az ITS szekvencidkkal is elvégeztiikk az
Osszehasonlité vizsgdlatokat. A molekuldris génbank (GenBank) adatbdzisabol
letoltott Cryphonectria parasitica és mas Cryphonectria valamint Endothiella és
Endothia nemzetség fajainak ITS szekvencidit is beépitettik a szekvencia
vizsgélatokba. A kapott eredményekbdl készitett filogenetikai torzsfa elemzése
ramutatott arra, hogy az ITS genetikai marker jol alkalmazhat6 a Cryphonectria
valamint Endothiella és Endothia nemzetség tagjainak szétvélasztisara, de nem ad
pontos és megbizhaté eredményt a Cryphonectria parasitica novénypatogén gombafaj
kiilonbozo foldrajzi elhelyezkedésti populdcidinak egymashoz viszonyitott genetikai
diferenciéltsagdnak pontos meghatarozdsara, a populaciok elkiilonitésére. Az elemzést
kovetéen az éaltalunk is haszndlt molekuldris génbank (GenBank) adatbazisiaba

sikeresen feltoltottiik 85 Cryphonectria parasitica izolatum ITS szekvencidjat.
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4. Els6k kozott haszndltuk fel a Cryphonectria parasitica gombafaj genomjibol 6
mikroszatellitet, hogy meghatdrozzuk a kiilonb6zd termdrégiok populdcidinak
genetikai tavolsagat. A tefl és ITS genetikai markerek esetében tortént vizsgalatokkal
szemben itt a gélelektroforézis sordn kapott fragmenthosszisiag képezte az
Osszehasonlitds alapjat. A kapott eredmények statisztikai elemzését kovetden
megéllapitottuk, hogy a felhasznalt mikroszatellitek segitségével a portugdl mintdk
mint a legnagyobb foldrajzi tdvolsdggal biré mintdk jol elkiiloniiltek a Karpat-
medencei és a Balkan-félszigetrdl szarmazé mintdktdl. Ezéltal az Altalunk vizsgalt
harom genetikai marker koziill a mikroszatellitek tlinnek a legalkalmasabbnak a

Cryphonectria parasitica fajon beliili populdcidinak genetikai alapu elkiilonitésére.

5. ElsOként sikeriilt kimutatni a szelidgesztenye kéregrak Cryphonectria parasitica
korokozé kartételét kocsdnytalan tolgy gazdandvényen az ukrajnai Bobovyshche
(Borhalom) telepiilés hatdrdban taldlhaté erd6bdl szdrmazé mintdkban. A kérokozé
jelenlétének megerdsitését eldszor a klasszikus kortani médszerekkel, tdptalajon vald
tenyésztéssel, majd annak vizudlis vizsgdlatdval és a konidiumok megvizsgalasaval
végeztik el. Ezt kovetden molekuléris biolégia vizsgdlatokkal identifikaltuk a
korokozét. Ebben az esetben a mar kordbban is alkalmazott ITS génmarkert
hasznaltuk fel, és a kapott szekvencidk nukleotid BLAST elemzése sordn a vizsgélt

szekvencia a Cryphonectria parasitica kérokozoval mutatott 100%-os homologiéat.

23



5. AZ EREDMENYEK GYAKORLATI HASZNOSITHATOSAGA

1.

A vegetativ kompatibilitdsi vizsgdlatok sordn az ukrajnai Serednje, Bobovyshche
(Borhalom) és Rostov'yatisya mellett gyiijtdtt mintdk, valamint a romédniai Nagybanya
mellett taldlhaté Tautii-Magheraus (Miszmogyords) termdkorzetbdl szarmazd mintak
esetében az EU-12 torzs mellett sikeriilt kimutatni az EU-13 vegetativ kompatibilitasi
csoport jelenlétét is. Ezek az eredmények segithetnek a hipovirulens torzsek hatékony
felhasznalasdban a bioldgiai novényvédelem keretein beliil. Az esetleges kezelések
sordin a fent emlitett VC csoportokkal kompatibilis oltéanyagokat sziikséges
felhaszndlni. A korabbi vizsgalatok megismétlése altal nyilvanvaléva valt, hogy rovid
id6 alatt képes megjelenni a kérokozonak mas, eddig az adott teriileten nem jellemzd

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

Az altalunk elvégzett filogenetikai vizsgalatok sordn kapott szekvencidk a GenBank
adatbazisba valé feltoltés daltal nyilvanosakka véltak, a szekvencia sorrendek
letolthetdek. Ezdltal, ha a kérokoz6 konvenciondlis kértani identifikdldsa akadalyba
iitkozne, molekuldris bioldgiai vizsgdlatok, ITS valamint tefl markerek
alkalmazdsdval az eredményeink Osszehasonlitdsi alapot képezhetnek. A molekularis
biologiai vizsgdlatok 4ltal kapott adatok a kérokozd alapkutatdsat bovitik, és
felhaszndlasuk mind a tovdbbi kutatdsokban mint a szabadfoldi védekezésben is

lehetséges.

A kérokoz6 molekuléris biologiai jellemzésére felhasznélt mikroszatellitek vizsgalata
sordn kapott torzsfa megbizhaté mdédon jellemezte a Kéarpat-medencei és a Balkan
félszigetrdl szarmaz6é mintdk genetikai tdvolsdgit. Az eredmények azt mutattak, hogy
kozeli rokon populécidkrdl beszélhetiink és ez segitséget nyudjthat a kérokoz6 terjedési
irdnydnak a meghatdrozdsaban. A koérokozé elleni Osszehangolt védekezés alapjat
képezi, hogy megismerjiilk a korokozo elterjedésének részleteit, valamint pontos

irdnyét.
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