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FELHASZNALT ROVIDITESEK

2. Felhasznalt roviditések

AFLP: Amplified Fragment Lenght Polymorphism — Amplifikalt fragmentumhossz-polimorfizmus
BCE: Budapesti Corvinus Egyetem

COIl: Citokrom-oxidaz gén

DNS: Dezoxiribonukleinsav

ETS: External Transcribed Spacer

IGS: Intergenic Spacer

ITS: Internal Transcribed Spacer -

NTS: Non-Transcribed Spacer

PCR: Polymerase chain reaction — Polimeraz lancreakcio

Pl.: Planococcus

RAPD: Random Amplification of Polymorphic DNA — véletlenszeriien amplifikalt polimorf DNS
rDNS: riboszomalis DNS

RFLP: Restriction Fragment Length Polymorphism — Restrikcids fragmenthossz polimorfizmus
RNS: Ribonukleinsav

SSR: Simple Sequence Repeat - Egyszerii szekvencia ismétlddés
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3. Bevezetés

A viaszos pajzstetvek vilagszerte elterjedt kartevok, melyek komoly termés- és
profitkiesést okozhatnak a mezOgazdasagban, kiilonosen a gylimdlcs-, szO6l6- és
disznovénytermesztésben, szabadfoldon é€s liveghazban egyarant, de megjelenhetnek lakasokban a
szobanovényeken is. Kartételikre jellemzd, hogy szivogatasukkal a vizhaztartas felboritasan
keresztiil gyengitik a gazdandvényt, jelenlétiik sulyos esetben a névény pusztulasahoz vezet. Rejtett
¢letmoddjuk és kis méretiik megneheziti az elleniik valo védekezést.

Kozvetett kartételik még inkabb nemkivanatossa teszi jelenlétiiket az iiltetvényekben;
mozgékony allatok, helyvaltoztatasra mindkét nem képviseldi egész életiik soran képesek, emiatt
fontos szerepet jatszhatnak egyes virusok terjesztésében is (példaul a Heliococcus bohemicus és a
Phenacoccus aceris a Grapevine leafroll-associated viruses hatékony vektorai (SFORzZA et al.
2003). Emellett taplalkozasuk jellegébdl adodoan karositdsuk nyoman erds mézharmat kivalasztas
figyelhetdé meg, mely a ndvények diszitéértékét csokkenti és lehetOséget ad a korompenész
(Capnodium salicinum (Mont)) megtelepedésére.

Az integralt ndvényvédelem ¢és a szelektiv rovardld szerek hasznalatanak terjedésével a
pajzstetvek altal okozott kdrok valosziniileg sulyosbodni fognak. Terjedésiiket és megtelepedésiiket
a klimavaltozas nagymértékben segitheti. Tobbek kozt a Planococcus citri (Risso), Planococcus
ficus (Signoret), Pseudococcus viburni (Signoret) és a Pseudococcus comstocki (Kuwana) fajok
esetében figyeltek meg lassi északra vandorldst az elmult negyven év soran (KOzAR 1997,

PELLIZZARI AND GERMAIN, 2010).

A pajzstetvek leirdsa és a hatdrozokulcsok morfoldgiai bélyegek alapjan késziilnek, a
pontos fajazonositdsnak azonban megvannak a maga korlatai:

a fajmeghatarozashoz elsésorban kifejlett ndstény hasznalhatd, a preparatumok
elkészitéséhez és vizsgalatahoz komoly szakértelemre van sziikség,
a pajzstetl himek, larvak, tojasok fajszintli azonositdsa igen nehézkes vagy
lehetetlen,
az import aruval egylitt bekeriild zarlati kartevok esetében kivanatos a gyors
diagnosztikai modszerek alkalmazasa, hiszen a karantén eldirasok betartasa kiemelt

fontossagu a fajok terjedésének lassitasaban,
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tovabbi problémat jelent, hogy a szexferomonok csak him imagodkat vonzanak, igy a
monitorozds soran hasznalt feromon csapdakban talalt egyedek pontos

meghatdrozasa morfoldgiai mdodszerekkel nem megbizhato.

A genetikai markerezés az elmult évtizedekben elképeszté mértékli fejlddésen ment
keresztiil, ujabb ¢€s jabb technikak segitik a biologusokat munkéjukban. A markerek hasznalhatok
tobbek kozt fajok, fajtak elkiilonitésére, genetikai hatteriik mélyebb megismerésére, populaciok
tanulmanyozasara, de segithetnek torvényszéki vizsgalatokban, betegségek diagnosztizaldsaban,
akar a novénynemesitok munkéjat is lerovidithetik.

Ennek megfeleléen a pajzstetvek kutatisaban is egyre inkébb terjednek a molekularis
modszerek. Elmondhatd azonban, hogy a pajzstetvek leirasiban a hagyomanyos, morfologiai
bélyegeken alapuld és a molekuldris vizsgalatok egymast szervesen kiegészitik, rdadasul a

technikak részletes kidolgozasdban még szamos feladat all a rovaraszok elott.
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4. Célkitiizések

A rovartan taxonomiaban gyakran el6fordul, hogy csak bizonyos nemi és fejlodési
stadiumu egyedeket lehet nagy biztonsaggal meghatarozni. El6fordulhat azonban, hogy csak a
morfologiai hatarozasra alkalmatlan egyedek allnak rendelkezésre.

A pajzstetvek esetében a vizsgalati technika kivalasztasanal a megbizhatosagon tul az
1d6igényesség rendkiviil fontos szempont. Gyors DNS kivonasi modszerekkel és jol megvalasztott,
fajspecifikus primer parok hasznalataval fejlédési allapottol fliggetleniil meghatdrozhatd tobb

pajzstetii faj akar par oran beliil (TOBIAS ET AL., 2011a).

Ennek megfelelden kutatdsaink soran a kovetkez6 célokat tliztiik ki:

A morfologiai vizsgalatokhoz mindig ndstényeket hasznaltunk, &m a fertézott ndvényi
részeken leggyakrabban tojasok vagy larvak voltak csupan. Ezért legelsd célunk a
Planococcus citri faj laboratoriumi tenyészetének beallitasa volt.

Célul thztik ki tobb helyszinrél és tapnovényrdl szarmazd Planococcus citri és
Planococcus vovae néstények morfoldgiai azonositasat, mikroszkopi preparatumok
alapjan.

Megnéztiik az ITS szekvenciak vizsgalatanak alkalmazhatosagat Planococcus fajok
jellemzésére, valamint a szekvenciak hosszanak és bazissorrendjének meghatarozasat
ezen fajok esetében.

A genetikai és morfologiai vizsgalatok eredményeinek Osszevetése.

Meg kell jegyezni, hogy az eredeti dolgozattervben a Planococcus vovae faj vizsgalata
nem szerepelt. Ennek ellenére foglalkoztunk vele, mert az egyik Planococcus citri szexferomon
csapdaban Planococcus vovae egyedeket talaltunk. Errél részletesen az ,,Eredmények és

Megvitatasuk™ fejezetben szdmolok be.
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5. Irodalmi attekintés

5.1. Viaszos pajzstetvek

A viaszos pajzstetvek a pajzstetvek alrendjébe (Coccinea) és a viaszos pajzstetvek
csaladjaba (Pseudococcidae) tartozo fajok. Az alrend fajainak kozos jellemzOje a visszafejlédott
lab, amely egy vagy két iz{i, egy karomban végzddik (KOSZTARAB AND KOZAR, 1978). A ndstények
az Osszes faj esetében szarnyatlanok, gyakran labaik is csokevényesek. A larvak és a ndstény
imagok szard-szivo szajszervvel rendelkeznek, taplalkozasi modjuk fitofag, szivogatasukkal a
vizhaztartas felboritdsdn keresztiil gyengitik a ndvényt, mely levélhullashoz, stlyos esetben
pusztulashoz is vezethet. A legtobb faj nehezen elérhetd helyeken (levélfondkon,
kéregrepedésekben, gyokereken) él, mely tulajdonsag jelentds mértékben megneheziti az elleniik
val6 védekezést, illetve noveli az esélyét annak, hogy ezek a kartevok észrevétlenek maradnak a
karantén vizsgalatok soran.

Novényvédelmi szempontbol hadrom csalad kiemelt jelentdségli: a teknds pajzstetvek
csaladja (Coccidae), a kagylos pajzstetvek csaladja (Diaspididae) és a vandor vagy mas néven

viaszos pajzstetvek csaladja (Pseudococcidae), amelyek egyben a legfajgazdagabb csaladok is.

A vandor pajzstetvek csaladjaba
tartozo fajok ndstényei szarnyatlanok, erésen
szelvényezett testiiket porszerli viaszvaladék
boritja, melyet a 3-5 sejtl viaszmirigyek
termelnek. Végtagjaik az egyedfejlodés soran
végig mikodoképesek maradnak, ebbdl
fakadoan hatékony  virus vektorok.
Viltivaraak, jellemzd rajuk az ivari
dimorfizmus. A kifejlett himek testtajai jol

megkiilonboztethetdk, az egyedek

ropképesek, az els0 par szarny vékony,

hartyéas, atlatszo, a masodik par csokevényes.

Labaik  hossztiak,  nyulankak,  rajtuk

1. dbra: Him imagd habitusrajza

fiiggelékek talalhatoak. Alig par napig élnek,

szajszervilk fejletlen, nem taplalkoznak,
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feladatuk csupan a néstények felkutatasa és megtermékenyitése (KOSZTARAB AND KOZAR, 1988),
ebben segitséget a szliz ndstények altal kibocsajtott szexferomonok nyujtanak. Az elsé abran lathato

egy him imagé egyszerlsitett habitusrajza (AFIFI, 1968).

Tapnovény korikk igen valtozatos, a legtobb faj lagyszaruakon, féleg fiiféléken
taplalkozik, de wugyanugy eldfordulnak fas szara novények kartevoiként is, nyitva- ¢és
zarvatermOkon egyarant. Vannak koztiikk polifag (pl. Planococcus citri, Pseudococcus gahani
(Green)), oligofag (pl. Planococcus vovae — fejlédése a Juniperus nemzetséghez kotott) és monofag
fajok is (pl. Chaetococcus phragmitis (Marchal), melynek egyediili tapndvénye a nad (Phragmites
australis Cav.)) (KoszTARAB AND KOZAR, 1988). Nemzedékszamuk valtozatos, a szabadfoldon é16
fajoknal alacsonyabb (altalaban 1-3), iiveghazban szaporodé fajok esetén magasabb (6-8 nemzedék
évente), valamint ismertek tobb éven keresztiil fejlodd fajok is. A telelés altalaban tojas vagy larva
alakban torténik.

Szaporodhatnak sztiznemzéssel (ilyenkor himek nem, vagy csak kis szamban fejlédnek
ki) vagy ivarosan, a tobbség ovipar, de léteznek alelevensziild fajok is. A tojasprodukcié altalaban
50-200 kozott van. A fajok tobbségénél a ndstény a tojasokkal egyiitt laza vattaszer(i viaszzsakban
konnyen észlelhetd a tdpndovényen. A ndstényeknél 4, a himeknél pedig 5 fejlédési stadium ismert.

Kolonidikat igen gyakran hangydk latogatjak, amelyeknek a mézharmat egyszerlien
kihasznalhat6, folyamatos taplalékforrds. Azzal, hogy hangydk a mézharmat mennyiségét
csokkentik, a korompenész (Capnodium salicinum (Mont.)) megtelepedését és tovabbterjedését
nehezitik, ami elényds a pajzstetvek szamara, hiszen ez a gombafaj megfertézheti, elpusztithatja
6ket (KOSZTARAB AND KOZAR, 1988).

A pajzstetvek elsdsorban passzivan terjednek, szél, illetve madarak ¢és rovarok
kozremiikodésével. Térhoditdsukban azonban legjelentdsebb szerepet a szaporitéanyaggal valod
széthurcolas jatssza. Eppen ezért kiemelten fontos a kiilfoldrol érkezd aruk folyamatos, alapos
ellenérzése. Eszakra terjedésiiket a felgyorsult kereskedelem, attelelésiiket a klimavaltozas,
szabadfoldi megtelepedésiiket pedig a szliznemzés, illetve a magas termékenység (egy ndstény tobb
szaz, sokszor tobb ezer tojast rakhat) segitheti el6. A fajok monitorozadsdban tdmpontot a
szexferomon csapdak adnak, melyekkel az allatok rajzdsa megfigyelhetd és tomegszaporodasuk

elore jelezhetd (SHEBLE AND KOZAR, 1994).

Az elmult és elkdvetkezd években, az integralt novénytermesztésben a széles

hatasspektrumi névényvéddszerek - kiillondsen az ingeriiletvezetés gatlok - hasznalatanak fokozatos

-8-
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csokkenésével, a pajzstetvek feltételezheten egyre komolyabb karokat fognak okozni. Eppen ezért
fontosak a védekezésnél az agrotechnikai modszerek, kivaltképp a fertézésmentes szaporitdbanyag,
illetve a kevésbé érzékeny fajtak hasznalata, a fertézés forrasainak gyéritése, szellés korona
kialakitasa, stb. A sulyos kéarokat okozo6 pajzstetli fajok ellen pusztdn a bioldgiai védekezés nem
nyajt megfeleld eredményt, mégis nagyon fontos a természetes ellenségek kimélése, esetleges
betelepitése az iiltetvényekbe. A pajzstetvek elleni vegyszeres védekezés életmodjukbol fakaddan
nehéz feladat, a technoldgiai fegyelem betartdsa és a permetezés idejének helyes megvalasztasa

elengedhetetlen a novényallomanyok megovasaban (KOzZAR, 1998).

A ScaleNet adatbazisa szerint vildgszerte 2 247, hazankban pedig 74 viaszos pajzstetiifajt
irtak le; a legismertebb nemzetségek a Planococcus (vilagszerte 44 faj) és a Pseudococcus
(vilagszerte 154 faj) (BEN-Dov, 2012). Dolgozatomban a Planococcus vovae (Nassonov) és a
Planococcus citri (Risso) fajokkal foglalkozom.

A Planococcus nemzetségre jellemz6, hogy 18 par cerarium (viaszkivalasztdo mirigy- és
tiiskecsoport) talalhatd az idetartoz6 fajok testén, bar eléfordulhatnak csdkevényes parok a torhoz

kapcsolodva.

A Planococcus citri-t (viaszos citrom-pajzstetil) 1813-ban irtak le, felteheten Azsia
tropusi teriileteirdl szarmazik (PELLIZZARI, 2010), 4am ma mar az egész vilagon elterjedt (BEN-Dov,
2012). Evente akar 6t nemzedéke is kifejlddik, Magyarorszagon szabadfoldi koriilmények kozott
nem telel at, &m a lakdsokban, iiveghdzakban folyamatosan megtaldlhato, és kedvezd i1dojarés
esetén tomegesen kiszabadulva szabadtéri novényfajokat is fertdzhet. Rendkiviil polifag faj,
koriilbeliil 70 novénycsalad fajait karositja, hazankban fdleg a disznovényeket mind szabadfcldon,
mind {iveghdzban, kiilondsképp a citrusféléket, babért, palmaféléket, diszcsalant kedveli,
leggyakrabban a leveleken szivogat. Melegebb, szubtropusi és tropusi vidékeken (pl. Izraelben és
Kaliforniaban) a déligylimoélcs termesztésben okoz komoly karokat (KozARr, 1998; MCKENZIE,
1967, MARTIN-MATEO, 1985; WILLIAMS, 1992). Tobb, esetenként kozeli orszdgban is jelentds
kartételt okoz sz616n (MAROTTA, 1978, UYGUN ET AL. 1998, SFORZA ET AL. 2003; PELLIZZARI AND
GERMAIN, 2010), ennek veszélye — a faj beltéri felszaporodasa, majd kikeriilése esetén — hazankban

is fennall.

A Planococcus vovae - magyar nevén boroka-viaszospajzstetii - foleg a Fold palearktikus

crer

melegebb orszagokban tobb generacio is kifejlodhet egy év alatt. A masodik stadiumu larva telel,

-9-
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juniusra fejlédnek ki a ndstények, melyek aztan valoszintileg julius végén — augusztus elején teszik
le tojasaikat, bar ez még tiizetesebb vizsgalatokat kivan.

Foleg a Cupressaceae csaladban karosit, de ritka esetben elfogadja tapnovénynek az
Anthurium, Laurus, Chamaecyparis és Taxus nemzetségbe tartozo fajokat is (BEN-Dov, 2012),
jelenlétiik a hajtasokon figyelhetd meg. A fert6zott ndvényeken gyakran egyiitt van jelen a bordka-
pajzstetiivel (Carulaspis juniperi (Bouché)). Az utobbi években a nyitvatermOk népszeriisége
megndvekedett hazdnkban, sok magankertben, de kdzparkokban, szalloddk, éttermek teraszan is
stirin talalkozhatunk véltozatos bordka és hamisciprus fajokkal, igy a boroka-viaszospajzstetii
fertdzések szama is megnovekedett. A kereslet novekedése miatt a faiskolakban, hipermarketek
kertészeti részlegeiben, diszndvény druddkban is egyre nagyobb a kindlat a bordka fajokbol. Ezeken
a helyeken pajzstetvek apro méretiik miatt konnyen észrevétlenek maradnak, ez eldsegiti
terjedésiiket. Rdadasul a varosi kornyezet gyakran nem megfeleld ezeknek a névényfajoknak, igy

legyengiilhetnek, védtelenebbé valnak a karositok tamadasaval szemben (FETYKO, 2010).

5. 2. Morfologiai vizsgalatok
5.2.1. Morfologiai vizsgalatok jellemzdi

A fajok elkiilonitésére két alapvetd eljaras ismert: a hatarozas lehetséges a morfologiai
bélyegek alapjan, illetve napjainkban a molekularis vizsgalatok is egyre nagyobb teret hoditanak.
Mindkét technikdnak megvannak a maga eldnyei €és hatuliitdi, elmondhaté azonban, hogy egymast
szervesen kiegészitik.

A fajok meghatarozasandl a pajzstetvek esetében tobb problémaval is szembe kell
nézniink. Kis méretiik €s gyakran rejtett ¢letmodjuk neheziti a felkutatasukat és begytijtésiiket, az
elkiilonitésiik pedig alaposabb vizsgalat nélkiil csak a legritkdbb esetben lehetséges. Raadasul a
besorolast tovabb neheziti, hogy ugyanazok a fajok mas-mas tapndvényeken eltéréd morfologiai
tulajdonsagokkal rendelkezhetnek (DANZIG, 1961).

A mikroszkopi prepardtum készités a pajzstetvek vizsgalatanak hagyomanyos, jol
kidolgozott moédja, a gyapjas pajzstetveket a kifejlett ndstények morfoldgiai bélyegei alapjan
rendszerezték. Az ilyen vizsgalatokhoz a ndstények kiiltakarojat helyezziik mikroszkop
targylemezre és igy vizsgaljuk a tulajdonséagait. A preparatumkészitésnek tobb, alapvetden hasonlod
modja ismeretes, a jelen kisérletben hasznaltat bovebben az ,,Anyag ¢és modszer” fejezetben

targyalom.

-10 -
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A morfolégiai vizsgalatok nagy elénye a molekularis vizsgalatokkal szemben, hogy nem
igénylenek specidlis vagy draga berendezéseket, a preparatum elkészitéséhez sztereomikroszkop €s
egyszerl eszkozok (landzsatii, ecset, szike, stb.) kellenek, a faymeghatarozas pedig fénymikroszkop
segitségével torténik. A targylemezek korlatlan ideig tarolhatok, erre alkalmas mikroszkdp
segitségével roluk képek készithetok. Fontos szerepet kap azonban a kéziigyesség, gyakorlottsag és
nem utolsé sorban a tiirelem. Egy szép, jol hasznalhat6 preparatum elkészitése iddigényes feladat. A
targylemezre helyezett mintanak a vizsgalat el6tt legalabb két hétig szaradnia kell.

A moddszer masik Oriasi hatranya az iddigényességen tul az, hogy kifejlett ndstény
allatokhoz kotott, am eldfordulhat, hogy adott iddpillanatban nem dallnak rendelkezésre ilyen
egyedek, larvakat vagy him imagokat pedig nem lehet megbizhaté mikroszkopos fajazonositdsra
haszndlni. Az anatomiai bélyegeket sokszor nehéz objektiven kiértékelni. Tovabbi nehézséget
jelent, hogy a monitorozasra hasznalt szexferomon csapdak kizardlag kifejlett him egyedeket
vonzanak.

A viaszos pajzstetvek csaladjan beliil a rendszerezéshez hasznalt morfologiai bélyegek a
kovetkezok: allatok mérete; csapizek szama; szipoka alakja, hossza; szurdsertehurok; hati rések
megléte; hengeres mirigyek fajtaja (csoves, gomba, palack, sugaras); korong alaku mirigyek fajtaja
(3-, 5-, soksejtli, egyszertiek, rostaszeriiek); hasi rés; hatulso hati rés; cerariumok (benne serték,
mirigyek, kuap alaka tiiskék); ivarrés; analis gylirli; karomsorték; tor légrései (KOSZTARAB AND
KozAr 1978).

5.2.2. A Planococcus citri morfolégiai leirdsa

A Planococcus citri néstény imago ovalis, koriilbeliil 4
milliméter hossza és 2,8 milliméter széles (KOzAR, 1998), a
viaszréteg alatt atsejlik a rézsaszines vagy sargasbarnas test (2.
abra), igy a hat csupasz részén lathatova valik a kozépso
hossziranyt csik. A test oldalan tizennyolc par cerarium
helyezkedik el, melyek koziil a hatulsok rovidebbek. A csdpok
kozt legalabb 6t darab hengeres mirigy taldlhato, a labon attetszd
godrocskeket lehet megfigyelni a comb és a labszar részeken.

Egy vagy tobb hatkozépi csoves mirigye van a faj egyedeinek

(Cox AND BEN-Dov, 1986; WiLLIAMS AND DE WILLINK, 1992).

2. abra: Planococcus citri néstény
(Dr. Szita Eva fot6ja)

A Planococcus citri-t nehezen lehet megkiilonboztetni a Planococcus ficus (Signoret) és
a Planococcus minor (Maskell) fajoktol. Emiatt kiilonosen fontos lehet egy megbizhato, lehetéség
-11 -
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szerint nem morfologiai alapokon nyugvd faj meghatarozdsi modszer kidolgozasa. Réadasul a
viaszos citrom-pajzstetii jelenleg veszélyes kartevonek mindsiil, igy az azonositids gyorsabba,

egyszerlibbé tétele igen siirgetd. A 3. abran lathatjuk a Planococcus citri mikroszkopi részletrajzat.
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3. abra: Planococcus citri mikroszkopi részletrajza (Forras: Agricultural Research Service; magyar feliratokkal)
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5.2.3. A Planococcus vovae pajzstetii faj morfologiai leirdsa

A Planococcus vovae ndsténye ovalis, barnas szini, koriilbeliil 3 milliméter hosszu és 1,7
milliméter széles, a test vége mindig latszik a viasz alatt. (4. abra) (KOSZTARAB AND KOZAR 1988;

MILEK ET AL. 2008).

4. abra: A Planococcus vovae kértétele, néstény Planococcus vovae (Dr. Szita Eva képei)

Ennél a fajnadl is megfigyelhetdé a nemzetségre jellemzd tizennyolc par cerarium,
amelyeken két-két tiiske talalhato. Ritka esetben csak tizennégy par cerarium lathaté. Jol fejlett hati
résekkel rendelkezik, hasi résb6l vagy egy van, vagy hianyzik. Gomba alaku cséves mirigyei
elhelyezkedhetnek a haton vagy a hasi oldal szélén, vagy a szegély alatti savban. A csdves mirigyek
a hasi vagy a hati oldal potrohvégi szelvényein vannak. A korong alaku mirigyek koziil
megfigyelhetiink haromsejtiicket (a test hasi és hati oldalan is) és tobbsejtiicket (csak a hasi
oldalon). A test mindkét oldalan serték talalhatok. A csdp legutolsé ize a leghosszabb (KOSZTARAB

AND KOZAR, 1978). Az 5. abran lathatjuk a Planococcus vovae mikroszkopi részletrajzat.
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5. abra: Planococcus vovae atdolgozott mikroszkopi részletrajza KOSZTARAB £S KOZAR 1988-as konyve alapjan

5.3. Molekularis vizsgalatok
5.3.1. Molekularis markerezeés

Ebben az alfejezetben attekintem a molekularis markerezés altalanos jellemzoit,
torténetét, hiszen a rovartan teriiletén hasznalt eljarasok is ezzel parhuzamosan fejlodtek, valtoztak.
Az 5.3.2. Riboszomalis DNS cimii fejezetben részletesen foglalkozom az altalunk hasznalt, rDNS
vizsgalatan alapulé markerezésrol.

Molekularis markernek nevezziik a DNS olyan szakaszait, amelyek a vizsgélt egyedek
kozt kiilonbséget mutatnak, igy segitségiikkel az egyedek kozti valtozatossag jellemezhetd. Ezek az

eltérések fenotipusosan nem minden esetben jelentkeznek. Az Gsszes lehetséges szempontbol
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idealis marker nem létezik, kiemelhetlink azonban elonyos tulajdonsagokat és ez alapjan, mindig az
adott feladathoz igazodva kivalaszthatjuk a megfelelé markerezési technikat. Fontos, hogy a marker
kevés mintabol konnyen és gyorsan vizsgalhato legyen, a vizsgalatokat megbizhatéan tudjuk
ismételni, lehetdleg alacsony koltségekkel. A marker sokfélesége (polimorfizmus) és a kodominans
oroklodése elonyt jelent. Kiemelten fontos, hogy a markert kiilsé hatasok ne befolyasoljak, az egész
genomban gyakran és konstitutivan jelen legyen (PEDRYC, 2008).

A nukleinsavak vizsgalatan alapulé molekularis modszerek hasznalatanak elénye, hogy a
DNS bazissorrendje fejlodési stddiumtol, nemtdl, génkdlcsonhatdsoktdl és kornyezeti hatasoktol
nagyrészt fliggetlen. Segitségiikkel himeket, larvakat, akar tojasokat is megbizhatoéan vizsgalhatunk,
ami rovarok azonositdsakor kiilonosképpen fontos. Kutatdsi szempontbol eldnyt jelent
objektivitasuk, hiszen az e modon kapott informacidk altaldban méret- vagy bazissorrendbeli
eltérésként jelentkeznek. Ezen tulajdonsdgoknak koszonhetden a vizsgalati eredmények konnyen,
dokumentélhatok, értelmezheték, so6t, megbizhatésaguk ¢és ismételhetdségiik révén akar
felhasznalhatok mas kutatocsoportok és laboratoriumok szamara is.

A DNS-ben kornyezeti és belsé tényezOk miatt mutaciok alakulnak ki (mutacionak
nevezzik a DNS bazissorrendjének végleges megvaltozasat). A molekuldris markerezés
segitségével az igy létrejovo valtozatossag alapjan kiilonithetjiik el a vizsgalt mintakat. A mutacidk
létrejohetnek a genom barmely részében, testi és ivarsejtekben egyarant, spontdn modon vagy
mutagének hatdsara. A muticiok bekovetkezésének valdszinlisége a DNS minden szakaszan
azonos, am a helye nagymértékben befolyasolja, hogy a valtozas megmarad-e (PATTHY, 2008). A
haztartasi gének (housekeeping genes) valtozasa altalaban letalis, kivéve, ha nem befolyasolja
kedvezétleniil a gének miikodését. Eppen ezért ezekben a régiokban a valtozas iiteme lassi. Ezzel
hatassal vannak, igy ezek nagyobb eséllyel maradnak fenn. Nagy altalanossagban elmondhatd, hogy
a lassabban valtoz6 régiok vizsgalataval olyan fajok kozt tehetiink kiilonbséget, amelyek
rendszertanilag tavolabb allnak egymastdl, mig a valtozékonyabb szekvencidk jol hasznalhatok

rokonfajok, sok esetben fajtak kozti eltérések kimutatasara, elemzésére (HILLIS AND DIXON, 1991).

A legelsd, részleteiben kidolgozott DNS alapu molekuléris technika az RFLP (Restriction
Fragment Length Polymorphism — restrikcios fragmenthossz polimorfizmus (BOTSTEIN ET AL.,
1980) ). A folyamat soran restrikciés endonukledzokkal emésztik a DNS-t, igy kiilonb6zo
hosszusagu DNS szakaszok keletkeznek, amelyeket agardz gélen elvalasztanak, majd nitrocelluldz

membranra rogzitenek (ezt a folyamatot nevezziik Southern-blotolasnak (SOUTHERN, 1975)), ezutan
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izotopokkal jelolt oligonukleotid probakkal hibridizaltatjak. Az eredményt rontgenfilmre helyezve
teszik lathatova. Az RFLP legnagyobb eldnye, hogy semmiféle eldzetes ismeretet nem igényel a
genomrol, a restrikciés endonukleazok (koriilbeliil szaz ilyen enzimet ismeriink) minden faj
esetében alkalmazhatok. Hatrdnya azonban, hogy id6- és munkaigényes és a hibridizacidhoz

radioaktiv izotopot kell alkalmazni.

A molekularis biologia széleskorii hasznalatat Kary Mullis 1985-ben kidolgozott
modszere, a PCR (Polymerase Chain Reaction) technika tette lehetdvé. Ez az eredeti, munka- és
idGigényes eljaras az elmult 27 évben, a hdstabil polimeraz (Taq — Thermus aquaticus)
felfedezésével és az egyre pontosabb ¢és gyorsabb PCR késziilékek kifejlesztésével rutin
laboratériumi eljarassa valt. A modszer fontossagat alatdmasztja az is, hogy munkéssagaért 1993-
ban Karl Mullis kémiai Nobel-dijat kapott. A folyamat az in vivo koriillmények kozott végbemend
DNS-replikéciot ,,masolja”. Célja, hogy kevés nukleinsavbdl viszonylag olcson, megbizhatéan
nyerjiink felszaporitott DNS szakaszokat. Az RFLP technika utdn kidolgozott molekularis
markerezési modszerek dont6 tobbsége PCR alapt.

A filogenetikai és populacidogenetikai vizsgalatok targydul a rovar taxondémusok
hagyomanyosan a mitokondridlis DNS-t valasztjdk (BEHURA, 2006). Az mtDNS hasznalatanak
nagy eldnye, hogy kizarélag anyai uton 6roklédik, nagy szamban van jelen (egy atlagos sejt tobb
szaz mitokondriumot tartalmazhat), valamint tartalmaz nagymértékben konzervalt régidkat,
amelyeket univerzalis primer parokkal jol vizsgalhatunk (ROEHRDANZ, 1993).

Novekszik a népszerlisége a mikroszatellit markerek hasznélatdnak is. Az SSR (Simple
Sequence Repeat - egyszerii szekvencia ismétl6dés, JACOB ET AL., (1991)) régidkban di-, tri-, tetra-,
ismétlédések szama fajonként igen valtozatos, e régiok hatarszekvenciai azonban nagyfoku
konzervaltsagot mutatnak, igy az ezekre tervezett primerekkel PCR sordn sikeresen ¢s
megbizhatéan szaporithatok fel a régiok. Ezek foéleg kozeli rokon fajok vizsgilata esetén
bizonyulnak hasznosnak. Nagy elénye a technikanak hogy az egyszer mar kifejlesztett primerparok
gyakran egy nemzetség vagy csalad tobb fajahoz is hasznalhatok.

Késobb a rovartan teriiletén is elkezdték a RAPD (Random Amplification of Polymorphic
DNA - wvéletlenszerlien amplifikalt polimorf DNS (WILLIAMS, 1990)) technikat alkalmazni,
amelynek nagy elénye, hogy gyors moddszer és nem igényel elézetes ismeretet a vizsgalt minta
bazissorrendjérél. Hasznalata azonban nem széleskortien elterjedt, mivel nehezen ismételhetd, a

vizsgalat koriilményei befolyasolhatjdk az eredményeket, ami megneheziti az objektiv kiértékelést.

-16 -



IRODALMI ATTEKINTES

Az AFLP (Amplified Fragment Lenght Polymorphism — amplifikalt fragmentumhossz-
polimorfizmus (VOs ET AL., 1995) ) technika hasznalatara szintén jellemzd6, hogy nem kellenek
hozza fajspecifikus primerek, igy barmely fajra alkalmazhato, és — szemben a RAPD mddszerrel —
jo a reprodukalhatosaga.

Egy adott DNS szakaszrol a legalapvetobb informéciot a bazissorrend adja. A
nukleinsavak szekvencidk meghatarozasanak els6 modszerét Sanger dolgozta ki, 1974-ben. Az
azoéta eltelt majd négy évtizedben a szekvendldsi modszerek elképesztd fejlédésen mentek keresztiil.
Szerintem érdekes példdja a nagymértékli fejléddésnek e teriileten az exonukledzok segitségével
végzett szekvenalas (exonuclease sequencing) (Guo AND Wu, 1982). Az elmult években az j
generacids szekvenald platformok kifejlesztésével a kutatok eldtt olyan lehetdségek nyiltak meg,

amelyekkel gyorsan, olcson, hatalmas mennyiségii adathoz juthatnak.

Ezek a technologidk mind jol adaptalhatdak és széleskorlien haszndlhatéak a rovartan
teriiletén, tobbek kozt filogenetikai és populdciogenetikai kutatdsokban, fajmeghatdrozasban,
rokonsagi vizsgalatokban, a rovar-novény illetve rovar-predator vagy rovar-parazitoid interakciok
elemzésében, s6t, akar fossziliak, mizeumi mintak tanulmanyozasaban is (LOXDALE AND LUSHAI,
1998).

5.3.2. A riboszomdlis DNS

Mivel a foldi ¢€let egyik alapfeltétele a fehérjeszintézis, genomjaban minden ¢€l6lény
rendelkezik azokkal a génekkel, amelyek a riboszomakat felépitd riboszomalis RNS-eket kodoljak,
ezt a régiot nevezzikk riboszomalis DNS-nek (rDNS). A riboszomalis gének megtalalhatok a
sejtmagban, a mitokondriumban, plasztiszokban is (HAMBY AND ZIMMER, 1991). A nuklearis
riboszomalis DNS 4ltalaban tobb példanyban van jelen, ezek a kopidk elhelyezkedhetnek azonos
vagy kiilon kromoszoéman. A szomszédos masolatokat a non-transcribed spacer (NTS, IGS —
Intergenic spacer) régi6 valasztja el, melynek szerepe a transzkripcid erdsitése (KOHORN AND RAE,
1982).

A riboszomalis RNS gének kodolo és nem kodold régiokbdl allnak (6. abra). A kodold
régio a 18S, az 5,85 és a 28S géneket tartalmazza (GERBI, 1985). A nem kodold régioban
helyezkedik el a két atir6do elvalasztod szakasz (Internal Transcribed Spacer, ITS1 és ITS2), az IGS

¢s az external transcribed spacer (ETS).
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18 5 5.8 285

ITS 1 2 ITS 2

6. abra: A riboszémalis DNS felépitése

A transzkripcié minden génrdl egyszerre megy végbe, melynek soran egyetlen prekurzor-
rRNS képzddik, ami még tartalmazza a két ITS régiot és az ETS-t is. Késobb egy utdlagos érés
soran a nem kodolo régiok kivagddnak, és a prekurzor-rRNS-bdl harom kiilonb6z6 nukleinsav lesz:
a 28S (Large Subunit - LSU), amely koriilbeliil 4000 bazispar hosszasagt, az 5,8S, ami 160
bazispar hosszsagu és a 18S (Small Subunit - SSU), amely nagyjabol 1800 bazispar hossza. Az
RNS-ek elnevezése a Svedberg-féle centrifugalis iilepedési allandé (S) alapjan torténik, ezek azt
mutatjadk, hogy a kiilonb6zé anyagok egy gradiens oszlopon meddig iilepednek, ha nagy

fordulatszamon centrifugaljuk oket.

A tobb kopidban meglévd génekrdl altalaban elmondhatd, hogy gyakran kiilon-kiilon
fejléddnek, és igy az evollicio sordn egymastol eltéré funkcidkra tesznek szert. Az rRNS géneknél
azonban fellép az egyiittes evoltci6 (concerted evolution (ELDER AND TURNER, 1995; ARNHEIM ET
AL. 1980)), aminek hatasara egy él6lényen belill az rDNS régiok még legvaltozékonyabb
szakaszaikon sem polimorfak (RuDNOY, 2007). Ez azért fontos, mert megbizhatoan
Osszehasonlithatd eredményeket csak olyan génekrdl kaphatunk, amelyek egy kopidban vannak

jelen, vagy ugy viselkednek.

A riboszomalis DNS egyik sajatossaga, hogy a nem koddold és kodold régiokban
bekovetkezé mutaciok fennmaradasanak esélye nagymértékben eltér. Igy elmondhatd, a kiilsnb6zo
régiok bazissorrendjének elemzése mas-mas taxondmiai szintek kozti kiillonbségtételre alkalmas. Az
érett rRNS-t kodoldé DNS szakasz rendkiviili konzervaltsagot mutat, hiszen az rRNS-ben
végbemend legkisebb bazissorrend valtozas is hatranyos lehet az él6lény szamara. A riboszomalis
DNS génjei koziil a 18S RNS-t kodold gén rendelkezik a legalacsonyabb mutacios rataval. A magas
konzervaltsag miatt a régid vizsgalata alkalmas arra, hogy régen elvalt csoportok kozotti

kiilonbségeket vizsgaljunk, akar torzs vagy osztaly szinten (HILLIS AND DixoON, 1991). A
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konzervaltsag tovabbi elonye hogy olyan fajokat is vizsgéalhatunk a 18S régiéra tervezett primer

parokkal, amikrdl csekély a tudasunk.

Az evolucids rata masik véglete az NTS szekvencia valtozékonysaga, ennél egy kicsit
lassabb az ITS régio fejlédése. BALDWIN és munkatarsai kimondjak, hogy az ITS régio féleg
pontmutaciok soran valtozik, az indelek (inszercid, delécid) aranya kisebb (BALDWIN ET AL., 1995).
Nagy variabilitasa végett a régié vizsgalata megfeleld lehet alacsonyabb szint(i rendszertani
kapcsolatok valamint populaciok tanulmanyozasara (BAKKER ET AL. 1992; DUMONT ET AL. 2005).
Nagy elénye hasznalatanak, hogy az ITS régiok hatardn nagymértékben konzervalt kodold
szekvenciak talalhatok, igy ezekre univerzalis primerek tervezhetok. Tovabbi pozitivumként
emlithetd a kétsziilds 6roklédés (ALVAREZ AND WENDEL, 2005).

A riboszomalis DNS vizsgalatok a filogenetikai kutatdsok szerves részét képezik,
gyoOkeresen megvaltoztattak az ¢l6lények rendszertanat. A kiilonboz6 régiok — polimorfizmusuk
mértékétdl fliiggden — éppugy alkalmasak lehetnek az evolucid sordn legrégebben (akdr a
prekambrium alatt) kiilonvalt csoportok tanulméanyozéasara, mint egy-egy nemzetség fajai kozti
kiilonbségtételre, igy ezek a markerek rendkiviil sokoldaltian felhasznalhatok (HILLIS AND DIXON,
1991).

5.3.3. Pajzstetii fajokon végzett molekuldris vizsgalatok

DEMONTIS és munkatarsai az els6k kozt publikaltak filogenetikai kutatast a Planococcus
nemzetségrél, 2007-ben. A Planococcus citri és Planococcus ficus fajhoz tart6zo egyedeket
feromon csapdak segitségével gylijtotték, Szardinia szigetén, citrom és szOl6 ltetvényekben, majd
a mitokondrialis DNS citokrom-oxidaz génjének (COI) két szakaszat vizsgaltdk. Az eredményeiket
Osszevetettek dél-olaszorszagi referencidkkal, és korabbi, RAPD markerekkel végzett kisérletek
eredményeivel. A kiilonbségeket figyelembe véve két fajspecifikus primer part fejlesztettek ki,
amelyek érzékeny és megbizhaté markereknek bizonyultak a fajok elkiilonitésére (DEMONTIS ET
AL., 2007).

RUNG ¢s munkatarsai kisérletiikben szintén a citokrom-oxidaz gént és a sejtmagi DNS
elongdcios faktor génjét vizsgaltdk. Céljuk az volt, hogy megbizhatd eszkozoket fejlesszenek ki a
Planococcus citri és a Planococcus minor molekularis fajazonositasahoz. Mindkét gén
bazissorrendje alapjan feltételezhetd, hogy a Hawaii-szigeteken €l egy kiilon csoport, melynek
egyedei kiilonboznek a fent emlitett két fajtol, annak ellenére, hogy morfologiajuk a Planococcus

citri-éhez nagyon hasonlé. Pusztan a genetikai vizsgalatok alapjan azonban nem lehet megmondani,
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hogy ezek az egyedek 0j fajt alkotnak-e. Kimondjak, hogy a COIl gén vizsgalata a morfologiai
jellemzOk elemzésével kiegészitve j6 modszere lehet a két faj elkiilonitésének (RUNG ET AL., 2008).
Cikkiikben hivatkoznak ROSEN ES DEBACH korabbi publikacidjara, melyben leirjak, hogy néhany
parazitoid faj a Fémfiirkészek csaladjabol (Chalcidoidea) valogat latszolag egy fajba tartozo
Planococcus egyedek kozott (ROSEN AND DEBACH, 1977).

CAVALIERI és munkatarsai 2008-ban a Planococcus ficus és a Planococcus citri fajok
parazitoid viszonyait vizsgaltdk, azt remélve, hogy az eredmények a sz6l6 integralt
ndvényvédelmében hasznosnak bizonyulhatnak. A szerzdk felhivjdk a figyelmet arra is, hogy a két
faj nagyfokt morfoldgiai hasonldésdga miatt siirgetd probléma az elkiilonitéshez megbizhatd
modszereket kidolgozni. Kutatasukban huszonhat Planococcus mintat vizsgaltak, RFLP technika
alkalmazasaval. Minden mintabdl tiz darab néstény morfoldgiai és molekularis 0sszehasonlitasat
végezték el. Ezen kiviil 128, ndstényekbdl és larvakbol allo minta DNS-ét elemezték. Az 6t
felhasznalt restrikciés endonukleazb6l harom megfelelének bizonyult a két faj egymastol és a
kontrolként hasznalt Pseudococcus longispinus (Targioni-Tozetti)-z6/ vald elkiilonitésére
(CAVALIERIET AL., 2008).

A Ferrisia (Fullaway) nemzetséget kivantak jobban megismerni GULLAN és munkatarsai,
2010-ben. Ehhez a mitokondridlis DNS egy (citokrom-oxidaz 1.), a sejtmagi DNS két génjét
vizsgaltak (EF-1a és a 28s D,Ds). A kisérletben outgroup fajként a Planococcus citri szerepelt,
harom masik gyapjas pajzstetii fajjal. A Ferrisia fajok rendszertana maig vitatott, 1996-ig tiz fajt
irtak le, azonban GULLAN ¢és munkatarsai egy 2003-ban megjelent cikke alapjan feltételezhetd, hogy
az addig morfologiai vizsgalatok alapjan egy fajnak vélt Ferrisia virgata (Cockerell) valojaban tobb
rokon fajt tartalmazo taxon. 2010-ben GULLAN és munkatarsai a molekularis vizsgalatok soran
kapott adatok alapjan dendrogramot készitettek, melyben a Ferrisia virgata mintak 6, jol elkiiloniilé
kladot alkottak. Ami igazan érdekessé teszi ezt a publikdciot, az az, hogy a kutatdcsoport a
molekularis markerezés soran kapott eredmények alapjan ) morfologiai bélyegeket irt le a
nemzetség fajainak elkiilonitéséhez, igy a munkassdguk jo példa arra, hogy a hagyomanyos
morfologiai modszer és a genetikai vizsgalat egymastol nem idegenek, sot jol kiegészitik egymast.

MALAUSA és munkatarsai kutatasuk soran a Planococcus citri és mas, vilagszerte
hasznalataval. Kiértékelték a markerek hasznéalhatdsagat, Franciaorszagbol és Braziliabol szarmazo
- Osszesen 239 - minta feldolgozasaval. A molekuldris eredményeket a koradbban elvégzett

morfologiai vizsgalatokkal vetették 0Ossze.  Elmondhatdé, hogy a markerek egyértelmiien
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kiilonbséget tudtak tenni még a kozeli rokonsagban allo fajok kozott is (igy példaul a Planococcus
minor és Planococcus citri esetében) (MALAUSA ET AL, 2010).

PARK ¢és munkatarsai 2011-ben nagyszabasu kutatasi eredményekrél szamoltak be. A
kagylos pajzstetvek (Diaspididae) és a viaszos pajzstetvek csaladjabol sszesen 75 fajt vizsgaltak
35 csaladbol, a Pseudococcidae csalad esetében a mintak tobb mint 90%-ardl értékes eredményt
kaptak. Cikkiikben kimondjak, hogy kutatasaik segithetnek 1) DNS vonalkod adatbazisok
létrehozasaban és nagyban hozzajarulhatnak a pajzstetvek azonositasanak megkonnyitésé¢hez (PARK

ETAL., 2011).

Magyarorszagon a viaszos pajzstetvek molekularis vizsgdlataival a MTA ATK
Novényvédelmi Kutatdo Intézetében foglalkoztak, DR. KozAR FERENC, DR. TOBIAS ISTVAN és
FETYKO KINGA. Az els6, 2010-es kutatasnak tobb célja volt; egyrészt vizsgalni harom pajzstetli faj
(Planococcus citri, Planococcus ficus, Pseudococcus comstocki) eurdpai elterjedését, masrészt
tanulmanyozni a fajok genomjat, valamint a kapott eredmények alapjadn 6sszehasonlitani a himek és
a néstények molekularis jellemzdit. A mintavételeknél tobb orszagban kihelyezett feromon
csapdakat hasznaltak (2009 és 2010 vizsgalati években: Ausztria, Szlovékia, Szerbia, Gorogorszag,
Macedonia, Magyarorszag). Szabadfoldi koriilmények kozott a csapdak egyediill Gordgorszagban
fogtak Planococcus citri egyedeket, a tobbi orszagban valdszintileg iiveghazbol kikeriilt allatokat
talaltak a csapdakban. Feltételezhet6 ezek alapjan, hogy ez a faj hazankban nem telel at.

A Planococcus citri faj esetében az ITS2 szekvenciak 773 bazispar hosszusagtak voltak,
¢és a feldolgozott mintdk 99-100%-os hasonldsagot mutattak, fliggetleniil attdl, hogy melyik
orszagbol szarmaztak. Az ITS2 régido nagy valtozatossaga miatt lehetséges fajspecifikus primer
parok kifejlesztése (TOBIAS ET AL., 2010). 2011-ben a kutatocsoport ugyanezen fajok vizsgalata
soran mindegyikre kiilon-kiilon fajspecifikus inditoszekvenciakat tervezett (TOBIAS ET AL. 2011a),

amit a kovetkez6 kisérletben mar hasznaltak is (TOBIAS ET AL. 2011D).
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6. Anyag és modszer

6.1. Vizsgalt mintak

Kisérleteinkben kétféle mintat hasznaltunk; egyrészt tereprdl gyljtott ¢élo egyedek,
masrészt, kiilonbozé helyeken kihelyezett csapdak altal elejtett him imagok képezték az
alapsokasdgot. A felhasznalt mintdk adatait az 1. tdblazatban tekinthetjiik meg.

A vizsgélatokhoz a fert6zott novényi részeket a 2012-es év marciusatdl majusaig
gyljtottiik. A begylijtott €16 egyedeket vagy még a gyiijtés napjan, vagy par napos hiitdben tarolas
utan a fertdzott részekkel egyiitt stirli haloval fedett befOttesiivegbe helyeztem. A pajzstetvek
taplalékként csirdztatott burgonyagumokat kaptak, igy a rovarok kezdeti stadiumatol fiiggéen két-
harom hét alatt jelentek meg a néstény imagok, amelyeket utana a preparalasig 95%-0s alkoholban
taroltam.

A szexferomonos csapdakat Budadrsre és
Pozsonyba majus 29-én  helyeztik ki, a
beszedésiikkel augusztus harmadikaig vartunk. A
felhasznalt  csapddk  leirdsa:  10x10  cm-es
nagykovacsi  tetdcsapda, Soveurode (Witasek
Pflanzenschutz GmbH, Ausztria) ragasztoval és

Biochemtech ~ (Biochemtech  Ltd.  Kishinev,

Moldavia) feromon csalétekkel (7. dbra).

7. abra: A feromon csapda

A morfoldgiai és molekularis vizsgélatot ugyanazon egyedeken végeztiik. Preparalas eldtt
kinyomtuk a testnedveket, amelyekbdl kivontuk a DNS-t. Az allat borét pedig 95%-0s alkoholban
tartositottuk preparalasig. Ezt azért tehettilk meg, mert a morfologian alapul6 fajazonositashoz nincs

sziikség az allat belsejére.
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1. tablazat: A feldolgozott mintak adatai

- ey s (e g Gyiijtés . .
Faj Nem (N/H) | Gyiijtés helye | Tapnovény yu Megjegyzés
datuma
- oy Platycerium Tenyészetbdl,
1 Planococcus citri Nostény BCE bifurcatum 2012.03.30. alkoholban tarolt
- s Chamaedorea Tenyészetbol,
2 Planococcus citri Nostény BCE elegans 2012.03.30. alkoholban tarolt
. o x Flivészkert, Phoenix Tenyészetbol,
3 PTEE s i Nostény szaporitohaz canariensis GRS alkoholban tarolt
s P . ] Tenyészetbdl,
4 Planococcus citri Nostény Pomaz Anthurium sp. 2012.03.20. alkoholban tarolt
5 Planococcus citri Nostény Go6dolls Manilkara zapota 2012. 05.02. T?rf,yes,zet,boh
¢l6 példany
6 Planococcus citri Néstény Fiivészkert, aruda Radermachia sp. 2012.05.08 T,er},yeszet,b()l’
¢16 példany
L , Budapest, 2012.05.29.-
7 Planococcus citri Him Ferencvéros - 2012.08.03. Feromoncsapda
P Budapest, . 2012.05.29.- it ax
8 Planococcus vovae Nostény Ferencvaros Chamaecyparis sp. 2012.08.03. ElS példany
7 2012.05.29.-
9 Planococcus vovae Him Pozsony - 2012.08.03. Feromoncsapda

6.2. Morfologiai vizsgalatok

A preparalashoz KOSZTARAB MIHALY ¢és KoOzAR FERENC 1978-as konyvében leirt

modszert alkalmaztuk, kisebb modositasokkal. A preparatum elkészitésének Iépései a kovetkezok:

A frissen begytijtott egyedeket eldszor 95%-os alkoholba helyeztiik, koriilbeliil két
orara. Ha a minta alkoholban téarolt volt, akkor rogton a mésodik 1épéssel kezdtiik a
preparalast.

Az egyedeket ezutan 10%-os kalium-hidroxid fiirdébe tettiik és nagyon Ovatosan
melegitettiik. Ez a 1épés addig tart, amig az allat belsd részei felpuhulnak, kitisztulnak,
ez koriilbeliil 10-15 perc. Nagyon fontos a folyamatos figyelem, ha tal gyorsan
melegitjilk Oket, illetve ha felforr az oldat, az allatok bore roncsolodhat. Az
edénykeéket le kell takarni, hogy megakadalyozzuk a parolgast.

Ha az allat kell6képpen felpuhult, a maradék belsd részeket nagyon oOvatosan
eltavolitottuk, majd a bort alkoholba helyeztiik, ahol 10-15 percet pihenni hagytuk.
Ezutan 1-2 csepp Essig festdoldatba tettiik az allatokat 10-15 percre. A festdoldat
85%-os tejsav, ecetsav, fenol és desztillalt viz 20:4:2:1 aranyu keveréke.

A felesleges festéket tijabb alkoholos flirdé soran mostuk ki, melynek id6tartama 5-10
perc.

Ezutan a mintak minimum 30 percig szegfiiszegolajban alltak.
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A preparalas utolso 1épéseként az allatokat a targylemezre cseppentett kanada-

balzsamba helyeztiik, majd a feddlemezzel takartuk.

Az igy elkésziilt preparatumokat a fénymikroszképos vizsgalat eldtt két hétig
szobahémérsékleten kell szaritani.
A fajmeghatarozast Olympus BX40 mikroszkop segitségével végeztiik, ezutan pedig a

Budapesti Corvinus Egyetem Rovartani Tanszékén fényképeztiik dket.

6.3. Molekularis vizsgalatok

6.3.1. DNS-kivonas

A DNS-kivonashoz ¢€l6 vagy alkoholban tarolt ndstények testnedvét hasznaltuk, a
feromon csapdakbdl szedett himek esetén pedig az egész imagot. Ezutdn, a gyartd eldirasainak

megfeleléen hasznaltuk a REDExtract-N-Ampl™ Tissue PCR Kitet (Sigma).

6.3.2. PCR analizis, PCR termék tisztitasa

Az ITS2 régi6 amplifikalasahoz a CAS5p8skc és CAS28sB1d primerpart hasznaltuk
(Kim AND LEE, 2008). A polimeraz lancreakciot Eppendorf-PCR (Eppendorf Mastercycler
Gradient) késziilékben végeztiik. A PCR reakcié Osszetételét a 2. tablazat mutatja. A 3. tablazatban
lathatok a PCR reakci6 ciklusainak 1épései. A denaturacio, kitapadas €s lanchosszabbitas szakaszok
negyvenszer ismétlddtek. Ha nem vettiik ki rogton a mintdkat, a késziilék négy fokra hiitdtte és igy

tarolta 6ket.

2. tablazat: A PCR elegy Osszetétele

Osszetevok Bemért mennyiség (nl)
PCR puffer (KCI) 2,50
MgCI2 2,50
dNTP 1,00
Forward primer 0,50
Reverse primer 0,50
Taq polimeraz 0,25
Templat DNS 0,50
MQ viz 17,00
Ossztérfogat (ul) 24,75
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A primerek szekvenciai:
CAS5p8skc: (5-GCGAACATCGACAAGTCGAACGCACAT-3)
CAS28sB1d: (5-TTGTTTTCCTCCGCTTATTAATATGCTTAA-3)

3. tablazat: A PCR program

Szakasz neve Hoémérséklet (°C) | Szakasz hossza (perc)
Elédenaturacio 95 4
Templat denaturacidja 95 0,5
Primerek kitapadasa 50 0,5
Lanchosszabbitas 72 1
Befejezo6 polimeracio 72 10

A PCR sikerességét gélelektroforézissel ellendriztiik. Majd a fragmenteket a PCR DNA
Fragment Extraction Kit (Geneaid) segitségével izolaltuk, a folyamatot a gyartd elGirdsai szerint

végeztik.
6.3.3. Klonozas

Elékészités: 7 pl tisztitott fragmenthez 1 pl blunting enzimet és a végtérfogatnak
megfeleld vizzel és pufferrel kiegészitettik az elegyet. Ezutan 70°C-on 5 percig
inkubaltuk az elegyet, majd 2 percre jégre tettiik.

Ligalas: Az igy mar tompa véggel rendelkezd terméket a Fermentas utasitasai szerint 1
ul Clonejet klonozo vektorba ligaltuk 1 pl T4 DNS-ligazzal. A ligalasi reakciot 3-4
oréan keresztiil szobahdmérsékleten végeztiik.

Klénozas: Minden egyes ligatumbdl 10ul-t beleraktunk 50 ul-nyi, elézdleg jégen
felolvasztott E. coli kompetens baktérium torzsbe, majd jégen 20-30 percig inkubaltuk
egylitt. Az inkubdlds utan 1 perces 42 °C-os hdsokkot alkalmaztunk, majd 450 pl
antibiotikum-mentes, folyékony taptalaj (LB folyékony taptalaj) hozzaadasa utan 1
oran keresztiil 37°C-on inditd inkubalast végeztiink. Az inditokultirabol 150 és 300
ul-t egy-egy ampicillines LB lemezre szélesztettiink és 37°C-on overnight inkubaltuk.

Fragmentenkét 5 telepbdl kolonia PCR-t csinaltunk, ehhez a Fermentas altal tervezett
Pjet reverse 1.2 és Pjet forward 1.2 primereket hasznaltuk. Ezt kovetden 2 ml

antibiotikumos folyékony taptalajba leoltottuk a megfeleld telepeket és razatva, 37°C-
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on overnight inkubaltuk. Masnap a folyékony kultirabol a plazmidot a High-Speed
Plasmid Mini Kit (Geneaid) segitségével tisztitottuk ki a gyarto eldirasa alapjan.

6.3.4. Szekvenalds, bioinformatikai elemzések

A mini prepekbdl tisztitott, vizsgalni kivant fragmentet tartalmazé mintakbol 10 pl-t
kiildtiink el a Baygen cégnek Szegedre, kapillaris szekvenalasra. A filogenetikai fat a MEGA 3.1

szoftver segitségével készitettiik, bootstrap analizissel, 1000-es ismétlésben.
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7. Eredmények és megvitatasuk

7.1. Morfologiai vizsgalatok eredményei

Morfologiai vizsgalataink soran a Planococcus citri ndstények altalunk megfigyelt és a
szakirodalom altal leirt hatarozo bélyegeit hasznaltuk (Cox, 1983, Cox AND BEN-Dov 1986;
WILLIAMS AND DE WILLINK 1992). A faj ismertetd bélyegei:

két csap kozotti csoves mirigyek szama;
elso 1égrés melletti csdves mirigyek szama;
attetsz0 porusok jelenléte vagy hidnya a harmadik pér 1ab csipdjén;

tobbsejtli mirigyek szama kiilonbozd testszelvényeken, elso 1égrés mellett.

Mivel a vizsgalt egyedeinknek mindkét oldala csak jo esetben maradt ép, jol kdvethetd,
szdmszerisithetd, mérhetd bélyegeket, jellegzetességeket igyekeztiink kivalasztani. A csdves
mirigyek csoportjai kdnnyen azonosithatok az elsé és masodik légrés kozvetlen kornyezetében.
Ennek mennyiségét darabszamban adtuk meg. A két érték a jobb és baloldalt jelképezi. A harmadik
par lab csipdjén levd atlatszo porusoknak a jelenléte vagy hidnya is konnyen kovethetd bélyeg.
Mivel bizonyos mintaknal az analis nyulvanyserte rovidebbnek tiint, ezért ennek a hosszat is
figyelembe vettiik. Vizsgaltuk tovabba az elsé légrés folott soksejtli mirigyek szamat. A morfologiai

megfigyeléseket €s méréseket a 4. tablazatban foglaltuk ossze.

4. tablazat: Planococcus citri mintak vizsgalt morfologiai adatai

1. légrés 1. légrés- 3. coxa - Fejtor- Analis
2. 1égrés ;
csoves soksejtil attetsz6 csoves nyulvanyserte Allapot
Minta csoves m./db
m./db. m./db. porusok m./db. hossza
B-J B-J B-J +/- pum
FK aruda 10-9 1-3 1-5 + 18 273,6 roncsolt
Godollé 6-3 0-0 1-2 A 7 (letort) roncsolt
Pomaz 8-7 2-0 4-3 + 8 266,4 jo
FK szap. haz 7-7 0-0 4-6 T 6 235,2 jo
BCE1 4-6 0-0 2-3 + 7 232,8 roncsolt

Magyarazat a tdblazathoz: - 1égrés csoves m./db. — 1. 1égrés melletti csoves mirigyek szama
. 1égrés - soksejtli mirigyek — 1. 1égrés f616tti soksejtli mirigyek szdma
l1égrés csdves m./db - 2. 1égrés melletti csdves mirigyek szdma
B/J — bal/jobb oldal
3. coxa - attetsz6 porusok — 3. 18b par csipdjén attetsz6 porusok jelenléte
Fejtor-csoves m./db. — két csap kozott talalhatd csdves mirigyek szama
Analis nyulvanyserte hossza — analis nyulvanyserte hossza mikrométerben (pum)
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Az altalunk vizsgalt egyedek morfoldgiai jellemzoi a

Planococcus citri fajleirasanak megfelelnek. A preparatumaink,

bar mutatnak morfologiai kiilonbségeket, mind Planococcus

5
citri-k. A preparatumok mindsége a borbe agyazott struktirak w °
megfeleld azonosithatosdga szempontjabol dontd jelentdségii. ‘X
-
Y
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Bizonyitott, hogy a larva fejlédése soran a valtozé homérsékleti

viszonyok hatassal vannak a kiilonb6z6 mirigyek (csoves,

soksejtll) végleges darabszamara (Cox, 1983). Ezért fontosnak {

~ded

tartjuk azt, hogy a kozeljovében vizsgalatainkat, lehetOség

szerint, szabdlyozott kornyezeti feltételek mellett kinevelt

8. abra: Planococcus citri mikroszkopi
preparatuma

egyndstényes tenyészvonalak egyedein is elvégezziik.

9. abra: A Planococcus vovae
mikroszképi preparatuma

A Planococcus vovaebol csupan egy mikroszkopi
preparatum allt rendelkezésre. Ennek morfologiai bélyegeit
Osszevetettliik a szakirodalom altal kozolt adatokkal, ez alapjan
kijelenthetd, hogy ez a néstény valoban egy bordka-viaszos
pajzstetil.

Mindkét faj egy-egy mikroszkoépos preparatumarol
készitettiink képet. Ezek a 8. és 9. dbran lathatok.

7.2. Molekularis vizsgalatok eredményei

7.2.1. Az ITS2 régiora tervezett primer parok alkalmassaganak vizsgadlata Planococcus

fajok esetében

A DNS-kivonasi mddszer alkalmas volt arra, hogy kelld mennyiségli és mindségii DNS-t

kinyerjiink a mintakbol, fiiggetleniil attol, az egyedek élok vagy alkoholban taroltak voltak. A

feromoncsapdar6l leszedett himekbdl is sikeriilt elegendé DNS-t kivonni.
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A primerpar alkalmasnak bizonyult az ITS2 régiok felszaporitasara, igy kimondhato,
hogy megfeleléen hasznalhat6 a Planococcus nemzetség fajainak vizsgalatahoz.

A Planococcus citri esetében 774 vagy 775 bazispar hosszusagu fragmenteket kaptunk.
Ezek az értékek igen kozel éallnak egy 2011-ben, szintén a Novényvédelmi Intézetben végzett
kutatas eredményeihez, amelyben a Planococcus citri mintakbol felszaporitott ITS2 szekvenciak

773 bazispar hosszusaguak voltak (TOBIAS ET AL., 2011a).

A Planococcus citri szexferomonos csapdak feldolgozasakor varatlan fejleményként
tapasztaltuk, hogy a befogott Planococcus citri egyedek koziil tobb is a Planococcus vovae fajhoz
tartozott valdjaban, amire a molekularis vizsgalatok soran deriilt fény. A két faj himjei
sztereomikroszkoppal szemlélve morfoldgiailag feltiinben hasonldéak. A Planococcus vovae faj
szexferomonja nem ismert. Messzemend kovetkeztetéseket ebbdl a fogasbol levonni nem lehet. A
AL., 1994). Sziikséges megemliteni azonban, hogy a szoban forgd csapdak egy budadrsi nagyaruhaz
kozelében keriiltek kihelyezésre, igy az is konnyen elképzelhetd, hogy a Planococcus vovae

egyedek véletleniil repiiltek bele a csapdakba.

A Planococcus vovae fajnak egy ndstény és egy feromon csapdaval fogott him egyedét
vizsgaltuk. A him esetében 781, a ndsténynél 788 bazispar hosszusagu allélt kaptunk.

A fragmenteket parosaval Osszehasonlitottuk az NCBI (National Center for
Biotechnology Information) honlapjan talalhat6 BLASTN 2.2.27 program segitségével (STEPHEN ET
AL., 1997). Az azonossag mértékét az 5. tablazatban abrazoltuk. A Planococcus vovae mintak
kékkel, a Planococcus citri mintak pirossal szerepelnek a tablazat elsd soraban és oszlopaban.

A két Planococcus vovae minta egymastol genetikailag alig kiilonbozik, a bazisparok
sorrendje 99,64%-o0s azonossagot mutatott. A bazissorrendet Osszevetettem az NCBI honlapjara
feltoltott szekvenciakkal is. Az egyezés az adatbazisban szereplé Planococcus vovae
szekvenciakkal minden esetben 94% feletti volt. Példaul a BELTRA és munkatérsai altal kozolt
bazissorrenddel Gsszehasonlitva a Budaorsrdl szarmazo Planococcus vovae him ITS2 szekvenciai
99%-o0s egyezést mutattak.

A Planococcus citri mintak esetében a fajon beliili variabilitds minden esetben fél
szazalék alatt volt. Az NCBI adatbazisaban szereplé adatokkal Osszevetve is igen nagy volt az
egyezes.

A tablazatbol kiolvashatd, hogy a Planococcus citri és Planococcus vovae fajok kozti

azonossag 82-90% kozt mozgott.
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Elmondhat6 tehat, hogy a két fajon beliil a variabilitas minimalis, fiiggetleniil az allat
nemétél és a minta foldrajzi eredetétdl. A két faj kozti bazissorrendbeli kiilonbség azonban

elegend6 a megbizhat6 fajmeghatarozéshoz.

1. tablazat: A Planococcus citri és Planococcus. vovae faj ITS2 szekvenciainak dsszevetése

BCE 1 BCE 2 FK Pomaz Go6dollé FK aruda | Ferenc tér 10659 Budadrs
szaphaz
BCE 1 - 99,76% 99,64% 99,76% 99,64% 99,52% 99,63% 89% 90%
BCE 2 - - 99,76% 99,88% 99,88% 99,76% 99,87% 83% 82%
FK
szaphiz - - - 99,64% 98,80% 99,52% 99,64% 83% 82%
Pomaz - - - - 99,76% 99,64% 99,76% 83% 82%
Godollé - - - - - 99,64% 99,76% 83% 82%
FK éruda - - - - - - 99,64% 83% 82%
Ferenc tér - - - - - - - 83% 82%
10659 - - - - - - - - 99,64%
Budaérs - - - - - - - - -

7.2.2. A mintak egymashoz viszonyitott genetikai tavolsaga

A klaszterezés egy mintahalmaz pontjainak csoportba soroldsat jelenti. A folyamat
eredményeképpen jon létre az ugynevezett dendrogram, a csoportositds alapjat az elemek
kiilonbozosége vagy hasonlosaga képezi. A filogenetikdban a fajok genotipusbeli hasonlosagat
jellemzik vele, ennek mértékét egy nullatol egyig terjedd skalan mérik (NI, 1978).
Eredményeinkb6l a MEGA 5.1 program segitségével két pajzstetii faj kolcsonds genetikai

tavolsagat reprezentald dendrogramot szerkesztettiink (10. 4bra).
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10. abra: A vizsgalt mintak rendszerezése a Nei genetikai tavolsagmatrixon alapulé UPGMA Klaszteranalizissel (NEI, 1978)

A vizsgalt mintak két jol elkiiloniilo csoportot alkottak, melyek koziil az egyikbe a
Planococcus vovae (1), masikba pedig a Planococcus citri (2) egyedei keriiltek. Kimondhaté hogy
ez a két klad egyértelmiien elkiiloniil, tamogatottsaguk 100%-0s. Viszont a két csoporton beliil az
egyes mintak kozeli kapcsolatban allnak egymadssal. A 2.1-es csoportba tartozé két egyed lathatoan
elkiiloniil a tobbi Planococcus citri mintatél, ennek oka ismeretlen. Erdekes, hogy a két éllat
morfologiai jellemz6i nem mutatnak jelentds hasonlosdgot egymassal, valamint nem kiilonboznek

markansan a tobbitol.

7.3. Morfolégiai és genetikai vizsgalatok Gsszevetése

A kevés mintaszam ellenére gyorstesztek kifejlesztéséhez a morfologiai jellemzok fajon
beliili valtozatossaga elegendd lehet. Tobb helyrl szarmazo, tobb tapnovényrdl szedett

Planococcus citri egyedet is bevontunk a kisérletbe. Elmondhat6, hogy a fenotipusos valtozatossag
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ellenére a molekularis vizsgalatok igen magas hasonlosiagot mutattak. igy ez a szekvencia
megbizhato eszkoz lehet a faj felismeréséhez. A molekularis €s morfologiai vizsgalatok mindkét faj

esetében ugyanarra az eredményre vezettek.
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8. Osszefoglalas

A pajzstetvek leirasa €s a hatdrozokulcsok hagyomanyosan morfoldgiai bélyegek alapjan
késziilnek, a pontos fajazonositdsnak azonban megvannak a maga korlatai. A fajmeghatarozas
nemhez és fejlédési stadiumhoz kotott, és a preparalas embert probalo feladat.

A Planococcus citri faj folyamatosan jelen van a disznévény piacon, virusok vektora. A
faj azonositasa nehézkes, ha a klasszikus modszereket alkalmazzuk, viszont konnyen és gyorsan megoldhato
lenne egy fajszinten azonositd molekularis modszer kidolgozasaval. A Planococcus vovae egy
Magyarorszagon jegyzett 6shonos faj, ami az elmult években egyre gyakrabban keriil el¢ varosi
nyitvatermoOkrél. A két fajt jelen esetben az koti Ossze, hogy a Planococcus citri feromon
csapdakban Planococcus vovae himeket talaltunk.

A primerpar alkalmasnak bizonyult az ITS2 régidk felszaporitasara, igy kimondhato,
hogy megfeleléen hasznalhatdo a Planococcus nemzetség fajainak vizsgalatahoz. Eredményeink
alapjan elmondhato, a kivalasztott molekularis vizsgalat alkalmas a fajmeghatarozasra, a
szekvenciak alapjan rajzolt dendrogramon a két faj egyértelmien és markansan elkiiloniil
egymastol.

Jovébeli terveink kozt szerepel a Planococcus vovae faj behatobb vizsgalata. Ez az allat
mind gyakrabban tiinik fel varosi kornyezetben boroka és hamisciprus névényeken, igy a
részletesebb megismerése kivanatos. A két fajt a véletlenek Gsszjatéka hozta kapcsolatba, mivel
egyes Planococcus citri szexferomon csapdakban Planococcus vovae egyedeket talaltunk.

Azért, hogy mind a morfologiai, mind a molekularis vizsgalatokat megbizhatobba
tegyiink, a jovében kiprobéljuk az egyndstényes tenyészvonalak vizsgalatat, melyeket szabalyozott
koriilmények kozott, klimakamraban tartanank.

Ez az alapkutatds gazdasagi €s novényvédelmi vonatkozasban igen fontos, az eldzetes
eredményeink jol mutatjak, hogy a Planococcus nemzetség vizsgalataval a jovOben is érdemes

foglalkozni.
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