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1 Bevezetés

Az elmult fél évszdzadban a molekularis vizsgalatok a human és természettudomany
teriileteken végzett kutatdsok szerves részét képezik. Széleskoriien hasznalhatoak ezek a
technikdk a rovartan teriiletén is. Ma mar pontosabb, részletesebb eredményeket kaphatunk a
filogenetikai és populaciogenetikai kutatdsokban, szdmos esetben molekularis vizsgalatok
alapjan 0 rendszertani besorolasok késziilnek. Egyszertibb lehet a morfologiailag hasonlo
fajok megkiilonboztetése, amikor a hatarozobélyeg alapjan nem vagy alig lehet kiilonbséget
tenni, de megkonnyiti a fajmeghatdrozast, és a rokonsagi viszonyok feltérképezését. Ezen
talmenden valaszt adhat rovar-novény, rovar-predator vagy rovar-parazitoid kozti
kapcsolatokra, de muzeumi mintak, fosszilidk vizsgalatara is alkalmazzak. A morfoldgiai
vizsgalatok tovabbra is alapvetd €s elengedhetetlen részét képezik ennek a tudomanyagnak.

A technikdkat kombindlva nemcsak rokon fajok esetében lehet, hanem fajon beliil is
feltarhatunk kiillonbségeket. Fajon beliil is lehetnek eltérések mind morfolégiai és molekularis
szinten, a két vizsgalat alapjan kovetkeztetni lehet a faj lehetséges terjedési
utvonaldra/utvonalaira, egyes mikropopulacidk szarmazéasara, egymas kozti kiilonbségére,
vagy akar a leghatékonyabb természetes ellenségre.

A Pseudaulacaspis pentagona vagyis eperfa-pajzstetii eredetileg Azsiabol szarmazik, de
ma mar a vildgon mindenhol megtalalhat6. Terjedésében tobb tényezd szerepet jatszik.
Magyarorszagon szinte mindenhol fellelhetdek populacioi, a varosi parkokban ¢és
mezodgazdasagi teriileteken pl. gylimdlcsosokben egyarant. Polifag kartevo, ezért egy teriileten
beliil tobb mikropopulacid élhet a kiilonb6zd tapndvényeken. A morfoldgiai vizsgéalatok
esetében gondot okoz, hogy csak ivarérett ndstények alapjan lehet meghatarozast elvégezni.
Az ivarérett nOstények megtaldlasa, begyiijtése sok esetben nehézkes. Szex- feromon csapdak
(tovabbiakban feromon csapddk) hasznalatdval, detektdlhato a faj jelenléte egy adott
helyszinen, de ezzel a mddszerrel csak him egyedek gylijthetdek. A csapddkban levo himeket,
kis gyakorlattal, konnyli felismerni, de a kiemelés soran a roncsolodd egyedeken nehézkes
lenne morfoldgiai vizsgalatot végezni (pl. szarny, csap letorik). A genetikai és morfologiai

moddszer egyiittes felhasznalasaval mar pontosabb képet kaphatunk a vizsgalt fajrol.



1.1 Célkitizés

Munkdm sordn a Pseudaulacaspis pentagona (eperfa-pajzstetii) ndstény és him
egyedeinek a morfologiai és molekularis 6sszehasonlitd vizsgélatat végeztem. Ennek sordn az

alabbi célokat tiztem ki:

e A vizsgalathoz hasznalt P. pentagona ndstények felkutatasa, azonositasa €s begylijtése
kiilonbozo tertiletekrol és kiilonbozo tapnoveényekrol.

e Mikroszkopi preparatumok készitése, jellemz6 morfologiai jegyek azonositasa.

o Az ITS-2 szekvencia alkalmazhatosaga és ez esetleges kiilonbségek vizsgalta az egyes
mikropopulaciokon.

e (Célom volt tovabbad a morfologiai és molekuldris vizsgalatok eredményének az

0sszevetése.



2 Irodalmi attekintés

2.1 Coccoidea (Pajzstetvek)

A pajzstetvek, olyan novényi nedveket szivogatd rovarok, amelyek valamennyi tagja a
Homoptera - Egyenldszarnyl rovarok rendjébe, azon beliil a Sternorrhyncha - Novénytetvek
alrendjébe tartoznak. A "Sternorrhyncha" elnevezés (a gorog "sternon" jelentése mellkasi a
"Rhynchos" pedig orr vagy ormany) a szdjszerv helyére utal, szipokajuk tove egész hatul,
legtobbszor a mellso labak kozott helyezkedik el, bar sok esetben a kifejlett egyedeknél 1abak
is hianyoznak. Coccoidea mellett ide tartozik még harom osztag: a levéltetvek (Aphidoidea),
liszteskék (Aleyrodoidea) és a foldibolhak (Psylloidea) (GULLAN és MARTIN, 2003). Az
Osszes rovar koziil a pajzstetvek fajgazdagsdg szempontjabol viszonylag kis csoportot
alkotnak, kortlbeliil 7.700 leirt fajjal. Jelenleg 46 pajzstetti csalad ismert, amelyek koziil 32

maradt fenn, és 14 fosszilis ismert (KONDO ¢és mtsai., 2008).

A pajzstetvek egyszerli testfelépitésiiek, a ndstényeik legtobb esetben helyhez kotott
¢letmodot folytatnak. Megjelenési formaikban valtozatosak, egyes talajlakdo Margarodida
fajok cisztakat készitenek példaul a Neomargarodes festucae Archangelskaia, 1935, mas fajok
teste teljesen ellaposodott, alkalmazkodva az egyszikiiek levélhiivelyében valod életmodra
példaul egyes Eriococcidae vagy a Diaspididae fajok esetében, a lapos ndstények testét
kagyl6 alaku pajzs védi, ratapadnak a gazdandvény kérgére vagy behatolnak az ala (KONDO
¢s mtsai., 2008). A ndstény alakja is formagazdag, esetenként tojasdad, kerekded vagy
megnyult. A testet fedd viaszréteg eltérd a kiilonb6z0 csaladoknal: lehet lemezszerii
(Ortheziidae), porszerli (Pseudococcidae), kagyloszeri (Diaspididae) vagy akar csupasz
(Coccidae, Kermesidae) ez esetben a ndstény hdta erdsen szklerotizalt (KOSZTARAB ¢és
KozAR, 1978). Sejtszintli vizsgalatok kimutattak, hogy a kromoszoma szamban is valtozo, a
vizsgalt fajokndl a 2n=8-68 k6z6tt mozog (NUR €s mtsai., 1987). Tovabba kiilonféle sperma
szerkezetet (ROBISON, 1977; 1990), valamint genetikai rendszereket figyeltek meg (NUR,
1980; NORMARK, 2003).

A pajzstetvek  kevés kivétellel novényevok, szivogatasukkal gyengitik a
tapnovényeiket, €s az altaluk termelt mézharmaton megtelepiilé korompenész csokkentheti az
asszimilalo feliiletet, valamint disznovényeknél az esztétikai érték csokkenését okozzak.

Pajzstetvek szazadok Ota ismert és hasznositott rovarok: némelyikiik vords szinezéket termel



(Porphyrophora polonica (LINNEAUS, 1758)), valadékukat értékes viaszok ¢és gyantdk
formajaban, a gyogyaszatban is hasznositjak (KONDO €s mtsai., 2008).

Tanulmanyoztak tovabba a pajzstetvek hangyakkal valo mutualista kapcsolatat €és a
tapnovény specializaciot (KONDO ¢és mtsai., 2008). Leirtak szimbiotikus kapcsolatot egyes
pajzstetvek és fullanktalan méhek kozott is (Hymenoptera: Apidae: Meliponinae) (CAMARGO
¢és PEDRO, 2002).

2.1.1 Pajzstetvek altalanos morfologiai jellemzése

A tobbi Homoptera csoporttdl a pajzstetvek elkiilonithetéek a visszafejlodott labfe;
alapjan, amely 1 ritkan 2 iz-k6zb6l 4ll és egyetlen karomban végzddik. A himeknek nincsen
szajszerviik €s kétszarnyuak, amelyek ritkan elcsokevényesedhetnek. A pajzstetvek ndstényei
mindig szarnyatlanok, labaik erdsen visszafejlodtek, testiik egyetlen fejtorral 6sszendtt potroh
képezi.

A pajzstetvek hatarozokulcsai €s leirasai szinte kivétel nélkiil az ivarérett ndstényeket
veszik alapul. Bizonyos fajok esetében a kiilonb6z0 larva-stadiumokban is lehetséges a fajok
azonositasa. A pajzstetvek morfologiai tulajdonsagait KOSZTARAB és KOzZAR (1978, 1988)
részletes leirdsa alapjan mutatom be.

A test nagysaga 0,5-35 mm kozott valtozhat, de a hazai fajok tobbségének hossza 1-5
mm kozott van. A csapizek szama 0-16 kozott valtakozhat, egyes csaladokban ezek a csapizek
visszafejlodtek (Cryptococcidae, Diaspididae) és legfeljebb csak egy kis szelvényezetlen
biityok taldlhatdé. A szemek néha teljesen hianyoznak (Diaspididae), de tobbnyire két kis
kerek, pigmentes folt alakjaban észlelhetOk. A szajszervek a szajtovi pajzsbol, a kap alaka
szipokabol és négy hosszu szurdsertébdl allnak. A szipdka rendszerint az eliilsé 1abpar kozott
foglal helyet ¢és a szaroserték gyakran hurokszerlien rendezddnek. A szdj olykor
visszafejlodott vagy teljesen hidnyzik. A labak is a legkiilonfélébbek lehetnek, n¢ha jol
fejlettek, ot iztiek (Ortheziidae), gyakrabban elcsOkevényesedtek 1-3 izre, vagy hidnyoznak
(Diaspididae). Olykor a labizek 6sszendnek vagy egyes foldben €16 fajok esetében az eliilsé
labak asolabakka alakultak.

Rendszerint 2-2 serteszOr, mas néven karomserte van a labfej végén és a karmok
tovén, aminek szerepe a kapaszkodas segitése. A karmon gyakran fogacska talalhato. A
tompor altaldban haromszogletli és mindegyik oldalan 2-2 korong alaku godorke figyelhetd

meg. Attetsz6 godorkék vannak a combon és ritkdbban a labszaron is (Pseudococcidae). A két



tori légrés par jol fejlett és minden csaladban jelen van, mig a potrohi légrések kisebbek, és
csak a Margarodidae €s Ortheziidae csaladok fajain fejlodtek ki. A korong alakii mirigyek
gyakoriak a tori légrések eliilsd kamrajaban, de korong alakti mirigycsoportok gyakran
talalhatok a tori légrések nyilasa kézelében is. Ugyancsak a toron taladljuk a Pseudococcidae
fajokon az eliilsé hati réspart. A Diaspididae csaladban a potroh hatulsé szelvényei
Osszendttek egyetlen farlemezz¢ ugynevezett pigidiumma. A pigidium szélén itt karéjokat €s
lemezeket talalunk.

A végbélnyilas vagy analis nyilds rendszerint a hat utols6 potrohszelvényen van. A csaladok
tobbségében ezt egy szklerotizalt gytrli veszi koril, amelyen analis gylriserték és
viaszmirigyek taldlhatok. A potroh gyakorta két dudorban vagy az andlis nytlvanyban
végzddik. Rendszerint egy-egy hosszu analis nyalvanysertét talalunk ezeken (Pseudococcidae
¢s Eriococcidae).

A viaszkivalasztd mirigyek nagyon valtozatosak, gyakran korong vagy henger alakuak, illetve
csOszerliek i1s lehetnek. A test szOrei kiilonboz6 alaktak és méretliek: pl. hajszal-, serte-,
tiiske- vagy tovisszeriiek. A tiiske €s korong alaka mirigyek csoportjai képezik a test szélén a
Pseudococcidae fajok nagy részében a cerariumokat.

A ndstények tojasrakds idején a tojasok védelmére gyakran viaszvaladékot termelnek. Az
Eriococcidae csalad tagjaira jellemzd a nemezszerli tojaszsdk, amely magat a ndstényt is
betakarja, a Pseudococcidae fajok tobbségénél a ndstény a tojasaival egyiitt laza vattaszer
viaszzsdkban van. A Kermesidae fajoknal és ugyancsak a Coccidae tfajok tobbségénél a
ndstény teste betakarja a tojasokat, mig a Diaspididae fajoknal a tojasok a ndstény pajzsanak
védelme alatt vannak. Az Ortheziidae csalad fajai, a csotanyokhoz hasonldan, magukkal
hordjak a tojasaikat a potroh végén, itt egy csOszerli, fehér viaszlemezekbdl allo tojaszsakban
vannak. Vannak fajok ahol a ndstény és a tojasok is attetszd, rugalmas viaszhartya alatt

vannak vagy példaul foldalatti, gyongyszert cisztakat alkotnak.

2.1.2 Diaspididae csalad (Kagylos pajzstetvek csaladja)

A pajzstetvek csoportjaban a Diaspididae a legnagyobb csalad, kozel 2430 jelenleg
ismert fajjal (BEN-Dov, 2012) képviselt, és fellelhetéek minden kontinensen, kivéve a
sarkvidéket (MILLER ¢és DAVIDSON, 2005). A kagylos pajzstetvek csalddja egyedi
jellemzdkkel rendelkezik, ami megkiilonbozteti a tobbi pajzstetii csaladtol. A mozgasszegény

¢letmod kovetkeztében, specialis védelmet kell biztositaniuk, ezért a levedlett nimfa bor €s



pigidiumon (farlemez) talalhatdo mirigyek altal eldallitott viasz egylittesen alkotja a testet védo
kagyloszerli pajzsot (HENDERSON, 2011). A pajzs alakja valtozd: kerek, ovalis vagy megnyult.

A csalad fajai a legkiilonb6zobb ndvényeken eléfordulnak, de sok faj ¢l fasszartakon.
A fajok leggyakrabban a novények fold feletti részén, a szdron és ritkabban leveleken
karositanak szivogatasukkal, kivételes esetekben gyokéren (Chortinaspis fufélék gyokerein).
Kevés az ismert monofag faj, tobbségiik oligofag, vagy polifag. A nemzedékszamukat sok
esetben a klimatikus viszonyok hatarozzak meg. Az attelelés a legkiilonfélébb formaban
torténhet: tojas alakban, L1 vagy L2 alakban, ndstény alakban, larva és ndstény vagy akar
tojas és ndstény alakban. A szaporodas modja altaldban valtivaru, esetenként sziiznemzés is
eléfordul. A ndstények tojasprodukcidja 12-200 koézott mozog, leggyakrabban 50-100. A
legtobb faj tojasrakd, ismertek viszont elevensziild fajok. Az embrionalis fejlodési i1d6 a
lerakott tojasban valtozo, par o6ratdl akar harom hétig. A tojas alakban teleld fajok esetében ez
az 1d6 mintegy 8 honap. A larvak kikelés utan még par 6rdig mozognak, azonban csak par
métert képesek vandorolni mégis passzivan modon tovabb tudnak terjedni, példaul madarak
vagy sz¢l altal. Letelepedés utan hozzdk létre a pajzsot. Néhany faj kivételével a himek
szarnnyal rendelkeznek, fejlodési alakjainak szdma 5, mig a ndstényeknél ez 3 (KOSZTARAB
¢s KOzZAR, 1988). A kagylos pajzstetvekre nem jellemzé a mézharmat termelése mivel olyan
vak béllel rendelkeznek, amely nincs kozvetlen kapcsolatban a gyomorral ¢és a

végbélnyilassal, és igy nem bocsatanak ki édes valadékot (HENDERSON, 2011).

Szamos kartevo tartozik ebbe a csaladba, pl. kaliforniai pajzsteti (Diaspidiotus perniciosus
COMSTOCK), a kozonséges fehér fenyd-pajzstetli (Leucaspis loewi COLVEE), kecskerago-
pajzstetlt (Unaspis euonymi COMSTOCK), eperfa-pajzstetli (Pseudaulacaspis pentagona
TARGIONI TOZZETTI).

Természetes ellenségeik koziil fontosabbakat emliteném: a bodek (pl.: Chilocorus
bipustulatus), hartyasszarnya parazitdk (pl.: Chalcidoidea-fajok), ragadozé atkak (pl.:

Hemisarcoptes malus) és gombak (Fusarium-fajok) (KOSZTARAB és KOZAR, 1988).

Hazédnkban a kagyldos pajzstetvek fOképpen a gyiimdlcsfaféléken, fasszara
diszndvényeken, valamint szobandvényeken karositanak. A fajok tobbségének egyedstiriisége
ritkdn ér el magas értéket, mivel természetes ellenségeik hatékonyan miikodnek, mig mas
fajok esetében, mint a kaliforniai pajzstetli (Diaspidiotus perniciosus), a piros korte-pajzsteti
(Epidiaspis leperii), a gyimolcsfakon altaldban nagy egyedszdmban fordulnak eld, és a

parazitdk csak kismértékben gyéritik. Fert6zés mértékét KOzZAR és VIKTORIN (1978) féle



skalazasi modszerrel lehet becsiilni. Leggyakoribb vérosi diszndvény karositok: Carulaspis
juniperi (boroka- ¢és tuja-féléken); Unaspis euonymii (kecskeragdn), Pseudaulacaspis
pentagona (japanakacon, eperfan, szivarfan, orgonan) (KOZzAR, 1984), Leucaspis fajok

(fenyd-féléken) (KOZAR és mtsai., 2012).

2.1.3 Diaspididae csalad morfologiai jellemzoi

A kagylos pajzstetvek kifejlett ndstényeik teste erdteljesen redukaltsag jellemzi: labak
hianya, szemek hidnya, csapizek visszafejlodése szelvényezetlen biityokké (BALACHOWSKY,
1948; KOSZTARAB ¢és KOZAR, 1988; TAKAGI, 1993). A kagylés pajzstetvekre jellemzo
morfologiai bélyegeket az 1. dbra tartalmazza.

A ndstény lapos testét, kagyloszeri pajzs védi, melynek formaja lehet kerek, ovalis
vagy megnyult. A fej és a tor szelvényei fejtorrd forrtak 0ssze. A potrohra 8 szelvény a
jellemzd, a 9.-11. szelvény erdsen elcsdkevényesedett, az utolso szelvények (4. vagy 5.-t6l 8.-
ig) pigidiumméa vagy farlemez forrtak Ossze. A csapok szelvényezetlen biityokke
csOkevényesedtek €és a végiikon 1-2 serte taldlhatdo. A szemek aprod szklerotizalt foltok. A
labak altalaban hianyoznak, ritkan, mint kis szklerotizalt biitykok kivehetOk. A hasi oldalon az
tvarrés koriili circumgenitélis, masnéven ivarrés koriili mirigyek, rendszerint 1 eliilsd, 2
kozépsd és 2 hatulsd csoportot alkotnak. A circumgenitalis mirigyképlet kifejezi, hogy az
egyes csoportokban mennyi mirigy talalhat6. Az andlis nyilds a pigidium hati oldalan
talalhat6. A pigidium szélén gyakran szklerotizalt foltokat talalunk. A megnyult és tobbnyire
vastag vessz6 alaku foltokat parafizisnek nevezziik. A pigidium sz€lén a nyulvanyokat kettd
csoportba sorolhatjuk. Karéjoknak nevezziik a szklerotizalt, lapos és végiikon rendszerint
lekerekitett paros nytlvanyokat, jeliikk az irodalomban L (Lappen). A masik fajta nyulvany a
mirigylemez, amely sokszor fésiiszeri. A lemezek a karéjok kozotti 6blokben helyezkednek
el, rendszerint nem szklerotizaltak. Lehetnek szélesek €és végiikon fogazottak vagy eldgazdak,
egyes nemeknél serte alakuak, esetenként teljesen hidnyozhatnak. A mirigylemezek, illetve
sertek tovén 1-2 kis csoves mirigy van. A ndstények a pigidium végén 1évé karéjok és
mirigylemezek segitségével formaljak a pajzsukat.

A pajzs készitéséhez sziikséges viaszt kiilonboz6 csoves mirigyek szolgaljak. A potroh
hatszelvényein a csoves mirigyek szegély alatti és kdzép alatti csoportokat alkotnak és ezek

gyakran szegély menti barazddkban vannak. A hasi oldalon 1év6 csoves mirigyek kisebbek, €s



rendszerint kisebb szamban vannak jelen, tobbnyire a pigidium szegélye alatt (KOSZTARAB és

Ko0ZAR 1978).

Daspidiotus ostreaeformis (CURTIS) 2 (a: csip, b: eliilsé légrés, o szdjszery,

d: circumgenitalis mirigyek, e, h: hengeres mirigyek, f: karéjok [L,, Ly, Ly], g: karéjok kézitti

fésfiszerii mirigylemez, 12 ivarrés, j: megvastagodott birreds, k: a pigidiomrészs kinagyitva,
I: parafizisek, m: analis nyilés, n: szirésertehurok) (Eredeti)

1. abra Diaspidiotus ostreaeformis - Diaspididae nostény részletes rajza, Kosztarab és Kozar
1978-as konyvébol atvett abra.
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2.1.4 Pseudaulacaspis pentagona (Eperfa-pajzstetii)

A Pseudaulacaspis pentagona (TARGIONI TOZZETTI) a disz és gylimdlcsfak pajzstetii karositoi
koziil az egyik legveszélyesebb, kozmopolita faj. Széleskorti polifag, tapnovény kore 100
koriili, amik tobb mint 50 csalddbdl szarmaznak (BEN-DoV, 2012). Ndstényenként kb. 140
tojast rak. (KOSZTARAB ¢és KOzAR, 1978). A
leginkabb  veszélyeztetett  disznovények a
japanakac, az eperfa, az orgona, €s a szivarfa. A
gyimolesfélék koziil szamottevd fertdzést okoz
nalunk az Oszibarackon és szilvan, ezenkivill a
didn, alkalmanként sz610n is. Tovabba a vilag mas
orszagaiban a kivi egyik legveszélyesebb
kartevéje (KOzAR, 1999). Az eperfa-pajzstetd,
mint a csaldd tobbi karositd tagja fOként a
szivogatasukkal okoznak problémat, valamint a

novények esztétikai értéke csokken (2. abra).

e it .‘
ajzstetiivel fertozott szivarfa

2. ébra Epef—p
2.1.5 Az eperfa-pajzstetii elterjedése (sajat fot6)

Az eper-pajzstetii eredeti él6helye Azsia, feltehetéen Kina az 6shazaja. Européban
elészor Olaszorszagban jelezték kérositasat TARGIONI-TOZETTI 1886-ban. Ot évvel késébb
mar olyan mértékben elszaporodott az eperfdkon, amit selyemhernyd tenyésztéshez
hasznaltak, hogy kiilon torvény szoélitotta fel a tulajdonosokat az faj irtasara (COLLINS és
WHITCOMB, 1975). Az Egyesiilt Allamok délnyugati részén 1889 ota jegyzik, mint a
barackfak altalanos karositojat. Az 1900-as évek elején szamos Oszibarack tltetvényt
elpusztitott, volt eset ra, hogy 10000 fa pusztult el (GOSSARD, 1902).

Magyarorszagra az 1920-as évek kornyékén keriilt be, eldszor Baranya és Somogy
megyében terjedt el, elsésorban az eperfdkon. Késébb mar a gylimdlcsésokben is gondot
okozott, foképp az dszibarackosokban. 1929-ben mar tobb déli megyében elterjedt. A kezdeti
1ddészak utan terjedése hosszabb idére megallt. A kartevd 1976 tajan terjedt tovabb (Budapest,
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Szeged), fOként a varosi diszfdkon jelentkezett. 1983-ra az orszadg kozépso teriiletein, Pest
megye tobb részében is fellelhetd volt, majd nem sokkal kés6bb az orszag tovabbi teriiletén is
feltint (3. abra). Valoszinilileg az enyhe télek is eldsegitették a terjedését (KOZAR és mtsai.,
1995; KOZAR és NAGY, 1986; STOLLAR és mtsai, 1993). Az utobbi 15 évben, a
vegyszerterhelés csokkentése és a kornyezetkiméld novényvédelemi iranyvonal terjedése,
elsdsorban a rovarndvekedést szabdlyozd készitmények elterjedése, az ingeriiletvezetést
gatlok rovasara, nagymértékben hozzajarult a pajzstetvek elszaporodasdhoz (MERENYI, 2011).
Az erds fertdzéseket 1dOrdl-idore jelentdsen csokkenti a rendkiviili téli hideg, azonban egy
enyhe tél utan ismét jelentdsen megnovekedhet a szamuk (KOZAR, 1992). A faj melegkedveld
¢s az egyre melegedd klimatikus viszonyok miatt, egyre inkabb terjeszkedik az északibb
tertiletek felé (KOZzZAR, 2009). A 90-es években mar Franciaorszagban és Svéjcban is
megfigyeltek északi terjedést (BAGGIOLINI és mtsai., 1993). Az elmult 20 évben tobb rovarfaj
esetében is jelentdsen megndvekedett az északi elterjedésiik Kozép-Europaban, melynek
atlagsebessége kb. 20-50 km évente (KOZAR, 1992).

A melegedd tendencidt mutatd éghajlat kedvez a fajok terjedésének dm ez csak alapot
szolgal a megtelepedéshez. Bizonyos esetekben megtigyelhetd a rovarok gyors terjeszkedése,
¢s akar 700 km tavolsdgot is megtehetnek nagyon rovid idé alatt (KOzAR, 1992). A
rovarterjedések egyik fontos vektora lehet a jarmii forgalom, helyszine pedig az uthalozat és
az azt kiséré novényi sav, amely Okoldgiai folyosoként szolgdl az ¢€lolények terjedéséhez
(CLARKE, 2002; CROWL ¢és mtsai, 2008; HAWBAKER ¢és mtsai., 2006; KOzAR, 1984;
MARTINEZ és WOOL, 2006; MESZAROS és VOINITS, 1972; TOROK és mtsai., 2003; KOZAR,
2009). Az eperfa-pajzstetli terjedésérdl viszonylag keveset tudunk, valosziniileg
Magyarorszagra szaporitdanyaggal egyiitt jutott be, azonban a harmincas évektdl kezdve majd
a nyolcvanas évekig nincs adat a terjedését illetden és nem is volt jelentds mértékben jelen.
Az autdpalya-halézat Magyarorszagon a legutobbi évtizedekben alakult ki, igazan a
nyolcvanas években indult be, és napjainkig is folyamatosan bdviil. Ezzel parhuzamosan az
eperfa-pajzstetli terjedésénél is megfigyelhetd egyféle tendencia. A klimavaltozds miatt a
»sztrada, mint a hdmérd kapillarisa jelenik meg, ahol a higany helyett a rovarfajok terjedését
figyeljiik” északi irdnyba (KOZAR, 2009).

A novényeken szivogatd pajzstetvek helyhez kotottségébdl eredd hatranyat a természet
bokeziien ellensulyozza az O6ridsi tojas-produkcioval ¢€s a kikelt paranyi, pihekonnyt
larvaknak sz¢€l utjan torténd terjedésével. Ezzel magyardzhatd néhany pajzstetiifaj elszigetelt
teriiletfoltokon vald varatlan megjelenése is, persze a rajzo, szél repitette larvak tobbsége

alkalmatlan helyre jutva elpusztul. Viszont egy-egy pajzstetiitelep kialakuldsanak ujabb
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forrasai lehetnek a jarmiivekre keriilt, majd az Gt mentén lesodr6do rajzo larvak (NAGY és
Ko0ZAR, 2010).

Az eperfa-pajzstetll terjedésének lehetséges utvonalara valaszt adhat a kiilonbozo teriileteken
¢s tapnovényeken eléforduldé mikropopulacidk vizsgalata. A mikropopulaciok kozotti
lehetséges morfologiai €s genetikai szintli kiilonbségeket eddig még nem vizsgaltak, e faj

esetében.
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3. abra A Pseudaulacaspis pentagona magyarorszagi terjedése, NKI grafika (Kozar, 2009).

BAyoumMy és munkatarsai (2011) P. pentagona elterjedését vizsgaltdk; a magyarorszagi
autopalyak mentén (M0. M1, M3, M5 ¢és M7). 2009-2010 kozott, feromon csapdazasos
modszerrel végezték a felméréseket. Tanulmdnyuk alapjan valoszinlsithetd, hogy a P.
pentagona passziv terjedését nagymértékben eldsegitik a jarmiivek, vagyis a transzport
vektorok. Kideriilt, hogy a vizsgalt autopalydknal a himek kisebb szamban voltak jelen, mint

az egyes varosok kozpontja koril vizsgalt teriileteken.
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5. abra: Frissen kihelyezett feromon csapda 4. abra: Begyiijtott csapdak (sajat foto)
(Foté: Fetyko Kinga)

Azért lehetséges ez, mert a pajzsteti fajok jobban kedvelik a melegebb és parasabb
teriileteket, mint a szarazabb autopdlya megalldkat (BREADSLEY ¢€s GONZALES, 1975). A
felszaporodast €s az esetleges terjedést feromon csapdas monitoringgal lehet kdvetni (5. dbra,
4. 4bra), de ez csak a rajz6 himek szdmarol ad informaciot, ebbdl lehet kovetkeztetni a helyi
populaciok nagysagara. Ha ez a szdm nagy, 1000-5000-7000 (12000), akkor erdsen fertdzott

fakra lehet gyanakodni a kdzelben (FETYKO K., szdbeli kozlés).

2.1.6 A faj morfologiai jellemzoi

A P. pentagona ndstény teste sarga, széles, tojasdad vagy korte alaka, legszélesebb a
kozéptornal. A ndstény pajzsa kerekded, vilagos szinli. A test szélén mély beflizOdesek
vannak. A masodik (L,) és a harmadik karéj (Ls3) kettéosztott, a végiik felé kihegyesedok. Az
L, haromszogletl, kiilsé és belsd szélén rovatkolt (KOSZTARAB és KOZAR, 1978). Az L,
altalaban jol fejlett. A Pseudaulacaspis nemen beliil két tipusa van: a kérgen €16 egyedeknél
ez a karéjpar kiemelkedd; a levélen €l0knél besiillyedt a pigidiumba. Az L, joval kisebb, mint
az L, kiilsé illetve bels6 részre van osztva, altaldban a kiilsé nagyobb. Az L; kisebb az L,-nél
(WEI ¢és FENG, 2012). A mirigylemezek nagyok, vastagok, a csucsukon gyakran
kettéosztottak. A hati hengeres mirigyek rovidek, kettds kitinperemiik van, és nagy szdmban
alkotnak a potrohszelvényeken harantsorokat. A hasi hengeres mirigyek igen aprok és csak
kevés szamban taldlhatok meg a pigidium szegély alatti savjaban. A circumgenitalis

(ivarnyilas kortili) mirigyek 5 nagy tomor csoportot alkotnak.
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A pigidium szegélye erdsen szklerotizalt. Az eliils6 1égrés mellett 12-18 korong alakt mirigy
van, ezek hianyoznak a hatulso légréseknél. A circumgenitalis mirigyképlet a kovetkezo: 6-20
(24-38) 18-30. Az eperfa-pajzstetiire jellemz0 a nagy, vastag ¢és csucsukon kettéosztott
mirigylemezek. Ez alapjan konnyen elkiilonitheték minden mas hazai Diaspididae fajtol.

(KOSZTARAB ¢s KOZAR 1988).

csives mirigyek
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6. abra A ndstény eperfa-pajzstetii pigidiuma Kosztarab és Kozar, 1978 abraja alapjan.

2.2 A rovarok molekularis vizsgalata

A klasszikus genetika elvei jelentds eldrelépést jelentettek a rovar fajok
sokszinliségének ¢és Okologidjdnak megismerésében. Az egyes lathatd jegyek, masnéven
fenotipusos markerek, mint példaul a szemszin, a testen 1€v6 savok, foltok, szorok, tiiskék stb.
alapjan lehet6ség nyilt tanulmanyozni a fajok elterjedését, parzasi viselkedését, az 6roklddo
genetikai vonasaikat (BARTLETT €s mtsai., 1968; BOND €s mtsai., 1970; BARTLETT €s BUTLER
1975). Bar ezek a fenotipusos markerek altaldban megtalalhatok a szervezet €lettartamanak
egész ideje alatt, sok gyakorlati korlattal rendelkeznek. A legnagyobb hatranyuk, hogy nehéz

szamszerisiteni, nem filiggetlenek az adott kdrnyezeti hatdsoktol és a fejlodési stadiumtol,
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esetenként pedig nagy szakértelmet igényel azonositasuk. Ma mar a fenotipusos meghatarozas

mellett segithet a molekularis modszerek hasznélata (BEHURA, 2006).

2.2.1 A molekularis genetikai markerek

A molekularis genetikai markerek alapvetden két nagy csoportba sorolhatok: (i)
nukleinsav alapu markerek, melyek a genom vagy genomok nukleinsav-szekvencia szintii
polimorfizmusat hasznaljak azok jellemzésére; (ii) a nem nukleinsav alapu markerek melyek
fehérje vagy mikromorfologiai bélyegeket haszndlnak fel jellemzésre. Ez utobbi markerek a
kornyezettdl nem fliggetlenek. A molekularis markerezés két szélsdséges esete: a tulajdonsag
(gén vagy gének) kovetése molekularis markerekkel vagy genomok azonositasa illetve
genomok kozotti kiilonbség megallapitdsa akar egyetlen bélyeg szintjén is. A nukleinsav
alapt molekularis markerek altalaban a genom egyes részleteinek (fragmentumainak) fizikai
méretkiilonbsége alapjan (gélen elvalasztott fragmensek méretének, meglétének
megallapitasaval), vagy bizonyos szekvencidk meglétének kimutatasaval (pl. hibridizacioval)
valamint e modszerek kombinalasadval végeznek azonositasokat. A fragmensek képzésének
két alapvetd modszere ismert: a restrikcids enzimek hasznalata, vagy/és a genomrészletek

amplifikalasa PCR technikdval (BISZTRAY, 2001).

A DNS felfedezése és milkdodésének behatd vizsgéalata az elmult évtizedekben,
nagyban hozzdjarult, ahhoz hogy megértsik az egyes szervezetek kozotti evolicios
kapcsolatokat. A nukleinsav alapt modszerekkel mar teljes biztonsdggal lehet fajokat
azonositani, elkiiloniteni. Szamos esetben mar csak molekularis médszerek alkalmazasaval
keészitenek teljes egészében fejlodéstorténeti torzsfakat, ennek ellenére a molekuléris és
morfologia vizsgalatok még mindig nagymértékben kiegészitik egymast, azonban
elmondhat6, hogy nagymértékben javitotta a vizsgalatok pontossagat (CATERINO ¢€s mtsai.,
2000; GURNEY ¢és mtsai., 2000).

A nukleinsav alapu vizsgalatok mara mar nem csak célzottan az adott témaval
foglalkoz6 kutatok mindennapjainak részei, hanem a legkiilonfélébb kutatasi teriileteken napi
rendszerességgel hasznaljadk. A DNS alapt molekularis markerezés témakore széles teriiletet

olel fel, megannyi alkalmazasi és technikai lehetdséggel.
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Ezeknek a vizsgalatoknak nagy eldnye, hogy a DNS minden szervezetben egyforman
megtalalhato, altaldban fliggetlen a kornyezeti és a génkdlcsonhatasoktol. Minden fejlédési
stadiumban, akar larvakat vagy tojasokat, megbizhatoan vizsgalhatunk. A masik nagy elony,
hogy nemtdl fliggetleniil lehet hasznalni. Pajzstetvek esetében a morfologiai leirdsok csak
ndstényre vonatkoznak, fajszintii azonositdsuk magas taxonomiai ismereteket feltételeznek. A
feromon csapdak alkalmazasakor csak ivarérett himegyedeket tudunk begytijthetni, és ezek
fajszintli azonositdsa gyakran problémas. Ilyen esetekben a genetikai azonositds modszere
sokkal egyszeriibb és célravezetobb.

Tovabbi elonyiik az objektivitds, a megbizhatd és pontos ismételhetdség, a konnyl

értelmezhetdség, ezzel meggyorsithatjuk a fajok vizsgalatat, azonositésat.

2.2.2 Rokon fajok kozti elterések kimutatasa

A DNS minden szakaszan létrejohetnek véletlenszeri spontdn mutéaciok, koriilbeliil
azonos aranyban, de a bekdvetkezett mutacid megmaradasa fligg attdl hol keletkezett. Az
alapvetd fontossagl gének valtozasa altalaban letalis, tehat a szervezet nem ¢éli tul, kivéve, ha
ezekben a régidkban a valtozas iiteme lassu €s nem valtoztatja meg kedvezdtleniil a gén
milkodését. Ezzel szemben, a nem kodold génekben vagy nem kifejez6dott DNS
szekvencidkban ezek a mutaciok gyakrabban megmaradnak, e régiokban a valtozas is
gyorsabb, mivel nincsenek koOzvetlen hatdssal a szervezet alapvetd funkcidira. A
rendszertanilag tavolabb allo fajok vizsgélatakor a lassabban valtozé régidk megfigyelését
részesitik eldnyben, mig a gyorsabban valtozo szekvenciak jol hasznalhatok rokonfajok kozti
eltérések kimutatdsara, elemzésére (GURNEY és mtsai., 2000). A rokonsagi viszonyok vagy
evolucids fejlodéstorténet vizsgalatakor ezeket a valtozd régiokat érdemes vizsgalni, mert a
kialakult pontmutaciok megmaradnak és a szelekcidos nyomas hatdsara nem torzul a szervezet
fejlodése, valamint konzervalt hataroloszekvenciaval rendelkeznek, amelyekre konnyen

tervezhetd PCR primer.

2.2.3 Szekvendalason (bdzissorrend meghatarozasan) alapulo modszerek

A DNS adott szakaszair6l a legrészletesebb informaciot a bazissorrend meghatarozasa

adhat. 1974-ben SANGER dolgozta ki ennek a modszerét, s az azodta eltelt évtizedekben a
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szekvenalasi moddszerek egyre gyorsabbak megbizhatébbak lettek, ma mar automatizalt
modon lehet leolvasni a bazissorrendeket. PCR technikaval kombinalva, tehat a DNS
megfeleld szakaszait felszaporitva és megszekvenalva lehetdség nyilik ra, hogy példaul egy

fajon beliil is detektalni tudjunk egyes valtozasokat, pontmutacidkat.

A riboszomalis gének €s az azokat elvalasztd spacer szekvencidkat széleskoriien
hasznaljak filogenetikai vizsgalatra, sok esetben a morfologiai vizsgalatok kiegészitésére
(BUSSABAN ¢s mtsai, 2005, CECH, 2011), fontos jellemzdjiik, hogy univerzalis elterjedésiiek,
konzervativ €s varidbilis szekvenciaji szakaszokat egyarant tartalmaznak. Leggyakrabban a
riboszomalis DNS-t (rDNS) kodolo géneket (18S, 5,8 S és 28S) és azok atirt koztes
szekvenciai képezik (ITS 1 és ITS 2, Internal Transcribed Spacer, BALDWIN, 1992) azokat a
szekvencia csoportokat, amiket ilyen esetben hasznalnak (YA-JIE és mtsai., 2003). A gének ¢és
azok ITS régioit széleskorien alkalmazzak filogenetikai vizsgalatokhoz, ezeket DNS
vonalkddoknak tekinthetjiik. Ezeket a szekvencia csoportokat elterjedten hasznaljak szorosan
kapcsolédo taxonok filogenetikai vizsgalatainal, rejtélyes faj azonositdsa (COLLINS ¢&s
PASKEWITZ, 1996), valamint filogeografiai ¢s egyéb népesség genetikai vizsgalatokra (pl.
MUKABAYIRE ¢s mtsai., 1999; WORHEIDE és mtsai, 2002). A modszer a bazissorrend
meghatarozasan alapul.

Szekvenalason alapuld technikdk masik célcsoportja a mtDNS. A mitokondrialis
DNS-t (mtDNS) viszonylag gyors mutdcios rataval rendelkezik, emiatt jelentGs szoras
lehetséges az egyes fajok mtDNS szekvencidi kozott, de altalaban ez a valtozas joval kisebb
fajon beliil. A mitokondridlis DNS esetében, a leggyakrabban szekvenalt gén a citokrém-
oxidaz I (COI) ¢és a COII. A COII szekvenciajat a legkiilonfélébb taxonok korében hasznaljak,
ezek a homolég szekvencidk szinte minden rendnél megtaldlhatok. COI gén rdévid
szekvenciajat eldszeretettel hasznéljak kiilonbozé csoportokban, elsdsorban fajszintii
azonositasra (CATERINO ¢és mtsai., 2000; HEBERT ¢€s mtsai., 2005). Azonban a pajzstetvek
esetében ezek az univerzalis primerek nem minden taxon esetében alkalmazhatd sikeresen.
Ehelyett a pajzstetvek riboszomalis DNS 28s génjének a D2-es régidja jelenleg a kutatok altal
javasolt lehetséges DNS-vonalkdéd (KONDO ¢€s mtsai., 2008).
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2.2.4 Az ITS régiokban hasznalt primerek

A rovarok és mas gerinctelenek vizsgalatakor olyan primerekkel vizsgalhatok az ITS
régiok, amelyek konzervalodtak.

Erre a régiora irt primerek koziil a CAS18sF1/CAS5p8sB1d az ITS1 teriiletet fedi le,
ami a 18S ¢és 5,8 S gének kozott talalhatdo. A CASS5p8sFt/CAS28sB1d és az altalunk hasznalt
CAS5p8sFc/CAS28sB1d primerparok az ITS2 szakasznak a felszaporitdsara alkalmasak, ami
5,8 S ¢s 28S gének kozott helyezkedik. A CAS18sF1/CAS28sB1d primer kombinacid
lehetdvée teszi az egész teriilet amplifikéciojat a 18S és 28S gének kozott (amely ITS1, 5,8 S
gén ¢s ITS2). Ezek a primerek univerzalisak mivel széles korti a hasznalatuk, a legtobb
gerincteleneknél alkalmazhatoak, s6t a CAS18sF1 konzervalt hataroloszekvencidi a
gyimdlcslegyektdl kezdve az emberig minden szervezetben megtalalhatd (YA-JIE és mtsai.,

2003).

2.2.5 Pajzstetii és mas fajokon végzett molekuldris vizsgalatok

A pajzstetvek a fasszara novények és fufélék gazdasagilag fontos kartevdi, emiatt igen sok
tanulmany foglalkozik az evolicids élettanukkal, genetikajukkal (kimérizmus, apai genom
megszilintetése, a gyakori szliznemzés) €s a gazdandvények, parazitoidok €s endoszimbiotikus
baktériumok pajzstetiikkel valdo szoros kapcsolataval. Legtobb tanulmany a filogenetikai
fejlodésiik tisztazasat célozta meg és a molekularis modszerek hasznalataval szamos 1) kérdés
meriilt fel.

PARK ¢és munkatarsai 2011-ben a kagylds pajzstetvek (Diaspididae) és a viaszos
pajzstetvek csaladjabol Osszesen 75 fajt vizsgaltak 35 csaladbol, a Pseudococcidae csalad
esetében a mintdk tobb mint 90%-ardl, Diaspididae csaladndl pedig 80%-arol értékes
eredményt kaptak. A tanulmanyban magas intra-specifikus eltéréseket detektaltak kilenc
taxon esetében. Ezek az eredmények arra utalhatnak, hogy feliilvizsgalas sziikséges a jelenlegi
taxonomiai rendszerben. A tanulmany hozzéajarul egy hatékony pajzstetvek azonositasahoz
szolgalo6 rendszer megvalositasahoz; atfogd DNS vonalkod adatbazisok 1étrehozdsahoz.

ANDERSEN ¢s munkatarsai 2010-ben atfogd filogenetikai vizsgalatot végeztek a
Diaspididae csaladbon beliil. MORSE és NORMARK 2006-o0s filogenetikai munka elemzésével

egészitették ki sajat adataikat. A tanulmanyhoz 125 faj, 253 mint4jat €s outgroup-ként nyolc
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fajt hasznaltak. Négy kiilonb6z0 gén régid: a nuklearis proteint kodold gén elongaciods faktor
la (EF1la), a nagy riboszomalis alegység (28S) rDNS régid, a mitokondrialis régidhoz tartozo
a citokrom-oxidaz I (COI) ¢és a citokrom-oxidaz II (COII), és a kis riboszomalis alegység
(16S) rDNS segitségével végezték a vizsgalatokat. Eredményeik nagyjabol megerdsitik a
jelenlegi besorolast, de a monofiletikus vagyis k6zos rendszertani 0stél szarmazd elméletre
nem taldltak jeleket. Kutatasuk eredménye az el6z6 tanulményhoz hasonloéan arra utal, hogy a
csaladban még nem rendezettek a taxonoOmiai viszonyok és teljes korti feliilvizsgalatot
javasolnak.

A morfolégiai és molekularis vizsgalatok egymas mellett és egymas kiegészitésére
val6 alkalmazasara nagyon jo példa GULLAN ¢és munkatarsai, 2010-ben végzett tanulmanya
Ferrisia FULLAWAY (Pseudococcidae) nemzetségrol. A vizsgéalatok sordn a mitokondrialis
DNS, citokrom oxidaz I. génjét €s a sejtmagi DNS, EF-1a és a 28s D,D; génjeit hasznaltak. A
Ferrisia nemzetségbe tartozd F. virgata (COCKERELL) feltételezhetden, valojaban tobb, rokon
fajt tartalmazo taxon habar kordbban a morfologiai vizsgalatok alapjan egy fajnak vélték. A
molekularis vizsgalatok sordn kapott adatok alapjan a Ferrisia virgata fajon beliil 6 kladot
kiilonitettek el €s a kapott molekularis eredmények alapjan 1j morfologiai bélyegeket irtak le
a nemzetség fajainak elkiilonitéséhez.

Nemcsak 1j fajok leirasara, hanem fajok azonositasara és megkiilonboztetésére is
j61 alkalmazhato egylitt a két modszer. RUNG és mtsai. (2008) altal készitett tanulmanyban a
Planococcus nemzetségrol készitettek filogenetikai elemzéseket, a mitokondrialis DNS
citokrom oxidaz génjének (COI) ¢€s a sejtmagi DNS elongacios faktor génjének vizsgalataval.
Megbizhat6 eszkozoket kifejlesztése volt a céljuk a Planococcus citri és a Planococcus minor
molekuldris fajazonositasahoz. Az eredmények alapjan megallapitottak, hogy COI gén
vizsgalata a morfologiai jellemzdk elemzésével kiegészitve j0 modszere lehet a két faj
elkiilonitésének.

A fajtaazonositdson tul fajok eredetére is valaszt adhat egyes DNS szakaszok
vizsgalata. Ebben az esetben is eldszeretettel hasznaljak a citokrom-oxidaz I (COI) gén teljes
szekvenciajanak vizsgalata. GWIAZDOWSKI és mtsai. (2006) az észak-Amerikaban invaziv
bilikk gyapjas-pajzstetli fajt (Cryptococcus fagisuga LINDINGER) vizsgalta. A kutatasuk célja
az eredeti ¢l6hely azonositdsa volt. A biikk gyapjas-pajzstetii eredetileg Europabol szarmazik,
azonban a pontos régiot nem lehetett tudni. Az eredeti €l6hely ismerete azért fontos, mert igy
fellelhetéek a klasszikus biologiai védekezést szolgald természetes ellenségek. Torténelmi
feljegyzések vizsgalatan tul a C. fagisuga filogenetikai vizsgalatat is elvégezték a

meghatarozott szekvencidk alapjan. Vizsgaltak tovabba mas Cryptococcus és Eriococcidae
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fajokkal vald rokonsagi viszonyat a riboszomalis DNS (18S gén) segitségével. A 18S gén
filogenetikai elemzése alapjan C. fagisuga egy olyan kozmopolita Eriococcid kladba
helyezhet6, amely egyéb mérsékeltdvi fa fajokon is taplalkoznak (koris, juhar, €s a déli biikk).
A filogeografiai tanulmany alapjan valoszintisithetd, hogy az eredeti tapndvénye a C. fagisuga
fajnak a Fagus sylvatica orientalis, tehat valoszinlileg ezen a keleti biikkdn kérositd fajok
természetes ellensége a leghatékonyabb, ezek Eszakkelet-Gorogorszagban, a Fekete-tenger
vizgylijté medencéjében, a Kaukazus-hegységben, vagy Eszak-Iranban talalhatok meg és

innen érdemes behozni.

A fajon beliili kiilonb6zd populacidk vizsgéalatat nagyban eldsegitik a markerek
hasznalata. TODA és MARUI 2007-ben a sok tapndvénnyel rendelkezé dohanytripsz (Thrips
tabaci) kiilonbozé populacioit vizsgaltdk, céljuk a faj intra-specifikus genetikai
sokféleségének kimutatasa. A vizsgalatot Japanban végezték, itt egyre nagyobb szamban
fordulnak elé a dohanytripszek, és tobb 1) tapndvényen is €szlelték. Ezen kiviil csokkent az
érzékenységiik a rovardloszerekkel szemben Japdnban és ellendllo fajtakat figyeltek meg az
Egyesiilt Allamok és Kanada teriiletén is. A kutatas soran, egy a mitokondrialis citokrom-
¢s 18 japan populdciot vetettek 6ssze majd 17 kiilonb6z0 haplotipusok azonositottak.
Eredményeik alapjan a COI gén alapjan rajzolt filogenetikai fa két kiilonb6z6 csoportot mutat,
amik rendre megfelelnek a két szaporodasi formanak amit a dohanytripszeknél figyelhetd
meg. A tanulmanyban megemlitik, hogy ez a jelenség szintén megtigyelhetd volt egy masik
tripsz faj, a T. nigropilosus esetében ¢és a kutatok javasoltak, hogy ezeket kiilonallo fajként

kezeljék (NAKAO és YABU, 1998).
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3 Anyagok és modszerek

3.1 Felhasznalt anyagok

A vizsgalatok soran feldolgozott mintak egy része sajat gyujtési anyag, de felhasznaltam

munkdamhoz az MTA ATK Novényvédelmi Kutatointézet kollégai altal begyiijtott

mintakat is, valamint kiilfoldrél, Japanbol, szarmazé feromon csapdas anyagot. A

feldolgozott mintak adatait az 1. tablazatban 6sszegeztem:

1. tablazat: A dolgozatban vizsgalt Pseudaulacaspis pentagona egyedek

Begy(ijtés helye  Begy(ijtés ideje Ngstény/Him El6/Széraz Gazdano6vény
Asz6d 2012.07.10. Kifejlett NGstény El6 Catalpa bignoides
(Szivarfa)
G6d6II6 2012.07.10 Kifejlett Nstény Saaraz ~ ~0phorajaponica
(Japanakac)
Japan 2011.11.04-07 Him (feromon csapda) Tea Ultetvény
Kecskemét 2012.07.17. Kifejlett NGstény E6 Catalpa bignoides
(Szivarfa)
Kecskemét2 2012.03.06 Klfej.lett Nosteny Morus sp.(Eperfa)
nincs prep.
Martonvasar 2012.03.29. Kifejlett NGstény EIS Syringa ulgaris
(Orgona)
Vecsés 2012.02.27 Klfej.lett NGstény Syringa vulgaris
nincs prep. (Orgona)

3.2 Felhasznalt modszerek

3.2.1 Mintagyiijtés

A vizsgalathoz hasznalt pajzsteti mintdkat tobb
helyszinrél gyujtottik. A ndstények gyijtéskor a
novényrdl a pajzstetiivel fertdzott agakat illetve kéreget
szedtiink, majd feldolgozasig 4°C-on taroltuk. A mintak
valogatas utan 96%-os alkoholban taroltuk a morfologiai
¢s molekularis vizsgalatokig. A vizsgalt himek, Japan

feromon csapdabol (7. abra) szarmaztak (feromon csapda

7. abra: Japan feromon csapda
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adatai: csapdazasi helyszin: Tea field of NIVT Kanaya; Shimada, Shizuoka, Japan, E138°082
N34°483 Alt. 202 m — feromon gyartoja Shin-Etsu Chemical Co. Ltd.).

3.2.2 Morfologiai vizsgalat

A morfolégiai €s molekularis vizsgdlatokat ugyanazon egyedeken végeztik el. A
vizsgélatok soran egy helyrdl tobb (kb 5-5) egyedet is feldolgoztunk, majd azt a mintat
vizsgaltuk tovabb és annal végeztiink morfologiai vizsgalatot, amelyiknél megfeleld
mennyiségben kaptunk PCR-termeéket.

Mivel a P. pentagona ndstények testnedveit nehézkes eltavolitani a test sériilése nélkiil, a
morfoldgiai vizsgédlatokhoz a harantiranyban kettévagott test alsd részét, a pigidiumot,
hasznaltuk fel. A Diaspididak esetében az elkiilonité/hatarozo bélyegek a farlemezen vagy
pigidiumon vannak.

A preparalés Iépései (KOSZTARAB ES KOZAR 1978):

e Preparalas el6tt a frissen gyiijtott anyagot 96%-os alkoholban tartjuk, min.10 percet.

e A mintakat eldészor kéalium-hidroxidos (KOH) fiird6ébe tessziik, 10-15 percig lassan

melegitjiik. Ezutdn a belsd részeket kinyomkodjuk.

e A KOH maradékokat 70% -os alkoholos aztatassal oldjuk ki a testbdl, kb. 5-10 perc.

o A festést ESSIG féle festdoldattal végezziik, legalabb 10 percig (max. fél ora). A

folosleges festeket 70% alkoholos oblitéssel eltavolitjuk.

e A zsirtalanitast szegfiiszegolajjal végezziik, 10-35 perc (szélsdséges esetekben egy

¢jszaka).

e Végiil Kanada balzsammal felhelyezziik a targylemezre.

e Mikroszkopos vizsgalat el6tt a preparatumokat célszerti két hétig szaritani.

3.2.3 Molekularis vizsgalat

A molekularis vizsgélatokhoz, ndstények esetében a test felsd részét hasznaltuk,
aminek esetiinkben nincs jelentds szerepe a meghatarozasban. A himeknél az egész egyedet

felhasznaltuk.

DNS kivonas

A DNS kivonashoz a REDExtract-N-Ampl™ Tissue PCR Kitet (Sigma) hasznaltuk fel a
gyartd eldirasai szerint:

e A vizsgalathoz hasznalt mintdkhoz 15-20 pul kivono puffert pipettaztunk.

o Azelegyet eloszor 55°C-on inkubaltuk 5 percet, majd 95°C-on 3 percet.
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o Végiil jégen lehiitottiik és a kivond pufferrel azonos térfogati semlegesitd, vagyis
neutralizacids puffert adtunk, vortex hasznalatdval alaposan elegyitettiik.

A mintakat ezutan -20°C-on taroltuk vagy azonnal felhasznaltuk.

PCR vizsgalatok

A felszaporitashoz a riboszomalis DNS ITS-2 szakaszat felismeré CAS5p8sFc (5'-
GCGAACATCGACAAGTCGAACGCACAT-3") és CAS28sB1d (5'-
TTGTTTTCCTCCGCTTATTAATATGCTTAA-3") indit6 szekvenciapart (KiM és LEE,
2008) alkalmaztuk. A PCR reakciot 25 ul végtérfogatban végeztem. A polimeraz lancreakcio
(PCR) Taq polimeraz (Fermentas) felhasznalasaval Eppendorf-PCR késziilékben (Eppendorf
Mastercycler Gradient) tortént.
A PCR reakcid lépései (2. tdblazat): Az elsd 1€pés a 4 perc elédenaturacido 95°C-on, ezutan 40
ciklus kovetkezett, amelyben 30 masodperc 95°C-on végzett denaturaciot, 30 masodpercnyi
primerkotés kovetett S0°C-on, majd 60 masodperc lanchosszabbitds zart 72°C hdmérsékleten.
Az utolso 1épés 10 perc lanczard szintézis 72°C-on. A 3. tablazat tartalmazza a PCR reakio
OsszetevOit. A PCR reakcid sikerességét agardz gélelektroforézissel ellendriztiik, 1%-os TBA
gélben.A géleket ethidium-bromiddal festettem meg és UV fénnyel valtak lathatova,

dokumentaltam.

2. tablazat: A PCR reakcié 1épései

Homérséklet Idotartam Ismétlés
95°C 4 min
95°C 30 sec
50°C 30 sec 40 x
72°C 60 sec
72°C 10 min
4°C o

3. tablazat: PCR reakcio elegy

Osszetevd Bemért mennyiség
PCR puffer (KCl) 2.5ul
MgCl, 2.5 ul
dNTP 1
Primer F 0.5 ul
Primer R 0.5 ul
Taq polimeraz 0.25 pl
DNS 0.5 pl
MQ viz 17 wl
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PCR-termék tisztitasa
A megfeleld mennyiségre felszaporitott PCR-termékeket a PCR DNA Fragment

Extraction Kit (Geneaid) segitségével tisztitottuk meg, a folyamatot a gyarto eldirdsai szerint

végeztik.

e Az elbirtak szerint PCR-termék térfogatdhoz képest 6tszorés mennyiséget adunk a DF
pufferbdl és alaposan 6sszekeverjiik (vortex).

o Az elegyet szlirés eppendorf csdbe atontjiik, majd a legnagyobb fordulatszdmon (Mini
Eppendorf) centrifugéljuk 30 masodpercig. A gyiijtocso tartalmat kiontjiik.

e A szlirére 600 pl moséd puffert pipettazunk, €s ujra lecentrifugazzuk 13.000 rpm-en 30
masodpercig, majd szintén kiontjik a gylijtécsd tartalmat és tovabbi 3 percet
centrifugaljuk.

o Végil a szlird kozepére 25 pl steril vizet pipettdzunk, 3 percet allni hagyjuk
szobahOmérsékleten, utdna a tisztitott PCR-termék kiolddsa érdekében még 3 percet
centrifugaljuk.

Ligalas

o FEldkeszités: 7 pl tisztitott PCR-termékhez 1 pl Blunting enzimet és 10 pl ligdld puffert
adtunk ¢s 70°C-on 5 percig inkubaltuk az elegyet, majd kb. 2 percre jégre tettiik.

o Ligalas: Az igy kapott terméket 1 pl (Clonejet) klonozd vektorba ligaltuk 1 ul T4
DNS-ligazzal. Gyors centrifugalas utan a ligalasi reakciot 3-4 6ran keresztiil végeztiik

szobahOmérsékleten.

Klonozds

Minden egyes ligatumbol 10ul-t transzformaltunk 50 ul Echerichia coli DH5a
baktérium sejtekbe, majd jégen 20-30 percig inkubaltuk egylitt. A jégen torténd inkubalas
utdn szigortian 1 perces 42°C-os hdsokkot alkalmaztunk, majd 450 pl antibiotikum-mentes,
foly¢kony taptalaj (LB folyékony taptalaj) hozzaaddsa utan 1 6ran keresztiil 37°Con indito
inkubalast végeztiink.

A transzformalt sejtekbdl 150, valamint 300 pl-t, ampicillin antibiotikumot tartalmazo
LB lemezekre szélesztettiink és 37°C-on legalabb egy €jszakan at inkubaltuk (overnight).

A minden kloénozdsndl 5-5 kolénidbol ellendriztiik az insert meglétét PCR
segitségével, melyhez Pjet revers 1.2 és Pjet forvard 1.2 primereket hasznaltuk a gyartod

(Fermentas) utasitisa szerint.
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A megfeleld telepekbdl 2ml folyékony taptalajba leoltdst végziink €s tovabbi egy
estére, 37°C-on razatva inkubaljuk.

Az igy kapott plazmidot a High-Speed Plasmid Mini Kit (Geneaid) segitségével

tisztitottuk meg a gyartd eléirdsa alapjan:

e Elsd Iépésben 1,5 ml baktérium kulturat 1 percig centrifugaljuk, a feliiluszot leontjiik.

o Aziiledék szuszpenzalasa 200 ul PD1 pufferrel torténik vortex segitségével.

e Majd 200 pl-t adunk a PD2 pufferbdl és 10-szer dvatosan megforgatjuk az elegyet
tartalmazo csoveket, 2 percig szobahdmérsékleten allni hagyjuk.

e A neutralizdlashoz 300 pl-t hasznalunk a PD3 pufferbdl, dvatosan elegyités utan 3
percig centrifugézzuk.

e Ezutdn a DNS megkotés 1épése kovetkezik, szlirdvel rendelkezd gylijtdcsObe atontjiik,
¢s 30 masodpercig centrifugaljuk, az atfolyt puffert leontjiik.

e A mosashoz 400 pul W1 folyadékot a sziirdé kozepére pipettazunk, 30 masodperc
centrifuga utdn a gyljtécsobdl ujra ledntjiik az atfolyt folyadékot és 600 pul moséd
puffert (etanol-tartalmt) helyeziink a szliré kézepére. 30 masodperc centrifuga utan a
kimosott puffert ledntjiik és 3 percre ismét visszarakjuk a centrifugaba.

o A kiszaritott szlir6t egy uj csObe atrakjuk és 25 pl elucios puffert vagy steril vizet
adunk a szlir6 kozepére. 2 percig szobahdmérsékleten allni hagyjuk, majd 2 percig
centrifugaljuk, amig a DNS kimosodik a sziir6bdl.

e A klonozas sikerességét agardz gélelektroforézissel ellendrizziik.

Szekvendlas

Szekvendladsra mindegyik mintabol a megfeleld koncentracidban felszaporitott,
tisztitott plazmidbol 10 pl-t kiildtiink BAYGEN, Kapillaris Szekvenalé Platform (Szeged)
részére. A szekvencidk feldolgozdsat a CLC Sequence Viewer szoftver segitségével

végeztem.
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4 FEredmények és megvitatasuk

Morfologiai vizsgalatok

A vizsgalat sordn a ndstények pigidiumanak egyes részleteit hasonlitottuk Ossze. Az
Osszehasonlitdo vizsgéalathoz, jol felismerhetdk és viszonylag konnyen szamszerlsithetd
bélyegeket kerestiink. A hasi oldalon az ivarnyilas koriil 5 tomor, korong alak mirigyekbdl
allo csoport figyelhetd meg, a hati oldalon pedig kettds kitinperemmel rendelkezd cséves
mirigyeket talalunk. Ezek nagy szdmban vannak jelen €s a potrohszelvényeken harantsorokat
alkotnak. Tovabbd megmértiik a koz€épvonal mentét, az eliilsé mirigycsoport felsd vonalatol
kezdve a pigidium végéig. Az eldzetes dsszehasonlitashoz ezeket az adatokat vettiik alapul (4.
tablazat). A japan csapdabol szarmazo him, valamint kecskemét2 és vecsési ndstényekbdl nem
késziilt preparatum, ezek esetében csak molekularis vizsgalatot végeztiink.

Az eperfa-pajzstetli esetében az irodalombol ismert circumgenitalis mirigyképlet a
kovetkezé: 6-20 (24-38) 18-30 (KOSZTARAB ES KOZAR, 1978). Osszevetve az irodalmi
adatokkal megallapithatd, hogy a kisebb eltérésektdl eltekintve, a fajra jellemzd értékekkel
rendelkeztek a vizsgalt egyedek. A morfologia Osszehasonlitds alapjan a legkisebb
aranyokkal, az atlagtol joval kisebb szinte az 6sszes értéke a martonvasari egyednek. Kiilon
csoportokat lehet alkotni a mirigyek szama alapjdn. A martonvasari és a kecskeméti egyedek
csoves mirigyek szdma szempontjabol, az atlag alatt vannak, ellentétben a g6dolldi €s aszodi
egyedekkel. Az aszddi mintdknak az als6 mirigycsoportjai jéval nagyobb szamu soksejtii
mirigyeket tartalmaz, mint a tobbi egyed. A kozépvonal mérési értékeinél szintén a S.
vulgaris-rdl gylijtétt martonvasari minta rendelkezik az altagtol joval kisebb (204)

méretekkel. A legnagyobb értékkel (240) a S. japonica-n talalt egyed rendelkezik.

Circumgenitalis mirigycsoportok Csoves mirigyek
A AN
o N 7 I
Felsé Bal  Jobb Bal Jobb Bal* Jobb* Bal* Jobb* Kozépvonal
fels0 fels6  als6 also 6 6 5 5 méret

Aszdd 17 33 32 40 37 10 13 13 11 225,6 Catalpa

Godolls 16 33 36 32 35 14 14 12 13 240 Sophora

Kecskemét | 17 32 28 34 38 9 9 9 9 230,4 Catalpa

Martonvasar | 14 26 23 24 26 8 10 8 7 204 Syringa
Atlag 16 31 29,75 32,5 34 1025 11,5 10,5 10 225

4. tablazat: A morfolégiai vizsgalat altal meghatarozott adatok
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* Bal/Jobb 5 = 5. potroh szelvény jobb és bal oldalan talalhaté cséves mirigyek szama
* Bal/Jobb 6 = 6. potroh szelvény jobb és bal oldalan talalhaté cséves mirigyek szama

e

8. abra: Fels6 kép: godolléi egyed mikroszképi preparatuma a mért adatokkal bejelolve. Alsé kép: A
kecskeméti néstény egyed preparatuma

lis mirigycsoportok |
Pl :

)
. szelvény
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Molekularis vizsgalatok

A felszaporitott ITS2 szekvencia altalaban 703 bp hosszu kivétel a 706bp vecsés, a
721 bp japan és a 748 bp-ral rendelkez6 martonvasari minta (7. 4bra). A Japan és a
martonvasari mintdk rendelkeznek olyan insert szakaszokkal a szekvencidn beliil, ami a tobbi
mintabol hidnyozik. A bazisparok aranyaban (C-G és T-A) csak minimalis kiilonbségeket
figyelhettiink meg. A vizsgalt egyedek ITS-2 szekvencidit egymassal is 6sszehasonlitottuk (5.
tablazat). Mindegyik esetben 90%-on feliili volt a homologitdsuk. 96%-0s hasonlosag
tapasztalhatd Japan-Aszod, Japan-Kecskemét és Kecskemét2, Martonvasar-Aszod ¢és
Kecskemét? illetve Vecsés kozott. 97%-os eredményeket kaptunk Aszod-Kecskemét, Japan-
Martonvasar és Godollo, Kecskemét-Martonvasar. 98%-os lett Vecsés-Aszod, Japan,

Kecskemét, Kecskemét2, Kecskemét2-Aszod €s Kecskemét. Legnagyobb homologitas (99%)

a Godollo-Kecskemét, Kecskemét2 és Vecsés kozott tapasztalhato.

5. tablazat: Az ITS-2 szekvencidak paronkénti dsszehasonlitasa

Aszdd Godollé Japan Kecskemét Kecskemét2 Martonvasar Vecsés

Catalpa | Sophora Tea Catalpa Morus Sp. Syringa Syringa
Aszod Catalpa 98 96 97 98 96 98
Godolls Sophora 97 99 99 97 99
Japan Tea 96 96 97 98
Kecskemét Catalpa 98 97 98
Kecskemét2 Morus 96 98
Martonvasar Syringa 96
Vecsés Syringa

Az ITS-2 szekvencidk Gsszehasonlitasa utan 1000-szeres bootstrap analizissel torzsfat

is készitettiink (9. abra). Az 0sszehasonlitas alapjan két jol elkiilonithetd csoportot kapunk.
Az aszodi €s kecskemét2 ndstény egyed €s kiilon dgon a japan him egyedek alkotnak egy jol
elkiilonithetd csoportot valamint a vecsési, godolldi, kecskeméti ndstény és ezen beliil kiilon
agat képez a martonvasari egyed.

gso* aszod

1000 kecskemet2
japan

L] s27[™ vecses
1 godollo
LIl kecskemet

—* martonvasar

0,250

1
I 1

9. abra: ITS-2 szekvencia alapjan készitett torzsfa
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A két vizsgalati modszer alapjan, a kis mintaszdm miatt nem lehet messzemend
kovetkeztetéseket levonni a morfologiai €s molekularis adatok kozott. Azonban kisebb
eltéréseket ¢és parhuzamokat taldlhatunk, amik eldrevetitik egy esetleges nagyobb
mintaszammal végzett tanulmany sikerességét.

A legnagyobb als6 mirigy értékekkel rendelkezd aszodi ndstény minta a japadn him és
a kecskemét2 ndstény egyed szekvencidival mutatott nagymértékli homologiat. A Syringa
vulgaris-on gyljtott, joval kisebb morfologiai értékkel rendelkez0 martonvasari ndstény a
masodik csoporton beliil is kiilon dgat alkot, tehat szekvenciajaban is felfedezhetd eltérés a
tobbitdl. A Catalpa bignoides és Sophora japonica ndovényeken talalt egyedek kozott
esetiinkben nem lehet szamottevd kiilonbséget fellelni, s6t a C. bignoides-en €16 egyedek
paronkénti Osszehasonlitds alapjdn nagyobb homolégidt mutattak a S. japonica-n €16
egyeddel, mint egymassal. Ezek alapjan azonban nem lehet elvetni azt a feltevést, hogy a
kiilonbozd fasszerti novényeken €16 mikropopulaciok kozott nincs kiilonbség, hiszen a S.
vulgaris-on talalt egyed mind ITS-2 szekvencia mind a morfologiai vizsgalatok alapjan is jol
elkiilonithetd a tobbi egyedtdl, azonban tobb minta sziikséges a megbizhato kovetkeztetések
levonasahoz.

Erdekesség, hogy a Japan minta, ami foldrajzi elhelyezkedés szempontjdbol is
viszonylag elkiiloniilt teriiletrél szarmazik, ITS-2 szekvencidja nagy homologidt mutatott az
aszodi ndstény és kecskemét2 him egyedekkel, feltételezhetd a kdzds szarmazési vonal. Az
adatok alapjan képet kaptunk arr6l, hogy a ndstényeket €s himeket is egyarant lehet hasznalni
a vizsgalatokhoz ¢és érdemes tobb kiilfoldi mintakkal is Osszevetni, ami egy lehetséges
szarmazasra adhat valaszt. Ezen kiviil a vecsési és a gddolloi ndstény €s a kecskeméti ndstény
egyed szintén nagy homoldgiadt mutatott annak ellenére, hogy mindharom mas tapnévényrol
lett gylijtve. Az adatok alapjan feltételezhetd, hogy a mikropopulacidkat nagyobb mértékben

befolyasoljak a teriileti elkiiloniilések, mint a tdpnovény.
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10. abra: A vizsgalt egyedek ITS-2 szekvencia 6sszehasonlitasuk
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5 Osszefoglalas

Munkdm soran a kiilonboz6 teriiletekrdl illetve kiilonb6zo tapndovényekrdl begyiijtott
Pseudaulacaspis pentagona egyedeket vizsgaltam morfologiai és molekularis modszerekkel
az MTA ATK Novényvédelmi Intézetében. A dolgozat célja, meghatdrozni, hogy
kimutathatdak-e mikropopulacidk kozotti kiilonbségek mind molekularis mind morfologiai
szinten. Az ivarérett ndstényekbdl preparatumot készitettiink, mivel ezek a morfologiai
vizsgalatok alapjat képzik. A morfologiai Gsszehasonlitasokat konnyen felismerhetd és
szamszerisithetd hatdrozobélyegek dsszevetése alapjan végeztiik. A molekularis vizsgalatokat
az egyedek riboszomalis RNS nem kodolo ITS-2 szakaszainak &sszehasonlitd elemzésével
végeztik el. A morfologiai vizsgéalatok alapjan, elmondhatjuk, hogy az irodalomban kozolt
adatoktol, a mért értékek nem tértek el, és a Pseudaulacaspis pentagona fajra jellemzdek
voltak. Egy esetben a martonvasdri minta morfologiailag ¢és molekularisan is mutatott
kiilonbséget. A kisebb morfologiai értékekkel rendelkezett, mint a tobbi egyed az ITS-2
szekvencia alapjan pedig az egyik csoporton beliil kiilon 4gon helyezkedik el.

A kapott eredmények alapjan feltételezhetd, hogy a mikropopulacidkat nagyobb mértékben
befolyasoljak a teriileti elkiiloniilések, mint a tapnovény, de messzemend kovetkeztetéseket
nem lehet levonni a kis mintaszam miatt.

A Japanbo6l kapott him minta viszonylag nagy homologitast mutatott a kecskemét2 és az
aszodi nostény egyedekkel, feltételezhetden koz0s szarmazasi Gtvonalat lehet fellelni, tovabba
megerdsitette a vizsgalat, hogy molekularis iton mindkét nemet egyarant felhasznalhatjuk és
Osszehasonlithatjuk, és mindkettdnél alkalmas lehet az ITS-2 szekvencia az esetleges
eltérések kimutatasara.

A P. pentagona esetében ilyen tipusi mikropopuldciokat érintd morfologia és
molekularis vizsgalatoknak nincsenek hazankban és kiilfoldon eldzményei, viszont eddigi
elozetes eredményeink megerdsitették, hogy érdemes folytatni a vizsgalatokat, nagyobb minta
szammal, tobb vizsgalati helyszinrél (akar a terjedés feltételezett utvonalat kovetve), a

leggyakoribb tapnovények bevonasaval, him és ndstény egyedeket egyarant vizsgalva.
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