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1. Bevezetés

Vilagszerte, igy hazankban is egyre nagyobb teret hoditanak a disznovények kozott az
orokzoldek. Kozteriileteken és magankertekben egyarant kozkedvelt és kényelmes megoldas a
tujdk vagy a ciprusfélék iiltetése, hiszen a téli nyugalmi idészakban is €élvezhetjiik a lomb
diszitéeértékét. Telepitésiik soran azonban szamolnunk kell bizonyos kockazati tényezdkkel.
Szdmos abiotikus faktor - els6sorban a szélsdséges iddjaras - neheziti a telepitést, mert ezek
az O0rokzoldek jorészt nem Gshonosak Magyarorszagon. Emellett gondolnunk kell a biotikus
tényezokre is, igy az 6rokzold diszndvényeken eléforduld korokozokra és kartevokre. Europa
szerte gyakori tlinetet a hajtds- és dgelhalds jelensége, amely rontja az allomanyok
diszitéértékét, sét a ndvények pusztulashoz is vezethet. A hazai faiskolak gyakran kiilf6ldrol
(féleg mediterran orszagokbodl) szerzik be a szaporitdanyagot, igy fenn all a veszélye Uj
korokozok behurcolasanak és elterjedésének. Ciprusféléken a kiilfoldi  szakirodalmak
elsésorban a Pestalotiopsis funerea és a Seiridium cardinale kérokozokat tartjak felelésnek az
okozott karokért. Az utobbi hazai megjelenésre €s jarvanyszerll terjedésére Orléci (2011)

hivta fel a figyelmet, aki a tiinetek alapjan azonositotta a kérokozot.

A novényvédelem a két korokozd ellen tobb szempontbdl sem egyszerii. Az érintett
allomanyok egy része kozteriileten, illetve kozutak mentén talalhatd. Jelenleg nincs
engedélyezett kozteriileten kijuttathatd fungicid, csak eseti engedéllyel alkalmazhatok
bizonyos készitmények, igen szigoru eldirdsok mellett. Kémiai ndvényvédelemre a
diszfaiskoldkban nyilhat lehetdség, bar elsdsorban csak a kérokozok terjedését lehet ezaltal

megeldzni, hiszen még a felszivodo készitmények sem jutnak be hatékonyan a fas részekbe.

Az 0rokzold novények ¢és koziilik is elsdsorban a leylandi ciprus korokozoival
kapcsolatban, igen kevés hazai adat all rendelkezésre. Munkank soran elsdsorban arra a
kérdésre kerestiik a valaszt, hogy az Europa-szerte stlyos karokat okozo Seiridium cardinale

valoban megjelent-e és elterjedt-e hazankban.

1.1. Célkitiizés

A vizsgalatok soran célul tliztiik ki annak megallapitasat, hogy a biotikus tényezOk
koziil, mely korokozok feleldsek az 6rokzold novények koziil, elsésorban a leylandi ciprus
agelhalasaért és pusztuldsaért. Célul tliztik ki a kartétel felmérését a ndovényallomanyban, a
korokozok izolalasat tiptalajon, tovabba azok azonositasat és jellemzését morfologiai és

molekularis modszerrel.



2. Irodalmi attekintés

A szakirodalom alapjan a ciprusfélék agelhaldsaval leggyakrabban kapcsolatba
hozhat6 harom faj a Seiridium cardinale, a Seiridium cupressi és a Seiridium unicorne, am
elterjedésiiket és virulencigjukat tekintve, a Seiridium cupressi és a Seiridium unicorne
jelentdsége elmarad a Seiridium cardinale korokozohoz képest (Boeswinkel, 1983; Graniti,
1986; Barnes és mtsai.,, 2001; Hood és mtsai., 2009). Egy masik, a Pestalotiopsis
nemzetségbdl szarmazo korokozot, a Pestalotiopsis funerea-t is gyakran Osszefiiggésbe
hozzak az emlitett betegséggel (Madar és mtsai., 1991; Li és mtsai., 1996). A szakirodalmak
szamos okot neveznek meg, amely az 6rokzold novények hajtas- és agelhalasat okozhatjak,
azonban a tovabbiakban a ndvénykortani szempontbol két legjelentésebbet, a Seiridium

cardinale és a Pestalotiopsis funerea korokozokat részletezem.

2.1. A korokozok rendszertani besorolasa és elnevezése
2.1.1. A Seiridium cardinale rendszertani besorolasa és elnevezése

A Seiridium cardinale (Wagener) Sutton & Gibson kérokozo az Ascomycota torzsbe, a
Sordariomycetes osztalyba, az Amphisphaeriaceae csaladba, azon belill is a Seiridium
nemzetségbe tartozik (MycoBank, Index Fungorum). A koérokozot Coryneum cardinale
néven elészor Wagener (1928; 1939) irta le Kaliforniaban. Sutton és Gibson (1972) a
késébbiekben Seiridium cardinale-ként hataroztak meg. A korokozé ivaros alakjat, amely a
Leptosphaeria nemzetségbe tartozik, Hansen (1956) Kalifornia k6zépsé részén, elhald és
elhalt ndvényi részeken figyelte meg egyszer, azonban a teleomorf alak jellemzése

meglehetdsen hianyos.

2.1.2. A Pestalotiopsis funerea rendszertani besorolasa és elnevezése

A Pestalotiopsis funerea (Desm.) Steyaert rendszertanat tekintve az Ascomycota
torzsbe, a Sordariomycetes osztalyba, az Amphisphaeriaceae csaladba és a Pestalotiopsis
nemzetségbe tartozik (MycoBank, Index Fungorum). A korokozordl Desmaziéres tett

el6szor emlitést Pestalotia funerea néven az 1800-as évek kozepén. A Pestalotiopsis funerea
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elnevezést Steyaert (1949) hasznalta el6szor. A Pestalotiopsis nemzetség ivaros alakjai a

Pestalosphaeria nemzetségbe tartoznak, a teleomorf alaknak azonban nincs jelentésége a

korokozok biologiajaban (Barr, 1975).

2.2. A korokozok jelentosége
2.2.1. A Seiridium cardinale jelentdsége

Wagener (1939) leirasa szerint a gomba akkoriban sulyos agelhalast, kéregelhalast és
novénypusztulast okozott Amerikaban ciprus és tuja fajokon. Barthelet és Vinot (1944) a
Seiridium cardinale okozta stilyos megbetegedésekrél szamol be Eurdpaban. Beresford és
Mulholland (1982) szerint a gomba gyakran megbetegiti az Gj-zélandi ciprus fajokat, jelent6s
karokat idézve el6. Graniti (1986) a ciprus legfontosabb korokozodjaként nevesiti, mely a
faiskolaban, a telepitett és az Gshonos allomanyokban egyarant sulyos gazdasagi karokat
okoz, majd néhany évvel késébb ,,tijabb 6kologiai katasztréfaként” emliti @ megbetegedéseket
és felhivja a figyelmet a kémiai novényvédelem sziikségességére (Graniti, 1993). Barnes és
mtsai. (2001) adatai alapjan harom Seiridium faj - koztiik a Seiridium cardinale - ciprusfélék
ezreinek az elhalasat okozza a mediterran régioban. Pedron és mtsai. (2007) szerint a
korokozo viladgszerte elterjedt, amely veszélyezteti az erddket, és a termesztett diszciprusokat
egyarant. Orloci (2011) a koérokozd jarvanyszeri terjedésrdl beszamol be, amely a
magyarorszagi allomanyok mindegyikét érinti. A ciprusfélék koziil a x Cupressocyparis

leylandii és a Cupressus macrocarpa a legfogékonyabbak (Beresford és Mulholland, 1982).

2.2.2. A Pestalotiopsis funerea jelentésége

Mordure (1976) szerint a gomba szorvanyos hajtaselhalast okoz, mely rontja a
ciprusok diszitdértékét. Pirone (1978) szerint a Pestalotiopsis fajok gyengiiltségi parazitak,
melyek csak kisebb kartételt idéznek eld a ciprusféléken. Ezzel szemben Hopkins és
McQuilken (2000) ramutat arra, hogy a korokozo sulyos karokat is okozhat a cserepes
allomanyokban. Gonthier és Nicolotti (2002) megfigyelései szerint a Pestalotiopsis funerea
okozott sulyos megbetegedést fiatal leylandi ciprusokon egy olaszorszagi faiskoldban. A

korokozd Eurdpaban és Amerikdban is rendkiviil elterjedt, az dgak szoveteinek besiippedését,



nekrozisat okozza (Veser, 2002; 2003). Jeewon és mtsai. (2004) a ciprusfélékrdl a

leggyakrabban izolélt korokozoként emlitik.

2.3. A korokozok foldrajzi elterjedése
2.3.1. A Seiridium cardinale foldrajzi elterjedése

A korokozot elséként Wagner irta le Kaliforniaban (1928; 1939). Azota a Seiridium
cardinale vilagszerte elterjedt. Sutton és Gibson (1972) feltételezése szerint a fertdzés Uj-
Zélandrol indult. Més kutatok szerint Eszak-Amerikabol terjedt el a korokozo a vilag tobbi
részére. Ezt a hipotézist timasztja ala Della Rocca és mtsai. (2011) a [B-tubulin gén
filogenetikai vizsgalatardl szol6 tanulmanya. A kérokozo napjainkra mar majdnem az Osszes

kontinensen megtalalhaté (Anonymus, 2012; Farr and Rossman, 2012):

EPPO régio: Algéria, Horvatorszag, Ciprus, Franciaorszdg, Németorszag, Gorogorszag,
(Kréta), irorszég, Izrael, Olaszorszag, Montenegro, Marokko6, Portugéilia, Szerbia,
Spanyolorszag, Tunézia, Torokorszag, Egyesiilt Kiralysag (Anglia, Eszak-Irorszag) (1. 4bra)
Afrika: Tunézia, Algéria, Marokko, Dél-Afrika

Azsia: Izrael, Sziria

Eszak-Amerika: Kanada, Amerikai Egyesiilt Allamok (Alaszka, Kalifornia, Oregon)
Dél-Amerika: Argentina, Costa Rica

Ausztralia és Oceania: Ausztralia (Nyugat-Ausztralia), Uj-Zéland (északi és déli szigetek).

o~ ©
/}; 4 W h

~/ © M-L Desprez-Loustau, 2008

1. abra: A Seiridium cardinale europai elterjedése
(Forras: http://www.europe-aliens.org/speciesFactsheet.do?speciesld=50646#)
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2.3.2. A Pestalotiopsis funerea foldrajzi elterjedése

A Fold minden kontinensén talalkozhatunk a Pestalotiopsis funerea altal okozott

tiinetekkel (Farr és Rossman, 2012):

EPPO régio: Olaszorszdg, Franciaorszag, Egyesiilt Kiradlysag, Hollandia, Belgium,
Spanyolorszag, Gorégorszag, Oroszorszag, Izrael, Montenegro, Szerbia.

Afrika: Kenya, Zambia, Tanzania, Rodézia, Zaire, Dél-Afrikai Koztarsasag.

Azsia: J apan, India, Kina, Pakisztan.

Eszak-Amerika: Amerikai Egyesiilt Allamok, Kanada

Dél-Amerika: Ekvador

Ausztralia és Oceania: Ausztralia, Uj-Zéland.

2.4. A korokozok gazdanovénykore
2.4.1. A Seiridium cardinale gazdanévénykore

A korokozd a nyitvatermdk torzsébe tartozd ndvényeken okoz tiineteket. Az USDA
(United States Department of Agriculture) adatbazisa alapjan, az aldbbi novényeket betegiti
meg: Calocedrus decurrens, Cedrus sp., Chamaecyparis lawsoniana, Chamaecyparis
nootkatensis, Chamaecyparis sp., x Cupressocyparis leylandii, Cupressus arizonica,
Cupressus arizonica var. arizonica, Cupressus leylandii, Cupressus macrocarpa, Cupressus
sempervirens, Cupressus sempervirens var. horizontalis, Cupressus sempervirens var. stricta,
Cupressus torulosa, Juniperus chinensis, Juniperus sabina, Juniperus virginiana, Platycladus
orientalis, Protea sp., Thuja occidentalis, Thuja orientalis, Thuja plicata (Farr és Rossman,
2012).

2.4.2. A Pestalotiopsis funerea gazdanévénykore

A Pestalotiopsis funerea a nyitvatermékon kiviil szdmos zarvatermé novényen
okozhat tiineteket az USDA adatbazisa szerint. GazdanOvényei: Abies bracteata, Abies
nordmanniana, Acanthopanax sciadophylloides, Agathis australis, Araucaria araucana,
Araucaria bidwillii, Araucaria excelsa, Cassia tora, Chamaecyparis lawsoniana,
Chamaecyparis nootkatensis, Chamaecyparis obtusa, Chamaecyparis thyoides, Coffea

arabica, Cryptomeria japonica, Cunninghamia sinensis, Cupressocyparis leylandii,
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Cupressus arizonica, Cupressus lusitanica, Cupressus macrocarpa, Cupressus sempervirens,
Cupressus sp., Cupressus torulosa, Cytisus scoparius, Diospyros kaki var. domestica,
Eriobotrya japonica, Eucalyptus cloeziana, Eucalyptus gigantea, Eucalyptus globosus,
Eugenia smithii, Flacourtia ramontchii, Gardenia sp., Hakea sericea, Libocedrus
decurrens, Libocedrus plumosa, Mangifera indica, Myrtus sp., Nothofagus truncata,
Pandanus tectorius, Pinus banksiana, Pinus canariensis, Pinus densiflora, Pinus halepensis,
Pinus khasya, Pinus koraiensis, Pinus muricata, Pinus palustris, Pinus patula, Pinus
radiata, Pinus resinosa, Pinus roxburghii, Platanus occidentalis, Platycladus orientalis,
Quercus pyrenaica, Ribes sp., Spartium junceum, Spartium sp., Syringa vulgaris, Thuja
occidentalis, Thuja plicata, Thujopsis dolabrata, Typha angustata, Vitis vinifera (Farr és
Rossman, 2012).

2.5. A gazdanovényeken okozott tiinetek

2.5.1. A Seiridium cardinale okozta tiinetek

A fertézott fak tipikus tiinetei a koronan, €s a fas részeken figyelhetok meg. A fert6zés
kovetkeztében a hajtdsokon sargasbarna vagy voroses szinii elhalds jelenik meg (2. abra),
amely a hajtascsucs vége felé¢ halad (Sutton és Gibson, 1972). A fert6zés kovetkeztében a
hajtasok, agak teljesen elhalhatnak. Graniti (1986) szerint a fas részeken rakos sebek
jelennek meg, amelyet gyantafolyas kisér (3. abra). A rakos elvaltozasok a t6rzson és az idGs
fas részeken lassan novekszenek, a fiatal részeken azonban gyorsan végbemegy az elhalas

(Panconesi és Raddi, 1991).

A Seiridium cardinale szaporitoképletei acervuluszban képz6dnek, amelyek
epidermisszel fedettek, ezért kezdetben szabad szemmel nem lathatdéak (Goidanich, 1964).
Enyhe, nedves id6jaras hatdsara az epidermisz felszakadasdval azonban a soOtét szini

acervuluszok lathatova valnak a fert6zott novényi részeken (Barnes és mtsai., 2001).
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2. abra: Seiridium cardinale okozta hajtas- és agelhalas tobb éves leylandi ciprus sévényen
(Forras: http://meta.arsia.toscana.it/meta/meta?id_ news=291)

3. abra: Erds mézgafolyas Seiridium cardinale altal fert6zott novény torzsén
(Forras: http://www.infojardin.com/foro/showthread.php?t=85182)

2.5.2. A Pestalotiopsis funerea okozta tiinetek

A korokozo a ciprusféléken szoveti nekrozist és részleges vagy teljes hajtaselhaldst
idéz el6 (Bajo és mtsai., 2008). A levelek sargulnak, majd barnan elhalnak (4. abra). A
fertozés kovetkeztében a hajtasok elhalnak, gyakran a hajtds csucsatol befelé haladva
(Dennis, 1995). A korokozo kezdetben epidermisz fedett acervuluszokat képez a fertdzott
novényi részeken, (Goidanich, 1964; Graniti, 1986), amelyek az epidermisz felszakadasa
utan szabad szemmel is jOl lathatova valnak (Ellis és Ellis, 1997). A szerzOk emlitik, hogy a
fekete pontszerli képletek elszortan helyezkednek el a fert6zott novényi részeken (5. abra).
Nedves koriilmények kozott a termétestbdl fekete szinli konidiummassza (6. abra) tor eld

(Banhegyi és mtsai., 1985).
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4. abra: Pestalotiopsis funerea okozta megbetegedés kovetkeztében elhalo hajtasvégek
(Forras: http://apps.rhs.org.uk/advicesearch/profile.aspx?pid=733)

5. abra: A Pestalotiopsis funerea acervuluszai
(Forras: http://www.zdravgozd.si/prirocnik/slika.aspx?idslika=3e7f47e4-5833-420d-a985-f11beff266d7)

6. abra: A Pestalotiopsis funerea acervuluszaibél ,,kacsszeriien” el6toré konidiummassza
(Forras: http://www.flickr.com/photos/31564507@N02/)
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2.6. A korokozok biologiaja
2.6.1. A Seiridium cardinale biologiaja

A Seiridium cardinale konidiumai altalaban a szél, esetleg vektorok segitségével
terjednek és jutnak el a novényekhez. A korokozot szi bogarak, mint pl. Phloeosinus spp. és
Orsillus spp. is terjesztik (Pedron és mtsai., 2007). A korokozé terjedését elGsegitheti a
magas pdaratartalom és az enyhe iddjaras, ezért a fertézésre a téli-tavaszi iddszakban
fokozottan szamithatunk. Ellis és Ellis (1997) szerint a konidiumok a fert6zott, elhalt és

egészséges novényi részeken egyarant képesek fennmaradni a téli nyugalmi iddszakban.

2.6.2. A Pestalotiopsis funerea biologiaja

Espinoza és mtsai. (2008) elsddleges fertdzési forrasként a konidiumokat emlitik.
Wright és mtsai. (1998) megallapitottak, hogy a Pestalotiopsis fajok vagy csak sebzésen
keresztlil tudnak fertézni, vagy olyan novényeket fertéznek, amelyek kordbban stressz

hatasnak voltak kitéve.

2.7. A korokozok morfologiai jellemz6i

2.7.1. A Seiridium cardinale termétestjeinek és konidiumainak morfolégiai jellemzdi

A Seiridium cardinale termétestei, az acervuluszok, elszortan helyezkednek el a
fert6zott noveényi részeken. A fekete képletek a ndvények hajtdsain és fas részein jelennek
meg, gyakran sebzések kornyékén vagy az agak, hajtasok torzs kozeli részénél (Graniti,
1986). Kezdetben epidermisz fedi 6ket, amelyek hamar felszakadnak. A termdtestek kor vagy
szabalytalan alaktiak lehetnek, megnyult sejtek alkotjak (Morgan-Jones és mtsai., 1972). Az
acervuluszok atmérdje 250-300 um (Goidanich, 1964; Sutton, 1980).

A korokozd konidiumai holoblasztikusan képzédnek az acervuluszokban (Graniti,
1986). A konidiumok megnyultak, kissé gorbiiltek, faluk sima, altalaban 5 szeptummal
tagoltak, egyesével képzddnek (Morgan-Jones és mtsai., 1972). A konidiumok 6 sejtbol
allnak, amelyekbdl a 4 kozépso vastag fala és sotétbarna szinii (7. abra). A két sz€1s6 zardsejt

vékonyfala, kup alaku, rendszerint vilagosabb szinli vagy atlatszo. A zarosejtekhez gyakran 1
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um hosszisagh fiiggelék kapcsolodik (Sutton, 1980). A konidiumok méreteit tekintve a
szakirodalomban hasonld értékek talalhatok (1. tablazat). A Seiridium cardinale a
konidiumok morfologiaja alapjan elkiilonithetd a masik két Seiridium fajtol (8. abra), a
Seiridium unicorne-t6l és a Seiridium cupressi-tél (Barnes és mtsai., 2001). Chou (1989)
leirdsa alapjan a konidiumok mérete €s alakja nagyon hasonlé a harom fajt tekintve,
kiilonbségek csak a zarosejteken elhelyezkedd fiiggelékek meglétében vagy hianyaban

mutatkoznak (8. abra).

1. tablazat
Seiridium cardinale konidiumainak méretei egyes szerzok adatai alapjan

Konidiumok Konidiumok Szerzé
hosszusaga (um) atméraoje (nm)
23 8,5 Goidanich (1964)
21-30 8-9 Sutton (1980)
21-30 8-9 Brandenburger (1985)
21-26 8-10,5 Graniti (1986)
18-30 8-11 Ellis és Ellis (1997)
20-29 8-10 Tsopelas és mtsai. (2007)
S )

7. abra: A Seiridium cardinale konidiumai
(Forras: http://www.earthtimes.org/nature/california-fungus-Kkills-cypress-trees-worldwide/1328/)



8. abra: A - Seiridim unicorne, B - Seiridium cardinale, C - Seiridium cupressi konidiumai
(Forras: Barnes és mtsai.. 2011)

2.7.2. A Pestalotiopsis funerea termétestjeinek és konidiumainak morfolégiai jellemzoi

A Pestalotiopsis funerea acervuluszokat képez. A gyakran szabalyos kor alaka
termoOtestek a fertdzott ndveényi részeken elszortan, gyakran csoportokban helyezkednek el, és
kedvezé feltételek mellett el6tornek az epidermisz alol (Morgan-Jones és mtsai., 1972). A
szerzOk azt is emlitik, hogy a konidiumképzés az acervuluszokban igen bdséges. Az

acervuluszok fekete szinliek, méretiik 200-300 um (Goidanich, 1964).

A konidiumok egyesével képzddnek, megnyultak, ors6é alaktiak és 3-5 harantfallal
tagoltak (Morgan-Jones és mtsai.,, 1972). A csucsi sejtek kup alakuak, atlatszoak. A
konidiumok apikalis véglikon 2-5 nytlvanyban végzddnek, melyek 10-27 pum hossziak
lehetnek (Ellis és Ellis, 1997). Ainsworth és mtsai. (1973) szerint a bazalis végeken egy
nyulvany talalhato, amely joval rovidebb az apikalisnal, 5-14 um hosszisaga (9. abra). A
zarosejtek rendszerint vildgosabbak, mint az Ot kozépsé sejt, melyek olajbarndk
(Brandenburger, 1985). A konidiumok méreteit tekintve az egyes szakirodalmak hasonlo

értékeket emlitenek (2. tablazat).

2.7.3. A Seiridium cardinale tenyészetének morfologiai jellemzdi

Burgonya-dextréz agaron a tenyészetek széle ép, feliiletiikon légmicélium képzés
figyelhet6 meg (Danti és mtsai., 2009). A tenyészetek fonaki oldala lazacszinii, amely
gyakran a leoltasi ponthoz koézel id6vel megsziirkiil vagy megbarnul (Sutton és Gibson,
1972; Tsopelas és mtsai.,, 2007). A Seiridium cardinale tenyészbélyegei alapjan nem

kiilonithetd el teljes bizonyossaggal a tobbi Seiridium fajtol (Chou, 1989).
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9. abra: A Pestalotiopsis funerea konidiumai
(Forras: http://repositorium.sdum.uminho.pt/bitstream/1822/2820/3/Fig2.jpg)

2. tablazat
A Pestalotiopsis funerea konidiumainak méretei egyes szerzok adatai alapjan

Konidiumok hossza Konidiumok szélessége
Irodalom
(nm) (m)
22 5 Goidanich (1964)
22-32 7-13 Mordue (1976)
22-32 6-8 Banhegyi és mtsai. (1985)
22-32 7-13 Brandenburger (1985)
25-33 8-13 Ellis és Ellis (1997)

2.7.4. A Pestalotiopsis funerea tenyészetének morfolégiai jellemzoi
Mordue (1976) szerint a Pestalotiopsis funerea tenyészete burgonya-dextréz agaron

szinte teljesen fehér, feliiletén 1égmicélium képzddés figyelhetd meg. A tenyészet felszinén

néhany hét elteltével fekete micélium tomoriilések jelentkeznek (10. abra). A tenyészetek

sz¢le teljesen ép.
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- 4 weeks

10. abra: Pestalotiopsis funerea tenyészete burgonya-dextroz agaron
(Forras: http://repositorium.sdum.uminho.pt/bitstream/1822/2820/3/Fig2.jpg)

2.8. A fonalas gombak molekularis azonositasa

A fonalas gombak molekularis jellemzéséhez elsGsorban a riboszomalis RNS-eket
kodold DNS-en elhelyezkedd ITS (Internal Transcribed Spacer) régidkat vizsgaljak, ill. az ezt
kovetd 28S rDNS-t. Ez a régid a kovetkezd részekbol all: 18S rDNS, ITS1, 5,8S rDNS, ITS2
és a 28S rDNS-t (White és mtsai., 1990). Az ITS régio viszonylag konzervalt régionak
tekinthetd, ezért alkalmas univerzalis primerek tervezésére ¢és hasznalatara, amelyek
alkalmasak a fonalas gombak tobbségébél PCR (Polimerase Chain Reaction, Polimeraz
lancreakcid) segitségével ezt a régiot megsokszorozni (White és mtsai., 1990; O’Donnell,
1993). Mindemellett azonban ez a régié alkalmas az egyes fajok clkiilonitésére is a legtobb
esetben, igy errdl a régiordl talalhato a legtobb szekvencia adat a kiilonb6z6 adatbazisokban.
vizsgaltak, és kovetkeztettek a Seiridium nemzetésen beliili filogenetikai kapcsolatokra.
Megallapitottdk, hogy a korokozok széles morfologiai diverzitdst mutatnak, igy feltétlentil
sziikséges a molekularis azonositas is a pontos, fajszintli meghatarozasahoz. A Pestalotiopsis
fajok molekularis azonositasahoz Hu és mtsai. (2007) az ITS régio és a P-tubulin gén
egylittes vizsgalatat javasoltak. Liu és mtsai. (2010) szerint azonban azt ITS régio

Oonmagaban is alkalmas a Pestalotiopsis nemzetségbe tartozo fajok elkiilonitésére.
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3. Anyag és médszer

3.1. Vizsgalat helye és ideje

A mintagytjtést 2011-2012-ben  végeztiik, kozteriileti  allomanyokbol  és
magankertekbdl, az orszag tobb pontjardl. A fertdzott ndvényanyag vizsgalata, a korokozok
azonositasa és jellemzése a Budapesti Corvinus Egyetem, Novénykortan Tanszékének

laboratoriumaban tortént.

3.2. Vizsgalat anyaga

3.2.1. Izolatumok
Munkdm soran 11 kiilonb6zé izolatumot gyiijtottiink, melyek Orokzold

disznovényekrol - elsdsorban leylandi ciprusrdl - szarmaznak (3. tablazat).

3. tablazat
Az izolatumok neve, gazdanovénye, a gyiijtés helyszine és éve
Iz?]l;i\f:m Gazdandvény h(;l);/ﬁsjzti‘ilse G);iijetés Megjegyzés
N1 x Cupressocyparis leylandii Budapest 2011 fiatal sovény
N2/1 x Cupressocyparis leylandii Csorna 2011 idds titszéli dllomény
N2/2 x Cupressocyparis leylandii Csorna 2011 id6s ttszéli dllomany
N3 Thuja occidentalis 'Smaragd' Budapest 2011 | hézikerti 15 éves egyed
N4 x Cupressocyparis leylandii Budapest 2012 | idés allomany (temetd)
N5 x Cupressocyparis leylandii Szombathely 2012 id6s egyed (parkolo)
N6 x Cupressocyparis leylandii Budapest 2012 idds egyed (hézikert)
N7 Chamaecyparis lawsoniana Budapest 2012 hazikert
N8 Cupressus macrocarpa Budapest 2012 hazikert
N9 x Cupressocyparis leylandii Siofok 2012 | fiatalabb novény (kert)
N10 x Cupressocyparis leylandii Budakeszi 2012 | 15-20 éves (kozteriilet)
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3.2.2. Korokozok

A mintagyijtést kovetd vizsgalatok soran a Seiridium és a Pestalotiopsis
nemzetségekbe tartozd korokozokat vizsgaltuk. Az elhalt részeken gyakran eléfordulo

szaprofita fajokkal nem foglalkoztunk.

3.2.3. Taptalajok

Burgonya-dextr6z agart (PDA, Reanal) haszniltunk a koérokozok leoltasahoz,
tenyésztéséhez ¢és fenntartasahoz (39 g PDA, 1000 ml végtérfogatra desztillalt vizzel
kiegészitve). A transzformalas soran 2TY (4 g tripton; 2,5 g yeast extract; 1,25 g NaCl 250 ml
végtérfogatban) és ampicillines LB taptalajt [2,5 g tripton; 1,25 yeast extract; 2,5 g NaCl 250
ml végtérfogatban + 500 pl (50pug/ml) ampicillin], a mini preparatum készitésé¢hez szilard és

folyékony ampicillines LB taptalajt hasznaltunk.

3.2.4. Primerek, enzimek, vegyszerek, Kitek
Primerek
A polimeraz lancreakcid sordn univerzalis primereket hasznéltunk, amelyek az ITS

régio egy részét sokszorozzak meg (11. abra).

ITS1(5-TCC GTA GGT GAA CCT TGC GG-3")
ITS4 (5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3")
ITS5 (5’-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3’) (White és mtsai., 1990).

—ITS1-F
5.8SR
TS5 ITS3
[»wTs1 <J§EJ |
ITS2 ITS4 LR15
0.1 kb 5.8S .

ITS4-B

11. abra: Az ITS régio és primerei

(Forras: http://www.clarku.edu/faculty/dhibbett/Protocols_Folder/Primers/Primers.htm)
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Enzimek, vegyszerek, kitek

A PCR-hez: rekombinans Taq DNS polimeraz enzim (5 u/ul); puffere: 10x-es Taq
puffer +KCI - MgCl,, pH: 8,8. A ligalashoz: T4 DNS ligaz enzim (5 u/ul); puffere: 10x-es T4
DNS ligaz puffer pH: 7,8. A plazmidot tartalmazé baktérium kolonidk kék-fehér szin
szelekciojahoz IPTG-t [10 pl (100 mM/ml)] és Xgal-t [40 pl (10 mg/ml)] hasznaltunk,
melyeket elézetesen a taptalajon szélesztettiink. Az inzertet a plazmidbol FastDigest EcoRl
(10 u/pl) restrikcidés endonukleazzal vagtuk ki. Az enzim puffere: 1x FastDigest zold puffer

pH: 7,5. Az enzimeket a Fermentas cégtdl vasaroltuk.

A PCR-terméket Roche-tol vasarolt High Pure PCR Product Purification Kit-tel
tisztitottuk. A szekvenalashoz Quantum Prep Plasmid Miniprep Kit-tel (BIO RAD)

tisztitottuk a rekombinans plazmidokat.

3.2.5. Eszkozok

A korokozok izolalasahoz az altalanosan hasznalt fém- és ilivegeszk6zok mellett, 85
mm atmérdjli, steril milanyag Petri-csészéket hasznaltunk. A korokozok morfologiai
jellemzéséhez Leica MZ6 sztereomikroszkopot és Nikon Eclipse 501 citoplaszt mikroszképot
alkalmaztunk. A mikroszképikus fotokat QImaging MicroPublisher 5.0 RTV tipusu
kameraval készitettilk. Az egykonidiumos tenyészeteket Carl Zeiss Jena inverz mikroszkop
segitségével allitottuk eld. A molekularis biologiai vizsgalathoz Applied Biosystem 9700

crer

késziilekkel mértiik meg.

3.3 A vizsgalat modszere

3.3.1. Mintagyiijtés, tarolas
A mintagyiijtés sordn a tiineteket mutaté agakat lehetdség szerint egészséges résszel
egylitt metszettiik le. A vizsgalat megkezdéséig a mintdkat papirzacskokban, a laboratorium

hiitészekrényében 4 °C-on taroltuk.
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3.3.2. A kartétel felmérése
A csornai és az Uj- Koztemetdben 1évé novényallomanyokban 100-100
véletlenszertien kivalasztott hajtast megvizsgalva, a novényi részeket betegségkategoriakba

soroltuk, majd a Townsend ¢és Heuberger képlete alapjan betegségfokot szdmitottunk

(Gartner, 1971).

Kategoria | Megbetegedés mértéke %
0 Tiinet nem lathato
1 1-20%-os fert6zottség
2 21-40%-os fert6zottség
3 41-60%-os fert6zottség
4 61-80%-o0s fertdzottség
5 81-100%-os fertdzottség

A Townsend-Heuberger betegségfokot az alabbi képlet segitségével szamitottuk ki:
P=[>(nxv)/ZxN]x 100

ahol:

P — betegségfok

n —a ndvényrészek szama kategorianként
vV — kategoria érték (6)

Z — a legmagasabb kategoria értéke

N — a vizsgalt 6sszes ndvényrész szdma

3.3.3. A korokozok izolalasa taptalajon

A fertdzott ndvényanyagon talalhatd termdtesteket mikroszkop alatt megvizsgaltuk. A
termoOtestekbol steril landzsatli segitségével szaporitoképleteket emeltiink le burgonya-dextroz
agarra. Majd a novekedésnek indult tenyészetek szélébdl 5 mm-es steril dugofiro
segitségével, micéliummal &tsz6tt korongot emeltiink 4t steril burgonya-dextréz agar

taptalajra.

Abban az esetben, amikor a fenti modszerrel nem sikeriilt a korokozot izolalnunk, egy
konidiumos tenyészetet allitottunk el6. A fert6z6tt novényi részen megjelend
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szaporitoképletekbdl konidiumokat mostunk steril vizbe ¢és konidiumszuszpenziot
készitettiink. A konidiumszuszpenziobdl pipetta segitségével egy steril Petri-csészébe 20 ul-t
cseppentettiink, majd 1 ml kézmeleg burgonya dextrdéz agarral a lehetd legvékonyabban
sz€lesztettik. A megszilardulast kovetden inverz mikroszkop segitségével egyedi
konidiumokat vagtunk ki lang felett kihtzott vékony iivegbot segitségével, majd steril

taptalajra helyeztiik 6ket. A tiszta tenyészetet s6tétben, 24 °C-on inkubaltuk.

3.3.4. Patogenitasi teszt

A patogenitasi teszteket eredeti gazdandvényhez tartozd fajon végeztiik. Etanolos
(70%) fertdtlenitést kovetden a hajtasokat steril vizzel oblitettiik le. A hajtasok fas részein
steril szikével izolatumonként 3-3, a belsé szovetekig hatold sebzést ejtettiink (12. abra).
Novekvo tiszta tenyészet sz€l€bol micéliummal atszétt taptalaj korongot helyeztiink a
sebzésbe, amelyet végiil Parafilmmel zartunk le. A nem fertdzott kontroll esetében a
hajtasokat steril taptalaj korongokkal inokulaltuk. A mesterségesen fertdzott hajtasokat vizbe

helyeztiik és livegburaval letakartuk. A tiineteket 19-21 nap elteltével értékeltiik.

12. abra: Leylandi ciprus hajtasok inokulalasa patogenitasi teszthez
(Foto: Petroczy, 2012)
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3.3.6. Morfologiai és tenyészbélyegek vizsgalata

Sztereomikroszkoppal megfigyeltik a fert6zott novényi részeken a termotestek
elhelyezkedését, szinét és jellemzOit. Amennyiben a hajtasokon, dgakon a fOtiinet nem
jelentkezett, az érintett hajtast néhany napra nedves kamraba helyeztiik a szaporitoképletek

megjelenéséig.

Vizsgaltuk a konidiumok szinét, alakjat, sejtszamat ¢&s egyéb jellemzoit.
Izolatumonként 100-100 konidium hosszat és atmérdjét mértik meg QCapture Pro 6.0

programcsomag segitségével.

A tenyészetek szinét, mintdzottsagat, szélét, alakjat megvizsgalva azonositottuk a
korokozokra jellemzd tenyészbélyegeket. Az izolatumok tiszta tenyészetein két egymassal
derékszoget bezard atmérdt meértiink. Az értékekbdl kiszdmitottuk az egyes izolatumok

atlagos novekedési litemét (mm/24h).

3.3.7. Molekularis biolégiai vizsgalatok

Néhany kivalasztott izoldtum esetében elvégeztik a korokozok morfologiai

azonositasat ¢s jellemzését.

Ossznukleinsav kivonias CTAB moédszerrel

A DNS kinyeréséhez négy napos tenyészeteket hasznaltunk. A gomba tenyészetébdl 8
mm atmérdji korongot emeltiik le a taptalajrol és dorzsmozsarban kvarchomok segitségével
eldorzsoltiik. 800 ul CTAB puffer (2% CTAB; 1,4M NaCl; 20 mM EDTA; 100 mM TRIS-
HCI pH: 8; 0,2% 2-ME) hozzaadasa utan tovabb homogenizaltuk, majd az igy kapott elegyet
Eppendorf csdvekbe toltottiik és 40 percig inkubaltuk 65 °C-os hdmérsékleten. A nukleinsav
tisztitasat kloroform/izoamil-alkohol 24:1aranyu elegyével végeztiikk. Centrifugalast kdvetden
izopropanollal csaptuk ki a nukleinsavakat. A pelletet Gjabb centrifugalas utan 70%-0S
etanollal mostuk, majd beszaritottuk. Az dssznukleinsavat 30 pl 10 ng/ml RNase-t tartalmazo

TE-oldatban oldottuk vissza (Maniatis és mtsai., 1989).
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PCR (Polimeraz-lancreakcio) vizsgalat
A vizsgalathoz 6sszemért komponensek 50 ul végtérfogatra:
1 ul DNS (0,5 pg)
1 pl primer (20 pmol)
1 ul primer (20 pmol)
3 ul MgCl; (25 mM)
5 ul 10x Taq puffer (+ KCI — MgCly,)
0,5 pl Taq polimeraz enzim (5 u/pl)
2 ul 5 mM dNTPs (nukleotidok: A, G, C, T)
36,5 ul steril viz
A PCR ciklus soran a korokozo DNS elsédleges denaturalasa 94 °C-on 3 percig, majd
a ciklusokon beliil 94 °C-on 30 s-ig tortént. Az inditdszekvenciaként szolgalo oligonukleotid
kapcsolodasa 55 °C-on 30 s-ig, majd a lanchosszabbitas 2 percig 72 °C-on zajlott. A 30
ciklus végeztével, az elmaradt szalak befejezésére keriilt sor (72 °C, 10 percig). A PCR
terméket ezt kovetden 1%-0s GelRed-et tartalamazo agardz gélben futtattuk. A PCR terméket

a High Pure PCR Product Purification Kit-tel tisztitottuk meg, a gyarto utasitasait kovetve.

Transzformalas E. coli DH 5-a torzsébe

A tisztitott PCR-terméket pGEM-T Easy vektorba ligaltuk. A ligalashoz 4 pl steril
H,O-t, 1 pul plazmidot (pGEM-T Easy), 1 ul puffert (T4 DNS ligaz 10x-es puffere), 1 pl
enzimet (T4 DNS ligaz enzim, 5 u/ul), 3 ul inzertet (tisztitott PCR-termék) mértiik 6ssze 10

ul végtérfogatra, majd egy egész ¢jszakan at 4 °C-on ligaltuk.

A kompetens sejtet, melyet -70 °C-on taroltunk jégen kiolvasztottuk, majd a ligatumot
is jégre helyeztiik. A felolvadt kompetens sejtet a ligatumhoz mértiik, 30 percig hagytuk
jégen allni, majd egy percig 42 °C-on tartottuk. Ezt kdvetden azonnal jégre tettiik és 6t percig
allni hagytuk, majd hozzdadtunk 500 pl antibiotikum-mentes 2TY folyékony taptalajt, és
Osszeforgattuk. 37 °C-on egy oran at razattuk. Ezalatt az 1d6 alatt ampicillin tartalmt LB
szilard taptalajra 10 ul IPTG-t (10 mM/ml) és 40 ul XGAL-t (10 mg/ml) szélesztettiink. A
munkat csak a szélesztett komponensek szaradasat kovetden folytattuk. A razatds utan az
elOkészitett taptalajra 100 pl, ill. 50 pl-t kikentiink a mar felszaporodott baktérium
tenyészetbdl. Szaradds utdn a lemezeket 37 °C-ra helyeztiik. A kolonidkat egy éjszakan at
novesztettiik.
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Minipreparatum készitése és az inzert beépiilésének ellenérzése

Tizenkét egyedi fehér kolonidbol 2-2 ml folyadékkultiradba (ampicillines LB)
leoltottunk, és egy ¢éjszakan keresztiil 37 °C-on razattuk. A baktériumkultarat Eppendorf
csOvekbe tOltottiik szobahdmérsékleten 2 percig centrifugltuk. A feliiluszo ledntését
kovetden, a pelletet lecsepegtettiik és hozzaadtunk 200 ul ,,A” oldatot (15 mM TRIS HCI pH:
8; 10 mM EDTA; 50 mM gliikoz), Vortex segitségével Osszeraztuk, majd &t percig
szobahOmérsékleten allni hagytuk. Ezutdn hozzamértiink 400 pl ,,B” oldatot (0,2 M NaOH,;
1% SDS), kézzel 6sszeforgattuk, hozzdadtunk 300 pul ,,C” oldatot (60 ml 5 M Na-acetat; 11,5
ml ecetsav; 28,5 ml steril desztilaltviz) majd ezzel is dsszeforgattuk. Ot perces jégen allas
utan, ismételten 6t percig szobahdmérsékleten centrifugaltuk. A feliilaszét 1) Eppendorf
csObe toltottiik, igy ot percig centrifugaltuk, majd a feliiliszot ismét uj Eppendorf csdbe
toltottiik, és hozzamértiink 600 pl izopropanolt. Az izopropanollal dsszeforgattuk és 6t percig
centrifugaltuk szobahdmérsékleten. Leontottiik a feliiliszot, majd lecsepegtetést kovetéen a
pellethez hozzaadtunk 200 pl ,,D” oldatot (0,1 M Na-acetat pH: 7; 0,05 M TRIS HCI pH: 8),
ezt 10 percig hagytuk szobahdmérsékleten allni, majd Vortex segitségével raztuk, végezetiil
400 pl etanollal 6t percig centrifugaltuk. A feliiluszot elontottiik €s a pelletet beszaritottuk.
Utolso 1épésként a pelletet visszaoldottuk 50 ul RNase TE oldatban [1 ml 10x TE, 9 ml steril
H,0, 10 ul RNase (10 mg/ml)].

A Minipreparatum modszerrel tisztitott rekombinans klonok plazmidjaibol EcoRlI
enzimmel ellendriztiik a PCR-termék beépiilését. Az emésztéshez 3 pl plazmidot (0,5 pg);
1ul 10x EcoRlI puffert; 0,2 ul EcoRI enzimet (10 u/ul) és 5,8 ul steril desztillalt vizet mértiik
Ossze 10 pl végtérfogatra. Az Eppendorf-csoveket 10 percen 4t 37 °C-on inkubdltuk. A
mintakat 1%-0S GelRed-et tartalmazo agar6z gélben megfuttattuk, és ellendriztiik, a
megfeleld hossziisagu inzert kivagodasat.

Plazmid tisztitasa szekvenalashoz

A kivalasztott klont ujra felszaporitottuk 2 ml (ampicillines LB) folyadékkultaraban
(37 °C, egész ¢éjszakas razatas). A baktériumkultarakat Eppendorf csdvekbe toltottiik, majd 3
percig centrifugaltuk szobahémérsékleten. Ezutan Quantum Prep Plasmid Miniprep Kittel

(BIO-RAD) a gyart6 utasitasai szerint tisztitottuk. Szekvenciameghatarozasra 12 pl tisztitott

rekombinans plazmidot kiildtiink.
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Nukleinsav szekvencia meghatarozasa és analizise

A kivalasztott klont szekvenciajat ABI 3500 (Applied Biosystems) tipust szekvenalo
automataval, ¢s ABI PRISM BigDye Terminator Cycle Sequencing kittel hatdroztattuk meg,
M13 reverse és M13-20 forward primerekkel, a Szegedre BAY-GEN No&vénygenomikai,
Human Biotechnologiai ¢és Bioenergiai Intézetben. A szekvencia azonositdsdhoz az
EMBL/GeneBank adatbazist illetve annak BLAST programjat hasznaltuk fel. A szekvencidk
Osszehasonlitasat, filogenetikai torzsfak megrajzolasat és a megbizhatdsag becslésére szolgalod

bootstrap analizist a CLC Sequence Viewer 6.5.3. szoftverrel végeztiik.

A NCBI adatbankbol a kovetkezd hivatkozasi szamokon taldlhatd izoldtumok
szekvenciait gytjtottiik ki a filogenetikai analizishez: AF377299, AF405305, AF409996,
AF409995, AF377289, AY838893, EF055197, HQ608011, AF405299.
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4. Eredmények

A 10 helyszinrdl gytjtott mintakrol 8 esetben sikeriilt bizonyitani, hogy a hajtas- és az
agelhalasnak novénykortani oka is van. Két koérokozo fordult eld a tiineteket mutatd
novényeken: a Seiridium cardinale és a Pestalotiopsis funerea. A Csornardl szarmazo
leylandi ciprus agakrol (N2/1, N2/2) mindkét kérokozot azonositottunk. Az N9-es €és az N10-
es mintdk esetében nem sikeriilt koérokozot izolalni a ndvény belsd szoveteibdl, és
szaporitoképletet sem talaltunk a tlineteket mutatdé részeken, igy valdsziniisithetd, hogy
abiotikus tényezOk allnak az elhalds hatterében. A két emlitett korokozon kiviil, gyakran

talalkoztunk szaprofita gombakkal az elhalt novényi részeken: elsGsorban Alternaria fajokkal

¢s egy esetben egy Cladosporium nemzetségbe tartozé gombaval.

4.1. A Seiridium cardinale okozta tiinetek, a korokozo azonositasa és jellemzése

A Seiridium cardinale koérokozot két esetben azonositottunk; a Csornardl szarmazod

N2/2 és a Szombathelyrdl szdrmazé N5 minta esetében. Mindkét esetben iddsebb leylandi

ciprus novényekrol izolaltuk a gombat.

4.1.1. A Seiridium cardinale okozta tiinetek

A korokozd a szombathelyi és a csornai
novényeken igen sulyos karokat okozott. Az
alloményban mar messzirdl latszottak a ,,z4szlésan”
elhalo hajtasok (13. abra). Az adott évi fiatal
hajtasokon éppugy megjelent a tlinet, mint a
tobbéves i1dOsebb agakon. A fis részek esetében
erOteljes mézgafolyast és rakos sebeket is

megfigyeltiink (14. abra).
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13. abra: Vorosesbarnan elhalo

hajtasok és agak (Csorna)
(Fotd: Németh, 2011)




14. abra: Rakos seb és mézgafolyas a fert6zott fas részeken, a csornai novényeken
(Foto: Palkovics, 2011)

A csornai allomény tobb egyedbdl all, amelyeken eltéré mértékben jelentkeztek a
tiinetek. Egyes egyedeken a fertdézési gyakorisdg megkozelitette az 40%-ot, mig mas
egyedeknél még kevésbé volt eldrehaladott a betegség. Az allomany egészére vetitett

betegségfok értéke Csornan 26,33 volt 2011-ben.

4.1.2. A Seiridium cardinale morfologiai
azonositasa és jellemzése

Az N2/2 és az N5 mintdk esetében
az 1dOsebb fas részeken elszortan, valamint
a rdkos sebek kornyékén gyakran
csoportosan, fekete szinii acervuluszokat
figyeltink meg (15. és 16. abra). Az

acervuluszok mérete néhany szdz pum-t6l

atmér6tél egészen 1 mm-ig terjedt. A
termdtestekben  szetdk képzodését nem

tapasztaltuk. 15. abra: Acervuluszok a fas részeken (N5 izolatum)
(Foto: Németh, 2011)
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Az N2/2 és az N5 mintdk esetében a
Seiridium  cardinale  korokozoéra
jellemz6 konidiumokat figyeltiink
meg az acervuluszokban (17. abra).
A konidiumok hosszukasak, orso
alaktak, 6 sejtiick voltak (18. abra).
A 4 kozépen elhelyezkedd sejt

sOtétebb barna szinii, mint az apikalis

és bazalis véget lezard csucsi sejtek

16. abra: Fekete acervuluszok a rakoes (18. abra). A zar6 sejtek kiposak és

sebek mentén (Foto: Németh, 2012) vilagos sziniiek, rajtuk gyakran

nyulvanyok lathatok. Hosszasaguk és atmérdjiik valtozatos. (4. tablazat)

17. abra: N5 izolatum acervulusza, 18. abra: Az N2/2 izolatum éretlen és érett
konidiumokkal (Foto: Petroczy, 2011) konidiumai (Fot6: Németh, 2012)

4. tablazat

A Seiridium cardinale konidiumainak atlagos méretei és szélsoértékei

Izolatum neve | Hosszusag (um) Atméré (um)

N2/2 (21,3) - 28,7 - (31,2) | (5,68) - 7,8 -(8,34)

N5 (22,4) - 26,9 - (29,8) | (6,2)- 8,3- (9,2)
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Az N2/2 és az NS5 izolatumok tenyészeteinek fonaki része burgonya-dextroz agaron
¢lénk narancsos szinezeti volt, feliiletiikkon gyér, vattaszerli, fehéres szini légmicélium
képz6dott. A tenyészetek gyorsan ndvekedtek (N2/2: 5,8 mm/nap; N5: 6,6 mm/nap). A telep
széle szabalytalan vagy enyhén csipkés volt, a tenyészetben enyhe rozettaltsag jelentkezett

(19. abra).

19. abra: A Seiridium cardinale 14 napos tenyészetének szine és fonaka
(Foto: Németh, 2012)

A csornai és a szombathelyi leylandi ciprusokrdl izolalt korokozokat morfologiai és

tenyészbélyegek alapjan Seiridium cardinale-ként hataroztuk meg.

4.1.3. Patogenitasi teszt

A N2/2 és az NS5 izolatumok esetében a
parafinos szalag eltavolitasa utan az inokulacios
pont koriil kiterjedt szoveti nekrozist észleltiink,
igy az izolaitumok megbetegitéképességet

bizonyitottuk (20. abra).

20. abra: Seiridium cardinale okozta nekrozis
mesterségesen fertozott hajtason

2o (Fot6: Németh, 2012)



4.1.4. A Seiridium cardinale molekularis azonositasa és jellemzése

A molekularis azonositast mind a N2/2, mind a N5 izolatum esetében indokoltnak
tartottuk. Az ITS1 és ITS4 inditoszekvenciak 602 bp hosszisagi szakaszt emeltek Ki a
polimerdz lancreakcié sordn. A PCR termék klonozasa és szekvencidjanak meghatarozasa
utan a nukleotid sorrendet dsszevetettiilk a nemzetkozi adatbazisban fellelhetd szekvencidkkal
¢s megallapitottuk, hogy mind a két izolatum kozel 100%-os homoldgiat mutat egyes
Seiridium cardinale izolatumok szekvenciaival (AF40995, AF405305). A molekularis
azonositas tehat megerdsitette, hogy a csornai ndvényallomanyban és Szombathelyen a

Seiridium cardinale okozta a sulyos tiineteket a leylandi ciprusokon.

A régio filogenetikai torzsfajat elemezve megallapitottuk, hogy a Seiridium cardinale
izolatumok a torzsfan kiilon agon helyezkednek el. Téliik egyértelmien elkiiloniil a Seiridium

unicorne Uj-Zélandrél Cryptomeria japonica gazdanovényrél szarmazé izolatuma (21. abra).

'AF377299 S. unicorne
] N2 2
i, *N§
‘T 8t} AF409995 S. cardinale
IAF405305 S. cardinale
+ AF40999 S. cardinale

0,003

21. abra: A Seiridium cardinale és a Seiridium unicorne fajok izolatumainak filogenetika
torzsfaja a 18S-1TS1-5,8S-1TS2-28S régio szekvencidja alapjan

Magyarizat: A torzsfan a vizszintes vonalak, ill. azok hossza az izolatumok egymastol valo
genetikai tavolsagat mutatjak a vizsgalt szekvenciak nukleotid sorrendjének eltérései alapjan.
A fiiggbleges vonalak az izolatumok egyezdségét jelzik az elagazasokig. Az elagazasoknal
feltlintetett szamok a bootstrap-analizis eredményeit mutatjak %-ban, 1000 mintavétel esetén.
A torzsfa alatti skala mértéke 3 bazis eltérést jelol 1000 bazisonként. Az izolatumokat

hivatkozési szamukkal jel6ltiik, mellettiik feltlintettiik a korokozo6 nevét.
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4.2. A Pestalotiopsis funerea okozta tiinetek, a korokozo azonositasa és jellemzése

Az N1, N2/1, N3, N4, N6, N7, N8 mintak esetében a fertézott ndvényi részekrdl a
Pestalotiopsis funerea korokozot izolaltuk, amely a fiatal és az idésebb leylandi ciprusok

mellett tujan és monterey-cipruson is megjelent.

4.2.1. A Pestalotiopsis funerea okozta tiinetek

A gomba hajtas- €s dgelhaldst okozott, amelyek nagy mértékben rontottdk a ndvények
diszit6értekét (22. abra). Az N1-es minta esetében fiatal, egyéves sovény egyes egyedein
kezdetben sarguld, majd barnan elhald hajtasok jelentek meg. Az elhalas a hajtascsticstol
befelé haladt. Hasonlo tiinetek jelentkeztek a tobbi ndvény esetében is. Az Uj KoztemetSi
allomanyban (N4) a fas részeken rdkos sebeket figyeltiink meg, azonban gyantafolyast nem

észleltiink (23. abra). A kiszamitott betegségfok az Uj Koztemetében (N4) 18,54 volt.

23. abra: Rakos sebek a fas részeken
(Fotd: Németh, 2011)

22. abra: Elhalé agak az Uj Koztemetiben
(N4) (Foto: Németh, 2011)
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A csornai novényallomanybol, ahol a Seiridium cardinale okozott stlyos agelhalast, a
Pestalotiopsis funerea korokozot is izolaltuk, de ez utdbbi csak a szaraz clhalt agvégeken

jelent meg masodlagosan, a fas szovetekbdl nem volt izolalhato.

4.2.2. A Pestalotiopsis funerea morfologiai azonositasa és jellemzése

Az N1, N2/1, N3, N4, N6, N7, N8 mintak esetében acervuluszok képzddését figyeltiik
meg a tiineteket mutatdé novényi részeken. A termotestek elsdsorban az elbarnult leveleken,
vagy a fiatalabb agak fas részein elszortan helyezkedtek el. Az epidermisz felszakadasa utan

lathatova valtak a feketés szinii, kor alaki vagy ovalis termétestek (24. abra), amelyekben

tomegesen képzddtek az ivartalan szaporitd képletek (25. abra).

24. abra: Fekete, pontszerii acervuluszok N4 minta fert6zott hajtasain (Foto: Petroczy, 2012)

A fent emlitett izolatumok estében a Pestalotiopsis funerea korokozora jellemzd
konidiumok képzddését figyeltiik meg a termdétestekben. A konidiumok hosszikasak, orsod
alakuak, néha kissé gorbiiltek. A konidiumok 5 sejtiick, 4 szeptummal tagoltak. A kdzépen
elhelyezkedd sejtek sotétebb barna szintiek, mig a 2 cstcsi sejt szinte teljesen attetszd. A
szaporitoképletek méretei kisebb eltéréseket mutattak egymashoz képest. A leghosszabb
konidiumai az N1l-es izolatumnak voltak, a legrovidebb konidiumokat az N4-es izolatum
esetében meértiik (5. tablazat). A cslcsi sejtek apikalis végén 4 hossz fliggelék talalhato,
amelynek hossziisdga valtozhat (5-28um). A bazilis csucsi sejten 1 rovidebb fiiggelék

figyelheté meg (26. abra).
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25. abra: Az N2/lizolatum Pestalotiopsis nemzetségre jellemzé konidiumai
(Fotd: Németh, 2012)

5. tablazat
A Pestalotiopsis funerea konidiumainak atlagos méretei és szélsoértékei
Izolatum Hosszisag Atméré
(nm) (nm)
N1 (25,7) - 31,9 - (40,14) (6,2) - 7,8 - (10,7)
N2/1 (21,5) - 24,9 - (30,8) (6,45) - 8,6 - (9,41)

N3 (19,8) - 27,3 - (29,7) (6,9)-8,1-(9,2)
N4 (19,6) - 24,2 - (31,6) (7,2)-8,3-(9,4)
N6 (21,9) - 29,3-(32,8) (5,9)-79-(8,7)
N7 (22,2) - 26,9 - (34,8) (5,7)-6,9-(7,9)
N8 (23,5) - 25,8 - (28,9) (7,2) - 8,4 - (10,2)
N9 (19,9) - 27,6 - (39,8) (6,8)-8,22-(9,7)

26. abra: Pestalotiopsis funerea konidiumainak jellegzetes morfologiaja N2/1 (balra), N3
(jobbra) izolatumok esetében (Fotd: Németh, 2011)



A Pestalotiopsis funerea tenyészetek fonaki oldala burgonya-dextr6z agaron a vilagos
krémszin{itél a narancssargaig valtozott (27-29. abra). Az N1-es izolatum esetében a fonakon
hatarozott s6tét gylri jelent meg a leoltasi ponttol 30 mm tavolsagban (27. abra). A
tenyészetek szabalyos kor alaktiak voltak, szélik majdnem minden esetben csaknem ép Vvolt.
Kivételt képezett az N3 izolatum, ahol a tenyészet er6sen szeldelt volt (28. abra). Késobb
kideriilt, hogy a karéjossagot, egy baktériumos feliilfert6zottség okozta, ennek kovetkeztében
valtoztak meg a tenyészbélyegek. A baktériumtol tobbszori atoltas, és antibiotikumos kezelést
kovetéen sem sikeriilt mentesiteniink a tenyészetet, ez azonban a koérokozd azonositasat
egyaltalan nem befolyasolta. A tenyészetek szinén minden esetben gyér légmicélium
képz6dott. Néhany hét elteltével az id6s tenyészetekben, fekete micélium tomoriilések

jelentek meg (29. abra).

28. abra: A Pestalotiopsis funerea N/3-as tenyészetének fonaka és szine
(Fotd: Németh, 2011)



29. abra: Fekete micélium tomoriilések az N2/1 izolatum 3 hetes tenyészetében
(Fotd: Németh, 2011)

Morfologiai és tenyészbélyegek alapjan az N1, N2/1, N3, N4, N6, N7, N8 mintakrol

izolalt korokozokat egyarant Pestalotiopsis funerea-ként azonositottuk.

4.2.3. Patogenitasi teszt

A Pestalotiopsis funerea legtobb izolatuma esetében 3 hét utan az inokulalt hajtasokon
gyenge szoveti nekrozis jelent meg a felszinen. Azonban az N2/1 és N7 izolatumok esetében
csak nagyon enyhe barnulast, vagy tobb esetben semmiféle elvaltozast nem tapasztaltunk, sem

a felszinen, sem a bels6 szoveti allomanyban.

4.2.4. A Pestalotiopsis funerea molekularis azonositasa és jellemzése

A molekularis azonositashoz és jellemzéshez az N1, N2/1, N3, N7 izolatumokat
valasztottuk ki. Az ITS5 és ITS4 primerek a polimeraz lancreakcid kozben 630 bp nagysagu
szakaszt emeltek ki. A nemzetkozi adatbazisban talalhatdé szekvencidkkal Osszevetve a
szekvencia meghatarozas eredményeit megallapitottuk, hogy valamennyi izolatum a

Pestalotiopsis funerea fajjal mutatja a legnagyobb, csaknem 100%-o0s homologiat.

Az ITS régio filogenetikai torzsfajan a Pestalotiopsis funerea izolatumok kiilon agon
helyezkednek el, elkiiloniilve a Texasbol szarmazo Pestalotiopsis maculiformans (HQ608011)

referencia izolatumt6l (30. abra). A magyar izolatumok egymadssal és az EF055197
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hivatkozasi szamu nem ko6zo6lt eredetii izolatummal vannak legkdzelebbi rokonsagban, ahol az

azonossag 100%.

+HQ608011
1000} N2_1

SN
EF055197
NT
984 N3
+ AY§36693
* AF3TT269
+ AF405299

381

=
=

il

0,001

P. maculiformans

P. funerea

P. funerea
P. funerea

P. funerea

20. abra: A Pestalotiopsis funerea és a Pestalotiopsis maculiformans fajok izolatumainak
filogenetika torzsfaja a 18S-1TS1-5,8S-1TS2-28S régié szekvenciaja alapjan

Magyarédzat: A torzsfan a vizszintes vonalak, ill. azok hossza az izolatumok egymastol valo

genetikai tavolsagat mutatjak a vizsgalt szekvencidk nukleotid sorrendjének eltérései alapjan.

A fliggdleges vonalak az izolatumok egyezdségét jelzik az elagazésokig. Az elagazasoknal

feltiintetett szamok a bootstrap-analizis eredményeit mutatjak %-ban, 1000 mintavétel esetén.

A torzsfa alatti skala mértéke 1 bazis eltérést jelol 1000 bazisonként. Az izolatumokat

hivatkozasi szamukkal jeloltiik, mellettiik feltiintettiik a korokozo nevét.
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5. Eredmények megvitatasa, kovetkeztetések, javaslatok

5.1. Tiinetek, a korokozok terjedése és a betegség lefolyasa

A mintagytijtés tapasztalatai és a laboratoriumi vizsgalatok utdn megéallapitottuk, hogy
a két korokozot, vagy akar az abiotikus tényezdk okozta elhalast a tiinetek alapjan egymastol
elkiiloniteni teljes biztonsaggal nem lehet. A laboratériumi vizsgalat mindenképpen sziikséges
a korok feltarasahoz. Minden fert6zott novényen, sargasbarnan vagy vordsesbarnan elhalod
agakat, hajtasokat figyeltiink meg. Az id6s novényeken kivétel nélkiil fellelheték voltak a
rakos sebek a fas részeken. A tiinetek tekintetében megfigyeléseink egybevagnak az irodalmi

adatokkal.

A csornai novényallomanyban a Seiridium cardinale (N2/2) okozta a sulyos elhalast,
amely a tOrzstol €s a torzs kozeli agrészekrol terjedt a hajtasok vége felé, ahogy azt Sutton és
Gibson (1972) is leirja. Ezzel szemben Goidanich (1964) a Pestalotiopsis funerea tiinetei a
hajtasok végétél haladnak fokozatosan a tOrzs iranyaba, mint ahogy azt a budapesti fiatal
leylandi s6vény esetében tapasztalta a kert tulajdonosa (N1). A fertézés soran megjelend
rakos sebek mindkét korokozora jellemzdek, am az erételjes mézgafolyast csak a Seiridium
cardinale fertézése nyoman figyeltiink meg, melyet szakirodalmi adatok is alatamasztanak

(Graniti, 1986).

A csornai novényallomanyban vizsgalataink alapjan a Pestalotiopsis funerea csak
masodlagosan, a Seiridium cardinale kovetkeztében elhalt hajtasvégeken jelent meg. A fas
részeken szaporitd képletet nem taldltunk, a belsd szovetekbdl is csak az utdbbi gombat
izolaltuk. S6t az izolatum patogenitasat sem sikeriilt egyértelmiien igazolnunk. Ez egybevag
Pirone (1978) megfigyelésével, miszerint a Pestalotiopsis fajok szaprofitak, vagy
gyengiiltségi parazitdk. Ennek azonban ellentmond, amikor fiatal, jo kondicioban 1évé
leylandi ciprus novényeken jelent meg a korokozo (N1), és az izolalt gomba patogenitasat is
sikeriilt bizonyitani. Bar a sovény telepitése €s az erds metszése nyoman fellépd stressz is
hozzajarulhatott a fert6zés bekovetkeztéhez. Wright és mtsai. (1998) is leirjak, hogy a
Pestalotiopsis fajok olyan novényeket fertéznek, amelyek korabban stressz hatasnak voltak

kitéve.
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5.2. A koérokozok izolatumainak morfologiai és tenyészbélyegei

A termoétest mindkét korokozo esetében acervulusz, melyet az irodalmi adatok is
alatamasztanak. Az acervuluszok méretét tekintve vizsgalataink alapjan a Pestalotiopsis
funerea esetében az irodalomban kozolt 200-300 um méret megegyezik az altalunk
megfigyeltekkel. A Seiridium cardinale kérokozonal Sutton és Gibson (1972) altal emlitett
200-300 um-es nagysagtol eltérden, megfigyeltiink akar 1 mm atmérdjii acervuluszokat is a
rakos sebek mentén. A termdtestek mindkét esetben elszortan helyezkednek el a ndvényi
részeken, fekete, pontszeriiek és kezdetben epidermisszel fedettek. A Seiridium cardinale
megfigyeléseink szerint azonban csak az idésebb fas részeken képez termétesteket, mig a
Pestalotiopsis funerea csak a hajtasokon vagy fiatalabb fas részeken. Erre a mintagyiijtés és a

vizsgalatok soran érdemes odafigyelni.

A Seiridium és a Pestalotiopsis nemzetségek a konidiumok morfologiaja alapjan teljes
biztonsaggal elkiilonithetok sejtszamuk, alakjuk és a zardsejteken elhelyezkedd nyulvanyok
alapjan. A Pestalotiopsis funerea esetében a legtobb szerzé 6 sejti konidiumokat emlit,
amellyel egybevagnak a sajat megfigyeléseink is, azonban Brandenburger (1985) példaul 5
kozponti sejtrél és két zarosejtrol beszeél. Megfigyeléseink, miszerint kozponti sejtek mind a

két korokozo esetében sotétebbek és barnas szinliek, megegyeznek az irodalmi leirasokkal.

A tenyészetek alapjan a két korokozo elkiilonithetd, bar a konidiumok morfologiaja
sokkal megbizhatobb hatarozobélyeg. A tenyészetek fonaki és szini oldala mindkét esetben
sargas vagy narancsos szinezetii. A Seiridium cardinale tenyészetét Sutton és Gibson (1972)
lazacszintiként irja le. A gyér légmicélium képzés is mind a két korokozo tenyészetére
jellemz6. A Pestalotiopsis funerea korokozo esetében fekete pontszerii micélium tomoriilések
jelentek meg t6bb izolatum esetében is az idés tenyészetekben, amelyet a szakirodalmak is

emlitenek (Modue, 1976).

5.3. A korokozok izolatumainak molekularis azonositasa és jellemzése

Az ITS régi6 alkalmasnak bizonyult a korokozok pontos, fajszintli meghatarozésara,
ahogy az Viljoen és mtsai. (1993), illetve Liu és mtsai. (2010) is megallapitottak, hiszen az

ITS régio konzervalt szakasza a gombak genomjanak.
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5.4. A korokozok szerepe a leylandi ciprusok hajtas- és agelhalasaban

Eredményeinket 0sszegezve megallapithatd, hogy biotikus ¢€s abiotikus tényezok
egyarant fontos szerepet jatszanak a tiinetek kialakitasaban. A korokozok kozil a
Pestalotiopsis funerea-t izolaltuk gyakrabban a fert6zott novényi részekrél. Jeewon és mtsai.
(2004) is a ciprusfélékrél a leggyakrabban izolalt korokozoként emlitik a gombat. A
szakirodalmi adatok alapjan nagyobb jelentOséggel biré és sulyosabb megbetegedéseket

okozd6 Seiridium cardinale-t csak két esetben izolaltuk.

Elsoként azonositottuk a korokozot hazankban molekuléris vizsgalattal alatamasztva.
A csornai nodvényallomanyban lathaté eldrehaladott tiinetek és rakos sebek alapjan
feltételezhetd, hogy a kérokozo hosszii évek ota jelen van az orszagban. Annak érdekében,
hogy pontosabb képet kaphassunk a Seiridium cardinale magyarorszagi elterjedésérol,

orszagos szintli mintagylijtésre €és tovabbi vizsgalatokra lesz sziikség a kovetkezd években.
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6. Osszefoglalas

Vilagszerte, igy hazdnkban is egyre nagyobb teret hdditanak a diszndvények kozott az
orokzoldek. Kozteriileteken és magankertekben egyarant kozkedvelt és kényelmes megoldas a
tujak vagy a ciprusfélék iiltetése, hiszen a téli nyugalmi iddszakban is €lvezhetjiik a lomb
diszitéértékét. Ultetésiik soran azonban szamolnunk kell biotikus és abiotikus tényezékkel,
melyek veszélyeztetik a telepitett allomanyokat. Magyarorszagon az elmult egyre gyakrabban
talalkozhatunk elhalé hajtasokkal, illetve agakkal, melyek sulyosan rontjak az emlitett
novények diszitéértékét. Vizsgalataink sordn célul tiztiik ki annak megallapitasat, hogy mely
korokozok felelések az 6rokzold novények (elsdsorban a leylandi ciprus) agelhalasaért és
pusztulasaért. Célul tiiztiik ki a kérokozok izolalasat taptalajon, tovabba azok azonositasat és
jellemzését morfologiai és molekularis modszerrel. Munkank soran 10 mintat gytjtottiink az
orszag kiillonbozod részeirdl, magankertekbdl és kozteriiletrol. A korokozok tiszta tenyészeteit
PDA taptalajon allitottuk eld.

Két esetben izolaltunk Seiridium cardinale és a 7 esetben Pestalotiopsis funerea
kérokozot a tiineteket mutatdé ndvényi részekrdl. Két minta esetében korokozot nem sikeriilt
azonositani a fert6zott novényi részekrdl, igy valdsziniileg abiotikus tényezok allhattak az
elhalas hatterében.

Seiridium cardinale esetében az elhalas a fas részek feldl indult és gyorsan terjedt a
hajtasok vége felé. Az érintett részeken rakos sebeket és erds mézgaképzdodést figyeltliink
meg. A korokozod konidiumai orsé alaktak, hat sejtbdl allnak. A szaporitoképletek
acervuluszban képzddnek, melyek a fas részeken elszortan helyezkednek el. A termdtestek
kezdetben epidermisszel fedettek, majd a borszovet felszakadasa utan valnak lathatova.

Pestalotiopsis funerea korokozo esetében az elhalds a hajtas végétdl indul és halad
fokozatosan a fas részek felé. A termétestek pontszeriiek, melyek elszortan helyezkednek el a
fert6zott hajtasokon. Az acervuluszban képz6dé konidiumok 6tsejtiiek, és a bazalis és apikalis

zaro sejteken jellegzetes nyulvanyok figyelheték meg.

Els6ként bizonyitottuk a Seiridium cardinale magyarorszagi megjelenését molekularis
modszerrel is alatamasztva. Hogy teljesebb képet kaphassunk a korokozo hazai elterjedésérdl,

az elkovetkezendd években tovabbi vizsgdlatokat tartunk sziikségesnek.
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