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1. BEVEZETES

Erdégazdalkodasunknak mind az allami, mind pedig magan szektordban kiemelked6 a
szerepe az Ultetvényes fatermesztésnek. Az (ltetvényes fatermesztésen belil
nyartermesztésiink jelentésege a legnagyobb, mert a tékemegtértlés viszonylag gyors,
hektaronként igen magas fatdmeget ad és a jO minéségii faanyaganak ipari felhasznalasa
biztositott. A novények barmilyen szinti monokultiraban torténé termesztése azonban
komoly novény-egészségiigyi probléméakat vet fel, ezek ismerete és valamilyen szinti
kontrollaldsa nélkil a termesztés nem mikodhetne. Kilonoésen igazak az elébbiek, ha
figyelembe vesszik, hogy a nyarak esetében igen nagy a jelentésége a nemesitésnek.
Napjainkra nagyon sok azon kultivarok, fajtak szama, amelyek éppen a minél gyorsabb
novekedésre és minél jobb mindségli faanyagra torténé nemesitésnek az eredménye. Jelen
palyazat munkalatai soran célunk az volt, hogy a nemesnyarak termesztése soran felmeril6
korokozd gombafajokrol adatokat gydjtsiink, illetve a monokulturdban torténé termesztés
novénykaortani problémaira ravilagitsunk, és megoldasi javaslattal éljink.

A nyéarak novény-egészségugyi problémai kozil a térzson megbetegedést okozd fajok a
veszélyesebbek, hiszen amig a lombkarositok tamadésaval szemben van esélye a névénye-
gyednek, addig a kéreg megbetegedéseket okoz6 fajokkal szemben gyakran mar nincs, és sok
esetben a betegség vége a novény pusztuldsa. A nyarakon a kéregfekely megbetegedést
gombak illetve baktériumok idézhetik el6. Ezek sordban is a legveszélyesebb kdrokozd
gombafaj a Dothichiza populea. Csemetekertekben és anyatelepeken okozza a nagyobb
problémat, de allomanyokban is gyakori, kilondsen a prediszponalt allapotd egyedek
fogékonyak a tamadasaval szemben. Eppen ezért munkank soran elsésorban ennek a
korokozonak az eléfordulasi adatait gyajtottik be és vizsgaltuk terepi és laboratoriumi
korialmények kozott.

Vizsgaltuk tovabba a Cytospora chrysosperma (Pers.)Fr. (teleomorf: Valsa sordida Nits)
illetve a Cytospora nivea (Hoffm.)Sacc. (teleomorf: Leucostoma niveum (Fr.)Hohn)
eléfordulésat, hiszen eddigi adataink legtdbbszor csupan Cytospora sp.-re vonatkozéan
vannak. A két faj szétvalasztasa csupan a konidiumok merete alapjan lehetséges és egyes
irodalmi adatok arra utalnak, hogy megjelenésik csupan valamely mas okbdl elpusztult,
beslippedt kérgen tapasztalhatd, ezért fontosnak iteltik a korokozdok pontos hatarozésat és
eléfordulési adatainak pontositasat.

Munkank soran kivancsiak voltunk arra, hogy vajon a gombak mellett méas elélénycsoport
képvisel6i is részt vesznek-e a torzs megbetegitésében. Az irodalombdl ismert, hogy
baktérium fajok kozll a Xanthomonas populi szintén okozhat kéregrakot. Hazai adatunk a
korokozd el6fordulésarol ez idaig — szerencsére - még nem volt.

A nyérasokban a lombon eléforduld korokozok kdzott jelentds szerep jut a levélrozsdat
okoz6 Melampsora fajoknak. A megbetegedés féleg csemetekertekben és anyatelepeken okoz
problémat, de erdositésekben és allomanyokban is mindenitt elé6fordul. Legjelentésebb fajai a
Melampsora larici-populina és a Melampsora allii-populina. A koérokozok kartételikkel
gatoljak a hajtascsucsok beéréset és a korai lombhullassal névekedés-csokkenést okoznak. Az
ismételt erés fertozések kdvetkeztében pedig a fajtak legyengiilnek és utat nyithatnak a joval
veszélyesebb kéregmegbetegedest okozd korokozoknak. A rozsdagombék prediszpozicios
hatasa miatt elsésorban ezen korokozok mélyrehat6 vizsgélatat terveztik. Volt egy masik oka
is a rozsdagombak komolyabb vizsgalatanak, nevezetesen hogy az egyes fajtak betegségekkel
szembeni toleranciajanak igen jo tesztelésére van lehetéségunk egy konnyen elvégezhet6
laboratériumi modszer segitségével.

A téma kidolgozasahoz a lehet6 legalkalmasabb mddszereket kerestiik, hiszen barmely
munka eredményessége szempontjabol a modszer j0 megvéalasztdsa donté lehet. Témank



esetében a kérokozo fajok identifikalasara a klasszikus morfoldgiai modszerek mellé egy
PCR- technika alkalmazasat is terveztik. A még viszonylag Ujnak minésitheté technika nagy
biztonsaga predesztinélja a nehezen feldolgozhat6 nemzetségek vizsgalatara.

Munkank eredményeként a kovetkezoket terveztik:

e a kéreg-megbetegedést el6idézé fajok legveszélyesebb kdrokozoja, a Dothichiza populea
hazai populécidjanak a minél teljesebb hazai feldolgozésa,

e mas korokozd fajok (irodalmi adatok szerint esetleg egy baktérium faj, a Xanthomonas
populi ) esetleges jelenlétének és szerepének elsé hazai tisztazasa a kéregbetegségekben,

e a Melampsora nemzetség nyarakon karosito fajainak elsé teljes hazai feldolgozéasa (amely
eredmények nyoman feltételezhet, hogy az eddigi elképzeléseinket a
nyarrozsdagombakkal kapcsolatosan revidialni kell),

e a Melampsora fajok azonositdsa soran a klasszikus morfologiai mddszer és egy Uj
molekularis genetikai modszer dsszevetése elsoként a vilagon.

2. ANYAG ES MODSZER
2.1. TEREPI FELVETELEK ES MINTAGYUJTES

Munkank megkezdesekor a legfontosabb nyartemeszté kodrzetekben kijelolt parcellakon
mintafak kijeldlése tortént meg és ezen mintafdk terepi mindsitésével dontéttik el a
kilénbdz6 nyarfajtak eltér6 fogékonysagat az egyes kérokozokkal kapcsolatosan. A
mintaparcellak kijellésére a Tiszantulon, a Duna-Tisza kdzén és a Dunantdlon kertlt sor. A
mintaparcelak kijeldlésekor fontosnak tartottuk, hogy a terepi felvételek soran lehetéleg
valamennyi jelentés nyartermeszt6 korzetbol keruljenek begytjtésre korokozok, hogy esetleg
az Okoldgiailag eltéré terliletek kozott is tudjunk Osszehasonlitasokat tenni. A felvételek
szama legkevesebb két, a legtébb — tavaszi és 6szi id6szakban is — nyolc alkalom volt. Az
alabbi tablazatban (1.tabl.) felsoroljuk az erdérészletek helyszineit, a vizsgalt nyarfajtakat
valamint a vizsgalt egyedek szamat.

1. tablazat A jelzett terileteken a vizsgalt egyedek szama (db):

Fajta: | Panndnia | Kopecky | Koltay BI Agathe 1214 Meggy- H-328

m\ leveli

Tyukod 5B 16 23 21 14
Nyirmihalydi 5C 24 20 25 29 27

Tiszacsege 1B 21 20 21 20

Abédszalok 23F 50 33 29 31 50 42

Komadi 32A 42 36 12 24 42 37

Gerla 28A 16 28 23 29 65

Kecskemét 63H 32 24 32 32 32
Mélykut 31E 57 49 42 55 57 40
Lajosmizse 9B 47 51
Kecel 8D 38 18 28 26
Tortel 5F 35 38 32 35 36

Kapuvar 16E 24 24 24 20

Tapolca 38C 24 24 32 16 20
Zalavar 8A 37 15 20
Zalavar 4A 20 8

OSSZESEN 383 305 103 | 239 324 392 79 189




A VIZSGALATI METODIKA

A kittizott teriileteken megtortént a vizsgalando fak egyedi jel6lése, és a 16 x 16 km-es
nemzeti egészségugyi felvételek elfogadott metodikajat kovetve elvégeztiik a parcellak
egészségugyi vizsgalatat elsésorban azzal acellal, hogy az egyes eltéré fajtak, klénok,
kultivarok, eltér6 terméhelyi adottsagok kozotti eltéré biotikus és abiotikus tolerancidjat
megallapitsuk a tovabbi vizsgalatokhoz:

ELSZINEZODES: egészséges korona, nincs elszinezédés//elszinezédés van, sarguld, nem
egészséges szint korona

LEVELVESZTES: mértéke /10 %-os becsléssel/

LEVELVESZTES OKA: lombragas, gombakarositas (fajok), fagy, hoség, aszaly, korai
lombhullas, szélverés, vadragas, egyeb, ismeretlen (Fontosnak tartottuk a lehetéségekhez
mérten az okok feltardsat éppen a bevezetékben elmondottak miatt, ezért igyekeztiink az
egyes karok mertékének regisztralasa mellet azok lehetséges okait is feljegyezni, illetve a
korokozokat begytjteni. Tettilk ezt dontéen a tervezett késébbi vizsgalatok - az egyes klonok
betegségekkel szembeni egyedi vizsgalata el6zetes felmérése okan. Az egyes kldnokkal
tervezett késébbi provokativ visszafertézési kisérletek beéllitdsanél ezen el6zetes adatokat
vettik figyelembe.)

RUGY- HAJTASKAR: mértéke (20%-0s becsléssel)

RUGY- HAJTASKAR OKAI: vékonyagelhaléas, elszéaradt vazag, torzulasok, gubacsok,
xylofag kartevok, abiotikus, cslcsszaradas, fagyongy, fakin, vadragas, egyéb, ismeretlen,
apolasi karok. (itt is mintavetelek!)

TORZSKAROK: torzstaplok (fajok) golyvak, rakos sebek, fekélyek (fajok), kéregtetiik,
pajzsteti, xilofag rovarok, fagyléc, fagyrepedés, villam, kéregsebzések, héjaszas, torzstores,
viharkar, széldontés, hdnyomott torzs, vadkar-hantas, ragés, vadkar-dorzsolés, vadkar-tores,
korhadt aggocs, bélkorhadés, avartiiz okozta kar, villasodas, homokverés. (mintavételek!)
GYOKFO- GYOKERKAROK bekorhadt tusko, gydkérkarositd gombafajok, egyéb gomba,
avartiiz nyomai, kozelitési seriilés, pajorkar, vadkarok, xilofag rovarok, golyva, rakos sebek.
(mintavételek!)

A felvételek sordn minden egyedileg megfestett fa a vizsgélat targyat képezte. Ennek soran
tehat nem csupan a felveteli adatlapok kitdltese tortéent meg, de mintagytjtesek is torténtek.
Valamennyi olyan esetben, amikor az illet6 karféleség meghatarozédsa a kesébbiekben
fontosnak tiint, mintat vettlink a laboratoriumi vizsgalatok céljara. Az egyedi jel6lés lehetove
tette, hogy ezen mintavéleti helyekrél szilkség esetén megismételhessiik a mintak gyiijtéset.
Ezeknek a mintdknak a hatarozasi eredményei segitettek jobban feltarni a kar- és kdrokozok
jelenlétét, egyes hazai szempontbol fontosabb (Dothichiza populea, Melampsora sp.) fajok
esetleges életmodvaltozasait nyarasainkban.

2.2. KOROKOZOK IZOLALASA, BEGYUJTESE, TENYESZETEK KESZITESE,
LABORATORIUMI TAROLASA

Termeészetesen minden lehetséges kor- és karokozoét szerettiink volna begyijteni. A kutatas
megkezdésekor azonban fontossagi sorrendet kellett felallitanunk annak érdekeben, hogy a
legveszélyesebb kdrokozok vonatkozasaban valdban pontos adataink legyenek, ezek alapjan a
kovetkezoket tartottuk a legfontosabbnak begyiijteni:



Nyar kéregfekély:
Cryptodiaporthe populea (Sacc.)Butin imp.: Dothichiza populea Sacc. et Briard

A fak torzsén es az agakon kerek vagy hosszikas kéreg-beslippedések kepzédnek
Olomszirke elszinezédéssel. A kéreg alatti szOveti részek elbarnulnak, megfeketednek,
elhalnak. Az elhalast kdvetéen hamarosan megjelennek a gomba ivartalan, 1-2 mm nagysagu
fekete piknidiumai. Erés fertézés foleg csemetekertekben fordul el6 és a vesszék pusztulasat
okozhatja. Id6ésebb fakon a kéreg enyhe beslippedése, sotétedese jelzi a fert6zést. Tavasszal a
novekvé foltok szegélye vilagos-barna és feketés elpusztult részeket tartalmaz. A kéreg
néhany hét alatt felreped. Strtn tartott allomanyokban és fiatal csemetéken az agak tovén,
rigyek kornyékén a levélripacsokon keresztil torténik a fertézés. A ferté6zéshez nagyon
lenyeges a ndvenyek turgorcsokkenése, gyengiltsége. A dugvanyok 20% vizvesztése mar
kedvezo feltételeket teremt a korokozonak.

Nyarkéregpusztulas:
Cytospora chrysosperma (Pers.)Fr. perf.: Valsa sordida Nits
Cytospora nivea (Hoffm.)Sacc. perf.: Leucostoma niveum (Fr.)H6hn

A nyérak elhal6 kérgén jelennek meg a gombara nagyon jellemzé fonalszerii narancssarga
konidiospdrak. Megjelenésiik ott varhatd, ahol elpusztult, bestippedt kéreg van. Amig a sarga
konidiospdérak nem jelennek meg, a korkép nagyon hasonlit a kéregfekély korképehez. A
korokozok elleni megel6z6 védekezés csak anyatelepeken sziikséges.

Taptalajok:

A korokozok izolalasa a Korhonen-féle (malatakivonat 10 g es agar 15 g 1000 ml
csapvizben) és a Pagony féle (malata 30 g, gliikéz 20 g, KH,PO, 2 g, agar 16 g 1000 ml
csapvizben) taptalajon, a tovabbiakban az izolatumok fenntartasa a Pagony-féle taptalajon
tortént.

A hatadrozashoz hasznalt irodalmak:

Banhegyi J.; Téth S.; Ubrizsi G.; Voros J. (1985): Magyarorszag mikroszképikus gombainak
hatarozékonyve. Akadémiai kiadd Bp.

Butin H. (1996): Krankheiten der Wald-und Parkbaume. G.T.Verlag Stuttgart, New York

Nyéarrozsdagombak:
Melampsora larici-populea Kleb.; Melampsora allii-populea Kleb.

A levelek szinén vilagoszold foltosodas, a fonakon pedig narancssarga kolonidk
forméajaban jelennek meg a gomba uredotelepei. A fert6zés idépontja nyar vége. A lehullott
leveleken tavasszal jelennek meg a kdérokozo teleutotelepei majd a bazidiospérak a koztes-
gazdandvényeket (Larix ill. Allium fajok) fert6zik, és nyar végen jelenik meg a gomba uredo
alakja a f6 gazdandvény levelein. Az ismételt fert6zésnek Kkitett érzekenyebb klonok
legyenguilnek, és masodlagos fert6zést szenvedhetnek. A kdrokozo elleni megel6z6 védekezés
anyatelepeken szlikséges.

A gyiijtemény fenntartasa:

Minden esetben uredospordk begytjtése tortént meg, azok gyiijteményben tartdsa
folyamatosan —82 C°-on torténik Eppendorf-csdvekben. Arra kilénds gondot forditottunk,
hogy csak egy uredotelep 'termése’ keruiljon egy mintaba. Ez a tervezett tovabbi — a fajok
illetve a faj alatti egysege meghatarozasa - vizsgalatok miatt kiilondsen fontos volt.

A hatérozéshoz hasznalt irodalmak:
Taris, B. (1968):Contribution a I’étude des rouilles des Populus observées en France. Ann. Epiphyties,
1968, 19, (1), pp.: 5-54.




Lanier, L.; Joly, P.; Bonboux, P.; Bellemre, A. (1978): Mycologie et pathologie Forestieres. Masson,
Paris, New York, Barcelona, Milan. 1978.

2.3. LABORATORIUMI VIZSGALATOK

Torzskarositok:
Téaptalajok, telepmorfolégia, ndvekedésvizsgalat

Mindharom torzskarositd vonatkozasaban a mar jelzett Korhonen és Pagony-féle
taptalajokon végeztink novekedési vizsgalatokat es 14 napig naponta mértik a
novekedésiiket. Az adatok 6sszegzése ndvekedési gorbéken tortént. Az 6sszesen 154 izolatum
esetében az elteré termeszté korzetek izolatumait vetettiik elészor 6ssze, majd a harom
korokoz6 eltéré oOkoldgiai kornyezetb6l szarmazd izoladtumainak az igy kapott ’atlag-
novekedesgorbéjét’ abrazotuk egy grafikonon jelen zarojelentésben. (Mindharom korokozo
esetében a Tiszantulrdl, a Duna-Tisza kozérél és a Dunantulrol szdrmazé izolatumok
egyuttese képezett egy-egy csoportot.)

Melampsora fajok:
A fajok hatdrozésa

A korokozok meghatarozasat, a varhatoan két faj szétvalasztasat egyrészt az uredosporak
és a parafizisek morfoldgiai kulénb6zésége Taris (1968), valamint azok irodalombdl ismert
méretek alapjan alapjan vegeztik el.
Morfometia

Ismert, hogy az uredospdérak merete alapjan a két faj szétvalaszthatd, azonban ezek a
mérési adatok a megfelel6 irodalmakban szerzokkent eléggé valtozd értékeket mutatnak.
Ezért fontosnak tartottuk, hogy a gytjtés soran késziilt preparatumok pontos mérési adatai is
feldolgozasra keriljenek. A mérések soran minden minta esetében tiz-tiz uredospdra hossz és
keresztmetszet értéke, valamint a kett6 aranya szolgalt a statasztikai feldolgozas targyaul.
Levélkorong modszer

Miutan terepi felvételek sordn megismertik az egyes nyarfajtak biotikus és abiotikus
stressztolerancidjat kivancsiak voltunk egyetlen korokozoval, a Melampsora fajokkal
szembeni tolerancidjukra. A vizsgalat soran a levélkorongos mddszert alkalmaztuk Singh és
Heather (1981) munkdja nyoman. Ennek soran a levelekbdl kivagott azonos méreti
levélkorongok specidlis tenyészté edénybe kertltek, ahol a steril kézegben desztillalt viz
feluletén Usztak, igy biztositottuk az uredospérdk szamara a megfelelé koriilményt a
kicsirazashoz. A provokativ ferté6zés sordn az azonos koncentraciot mikroszkop és Birker
kamra segitségével biztositottuk. A sporék kijuttatasa steril desztillalt vizben szuszpendalva
tortént. Az elvégzett provokativ visszafertézést kovetéen a tenyészté edények termosztalt
helyiségbe kerultek - szabalyozott fény-, homérséklet- és paratartalom kozé. A kiértékelés
soran az els6 uredotelepek megjelenése datumatdél minden nap leszdmolasra keriltek a
Kicsirazott spérakbdl kialakult telepek. A vizsgalatot addig folytattuk, amig az uredotelepek
szama mar nem ndvekedett tovabb. A vizsgalat idétartama altagosan a fertézéstol szamitva
20-30 napig tartott.

2.4, MOLEKULARIS VIZSGALATOK

Nemesnyarfajtak eltérg fogékonysaga kapcsan a névények molekularis vizsgalata

A fenotipusos vizsgalatokat egyrészt tehat terepi felvételek valamint a laboratoriumi
levélkorongos maodszerrel is elvégeztik. Az igy megvizsgélt fajtabdl kerlltek kivalasztasra a
molekularis vizsgalatra szant eltér6 tolerancidju fajtdk (nagyon fogékony, kdzepesen
fogékony és tolerans). A molekuléris vizsgalatok céljara 12 mintat hoztunk létre, valamennyi



klon onalléan képezett egy-egy mintat és a harom fogékonysagi csoportbdl is készitettiink
harom dsszetett mintat (poolt). Ennek a 12 mintanak a vizsgalatat végeztik el molekularisan.
Azt feltételeztlik, hogy a fenotipusosan jol leirhatd killénbdzésegeket a genotipus molekuléris
vizsgalata soran is igazolni tudjuk. Ennek érdekében a klonokat illetve a harom jol
elkllonithet6 fogékonysagi csoportot jellemeztiik molekularisan RAPD médszerrel.

DNS izolalas

Az izolélds a DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen) hasznalataval tortént. A DNS minéségét és
mennyisegét agardz geélen ellenériztik és miutan megfelelének itéltlk, ezt hasznaltuk templat
DNS-ként a RAPD analizis soran.

RAPD analizis

A RAPD reakciokat BioRad i Cycler készulékben végeztik. A 0,2 ml-es PCR csovekben a
kovetkez6 komponenseket mertik Ossze: 10-20 ng templat DNS, 6 pM primer, 1x-es
koncentraciéju PCR puffer, 2 mM MgCl,, 0,75 uM dNTP és 1,2 egység Taq polimeraz
(Promega). Végterfogat 10 ul. A kovetkez6 reakcid-lepéseket allitottuk be: 2 perc 94 °C majd
40 x ismeétlédéen: 10 s 94°C, 30 s 36°C, 1 perc 72 °C végll 2 perc 72 °C Az alkalmazott
primerek a kovetkezok voltak: OPU08, OPX11, OPZ14, OPKO01, OPDO05, OPA04, OPG10,
OPG18, UBC354.

Futtatas, festés, értékelés

Az amplifikdcié eredményét horizontélis, 1,2 %-os (FMC) agar6z gélelektroforézissel
elemeztik etidium-bromidos festést alkalmazva. Az értékelés soran a mintazatok kozil csak a
f6 savokat vettik figyelembe. A Kkiértekeleshez és a dendrogrammok elkészitésehez
statisztikai szoftvercsomagot hasznaltunk.

A Melampsora fajok molekularis vizsgalata

Munkank sordn nagy jelentosséget tulajdonitottunk a fajok azonositdsdnak nemcsak a
klasszikus modszerek, de molekularis modszerek alkalmazasaval is. Tervezett munkanknak
elsédleges oka az a feltételezésiink volt, hogy a M. larici-populina Nyugat-Europabol mar
ismert eltéré patogenitasu rasszai hazankban is jelen lehetnek. Feltételezésinket elézetes
terepi felvételezések illetve laboratoriumi levélkorongos maédszer vizsgalati eredményeinkre
alapoztuk. A vizsgalat els6 lépése a DNS izolalas komoly nehézségekbe (itkdzott. Az
uredosporakbol prébaltunk megfelel6 mennyiségti DNS-t  Kkivonni, erre azonban az
irodalomban nagyon kevés adat volt, illetve a talalt modszerek nem voltak alkalmasak.
El6szor a novényanyag vizsgalatanal mar bevalt DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen)-et
hasznalatuk, sikerteleniil. Majd megprobalkoztunk az irodalomban talalt médszerekkel (Pei,
1977, 2000,). A legtobb esetben azonban sikertelendl. Valdjaban a legtobb recept 10 mg
uredospdrabdl indult és ez nem volt egészen viladgos. Zavarunk targya a kovetkezé volt.
Amennyiben nagy biztonsadggal akarunk egy fajt meghatarozni, azt egyetlen uretotelep
‘termésének’ a vizsgélataval tehetjik csak és megitélésink szerint akdr 1 mm tavolsagban
kicsirazott masik uredospora telepe mar lehet egy masik faj telepe. Egyetlen uredotelep
‘termése’ pedig a legritkdbb esetben éri el a 10 mg-os mennyiséget. Maximum2100-200 db
uredosporat lehet egyetlen teleprsl begyiijteni. Ugy tiint azonban, hogy ez nagyon kis
mennyiség a DNS izolalasahoz. Végul Tian et al. (2004) munkaja nyoman leirt mddszer
elokeszitési szakaszat modositottuk és igy sikeriilt a DNS izolalas. A mddositas 1ényege, hogy
a uredospordkat nem (veglapok kozott probaltuk 6sszetdrni, hanem Kkilonb6zé méreti
Uveggyongyokkel végeztik a sejtfal feltoréseét.

3. EREDMENYEK

3.1. TEREPI FELVETELEK ES MINTAGYUJTES



A terepi vizsgalatok eredményeinek 0Osszegzeése soran a célunk az volt, hogy a
nemesnyarfajtak biotikus toleranciajat megallapitsuk. Nem tartottuk fontosnak jelen vizsgalat
soran az egyes eltéré termohelyi adottsagu teriiletek adatainak 6sszehasonlitasat, szamunkra a
legfontosabb az volt, hogy az egyes fajtdk kozott fogékonysagi csoportokat tudjunk
kialakitani. A kapott eredmények segitettek kivalasztani azokat a fajtikat, valtozatokat,
amelyek a legfogékonyabbaknak mutatkoztak a biotikus stresszhatasokkal szemben.
Természetesen az adatok ilyen jellegi 6sszegzése csupan tendecidjaban igaz, am jelen
céljaink elérése érdekében ez elegendének mutatkozott.

B Elszinezédés

W Levélvesztés

O Rigy-hajtaskar

O Torzskar

B Gyokeér-gyokfokar

1. &bra. Nemesnyar fajtak eltéré biotikus sterssztolerancigja kulonbdzé karokkal szemben.

A kilonbozé fajtak felvételi adatanak 6sszegzése alapjan jol érzékelhet6 a 1ényeges kilénbség
az egyes nyarfajtak fogékonysaga kozott (1.abra). Ha az osszes terepi felvételek soran
0sszegyijtott adatot 6sszegezziik, az alabbi abrat készithetjik el (2. abra).
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2. &bra. Nemesnyar fajtak eltéré biotikus sterssztoleranciaja.

Az abra alapjan mar jol kivalaszthatd a nyarfajtaknak az a harom f6 csoportja, amely a
nagyon fogékony, kdzepesen fogékony és tolerans jelzékkel illetheté. Ezzel tulajdonképpen
az altalanos biotikus stresszel szembeni fogékonysagot illetve toleranciat jellemeztik és a
késébbi molekuléris vizsgalathoz el6zetes eredményekkel rendelkeziink a vizsgalt fajtak
vonatkozasaban.

3.2. IZOLALAS, GYUJTEMENY, A TENYESZETEK LISTAJA

A korokozok begyiijtése utan csak azok a torzsek kertltek gytijteménybe — természetesen —
amelyek pontos hatdrozasa megtortent. Az aldbbi tablazat (2. tablazat) fajonként,
nyartermeszt6 korzetenként tartalmazza a jelen kutatasi periddus alatt Gsszegyijtott és
gyijteménybe ker(lt izolatumok szamat.



2. tablazat. A kutatasi periddus alatt gyiijteménybe kerllt izolatumok.

Kérokozo faj:

Szarmazasi hely:

Minta illetve izolatum (db):

Osszes
izolatum (db)

Dothichiza populea Tiszantul 32 (Dotl.-Dot32.)

Dothichiza populea Duna-Tisza kdze 22 (Dotl.-Dot22.) 84
Dothichiza populea Dunantul 30 (Dotl.-Dot30.)

Cytospora nivea Tiszantul 14 (Cytnivl.-Cytniv14.)

Cytospora nivea Duna-Tisza kdze 10 (Cytnivl.-Cytniv10.) 36
Cytospora nivea Dunantul 12 (Cytnivl.-Cytniv12.)

Cytospora crysosperma Tiszantul 13 (Cytcryl.-Cytcry13.)

Cytospora crysosperma Duna-Tisza kdze 11 (Cytcryl.-Cytcry11) 38
Cytospora crysosperma Dunantul 14 (Cytcryl.-Cytcryl4)

Melampsora larici-populea Tiszantul 62

Melampsora larici-populea Duna-Tisza kdze 24 215
Melampsora larici-populea Dunantul 129

Melampsora allii-populea Tiszantul 44

Melampsora allii-populea Duna-Tisza kdze 21 131
Melampsora allii-populea Dunantul 66

3.3. LABORATORIUMI VIZSGALATOK

Torzskarositok ndvekedésgodrbéi:
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A begyijtott Dothichiza populea torzsek névekedési gorbéi eltér6é okoldgiai és termohelyi

kornyezetben. Jelmagyarazat: K1= Tiszantul; K2=Duna-Tisza kdze; P1=Dunantul
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A begytjtott Cytospora chrysosperma torzsek novekedési gorbéi eltéré 6koldgiai és
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terméhelyi kornyezetben. Jelmagyaréazat: K2= Tiszantul; P1=Duna-Tisza kdze; k=Dunantul

A begyjtott Cytospora nivea torzsek novekedesi gorbéi eltéré okologiai és termohelyi
koérnyezetben. Jelmagyarazat: K1= Tiszantul; K2=Duna-Tisza kdze; P1=Dunantul



Melampsora fajok:

A fajok hatérozasa, a két faj szétvalasztasa mikromorfologia alapjan

A két Melampsora faj meghatarozasa nyoman minden eddigi hazai adattdl eltéréen azt az
eredmeényt kaptuk, hogy lényegében két faj okozza szinte azonos aranyban a
megbetegedéseket, kisse eltéré 6koldgiai igényliknek megfeleléen szinte felosztottdk egymas
kdzott az orszagot a kdvetkezoképpen:

Melampsora  allii-populina M. larici-populina

Tiszantul a 106 mintabdl: 44 db 62 db
42% 58%
Duna-Tisza koze, a 45 mintabol: 21 db 24 db
45% 55%
Dunantul, a 195 mintabdl: 66 db 129 db
34% 66%
OSSZESEN 346 mintabdl: 131 db 215 db
38% 62%

Ha ezekbdl az adatokbol kivessziik a két nagy csemetekert adatat és csupan az allomanyok
illetve kisérleti parcelldk adatait 6sszegezziik, akkor a kdvetkezo6t kapjuk:

Melampsora  allii-populina M. larici-populina

A Dunatél keletre: 58% 42%
A Dunétdl nyugatra: 45% 55%
Morfometia

A 346 db mintabdl kivalasztott 100 db minta preparatumanak a vizsgalata tortént meg.
Ennek soran minden preparatum esetében 10-10 spora mérését végeztik el és ennek
eredményeét lathatjuk a kdvetkez6 grafikonon:
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3. &bra A morfometriai adatok feldogozasanak eredménye
Levélkorong modszer

A levélkorongos modszerrel a rosdagombakkal szembeni laboratériumi fenotipusos
vizsgalatokat a kovetkez6 fajtakon végeztilk el és az alabbi eredményt kaptuk (3. tablazat):



3. tAblazat Nemesnyérfajtak eltéré fogékonysagu csoportjai

TOLERANS KOZEPESEN FOGEKONY NAGYON FOGEKONY
Hoogvorst Beaupre 74 006
1273 Blanc de P. Agathe
Koltay Ghoy BI
Kopeczky 1214 Raspalje
Meggyleveli 1-45/51 Robusta
Pannodnia Kornik Sudar
S-299-3 Parvifol Unal
S 298-8
Triplo

3.4. MOLEKULARIS VIZSGALATOK
A fajtak és eltérg fogekonysagu pooljaik molekuléris vizsgalata:

A molekularis vizsgalatra szant fajtdk kivalasztasa soran a rozsdagombakkal szembeni
fogékonysag mellett tovabbi szempontokat is figyelembe vettink, igy a hazai
koztermesztésben elfoglalt helyik, ismert fontos egyéb tulajdonsagaik, jellemzéik illetve a
sajat terepi felvételek soran 0Osszegyujtott adatok. A 4. sz. tablazatban az elSbbiekben
jelzetteket, tovabba sajat vizsgalati adataimat illetve az irodalmi adatokat 6sszegeztem. A
tblazatban szereplé értékek bizonyos adatok vonatkozéséban elsésorban gyakorlati
tapasztalatokra tamaszkodik és a jobb atlathatosdg kedvéért csupan harom kategoriat
alkalmaztunk. Ennek ellenére igen szemléletesen mutatja, hogy hatarozottan elvalaszthaté az
egyes fajtak betegségekkel szembeni ellenallé képessege, illetve az egyeb, szamunkra fontos
tulajdonséaga. Ha ezt a tablazatot nézziik, azt mondhatjuk, hogy teljesen indokoltnak latszik a
"Panndnia’ térhoditasa, hiszen minden tekintetben a legkivaldbbnak tiinik a hazai adatok
alapjan. Az adatok hasonloképpen alatdmasztjiadk a ’Kopeczky’ jelentés helyét a
koztermesztésben. Ezen adatok alapjan nem feltétlenil alatdmasztott a masik két jelentés fajta
kdztermesztésben elfoglalt helye, mindenesetre gyakorlati jelentdségik miatt esett rajuk a
valasztés.

4. tablazat. Nemesnyar fajtak biotikus és abiotikus stressztoleranciaja

A koztermesztésben

elfoglalt tertletaranya: . 1. II. V. V.
‘Pannonia’ 49% 1 1 1 1 1
‘Agathe-F’ 13% 3 3 3 2 1
‘1- 214 9% 3 2 3 2(3) 2
‘Kopeczky’ 8% 1 1 1(2) 1(2) 2 (1)

I. : arozsdagombéakkal szembeni fogékonysaga (1.= nem erzékeny; 2.= kdzepesen érzékeny
és 3.= fogékony a betegséggel szemben)

Il. : a torzskarositokkal szembeni fogékonysaga (1.= nem érzekeny; 2.= kdzepesen érzékeny
és 3.= fogékony a betegséggekkel szemben)

Il.. fagyérzékenysége (1.= nem fagyérzékeny; 2.= kozepesen fagyerzékeny és 3.=
fagyérzékeny)



IV.: termohellyel szembeni igénye (1. = széleskoriien alkalmazhato; 2. = viszonylag jol
alkalmazkodik a szamara kedvezétlenebb termohelyi korulmenyekhez is eés 3. = jo
fatermés csak a szamara kedvez6 terméhelyi korilmények kozott varhato el téle)

V.: fatermés, faminéség (1. = kivalo; 2. = jo és 3.= csak a fajta szdmara megfelel6
kortlmenyek kozott képes a jo fatermésre)

A koztermesztésben nem szereplé fajtakat elsésorban az irodalombdl ismert
rozsdafogéekonysaguk miatt valasztottuk ki (Frey, Pinon 1997; Pinon et al. 1987; Pinon 1992;
Steenackers 1982; Szant6 2000). Ezek alapjan a genotipusos vizsgalatra a kovetkezé fajtakat
valasztottuk, illetve poolokat alakitottuk Kki:

Tolerans: Kozepesen fogékony: Nagyon fogékony:
Pannonia (1) 1 214(11) Agathe(4)
Kopeczky(9) Ghoy(3) Raspalje(8)
Hoogvorst(10) 76 004(7) Robusta(5)
Tolerans pool(2) Kdzepes pool(12) Fogékony pool(6)
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4. abra A fajtak és fogékonysagi pooljaik mintdinak UPGMA dendrogramja a Nei
(1978) féle genetikai tavolsag formula alapjan:

A fajtak rovid jellemzése sajat tapasztalataink és irodalmi adatok szerint:

1. ’Pannonia’ (P. deltoides x P. nigra)

A Melampsora fajok okozta levélrozsdara nem érzékeny, a Marssonina okozta
levélfoltosodasra enyhén erzékeny, a kéregfekely megbetegedésre, tovabba a fagykarosodasra
nem érzékeny. Szinte minden szempontbdl egyike a legjobbnak itélt fajtanak, a legnagyobb
teruletet foglalja el a nyartermesztésben.

2. ’Kopeczky’ (P.deltoides x P.nigra)

A Melampsora fajok okozta levélrozsdara nem érzékeny, kifejezetten ellenallo; a Marssonina
okozta levélfoltosodasra kozepesen érzékeny, a kéregfekély megbetegedésre nem érzékeny,
tovabba a fagykarosodassal szemben sem nagyon érzékeny. A koztermesztésben kedvelt,
igen jonak itélt fajta.

3.”Hoogvorsth’ (P. trichocarpa x P. deltoides)

A Melampsora fajokkal szembeni igen magas toleranciaja kozismert. Az irodalmi adatok
alapjan egyike azon klonoknak, amely a kérokoz6 immar egyre agresszivebb rasszainak —
nevezetesen a csupan néhany éve megjelent E6. szamunak — a tdmadasat is képes toleralni. A




korokozd rasszainak elvélasztasanal igen fontos szerepe van a laboratériumi vizsgéalatok
soréan.

4.’1-214’ (P.deltoides x P.nigra)

A Melampsora fajok okozta levélrozsdaval szemben kozepesen érzékeny — inkabb csak
csemetekertben, a kéregfekély megbetegedésre szintén kdzepesen fogékony — de inkabb csak
kedvezotlenebb terméhelyi és kornyezeti viszonyok esetén. A korai és késo6i fagyokra
érzékeny.

5. ’Ghoy’ (P. deltoides x P. nigra /P.x euramericana/ x P. nigra)

A levélkorokozokkal szemben kdzepesen fogékony, torzskarositokkal szemben ellenallonak
ismert fajta. Termesztési adataink nincsenek, irodalmi adatok alapjan azonban ismert, hogy
éppen a Melampsora fajokkal szemben specialis fogékonysaggal rendelkezik — csupan az E4.
szamu rasszal szemben fogéekony.

6. ’76004" (P.trichocarpa x P.deltoides /="Beaupré’/ x P.deltoides)

A levélrozsdaval szemben kozepesen fogékony, torzskarositokkal szemben ellenallonak
ismert fajta. Termesztési adataink nincsenek, irodalmi adatok alapjan azonban ismert, hogy
éppen a Melampsora fajokkal szemben specialis fogékonysaggal rendelkezik — csupan az E3.
szdmu rasszal szemben fogékony.

7.’Agathe’ (P.deltoides x P.nigra)

A Melampsora fajok okozta levélrozsdaval szemben igen érzékeny, mindenekelétt a
csemetekertekben, de a kiultetést kdvetéen 1-3. evben az erddsitésekben is (mindeniitt, ahol a
kornyezeti adottsagok vagy siri Ultetés folytan a talajkozeli, 3-4 m-nyi légréteg erésen paras,
szellozetlen). A karositas sulyos kdvetkezménye lehet, hogy a kelléen be nem féasodott
hajtasok Dothichiza megbetegedésre és fagykarosodasra erésen érzékennyé valnak. Fagytiiré
képessege egyébként megfelels lenne.

8. ’Raspalje’ (P.trichocarpa x P.deltoides)

A Melampsora fajok okozta levélrozsdara és a Marssonina okozta levélfoltosodasra enyhén
érzékeny, a kéregfekély megbetegedésre, tovabba a fagykarosodasra érzékeny. A
koztermesztésbe elsésorban betegségekkel szembeni fogékonysaga miatt nem tudott
elterjedni.

9. ’Robusta’ (P.deltoides x P.nigra)

A hazai kdztermesztésben a 20-as években nagy teruletet foglalt el, de betegségekkel szebeni
fogekonysaga hamar kiderilt. Teljesen kiszorult a termesztésbél. Teszt fajtanak tekinthetjuk
mind a szabadféldi, mind pedig a laboratériumi vizsgalatok soran. A Melampsora fajok
valamennyi rasszaval szemben igen magas fogékonysagot mutat.

Az uredosporak molekularis vizsgalata:

Az irodalomban talalt (Tian et al., 2004) modszer elokészitési szakaszanak az
atdolgozasara volt sziikség. Az uredosporak sejtfalanak a feltorését extrahal6 oldat mellett két
Uveglap kozotti dsszetoréssel is kiegészitették a szerzok. Ebben az esetben azonban szinte
mindig elvesztettik a minték jo részét. Mivel mi csupan 100-200 db uredospérat hasznaltunk
egy mintanak, lényeges volt, hogy minden spora tovabbkertljon. Az lveglapos tores helyett
kétféle méretii Uveggyongyot (0,3 és 0,5 mm) hasznaltunk a mechanikai toréshez az
extrahalé oldattal egy(itt. Az liveggyonggyel egyitt tortént a Wortexes keverés a 37C° —os és
a 96C°-os inkubalas alatt is. Ezzel a modositassal a DNS izolalas sikeresen megtortént. Ennek
eredmeényérol agaroz gelen gy6zodtiink meg, a gél képén jol lathatd, hogy elegendé6 DNS-t
sikerdlt izolalnunk a késébbi vizsgalatokhoz.



5. &bra. A DNS izolalas eredmeénye agardoz gélen

4. EREDMENYEK ERTEKELESE, KOVETKEZTETESEK

41. A NEMESNYAR FAJTAK FENOTIPUSOS VIZSGALATA, TEREPI
FELVETELEK ES LABORATORIUMI VIZSGALATOK

A terepi felvételek soran nyert adatokkal célunk az volt, hogy a nemesnyarfajtak késébbi
molekularis vizsgalatdhoz elter6 fogékonysaglu csoportokat tudjunk kialakitani(lsd.
1.tablazat). Az els6é szembetiin eredmény a klonok hatérozott szétvalasa érzékeny, kevesbé
érzékeny es egyaltalan nem érzékeny csoportokra; fliggetlenul attdl, hogy a vizsgalat az
orszagnak mely pontjan, csemetekertben vagy allomanyban tortént (1.&4bra). A legkevésbé
érzékeny klonok - Koltay, Kopeczky, Pannodnia, S 299-3 és az | 273 - annyira nem voltak
fogékonyak a betegségre, hogy példaul a harom magyar nemesitésii klonrol tovabbi
vizsgalatokra csak nagyon nehezen sikerllt mintat begyijteni az egyes kérokozokbdl (2.abra).
A biotikus és az abiotikus stressztolerancia vizsgalata sordn a koztermesztésben elfoglalt
helyiikkel szinte teljesen paralell eredmeényt kaptunk. Hiszen a szinte egyeduralkod6 Pannonia
foglalja el a nyarterlletek legnagyobb szdzalékat a koztermesztésben és a tobbi magyar
nemesitesi fajta is ilyen terlletet foglal el. Az Agathe-F térfoglalasa azonban
megkérdéjelezhets. Kulondsen ha figyelembe vesszik azt az ismert tényt, hogy ennél a
klonnal mar voltak problémak a torzskarositdo korokozok vonatkozésaban is. Egyértelmiinek
tinik az dsszefliggés e klén hazai koriilmények kdzotti fogékonysaga a rozsdagombak, és mas
korokozok fertézésével szembeni. A fajtdk rozsdafogekonysagaval kapcsolatosan érdemes
kiemelni azt, hogy minden vizsgalt klon azonos mértékben volt fogékony példaul mind a
derecskei mind pedig a bajti csemetekertben. Ez azt latszik igazolni, hogy a rozsdagomba
fert6zésével szemben nem elsésorban a termdhely a meghatarozd, hanem az egyes klénok
egyeni fogekonysaga. lgazolva latszik tehat az a tény, hogy a betegséggel szembeni
rezisztencia kérdése elsésorban genetikai adottsdg. Természetesen igen fontos kérdés a
termohely a korokozo fertézoképessége szempontjabol, hiszen az eltéré kdrnyezeti tényezék
befolyasolhatjak kedvezéen és kedvezétlenll az illet faj fejlodéset, igy fert6zoképességét.
Mégis ebben a vizsgalati sorozatban egyértelmtinek latszik, hogy az eltéré6 termohelyi
adottsagok kozott az egyes klonok szinte teljesen azonosan valaszoltak valamely Melampsora
faj tdmadasaval szemben. Mindenesetre a vizsgalat eredményeként egyrészt sikerllt
kivéalasztani 9 klont a tovabbi molakuléris vizsgalathoz, tovabbd nagyszdmu laboratoriumi
izolatum-gytjteményt sikerult 1étrehozni egyes korokozdkbol (2.tablazat)

A laboratoriumi vizsgalatok sordban elsék kozott inditottuk el a tdrzskérositd fajok
tenyészeteinek novekedésvizsgalatat. Ennek eredményei nyoman arra a kovetkeztetésre
jutottunk, hogy nincs lényeges kiilénbség a begyiijtott izolatumok ndvekedésgorbéi kozott.
Mind a morfologiai, mind pedig a novekedési vizsgalatok eredmenye arra enged
kovetkeztetni, hogy a hazai Dothichiza populea, a Cytospora chrysosperma és a Cytospora



nivea populécid viszonylag egységes. A fajok patogenitasa kdzott nem latszik kilonbség.
Kilon 6rom volt, hogy a nagyon veszelyes — karantén karosito — baktériumos kéregrak
okozojat a Xathomonas populi-t jelen kutatasi periddus alatt még csemetekertekbsl sem
tudtuk izolalni (2.tablazat).

Kutatasi munkank soran elsédleges célunk az volt, hogy a nemesitést segitendd Uj
informécidkat, a gyakorlatban is jol hasznalhatd mddszert mutathassunk fel a fajtak biotikus
tolerancigjaval kapcsolatosan. Megitéléstink szerint ezt az eredményt a Melampsora fajok
vizsgalata soran értuk el. A fajtak fenotipusos vizsgalata soran nyert tapasztalatunk arra enged
kovetkeztetni, hogy a rozsdagombéakkal szembeni fogékonysag igen szorosan korreladl mas
biotikus korokozdval szembeni toleraciaval, fogékonysaggal. Ugyanakkor a rozsdagombakkal
szembeni fogékonsdg vizsgalatdra egy igen egyszerii laboratériumi mddszer all a
rendelkezéslinkre. Eddigi vizsgalati eredmeényeink alapjan nyugodtan mondhatjuk, hogy
amennyiben a nemesités eredményeként kapott fajtajelolt kozepesen, vagy ennél jobban
fogekony a Melampsora fajokkal szemben, akkor nem érdemes vele tovabb foglalkozni, mert
nagy a valoszintiséggel a joval veszélyesebb tdrzskarositdkkal szemben is hasonlé méddon fog
viselkedni.

A nemesnyarfajtak ellenalld képességének fenotipusos vizsgalatat kovetéen a Melampsora
fajok pontos azonositasat iteltik a legfontosabbnak A fajok hatarozasa soran valamennyi
minta esetében (egy minta jelen esetben egy nyarklonrdl begyujtott fertézott levelet jelent)
10-10db, egyetlen 6nallé uredotelepbdl készult preparatum vizsgalata volt a célunk. A
hatarozés soran a klasszikus morfoldgiai modszerek mellet alkalmaztunk egy morfometriai
modszert is (3.4bra). Az volt a célunk, hogy az irodalombdl ismert méretadatokat is
pontositsuk. Ennek eredmeényeként egyértelmiinek latszik, hogy valéban csak két nagy
csoportra volt oszthato a hazai Melampsora populacio. A mikromorfolégiai kilonbozésegek
(az uredosporak alakja és a parafizisek mofologiaja) alapjan végzett fajhatarozas eredménye
alapjan megallapithatjuk, hogy a hazai fert6zéseket két faj okozza. Az is bizonyosnak latszik,
hogy a “vezet6” szerep a Melampsora larici-populina -é. Fontos Uj informécid, hogy a masik
rozsdagombafaj, a Melampsora allii-populina is igen jelentésen okolhatd a megbetegedések
okozéasaért. Ez az informacio kulonosen érdekes, hiszen eddig azt gondoltuk, hogy csupan egy
rozsdagombafaj okozza a betegséget es a szakirodalombdl mar mindkét fajnak ismertek eltéro
patogenitasu torzsei, rasszai. Ha pedig ezen irodalmi ismeretek nyoman feltételezziik, hogy a
Melampsora larici-populina tobb rassza fert6z hazankban a faj altal elfoglalt régidban, akkor
kézenfekvonek latszik egy masik feltételezés is, nevezetesen hogy azokon a terileteken,
amelyeken a M. alli-populina a gyakoribb faj jelen lehet ennek a fajnak is az irodalombdl
ismert tobb faj alatti egysége. Mindenesetre sok kerdés merlt fel vizsgalatok eredményei
nyoman és éppen az eltéro rasszok jelenlétére utalo kérdések, ezért nagyon fontosnak itéltik,
hogy mielébb tisztdzzuk a hazai rozsdafert6zés korokozéjanak pontos meghatarozasa
kérdését. Ezért kezdtiik meg a Melampsora fajok molekularis vizsgalatat is.

4.2. ANEMESNYAR FAJTAK GENOTIPUSANAK MOLEKULARIS VIZSGALATA

A fajtak molekularis vizsgalataval az volt a célunk, hogy a RAPD mddszer alkalmazasa
sorén kuloénbdzo irodalombdl ismert primerek hasznélataval talaljunk olyat, amelyik polimorf
mintazatot eredményez és amelynek a segitségével a Melampsora fajokkal szembeni
fogékonysagot illetve toleranciat molekulérisan jellemezhetjik, illetve hogy lehetéség szerint
talaljunk olyan primert, amely azutdn markerként lesz alkalmazhat6 a Melapsora fajokkal
szembeni tolerancia jellemzésére a kiloénb6z6 nemesnyar fajtdk esetében. A fenotipusos
vizsgalatok eredményekent kivalasztott 9 nemesnyar fajta és a Melampsora fajok okozta
levélrozsdaval szembeni fogékonysag alapjan kialakitott 3 pool, azaz 6sszesen 12 minta
vonatkozasaban (3.tablazat) arra voltunk kivancsiak, hogy vajon a véletlenszeriien kivalasztott



RAPD primerek segithetnek-e a korokozo elleni tolerancia genetikai markerezésében. A
kapott géeleken megjelené fragmentumok értékelése soran az egy-egy primer esetében talalt
azonos fragmentum mintdzatokat csoportositottuk és az igy kapott adatsort egy maétrixba
foglaltuk. A tovabbiakban azt a gondolatmenetet kovettik, hogy ha megprébaljuk
megéllapitani ezen csoportok rokonsagi fokat, valdjaban arra keressik a valaszt, hogy a
fenotipusosan kialakitott fogékonysagi csoportok genotipusosan is igazolhatok-e. Ha ugyanis
az elkészitett matrix alapjan kialakult dendrogramon a kiillénb6zé fogékonysagi csoportok jol
elkilonithetok, genotipusosan is igazoltnak tekinthetjuk a fenotipusosan kialakitott
fogékonysagi csoportokat. Munkank elején természetesen annak a lehetéségét sem vetettik el,
hogy a véletlen primerek hasznalata soran talalunk olyat, amely alkalmas lesz a Melampsora
fajokkal szembeni tolerancia markerének. A futtatdsok eredményei alapjan azonban mar
latszott, hogy erre kicsi az esélyink. A tovabbiakban tehat a fogékonysagi csoportokat
szerettlik volna genotipusosan is igazolni, ezért a matrix alapjan a Nei (1978) féle genetikai
tavolsdg formula, UPGMA dendrogram szerkesztési eljaras populacio genetikai analizist
alkalmaztuk. Az els¢ futtatdsok eredménye nyoman agy itéltik meg, hogy két primer
vonatkozasaban — OPA04 és OPG18 — viszonylag kis polimorfizmust talaltunk még a tobbi
primerhez képest is, ezért a két jelzett primert kihagytuk és csak a maradék négy adatait
felhasznalva készitettliink egy Ujabb matrixot és ez alapjan Gjabb dendrogramot. A vizsgalat
eredmeényeként kapott abran (4.4bra) két f6 klaszter csoportot és a klasztereken belll tovabbi
alcsoportokat kiilonithetiink el. Az egyik f6 klaszterba a ’Kopecky’, a "Hoogvorst’, az ’1-214’
és a kozepesen fogékony pool mintaja tartozik. A masik f6 klaszterbe tartozik a tobbi vizsgalt
minta. Amit itt rogtén tapasztalhatunk, hogy valamennyi nagyon fogékony minta ebben a
klaszterben talalhatd. Osszességében elmondhatd, hogy az eredmények értékelése nem
konnyi, az alkalmazott primerek nem adtak egyértelmii valaszt feltett kérdesunkre. Munkank
soran kapott eredmények alapjan csak azt allithatjuk biztosan, hogy a médszer alkalmas lehet
megfelelé szdmu primer hasznalata esetén arra, hogy bizonyos tulajdonsagok esetében
markereket talaljunk. A téma kidolgozasakor azért valasztottuk a RAPD analizis mddszerét,
mert viszonylag kis mennyiségii templat DNS-t, kis miuszerezettséget igényelnek és a
szlikséges technika sem tul nehéz. Tovabba az is kozrejatszott dontésiinkbe, hogy az irodalmi
adatok biztatdak voltak ebben a témaban. Castiglione et al. (1993) harom Populus szekcidba
(Aigeiros, Tacamahaca és Leuce) tartoz6 10 fajt (32 klont) vizsgéalt RAPD modszerrel. Lin et
al. (1997) 55 nyar klon (8 nyarfaj és hibrid) vizsgalatakor szintén a RAPD analizist
alkalmazta és hasonlo eredményeket kapott. A vizsgalt 17 primer kozll 4 tette lehet6vé a
kilénbdz6 fajok és hibridek megkilonboztetéset. Torjék et al. (2000-2001) kisérletei
bizonyitottak, hogy a RAPD modszer sikeresen alkalmazhaté a Populus klonok kozotti
kilénbségek meghatarozasara. Ezen eredmények hatasara probalkoztunk meg azzal, hogy a
RAPD mddszer segitségével egy tulajdonséagot, egy bizonyos kérokozéval szembeni biotikus
stressz toleranciat vizsgaljunk. Az eredmeény azt valdszindsiti, hogy a médszer alkalmas lehet
arra, hogy markert talaljunk. Am az is igazoltnak latszik, hogy joval tobb primert kellene
megprobalnunk. A vizsgalati sorozatban alkalmazott 10 primer kozil egy sem bizonyult
alkalmasnak arra, hogy markerként alkalmazhassuk a Melampsora fajokkal szembeni
fogekonysag kimutatasara.

Természetesen fel lehetne sorolni a RAPD mddszer korlatait, hianyossagait — az
amplifikacié eredményeként kapott sdvmintazat viszonylag rossz reprodukalhatdsaga, vagy
az, hogy a feltarhat6 polimorfizmus viszonylag kis mértéki és a markerek az esetek talnyomé
részében dominans jellegtiek. Mégis, a kapott eredményeket biztatonak itélhetjik és
véleményiunk szerint tovabbi primerek bevonasaval meg van az esélye annak, hogy
markereket talaljunk e modszer segitségével. A RAPD analizis mellett fontosnak tartanank
tovabbi modszerek Kiprobalasat is. A fejlettebb PCR alapl technikdkra a révid random
primerek és ,relaxalt” amplifikacios paraméterek helyett specifikus primerek és szigoru



amplifikécids parameterek alkalmazésa a jellemzé. Ezek kozil az AFLP technika tébb marker
azonositasat teszi lehetévé, de a modszer nagyobb technikai felszereltséget és anyagi
réforditast igényel. A nyar klonok elkilonitésében talan a lokusz-specifikus és multialléles
SSR primerek lehetnek a leghatékonyabbak. Egyel6ére azonban még csak kevés ilyen marker
all rendelkezésiinkre (Dayanandan et al. 1998).

4.3. A MELAMPSORA FAJOK MOLEKULARIS VIZSGALATA

A fenotipusos vizsgalatok eredményei, a laboratéroumi levélkorongos visszafertézési
kisérletek, irodalmi ismereteink alapjan egyre biztosabbnak tiint, hogy hazankban is jelen
vannak a Melampsora faj (fajok?) eltér6 patogenitasu rasszai. A kovetkezékben csak néhany
sajat tapasztalat:

e Az Ogy-n és a Rap-on taldltunk Melampsora larici-populina-t , ez azt kellene, hogy
jelentse, hogy itt az E2-es rasszrél lehet szd, hiszen az eddigi ismeretek szerint ezek a
klonok az E2-es rasszal szemben fogekonyak.

e Az S 9-2-es klonrdl begytjtott M. larici-populina esetében az feltételezhetd, hogy ez a
korokozonak az E4-es rassza, hiszen ez a klon csupan erre a rasszra fogékony.

e Ugyanezt latszik alatdmasztani az is, hogy a Gibecq-rél is izolaltunk M. larici-populina —t
és ebben az esetben is igaz, hogy csak az E4-es rasszra fogékony a fajta.

e A Gaver-rol izolalt mintdk valamennyi M. alli-populina-nak bizonyult. Itt megint egy
olyan klonrol van szo, amely csak a M. larici-populina E4-es rasszaval szemben fogékony,
mivel azonban itt a masik fajt izolaltuk a levelekrol, az is feltételezhets, hogy mar ennek a
fajnak is vannak eltéré patogenitasu rasszai.

e A levélkorongos mddszer laboratoriumi alkalmazasa sordn az orszag kulénbdzo részén
gydjtott M. larici-populina mintakkal végeztiink visszafert6zési kisérleteket. Ennek soran
egyes rozsda mintak esetében komoly fertézéseket sikerilt provokalni a rozsdafert6zésre
egyéltalan nem fogékony Panndnia fajtdn. Ennek az eredménynek is lehet magyarazata az,
hogy ezekben az esetekben a kdrokozo joval patogénebb rasszaval fertéztlink.

Mindezen felmeriilt kérdések tették fontossd, hogy megkezdjuk az uredosporak
molekuléris vizsgalatat is. Az irodalomban talalt modszerek kozal tobbet kiprébaltunk,
sikertelentil. VVégil egy irodalombol leirt mddszert sajat tapasztalatok nyoman maodositottunk
és ennek az alkalmazasaval sikerilt megfelel6 mennyisegii DNS-t izolalnunk

5. OSSZEFOGLALAS

A nemesnyarasok fenotipusos vizsgalatat végeztik el terepi felvételek soran nyert adatok
Osszegyijtésével, amely adatok feldolgozasaval célunk az volt, hogy a nemesnyar fajtak
késébbi molekularis vizsgalatdhoz eltéré biotikus stresszel szembeni fogékonysagu
csoportokat tudjunk kialakitani. Munkank nyoman azt tapasztaltuk, hogy a kilénbdz6 klénok
hatarozottan szétvalaszthatok voltak érzékeny, kevéshbé érzékeny és egyéltalan nem érzékeny
csoportokra fuggetlenal attol, hogy a vizsgalat az orszagnak mely pontjan, csemetekertben
vagy allomanyban tortént.

A nemesnyarasokban megbetegedéseket okoz torzs- és lombkarositd fajokbol nagyszamu
torzsgytjteményt allitottunk fel, amelynek laboratériumi vizsgalata tortént meg. Ennek
nyoman az latszik igazoltnak, hogy a tdrzskarositd Dothichiza populea térzsek populacidja
egységes képet mutat termeszté korzettdl fliggetlendl, azaz nem valdszini, hogy hazankban az
irodalombol ismert eltéré patogenitasu rasszai kialakultak volna a korokozonak. Korilbell
ugyanez mondhaté el Cytospora chrysosperma és a Cytospora nivea populéciora. Azt is
elmondhatjuk, hogy nyarasainkban nem igazan a torzskarositok okozzak a f6 problémat. Ez



nagy valOsziniiséggel osszefligg azzal a ténnyel, hogy a termeszték nagy gondossaggal
valasztjak ki az illeté termohelyre legalkalmasabb fajtat.

Nemesnyarasokban el6forduld korokozok kozott jelentds szerep jut a levélrozsdat okozo
Melampsora fajoknak. Az erdésitésekben es allomanyokban is mindenutt el6fordulo
levélkorokozok hazankban karositd fajai a Melampsora larici-populina és a Melampsora
allii-populina. A nemesitett fajtak eltéré toleranciaval rendelkeznek a korokozdkkal szemben
és nagyon fontos ismerniink a koztermesztésben szereplé fajtdk fogékonysagat. Munkank
soran megallapitottuk a legjelentésebb kdztermesztésbhen szereplé fajtak fogékonysagat a
Melampsora fajok karositasaval szemben. Kialakitottunk eltéré fogékonysagu csoportokat és
azon csoportokat molekularisan vizsgaltuk. Célunk volt, hogy a RAPD modszer alkalmazasa
sorén kuloénbdzo irodalombdl ismert primerek hasznélataval talaljunk olyat, amelyik polimorf
mintazatot eredményez, és amelynek a segitségével a Melampsora fajokkal szembeni
fogékonysagot illetve toleranciat molekularisan jellemezhetjik.

A Melampsora fajok meghatarozasa utan fontosnak tartottuk a hazankban el6fordulo
taxonok molekularis vizsgalatanak az elvégzését. Feltételeztiik ugyanis, hogy mindkét faj
vonatkozasaban mar az itthoni allomanyokban is eléfordulhat a korokozénak az irodalombol
mar jol ismert eltéré6 patogenitdsi rasszai, amelyek jéval nagyobb patogenitassal
rendelkeznek. A munka sordn sajat mddszer kidolgozésaval sikerilt DNS- izolalnunk a
korokoz6 uredosporaibdl (5.abra).

A kutatasi priddus alatt tehat az alabbi eredményeket értik el:

= nagyszamu terepi felvétel soran altalanos biotikus stressz-tolerancia vizsgalatot
végeztink az orszag kulonb6zé nyartermeszté korzetében kulonb6zé nyarfajtak
bevonésaval,

= megallapitottuk egyes nemesnyar fajtak eltéré fenotipusos tolerancidjat a kdrokozdok
okozta megbetegedéssel szemben,

* nagyszamu mintagytjtés eredményeként laboratériumi izolatum gyijteményt hoztunk
Iétre a nyarak torzskarositoibol, igy Dothichiza populea, a Cytospora chrysosperma és
a Cytospora nivea fajokbol tovabbi laboratoriumi vizsgalatok céljara

= laboratoriumi ndvekedésvizsgélatok segitsegével megallapitottuk, hogy a jelzett
korokozok hazai populacioja egységes, nem alakultak ki a fajoknak eltéré
patogenitasu rasszai

= jelen vizsgalati periddus alatt nem sikerilt izolalni a nagyon veszélyes — karantén
kérositd — baktériumos kéregrak korokozojat a Xathomonas populi-t,

=  mindsitettiink egyes nemesnyarfajtak rozsdagomba fert6zessel szembeni toleranciajat
szabadfoldi vizsgalatok és laboratériumi provokativ visszafert6zési kiserletek (a
levélkorong mddszer alkalmazasaval) soran,

= az eredmények alapjan jellemeztiik és kivalasztottuk azokat a kldénokat, amelyek a
Melampsora fajokkal szembeni fogékonysag alapjan harom kalénbézé csoportba
voltak sorolhatok

= a fenotipusos vizsgalatok eredmeényekent kivalasztott nemesnyar fajtakbdl DNS-t
izolaltunk, majd a RAPD analizis alkalmazasaval a harom fogékonysagi csoportot
molekularisan jellemeztiik

= az uredospoérak és a parafizisek morfoldgidja alapjan megallapitottuk, hogy hazankban
két Melampsora faj, a M. larici-populina és a M. allii-populina teheté feleléssé a
rozsdagomba-fert6zésekért nemesnyarasainkban

= morfometriai modszerrel vizsgaltuk a begyijtétt Melampsora populéciot, az
uredospOrdk méretei és aranyszamai alapjan megallapitottuk, hogy a két faj



morfoldgiai hatrozasaval azonosan csak két csoport volt elkllonitheté a nemzetségen
belll

» megkezdtiik a Melampsora fajok molekularis vizsgalatat, uj modszer kidolgozasaval
sikeresen izolaltunk DNS-t az uredosporakbdl

6. AKUTATAS TOVABBI IRANYA

A nemesnyaér fajtak betegségekkel szembeni tolerancidjanak ismerete a nemesitéi munka
legfontosabb része. Az ilyen iranyu kutatdsoknak elsédleges feladata olyan modszerek
kidolgozasa, amellyel a nemesiték munkajat segiti. A mddszereknek pedig a fajtajeldltek, Uj
fajtak mindsitésében kell segiteniik. A rozsdagombakkal szembeni tolerancia vizsgalati
modszere egy ilyen modszer. Egyrészt maga a rozsagombaval szembeni névényi tolerancia,
vagy fogékonysag mar az egyéb biotikus kdrokozokkal szembeni tolernciara is ramutat,
mésrészt maga a levélkorongos mddszer olcso, konnyi és gyorsan Kivitelezheté exakt
laboratériumi modszer. Természetesen napjaink molekularis technikai kdzott meg van a
lehetésége annak, hogy egy molekularis modszert dolgozzunk ki ennek a vizsgalatara is.
Mindezek mellett igen nagy a jelentésege annak, hogy tudjuk milyen kdrokozéval allunk
szemben. Nem elegend6 tehat csak nemzetség szintig ismerni a kdrokozot, biztosan tudnunk
kell, mely fajjal, esetleg annak melyik nagy patogenitdsi rasszaval szemben Kkell
vedekeznink. A Kkutatasi periodus alatt szerzett tapasztalataink alapjan tehat a kutatés tovabbi
céljai a kovetkezok:

» nemesitési alapanyagok folyamatos vizsgéalata a levelkorong-mddszer segitségével,
a modszer gyakorlati bevezetése a nemesitéi gyakorlatba;

= genetikai marker keresése a nemesnyarfajtak illetve nemesitési alapanyagok
rozsdagombakkal szemeni toleranciaja molekularis jellemzésére;

= a hazai Melampsora populaci6 molekularis feldolgozasa, elsésorban annak
eldontése érdekében, hogy vajon valoban csak két fajjal, vagy a fajok eltéré
patogenitasu rasszaival allunk szemben.
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