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1. A MUNKA ELOZMENYEL A KITUZOTT CELOK

A feny6rontd fonalféreg, Bursaphelenchus xylophilus (Steiner és Buhrer, 1934) Nickle,
1970 a tllevelli névények hirtelen feny6hervadas betegségének okozodja (Kiyohara és Tokushige
1971), azonban képes fennmaradni é16 fakban is. A B. xylophilus életmddja sajatos, életciklusa és
terjedése  szoros Osszefliggésben van rovarokkal, elsésorban a Monochamus-fajokkal
(COLEOPTERA: Cerambycidae), amelyek a fenyOrontd fonalféreg terjesztd vektorai tiileveli
tdpnovényeken.

Vilagszerte a B. xylophilus tekinthetd az egyik legjelentGsebb karositonak az erdei
Okoszisztemakban. Magyarorszag teriiletén jelenleg nem fordul el6.

A stlyos kornyezeti és gazdasagi kovetkezményeket el6idézd kartevot €s néhany terjesztd
vektor rovarat az EPPO (European and Mediterranean Plant Protection Organization, Eurdpai €s
Foldkozi-tenger Melléki Novényvédelmi Szervezet) 1985-ben, mint nagyon magas kockézatu
karositot sorolta zarlati listajara. A fenti regionalis ndveny-egészsegligyi szervezet besorolédsa
szerint az EPPO-régioban cléfordul, de nem terjedt el széles korben, és felderitését a nemzeti
novényegészségugyi hatdsagok végzik. Az EPPO Tanacs 2010 szeptemberében a zarlati Al listarol
az A2 listara helyezte at, ugyanis a feny6ront6 fonalféreg az EPPO-régioban helyenként mar jelen
van. A karositd bekeriilése, megtelepedése és terjedése ellen védekezési iranyelv érvényes az
Europai Unié (EU) teljes teriiletén. A tagorszagok jogalkotasaban zarlati novény-egeszséglgyi
statuszu, igy Magyarorszagon is annak mindsiil. A 7/2001. (I.17.) FVM rendelet 2. melléklete
szerint a B. xylophilus Magyarorszagra behurcolasa és terjedésének eldsegitése tilos, ha
meghatéarozott novényeken vagy névényi termékeken eléfordul.

Az Eurdpai Bizottsag kutatasi keretébdl tamogatott DAISIE (Delivering Alien Invasive
Species Inventories for Europe) program az Invaziv idegen fajok eurdpai jegyzékét ismerteti. Az
adatbazis a feny6ronto fonalférget a biodiverzitasra, a gazdasagra és egészségigyre legrosszabb
hatasl, azaz ,,a 100 legrosszabb” (100 of the Worst) besorolasu fajlistan szerepelteti, mint az
europai diverzitasra potencialis veszélyt jelentd fajt (DAISIE 2012).

Az Eszak-Amerikaban endemikus és ott Kkartételt nem okozo, altalanosan elterjedt
fonalférget a XX. sz&zad elején import amerikai fa- és firészaru szallitmanyokkal Japanba is
behurcoltdk, ahol gyors elterjedésének kovetkezményeként az egyik legjelentésebb erddkarositova
valt, katasztrofalis pusztitast okozva az érzékeny, 6shonos japan fenyéfajokon (Pinus thunbergii, P.
densiflora, P. luchuensis) (Yano 1913; Nickle et al. 1981; Mamiya 1983). A kezeletlen, fert6zott
faanyagok nemzetkozi kereskedelmével a B. xylophilus Japanbol Kelet-Azsidba és Nyugat-
Eurdpaba is eljutott és megtelepedett.

Az 6shonos elterjedési teriileteket kivéve, vilagszerte e fonalféreg az egyik legfontosabb karositoja



a fenyoknek és egyéb tllevelieknek, mivel a fertdzott, fogékony tapnovények elpusztulnak
(Kobayashi et al. 1984; Kishi 1995; Evans et al. 1996).

Az elsd beszamolé a B. xylophilus eurdpai eléfordulasarél Portugaliabol, 1999-bdl
szarmazik (Mota et al. 1999), majd 2008-ban Spanyolorszag jelentette (Anonymous 2008), hogy a
portugal hatar mellett feny6ronto fonalférget azonositottak. A B. xylophilus tovabbi megtelepedése
e doktori értekezés lezardsaig (2013 augusztusaig) nem ismert Eur6pdban. Azokon a teriileteken
adott betelepiilésének veszélye, ahol a tiilevelii erdékben a vektor rovarok el6fordulnak.

A feny6rontd fonalféreg eurdpai észlelésétol kezdve az EU teljes teriiletén szigora ndvény-
egészségugyi intézkedéseket vezettek be a fonalféreg eés a vektor rovarainak jelenlétének
felderitésére. A lehetséges B. xylophilus okozta kartétel mortalitasi kockazatat tobb mint 50%-ra
becsulik Dél-Eurdpa fenyveseiben.

Magyarorszagon az elmult kozel fél évszazadban, a biotikus eredetli erddkarokhoz
hasonldan, az abiotikus karok is novekvé trendet mutatnak (Hirka és Csoka 2010). A legtdbb
erdokar, valamint karldncolat kialakuldsa leggyakrabban a nagy teriiletli, egykorti, monokultira
jellegli allomanyokra jellemz6. A fenyd fafajcsoporttal boritott dsszes teriilet 210 600 ha, amely a
teljes fadllomany 11,3 %-a (KSH 2011). Magyarorszagon a XIX. szazadtol telepitettek tileveli
novényeket, valamint az 1970-es években egy tijabb fenybtelepitési programot hajtottak végre. A
fenydallomany mara eloregedett, egészségi allapota megrendiilt, 6koldgiailag instabil (Koltay
2001), ezaltal fokozott érzékenységet mutat a fenydrontd fonalféregfajokkal szemben is,
bizonytalanna, kockazatossa téve az erddgazdalkodas eredményességét a fenyvesekben.
Nemzetgazdasagi szinten is fontos, hogy a hazai fenyvesek novény-egészségiigyi ellenérzése — a
folyamatosan csokkend erdéfeliilet ellenére — a B. xylophilus és egyéb Bursaphelenchus-fajok,
valamint a terjesztd rovarok jelenlétére is kiterjedjen. A fert6zottségi eredmények ismerete, illetve a
fonalféregfajok diagnosztikai kimutatasi moddszereinek adaptéalasa e zarlati karosito elleni
eredményes védekezés vegrehajtasahoz jarulhat hozza.

A Bursaphelenchus-genus azonositott fajszama a vilagon eddig mintegy 110. Eurdpaban
tilevelliekbdl kozel 40 fajt azonositottak. A fajok morfoldgiailag rendkiviil nagy hasonlésagot
mutatnak. Emiatt faji szinti hatarozasuk nehéz, mégis szikseges. A szamos, kartételt nem okozo faj
kozott a B. xylophilus kétséget kizar0 meghatarozasa az alapja a rendkivil koltséges és az
Okoszisztémara is komoly hatast gyakorl6 felszamolasi intézkedéseknek.

A legtobb faj fasszari novényekben él — leggyakrabban tileveliiben (Coniferales) —
életmodjuk mikofag, csak néhany faj fitofag. A kimutatott fajok — a B. xylophilus kivételével — nem

okoztak gazdasagilag jelentds kart természetes kdrnyezetiikben (Braasch 2001).



A B. xylophilus potencidlis gazdasagi kartételt okozé zarlati karositdo. A Kkartevo
magyarorszagi helye, szerepe, lehetséges karositasi foka még nem ismert. Az egész orszagot érintd
felderitése 2003 ota folyik ugyan, de ennek mennyisége és mindsége a karositd veszélyességéhez és

betelepedésenek kockdzatahoz merve nem elégséges.

Kutatomunkam célkitiizései a kovetkezok voltak:

- Nemzetkozi felderitési protokoll bevezetése Magyarorszagon.

- Laboratoriumi kimutatasi modszerek adaptalasa.

- A fonéalféergek morfoldgiai és molekularis biologiai identifikdcidjara valo elékészités
maodszereinek adaptalasa.

- Uj, vagy a hazai faunara nézve 0j Bursaphelenchus-fajok klasszikus morfoldgiai azonositasa
fénymikroszkoppal és pasztazo elektronmikroszkdppal.

- Uj, vagy a hazai faunara nézve (j Bursaphelenchus-fajok molekularis bioldgiai azonositéasa.

- Javaslat a B. xylophilus diagnosztikajanak pontositasara.



2. ANYAG ES MODSZER

2.1. A Bursaphelenchus-fajok és rovarterjesztoik felvételezési modszerei

Magyarorszagon 2003-t6l iranyitja és végzi a feny6rontd fonalféreg, valamint terjesztd
vektor rovarainak orszagos felderitését a Nemzeti Elelmiszerlanc-biztonsagi Hivatal, N6évény-,
Talaj- és Agrarkornyezet-védelmi lgazgatosag NoOveny-egészségugyi és Molekularis Bioldgiai
Laboratoriuma (jogel6d: Mez6gazdasagi Szakigazgatasi Hivatal Kbzpont, NOvény- és Talajvédelmi
Igazgatosdg, Kozponti Karosité Diagnosztikai Laboratorium (KKDL)). A KKDL Nematoldgiai
Laboratorium munkatarsaként 2005-t61 végeztem a terepi mintavételek egy részét a laboratorium
altal kiadott modszertani protokoll szerint, illetve a laboratériumi vizsgalatokat és a fonalféreg-
identifikaciot.

A magyarorszagi felderitési protokollt a FAO (1998, 1999), az EPPO (EPPO 2009a,b, 2012,
2013), az Europai Bizottsag (2000, 2009) altal kiadott szabvanyok, Gtmutatok, valamint Schroder és
mtsai (2009) kdzleménye alapjan dolgoztuk Ki.

A B. xylophilus és a vektor rovarok vizsgalatok helye:
- fenyo6félékben, erdészeti teriileteken
- veszélyeztetett teriileteken taldlhato feny6félékben

- vagasteriileteken, depdkban 1év0 kivagott faanyagbol és hantolt kéregbdl

A mintavétel idopontja:
A felderitést minden évben juniustol szeptemberig végeztiik fenyderdokben, veszélykorzetekben és

vagasterileteken, 2003-t61 2011-ig.

A mintavétel modszere:
- faanyagu mintak gyiijtése és mintavétele

- hantolt kéreg gylijtése és mintavétele

Rovargyiijtés a faanyag-mintavételi helyszinek kornyezetében.

2.2. A Bursaphelenchus-fajok laboratériumi kimutatésa és fenntartasa

A fonalférgek kinyerését Baermann-tlcséres (Baermann 1917) eljarassal — kisméretii
faapriték, faforgacs vizbe meritése — végeztem, atlagmintanként négy ismétlésben (25 g
faanyag/tolcsér). A kinyert fonalférgeket TAF-oldatban tartdsitottuk és “lassu glicerines”
maodszerrel preparaltam (Goodey 1963; Southey 1970; Elekes 1981).



A Bursaphelenchus-fajok tenyésztése, standard kontroll fajok fenntartasa PCR-vizsgalatokhoz

Amennyiben kizarolag larva stddiumu, vagy larva és ndstény fonalféreg fordult eld a
mintékban, vagy tobb példany volt sziikséges a hatarozashoz, illetve PCR-vizsgélattal is elvegeztiik
a fajhatarozast, akkor a kinyert ¢él6 Bursaphelenchus-fajnak vélt egyedeket Botrytis cinerea
gombaval fert6zott PDA-taptalajon (Potato Dextrose Agar) szaporitottam a megfelelé egyedszam és
fejlodési stadium eléréséig (Futai 1980).

A PCR-vizsgélathoz sziikséges standard kontroll fonalféreg egyedeket (B. xylophilus, B.
mucronatus, B. fraudulentus) Portugaliabol rendeltem meg és PDA-taptalajon folyamatosan

fenntartottam.

2.3. Az eurOpai Bursaphelenchus-fajok alaktani bélyegei és azonositdsanak mddszerei

A sulyos fapusztulast el6idéz6 B. xylophilus egyértelmii azonositasa érdekében sziikséges a
fajszintli diagndzis, amelyben a morfologiai vizsgalat a rutindiagnosztika standard moddszere
(Coomans 2002). A Bursaphelenchus-fajok kiilonb6z6 kritériumok szerinti kisebb alcsoportokra
kiilonitését sok kisérlet, tanulmany eldzte meg.

Annak ellenére, hogy a xylophilus-csoport tagjai egyértelmiien elkiilonitheték a tobbi
csoport fajaitdél a spiculum formaja alapjan, nehéz fajszintli azonositasuk. E csoport bizonyos
fajainak tobb morfometriai értéke egymast atfedé mérettartomanyba esik, és ez a populaciok eltérd
foldrajzi helye szerint is valtozékony.

A B. xylophilus és a B. mucronatus néstények kozotti morfologiai hasonldésag miatt a
hatarozast tovabb neheziti, ha a vizsgalandé mintaban kizarolag him vagy juvenil életszakaszu
egyedek vannak, akkor a fajszintli identifikacid rendkiviil nehéz és gyakran megbizhatatlanna
valhat énmagaban a morfoldgiai adatok alapjan (Bolla és Wood 1999; Braasch 2004). Tovabba e
két faj képes a genetikai allomanyuk egymas kozotti kicserélésére (De Gurian és Bruguier 1989),
ezzel is veszélyeztetve a klasszikus, morfoldgiai identifikacié eredményének megbizhatosagat,
valamint a kiilonb6z0 foldrajzi izolatumok elkiilonitését.

A xylophilus-csoport fajok azonositasi nehézségei miatt Braasch 2008-ban Uj rendszert
dolgozott ki. Szerinte a xylophilus-csoport fajai a Bursaphelenchus-genus tobbi fajatél a négy
oldalvonal megléte, a néstényeknél a vulvalebeny megléte, a himeknél a jellegzetes alaki spiculum,

¢s a hét kaudalis papilla elrendezddése alapjan kiilonboztethetdk meg.

Morfoldgiai fajhatarozas fénymikroszkoppal
A fajhatarozést Leica DM LB2 kutatomikroszkoppal (N=800-1000), a morfometriai adatok

felvételével, Leica IM 50 képanalizalé program alkalmazésaval végeztik. A mikroszkopi hatarozas

a Bursaphelenchus-fajok néstény és him egyedeinek alaktani bélyegei alapjan, az eredeti fajleirasok



alaktani és morfometriai (foldrajzi lel6hely szerint eltér6 populaciok) adatainak Gsszevetésével

tortént.

Morfoldgiai hatarozas elektronmikroszkoppal

A pésztazo elektronmikroszkdppal (scanning electron microscope, SEM) végzett morfoldgiai
vizsgalat nélkuldzhetetlen a Bursaphelenchus-fajok csoportba sorolasahoz, mivel az alapvet6
csoportképzé morfologiai bélyegek, mint pl. az oldalvonalak szdma, lefutasa, vagy a farokpapilldk

fénymikroszkoppal nem, vagy csak nehezen lathatok.

Az eurdpai Bursaphelenchus-fajok molekuléris biol6giai azonositdsanak modszerei

A molekularis vizsgalatokat a Szent Istvan Egyetem Mez6gazdasag- €s Kornyezettudomanyi
Kar Novényvédelmi Intézet Mikrobioldgiai és Kornyezettoxikologiai Laboratériumaban vegeztik.
Az 6sszehasonlitd kontroll Bursaphelenchus-fajok portugal Bursaphelenchus tiszta tenyészetekbdl
szarmazd B. xylophilus-, B. mucronatus- és B. fraudulentus-izolatumok voltak.

A molekularis vizsgalati mintdk a magyarorszagi hatdsagi mintagyiijtés novénymintai (NTAI
KKDL) és portugal Bursaphelenchus-izolatumok (NemaLab-ICAM) voltak.

A DNS-izolalast a vélhetéen (elézetes morfologiai vizsgalat alapjan) Bursaphelenchus sp.
egyedeket tartalmazd6 - vagy morfoldgiailag bizonytalan eredményt adé — magyarorszagi
névénymintakbol kinyert fonalférgekbdl és a portugaliai 6sszehasonlitod standard Bursaphelenchus-
populéciok kiilonbozo fejlodési stadiumu fonalféreg egyedeibdl (kifejlett ndstény €s him, larva)
végeztik. 1, 5, 10 és 30 fonalféreg egyed alkotott egy mintamennyiséget. A DNS-izolalas els6
Iépéseként a sejtek feltarasara tobb modszert kiprobaltunk. A lizis modifikaciot Burgermeister et al.
(2009) alapjan végeztem. A fonalférgek molekularis azonositasat tébb inditdszekvenciaval

végeztem Ferris et al. (1993) és Vrain (1993) kozleménye alapjan.



3. EREDMENYEK

3.1. A magyarorszagi fenyvesekben felderitett Bursaphelenchus-fajok azonositasa

A morfologiai hatarozas eredménye

A Bursaphelenchus-fajok felderitése céljabol Magyarorszagon 2003 és 2012 kozétt 6sszesen
1356 helyszinen 1813 mintavétel tortént. Kutatomunkam id6északaban (2005-t61 2011-ig) a
vizsgalati helyek ¢és a laboratoriumi hatdrozasra begytijtétt mintdk szama évrol évre emelkedett. A
mintakban eléforduld szamos szaprofita fonalféreg mellett Aphelenchoides spp., Laimaphelenchus
sp. és Tylenchina alrendbe tartozd fonalférgeket is azonositottunk. A mintavételi és hatarozasi

eredményeket a 1. tablazat tartalmazza.

1. téblazat: A Bursaphelenchus-fajok orszagos felderitésének mintavételi adatai és hatarozasi
eredmenye (2003-2012) (Téth et al. 2012).

A Vizsgalati helyek szama (db) Mintaszam (db) Bursaphelenchus-fajokkal
vizsgalat Veszélykorzetben Veszélykorzetben fertozott mintik S'Zéma (db) es
eve Erdé’ taléll?at() erdé! Erdé’ talzilli/até erdé’ az azonositott :
Bursaphelenchus-fajok
2003 71 0 123 0 0
2004 58 24 92 38 0
2005 69 19 120 22 0
2006 76 20 118 24 0
2007 114 33 149 51 0
2008 128 25 226 36 0
2009 140 30 267 38 6, B. mucronatus
3, B. vallesianus
2010 146 27 221 31 4, B. mucronatus
2, B. vallesianus
2011 121 22 140 25 4*B. mucronatus™*
2012 224 9 83 9 0**

Jelmagyarazat:

1= l4bon 4ll6 fa, illetve a teriileten depdban tarolt, egy évnél nem régebben kivagott vagy
kidélt fa

*= NEBIH NTAI szdbeli kozlése

**= CIRCA kozlés (CIRCA 2012, 2013)

Az orszagos hatosagi felderités soran 2003-t6l 2009-ig gyiijtott ndvénymintakbol nem volt
kimutathato B. xylophilus, illetve mas eurdpai Bursaphelenchus-faj. 2005-t61 mintavételi ¢és

fonalféreg-kinyerési eszkdzpark-fejlesztést hajtottunk végre, valamint elsésorban az abiotikus és




biotikus eredetli erddkarositasi helyszinekre (erddrészlet) koncentraltuk a terepi mintavételt, illetve
meghataroztuk a mintazando veszélyforrasokat. Evente jabb erddrészleteket is mintaztunk.

A Nematoldgiai Laboratérium a 2009-ben erdéteriileteken gy(ijtott Veszprém megyei
famintakbol Magyarorszagon tileveliekbdl eddig még nem izolalt B. mucronatus-t és egy, a
magyar faunara G fajt, a B. vallesianus-t hatarozott meg. A gytjtott fonalférgek preparalva,
meghatarozva és archivalva a NEBIH NTAI Nematoldgiai Laboratoriuméban elérhetSk
(Nematologiai Referencia Gytijteménytar). A Bakonyerdd Erdészeti és Faipari Zrt. kezelésében
1év6 nyugat-magyarorszagi kaptalanfai leléhelyen, P. sylvestris erdében, vihar altal kid6lt fabol
gyljtéttem mintakat, amelyeken a kékiilést okozo gombak (Ceratostomella-fajok) tunetei is jol
kivehetéek voltak a rovarkarositas (Scolitydae, Cerambycidae) nyomai mellett. A kifuttatott
mintabol megkozelitéleg 30 000, tehat tomeges mennyiségben jelen 1évé B. mucronatus fonalféreg
egyedet azonositottunk és kdzel 5000 Rhabditidae szaprofita fonalférget. A 2009. szeptember 28-an
clvégzett ismételt mintavételkor e fertézott fabol és kornyezetébdl begyhjtétt Pinus nigra
forgacsmintékbdl is kimutathat6 volt a B. mucronatus.

A HM VERGA Veszprémi Erdégazdasag Zrt. kezelésében 1évé nyugat-magyarorszagi
tétvazsonyi leléhelyen, ugyancsak rovar- és gombfertdzés tlineteit mutaté P. nigra fenyébdol
gyljtéttem mintat. A mintabol 40 B. vallesianus és tobb szdz Rhabditidae szaprofita fonalférget
identifikaltunk. A 2009. szeptemberi ismételt mintavételkor, ugyanezen erdérészletbdl B.
mucronatus-t hataroztam meg, valamint a pusztulo, kiszaradt fenyck kérge alatt Rhagium inquisitor

larvat és imagot babbolcsében.

A kimutatott két faj morfometriai adatait a 2. tblazat tartalmazza.

2. tblazat: A Bursaphelenchus mucronatus és B. vallesianus morfometriai adatai.

Fajok BURSMU BURSVA BURSMU BURSVA
Jellemzok Képtalanfa | Totvazsony | Brzeski és Baujard, 1997 | Braasch et al., 2004
P. sylvestris P. nigra (n=294'; n=469) (n=30)
2009.08.11 | 2009.08.19
Testhossz (mm) & 0,72 0,71 0,70 0,75
(0,48-1,03) (0,51-1,05)
a 36,60 40,88 41,3 38
(24,5-56,0) (22-48)
b 6,97 11,44 10,0 10
(6,6-14,7) (7,8-14,1)
c 29,29 35,77 24,7 29
(14,6-35,6) (20-37)
Szuronyhossz (um) | 12,5-15,0 12,5 13,4 13
(11,5-17,5) (12-15)
Spiculum (pm) 25,70 17,5 25 16
(16-32) (14-19)
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Fajok BURSMU BURSVA BURSMU BURSVA
Jellemzok Képtalanfa | To6tvazsony | Brzeski és Baujard, 1997 | Braasch et al., 2004
P. sylvestris P. nigra (n=297; n=469) (n=30)
2009.08.11 | 2009.08.19
Testhossz (mm) ¢ 0,71 0,71 0,78 0,83
(0,56-1,05) (0,57-1,08)
a 36,20 36,50 39,5 39
(25-51) (30-47)
b 7,24 9,23 10,6 11
(6,1-15,9) (9,1-12,99
C 31,50 35,0 25,1 34
(16,9-35) (26-43)
Szuronyhossz (um) | 13,75-15,0 | 11,25-13,75 13,8 13
(12-16) (11-15)
Vulva % 76 74 73,2 73
(66-78) (71-76)

A B. vallesianus a morfoldgiai csoportositas (Braasch et al. 2004; Lange et al. 2007) szerint

a sexdentati-csoport tagja, Ryss és mtsai (2005) pedig e fajok korét piniperdae-csoportnak nevezi.

Mind a xylophilus-, mind a sexdentati/piniperdae-csoportnak jellemzd diagnosztikai tulajdonsaga a

négy oldalvonal, harom oldalmezé megléten (1. abra).

1. abra: A xylophilus- és sexdentati/piniperdae-csoportokra jellemzé négy oldalvonal

2pm

EHT = 20.00 kv
WD = 9.0mm

Signal A= SE1
Mag = 2500 KX

S v
Date :22 Feb 2010
File Name = BURSXY_7 tif

Bursaphelenchus xylophilus-on (SEM felvétel).

A xylophilus-csoport fajainak jellemzd bélyege a him farok papillainak szama és

elhelyezkedése: egy paratlan preanalis, egy par adanalis, egy vagy két par posztanalis papilla

kozvetleniil a bursa elétt. Erésen ivelt spiculum cucullus-sal, a capitulum a condylus és rostrum

kdzott. A vulvalebeny hosszu.
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A mintavételi id0szakban gyujtott lehetséges vektorok kiilonbozé rovarfejlodési alakjai
egyiitt fordultak eld, igy laboratoriumi kinevelés nem tortént. A legnagyobb egyedszamban
Monochamus galloprovincialis, M. sutor, valamint Rhagium inquisitor egyedeket gytijtottiink. A
rovarokat a vizsgalat erdérészletekben, elsésorban a mintazott faanyagon, faronkokon, farakasokon
¢szleltiik. A rovarcsapdazas nem volt altalanos és elterjedt rovargyiijtési modszer a felderités
kezdeti id6szakaban.

Magyarorszagon korabban kiilfoldi kutatok lomblevelli fabol him és ndstény B. mucronatus
fonalférget azonositottak (Nematol GIS System; http://nematol.unh.edu/GIS/index.php) Tass és
Szalkszentmarton kozotti teriileten. 2009-ben a helyszinhez megadott GPS-koordinatak altal jelolt
zénédban a Bursaphelenchus-genus tdpnovényeit nem talaltuk meg, igy a B. mucronatus korabban
publikalt jelenléte az adott teriileten nem volt megerdsithetd.

A B. xylophilus-hoz morfoldgiai és biologiai szempontbdl rendkivil hasonlé B. mucronatus az
Eurdpaban honos fenyoéféléken nem idéz eld fapusztuldst, am europai jelenléte a fenydronto
fonalfereg hazai beteleplilésének lehetéségét jelzi.

Schauer-Blume és Sturhan 1989-ben B. fraudulentus-t detektalt Quercus petraea-n Sopronban,

melynek izolatumat hasznalta fel molekuléris vizsgalataban.

A molekularis azonositas eredménye

A DNS-izoldlas elsé 1épéseként a sejtek feltarasara tobb modszert kiprobaltunk,
kiindulasként 30 fonalféreg egyedet hasznalva. A fonalférgek sejtjeinek feltarasara hasznalt CTAB
(hexadeciltrimetil-ammdnium-bromid) alapti modszer sokkal tobb sikeres feltarast eredményezett.

A Roche Kkittel végzett nukleinsav tisztitassal kaptuk a legjobb eredményt, de itt is a
megfeleld feltarast minta adta csak a PCR-reakciokat. Ezért lizis modifikaciot végeztik
Burgermeister et al. (2009) ajanlasa alapjan. A feltaras sikerességétdl fiiggden, de minden esetben a
vart méretnek megfeleld (900-1100 bp) amplifikatumokat kaptuk a PCR-reakciok soran.

Toébbnyire a kis egyedszamu fonalféreg mintdk mutattak tisztabb képet. A 30 egyedet
tartalmaz6 PCR vizsgalatnal gyakran tapasztaltunk plusz amplifikdtumot, mely a primer nem teljes
mértékii specifikussagara utal, illetve azt feltételezziik, hogy tobb egyed esetén ndvekszik a fajon
beliili mikroheterogenitas valoszintisége. Az ITS-szekvencia mikroheterogenitast mar tébb
Bursaphelenchus-faj esetén megallapitottak, igy Burgermeister és mtsai (2009) a B. corneolus, a B.
lini és B. singaporensis fajoknal, Lange et al. (2007) a B. sexdentati, valamint Kanzaki és mtsai
(2008) a B. doui fajoknal.

Az Osszehasonlitd tiszta tenyészetbOl szarmazoé fajok (BURSXY-Pt-1, BURSMU-Pt-2,
BURSFRA-Pt-3) F194+1-5368-1 primer parral torténé, PCR segitségével amplifikalt, megfelel6

méretli termékeinek harom restrikcios enzimmel torténé emésztési képét mutatjak a 2. abra.
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A 2. dbran jol latszik, hogy az F194+1-5368-1 primer parral végzett PCR-reakci¢ kivitelezése utan,
a termék Alul enzimmel torténé emésztésekor két kisebb DNS keletkezik 250, illetve 1200 bp
koruli méretben. Haelll és Hinfl emésztéskor harom, négy kisebb méretti DNS-szakasz keletkezik,

melyek eltéré méretiiek, €s a vart, szakirodalomban publikalt eredményekkel megegyezdek.

1000 bp >

500 bp —

2. abra: A kontroll Bursaphelenchus mucronatus (BURSMU-Pt-2) ITS-RFLP mintazata az F194+1-
5368-1 primer parral. 1, 3: PCR-termék futtatasa. 2: Emésztés Alul enzimmel. 4: Emésztés Haelll.

5: Emésztés Hinfl enzimmel.

Megjegyzés: 1: ~900 bp 2: ~650 bp és ~250 bp 3: ~900 bp 4: ~600 bp, ~200 bp és ~100 bp 5: ~400
bp, ~250 bp, ~100 bp és ~50 bp

Néhany névényi minta PCR-vizsgalatakor plusz amplifikatumok jelentek meg, kevéshé
adott tiszta mintazatot a kontroll fajokhoz képest. Mindez igen megnehezitette a pontos besorolast.

3.2. A kiilonboz6 molekularis eljarasok adaptéléasa és 6sszehasonlitasa

A legmegbizhatobb eredményt, a Roche kit segitségével végzett nukleinsav-tisztitas, illetve
a Burgermeister és mtsai (2009) kdzleménye alapjan alkalmazott lizis modifikacié adta.

Az F194+5368 primer par alkalmazésakor gyakran csak a klonozéas utan derilt ki, hogy az
oligonukleotid nem volt eléggé specifikus, ezért nem javasoljuk hasznalatat. igy példaul a klénozas
és szekvenaltatas utan 89% azonossagu AY969639.1 Uncultured basidiomycete isolate M177664.1
Uncultured compost fungust (fonalféreg-taptalajjal bevitt véletlen gombafertézés) kaptunk.

Az F194+1-5368-1 primer parral végzett PCR esetén sokkal megbizhatobb eredményekrol
tudunk beszdmolni, ezek az inditdszekvencidk valamennyi mintanal megfeleld terméket adtak. A

K1f+K2r primer kombindci6 nem miikodott, nem adott minden esetben értékelhetd eredményt,
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mintazatot. Ha a negativ eredményt adé DNS-mintat Ujra lefuttattuk a F194+1-5368-1 primer
parral, akkor a megfeleld méretii fragmentumok megjelentek.

A kapott mintdzatok jol reprodukélhatok, azonban a PCR-RFLP-analizis diszkriminacios
képességét jelentdsen befolyasolja az alkalmazott restrikcios enzimek specifikussaga és szama. A
PCR-RFLP-kép kialakitasakor tobb enzim hasznéalata ajanlott. Vizsgalatainkban az Alul, Hinfl és
Haelll enzimek hasznélatakor, a Haelll enzim esetén ITS-szekvencia mikroheterogenitast
tapasztaltunk, mely megnehezitette az eredmeények értekelését. A fajon bellli mikroheterogenitas

tobb fonalféreg egyedet tartalmazd mintak esetén volt jellemzo.

3.3. Uj tudoméanyos eredmények

A 2003-t6l orszagosan és rendszeresen végzett szemle és az ahhoz minden esetben
kapcsolodd diagnosztikai munka a B. mucronatus és B. vallesianus els6 hazai kimutatasat
eredményezte, informaciot szolgaltatva arra nézve is, hogy mely terlleteken szlikséges intenzivebbé
tenni a felderitési munkat. Ez a felderitési és diagnosztikai munka bizonyitotta, hogy
Magyarorszagon 2013-ig a zarlati statusza feny6rontd fonalféreg nem fordult elé (Toth és Elekes
2013).

e A magyarorszagi faunara nezve Uj fajt, a B. vallesianus-t mutattam Ki.

e A Magyarorszagon tileveliekbél eddig még nem izolalt B. mucronatus-t mutattam ki. Ez a faj
tileveliieckben — mint 0j tapnovényben — (jdonsdg Magyarorszagon. Kizarolag kozvetett
bizonyiték van a korabbi el6fordulasra. Nincs olyan kozlemény, amely a megtaléléjat és/vagy az
elsé hazai el6fordulasat targyalnad. A szakirodalom (Nematol GIS System adatbazis; Nematol
Specimens Geographic Distribution) PCR vizsgalati anyagként tlinteti fel.

e Megallapitottam, hogy a Bursaphelenchus-fonalférgek morfologiai bélyegek alapjan torténd
meghatarozasanak csak kiegészité eleme lehet a 2013-ban megjelent EPPO Diagnosztikai
Protokollban (PM 7/4 (3)) ajanlott molekularis modszer.

e Kimutattam, hogy a ndvenymintakbol kinyert fonalférgek molekularis vizsgalatakor az
eredményességet leginkabb a lizis mddszerének megvélasztasa befolyasolja. PDA-taptalajon
fenntartott tiszta fonalféreg-tenyeszetnél a lizis modszere nem Kritikus pont.

e A Bursaphelenchus-fajok elkilonitésére a F194+1-5368-1 primer parral végzett PCR-reakcio

utan az RFLP-analizis elvégzése legalabb harom enzimmel (Alul, Hinfl, Haelll) sziikséges.
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4, KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

4.1. Az alkalmazott magyarorszagi felderités

A vizsgalt idészakban a B. xylophilus felderitésére vonatkozé nemzetkozi protokoll
kovetelményeit Magyarorszag teljesitette.

A kimutatott B. mucronatus, B. vallesianus és a Monochamus vektorok magyarorszagi
jelenléte, a hazai telepitett fenyvesek novény-egészségiigyi allapota, a viharkdrok okozta
fakidodlések, a melegedd éghajlat, a kiilfoldi eredetli fa csomagoloanyagok, és igy a vektor rovarok
vandorlasa annak a valdszinliségét noveli, hogy a B. xylophilus Magyarorszagra bekerll és szaméara
kedvez6 életfeltételeket talal. E zarlati karositd természetes tovabbterjedése, valamint fa- €s
csomagoloanyagokkal torténd nagyfoki behurcolasi veszélyessége miatt sziikséges a hazai
felderitéesek fokozott figyelemmel torténd végrehajtisa. Az eredményesség (karosito-mentesség
fenntartasa) érdekében kell6 szamu — évente legalabb 170-200 ellendrzési helyszin — orszagos
szemle, mintavétel tervezése és elvégzése sziikséges Magyarorszagon, az erdészeti hatdsag
kozremiikodésével. A felderitéskor tlilevelli erdékben feltétleniil indokolt elvégezni a vektor
rovarok csapdazasat is, amely eddig a vizsgalt idészakban csak esetleges volt (féleg egyedi
rovargytjtés tortént).

A B. xylophilus kértétele ellen egyetlen védekezési mod egyelére a megelézés, a
rovarcsapdazas, a korai észlelés. Ahol jelenléte bizonyitott, ott a legszigorubb zérlati intézkedések
Iépnek ¢letbe, vagyis a hatosag a fertdézési helytdl szamitott tobb szdz méter sugara korben a
tileveliiek totalis megsemmisitését rendeli el.

A kornyez6 orszagok koziil Csehorszag és Romania tett kdzze részletes felderitési adatokat.
Csehorszag teljes erdéteriiletének mintegy 74%-a (1,91 millio ha), Romania erdéteriiletének pedig
kozel 31%-a (1,95 milli6 ha) tilevelii. Az 6shonos tiilevelii fafajokban gazdag szomszédos orszagok
(Csehorszag, Romania) felderitési rendszerében 2006-t0l végrehajtott ndvenyi mintazas soran a
magyarorszagi mintaszamokkal kdzel megegyezé mennyiségli mintat gytjtottek.

A Monochamus-fajok masodlagos erdei kartevok, foként legyengiilt vagy pusztuld fakon
élnek (Evans et al. 2004). Felderitésuk kiemelt fontossagu, mert vilagszerte a B. xylophilus {6
terjesztéi (Akbulut és Stamps 2012). A magyarorszagi Bursaphelenchus-genus teljes faji
valtozatossaganak és eloszlasanak meghatarozasa érdekében indokolt a vektor rovarok

mintaszamainak ndvelése és azok nematoldgiai vizsgalata.
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4.2. Az azonositasi modszerek alkalmazhatdsaga és megbizhatdsaga

A Bursaphelenchus-fonalférgek fajszintii meghatarozadsa nem minden esetben lehetséges
morfoldgiai, morfometriai vizsgalatokkal. Az alaktani vizsgalatok Kkiegészitésére, illetve
megerdsitésére a DNS-alapu molekularis technikak kozul legeredmenyesebb az ITS-RFLP-eljaras.
A vizsgalathoz a szakirodalom tobbféle specifikus primert javasol. Bizonyos primer par nem
teljesen specifikus, pl. a mintdban 1évé gombaképleteket is felszaporitotta a nagy tisztasagi foku
Roche kit DNS-izolalas utan is. A hatosagi diagnosztikai protokoll (EPPO 2013a) a Burgermeister-
féle leirasok (2005, 2009) hasznélatat javasolja az EPPO-régioban. Megallapitottuk, hogy a
primerek kozil az F194+1-5368-1 primer par optimalis. A leginkabb specifikusnak jellemzett K1f
igen gyakran nem adott amplifikatumot, illetve nem volt megismételhetd az eredmény. A
legkorabbi (1993) primer kombinécié pedig nem bizonyult elég specifikusnak, Basidiomycetes,
illetve mas gombak riboszomalis egységeinek felszaporitasat idézte eld.

Az elvégzett vizsgalatok alapjan megallapithato, hogy a rendelkezésre allo hazai, valamint a
portugal kontroll mintdk vizsgéalata a nemzetkdzi hatdségi protokollban javasolt molekuléris
eljarassal (PCR-RFLP-analizis) megfelelének tiinik, de nagyon fontos az alkalmazandé primer,
illetve restrikcios endonukledz meghatarozasa.

A nem kontroll fajok molekularis azonositdsa nem volt ilyen sikeres. Ezek PCR-
vizsgalatakor plusz amplifikdtumok jelentek meg. Ezért a Burgermeister és mtsai (2009) altal
publikdlt és leginkdbb elfogadott PCR-RFLP-¢cljarast els6sorban a klasszikus mikroszkdpos
identifikacio pozitiv vagy kétséges eredményeinek megerdsitésekor érdemes hasznalni a rutin
diagnosztikaban.

Fontos azt is hangsulyozni, hogy nem szikséges a szakirodalomban gyakran hasznalt 6t enzim
mindegyikének tesztelése, hanem elegendd harom enzim kivalasztasa és tesztelése.

Megallapithatd tovabba, hogy nagyobb egyedszam esetén gyakran jelentds eltérés volt a PCR-
termék meérete, illetve az RFLP-kép alapjan szamitott méret kozott. Erre a jelenségre mar
Burgermeister és mtsai (2009) is felhivtdk a figyelmet, de tapasztalataink szerint természetes
kozegbdl szarmazé mintdk esetén ez az arany igen jelentésen megndtt, megnehezitve az
eredmények értékelését. A méretbeli eltérés valoszinlileg a szekvencidban tapasztalhato

mikroheterogenitasnak koszonheto.

4.3. Javaslatok

A felderitéshez kapcsoldédd Bursaphelenchus-fajokat terjeszt6 rovarok intenzivebb erdészeti
vizsgalata érdekeben javasolt a Monochamus-fajok monitorozasanak bevezetése elterjedési
tertletikon. Azokon az erdészeti teriileteken, ahol a fonalféreg vektorai nem fordulnak el6, ott a

Bursaphelenchus nem képes terjedni, még akkor sem, ha fertdzott faanyaggal (pl. fa
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csomagoloanyag) behurcoltdk. A fenydérontd fonalféreg elleni védekezési stratégia kidolgozasat
neheziti, hogy a Magyarorszag teruletén leirt Monochamus-fajok jelen idészakban valé elterjedési
teriiletérdl és populacidstiriiségérodl nincs aktualis kozolt adat.

Az ismert magyarorszagi Monochamus eléfordulasi helyeken a csapdaelhelyezés
helyszinének kivalasztasakor ajanlott figyelembe venni, hogy e fajok az erddtiizeket kovetd évben
rendszerint az els6ként betelepiild rovarok kozé tartoznak. Az imagokat vonzzék a fiziologiailag
legyengult fak (szél- vagy erdétlizkar). Azok a novények is kedvelt tojasrakasi helyek, amelyek mar
egyéb rovarfajokkal fert6zottek, valamint a frissen kivagott fak és azok zold vagasi hulladékai
(Hellriegl 1971; Scwenke 1974). A névénypusztulast kovetd 6-12 honapon belil érdemes a kivagott
vagy elpusztult fat mintazni. Az ilyen terlleteken allo és kivagott fak rovarcsapdazésa attraktans
csalétektartalmd (ipsenol, alpha pine lure, ethanol lure) csapdatestek kihelyezésével javasolt.
Szintén javasolt a bogarak repiilési idészakdban a kivagott fak fogofaként (csapdézéasra hasznalt
faronk) torténé felhasznalasa. Ha 6sszel szallitjak a faronkot a laboratoriumba, ezzel felgyorsithatd
a bogarak fejlédése. Igy tobb héttel eldbb kirepiilnek, mint természetes koriilmények kozott
(Schonfeld et al. 2008).

A vektorokbol torténd fonalféreg-izolalas érdekében a rovarokat vagjuk és 6sszezuzzuk,
ezutan vizben vagy Baermann-tOlcséres eljarassal, 24-48 dran at 24 °C-on tartva a fonalféreg
dauerlarvak elhagyjak a rovarok testét (Mamiya és Enda 1972; Bowers et al. 1992; Sousa et al.
2001). A fajhatdrozéas érdekében a dauerlarvék taptalajon (burgonya-dextr6z agaron tenyésztett
Botrytis cinerea) tenyészthetok.

Az utdbbi fél évszadzadban a magyarorszagi erdokben bekodvetkezd biotikus és abiotikus
karok trendje ndvekvd. Amennyiben a klimavaltozasra vonatkoz6 eldrejelzések akér csak részben is
igazolodnak, akkor a behurcolt és invazios fajok novekvé mértékii karokat fognak okozni (Csoka
2011). Europahoz hasonldéan a magyarorszagi erdékben is nagy veszélyt jelent a karositok és
korokozok gyorsuld iitemii globalizacioja. A klimavaltozas varhatdo negativ Okoldgiai hatésai
komoly veszélyt jelenthetnek az erdégazdalkodasra. Magyarorszagon a mono- és oligofag jovevény

kérositd fajok zome a Picea- és Pinus-nemzetségeken jelent meg (Csdka et al. 2012).
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