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1. Vezetoi d6sszefoglalo

A farontd6 gombdk diagnosztizdlasakor sokszor nehézségekbe litkoznek a
szakemberek, mivel nem minden esetben all rendelkezésre pontos fajmeghatarozast
lehetdvé tevd minta a makro- és mikroszkdépos vizsgalatok soran. Tekintve, hogy egy
adott gomba jelenléte akar bontas elrendelését is jelentheti az épiiletre vonatkozdan,
meglehetdsen nagy gazdasagi jelentéséggel bir a pontos fajmeghatarozas.

A DNS vizsgalatok fejlédésével a korabban egy fajnak tartott él6lények, jelen
esetlinkben gombak egyedei kozott kimutathat6 kiilonbségek az adott faj/fajok uj,
pontosabb rendszertani besorolasat tették lehet6vé. Az eddig egy fajhoz tartozdénak
vélt, makro és mikroszképosan nagy hasonlésagot mutatdé egyedek kozott a DNS
vizsgalatokkal gyakran tobb eltérd faj jelenlétét is sikeriilt kimutatni és djabb, eddig
ismeretlen fajok beazonositasa/felismerése is lehetévé valt.

Jelen kisérletlinkben az Aaltalunk épiiletekbdl gytijtott, nem egyértelmiien
meghatarozhaté mintak esetén kiilonb6z6 DNS analitikai moédszerek alkalmazasaval
kivantuk pontositani a fajmeghatarozast, ezzel hozzasegitve a gyakorlati
szakembereket a pontosabb diagnézishoz és a kdrmentesités sordn megfeleld eljaras
kivalasztasahoz.

A faj szinten magas DNS-szekvencia konzervalodottsagot mutatd riboszémalis ITS
régiot elterjedten hasznaljak fajdiagnosztizalasra az élgvilagban. A bioinformatika
fejlédése és elterjedése 4altal szamos, ismert eredetli gomba genomi vagy ITS
szekvencidja all rendelkezésiinkre Kkiilonb6z6 internetes adatbazisokban. Korabbi
eredményeinkre tamaszkodva elmondhatjuk, hogy White et al. (1990) publikacidja
alapjan sikeresen azonositottunk be tereprél begy(jtott, makroszképosan
beazonositott, vagy ismeretlen fajhoz tartoz6 gomba mintakat (micélium, termétest,
stb.). Sok esetben azonban a mintabdl készitett PCR termékek nem voltak alkalmasak
kozvetlen DNS szekvendlasra, mivel a mintan jelenlévé mas gombafajok ITS régidjat is
felszaporitottuk és a minta kevertsége miatt értékelhetetlenek voltak a szekvenalasi
adatok.

A munka soran célul tlztik ki, hogy ezekbdl a kevert mintdkbdl nyert ITS PCR
termékeket bakteridlis, plazmid DNS-be t6rténd klénozassal mintegy elvalasszuk
egymastol és ezzel lehet6vé tegyiik a kilonb6z6 fajokbdl szarmazé DNS
amplifikatumok egyenként torténé megszekvenalasat. Mindemellett a gomba
mintakbol kivont DNS-eket nagy ateresztd képességii, Ujgeneraciés szekvenalasnak is
alavetjiik, amely képes egy reakcioban egyszerre az 0sszes jelenlévé gomba (vagy
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Az épiiletek legjelent6sebb karositéjanak tartott Serpula lacrymans németorszagi
mintdinak DNS vizsgalatai az irodalmi adatok szerint igazoltdk, hogy a korabban egy
fajnak vélt, makroszképikusan hasonlé megjelenésti mintak nem egy fajhoz, adott
esetben kiilon nemzetséghez tartoznak. A Serpula lacrymans-hoz megjelenésében és
genetikai allomanyaban leginkdbb hasonlé faj a Serpula himantioides, amely
genetikai allomanya 96%-os egyezést mutat a S. lacrymans-sal, de az ITS szekvencia
alapjan jol elkilonithet6. A S. /lacrymans-hoz szintén hasonl6 megjelenésli, néhany
évtizeddel ezel6tt a Serpula fajoktél még nem elkiilonithetd Leucogyrophana fajok
mara mar jol kiilonvalaszthatova valtak. A Leucogyrophana fajok kozil a
Leucogyrophana romellii 93%, a Leucogyrophana pinastri 84%, a Leucogyrophana
arizonica, a Leucogyrophana olivascens és a Leucogyrophana mollusca 80%, a
Leucaena pulverulenta-nak pedig csak egy nagyon kis része illik ra a S. Jacrymans ITS-
ére, igy ezek a fajok egymastol DNS vizsgalatokkal jol elkiilonithetdk [2].

A vizsgalatok kezdetén reméltiik, hogy az emlitett fajok koziil az alkalmazott DNS
analitikai modszerekkel sikertl kimutatni néhanyat a fent emlitett fajok koziil is.

A jelen kisérletben, 15 vizsgalt mintabo6l 10 esetben sikeriilt a minta fenotipusaval
Osszeegyeztethetd fajt diagnosztizalnunk a beklénozott ITS PCR termékek
megszekvenalasaval. Ezek koziill harom mintanal az el6zetes makrovizsgalatok is
alatdmasztottdk az eredményt. A 15 vizsgalt minta koziil egy minta esetében mas
gombafajt (penészgomba) sikeriilt azonositanunk, két mintdnal pedig nem talaltunk
az ITS szekvenciakkal teljesen egyez6 szekvenciakat az adatbazisokban. Tovabbi két
minta pedig nem volt alkalmas a bel&liik torténd DNS felszaporitasra.

Ujgeneraciés szekvenalassal 3 mintat vizsgaltunk meg. Az egyik esetében, ahol a
hagyomanyos ITS szekvenalassal nem tudtuk kimutatni a feltételezett faj DNS-ét, az
Ujgeneraciés szekvenalassal, bar alacsony szinten, de sikeriilt igazolni, hogy jelen van.
Mellette pedig tobb kartékony gombafaj jelenlétét is bizonyitottuk. Egy masik
mintanal pedig sikertlt azonositanunk az ITS szekvenalas soran is azonositott fajt,
szintén tobb faronté gomba jelenlétében.

Az eredmények alapjan elmondhatjuk, hogy a DNS diagnosztikai modszerek
onmagukban semmiképp sem helyettesithetik a terepi szakért6k vizsgalatait, az
éptiletekbol vett, karositott faanyagok laboratdériumi vizsgalata 6nmagaban nem hoz
kelld eredményt, ugyanakkor adott mintak esetében nagy segitséget adhatnak a
szakért6k szamara a fajmeghatarozashoz.

A modszer gyakorlati hasznat nagy értéki épiiletszerkezetek, miiemlékek, miitargyak
karositéinak meghatarozasakor, esetleg vitas birdsagi tigyekben a szakértdi
vélemények tovabbi alatdAmasztasaban latjuk.
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Az ITS alapu PCR termékek szekvendlasa el6tt mindenképp javasoljuk a PCR
termékek plazmidba Kklonozdsat és a baktérium kolénia PCR-ekkel torténd
szamos faj jelenlétét igazolhatjak, amik a bekiildott mintakon jelenlévd egyéb
él6lények DNS nyomainak (spora, pollen, szovetdarabok, stb.) k6szonhetd. Ezért, ha
lehetséges, javasoljuk a mintak el6zetes feliileti fert6tlenitését, majd oltéfiilkében
torténd, a minta belsejébdl vett gombaszovedék, vagy termdtest rész kiemelését és a
DNS kivonashoz, a szennyezett teriiletek elkeriilésével torténé mintavételezést. A
DNS alapu diagnosztikai rendszerek hatékonysagat nagyban befolyasolhatja a
bekiildott minta kora. Id6sebb, nem €él6 mintak esetében a feliilfert6zottség esélye
megnd, illetve a benne 1évé DNS mindsége csokken, mindezek hatasara nehezebbé
valik a mintdhoz rendelhet6 faj(ok) meghatdrozasa, ezért a nagy gondossaggal
kivitelezett, terepen torténdé mintavételezés és a mintak megfeleld, steril taroldsa
kiemelt fontossaggal bir.

Az Ujgeneracios szekvenalasi rendszerek hasznalata jelentésen koltségesebb (25-30
x) a hagyomanyos Sanger szekvenalashoz képest, ami a technolégia elterjedésével és
fejlédésével mérséklédhet, ugyanakkor nagy atereszt6 képességiik miatt ezek a
modszerek sokkal versenyképesebbek a fajok diagnosztizalasaban.




2. Bevezeto

Az elvégzett munkank alapjat White et al. (1990) publikaciéja szolgaltatja, amelyben
a szerzdk univerzalis (az egyes gombafajok kozott konzervalédott DNS szekvenciakra
tervezett) ITS (internal transcribed spacer) PCR (polymerase chain reaction,
polimeraz lancreakcio) inditészekvencidkat kozolnek le, melyek lehetéséget kindlnak
ismeretlen gombafajok DNS-alapon torténé azonositasara.

A riboszomalis RNS-eket kddolé gének (18S - kisalegység, 28S - nagy alegység)
egymas mellett helyezkednek el a genomon. A kozottiik 1évé nem kddold, RNS-sé at
nem {rédé részt nevezik ITS (internal transcribed spacer) régionak, amely fajon beliil
meglehetésen konzervalt (azonos), a kiilonboz6 fajok kozott pedig szamos mutacidt
(bazis pontmutaci6, inszercié - beépilés, deléci6 - kiesés) tartalmaz. A DNS
felszaporitasara végzett reakcié (PCR) sordn az univerzalis indit6 DNS szekvenciak
(ITS1 és ITS4, 1. dbra) a legtobb gombanal teljesen megegyeznek (szamos gombafaj
DNS-ének 6sszehasonlitasa eredményeként), tehat hasznalatukkal barmely gombafaj
ITS régioja felszaporithato.

NS1 NS3 NSS NS7 ITSS ITS1 ITS3

. -

o L S N 08 SR 0 s 2

1. dbra: A fajdiagnosztizdldsra haszndlt PCR inditoszekvencidk helyzetének
sematikus dbrdja (ITS1-5) [1].

A PCR soran nem csak felszaporitjuk, de mintegy izolaljuk, elvalasztjuk a vizsgalni
kivant DNS szakaszt. A reakcidt kovet6en az izolalt DNS-t felépit6 bazisok (adenin - A,
guanin - G, citozin - C, timin - T) sorrendje Sanger-féle szekvenalasi reakcié soran
meghatarozhat6. Az igy kapott bazissorrend DNS adatbazisokba feltoltott, ismert
eredetll szekvenciakkal 6sszehasonlithato és a kérdéses faj megallapithato.

A White et al. (1990) altal leirt rendszer alkalmas lehet faanyagokat karosito
gombafajok diagnosztizalasara is. A rendszer el6nye egyben hatranya is, hiszen, a PCR
inditészekvenciak minden gombara altalanosan specifikusak, ezért a bekildott
farontégomba mintakon (termdtest, fonal, spora, stb.) 1év6, mas fajhoz tartozé gomba
szennyezddések (penészgombak, spdrak, stb.) miatt sok esetben tobbféle
szekvencidgju és méretli PCR terméket kapunk. Ezek a termékek DNS
gélelektroforézissel méret alapjan szétvalaszthatok egymastél. A gélelektroforézis
soran a DNS oldatot egy gél lapka egyik felén l1évé zsebbe helyezziik, majd egy

[ 8 1




elektromos teret biztosité puffer oldatban a gél lapka masik felének iranyaba
vandoroltatjuk. Erre a DNS negativ toltése ad lehetéséget. A miveletet addig
végezzilk, amig a kiilonb6z6 méretd (tomegli) DNS szalak szét nem valnak egymastdl,
mivel a kisebb DNS darabok gyorsabban haladnak az elektromos térben. Ezt kdvetden
az egyes DNS darabok egy festék segitségével UV-fényben vizualizalhatok és a gélbdl
kivaghatok, kitisztithatok és alavethet6k a DNS szekvenalasnak. Sok esetben azonban
az egyes gombafajok ITS PCR termékei kozott méretiiket tekintve nagyon kis
kilonbségek lehetnek, melyek megnehezitik a visszaizoldlasukat. A Sanger
szekvendlas sordn pedig az egy reakcidban jelenlévd tobb, kiillonb6z6 szekvenciaju
DNS értékelhetetlen, ,kevert” szekvenalast eredményez.




3. A szakmai anyag tagolt kifejtése

3.1. A munka célkitiizése

Az el6bbiekben leirt mddszer tokéletesitésére célul tiiztik ki az ITS PCR termékek
bakterialis plazmidba (baktériumokban madasolédni képes, extrakromoszdémalis
cirkularis DNS) torténd beépitését, klonozasat. A klonozas soran a kevert, tobb gomba
tartalmazo oldattal, majd DNS ligdz enzim segitségével integraljuk éket a plazmidba
(2. abra).

PCR

.~ termék

plazmid | | felnyitott ———» | [rekombinans
plazmid plazmid

2. dbra: A DNS klonozds lépései

Az igy létrehozott rekombinans plazmid halmaz baktériumsejtekbe juttathatd, mely
sejtek taptalajon felnoveszthet6k. A modszer 1ényege, hogy minden egyes plazmidba
csak egyféle gomba ITS DNS Kkeriilhet és a taptalajon felnové baktérium telepek
mindegyike csak egy féle rekombinans plazmidot tartalmazhat. Ezt kovetden az
egyedi baktérium kol6oniakbol végzett ITS PCR sordn mar csak azonos szekvencidja
terméket fogunk kapni, ami Sanger szekvenalasra kiildhet6.

A kevert PCR termékek kozvetlen megszekvenalasara is lehet6ség nyilik
tigynevezett Ujgeneraciés szekvenalasi platformokkal. Ezek a mdédszerek lehet6vé
teszik, hogy a kiilonb6z6 DNS szalakat molekulanként elemezziik, megallapitsuk a
bazissorrendjiiket és mennyiségi aranyokat is meghatarozzunk az egyes molekulak
kozott. Ezek a technikdk meglehetGsen dragak, ami a fejlodésiik és elterjedésiik
novekedésével mérséklédhet, ezért mindenképp fontosnak tartottuk, hogy néhany

mintan leteszteljiik hatékonysagukat.
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3.2. Anyag és modszer

3.2.1. DNS izolalas

A DNS izolalast ,direkt kivoné” kit-tel végeztiik el. Erre a Sigma Extraction (Sigma,
E7526) és Dilution Solution (Sigma, D5688) oldatait hasznaltuk. A tereprdél beszerzett
mintakbol egy maximum 5 x 5 mm-es darabot folyékony nitrogénben dorzsoltiink el
dorzsmozsarakban. 100 pl Extraction solution-t raktunk egy 1,5 ml-es eppendorf
cs6be, amibe eldtte egy 2,5 mm-es atmérdji csapagygolyot helyeztiink el. A kortlbeliil
10 pl mennyiségl elporitott mintat az Extraction oldatba raktuk, majd a cséveket
labormalomba helyeztiik és a golyok segitségével az oldatban tovabb homogenizaltuk
a mintakat. Ezt kovet6en a csoveket 95 °C-os termosztatban inkubaltuk 12 percig,
majd jégen lehiitottiik és hozzaadtuk a 100 pl Dilution puffert. Amennyiben az oldat
tul sotét volt, csak 10 pl-t raktunk beldle 100 ul Dilution oldathoz. Az oldatot alaposan
Osszekevertiik vortex segitségével. A mintat 30 masodpercig lecentrifugaltuk, majd a
DNS-t tartalmazé feliiliszo folyadékbol 100 ul-t 4j csovekbe raktuk.

Az Ujgeneraciés szekvenalasra kiildott gomba DNS mintdkat QIAGEN’s DNeasy® Plant
Mini Kit segitségével vontuk ki egy kordbban leirt protokollt kovetve [3].

3.2.2. ITS PCR

A PCR-eket Phusion Hot Start II polimerazzal (Thermo, F549L) készitettiik el. Az 50
ul-es reakciok 1 pl templatot (direct kivonas) tartalmaztak. Indité szekvenciaként az
ITS_forward (5’- TCC GTA GGT GAA CCT GCG G -3") és az ITS_reverz (5’- TCC TCC GCT
TAT TGA TAT GC -3") univerzalis oligokat hasznaltuk. A PCR-eket az alabbi
programon végeztiik el: 95 °C 5 perc, (95 °C, 30 sec; 55 °C, 30 sec; 72 °C, 20 sec)x 35
ciklus, 72 °C, 10 perc; 4°C. A PCR ~600 nukleotidos termékeket eredményezett.

A PCR termékeket 1,2% agardz TBE gélben valasztottuk szét (120 V fesziiltségen)
méret szerint. A szekvenalast megel6z6en a PCR termékeket Gene]ET Gel Extraction
Kit (Thermo, K0692) segitségével tisztitottuk meg a reakcié elegytdl.

3.2.3. DNS klonozas, baktérium transzformacio

A PCR termékek klénozasahoz Clonejet kitet (Thermo Fisher, K1231) hasznaltunk, a
DNS ligalasat a gyarto altal leirt protokoll szerint végeztiik, annyi eltéréssel, hogy az
Osszeteviket csak fele mennyiségben hasznaltuk. A ligalashoz 2-4 pl tisztitatlan PCR
terméket hasznaltunk fel.
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A ligdlasi termékbél 5 pl mennyiséget hasznaltunk fel a bakteridlis
transzformaciéhoz, amelyhez 100 pl DH5a Escherichia coli Kkompetens
sejtszuszpenziét alkalmaztunk.

3.2.4. Baktérium kolonia PCR

A szilard taptalajra juttatott baktérium szuszpenzidbdl felnétt, egy sejtbdl kiindulo
telepek koziil 6-6 db-ot valasztottunk ki ligalasi reakcionként (mintanként). A kolénia
PCR-ek esetében 7aq polimerazt (EP0402, Thermo Fisher) hasznaltunk, mivel ezt
kovet6en mar PCR terméket fogunk megszekvenalni, a ,proof-reading” aktivitas altali
elénynek mar nincs akkora jelentdsége. A kolonia PCR-eket a plazmidra specifikus
gyari PCR oligékkal (forward: 5’ - CGACTCACTATAGGGAGAGCGGC - 3’; reverz: 5 -
AAGAACATCGATTTTCCATGGCAG - 3’) végeztilk el, az el6bbiekben leirt PCR
programot hasznalva. A reakciot 25 pl-re mértiik 6ssze a gyart6 altal leirt protokollt
alkalmazva. A templat plazmidokat tartalmazé baktériumokat steril fa palcikaval
szedtiik fel a taptalajrol és mostuk bele a PCR reakci6 elegybe. A PCR termékeket
gélben szétvalasztottuk, hogy megbizonyosodjunk roéla, hogy csak egy méreti
terméket eredményezett a reakci6. A mintankét 6-6 db PCR koziil 2-3, lehet6ség
szerint méretben kiilonb6z6é terméket tisztitottunk ki (Gene]ET Gel Extraction Kit,
K0692, Thermo Fisher) és adtunk le szekvenalasra (Mix2seq kit, Eurofins Genomics).
A szekvenalast az ITS_forward oligoval végeztettiik el.

3.2.5. DNS szekvenalas és feldolgozasa

Az ITS PCR termékek szekvenalasat az Eurofins céggel végeztettiik el. A cégtdl kapott
szekvencidk leolvasasi kromatogrammjat leellendriztiik mindségi szempontbol.
Megfeleld mindség esetén a szekvenciak végérdl eltavolitottuk a ~100 nukleotid
hosszisagu plazmid eredetd részt. Az igy nyert szekvenciakat az internetes NCBI
adatbazis DNS szekvencia osszehasonlito alkalmazasaba (blastn,
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov) vittiik be, melynek soran az alapbeallitasokat
alkalmaztuk. Az 6sszehasonlitd elemzés soran megkaptuk, hogy a beadott szekvencia
milyen aranyban illik ra az adatbazisban talalhaté hasonl6 szekvenciakra (3. abra,
Query score oszlop), illetve hogy ez a rész milyen aranyban mutat vele azonossagot
szekvencia szinten (3. abra, Per. Ident oszlop). Egy adott gombat 95%-os, vagy
afolotti szekvencia railleszthet6ség és egyezés esetén soroltuk a kapott szekvencidhoz
rendelt fajhoz.
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Az Ujgeneraciés szekvenalasok elvégzésére a BIOMI céget (NAIK-MBK, Godélls

biztuk meg, akik LoopSeq™ kit-et (Loop Genomics) alkalmazva Illumina Myseq

szekvenatoron hajtottdk végre a protokollt. Az eljaras soran a gomba genom 18S

riboszoma DNS-ét és a kozvetlen mellette taldlhaté ITS régiét specifikus DNS

oligokkal feljelolik, izolaljak, majd megszekvenaljak. Az eljaras sokkal pontosabb

fajmeghatarozast tesz lehet6vé, mivel a vizsgalt DNS szakasz (~2400 nukleotid) nem

csak az ITS régiét (~600 nukleotid) foglalja magaba, hanem a 18S riboszéma DNS-t is.
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4. Eredmények és kiértékelésiik

A munka soran 15 db tereprdl begyijtott mintat (1. sz melléklet) dolgoztunk fel. Az
ITS oligokkal végzett PCR sordn 13 esetben kaptunk PCR terméket (4. dbra), melyek
kozil a legtobb mar a gélkép alapjan is kevertnek bizonyult, mivel tobb eltéré méreti
terméket kaptunk.

M1 2 3 45 6 7 8 910 11 1213 1415 -K +K M

r—-

S—
— = [e——Y ) . — . — —

1
L

4. dbra: A gomba DNS-ekbdl készitett ITS PCR termékek gélelektroforézise (M: DNS
méret marker, 100 bp plus, Thermo Fisher; 1-15: gomba DNS mintdk; -K: DNS nélkiili
technikai kontroll; +K Serpula lacrymans gombaspora DNS)

A PCR termékek plazmidba klonozasat és azok baktériumba juttatasat kovet6en 6-6
baktérium teleprol végeztiink kolénia PCR-t (2. sz. melléklet). Amennyiben taldltunk
és sikeriilt visszaizolalnunk kiilonb6z6 méreti termékeket azokat egyenként leadtuk
szekvenalasra (a, b, ¢).

A 13 plazmidba klénozott ITS szekvencidbdl 11 esetben (2, 3, 6, 7, 8, 10-15) keriilt sor
fajmeghatarozasra megfelel6 megbizhatosaggal (>95% szekvencia egyezés) (1
Tablazat). Ezek kozil csak egy esetben kaptunk olyan fajt (2. minta), amely nem
Osszeegyeztethetd a bekiildott minta makroszkopos képével. Két esetben (1, 5) pedig
a szekvendlas soran kapott szekvencia csak részben volt felilleszthet6 mas, az
adatbazisban talalhaté szekvenciara.

Az Ujgeneraciés szekvenalds soran 3 mintabél (1, 5, 13) vontunk ki DNS-t, melyeket a
BIOMI (NAIK-MBK, G6dolld) céggel megszekvenaltattunk. A minta kivalasztasa soran
a korabbi ITS PCR eredményeket vettiik alapul és olyanokat valasztottunk, melyek
kevert PCR terméket eredményeztek. Az Ujgeneraciés szekvenalds eredményeként
megkaptuk a mintaban 1évé valamennyi gombafaj és tobb esetben magasabb rendi
él6lény (allat, novény) 18S RNS és ITS szekvencia adatait, melyek a mintadban jelen
voltak. A vizsgalatok sordn lényegesen nagyobb fajszamot kaptunk a vizsgalt

mintakra, mint amire a kisérlet kezdetén szamitottunk.
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Sorszam

10.

11.

12.

13.

14.

15.

1. Tablizat: A DNS szekvendldsok eredményének dsszefoglalo tibldzata

A szekvencia .\
Illesztett e . 2 p .
a . . Fajhatarozas eredménye railleszthet6- szekvencia
Feltételezettfaj  szekvencia 2 2
R (19) (NCBI) sége (Query egyezése
cover) (Ident)
Serpula 475 Coprinellus micaceus 66% 98,19%
lacrymans
Serpula 624 Z) ygosaccbaI:?m 1yces 100% 100%
lacrymans rouxii
Poria sp. ‘;:_ 556553 a,b: Amyloporia xantha a,b: 100% | a,b:100%
Poria sp. n.a. n.a.
a: 509, a: Priceomyces medius, a: 66%), a: 93,79,
Poria sp. b: 355, b: Mertensia ovum, b: 44%, b: 85,89,
c: 486 c: Ascomycota sp. c:69% c:85,71%
Auricularia a: 512, a,b: Auricularia auricula- ab: 100% a:99,42%,
auricula-judae b: 506 judae, T ® | b:99,61%
? % 5566%' ab: Lentinus arcularius | a)b:99% | ab: 100%
” a: 552, a,b: Porostereum ] o ] o
? b: 557 spadiceum a,b: 100% a,b: 100%
? n.a. n.a.
” a: 535, a: Peniophora lycij, ab: 100% a: 99,63,
: b: 539 b: Peniophora cinerea s ® | b:98,14%
) a: Trichoderma 1000
? %’_ 55%59’ harzianum, a,b: 100% b?. 916027/?’;
) b: Orbilia eucalypti 7RI
Exidia b: 495 b: Exidia glandulosa b: 100% b: 100%
glandulosa voucher
2: 520 a: Trametes versicolor,
? ' ’ b: Cladosporium a,b:100% | a,b: 100%
b: 452 .,
pseudocladosporioides
? 550 Meruliopsis corium vagy 100% 100%
Byssomerulius corium
? ?;_ 5522%’ a: Trametes versicolor a,b: 100% a,b: 100%
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Az altalunk feltételezett néhany valészinisithetd faj helyett egy-egy esetben akar tobb
szaz faj jelenléte is kimutathaté volt. Az 1-es minta esetében 219, a 2-esnél 58, a
harmasnal 500 kiilonbozé egyedi szekvenciat kaptunk, kiilonb6zd leolvasasi
szamokkal. A fajok dontd része alacsonyabb rendili gombakhoz tartozott, melyet jol
szemléltet a 3. sz. melléklet dbrai is, ezért a munka szempontjabol nem fontos fajokat
kiszlrtiik a vizsgalatbol és csak a magasabb rendli gombafajokra (aszkosporas és
bazidiosporas) koncentraltunk.

A 2 Tdbldzat-ban lathatéak a szekvenadlasok soran megtaldlt fontosabb fajok
mintanként, feltiintetve az adott fajra kapott DNS leolvasasok szamat. Az 1-es minta
esetében az eldzetes szakértdi vizsgalatok Serpula lacrymans fajt hataroztak meg,
amit nagyon alacsony szinten (1 leolvasas) ki is mutattunk. A mintaban azonban
szamos mas faronté gomba DNS-ét is igazoltuk. Az 5-0s minta esetében csak egy
olyan fajt (Grosmannia clavigera) talaltunk, amely esetlegesen Osszeegyeztethetd a
kapott minta makroszképos képével. A 13-as minta eredménye pedig megerdsitette a
hagyomdanyos ITS szekvenalas soran diagnosztizalt fajt ( 7rametes versicolor), amely
ebben az esetben is 6sszeegyeztetheté a makroszképos képpel.

A teljes kisérletsorozat kezdete 6ta a 21 éptiletbdl vett mintanal 6sszesen 6 esetben
volt igazolhaté az épiiletek beépitett faanyagainak legveszélyesebb karositdja a
Serpula lacrymans jelenléte. A S. Lacrymans-ra negativ eredményeket tovabb
vizsgalva az Ujgeneraciés moédszerrel még egy esetben igazolhaté volt annak
jelenléte.

A vizsgalatok soran az épiiletek beépitett faanyagainak jelentés - a Serpula
lacrymans-sal makroszkoposan konnyen osszetéveszthetd - karositok koziil, egyik
DNS analitikai modszerrel sem tudtuk kimutatni a Leucogyrophana fajokat vagy a
Serpula himantoides-t a begy(ijtott mintdkbol, bar ezek jelenlétére szamitottunk.
Sikeriilt azonban igazolni a Cystidiodontia sp., az Antrodia xantha, a Coriolopsis trogij,
a Xylobolus subpileatus fajokat és a pincegombak koziil a Coniophora olivaceae és
Coniophora hymantoides jelenlétét a kérdéses esetekben, amikor a makroszkoépos
vizsgalatok nem adtak kell6 tAmpontot.
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2. Tdbldzat: Az Ujgenerdcids szekvendlisok sordn kapott fontosabb fajok
kivonata

1-es minta 5-0s minta 13-as minta
(29194 leolvasas) (746 leolvasas) (23255 leolvasas)
Leolvasas Faj Leolvasas Faj Leolvasas Faj
(db) (db) (db)
984 Trametes sp. 10 Grosmannia 66 Trametes
clavigera versicolor
922 Lentinus 1 Trichoderma 17 Tremella sp.
arcularius citrinum
116 Auricularia 12 Trichoderma
auricula-judae hamatum
116 Ganoderma 6 Trametes
australe hirsuta
19 Antrodia 3 Lentinus sp.
albida
19 Coriolopsis
byrsina
2 Antrodia
heteromorpha
1 Serpula
lacrymans

Az eredmények alapjan lesziirhetd, hogy a DNS diagnosztikanak dontd szerepe lehet
az épiiletek faanyagait karosit6 gombak pontos beazonositisaban. A jov6ben
mindenképpen fontosnak tartjuk - amennyiben lehet8ség van ra -, a mintak el6zetes
feliileti fert6tlenitését, illetve felhivjuk a terepen dolgoz6 szakemberek figyelmét, a
lehet8ség szerint €16, szennyezddésektdl mentes mintak begy(jtésére, hogy ezzel is
lecsokkenthessiik mds, a mintaval nem azonosithat6 gombdak kimutatasat.

A molekularis genetikai mddszerek hasznos kiegészitdi lehetnek a faanyagvédelmi
szakértok munkajanak. A PCR technika érzékenysége kombinalva a bakterialis
klonozassal sok esetben lehet6vé teszi egy adott mintabol akar tobb gombafaj pontos
kimutatasat, illetve kis mennyiségben jelen 1évé gombak, vagy kissé bomlott mintak
esetén is a diagnosztizalast. Természetesen a gondos mintavételezéssel a PCR reakcid
kivitelezése is hatékonyabb és pontosabb eredményt ad. Az eljaras viszonylag
koltséghatékonyan végezheté6 el. Hatranya lehet, hogy a kiilonb6zé fajok
el6fordulasanak mértékét a mintaban nem képes meghatarozni. Ezzel szemben az
Ujgeneraciés szekvenalas egy adott mintan beliil az el6fordulé fajok megoszlasarol is

képet ad, viszont jéval nagyobb koltségi eljaras.
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5. Mellékletek

1. sz melléklet: A tereprol begytjtott mintdk fotoja

2. sz. melléklet: A baktérium koloniikbdl (6-6 db) végzett PCR termékek
Zélelektroforézise. M: DNS molekulasily marker (100 bp plus, Thermo Fisher), Piros

négyzet: a szekvendlisra leadott mintik

1-es minta 2-es minta 3-as minta
M1|EIE|456|I|23456|I|23|E|56
o= e e e = e SRS g 351 =
-
— o e
—
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5-0s minta 6-0s minta 7-es minta

WLl s 6 1RlfEe 5o 12 3e s 3]
N e e S aas= = e
=
— A — e em— —— — -— - — — G
8-as minta 10-es minta -es mi
M123456E|2E|4561 3 4 6
= S B e — e = s
—
E Y e e N N —— —— — — e —
-—
12-es minta 13-as minta 14-es minta

* L 2y e lggene

LI
|

I

I

|

I

I

|

I

i

4l‘|

15-6s minta
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—
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3. sz melléklet: Az Ujgenerdcids szekvendlds sordn kapott fajok megoszldsa a
leolvasdsi szam alapjdn kalkulilt abundancia szerint génusz és faj szinten

Aspergillus (0.882)
Trametes (0.037)
Lentinus (0.032)
Trichaptum (0.008)
Ganoderma (0.005)
Earliella (0.005)
Auricularia (0.004)
Eurotium (0.004)
Bjerkandera (0.004)
Penicillium (0.003)
Neofusicoccum (0.002)
Trichoderma (0.001)
Allophylus (0.001)
Gelatoporia (0.001)
Cladosporium (0.001)
Antrodia (0.001)
Coriolopsis (0.001)
Trechispora (0.001)
Sporidiobolus (0.0)
1-es minta, génusz szerinti megoszlasa Malus (0.0)

Other (0.008)

Aspergillus sp. (0.747)

Aspergillus penicillioides (0.11)
Trametes sp. (0.034)

Lentinus arcularius (0.032)
unidentified (0.008)

Trichaptum abietinum (0.008)
Aspergillus fumigatus (0.007)
Earliella scabrosa (0.005)
Eurotium sp. (0.004)

Auricularia auricula-judae (0.004)
Ganoderma australe (0.004)
Bjerkandera sp. (0.003)
Aspergillus wentii (0.003)
Trametes versicolor (0.003)
Aspergillus restrictus (0.002)
Neofusicoccum parvum (0.002)
Allophylus sp. (0.001)

Gelatoporia subvermispora (0.001)
Trichoderma longibrachiatum (0.001)
1-es minta, faj szerinti megoszlasa Penicillium sp. (0.001)

Other (0.022)
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5-6s minta, génusz szerinti megoszlasa

5-6s minta, faj szerinti megoszlasa

Thermothelomyces (0.771)
Sporothrix (0.097)
Penicillium (0.021)
Grosmannia (0.013)
Aspergillus (0.011)
Acremonium (0.008)
Talaromyces (0.008)
Tolypocladium (0.005)
Phaeoacremonium (0.004)
Cryptodiscus (0.004)
Colletotrichum (0.004)
Phialophora (0.004)
Cephalotheca (0.003)
Sporidiobolus (0.003)
Hirsutella (0.003)
Myrothecium (0.003)
Lipomyces (0.003)
Metarhizium (0.003)
Arachnomyces (0.003)
Dacryopinax (0.001)
Other (0.029)

Thermothelomyces thermophilus (0.771)
Sporothrix schenckii (0.097)
Penicillium sanguifluum (0.015)
Grosmannia clavigera (0.013)
unidentified (0.011)

Acremonium chrysogenum (0.008)
Talaromyces piceae (0.004)
Phialophora sp. (0.004)
Cryptodiscus epicladonia (0.004)
Phaeoacremonium minimum (0.004)
Penicillium steckii (0.004)
Aspergillus pseudoglaucus (0.003)
Colletotrichum higginsianum (0.003)
Aspergillus sp. (0.003)

Lipomyces starkeyi (0.003)
Aspergillus sclerotiorum (0.003)
Sporidiobolus salmonicolor (0.003)
Hirsutella minnesotensis (0.003)
Tolypocladium sp. (0.003)
Myrothecium roridum (0.003)

Other (0.042)
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13-as minta, génusz szerinti megoszlasa

13-as minta, faj szerinti megoszlasa

SRNNRRNNRRNnn

Acremonium (0.301)
Penicillium (0.11)
Alternaria (0.101)
Cladosporium (0.079)
Vishniacozyma (0.063)
Lophiostoma (0.045)
Neocucurbitaria (0.037)
Byssochlamys (0.023)
Parastagonospora (0.019)
Clonostachys (0.019)
Fusarium (0.016)
Sarocladium (0.011)
Cystobasidium (0.01)
Angustimassarina (0.01)
Pteris (0.009)

Phoma (0.008)
Coniosporium (0.007)
Camarosporium (0.006)
Stachybotrys (0.006)
Pyrenochaeta (0.006)
Other (0.116)

Acremonium sp. (0.256)
Alternaria alternata (0.076)
Cladosporium sp. (0.064)
Lophiostoma cynaroidis (0.043)
Acremonium fusidioides (0.041)
Neocucurbitaria sp. (0.037)
Penicillium dierckxii (0.033)
Vishniacozyma carnescens (0.032)
Penicillium steckii (0.027)
Byssochlamys spectabilis (0.022)
Alternaria sp. (0.019)

Penicillium pancosmium (0.016)
unidentified (0.016)
Vishniacozyma psychrotolerans (0.016)
Penicillium sp. (0.015)
Vishniacozyma sp. (0.013)
Parastagonospora nodorum (0.012)
Clonostachys rosea (0.011)
Sarocladium sp. (0.01)
Angustimassarina sp. (0.01)

Other (0.232)
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4. sz melléklet: Az Ujgenerdcids szekvendlds sordn kapott fajok listdja a

1-es minta:

Faj
Aspergillus sp.
Aspergillus penicillioides
Trametes sp.
Lentinus arcularius
unidentified
Trichaptum abietinum
Aspergillus fumigatus
Earliella scabrosa
Eurotium sp.
Auricularia auricula-judae
Ganoderma australe
Bjerkandera sp.
Aspergillus wentii
Trametes versicolor
Aspergillus restrictus
Neofusicoccum parvum
Allophylus sp.
Gelatoporia subvermispora

Trichoderma longibrachiatum

Penicillium sp.
Ganoderma lucidum
Aspergillus steynii
Antrodia albida
Coriolopsis byrsina
Trechispora stellulata
Bjerkandera adusta
Cladosporium sp.
Aspergillus oryzae
Aspergillus cristatus
Aspergillus glaucus
Aspergillus udagawae
Lentinus tigrinus
Penicillium corylophilum
Sporidiobolus salmonicolor
Aspergillus aculeatus
Ganoderma carnosum
Aspergillus pseudoglaucus
Byssomerulius corium
Dichomitus squalens
Paramicrosporidium sp.
Penicillium capsulatum
Incertae sp.

leolvasdsok szama szerint rendezve

‘ Leolvasas Abundancia

21814
3215
984
922
226
221
202
132
121
116
116
92
82
81
44
44
32
31
29
28
27
23
19
19
19
18
18
16
12
12
12
12
11

0,747

0,11
0,034
0,032
0,008
0,008
0,007
0,005
0,004
0,004
0,004
0,003
0,003
0,003
0,002
0,002
0,001
0,001
0,001
0,001
0,001
0,001
0,001
0,001
0,001
0,001
0,001
0,001

0

O OO 0O O0OO0OO0OO0OOo0OOoOOoOOoOo
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Phanerochaete sp.
Aspergillus carbonarius
Aspergillus cvjetkovicii
Aspergillus ruber
Aspergillus terreus
Crataegus pinnatifida
Malus domestica
Neurospora tetrasperma
Thermothelomyces thermophilus
Thielavia sp.

unidentified
Amorphotheca resinae
Aspergillus flavipes
Aspergillus luchuensis
Aspergillus novofumigatus
Gongronella sp.
Hexagonia hirta
Hypochnicium albostramineum
Malus micromalus
Papiliotrema flavescens
Penicillium brasilianum
Rubus allegheniensis
Aspergillus niger
Basidiobolus heterosporus
Blastomyces gilchristii
Cinereomyces lindbladii
Hypochniciellum
cremeoisabellinum
Trichoderma citrinoviride
Valsa mali

Aspergillus baarnensis
Aspergillus flavus
Aspergillus jensenii
Aspergillus nidulans
Aspergillus sclerotiorum
Aureobasidium pullulans
Auricularia cornea
Auricularia sp.
Cladosporium cladosporioides
Dioscorea alata
Heterobasidion irregulare
Magnoliophyta sp.
Malbranchea gypsea
Parastagonospora nodorum
Penicillium commune
Pyrus x

Trichoderma guizhouense
unidentified

A A A DD ou0ul U UTO OO OO OO OO O N
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unidentified

Alternaria sp.

Antrodia heteromorpha
Aspergillus alliaceus
Aspergillus chevalieri
Aspergillus conicus
Aspergillus fischeri
Aureobasidium sp.
Cladosporium halotolerans
Coriolopsis gallica
Cryptovalsa ampelina
Epicoccum nigrum
Hortaea werneckii
Metarhizium rileyi
Parastagonospora sp.
Penicillium consobrinum
Penicillium flavigenum
Penicillium janthinellum
Penicillium nalgiovense
Penicillium solitum
Polyporus sp.
Porostereum spadiceum
Postia placenta
Toxicocladosporium sp.
Trametes cinnabarina
Trichoderma reesei
Acanthotrema sp.
Acremonium sp.
Agarum sp.
Angustimassarina sp.
Antrodia juniperina
Arachnomyces kanei
Arthrinium malaysianum
Arthrocatena sp.
Aspergillus amstelodami
Aspergillus campestris
Aspergillus creber
Aspergillus cremeus
Aspergillus neoflavipes
Aspergillus sojae
Aspergillus sydowii
Aspergillus versicolor
Asteromassaria olivaceohirta
Cephalotheca foveolata
Chaetomium globosum
Cladosporium bruhnei
Cladosporium langeronii
Coniochaeta mutabilis
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Coniophora puteana
Corynespora cassiicola
Cystobasidium laryngis
Cystobasidium sp.
Diplodia seriata

Elodea nuttallii
Endoconidioma populi
Eriobotrya japonica
Eupatorium sp.
Exidiaceae sp.
Filobasidium sp.
Filobasidium wieringae
Ganoderma sp.
Gymnoascus reesii
Gymnoascus sp.
Hemianax sp.
Hygrocybe punicea
Leucosporidium scottii
Lignincola laevis
Lignosus rhinocerotis
LKM11 sp.

Lycium ruthenicum
Metarhizium album
Microbotryum lychnidis-dioicae
Mucor mucedo
Neocucurbitaria sp.
Orbilia sp.
Paracoccidioides brasiliensis
Paraphaeosphaeria sp.
Paratrichodorus allius
Penicillium expansum
Penicillium glabrum
Penicillium kewense
Penicillium paradoxum
Penicillium simplicissimum
Penicillium steckii
Peniophora lycii
Perenniporia subacida
Periconia sp.
Phaeosphaeria sp.
Phellinus tuberculosus
Phlebiopsis gigantea
Phoma sp.
Phomatospora sp.
Pluteus salicinus
Polyporales sp.
Polytolypa hystricis
Pseudogymnoascus destructans
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Puccinia striiformis
Pyrus pyrifolia
Rhizoctonia solani
Rosa chinensis
Sarcinomyces sp.

5-0s minta:

Faj

Thermothelomyces thermophilus

Sporothrix schenckii
Penicillium sanguifluum
Grosmannia clavigera
Acremonium chrysogenum
Cryptodiscus epicladonia
Penicillium steckii

Phaeoacremonium minimum

Phialophora sp.
Talaromyces piceae
Aspergillus pseudoglaucus
Aspergillus sclerotiorum
Aspergillus sp.
Colletotrichum higginsianum
Hirsutella minnesotensis
Lipomyces starkeyi
Myrothecium roridum
Sporidiobolus salmonicolor
Tolypocladium sp.

67-14 sp.

Achroiostachys humicola
Apinisia graminicola
Arachnomyces glareosus
Arachnomyces sp.
Aspergillus fumigatus
Aspergillus penicillioides
Basidiobolus meristosporus
unidentified

Caudospora sp.
Cephalotheca foveolata
Cephalotheca reniformis
unidentified
Colletotrichum lupini
Colpodida sp.

unidentified

Elaphomyces granulatus
Leohumicola verrucosa
Mangifera indica

BB R R R

‘ Leolvasas Abundancia
575

72
11

[
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0,771
0,097
0,015
0,013
0,008
0,004
0,004
0,004
0,004
0,004
0,003
0,003
0,003
0,003
0,003
0,003
0,003
0,003
0,003
0,001
0,001
0,001
0,001
0,001
0,001
0,001
0,001
0,001
0,001
0,001
0,001
0,001
0,001
0,001
0,001
0,001
0,001
0,001

[27 L




Metarhizium brunneum 1 0,001
Metarhizium rileyi 1 0,001
Microascus cirrosus 1 0,001

Nectria cinnabarina 1 0,001
Neofusicoccum parvum 1 0,001
unidentified 1 0,001
Penicillium sp. 1 0,001
unidentified 1 0,001
Priceomyces haplophilus 1 0,001
unidentified 1 0,001

Pteris vittata 1 0,001
Stachybotrys sp. 1 0,001
Talaromyces radicus 1 0,001
Talaromyces sp. 1 0,001
unidentified 1 0,001
Tetracladium sp. 1 0,001
Thielavia terrestris 1 0,001
Tolypocladium ophioglossoides 1 0,001
unidentified 1 0,001
Trichoderma citrinum 1 0,001

13-as minta:

Faj Leolvasas ‘ Abundancia ‘

Acremonium sp. 5942 0,256
Alternaria alternata 1777 0,076
Cladosporium sp. 1481 0,064
Lophiostoma cynaroidis 1004 0,043
Acremonium fusidioides 962 0,041
Neocucurbitaria sp. 849 0,037
Penicillium dierckxii 779 0,033
Vishniacozyma carnescens 738 0,032
Penicillium steckii 634 0,027
Byssochlamys spectabilis 519 0,022
Alternaria sp. 433 0,019
Penicillium pancosmium 381 0,016
Vishniacozyma psychrotolerans 367 0,016
Penicillium sp. 342 0,015
Vishniacozyma sp. 302 0,013
Parastagonospora nodorum 271 0,012
Clonostachys rosea 249 0,011
unidentified 238 0,01
Angustimassarina sp. 229 0,01
Sarocladium sp. 229 0,01
Pteris vittata 208 0,009
Cladosporium cladosporioides 188 0,008
Cystobasidium laryngis 187 0,008
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Parastagonospora sp.
Coniosporium sp.
Camarosporium brabeji
Stachybotrys sp.
Penicillium brevicompactum
Devriesia pseudoamericana
Lophiotrema rubi
Clonostachys sp.
Penicillium citreonigrum
Phoma herbarum
Fusarium sp.

Lycium ruthenicum
Pyrenochaeta lycopersici
Alternaria infectoria
Clonostachys pityrodes
Phoma sp.

Trametes versicolor
Trametes sp.

Bipolaris sp.

Ulospora bilgramii
Microascus cirrosus
Acremonium hansfordii
Capronia sp.

Claviceps purpurea
Exophiala sp.
Cladosporium allicinum
Penicillium citrinum
Alternaria daucifolii
Epicoccum nigrum
Gibellulopsis nigrescens
Cucurbitaria berberidis
Lophiostoma sp.
Pleosporales sp.
Extremaceae sp.
Pyrenochaeta cava
Cladosporium iridis
Cladosporium langeronii
Holtermanniella sp.
Leptosphaeria sp.
Vishniacozyma victoriae
Gibberella intricans
unidentified

unidentified
Aureobasidium pullulans
Lepidosphaeria nicotiae
Volutella ciliata
Heterobasidion irregulare
Asteromassaria olivaceohirta

165
155
145
141
135
125
125
113
107
107
90
86
83
82
74
70
66
64
61
58
57
52
50
48
48
46
44
43
42
41
40
40
40
39
34
33
32
32
31
30
29
29
29
27
26
26
23
22

0,007
0,007
0,006
0,006
0,006
0,005
0,005
0,005
0,005
0,005
0,004
0,004
0,004
0,004
0,003
0,003
0,003
0,003
0,003
0,002
0,002
0,002
0,002
0,002
0,002
0,002
0,002
0,002
0,002
0,002
0,002
0,002
0,002
0,002
0,001
0,001
0,001
0,001
0,001
0,001
0,001
0,001
0,001
0,001
0,001
0,001
0,001
0,001
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Cladophialophora sp. 22 0,001

Phialophora verrucosa 22 0,001
Stilbella fimetaria 22 0,001
Bipolaris maydis 21 0,001
Holtermanniella takashimae 21 0,001
Phaeosphaeria sp. 21 0,001
Cladophialophora carrionii 20 0,001
Cystobasidium lysinophilum 20 0,001
Acremonium gamsii 19 0,001
Cladosporium bruhnei 19 0,001
unidentified 19 0,001
Occultifur externus 19 0,001
Didymella macrostoma 18 0,001
Fibulobasidium murrhardtense 18 0,001
Zymoseptoria tritici 18 0,001
Capnobotryella sp. 17 0,001
Citrus reticulata 17 0,001
Geosmithia microcorthyli 17 0,001
Paracamarosporium fagi 17 0,001
Penicillium brasilianum 17 0,001
Trebouxia sp. 17 0,001
Tremella sp. 17 0,001
Cladosporium subuliforme 16 0,001
Cystobasidium sp. 16 0,001
Paracamarosporium hawaiiense 16 0,001
Penicillium solitum 16 0,001
Plectosphaerella cucumerina 16 0,001
Pyrenochaeta nobilis 16 0,001
Stephanonectria keithii 16 0,001
Vishniacozyma dimennae 16 0,001
Vishniacozyma tephrensis 16 0,001
Cystobasidium ritchiei 15 0,001
Ramularia collo-cygni 15 0,001
Rhodotorula graminis 15 0,001
Stachys benthamiana 15 0,001
unidentified 14 0,001
Fusarium fujikuroi 14 0,001
Coniothyrium carteri 13 0,001
Paecilomyces formosa 13 0,001
Capronia kleinmondensis 12 0,001
Neotestudina rosatii 12 0,001
Penicillium citreosulfuratum 12 0,001
Trichoderma hamatum 12 0,001
Cryptococcus neoformans 11 0

Didymosphaeriaceae sp. 11 0

Penicillium capsulatum 11 0

Pseudopithomyces chartarum 11 0

Symmetrospora sp. 11 0
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Trebouxiophyceae sp.
Arthopyrenia salicis
Byssochlamys fulva
unidentified
Cyphellophora laciniata
Dioscorea polystachya
Epicoccum sp.
Fusarium oxysporum
Gibellulopsis sp.
Leptosphaeria maculans
Myrothecium roridum

Paraphaeosphaeria sp.orulosa

Penicillium janthinellum
Polycephalomyces sinensis
Tremella aurantia
Acremonium chrysogenum
Bipolaris sorokiniana
Byssochlamys sp.ectabilis
Corynespora cassiicola
Metarhizium brunneum
Rhinocladiella atrovirens
Sarocladium strictum
Alternaria citri

Capronia pulcherrima
unidentified
Cryptococcus sp.
Geosmithia eupagioceri
Hannaella kunmingensis
Ophiosphaerella korrae
Penicillium oxalicum
Plectosphaerella sp.
Pseudotremella moriformis
Pyrenochaeta sp.
Alternaria rosae
Biatriospora sp.
Filobasidium floriforme
Fonsecaea monophora
Hirsutella minnesotensis
Hypocreales sp.
Leptosphaeria biglobosa
Lessonia variegata
Metarhizium marquandii
Metarhizium rileyi
Myrothecium cinctum

Pseudoscopulariopsis hibernica

Pyrenochaetopsis leptospora
Rhodotorula glutinis

Sarocladium bactrocephalum
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Basidiobolus meristosporus
Cladophialophora boppii
Cladosporium sphaerospermum
Clavicipitaceae sp.
Geosmithia putterillii
Lipomyces starkeyi
Microdiplodia sp.
Neophaeosphaeria sp.
Ophiocordyceps sinensis
Penicillium bialowiezense
Sporidiobolus salmonicolor
Tetracladium sp.

Trametes hirsuta
Articulospora sp.
Aspergillus fumigatus
Aspergillus sp.

Buckleyzyma sp.
Cladosporium herbarum
Cladosporium ramotenellum
Curvularia papendorfii
Dematiopleospora sp.
Exophiala halophila
unidentified

Fusarium virguliforme
Herpotrichiellaceae sp.
Knufia sp.

Leptosphaeria microscopica
Lophiotrema sp.
Metarhizium album
Nothophoma quercina
unidentified

Papiliotrema flavescens
Paramicrosporidium sp.
Paraphaeosphaeria neglecta
Paraphaeosphaeria sp.
Polycephalomyces tomentosus
Pseudocamarosporium brabeji
Rhodotorula sp.

Rubus allegheniensis
Sclerostagonospora cycadis
Sclerotinia borealis
Trebouxia impressa
Verticillium dahliae
Acremonium sclerotigenum
unidentified

Byssochlamys nivea
Colacogloea cycloclastica
Crataegus pinnatifida
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Dioszegia zsoltii
Hannaella oryzae
Hymenostilbe odonatae
Lecanicillium sp.
Leptosphaerulina sp.
Massarina sp.
Paecilomyces sp.
Penicillium atrosanguineum
Pleospora herbarum
Ramularia grevilleana
unidentified

Aspergillus luchuensis
Aspergillus penicillioides
Atrocalyx asturiensis
Aureobasidium sp.
Cadophora sp.
Coniochaeta velutina
Cyphellophora sp.
Didymosphaeria variabile
Hannaella luteola

Isaria fumosorosea
Keissleriella rosarum
Lentinus arcularius
Mariannaea pinicola
Monascus fuliginosus
Monocillium sp.

Neophaeosphaeria filamentosa

Papiliotrema bandonii
Paraconiothyrium sp.
Penicilliopsis clavariiformis
Penicillium corylophilum
Phaeosphaeriopsis sp.

Phaeotremella pseudofoliacea

Phialophora sp.

Phoma aliena

Ramularia hydrangeae-
macrophyllae

Ramularia sp.
Sarocladium oryzae
Stemphylium sp.
Trichoderma atroviride
unidentified

Uwebraunia commune
Valsa mali
Vishniacozyma heimaeyensis
Allophylus sp.
Arthrocatena sp.
Ascochyta medicaginicola

W W W W W WwWwwwwwwwwwwwwwwwwwwbrbbsdrp,drpsrppsprEEAEAEPAEPH

N NN W WWWWwwwww

O OO0 00O 0000000000000 O0D0DO0D0D0DO0OD0DO0ODO0OO0O0OO0OO0OOOoOOoOoo

O OO OO0 O0OO0oOOoOOoOoo

[ 33 |




_ [ 34 |

Ascochyta pisi

Ascochyta rabiei
Blastomyces gilchristii
Boeremia sp.

Botrytis cinerea
Chaetothyriales sp.
Cladophialophora chaetospira
Cryptodiscus microstomus
Curreya pityophila
Diplodia juglandis

Earliella scabrosa
Engyodontium album
Erysiphe pulchra
Eurotium sp.

Exophiala sideris
Fusarium proliferatum
Hannaella sp.

unidentified

Malus domestica

Mollisia sp.

Monocillium tenue
Myrothecium verrucaria
Neosetophoma sp.
Occultifur sp.
Paraconiothyrium brasiliense
Paraphoma fimeti
Penicillium camemberti
Penicillium decumbens
Penicillium glabrum
Penicillium simplicissimum
Penicillium tropicum
Phaeodothis sp.
Phaeodothis winteri
Phaeotremella sp.
Phylliscum sp.
Pleurophoma sp.
Psathyrella candolleana
Rhodotorula toruloides
Sampaiozyma sp.
Truncatella angustata
Acidomyces acidothermus
Acremonium breve
Acremonium radiatum
Alternaria caespitosa
Alternaria eichhorniae
Alternaria maritima
Ampelomyces sp.
Amphisphaeria sp.
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Apatococcus lobatus
Apatococcus sp.

Arthrinium malaysianum
Arthrinium phaeospermum
Aspergillus campestris
Aspergillus carbonarius
Aspergillus cristatus
Aspergillus flavus
Aspergillus niger

Aspergillus novofumigatus
Aspergillus oryzae
Aspergillus salwaensis
Aspergillus sclerotiorum
Aspergillus steynii
Auricularia auricula-judae
Bannoa syzygii

Beauveria bassiana
Boeremia exigua
Botryosphaeria dothidea
Bradymyces sp.
Buckleyzyma aurantiaca
Bullera alba

Bullera melastomae

Bullera sp.

Bullera unica

Calycellinopsis xishuangbanna
Ceratocystis fimbriata
Cercospora sojina
Chimonocalamus pallens
Chloroidium sp.
Cladosporium aphidis
Cladosporium limoniforme
Cladosporium velox
Cladosporium xanthochromaticum
Colletotrichum higginsianum
Coniosporium apollinis
Coprinellus micaceus
Coprinopsis strossmayeri
Coprinus comatus
Cordyceps confragosa
Curvibasidium pallidicorallinum
Curvularia lunata

Curvularia sp.
Cyphellophora reptans
Cystobasidium minutum
Cystobasidium psychroaquaticum
Devriesia americana
Devriesia sp.
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Diadegma fenestrale
Didymella glomerata
Didymella sp.
Dioszegia crocea
Diplodia corticola
Elaphomyces granulatus
unidentified
Emericellopsis alkalina
Endoconidioma populi
Ephelis japonica
Epichloe festucae
Erythrobasidium hasegawianum
Eurotiomycetes sp.
Exochorda racemosa
Exopbhiala alcalophila
Exophiala angulospora
Exophiala aguamarina
Exosporium sp.
Exserohilum turcicum
Extremus sp.
Fonsecaea sp.
Fusarium graminearum
Fusarium meridionale
Fusarium nygamai
Fusarium poae
Ganoderma australe
Ganoderma carnosum
Gelatoporia subvermispora
Gibberella zeae
Golovinomyces sordidus
Hexagonia hirta
Hyaloscypha variabilis
Incertae sp.

Kabatiella microsticta
Knufia cryptophialidica
Lasiosphaeris sp.
Leucosporidium scottii
unidentified

Lupinus angustifolius
Malaysiasca phaii
Malus micromalus
Microascaceae sp.
Microascus chartarum
unidentified
Microsporomyces pini
Monascus purpureus
Montagnula sp.
Myrothecium sp.
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Naematelia encephala
unidentified

Naganishia albida

Nectria cinnabarina
Neodevriesia capensis
unidentified
Neophaeococcomyces catenatus
Neophaeosphaeria conglomerata
Ochrocladosporium elatum
Ochrocladosporium frigidarii
Ophiobolus sp.

Ophiocordyceps formicarum
Ophiosphaerella herpotricha
Paracoccidioides brasiliensis
Penicillium chrysogenum
Penicillium expansum
Penicillium flavigenum
Penicillium limosum

Periconia macrospinosa
Periconia sp.
Phaeoacremonium angustius
Phaeoacremonium minimum
Phaeoacremonium sp.
Phaeococcomyces sp.
Phaeohelotium sp.
Phanerochaete sordida
Phialemonium sp.

unidentified

Phyllosticta capitalensis
Phyllosticta elongata
Pleiochaeta setosa

Preussia sp.

Prunus sp.
Pseudocamarosporium sp.
Pseudochaetosphaeronema larense
Pseudogymnoascus destructans
Pseudomonas graminis
Pseudomonas lutea

Puccinia striiformis
Purpureocillium lilacinum
unidentified

Pyrenochaeta protearum
Pyrenochaetopsis microspora
Pyrus pyrifolia
Rachicladosporium inconspicuum
Rachicladosporium pini
Ramularia pratensis
Rhinocladiella sp.
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Rhizophagus irregularis
Rhodotorula mucilaginosa
Rhodotorula zsoltii
Rhopalophora clavispora
Roussoella intermedia
unidentified

Sakaguchia lamellibrachiae
Sarocladium kiliense
Scleroconidioma sp.hagnicola
Sclerotinia sclerotiorum
Scopulariopsis brumptii
Scopulariopsis candida
Scytalidium lignicola
Shiraia bambusicola
Shiraia sp.

Simplicillium lamellicola
Sporothrix insectorum
Sporothrix schenckii
Stachybotrys chartarum
Stemphylium vesicarium
Stilbella sp.
Symmetrospora gracilis
Synchytrium macrosporum
unidentified

Tintelnotia destructans
unidentified

Trametes cinnabarina
Trebouxia arboricola
Trebouxia jamesii
Trematophoma sp.
Tremella indecorata
Tremellales sp.
Truncatella sp.

Tubifex tubifex
Umbilicaria grisea

Urtica dioica
Ustilaginoidea virens
Valsaria rudis

Vermiconia foris
Verrucaria latebrosa
Vishniacozyma globospora
Warcupiella spinulosa
Westerdykella angulata
Westerdykella cylindrica
Xeromyces bisporus
Zymoseptoria sp.
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5. sz. mellékelt: Kordbbi terepi vizsgdlat sordn gytijtott mintdk fotoi és a DNS
analizis alapjdn beazonositott fajnevek

3. kép: Coniophora puteana -
pincegomba megjelenése belso
nyildszaron

1. kép: Coniophora merulioides
megjelenése belsé nyildszdron

2. kép: Coniophora merulioides
megjelenése belsé nyildszdron falburkolaton

R

kép: Cystidiodontia sp. megjelenése
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7. kép: Coriolopsis trogii - fehér
egyrétitaplo fiatal fonalai

5. kép: Serpula lacrymans termdotest
spordval, mely a kisérletek
bedllitisandl a kezdeti DNS mintdt adta

8. kép: Coriolopsis trogii - fehér
egyrétiitaplo néhdny hetes micélium
szovedék

6. kép: Coriolopsis trogii - fehér
egyrétitaplo kdrositisa keményfa
parkettdn

9. kép: Agaricus iodosmus-fenolszagi
csiperke fonalai téglafalon
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Iparban hasznalatos vizmin&ségek
Mérések a gaziparban

A biztonsagos ivovizellatds megteremtésének tervezési
eszkozei

Felépités elvii (additiv) gyartastechnoldgiak a gépészetben

Kerékparosbarat kozlekedéstervezés

A csillagpontkezelés legijabb kiilfoldi és hazai eredményei
(Utmutat6 és tervezési segédlet)

Flitési és hasznalati melegviz-igények kockazati elvl
méretezése példakkal

A Kkozuti vasutak (villamos) tervezésével kapcsolatos
kézikonyv

A gazfogyaszté késziilékek égéstermék elvezetésével
kapcsolatos szabalyozasok hidnyossagai és ellentmondasai

Orvostechnoldgiai tovabbképzés ismeretanyaga

A kozuti biztonsagi audit (KBA) jelentések elkészitésének
alkalmazasi segédlete - A kozati infrastruktira
kozlekedésbiztonsagi kezelésérdl szdlo jogszabalyhoz és
utligyi miiszaki el6irdshoz kapcsolédd értelmezési,
kidolgozasi és elfogadtatasi javaslatrendszer

Foldgaz kereskedelem (mérnoki segédlet)

Az energiahordozdk jovéje — kdolaj, foldgaz, megajuldk

Maganos kozlekeddk baleseti sulyossaganak csokkentése
mobil applikaci6 segitségével

Otletlapok 1. - Energiahatékonysdg novel6 otletek
egyszerd energetikai és gazdasagi szamitasai

Felvondk feldjitasa és atalakitdsa - Miiszaki segédlet

Alapozasfoldel6k 1j tervezési elvei és Kkivitelezési
modszerei - Tervezési segédlet és kivitelezési itmutato

Tlzvédelmi tervek tartalmi szabalyainak atdolgozasa

Nagyméreti informatikai beruhazasoknal (fejlesztéseknél)
ajanlott  szoftveroldali tervdokumentaciék tartalmi
elemeinek meghatarozasa (I. - II. kotet)

Az él6 fak stabilitdsa - mérnoki megkozelités - El6 fak,
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Alexandra, NEMETH Gabor, DR. dokumentaciok és  engedélyeztetéssel  kapcsolatos
VIMI Zoltan, DERI Lajos, kovetelmények a 2018.01.01-én hatalyba lépett 41/2017.
SZIMANDEL Dezs6 (XI1.29.) BM rendelet alapjan
25. DR.TAKACS Bence, DR. SIKI Zoltdn, Mérnokgeodéziaban alkalmazott alapponthalézatok - A jé
DR. EGETO Csaba, BENYI Laszl6 gyakorlat bemutatasa mintapéldakkal
26. DR.MOCZAR Balazs, LAUFER Imre,  Korszerii timszerkezetek tervezése
TOTH Gergé, WOLF Akos
27. HALASZ Gyorgyné Dr., Kiilonbo6z6 funkcioéja épiiletek klimatechnikaja I1.
CSERVENYAK Gabor, TUCZAI Attila,
VIRAG Zoltan
28. KADI Ott6, JOZSA Balint Kerékparos balesetek létesitmények szerinti vizsgalata
29. GARBAI Laszl6 Dr., JASPER Andor Hételjesitményatviteli tényez6 alkalmazasa
Dr., PELLER J6zsef Bendeguz tavhoérendszerek optimalis szabalyozasanak modelljében
30. GARBAI Lészl6 Dr.,, SANTA Réber A kompresszoros hészivattyuk optimalizalasa - Tervezés
Dr., JASPER Andor Dr. és uzemeltetés
31. LADANYI Gabor Dr. Diagnosztika a karbantartasban
32. MESZAROS Janos, MOLNAR Tibor, KIURITESI ES MENEKULESI UTVONALBA EPITETT AJTOK
RITZL Andras tervezési segédlet (2018)
2019.
33. BLAZSOVSZKY Laszl6 Foldgaz elosztévezetékek lizemeltetése
34. DR.SZILAGYI Zsombor A megujul6 energiahordozok jovéje Magyarorszagon
35. FORGACS Lajos Dr., HAIDEGGER Uj fejlesztések, innovativ megoldasok az orvostechnolégia
Tamas Dr., POLYA Endre ifj. terén
36. VARRO Beata, DR. KIS Andras Magyarorszagon  el6forduls, épililetekbe  beépitett
faanyagokat kardsité gombak vizsgalata és azonositasa
DNS diagnosztikaval
37. MANNINGER Marcell, SZEPESHAZI Munkatér hatarolé szerkezetek
Attila, SCHEURING Ferenc, MOLNAR
Gyorgy
38. KORSOS Andras, RADULY Zsolt A kozteriileti és beltertileti térfigyel6 kamerarendszerek
tervezési iranyelvei
39. GERGELY Edit, DR. BEZEGH Andras = Mddszertani Gtmutaté az iveghazhatasu gazok kozvetlen
és kozvetett kibocsatasanak szamitasara
40. DR.BEZEGH Andras, BITE Palné Dr., Varosi kornyezetvédelem (Fenntarthaté és okos varosok)
GERGELY Edit
41. GODOR Balazs, DR. KASA Laszl6, Hiddaruk méretezésisegédlete (2019.)
SZEKELY Bence
42, FURJES Andor Tamdas, KOTSCHY Teremakusztikai méretezés gyakran eléfordulo
Andras, NAGY Attila Balazs, CSOTT szituaciékban
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DR. KARACSONYI Zsolt

DR. BALIKO Sandor, ORBAN Tibor,
VARGA Péter, DR. ZSEBIK Albin

PRIMUSZ Péter, PhD.

NEMETH Bal4dzs, HAMORI Sandor,
KOSTYAK Attila, VIGH Gellért

JANCSO Béla, KAVECZKI Gergely,
KOCZAN Gabor, LABORCZI Tamas,
KNOLMAR Marcell, RAUM Laszlé

DOHANY SCHVANNER
Norbert

JOZSA Balint, S. VIGH Judit

Maté,

DR. ZSEBIK Albin, NOVAK Déaniel
DR. MOGA Istvan

DR. GABORI Laszl6, DR.
BEINSCHROTH J6zsef, NOGRADI
Gabor, RATKAY Tamas

VIRAG Zoltin, GYURKOVICS Zoltan,
SZAKAL Szilard, VIRAG Zsolt, ORCSI
Attila

Faanyagok tartos szilardsaga

Faanyagok szildrdsaganak valtozasa az id6 fliggvényében
Otletlapok II. - Energiahatékonysdg novels otletek
egyszerl energetikai és gazdasagi szamitasai

Hajlékony utpalyaszerkezetek méretezése

talajstabilizacidk figyelembevételével
Kiilénbo6z6 funkci6ju épiiletek klimatechnikaja I11.

Segédlet ipari épiiletek
rendszereinek tervezése

lég- és  klimatechnikai
Csapadékvizgazdalkodas tervezési kovetelményei
Hogyan tervezziink varosi csapadékelvezet6 rendszereket

Kerékparosok sebességének feliilvizsgalata jelz6lampas
csomoépontokban

Sebességcsokkentés hatasainak vizsgalata gyorsforgalmi
utakon

Projektlapok I. - Energiahatékonysag novel6 javaslatok
projektlapjai

Beruhazasi  projektek  szabalyozasi és  szabvany
kornyezete, Tervezési kdvetelmények meghatarozasa

Informatikai Tervez6 szakmai mindsit6é rendszere
(Informatikai szakmai tertilet illesztése a Mérnok Kamarai
miikodési rendbe és rendszerekbe)

I. kotet: Koncepcid és modell

I1. kotet: Modell illesztése

I11. kotet: Tudastar

Orszagos Tlizvédelmi Szabalyzat épiiletgépész értelmezése
a szakmai gyakorlatban

Segédlet a gyakorlé épiiletgépész mérnokok szamara 1.




