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1. A téma jelentosége

Az elmult évszazadban tobb olyan jarvany alakult ki

erdei  Okoszisztémakban, amelyek soran a koérokozd
nagymértékii patogenitdsa, és a betegség teriileti kiterjedése
miatt fafajok fennmaradasa keriilt veszélybe. Legtobb esetben
a korokozo behurcoldsa vagy a gazdandvény atvitele vezetett
pandémidk kialakuldséhoz.
Ezek kozé tartozott példaul a szilpusztulds, a simafenyd
holyagrozsdaja, vagy a szelidgesztenye-kéregrak. A mar
dinamikusan  er6sd6dé  jarvanyok = megfékezése  az
erdoteriileteken rendkiviili eréfeszitéseket kivant, és az
erdévédelem hagyomanyos modszereivel altalaban nem volt
lehetséges.

A szelidgesztenye kéregrak-betegségének okozoja egy
Azsiabol szarmazd, onnan amerikai kozvetitéssel Eurdpaba
behurcolt mikroszkopikus gombafaj, a Cryphonectria
parasitica (Murr.) Barr. Néhany évtizeddel ezel6tt a Soproni-
hegyvidéket is elérte ez a szelidgesztenye jarvanyos
pusztulasat okoz6 betegség, amellyel mind a kornyezo
gesztenye-iiltetvények, mind a természetszerli erddtarsulasok
szelidgesztenyéi megfertézodtek és pusztuldsnak indultak. A
betegség lekiizdése ¢és az epidémia megallitisa egyetlen
hatékony, biologiai moddszerrel lehetséges. A moddszer
alkalmazasanak feltétele a korokozd populacidjanak
felmérése, ennek ismeretében csokkent virulenciaju
gombatdrzsek mesterséges kijuttatasa a beteg fakra és ezaltal a
kornyez6 teriiletekre. A kezelések eredményeképpen a beteg
fak gyogyulasnak indulnak, majd ez a gyogyulasi folyamat
kiterjed mind az iiltetvényekben, mind az erdétarsuldsokban
jelen 1év6 szelidgesztenyékre is.



2. Tudomanyos elézmények

Tekintettel a korokozo jelentdségére, és a mult szazad
elején kezd6d6 pandémiara, szamos publikacié jelent meg a
témara vonatkozoan.

2.1. Kiilfoldi tudomanyos elozmények

Merkel figyelte meg elséként a korokozot 1904-ben,
amikor is elkezd6dott az amerikai szelidgesztenye szinte teljes
pusztuldséaval jard epidémia az USA-ban. A gombafaj leirasa,
rendszertani besorolasa Murrill, Anderson, késobb Barr
nevéhez fiizédik. Az eredetileg a Tavol-Keleten endemikus
korokozot 1938-ban Europédba is behurcoltdk, ahol szintén
sulyos jarvanyt idézett eld az eurdpai szelidgesztenyén.

Az epidémia megallitasa a  hagyomanyosan
alkalmazott novényvédelmi eljarasokkal nem volt lehetséges.
A Dbetegség lekiizdésében az attorést egy kornyezetkimélo
biologiai védekezés jelentette, amely a korokozod csokkent
virulencidju torzseinek elterjesztésén alapszik. Ezeknek a
csokkent virulencidju (hipovirulens) térzseknek a citoplazméja
kettésszali RNS-t tartalmaz, amelynek eurdpai tipusa a
Cryphonectria hypovirus 1 (CHV-1). A CHV-1 mind
laboratoriumi, mind természetes koriilmények kozott atadhato
egy virulens torzsnek, amely ezutan maga is hipovirulenssé
valik. A hipovirulens torzsek tamadasat a szelidgesztenyefa
képes lekiizdeni, az altaluk okozott hipovirulens rakosodasok
alatt a kambium és a hancs életképes marad. A CHV-1
transzmisszio viszont csak egymadssal kompatibilis torzsek
kozott johet létre. Ezért egymashoz vald viszonyukat tekintve
a korokozd izolatumait vegetativ kompatibilitasi tipusokba
soroltak: EU-teszter torzseket hataroztak meg.



A hipovirulencidra alapozott gyogyitas elsd lépéseit
Eurépaban Biraghi, Grente ¢és Berthelay-Sauret tették meg,
mellettiik Turchetti vett még részt a gyakorlati alkalmazas
fejlesztésében.  Anagnostakis kidolgozta a vegetativ
kompatibilitasi vizsgdlatok modszereit. Dodds, Fulbright a
molekularis bioldgiai teriileteken bovitették ismereteinket:
kimutattak a csdkkent virulencidji torzsek citoplazmajéban a
kettdsszala RNS-t, és bebizonyitottak annak Osszefiiggését a
hipovirulenciaval.

Az eurdpai kooperacido megteremtésében nagy szerepe
volt Heiniger, Cortesi, Robin, Wilhelm munkajanak.

A kutatashoz kapcsolédédva a szelidgesztenye
mikroszaporitasaban jelentds eredményeket értek el Wilhelm,
Ballester, A. M. Vieitez és F. J. Vieitez.

2.1. Hazai tudomanyos elézmények

Hazankban eldszor 1969-ben Kortvély Attila észlelte
a korokozot a Zala megyei Nemeshetésen. A C. parasitica
elterjedésének felmérése Eke Istvan és Gal Tibor nevéhez
flizédik, emellett a kémiai védekezés lehetdségeit kutattak.
A biologiai védekezés hazai alkalmazasaval kapcsolatban
Radécz Laszl6, Varga Maria, Szab6 Ilona, Sé6tonyi Janos,
Aponyiné Garamvaolgyi Ilona végeztek jelentés munkat. A
korokozo vegetativ kompatibilitasi tipusait a Karpat-medence
egész terliletén Radodcz Laszlo vizsgalta.

1996-ban a Soproni-hegységben, Agfalvan Radécz
Laszlé, Szabo Ilona és Varga Maria elsok kozt kezdték el
hazénkban a kurativ kezeléseket, egy Radécz Laszlé altal
konvertalt, hipovirulens torzs kijuttatasaval.



3. Célkitiizések

Ennek a kutatasnak a célkitlizése volt karakterizalni a
lekiizdésére maig ismert egyetlen hatasos, bioldgiai modszert
adaptalni a Soproni-hegyvidékre. Ezért az alabbi célokat
kellett megvaldsitani:

- felmérni a betegség elterjedését a Soproni-hegyvidéken,

- kéregmintakat gylijteni a fertdzott teriiletekrdl, a
mintakbol izolalni és a tovabbi laboratoriumi vizsgalatokhoz
torzsgylijteményben fenntartani a korokozot,

- az izoldtumokbdl meghatirozni a koérokozéd kiilonbozo
vegetativ kompatibilitdsi tipusait és megallapitani azok
elterjedését a Soproni-hegyvidéken,

- az EU-teszter torzsekkel valdo kompatibilitasi viszonyokat
meghatarozni, ebbdl kovetkeztetni az epidémia kialakulasara,

- tovabba lehet6ség szerint helyi hipovirulens torzseket
felkutatni,

- ehhez virulencia-teszteket végezni a  vélhetéen
hipovirulens izolatumokkal,

- helyi hipovirulens torzsek hianyaban konvertdlni a
kérokozo virulens torzseit magyarorszagi hipovirulens térzsek
felhasznalasaval,

- molekularis bioldgiai modszerekkel igazolni az ily moédon
konvertalt térzsekben a hipovirulenciat, és a konvertalt torzsek
genetikai azonossagat,

- a konvertalt hipovirulens toérzsek tenyészeteivel tobb éven
keresztiil kurativ célu kezeléseket végezni, azokat értékelni,
javaslatokat tenni hatékonysaguk fokozasa céljabol,

- kisérleteket végezni a szelidgesztenye mikroszaporitasara
vonatkozoan,

- in vitro vizsgalni a koérokozd ¢és a gazdandvény
kolcsOnhatasat,



- kidolgozni egy gyors és megbizhatd in vitro virulencia-
tesztet a hipovirulens torzsek elkiilonitése céljabol.

4. Anyag és modszer

4.1. Terepi vizsgalatok

A terepi felmérés 1996 0szén zajlott, a hegyvidékhez
tartozd harom kozséghatart (Sopron, Agfalva, Harka) olelte
fel, és 4070 hektart érintett. A fertdzottség megallapitasa az
egyes erdorészletekben vonalas mintavétellel tortént. A
felvételezés soran minden erdérészletben, ahol a betegség
megtalalhatd  volt, a laboratoriumi vizsgalatok céljara
mintavétel tortént.

A konvertadlt hipovirulens torzsekkel 1996 &szétol
2000-ig folytak kezelések Agfalvan, egy telepitett
gesztenyésben. A kezelések soran minden egyes nekrozist a
megfeleld hipovirulens gombatorzs laboratériumi
tenyészetével korbeoltottam. Az oltasok soran a seb szélén, de
a még ¢él6 kéregbe egymastol 4-5 cm-re furt lyukakba
helyeztem a gombafonalakkal atszétt taptalaj-darabkak, majd
sebkezeldvel lezartam a lyukakat. A kezeléssel parhuzamosan
eltavolitottam a beteg agakat. Az eredmények értékelése
évente tortént. A kezelések 37 beteg fat érintettek.

Néhany esetben a bizonytalan gydégyuldst mutatd
nekrézisok esetén kombinalt kezelést végeztem: felvaltva
helyeztem a lyukakba a két konvertalt hipovirulens torzs
tenyészetébdl. Eltérd jellegli kezelést alkalmaztam stlyosan
fert6zott, nagyszamu rakosodastol szenvedd faknal: nem csak
a nekrozisokat oltottam korbe, hanem a torzset is hosszaban
végigoltottam, a t6tdl kezdve az erdsebb vazagakon folytatva
egészen a korondig. Tobb, erdsen sporulald rdkosodas esetén a



levalo, fert6zott kérget eltavolitottam, ezzel is csokkentve a
tovabbi fertézéseket.

4.2. Laboratoriumi vizsgalatok

4.2.1. Klasszikus vizsgalatok

A klasszikus vizsgalatok keretében elsé lépésként a
kéregmintakbdl kitenyésztettem a koérokozot. Az Osszes
izolatumot torzstenyészetben fenntartottam, késébb vegetativ
kompatibilitasi teszteket végeztem velikk. Osszesen 51
izolatum kompatibilitasat hataroztam meg. A meghatarozott
kompatibilitasi tipusok és harminc EU-teszter torzs kozott
szintén vegetitv kompatibilitasi tesztet végeztem. A
kompatibilitasi teszteket Radocz modszere alapjan végeztem.

A meghatarozott  kompatibilitdsi  tipusokat a
lehetdségek szerint magyarorszagi hipovirulens torzsekkel
konvertaltam.

Néhany izolatum a szdrmazésa vagy tenyészeti jellege
alapjan hipovirulensnek tiint, ezeket virulencia teszteknek
vetettem ala.

4.2.2. Molekularis biologiai vizsgalatok

A molekularis biologiai modszerek segitségével a
hipovirulencia tényezdjének, a kettdésszala RNS-nek a
kimutatasaval igazolhato a hipovirulencia egy a tenyészjellege,
vagy csOkkent virulencidjja miatt hipovirulensnek vélt
gombatorzs, illetve a konvertalt torzsek esetében. A vizsgalat
ala vont torzsek az alabbiak voltak: S11, S18, S18xSa3, S21,
S21xR5, S21xIhb2, An-hipovirulens és S23-virulens kontroll.
A kettésszalt RNS-ek kivonasa és analizise fenolos



extrakcioval tortént. A kivonasi sorozat mintai 0,8 %-os
agar6z-gélben, TBE pufferben 110 V-on elektroforetizaltam, a
molekulakat ethidium-bromidos festéssel tettem lathatova.

A konvertdlt gombatdrzsek genetikai azonossdganak
igazolasdira RAPD analizist haszndltam. A RAPD
amplifikaciot Wronski €és munkatarsai utan végeztem.
A DNS-t a dsRNS kivonas melléktermékeként keletkezo
feliilusz6 tartalmazta. Hat tizbazisti oligonukleotid primerrel
tortént meg a polimerdz lancreakcio. A  keletkezett
fragmentumokat ethidium-bromidos festés utan 1 %-os
agar6z-gélben, TBE pufferben, 110 V-on valasztottam el, és
UV fény alatt vizsgaltam. Két virulens izolatum (S18, S21) és
ezek harom, altalam konvertalt tenyészete keriilt vizsgalat ala.

4.2.3. Korélettani vizsgalatok

A koérokozonak a novényre, illetve a ndvénynek a
koérokozora vald élettani hatdsa a novényben lejatszodo, foleg
biokémiai  valtozasokkal jellemezhetd folyamat. Az
alabbiakban  ismertetett  kisérletekben @ a  koérokozo
anyagcseretermékeinek novényre kifejtett hatasat, és a gazda-
parazita in vitro kdlcsonhatasat vizsgaltam.

A kisérletekhez az in vitro kultraban tartott
szelidgesztenye hajtastenyészeteket az alabbi muktiplikéacios
eljarassal nyertem. A szaporitashoz sajat preparalasu P24
taptalajt hasznaltam kiegészitve 0,2 mg/l benzil-amino-
purinnal. A tovabbiakban multiplikdcidohoz explantatumként
felhasznalt novényi részeket elkiilonitve neveltem tovabb,
hogy megallapitsam, mely résznek a legnagyobb a
multiplikacids rataja. Explantdtumként 8 mm-es szarrész,
apikalis rész, teljes kis hajtas és kallusz szolgalt. Négy hét
inkubalasi id0 elteltével meghataroztam a kialakithato
szegmensek szamat, és a multiplikacios koefficienst



Az in vitro virulencia tesztekhez négy hetes, 0,2 mg/l
benzil-amino-purinnal kiegészitett P24 taptalajon szaporitott
szelidgesztenye hajtasokat hasznaltam. A hajtasok szarat
fertdztem meg az aldbbi C. parasitica toérzsek tenyészetével:
S21 — wvirulens, S21 x R5 — konvertalt hipovirulens, R5 —
hipovirulens, kontroll - csak sebzés tortént. A fertézéshez
szikével 2 mm-es, U alakl sebet ejtettem a szaron, majd ebbe
helyeztem az aktivan ndvekedé kb. 2 mm’-es micélium-
darabkat. Egy-egy sorozatban 14 hajtastenyészetet fert6ztem
meg. A tenyészeteket szobahOmérsékleten, 16 Oras
megvilagitasban tartottam, az eredményeket harminc nap
elteltével értékeltem.

5. Az eredmények osszefoglalasa

Ennek a kutatasnak elsddleges célja volt karakterizalni
a szelidgesztenye-kéregrakot okoz6 Cryphonectria parasitica
(Murr.) Barr populacigjat a Soproni-hegységben, illetve
szabadfoldi kisérletek soran vizsgalni az ellene alkalmazott
hipovirulens kezelések hatékonysagat.

1.) A terepi felmérés soran megallapitottam, hogy a
Soproni-hegységben a fert6zottség a varoshoz kozeli
erdéteriileteken altalanos, és mértéke meghaladja a 30 %-ot, a
tavolabbi teriileteken eléfordulasa gocszert.

2.) A terepi felméréssel parhuzamosan gytjtott
kéregmintakbol, és a gesztenyésekbdl és a kertvarosbol
szarmazo6 mintakbol izoldltam a korokozo kiilonbozé torzseit.
Az izoldtumokbdl a késébbi vizsgalatokhoz torzsgyljteményt
allitottam Ossze.

3.) Megéllapitottam, hogy a hegységben a
C. parasitica hat vegetativ kompatibilitasi tipusba tartozd
torzsei karositanak. A vegetativ kompatibilitasi tipusok koziil
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haromnak jelentds az elterjedése (SI, SII, SIII), masik harom
(SIV, SV, SVII) gyakorlatilag csak néhany izolatummal
szerepel. A hegységhez kozel, egy fertdszentmiklosi telepitett
gesztenyésben egy hetedik (SVI) tipust is azonositottam.

4.) A vegetativ kompatibilitdsi vizsgalatok utan a
kapott hat tipust harminc EU-teszter torzzsel hasonlitottam
Ossze. A kapott eredményeket Osszevetve a hazai és a
nemzetkdzi szakirodalommal, kovetkeztettem a jarvany
kialakulasara és tovabbi terjedésére. Megallapitottam, hogy a
jérvany els6 hullaima a Koszegi-hegységbdl érkezett a
Soproni-hegyvidékre. A késdbbiekben a tavolabbi, délnyugat-
dunantali termétajbol vélhetéen antropogén hatasra az
epidémia masodik hullama érte el a hegységet. Ezutan a hatar
menti erdoteriileteken megjelent egy Ausztriaban dominéans
vegetativ kompatibilitasi tipusba tartozd torzs, amely egyeldre
lokalis kiterjedésii, de fertdzoképessége nagy. Megallapitottam
tovabba, hogy a véaroskornyéki gesztenyésekben a korokozo
ivaros szaporodasi folyamatai elkezdddtek.

5.) A hipovirulenciara alapozott biologiai védekezés
alkalmazasahoz  lehetéleg helyi  hipovirulens torzsek
sziikségesek. Ezek hianydban — mint a Soproni-hegyvidéken is
— a helyi virulens térzsek konverzidja sziikséges. Harom
sikeres konverziot végeztem Zala és Somogy megyékbdl
szarmazd  hipovirulens  torzsekkel, az  atalakitasokat
molekularis bioldgiai modszerekkel igazoltam: az &talakitott
torzsekben kimutattam a hipovirulencia tényez6jét a 12,7 kb
nagysagu kettdszala RNS-t. Megallapitottam, hogy a
hegyvidéken endogén hipovirulens torzs nem alakult ki. Az
atalakitott gombatdrzsek genetikai azonossagat RAPD
analizissel igazoltam.

6.) Az igy nyert hipovirulens torzsek gydgyitasban
valo  alkalmazhatosagat szabadfoldi  kisérletek  soran
értekeltem. Az agfalvi kisérleti teriileten és a kornyezd
gesztenyésekben az 4ltalam konvertalt, illetve a Radocz Laszlo
altal az Erdd- és Faanyagvédelmi Intézet rendelkezésére
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bocsatott  hipovirulens  torzsekkel — 1996-t61  2000-ig
rendszeresen kurativ jellegli kezeléseket végeztem. A
kezelésekkel nyolc év alatt a fak 90 %-os gyogyulasat értem
el. Megallapitottam, hogy egy teriileten tobb kompatibilitasi
tipus el6fordulasa esetén kombinalt oltdsi mddszer is
eredményesen alkalmazhatd, amelynek Iényege, hogy a
konvertalt hipovirulens torzsek mindegyikét felhasznalom
egy-egy nekrozis kdrbeoltasahoz.

7.) Megallapitottam, hogy a sulyosan fertézott, és
nagy fert6zési nyomds alatt 1évé fak is eredményesen
gyogyithatok a torzs és a foagak hossziranyu oltasaval, mivel
igy egy védelmi zdénat hozunk létre, amelyet a virulens
korokozé nem képes attdrni, ezaltal a fa fennmaradasdhoz
sziikséges viz- és tapanyagszallitas biztositott.

8.) A kezelések soran megallapitottam, hogy évrol
évre Ujabb vegetativ kompatibilitdsi tipusok megjelenésére
kell szamitani, ezért a biologiai védekezés hatékony
alkalmazasa folyamatos populacio-struktara vizsgalatokat
igényel. A kezelések  eredményeként  elkezdddik
hipovirulencia terjedése, ami évente kozel két métert jelent. A
gombapopulacié struktarjanak ismeretében lehetdévé valt az
1996-ban elkezdett dagfalvi kisérletek kiterjesztése, a
gyakorlatban is alkalmazott biologiai védekezési program
elinditdsa a Sopron kérnyéki gesztenyésekben.

9.) A  hipovirulencidra  alapozott  biologiai
védekezésben fontos [épés a helyben izolalt torzsek
virulencidjanak meghatarozasa, az esetleges hipovirulencia
minél egyszeriibb megallapitasa. Megallapitottam, hogy a
szelidgesztenye és a korokozod in vitro kolcsonhatasanak
vizsgalata a gyakorlatban gyorsan ¢és megbizhatéan
alkalmazhato a hipovirulens térzsek identifikalasara.

10.) FEhhez a vizsgéalathoz sziikségem volt
mikroszaporitassal eldallitott és steril kultiraban tartott
szelidgesztenye-hajtasokra. P24 taptalaj kiegészitve 0,2 mg/l
benzil-amino-purinnal magas (MC=4,68) multiplikacids
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koefficienst értem el. Megallapitottam, hogy a teljes hajtdsnak
és a kallusznak mint explantatumnak kétszer olyan jo a
multiplikacidos képessége, mint a nodalis vagy apikalis
szegmenseknek.

11.) Megallapitottam, hogy in vitro fertézve a fenti
protokoll szerint eléallitott szelidgesztenye-hajtastenyészeteket
C. parasitica-val, megbizhatéan elkiilonithetok egymastol a
koérokozo hipovirulens és virulens izolatumai.

12.) Megallapitottam tovabba, hogy a C. parasitica
kultira-sziirletének hatasa hatranyosan befolyasolja a
szelidgesztenye-hajtdsok novekedését, gyakoribba teszi az
apikalis nekrézsok eléforduldsat.

13.) Mivel a C. parasitica a kocsénytalan tolgyon is
képes nekrozisokat, s6t pusztuldst okozni, és a Soproni-
hegységben szelidgesztenyével elegyes tolgyesekben is
eléfordul a betegség, tovabbi kutatasokat igényel a korokozo
¢s a hipovirulencia tolgy fajokon val6 terjedése.
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