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Osszefoglalas

A szelidgesztenye fajok (Castanea dentata (Marsh.) Borkh. és Castanea sativa Mill.)
kéregrakos megbetegedését okozd Cryphonectria parasitica gomba Amerikaban és Europaban is
jelentds karositd. Eredményesen védekezni ellene csak a hipovirulens valtozat hasznalataval
lehet. A hipovirulens gombatorzsek citoplazmajaban egy kettdsszalu-RNS virus taldlhat6. Ez
okozza a jelentés megbetegitd képesség (virulencia) csokkenést. Ezek a torzsek taptalajon
morfologiailag is kiilonbdznek a virulens izolatumoktdl. Tapasztalataink szerint, el6fordulhat,
hogy az RNS virus fragmentalodik és gombaizolatum kezdetben még a hipovirulens valtozatra
jellemz6 fehér, attetszd telepmorfologiat mutat a BDA téptalajon, azonban mar nem képes in vivo
atadni a mikovirusat. De az is el6fordulhat, hogy hosszabb tarolast kdvetden annyira toéredezik az
RNS virus, hogy a szabadfoldi kezelésekre teljesen alkalmatlanna valik a tenyészet, holott a
taptalajon még fehér a micélium. Ezért a molekularis bioldgiai (alatdmasztd) vizsgalatok

nélkiilozhetetlenek a szabadf6ldi kezelések megkezdése el6tt.

Kulcsszavak: szelidgesztenye kéregrak betegség, Cryphonectria parasitica, hipovirulens torzs,
RNS virus

Abstract
The fungus Cryphonectria parasitica, which causes the blight disease on the chestnut species

of Castanea dentata and Castanea sativa, is also a major pest in America and Europe. The only

way to control this fungus is to use hypovirulent isolates. A double-stranded RNA virus is
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present in the cytoplasm of hypovirulent fungal strains. This causes a significant reduction in
virulence. These strains also differ morphologically from the virulent isolates on the medium. In
our experience, the RNA virus may be fragmented and the fungal isolate initially exhibits a white
colon morphology characteristic of the hypovirulent variant on the BDA medium, but is no
longer capable of transmitting mycovirus in vivo. Alternatively, after prolonged storage, the RNA
virus is so fragmented that the culture becomes completely unsuitable for field treatment,
although the mycelium is still white on the medium. Therefore, molecular biological

(confirmatory) tests are essential before field treatments can be performed.

Keywords: chestnut blight fungus, Cryphonectria parasitica, hipovirulent strain, dSRNA virus

Bevezetés

A szelidgesztenye (Castanea sativa Mill.) legjelentésebb korokozdja a kéregrakot okozod
Cryphonectria parasitica (Murill.) Barr gomba. Elséként 1906-ban irtdk le Amerikdban
(Merkel). Kozel 6tven évvel késébb Eurdpaban is megjelent, 1946-ban Olaszorszagban talalta
meg Biraghi. Az ellene valo védekezés egyetlen hatékony lehetdsége a hipovirulens térzsekkel
valé biologiai novényvédelem. Ezek a torzsek a legtobb esetben spontdn megjelennek a fert6zott
teriileteken. Svéjcban 1948-ban észlelték elszor a kéregrak tlineteit, a hipovirulens torzset
viszont csak 1975-ben izolaltdk (Bazzingher et al., 1981). Hasonloképp Olaszorszagban Biraghi
feldezett fel egy olyan szelidgesztenye allomanyt, mely er6sen fertézott volt, de nem mutatta az
elhalas jeleit. Majd Grente (1965) izolalta vissza a koérokozot a természetes modon gyodgyult,
rakos sebekbdl, mely telepmorfologiailag is eltért a virulens gombatorzstol. A hipovirulenciat
el6idézo (kettésszali RNS-t tartalmazd), kopenyfehérjével nem rendelkez6 mikoviriusokat
Hillmann és munkatérsai (1994) rendszertanilag a Hypoviridae genuszba soroltdk. Az altalunk
vizsgalt gomba a Cryphonectria hypovirus CHV-1 mikovirust hordozta. A hipovirulens tdrzs
taptalajon fehér szinli (Grente, 1965), mig a virulens torzsek jellemzGen erésen pigmentalt,

narancssarga szintiek (1. abra).
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1. abra. Balra NM jelzésii virulens torzs, jobbra a gyogyult kéregbdl visszaizolalt hipovirulens

NM valtozat

Ez a mikovirus hifaanasztomoézissal konnyen atadodik (Grente, Sauret, 1969), azonban a
gombafonalak Gsszendvése abban az esetben lehetséges, ha koztikk vegetativ kompatibilitas all
fenn (Anagnostakis, Waggoner, 1981). Ha a hipovirulens torzsek elveszitik a citoplazméajukban

Lo P

1év0 kettdsszalu RNS-t, akkor fertézoképességiik tijra megnd (Fulbright, 1984).

Anyag és méodszer

A szabadfoldi izolacié soran a fertdzott és egészséges kéregrész hatarar6l mintat vesziink,
majd ezt laboratoriumi kériilmeények kozt, 70%-os etanollal fertétlenitjiik 2 percig, ezt kdvetéen
pedig steril vizzel oblitjiikk. A kéregdarabokat BDA taptalajra helyezziik. Késobb tobbszor
atoltjuk, hogy tiszta tenyészetet kapjunk. Két-harom hét elteltével a virulens torzsek jellemzden
narancssarga pigmentaciét mutatnak, mig a hipovirulens torzsek gyengébben fejlddnek, a
micélium szine fehér, szinte attetszo, kevés 1égmicéliumot noveszt. A biologiai védekezéshez a
hipovirulens torzseket parositjuk a virulens torzsekkel. Ha koztiik vegetativ kompatibilitas all
fenn, akkor a két gomba kozt 1étre jon a hifa anasztomozis és a hipovirulens torzsbdl a dsRNS
virus atjut a virulensbe, igy egy konvertalt torzset kapunk. A szabadfoldi kezeléseket pedig ezzel
hajtjuk végre, elkeriilve ezzel esetlegesen Uj korokozoé gomba genotipusok behurcolasat a kezelt

teriiletekre.
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Ahhoz, hogy biztosak legyiink a kettdés szali RNS meglétében, molekularis biologiai
vizsgalatokra van sziikség. Ezt a Nyitrai Erdészeti Kutatdo Intézet munkatarsai, Katarina
Adamcikova ¢és Emilia Ondruskova segitségével hajtottuk végre NucleoSpin RNA Plant
(Macherey-Nagel, Diiren, Germany) dsRNS izolald KIT segitségével. Tizenhdrom mintat
vizsgaltunk, melybdl négy minta Rezibdl (R), 6t minta Nagymarosrol (NM) szarmazik, tovabbi
négy pedig kiilfoldi izolatum volt. Az izolalas soran DNézzal torténd emésztést végeztek (20
perc inkubacid, 37 © C-on), mivel a Cryphonectria parasitica DNS fragmentumai és a CHV-1
dsRNS nagyon hasonldéan vandorolnak agardéz gélen (Rigling et al, 1989). Ezen feliil
ugyanazokat a C. parastica izolatumokat, mint amelyeket a teljes RNS kivonasanal alkalmaztak,
egyidejileg hasznaltdk a DNS kivonashoz €s a parosodasi tipus azonositasahoz is (Milgroom et
al. 2008., Rigling, 1995). A DNS koncentracié meghatirozasa NanoDrop (Thermo Scientific)
spektrofotométerrel tortént. 13 izolatum vizsgalatat multiplex polimeraz lancreakcioval végezték
és az alabbi specifikus primerpart hasznaltak a MAT tipusok azonositasara: M1-GS1n és M1-
GS3rev a MAT-1 tipus esetén és a M2GS3 és gsl-d-1primereket a MAT-2 tipusnal (Marra és
Milgroom, 1999).

Eredmények

A Nagymarosrdl szdrmaz6 hipovirulens torzset hasznaltuk fel kezeléseink sordn nem csak
Nagymaros térségében, hanem Pécsbanya és Szalard (RO) telepiiléseken is.

Az NM jelzésli mintaval 2017 6szén kezeléseket végeztiink Nagymaros teriiletén, valamint
mesterséges fert6zést hajtottunk végre kisparcellas kisérletben. Utdbbi esetén tobb mérést
végeztiink, illetve visszaizolaltuk a gombat. Visszaizolalast kovetéen azonban meglepd
eredményt kaptunk, az altalunk hipovirulensnek hitt NM jelzésii gomba a taptalajon
egyértelmlien virulens morfologiat mutatott. Az a gomba, melyet hlitében taroltunk, amibél az
izolatum eredetileg szdrmazott, még mindig hipovirulensnek tlint. Tavasszal Nagymarosrol is azt
a visszajelzést kaptuk, hogy a kezelt fak nem gyogyulnak. A meglévé mintakat felszaporitottuk
és azt tapasztaltuk, hogy a taptalajon néhol kisebb pigmentaci6 jelenik meg az egyébként fehér
micélium kozt (2. dbra). Az RNS fragmentacioja feltételezéseink szerint azért is kovetkezhetett
be, mert a mintakat sokdig taroltuk. A korabbi években sikeresen kezelt fakbol is vettiink mintat,

ezek esetében sikeriilt kimutatni a teljes hosszusagu (kb. 13.000 bazispar) ds RNS-t.
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2. abra. Nagymarosi gyogyult sebbdl visszaizolalt hipovirulens torzs

Az RS jelzésii Rezib8l szarmazé torzsiinket Erden és Szalardon is felhasznaltuk. A szalardi
iiltetvényben hatékonynak bizonyult az oltéanyag, mig Erdrél negativ visszajelzést kaptunk. A
meglévé mintat felszaporitottuk és a pigmentaciot eldsegité fény alatt tarolva, néhany Petri-
csésze esetében valoban jelentkezett a narancssargas szin. Tovabbi érdekességet volt az, hogy
Erdrél viszont sikeriilt visszaizolalni a hipovirulens torzset és taptalajon fehér micéliumot
novesztett. Ebben az esetben valosziniileg a ott 1évé virulens torzs olyannyira gyors novekedési
lehetett, hogy az atadott RNS virus még nem tudta kifejteni hatasat.

A sorozatos ellentmondasokat észlelve végeztiik el a molekularis biologiai vizsgalatokat. A
teljes hossziisagu kettdsszalu-RNS-t az eredeti R8-as torzsiink mar nem tartalmazta, azonban a
visszaizolalt torzsben még jelen volt (3. abra). A Nagymaroson kezelt gyogyult sebekbdl

visszaizolalt torzsek mindegyike tartalmazta a teljes dsRNS-t (2. abra).
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3. dbra. Gélkép: 1. minta RS, 2. minta R8 gyogyult sebbdl visszaizolalt térzs, 5., 6., és 7. minta
Nagymarosi gyogyult sebbdl visszaizolalt torzsek

(Forras: Katarina Adam¢ikova és Emilia Ondruskova SZTA Erdészeti Kutatd Intézet, Nyitra)

Kovetkeztetések

A szabadfoldon tapasztalt kéregnekrozis tipus és a taptalajon mutatott kiilsé morfologiai
tenyészbélyegek, illetve a molekuldris vizsgalatok eredményei nincsenek mindig teljes
szinkronban. A hipovirulens gombatdrzsek hossza idejli, laboratériumi taroldsa soran
bekovetkezhet a teljes hosszisagi dsRNA hypovirus (13 kBp) toredezése, delécidja. Ezek a
toredezett, kettGsszala-RNS fragmentumok mar nem tartalmazzak a teljes mikovirus genomot.
Egyes fragmentumok azonban még képesek kialakitani a tenyésztett gombaban a hipovirulens
morfologiai bélyegeket, de a nagymértékii virulencia csokkenést (hipovirulenciat) mar nem
tudjak eldidézni az adott korokozd gombaizolatumnal. Fokozott figyelemmel kell lenniink tehat
ezek hasznalata soran. A sikeres in vitro konverziot (amely az eredményes szabadfoldi kezelések
elofeltétele) minden esetben igazolnunk sziikséges molekularis biologiai vizsgéalatokkal is,

amelyekben a teljes hosszisagh kettdsszali-RNS citoplazmatikus jelenléte kimutathato.
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