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OSSZEFOGLALAS

A Cryphonectria parasitica (Murr.) Barr az elmualt évtizedek soran megkérddjelezhetetleniil a szelidgesztenye (Castanea sativa)
legsulyosabb korokozojava valt. Gyakorlatilag a betegség megallithatatlanul séport végig Eszak Amerikan, majd egész Eurépan. Fontos
megemliteni azt is, hogy nemcsak a szelidgesztenye fenyegetett a betegség altal, hanem a tolgy fajok (Quercus spp.) is. A Karpat-
medencében is Gshonos szelidgesztenye Magyarorszagon a Mecsekben, a Zalai dombsagban, a Somogyi dombsdgban, valamint az
Alpokaljan talalhato jelentésebb populicioban, de fellelheté a Dunakanyar korzetében és az Eszaki-kozéphegység egyes részein is.
Hatarainkon kiviil termesztik a szlovakiai Felvidék tobb korzetében, Karpatalja hegyoldalain, Eszak-Erdélyben a Kéhat- és Gutin-hegység
Nagybanya kornyéki déli lankain és volgyeiben, valamint a hatar menti horvat, szlovén és osztrak teriileteken is. 2011. aprilis 23-an az
Ukrajnai Bobovyshche, Serednje és Rostovjatica kornyékérdl gytijtottiink kéregmintakat. Egy korabbi 2009-es allapotfelméréshez képes a
betegséggel fertézott faknal a pusztuldsi ardny meghaladta a 90%-ot. Bobovyshche kormyékén, a pusztuld szelidgesztenye fak mellett
kocsanytalan t6lgyon is észrevettiik a korokozo kartételét. Ezért a szelidgesztenye fakrol nyert kéregmintak mellé a tolgyekrdl is vettiink
mintat. A mintdkat a Debreceni Egyetem Agrar- és Gazdalkodastudomanyok Centruma Mezdgazdasagtudomanyi Kar Novényvédelmi
Intézet kortani laborjaban morfologiai és molekularis biologiai vizsgalatoknak vetettiik ala annak érdekében, hogy bebizonyosodjon, hogy a
mintaul szolgalo fakat a szelidgesztenye kéregrak tdmadta meg. A vizsgalatok soran megerdsitésre keriilt a fent emlitett feltételezés. A kapott
eredmények ujabb bizonyitékot szolgaltatnak, arra hogy a Cryphonectria parasitica (Murr.) Barr megtamadhatja a kocsanytalan tolgyet is.
Tovabbi vizsgalatok céljat képezi, hogy kideriiljon a megtalalt torzs a VCG (Vegatative Compatibility Group) teszt soran mely
kompatibilitasi csoportba tartozik.

SUMMARY

Chryphonectria parasitica (Murr.) Barr, the casual agent of chestnut blight disease, which is one of the most important fungal pathogens
of chestnut (Castanea sativa). The disease seriously affected the chestnut in Northern-America and in Europe as well. It is important to
mention that the pathogen does not only infect the chestnut but oak species (Quercus spp.) also. In the Carpathian-Basin, the chestnut is
endemic in the Mecsek mountains, in Zala, in Somogy counties but it also can be found in the Danube-Bend. In the Carpathian-Basin
(outside Hungary) the chestnut is found in Slovakia, Ukraine, Romania. In our study bark samples infected by Cryphonectria parasitica were
collected from Bobovyshche, Serednje and Rostovjatica (Ukraine). The rate of infected chestnut tree were higher than 90% around
Bobovyshche and beside chestnut, the symptoms were detected on oak trees as well. We collected bark samples from chestnut and oak as
well and then we isolated the pathogen Cryphonectria parasitica in the lab of University of Debrecen. Symptomatological observations,
laboratory examinations on fungus morphology, as well as comparisons of ITS sequency homology were made and approved that the causal
agent of new disease was Cryphonectria parasitica. Our results proved that the Cryphonectria. parasitica infects oak trees beside chestnut in
the Carpathian-Basin. Further studies are needed to determine the VCG (Vegatative Compatibility Group) group of the Cryphonectria
parasitica found on oak trees.

Kulesszavak: Cryphonectria parasitica, szelidgesztenye, kocsanytalan tolgy, VCG (Vegatative Compatibility Group) teszt
Keywords: Cryphonectria parasitica, chestnut, oak, VCG (Vegatative Compatibility Group) test

BEVEZETES

Magyarorszag teriiletének egy6tdodét 1, 9 millio hektart boritott erdé 2008—ban, 130 ezerrel tobbet, mint az
ezredfordulon. 2000 6ta az erddtelepitések és fasitdsok nyoman évente mintegy 14 ezer hektarral nétt az
erdoteriilet nagysaga, ebbdl 2 ezer hektar a potlas, és atlagban 26 ezer hektaron végeztek erdéfeltjitast. A
magyar erdok egészségi allapotara leginkabb az idéjarasi viszonyok (aszaly, fagy, jég, szél) és egyes biotikus
karositok (gomba, rovarkarokozok) vannak befolyassal, de nem elhanyagolhatdo a vadallomany altal okozott
karok nagysaga sem (Internet 1).

A héjasok Osszefoglaldo néven emlegetett gazdasagi novényeink (diod, gesztenye, mandula és a mogyoro)
okologiai igényeik, botanikai jellemzdik és termesztési sajatossagaik tekintetében is Iényegesen kiilonboznek
egymastol (Radocz, 2002).

So06 (1962) szerint az eurdpai szelidgesztenye (Castanea sativa), kontinensiink jelentds fafajai k6z¢ tartozik.
A Karpat-medencében is 6shonos fafaj Magyarorszagon a Mecsekben, Zalai dombsagban, Somogyi
dombsagban, valamint az Alpokaljan talalhato jelentésebb populacidban, de fellelheté a Dunakanyar korzetében
és az Eszaki-kozéphegység egyes részein is. Hatarainkon kiviil termesztik a szlovékiai Felvidék tobb korzetében,
Karpatalja hegyoldalain, Eszak-Erdélyben a Ko&hat- és Gutin-hegység nagybanya kornyéki déli lankdin és
volgyeiben, valamint hatar menti horvat, szlovén €s osztrak teriileteken is.
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A szelidgesztenye termesztésének egyik legveszedelmesebb ellensége a szelidgesztenye kéregrakosodasat
el6idézé Cryphonectria parasitica (Murr.) Barr (syn: Endothia parasitica (Murr.) Anderson) gombafaj. E
kérokozo, valamint a szelidgesztenye masik fontos betegségét el6idézo két jelentdés gombafaj a Phytophthora
cambivora (Petri) Buisman és a Phytophthora cinnamomi (Rands.) az elmult szaz év folyaman vilagszerte oriasi
pusztitasokat végzett a szelidgesztenye allomanyokban (Radocz, 1995).

Kiilonosen nagy karokat okozott a kéregrakosodast el3idézé gomba Eszak-Amerikaban, valamint Europaban
(Anagnostakis, 1987).

A koérokozo el6szor a XX. szazad elején valt ismerté az Egyesiilt Allamok keleti részén, majd szinte az egész
orszagban elterjedt. 40 év alatt a teljes amerikai szelidgesztenye (Castanea dentata) dllomanyt megfertdzte, és
majdnem teljesen el is pusztitotta, kdzel 4 millié ha-on (Barr, 1978).

Radodcz (2010) szerint a kéregrakosodas jelenleg is intenziven terjed, s ma mar az eurdpai szelidgesztenyénél
is a legjelent6sebb korokozonak szamit a kelet-eurdpai régioban (1. abra).

1. dbra: A Cryphonectria parasitica(Murr.) Barr kartétele Bobovyshche (Ukrajna) mellett

Figure 1: The damage of the Cryphonectria parasitica (Murr.) Barr near Bobovyshche (iﬁ Ukraine)
Cryphonectria parasitica (1), damage (2), Ukraine (3),

A gomba megfertozheti a Biikkfafélék csaladjaba tartozo mas fafajokat is, tobbek kozott a tolgyeket és a
biikkot is. Ezt igazolja, hogy 1998-ban a betegséget Zengdvarkony térségében megtalaltak kocsanytalan
tolgyfakon is. A tolgyfajok fogékonysdga a koérokozoval szemben az eddigi ismereteinek alapjan
mérsékeltebbnek mondhaté az eurdpai szelidgesztenyéhez képest. Fertdzést jelenleg elsOsorban fiatal
tolgyfakon, és altalaban fert6zott szelidgesztenyések kozvetlen kdrnyezetében jelentkezik, de a gomba kartétele
a jovGben akar tomegessé ¢és sulyosabba valhat (Ekes, 2007).

Kristd (1995) is emlitést tesz arrdl, hogy a gomba képes a Fagaceae csaladba tartozd mas fafajok
megbetegitésére is. A csalad legnépesebb nemzetsége a Quercus azaz a tolgy nemzetség. Az ide tartozé fajok
szdma meghaladja a 450-et. Jelent6s résziik szubtropusi vagy hegyvidékeken él. Erdogazdasagilag nagyon
jelentds Eurdpaban, a kontinens erdeinek kozel 38% -at teszi ki.

ANYAG ES MODSZER

Mintahelyek meghatarozasa

A kutatashoz sziikséges mintakat Ukrajnabdl gytijtottik be 2011. aprilis 23.-an. A mintak helyének GPS
koordinatait rogzitettiik igy pontosan megrajzolhat6é a mintak elhelyezkedése. A mintavételezés helyét a 2. dbra
szemlélteti.

Mintak begyiijtése

A szabadfoldi mintavétel soran torténik meg a laboratoriumi vizsgalatokhoz sziikséges ndvényi anyagok
begylijtése. A mintdk tobbségét a kéregrészekbdl vessziik. A beteg fak kéregrészeinek szoveteibol mintavevd
késsel 1 cm’® nagysaghi darabokat metsziink ki. A kimetszett darabokat papirzacskoba helyezziik melyre, rairjuk a
minta nevét és a mintavétel pontos idejét. Mintavételnél torekedni kell arra, hogy a még €106, illetve a mar elhalt
kéregrészek hatararol szarmazzon. Egy farél 4-5 mintat vesziink és azokat egy mintaként egy papirtasakba,
helyezziik el. Minden ij mintavétel esetén a mintavevd kést 95%-os alkohollal fert6tlenitjiikk. Az 6sszegyijtott
kéregmintakat a laboratoriumi vizsgalatokig hiitotaskaban tartjuk.
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2. abra: A mintagyiijtés pontos helye
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Forras:Google Earth
Figure 2: The places of the samples collection
Sourse:Google Earth

Gomba-izolalas a mintakral

A beérkezett kéregmintakat 2 percig alkoholos oldatban tisztitottuk majd 1 percig steril desztillalt vizben
aztattuk. Ezt kovetden burgonya-dextroz agar taptalajt tartalmazd Petri csészékbe helyeztiilk a mintakat. A Petri
csészéket, ezt megeldzden felcimkéztiik, és feltlintettiik rajta a minta nevét, a leoltas pontos datumat, és a leoltast
végz6 nevét. A mintak ezt kovetden termosztatba keriiltek ahol 3 nap mulva mar a kdvetkezo izolalast lehetdvé
tévé méretlire nott a vizsgalt gombafaj. A masodik leoltasra azért van sziikség, mert bar az alkohollal torténd
fertétlenités a nemkivanatos szervezetek szamat nagymértékben csdkkenti még mindig szamottevd korokozo van
a taptalajon, és ezek mind hatraltatjak a DNS izolalast. A masodik oltas soran is a Petri csészékre keriilnek a
mintak nevei illetve a leoltas datuma és a leoltast végzo neve.

Morfolégiai vizsgalat
A tiszta tenyészeteket burgonya-dextrdz agar taptalajt tartalmazo Petri csészékbe helyeztiik és 10 napig a
termosztatban tartottuk az edényeket. Ezt kovetden sor keriilhetett a tenyészetek mikroszkopikus vizsgalatara.

DNS-izolalas

Az izolatumokat 50 ml malatakivonat-tapoldatban tenyésztettiik 48 oran keresztiil, 100 ml-es Erlenmeyer
lombikokban, s6tétben, razatva (125 rpm). A sejteket dérzsmozsarban, folyékony nitrogénben fagyasztva tartuk
fel, majd genomi DNS-t izoldltunk. A DNS-izoldlasdt a NucleoSpin II (Macherey-Nagel, 740770)
alkalmazasaval végeztiik a gyari protokollt kdvetve.

Polimeraz-lancreakcion (PCR) alapulé vizsgalat

A ITS fragment felszaporitasahoz az SR6R és LR1 primer part (White ef al., 1990) hasznaltuk. A reakcio
koriilményeit az aldbbiak szerint allitottuk be: elsé 1épésként kezdeti denaturalas tortént 95 °C-on 3 percen at,
amit 5 cikluson keresztiil kdvetett denaturalds 95 °C-on 1 percig, majd az annellacié 50 °C-on 1 percig, és végiil
a polimerizacié 72 °C-on 1 percen at, ezutan 25 cikluson keresztiil denaturalas 95°C-on 1 percig, majd az
annellacio 50 °C-on 1 percig, és végiil a polimerizacido 72 °C-on 1 percen keresztiil, legvégiil egy 15 percen
keresztiil 72 °C-on zajlo végs6 polimerizacid kovetkezett.

A PCR-termék tisztitasa és koncentralasa

A PCR termékek tisztitasat a Promega Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (A9281) termékkel
végeztiik.
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DNS-szekvenalas

A felszaporitott és tisztitott PCR-termékek szekvenalasat az MWG Biotech, Germany cég végezte téritéses
megbizassal. Az altaluk alkalmazott szekvenalds a Sanger-féle modszeren alapszik (Sanger et al., 1977), és az
ABI cég altal fejlesztett gépekkel végzik. A szekvenalas megbizhatosagat az ISO nemzetkdzi mindségbiztositasi
szabvany (DIN EN ISO 9001:2000) garantalja.

EREDMENYEK
A tolgyfakrol torténd mintavétel sordn mar szembetlind jelek mutatkoztak arra, hogy a Cryphonectria

parasitica (Murr).Barr gomba lehet felelés a latott karositasokért. Ezt fénykép segitségével sikeriilt rogziteni (3.
abra).

3. dbra: A betegség tiinetei a tolgy kérgén

o

%
Figure 3: The symptoms of the disease on the oak bark

Ezt kovetden a két begytijtott tolgyfa kéreg mintabol sikeriilt izolalni a gombat ennek eredményét az aldbbi
képen lehet latni (4. dbra).

4. abra: A mintakbél izolalt Cryphonectria parasitica (Murr.) Barr telepei PDA taptalajon

BOB2-2T BOB 2-4 T

Figure 4: Cryphonectria parasitca (Murr.) Barr isolates on PDA medium

A kovetkezé bizonyitékot, arra hogy a kérdéses korokozd a Cryphonectria parasitica (Murr.) Barr a
mikroszkopos vizsgalat szolgaltatta (5. dbra).

A nukleotid BLAST eredmény alapjan a minta ITS szekvencia a Cryphonectria parasitica fajnak az 1TS
szekvencidjaval mutatott homologiat, (6. abra) melynek mértéke 100%. A molekularis bioldgiai vizsgalatok
soran bebizonyosodott, hogy a mintak Cryphonectria parasitica gomba altal fert6zottek.
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5. dbra: A Cryphonectria parasitica (Murr.) Barr konidiumai

Figure 5: Conidia of Cryphonectria parasitica (Murr.) Barr

6. abra: Az ITS szekvencia alapjan végzett nukleotid BLAST 6sszehasonlitas adatbazis tablazata

Sequences producing significant alignments:

EEESSIL LESETEL = :3:‘: cu%%e A va%ue iF:l
AY309482.1 | Cryphonectria parasitica 185 ribosomal RNA gene, partial sequence; 1055 1055 100% 0.0 99%
EF545115.1 Cryphonectria parasitica strain A475 internal transcribed spacer 1, 5 1037 1037 100% 0.0 99%
AY141855.1 Cryphonectria parasitica strain ATCC 28753 internal transcribed spac 1033 1033 97% 0.0 100%
AY141859.1 Cryphonectria parasitica strain CB7 internal transcribed spacer 1, 5.f 1027 1027 57% 0.0 99%
AY141858.1 Cryphonectria parasitica strain ES10 internal transcribed spacer 1, 5 1027 1027 57% 0.0 99%
AY¥141856.1 Cryphonectria parasitica strain ATCC 38755 internal transcribed spac 1027 1027 97% 0.0 99%
A¥141857.1 | Cryphonectria parasitica strain JA7S internal transcribed spacer 1, 5. 1020 1020 97% 0.0 99%
AY141873.1 Cryphonectria parasitica strain DY23 internal transcribed spacer 1, 5 1014 1014 95% 0.0 100%
AY141861.1 Cryphonectria parasitica strain 09269 internal transcribed spacer 1, | 1005 1005 97% 0.0 99%
GUU893820.1  Cryphonectria parasitica strain 1155-2 185 ribosomal RNA gene, part 998 998 94% 0.0 99%
AY141862.1 Cryphonectria parasitica strain 09546 internal transcribed spacer 1, | 596 996 56% 0.0 98%
AY141863.1 Cryphonectria parasitica strain 09154 internal transcribed spacer 1, | 594 994 55% 0.0 99%
AY141860.1 Cryphonectria parasitica strain 09509 internal transcribed spacer 1, | 538 989 97% 0.0 98%
D0368748.1 | Cryphonectria parasitica isolate CMW 14547 internal transcribed spa 572 972 91% 0.0 100%
AYE97931.1 Cryphonectria parasitica isolate CMW 8436 internal transcribed spac: 572 972 591% 0.0 100%
AYE57930.1 Cryphonectria parasitica isolate CMW 10916 internal transcribed spar 572 972 91% 0.0 100%
AYE97929.1 Cryphonectria parasitica isolate CMW 13751 internal transcribed spa 972 972 91% 0.0 100%
AYE97928.1 Cryphonectria parasitica isolate CMW 13750 internal transcribed spar 572 972 91% 0.0 100%
AYE57927.1 Cryphonectria parasitica isolate CMW 13749 internal transcribed spai 572 g72 51% 0.0 100%
AF452123.1 Cryphonectria parasitica isolate CRY 1509 internal transcribed spacer 972 972 91% 0.0 100%
AF452123.1 Cryphonectria parasitica isolate CRY 1512 internal transcribed spacer 572 972 51% 0.0 100%
AF452121.1 Cryphonectria parasitica isolate CRY 1558 internal transcribed spacer 572 972 591% 0.0 100%
AF252043.1 Cryphonectria parasitica isolate CRY-1511 internal transcribed space 572 972 91% 0.0 100%
AF292042.1 Cryphonectria parasitica isolate CRY-1507 internal transcribed space 972 972 91% 0.0 100%
AF368330.1 Cryphonectria parasitica CRY1511/E9 internal transcribed spacer 1, 572 972 51% 0.0 100%
AF368325.1 Cryphonectria parasitica CRY 1507/ES internal transcribed spacer 1, 572 g72 51% 0.0 100%
EU442645.1 Cryphonectria parasitica isolate CO721 internal transcribed spacer 1, 870 970 91% 0.0 100%
EU440646.1 Cryphonectria parasitica isolate C0720 internal transcribed spacer 1, 570 970 51% 0.0 100%

Forras: http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
Figure 6: Nucleotide BLAST result based on ITS sequences
Source: http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

KOVETKEZTETESEK

2011. aprilis 23-an az Ukrajnai Bobovyshche, Serednje és Rostovjatica kornyékérdl gytjtottiink
kéregmintakat. Egy kordbbi 2009-es allapotfelméréshez képes a betegséggel fertdzott faknal a pusztulasi arany
meghaladta a 90%-ot. Bobovyshche kornyékén, a pusztuld szelidgesztenye fak mellett kocsanytalan tolgyon is
észrevettiik a korokozo kartételét. Ezért a szelidgesztenye fakrol nyert kéregmintak mellé a tolgyekrdl is vettiink
mintat. A mintak morfoldgiai és molekuldris bioldgiai vizsgalata utan egyértelmilen megallapithatdo hogy
Cryphonectria parasitica (Murr.) Barr egyik torzsét talaltuk meg kocsanytalan tolgyon. Mivel a vizsgalati
teriileten 1évo szelidgesztenyék 100%- a fertdzott volt a betegséggel, ezért valdszinisitheté hogy a beteg
gesztenyefak fertdzték meg a tolgyeket. A korabbi irodalmak is emlitést tesznek rola, hogy a tolgy esetében a
betegség lefolydsa eltér a gesztenyén tapasztalhatoaktol. A megtamadott tolgyek fiatal fak voltak, és nem volt
képes a gomba olyan latvanyos pusztitast véghezvinni, mint azt mar a gesztenyék esetében megszokhattuk.
Megfigyelhet volt tovabba az is, hogy sok helyen gydgyulas nyomai latszottak a fiatal agakon. Az irodalmakat
attanulmanyozva megallapithatd hogy elészor sikeriilt Ukrajna teriiletén kocsanytalan tolgyon izolalni és
meghatarozni a szelidgesztenye kéregrak korokozojat a Cryphonectria parasitica (Murr.) Barr-t.
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