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I. Az 1. munkaszakaszban elvégzett munka részletes ismertetése

A jelen projekt megvalositdsaval a szakmai konzorcium célja egy olyan, a Phlebiopsis
gigantea gomba inokulumait tartalmazo biologiai novényvédelmi készitmény kidolgozasa,
amely hatékonyan képes megakadalyozni a gyokérrontd tapld (Heterobasidion annosum)
kartételét, és ezzel megoldani a fenyderddk egyik legjelentésebb erdovédelmi problémajat. A
munka magaban foglalja az Erdészeti Tudomanyos Intézet birtokdban 1€vé Phlebiopsis
torzsgyljtemény mellett a konzorciumi tagok erd6éibdl 11j izolatumok begytijtését, a korokozo
gomba populaciodinak felmérését, a novényvédelmi célra alkalmas Phlebiopsis izolatumok
ipari eldallitaisanak megoldasat, és a kisérleti készitmény beillesztését az erdészeti
technoldgidba. A projekt sikeres megvaldsitasa esetén 1étrejovo készitmény hianypotld lenne
a hazai erddgazdilkodok szdmara, hiszen a gyOkérrontd6 tapld  kartételének
megakaddlyozésara nincs hatékonyan alkalmazhaté megoldas. Az aldbbiakban a projekt elsé
munkaszakaszaban elvégzett munkarol adunk attekintést.

I/1.1. A konzorciumi partnerek erdoteriileteirol Heterobasidion annosum és
Phlebiopsis gigantea izolatumok begyiijtése

A részfeladat célja: Az erdei okoszisztémakban kiemelten nagy jelentdsege van a szelektiv
vagy biologiai védekezési technologidknak. Ilyen ndvényvédelmi technologia a korokozok
ellen alkalmazott antagonista gombafajok vagy mas mikroorganizmusok alkalmazasa. A hazai
fenyvesek egyik legveszélyesebb korokozoja, a gyokérronto tapld (Heterobasidion annosum)
ellen egy antagonista gombafaj, az orias teriilégomba (Phlebiopsis gigantea) alkalmazéasaval
probaljuk meg a hatékony biologiai védekezést fenyd allomanyokban. A megfeleld oltdoanyag
eldallitasanak elsd l1épése a hazai fenyvesekben természetes modon eléforduld gombafajok
termOtesteinek begylijtése és ezekbdl a termdtestekbdl izolatumok ¢és tdrzstenyészetek
eldallitasa a tovabbi vizsgalatokhoz.

1. kép: Heterobasidion annosum altal 2. kép: Heterobasidion annosum termoteste
fertdzott kiritkul6 erdeifenyd allomany az elhalt fa gyokfdjében

Moédszerek: A Heterobasidion annosum ¢és Phlebiopsis gigantea termotesteket kiilonféle
koru, gyokérrontd taploval fertézott fenyvesekbdl gytjtottiink (1. kép). A teriiletbejarasok
soran a mar kordbban elhalt fak gyokfdjében a felszin kozelében vagy az avartakardval fedett
gyokfoben lehet a gyokérrontd tapld jellegzetes vordses szegélyli, piszkosfehér termorétegii



termotesteit (2. kép) begylijteni. A termdtesteket laboratériumban, nedves kamraban steril
targylemezre helyeztiik, majd 24 6rat rajta hagytuk sporuldlni. A targylemezrdl a sporakat
petricsészében, szélesztéses mddszerrel vittiik fel a gomba tenyésztésére altalanosan hasznalt
1%-0s Difco malatakivonatot tartalmazo 1,5%-0s agar taptalajra. Az igy nyert heterokariota
tenyészeteket hasznaltuk a tovabbi vizsgalatokhoz.

Az orias teriilogomba termdtestei elsésorban kidolt, elhalt faanyagon gytjthetok.
Mivel kevés kidolt fat talaltunk, és ezek tobbsége 1égszaraz allapotban volt, kis szdmu
termotestet tudtunk csak begylijteni. A Phlebiopsis termétestekbdl hasonld szélesztéses
modszerrel készitettiink torzstenyészetet. A tenyészeteket 24 °C—on taroltuk, de a hosszabb
idejii megodrzésre desztillalt vizes epriivettakban tenyészetkorongokat helyeztiink, melyet
hiitészekrényben tarulunk 4-5 °C —on. Ebben a formaban a tenyészetek tobb évig életképesek
maradnak.

Eredmények: A munkat 2009-ben kezdtiik a NEFAG Erdészeti Zrt. erdeiben, valamint a
nyirségi homoki termdhelyeken létesitett erdei és lucfenyd alloményokban. Osszesen 28
erdorészletbol sikeriilt termdtesteket gytijteni. A Monori Erdészet teriiletén 12, a Nyirerdd
fenyveseibdl 4 Heterobasidion annosum torzset sikeriilt izolalni, mig a Phlebiopsis gigantea
gombabol Osszesen 4 1) torzstenyészetet tudtunk 1étrehozni, mivel a kérdéses idészakban csak
igen kevés termotestet taldltunk. (A begylijtott mintdk erdOrészlet szintli adatait, GPS
koordinatat a mellékletek tartalmazzak.)

1/1.2. Heterobasidion biotipusok elkiilonitése

A részfeladat célja: A gyokérrontd tapldo (Heterobasidion annosum) elleni biologiai
védekezés egyik sarkalatos pontja, hogy megallapitsuk mely biotipusok fordulnak elé a hazai
feny6 allomanyokban. Ennek ismeretében lehet egyértelmiien meghatarozni mely Phlebiopsis
gigantea torzsek azok, amelyek megfeleld antagonista hatdstiak és ennek megfelelden
alkalmasak a bioldgiai védekezéshez.

Modszerek: A termdtestekbdl szélesztéssel késziilt heterokariota tenyészeteket BULLER
(1931) altal leirt ¢s CHASE (1988) altal tovabbfejlesztett modszerrel vizsgaltuk. Ennek sordn
az ERTI torzstenyészeteibdl szarmazo ,,P” és ,,S” jelii tesztereket hasznaltuk. Ennek soran a
homokaridta teszter torzseket parositottuk az altalunk begytjtott heterokaridta tenyészetekkel.
A fentiekben emlitett modszer szerint 3-6 heti inkubalast kdvetden vizsgaltuk a csatképzddést
valamint a morfologiai valtozasokat a konfrontdcidos zdéndban. Amennyiben a teszterben
csatképzddés és jelentdsebb morfoldgiai valtozasok lathatéak (pl. a konfronticids zoéndban
csak ritka micélium képzddés alakult ki) abban az esetben a vizsgalt heterokaridta tenyészet
azonos tipusu lehet.

Eredmények: A vizsgalatok soran megerdsitettiik azt a korabban is mar publikalt eredményt
miszerint a gyokérrontd taplonak a hazai fenyvesekben megtaldlhato az ,,S” valamint ,,P”
biotipusa is. Ugyanakkor egyértelmiien beigazolodott a finn €s a hazai kutatok azon korabbi
megallapitdsa miszerint a Pinus féléken (pl. az erdei és feketefenydn) csak a ,,P” biotipus
talalhat6, mig a lucfenyén a ,,P” valamint az ,,S” biotipus egyarant eléfordul.



I/1.3. A korabban meglévo és az ijonnan begytijtott Phlebiopsis izolatumok koziil a
felszaporitasra alkalmasak Kkivalasztasa

A részfeladat célja: Megallapitani, hogy a begylijtott és a torzstenyészeteinkben 1évo
Phlebiopsis gigantea gomba torzsek megfeleld antagonistai-e az adott Heterobasidion
annosum biotipusainak €s izolatumainak. Tovabba kivalasztani a védekezési technologiadhoz
legalkalmasabbnak tind izolatumokat, melynek két alapfeltétele, hogy az adott torzs erds
antagonista hatdsu legyen, masrészt a tomegszaporitas soran megfeleld0 mennyiségi ¢és
mindségli sporaszamot, fragmentumot produkaljon.

Moédszerek: A begyljtott gyokérrontd tapld torzstenyészetek valamint az Gsszes
rendelkezésre allo orias teriild6 gomba torzstenyészet bevondsaval petricsészés vizsgalatokat
végeztiink (3. kép). Ennek sordan a két gomba tenyészeteibdl agar korongokat helyeztiink
egymastol azonos tavolsagra, majd haromheti inkubacid utan vizsgaltuk a konfrontacids zona
jellegzetességeit. Ennek alapjan meghataroztuk melyek azok, amelyek a legerdsebb
antagonista hatdst mutattak a gyokérronto taploval szemben.

3. kép: P. gigantea és H. annosum torzsek kompeticios vizsgalata petricsészében

Eredmények: A petricsészés vizsgalati eredmények igazoltdk, hogy a Peniophora gigantea
gomba torzsek valamennyi vizsgalt biotipusi Heterobasidion annosum torzsre nézve
antagonista hatast gyakorolnak, azaz az 6rids teriilégomba szempontjabol mindegy melyik
tipusu gyokérronto taploval talalja szembe magét, arra nézve antagonista hatassal bir. Eltérés
az antagonista hatds mértékében mutatkozik csupan, de ez sem jelentds.

A kompeticids vizsgalatok soran 10, antagonista hatds szempontjabol megfelelének
tind Phlebiopsis torzset valasztottunk ki. Az igy kivalasztott torzsekkel kezdtilk meg a
tomegszaporitasi vizsgalatokat. Ezen munka eredményérdl a 2.1. részfeladatnal szamolunk be.

1/2.1. A Phlebiopsis gigantea laboratoriumi 1éptékii felszaporitasi kisérletei

A részfeladat el6zményei, célja: Az 1.3. részfeladat sordn kivalasztott, részben jonnan
begylijtott, részben pedig az ERTI torzsgylijteményében meglévd Phlebiopsis izolatumokkal
megkezdeni azokat a kisérleteket, amelyek eredményeinek felhasznalasaval ipari 1éptéki
eléallitasi technikat lehet kidolgozni, ill. a 3.1. részfeladat kisparcellds kezeléseihez a kisérleti
anyagot biztositani.

Az ipari 1éptékii eldallitasi technoldgiaként elvileg két megoldas johet szoba: egyrészt
a gomba természetes €letmodjat jobban modellezd szilard fazisu fermentacid, masrészt a
teljesen mesterséges életkoriiléményeket jelentd folyadékfazisti fermentacido. Az eldbbi
viszonylag egyszerli miiszaki feltételeket kovetel meg, ugyanakkor az automatizalas
lehetdségei, valamint a Iéptékndvelés megvalosithatosaga korlatozott. A folyadékfazisu



fermentaciéo jelentdsen bonyolultabb technikai megoldéds, viszont teljes mértékben
automatizalhato, és a léptékndvelés is konnyebben megoldhatd. Tekintettel arra, hogy
rendelkeziink laboratériumi, ill. félizemi Iéptékti folyadékfazisu fermentorokkal, igy
egyértelmiien a folyadékfazisi fermentacid lehetdségeit vizsgaltuk. Ennek megfelelden a
részfeladat kozvetlen célja az volt, hogy a rendelkezésre allo izolatumok koziil kivalasszuk
azokat, amelyek folyadékfazisban is kelld0 mértékben szaporodnak, valamint vizsgaljuk a
folyadékfazisu eldallitas optimalis koriilményeit.

Moédszerek: Az 1.3. részfeladat eredményeként kivalasztott 10 izolatumot gliikkdz-maléta
taplemezeken (20 g gliikkéz, 30 g maléatakivonat, 2 g KH,PO4, 15 g agar-agar 1000 ml
desztillalt vizben), 28 °C-on tartottuk fenn. A tenyészetekbdl oltokaccsal kb. 5 mm x 5 mm
feliiletti, hifakkal bendtt agardarabokat vagtunk ki, s ezeket 50 ml glilk6z-malata taplevessel
(20 g gliikkoz, 30 g malatakivonat, 2 g KH,PO, 1000 ml desztillalt vizben) telt 100 ml-es
Erlenmeyer lombikokba helyeztiik. A lombikokat 28 °C-on, 160 rpm sebességgel razattuk. A
kiilonb6z6 izolatumokbol egy-egy alkalommal harom parhuzamos lombikot inditottuk, az igy
beallitott kisérleteket minden izolatummal két alkalommal megismételtik. A gombak
novekedését a lombikokban vizudlisan figyeltiik meg, ill. a tdplevesbdl vett mintakat
id6szakosan mikroszkop segitségével is megvizsgaltuk. A gombak névekedésének jellemzését
két (az elozetes megfigyelések alapjan jol novekvOnek bizonyuld izolatum esetén)
tomegméréssel is elvégeztikk. Ehhez 500 ml-es Erlenmeyer lombikokba 200 ml taplevest
tettlink, majd 10 db hifagyonggyel (lasd lentebb) oltottuk be. A lombikokat a kordbban
megadott koriilmények kozott tartottuk. 10 ill. 20 nap elteltével a parhuzamos lombikok
egyikébol a tapleveset szlirdpapiron atszirtiik, és a gomba tomegét (65 °C-on végzett szaritast
kovetden) meghataroztuk.

Harom, a szabadfoldi kisparcellds kisérletek sordn hasznalni kivant Phlebiopsis
izolatumot laboratériumi folyadékfazist bioreaktorban is felszaporitottunk. Ehhez BR021
(Inel Kft.) tipusu, 8 liter hasznos térfogatu, belsé forditohengeres, iiveg fermentort
hasznaltunk, amelyet glilk6z-malata taplevessel toltottiink fel. A sterilizalas utan a fermentort
200 ml gombaszuszpenzidval inokulaltuk. A tenyésztést 96 oran keresztiil, 400 rpm keverési
sebesség ¢€s 5 lI/min levegObetaplalas mellett 26 °C-on végeztiik. A leallitast kovetden a
fermentlevet Waring mark4ju, laboratériumi nedves roncsoloval homogenizaltuk, az
inokulumkoncentréaciot higitast kovetden glilkdz-malata agarlemezeken hataroztuk meg.

Eredmények: A Phlebiopsis izolatumok folyadékfazisu szaporithatosaganak két kritériuma
volt. Egyrészt, a gomba novekedése kellden intenziv-e, viszonylag rovid id6 alatt megindul-e
a sporazas, vagy kialakulnak-e olyan hifalefizédések, amelyek propagulumként
szolgalhatnak. Masrészt, a gomba novekedése megfelel-e a folyafékfazisi fermentorok
kovetelményeinek. Ebbdl a szempontbol a laza fonalas, ill. az erésen tomorédoé novekedési
formak a berendezések mozgo alkatrészeinek akadalyozasa miatt nem eldnydsek.




A vizsgalt izolatumok mar agarlemezen is igen eltéré novekedési képet mutattak (lasd
4. kép), s razatott lombikban is kiilonbozdek voltak. Egyes esetekben erdsen tomorodd
gombocok alakultak ki (5. a kép), mas esetekben szabalyos aprd gyongyszeri képletek voltak
megfigyelhetok (5. b kép), ill. eléfordultak olyan izoldtumok, amelyeknél a gydngyszerii
képletek lazdk voltak, a fermentfolyadék zavarosodd volt (5. ¢ kép). Mikroszkopos
vizsgalattal az els¢ tipusnal a fermentfolyadékban csak néhany letéredezd hifadarabot lehetett
talalni, a masodik csoportba tartozoénal valamivel tobb ilyen hifadg volt megfigyelhetd, mig a
harmadik tipust izoldtumokndl rendkiviil sok leftiz6dé hifafragmentum mellett spordk is
el6fordultak, esetenként igen nagy mennyiségben. Nyilvanvalo, hogy az ipari 1éptékii
eléallitds szempontjabol ez utdbbi csoport a leginkabb kedvezd. Ebbe a csoportba tartozik a
15.20, a 15.24b, a 15.31 és a 15.33K jelzési izolatum.

5. a, b, ¢ kép: Kiilonboz6 novekedési tipust Phlebiopsis izolatumok razatott lombikos
tenyésztést kovetden (részletes magyarazatot lasd a szovegben)

A gomba razatott lombikban valdo novekedésének jellemzésére, a 15.24b jell
izolatummal végzett tOmegméréses vizsgalat eredménye igen szemléletes volt. A lombik
inokulalasahoz hasznalt 10 db hifagyongy szaraztomege 0,04 g volt. 10 nap utan a gomba
tomege 3,42 g, mig 20 nap utan 7,51 g volt, ami 187-szerese a kiindulasi tomegnek. A gomba
tdpanyaghasznositasi hatékonysagéra jellemzO, hogy a lombikba helyezett tapleves teljes
széarazanyagtartalma 10,4 g volt, és ennek 72%-a beépiilt a gomba testanyagaiba.

A bioreaktorban végzett tenyésztési kisérletek legfontosabb eredménye az volt, hogy a
rendszer a megadott paraméterekkel miikodoképesnek bizonyult. A gomba ndvekedése
rendkiviil gyors volt, 96 6ra multan a hifatomeg csaknem teljesen meggatolta a folyadék
aramlasat a fermentortestben. Egyik izoldtum sem sporulalt az adott koriilmények kozott, de a
fermetlében rendkiviill sok lefliz6dott hifadarabkat lehetett taldlni. A fermentlé
inokulumkoncentraciéja jellemzéen a 10° CFU/ml tartomanyban volt (8x10° — 5x10°
értékeket mértiink). A higitatlan fermentlével, 4 °C-on végzett tarolasi kisérlet eredménye
szerint a CFU érték csokkenése a fermentalast kovetd 4 honap sordn nem csdkkent érdemben.
A rézatott lombikos ill. a fermentorban végzett felszaporitasi kisérletek eddigi legfontosabb
eredménye az volt, hogy igazoltuk, a rendelkezésre all6 Phlebiopsis izolatumok hatékonyan
eléallithatok folyadékfazisu fermentacid segitségével is. A legfontosabb, a munka késobbi
szakaszdban megoldand6 probléménak pedig a tiszta tenyészetek fenntartdsa bizonyult.
Laboratoriumi koriilmények kozott, steril munkahelyen is eléfordul, hogy a tenyészetek mas
gombaval fertézddnek be. Jellemzden az 6szi idészakban, amikor a szabadban rendkiviil sok
romlé gylimdlces van, a kiilonbozé penészgombak ill. élesztégombak sporainak mennyisége a
levegében rendkiviil nagy, a tenyészetek befertdzddésének az esélye is jelentds. A kisérleti
tenyészetekbdl az ilyen, fertdzést jelentd gombak kikiiszobolésének lehetdsége minimalis,
eddig ugyanis nem 4all rendelkezésiinkre szelektiv hatasti fungicid. A véletlen fertézésként
bekeriild gombak ugyan a névényvédelmi hatast nem befolyasoljak (mivel a frissen kivagott
fak tuskojanak vagéslapja nem megfeleld élettér szdmukra), azonban a fermentécid



hatékonysagat csokkentik, kiilonosen 1éptékndvelési 1épéseket kovetden szaporodhatnak fel
rendkiviili mértékben.

1/3.1. Kisparcellas szabadfoldi kisérletek

A részfeladat célja: A laboratoriumban tesztelt oltdanyag szabadfoldi alkalmazasi
hatékonysaganak vizsgalata a friss tuskokon, valamint a kijuttatandd oltéanyag optimalis
mennyiségének meghatarozasa. E mellett a gyakorlati alkalmazas szamara legmegfelelobb
kijuttatasi technologia kidolgozasa.

Moddszerek:

1. Kisparcellds kezelés erdeifenyé alloméanyban: 2009. oktober 20-an a Monori Erdészet
terliletén 1évd Csévharaszt 109/D, 28 éves erdeifenyd allomanyban szabadf6ldi tuskokezelési
kisérletet allitottunk be, harom, a tomegszaporitas soran legalkalmasabbnak tiind P. gigantea
torzzsel. Az inokulumot mindharom torzs esetében 10°-10*-10° CFU/ml toménységiire
allitottuk be. A kezelések soran 10-10 db frissen kivagott fa tuskdjat kezeltiik, valamennyi
valtozat esetében 10 ml oltdanyagot kijuttatva egy-egy tuskodra (6. kép). A kijuttatds automata
pipettaval tortént. A tuskokra juttatott oltdbanyag megeredési vizsgalatat 2010. tavaszan
végeztik, korongvigasos modszerrel (9. kép). Ennek eredményi Utmutatdst adnak a
sporaszam ¢és a kijuttatott oltdéanyag mennyiségének helyes megvalasztisdhoz, a
leghatékonyabb védekezési technologia végso kialakitasdhoz.
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2. Kisparcellés kezelés lucfeny6 allomanyban: 2010. majus 5-én a Gyongyospata 46 D 2,1 ha
teriileti, 21 éves lucfenyd allomanyban végeztiink tuskokezeléseket. A kisérletek sordn a
frissen kivagott egyedek tuskoéit kezeltilk. Ugyanazokat az igéretes P. gigantea tdrzseket
alkalmaztuk, mint az erdeifenyénél. Az inokulumot mindhérom torzs esetében 10°-10%-10°
CFU/ml toménységiire allitottuk be. A kisérlet soran térzsenként és valtozatonként atlagosan
50 db tuskoét kezeltiink. A kijuttatds GSC500 (Black & Decker) elektromos permetezével
tortént (7. kép).
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7. kép: Kisérleti kezelés a lucfenyd allomanyban, elektromos permetez6 alkalmazasaval

3. Féliizemi kezelés erdeifenyd allomanyban: 2010. méjus 6-an a Monori Erdészet teriiletén
1év6 Csévharaszt 109/D, 28 éves erdeifenyd allomanyban (a korabbi kisparcellds kisérleti
terlilet kozvetlen kdzelében) az erdészet elvégezte a teljes allomanyban az tizemtervben eldirt
novedékfokozo gyéritést. Ezt kdvetden, hasonldo modszerekkel, mint a lucfenyd alloméanyban,
végrehajtottuk a friss tuskok kezelését az egész erddrészletben, ami a korabban kezelt részek
nélkiil mintegy 2 ha teriiletet jelent. Ebben az esetben is harom P. gigantea torzset
alkalmaztunk, de az oltanyag sporaszama mindharom esetben 10* CFU/ml toménységii volt.
A kijuttatds hati permetezdvel tortént (8. kép). A kezelések soran mindhdrom P. gigantea
torzs esetében atlagosan 1000 db tuskoét kezeltiink.

8. kép: Féliizemi kezelési kisérlet erdeifenyd allomanyban, az otéanyag kljuttaté'ls hati
permetezdvel

Az oltdéanyag megeredésének ¢s hatékonysaganak vizsgalata korongvagasos moddszerrel
tortént. 2010. junius 10-én felkerestiik a Monori Erdészet, Csévharaszt 109/D, erdeifenyd
alloményban 2009. oktdberében létesitett kisparcellas kezeléseket. Itt valamennyi kezelési
valtozat tuskoibol 5-5 db korongot vagtunk. A korongokat a laboratériumban 5 perces aztatas
utan papirzacskoba majd miianyag zsdkba helyeztiik ¢és igy inkubéltuk 2 hétig. Ezt kovetden a
korongokat megvizsgaltuk és megallapitottuk a P. gigantea megeredési intenzitasat és
boritasi %-at a korongon.

Eredmények:

Az elso kisparcellas oltasi kisérletbdl tudtunk eddig mintakorongokat gytijteni, mivel az oltast
kovetden legalabb hat honap sziikséges a gombanak a tuskd megfeleld mértékii atszovéséhez.
A korongvagasos vizsgalatok eredményei azt mutatjadk, hogy mindharom, a szabadfoldi



kisérletbe bevont P. gigantea torzs 100%-os megeredésii, azaz hatékonyan megtelepedett a
tuskokon. E mellett mindharom tdménység valamennyi gombatdrzs esetében elegenddnek
bizonyult a P. gigantea sikeres inokulacidjahoz. A kiilonb6zé koncentracidju inokulumoknal
a gomba boritasi értéke eltérd volt ugyan, de nem minden izoldtum esetén, ill. nem mindig
kovetkezetesen. Ez azt is jelenti, hogy a legalacsonyabb toménységli inokulumszuszpenzio is
megfeleld lehet a kivant ndvényvédelmi hatas eléréséhez, de legalabbis nem indokolhat6 10*
CFU/ml-nél nagyobb toménység alkalmazasa. Ez a potencidlis készitmény teriiletegységre
jutd koltsége szempontjabol kiemelt jelentdségii.
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9. kép: A mintakorongokon 2 hetes inkubalas utan megjelentek a P. gigantea fehér micéliumai
¢s konidiosporai
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1. abra: Az eltér6 Phlebiopsis 1zolatumok kiilonb6z6 koncentracidju inokulumaval kezelt
tuskok vagaslapjan a gomba atlagos boritasi értéke (n=5). Az oszlopok feletti betlijelzés a
statisztikai kiilonbségre utal, p<0,01 szignifikancia szinten, egyutas varianciaanalizissel
tesztelve. (N.S. — nincs szignifikéns kiilonbség)



