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1. A DOKTORI ERTEKEZES ELOZMENYEI ES CELKITUZESEI

A kozonséges dio (Juglans regia L.) egy 6si novény, egyike a 25 gyiimolcsfajnak, melyet
mar az 1j kékorszakban is ismertek (Rapaics, 1940). F6 génkdzpontja Perzsia, de 6shonosnak
tekinthet6 Magyarorszagon is, mely egyike a szekunder géncentrumoknak (Vavilov, 1928).
Szamos egészségre gyakorolt kedvezd hatdsa van, amelyek kémiai 0Osszetételének
koszonhetok. Rendszeres fogyasztdsa hozzajarul a szivkoszortér-betegségek kockézatanak
csokkentéséhez (Davis et al., 2007). Ezen feliil kitiind forrdsa az esszencialis zsirsavaknak és
a tokoferoloknak (Amaral et al., 2003; 2004). A di6 Magyarorszagon a harmadik legnagyobb
terlileten termesztett gylimolcs, a hozam azonban az utdbbi években folyamatos csokkenést
mutat a betakaritott teriiletek novekedésének dacara, viszont a kiilkereskedelmi egyenleg a
héjas diot tekintve pozitiv (FAOSTAT, 2021). A hazai iiltetvényeken az utobbi évtizedben a
globalizacié ¢és az éghajlati valtozasok eredményeként uj, a didtermést veszélyeztetd
korokozok és kartevok jelentek meg (Voigt-Toth, 2013; Kovacs et al., 2018). A gombak
okozta, a diofa minden részét érinté megbetegedése vilagszerte jelen 1évé probléma, mely
jelentds veszteséget idéz eld az agazatban (Chen et al., 2014; Meng et al., 2018; Moral et al.,
2019).

A Botryosphaeriaceae és Diaporthaceae csaladok tagjait gyakran azonositjak korokozoként
szamos fas szart névényben, a didfaban is (Ledn et al., 2020; Lopez-Moral et al., 2020; Luna
et al., 2022). Hazankban a termeszték a 2010-es évek kozepén szembesiiltek a sulyos
novényvédelmi kihivassal a didtermések feketedése, aszalddasa és penészesedése
kovetkeztében. Eldzetes felmérés soran a bélallomanyok vizsgalatat kovetden nagy aranyban
tenyésztettiink ki Diaporthe és Diplodia nemzetségbe tartozo gombakat (Kovacs et al., 2018).
Ezek a koérokozok képesek életben maradni a nyugalmi allapotban 1évd és elhalt ndvényi
részeken, majd a sebzéseken keresztiil behatolni a novényi szovetekbe (Moral et al., 2019;
Lopez-Moral et al., 2020). Ezek a sériilések létrejohetnek a metszés kovetkeztében, de
fertdzési kaput jelenthetnek a patogének szamara a nap okozta égés, a jégesd vagy az allatok
okozta sebek (Michailides, 1991; Michailides et al., 2014).

A Botryosphaeriaceae és Diaporthaceae gombak elterjedését tovabb sulyosbithatja a
klimavaltozas felgyorsulasa, ami komoly veszélyeket tartogathat a didkereskedelem szamara
(Kybartaite et al., 2020; Garcia et al., 2021). Az &sszel és télen bekdvetkezo fertézések
altalaban tiinetmentesek maradnak a kovetkezd év nyardig, mialatt az inokulum forrdsok

jelentdsen felhalmozodhatnak. Ezt kovetden, a Botryosphaeriaceae fajok altal kivaltott
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betegségek kitorésének kockazata a bdé csapadékkal jar6 iddszakokban tetézik, mivel a
fertdzés foként a viz altal szallitott konidiumokkal terjed (Ahimera et al., 2004; Michailides—
Morgan, 2004). Azonban ha egy csapadékos évet egy aszalyos év kovet, a Botryosphaeriaceae
fajok altal okozott tiinetek jellemzden sulyosak, mivel a viz stressz noveli a gazdandvény
fogékonysagat a fert6zésekkel szemben (Marsberg et al., 2016).

A didfa kiilonbozd részeinek fertézottségének vizsgalata elengedhetetlen a betegség
megismeréséhez ¢és a kezelések optimalis iddpontjainak meghatarozasahoz. Ennek egyik
eszkbze a BUDMON (Bud monitoring), mely soran a riigyek mikrobiologiai allapotat
tanulmanyozhatjuk a nyugalmi idészak végén, ezzel segitve a gazdalkodokat a megfeleld
novényvédelmi intézkedésekkel kapcsolatos dontésekben (Moral et al., 2019). A kora nyari
idGszakban, a zold did kifejlédésekor alkalmazhato technika az ONFIT (Over Night Freezing
Incubation Technique), mely soran a novényi minta fagyasztasat kovetéen felderithetévé
valnak az esetleges latens korokozok, ezéltal képet kapunk a betakaritdskor vérhatod
fertdzottségrol és az iiltetvény allapotardl (Michailides et al., 2000). Ezen médszerek tovabba
hozzasegithetnek a fertézési utak meghatarozasahoz.

Ugyan f6 probléma a termések karosoddsa, nem mehetiink el a Botryosphaeriaceae és
Diaporthaceae csalad fas szoveteket kolonizalo tulajdonsaga mellett (Agusti-Brisach et al.,
2019). Hazankban az 4gak megbetegedése, rakosodasa és elhaldsa nem oOltott még stulyos
mértéket a didfakon, a termések fogékonyabbnak és érzékenyebbnek tekinthetok ebbdl a
szempontbol (Zabidk et al., 2023). Kalifornidban azonban okoztak mar jelentds veszteségeket
ezen gombak ilyen médon (Chen et al., 2014). A kérdés pedig felvetédhet, hogy a fokozottan
fert6zott termésekben talalhaté patogén gombak elterjedhetnek-e a fa mas széveteiben,
ahogyan azt Moral és munkatarsai is tapasztaltdk a dion (Moral et al., 2019). Ennek
tanulmanyozasa lényeges lehet nem csak a diora nézve, hanem a kérokozok szamara kedvezd
klimatikus viszonyok tekintetében is, mely akar 0j gazda-korokozd kapcsolatokat is
eredményezhet példaul a didval szomszédos kulturak esetén, aminek kovetkeztében uj
betegségek alakulhatnak ki (Davis—Shaw, 2001).

A dio terméskdrosodasaban szerepet jatsz6 gombafajokat tanulmdnyozd munkdm soran
végzett kisérletek célja volt (1) a didfa kiilonb6zd részeiben jelen 1€vé gombak kitenyésztése
¢és a korokozok meghatirozésa morfologiai és molekuléris bioldgiai markerek segitségével,
(2) a korokozd gombak optimalis ndovekedési homérsékletének, (3) valamint a zold
didtermésekre és -agakra gyakorolt patogenitasdnak tanulmanyozdsa. A klimavaltozas
potencialis kovetkezményeként fellépd 1) gazdandvény-korokozo kapcsolatok feltarasara (4)

vizsgaltuk a patogén fajok fertdzoképességét almadgakon. Tovabba célul tlztik ki (5) a
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betegségben szerepet jatszd nemzetségekbe tartozd torzsekkel szembeni kémiai €s biologiai
védekezési lehetdségek vizsgalatat és (6) az izolalt gombatdrzsek populdcidgenetikai

tanulmanyozasat.

2. ANYAG ES MODSZER

2.1. Mintavételezés, mintavételezési helyek

A kutatds sordn a vizsgalatokhoz sziikséges ndvényi részeket négy északkelet-
magyarorszagi ¢s egy alsoszentivani dioiiltetvénybdl gyiijtottiik be (2. abra), melyek koziil az
egyik a Debreceni Egyetem Agrar Kutatdintézetek és Tangazdasag Ujfehértoi
Kutatéintézetében (AKIT, UJKI) (a vizsgalat idején NAIK Gyiimolcstermesztési
Kutatointézet Ujfehértéi Kutatoallomas) talalhatd, a fennmaradd négy pedig kereskedelmi
iiltetvény.

Nem gyljtottiink mintat az iltetvények szélsd soraiban taldlhatd fakrol. A kiilonbozo
novényi részek begylijtésének megkezdése eldtt, valamint az egyes mintak kozott alkohollal
¢s leégetéssel sterilizaltuk a metszdollokat, valamint a gumikesztylit is rendszeresen
fertdtlenitettiik. A begytijtott novényi részeket tiszta zacskdba helyeztiik, és a feldolgozasig 4
°C-on taroltuk.

Az fiatal agak mintavételezését 2018 juniusaban végeztiik. Kis kiterjedéstii nektorikus
elvaltozasokat mutato ¢és termotestekkel rendelkezd, valamint tiinetmentes mintakat
gytjtottiink be a lombkorona alsé részérdl a patogén gomba nemzetségek és az esetleges
latens fert6zés meghatarozasdhoz. Mind a négy kelet-magyarorszagi mintavételezési hely
felmeérése soran 10 farol 10-10 darab harom éves agat gytijtittiink be. Ezen kiviil 6sszesen
kilenc tiinetmentes riigyet és hét barna foltos zold termést is bevontunk a vizsgélatba.

A kovetkezd mintavételezés a betakaritaskor tortént, mely soran tiinetes és tiinetmentes
terméseket is gyljtottiink harom iltetvénybdl (Hajddorog, Jankmajtis, Tarpa), 6sszesen 200
db-ot.

A nyugalmi idészak végén, 2019 marciusadban 150 db tlinetmentes porzos €s 10 db termds
rigyet szedtlink a jankmajtisi liltetvénybdl. A vizsgalat célja a latens fertdzés meghatdrozasa
és a fert6zottség felmérése volt. A technika elnevezése BUDMON (Michailides et al., 2014).

Az ONFIT vizsgalathoz 2019 juniusaban 38 tiinetes €s 32 tiinetmentes diot gytijtottiink be
Jankmajtisrdl, valamint 50 tlinetes termést Alsoszentivanrol. A tlinetek kozott szerepeltek
nagyobb kiterjedésii s6tétbarna elvaltozasok, valamint aproé foltok a zold héj felszinén.

2019-ben a betakaritaskor Alsoszentivan (43 db), Tarpa (42 db) és Jankmajtis (50 db)
teriiletén talalhatd kereskedelmi didiiltetvényekbdl gyiijtottiink be didkat. A vizsgalataink
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soran szerzett tapasztalatok alapjan Kkiterjesztett novényvédelmi kezeléseket alkalmaztak
ebben az évben Jankmajtison, de kisérleti bedllitds nem tortént. A Folicur Solo késztményt
azonban két honappal kordbban alkalmaztdk a 2018-as évben torténd iddézitéshez képest,
valamint a kijuttatast megismételték 10 nap elteltével, mely szintén elmaradt az ezt megel6zo

évben.

erer

A kutatdbmunka sordn megvizsgaltuk a diofa kiillonb6zé novényi részeinek patogén
mikrobakozosségét annak feltérképezésére, hogy a didbélrothadassal kapcsolatba hozhatd
Botryosphaeriaceae és Diaporthe korokozok milyen aranyban vannak jelen az agakban,
termésekben ¢és riigyekben.

A ndvényi mintak kiilsé rétegét, amennyiben sziikséges volt steril szikével eltavolitottuk,
majd a szovetdarabot négy részre daraboltuk és Falkon-csObe helyeztiink, ezt kovetéen egy
percig aztak a novényi részek 10%-0s klorogén-szeszkvihidrat (Neomagnol, Parma Produkt
Ltd.) és 0.1%-0s Tween20 oldatban (Merck KGaA), a riigyek esetében pedig 5%-0s NaClO-

oldatban. A fert6tlenitdszert dupla steril vizes oblitéssel mostuk le a mintak feliiletérol.
2.3. A tenyészetek morfolégiai és molekularis biologiai azonositasa

A tenyészetek nemzetség szintli azonositdsdhoz a telepek szinét és textirajat, mint
makromorfoldgiai jellemzdket vizsgaltuk. Az ivartalan termdtesteket, valamint a konidiumok
alakjat és méretét Zeiss Axiolmager faziskontraszt mikroszkoppal és AxioCam MRc5
kameraval (Zeiss) vizsgaltuk (Jacobs—Rehner 1998; Andersen et al., 2002; Summerell et al.,
2003; Gomes et al., 2013; Visagie et al., 2014).

A genomi DNS-t NucleoSpin Plant Il Kittel (Macherey-Nagel) kivontuk a gyarto
protokolljaban talalhaté utasitasok szerint. Az azonositandd izolatumok tenyészeteinek
micéliumait feltard gyongyot és lizispuffert tartalmazo csévekbe (Zymo Research Corp)
helyeztiink. A PCR reakciok soran az ITS régio és a tefl gén felszaporitasat végeztiik el ITS1
¢és ITS4 (IDT) (White et al., 1990), valamint EF1-728F és EF1-986R (IDT) (Carbone—Kohn,
1999) primerparok és Bio-Rad T100 tipust késziilék alkalmazasaval. A PCR-elegyek végsé
térfogata 25 pul volt, amely 12,5 pl DreamTaq Green Master Mix-et (Thermo Fisher
Scientific), 0,5 ul primert (10 pmol pL™), 10,5 pl nukledzmentes vizet és 1 ul DNS-t (10 ng
uL™) tartalmazott.

Az amplifikacio 3 perces kezdeti denaturacios ciklussal kezdddott 95 “C-on, amit 35 ciklus
kovetett 30 sec 95 “C-on, 45 sec 56 °C-on ITS, 55 “C-on tefl primerek esetén, majd 60 sec 72
°C-on. A program utolsé fazisa a végs6 lanchosszabbitas volt 72 *C-on 5 percig.
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A PCR reakcio6 sikerességét gélelektroforézissel ellendriztiik 1%-os agardz gél (Bioline) és
4 uL EcoSafe (Pacific Image Electronics) festék alkalmazasaval, 100V-os 60 perces
futtatassal (Bio-Rad). A bazisparok hosszsaganak meghatarozasahoz 5 pl FastRuler Low
Range (Thermo Scientific) 1étrat jutattunk a széls6 zsebekbe.

A termékek tisztitasahoz NucleoSpin Gel, PCR Clean Up Kit-et (Macherey-Nagel)
alkalmaztunk. A szekvenalashoz kiilsé szolgaltatot vettiink igénybe (Mirosynth GmbH). A
kapott szekvenciakat BLAST algoritmussal elemeztiik, és Osszevetettik a GenBank
adatbazisban talalhat6 tipustorzsekkel (http://ncbi.nlm.nih. gov/blast/).

A filogenetikai elemzéshez a szekvencidkat elészor a Clustal-X programban
Osszeillesztettiik (Larkin et al., 2007). Az eredményiil kapott illesztést ellendriztiik, és ahol
sziikséges volt Genedoc (Nicholas et al., 1997) segitségével korrigaltunk. A filogenetikai
elemzést a MEGA 7.0 programmal végeztiik el az osszeallitott DNS-illesztéseket hasznalva
bemenetként (Kumar et al., 2016). A torzsfa elkészitéshez Maximum likelihood modszert
alkalmaztunk, valamint Tamura 3-paraméteres modellt (Tamura, 1992). Az elagazasok

pontositasahoz 1000-szeres Bootstrap-analizist végeztiink.
2.4. Latens fertozottség meghatarozasa ONFIT technikaval

A z6ld di6 patogén mikrobiomjat ONFIT modszerrel (Michailides et al., 2010) vizsgaltuk.
Az egyéjszakas fagyasztasi és inkubacids technika eredetileg a Monilinia fructicola
csonthéjas gylimolcsokben torténd kimutatasara hasznaltak (Michailides et al., 2000). Feliileti
fertStlenitéssel eltavolitjuk a didburkon 1évd szennyezddéseket, igy az inkubaciot kovetd
micélium megjelenése csak a patogén gombak fertézésének tulajdonithato. Ezzel a modszerrel
feltarhatok a latens fert6zések és a tiinetek potencialis kivaltoi, valamint tampontot nyujthat a
betakaritasi id0szakban varhato veszteség elorejelzéséhez.

Els6 lépésként fertbtlenitettik a mintdkat az el6z6 fejezetben olvashatdé moddszerrel
(Kovacs et al., 2017). A zold diokat ezutan -16 °C-on 15 oran at inkubdltuk, majd
fertétlenitett milanyag edényekbe helyeztiik, és magas relativ paratartalom mellett 14 napig,
25 °C-on inkubaltuk sotétben. A burok felszinén szamos esetben specifikus micéliumok és

piknidiumok voltak megfigyelhetok, melyeket PDA taptalajra oltottunk le.
2.5. Homérséklet hatasa Botryosphaeria és Diaporthe izolatumok novekedésére

Négy Diaporthe eres (J2034, J2028, JT2024, JT2050) és két Botryosphaeria dothidea
(JT2015, T2016) izolatum telepképzéséhez sziikséges optimalis hdmérsekletét elemeztiik. A
torzseket leoltottuk PDA téptalajra, majd a hét napos gombatelepek aktivan novekvd szélérdl
steril dugofuroval 10 mm-es micéliumkorongot vagtunk ki és helyeztiink PDA téaptalajra
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harom ismétlésben, ¢és 15, 20, 25, 30 és 35 °C-ra, sotétbe. A legkisebb és a legnagyobb

telepatmérot rogzitettiik az 1-4., valamint a 7. napon.
2.6. Patogenitasi teszt éretlen diotermésen

A patogenitasi vizsgalatot didagbol, riigyb6l és termésbdl izolalt Diaporthe eres és
Diplodia seriata fajokba tartozo izolatumokkal végeztik zold dion. A tesztet 2018
augusztusaban allitottuk be Chen és munkatarsai (2014) leirdsa alapjan. A vizsgalathoz
tiineteket nem mutaté *Milotai 10” fajtaju zold diokat gytijtéttink be, amelyek az AKIT UJKI
tulajdonaban 1év6 Gjfehértoi iiltetvényrdl szarmaztak. A vizsgalatba 6t D. eres (J1004, T1010,
U1001, U1003, U1008) és harom D. seriata (D1012, U1012, U1013) torzset vontunk be
patogén koérokozdként.

A koérokozok virulenciajat a burkon és a bélallomanyon McKinney-index kiszamitasaval
szamszerusitettiik (Imc%) (McKinney, 1923), melyhez osztalyoztuk a mintakat a tiinetek

sulyossaga alapjan (1. abra).

1. abra: Mesterséges megfertdzés hatdsara kiilonb6zé mértekben
karosodott termések

2.7. Dio6- és almaagak mesterséges fertozése

Annak meghatarozéasara, hogy a didtermésbdl szarmazd patogén izolatumok képesek-e a
diofa dgainak szovetein is tiinetet okozni, patogenitasi tesztet allitottunk be. Ehhez egészséges
agmintakat gyljtottiink a Debreceni Egyetem Bemutatokertjében. A mesterséges fertdzést
harom db Botryosphaeria dothidea (JT2015, JT2035, T2016) és hat db Diaporthe eres
(J2012, J2023, J2024, J2028, J2034, JT2050) izolatummal végeztiik el Tang és munkatarsai
(2011) leirasa alapjan. Négy hét inkubaciot kovetéen szemrevételeztiik a patogén gombak
altal okozott tiineteket a kérgen és a belsd szovetekben, valamint lemértik a 1ézidk
kiterjedését.

A dién kiviil méas novényfaj dio korokozokkal szembeni fogékonysaganak és a patogének
fert6zési modjanak lehetdségeinek meghatarozasat is vizsgaltuk a kutatdbmunka soran. Kelet-
magyarorszagi mintdzasaink sordn figyeltiik meg, hogy a didiiltetvények kozelében alma és

mas csonthéjas iltetvények talalhatok. Felvetddott a kérdés, hogy a didiiltetvényekben



pusztitd gombas betegség veszElyt jelenthet-e az almaiiltetvényekre, mely keresztfert6zddés
utjan akéar fel is dtheti a fejét. A keresztfertézés lehetdségének bizonyitasahoz
tanulmanyoztuk, hogy a vizsgalataink soran didagbol izolalt Diplodia seriata (D1011),
valamint diobélbol izolalt Botryosphaeria dothidea (JT2015) és Diaporthe eres (JT2036)
izolatumok képesek-¢ tiinetet okozni almafa agakon in vitro. A tiinetet nem mutatdé almafa
agakat a Debreceni Egyetem Pallagi Kertészeti Kisérleti Telepérdl gytjtottik be 2019
tavaszan. A vizsgalatot a diddg mesterséges befertézésekor alkalmazott méddszerrel allitottuk
be.

2.8. Fungicidek hatasa a dié terméskarosodasat okozé gombakra

A novényvédd szerek hatasat mérgezett agar lemezes moddszerrel vizsgaltuk. Két
Diaporthe eres (J2028, J2034) és egy Botryosphaeria dothidea (JT2015) izolatum
érzékenységét teszteltiik in vitro, melyeket elézetes kutatomunkank soran rothadt diobélbol
tenyésztettiink ki és azonositottunk ITS és tefl markerszekvenciak alapjan.

A harom patogén izolatum érzékenységét négy hatdéanyag vagy hatéanyag kombinacid
jelenlétében vizsgaltuk [ciprodinil 37,5% + fludioxonil 25% (Switch), fluopiram 17,7% +
tebukonazol 17,7% (Luna Experience), tebukonazol 25% (Folicur Solo), valamint fluopiram
21,3% + trifloxistrobin 21,3% (Luna Sensation)]. A készitményeket PDA (Biolab,
Magyarorszag) taptalajba kevertiink, majd a szilard agarra helyeztiink a vizsgalt patogén
izolatumok egy hetes tenyészetébdl egy-egy 10mm-es micéliummal atszétt taptalajkorongot.
25 °C-on hét napig inkubaltuk Oket, majd rogzitettiik a telepatmérdket, a kapott értékekbdl
pedig gatlasi indexet (Pandey et al., 1982) szamoltunk.

A tebukonazolra vonatkozdé ECS50 érték kiszamitdsdhoz a szert az engedélyokiratan
feltiintetett legalacsonyabb tizemi koncentracioban, illetve annak 1-10000-szeres higitasaban,
47,5 — 0,00475 mg/l koncentracioban alkalmaztuk. Kontrollként fungicidet nem tartalmazo
PDA taptalajra oltott tenyészetek szolgéltak. Az inkubéciés id6 utan lemértiik a
telepatméroket, és meghataroztuk a fungicidek micélidlis novekedésgatlasat (1%). Az EC50

kiszamitasahoz linearis regresszios analizist végeztiink (Pasche et al., 2004).
2.9. Az Epicoccum nigrum és a Trichoderma gamsii antagonistak vizsgalata

Dioriigybdl izolalt Epicoccum nigrum (génbanki azonosité: MT111108) és Kovacs és
munkatarsai (2021) altal izolalt TR08-as Trichoderma gamsii (OK560831) novekedésgatlo
hatasat direkt konfrontacidoban vizsgaltuk. A kisérlet soran az antagonistak gatld hatdsat két
Diaporthe eres (J2028, J2034), egy Botryosphaeria dothidea (JT2015) és egy Diplodia
seriata izolatummal (D1011) szemben tanulmanyoztuk. A tenyészetek aktiv novekedési
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zonajabol egy-egy micéliumkorongot PDA lemezre helyeztiink, egymastol harom cm-re. Az
inkubacids id6 eltelte utan az antagonistak micélidlis gatlasanak mértékét Biokontroll-Index

kiszamitasaval (Szekeres et al., 2006) adtuk meg.
2.10. A torzsek mikroszatellitjeinek vizsgalata

A kutatdbmunkank soran tanulmanyoztuk 34 darab, diébol kitenyésztett izolatumok kozotti
genetikai diverzitast mikroszatellit markerek segitségével. A vizsgalt harom faj a
Botryosphaeria dothidea, a Diaporthe eres és a Diplodia seriata volt, melyek didagbdl,
rigybdl, vagy termésbdl szarmaztak.

A rovid DNS szakaszok amplifikélasat négy primer alkalmazéasaval végeztiik el, melyek a
kovetkezok voltak: (ACAC)S, (GGA)7, (GTG)S, M13 (IDT). A PCR elegyet 2 ul primer, 7 ul
nukledzmentes viz, 11 pul DreamTaq Green Master Mix, és 2 ul DNS alkotta. A molekularis
bioldgiai vizsgalatok elétt optimalizaltuk a PCR reakcio anelldcids homérsékletét és a
1% és 2%). Az amplifikacio 3 perces kezdeti denaturacios ciklussal kezdédott 95 “C-on, amit
40 ciklus kovetett 20 sec 95 °C-on, 60 sec 56 °C-on, majd 2 perc 72 °C-on. A program utolsé
fazisa a végs6 lanchosszabbitas volt 72 °C-on 10 percig. A gélelektroforézist kovetden a
gélfotokat FlourChem M (ProteinSimple) berendezéssel készitettiik, az eredmények
kiértékeléséhez pedig AlphaView Stand Alone programot (ProteinSimple) alkalmaztunk.

Az adatok elemzéséhez az egyes izolatumokat a kiilonb6z6 amplikonok jelenléte vagy
hidnya szerint értékeltiik. A harom vizsgalt gombafaj dendrogramjat ezt kovetéen UPGMA
szoftverrel készitettiik el. A létrejott filogenetikai torzsfakat a genetikai tavolsagok alapjan
kladokra osztottuk.

2.11. Az adatok kiértékelése soran alkalmazott statisztikai moédszerek

A Kkisérletek soran kapott adatok kiértékeléséhez nem parametrikus Mann—Whitney U-
tesztet alkalmaztunk a csoportok dsszehasonlitasa sordn, ugyanis az értékek nem teljesitették
a paraméteres tesztekkel szemben tamasztott feltételeket (norméleloszlas, variancidk
homogenitasa). Az elemzések soran alkalmazott szignifikancia szint 5% volt. Az elemzéshez
¢s a diagramok készitéséhez a StatSoft Statistica 7 szoftvert ¢s a MS Excel 2016 programot

hasznaltuk.



3. EREDMENYEK

3.1. A diofa részeinek fonalas gombapopulacidja a kora nyari idészakban

A kutatas egyik legjelentdsebb célkitlizése volt a diofa kiilonbozoé részeiben jelen 1évo
gombak kitenyésztése és a korokozok morfoldgiai és molekularis biologiai meghatarozasa.

A kordbbi években tapasztalt jelentds terméskiesést elszenvedett iiltetvényekben az
elozetes felmérés sordn azt tapasztaltuk, hogy a didfak jo altalanos allapota mellett barna
elvaltozasokat mutatd fiatal novényi részek is voltak a nyar eleji idészakban. A vizsgalatok
soran Diaporthe és Diplodia nemzetségbe tartozd gombdakat izolaltunk tiinetes agakbol és
termésbol, valamint tlinetmentes riigybdl. A 40 vizsgalt didfa tobb mint egyharmada (35%)
volt fert6zott ezen korokozok barmelyikével, melyeket fiatal szovetekbdl izolaltunk. Az ITS
¢és tefl markerszekvenciak alapjan az izolalt térzsek a Diplodia seriata és a Diaporthe eres
fajokhoz tartoznak. Ezen fajok vilagszerte elterjedt korokozok, melyek szamos fas szaru
gazdaszerveztet képesek kolonizalni, koztik a diot is (Phillips et al., 2007; Gomes et al.,
2013; Abramczyk et al., 2018; Fan et al., 2018). Mindkét fajt izolaltak mar korabban sz616bdl
(Kovacs et al., 2014; 2017), azonban elsdként jelen tanulményban azonositottuk molekularis
markerek segitségével is hazai diofakrol. Diplodia seriata okozta fert6zést tobb esetben
¢szleltek héjas gyiimdlcstak fas részein mediterran éghajlattal rendelkezd teriileteken (Chen et
al., 2014; Sohrabi et al., 2020), valamint az utobbi években K6zép-Eurdpaban is (Eichmeier et
al., 2020). A Diaporthe fajok is kolonizalhatjak a diofakat. A nemzetség tobb tagjat
azonositottak a novényben Chilében (Luna et al., 2022), Kaliforniaban (Agusti-Brisach et al.,
2019), Spanyolorszagban (Lopez-Moral et al., 2020) és Kinaban (Fan et al., 2018) is. A D.
eres faj sulyos terméskarosodast okozott mogyordiiltetvényekben (Battilani et al., 2018;
Eichmeier et al., 2020).

A didfa againak fertdzodése megtorténhet példaul metszési sebeken keresztiil, melyek a
diofa esetén oktoberben és februarban a miiveletet kovetden legalabb négy honapig
érzékenyek maradnak a fert6zéssekkel szemben, mig mas fas szarti kulturdkban a metszési
sebek csupan néhany hétig érzékenyek a nekrotizald6 gombakkal szemben (Michailides et al.,
2012). A gombak a bejuthatnak a gazdaszervezetbe a novekedés miatt 1étrejovo repedéseken
at, metszés, allatok és az id6jarasi viszonyok okozta sebeken keresztiil is. Az esés idGjaras
fokozza a gomba sporak fejlodését és terjedését, ami a fitopatogének nagyaranya
elszaporodasat idézheti el (Moral et al., 2019; Lopez-Moral et al., 2020). Mivel a magasabb
homeérséklet is eldsegiti a gombak fejlodését és szaporodasat, a tiinetek gyakran csak késé

tavasszal jelentkeznek fakon (Moral et al., 2019).
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3.2. Diotermések fonalas gombakozossége 2018-ban

A kutatas soran 2018 Oszén 200 termést gy(jtottiink be, melyek 68%-a fogyaszthatatlan

allapota volt, aranyuk pedig hasonld volt a harom mintazott helyszin tekintetében. A vizsgalt

termésekben szamottevo volt az Alternaria spp., a Botryosphaeria spp., a Diaporthe spp., a

Fusarium spp. és a Penicillium spp. aranya. Kalifornidban is hasonlé mikrobiomot

tenyésztettek ki diobélbol (Michailides et al., 2012). A nemzetségek McKinney-indexe a

Botryosphaeria (74%) és Diaporthe (62%) nemzetségekbe sorolt izolatumok esetén volt a

legmagasabb, mely szamszerlien utal a rothadt termések ¢és a két patogén nemzetség kozotti

kapcsolatra. Az atlagos skalaértékek is ezen nemzetségek dnmagukban, valamint egylittesen

torténd kitenyésztése esetén voltak a legnagyobbak (2. abra).

Atlagos skalaérték

3
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ab J
T ac ac
2 l ac ac
b ac
ac
c
ac
1 —
o | | || = || || S| | || | || |
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2. abra: A didtermésekbdl izolalt nemzetségek és a hozzajuk kapcsolodo

atlagos skalaértékek

Jelmagyarazat: D=Diaporthe spp., B=Botryosphaeria spp., P=Penicillium spp.,

F=Fusarium spp., A=Alternaria spp. Az oszlopok felett talalhaté betiik a Mann-

Whitney U teszt eredményeit jelentik. A hibasavok a standard hibat jeldlik.

A Jankmajtis kozelében talalhato teriiletrdl szarmazo termések voltak a legfertdzottebbek

Botryosphaeria (29%) és Diaporthe (48%) gombakkal, amit a tarpai (Botryosphaeria spp.

10%, Diaporthe spp. 28%), majd a hajdadorogi (Botryosphaeria spp. 2%, Diaporthe spp.

18%) iiltetvény kovetett (3. abra)
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3. abra: Botryosphaeria és Diaporthe nemzetségek aranya a mintazott

teriletekrol szarmazo termésekben

Az ITS és tefl markerek szekvencia elemzése soran a Botryosphaeria dothidea és
Diaporthe eres fajokba soroltuk az izolatumainkat. Horvatorszag északi részén rothadt
szelidgesztenye termésekbdl izolaltdk e két fajt (Ivic—Novak, 2018). Kinai didiiltetvényekben
a B. dothidea 20%-50%-o0s (Li et al., 2023), Kaliforniaban pedig 50%-ot meghaladd

termésveszteséget okozott a pisztacia termesztoknek (Moral et al., 2019).
3.3. A riigyek mikrobakozossége

A nyugalmi idészak végén monitorozott barkariigyek 44%-aban megtalalhato volt a
Diaporthe spp. patogén gomba, a Botryosphaeria nemzetségbe tartozo korokozok pedig négy
riigybol voltak kitenyészthetok. Tiz termésriigyet (csucsriigy) is mintaztunk, melyek 40-40%-
aban jelen voltak a két nemzetségbe tartozd gombak Ezek alapjan elmondhat6, hogy a
moddszer (BUDMON) alkalmazhato a di6fa him- és ndivari virdgkezdeményeinek
fert6zottségének megallapitasahoz.

Ez az informaci6 tdmpontot gytjthat a szakembereknek a fenndlldé ndvényvédelmi
kockazatok becslésében, ¢€s a sziikséges kezelések tipusanak és idejének meghatarozasdban. A
barkariigyek patogén gombak 4altali kolonizéltsdga magaban rejti a beporzaskor torténd
fertézodést, a termésriigyek esetén pedig latensen beteg, majd tiinetes termések létrejottét.
Michailides és Morgan (2004) hasonlot tapasztalt a pisztacia Botryosphaeria dothidea altal
okozott betegségének tanulmanyozéisa soran, melyet azzal magyaraztak, hogy a termdtestek
agakon torténd attelelése lehet az eredménye a riigyek fertézottségének, ugyanis a sporak a

csapadékkal eljuthatnak az Gjonnan képz6dd ndvényi részekre. Ugyan a technika alkalmas
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lehet az iiltetvények fertdzottségének becslésére, nem veszi figyelembe a riigyfakadas utani

id6jarasi viszonyokat (Morgan et al., 2009).
3.4. Latens fert6zottség meghatarozasa ONFIT technikaval

A z06ld didk juniusban végzett ONFIT vizsgalata soran csak a tiinetes terméseken volt
tapasztalhatd jelentOs telepképzés. A Botryosphaeria és a Diaporthe nemzetségbe sorolhatod
gombakat a tiinetes termések 49%-abodl tenyésztettiik ki. A Botryosphaeria spp. 34 zold
termés feliiletén volt megfigyelhetd, mig a Diaporthe fajokra jellemz6 kolonidk 50 mintan
jelentek meg, ugyanazon a termésen mindkét nemzetségbe sorolhatdé gombak 25 esetben
jelentek meg. A tiinetek tehat igen koran, a termésfejlédés alatt jelentkeztek. Latens
megbetegedést nem azonositottunk a kisérlet soran. Mivel a Botryosphaeria és a Diaporthe
gombakkal kapcsolatha hozhato tiinetek mar juniusban megfigyelheték voltak, igy javasolt az
ONFIT korabbi idépontban torténd alkalmazasa, amikor még inaktiv formaban vannak jelen

az esetleges korokozok a termésben.
3.5. Diotermések gombakozosségének vizsgalata érett terméseken 2019-ben

2019 6szén a megel6z6 évi betakaritiskor mintazott terméseinek allapotahoz képest
egészen mas eredményt kaptunk, ugyanis a fogyaszthatatlan termések aranya, a mindkét
évben mintazott teriileteket figyelembe véve (Tarpa, Jankmajtis) 33% volt, mig el6z6 évben
61% volt. A kiilonbség megmutatkozott a kitenyésztett nemzetségek tekintetében is. A
vizsgalt Botryosphaeria és Diaporthe spp. didpatogén nemzetségbe sorolhatd izolatumok
jelenléte 6% (4-4 db), mig 2018-ban 64% volt (4. abra). 2019-ben a termések
fogyaszthatatlanna valasaért elsdsorban a Pencillium fajok voltak a felelosek, amelyek
legnagyobb mennyiségben voltak kitenyészhetdk Il-es és Ill-as osztalyba sorolt, azaz részben
aszalodott vagy sulyosan rothadt diokbol, de gyakran voltak jelen l-es osztalyba tartozo
termésekben is, melynek koszonhetden 46% volt a nemzetség McKinney-indexe. A 2018-as
évhez hasonléan a Botryosphaeria és a Diaporthe nemzetségek Imc értéke volt a
legmagasabb (67-67%).
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4. abra: 2019 0szén gyjtott didtermésekbdl izolalt nemzetségekbe tartozo

tenyészetek szama

A jankmayjtisi didiiltetvényben 2019-ben kiterjesztett novényvédelmi kezelést alkalmaztak,
mely hatékonynak bizonyult a betegség megfékezésében. A fogyaszthatatlan termések aranya
T7%-r6] 33%-ra csokkent, a diopatogén Botryosphaeria és Diaporthe nemzetségek pedig a
termések 6%-abal volt kitenyészhetd, mig az el6z6 évben ez az érték 77% volt.

Az altalunk részletesen vizsgalt Botryosphaeria és Diaporthe nemzetségek jelenléte
minimalizalodott a 2019-es évben, azonban az ehetetlen termések ardnya nem kdovette teljes
mértékben ezt a tendenciat, ami a Penicillium fajok nagymértékii jelenlétével hozhatd
kapcsolatba. A nemzetség didban vald nagyardnyl jelenléte miatt fontos megemliteni az
altaluk potencialisan termelt mikotoxinok egészségiigyi veszélyeit (Fung—Clark, 2004). A
vizsgalataink sordn is beazonositott Penicillium crustosum példaul Uj-Zélandon
mikotoxikozist okozott egy kutyanal, aki fert6zott, 6t honapja f6ldon heverd diot fogyasztott

el (Eriksen et al., 2010).
3.6. Homérséklet hatasa Botryosphaeria és Diaporthe izolatumok novekedésére

A két Botryosphaeria dothidea izolatum bar nem szignifikansan, de a Diaporthe eres
tenyészetekhez képest lassabb telepképzést mutatott 20 °C alatt, ahogyan azt Sanchez et al.
(2003) is tapasztaltak. Ezen kivill a B. dothidea hétlirése is egyezett az altalunk
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tapasztaltakkal, mely szintén fontos ismeret. A B. dothidea izolatumok altagos napi
novekedése jelentésen alulmaradt a Sanchez et al. (2003) altal kozolt adatokhoz viszonyitva,
ahol optimalis hdmérsékleten a 25 mm-t is meghaladta ez az érték. A mi kisérletiinkben 15
mm volt a leggyorsabb telepképzésiik, 30 °C-os inkubacié mellett.

A D. eres izolatumokat a 35 °C-os inkubacioés homérséklet gatolta a ndvekedésben, de a
vegetativ tulélés valosziniisithetdé Abramczyk et al. (2020) kutatasi eredményei alapjan. Az
emelkedd hoémérséklettel szembeni érzékenység eltérd volt a D. eres torzseknél, ami
hozzajarulhat a tiinetek sulyosboddsdhoz, mivel a ndvény igy szélesebb homérsékleti
tartomanyban van kitéve optimalis koriilmények mellett szaporodd ¢€s kolonizalo
korokozoknak. A fas szaru novényeket karosito Botryosphaeriaceac és Diaporthe spp.
(Michailides-Hasey, 2010; Agusti-Brisach et al., 2019). Osszességében elmondhato, hogy a
vizsgalt Diaporthe ¢és Botryosphaeria izolatumok optimalis novekedési koriilményei

megegyeznek a did termésfejlédése idején megszokott, 20-35 °C-os hdmérséklettel.
3.7. Patogenitasi teszt éretlen diotermésen

A z0ld termések augusztusban torténd agbol, riigybdl és termésbdl szarmazo Diaporthe
eres és Diplodia seriata gombakkal torténd in vitro megfertézése soran a termések 81%-anal
elrothadt a zold burok harom hét utan. A D. eres izolatumok McKinney-indexe magasabb volt
a D. seriata izolatumokhoz képest a zold burokra és a bélallomanyra vonatkozdan is. A
bélallomanyokon a 89%-os tlinetmegjelenés ¢és a belekbdl torténd sikeres korokozod
visszaizolalas arra enged kovetkeztetni, hogy az inokulum bejutott a belsd szovetekbe a
kemény maghéjon at. Ez az informdci6 azért fontos, mert ennek alapjan lehetséges a termések
késdi fertdzddeése €s karosodasa. Mivel a bélallomanyok tiinetei harom hét inkubacié utan, bar
tobbnyire enyhe szinten, de megjelentek, a korokozok megjelenése gondot okozhat
szeptemberig, hiszen ha ekkor torténik a kolonizacio, annak hatdsa mar megmutatkozik a
betakaritott termésen. Lopez-Moral ¢€és munkatarsai (2020) az altalunk megfertézott
termésekhez képest éretlenebb fazisban, a kemény héj kifejlodése eldtt végeztek in vitro
mesterséges megfertézést szamos gombafajt bevonva a tesztelésbe. A zo6ld burkon jelentsen
kisebb mértéki tiinetet valtottak ki a D. seriata és a Diaporthe spp. izolatumok, a fejlédésben
1évé bélallomanyok kozépsé részében azonban barnulds volt megfigyelheté. A
Botryospaheria dothidea ennél sulyosabb elvaltozasokat okozott, atlagosan a termések 70%-
an 1éziok keletkeztek, mig ez az érték a D. seriata és a Diaporthe nemzetségek esetén 30-40%

volt.
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3.8. Didéfa agak patogenitasi tesztje tiinetes didtermésekbdol izolalt kérokozokkal

A rothadt termésekbdl izolalt Botryospaheria dothidea és Diaporthe eres torzsek didfa
agakra torténd inokuldlasdnak eredménye bizonyitotta a patogenitasukat. A 1ézidk kiterjedése
alapjan pedig valtozo virulenciaval rendelkeznek fajon beliil is, ugyanis a legkisebb (32 mm,
J2012) és a legnagyobb (170 mm, JT2024 ¢s JT2050) atlagos 1ézi6 nagysagot is a D. eres
esetén mértiink. A B. dothidea altal okozott legnagyobb atlagos 1ézionagysag 99 mm volt, igy

ezen faj fert6zOképessége a did fas szoveteit tekintve kozepesnek mondhato (5. abra).

200

180 * *

160

N
H
o

-
N
o
|
1

Lézié hossza (mm)
o
o
)

©
o

D
o

D
o

I

J2023  J2028 JT2050 JT2015 J2012  JT2024 J2034 JT2035 T2016
D.eres D.eres D.eres B.dot. D.eres D.eres D.eres B.dot. B.dot.

5. abra: Diaporthe eres és Botryosphaeria dothidea izolatumokkal

N
o

megfertdzott agakon keletkezett elvaltozasok mérete

A csillagokkal jelolt oszlopok értékei szigfinikans kiillonbséget mutattak a kezelés hatasara

(p<0,05)

Ezek az eredmények eltérnek a szakirodalomban leirtaktol, de mas kutatdsokban is
kimutattak ezen nemzetségek diofat fert6zé tulajdonsagat. Lopez-Moral et al. (2020)
spanyolorszagi didiiltetvényeket vizsgaltak, mely keretein beliil az in vitro inokulalasok soran
a B. dothidea (130 mm) fajt virulensebbnek tapasztaltak a Diaporthe fajokhoz képest (23
mm). Kalifornidban egy in vivo patogenitasi teszt szintén azt mutatta, hogy a B. dothidea

virulensebb (35 mm), mint a D. eres (17 mm) (Chen et al., 2014). A D. eres jelentds
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patogenitasa az agakban és a megfeleld novekedéshez sziikséges széles hémérsékleti
tartomanya hozzéjarulhat a riigyek és termések fert6zdédéséhez akar a ndvény belsd szovetein

keresztiil, akar a kiils6 kérgen képz0do sporak terjedésével.
3.9. Almafa againak inokulalasa tiinetes diofa szovetekbol izolalt kérokozokkal

A klimavaltozéas hatasara a fitopatogén gombak szédmara kedvezd kornyezeti feltételek
kovetkeztében 1) gazdaszervezet-kdrokozo kapcsolatok jelenhetnek meg. Tanulmanyoztuk a
Botryosphaeria dothidea, Diaporthe eres és Diplodia seriata diobol szarmazo fajok
virulencigjat, amelyeket foként melegebb éghajlati orszdgokban izolaltak almafa fas
szoveteibdl (Sutton, 1991; Smit et al., 1996; Cloete et al., 2011; Abdollahzadeh, 2015; Sessa
et al., 2017). A mesterséges fert6zést kovetden a patogén izolatumok kolonizaltak az almafa
agak szoveteit és elvaltozasokat is okoztak. A két Botryosphaeriaceae csaladba tartozo
izolatum hasonl6 tiineteket okozott, ezeknél enyhébb elvaltozasokat valtott ki a D. eres. A
patogenitasi teszt eredménye alapjan tehat a vizsgélt harom, diobol szarmazo faj hazankban vj
potencialis gazdaszervezet-korokozo kolcsonhatasnak tekinthetd, amely kés6bb pusztitd
betegségekhez vezethet, ismerve a virulencidjukat. Ez aldtdmasztja a szomszédos
novénykultirak tiineteinek monitorozasanak fontossagat az esetleges keresztfertézések miatt.

A B. dothidea az almatermés karositasaval jard fehér rothadas nevii betegség korokozdja,
mely az alma pre- és posztharveszt rothadasat okozza. Europaban nem elterjedt ez a betegség,
de azonositottak mar Szerbidban (Vasic¢ et al., 2013), valamint mult évben ugyanitt hasonlo
tiineteket okozott a B. dothidea és a D. eres egyiittes fertézése (Vuckovi¢ et al., 2022). A D.
seriata az utobbi évtizedben is szamos almaiiltetvényben okozott gyiimolcskarosodast is

(Cacerez et al., 2016; Crespo et al., 2018).
3.10. Fungicidek hatasa a dié terméskarosodasat okozé gombakra

A mérgezett agaros teszt soran alkalmazott négy készitmény koziil harom szinte teljes
mértékben gatolta a Botryospaheria dothidea és Diaporthe eres izolatumok novekedését
(ciprodinil 37,5% + fludioxonil 25%, fluopiram 17,7% + tebukonazol 17,7%, tebukonazol
25%). A tebukonazol hatéanyaggal rendelkez6 Folicur Solo készitményt vizsgaltuk tovabb az
izolatumok érzékenységének, az EC50 értékek meghatarozasara. A kapott EC50 értékek
(0,11-0,29 mg/l) az engedélyokiratban szerepldé értéknél (46,88 mg/l) jelentsen
alacsonyabbak voltak. A kutatdsunkba bevont névényvédd szerek alkalmazasa segitheti a B.
dothidea és D. eres korokozok elleni eredményes védekezést, és az altaluk okozott
termésrothadds meértékének csokkentését, azonban a gatldo hatas eltérd lehet a kdrnyezeti
kortiilmények fliggvényében.
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3.11. Az Epicoccum nigrum és a Trichoderma gamsii antagonistak vizsgalata

A kutatdsunk soran dioriigyb6l izolalt Epicoccum nigrum, valamint a TRO08-as
Trichoderma gamsii antagonista képességét Botryospaheria dothidea, Diaporthe eres és
Dipldoa seriata izolatumokkal szemben konfrontacids tesztben vizsgaltuk. Az E. nigrum
mind a négy, a vizsgalatba bevont patogén torzs novekedését (BCI=47-53%) gatolta, azonban
a novekedésgatlas mellett az E. nigrum nem volt képes randni a patogén gombak
tenyészeteire, a biokontroll hatds mértéke tehat nem megfelelé az E. nigrum hatékony
alkalmazaséhoz a tanulmanyba bevont didpatogénekkel szemben.

A T. gamsii hatékonyabb potencialis biokontroll szervezetnek bizonyult a vizsgalat soran,
ugyanis 100% volt minden esetben a BCl-értéke. Az antagonista ranétt a didpatogén gombak
telepeire megallitva a novekedésiikket. A T. gamsii pusztitd hatasat mikroszkoppal
tanulmanyoztuk, mely soran a TRO8-as hifdinak patogén izoldtum fonalaira torténd

ratekeredését figyeltiikk meg.
3.12. A torzsek mikroszatellitjeinek vizsgalata

A diobol kitenyésztett Botryosphaeria dothidea, Diaporthe eres és Diplodia seriata
koérokozd fajok genetikai polimorfizmusat is tanulmanyoztuk. Tobb mikroszatellit primert
alkalmazva sikeresen elkiilonitettiik dket, valamint fajon beliili eltéréseket is azonositottunk a
felszaporitott 165 mikroszatellit sav eltér6 mintazata segitségével. A kapott allélprofilok
alapjan késziilt filogenetikai fak elemzése szerint a diotermésbol, riigybdl és agbol is
kitenyésztett 25 db D. eres izolatum bizonyos genotipusai csak a ndvény egyes részeit
kolonizaltak, ugyanis az egyik klad csak termésbdl kitenyésztett izolatumokat tartalmazott.

Az egyik klaszterben talalhatd, genetikailag hasonld torzsek kiilonb6z6 ndvényi
részekrdl szarmaztak, mely koziil egy agbol és két termésbol izolalt torzset ugyanabban az
évben és iltetvényben gyljtottiink be. Ez jelezheti, hogy a fertézés az agak fel6l is
kiindulhatott az iiltetvényben. Foldrajzi hely és a kolonizalt novényi szovetek kozott nem
figyeltiink meg 0sszefliggést. A nagyon hasonld genetikai profillal rendelkez6é termésrdl €s
rigyrdl izolalt torzsek megerdsitik azt a hipotézist, hogy a barkartigyekrdl induld fertézés
kolonizalhatja a termdviragokat és a termést, messzemend kovetkeztetést azonban tovabbi
vizsgalatokat kdvetden vonhatunk le. A B. dothidea izolatumok kozott eldfordult allélprofil
azonossag alapjan, ebbe a fajba tartozo torzsek kozelebb alltak egymashoz, mint a D. eres
tagjai. A négy vizsgalt D. seriata izolatum koziil egy kiilon kladba keriilt. Osszességében a
mintavétel ala vetett liltetvények patogén gombdainak genetikai variabilitdsa nagymértékii volt,

alacsony genetikai tavolsagok mellett.
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4. AZ ERTEKEZES UJ TUDOMANYOS EREDMENYEI

1. A hazai diodiiltetvényekben jelen vannak a Diplodia seriata, Diaporthe eres és

6.

Botryosphaeria dothidea fajok, melyek jelen tanulmanyban keriiltek izolalasra és
azonositasra ITS és tefl molekularis markerszekvenciak segitségével, koziiliik a B.
dothidea és a D. eres elsdként keriilt kitenyésztésre Magyarorszagon korokozoként

didtermésekben.

A betakaritott termésekben a McKinney-index alapjan a Botryosphaeria (Imc=74%) és a
Diaporthe (Imc=62%) nemzetségekbe tartozd gombak okozzak a legsulyosabb

karosodast onmagukban, valamint egyiittesen torténo jelenlétiik esetében.

A barkariigyekben ¢és termésriigyekben jelen vannak a késdbb terméskarosito Diaporthe
¢s Botryosphaeria fajok. Az éretlen, tiinetmentes termésekben nincsenek jelen a gombak
(nincs latens fert6zés), azonban a tiinetes mintak 49%-aban jelen voltak Botryosphaeria
¢s Diaporthe fajok. Tehat a két nemzetségbe tatoz6 gombak altal okozott tiinetek mar a

termésfejlodés kozepén kialakulhatnak.

A magyarorszagi didtermésekbdl izolalt B. dothidea torzsek melegkedveldk, 35 °C-on is
novekednek, 30 °C-on pedig gyors (15 mm/nap) micélialis novekedéssel jellemezhetdk.
A D. eres fajba tartozo izolatumok hémérséklettel szembeni érzékenysége eltérd volt, ami
hozzéjarulhat a betegség sulyossdgdhoz, mivel a ndvény igy szélesebb hdmérsékleti
tartomanyban van kitéve optimalis koriilmények mellett szaporodo és kolonizald D. eres

korokozdknak.

A tlinetes termésekbdl szarmazo6 B. dothidea és D. eres a dio fas szoveteiben is tiineteket
okoznak. A D. eres sulyosabb tiineteket okozott (170 mm atlagos 1ézi6 hossz), mint B.

dothidea (99 mm atlagos 1ézi6 hossz).
A D. eres és D. seriata kivalthatja a termések késdi fertdzodését és karosodasat, melyek a

fertézott agbol, riigybdl és termésbOl sebzéseken keresztiil bejutva a zdld burok

rothadasat, a diobél elvaltozasat okozzak.
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7. A didbol szarmazo B. dothidea, D. eres és D. seriata fajba sorolt izolatumok képesek

kolonizalni és elvaltozasokat okozni az alma fas szoveteiben.

8. A Trichoderma gamsii TR08-as torzse hatékony antagonistaja (100%-0s Biokontroll

Index) a diopatogén B. dothidea, D. eres és D. seriata térzseknek.
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5. AZ EREDMENYEK GYAKORLATI HASZNOSITHATOSAGA

1. A Botryosphaeria és a Diaporthe fajok jelentés terméskarosodast okoznak az érett,

betakaritott didban.

2. A termés karosodasat okozd gombak (Diaporthe és Botryosphaeria fajok) mar a
fertézott riigyekbdl is elindithatjdk a fertdzést. Ezért javasolt a riigyfert6zottség
felmérésére a BUDMON alkalmazasa a jelen 1évé korokozd gombak korai

azonositasdhoz ¢és a novényvédelmi kockazatok becsléséhez.

3. A Botryosphaeria és Diaporthe fajok mar az éretlen termésekbdl is kimutathatok. Az
¢retlen termések ONFIT vizsgalataval felmérheté az iiltetvény termésfejlodés alatti

gombas fertdzottsége.

4. A Pencillium fajok altali fert6zottség jelentds a magyarorszagi Ultetvényekben,

tinetmentes termések esetén is.
5. Az endofita Trichoderma torzsek (pl. T. gamsii TR08-as) alkalmazasa javasolt a

diopatogén Botryosphaeria dothidea, Diaporthe eres és Diplodia seriata elleni

védekezésben.
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