DEBRECENI EGYETEM

KERPELY KALMAN DOKTORI ISKOLA

Doktori Iskola vezeto:
Prof. Dr. Holb Imre, DSc.
egyetemi tanar, az MTA doktora

Temavezeto:

Prof. Dr. Karaffa Erzsébet Monika

egyetemi tanar

A DIO TERMESROTHADASANAK KIALAKITASABAN
RESZTVEVO GOMBAPOPULACIOK VIZSGALATA ES A FAJOK
IDENTIFIKALASA HAGYOMANYOS MIKROBIOLOGIAI ES
MOLEKULARIS GENETIKAI MODSZERREL

Keszitette:

Zabiak Andrea
doktorjelolt

Debrecen

2024



A DIO TERMESROTHADASANAK KIALAKITASABAN
RESZTVEVO GOMBAPOPULACIOK VIZSGALATA ES A FAJOK
IDENTIFIKALASA HAGYOMANYOS MIKROBIOLOGIAI ES
MOLEKULARIS GENETIKAI MODSZERREL

Ertekezés a doktori (PhD) fokozat megszerzése érdekében

a Novénytermesztési és kertészeti tudomanyagban
frta: Zabidk Andrea, Elelmiszerbiztonsagi és -minéségi mérnok
Késziilt a Debreceni Egyetem Kerpely Kalman Novénytermesztési és Kertészeti
Tudomanyok Doktori Iskolaja Novénytermesztési és kertészeti tudomanyok programja
keretében
Témavezetd: Prof. Dr. Karaffa Erzsébet Monika, egyetemi tanar
Az értekezés biraloi:

A biralobizottsag:

Bl
125700 )
Az értekezés védésének 1dOpontja: ........occveeiiieiiiiiieiie e



TARTALOMIEGYZEK

1. BEVEZETES ...t sesse s 4
2. IRODALMI ATTEKINTES .....otiiimriiririmriissiessiseessesssesssesssss s esssessessses s sssesssens 6
2.1. A di6 (Juglans regia L.) tulajdonsagai €s €lettani hatasai...........cceevveerververvenvenceeereennn, 6
2.2. A didtermesztés globalis helyZete ..........ccooiiiiiiiiiiiiiiiieee e 7
2.3. A di0 KOINYEZEtE IZEIYC.......eeuieeieeiieeieeieeie ettt ettt ettt et e st et et et e sbtesatesaeeeateeneeas 8
2.4. A didiiltetvények novEnyvEedelme ...........cooouiiiiiiiiiiiiiee e 10
2.5. A di6 novényveédelmi probIEmAI .........cooiiiiiiiiiiiieieie e 11
2.6. A gombak jellemzése, szerepiik a nOVENYVIIAgbAN ........ccceoiieiiiiiiiiiiiieeeeeeee e 12
2.7. A novény korokozd gombak fertOZESE .........eevvieviieriiiniieiieiieee e 14
2.8. A novénypatogén gombak talElesi Strate@ai........cceveerirriiieiiieiierierie et 15
2.9. A globalis éghajlatvaltozas hatasa a novényekre és a didra .........ccoceeveeeiieeneeneenienine 16
2.10. A Botryosphaeriaceae csaldd bemutatdsa..........cceceevieeiieiiieiienierie e 17
2.11. A Botryosphaeriaceae csalad patogenitaSa........cccverveeriereerreereeriesreesreesseeseesnesneans 19
2.12. A Botryosphaeria dothidea faj Demutatasa ...........ccccceeeeviecriecierienienieereeseesee e sne s 21
2.13. A Diaporthe nemzets€Z DEMULAtASA .........c.ecvveeriierierieerieieeieesieesresreeseeseessaessaessneans 22
2.14. A Diaporthe eres fa] DEMULATASA ........ccvevveeiieerieeriiecie e ettt seeseesreereesraesraessneans 24
2.15. Novényveédo szerek O tulajdonSagai........c.ecvveeviieriieiieeiieieee e saesene e 25
2.16. A fungicidek hatékonysagat befolyasolo tenyezok ...........cceeveevverienienieenieeneesie e, 26
2.17. Antagonista gombak novényvédelemben torténd alkalmazasanak lehetdségei............. 27
3. ANYAG ES MODSZER ......ooviiriieriireeeiiesseeessissssssssesessessssesssssssssssssessssessssessnes 30
3.1. Mintavételezés, mintavételezEési helyek ........c.ccvevvieriiiiiiiiiiieieeeecee e 30
3.2. Fonalas gombéak izolalasa €s aZOnO0SItASa .........cceevveeriieniieriiiiieie et 31
3.2.1. A di6 kiilonb6z6 ndvényi részeinek mikrobapopulacidjanak kitenyésztése ................ 31
3.2.2. A tenyészetek morfologiai €s molekularis bioldgiai azonositasa..........cecceecvvecveennennee. 32
3.3. Latens fert6zottség meghatarozasa ONFIT technikaval...........ccccovvievieniiiniineciiieene, 33
3.4. Homérséklet hatasa Botryosphaeria €s Diaporthe izolatumok novekedésére................. 33
3.5. Patogenitasi teszt éretlen diOtermMESEN .........cccvvecvieciieriieriiecie et 34
3.6. Dio- és almadgak mesterséges fertOZESE. ... .ccourrrierrirriieriierie e eie et et e e 36
3.7. Fungicidek hatasa a di6 terméskarosodasat okozo gombakra ..........cccceveverciveciieciveennne, 37
3.8. Az Epicoccum nigrum ¢és a Trichoderma gamsii antagonistak vizsgalata....................... 38
3.9. A torzsek mikroszatellitjeinek vizsgalata..........c.cccvevuieiieiiiiiieriicniecie e 39
3.10. Az adatok kiértékelése soran alkalmazott statisztikai modszerek ...........cccceeveeeeerurnene. 39
4. EREDMENYEK .....ciiiiiriimriimeieseessessse st esse st ettt sssesss s ssssses 40

4.1. A didfa againak, riigyeinek és terméseinek fonalas gomba populacidja a kora nyari

TAOSZAKDAIN. ...ttt e e e e e e e e et eeeeeeeaee e aeeeeeesseeasreaaeeeeeseasasneeeeeeas 40



4.2. Didtermések fonalas gombakdzoss€ge 2018-Dan........c.eecveeveeciienierienieeieeeesee e 45

4.3. A rligyek MiKroDaAKOZOSSEEE .....vveveerrieriierieiieeieerieestesreereeseeseesseesssessseesseessaesseensneans 52
4.4. Latens fert6zottség meghatarozasa ONFIT technikaval..........c.cccceevievciinciiiieenieniennen, 53
4.5. Didtermések gombakozosségének vizsgalata érett terméseken 2019-ben ...................... 54
4.6. Homérséklet hatasa Botryosphaeria és Diaporthe izolatumok ndvekedésére................. 57
4.7. Patogenitasi teszt retlen diOtermMESEN ........c.ecvveeriierierieeie ettt e e e e ereesreeseeesene e 58
4.8. Didfa agak patogenitasi tesztje tlinetes diotermésekbdl izolalt korokozdkkal ................ 60
4.9. Almafa 4gainak inokuldlésa tiinetes didfa szovetekbdl izolalt korokozokkal ................. 62
4.10. Fungicidek hatasa a di6 terméskarosodédsat okozo gombakra .........ccccevveveieiniininnnene. 65
4.11. A 25% tebukonazol-tartalmu készitmény EC50 értékének meghatarozésa .................. 66
4.12. Az Epicoccum nigrum és a Trichoderma gamsii antagonistak vizsgalata..................... 69
4.13. A torzsek mikroszatellitjeinek vizsgalata ..........cceoeeviieiiiiiiiiieiieiece e 70
4.14. Mikroszatellitek alapjan készitett torzsfak €s elemzesiik ..........cccovvevviiniiiiienninninnnnns 75
5. KOVETKEZTETESEK, JAVASLATOK ......covviiviieieeieeeeeeeeee oo 77
5.1. A diofa againak, riigyeinek és terméseinek fonalas gomba populacidja a kora nyari
TAOSZAKDAN. ...ttt ettt ettt et ettt ettt e b et st en et e a et e b eaeenee 77
5.2. Diotermések fonalas gombak$z0ssége 2018-ban..........cc.ecveevievieerieeniienieere e eieeeeenens 78
5.3. A riigyek miKrobaKOZOSSEEE ......ccovierrieriierieeiiieiieieeieesttesre e esreereesreesaesebeesveesseesseenens 79
5.4. Latens fert6zottség meghatarozasa ONFIT technikaval............cccoovevieniienciicciecieeeenee, 79
5.5. Diotermések gombakozosségének vizsgalata érett terméseken 2019-ben ...................... 81
5.6. Homérséklet hatasa Botryosphaeria és Diaporthe izolatumok novekedésére................. 82
5.7. Patogenitasi teszt éretlen diOterMESEN .........cccvvevieeiieriieriierieere et sre e eereere e e 82
5.8. Diofa agak patogenitasi tesztje tiinetes didtermésekbdl izolalt korokozokkal ................ 83
5.9. Almafa againak inokulalasa tiinetes diofa szovetekbdl izolalt korokozokkal ................. 84
5.10. Fungicidek hatasa a di6 terméskarosodasat okoz6 gombakra ............cceceeevveiieieenennne. 85
5.11. A torzsek mikroszatellitjeinek vizsgalata............ccoceerieiiiiiiiiiieniecieee e 86
6. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK ......ccoriimmrrimmreimreemesessssesssnesssssssssssssssssessnns 89
7. GYAKORLATBAN ALKALMAZHATO EREDMENYEK ........cooooomvmiimeieeeeeeierenans 91
8. OSSZEFOGLALAS .....ooooiieoeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 92
9. SUMMARY ..ottt sttt et b e ettt b ettt e b et bt et b e e bt enee 96
TO.TRODALOM ...ttt sttt ettt sb ettt s bt et s bt ettt eseeeesbeennes 100
11.PUBLIKACIOK AZ ERTEKEZES TEMAKOREBEN..........cooocmmrriireiierenmeneereneeenanes 127
I2.NYILATKOZATOK ..ottt sttt ettt sttt et eanes 130



1. BEVEZETES
A di6 (Juglans regia L.) Magyarorszagon a harmadik legnagyobb teriileten

termesztett gylimolcs, termelési értéke a gylimolcstermelés 5,1%-at teszi ki. A hozam
azonban az utdbbi években folyamatos csokkenést mutat a betakaritott teriiletek
novekedésének dacéra, viszont a kiilkereskedelmi egyenleg a héjas diot tekintve pozitiv
(FAOSTAT, 2021). A hazai iltetvényekben az utdbbi évtizedben a globalizacid és az
éghajlati valtozasok eredményeként 0j, a didtermést veszélyeztetd korokozok és
kartevok jelentek meg (Voigt—Toth, 2013; Kovacs et al., 2018). A ndvénypatogén
gombak altal okozott, a didfa minden részét érinté megbetegedés vilagszerte jelen 1évo
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
koérokozoként szamos fas szarti ndvényben, a didfaban is (Ledn et al., 2020; Lopez-
Moral et al., 2020; Luna et al., 2022). Hazankban a termesztok a 2010-es évek kozepén
szembesiiltek a stulyos novényvédelmi kihivassal a didtermések feketedése, aszalodasa
¢és penészesedése kovetkeztében. Eldzetes felmérés soran a bélallomanyok vizsgalatat
kovetéen nagy aranyban tenyésztettiink ki Diaporthe és Diplodia nemzetségekbe
tartoz6 gombakat (Kovacs et al., 2018). Ezek a korokozok képesek életben maradni a
nyugalmi allapotban 1év6 és elhalt novényi részeken, majd a sebzéseken keresztiil
behatolni a novényi szovetekbe (Moral et al.,, 2019; Lopez-Moral et al., 2020). A
sériilések létrejohetnek a metszés kovetkeztében, de fertdzési kaput jelenthetnek a
patogének szdmara a nap okozta égés, a jégesd vagy az allatok okozta sebek
(Michailides, 1991; Michailides et al., 2014).

A Botryosphaeriaceae ¢s Diaporthaceae gombak elterjedését tovabb stlyosbithatja a
klimavaltozas felgyorsulasa, ami komoly veszélyeket tartogathat a didkereskedelem
szamara (Kybartaite et al., 2020; Garcia et al., 2021), ugyanis jelenleg nincs a didfara
engedélyezett, hatékony novényvédd szer ezen gombdk ellen. Az dsszel és télen
bekovetkezd fertozések altalaban tiinetmentesek maradnak a kovetkezd év nyaraig,
mialatt az inokulum forrasok jelentdésen felhalmozodhatnak. Ezt kovetden, a
Botryosphaeriaceae fajok altal kivaltott betegségek kitorésének kockazata a bd
csapadékkal jard évszakokban tetdzik, mivel a korokozok szaporitod képletei 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 gazdaszervezet
fogékonysagat a fertézésekkel szemben (Marsberg et al., 2016).

A diofa kiilonbozo részeinek fertézottségének vizsgalata elengedhetetlen a betegség
megismeréséhez €s a kezelések optimalis idépontjainak meghatarozasdhoz. Ennek egyik
eszkoze a BUDMON, mely soran a riigyek mikrobiologiai allapotat tanulményozhatjuk
a nyugalmi idészak végén, ezzel segitve a gazdalkodokat a megfeleld novényvédelmi
intézkedésekkel kapcsolatos dontésekben (Moral et al., 2019). A kora nyari idészakban,
a zold di6 kifejlodésekor alkalmazhato technika az ONFIT, mely soran a névényi minta
fagyasztasat kovetden felderithetové valnak az esetleges latens korokozok, ezaltal képet
kapunk a betakaritaskor varhat6 fertdzottségrol €s az lltetvény allapotarol (Michailides
et al., 2000). Ezen modszerek tovabba hozzasegithetnek a fert6zési utak feltarasdhoz.

Ugyan a 6 probléma a termések karosodédsa, nem mehetiink el a Botryosphaeriaceae
¢s Diaporthaceae csalad fas szoveteket kolonizal6 tulajdonsadga mellett (Agusti-Brisach,
et al., 2019). Hazankban az dgak megbetegedése, rakosodasa ¢s elhalasa nem 01tott még
sulyos mértéket a didfakon, a termések fogékonyabbnak és érzékenyebbnek tekinthetok
ebbdl a szempontbdl (Zabidk et al., 2023). Kalifornidban azonban okoztak mar jelentds
veszteségeket ezen gombak ilyen modon (Chen et al., 2014). A kérdés pedig
felvetddhet, hogy a fokozottan fert6zott termésekben talalhatd patogén gombak
elterjedhetnek-e a fa mas szdveteiben, ahogyan azt Moral és munkatarsai (2019) is
tapasztaltdk a dion. Ennek tanulmanyozasa lényeges lehet nem csak a did kapcsan,
hanem a koérokozok szamara kedvezd klimatikus viszonyok tekintetében is, mely akar uj
gazda-koérokozo kapcesolatokat is eredményezhet (Davis—Shaw, 2001).

A di6 terméskarosodasaban szerepet jatszo gombafajokat tanulmanyozé munkdm
soran végzett kisérletek célja volt (1) a didfa kiilonb6zd részeiben jelen 1évé gombak
kitenyésztése és a korokozok meghatarozasa morfologiai és molekularis bioldgiai
markerek segitségével, (2) a korokozo gombak optimalis ndvekedési hdmeérsékletének,
(3) valamint a z6ld didtermésekre ¢€s -4dgakra gyakorolt patogenitasanak
tanulmanyozasa. A klimavaltozds potencialis kovetkezményeként fellépd 1j
gazdanovény-korokozd kapcsolatok feltardsara (4) vizsgaltuk a patogén fajok
fert6zOképességét almadgakon. Tovabba célul tliztik ki (5) a betegségben szerepet jatszo
nemzetségekbe tartozo torzsekkel szembeni kémiai €s bioldgiai védekezési lehetdségek

vizsgalatat és (6) az izolalt gombatorzsek populacidgenetikai tanulméanyozasat.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. A di6 (Juglans regia L.) tulajdonsagai és élettani hatasai

A kozonséges dio (Juglans regia L.) egy 6si novény, egyike a 25 gylimolcsfajnak,
melyet mar az 0j kékorszakban is ismertek (Rapaics, 1940). F6 génkdzpontja Perzsia,
de 6shonosnak tekintheté Magyarorszagon is, mely egyike a Nyugat-Azsiatol hizodod
szekunder géncentrumoknak (Vavilov, 1928). D¢l- és Nyugat-Europaban elterjedt
novényfaj, a kontinensen megtalalhato legészakibb eléfordulasi helye pedig Norvégia,
ahol esetenként még termést is hozhat (Zahov, 1943).

Olyan ¢éveld, egylaki, szél porozta héjas novény, amely valtozatos talaj- és
éghajlatviszonyok kozott ¢él a vilagon, igy igen eltérd fenoldgiai jellemzokkel
rendelkezik. A kiilonb6zd régiokban ¢l6 diofak termése, szine, héjvastagsaga,
bélallomanya, lombkorongja, levélmérete, illetve alakja jelentdsen eltér (Solar, 1990;
Tomas, 1990; Balci et al., 2001; Draganescu et al., 2001; Rouskas—Zakynthinos, 2001;
Caglarirmak, 2003).

A di6 az élelmiszeripar szdmara fontos gazdasagi szerepet tolt be. Termése az egész
vildgon népszertiségnek orvend, frissen vagy feldolgozva is fogyasztasra keriilhet. A did
mindségeét taplalkozasi, egészségiigyi €s érzékszervi tulajdonsdgai hatdrozzak meg.
Kereskedelmi célbol nagy mennyiségben termesztik Kozép- és Dél-Eurépaban, Eszak-
Afrikaban, Kelet-Azsidban, az USA-ban és Dél-Amerikaban. Magyarorszag teljes
teriiletén termeszthetd a novény, a Tiszahat pedig kiilondsen jo kornyezeti feltételekkel
rendelkezik. Mara szamos nemesitett €s hibrid faj 1étezik (Szentivanyi, 1980).

A didfa termése tapanyagforrasban gazdag, kiilondsen a fehérjéket és az esszencialis
zsirsavakat tekintve. A két 6, terméséért termesztett faj a fekete did (Juglans nigra) és
a kozonséges did (Juglans regia). A fekete did kellemes izii, azonban kemény héja és a
nehéz bontisa miatt nem termesztik kereskedelmi célra, igy szinte kizarolag a
kozonséges didval és hibridjeivel taladlkozhatunk a piacon (Boriss et al., 2000).

Szamos egészségre gyakorolt kedvezd hatdsa van, amelyek kémiai Osszetételének
koszonhetOk. Rendszeres fogyasztdsa hozzajarul a  szivkoszoruér-betegségek
kockazatanak csokkentéséhez (Davis et al., 2007). Ezen feliil kitind forrdsa az
esszencialis zsirsavaknak ¢és a tokoferoloknak (Amaral et al., 2003; 2004). A
legjelentdsebb zsirsava a linolsav, illetve tartalmaz oleinsavat, linolénsavat,
palmitinsavat és sztearinsavat is (Ruggeri et al., 1998; Savage et al., 1999; Amaral et al.,

2003). A benne talalhat6 nagy mennyiségli tobbszordsen telitetlen zsirsavak az LDL-



koleszterinszint csokkentésével és a HDL-koleszterinszint novelésével hozzédjarul az
egészséges érhaldzathoz (Tapsell et al., 2004; Davis et al., 2007). A didtermésnek
tovabbi pozitiv hatast kifejté Osszetevoi a novényi fehérjék, az étkezési rostok, a
melatonin (Reiter et al., 2005), a ndvényi szterolok (Amaral et al., 2003), a folsav, a
tanninok és a polifenolok (Anderson et al., 2001; Li et al., 2006). A kémiai Osszetétel,
kiilondsen az olaj- és a zsirsavtartalom, valamint a tokoferolok mennyisége
szignifikansan eltéréek a diofajtak kozott és a kiilonb6zo kornyezeti feltételek mellett

termesztett egyedek kozott (Amaral et al., 2004).
2.2. A didtermesztés globalis helyzete

A di6 egy gazdasagilag fontos novény. 2021-ben vilagszinten 1,1 milli6 hektar
terlileten mivelték, a betakaritott termésmennyiség pedig elérte a 3,5 millid tonnat.
Ennek 31%-at Kindban termelték, 19%-4t az Amerikai Egyesiilt Allamokban, 10%-at

pedig Eurdopaban, ahol Ukrajna a dominans didtermeld orszag (1. tablazat)
(FAOSTAT, 2021).

1. tablazat: A legjelentdsebb didtermesztd orszagok termésmennyisége (ezer t)

Orszag 2017 2018 2019 2020 2021
Kina 1000 850 1000 1100 1100
USA 571 616 594 717 658
Iran 394 304 321 357 387

Torokorszag 210 215 225 287 325

Mexiko 147 159 190 171 165

Ukrajna 109 127 125 113 115
Chile 100 152 125 140 148

Forras: FAOSTAT, 2021

Az Europai Uni6 jelentds diodtermeld orszagai kozé tartozik Franciaorszag (26 850
ha) Gorogorszag (16 200 ha) és Romania (2 400 ha) (FAOSTAT, 2021). Az elmult
években tobb tagillamban ndtt a betakaritott termésmennyiség, kiilondsen
Gorogorszagban, ahol a 2020-as évrél 2021-re majdnem megduplazodott ez az érték,
mely tendencia az exportban is megmutatkozott. A Magyarorszdgon betakaritott héjas

di6 mennyisége stagnal az elmult években, az exportja pedig 6tddére csokkent 2017 ota

(2. tablazat).



2. tablazat: Az EU jelentds diotermeld orszagainak és Magyarorszag
termésmennyisége (ezer tonna)

Orszag 2017 2018 2019 2020 2021
Franciaorszag 33 38 35 36 38
Romania 46 54 50 48 54
Gorogorszag 36 32 31 36 63
Magyarorszag 8 6 7 5 6

Forras: FAOSTAT, 2021

A di6 Magyarorszagon igen kedvelt, a legnagyobb aranyban termesztett héjas. Az
alma és a meggy utan a harmadik legnagyobb teriileten miivelt gyiimolcs, €és az utdbbi
években novekedés volt tapasztalhato a telepitések tekintetében. A két leggyakrabban
termesztett nemesitett fajtaja a Milotai 10 és az ’Alsdészentivani 117° (KSH, 2017,
KSH, 2021).

2021-ben 6000 tonna termést takaritottak be a termesztok az orszagban (2. tablazat).
A héjas did exportja az utdbbi években jelentds csokkenést mutat, 2019-es évrdl 2020-
ra harmadara, 470 tonndra csOkkent a mennyisége. A diobél behozatala jelentdsen
kisebb mennyiségli, azonban folyamatos novekedés tapasztalhat6. 2017-ben 4 tonna

volt a termés importja, mely 2021-re 54 tonnara ndvekedett (FAOSTAT, 2021).
2.3. A di6é kornyezeti igénye

A di6 valtozatos kornyezeti feltételekkel rendelkezo teriiletekre telepithetd, és
természetes terjedése altal széles korben meg is taldlhatdo. Azonban a jo mindségl
termésekhez és megfeleld hozamhoz a ndvénynek meghatirozott igényei vannak,
melyek fokozottabbak madés gylimolcsfajokéhoz képest. Magyarorszagon a legjobb
teljesitményli fak neveléséhez a legalkalmasabb feltételek a Tiszahaton adottak, amit
Dél-Dunantul és a szarazabb adottsdgokkal rendelkez6 Duna-Tisza-koze kovet
(Szentivanyi, 1978).

A hoémérsékletet tekintve jol tolerdlja a szélséségeket: -30 °C-os minimum
homérséklettel rendelkezd helyeken talél karosodas nélkiil, amennyiben a fa
megfeleléen taplalt (Palocsay et al, 1957). Erzékenyebb fajtanak tekinthetd

fagysériilésre vald hajlama miatt a kaliforniai ’Pedro’ (Ughini—Roversi, 1990). A



nyugalmi iddszak elején bekovetkezd hdmérsékletesés kiilondsen karos lehet (Sibbet et
al., 1998).

A kornyezeti feltételek kardinalis pontja a késd tavaszi fagyok el6fordulasa, amely
akar sulyos agkarosodast okozhat, ezen feliil a fakaddsnak indult riigyek fagykart
szenvedhetnek. Ebbdl a szempontbdl eldnydsebbnek tekinthetok a magasabb fekvési
termdhelyek, elkeriilendok a fagyzugok (Szentivanyi et al., 1978). Homérséklet
szempontjabol alkalmas telepitési helyek a domboldalak nyugati és déli lejtoi, ahol a
diofa magas vizigényét azonban nehéz kielégiteni, igy a folyok menti telepitést javasolt
elényben részesiteni (Mohacsy—Porpaczy, 1951).

A hiivos nyarak negativan befolyasoljak a termés mindségét, a héj elvékonyodasat,
valamint termés- €és hajtdsméret csokkenést okoznak. A til magas nyari hdmérséklet
szintén rombold hatdsu, a 35 °C feletti szaraz kdrnyezeti koriilmények a terméseket és
az agakat is karosithatjak (Szentivanyi—Kallay, 2006).

A Fels6-Tisza kornyéke bo vizellatottsaga miatt is alkalmas didtermesztésre, ugyanis
ezen a teriileten taldlhat6 laza talaj biztositja a gyokerek levegdvel ellatasat, a gyorsan
lefolyé viz magasabb oxigén-tartalma pedig szintén kedvezd hatast gyakorol a
novényre. A diofa évi vizsziikséglete 800-1000 mm. Ez a csapadékdsszeg hazankban
nem biztositott, emiatt alkalmasak telepitésre az arterek, ahol a gyokérrothadas
elkeriilhetd, amennyiben az ar rovid idoén beliil elvonul (Szentivanyi—Kallay, 2006).

A nyar eleji vizhiany meghatarozza a jové évben szerepet jatszo termdriigyek
kifejlodését, valamint a did6 méretét, ami ebben az idészakban realizalodik a didhé;
kifejlodése altal. A szaraz 1ddjards hatasara romlik a termések mindsége a
méretcsokkenés kovetkeztében, valamint hatdssal van riigydifferencidlodasra is, és
deforméaciot is okozhat. A nyar masodik felében fellépd vizhiany csokkenti a bélaranyt,
rontja a bél mindségét és a fa altalanos allapotat. A sziiret idejének kozeledtével
csokken a csapadék fontossaga, de a zold burok repedéséhez sziikséges egy minimalis
vizmennyiség, akar a harmat altal (Porpaczy, 1962).

A didt a vilagon széles korben, igen eltérd klimatikus tényez6k mellett termesztik. A
mérsékelt dvezet északi részén a fagyok, mig a mediterran térségekben a szarazsag
jelent veszélyt a ndvény szamara. Ennek megfeleléen a kiilonb6zd foldrajzi helyek
sajatos 1ddjarasi jellemzOi alapjan fajtakorok alakultak ki, melyek kornyezeti
igényeikben ¢és fizioldgiai tulajdongéasaikban térnek el. Ez alapjan megkiilonboztetiink

Kéarpati, Francia, Mandzsuriai, Perzsa és Kaliforniai csoportokat. Kulcsfontossagi



tulajdonsagok koz¢ tartozik a kivald mindségen feliil a télallosag, a szarazsagtiirés €s a
megfeleléen iddzitett fakadasi id6 (Szentivanyi, 1976).

Az alkalmazkodoképesség ¢€s a termésmennyiség maximalizalasa érdekében
kiilonboz6 fajtdkat hoztak létre a fajtakorokon beliil. Korabban probaltak kiilfoldi
bétermd fajtdkat adaptalni hazankban, azonban bebizonyosodott, hogy nem képesek
alkalmazkodni az itteni termohelyi viszonyokhoz, igy elveszitették pozitiv
tulajdonsagaikat (Szentivanyi, 1976).

A Magyarorszagon termesztett fajtdk nagy része Dr. Szentivanyi Péter munkdjahoz
fizodik, aki az 1990-es évekre moddszeres szelekcidval rendkiviil jo tulajdonsagokkal
rendelkezd hibrideket hozott 1étre. A did értékét a termés mennyisége €s mindsége, a
betegségekkel szembeni ellenallosag, a magbél aranya, a termdhely tulajdonsagainak
tolerancidja, a fakadasi id6 és az oldalriigyon vald terméshozas készsége hatarozza meg

(Brozik—Kallayné, 2001).
2.4. A didiiltetvények novényvédelme

A didiiltetvények novényvédelmi technologidjat a kémiai hatéanyaglh szerek
alkalmazasa jellemzi. A kozelmultban engedélyeztek kartevok ellen hatékony ndvényi
kivonatot is (Combi-protec), melyet azonban segédanyagként ajanlott kijuttatni (Nébih,
2023).

A vegyszeres fungicidek alkalmazdsa napjainkban elkeriilhetetlennek tekinthetd a
didiiltetvényekben a korokozok elleni védekezésben. Fontos azonban szem el6tt tartani
az egyoldalu szerhasznélat negativ hatasait, amely nem csak a kultirat érintheti, hanem
a kornyezetet is (Radocz, 2010). A dié kiemelten veszélyeztetett ebbdl a szempontbdl,
mivel az engedélyezett gombadld szerek kindlata igen korlatozott. A Nébih altal
kozétett listan jelenleg réz alapti, valamint tebukonazol hatéanyagu szerek szerepelnek.
Az egyetlen biokontroll lehetdségként a Bacillus subtilis antagonista baktériumot
tartalmazo Serenade Aso valaszthatd (Nébih, 2023).

Kiilonb6zd tipust védekezési modszerek egyiittes alkalmazasa csokkentheti a
vegyszeres kezelések kijuttatasi mennyiségét és gyakorisagat, mely az EU-ban is jobb
értékesitési lehetdséget biztosithat a dionak (Moénus, 2002; Szabd, 2004). Cél tehat a jo
mindségli  termések  gazdasdgos  termesztése az  Okologiai  szempontok
figyelembevételével (Radocz, 2002).

A gombas megbetegedések elleni hatékony védekezéshez elkeriilhetetlenek az

1smétlodo kezelések, amelyekhez azonban minden esetben megfigyelések és vizsgalatok
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sziikségesek (Eke, 1997). A did integralt novényvédelmének egyik fontos eleme a
Monitoring Rendszer. Ennek keretein beliil fel kell mérni a ndvény fenoldgiai
fazisaiban fennalld kornyezeti koriilményeket, beleértve az iddjarast és a korokozok
jelenlétét. Ezzel a modszerrel eldrejelezhetok az esetleges fert6zodések, ami lehetéve
teszi a novényvédelmi kezelések megfeleld iddzitését (Ivancsics, 2002). A kémiai
védekezés soran fontos a permetezés koriiltekintd kivitelezése megfelelden karbantartott
¢és beallitott permetezOgéppel a permetlé veszteség €és a sodrodas elkeriilése érdekében
(Moénus, 2002; Radocz, 2002). Az integralt szemlélet teljekorti alkalmazasahoz fontos
tovabba a szakmai ismeret és a szaktudas folyamatos frissitése (Radocz, 2010).

Az iltetvény telepitése soran sokat tehetiink a megel6zés érdekében, ha a
koérokozokra kevésbé érzékeny fajtakat véalasztunk. Ezen feliil a kdrnyezeti igények
alkalmassaga eldsegiti a novény védekezési rendszerének hatékony miikodését, ami
ellendllobbd teszi a fertézésekkel szemben (Moénus, 2002). A faiskolai allomany
allapota is dont0 lehet a késobbi betegségek elterjedésében. A telepités soran torekedni
kell a megfeleld tétavolsagra és a lombkorondk kialakitasara az alatta megrekedd
paratartalom, és az ezt kovetd korokozo felszaporodas elkertilése érdekében (Radocz,
2002).

Az 0ntdzés olykor elkeriilhetetlen a megfeleld termdhely kivalasztasa ellenére is. A
rendszer kialakitdsa soran javasolt a csepegtetd szerkezetek alkalmazédsa, ami az
esOztetd technologidval szemben nem segiti a patogén szervezetek terjedését (Moral et
al., 2019).

A metszés altal 1étrejott fertdzési kapuk lezardsara fizikai megoldasként
alkalmazhatdok a sebkezeld anyagok. Fontos a fertdzott ndvényi részek és a betakaritas

utdn a fan maradt termések eltavolitasa és megsemmisitése (Petesné, 2008).
2.5. A di6 novényvédelmi problémai

A did termésének épségét az iddjarasi tényezok, a rovarok és a mikrobak egyarant
befolyasolhatjak. A vegetacids idoszakban bekdvetkezd hosszabb ideig tarté vizhiany a
diobél aszalodasat eredményezheti. A késo tavaszi fagyok a megtermékenyiilés soran
okozhatnak gondot a generativ szervek fagyérzékenysége miatt, ami a did
papirhéjusaghoz vezet, iiregesedéssel, vagy akar a bél eltiinésével kiegésziilve (Holb,
2002).

A didtermesztést vilagszerte veszélyeztetik a rovarok és a kiilonb6zd koérokozok

vilagszerte. A gylriisfoltossag (cherry leaf roll nepovirus) a termést is karositja, mely
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kovetkeztében a didhéj elvékonyodédsa és betoredezése tapasztalhatd, ami a magbél
Osszeaszalodasat vonja magaval. A baktériumok koziil a Xanthomonas arboricola pv.
Jjuglandis valt ki stlyos tlineteket. Kiilondsen a diofak fiatal novényi részeit tamadja
meg, melyet kdvetden a burkon és a magbélen barna foltok jelennek meg (Holb, 2002).
A baktérium szerepet jatszik tovabba a barna cstcsi elhalds kialakulasaban is, mely
soran a z06ld di6 felsé részén barna szinelvaltozas jelenik meg, majd a fejlédé fazisban
1évo belet is megtamadhatja és a zold did lehulldsat eredményezheti. A tiineteket
azonban nemcsak a baktérium, hanem gombak is kivalthatjak, példaul az Alternaria és
Fusarium nemzetség tagjai (Belisario et al., 1999; Belisario et al., 2004).

A di6 antraknozisa altalanosan elterjedt kor vilagszerte, melyet az Ophiognomonia
leptostyla és a Colletotrichum godetiae gombafajok véltanak ki. A didtermést tekintve
csak a burkon okoz tiineteket barna foltok formdajaban, amelyek egyre nagyobba,
sziirkévé, és rothadoéva valnak. A betegség kihat a bél mindségére is és ido eldtti

gyltmolcshullast eredményezhet (Holb, 2002; Varjas et al., 2021).
2.6. A gombak jellemzése, szerepiik a novényvilagban

A gombdk (Fungi) genetikailag elkiiloniild, kisméretli, altaldban mikroszkopikus,
hifdkkal rendelkezd, sporat képzo eukaridta szervezetek. Sejtfalaik vazszerkezete kitint
¢és gliikanokat tartalmaz, melyek poliszacharidok és glikoproteinek kozé agyazodik be
(Agrios, 2005).

A legtobb gomba minden irdnyba eldgazd fonalas vegetativ testszervezddéssel,
hifakbol allo micéliumokkal rendelkezik, melyek cstcsi (apikalis) novekedésre képesek.
A hifak altaldban 2-10 um vastagsaguak, habar egyes gombaknal 100 pm-t meghaladé
méretli is megfigyelhetd, hossziisaguk pedig néhany um-tdl tobb méterig terjedhet. A
gombak elsdsorban ivaros vagy ivartalan modon képzO8dd sporakkal szaporodnak
(Agrios, 2005).

A legtobb gomba tulélése és szaporodasa nagymértékben fiigg a hdmérseklettdl és a
csapadéektol, illetve a kornyezetiikben 1€vo viz jelenlététdl. A micéliumok csak bizonyos
hémérséklet-tartomanyban (-5 és 45 °C kozott), valamint megfeleld nedvesség mellett
képesek novekedni. A legtobb spora a kedvezodtlenebb kornyezeti hatdsoknak is ellenall,
igy alacsony, téli homérséklet mellett, illetve forrd, széraz nyari idészakokban is
talélnek, azonban a csirdzas optimalis hémérsékletet és nedvességet igényel (Agrios,

2005).
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A fonalas gombak nagyobb gazdasagi karokat okoznak a novénytermesztés teriiletén,
mint barmelyik mésik mikrobacsoport (Birren et al., 2003). A ndvények és a kdrokozo
gombak kolcsonhatasainak kialakulasa 400 millié évre nyulik vissza (Taylor et al.,
1992), ez az id6 pedig rengeteg patogén faj létrejottét és betegség kialakulasat tette
lehetévé. Koriilbeliil 10.000 gombafaj okozhat novényi betegségeket. Eszak-
Amerikdban 8000 gombafaj okoz kozel 100.000 betegséget. Csupan 50 faj kothetd
koziilik human megbetegedésekhez, és koriilbeliil ugyanennyi fertéz allatokat (Agrios,
2005). Ennek valészinisithetéen az az oka, hogy a ndvények az evolucié soran az
allatok elott fejlodtek ki, igy a ndovények és gombak kozotti kolesonhatasok joval
hamarabb [étrejottek, tehat tobb id6 allt rendelkezésre az interakciok fejlodésére és
terjedésére (Berbee—Taylor, 2007). A ndvények altal kialakitott védekezési valaszok is
tovabb novelték a gombdk ndvényekre mért patogenitdsi mechanizmusainak
Osszetettségét, aminek koszonhetéen morfologiai szempontbol igen specidlis fert6zo
strukturak fejlédtek ki (Mendgen—Deising, 1993; Mendgen et al., 1996). A fertézés
biokémiajat vizsgalva arra jottek ra a kutatok, hogy a szekunder metabolitok a fertdzés
kiilonb6z6 fazisaiban hatnak a gazdandvényre (Friesen et al., 2008; Brise et al., 2009;
Daub—Chung, 2009).

Az utobbi harom évtizedben az endofita gombak jelentdsége egyre nagyobb teret
nyert, melyet jol mutat a kutatdsokban és szakirodalomban torténd gyakori emlitésiik.
Elséként Anton de Bary (1866) irta le az endofita kifejezést, mely alatt a ndvényi
szovetekben €10 szervezeteket értette. A legtagabb definici6 szerint az endofita gombak
olyan mikrobdk, amelyek ¢él0 szervezetben telepednek meg anélkiil, hogy azonnali
negativ hatast fejtenének ki (Hirsch—Kapulnik, 1998). Ez a meghatarozas gyakorlatilag
a szimbionta kdlcsonhatasok teljes spektrumat magaba foglalja, amelyekben a gombak
¢s a novények részt vehetnek: parazitizmus, kommenzalizmus és mutualizmus. Az
endofitaként nyilvantartott gombdk koziil szdmos fajt masodlagos korokozoknak
tekintenek. A patogén gombak, melyek képesek tlinetmentesen kolonizalni a
gazdaszervezetet (Selosse et al., 2004), és a csokkent virulenciaval rendelkezd torzsek is
endofitanak tekinthetdk (Schardl-An, 1993). Gyakran eléfordulnak egészséges és beteg
szovetekben egyarant, melybdl adodoan fontos kiemelni az endofitdk, a fakultativ
korokozok ¢és a latens korokozok kozotti hatdrok bizonytalansagat. Kutatok
megfigyelték tovabba, hogy ezen gombdak ndvekedésére és szaporodasara jellemzd egy
elhuz6doé nyugalmi iddszak, amely Ujraindul a gazdaszervezetet ért fizikai vagy érési

folyamatok hatasara (Stepniewska—Kuzniar, 2013; Zuccaro et al., 2014).
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2.7. A novény korokozo gombak fertozése

A gombdk szamos moddon képesek a novények kolonizdldsara, és ezek a
kolcsonhatasok széles skalan mozognak a jotékony kolcsonhatasoktol a gazdandvény
elhalasaig. A novényi korokozok tekintetében valdszintileg a gombak jelentik az
okologiailag és gazdasagilag relevans veszélyforrasok legvaltozatosabb csoportjat. Ezek
a gomba fajok elsdsorban az Ascomycota ¢s a Basidiomycota torzsekben talalhatok
(Doehlemann et al.,2017).

A gombas fertdzések valtozatos tiineteket valthatnak ki, mely szoros kapcsolatban all
a novekedéshez és szaporodashoz sziikséges taplalkozéasi modjukkal, mely alapjan
harom csoportra osztjadk o6ket. A nekrotroéf szervezetek az eldzetesen elpusztitott
sejtekbdl szerzik meg a tdpanyagokat, mely soran fitotoxikus vegyiileteket ¢és
sejtfalbontd enzimeket termelnek. Ezzel szemben a biotréf kérokozok célja a kolonizalt
novény éEletképességének fenntartdsa és az abbol szdrmazo tapanyagok felhasznalasa
(Mendgen—Hahn, 2002). A harmadik csoport, a hemibiotréfok eleinte biotrof fazist
mutatnak, amit nekrotr6f taplalkozasi mod kovet. A biotréf €s a nekrotroéf fazis
id6tartama jelentdsen eltér a hemibiotrofok kozott.

A biotrof korokozokhoz képest a nekrotrof korokozok csoportja a nemzetségek és
fajok sokkal szélesebb korét foglalja magaban. A nekrotrof szervezeteket sziik és széles
gazdatartomanyu fajokra lehet osztani (Mengiste, 2012).

A gazdaspecifikus nekrotrofok gazdaszervezet-specifikus toxinokat termelnek, és
ezek hatdrozzak meg a patogenitasukat (Wolpert et al., 2002). A virulencidjukat a
gazdandvény immunvalasza befolyasolja. A nekrotrof fertézések kezdetén kiilonbozo
masodlagos metabolitok, antimikrobidlis peptidek és hormonok halmozodnak fel. Ezen
feliil sejtfalmodositasaért felelds vegyiiletek is képzddnek (Mengiste, 2012). A széles
gazdandvény korrel rendelkezd nekrotrofokbdl hidnyoznak a gazdaszervezet-specifikus
toxinok, és szamos, akar 200-400 névényfajt megtamadhatnak (Amselem et al., 2011).
A szklerociumok kozponti szerepet jatszanak egyes nekrotréf gombak €letciklusdban,
mivel innen indul az apotéciumok képzddése, amelyekbdl aszkosporak szabadulnak fel.
A gazdaspecifikus nekrotrofok elleni védelem biztositasahoz elegenddek az 6roklott
rezisztencia-tulajdonsagok is, a széles gazdaspektrumu nekrotrof korokozokkal
szembeni rezisztencia genetikai alapja azonban sokkal Osszetettebb (Oliver—Solomon,

2010).
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A novényi korokozod gombak fertdzési ciklusa kedvezd koriilmények esetén veszi
kezdetét sporacsirdzassal és csiracsé képzOodéssel. Ekkor a hifak polarizalt
sejtnovekedést mutatnak, és a gazdandvény felszinén nének (Ebbole, 2007). Kiilonb6zo
kémiai és fizikai koriilmények befolyasoljak a folyamatot, példaul receptorok és
fehérjék, melyek nélkiilozhetetlenek appresszorium kialakuldsdhoz (Talbot, 2003). Az
apresszoriumok akar 0,8 Mpa nagysagu nyomast fejtenek ki a ndvények feliiletére, mely
kovetkeztében a kutikula réteg felszakad, a korokozd pedig bejut a gazdandvénybe
(Howard et al., 1991). A penetracio megtorténhet tovabba hifaval is, mely soran a képlet
csticsa megduzzad. A folyamatot litikus enzimek segitik (Gourgues et al., 2004). A
gombak egyes csoportjai képesek a novények természetes nyilasan keresztiil behatolni
(Maheshwari—Hildebrandt, 1967).

A ndvények fejlett immunrendszerrel rendelkeznek, ami segit a korokozokkal
szembeni védekezésben. A ndvényi sejtmembranon lokalizalt receptorok felismerik a
koérokozokra jellemzé molekuldris mintdzatokat. Ezek valtjak ki az alaprezisztencia
valaszt is, beleértve az oxidativ stresszt, a névényi hormonok szintézisét és a kalloz
lerakodast (Nicaise et al., 2009; Zipfel, 2014; Lo Presti et al., 2015). A kérokozo
gombak erre reagdlva egy masodik tdmadasi hullamot inditanak szekretalt effektor
fehérjek kijuttatdsaval. Ha a gazdandvény felismeri az effektorokat, az effektor altal
kivaltott érzékenységhez vagy az alaprezisztencia agressziv formdjahoz vezethet,
amelyet effektor 4ltal kivaltott immunitasnak neveziink (Jones—Dangl, 2006). A
nekrotrof gombak képesek kihasznalni a ndvények immunvalaszat és a sajat

novekedeéstikre €s fejlodesiikre forditjak azt (Haueisen et al., 2018).
2.8. A novénypatogén gombak tulélési stratégai

A ndvényi betegségek vizsgalata sordn fontos meghatirozni a korokoz6 szezonok
kozotti tulélési modjat. Ez az ismeret felfedheti a betegség ciklusanak csticspontjat is,
igy lehetoség nyilik eredményes novényvédelmi kezelést alkalmazni. Az éveld
novények korokozoi allanddan jelen lehetnek szovetekben vagy azok feliiletén, de nem
feltétleniil aktivan. Ha a kérokozo nem rendelkezik olyan mechanizmusokkal, amelyek
lehetéveé teszik a kedvezdtlen kornyezetben torténd életben maradast, a betegség
korforgasa megszakad és a korokozoé elpusztul (Brown, 1997).

A gombak egyik talélési stratégidja a sporaképzés, melyek rendkiviil nagy
tavolsdgokra képesek eljutni a széllel, rovarokkal, vagy szaporitdéanyagokkal. Ez

lehetdvé teszi a faj szdmara, hogy fenntartsa vagy kiterjessze foldrajzi elterjedését, Uj
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gazdandvényekkel keriiljon kapcsolatba, ¢és megérizze vagy novelje genetikai
valtozatossagat (Brown, 1997).

A legtobb novényi kérokozo csak a gazdandvények ismételt Gjrafertézésével képes
¢letben maradni. Ezt a folyamatot fertézési lancnak nevezziik. Ha a korokozo
megszakitas nélkiil fertdzi a fogékony novényeket folyamatos a fertdzési lanc. A
parazita ebben az esetben tulél ugyanazon, vagy a f6 gazdanovénytdl eltérd faj
folyamatos megfertézésével. Az ilyen novényeket alternativ gazdaknak nevezik, és
gyakran rokonsagban allnak a f0 gazdandvény fajokkal. Ha az alternativ gazda nem
mutat tiineteket, akkor kérhordozonak nevezziik. A patogén gomba nem alkot nyugvo
strukturakat, és nem €l szaprofita vagy epifita modon a novények feliiletén. A talélésiik
tehat a fogékony gazdandvények jelenlététdl fiigg (Brown, 1997).

Amennyiben a betegség ciklusat epifita, szaprofita, vagy nyugalmi fazis szakitja
meg, megszakadt fertdzési lancrol beszéliink. Szamos korokozo €1 gazdandvényeik és
mas novények felszinén nem ¢€l6skodd kapcsolatban, epifitaként, majd amikor a
fertdzési ciklus ismét a megfeleld fenoldgiai stddiumba érkezik, ismét korokozoként
Iépnek fel (Brown, 1997).

Szamos novénypatogén gomba szaprofitaként marad ¢letben a beteg novényi
tormelékeken vagy a talajban, példaul pszeudotéciumokban, melyek tavasszal
aszkosporakat termelnek, és elinditjdk a betegség ciklusat az 0j szezonban (Brown,
1997).

A gombdk megfeleld gazdandvények hidnyaban vagy kedvezOtlen kornyezet esetén
képesek olyan nyugalmi strukturakat képezni, amelyek lehetévé teszik szamukra a
tulélést, gyakran hosszt idén keresztiil. Az oospordk, teliosporak és klamidosporak
hosszu évekig életképesek maradnak. Szamos gombafaj szkleréciumot termel, amelyek
a talajban vagy a fertdzott novényi részeken fajtol fliggéen akar évekig képesek talélni.
A gombak altal alkotott egyéb nyugalmi struktirdk koz¢ tartoznak az ivaros
termdtestek, mint példaul a kleisztotécium, a peritécium és a pszeudotécium (Brown,

1997).
2.9. A globalis éghajlatvaltozas hatasa a novényekre és a didra

Az éghajlat a novényfajok foldrajzi elterjedését meghatarozo {6 tényezd (Hickler et
al., 2012). A klimavaltozas olyan, az egész vilagot érintd szélsdséges iddjarasi
viszonyokkal jar, mint példaul megnovekedett hdémérséklet, hirtelen lehulld

nagymennyiségli csapadék, aszdly, hurrikdn és araddsok (Costello et al.,, 2009). A
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jelenség nem csak a ritka és a kevés foldrajzi helyen el6fordulé fajokat fenyegeti (Walas
et al., 2019), hanem széles korben elterjedt csoportokat is veszélyeztethet (Thurm et al.,
2018). A levegd emelkedett CO> szintje hozzajarul a ndvényi szervezetek gyorsabb
novekedéséhez (Kozlowski—Pallardy, 1997) és a szarazsagtiirésiikhoz (Lindner et al.
2014), azonban csokkentheti az ¢lettartamukat (Biintgen et al., 2019). Egyes modellek
szerint a kozonséges did klimatikus optimuma egyre északabbra tolddik el az dceani
éghajlat mérsékelt éghajlattd valtozdsa miatt, mely veszélyeztetheti a dél-eurdpai
didiiltetvényeket az értékes genetikai forrasokat is beleértve (Biintgen et al., 2019; Paz—
Dyderska et al., 2021).

A megvaltozott kdrnyezet miatt a novények olyan 0j kérokozokkal keriilhetnek
kapcsolatba, amelyeknek kordbban soha nem voltak kitéve. Ez azt jelenti, hogy a
fertdzések 1) gazdandvényekhez adaptalddhatnak és 11j f6ldrajzi teriiletekre terjedhetnek
(Valent, 1990; Davis—Shaw, 2001; Hoberg—Brooks, 2015). Néhany megvaltozott
kornyezeti tényez6, mint példdul a magasabb paratartalom, kedvezd feltételeket
teremthet a gombak szamara, névelve a betegségek kialakuldsanak kockazatat. (Huber—
Gillespie, 1992). A koérokozok nagyobb valoszinliséggel telelhetnek at a hdmérséklet
emelkedése miatt, ami novényvédelmi problémakat vetit elére a nyugalmi 1d6szak utan
(Coakley et al., 1999). A kutatok mar évtizedekkel ezel6tt megéllapitottak, hogy egyes
gombdk a melegebb években stlyosabb tiineteket okoznak (Brasier, 1996). A novényi
betegségek jelenleg is komoly veszteségeket okoznak, és a globalis élelmiszertermelés
10-16%-4t érintik (Chakraborty—Newton, 2011).

Kutatok szerint a kovetkezd 6t évtizedben a hozamndvekedést c€lzod intézkedeseket
ellensulyozni fogjdk a klimavaltozds kovetkeztében megjelend ismert és Ujonnan
megjelend korokozok altal kivaltott betegségek (Chaloner et al., 2021). A kérokozd
gombak gyakran a ndvényt érd stressz kovetkeztében kezdenek el oly modon
szaporodni a kordbban kolonizalt gazdaszervezetben, hogy tiinetet is kivaltsanak (Perez
et al.,, 2010), a klimatikus viszonyok véltozdsa pedig megfeleld alkalmat szolgalhat
szamukra (Desprez-Loustau et al., 2006). A fert6zés sikerességét eldsegitheti tovabba a
modosult kdrnyezeti paraméterek okozta ndvényi immunvalasz-csokkenés is (Saijo—

Loo, 2020).
2.10. A Botryosphaeriaceae csalad bemutatasa

A Botryosphaeriaceae csaldd tagjai koziil elséként az 1820-as években irtdk le a

Sphaeria nemzetséget (Crous et al., 2006; Schoch et al., 2006). A Botryosphaeria
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fitopatogén nemzetséget 1863-ban hoztdk Ilétre. Mar ekkor megfigyelték, hogy
szaprofita életmodot folytatnak a fas szarG novények elhalt szoveteiben. Késdbbi
tanulmanyokban egyre inkabb erre a nemzetségre Osszpontositottak, kiilondsen a
mezogazdasagban betdltott szerepiiket tekintve (Bega et al.,, 1978; Brown—Britton,
1986; von Arx, 1987; Michailides, 1991).

A Botryosphaeria nemzetséghez tobb mint 20 faj tartozik, melyek koziil a
leggyakoribbak a Botryodiplodia, a Diplodia, a Dothiorella, a Fusicoccum, a
Lasiodiplodia, a Macrophoma és a Sphaeropsis nemzetségbe tartozé fajok (Denman et
al., 2000). A Botryosphaeriaceae csalad nemzetségeinek tobbségét endofitonként irtak
le, mint péladul a Guignardia, a Botryosphaeria, a Dothidotthia, a Neofusicoccum, a
Pseudofusicoccum, a Lasiodiplodia és a Diplodia nemzetséget (Crous et al., 20006).

A morfolégiai azonositds sok esetben elegendd, dm ezek a vizsgdlatok bizonyos
esetekben nem tiikrozik a fajok valos valtozatossagat (Taylor et al., 2000). A
Botryosphaeria nemzetség leirasahoz az 1950-es évekig az aszkosporak altalanos
jellemzdk azonban késdbb fajon beliili eltéréseket mutattak (Denman et al., 2000).

A Botryosphaeriaceae csalddot filogenetikailag taxondmiai Osszetettsége miatt zavar
Oovezte, am a DNS-alapu molekularis bioldgiai technikdk hatékony eszkozként
szolgalnak a fajok azonositisara és jellemzésére. Ezen modszereket alkalmazd
tanulmanyok ravilagitottak arra, hogy egyes gazdandvények esetén joval nagyobb a
fajok sokfélesége, mint gondoltak. Az elmult években egyre gyakrabban vizsgalnak
kiilonb6z6é DNS-alapti molekuléris adatokat, kiilonosen a DNS szekvencia adatokat a
taxonok megkiilonboztetésére a Botryosphaeriaceae csalad tagjainak vizsgéalatara. Ezt
kovetden a DNS-szekvencidk kozotti kiillonbségeket sikeresen kombinaltdk a
morfoldgiai jellemzokkel (Smith et al., 2001; Denman et al., 2003; Phillips et al., 2005).

A legtobb Botryosphaeriaceae csalddon végzett DNS-szekvencia-kiilonbségeket
tanulmanyoz6 taxondmiai vizsgalat soran a riboszémalis DNS régi6 (rDNS) ,,internal
transcribed spacer” (ITS) szekvencidit vizsgaljak, de csak ennek az egy szakasznak a
tanulmanyozasa elfedheti a fajok valodi sokféleségét a szorosan kapcsolddo, vagy még
le nem irt fajok kozott. Ennek kikiiszobolésére tobbszoros génszekvencia-vizsgalatokat
alkalmaznak, leggyakrabban pedig a transzlacios elongacids faktor (zefl) és az ITS
nukleotidsorrendjének elemzését kombindljak (de Wet et al., 2003; Slippers et al., 2004;
Burgess et al., 2005; Phillips et al., 2005).
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2.11. A Botryosphaeriaceae csalad patogenitasa

A Botryosphaeriaceae csalddba tartoz6 fajok okozta megbetegedések gyakran akkor
kovetkeznek be, ha a ndvényeket valamilyen stresszhatds éri, példdul ha nem
optimalisak a kornyezeti koriilmények (Stanosz et al. 2001). Ilyen fellépd stresszhelyzet
leggyakrabban a szdrazsag, de eldfordulhat fizikai karosodas, illetve olyan negativ
biologiai folyamatok, amelyeket korokozok, rovarok, fagy, ho, tovabba a nem
megfeleld helyre torténd telepités valthat ki (Schoeneweiss, 1981; Ma et al., 2001;
Moral et al., 2019).

A Botryosphaeriaceae gombak altal okozott betegségek tiinetei gyorsan terjedhetnek,
és jelent0s veszteségeket okozhatnak nagyobb teriileteken. A klimavaltozassal
kapcsolatos modellek mar évtizedekkel ezeldtt megjosoltak olyan szélsdséges iddjarasi
koriilményeket, mint a kiszdmithatatlan felhdszakadasok, valamint rendkiviili alacsony
vagy magas homérséklet (Coakley et al., 1999). Ezek a tényezok kiegésziilve a
korokozok és kartevok egyre szélesebb foldrajzi elterjedésével jard bioldgiai nyomassal
nagymértékben eldsegiti Botryosphaeriaceae gombdk okozta betegségek egyre
sz¢élesebb korli elterjedését (Desprez-Loustau et al., 2006). Ezek miatt kritikus
fontossagu az 6kologiai szereplik, a patogenitasuk, a diverzitasuk, és a gazda-korokozo-
kornyezet kolcsonhatasdnak megértése annak érdekében, hogy meg lehessen hatarozni
és kezelni tudjuk a felmeriild novényvédelmi problémakat.

A mezdgazdasagi teriileteken a fas szard ndvények gyakran bdséges
Botryosphaeriaceae kozosséggel rendelkeznek (Burgess et al., 2006; Smith et al.,
1996a; Smith et al., 1996b). Korabban a csaladba tartozd nemzetségek kevésbé voltak
képesek megfertézni az dshonos novényeket, mint a betelepitetteket (Fisher et al., 1993;
Slippers et al., 2004). Néhany alaposan vizsgalt fajrol pedig molekularis eszkdzok
alkalmazéasaval megerdsitették azt a tényt, hogy szdmos gazdaszervezetet képes
megfertézni. igy jellemezhetSk a Botryosphaeria dothidea, a Botryosphaeria obtusa, a
Botryosphaeria parva, €és a Botryosphaeria australis fajok. Ezzel szemben egyes
gombak csak bizonyos gazdandvényeket vagy meghatirozott ndvénycsaladokat
kolonizalnak, mint a Diplodia pinea és a Diplodia scrobiculata, melyek a Pinus
nemzetség tagjaiban és alkalmanként mas tlilevelieckben élnek. A Neofusicoccum
eucalyptorum és a Neofusicoccum eucalypticola az Eucalyptus nemzetség fajait képesek

fertdzni, mig a Saccharata protea és Neofusicoccum protearum fajok a Proteaceae
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csaladra jelenthetnek veszélyt (Swart et al., 2000; Smith et al., 2001; Denman et al.,
2003; Slippers et al., 2004;Burgess et al., 2005).

A Botryosphaeriaceae koérokozokra vonatkozoan azt figyelték meg, hogy azok a
legartalmasabb fajok, amelyek tobb gazdaszervezetet képesek kolonizalni, illetve
foldrajzilag széles korben eléfordulnak. Ilyen faj a Botryosphaeria rhodina, a
Neofusicoccum parvum, a Botryosphaeria australis, a Botryodiplodia pinea, a
Botryosphaeria dothidea, ¢és a Botryosphaeria obtusa. Gyakran ezek a széles
gazdanovénykorrel ¢és  kiterjedt foldrajzi  tartomanyban eléforduld  fajok a
legpatogénebbek (Pavlic et al., 2004; van Niekerk et al., 2004). Kutatok megfigyelték,
hogy hidba van szdmos gazdanovénye egyes fajoknak, mégsem okoznak fert6zést
minden teriileten. Példdul a B. dothidea faj gylimolcs- ¢és diofélékben komoly
betegségeket okoz az Egyesiilt Allamokban, am egyaltalan nem, vagy csak ritkan fordul
el6 ezekben a gazdaszervezetekben Dél-Afrikdban és mas régidkban (Michailides,
1991; Pavlic et al., 2004; Slippers et al., 2004).

A gylim6lcsok Botryosphaeriaceae csalad fajaival torténd fertézddése gyakori, mely
a termések rothadasdhoz vezet réviddel a betakaritas elétt vagy utdn, ami jelentds
veszteségeket okoz (Johnson et al., 1992; Kim et al., 2001, 2004). Mint mas novényi
részek, a termések is a természetes nyilasaikon keresztiil fertéz6dnek meg, tovabba a
gylimolcsok felszinén is megjelenhetnek appresszoriumok (Kim et al., 1999). A gombak
a gyimolcsoket mar a korai fejlédési szakaszukban megfert6zhetik, de a betegség
tiinetei gyakran a cukorszint emelkedését kovetden, az érés vagy a tarolds sordn
jelennek meg (Johnson et al., 1992; Parker—Sutton, 1993).

A Botryosphaeriaceae fajok diofaban lezajlo fertdzési ciklusat a ndvény éveld jellege
¢és az éghajlat hatdrozza meg. A gomba csalad tagjai a 2000-es években mediterran
éghajlata teriileteken okoztak problémat héjas iiltetvényekben. Az ivartalan spordk
(piknidiumban keletkezd konidiumok) a {6 inokulum forrdsok, az ivaros sporaknak
(aszkuszban 1étrejovo aszkosporaknak) korlatozott szerepiik van a fert6ézési ciklusban
(Michailides—Morgan, 2004; Inderbitzin et al., 2010). A Botryosphaeriaceae fajoknak
van egy szaprofita fazisa, amikor a fa kérgében, valamint a talaj felszinére hullott
novényi szovetekben telepednek meg (Michailides et al., 2018).

A B. dothidea taj almatermés megbetegitésére vonatkozd részletes tanulmanysorozat
a Botryosphaeriaceae fert6zések biokémiai vonatkozasait is taglalja (Kim et al., 1999,
2001, 2004). Ezek a vizsgalatok azt mutattdk, hogy a fertdzés soran a B. dothidea

hifjjaban mikrotestek ¢és lipid gombok alakulnak ki. Ezeket a képleteket
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glioxiszomakként definidltdk, amelyek lehetdvé teszik a gomba szamara, hogy elviselje
a tdpanyaghianyt ¢és a gazdanovény védekezé mechanizmusait a latens idészakokban és
kedvezdtlen koriilmények kozott.

A Botryosphaeriaceae csalad tagjai altal okozott fertdzéseknek a kémiai szerekkel
torténd gatlasa rendkiviill nehéz vagy lehetetlen a teriiletek kiterjedtsége vagy a
gazdaszervezet adottsdgai miatt, kornyezeti szempontbol pedig az ilyen kezelések
aggalyosak lehetnek. A gylimdlcsosokben a fak beteg részeinek eltavolitasa vagy
kezelése ajanlatos prevencios céllal (Brown-Rytlewski-McManus, 2000; Flowers et al.,
2001). A sprorak megtapadasanak megel6zésre alkalmazhaté a neem olaj, habar
hatékonysaga kérdéses (Brown-Rytlewski-McManus, 2000). Ezen kiviil a tiinetes
novényi részek eltavolitasa is segithet a betegség visszaszoritasdban (Palmer et al.,
1988; Michailides, 1991; Stanosz et al., 2001).

Nagyon kevés kutatast végeztek a Botryosphaeriaceae csalddra vonatkozdan arrdl,
hogy az éghajlatvaltozasok milyen kovetkezményekkel jarhatnak a gazdaszervezet-
koérokozd kolcsonhatas tekintetében. A szélsdséges iddjardsi viszonyok, illetve a
kartevok és a betegségek szélesebb korlivé valasa tovabbi stresszt €s nyomast fejthet ki
a fas szari novényekben. Ha az ilyen stresszhatdsok mindeniitt jelen vannak egy nagy
tertileten, akkor az endofita gombdk 4&ltal okozott egyébként enyhe betegségek
sulyosabba valhatnak (Desprez-Loustau et al., 2006).

2.12. A Botryosphaeria dothidea faj bemutatasa

A Botryosphaeria dothidea fajt 1853-ban irtdk le (Cesati-De Notaris, 1853).
Sebfertoz6 korokozoknak tartottdk, az elmult évtizedek soran azonban ezeket a
gombakat elsdsorban endofitonnak tekintik, amelyek megfertzik a fas szari ndvények
egészséges szoveteit, és nyugalmi allapotban maradnak a stresszhelyzetek kialakulasaig
(Stanosz et al., 2005; Maresi et al., 2007; Perez et al., 2010). A B. dothidea fajt
detektaltdk mar fenyon, eukaliptuszon (Smith et al., 1996a), alman (Parker—Sutton,
1993), pisztacian (Michailides et al., 1991) és afonyan is (Milholland, 1972), tehat
széles gazdandvény korrel rendelkezik. Magyarorszagon mamutfeny6ben mutattak ki a
jelenlétét (Vajna—Schwarczinger, 1998).

Az altaluk okozott tiinetek kialakuldsa gyakran kapcsolddik abiotikus stresszhez,
példaul aszalyhoz, fagyhoz, vagy alkalmatlan termesztési kornyezethez (Ma et al.,

2001; Desprez-Loustau et al., 2006; Bostock et al., 2014). A betegség tiinetei az agak és
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torzsek rakosodésa, a hajtasok €s az agak elhaldsa, a gylimolcsrothadés és szélsdséges
esetben a gazdanovény elhalasa (Michailides, 1991; Slippers—Wingfield, 2007)

Az aszkosporak egysejtliek, attetszOk, 17-22 pum hosszuak, tojasdadok. A
konidiumok egysejtiiek, hossziukasak, lekerekitett végekkel. A konidiumok hossza is
17-22 pm és szintén attetszOk. Tenyésztés sordn a telepek kezdetben olivazdldek, majd
sOtétsziirkéveé és feketévé valnak. A micéliumszovet kozepesen strli (Slippers et al.,
2004; Phillips et al., 2013). A piknidiumok keletkezéséhez fenydtiiket sziikséges
helyezni a téaptalaj feliiletére. Ezek a termdtestek gomb alakuiak ¢és micéliummal
boritottak (Slippers et al., 2004). A morfoldgiai jellemzOket mar nem hasznaljak
rutinszerien az azonositds soran az izoldtumok kozotti eltérések és a
Botryosphaeriaceae fajok kozotti atfedések miatt.

A B. dothidea DNS-alapt azonositasa jellemzden a -tubulin, az rDNS ITS és a tef]
lokuszok szekvencidinak tanulmanyozasdval torténik (Slippers et al., 2004). A
tanulmanyok tobbsége az rDNS ITS génszakaszt vizsgalja, amelyrdl kimutattak, hogy
egyértelmiien megkiilonbozteti ezt a fajt a legkdzelebbi ismert rokonaitol (Phillips et al.,
2013). Az elmult évtizedben tapasztalt genetikai atfedések miatt azonban javasolt az
ITS szekvencia adatainak kombindladsa a tef/ és legalabb egy masik filogenetikai

markerrel (Marsberg et al., 2016).
2.13. A Diaporthe nemzetség bemutatasa

A Diaporthe nemzetséget Nitschke (1870) irta le. A csoport tagjai széles korben
elterjedt novényi patogének, endofitonok vagy szaprofitak, de az emberi szervezet és
mas emldsok korokozoi is (Webber—Gibbs, 1984; Carroll, 1986; Boddy—Griffith, 1989;
Rehner—Uecker, 1994; Garcia-Reyne et al., 2011; Udayanga et al., 2011). Az egyik
leggyakrabban izolalt endofiton nemzetség szamos novény tekintetében (Murali et al.,
2006; Botella—Diez, 2011). A Phomopsis nemzetség a Diaporthe fajok ivartalan alakja,
igy a szakirodalomban a gombacsoport altal okozott betegségekre vonatkozo adatok
mindkét elnevezéssel megtalalhatok (Mostert et al., 2001; Ash et al., 2010; Diogo et al.,
2010).

A Diaporthe nemzetség tagjai megfertéznek olyan gazdaszervezeteket is, amelyek
vilagszerte fontos novények gazdasdgi szempontbol. A fertdzés kovetkeztében
gyuimolcsrothadast, gyokerek és fas szovetek elkorhadasat, levélfoltosodast, ¢és akar

teljes elhalast okoznak (Uecker, 1988; Santos et al., 2011; Thompson et al., 2011).
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A Diaporthe fajokat korabban a morfologiai bélyegeik ¢és a megfert6zott
gazdanovény alapjan azonositottak, azonban késobb kideriilt, hogy ezek az informaciok
altalaban nem alkalmasak a faj szintli azonositdsra a fajok kozotti és fajon beliili
variabilitds miatt (Santos et al., 2010; Udayanga et al., 2011). Az egyes Diaporthe fajok
lehetnek a gazdaszervezettdl és annak egészségi allapotatdl fiiggéen korokozok vagy
artalmatlan endofita gombak is (Santos et al., 2011; Sebastianes et al., 2012).

Molekularis vizsgalatok eredményei ravilagitottak arra, hogy a Diaporthe fajok nem
mutatnak nagymértékli gazdaspecifikussagot (Rehner—Uecker, 1994; Mostert et al.,
2001; Diogo et al., 2010). Kutatok sikeresen izolaltak tobb Diaporthe fajt egy
gazdanovénybdl, illetve ugyanazon fajt tobb gazdaszervezetbdl (Santos—Phillips, 2009;
Diogo et al., 2010; Santos et al., 2011; Thompson et al., 2011).

A Diaporthe nemzetséget taxondmiailag Ujradefinidltdk a morfologia, a
novénykortani megfigyelések €s a DNS szekvencia adatok alapjan (Rehner—Uecker,
1994; Zhang et al., 1998; Mostert et al., 2001; Farr et al., 2002; Santos et al., 2010). A
legpontosabb filogenetikai besorolast azonban a tobbgénes DNS szekvencia elemzések
eredményezték, amelyek értékes informacidkat szolgaltattak az Osszetett evolicids
kapcsolatok feltarasdhoz (Castlebury—Mengistu, 2006; van Rensburg et al., 2006;
Santos et al., 2010; Udayanga et al., 2012). Szamos molekuléris adaton alapulo,
filogenetikai elemzéssel kombinalt morfologiai karaktereket vizsgaltak a Diaporthe spp.
gombak taxonomiai besorolasa céljabol. Ennek soran az rDNS ITS szekvencidinak, az
elongécios faktor (fefl), a ,,mating type” (MAT) -gén, tovabba a B-tubulin (TUB) és a
kalmodulin (CAL) l6kuszok tanulmanyozasara kertilt sor (Diogo et al., 2010; Santos et
al., 2010; Udayanga et al., 2011; 2012; Gomes et al., 2013). Udayanga és munkatarsai
(2012) az ITS, az tefl, a TUB ¢és a CAL génszakaszokat vizsgaltdk a Diaporthe fajok
széleskorli filogenetikai elemzéséhez. A legalkalmasabb torzsfakat az ITS és az ftef]
szekvenciaadatok vizsgalatdval tudtdk létrehozni, igy a tovabbiakban ezeknek a
géneknek a  hasznalatat részesitették elényben a nemzetség  genetikai
tanulméanyozéasahoz.

Kiilonos figyelmet kell forditani a nemzetség fertézési folyamatara. Agusti-Brisach
¢s munkatarsai (2019) kimutattak, hogy mind a Botryosphaeriaceae, mind a Diaporthe

gombak jelentds mértékben fertdzik meg a didhajtasokat metszési sebeken keresztiil.
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Tovabbi fontos megfigyelésiik, hogy a két gombacsoport antagonista vagy
szinergista kolcsonhatast is 1étesithet a fert6zési folyamat sordn, ha egyazon szovetben
fordulnak el6. L()pez-Moral ¢s munkatarsai (2020) ezeket a szempontokat Vizsgélta a
biologiai ciklusat mediterran éghajlati kornyezeti feltételek mellett (1. abra), ahol a
csapadékos, mérsékelt hdmérsékletli tavaszi iddjaras, majd a hosszlii szaraz és meleg
1d6szak késo tavasszal és nyaron kedvez a korokozok terjedésének ¢€s fertézésének. Ezt
az ¢letciklust sziikséges tanulmanyozni a korokozok fertézésének kritikus idépontjainak

meghatdrozasara, hogy hatékony kezelési stratégidkat lehessen kialakitani a betegséggel

szemben.
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1. abra Korokozok fertdzési ciklusa mediterran éghajlati koriilmények kozott.

Forras: Lopez-Moral et al., 2020

2.14. A Diaporthe eres faj bemutatasa

A Diaporthe eres a nemzetség tipusfaja. Elsoként Nitschke irta le (1870), mely soran
szilbdl izolalta. 1933-ban Wehmeyer (1933) szdmos szinonimat sorolt fel morfoldgiai
karakterek alapjan. Késébb a molekularis adatok szerint néhany szinonimat tobb szerzo

is elfogadott (Gomes et al., 2013; Udayanga et al., 2014). Udayanga ¢és mtsai. (2014) hét
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lokusz kombinalasaval vizsgaltdk a D. eres és a kozeli rokon fajok genetikai
tulajdonsagit, ¢s kijeldlte az epitipus D. eres torzset.

A fajt régebben nem tekintették jelentds korokozonak, azonban a szdloben
(Guarnaccia et al., 2018) és az afonyaban (Lombard et al.,, 2014) a rakosodas
kialakuldsanak egyik f6 okozdjaként hataroztak meg.

A D. eres fajt azonositottdk tovabba dszibarackon (Thomidis—Michailides, 2009),
mogyoron (Arciuolo et al., 2021), alméan (Ali et al., 2019), szedren (Vrandeci¢ et al.,
2011) és kortén is (Bai et al., 2015). A szakirodalmi adatok alapjan a faj gazdandvény
kore az elmult évtizedekben jelentés novekedést mutat. Magyarorszagon sz6lotokében
azonositottak (Kovacs et al., 2014).

A D. eres faj tagjai PDA taptalajon kezdetben fehér, majd bézs szinli telepeket
alkotnak, jellemzden bolyhos micéliummal. Telepképzésiik sebessége kozepesnek
tekinthetd, atlagosan 14 napos tenyésztést kovetden novik be a 90 mm-es Petri-csésze
teljes feliiletét. A sporulaciét novényi szovettel kiegészitett tapkozegben lehet
eredményesen kivaltani, mely soran krémes sarga csepp jelenik meg azok feliiletén
(Abramczyk et al., 2018). A piknidiumok szétszortan helyezkednek el, feketék vagy
sotétbarnak, atmérdjiik pedig elérheti a 800 um-t (Tao et al., 2020). A gombafaj alfa és
béta konidiumokat képez. Az alfa konidiumok aszeptikusak, attetszOek és enyhén
hosszukéasak. Meéretik 2-9 x 1-2 um. A béta konidiumok szintén Aattetszdek,
fonalszerliek, egyenesek vagy enyhén iveltek, 20-30 x 1-2 um nagysagtiak (Abramczyk
etal., 2018).

2.15. Novényvédoé szerek 6 tulajdonsagai

A gombadld szerek kifejlesztése és rutinszerli haszndalata fontos része volt ndvényi
betegségek elleni kiizdelemnek, és hozzajarult a terméshozamok ndveléséhez, a
mindség javitasahoz és a hozam stabilitdsdnak biztositdsdhoz. A gazdalkoddk szamos
hatékony vegyszerhez jutottak hozza, amelyek alacsony ddzisban is hatdsosak voltak, és
magas szintli védelmet biztositottak a betegségek ellen (Russel, 2005).

A fungicideket tobb mint egy évszdzada hasznaljdk a mezdgazdasagban, és
kezdetben nem tapasztaltdk a hatékonysaguk csokkenését (Horsfall, 1945). Az utdbbi
1d6ében az 1j hatéanyagok kidolgozasanak ¢€s regisztralasanak koltségei €s nehézségei a
termékkindlat csokkenéséhez vezetett. Az egyre szigorubb szabdlyozasok szamos
termék kivondsat eredményezte, kiilonosen Europaban. A gombadlo szerekkel szembeni

rezisztencia kialakuldsa szamos korokozd esetében veszélyezteti az eredményes
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védekezést. Egyes novényi korokozok esetében aggodalomra ad okot, hogy az elleniik
vald védekezés kémiai lehetdségei korlatozottak, vagy akar elérhetetlenekké valnak
(Spellberg et al., 2008; Livermore, 2009; D'Costa et al., 2011).

A kontakt gomba6l6 szerek olyan anyagok, amelyek a novények felszinén maradnak,
¢és elpusztitjdk a spordkat ¢€s a hifdkat. A szisztémdas gombadld szereket a ndvényi
kutikula és az alatta 1év0 szovetek szivjak fel, és elpusztithatjdk a felszinen 1évd
sporakat ¢és hifakat, valamint a felszin alatt kezd6do fert6zéseket. A szisztémas
gombadld szerek koziil néhany csak lokalisan hat, masok pedig teljesen szisztémas
hatasuak. Egyes fungicidek xilém mobilitdst mutatnak, nagy tavolsagra eljutva felfelé
haladva a novény novekedésének iranyaban. Mas fungicidek a floémban mutatnak
mobilitast a hajtasoktol a gyokerekig (Caffi—Rossi, 2018).

A belsé novényi szoveteket fertéz0 korokozok esetében a kontakt és a szisztémas
gombadld szerek is hatdsosak lehetnek. A gomba fert6zése utdn csak a szisztémas
fungicidek hatasosak. Egyes szisztémdas készitményeknek hosszabb a fertdzés utani
aktivitdsuk, mert mélyebben behatolnak a ndvényi szovetekbe, ¢és képesek

kolcsonhatasba 1épni az elorehaladt fertézésekkel (Caffi—Rossi, 2018).
2.16. A fungicidek hatékonysagat befolyasolo tényezok

A gombadld szerek hatékonysaga a hatas idOtartamara €s mértékére utal. Az hatas
idStartamat és mértékét egyarant befolyasolja a gombadld szer hatdanyaga, dsszetétele,
adagolasa, kijuttatasa, a kijuttatas utani iddjarasi viszonyok, a ndvény ndvekedése, és
ezen tényezOk kolcsonhatasa (Caffi—Rossi, 2018).

A kontakt fungicidek maradvanyai az 1d6 elteltével fokozatosan eltlinnek a kémiai
karosodas, a novényi feliileteken végbemend mikrobialis aktivitas, az id6jarasi hatasok,
valamint a ndvények feliiletére keriild para, esd, harmat vagy ont6zdviz miatt (Lukens,
1971). A csapadék az egyik f0 tényezd, amely csokkenti a gombadld szerek
fennmaradéasat a novények felszinén. A ndvekvé novényi szovetek is csokkentik a
gombadld szer hatékonysagat, mivel a taguldé novényi feliilletek bevonat nélkiili
tertileteket eredményeznek (Lukens, 1971).

A szisztémds gombadld szerek koncentricidja elsésorban a ndévekvd ndvényi
szovetek altali Ojraeloszlas, valamint a ndvényi anyagcsere altal torténd lebomlas miatt
csokken. A felszivodd tulajdonsaguk miatt kevésbé érzékenyek a csapadék altali
lemosodasra, mint a kontakt fungicidek, amelyek a ndvények felilletén maradnak

(Caffi—Rossi, 2018).

26



Az eredménytelen fungicid kezelések gyakran a rossz kijuttatdsbol, azaz a novényi
feliiletek nem egyenletes beboritasabol erednek. A szisztémas fungicidek eloszlanak a
novényben, igy ez esetben kevésbé fligg a hatékonysag a permetezés egyenletességétol
(Evans, 1977). A fungicidek megszaradasa fontos része a kezelésnek, kiilondsen a
kontakt szerek esetén. A felszivodd gombadlok kevésbé érzékenyek ebbdl a
szempontbol, azonban az ilyen készitményeknek a kijuttatdsa utdn is sziikséges
valamennyi szdradasi id6 a teljes felszivodas érdekében. Az eséallosag azt az idot
jelenti, amely az alkalmazas és a csapadék kozott sziikséges ahhoz, hogy a termék
hatékonyan miikodjon. A megfeleld szaradashoz és felszivodashoz egyes készitmények
esetén kevesebb, mint fél ora is elegendd, mig mas termékek akar nyolc éranal is tobbet
igényelnek (Kudsk et al., 1991; Lindner et al., 1995; Andersen et al., 2014).

A gombadld szerek az esd hatdsara Ujra eloszlanak a lombkorondn (Brent—Atkin,
1987). Enyhe esO esetén a felsé lombkorona rétegekre kijuttatott gombaold szer egy
része az als6 szintekre keriilhet, de mindkét réteg védett marad (Hislop, 1966). Heves
es0zés esetén azonban a gombadld szer kimosodhat (Pereira et al., 1973). A lemosddas
mértékét befolydsoljak a készitmény Osszetevdi (Vicent et al., 2007; Gaskin—Steele,
2009; Hunsche et al., 2011), a csapadék mennyisége €s intenzitasa (Pérez-Rodriguez et
al., 2015), valamint a kezelés napszaka is (Augusto et al., 2010).

A ndvényvédelmi kezelésekkel kapcsolatos dontéshozatal soran fontos a megfeleld
dozis és idépont meghatarozasa (Rossi et al., 2012). A ndvény tulajdonsagaihoz igazodd
permetezes lehetdveé teszi a leghatékonyabb kezelés kivitelezését, valamint csokkenti a
kijuttatott gombadld mennyiségét, mikozben a hagyoméanyos permetezéssel egyenértékii

védelmet biztosit (Gil et al., 2011).

2.17. Antagonista gombak novényvédelemben torténd alkalmazasanak

lehetoségei

A kémiai novényvédé szerek alkalmazasdnak csokkentése igen fontos mind
Okologiai, mind gazdasagi szempontbol. A fogyasztok részérdl egyre nagyobb igény
mutatkozik a bio élelmiszerek irdnt, mely alapja a biologiai gazdasagok miikodtetése.
Ezen feliil a fenntarthatdsag és az egészség védelmének szempontjabol elengedhetetlen
a peszticidek koriiltekinté hasznalata. A kémiai fungicidek negativ kornyezeti és
egészségiigyl hatdsai, valamint a korokozok gombadld szerekkel szembeni novekvo
rezisztenciaja miatt vilagszerte el6térbe kertilt a biokontroll agensek novényvédelemben

torténd alkalmazasanak vizsgéalata (Jiang et al., 2019). Ezen feliil, tekintettel a biologiai
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sokféleségre, a hasznos mikroorganizmusokra, a talaj egészségére, az élelmiszerek
mindségére, és ebbdl kovetkezden az emberi egészségre gyakorolt negativ hatasokra, a
kornyezetbarat védekezési modok prioritast érdemelnek (Yan et al.,, 2022). A
modszerfejlesztés azonban koltséges €s idoigényes folyamat, emellett kiemelten fontos
a kozép ¢€s hosszu tava hatasok vizsgalata, ugyanis egyes esetekben a kezdetben
kornyezetbaratnak tartott modszerek valdjaban karosak lehetnek (Goulson, 2013).

Egyik modja a kémiai szerek novényvédelemben torténd csokkentésére a biologiai
agensek alkalmazéisa, mely antagonista hatassal rendelkez6 mikrobak hasznalataval
valésithatd meg. Fontos azonban, hogy a védekezés céljabol alkalmazott torzs
antagonista hatdsa csak a célzott patogénekkel szemben érvényesiiljon, ne legyen
novényre, a természetes ellenségekre, ¢s az emberre sem (Turdczy, 1999). Egyes
gombak ndvénykorokozok lekiizdésére torténd felhasznalasa jelentds fejlodési
kilatasokkal rendelkezik a kornyezetbarat okoldgiai mezdgazdasag kialakitdsaban, a
mezdgazdasagi termékek mindségének javitasdban és a fenntarthatd mezdgazdasagi
stratégidk kidolgozasaban. Az egyik legismertebb szervezet a Trichoderma spp., mely
nemzetségnek Ot faja biokontroll hatissal bir, a leggyakrabban alkalmazott pedig a
Trichoderma harzianum fajkomplex (Filizola et al., 2019). A nemzetség egyes tagjai
altal kivaltott antagonista mechanizmusok ko6zé tartozik a parazitizmus, az antibiozis és
a versengés (Costa et al., 2019). A Trichoderma torzseknek szédmos elOnyds
tulajdonsaga van, amelyek lehetové teszik a ndvényvédelemben €s a biostimulacioban
valo felhasznaldsukat. A nemzetség egyes tagjai hatékonyan kolonizaljak a rizoplant, a
rizoszférat és a gydkeret egyardnt. Szamos metabolitot termelnek, melyeknek lehet
antimikrobidlis (sejtfalbontd enzimek, antibiotikumok) és biostimulalo (fitohormonok,
fitoregulatorok) hatdsa is. Ezen tdlmenden a teljes talaj mikrobiommal is
kolcsonhatasba 1épnek (Martinez-Medina et al., 2014; Ghorbanpour et al., 2018;
Jaroszuk-Sciset et al., 2019).

Az Epicoccum spp. nemzetség tagjai kozott megtaladlhatok endofiton (Araujo et al.,
2012), szaprofita (Beasley et al., 2001) és patogén (Taguiam et al., 2020) életmddot
folytatd torzsek is. Patogén hatasuk gyengének tekinthetd, leggyakrabban
levélpottyosodést valtanak ki tiinetként a kolonizalt gazdaszervezeteken (Andersen et
al., 2009; Liu et al., 2018), de az Epicoccum nigrum gyiimdlcsrothadast is okozhat (Lin
et al., 2018). A fertdz6dés megtorténhet akar elézetes sebzés nélkiil is (Yu et al., 2019).

Egyes Epicoccum fajok antagonista hatassal birnak bizonyos ndvényi korokozokkal
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szemben (Braga et al.,, 2018; Bagy et al., 2019), koztik az E. nigrum is, mely
antagonista hatasat eredményesen tesztelték tobb ndvényfajon is, pl. Sclerotinia
sclerotiorum. Pythium irregulare, Phytophthora infestans €s Monilinia laxa fajokkal
szemben (Zhou—Reeleder, 1989; Larena et al., 2005; Koutb—Ali, 2010; Li et al., 2013).
Az Epicoccum nemzetség altal Kkifejtett biokontroll hatas a hifak fejlédési
rendellenességeként fejezddik ki, mely soran csokken a novekedésiik és a csirdzasuk
(Bian et al., 2020), ezen feliil lizis is bekdvetkezhet (Lahlali—-Hijri, 2010). Egyes
Epicoccum  fajok  antimikrobidlis  tulajdonsagokkal rendelkez6  masodlagos
metabolitokat termelnek, melyek koriil az egyik legismertebb metabolit a flavipin
(Madrigal et al., 1991), amely az Epicoccum spp. gombaold tulajdonsagaiért felelds. A
biologiai védelem mellett javitjdk a gazdandvény altaldnos allapotat és ndvekedését
(Favaro et al., 2012), ezaltal novelik a ndvény betegségekkel szembeni ellenalld

képességét (Bagy et al., 2019).
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3. ANYAG ES MODSZER

3.1. Mintavételezés, mintavételezési helyek

A kutatas sordn a vizsgalatokhoz sziikséges novényi részeket négy északkelet-
magyarorszagi és egy alsdszentivani didiiltetvénybdl gyiijtottiik be (2. dbra), melyek
koziil az egyik a Debreceni Egyetem Agrar Kutatointézetek és Tangazdasag Ujfehértoi
Kutatointézetében (AKIT, UJKI) (a vizsgalat idején NAIK Gyiimolcstermesztési
Kutatointézet Ujfehértéi Kutatoallomas) taldlhat, a fennmaradé négy pedig

kereskedelmi iiltetvény.
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2. abra: Mintavételezési helyek

Forrds: Sajat szerkesztés

Nem gytjjtottiink mintat az iiltetvények szélsé soraiban talalhato fakrol. A kiilonb6zd
novényi részek begylijtésének megkezdése eldtt, valamint az egyes mintdk kozott
alkohollal és leégetéssel sterilizaltuk a metszoollokat, valamint a gumikesztylit is
rendszeresen fertdtlenitettiik. A begylijtott novényi részeket tiszta zacskoba helyeztiik,
¢s a feldolgozasig 4 °C-on taroltuk.

Az fiatal agak mintavételezését 2018 juniusaban végeztiik. Kis kiterjedésii nektorikus
elvaltozasokat mutaté és termotestekkel rendelkezO, valamint tiinetmentes mintakat
gyljtottiink be a lombkorona alsé részérél a patogén gomba nemzetségek és az
esetleges latens fertdzés meghatarozasdhoz. Mind a négy kelet-magyarorszagi
mintavételezési hely felmérése soran 10 fardl 10-10 darab harom éves agat gytijtottiink
be. Ezen kiviil 6sszesen kilenc tiinetmentes riigyet és hét barna foltos zdld termést is
bevontunk a vizsgalatba.

A kovetkez6 mintavételezés a betakaritaskor tortént, mely sordn tiinetes ¢és
tiinetmentes terméseket is gyiijtottiink harom {ltetvénybdl (Hajdudorog, Jankmajtis,

Tarpa), 6sszesen 200 db-ot.
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A nyugalmi iddszak végén, 2019 marciusdban 150 db tliinetmentes porzés és 10 db
termOs rligyet szedtlink a jankmajtisi iiltetvénybdl. A vizsgalat célja a latens fertdzés
meghatarozasa és a fertdzottség felmérése volt. A technika elnevezése BUDMON
(Michailides et al., 2014).

Az ONFIT vizsgalathoz 2019 jiniusdban 38 tlinetes és 32 tlinetmentes diot
gyljtottiink be Jankmajtisrol, valamint 50 tiinetes termést Alsoszentivanrél. A mintakat
a fakrol gyljtottik be, a lombkorona alsé és kozépsd részeérdl. A tiinetek kozott
szerepeltek nagyobb kiterjedésii sotétbarna elvaltozasok, valamint apro foltok a zdld
burok felszinén.

2019-ben a betakaritaskor Alsészentivan (43 db), Tarpa (42 db) és Jankmajtis (50 db)
tertiletén taldlhatd kereskedelmi didiiltetvényekbdl gytijtottink be didkat. A
vizsgalataink sordn szerzett tapasztalatok alapjan kiterjesztett novényvédelmi
kezeléseket alkalmaztak ebben az évben Jankmajtison, de kisérleti beéllitas nem tortént.
A Folicur Solo késztményt azonban két honappal korabban alkalmaztdk a 2018-as
évben torténd idozitéshez képest, valamint a kijuttatdst megismételték 10 nap elteltével,

mely szintén elmaradt az ezt megel6z6 évben.
3.2. Fonalas gombak izoldlasa és azonositasa
3.2.1. A dio kiilonbozo novényi részeinek mikrobapopuldciojanak kitenyésztése

A kutatdémunka sordn megvizsgaltuk a didfa kiilonb6zé ndvényi részeinek patogén
mikrobakozosségét annak feltérképezésére, hogy a didbélrothadassal kapcsolatba
hozhat6 Botryosphaeriaceae és Diaporthe korokozok milyen ardnyban vannak jelen az
agakban, termésekben és riigyekben.

Az agmintak kiils6 hancs rétegét steril szikével eltavolitottuk, majd az 1-2 cm-es
szOvetdarabot négy részre daraboltuk és Falkon-csébe helyeztiik. Ezt kovetéen egy
percig aztak a novényi részek 10%-os klorogén-szeszkvihidrat (Neomagnol, Parma
Produkt Ltd.) és 0,1%-0s Tween20 oldatban (Merck KGaA). A termések esetén a
darabolas és a fertOtlenités ugyanugy zajlott, mint az egyéb ndvényi részeknél. A
fert6tlenitdszert dupla steril vizes oblitéssel mostuk le a mintdk feliiletérél (Kovacs et
al., 2017).

A riigyeket két részre osztottuk, azonban a kiils résziiket nem tudtuk eltdvolitani. A
kornyezetnek valo kitettségiik miatt 5%-os NaClO-ot alkalmaztunk fertdtlenitdszerként,

amit ebben az esetben is kétszeres oblitéssel tavolitottunk el.
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A ndvényi részeket burgonya-dextréz agar (PDA, Biolab) taptalajra helyeztiik és hét
napig inkubaltuk 25 °C-on. A telepek altal képzett gombafonalakbdl tiszta tenyészeteket
készitettiink szintén PDA taptalajra. Egyes torzseket tovabbi vizsgalatok céljabol -80

°C-on taroltuk 33%-os glicerin oldat alkalmazasaval.
3.2.2. A tenyészetek morfologiai és molekularis bioldgiai azonositisa

A tenyészetek nemzetség szintli azonositdsdhoz a telepek szinét és texturdjat, mint
makromorfologiai jellemzoket vizsgaltuk. Az ivartalan termotesteket, 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 II Kittel (Macherey-Nagel) vontuk ki a gyartd
protokolljaban taldlhaté utasitdsok szerint. Az azonositandd izoldtumokat PDA
taptalajon tenyésztettiik ki, majd hét napos inkubaciot kdvetden a micéliumokat 0,7 ml
2 mm-es keramia feltard gyongyot és 500 uL lizispuffert tartalmazé 2 ml-es csovekbe
(Zymo Research Corp) helyeztiink. A PCR reakcidk soran az ITS régio és a fefl 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 végsd térfogata 25 ul volt, amely 12,5 pl
DreamTaq Green Master Mix-et (Thermo Fisher Scientific), 0,5-0,5ul primert (10 pmol
uL1), 10,5 pl nukleazmentes vizet és 1 ul DNS-t (10 ng uL™!) tartalmazott.

Az amplifikacid 3 perces kezdeti denaturacios ciklussal kezd6dott 95 °C-on, amit 35
ciklus kovetett 30 sec 95 °C-on, 45 sec 56 “C-on ITS, 55 °C-on fefl primerek esetén,
majd 60 sec 72 °C-on. A program utolso fazisa a végsd lanchosszabbitas volt 72 “C-on 5
percig.

A PCR reakcio sikerességét gélelektroforézissel ellendriztiik 1%-os agardz gél
(Bioline) ¢s 4 uL. EcoSafe (Pacific Image Electronics) festék alkalmazaséaval, 100V-os
60 perces futtatassal (Bio-Rad). A bazisparok hossziisdganak meghatdrozasdhoz 5 ul
FastRuler Low Range (Thermo Scientific) 1étrat jutattunk a szélsé zsebekbe.

A termékek tisztitdsahoz NucleoSpin Gel, PCR Clean Up Kit-et (Macherey-Nagel)
alkalmaztunk. A szekvendlashoz kiilsé szolgaltatot vettlink igénybe, igy a felcimkézett
csoveket postaztuk a Mirosynth GmbH részére. A kapott, ITS1 iranyabol induléd
szekvencidkat BLAST algoritmussal elemeztiikk, ¢és Osszevetettik a GenBank

adatbazisban talalhat6 tipustorzsekkel (http://ncbi.nlm.nih. gov/blast/).
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A filogenetikai elemzéshez a szekvencidkat eldészor 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 végeztiikk el az Osszeallitott DNS-
illesztéseket hasznalva bemenetként (Kumar et al., 2016). A torzsfa elkészitéshez
Maximum likelihood moddszert alkalmaztunk, valamint Tamura 3-paraméteres modellt
(Tamura, 1992). Az elagazdsok pontositasahoz 1000-szeres Bootstrap-analizist

végeztiink.
3.3. Latens fertozottség meghatarozasa ONFIT technikaval

A z0ld di6é patogén mikrobiomjat ONFIT modszerrel (Michailides et al., 2010)
vizsgaltuk. Az egyéjszakas fagyasztasi és inkubdcios technika eredetileg a Monilinia
fructicola csonthéjas gylimolcsokben torténd kimutatdsira hasznaltdk (Michailides et
al., 2000). A moddszer lényege a minta szdveteinek fagyasztidsa és ezaltal a zold
gyuimolcsben levo fungisztatikus komponensek lebontasa (Pezet et al., 2003). A feliileti
fertdtlenitéssel eltavolitjuk a didburkon 1évd szennyezddéseket, igy az inkubaciot
kovetd micélium megjelenése csak a patogén gombak fertézésének tulajdonithatd. Ezzel
a modszerrel feltarhatok a latens fertézések €s a tiinetek potencialis kivaltoi, valamint
tampontot nyujthat a betakaritasi idoészakban varhat6 veszteség eldrejelzéséhez.

Elsd lépésként fertStlenitettiik a mintdkat az el6zd fejezetben olvashaté modszerrel
(Kovacs et al., 2017). A zo6ld didkat ezutdn -16 °C-on 15 6ran 4t 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 téptalajra oltottunk

le.
3.4. Homérséklet hatasa Botryosphaeria és Diaporthe izolatumok novekedésére

Négy Diaprothe eres (12034, J2028, JT2024, JT2050) ¢és két Botryosphaeria
dothidea (JT2015, T2016) izolatum telepképzéséhez sziikséges optimalis homeérsékletét
elemeztiik. A torzseket leoltottuk PDA téptalajra, majd a hét napos gombatelepek
aktivan novekvo szE€lérdl steril dugofurdval 10 mm-es micéliumkorongot vagtunk ki és
helyeztiink PDA taptalajra harom ismétlésben, és 15, 20, 25, 30 és 35 °C-ra, sotétbe. A

legkisebb és a legnagyobb telepatmérdt rogzitettiik az 1-4., valamint a 7. napon.
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3.5. Patogenitasi teszt éretlen didtermésen

A didagbdl, riigybdl és termésbdl izolalt Diplodia seriata és Diaporthe eres fajokkal
mesterségesen fertdztiink zold didterméseket, annak tanulmanyozasara, hogy képesek-e
elvaltozast eldidézni. A tesztet 2018 augusztusaban allitottuk be Chen és munkatarsai
(2014) leirasa alapjan. A vizsgélathoz tiineteket nem mutatd *Milotai 10 fajtaji zold
didkat gyiijtottiink be, amelyek az AKIT UJKI tulajdonaban 1évé njfehértoi iiltetvényrdl
szarmaztak. A vizsgalatba 6t D. eres (J1004, T1010, U1001, U1003, U1008) €s harom
D. seriata (D1012, U1012, U1013) térzset vontunk be patogén kérokozoként.

A teszt bedllitasa elott a zold didkat Neomagnol-Tween20 oldatban aztattuk egy
percig, majd a fertétlenitOszert steril vizzel mostuk le, ezt kdvetéen hagytuk
megszaradni Oket. Leégetett dugofurd segitségével behatoltunk a kemény héjig, és
kimetszettiink egy 1 cm-es darabot a dié zold burkabol. Az igy létrejott sebbe
belehelyeztiink egy micéliummal atszott agar korongot, amelyet a patogén tenyészet
aktiv novekedési zondjabol metszettilk ki. Az inokuldcidé helyét Parafilmmel (Meck)
zartuk az agar és a seb kiszaradasanak elkeriilése érdekében, majd a diokat 25 °C-os
termosztatban inkubaltuk harom hétig, fert6tlenitett milanyag dobozokban, magas
paratartalom mellett, sotétben. A vizsgalat soran harom ismétléssel dolgoztunk,
kontrollként harom minta esetében steril PDA korongot helyeztiink az altalunk képzett
sebbe.

A korokozok virulencidjadt a burkon és a bélallomédnyon McKinney-index
kiszamitasadval szdmszerlsitettiik (Imc%) (McKinney, 1923). Ehhez a 3. tablazat
szerint osztalyoztuk a tiinetek sulyossagat, a burok esetében I-VI-ig, a bél esetében 0-
II-ig terjedd skalan.

A fertdzottség mértékét az alabbi képlet alapjan adtuk meg (%):

Y. 0sszes tinet osztalyozasa x darabszam

Fert6zottségi index = — - — - —X
0sszes darabszam x legnagyobb tiinet osztalyozasa
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3. tablazat: A burok és a bél tiinetek osztalyozasa

Tiinet osztalyozasa

Burok

Bél

Nincs tunet

Nincs tinet

A metszés koriili

zbnaban barnulas

A termés elszinez6dott

11

A metsz¢s tdgabb

keriiletében barnulas

Fonalak, foltok a bélen

I |

A burok fele barna

Elfolyosodott,
elfeketedett bélallomany

v

A 706ld burok ¥:-e barna

[11-as osztalyzattal

megegyezO tiinetek.

Az egész dio elbarnult

[11-as osztalyzattal

megegyez0 tiinetek.
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3.6. Dio- és almaagak mesterséges fertozése

Annak meghatarozasara, hogy a didtermésbdl szarmazd patogén izolatumok
képesek-e a didfa dgainak szovetein is tlinetet okozni, patogenitasi tesztet allitottunk be.
Ehhez egészséges harom éves dagmintdkat gylijtéttiink a Debreceni Egyetem
Bemutatokertjében. Az inokulaciét harom db Botryosphaeria dothidea (JT2015,
JT2035, T2016) és hat db Diaporthe eres (J2012, J2023, J2024, J2028, J2034, JT2050)
torzzsel végeztiik el.

Az agmintdkat csapvizben megmostuk, harom percig 70%-os etanolban aztattuk,
majd steril desztillalt vizzel kétszer ledblitettiik. Az agak kozepén steril szikével
bemetszést készitettiink, majd a sebbe helyeztiik a patogén tenyészetbdl szarmazod
micéliumkorongot, harom ismétlésben. Kontrollként harom sebzett dgat steril PDA
koronggal inokulaltunk. A sebzés helyét, valamint az 4gak végeit befedtiik Parafilmmel.
A fertdzott agakat miianyag dobozba helyeztiik, valamint tettiink a dobozokba egy-egy
steril vizzel toltott Petri-csészét a megfeleld paratartalom biztositasa érdekében (Tang et
al., 2011).

Négy héttel késébb szemrevételeztiik a patogén gombak altal okozott tiineteket a
kérgen és a belso szovetekben, valamint lemértiik a 1€ziok kiterjedését.

A korokozok visszaizolalasat az 3.2.1-es fejezetben leirt médon végeztiik el annak
megallapitasara, hogy a gombak kolonizaltak-e az dgak szoveteit.

A dién kiviil mas ndvényfaj did korokozokkal szembeni fogékonysaganak és a
patogének fertdzési modjanak lehetdségeinek meghatarozasat is vizsgaltuk a
kutatobmunka soran. Kelet-magyarorszdgi mintdzasaink soran figyeltilk meg, hogy a
didiiltetvények kozelében alma és mas csonthéjas iiltetvények talalhatok. Felvetddott a
kérdés, hogy a didiiltetvényekben pusztitdé gombds betegség veszElyt jelenthet-e az
almaiiltetvényekre, mely keresztfertdz6dés utjan akar fel is {itheti a fejét. A
keresztfertdzeés lehetdségének bizonyitdsahoz tanulmanyoztuk, hogy a vizsgalataink
soran didagbol izolalt Diplodia seriata (D1011), valamint diobélbdl izolalt
Botryosphaeria dothidea (JT2015) és Diaporthe eres (JT2036) izolatumok képesek-e
tiinetet okozni almafa dgakon in vitro. A tlinetet nem mutato almafa dgakat a Debreceni
Egyetem Pallagi Kertészeti Kisérleti Telepérol gytjtottik be 2019 tavaszan. A

vizsgalatot a diddg mesterséges befertézésekor alkalmazott modszerrel éllitottuk be.
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3.7. Fungicidek hatasa a dio terméskarosodasat okozo gombakra

A novényvédd szerek hatdsat mérgezett agar lemezes modszerrel vizsgaltuk. Két
Diaporthe eres (J2028, J2034) ¢és egy Botryosphaeria dothidea (JT2015) izolatum
érzékenységét teszteltik in vitro, melyeket elézetes kutatomunkank soran rothadt
didbelbdl tenyésztettiink ki és azonositottunk ITS és tef7 markerszekvenciak alapjan.

A harom patogén izolatum érzékenységét négy hatdoanyag vagy hatdanyag
kombinécio 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) (4. tablazat).
A készitményeket kézmeleg PDA (Biolab, Magyarorszag) taptalajba kevertiink az
engedélyokiratban taldlhatd héjasokra vagy gylimolcsfakra vonatkozd {izemi

koncentracidban.

4. tablazat: A fungicidteszt soran alkalmazott hatéanyagok tulajdonséagai

Jelmagyarazat: *A legalacsonyabb kijutattasi koncentracio héjas vagy csonthéjas termési

gylimolcsfak esetén (Nébih, 2023)

Hatéanyag/Hatéanyag- Kijutattisi
Hatéanyag Hatasmechanizmus yag ratoanyag koncentracio
kombinacio %
L vagy kg/ha
metionin bioszintézist
ciprodinil gatlo, felszivodo gombadlo
szer
JelétVltell folyamatokat fludioxonil + ciprodinil 0,8
fludioxonil modositd, kontakt
gombadlé szer
. sejtlégzést gatlo, .
fluopiram AR tebukonazol + fluopiram 0,44
felszivodo hatdanyag
tebukonazol szterol !319sz’1ntezrlst gatlo, tebukonazol 0,75
felszivodo hatdanyag
trifloxistrobin SeJ,t lejgz’est £a tlo, trifloxistrobin + fluopiram 0,37
felszivodo hatdanyag

A Petri-csészébe kiontott és megszilardult mérgezett taptalajra helyeztiink a vizsgalt
patogén izoldtumok egy hetes tenyészetébdl egy-egy 10mm micéliummal atszott
taptalajkorongot, hdrom ismétlésben. Ezt kovetden sotétben, szobahdmérseékleten hét

napig inkubaltuk 6ket, majd rogzitettiik a telepatméroket.
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A kapott értékekbdl gatlasi indexet (Pandey et al., 1982) szamoltunk az alabbi képlet
alapjan:

kontroll tenyészet telepatméréje—tenyészet atmérdje a mérgezett agaron

I (%) = x 100,

kontroll tenyészet telepatméréje

A fungicid érzékenység pontos meghatdrozasdhoz az EC50 érték megadasa
sziikséges. Ehhez Folicur Solo készitményt vélasztottuk ki, mely hatéanyaga a
tebukonazol, igy egyértelmiien az e hatdanyaggal szembeni érzékenységet tudtuk
szamszerisiteni. A szert az engedélyokiratan feltiintetett legalacsonyabb iizemi
koncentracioban, illetve annak 1-10000-szeres higitdsdban alkalmaztuk, 47,5 — 0,00475
mg/l koncentracioban. A tenyészetek szobahdmérsékleten novekedtek, sotétben, 14
napig.

Kontrollként fungicidet nem tartalmaz6 PDA téptalajra oltott tenyészetek szolgaltak.
A vizsgalat sordn harom ismétléssel dolgoztunk. Az inkubdcids id6 utdn lemértiik a
legkisebb ¢és legnagyobb telepatmérdket, és meghataroztuk a fungicidek micélialis
novekedésgatlasat (1%). Az EC50 kiszamitdsahoz linedris regresszids analizist

végeztiink (Pasche et al., 2004).
3.8. Az Epicoccum nigrum és a Trichoderma gamsii antagonistak vizsgalata

Didriigybdl eldzetesen izolélt Epicoccum nigrum (génbanki azonosito: MT111108)
¢s Kovacs és munkatérsai (2021) altal izolalt TRO08-as Trichoderma gamsii (OK560831)
novekedésgatld hatdsat direkt konfrontacioban vizsgéaltuk. A kisérlet soran az
antagonistak gatlo hatdsat két Diaporthe eres (J2028, J2034), egy Botryosphaeria
dothidea (JT2015) ¢és egy Diplodia seriata izolatummal (D1011) szemben
tanulmanyoztuk. Az egy hetes tenyészetek aktiv ndvekedési zondjabdl egy-egy
micéliumkorongot PDA lemezre helyeztiink, egymastol harom cm-re. A Botryosphaeria
¢s a Diplodia nemzetség tagjair6l elmondhatd, hogy szobahdmérsékleten gyorsabb
novekedést mutatnak az Epicoccum fajokhoz képest, az antagonistat ebben az esetben
harom nappal kordbban helyeztiik a taptalajra. A 7. gamsii fajt viszont gyorsabb
novekedés jellemzi a tesztelt patogénekhez képest, emiatt a kdrokozdkat oltottuk le egy
nappal az biokontroll gombat megeldzve, valamint az inkubéci6 egy hét volt eltéréen az
E. nigrum gomba vizsgélataval, ahol két hét novekedeést kovetden mértik meg a

tenyészetek telepatmeérdjét.
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Ezt kovetden az antagonistak micélidlis gatlasanak mértékét Biokontroll Index-szel

(Szekeres et al., 2006) fejeztiik ki az alabbi képlet alapjan:

Antagonista tenyészet atméroje
BCI (%) = . - - <100
Antagonista + patogén tenyészet atmérdje

3.9. A torzsek mikroszatellitjeinek vizsgalata

Kutatomunkank soran 34 darab, diobol kitenyésztett izolatum genetikai diverzitasat
tanulmanyoztuk mikroszatellit markerek segitségével. A vizsgalt harom faj a
Botryosphaeria dothidea, a Diaporthe eres €s a Diplodia seriata fajok voltak, melyek
didagbol, riigybdl, vagy termésbol szarmaztak.

A rovid DNS szakaszok amplifikalasat négy primer alkalmazasaval végeztiik el,
melyek a kovetkezdk voltak: (ACAC)s, (GGA)7, (GTG)s, M13 (IDT). A PCR elegyet 2
pl primer, 7 pl nukledzmentes viz, 11 pl DreamTaq Green Master Mix, és 2 pul DNS
alkotta. A molekularis bioldgiai vizsgalatok eldtt optimalizaltuk a PCR reakcid
Osszetételét (SeaKem vagy Bioline, 1% ¢és 2%).

Az amplifikacid 3 perces kezdeti denaturacios ciklussal kezd6dott 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
utolso fazisa a végsd lanchosszabbitas volt 72 “C-on 10 percig.

A gélelektroforézist az 3.2.2-es fejezetben leirtak alapjan végeztiik el, modositva a
futtatds hosszan (80V, 100 perc). A gélfotok FlourChem M (ProteinSimple) géppel
késziiltek, az eredmények kiértekeléséhez pedig AlphaView Stand Alone programot
(ProteinSimple) alkalmaztunk. Az adatok elemzéséhez az egyes izolatumokat a
kiilonb6z6 amplikonok jelenléte vagy hianya szerint értékeltiik. A harom vizsgalt
gombafaj dendrogramjat ezt kovetden UPGMA szoftverrel készitettiik el. A létrejott

filogenetikai torzsfakat a genetikai tavolsagok alapjan kladokra osztottuk.
3.10. Az adatok kiértékelése soran alkalmazott statisztikai modszerek

A kisérletek soran kapott adatok kiértékeléséhez nem parametrikus Mann—Whitney
U-tesztet alkalmaztunk a csoportok Osszehasonlitasa soran. Az értékek nem teljesitették
a paraméteres tesztekkel szemben tdmasztott feltételeket (normaleloszlas, variancidk
homogenitasa). Az elemzések soran alkalmazott szignifikancia szint 5% volt. Az
elemzéshez ¢és a diagramok készitéséhez a StatSoft Statistica 7 szoftvert és a MS Excel

2016 programot hasznaltuk.
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4. EREDMENYEK

4.1. A diofa againak, riigyeinek és terméseinek fonalas gomba populicidja a kora

nyari idoszakban

A négy felmért iiltetvény altalanos allapota megfeleld volt (3. abra/A), azonban tobb
esetben az agakon és a riigyeken is elvaltozasokat figyeltem meg: egyes vesszOk
feliiletén termdtestek (3. abra/B), 1éziok (3. abra/C), valamint a belsdé szdvetekben
barna elvéltozasok alakultak ki (3. abra/D). A mintdk laboratoriumi feldolgozasa 113
tenyészetet eredményezett, melyekbdl a szakirodalomban talalhaté leirasok alapjan 7-7
darabot Diaporthe (3. abra/E) és Diplodia (3. abra/F) nemzetségbe soroltunk. A
mintdk 25%-aban, valamint a mintdzott fak 35%-dban megtalalhatdé volt valamely
altalunk vizsgalt patogén gomba. Ezen izolatumokat f6leg tiinetes ndvényi szovetekbol
izolaltuk. Egy-egy Diplodia izolatumot tiinetmentes riigybdl és tiinetes zold termésbal,
a tobbi Diplodia és a Diaporthe izolatumokat pedig tiineteket mutato fiatal agakbol
tenyésztettiik ki. A vizsgalt novényi részekben jelentds volt az Alternaria spp. (45%)

valamint a Fusarium spp. (15%) jelenléte.

i ¢
ly
./ P
e

3. abra: (A) Hajdudorogi didiiltetvény. (B) Diofadg piknidiumokkal a
feltiletén (C) Fiatal 4g barna l1ézidval (D) Kiilso és belsd barnult szovetek.
(E) Diaporthe eres PDA taptalajon (F) Diplodia seriata PDA taptalajon

Forras: Sajat felvétel
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A D. seriata altal fertdzott agrészek kiilso részén nagy kiterjedésti barna elvaltozasok
voltak megfigyelhetok, a metszést kovetden pedig a szallitoszovetekben is
megmutatkoztak a nekrotikus elvéltozasok (3. abra/C). A fajt Ujfehértorol (4 db),
Hajdudorogrol (2 db) és Tarparol (1 db) szarmazo mintakbol tenyésztettiik ki.

A D. eres altal okozott tiinetek kisebb kiterjedéstiek voltak, egyes esetekben azonban
termOtestek jelentek meg a kéregrészen (3. dabra/B). A széllitoszovetekben
megfigyelhetd elvaltozasok szintén kisebb mértékiiek voltak a masik vizsgalt korokozo
faj altal kivaltott tiinetekhez képest. A kérokozot Ujfehértorol (3 db), Tarparél (1 db) és
Jankmajtisrol (3 db) gytijtott novényi részekbdl izolaltuk.

A Diplodia tenyésztetek PDA taptalajon eleinte fehérek voltak, majd olajzoldekké és
sziirkévé valtak, melyhez pelyhes textura parosult emellett bdséges, ¢€s gyors
micéliumképzddést figyeltiink meg (3. abra/F).

A Diaporthe nemzetségbe tartozd izolatumok PDA taptalajon lassu telepképzést
mutattak, melyek kezdetben fehérek, majd piszkosfehérek, foltokban barndk voltak. A
piknidiumok jol beazonosithatok wvoltak 10 nap inkubacié elteltével, melyek
koncentrikus koroket formaltak (3. abra/E).

A molekularis azonositds soran az ITS (500-530 bp) és a tefl (320-390 bp)
fragmensek szekvenciaanalizise megerdsitette, hogy a vizsgalt izolatumok D. seriata és
D. eres fajba sorolhatok, mely aldtdmasztotta a morfologiai vizsgalatok soran tett

megallapitasainkat (5. tablazat).
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5. tablazat: A diofa kiilonbozo6 részeibdl kitenyésztett izoldtumok, valamint az ITS és

tefl PCR fragmentumokhoz kapcsolodd génbanki azonositd szamaik

Izolatum Szarmazasi Hozzaférési szam
Faj Novényi rész
szama hely ITS tefl
J1004 Jankmajtis Tiinetes ag MN726700 ON381300
T1010 Tarpa Tiinetes ag ~ MN726702 ON381301
Diaporthe ,
U1001 Ujfehérto Tiinetes g ~ MN726698 ON381302
eres ,
U1003 Ujfehérto Tiinetes &g  MN726699 ON381303
U1008 Ujfehértd Tiinetes g  MN726701 ON381304
D1012 Hajdidorog  Tiinetmentes = MN726703 ON381305
rigy
Diplodia .
U1012 Ujfehérto Tiinetes ag MN726705 OP207880
seriata i
Ul1013 Ujfehérto Tiinetes z6ld ~ MN726704 OP207879
termés
DI1011 Hajduadorog Tiinetes ag MN706194 -

Az ITS szekvenciadk alapjan készitett torzsfa szerint két izolatum kiilon genetikai
csoportba kertilt a tobbi Diaporthe izolatumtol (4. abra/A). A T1010-es térzs esetén a
kiilonbséget 18 bazis szubsztiticid és 4 delécid okozta. Az U1003-as torzs 22 bazis
szubsztitlicio és 3 delécid miatt tért el a masik csoporttol. A filogenetikai vizsgalatok
alapjan elmondhato, hogy a fefl gén szerint mind az 6t vizsgélt Diaporthe izolatum
szoros kapcsolatban allt a D. eres fajkomplexszel, mas D. eres torzsekkel és egyéb
Diaporthe fajokkal (4. abra/B) (Dissanayake et al., 2017). Hilario és munkatérsai
nemrégiben végzett tanulmadnya alapjan ez a ,.fajkomplex” valdjdban egyetlen fajt
képvisel (Hilario et al., 2021), ezért valamennyi magyarorszagi izolatumunk a D. eres-

nek tekinthetd.

42



MG281110 D. eres CPC30143
MG281040 D. eres CPC29678
KJ210529 D. eres CBS138594
MG281017 D. celeris CBS143349
MN726701 +—— U1008

MN726698 +«— 1001

MN726700 <+ J1004

MG281065 D. eres CPC30089

KC343134 D. bicincta CBS121004

KC343047 D. celastrina CBS139.

L AF317578 D. vaccinii CBS 160.3
FJ889444 D. alleghaniensis CBS

KC343008 D. alnea CBS146.46

KC343144 D. neilliae CBS144.27

KC343152 D. pulla CBS338 .89

KJ210538 D. helicis CBS13859

MN726702

100

«— T1010
MG281109 D. eres CPC30141
MN726699
MG281046 D. eres CPC29824

= +— U1003

AF230751 D. ampelina CBS114016

B ONISL304 — U1008
MG281630 D). eres CPCI0MI
MG281631 D. eres CPCI0M3
67| MGIS1567 D\ eres CPC29824

| ONZS L300 — 10
KI210350 D, eres CRS1385%
MG281561 D. eres CPCI9678
MG281586 D). eres CPCI0089
Oh3g1302 S 1001
| oy ONE130] <+ T1010
—{E,‘qm — 11003
MG281538 ). celeris CBS 143349

97— KCHI773 D. celastring CRS139.

L KCH3560 D. icimcta CBS 121004
KCHIST0 D, melliae CBS18.27
KC33734 D almea CBS 146 46
GQI50298 D. alleghamiensis CBS

50326 [} maccirn CBS160.32
GQE5035] I ampeling CBS114016

4. abra: A Diaporthe eres fajkomplex Maximum likelihood médszerrel késziilt torzsfai
(A) ITS és (B) tef] szekvencidk alapjan.
Jelmagyarazat: A fajnevek el6tt talalhatok az NCBI webszerver feliiletén deponalt torzsek szamai. A
sajat, diobdl kitenyésztett izolatumokat nyillal jeloltik. A D. eres faj tipustorzseként a CBS 138594-es
szamu torzs szolgalt. A torzsfa elagazasainak hossza aranyos a nukelotid kiilonbségek szamaval. Az
elagazasok felett feltiintetett értékek az 1000-szeres Bootstrap analizis eredményei. A térzsfan csak az
50%-nal nagyobb értékeket tiintettiik fel. Csoporton kiviili izolatumként (a torzsfa gyokereztetéséhez)

Diaporthe ampelina kérokoz6 izolatumat hasznaltuk
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A Diplodia izoldtumok koziil ketté a Diplodia seriata De Notaris epitipusu CBS
112555 torzzsel keriilt egy csoportba a filogenetikai analizis sordn a D. seriata
fajkomplexen beliil az ITS ¢és tefl markerszekvencidk alapjan (5. abra). Az U1012-es
torzs négy bazis szubsztitucid miatt keriilt a II-es klaszterbe. Az ITS marker esetében az
I-es klaszterbe sorolt torzsek szekvenciaja 100%-ban azonosak volt a CBS 112555 torzs
nukleotidsorrendjével. A harmadik D. seriata izolatum egy madsik csoporttal alkotott

klasztert, amelyet Zhang és munkatarsai (2021) a kdozelmultban kozoltek.

uin13 ¢——— -
D1012 ——
CBS140891 D. seriata
o |casinsssp e [ 1 Klaszter
CB5121485 D. seriata
CB5119049 D. seriata -
"BS100565 D. seriata n
o2 4—— L II klaszter
~ CBS140890 D. seriata
CPC29849 D. seriata -
CBS393.84 D. sapinea
71| CBS591.84 D. sapinea

62

93 CBS136778 D. sapinea

CBS12Y91/2 1), sapinea

L— CBS124462 D. intermedia

] go— CBS124714 D ditricarpa
{ CBS124713 D. citricam

CMW36468 D. allocellula

CMW36469 D. allocellula
‘ CMW36470 D. allocellula

IUU‘

—— CBS5124907 D. pseudoserinta

92, CBS124906 D. psendoseriata
L CB5124931 D. pseudoserintn

100] CB5112549 D. corticola
L CBS112547 D. corticola

99

i
001

5. abra: A Diplodia seriata izolatumok ITS és tef] markerek alapjan készitett torzsfaja.

Tipustorzsként a CBS 112555-es szamu torzset alkalmaztuk.

Jelmagyarazat: A nyilak a sajat D. seriata izolatumokat jelolik

44



4.2. Diotermések fonalas gombakozossége 2018-ban

A 2018 oktoberében gyijtott 200 db di6 feltdrése soran valtozatos tiineteket
figyeltiink meg a bélallomanyokon (6. abra).

6. abra: Kiilonboz6 mérték tiineteket mutatd didtermések és osztalyozasuk.
Jelmagyarazat: A: 0 - tiinetmentes did; B: I - pottyds és hifaval atszott bél; C: 11 - részben
Osszeaszalodott, elszinezodott termés; D-E: 111 - elrothadt fekete bélallomany és teljes
egészében Osszeaszalddott didtermés.

Forras: Sajat felvetel

A tlinetek osztalyozéasa eredményeként Osszességében tiinetmentesnek itéltilk meg a
termések 10%-at (0), 23%-at pedig az 1. osztalyba soroltunk. A legtébb diobél (48%)
részben 0sszeaszalddott allapota volt, vagy a kiilsé hartyajuk elfeketedett, melyekhez II-
es értéket rendeltlink, valamint a begyiijtott bélallomanyok 20%-a teljesen kéarosodott
(IIT) (6. abra).

A legkevesebb teljes mértékben elrothadt termést a hajdidorogi mintavételi helyrdl
gyljtottiink be. Az aszalddott és ezaltal fogyaszthatatlan bélalloméanyok aranya (54%)
azonban hasonlé volt a masik két mintazott iddsebb iiltetvényhez tartozoé adatokhoz
(Jankmajtis: 53%; Tarpa 30%).

A tlinetmentes ¢€s kisebb elvaltozasokkal rendelkezd termések aranya kisebb volt a
jankmajtisi iltetvény esetében a masik két helyszinhez képest, a teljes rothadést pedig
Tarpardl gylijtott mintak esetén tapasztaltuk a legnagyobb ardnyban (24%) (7. abra).
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7. abra: A 2018-ban begytijtott termések allapot szerinti osztalyozasanak eredménye a

mintazott didiiltetvényekben

cres

(31%), Diaporthe (26%), Penicillium (22%), Botryosphaeria (13%) és Fusarium (9%)
spp. voltak jelen a vizsgalt termésekben. Szamos esetben egyetlen termésbol tobb
gomba nemzetséget is tudtunk izoladlni. A nyari felméréssel ellentétben Diplodia
nemzetségbe tartozé izolatumot nem tenyésztettiink ki, a Botryosphaeria fajok
megjelenését pedig ebben a vizsgalatban tapasztaltuk el@szor.

Botryosphaeria és Diaporthe fajokat a jankmajtisi {ltetvényben begytjtott
termésekbdl izolaltunk a legnagyobb aranyban: Gsszesen a termések 77%-abol voltak
kitenyészhetok. A mintavételi helyek tekintetében jelentds eltérést tapasztaltunk a
kitenyésztett nemzetségek aranyaiban. A Jankmajtis kozelében taldlhato tertiletrdl
szarmazo termések voltak a legfertdzottebbek Botryosphaeria (29%) ¢€s Diaporthe
(48%) fajokkal, amit a tarpai (Botryosphaeria spp. 10%, Diaporthe spp. 28%), majd a
hajdudorogi (Botryosphaeria spp. 2%, Diaporthe spp. 18%) iiltetvény kovetett (8.

abra).
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Atlagos skalaérték

60%

50%

40%
30% Botryosphaeria
B Diaporthe
20%
10% I
0% . :

Hajdudorog Jankmajtis Tarpa

8. abra: A Botryosphaeria és Diaporthe nemzetségek eléfordulési

gyakorisaga a mintazott teriiletekrdl szarmazé didtermésekben

ac
ac
c
BA PF P

A

ac
a
ab
ac
I s
ac
b
ac
| i
0 I
D B P F A DB DP DF

DA

9. abra: A didtermésekbdl izolalt nemzetségek €s a hozzajuk kapcsolodd
atlagos skalaértékek.
Jelmagyarazat: D=Diaporthe spp., B=Botryosphaeria spp., P=Penicillium spp.,
F=Fusarium spp., A=Alternaria spp. Az oszlopok felett talalhat6 betiik a Mann-Whitney U
teszt eredményeit jelentik. A hibasavok a standard hibat jelolik.
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A skalaértékek ¢és a nemzetségek kozotti kapcesolatot is elemeztiik (9. abra), mely
alapjan elmondhatd, hogy a Botryopshaeria és a Diaporthe nemzetségek hozhatok
leginkdbb  Osszefliggésbe a tiinetes termésekkel. Ezen talmenden annak
meghatarozasara, hogy a kiilonb6z6é nemzetségek milyen sulyos tiinetekkel jaré didkbol
szarmaztak McKinney-indexet (Imc%) szamoltunk (McKinney, 1923). Ennek alapjan a
Diaporthe (62%) és a Botryosphaeria (74%) fajok jelenléte allt kapcsolatban a sulyos
tiinetekkel (6. tablazat).

6. tablazat: Diotermésekbdl izolalt nemzetségek és Imc értékeik

Nemzetség Imc%
Alternaria 53%
Botryosphaeria 74%
Diaporthe 62%
Fusarium 38%
Penicillium 48%
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A diobelekbdl kitenyésztett korokozo izolatumok egy részének ITS és tef]
szekvenciait amplifikaltuk és szekvenaltattuk (7. tablazat). A Botryosphaeria torzsek
nukleotidsorrendjei 99%-o0s szekvenciaazonossdgot mutattak a B. dothidea CBS110302
tipustorzs ITS (AY259092) ¢és tefl (AYS573218) szekvencidival, valamint ezen
markerek kombinaldsaval késziilt torzsfa alapjan is ebbe a fajba soroltuk dket (10.
abra). A Diaporthe izoldtumaink szekvenciai 99-100%-ban azonosak voltak a CBS
138594 tipustorzs ITS (OM698848) és tefl (OM752197) nukelotidsorrendjével, és
utobbi szekvencidinak filogenetikai elemzései szerint a D. eres fajba tartoznak (11.

abra).

T20ia e
JT2035 @
CB5110302 Botryosphaeria dothidea
CB5115476 Botryosphaeria dothidea
CERC2298 Fofryosphaeria dothidea
CERC2299 Bofryosphaeria dothidea
8L JT20i5 @

GZCCI6-0013 Batryosphaeria dothidea
—84{ GZCCi6-001 4 Batryosphaeria dothidea
— MFLUCC I 0-0098 Botryosphaeria fabicerciana

99| ATCC22927 Bofryosphaeria corticis
L CBS119047 Botryosphaeria corticis
66| CBS135219 Botryosphaeria kuwatsukai
64| | CGMCC3.18007 Botryosphaeria khiwatsukai
CB5127193 Botryosphaeria fabicerciana
CERC2947 Bofryosphaeria qingyuanensis
CERC 2944 Bofryosphaeria qingyuanensis
— CBS5124703 Botryosphaeria scharifii
0z _i— CERC2001 Botfyospha.em'a reemosa
o0 | CBESI 22069 Botryosphaeria ramosa
CB5133992 Botryosphaeria agaves
99| MFLUCCIC-0051 Botryosphaeria agaves

CEBS134851 Cophinforma eucalypti

94

0,005
10. abra: A kombindlt ITS és tefl szekvencia-illesztés eredményeként Maximum
likelihood mdédszerrel késziilt torzsfa. A didtermésekbdl kitenyésztett
Botryosphaeria dothidea torzseinket (JT2015, JT2035 és T026), valamint Zhang és
munkatarsai (2021) tanulmanyabol szarmazé torzseket tartalmaz. A fa
gyoOkereztetéséhez egy Cophinforma eucalupti torzset alkalmaztunk.

Jelmagyarazat: A fekete pontok a sajat B. dothidea izolatumokat jelolik
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7. tablazat: A diofa kiilonbozo6 részeibdl szarmazé izoldtumok és génbanki azonositdik

Faj Izolatum Novényi rész Hely ITS TEF1
Botryosphaeria J2015 Tiinetes didobél Jankmajtis - MT152102
dothidea
J2026 Tiinetes diobél Jankmajtis - MT152106
JT2015 Tiinetes diobél  Jankmajtis MN706192 MT152104
JT2035 Tiinetes diobél Jankmajtis MT111097 MT152105
T2016 Tiinetes didobél Tarpa MTI111096 MT152103
Diaporthe eres J2008 Tiinetes diobél  Jankmajtis MT111104  MTI152114
J2010 Tiinetes diobél Jankmajtis - MT152113
J2012 Tiinetes diobél  Jankmajtis MT111099 MT152108
12023 Tiinetes diobél  Jankmajtis MT111101 MTI152110
J2028 Tiinetes diobél ~ Jankmajtis MTI111105 MTI152115
12034 Tiinetes diobél  Jankmajtis MT111103 MTI152112
12037 Tiinetes diobél  Jankmajtis MT111106 MTI152116
J2050 Tiinetes diobél  Jankmajtis MT111100 MT152109
JT2024 Tiinetes diobél  Jankmajtis MT111102 MTI152111
JT2050 Tiinetes diobél  Jankmajtis MT111098 MT152107
JT2036 Tiinetes diobél Jankmajtis MN706193 -
J3001 Tiinetmentes riigy  Jankmajtis MT111109 MT152118
J3009 Tilinetmentes riigy  Jankmajtis MT111112 MTI152121
J3013 Tilinetmentes riigy  Jankmajtis MTI111114 MT152123
J3015 Tilinetmentes riigy  Jankmajtis MT111110 MTI152119
J3017 Tilinetmentes riigy  Jankmajtis MT111107 MTI152117
J3024/1 Tilinetmentes riigy  Jankmajtis MT111115 MTI152124
J3024/2  Tinetmentes riigy Jankmajtis MTI111111 MT152120
J3031 Tiinetmentes riigy  Jankmajtis MT111113 MTI152122
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J3000 @
J3024/0 @
J2008 e

= J20i2 e
DL oares JORF41 8
J2028 @
JT2024 e

— D eras KO210550
—D. eres KC343878
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L— D). eres MES28080
D, eres KUSS2022
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Dl eres KC343773
D, eres MNI36153

Do eres K(1343734
£D. eres KC'343870

I citri KC 843071

D, eres (250208
D, eres MHIZ1539

D, eres FO250326

D, eres KT733016

D, eres MHIZ1544

D, eres MHIZ1567
D, sennicola K¥228883

D. amygdali KC345748

D foeniculacea KCU3435827

D, mbigua KC 343736

99

D paglarm KT435627

11. abra: A Diaporthe eres fajkomplex fefl szekvenciat elemzé Maximum likelihood

filogenetikai torzsfaja. A sajat D. eres torzseket Hilario és munkatarsai (2021)

kozleményében megtalalhato torzsekkel vetettiik 0ssze. A torzsfat egy Diaporthe

malorum torzs alkalmazasaval gyokereztettiik.

Jelmagyarazat: A fekete pontok a sajat D. eres izolatumokat jeldlik



4.3. A riigyek mikrobakozossége

A rigymintakat PDA taptalajra helyezve jol felismerhetd telepek képzddtek az
inkubdécio6 utan (12. abra). A kitenyésztés eredményeként a barkariigyekbdl legnagyobb
aranyban Alternaria és a Diaporthe nemzetségeket hataroztunk meg (8. tablazat). A
vizsgalt tlinetmentes riigyek 44%-4abol a Diaporthe spp. voltak kitenyészthetok, mig
Botryosphaeria spp. négy mintaban voltak jelen. A termds riigyek esetén 40-40% volt a
Botryosphaeria és a Diaporthe spp. aranya. A genetikai azonositds eredményei a 7.
tablazatban talalhatok, mely alapjan a Diaporthe eres fajkomplexbe sorolhatok a

Diaporthe nemzetségbe sorolt torzsek.

12. abra: A, Félbevagott porzos riigyek PDA téaptalajon; B, Fehér szinli Diaporthe
tenyészet és sotétzold Alternaria telep; C, Riigybdl kitenyésztett Botryosphaeria
tenyészet bdséges 1égmicéliummal; D, Sziirkés Alternaria telep, mellette Diaporthe

tenyészetek jellegzetes micéliumokkal.

Forras: Sajat felvétel

8. tablazat: A riigyekbdl izolalt gomba nemzetégek ardnya

Nemzetség Barkariigy Termésriigy
Botryosphaeria spp. 3% 40%
Diaporthe spp. 44% 40%
Alternaria spp. 59% 2%
Epicoccum spp. 3% 50%
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4.4. Latens fertozottség meghatarozasa ONFIT technikaval

Az ONFIT eljarashoz juniusban gyjtott 88 tiinetes zo6lddid burkainak felszinén
barna elvaltozasok ¢és foltok voltak megfigyelhetok. A mintdkat kettévagva lathatova

valt, hogy tobb esetben az éretlen bél is elszinez6dott (13. abra).

13. Abra: Megbarnult burok ¢és belsd szovetek

Forrds: Sajat felvétel

Fagyasztas ¢és inkubalas utdn korokozo telepeket csak barna foltos és sériilt didkon
azonositottunk. Az inkubécios 1d6 eltelte utan a fertdzott didkat gombatelepek
boritottak. A Diaporthe gombaval vald fert6zottség esetén jellegzetes fehér micélium
jelent meg a burok feliiletén fekete piknidiumokkal, mig a Botryosphaeria spp.
jelenlétére boséges sziirke micéliumokbdl kovetkeztethettiink (14. abra).

A Botryosphaeria és Diaporthe nemzetség tagjait 59 zold termésen azonositottunk
morfologiai jellemzoéik alapjan. A Botryosphaeria spp. 34 zdld burkon voltak
megfigyelhetok, mig a Diaporthe fajokra jellemz6 kolonidk 50 mintan jelentek meg.

Ugyanazon a termésen mindkét nemzetség tagjai 25 esetben jelentek meg.

14. abra: A, Botryosphaeria spp. sziirke bolyhos telepei éretlen didburkon 14
napos inkubacid utan; B, Diaporthe spp. altal képzett fehér telep fekete
piknidiumokkal

Forras: Sajat felvetel
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4.5. Diotermések gombakozosségének vizsgalata érett terméseken 2019-ben

Ebben az évben a mintdzds soran a harom iiltetvénybdl (Alsoszentivan, Tarpa,
Jankmajtis) begytijtott 135 didtermés altalanos allapota kedvezobb volt az el6zé évben
tapasztaltakhoz képest. A bélallomanyok szemrevételezése €s osztalyozéasa (6. abra)
soran egy termést itéltiink teljesen tiinetmentesnek (0-s osztalyzat), a mintak nagy része
(68,8%) enyhe tiinetekkel, apré pottyokkel rendelkezett (I. osztaly). Elszinezddés és
Osszeaszalodas a didk 18,5%-dnal volt megfigyelheté (II. osztily), a legsulyosabb
tiineteket jegyeztiik fel a legkisebb aranyban (12,5%) (IIl. osztaly). Az két utobbi
osztalyba sorolt terméseket fogyaszthatatlannak mindsitettiikk, mely az alsdszentivani
tiltetvénybdl szdrmazo mintak esetén 24% volt, mig a Kelet-Magyarorszagrol gyiijtott

termések 33%-4t solotuk ebbe a csoportba (9. tablazat).

9. tablazat: A 2019-ben gyijtott didtermések csoportositdsa a tiinetek

sulyossaga szerint

Osztalyzat | Alsészentivan (db) Jankmajtis (db) Tarpa (db)
0 0 1 0
I 31 32 30
II 10 8 7
11 2 9 6

Morfolégiai és molekularis azonositds sordn a tenyészeteket legnagyobb aranyban
Cladosporium és Penicillium nemzetségekbe soroltuk, de azonositottunk Alternaria,
Botryosphaeria, Diaporthe, Epicoccum, Fusarium és Mucor nemzetségekbe tartozo
gombakat is (15. abra). Szamos esetben a termésekbdl egyszerre tobb nemzetségbe
taroz6 gombat tenyésztettiink ki. Nagyaranyu eléfordulasuk miatt a Pencillium spp. €s a
Cladosporium spp. kolonizélta a legtobb, dsszesen 31 dié minta esetében egylittesen a

terméseket.
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15. abra: 2019 8szén gyijtott didtermésekbdl izolalt nemzetségekbe tartozo

tenyészetek szdma

A nemzetségek Imc-indexének (McKinney, 1923) meghatarozasdnak eredményét az
10. tablazat foglalja 0ssze. A kisszamu kitenyésztés ellenére a Botryosphaeria és
Diaporthe gombakkal fertdzott termések bizonyultak a legnagyobb mértékben
karosodottaknak.

10. tablazat: Didtermésekbdl izolalt nemzetségek McKinney-indexe

Nemzetség McKinney-index (%)
Botryosphaeria spp. 67
Diaporthe spp. 67
Alternaria spp. 51
Penicillium spp. 46
Epicoccum spp. 44
Cladosporium spp. 44
Mucor spp. 41
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A mintavételi helyek kozott nagymértékii hasonldsag fedezhetd fel a f6 kitenyésztett
gomba nemzetség tekintetében, ugyanis a harom iltetvényrél gytjtott 135 db
didtermésben a Penicillium génusz fordult eld a legnagyobb aranyban, 74%-ban (100 db
termésben), az aloszenitvianrdl szarmazo 42 db minta mindegyikében (11. tablazat). A
Cladosporium fajok esetében eltéré képet kaptunk. Az alsészentivani és a tarpai
mintavételi helyen hasonlé volt ezen nemzetések ardnya (Alsoszentivan: 58%, 25 db
termés, Tarpa: 57%, 24 db termés), Jankmajtis esetén csak a termések 24%-abol (12
db), volt kitenyésztheté a nemzetség tagjai. Diaporthe nemzetségbe tartozdé gombakat
négy termésbdl izolaltunk, Botryosphaeria nemzetségbe tartozd gombat szintén négy
di6 esetében azonositottunk, igy egyiittesen a termések 6%-aban voltak jelen az altalunk
vizsgalt diopatogén nemzetségek. Az Alternaria génuszba sorolhatdé gombat a tarpai
tiltetvénybdl szdrmazo mintak esetén detekaltunk a legnagyobb aranyban, 36%-ban, 15

db termésben.

11. tablazat: A 2019-ben mintazott dioiiltetvényekbdl szarmazé termések

gombakozossége

Alsoszentivan Jankmajtis Tarpa

Alternaria spp. 14% 6% 36%
Botryosphaeria spp. 2% 6% 0%
Cladosporium spp. 58% 24% 57%
Diaporthe spp. 2% 2% 2%
Penicillium spp. 100% 81% 48%

A pontosabb filogenetikai azonositds érdekében kilenc db Penicillium és harom db
Cladosporium génuszba sorolt izolatumot molekularis vizsgalatnak vetettiink ald. Az
ITS szekvencidk alapjan mind a kilenc vizsgalt Penicillium spp. izolatumok a
Penicillium crustorum, Penicillium commune €s Penicillium expansum fajokhoz alltak a
legk6zelebb 99%-o0s szekvenciaegyezéssel. A harom, Cladosporium nemzetségbe sorolt
mintak ITS I16kuszainak szekvencidi pedig a Cladosporium cladosporioides ¢és
Cladosporium  pseudocladosporioides fajok nukelotid sorrendjével egyezett a

legnagyobb mértékben (100%).
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4.6. Homérséklet hatasa Botryosphaeria és Diaporthe izolatumok novekedésére

A teszt eredménye azt mutatta, hogy a homérséklet befolydsolta a
micéliumndvekedést, kiilondsen a 15 °C-os és a 35 °C-os inkubacios értékek esetén. A
vizsgalt patogén izoldtumok ndvekedéshez sziikséges optimalis hdmérseklet eltérd volt,
még nemzetségen beliil is (16. abra).

A JT2050 ¢és JT2024 Diaporthe eres izoldtumok minden homérsékleten hasonlo
novekedési litemet mutattak, mig a masik kettd (J2034 ¢és J2028) telepndvekedése
lassabb volt, kiilonosen 30 °C-on. A JT2015 és T2016 Botryosphaeria dothidea
izolatumok telepképzése 30 °C-on gyorsabb volt a D. eres izolatumokhoz képest,
valamint 35 °C-on csak ez a faj volt képes micéliumképzésre. Az egyre magasabb
inkubacids hdmérséklet a B. dothidea izolatumok gyorsabb novekedésével jart, mig ez

ellentétes hatast gyakorolt a D. eres izolatumokra.

B0

7

] ] T

60 -

5 ml5eC
m20eC

0 I I m25eC

3 n=C
miseC

2

1

T2016 JT2015 J2034 J2028 JT2024 JT2050
B. dot. B. dot. D. eres D. eres D. eres D. eres

= =

=

Atlagos telep atmérd (mm)

= =

=

16. abra: A B. dothidea és D. eres izolatumok telepnagysaga kiilonb6zo
homérsékleteken torténd hét nap inkubécio utan

A hibasavok a standard hibat jelolik.
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Jelentds kiilonbségek voltak megfigyelhetok a nemzetségek és az izolatumok kozott
a napi novekedésben kiilonbozé hémérsékleteken (17. abra). 15 °C-on két Diaporthe
eres izoldtum novekedése volt a leggyorsabb, azonban a masik két D. eres és a B.
dothidea torzs hasonlo litemben novekedtek.

A JT2024-es D. eres izolatum napi novekedése a homérséklet emelkedésével 30 °C-
ig folyamatosan nétt, mig a masik hdrom Diaporthe izoldtum ndvekedési liteme 25 °C
folotti hdmérsékleten csokkent. A két B. dothidea izoldtum a magasabb hdmérsékletet
részesitette eldnyben, ugyanis 35 °C-on nagyobb volt a ndvekedési sebességiik, mint 15

°C-on.
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17. abra: A Botryosphaeria dothidea és Diaporthe eres izolatumok napi novekedése
kiilonb6zé hdmérsékleteken torténd inkubécio esetében

A hibasavok a standard hibat jelolik.

4.7. Patogenitasi teszt éretlen didtermésen

A didfa kiilonbozo részeibdl izolalt fajok tiszta tenyészeteivel végzett patogenitasi
vizsgalat sordn az in vitro mesterséges fertézést kovetden harom hét alatt teljesen
elrothadt a zO6ld burok a mintdk 81%-4nal. Az Osszes vizsgalt Diaporthe eres és
Diplodia seriata izoldtum nagy, sotét nekrozist okozott az eredetileg zo6ld didburkon

(18. abra).
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18. abra: D. eres és D. seriata altal okozott tiinetek didburkon (A) és

bélallomanyon (B, C)

Forras: Sajat felvetel

A legtobb diobél esetén a tlinetek enyhébb modon jelentek meg, mint a burokon,
vagy kialakuldsuk tobb id6t igényelt volna. A tiinetek azonban megjelentek a
bélallomanyokon is fonalak, sotét foltok és nekrotikus részek formdjdban is harom
héttel a mesterséges fertdzést kovetden (18/B, C abra).

Az ismétlések soran a korokozok hasonld rothadasos tiineteket valtottak ki. A steril
PDA koronggal inokulalt kontroll terméseken az értékelés napjaig nem jelent meg
elvaltozés.A korokozok altal okozott tiinetek stlyossdgara vonatkoz6 szamszeriisitett

fertdzesi aranyokat a 12. tablazat foglalja 6ssze.

12. tablazat: D. eres és D. seriata izolatumok éretlen didburokra és bélalloméanyra

vonatkoz6 atlagos McKinney-indexe (Imc%).

Imc% £+ SD

Diaporthe eres Nitschke®*  Diplodia seriata De Not.”
Burok 93+ 16 87+12
Bél 69+ 16 50+ 14

2Az értékek az 6t izolatum atlagat jelentik + az 4tlagok szoérasa

YAz értékek a harom izolatum atlagat jelentik + az atlagok szorasa

Megfigyeltiik, hogy a D. eres izolatumok mind a burkon, mind a beleken sulyosabb
nekrozis tiineteket okoztak, vagy a betegség gyorsabban fejlodott kisérleti koriilmények
kozott, mint a D. seriata izoldtumokkal torténd megfertdzések esetében, bar mindkét faj
eldidézett teljes rothadast. A patogén gombdak visszaizoladlasa sikeres volt a
mesterségesen fertézott mintadkbol, a kontrollok esetén nem volt kitenyészhetd

korokozd.
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4.8. Diofa agak patogenitasi tesztje tiinetes diotermésekbol izolalt kérokozokkal

A didfa agak Diaporthe eres és Botryosphaeria dothidea izolatumokkal torténd
inokuladldsa soran az agrészeken minden esetben 1ézidk jelentek meg harom hét
elteltével (19. abra). A D. eres gombakkal inokulalt dgak esetén jelentOs elvaltozasokat
figyeltiink meg hosszanti (20. abra/B) és horizontalis (20. abra/D) keresztmetszet

mentén is, mig a kontroll ndvényi részek esetében egészségesek maradtak a szovetek

(20. 4bra/A, C).
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19. abra: Diaporthe eres és Botryosphaeria dothidea izolatumokkal
inokulalt 4gakon keletkezett elvaltozdsok mérete
A csillagokkal jeldlt oszlopok értékei szigfinikans kiilonbséget mutattak a kezelés

hatésara (p<0,05)

A J2012-es izolatum kivételével jelentds kiterjedésti barna elvaltozasokat okoztak az
agak belsé szoveteiben. A JT2014-es és a JT2050-es torzsek az ag teljes hosszaban
nekrotikus 1ézidkat valtottak ki. A szérds nagymértékii volt minden esetben, ahol nem
teljes terjedelmében barnultak el az dgak szovetei (17. abra). A steril PDA koronggal
kezelt agak tiinetmentesek maradtak, és a visszaizolalas is a korokozokkal inokulalt

mintak esetén volt sikeres.
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20. abra: Hosszaban (A, B) és horizontalisan (C, D) megmetszett
kontroll (A, C) és D. eres izolatummal inokulalt (B, D) diéfa agak
harom hét inkubdacids id6 utan
Forras: Sajat felvétel

A héarom vizsgalt B. dothidea 1zolatum altal okozott 1ézidk atlagos kiterjedése kisebb
mértékll volt, mint a D. eres fajba tartozd torzsekkel torténd megfertézés esetén (a
J2012-es izolatum kivételével), azonban az ismétlések kozotti kiilonbség nagymértékii
volt. Mindharom B. dothidea izolatum képes volt nagy kiterjedésii 1ézi6t okozni minden

inokulalt dgon, mely nem csak a kéreg alatti részen (21. abra/A), hanem a belsé

szoveteken is megfigyelhetd volt (21. abra B).
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21. abra: B. dothidea fajjal inokulalt di6fa 4gak barna elvaltozasai a kéreg
alatti részen (A) €s a bels6 szovetekben (B) harom hét inkubacids id6 utan

Forras: Sajat felvétel
4.9. Almafa againak inokulalasa tiinetes diofa szovetekbdl izolalt korokozokkal

A Botryosphaeria dothidea izolatummal torténd inokulaciot kovetd harmadik hétre
szabad szemmel is megfigyelhetd hifak és konidiumtartok keletkeztek az ag feliiletén a
mesterséges fertdzés kornyékén (22. abra/A). Négy hét elteltével a mintdk hosszanti
keresztbemetszését kovetden jol megfigyelhetdk voltak a patogének terjedésének utjai a
szallitoszovetekben (22. abra/B). A belsé szovetek allapotdnak felmérésére soran is
sulyos nekrotikus elvaltozasokat figyeltiink meg (22. abra/C), melyek nem voltak jelen

a kontroll 4gaknal (22. abra/D).
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22. abra: B. dothidea altal okozott tinetek

Jelmagyarazat: A: két héttel; B, C: négy héttel az inokulalast kdvetden; D:
kontroll

Forras: Sajat felvetel

A didagbol izolalt Diplodia seriata a szintén Botryosphaeriaceae csaladba tartozo6 B.
dothidea izolatumhoz hasonlé szimptémakat okozott. Mar két héttel a fertozést
kovetden fekete elvaltozasok jelentek meg a sebzés mentén. Az utolsd vizsgalati
idépontban a mintdk kérgét lehantottuk (23. abra/A), majd horizontalis irdnyban is
kettévagtuk (23. abra/B), mely soran barna 1éziokat figyeltiink meg a kiilsé szoveteken
kialakult tiinetekhez képest nagy terjedelemben. Az 4gak horizontalis
keresztmetszetének szemrevételezésekor megallapitottuk, hogy a patogén a mélyebb

szovetekbe is bejutott.
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23. abra: D. seriata gombaval fertdzott almafa dgak

Jelmagyarazat: A: hossz-, B: keresztmetszetben, C: kontroll

Forrds: Sajat felvétel

A mesterségesen megfertdzott agakon tiineteket okozott a JT2036 D. eres torzs is.
Az els6 vizsgalati idopontban a harom ismétlésbdl csupan az egyik minta feliiletén volt
megfigyelheté nagyobb terjedelmii barnulas. A kiilsd kéreg eltavolitdsakor lathatéva
valt, hogy elindult a szovetek kolonizalasa, de nem alakult ki nagy kiterjedésii barnulas
(24. abra/A). Az agak keresztmetszetén lathatova valt négy hét inkubaciot kovetden,

hogy a legbelsd szoveteket nem volt képes kolonizalni a gomba (24. abra/B).

24, abra: D. eres izolatummal megfertdzott agak
Jelmagyarazat: A: hossz-, B: keresztmetszet
Forras: Sajat felvetel
Mind a két Botryosphaeriaceae csaladba tartoz6 torzs nagy kiterjedésti elhalést
okozott, habar nagymértékii szorast tapasztaltunk az elvaltozasok méretét illetéen. A D.
eres esetén az ismétlések hasonld képet mutattak, €s a 1éziok ezzel a gombaval torténd

inkulaci6 esetén voltak a legkisebb kiterjedéstiek (25. abra).
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25. abra: A patogén gombak altal okozott barna elvaltozasok atlagos mérete

A hibaséavok a szorast jelolik (SD)
4.10. Fungicidek hatasa a dio terméskarosodasat okozé gombakra

A mérgezett agaros teszt soran a két Diaporthe eres €s a Botryosphaeria dothidea
izolatumokra hasonl6 modon hatottak a gombadld szerek, a B. dothidea kismértékben
érzékenyebbnek bizonyult (26. abra).

Az i1zolatumok leoltdsa a legalacsonyabb {lizemi koncentracioval kezelt taptalajra
egyedil a fluopiram + trifloxistrobin alkalmazasa mellett eredményezett szamottevo
telepképzddést, az inhibicid ebben az esetben legalabb 5% volt. A legnagyobb
mértékben a B. dothidea izolatum ndvekedését gatolta ezen készitmény (Luna

Sensation) (GI=51,6%) (26. abra).
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26. abra: A kiilonb6z6 kémiai ndvényvédo szerek lizemi dozisban
alkalmazott hatdsa a vizsgalt térzsek micélialis novekedésére
Jelmagyarazat: D. eres.: J2028, vilagossziirke oszlop; J2034, sotétsziirke
oszlop. B. dothidea: JT2015, fekete oszlop
A Dbetlijelek a Mann-Whitney U teszt szerinti statisztikai csoportokat jel6lik
(p<0,05).

4.11. A 25% tebukonazol-tartalmu készitmény EC50 értékének meghatarozasa

A tebukonazol tartalmu novényvedo szerrel kezelt taptalajra leoltott gombak koziil a
J2028-as Diaporthe eres izolatum volt a legérzékenyebb, ugyanis a legalacsonyabb
tizemi koncentraci6 1000-szeres higitdsanak alkalmazasakor volt csak képes
telepképzésre, mig a JT2015-0s, Botryosphaeria dothidea gomba esetén mar az lizemi
koncentracid6 10-szeres higitasat tartalmazd mérgezett agarlemezeken novekedést
tapasztaltunk. Osszességében elmondhatd, hogy az 1000-szeres higitastdl szamitva
jelentdsen csokkent a gatld hatas, ugyanis ezen dozis alkalmazasat kovetden jelentdsen

csokkent a micélidlis gatlas mind a harom vizsgalt izolatum esetében (27. abra).
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27. abra: A vizsgalt patogén gombak sorozathigitdsos mérgezett agarlemezeken, PDA
taptalajon, 14 nap inkubéciot kovetden.

Forrds: Sajat felvétel

A novényvéddé szer EC50 értékének kiszdmitasanal a linedris regresszid-analizis
készitésekor a legmagasabb tebukonazol koncentraciot nem vettiik figyelembe a két D.
eres izolatum esetében, mert a nagyon magas gatlasi érték (nagyon kis telepatméro)
meghatarozdsa mar bizonytalan, nem volt aranyos az eltérés a két legmagasabb

koncentraci6 kozott (28. abra).
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28. abra: A tebukonazol kiilonb6zd koncentracioinak hatdsa a vizsgalt patogén
gombak micélium ndvekedésére, a hozzajuk tartozo linearis regresszios
egyenesek, és az egyenlet alapjan kiszamitott EC50 érték
Jelmagyarazat: A: J2028 (D. eres); B: J2034 (D. eres); C: JT2015 (B. dothidea)

A kiszamitott ECS50 értékek 0Osszhangban dllnak a tenyészetek értékelésekor
megfigyelt informéciokkal, ugyanis ezek alapjan a J2028-as D. eres torzs a
legérzékenyebb a tebukonazollal szemben (EC=0,1 mg/l) amit a masik tesztelt D. eres
kovetett (EC=0,24 mg/l). A legkevésbé érzékenynek a JT2015-6s B. dothidea bizonyult
a felmérés soran (EC=0,28/1).
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4.12. Az Epicoccum nigrum és a Trichoderma gamsii antagonistak vizsgalata

A konfrontacios tesztben szerepld tiinetes didtermésbdl és —agbol szarmazd patogén
gombdkat gatolta a diorligybdl izolalt Epicoccum nigrum és a TRO8-as Trichoderma
gamsii egyarant, azonban a két torzs gatlasanak mértéke, azaz a BCI értéke és

mechanizmusa jelentdsen eltért (29. abra, 13. tablazat).

29. abra: E. nigrum és T. gamsii antagonizmus hatasa direkt konfrontacioban D.

eres, B. dothidea és D. seriata izolatumokkal szemben
Jelmagyarazat: E. nigrum: A-D; T. gamsii E-H; D. eres: A, B, E, F; B. dothidea: C, G; D.
seriata: D, H

Forrds: Sajat felvétel

Az E. nigrum gatolta a vizsgalt didopatogének micélidlis novekedését, azonban az
antagonista nem volt képes randéni a korokozokra (29. abra, A-D). A D. eres
izolatumok esetén gatldsi zona kialakulasat figyelhettiik meg (29. abra, A, B). A
Botryosphaeriaceae csalad vizsgalt két tagjanak novekedését kisebb mértékben gatolta
(13. tablazat)

A T. gamsii Biokontroll Indexe 100% volt minden esetben (29. abra, E-H; 13.
tablazat), mivel az antagonista ranétt a didpatogén gombdk telepeire. A pusztité hatas
jol tanulmanyozhatd volt mikroszkdpos megfigyeléssel, mely soran a TROS-as hifai

ratekeredtek a patogén izolatum fonalaira (30. abra).
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13. tablazat: A konfrontacios teszt eredményei alapjan kapott gatlasi indexek

(atlag=SE).
Gatlasi index (%)
Faj Izolatum
E. nigrum T. gamsii
Diaporthe eres J2034 53+2,9 100
Diaporthe eres J2028 52+1,5 100
Botryosphaeria dothidea  JT2015 49+1,8 100
Diplodia seriata DI1011 47+0,9 100

30. abra: T. gamsii hajszalszer(i fonalainak ratekeredése D. seriata
tenyészetének vasatagabb hifaira

Forras: Sajat felvetel

4.13. A torzsek mikroszatellitjeinek vizsgalata

Az amplifikacio soran alkalmazott primerek a legtobb esetben megfelel6 mennyiségii
fragmenseket eredményeztek, egyediil az (ACAC)s primer hasznédlata esetén nem
kaptunk tanulméanyozhaté allélprofilt a Botryosphaeria dothidea izolatumok
analizisekor, ahol harom fragmentumot eredményezett a futtatds, mely mind az 6t

izolatum esetén megtalalhato volt (31. abra).
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Ugyanezen fajt vizsgalva az M15-6s primerrel felszaporitott szakaszok bizonyultak a
legpolimorfabbnak 15 terméket képezve, melyek koziil négy termék nem jelent meg
minden Botryosphaeria izolatum esetében (31. abra/D). A (GGA); primer 12 db
terméekébdl (31. abra/B) valamint a (GTG)s 10 db fragmentumot kapott mintazatabol
(31. abra/C) is 1-1 termék nem jelent meg minden izolatumndl. A Diaporthe eres faj

esetében allt rendelkezésiinkre a legtobb, 6sszesen 25 db izoldtum (32, 33. abra).

31. abra: Botryosphaeria dothidea izolatumok mikroszatellitjei
Jelmagyarazat: A: (ACAC)s; B: (GGA)7; C: (GTG)s; D: M15 primereket

alkalmazva
Az egyes savok feletti szamok az izolatumok megnevezéseit jelolik.

1:J2015; 2: T2016; 3: JT2015; 4: JT2035; 5: J2026

Forrds: Sajat felvétel
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32. abra: Diaporthe eres fajba tartozé izolatumok allélprofiljai
Jelmagyarazat: A: (ACAC)s; B: (GGA)7; C: (GTG)s; D: M13 primerekkel
felszaporitva
6: JT2050; 7: J2012; 8: J2050; 9: J2023; 10: JT2024; 11: J2034-2; 12:. J2010;
13:J2008; 14: J2028; 15: J2037; 16: J3017; 17: J3001; 18: J3015; 19: J3024;
20: J3009

Forrds: Sajat felvétel

Ahogy a Botryosphaeria izolatumoknal is, ennél a nemzetségnél is az MI13
kezddszekvencidk alkalmazasaval jott 1étre a legtobb termék, azonban ebbe a fajba
tartozd gombak esetén a 20 termékbdl egy jelent meg mind a 25 izoldtum mintazataban
(32. abra/D, 33. abra/D). Egy-egy fragmentum jelent meg mindegyik izoldtum
mintazataban az (ACAC)s és (GTG)s primerek haszndlatakor is. Ezekben a reakciokban
13 allélt kiilonitettiink el mindkét esetben (32. abra/A, C; 33. abra/A, C). A (GGA);
primer alkalmazdsa soran harom allél volt megfigyelhet6 mind a 25 db D. eres

izolatumnal (32. abra/C, 33. abra/C).
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33. abra: D. eres izolatumok mikrosztallit primerekkel felszaporitott PCR
termékei
Jelmagyarazat: A: (ACAC)s; B: (GGA)7; C: (GTG)s; D: M13
21:J3031; 22:J3013; 23: J3024-1; 24: U1001; 25: U1003; 26: J1004; 27: J1005; 28:
U1006; 29:U1008; 30: T1010

Forras: Sajat felvétel

A Diplodia seriata izolatumok DNS fragmenseinek gélen futtatdsa latvanyos fajon
beliili eltéréseket tart fel (34. abra). Az (ACAC)s primer jelenlétében 0sszesen csupan
kilenc termékbdl allo profilt kaptunk, melyekbdl négy olyan allél volt, mely nem fordult
eld mindegyik mintaban (34. abra/A). A legtobb terméket, szemben a masik két
vizsgalt gombafajjal a (GGA); (34. abra/B) és (GTG)s (34. abra/C) inditoszekvenciak
alkalmazésa eredményezte, szamszerint 19-et, melybdl hét-hét allélndl taldltunk
kiilonbozdéségeket. Az MI13 primer esetén a 16 Iétrejott termékbdl nyolc termék

megjelenésében volt eltérés az izoldtumok kozott (34. abra/D).
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34. abra: Diplodia seriata izoldtumok mikroszatellit primerekkel
felszaporitott DNS termékeinek gélfotoja
Jelmagyarazat: A: (ACAC)s; B: (GGA)7; C: (GTG)s; D: M13
31: D1011; 32: D1012; 33: U1013; 34:U1014

Forras: Sajat felvetel

A PCR reakciok sordan 165 kiilonbozo allélt detektaltunk, melybdl 67 db mérete 850-
1500 bp volt, valamint ezekbdl 36 db termék az egyes fajok izoldtumainak
mindegyékénél megjelent. 49 db terméket 1500 bp folottinek értékeltiink, melybdl 17
db tekinthetd fajra jellemzOnek, 42 db-ot pedig 400-850 bp nagysaglinak azonositottunk
az elvalasztas soran kapott gélfotok és az alkalmazott 1étra alapjan. Ezek koziil 18 db
azonosithatd f6 terméknek. Ennél kisebb méretli terméket csak hét esetben kaptunk,
ahol 200-400 bp nagysagot mértiink, melynek nagy részét (6t db) kozos allélnak

azonositottunk.
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4.14. Mikroszatellitek alapjan készitett torzsfak és elemzésiik

Az UPGMA szoftverrel, matrixok alkalmazasaval 1étrehozott torzsfan a
Botryosphaeria dothidea izolatumokat mikroszatellitjeik alapjan két filogenetikai
csoportra lehetett osztani. Megfigyelhetd tovabba, hogy két izolatum (JT2035 és T2016)

azonos a mikroszatellit mintdzataik alapjan (35. abra).

J2026 § 5 @ 1. klad
JZ015 1 1. @
JT20354 4. @
T2016 2 lZ @ 2. klad
JTen1ss 3. @

35. abra: B. dothidea 1zolatumok filognetikai kapcsolatai mikroszatellitjeik alapjan
Jelmagyarazat: A pottyok szine az izolatum altal kolonizalt névényi szdvetet jeldli, ahol a

piros szin a termést jelenti.

T 1z 30,

&
J302426 19 .
E U011 24 @ 1. kiad
J202815 14, @
J2023 9 9. @
umopg 10 29. @
J1004 § 26. @ .
Jao1z 11 22 e
J2008 13 13. @
" J201012 12, @
Ja0241 12 23.
J3009 8 20. 3. klad
J203411 11 @
JT202410 10, @
J2050 8 B @
JTI050 6 6. @ 4 klad
J2012 7 7. @
J3015 5 18. 5 kiad
J3017 2 16. :
J203716 15 @ A
J3001 4 17. 7. klad
L1006 7 28. @ 8. klad
—‘_‘: U1003 4 25. @ :
J303 10 21 9.kiad
J1005 6 27. @ 10. klad

36. abra: D. eres izolatumok populadcidgenetikai elemzése céljabol,
UPGMA szoftverrel készitett dendrogram

Jelmagyarazat: A szines pottyok jelentései: zold: ag, sarga: riigy, piros: termés

A 25 db Diaporthe eres izolatum mikroszatellit mintazata alapjan 10 genetikai kladot
kiilonitettiink el (36. abra). Ennél a fajndl nem taldltunk olyan mikroszatellit

mintdzatokat, amelyek azonosak lennének tobb izolatum esetén.
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Megtigyelhetd, hogy a torzsfa kozépso részére (3-7. klad) termésekbdl és riigyekbol
izolalt torzsek kertiltek, ezek koziil a 4. genetikai csoportban csak terméseket kolonizald
gombakat talalhatunk. A torzsfa alsd csoportjai agakat €s riigyeket fert6zo torzseket
tartalmaznak. A mintazas helyszinei szerint nem tudtunk feltarni genetikai 0sszefiiggést
mikroszatellitek alapjan.

A Diplodia seriata torzseket két csoportra osztotta a szoftver a torzsfa készitésekor
(37. abra). A négy izolatum kozott teljes profil azonossagot nem fedeztiink fel. Az
egyik csoportban egyetlen izolatum talalhatd, mely Ujfehértordl szarmazik, valamint a
torzsfa szerint a két Ujfehértorol szarmazd D. seriata &ll a legtivolabb egymastol

genetikailag.

Uipi416 34,
Di011 13 31

U112 15 33.

2. kiad
37. abra: D. seriata izolatumok mikroszatellitek alapjan készitett, genetikai
hasonlosagait mutaté torzsfa

Jelmagyarazat: A zold pottyok az didfa agrol torténd izolalast mutatjak
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5. KOVETKEZTETESEK, JAVASLATOK

A kutatasunk soran célul tliztiik ki a di6 terméskarosodasaban szerepet jatszo fonalas
tanulmanyozasat. Ehhez sziikséges volt a diofdk kiillonb6zd részeirdl szarmazd
gombapopulaciok meghatarozasa, majd a potencidlisan betegséget kivaltdo fajok és
izolatumok tovabbi vizsgalata. Tanulméanyoztuk a homérséklet és kiilonb6zo kémiai
fungicidek Botryosphaeria dothidea ¢és Diaporthe eres fajokra gyakorolt hatasat,
valamint potencialis biokontroll 4dgensként az Epicoccum nigrum és a Trichoderma
gamsii ezen patogénekkel szembeni antagonisztikus képességét. A betegség terjedése és
a lehetséges fert6zési utvonalak feltdrasa érdekében patogenitasi teszteket végeztlink
éretlen didtermések, didfa agak ¢és almafa dgak inokuldldsaval. A kiilonb6zo
mintavételezési helyszinekrél és az eltéré6 novényi részekbdl szarmazd fajok

izolatumainak genetikai variabilitasat mikroszatellit markerekkel tanulméanyoztuk.

5.1. A diéfa againak, riigyeinek és terméseinek fonalas gomba populacidja a kora

nyari idészakban

A korabbi években tapasztalt jelentds terméskiesést elszenvedett iiltetvényekben az
elsé felmérés soran azt tapasztaltuk, hogy a diofak j6 altalanos allapota mellett barna
elvaltozdsokat mutatd fiatal dgak is jelen voltak a nyar eleji idészakban. Novényi
koérokoz6 Diaporthe és Diplodia nemzetségbe tartozd gombakat izolaltunk tiinetes
agakbol €és termésbdl, valamint tiinetmentes riigybdl. A 40 vizsgalt diofa tobb mint
egyharmada (35%) volt fertdzott ezen korokozok barmelyikével, melyeket fiatal
szovetekbdl izolaltunk. Ezek alapjdan e nemzetségek opportunista viselkedését
feltételezhetjiik, ennek kijelentéséhez azonban tovéabbi, ebbe az irdanyba kiterjesztett
vizsgalatokra van sziikség.

Egyes izolatumokat kivalasztottunk tovabbi genetikai azonositasra. Az ITS és fefl
markerszekvencidk alapjan arra kovetkeztettiink, hogy vizsgdlataink sordan az
¢északkelet-magyarorszagi diofakbol izolalt torzsek a Diplodia seriata és Diaporthe eres
fajokhoz tartoztak. Ezen fajok vilagszerte elterjedt korokozdok, melyek szamos fas szaru
gazdaszerveztet képesek kolonizalni, koztiik a diot is (Phillips et al., 2007; Gomes et al.,
2013; Abramczyk et al., 2018; Fan et al., 2018). Mindkét fajt izolaltdk mar kordbban
sz6l6bdl (Kovacs et al., 2014; 2017), azonban elsdként jelen tanulmanyban
azonositottuk molekularis markerek segitségével is hazai diofakrol. Diplodia seriata

okozta fert6zést tObb esetben észleltek héjas gylimolcsfak fas részein mediterran
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éghajlattal rendelkez6 teriileteken (Chen et al., 2014; Sohrabi et al., 2020), valamint az
utobbi években Kozép-Eurdpaban is (Eichmeier et al., 2020). Olaszorszagban a
Botryosphaeria dothidea okozott megbetegedéseket a dioiiltetvényekben (Gusella et al.,
2020).

A Diaporthe fajok is kolonizalhatjdk 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)
i1s. A D. eres faj stlyos terméskarosodast okozott mogyordiiltetvényekben (Battilani et
al., 2018; Eichmeier et al., 2020).

A didfa againak fertdzodése megtorténhet metszési sebeken keresztiil, melyek a diofa
esetén oktoberben ¢és februarban a miiveletet kovetden legalabb négy honapig
fogékonyak maradnak a fert6zéssel szemben (Michailides et al., 2012).

A megfeleld novényvédelmi stratégia kialakitdsa nehéz feladat a Botryoshpaeriaceae
csalad és a Diaporthe nemzetségek etiologidja miatt. A  piknidiumok, a
pszeudotéciumok és a spordk a héjasok barmely ndvényi részének szdveteiben képesek
attelelni, a f6ldon maradt novényi maradvanyokban is (Lopez-Moral et al., 2020). A
fakon a novekedés miatt 1étrejovO repedéseken at, vagy a metszés, kartevok és az
1ddjarasi viszonyok okozta sebeken keresztiil bejuthatnak a gombék a gazdaszervezetbe.
Az es6s iddjaras fokozza a gomba sporak fejlodését és terjedését, ami a fitopatogének
nagyaranyu elszaporodasat idézheti el6 (Moral et al., 2019; Lopez-Moral et al., 2020).
A magasabb hdmérséklet is eldsegiti a gombak fejlodeését és szaporodasat, igy a tiinetek

gyakran csak késo tavasszal jelentkeznek a fadkon (Moral et al., 2019).
5.2. Diotermések fonalas gombakozossége 2018-ban

2018 6szén 200 termést gytijtottiink be, melyek 68%-a fogyaszthatatlan allapota volt,
a tiineteket mutatd termések aranya pedig hasonld volta hdrom mintédzott helyszin
tekintetében. A termésekben szdmottevd volt az Alternaria spp., a Botryosphaeria spp.,
a Diaporthe spp., a Fusarium spp. és a Penicillium spp. aranya. Kalifornidban is
hasonld6 mikrobiomot tenyésztettek ki didobélbdl (Michailides et al.,, 2012). A
nemzetségek McKinney-indexe a Botryosphaeria (74%) ¢és Diaporthe (62%)
nemzetségek esetén volt a legmagasabb, mely szamszeriien utal a rothadt termések és a
két patogén nemzetség kozotti kapcsolatra. Az atlagos skalaértékek is ezen

nemzetségeknél voltak a legnagyobbak, mind Onmagukban vizsgdlva, mind az
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egylittesen torténd kitenyésztés soran. Tovabbi vizsgalatok javasoltak a két faj esetleges
szinergista kdlcsOnhatasanak jellemzésére.

Az ITS és tefl markerek szekvenciaelemzése soran a Botryosphaeria dothidea és
Diaporthe eres fajokba soroltuk az izoldtumainkat. Kinai didiiltetvényekben a B.
dothidea 20%-50%-os (Li et al., 2023), Kalifornidban pedig 50%-ot meghalado
termésveszteséget okozott a piszticia termesztéknek (Moral et al., 2019). Horvatorszag
¢északi részén rothado szelidgesztenye termésekbdl izolaltak e két fajt (Ivic—Novak,

2018).
5.3. A riigyek mikrobakozossége

A nyugalmi idészak végén monitorozott barkariigyek 44%-4aban megtaldlhato volt a
Diaporthe spp. patogén gombdk, a Botryosphaeria nemzetségbe tartozd korokozok
pedig négy riigybdl voltak kitenyészthetok. Tiz termésriigyet (cstcsriigy) is mintaztunk,
melyek 40-40%-aban jelen voltak a két nemzetségbe tartozé gombak. Ezek alapjan
elmondhatd, hogy a moddszer (BUDMON) alkalmazhaté a diéfa him- és ndivaru
viragkezdeményei fertdzottségének megallapitdsahoz. Ez az informdacié tampontot
gyujthat a szakembereknek a fenndlld novényvédelmi kockazatok becslésében, és a
sziikséges kezelések tipusanak €s idejének meghatarozasaban.

A barkariigyek patogén gombak altali kolonizaltsaga magaban rejti a beporzaskor
torténd fert6zOdést, a termésriigyek esetén pedig latensen beteg, tlinetes termések
létrejottét. Michailides és Morgan (2004) hasonlot tapasztalt a pisztacia Botryosphaeria
dothidea altal okozott betegségének tanulmanyozéasa sordn, melyet azzal magyaraztak,
hogy a termdtestek 4gakon torténd attelelése lehet az eredménye a riigyek
fertdzottségének, ugyanis a sporak a csapadékkal eljuthatnak az Ujonnan képzddd
novényi részekre. A fertdzott riigyek és a betakaritaskor tapasztalt elrothadt pisztacia
termések aranya linedrisan korrelalt egymassal. A két kutatd a Botryoshaperia mentes
iiltetvényekben is javasolja a modszer alkalmazasat. Ugyan a technika alkalmas lehet az
iiltetvények fertdzottségének becslésére, nem veszi figyelembe a rligyfakadéas utani

1ddjarasi viszonyokat (Morgan et al., 2009).
5.4. Latens fert6zottség meghatarozasa ONFIT technikaval

A z06ld didk janiusban végzett ONFIT vizsgélata soran a tlinetmentes terméseken
csekély mértéki telepképzést tapasztaltunk, és az izolalt mikroorganizmusok nem a

Botryosphaeria €s a Diaporthe nemzetségekbe tartoztak. A barna foltokkal és aprd
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pottyokkel rendelkezd termések esetében azonban szamottevd aranyban jelentek meg a
két nemzetségbe tartozé gombdk, ugyanis a tiinetes termések 49%-abdl sikeres volt a
potencialisan terméskarosodast okozo gombak valamelyikének kitenyésztése. A
Botryosphaeria nemzetségbe tartozd korokozokat 34 zold termés epikarpiuman
figyeltiink meg, a Diaporthe fajokra jellemz0 koloniak 50 mintan jelentek meg, mig 25
termésen mind a két nemzetség eléfordult.

A tiinetek tehat igen koran, a termésfejlodés alatt jelentkeztek. Latens megbetegedést
nem azonositottunk a kisérlet soran. Mivel a Botryosphaeria és a Diaporthe gombakkal
kapcsolatba hozhat6 tiinetek mar junius elején megfigyelhetdk, igy javasolt az ONFIT
korabbi idopontban torténd alkalmazasa, amikor még inaktiv formaban vannak jelen az
esetleges korokozok a termésben.

Az USA dél-nyugati részén és Eszakkelet-Mexikéban Gshonos nyugati diéburok-
fardlégy (Rhagoletis completa) a di6o egyik {6 kartevéje, amely nemcsak
Magyarorszagon, hanem Eur6pa-szerte is jelentds gazdasagi karokat okoz, ahol elészor
Svéjcban detektaltak (Duso, 1991; Verheggen et al., 2017). A zdld di6 kdrosodésat ez a
kartevd is kivalthatja, melyet Magyarorszdgon el6szor Kdszegen azonositottak (Voigt—
Toth, 2013). A R. completa tapndvényei koz¢ tartoznak kiilonféle Juglans fajok, melyek
burokjaba helyezik a ndstény legyek a petéiket. A larvak kikelése tobb mint két honapig
is eltarthat. A larvék a zold burok szdveteivel torténd taplalkozasat barna elszinezddés
jelzi (Guillén et al., 2011). A f6 problémat azonban az jelenti, hogy a kartevd altal
okozott mechanikai sériilésen keresztiil a korokozok konnyedén bejuthatnak akar a
bélallomanyba is (Duso—Lago, 2006). A bejutott kérokozok lesznek igy a jelentds
termésveszteségért felelések az altaluk kivaltott gylimolcsaszalodds és -rothadas
kovetkeztében. A kezeletlen gylimolcsosok  74-91%-an  bekovetkezhet a
terméskarosodas, a gazdasagi veszteség pedig elérheti az 50%-ot (Duso—Lago 2006;
Voigt-Toth, 2013).

A didburok-furolégy larvai elleni védekezés kihivas a szakemberek szadmara, ugyanis
nehézséget jelent rovardld szerekkel elérni dket a termés belsejében, valamint fontos az
1ddzités is, mivel a larvakat csak a puha burokba képes behelyezni a ndstény rovar, ami
a julius elejétdl szeptember kozepéig tartd iddszak (Nickel-Wong 1966). Tovabbi
problémat jelent a védekezésben a diofak nagy kiterjedésii lombkorondja, mely miatt a
permetezéses kijuttatds nem tekintethd praktikusnak, igy az utdbbi évtizedben egyre

tobb esetben alkalmaznak torzsinjektalast (Fettig et al., 2013; Kiss et al., 2021)
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5.5. Didtermések gombakozosségének vizsgalata érett terméseken 2019-ben

2019 6szén a megeldzd évi betakaritaskor mintazott terméseinek allapotdhoz képest
egészen mas eredményt kaptunk, ugyanis a fogyaszthatatlan termések aranya, a mindkét
évben mintazott teriileteket figyelembe véve (Tarpa, Jankmayjtis) 33% volt, mig az el6zd
évben 61% volt. A kiilonbség megmutatkozott a kitenyésztett nemzetségek tekintetében
is. A vizsgalt Botryosphaeria és Diaporthe didpatogén nemzetségek jelenléte 6%, mig
2018-ban 64% volt. 2019-ben a termések fogyaszthatatlannid valasaért els@sorban a
Pencillium fajok voltak a felelések, amelyek legnagyobb mennyiségben voltak
kitenyészhetok Il-es és Ill-as osztalyba sorolt, azaz részben aszalddott vagy sulyosan
rothadt diokbol, de gyakran voltak jelen I-es osztdlyba regisztralt termésekben is,
melynek koszonhetéen 46% volt a nemzetség McKinney-indexe. A 2018-as évhez
hasonloan a Botryosphaeria és a Diaporthe nemzetségek Imc értéke volt a legmagasabb
(67-67%).

A jankmajtisi didliltetvényben 2019-ben kiterjesztett novényvédelmi kezelést
alkalmaztak, mely hatékonynak bizonyult a betegség megfékezésében, ugyanis a
fogyaszthatatlan termések ardnya 77%-r61 33%-ra csokkent, a didpatogén
Botryosphaeria ¢és Diaporthe nemzetségek pedig a termések 6%-abol voltak
kitenyészhetok, mig az el6z6 évben ez az érték 77% volt.

Az altalunk részletesen vizsgalt Botryosphaeria és Diaporthe nemzetségbe tartozo
gombak jelenléte minimalizalodott a 2019-es évben, azonban az ehetetlen termések
aranya nem kovette teljes mértékben ezt a trendet, ami a Penicillium fajok nagymértékii
jelenlétével hozhatd kapcsolatba. A nemzetség didoban vald nagyaranyud jelenléte miatt
fontos megemliteni az altaluk potencidlisan termelt mikotoxinok egészségiigyi
veszélyeit (Fung—Clark, 2004). A mi vizsgalataink sordn is beazonositott Penicillium
crustosum Uj-Zélandon mikotoxikozist okozott egy kutyanal, aki fertézott, 6t honapja
foldon hever6 diot fogyasztott el (Eriksen et al., 2010). Igy mindenképpen sziikséges a
nemzetségbe tartozo izolatumok mikotoxin termelésének tovabbi vizsgalata, példaul
folyadékkromatografia-tomegspektrometrias modszerrel (Rundberget—Wilkins, 2002).

A Penicillium és Cladosporium nemzetségbe sorolt izolatumok ITS alapjan torténd
faj szinti azonositasanak eredményei alapjdn mas markerszekvencidk tanulmanyozasa

1s szlikséges a pontosabb besorolashoz.
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5.6. Homérséklet hatasa Botryosphaeria és Diaporthe izolatumok novekedésére

A rligyek vizsgalata soran felmeriilt a kérdés, hogy a barkariigyekbdl kitenyésztett
Botryosphaeria spp. kisebb ardnya vajon a tavaszi iddjarasi viszonyok és az eltérd
¢letciklus eredménye-e. Ennek megvalaszolasara két Botryosphaeria dothidea és négy
Diaporthe eres izolatumot inkubaltunk 15, 20, 25, 30 és 35 °C-on. A feltevésiink
részben beigazolodott, mivel a két B. dothidea izoldtum bar nem szignifikansan, de a D.
eres tenyészetekhez képest lassabb telepképzést produkalt 20 °C alatt, ahogyan azt
Sanchez et al. (2003) is tapasztaltak. Ezen kiviil a B. dothidea hétiirése is egyezett az
altalunk tapasztaltakkal, mely szintén fontos adat a kdrokoz6 igényeinek ismeretéhez. A
Botryosphaeria izolatumok altagos napi novekedése jelentdsen alulmaradt a Sadnchez et
al. (2003) altal k6z61t adatokhoz viszonyitva, ahol optimalis hdmérsékleten a 25 mm-t is
meghaladta ez az érték. A mi vizsgélataink soran a leggyorsabb napi telepképzés 15 mm
volt, 30 °C-os inkubacié mellett.

A D. eres izolatumokat a 35 °C-os inkubaciés homérséklet gatolta a ndvekedésben,
de a vegetativ tulélés valoszinlisithetdé Abramczyk et al., (2020) kutatasi eredményei
alapjan, mely soran a 35 °C-os (valamint -20 °C-os ¢és 0 °C-os) inkubdcios
koriilményeket 25 °C-ra moddositva telepképzést tapasztaltak. Az emelkedd
hémérseklettel szembeni érzékenység eltérd volt a D. eres torzseknél, ami hozzajarulhat
a tlnetek sulyosbodasdhoz, mivel a gazdandvény igy szélesebb hdmérsékleti
tartomanyban van kitéve optimalis koriilmények mellett szaporod6d és kolonizalo
korokozoknak. A fas szaru ndvényeket karositd Botryosphaeriaceae €s Diaporthe spp.
(Michailides—Hasey, 2010; Agusti-Brisach et al., 2019). Osszességében elmondhato,
hogy a vizsgalt Diaporthe eres €s Botryosphaeria dothidea izolatumok optimalis
novekedési koriilményei megegyeznek a did termésfejlodése idején megszokott 20-35

°C-os homérséklettel.
5.7. Patogenitasi teszt éretlen didtermésen

A z06ld termések augusztusban torténd agbol, riigybdl és termésbdl szarmazo
Diaporthe eres és Diplodia seriata gombakkal torténd in vitro megfertdzése soran a
termések 81%-anal elrothadt a z6ld burok hdrom hét utan. A D. eres izolatumok
McKinney-indexe magasabb volt a D. seriata izolatumokhoz képest a z6ld burokra és a
bélalloméanyra vonatkozoan is. A bélallomanyokon a 89%-os tiinetmegjelenés ¢és a

belekbdl torténd sikeres korokozd visszaizolalds arra enged kovetkeztetni, hogy az
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inokulum bejutott a belsé szdvetekbe a kemény maghéjon at. Ez az informacié azért
fontos, mert ennek alapjan lehetséges a termések késoi fertézddése és karosodasa. Mivel
a bélallomanyokban a kezdeti elvaltozasok mar harom hét inkubacié utan megjelentek,
a korokozok gondot okozhatnak szeptemberig, hiszen ha ekkor torténik a kolonizacio,
annak hatdsa mar megmutatkozik a lesziiretelt termésen.

Loépez-Moral és munkatarsai (2020) az altalunk megfertézott termésekhez képest
¢retlenebb fazisban, a kemény héj kifejlodése eldtt végeztek in vitro mesterséges
fert6zést szamos gombafajt bevonva a tesztelésbe, mely soran egészen eltérd eredményt
kaptak. Ebben a vizsgalatban a zdld burkon jelentdsen kisebb mértéki tiinetet valtottak
ki a Diplodia seriata és a Diaporthe spp. izolatumok. A fejlédésben 1€vo bélallomanyok
kozépsd részében barnulds volt megfigyelhetd. A Botryosphaeria dothidea ennél
stlyosabb elvaltozasokat okozott, a termések 70%-an 1éziok keletkeztek, mig ez az

érték a D. seriata és a Diaporthe torzsek esetén 30-40% volt.
5.8. Didofa agak patogenitasi tesztje tiinetes diotermésekbdl izolalt korokozokkal

A rothadt termésekbdl izolalt Botryosphaeria dothidea és Diaporthe eres torzsek
diofa 4dgakra torténd inokulaldsanak eredménye bizonyitotta a patogenitasukat. A 1éziok
kiterjedése alapjan valtozo virulenciaval rendelkeznek, fajon beliil is, ugyanis a
legkisebb (32 mm, J2012) és a legnagyobb (170 mm, JT2024 és JT2050) atlagos
l1ézidnagysagot is a D. eres esetén detektaltunk. Vizsgéalatunkban a D. eres okozta a
legnagyobb elvéltozasokat. A B. dothidea altal okozott legnagyobb atlagos 1ézidnagysag
99 mm volt, igy ezen faj fertdzdképessége a dio fas szoveteit tekintve kdzepesnek
mondhat6. Ezek az eredmények eltérnek a szakirodalomban leirtaktol, de mas
kutatdsokban is kimutattak ezen nemzetségek diofat fert6zo tulajdonsagat.

Lopez-Moral et al. (2020) spanyolorszagi didiiltetvényeket vizsgaltak, mely keretein
belil az in vitro mesterséges fertdzések sordn a B. dothidea (130 mm) fajt
virulensebbnek tapasztaltak a Diaporthe torzsekhez 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). Torok kutatok a B. dothidea vizsgalata
esetén négy hét inkubaciot kovetden kisebb 1ézidonagysagot mértek (26 mm), habar két
éves volt a gazdanovény (Yildiz et al., 2022). A D. eres virulencidja az adgakban és
sz¢éles homérséklet-tartomanyon torténd jelentds telepképzése hozzajarulhat a riigyek és
termések fertézodéséhez akar a ndvény belsdé szovetein keresztiil, akar a kiilsé kérgen

képz6do sporak terjedésével.
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5.9. Almafa againak inokulalasa tiinetes diofa szovetekbdl izolalt korokozokkal

A klimavaltozas hatdsara a fitopatogén gombdk szadmara kedvezd kornyezeti
feltételek kovetkeztében U gazdaszervezet-korokozd kapcsolatok jelenhetnek meg.
Tanulményoztuk a Botryosphaeria dothidea, Diaporthe eres és Diplodia seriata diobol
szarmazo fajok virulencidjat, amelyeket foként melegebb éghajlati orszagokban
izolaltak almafa fas szdveteibdl (Shay—Sitterly, 1954; Sutton, 1991; Smit et al., 1996;
Cloete et al., 2011; Abdollahzadeh, 2015; Sessa et al., 2017). A mesterséges fert6zést
kovetden a patogén izolatumok nemcsak kolonizaltak az almafa 4gak szoveteit, hanem
elvaltozasokat is okoztak. A két Botryosphaeriaceae csaladba tartozo izolatum hasonld
tiineteket okozott, ezeknél enyhébb elvaltozasokat valtott ki a D. eres.

A patogenitasi teszt eredménye alapjan tehdt a vizsgélt diobdl szarmazo fajok
hazankban 1 potencidlis gazdaszervezet-korokozo kolcsonhatasnak tekinthetdk,
amelyek késobb pusztitdo betegségekhez vezethetnek, mely aldtdmasztja a szomszédos
novénykulturdk tlineteinek monitorozasanak fontossagat az esetleges keresztfert6zések
miatt.

A B. dothidea az almatermés karositdsaval jard fehér rothadas nevii betegség
korokozdja, mely az alma pre- €s posztharveszt rothadasat okozza. Eurépadban nem
elterjedt ez a betegség, de detektaltdk mar Szerbidban (Vasi¢ et al., 2013), valamint mult
évben ugyanitt hasonlo tiineteket okozott a B. dothidea és a D. eres egyiittes fert6zése
(Vuckovié et al., 2022). Urbez-Torres és munkatirsai 2016-ban kozoltek egy
tanulmanyt, melyben tobb, az almafa cstcsszaradasanak kivaltdsdban szerepet jatszo
Diplodia faj virulencidjat vizsgaltdk. A patogenitdsi teszt sordn két éves ’Ambrosia’
fakat fertdztek a patogénekkel in vivo, mely eredményét hat honappal késdbb értékelték
ki. A D. seriata atlagosan 28 mm hosszu elvaltozast okozott az agakon ez id§ alatt,
mely kismértékiinek tekinthetd a mi eredménylinkhoz képest (négy hét utan 93 mm). A
kapott értekek kiilonbozOsége mas kisérleti koriilményekbdl €s a gazdandvények eltérd
korabol és fajtdjabol is fakadhat. Az altalunk in vitro megfertdzott agak 10 év feletti
’Gala’ fakrol szarmaztak, de mindenképp felhivja a figyelmet a fiatalabb egyedek
betegséggel szembeni esetleges fogékonysagara. Ezen kiviill a D. seriata az utobbi
évtizedben is szamos almaiiltetvényben okozott gyiimolcskarosodast is (Hanifeh et al.,
2014; Cécerez et a., 2016; Kim et al., 2016; Crespo et al., 2018).

A D. eres fajt a kdzelmultban izolaltdk Kanada dél-keleti részén stlyos nekrotikus

tiinetekkel rendelkezd fiatal almafédk fas szoveteibdl. Az in vivo patogenitési teszt soran
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a gombafaj bejutott a belsé szdovetekbe, és négy hét utdn agelhalashoz vezetett a
megfertdzott egy éves alanyokon (Ali et al., 2020), tehat a mi kisérletiink soran
tapasztalt atlagos 40 mme-es 1ézidhoz képest komolyabb tiineteket valtott Kki.
Kovetkezésképpen a tiinetek kialakuldsaban kulcsfontossagl szerepet jatszhat a névény

kora.
5.10. Fungicidek hatasa a dio terméskarosodasat okozé gombakra

A di6 termésrothadasat eldidézd korokozok elleni védekezés elkeriilhetetlen része a
kémiai novényvédo szerek alkalmazasa, igy célul tiiztiik ki az alkalmazhat6 fungicidek,
tovabba a gombdk ezekkel szembeni érzékenységének meghatarozasat. A
legalacsonyabb {izemi koncentracioval mérgezett agaros teszt soran alkalmazott négy
készitmény koziil harom szinte teljes mértékben gatolta a Botryosphaeria dothidea és a
Diaporthe eres izolatumok novekedését (ciprodinil 37,5% + fludioxonil 25%, fluopiram
17,7% + tebukonazol 17,7%, tebukonazol 25%).

A hatékony szerek koziil a tebukonazol hatéanyagu készitményt vizsgaltuk tovabb az
izolatumok érzékenységének, az EC50 értékeknek a meghatdrozasara. A kapott EC50
értekek (0,11-0,29 mg/l) az engedélyokiratban szerepld értéknél (46,88 mg/l) jelentdsen
alacsonyabbak voltak. A D. eres izolatumokra vonatkozo EC50 értékekhez (0,11-0,24
mg/l) hasonld, 0,12 mg/l (Tao et al., 2020), egyéb tanulmanyozott Diaporthe fajok
esetében <0,001 — 1,18 mg/l értékeket kaptak a kutatok a tebukonazol hatéanyagra
(Gonzalo et al., 2017; Akgiil-Nawaz Awan, 2022). A B. dothidea esetében szadmitott
EC50 értek (0,29 mg/l) is kozel allt mas kutatasok keretein beliil meghatarozott
értekekhez (0,011-1,925 mg/l) (Fan et al., 2022).

A kutatasunkba bevont ndvényvédo szerek alkalmazasa segitheti a B. dothidea és D.
eres korokozok elleni eredményes védekezést, és az altaluk okozott termésrothadas
mértékének csokkentését. Azonban a gatld hatas eltérd lehet a kornyezeti koriilmények
fliggvényében, igy tovabbi laboratoriumi €s szabadfoldi vizsgalatok sziikségesek a

hatékony gyakorlati kezelés kidolgozasahoz.
4.12. Az Epicoccum nigrum és a Trichoderma gamsii antagonistak vizsgalata

Az integralt novényvédelem gyakorlata sordn amennyiben sziikséges, alacsonyabb
kockézati besorolasu szintetikus novényveédd szereket javasolt alkalmazni a célzott
védekezéshez, megfelel6 mennyiségben ¢€s idoben. Megoldast jelenthet a biokontroll

szerek alkalmazasa, valamint a szigorti ndvényvédd szer szabdlyozasok bevezetése és
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betartatasa (FAO, 2011). Ezen szerek kijutatott mennyisége csokkenthetd, vagy magas
hatékonysag esetén ki is valthato a biologiai megoldasok alkalmazéasaval.

A kutatdsunk soran egy dioriigybdl izolalt Epicoccum nigrum, valamint Kovacs és
munkatarsai (2021) altal szO6lobdl izolalt TRO8-as Trichoderma gamsii antagonista
képességét didpatogén Botryosphaeria dothidea, Diaporthe eres €és Diplodia seriata
izolatumokkal szemben konfrontacids tesztben vizsgéltuk. 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, csak a telepek szélei érintkeztek a B. dothidea és a D. seriata torzzsel
torténd konfrontacid esetén is. A két D. eres izolatummal szemben torténd bealltas
soran gatlasi zona jelent meg. A biokontroll hatds mértéke tehat nem megfeleld az E.
nigrum hatékony alkalmazasahoz az in vivo koriilmények kozott a tanulményba bevont
didpatogénekkel szemben.

Silva-Valderrama et al. (2021) vizsgalataiban a B. dothidea fajhoz hasonléan a
Botryosphaeriaceae csaldd tagjai kozé tartozd D. seriata és Neofusicoccum parvum
fajok micélidlis novekedésére nem volt hatdssal az E. nigrum. Més tanulmanyban
Phomopsis spp. vizsgaltak, melyek a Diaporthe nemzetség anamorf alakjai. Ezekben a
kisérletekben az Epicoccum purpurascens fajt alkalmaztak antagonistaként, ¢&s
jelentdsebb gatlohatast figyeltek meg a mi eredményeinkhez képest (Machowicz-
Stefaniak, 2009).

A T. gamsii hatékonyabb potencidlis biokontroll szervezetnek bizonyult a vizsgalat
soran, ugyanis 100% volt minden esetben a BCI-értéke. Az antagonista randtt a
didpatogén gombak telepeire, megéllitva a novekedésiiket. A 7. gamsii hiperparazita
hatdsat mikroszkoppal tanulmanyoztuk, mely soran a TRO08-as hifdinak a patogén
izolatum fonalaira torténd ratekeredését figyeltilk meg. A teszt alapjan megallapithatjuk,
hogy a vizsgalt T. gamsii torzs in vitro koriilmények kozott alkalmas a didpatogén B.
dothidea, D. eres ¢és D. seriata fajok megfékezésére, azonban elengedhetetlen a

biokontroll tesztelésének szabadfoldi beallitasa.
5.11. A torzsek mikroszatellitjeinek vizsgalata

A diobdl kitenyésztett gombak koziil a Botryosphaeria dothidea, a Diaporthe eres €s
a Diplodia seriata korokozé fajok genetikai polimorfizmusat is tanulméanyoztuk. T6bb
mikroszatellit primert alkalmazva sikeresen elkiilonitettiikk 6ket, valamint fajon beliili

eltéréseket is detektaltunk a felszaporitott 165 mikroszatellit sév eltérd mintdzata
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segitségével. Koziilik 33 db a B. dothidea, 6 db a D. eres és 37 db kizardlag a D.
seriata fajoknal fordult el6. Az MI13 primer eredményezte a legtobb (51 db)
fragmentumot, ezt kdvette a (GGA)7 (47 db), (GTG)s (42 db), majd az (ACAC)s primer,
mellyel 25 terméket kaptunk az amplifikaciot kovetden. A fragmentumok nagy része a
850-1500 bp hosszusagu volt.

A kapott allélprofilok alapjan késziilt filogenetikai fadk elemzése szerint a
didtermésbol, rigybdl és agbol kitenyésztett, a vizsgalatba bevont 25 db D. eres
izolatumokat tekintve bizonyos genotipusok csak a ndvény egyes részein voltak
megtalalhatok, ugyanis az egyik (4.) klad csak termésbdl kitenyésztett izolatumokat
tartalmazott. A 2. klaszterben talalhato, genetikailag hasonlé torzsek kiillonb6z6é névényi
részekrdl szarmaztak, mely koziil egy 4gbol és két termésbdl izolalt térzset ugyanabban
az évben ¢s liltetvényben gyljtottiink be. Ez jelezheti, hogy a fertdzés az agak feldl is
kiindulhatott az iiltetvényben.

A f0ldrajzi hely és a kolonizalt novényi szovetek kozott nem figyeltiink meg
Osszefliggést. A nagyon hasonld genetikai profillal rendelkezé termésrdl és riigyrol
izolalt torzsek megerdsitik azt a hipotézist, hogy a barkariigyekrdl szdrmazo koérokozo
kolonizalhatja a termdviragokat és a termést, messzemend kovetkeztetést azonban
tovabbi vizsgalatokat kovetden vonhatunk le.

A B. dothidea izolatumok kozott eléfordult allélprofil azonossag alapjan ezen fajba
tartozo torzsek kozelebb alltak egymashoz, mint a D. eres tagjai. A négy vizsgalt D.
seriata 1zolatum koziil egy kiilon kladba kertilt.

Osszességében a mintavétel ala vetett iiltetvények patogén gombainak genetikai
variabilitdsa nagymértékii volt, alacsony genetikai tavolsagok mellett.

Ma ¢és Michailides (2002) a B. dothidea fajba tartozo, 86 db, pisztaciabol és diobol
szarmazd izolatum genetikai variabilitdsat vizsgaltdk tobbek kozott M13 primerrel,
amely 12 polimorfikus fragmentumot eredményezett, igen alacsony valtozékonysaggal.
Az altalunk kivitelezett PCR tobb terméket, 15 db-ot adott 6t izolatumot bevonva a
vizsgélatba, a legtobbet az Osszes vizsgalt primer koziil. Az altalunk vizsgalt B.
dothidea izolatumok genetikai variabilitdsa alacsonyabb szintli volt a madsik két
tanulmanyozott fajhoz képest, ahogyan azt Ma és Michailides (2002) is tapasztaltak, és
a korokozd 10) megjelenésével magyaraztak. A B. dothidea alacsony genetikai
diverzitasasa abbol kifolydlag is lehetséges, hogy a monokultirdbol szadrmazéd

crer

Zhu et al., 2000).
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Diogo et al. (2010) az altalunk is alkalmazott inditoszekvencidkat alkalmazta az M 13
kivételével mandulabol kitenyésztett Diaporthe izolatumok vizsgalatara, mely
eredményeként genetikai eltérésekben gazdag klasztereket hoztak létre, és kiilonbozo
fajokat is azonositottak.

Mind a Diplodia nemzetség, mind a Botryospheariaceae csaladon beliil vita
targyat képezi a fajok pontos elkiilonitése. A D. eres és a B. dothidea esetében is egyes
szerzOk a genetikai variabilitas ellenére egy fajnak tekinetenek masok atal kiilon fajba
sorolt torzseket. Eredményeink alapjan nem indokolt a D. eres és a B. dothidea
fajcsoport tovabbi fajokra bontasa, hiszen diorol egyazon évben mi is izolaltunk hasonlo
morfoldgiai megjelenésii, és tiineteket kivaltd, egymastdl a vizsgalt genetikai marker

szekvenciak alapjan kismértékben kiilonbozo torzseket.
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. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

. A hazai dioiiltetvényekben jelen vannak a Diplodia seriata, Diaporthe eres ¢és
Botryosphaeria dothidea fajok, melyek jelen tanulményban keriiltek izolalasra és
azonositasra ITS és tef]/ molekularis markerszekvenciak segitségével, koziilikk a B.
dothidea ¢és a D. eres elsOként kerlilt kitenyésztésre Magyarorszagon korokozoként

didtermésekben.

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

karosodast onmagukban, valamint egylittesen torténd jelenlétiik esetében.

. A Dbarkariigyekben ¢és termésriigyekben jelen vannak a késobb terméskarositd
Diaporthe és Botryosphaeria fajok. Az éretlen, tiinetmentes termésekben nincsenek
jelen a gombak (nincs latens fert6zés), azonban a tiineteket mutatdé mintak 49%-aban
jelen voltak Botryosphaeria és Diaporthe fajok. Tehat a két nemzetségbe tatozo

gombak altal okozott tiinetek méar 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) micélidlis novekedéssel
jellemezhetdk. A D. eres fajba tartozod izoldtumok hdémérséklettel szembeni
érzékenysége eltérd volt, ami hozzdjarulhat a betegség sulyossagahoz, mivel a
novény igy szélesebb hdmérsékleti tartomanyban van kitéve optimalis koriilmények

mellett szaporodd €s kolonizald D. eres korokozdknak.

. A tlnetes termésekbdl szarmazod B. dothidea és D. eres a did fas szOveteiben is

tiineteket okoznak. A D. eres sulyosabb tiineteket okozott (170 mm atlagos 1¢zid

hossz), mint B. dothidea (99 mm atlagos 1€zi6 hossz).
. A D. eres és D. seriata kivélthatja a termések késdi fert6zddését ¢€s karosodasat,

melyek a fert6zott agbol, riigybdl és termésbdl sebzéseken keresztiil bejutva a zold

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

kolonizalni és elvaltozasokat okozni az alma fas szdveteiben.

8. A T. gamsii TRO8-as torzse hatékony antagonistdja (100%-os Biokontroll Index) a

didpatogén B. dothidea, D. eres és D. seriata torzseknek.
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. GYAKORLATBAN ALKALMAZHATO EREDMENYEK

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

betakaritott didban.

A termés karosodasat okozd gombak (Diaporthe és Botryosphaeria fajok) mar a
fertozott riigyekbdl is elindithatjadk a fertdzést. Ezért javasolt a riigyfertdzottség
felmérésére a BUDMON alkalmazéasa a jelen 1évé korokozd gombak korai

azonositasdhoz és a ndvényvédelmi kockazatok becsléséhez.
. A Botryosphaeria és Diaporthe fajok mar az éretlen termésekbdl is kimutathatok. Az
éretlen termések ONFIT vizsgalataval felmérhetd az iiltetvény termésfejlodés alatti

gombas fertdzottsége.

. A Pencillium fajok altali fert6zottség jelentds a magyarorszagi iiltetvényekben,

tinetmentes termések esetén is.

. Az endofita Trichoderma torzsek (pl. T. gamsii TR08-as) alkalmazéasa javasolt a

didpatogén B. dothidea, D. eres és D. seriata elleni védekezésben.
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8. OSSZEFOGLALAS

Hazéank legkedveltebb és legnagyobb teriileten termesztett héjas termésii faja a diofa.
Az éarugyiimodlesdsok teriilete évrdl-évre nd, a did exportja jelentds, a betakaritott
mennyiség mégis csokkend tendenciat mutat (FAOSTAT, 2021). Ennek oka lehet, hogy
a magyar gazdalkodoknak uj kartevokkel és korokozokkal, és eddig nem tapasztalt
mindségi és mértéki tiinetekkel kellett szembeszallniuk az elmult 10 évben, kiilondsen
a didtermést tekintve (Voigt—To6th, 2013; Kovacs et al.,, 2018). A didéfa gombas
megbetegedése egy komplex kor, mely a Diaporthe nemzetséghez kothetd, termést és
kérget érintd megjelenését mar 20 éve is tapasztaltdk Magyarorszagon (Kadlicsko et al.,
2003). Az utobbi évtizedben a probléma vilagszerte sulyossa valt, jelentds terméskiesést
okozva hé¢jas iiltetvényekben (Chen et al., 2014; Meng et al., 2018; Moral et al., 2019).

A kutatas elsddleges célja a diofa kiillonbozé részeiben jelen 1évé gombak
kitenyésztése ¢és a korokozok azonositdsa morfologiai és molekularis marker
szekvencidk segitségével. Elsoként tiinetes €s tiinetmentes agak, éretlen termések és
rigyek kora nydri vizsgéalatat végeztik el. A mintdk feldolgozésa soran hét-hét
tenyészetet Diaporthe és Diplodia nemzetségbe soroltunk. A mintdk 25%-dban,
valamint a mintazott fak 35%-dban megtaladlhatdo volt valamely altalunk vizsgalt
patogén gomba, melyeket dontden tiinetes ndvényi szovetekbdl izoldltunk. Latens
fertdzés tehat nem volt jellemzd a vizsgalt ndvényi szovetekben ebben az idszakban.
Az ITS ¢s tefl markerszekvencidk alapjan a di6fakbol izolalt torzsek a Diplodia seriata
és Diaporthe eres fajokhoz tartoztak, melyeket elséként izolaltuk €s azonositottuk
molekularis markerek segitségével is hazai diofakrol. Az agkarosodast okoz6d gombak
konnyedén fertdznek metszési sebeken, kocsanyon vagy atkak okozta sériiléseken
keresztiil, igy mar ebben az iddszakban javasolt az iiltetvények monitorozasa, hiszen
ezek inokulum forrasként szolgalhatnak késdbb a termések kolonizacidjakor (Moral et
al., 2019).

Kovetkezd 1épésként a betakaritds sordn érett, latszolag ép és tiinetesnek vélt, héjara
raszaradt fekete burokkal rendelkezd terméseket gyUjtottiink harom iiltetvénybdl
(Hajdtdorog, Tarpa, Jankmajtis). A bélallomanyok csaknem haromnegyedét (67,5%)
fogyasztatlannak mindsitettiikk, melynek 19,5%-a teljesen rothadt allapotd volt. A
termésekbdl Alternaria (31%), Diaporthe (26%), Penicillium (22%), Botryosphaeria
(13%) ¢és Fusarium (9%) nemzetségbe tartozd gombdékat tenyésztettiink ki. Szamos

minta esetében egy mintabdl tobb nemzetségbe sorolhaté gombat tudtunk azonositani.
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A nyari eleji felméréssel ellentétben Diplodia nemzetséget nem tenyésztettiink ki, a
Botryosphaeria spp. megjelenését azonban ebben a vizsgalatban tapasztaltuk elészor. A
molekularis biologiai vizsgalatok alapjan Botryosphaeria dothidea fajként azonositottuk
a nemzetségbe tartozd izoldtumokat. Tudomasunk szerint els6ként azonositottuk
genetikai modszerrel ezen a gazdandvényen Magyarorszagon. A Diaporthe
nemzetségbe tartozé tenyészeteket a Diaprothe eres fajba soroltuk.

A didk allapota és a beldliik kitenyésztett izolatumok kapcsolatdit McKinney-index
értékekkel jellemeztiik, mely képet adott a sulyos tiineteket kivaltdé korokozokrol. Ez az
érték a Botryosphaeria (74%) és a Diaporthe (62%) fajok esetén volt a legmagasabb,
tehat e két gombacsoport jatszik a legnagyobb szerepet a tiinetek kialakuldsaban. Az
didtermésekhez tartoz6 atlagos skalaértékek is ezen fajok Onmagukban, valamint
egylittesen torténd kitenyésztése esetén voltak a legnagyobbak.

Kovetkez6é évben tél végén, a nyugalmi id6szak bezartaval az eldz6 évben
legstulyosabb terméskarosodast elszenvedett iiltetvényben (Jankmajtis) monitorozott
barkarligyek 44%-4aban megtalalhatd volt a Diaporthe spp. patogén gomba, melyek a
DNS-alapu vizsgalatok alapjan D. eres fajba voltak sorolhatok. A Botryosphaeria
nemzetségbe tartozd korokozokat csupan négy barkariigybdl izolaltunk. A begylijtott
termésriigyek 40-40%-aban mindkét gombacsoport jelen volt.

Ezek alapjan elmondhatd, hogy a modszer (BUDMON) alkalmazhat6é a hazankban
jelen 1évd gombdés didbetegség korai monitorozasahoz és a ndvényvédelmi kockazatok
becsléséhez a him- és ndivart riigyek fertézottségének megallapitasaval. Ugyanezen
iltetvénybdl szdrmaz6, valamint a tarpai €s a kutatasba Gjonnan bevont alsdszentivani
arugylimolcsosokbol gylijtott éretlen termések ONFIT vizsgdlata sordn arra az
eredményre jutottunk, hogy latens fert6zés nincs jelen a didtermésekben junius elején,
azonban a tiinetes mintak 49%-dban jelen volt a Botryosphaeria és Diaporthe
nemzetségbe sorolhaté gombak, tehat mar a termésfejlodés kozepén kialakulhatnak a
két nemzetség tagjai altal okozott tiinetek a dioburok-furolégy esetleges kartétele eldtt.
A BUDMON ¢és ONFIT alkalmazhatosagat jelen tanulmanyban teszteltiik el6szor
hazankban a diét veszélyeztetd betegségkomplex vizsgalatara.

Eredményeink hatdsara nem kisérleti koriilmények kozott a  jankmajtisi
didiiltetvényben 2019-ben kiterjesztett novényvédelmi kezelést alkalmaztak, mely
hatékonynak bizonyult a betegség megfékezésében. A tebukanozol tartalma szer
korabban, a tavasz masodik felében, és ismétlésben torténd alkalmazasa hozzéajarulhat a

di6 gombas betegségkomplexének kontrolldlasahoz. A fogyaszthatatlan termések
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aranya 77%-r6l 33%-ra csokkent. A diodpatogén Botryosphaeria ¢és Diaporthe
nemzetségek a termések 6%-abol volt kitenyészthetd. Azonban a fogyasztasra
alkalmatlan termések aranya nem kovette teljes mértékben ezt a trendet, ami a
Penicillium spp. nagyaranya jelenlétével hozhaté kapcsolatba ¢€s tovabbi
¢lelmiszerbiztonsagi kockazatokat rejthet magaban.

Az optimalis novekedési hdmérséklet megallapitasakor a tesztelt két B. dothidea
vizsgalatakor bebizonyosodott a hotlrésiik, valamint 30 °C-on produkalt 15 mm-es napi
novekmény szintén alatdmasztja a faj melegkedveld voltat. A D. eres fajba tartozo
izolatumok nem bizonyultak hotlironek, azonban az emelked6 homérséklettel szembeni
érzékenységiik eltérd volt, ami hozzajarulhat a betegség sulyossagahoz, mivel a novény
igy szélesebb homérsékleti tartomanyban van kitéve optimalis koriilmények mellett
szaporodo és kolonizald D. eres korokozoknak.

A z0ld didk agbdl, riigybdl €s termésbol szdrmazd D. eres €s D. seriata gombakkal
torténd in vitro fertézése soran a termések 81%-anal elrothadt a z6ld burok harom hét
utan. A D. eres izoldtumok sulyosabb tiineteket valtottak ki a D. seriata izolatumokhoz
képest. A bélallomanyokon detektalt 89%-os tiinetmegjelenés és a sikeres korokozo
visszaizolalas alapjan az inokulum bejutott a bels6 szovetekbe is, tehat fennallhat a
termeések késdi fertdzddése €s karosodasa, a korokozok megjelenése pedig szeptemberig
gondot okozhat.

A tlinetes termésekbdl izolalt B. dothidea és D. eres torzsek diofa dgakra torténd
inokuladldsanak eredményei bizonyitotta a patogenitasukat. A D. eres okozta a
legnagyobb elvaltozasokat. A B. dothidea altal kivéltott legnagyobb atlagos 1€zi6 hossza
99 mm volt, igy ezen faj fert6zOképessége a did fas szoveteit tekintve kdzepesnek
mondhatd. A D. eres jelentds virulencidja az dgakban és a megfeleld novekedéshez
szlikséges széles homérsékleti tartomanya hozzajarulhat a riigyek ¢és termések
fert6z6déséhez akar a novény belsd szovetein keresztiil, akar a kiilsé kérgen képzdo
sporak terjedésével.

Tanulmanyoztuk a B. dothidea, D. eres és D. seriata fajba sorolt, didfa szoveteibol
szarmaz0 izolatumok virulenciajat almafa dgakon, mely soran nem csak kolonizaltdk a
szoveteket, hanem elvaltozasokat is okoztak. A két Botryosphaeriaceae csaladba tartozo
1zoldtum hasonl6 tlineteket okozott. Ezeknél enyhébb elvaltozasokat valtott ki a D. eres.
Tehat a didbetegségben szerepet jatszo fajok a hazankban 1j potencidlis gazdaszervezet-
koérokozd kolcsonhatasokat 1étesithetnek, amely késdbb pusztitdé betegségekhez

vezethet, ismerve a fertézOképességiiket, mely alatamasztja a szomszédos
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novénykultiurdk tlineteinek monitorozasadnak fontossagat az esetleges keresztfertézések
idOben torténd észlelésese érdekében.

Célul thztiik ki az alkalmazhat6 fungicidek meghatarozasat. A mérgezett agaros teszt
soran alkalmazott négy készitmény koziil harom szinte teljes mértékben gatolta a B.
dothidea és D. eres izolatumok ndvekedését (ciprodinil 37,5% + fludioxonil 25%,
fluopiram 17,7% + tebukonazol 17,7%, tebukonazol 25%). Ezek koziil a tebukonazol
hatoanyaggal rendelkezd Folicur Solo készitményt vizsgaltuk tovabb az EC50 értékek
meghatarozasara. A kapott értékek (0,11-0,29 mg/l) az engedélyokiratban szerepld
értéknél (46,88 mg/l) jelentdsen alacsonyabbak voltak. A kutatasunkba bevont
novényvédo szerek alkalmazasa segitheti a B. dothidea és D. eres korokozok elleni
eredményes védekezést, és az altaluk okozott termésrothadas mértékének csokkentését.

Az Epicoccum nigrum Biokontroll Indexe mind a négy, a vizsgalatba bevont patogén
torzzsel szemben kozepes mértékii volt (47-53%), azonban az antagonista nem volt
képes randni a patogén gombak tenyészeteire. A gatlo hatds mértéke tehdt nem
megfeleld az E. nigrum hatékony alkalmazasahoz a dié gombés megbetegedése ellen. A
TRO8-as Trichoderma gamsii 100%-0s Biokontroll Indexe azonban igéretes
lehetdségeket rejthet magdban a did terméskarosoddsaval jard gombas fertézések
megfékezéseben.

A diobol kitenyésztett gombak koziil a B. dothidea, a D. eres és a D. seriata
korokoz6 fajokba sorolt torzseinket genetikai polimorfizmusaik alapjan sikeresen
elkiilonitettiik, valamint fajon beliili eltéréseket is detektaltunk. A kapott allélprofilok
alapjan keésziilt filogenetikai fak elemzése szerint a D. eres izolatumokat tekintve
bizonyos genotipusok csak a ndvény egyes részeit kolonizaltdk. Tobb esetben a
klaszterekben taldlhatd torzsek kiilonb6zé ndvényi részekrdl szarmaztak, mely azt
jelezheti, hogy a fert6zés néhany forrasbol indulhatott ki az iiltetvényben. Foldrajzi hely
¢és a kolonizalt novényi szovetek kdzott nem volt Osszefiiggés megfigyelhetd. A nagyon
hasonlo genetikai profillal rendelkezd termésrdl és riigyrdl izolalt torzsek megerdsitik
azt a hipotézist, hogy a barkartigyekrdl indul6 korokozo kolonizélhatja a termdéviragokat
¢s a termést, messzemend kovetkeztetést azonban tovabbi vizsgélatokat kovetden
vonhatunk le. A vizsgalt patogén gombak genetikai variabilitdsa nagymértékii volt,

alacsony genetikai tdvolsagok mellett.
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9. SUMMARY

Walnut is the most popular and most widely cultivated nut tree in Hungary. The area
of walnut orchards is growing year by year, the export of walnuts is significant, but the
harvested amount shows a decreasing trend (FAOSTAT, 2021). This may be due to the
appearance of new pests, pathogens and the unprecedented low kernel quality in the last
10 years in Hungary (Voigt—Toth, 2013; Kovacs et al., 2018). The fungal infection of
walnut trees is a complex disease. The presence of Diaporthe genus on diseased walnut
and walnut tree bark tissues was reported in Hungary 20 years ago (Kadlicsko et al.,
2003). In the last decade, walnut rot has become serious worldwide, causing significant
yield loss in nut plantations (Chen et al., 2014; Meng et al., 2018; Moral et al., 2019).

The primary goal of the research was the isolation of fungi from different parts of the
walnut tree and the identification of pathogens with morphological characteristics and
molecular marker sequences. First, we performed an early summer study of
symptomatic and asymptomatic branches, immature fruits and buds. Seven-seven
cultures of isolated fungi were classified into the genera Diaporthe and Diplodia. In
25% of the samples, as well as in 35% of the sampled trees, one of these pathogenic
fungi were found, which were mostly isolated from symptomatic plant tissues. Latent
infection was therefore not typical in the investigated plant tissues during this period.
Based on the ITS and tef/ marker sequences, the strains isolated from walnut trees
belonged to the species Diplodia seriata and Diaporthe eres, which were the first ones
to be isolated and identified using molecular markers from Hungarian walnut trees.
These fungi may colonize and damage branches, and they can easily infect the trees
through pruning wounds, pedicles or damage caused by mites, so it is recommended to
monitor the plantations onset of vegetation (Moral et al., 2019).

As a next step, apparently healthy and symptomatic walnuts were collected from
three plantations (Hajdudorog, Tarpa, Jankmayjtis), during the harvest. Almost three-
quarters (67,5%) of the kernels were classified as not edible, of which 19,5% were
completely rotted. Fungi belonging to the genera Alternaria (31%), Diaporthe (26%),
Penicillium (22%), Botryosphaeria (13%) and Fusarium (9%) were grown from the
nuts. Usually, more than one fungi were identified from one nut. In contrary to the early
summer survey, the genus Diplodia was not cultured, however, Botryosphaeria spp.,
were detected, for the first time in this study. Based on the molecular phylogenetic

analysis, it was identified as Botryosphaeria dothidea. To the best of our knowledge, it
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was the first reliable detection in in Hungary from walnut. Diaporthe isolates were
classified as D. eres.

The relationship between the condition of the walnuts and their fungal populations
was characterized by McKinney-index (Imc%) values to quantify the severity of the
symptoms. This value was the highest for the infection with Botryosphaeria (74%) and
Diaporthe (62%) genera, indicating their importance in walnut rot. The Imc% values of
kernels were the highest, either when these genera were grown alone or together from
the rotten nuts.

The following year, at the end of winter and dormancy, Diaporthe spp. was found in
44% of the monitored catkins in the plantation that suffered the most severe crop
damage at the previous year (Jankmayjtis). Isolates were classified as D. eres based on
genetic methods. Pathogens belonging to the genus Botryosphaeria were isolated from
only four buds. Both groups of fungi were present in 40-40% of the collected compound
buds. Based on these results, the method (BUDMON) can be used for early monitoring
of the fungal walnut disease and for estimation of plant protection risks in Hungary. The
ONFIT analysis of the immature fruits from Jankmajtis, Tarpa and Alsoszentivan
excluded the latent infection at the beginning of June in. However, Botryosphaeria and
Diaporthe species were present in 49% of the symptomatic samples, consequently the
symptoms caused by these two genera may develop already in the middle of fruit
development, before the damage of walnut husk fly. In this study, BUDMON and
ONFIT successfully tested for the first time in Hungary to survey the walnuts
threatening disease complex.

As a result of our data, fungicide treatment with tested, effective fungicide was used
in extended time span in the walnut plantation under non-experimental conditions in
Jankmajtis in 2019. The technology was proved to be effective in controlling the
disease. The proportion of inedible kernels decreased from 77% to 33%, and the walnut
pathogenic Botryosphaeria and Diaporthe genera were cultured from 6% of the fruits.
The early application of tebucanozole, in the second half of spring, and repeatedly could
contribute to the control of the fungal disease complex of walnuts. However, the
proportion of fruits unsuitable for consumption remains higher, than the infection with
those two genera. Penicillium spp. were present in the diseased nuts in high proportion,
indicating additional food safety risks.f

During determining the optimal growth temperature, the heat tolerance of the two

tested B. dothidea was verified, and the 15 mm daily growth at 30 °C also supports the
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higher temperature preference of the species. The D. eres isolates did not tolerate high
temperature, but their sensitivity to rising temperatures was different. This characteristic
may contribute to the effective growth and colonization of the walnut tree by the D. ere
at wide temperature range

When green fruits were inoculated in vitro with D. eres and D. seriata fungi from
branches, buds and fruits, 81% of the husk of the fruits rotted after three weeks. D. eres
isolates caused more severe symptoms compared to D. seriata isolates. Based on the
symptomatic kernels (89%) and the successful re-isolation of the pathogens, the
inoculum also entered the internal tissues, so late infection may result damaged fruits,
and the appearance of pathogens may cause problems until September.

The inoculation of B. dothidea and D. eres strains isolated from symptomatic nuts on
walnut tree branches proved their pathogenicity. D. eres caused the largest lesions (170
mm). The length of the largest lesion caused by B. dothidea was 99 mm, so the infection
potential of this species was considered to be medium on the woody tissues of walnut.
The significant virulence of D. eres on the branches and the wide range of optimal
temperature for growing may contribute to the infection of the buds and fruits either
through the internal tissues of the plant or by the spread of spores formed on the outer
bark.

The virulence of B. dothidea, D. eres and D. seriata walnut pathoges were studied on
apple tree twigs. They colonized the tissues and lesions were also detected. The two
isolates belonging to the Botryosphaeriaceae family caused similar, medium serious
symptoms, while D. eres caused milder lesions. So, the species involved in this walnut
disease in Hungary can establish new potential host-pathogen interactions, which later
may cause devastating diseases, based on their infectiousness. This supports the
importance of monitoring the symptoms of neighbouring plant cultures to detect
potential cross-infections in time.

We aimed to determine the effective fungicides against the isolated pathogens. Three
of the four formulation used during the poisoned plates almost completely inhibited the
growth of B. dothidea and D. eres isolates (cyprodinil 37.5% + fludioxonil 25%,
fluopyram 17.7% + tebuconazole 17.7%, tebuconazole 25%). Among these, the product
with the active ingredient tebuconazole was further investigated to determine the EC50
values. The obtained concentrations (0.11-0.29 mg/l) were significantly lower than the
recommended one in the license document (46.88 mg/l). These fungicides can control

B. dothidea and D. eres and reduce the percentage of fruit rot caused by them.
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The Biocontrol-Index of Epicoccum nigrum was moderate (47-53%), however, the
antagonist was not able to grow on the cultures of the pathogenic fungi. This inhibitory
potential is not adequate for the effective use of E. nigrum against fungal diseases of
walnuts. However, the 100% Biocontrol-Index of 7. gamsii TRO8 indicating promising
alternatives to fungicides in the control of fungal infections associated with nut damage.

Our strains classified as pathogenic species B. dothidea, D. eres and D. seriata were
successfully separated based on their genetic polymorphisms, and intra-species
differences were also detected. According to the analysis of the phylogenetic trees based
on the obtained microsatellite allelic profiles, certain genotypes colonized only certain
parts of the plant in terms of D. eres isolates. In several cases, the strains found in the
clusters came from different plant parts, which may indicate that the infection could
have originated from several sources in the plantation. No correlation was observed
between geographical location and colonized plant tissues. The strains isolated from
nuts and buds with a very similar genetic profile confirm the hypothesis that the
infection may originate from the catkins, fungi can colonize the flowers and the fruits,
but a far-reaching conclusion can be drawn after further investigations. The genetic

variability of the tested pathogenic fungi was high, with low genetic distances.
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