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1. Bevezetés

A vildg szamos tajan, igy hazankban is igen jelentds a csonthéjas gylimdlesok termesztése,
Magyarorszagon jelenleg az Osszes gyiimolcstermesztés tobb mint egynegyedét teszi ki. Két
Monilinia faj okoz a csonthéjasokon virag- és hajtaselhalast, valamint ezek a korokozok
gylimolcsrothadast és rakos sebeket is eldidéznek a fakon. A viragelhalds és a gyiimolcsrothadas
sulyosan veszélyezteti az azévi termésmennyiséget, mig a hajtaselhalas €s fertézés tovabbterjedése
tényezokkel egylitt pedig a fak pusztulasat okozhatjak. A monilinids megbetegedéssel szemben
csonthéjas ndvényeink nagy része nem védhetd meg eredményesen kémiai novényvédelem nélkiil.

A Monilinia laxa kartétele hazankban mar régota ismert. Régebben féleg a
meggyiiltetvényekben 1épett fel jarvanyosan, mig napjainkban meggy mellett kajszin, mandulan, sét
egyes Oszibarack és szilva fajtdkon is sulyos megbetegedést idéz eld. Mar a 2000-es évek elején
felmeriilt, hogy hazénkban a faj {1j agresszivabb torzsei, patotipusai jelentek meg (Rozsnyay és
Vajna, 2001). A ndvényvédd szer paletta sokat valtozott az elmult évtizedekben. Egyre tobb
felszivodd készitmény jelent meg a piacon, és a felhasznalas is eltolodott a szisztemikus
hatéanyagok iranyaba. Ezzel egyidoben pedig megjelentek a korokozok rezisztens vonalai is. A
jarvanyok kovetkeztében fokozodd fungicidhasznalat eredményeként pedig tovabbi ellenallo
populaciok megjelenésére szdmithatunk.

A Monilinia fructicola Gjonnan bekertilt, karantén korokozo, amely 2007 6ta bizonyitottan
jelen van iiltetvényeinkben. Elterjedése a ndvényvédelmi technologiat is modositja, hiszen a
gylimolcsérés 1ddszakaban elengedhetetlenné valik a novényvédod szerek haszndlata a gyiimolcsok
megovasa érdekében.

Az integralt novényvédelem sziikségszerli eleme a peszticidek hasznalata és gy tlinik ez az
elkovetkezend6 idokben sem fog valtozni, ezért kiemelked6 fontossagti hatékonysaguk megdrzése a
lehetd leghosszabb ideig. A kornyezetterhelés csokkentése érdekében szdmos készitmény
engedélyokirata visszavonasra keriilt. A valaszték csokkenése, valamint a megemelt dozisu
névényveédd szer kijuttatdsok miatt egyre tobb korokozd esetében alakul ki hatékonysagvesztés
vagy rezisztencia bizonyos hatéanyagcsoportokkal szemben. Jelenleg széles korben kutatott teriilet
a strobilurin tipust hatéanyagokkal szemben kialakulod rezisztencia, mert ez tobb gazdasagilag
jelentds korokozé esetében rovid idon beliil kialakult. Vildgszerte szamos készitménnyel szemben

mutattak ki Monilinia fajoknal is rezisztenciat, tobbek kozt a strobilurinokkal szemben is.



Id6rol idore sziikséges a fungicidek hatékonysdganak vizsgalata a gazdasagilag jelentOs
korokozok esetében. A M. fructicola esetében még viszonylag kevés hatasvizsgalatot végeztek
hazankban, a M. laxa esetében pedig a tulzott fungicidhasznalat kdvetkeztében, a kérokozoban
1étrejovo valtozasok miatt tartottuk fontosnak a kisérletek elvégzését. Eredményeink hozzdjarulnak
a korokozok valtozékonysaganak feltérképezéséhez, illetve a monilinias betegség elleni védekezés

hatékonyabba tételé¢hez.

1.1. Célkituzések

Vizsgalataink soran a kovetkezo célkitizéseket fogalmaztuk meg:

o Monilinia izolatumok gytijtése kiilonboz6 gazdandvényekrol és teriiletekrol.

o A korokozok izolalasa, azonositasa klasszikus mikologiai és molekularis biologiai
modszerekkel.

o Az izolatumok morfoldgiai- és tenyészbélyegeinek jellemzése.

o A koérokozok patogenitasanak igazolasa.

o Fungicidek hatasanak tesztelése a tenyészetek ndvekedésére, valamint a konidiumok
csirazasara.

o A strobilurin tipust hatbanyagokkal szembeni rezisztenciaért leggyakrabban felelds,

mutaciot hordozoé citokrom b gén molekularis vizsgalata.



2. Irodalmi attekintés

2.1. A Monilinia laxa és a Monilinia fructicola jelentosége

Magyarorszagon két Monilinia faj okoz virag- és hajtaselhalast, melyek gyiimolcsrothadast
¢és rakos sebek kialakulasat is eredményezik a fakon: a Monilinia laxa (Aderh. & Ruhl.) Honey
(1936), ivartalan alakja Monilia laxa (Ehrenb.) Sacc. & Voglino (Saccardo, 1886), valamint a
Monilinia fructicola (Wint.) Honey (1928), ivartalan alakja Monilia fructicola Batra (Batra, 1991).

Grof és Révy (1929) a Monilinia fajokat mar a 20. szézad elején a gyiimolesfak
legjelentdsebb betegségeként emliti. Feliciano és mtsai. (1987) szerint a barnarothadast okozo
Monilinia fajok a csonthéjasok legveszedelmesebb korokozoi, koziiliik is Byrde és Willets (1977) a
M. fructicola korokozot tartja a legjelentGsebbnek.

A M. laxa nagyon régota okoz jarvanyokat szinte egész Europaban (Heald, 1933), mar
Balogh és Kovacs (1974) is a hazai csonthéjasok novényvédelmének meghatarozé koérokozdjaként
emliti. Korabban féleg a meggy iiltetvényekben okozott jelentés gazdasagi karokat, azonban az
utobbi évtizedekben jarvanyosan 1épett fel kajszin, szilvan és mandulan is. A jarvany kdvetkeztében
akar a viragok 60-90%-a is elpusztulhat (Rozsnyay és Vajna, 2001). Jelentds veszteségeket
okozhat tarolas soran is, fertézve a lesziiretelt gyiimdlcsoket (Holb, 2005).

A M. fructicola hazankban Gjonnan megjelent korokozo, melyet Petroczy és Palkovics
(2005) azonositott elészor import szibarack gylimolesokrdl, majd két évvel késébb megjelent a
hazai iltetvényekben is Kiss (2007). Az EPPO A2-es listajan jelenleg is karantén karositoként
tartjak szamon (Anonymus, 2012). A kartétel mértékérdl hazankban még nincsenek adatok, de
varhatoan a M. fructicola szerepe a viragfert6zésben csekély marad hazankban, mert viragzaskor
altalaban tul alacsony a homérséklet a fertdzés bekovetkezéséhez a korokozo hdigényét tekintve

(Luo és mtsai., 2001).

2.2. A Monilinia laxa és a Monilinia fructicola gazdanovénykore

A Monilinia laxa sazdanovénykore

A Monilinia laxa elsésorban a csonthéjas novényeket karositja, de ritkdn az
almaterméstieket is megfertdzheti. Toth (2008) szerint az Gsszes csonthéjas fajon tiineteket idézhet
elé. Meggyen (Prunus avium L.), 6szibarackon (Prunus persica L.), kajszin (Prunus armeniaca L.),
szilvan (Prunus domestica L.), mandulan (Prunus dulcis (Mill) D. A. Webb) elsésorban a viragok
¢s hajtasok elhalasaval okoz sulyos karokat (Glits és mtsai., 1997). Cseresznyén (Prunus cerasus

L.) a termésrothadas okozza a jelentésebb veszteségeket (Holb, 2006).



A M. laxa vad fajokat, valamint szamos disz Prunus fajt, fajtat is képes megfertézni.
Kokényen (Prunus spinosa L.) gyliimdlcsrothadast okoz (Folk és Glits, 1993). Viragelhalast idéz
el egyes japanbirs fajokon (Chaenomeles speciosa (Sweet.) Nakai., Chaenomeles x superba
(Frahm) Rehd.) (Petroczy és mtsai., 2005). Sulyos virag-, és hajtaselhalas jelentkezhet japan
cseresznyén (Prunus serrulata Lindl.) és fajtain (’Ichiyo’,’Kanzan’), babarozsan (Prunus triloba
Lindl.), torpemandulan (Prunus tenella Batsch.) (Wormald, 1954, Glits, 1993, Petréczy és mtsai.,
2005). Griegel (2003) szerint japanbirs fajokon is okozhat a viragelhalas mellett hajtaselhalast. A
vérszilva (Prunus cerasifera Ehrh. *Nigra’) terméseinek rothadasaért szintén részben ez a gomba
felelés (Glits, 1998).

Almatermésiiek koziil el6fordulhat alma (Malus domestica Borkh.) (Szabo és Nyéki, 1995),
naspolya (Mespilus germanica L.), korte (Pyrus communis L.), birs (Cydonia oblonga Miller)
(Batra, 1991), valamint eziistos diszkorte (Pyrus elaeagnifolia Pall.) viragain (Wormald, 19541).
A Rosaceae csaladon kiviil, mas novényeket is képes megbetegiteni. Griegel (2003) az aranyvessz6
fajokon (Forsythia spp.) okozott virag és hajtaselhalasrol szamol be, mig Pennycook (1989) szerint

a sz016 (Vitis sp.) bogyoin is eldidézhet rothadast.

A Monilinia fructicola gsazdanévénykore

A koérokozora jellemz6 tlinettipusok megjelenhetnek meggyen, cseresznyén, Gszibarackon,
kajszin, manduldn, szilvan. Alman, kortén és birsen virag és hajtaselhalast okoz (Biggs és
Northever, 1988). Babérmeggyen (Prunus laurocerasus L.) hajtaselhalast, bazsar6zsan
viragpusztulast okoz (Pirone, 1907). Wormald (1954) disz Pyrus és Prunus fajokon, japanbirsen
(Chaenomeles japonica (Thunb.) Lindl.), valamint ré6zsan (Rosa sp.) okozott kartételérél szamol be.
Tovabbi gazdandvényeiként emliti a szakirodalom: a galagonyat (Crataegus sp.), a japan naspolyat
(Eriobotrya japonica Lindl.) (OEPP/EPPO, 1988), szilvarozsat (Prunus glandulosa (Thumb.)
Loisel.) (Shim és mtsai., 2007), papajat (Carica papaya L.) (Chan és mtsai., 1996), vadszedret
(Rubus fruticosus L.) (Hinrichs-Berger és Miiller, 2010) és a szol6t (Visarathanonth és mtsai.,
1988, Batra, 1991).

Magyarorszagon a kovetkezd gazdandvényeken jelent meg a korokozo: dszibarack, nektarin,

szilva, alma, korte és cseresznye (Kiss, 2007).

2.3. A Monilinia laxa és a Monilinia fructicola altal eléidézett tiinetek

Wilson és Ogawa (1979) szerint tiinetek alapjan igen nehéz elkiiloniteni a két korokozot. A
Monilinia laxa ¢s a Monilinia fructicola egyarant okozhatja a viragok és hajtasok szaradasat,
elhalasat, a gyiimolcsok rothadasat (1. abra), valamint fas részeken rakos sebek kialakulasat. Az
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elsé tiinetek tavasszal a virdgokon jelennek meg, aprd, barna foltok formajaban (Kern, 1912).
Meéretiik gyorsan novekszik, majd az egész virdg elbarnul, elszarad. Az elhalt virdgok altalaban nem
hullanak le, a vesszOre szaradva honapokig a fan maradnak. Gyakran a fertdzott virdg melletti

riigyek nem hajtanak ki, a fejlédésnek indult fiatal levelek leszaradnak (Glits és mtsai., 1997).

1. abra: Monilinia laxa okozta viragelhalas meggyen (balra) és gyiimdlcsrothadas mirabolan
terméseken (jobbra) (Foto: Lantos, 2011)

A korokozo a virdgkocsanyon keresztiil bejut a vesszObe, majd tovabb terjed az iddsebb
részek felé. Rozsnyay (2010) szerint a gomba képes a kajszi hancs-, és farészében is fejlédni. A
vesszOkon besiippedd, ovalis foltok jelennek meg. Amerre a gomba micéliuma tovabb novekszik, a
terméskezdemények és a levelek elpusztulnak. Amennyiben a barnulas koriildleli a vesszot, a
folotte talalhato fas rész elhal. A kéreg alatti szovetek is elhalnak, majd az idésebb fas részeken
rakos, nyilt sebek keletkeznek, amelyek az évek soran folyamatosan novekednek (Glits és Folk,
2000).

A fert6zott részeken paras idében exogén sztromak képzodnek (Glits és mtsai., 1997),
amelyeken gyakori a sporulacio (Batra, 1991). A két korokozé elkiilonitése leginkabb a fétiinetek
(exogén sztromak) megjelenése esetén lehetséges (Kiss, 2007).

Az elhalas helyén gyakran jelentkezik mézgasodas. Igen erdés mézgaképzddés figyelhetd
meg tobbek k6z6tt meggyen, 6szibarackon (Téth, 2008), valamint rozsamandulan (Griegel, 2003).

A termések fertézddése a fejlodés barmely idészakaban végbemehet (Wormald, 1954),
fogékonysaguk a fert6zésre az érés elérehaladtaval folyamatosan novekszik (Moore, 1950). A
gylimolesokon aprd, rothadd foltok jelennek meg, majd ezek terjedni kezdenek. A gyiimolcshé;
alatt a hus is puhulni kezd, majd az egész termés elrothad. Szaraz id6ben a fert6zott termések
fokozatosan elveszitik nedvességtartalmukat, mumifikdlodnak. Ezek a gylimélecsmumiak a fan

maradnak ¢és a kovetkezd évben komoly fert6zési forrast jelentek (Komlési és Ratainé, 2002). A



sziiret utan a taroloban is tovabbterjedhet a korokozd. A taroloban a monilinia fertézés terjedését
befolyasold koriilményeket Thurzé (2008) vizsgalta.

A két faj altal okozott tiinetek kozti kiilonbség a gyiimolesok fertézddésekor figyelhetd meg.
A M. fructicola az ép epidermiszen keresztiil is képes megbetegiteni a gyiimélcsot. Igy a rothadas
lathato sebzés nélkiil, altalaban tobb pontbdl indul, igen gyorsan terjed (Petréczy és Palkovics,
2005). A M. laxa korokozonak sebzésre van sziiksége ahhoz, hogy a termésbe jusson. Sebzés
keletkezhet rovarok, jégesd vagy egyéb mechanikai, fiziologiai hatas kdvetkeztében. Amennyiben a
termések Osszeérnek, a fertdzés atterjedéséhez nincs sziikség a héj sériilésére, az ép epidermiszen
keresztiil is athatol a M. laxa micéliuma (Folk és Glits, 1993).

A sériilt gyiimolcsok monilinias rothadasat egy harmadik faj is okozhatja a Monilinia
fructigena (Aderh. and Ruhl.). Ennek a fajnak az exogén sztromai sotét sarga szintiek, jellemzden
koncentrikus korokben jelennek meg, igy konnyedén elkiilonitheté a fenti két Monilinia fajtol
(Glits és Folk, 2000).

2.4. A Monilinia laxa és a Monilinia fructicola biolégiaja

A Monilinia laxa apotéciumos alakja Europaban ritkan képzodik (Glits és Folk, 2000),
hazankban még nem talaltak meg. A Monilinia fructicola ivaros alakja gyakran megjelenik azokban
az orszagokban ahol a korokozo elterjedt. Az apotéciumokban képzd6dd aszkuszok fertdzési
forrasként szolgéalnak, valamint biztositjadk a korokozd bioldgiai valtozatossagat, jobb adaptacios
képességét is (OEPP/EPPO, 1988).

A monilinids betegséget okoz6 korokozok tobbféle formaban képesek attelelni.
Laggyakrabban gylimolcsmimidk, azaz alszklerociumok formajaban marad fenn. (2. abra). Kora
tavasztol az alszkleréciumokon konidiumlancok képzddnek, elsdsorban ezek feleldsek a tavaszi
fertézésért. Az Gsszel képzodott konidiumok is képesek atvészelni a telet. Egyes vizsgalatok szerint
8-10 6ran keresztiil elviselik a -20 °C-os homérsékletet is. Téli napokon, 0 °C f6l6tti hdmérsékleten
tovabbi konidiumok képzédnek (Karova, 1974). Masik fontos fert6zési forras a ndévényben
fennmaradé micélium. Tavasszal a fertdzott gallyakon, dgakon exogén sztromak alakulnak ki,
melyeken szintén konidiumlancok képzddnek (Ubrizsy, 1965).

A konidiumok légmozgassal vagy vizcsepp segitségével jutnak a gazdandvényre. A
Monilinia laxa korokozé 8-20 °C ko6zott, a Monilinia fructicola 20-25 °C kozotti hémérséklet
tartomanyban fert6z (Kiss, 2007). Luo és mtsai. (2001) vizsgalatai soran megallapitottak, hogy a
M. fructicola viragfertézéséhez a 22-26 °C az optimalis homérséklet, 10 °C alatt nem fertéz. M.
laxa korokozonak 5-6 6ra novényfeliilet nedvesség sziikséges a fertdzéshez (Sandor, 1974). A M.
fructicola minddssze 3-5 ora nedvesség esetén mar jelentds fertézést okoz, de amennyiben 3 6ranal
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kevesebb a novényfeliiletnedvesség még nagy mennyiségli inokulum esetén sem szamithatunk

szamottevo fertézésre (Wilcox, 1989).

L

2. abra: A meggyfan maradt gyiimolcsmumiak a legjelent6sebb fert6zési forrasok

(Foto: Lantos, 2011)
2.5. A Monilinia laxa és a Monilinia fructicola fajok elleni védekezés

2.5.1. Agrotechnikai modszerek

A monilinias betegség elleni kiizdelemben a megeldzés meghataroz6 fontossagu. Mélyen
fekvo, kodos teriileteken hamarabb jelenik meg a fert6zés, igy ezeket a telepités soran keriilni
érdemes. Fontos a szellds térallas és a koronaforma megfelel kialakitasa, valamint a fak optimalis
kondicidja (Téth, 2007).

Régota ismert, hogy a betegség kialakuldsanak elkeriilése érdekében elengedhetetlen a
fert6zési forrasok eltavolitasa (Kern, 1912). Riigyfakadas el6tt tavolitsuk el a fert6zott gallyakat,
agrészeket, gyiimolcsmumiakat az liltetvénybdl vagy forgassuk mélyen a talajba azokat. A tavaszi

fert6zés utan szintén tavolitsuk el a fertdzott hajtasokat, virdgokat.

2.5.2. Kémiai novényvédelem

A kémiai novényvédelem a tél végi lemosd permetezéssel kezdodik (Kern, 1912). A réz
hatéanyagra érzékeny fajoknal (Oszibarack, kajszi) feltétleniil riigyfakadas elott végezziik el a
kezelést, a kevésbé érzékeny fajoknal az id6jarastol fiiggéen meg is ismételhetjik (Mezé és
Schweigert, 2005).

A virdgok megovasa érdekében tavasszal tobbszori fungicides kezelés sziikséges. Maring és
Lienshoft (2011) kisérleteik alapjan harom idépontot hataroztak meg a kijuttatds szempontjabol:
fehérbimbods allapotban (5%-os viragnyilas), foéviragzaskor (90%-os viragnyilas) és sziromhullas
kezdetén. Az iddjarastol fiiggden egy-egy kezelés elhagyhato, viszont ha csapadékos, hiivos az 1d6

€s vontatott a virdgzas egy negyedik kezelés is sziikséges lehet.
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A gyakorlatban a viragfert6zés elleni védekezés igen hatékony, az iiltetvényekben alig
lathato tiinet (Simon, 2007). Rengeteg készitmény all rendelkezésre, megvalasztasukkor nagy
hangsulyt kell helyezni az egyes kezelések sordn hasznalt eltéré hatdsmechanizmusti szerek
alkalmazasara, a hatascsokkenés veszélye miatt (Toth, 2007). A hatascsokkenés Osszefiiggésbe
hozhato6 az évenkénti kezelések szamaval, ezt hazai tapasztalatok is alatdmasztjak (Kaptas, 1994).

A gyiimolcsok megovasanak alapja a gyiimolesot karositd rovarok elleni védekezés (Kern,
1912). Az id6jarasi tényezOk hatasara keletkezett sériiléseket (jégverés, es6zések utani repedés)
azonnal le kell zarni gombadld szeres permetezéssel, mert a rothadasnak indult termések, mar nem
menthet6k meg. A felszivodo, transzlokalodo szerek is csak a fels6 sejtsorokig jutnak (Toth, 2007).
Amennyiben a Monilinia fructicola korokozo jelen van az iiltetvényben a sériilésektdl fiiggetleniil a
gyliimolcsok kémiai védelme is sziikséges. Ilyenkor az ér6félben 1€v6 termések védelme érdekében
csak rovid élelmezés-egészségiigyi varakozasi idejii szerek hasznalhatéak, nagy lémennyiséggel

kijuttatva, nedvesitdszer hozzdadéasaval a gyiimolesok teljes lefedése érdekében (Tath, 2007).

2.5.3. Novényvédo szerek hatékonysaga a Monilinia laxa és a Monilinia fructicola ellen

Thiiringidban Maring és Lienshoft (2011) tobb éven at tartd vizsgélata soran kiilonb6zo
novényveédo szereknek Monilinia fajokkal szembeni hatékonysagat vizsgaltak. Leghatékonyabbnak
a Switch bizonyult, amely hiivos és esds iddben is hatékony, a Score-t is virdgzaskori hasznalatra
ajanljak. A Flint és a Signum, mint két strobilurin tipusi hatdéanyagot tartalmazo szer,
Osszehasonlitdsdban a Flint bizonyult hatékonyabbnak. A Systhane 20 WP hatdsdnak rovid
id6tartama miatt, a viragok permetezésére kevésbé alkalmas, inkabb a termésképzddés iddszakaban
ajanlott hasznalata (1. tablazat). A szerzok szerint a Teldor 500 SC hatasa viragzaskor korlatozott,
mert csak rovid ideig képes megvédeni az allomanyt. Termés taroldsa soran viszont ezt a

készitményt javasoljak (1. tablazat).

1. tablazat: A monilinias fert6zés megel6zésére felhasznalandd mennyiségek az egyes szerekbdl

Maring és Lienshoft (2011) nyoman

Készitmény neve Felhasznilandé mennyiség hektaronként a
koronamagassag egy méterére vonatkozoéan
Flint 0,167 kg
Score 0,0751
Signum 0,250 kg
Switch 0,300 kg
Systhane 20WP 0,225 1
Teldor 500 SC 0,500 kg
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Mandoki és Varga (2011) Hoédmezdvasarhelyen, a Csongrad Megyei MezOgazdasagi
Szakigazgatasi Hivatal Novény- és Talajvédelmi Igazgatosag Biologiai Laboratériuméban végeztek
novényveédo szeres kisérleteket Monilinia fructicola izolatumokon. Kilenc gombaéld szer, illetve
egy novényvédd szernek nem mindsiild készitmény hatasat elemezték, 5 higitasban tesztelve,
mérgezett agarlemez modszerrel. A vizsgalt készitményekkel folytatott tesztek igazoltak, hogy a
monilinids betegségek ellen korabban alkalmazott szerek a karantén Monilinia faj ellen is
hatékonyan bevethetdk, a fungicidek kozotti eredményességbeli kiilonbségek, pedig szintén a
korabbiakban tapasztalatokhoz hasonloan alakultak.

A szerzOk szerint kiemelked6 hatékonysagot mutatott a Topsin M 70 WDG, valamint a
Folicur Solo. Szintén kivalo hatast értek el Rovral Aquaflow, Bravo 500, Orthocid 50 WP. Teldor
500 SC esetében, csak 1 ppm higitasnal indult fejlédésnek a gomba tenyészete. A réztartalmu
készitmények (Rézoxiklorid 50 WP, Bordoi por, Sergomil-L 60) 100 ppm-es koncentracioban
bizonyultak hatékonynak, a névényvédé szernek nem mindsiilé Sergomil-L 60 készitmény
(almasavas réz-komplex) a réztartalmu készitmények kozott figyelemre mélté eredményt hozott. Az
azoxistrobin hatéanyagi Amistar eredményeit tekintve gyengébb hatékonysag volt tapasztalhato, 1
ppm higitasnal a kontrollhoz képest a telep névekedése 40%-0s volt (Mandoki és Varga, 2011).

Szodi és mtsai. (2008) Monilinia laxa és Monilinia fructigena izolatumokat vizsgaltak
fungicidérzékenységre. A vizsgalatok soran 10 készitményt teszteltek, céljuk a tenyészetek
novekedésének gatlasahoz sziikséges legkisebb koncentraci6 meghatidrozasa volt. Kisérleteiket
paradicsomagar taptalajon végezték mérgezett agarlemez modszerrel.

A szerz6k megfigyelései szerint a hatéanyagoknal a teljes gatlashoz sziikséges koncentracio
értéke az egyes izolatumoknal nagymértékben eltért, azonban ez nem fiigg Ossze sem a szarmazasi
hellyel, sem a gazdanovénnyel. Legjobb eredményt a benomil hatéanyagi Fundazol adta, ami 2
ppm-es higitasban is teljes mértékben gatolta a tenyészetek fejlodését (2. tablazat). A vinklozolin
hatéanyagi Ronilan DF 2 ppm-es koncentracioban a legtobb izolatum névekedését gatolta, mig az
iprodion (Rovral 50 WP) és a fenarimol hatdéanyagi Rubigan 12 EC 5 ppm koncentracié felett
fejtette ki gatldo hatasat. A triadimefon (Bayleton), procimidon (Sumilex 50 WP) és a kaptan
(Orthocid 50 WP) hatéanyagoknak a teljes gatlashoz tobbszords mennyiség volt sziikséges, de
atlagosan nem haladta meg a 20 ppm-et. A boscalid (Cantus), pirimetanil (Mythos) és réz (Cuproxat
FW) hatdéanyagokbdl szazas nagysagrendii dozisra volt sziikség a gatld hatas eléréséhez, a réz
hatdanyagbol egyes izolatumoknal 1000 ppm f6l6tti dozis volt sziikséges a teljes gatlashoz (Szodi
és mtsai., 2008; 2. tablazat).
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2. tablazat
Monilinia izolatumok novekedésének teljes gatlasahoz sziikséges hatoanyag koncentraciok (Szédi

és mtsai., 2008)

A gatlashoz sziikséges legkisebb Hat6anyagok

koncentracié (ppm)

0-40 benomil, iprodion, fenarimol, triadimefon,

vinklozolin, kaptan, procimidon

50-400 boscalid, pirimetanil
200-1050 réz

2.6. A Monilinia laxa és a Monilinia fructicola fajok novényvédoé szerekkel
szembeni rezisztenciaja

A helytelen novényvédd szer hasznalat kovetkeztében szamos készitménnyel szemben
alakult ki rezisztencia vildgszerte. Rezisztenciat mutattak ki mindkét korokozonal a dikarboximid,
benzimidazol, demetilazinhibitorok és a Qoi (quinone outside inhibitor) csoportokba tartozo
szerekkel szemben (Talma és Shabi, 1982; Ritchie, 1983; Elemer és Gaunt, 1994; Sanoamuang
és Gaunt, 1995; Thomidis és mtsai., 2009). Ma és mtsai. (2005) alkalmasnak talaltdk a PCR-
RFLP mddszert a benzimidazol rezisztencia kimutatasahoz a M. laxa korokozonal. Luo és mtsai.
(2007a) vizsgalatai soran M. fructicola izolatumokbodl Real-time PCR segitségével mutattak ki a
béta-tubulin E198 A mutaciot, amely a benzimidazol hatdanyaggal szembeni rezisztenciaért felelGs.

Hazankban a 2000-es évek elején merilt fel, hogy a Monilinia laxa korokozonak 1j
agresszivabb torzsei, patotipusai jelentek meg (Rozsnyay és Vajna, 2001). Ezt Szddi és mtsai.
(2008) vizsgalatai is alatamasztottak, melyek soran M. laxa és M. fructicola korokozok

fungicidérzékenységét vizsgaltak.

2.6.1. A Qoi rezisztencia

Az 1990 években kifejlesztett Qoi csoportba tartozo fungicidek tagjai a mitokondrialis
1égzést gatoljak. Hatasmod alapjan ide tartozik a famoxadone, a fenamidone, valamint szamos
strobin hatoanyag, ezért is nevezik 6ket gyakran strobilurinoknak (Dula, 2007). Hazankban 1998
ota alkalmazzak Oket, jelenleg is tobb hatdanyag szamos készitménye engedélyezett.

Tobb novénypatogén korokozonal mutattak ki az utdbbi években Qoi rezisztenciat. Egy
2011-es kimutatads szerint vilagszerte Osszesen 37 korokozd gombafajnal taldltak rezisztens
populaciokat (Anonymus, 2011), Magyarorszagon el6szor 2004-ben mutattak ki sz616 korokozok

(Erysiphe necator, Plasmopara viticola) esetében (Fiizi, 2007).
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Brent (1995) szerint monogénes rezisztencia alakul ki a strobilurinokkal szemben, azaz
egyetlen gén megvaltozasa felel6s a hatasvesztésért. Az ezzel a kérdéssel foglalkozd nemzetkozi
bizottsag (FRAC - Fungicide Resistance Action Committee) a legnagyobb rezisztencia-
rizikocsoportba sorolja dket, mivel a hatdéanyagok piacra keriilése utan 1-3 éven beliil egyes
korokozoknal kialakulnak ellenalldé populaciok (Kuck és Russell, 2006). Dula (2007) felhivja ra a
figyelmet, hogy konnyedén kialakulhat keresztrezisztencia iS Qoi csoportba tartozo kiilonbozo
készitmények kozott.

Az ellenallosag kialakuldsarét a legtobb esetben a mitokondriumban kodolt citokrém b
génben bekovetkezé pontmutacio felelés. A citokrom b gén a mitokondrialis genomban talalhato,
mely egy sejtben, tobb kopidban is jelen van. Ha a képidk kozt eltérés van, ez a heteroplazmia
jelensége, a kopiak kozott lehet olyan is melyben mutacidé vagy mutaciok torténtek. A leggyakoribb
¢és egyben legveszélyesebb a G143A (glicin-alanin csere) mutacio, itt a GGT kodon GCT kodonra
valtozik. Ezen kiviil tobb helyen Iétrejohet a rezisztenciaért felelés aminosav valtozas (F129L,
G137R) (Miessner és Stammler, 2010). Az utobbiak kovetkeztében 1étrejove valtozas gyengébb
rezisztenciat, toleranciat eredményez. Korlatozott mértékii Qoi rezisztencia mas mechanizmusok
megvaltozasaval is létrejohet, példaul alternativ respiracios utakon keresztiil (Grasso és mtsai.,
2006; Fernandez és mtsai., 2008).

Monilinia fajokban Iétrejohetnek a fent emlitett pontmutaciok. A GI143A mutacio
1étrejottének valdsziniisége igen alacsony a M. laxa és M. fructicola koérokozoknal, de mas
Monilinia fajoknal gyakran kialakul. Miessner és Stammler (2010) vizsgalatai szerint kozvetleniil
a G143-as kodont kovet6 intron szekvencia miatt valosziniileg nem kovetkezik be mutacid, mert ez
zavarna az mRNS érést, az intron kivagodasat. A M. fructigena esetén az intron szekvencia nem itt
talalhato, igy a mutacio kialakulasa valoszintsithet6. Hily és mtsai. (2011) ugyanezeket allapitottak
meg. Taptalajon piraclostrobin hatéanyag jelenlétében vizsgaltak M. laxa és M. fructicola
izolatumokat és bizonyitottak a rezisztencia jelenlétét M. fructicola izolatumoknal. Azonban amikor
a citokrom b gén mRNS-érdl késziilt cDNS szekvenciat meghataroztak egyik mutaciot sem tudtak
azonositani, sem a G143A, sem a kisebb jelent6ségti F129L, sem a G137R mutaciot. Jiang és
mtsai. (2009) viszont a Botrytis cinerea korokozo rezisztenciajat vizsgalva azt figyelték meg, hogy
ha a G143 A mutécid 1étrejott a citokrom b génben, akkor kozvetleniil a pontmutaciot kdveté 1205
bazis hosszusagl intron nem talalhatdo meg a génben. Hasonlé megallapitasokra jutottak hazai

szerzOk is magyar Botrytis cinerea izolatumokkal kapcsolatban (Asadollahi és mtsai., 2010).
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2.7. A Monilinia laxa és a Monilinia fructicola fajok azonositasa

2.7.1. Azonositas morfologiai- és tenyészbélyegek alapjan

A Monilinia fajok exongén sztroémainak mérete és szine fajra jellemz6 bélyeg (Wormald,
1954). A sztromakon képz6do képletek kozott megkiilonboztetnek makro- és mikrokonidiumokat.
A makrokonidiumok elagazd lancokban képzddnek, holoblasztikus modon (Willetts és Calonge,
1969). Hosszukasak vagy citrom alakuak, nagy tomegben az adott fajra jellemz6 szintiek (Byrde és
Willetts, 1977), csiratoml6jiik hosszasaga szintén faji bélyeg (van Leeuwen és van Kesteren,
1998). A mikrokonidiumoknak nem a korokozoé terjedésében van szerepiik, csirazasra képtelenek,
Byrde és Willetts (1977) szerint tapanyagok raktarozasara szolgalnak.

Mindkét faj sztromai aprok, sziirke szintiek, magassaguk 1 mm korili, &tmérdjiik 0,5-0,75 mm
(Holb, 2003). A M. laxa konidiumai kisebbek (11,5-17 x 8-11 um), mint a M. fructicola konidiumai
(14,5- 16 x 9,5-11 um) (OEPP/EPPO, 1988).

A Monilinia fajok tenyésztésére alkalmas a burgonya-dextréz agar taptalaj (Wormald,
1954). A taptalajon fejlédé telepek morfologidja (ndvekedési erély, a telepek mintazottsaga, szine,
tagoltsaga, sporulacié megjelenése) alapjan elkiilonithetéek a fajok. Nem minden esetben lehetséges
meghatarozni az izolatumot egyértelmilen a tenyészbélyegek alapjan (van Leeuwen és van
Kesteren, 1998; De Cal és Melgarejo, 1999), ezért az azonositast molekuléris vizsgalatokkal kell
alatamasztani (OEPP/EPPO, 2009).

A M. laxa telepének novekedési sebessége (2-11 mm/nap) kozel fele olyan gyors, mint a M.
fructicola korokozoé (OEPP/EPPO, 2009). A tenyészetek szine mogyorobarna, sotétsziirke,
benniik sotét gyiiriizottség és rozettaltsag figyelheté meg (Byrde és Willetts, 1977). Batra (1991)

leirasa alapjan széliik csipkés, szabalytalan alakt (3. abra). Sporulacid csak ritkdn jelenik meg.

3. abra: Monilinia laxa korokozora jellemzd tiszta tenyészet (M1-es izolatum)
(Foto: Lantos, 2011)
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A M. fructicola telepek atlagos novekedési erélye 9-20 mm/nap (OEPP/EPPO, 2009).
Byrde és Willetts (1977) jellemzése alapjan a tenyészetek szine mogyordbarna, €p szé€li,
rozettaltsdg csak nagyon ritkdn figyelhet6 meg (4. abra). Szaporitoképletek gyakran, nagy

mennyiségben képzddnek, a tenyészetben koncentrikus korokben jelennek meg (Batra, 1991).

. \_
4. abra: Monilinia fructicola korokozora jellemz6 tiszta tenyészet (M9-es izolatum)
(Foto: Lantos, 2011)

2.7.2. Azonositas molekularis modszerekkel

Szamos modszert dolgoztak ki a Monilinia fajok azonositasara, legnagyobb résziik PCR
(Polymerase chain reaction, Polimeraz lancreakcid) alapu eljaras, de 1éteznek megbizhato RAPD
(Random Amplified Polymorphic DNA) médszerek is a meghatarozasra (Pizzuolo és mtsai., 2006).
Toos és Frey (2000) fajspecifikus primereket terveztek a M. laxa, M. fructicola és a M. fructigena
korokozokra. A primerek a riboszomalis RNS-t kodolo DNS-t emelnek ki, az ITS1, ITS2-régiot és a
koztiik talalhatd 5,8S-gént, egy kb. 350 bazispar hossziisdgi fragmentumot az egyes fajoknal.
Boehm és mtsai. (2001) fajspecifikus PCR modszert dolgoztak ki a M. laxa és M. fructicola
korokozokra, a repetitiv extrakromoszomalis elemeket vizsgalva.

Ma és mtsai. (2003) és Luo és mtsai. (2007b) mikroszatellit primereket terveztek a M.
fructicola korokozora, majd azt felhasznalva nested PCR és Real-time PCR moédszert dolgoztak ki a
kérokozd diagnosztizalasdra. Coté és mtsai. (2004) multiplex PCR modszer segitségével
azonositottak Monilinia fajokat, egy ismeretlen funkcioju genomi rész segitségével. Gell és mtsai.
(2007) Scar-markerek alapjan terveztek primereket és hasznaltak fel PCR modszerrel torténd
azonositasra. Egyéb a M. fructicola korokozora specifikus primereket is terveztek (Forster és

Adaskaveg, 2000; Hughes és mtsai., 2000).

16



3. Anyag és modszer

3.1. A vizsgalatok helyszine és ideje

A korokozok izolalasat, azonositdsat, morfoldgiai és tenyészbélyegeinek jellemzését, a
patogenitasi teszteket, a novényvédod szerek hatékonysagaval kapcsolatok vizsgélatokat, valamint
rezisztenciaval kapcsolatos molekularis vizsgalatokat a Corvinus

Budapesti Egyetem

Novénykortani Tanszékének laboratoriumaban végeztem 2011-2012 soran.

3.2. A vizsgalat anyaga

3.2.1. Azizolatumok

A monilinias tiineteket mutatd ndvényi részeket 2011. 4prilis-oktober kozott gylijtottiik
Magyarorszag kiillonbozd teriileteirdl (3. tablazat). A hazai iiltetvényekbdl nem sikeriilt a karantén
Monilinia fajt izolalnunk, ezért bevontunk a vizsgalatba olasz importb6l szarmazo szilvaterméseket

is (M9), amelyekrdl a tiinetek alapjan feltételeztiik, hogy a korokozo Monilinia fructicola lehet (5.

abra).

3. tablazat

A vizsgalatok soran felhasznalt izolatumok jellemzd adatai

Izolatum Gazdan6vény Novényi rész Gyiijtés helyszine Gyiijtés

kédja ideje

M1 Prunus avium virag és hajtas | Torokbalint 2011. 05.

M2 Armeniaca vulgaris | virag és hajtas | Szigetszentmiklos 2011. 04.
’Ceglédi orias’

M3 Prunus cerasus virag és hajtas | Baracska 2011. 05.

M4 Prunus cerasus virdg és hajtas | Sukord 2011. 05.
’Biggareau Burlat’

M5 Prunus cerasus virag és hajtas | Balassagyarmat 2011. 06.

M6 Prunus vulgaris z01d termés Godolle 2011. 06.
’Besztercei’

M7 Prunus tenella virag és hajtas | Budapest 2011. 06.

M8 Prunus cerasus virag és hajtds | Baja 2011. 06.

M9 Prunus salicina termés Budapest (olasz | 2011. 11.

import)
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5. abra: Monilinia fructicola jellegzetes mogyordbarna sztromai japanszilva terméseken (M9-es
izolatum)

(Fot6: Lantos, 2011)

3.2.2. Taptalaj

A korokozok izolalasahoz, fenntartdsdhoz és a fungicidekkel végzett hatasvizsgalatok sorén,
steril burgonya-dextroz agar (PDA) taptalajt hasznaltunk. 39 g szilard PDA keveréket (Reanal Zrt.)
oldottunk desztillalt vizben, 1000 ml 6ssztérfogatra higitva.

3.2.3. Eszkozok

A korokozok vizsgalata soran Leica MZ6 sztereomikroszkopot és Nikon Eclipse 501
citoplaszt mikroszkdpot hasznaltunk. A mikroszkopikus fotokat QImaging MicroPublisher 5.0 RTV
tipusit kameraval készitettilk. Az izolatumok molekuléris azonositdsa soran Applied Biosystems
9700 tipusu PCR-késziiléket hasznaltunk. A nukleinsav koncentraciét NanoDrop 2000c (Thermo
Scientific) késziilékkel mértiik meg. A strobilurin hatéanyagokkal szembeni rezisztencia
vizsgalatok soran StepOnePlus Real-time PCR (valds idejii PCR, Applied Biosystem) késziiléket

hasznaltunk.

3.2.4. Novényvédo szerek

A két Monilinia faj ellen hazankban engedélyezett novényvédd szerek hatékonysagat
vizsgaltuk, valamint a strobilurin tipusti hatdanyag csoportbol azoXistrobint és trifloxistobint
tartalmaz6 készitményeket is bevontuk a vizsgéalatokba (4. tablazat). Utobbi hatéanyag 2012-t6l

engedélyezve van egyes csonthéjas kultarakban.
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4. tablazat

A felhasznalt novényvédd szerek neve, hatdéanyaga, gyartdja és forgalmi kategoridja Ocsko és

mtsai. (2011) nyoméan

Novényvédo szer Hatoanyag Gyarté Forgalmi
kategéria
Chorus 50 WG 500 g/kg ciprodinil Syngenta I
Cupertine M 20% réz+ 8% mankoceb Industrias Quimicas I
Flint Max 500 g/kg tebukonazol + 250 Bayer l.
o/kg trifloxistrobin
Funguran-OH 50 WP | 77% rézhidroxid Spiess-Urania 1.
Mirage 45 EC 450 g/1 prokloraz Makhteshim .
Nordox 75 WG 86% réz(I)oxid Nordox 1.
Orius 20 EW 200 g/l tebukonazol Makhteshim Il.
Pluto 50 WP | 86% rézoxiklorid Agri-Estella 1.
Rézoxiklorid
Quadris 250 g/l azoxisrobin Syngenta M.
Rovral Aquaflow 500 g/l iprodion BASF I
Signum WG 270 g/kg boscalid + 70 g/kg BASF Il.
piraklostrobin
Switch 62,5 WG 250 g/kg fludioxonil + 75 g/kg | Syngenta I
ciprodinil
Systhane Duplo 450 g/l miklobutanil Dow AgroSciecnes Il.
Teldor 500 SC 500 g/l fenhexamid Bayer M.
Topsin-M 70 WDG 700g/kg tiofanat-metil Tamico I
Vitra Rézhidroxid 77% rézhidroxid Industrias Quimicas 1.

3.2.5. Primerek, enzimek

Primerek a Monilinia fajok azonositasahoz

A molekularis meghatarozashoz Monilinia fajokra specifikus primereket hasznaltunk. A

primereket Petroczy és mtsai. (2012) tervezték egy ismeretlen feladati, nem kodold genomi

szekvencia feltérképezésére.

UniMon_Forw: 5 = TTG AAT TCATCG GCT TGG GAG CGG - 3’
UniMon_Rev: 5° — AAG GAT CCG AGC AAG GTGTCAAAACTTCCAT-3’
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Primerek a rezisztencia vizsgalathoz

A valds idejii PCR vizsgélathoz két primer szettet rendeltiink:

A strobilurin rezisztenciat okozo pont mutaciora tervezett primer szett:
Forward: 5°-ACT GAC GGG TGT CTG AAATGA TAC TTAATG-3’
TaqMan proba: 5'-GAC ATT TGA CCG TAA GGT AA-3'
Reverse: 5°-GCA GAA TAC AAA ATG TAG ATACTG ACATGT CAATAG-3’

Altalanos primer szett (6. abra):
Forward: 5°-ACT GAC GGG TGT CTG AAATGATAC TTAATG-3’
TaqMan proba: 5'-GAC ATT TGA CCG TAA GGT AA-3'
Reverse: 5’-GCA GAA TAC AAAATG TAGATACTG ACATGT CAATA-3

5’-TCGCGACAGGCTGGGTCACTGACGGGTGTCTGAAATGATACTTAATGTACAGTCG
AAGTATTTAGTTATAGAATATGACTAATAGAATATACGAATTCAAAGTTATTCTAGCTTT
TTATAAATGTCTTTTAATTTATATTAAGTATATTTGTATGTTTTACCTTACGGTCAAATGT
CGCTATGAGGTATTGACATGTCAGTATCTACATTTTGTATTCTGCCTGTTCCTGGGAT

TAACCAGATAAAAGGGTTATGGCTATGTTTATTGGGTTTA-3’

6. abra: A Monilinia laxa citokréom b gén szekvenciajanak részlete és a hozza tervezett primerek

(4ltaladnos primer szett, piros szinnel a forward, zolddel a TagMan proba primert, kékkel a reverz

primer helyét jel6ltiik a pozitiv DNS szalon)

Enzimek

A polimerédz lancreakcioban felhasznalt Taq polimerdz enzimet (5 u/pl) és annak pufferét,
10x-es Taq puffer+KCI-MgCl; (pH: 8,8 25 °C-on) a Fermentas cégtdl szereztiik be.

A Real-time PCR soran Tagman Universal Master Mix Il, with UNG-t (Applied Biosystems)

hasznalunk, amely tartalmazza a puffert, nukleotidokat és a polimeraz enzimet is.
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3.3. A vizsgalat médszere

3.3.1. A korokozok izolalasa és a tenyészetek fenntartasa

A monilinids tlineteket mutatd novényi részeket papirzacskoba gyljtottik, majd a
vizsgalatokig 4 °C-on, hlitészekrényben taroltuk. Az izolalas megkezdése eldtt fénymikroszkoppal
vizsgaltuk Oket, szaporitoképleteket keresve. Amennyiben nem taldltunk szaporitoképletet a
ndvényi részen, 2-4 napra nedves kamraba helyeztiik, a fétliinet megjelenéséig. A megjelend exogén
sztromakrol steril landzsatli segitségével konidiumokat emeltiink le, majd steril PDA téaptalajra
helyeztiik oket.

A tenyészeteket 24 °C-on, sotétben, termosztatban inkubaltuk, majd egy hét elteltével tiszta
tenyészeteket hoztunk Iétre beldliikk. Az atoltds soran dugédfuroval 5 mm atmérdji, micéliummal
atszott taptalajkorongokat helyeztiink steril taptalajra. A tiszta tenyészeteket a fent emlitett
koriilmények kozott inkubaltuk, majd miutan a tenyészet bendtte a Petri-csészét, hiitdszekrényben

taroltuk oket.

3.3.2. A morfolégiai- és tenyészbélyegek értékelése

A morfologiai bélyegek leirasa soran vizsgaltuk a monilinias tlineteket mutatd névényi
részeken megjelend exogén sztromak méretét, szinét, valamint a sztromakon képzddd konidiumok
méretét, alakjat.

A tenyészbélyegek vizsgalata soran megallapitottuk a tenyészetek szinét, mintazottsagat,
alakjat, a képzddott 1égmicélium mennyiségét, valamint, azt, hogy a taptalaj feliiletén jelentek-e

meg szaporitoképletek. Kiszamoltuk tovabba a tenyészetek novekedési iitemét is (mm/nap).

3.3.3. Molekularis biolégiai médszerekkel torténé azonositas

A koérokozo molekularis bioldgiai meghatarozasdhoz a mintdk 6rokitd anyagat vizsgaltuk. Az
izolatumok tenyészetébdl CTAB modszerrel vontuk ki a DNS-t, amelyet ezutdn polimeraz

lancreakcioval vizsgaltunk.

Ossznukleinsav kivonasa

Az 6ssznukleinsav kinyeréséhez a korokozo tiszta, ndvekvo tenyészetének 5 mm-es korongjait
(2 db) hasznaltuk fel. A micéliumkorongokat landzsatiivel levalasztottuk a taptalajrol, majd
dorzsmozsarban kvarchomok segitségével eldorzsoltiik. 800 ul CTAB puffer hozzaadasa utan
Eppendorf csdvekbe ontottiik 4t az elegyet, majd 45 percig 65 °C-os hdmérsékleten inkubaltuk. A

nukleinsavak kinyeréséhez kloroform/izoamil-alkohol-extrakciot végeztiink, 24:1 aranya eleggyel.
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A fels6 fazist tiszta Eppendorf csObe atpipettaztuk, majd megismételtiik az extrakciot, majd
izopropanollal kicsaptuk a nukleinsavakat. Ujabb 5 perces centrifugalast kovetéen leontottik a
feliiluszot. A pellethez 70%-o0s etanolt adtunk, majd 5 perces centrifugalas utan ismét ledntottiik a
feliilaszot. A pelletet szaritottuk, majd 30 pl 10 pg/ml RNAse-t tartalmazé TE-oldatba

szuszpendaltuk (Maniatis és mtsai., 1989).

Polimeraz lancreakcio (PCR)

Reakcionként az aldbbi 6sszetételd, 50 ul végtérfogatu elegy sziikséges:
o 3 ul DNS (0,5 ng)
o 5 ul 10x puffer (+ KCI — MgCl,)
o 3 ul MgCl; (25 mM)
o 2 ul 5 mM dNTPs (nukleotidok: A, G, C, T)
o 1 pl Unimon_Forw primer (20 pmol/ul)
o 1 pul Unimon_Rev primer (20 pmol/pl)

o

0,5 pl Taq polimeraz enzim (5 u/pl)
o 34,5 ul steril viz

A PCR késziilékben az alabbi programot allitottuk be:
Az elsddleges denaturacio (94 °C-on 3 perc) utan az alabbi ciklus ismétlddott 35-szor:
094 °C-on 3 percig DNS denaturécios szakasz,
055 °C-on 0,5 percig anellalasi (primer kotési) szakasz,
0 72 °C-on 2 percig elongacids szakasz.
Végiil 10 percig 72 °C-on az elmaradt szalak befejezésével lezarult a folyamat. A PCR terméket a
késdbbiekben -20 °C-on taroltuk.
A kiilonb6z6 hosszusagu szakaszok elvélasztasahoz a PCR-termékeket GelRed-et tartalmazé
1%-o0s agar6z gélben futtattuk meg, a kovetkezd osszetételben: 5 ul PCR-termék, 3 pl 1x-es festék.
A felhasznalt primerpar a kiilonb6zé Monilinia fajokbol (M. fructigena, M. fructicola, M.
laxa, M. polystroma) kiilonb6z6 hosszsagi fragmentumokat emel ki, amely felhasznalhato a
fajszintli meghatdrozashoz és a tenyészetek tisztasdganak ellendrzésére egyarant. A primerek altal
kiemelt szakasz a M. laxa esetén 397 bazispar, a M. fructicola esetén 620 bazispar hosszisagu

(Petroczy és mtsai., 2012).
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3.3.4. Patogenitas vizsgalata

A Koch posztulatumok értelmében a betegséget okozd korokozd tenyészetének képesnek
kell lennie megfertézni fogékony gazdaszervezeteket és az eredetihez hasonld tiineteket kivaltani
azokon. Ennek igazolasa érdekében patogenitasi tesztet végeztiink. A patogenitasi teszthez,
valamint a ndvényvédd szeres vizsgéalatokban felhasznélt konidiumok eldallitdsahoz Prunus
domestica ’Besztercei’ terméseket hasznaltunk fel, melyeket technoldgiai érettségben sziireteltiink
egy torokbalinti hdzikertben 2011 és 2012 augusztusaban. A szilvaterméseket fertdtlenités céljabol
1 percre 70%-o0s alkoholba helyeztiik, majd steril desztillalt vizben ledblitettiik. Szaradast kdvetéen
hasznaltuk fel dket.

Laminaris fiilkében izolatumonként 10-10 termést fertdztiink meg. A gyiimdlcsokon steril
landzsati segitségével 'V’ alaku sebet ejtettiink. Ez ald helyeztiik a novekvd tenyészet szélébol
szarmazo, 3 mm-es, micéliummal atsz6tt taptalajkorongot (7. abra). A kontroll esetében a fert6zott
gylimolcsokhoz hasonldéan sebet ejtettiink az epidermiszen, amelybe steril PDA korongot
helyeztiink. A fert6zott és a kontroll szilvakat nagyméretli, steril csiraztaté edényekbe helyeztiik,
steril iveggolyokra. Az tiveggolydk ala steril vizet toltottiink, a paratartalom biztositasa érdekében.

A tiineteket 7 nap elteltével értékeltiik. Megfigyeltiik, hogy milyen tiinetek jelennek meg a
terméseken. Feljegyeztiik a rothadas mértékét, az exogén sztromak szinét, mennyiségét, a képzodott

légmicélium mennyiségét, majd a korokozot Gjra izolaltuk PDA taptalajon.

7. abra: Szilva termés mesterséges fertdzése patogenitasi teszthez, majd inkubaldsa nedves
kamraban

(Fotd: Petréczy, 2011)

3.3.5. Novényvédo szerekkel végzett hatasvizsgalatok

A novényvédod szereket két szempontbol vizsgaltuk: teszteltiik a korokozd micéliumanak
novekedésére, valamint a korokozd konidiumainak csirdzdsdra gyakorolt hatdsukat. Két
koncentracioban vizsgaltuk a készitményeket (5. tablazat), az engedélyokiratban szerepld, termelok
altal is alkalmazott gyakorlati dézisban (Ocské és mtsai., 2011), valamint ennek tizszeres
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higitasdban. A vizsgalatok adatait statisztikai modszerek €s az SPSS programcsomag segitségével
elemeztiik, amibdl kovetkeztethettiink az egyes szerek hatékonysagara, valamint az izoldtumok

szerekre valo érzékenysége kozotti kiillonbségekre.

S. tablazat

A ndvényveédo szerek felhasznalt dozis

Novényvédo szer Gyakorlati 10x-es higitas

neve dozis (ml/l) | (ml/1)

Mirage 45 EC 0,50 0,05
Orius 20 EW 0,90 0,09
Quadris 1,00 0,10
Rovral Aquaflow 1,00 0,10
Systhane Duplo 0,13 0,013
Teldor 500 SC 1,00 0,10
Novényvédo szer Gyakorlati 10x-es higitas
neve dézis (g/1) (a/m

Chorus 50 WG 0,40 0,04
Cupertine M 5,00 0,50
Flint Max 0,45 0,045
Funguran-OH 50WP 3,00 0,30
Nordox 75 WG 1,70 0,17
Pluto 50 WP 0,75 0,075
Rézoxiklorid

Signum WG 1,00 0,10
Switch 62,5 WG 0,8 0,08
Topsin-M 70 WDG 1,00 0,10
Vitra Rézhidroxid 2,50 0,25

3.3.5.1. A tenyészetek novekedésére Kkifejtett hatas

A novényvedo szerek tenyészetndvekedésre kifejtett hatasat mérgezett agarlemez modszerrel
vizsgéltuk. Kézmeleg, steril taptalajhoz kevertik a készitményeket a kétféle dozisban. A
megszilardult taptalaj kdzepére 3 mm atmérdjii micéliummal atszott taptalajkorongot helyeztiink (8.

abra), amely a korokozd novekve, tiszta tenyészeteibdl szarmazott. A mérgezett taptalaju
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tenyészetek mellé kontroll tenyészeteket is készitettiink, melyek nem tartalmaztak novényvédo
szert. Izolatumonként és higitdsonként 2-2 ismétlést készitettiink. A tenyészeteket 24 °C-0s
hémérsékleten inkubaltuk, mig a kontroll lemez feliiletét teljesen bendtte a gomba micéliuma.
Ekkor értékeltilk a mérgezett agarlemezeken a micélium novekedését. Milliméter pontossaggal

egymasra merdleges iranyban, két &tmérdt mértiik.

L v

8. abra: Mérgezett agarlemez modszer kisérleti elrendezése (Foto: Lantos, 2011)

3.3.5.2. A konidiumok csirazasara kifejtett hatas

A vizsgélathoz sziikséges konidiumokat szilvatermések mesterséges fert6zésével allitottuk
el6 a patogenitasi tesztben leirt modon (3.3.4. fejezet), majd a csiraztatdo edényeket megvilagitas ala
helyeztiik a fitotronba, mert a M. laxa korokozo esetében a fény elésegiti a konidiumok képzdodését.

Egy hét elteltével steril vizes szuszpenziot készitettiink a konidiumokbol és Biirker-kamra
segitségevel 4 x 10° db/ml konidium koncentraciét allitottunk be. Eppendorf csdévekbe 900 pl steril
vizhez 100 pl konidium szuszpenziot adtunk, majd hozzakevertiik a ndvényveédo szereket kétféle
dozisban. A kezeletlen kontroll esetében a konidiumokat steril vizben csiraztattuk. A konidiumok
csirdzasanak eldsegitésére 24 Oras, mesterséges megvilagitas ald helyeztiik 6ket. Az eredményeket

36 ora elteltével értékeltiik, kétszer 50 db konidium csirazasat vizsgaltuk.

3.3.5.3. A hatasvizsgalatok értékelésénél alkalmazott statisztikai moédszerek és

programcsomag

Osszehasonlito vizssalatok

Az eredmények statisztikai kiértékelésére az SPSS 20 programcsomagot hasznaltuk. Az
SPSS felhasznalobarat statisztikai szoftver, mely klasszikus és modern statisztikai modszereket
egyarant tartalmaz. El6nye, hogy a feltételek hidnyaban nem haszndlhaté hagyomanyos modszerek
helyett mas modszerek alkalmazésara is lehetdséget kinal.

Osszehasonlitd vizsgalataink sordn a hagyomanyos, paraméteres modszerek (egytényezds

varianciaanalizis) alkalmazasahoz néhany esetben kevés adat allt rendelkezésre a megbizhato
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kovetkeztetéshez és a mintak adatainak normalitasa, valamint a szorashomogenitas gyakran sériilt,
ezért a nekik megfeleld6 nemparaméteres modszerek haszndlata is indokolt volt. Az
Osszehasonlitasokat 95%-os szignifikancia szinten végeztiik.

Tobbvaltozoés varianciaanalizist hasznaltunk, mert tobb kvantitativ tulajdonsag figyelembe
vétele alapjan (a kezelések hatékonysaga) kivantuk kimutatni a 9 vizsgalt izolatumra kifejtett hatas
kozotti kiillonbségeket. Vizsgalatunk soran a kezeletlen kontroll, 16 ndvényvédd szerrel, valamint a
készitmények 10x-es higitdsaval valo kezeléseket hasonlitottuk Ossze a tenyészetek micéliumanak
novekedésére, valamint az izoldtumok konidiumainak csirazasara gyakorolt hatds alapjan. Az
altalanos linearis modell szimultan Osszehasonlitds modszere (multiple comparison) kiilondsen a
nemparaméteres esetben nagy jelent6ségii, amikor szoérasanalizisre, azaz normalitast feltételezo
eljarasra nem keriilhet sor. A varianciaanalizist kiegészit6 kozépérték 6sszehasonlito tesztek koziil a
Tukey-féle szignifikans differencia Gin. post hoc analizist végeztiik, l1étrehozva az izolatumok
(illetve novényveédd szerek) homogén csoportjait a ndvényvédd szerekre vald érzékenységiik
(illetve szerek hatasa) alapjan. A csoporton beliili variancidk egyez6ségét a Levene-teszttel
ellendriztiik, és sziikség esetén a mintaelem szamok és szorasok azonossagat nem feltételezd
Games-Howell probat alkalmaztuk. Az analizis eredményeit tdblazatos formaban foglaltuk dssze.
A tablazatban kiilonbozd betiivel jeldltik a szignifikdnsan kiilonbozdket, az abc- sorrend a mért

értekek novekvo sorrendjét jelzi.

A csoportositas statisztikai modszere

A 9 vizsgalt izoldtum novényvédd szerekre vald érzékenység szerinti csoportositasat
hierarchikus klaszteranalizissel, az 6sszehasonlitasokat pedig varianciaanalizissel végeztik. A
kovetkeztetéseket 95%-0s szignifikanciaszinten vontuk le. A hierarchikus osztalyozas esetében
lépcsérél  1épesére  haladunk, és mindig két klaszter (készitmény-csoport) Gsszevonasaval
csokkentjiik a klaszterek szamat. A kapott dendrogramrodl leolvashatd az izolatumok kozotti
hasonlosag mértéke. Lehetdség nyilik annak megallapitasara is, hogy mely készitmények (és milyen
higitasuk) hatarozzak meg leginkabb a kiilonb6z6 klaszterekbe vald besorolast, illetve melyek azok,

amelyek nem meghatarozoak.

3.3.6. Citokrom b gén vizsgalata Real-time PCR médszerrel

A citokrom b génben, a 143-as aminosavban esetlegesen jelentkezd (guanin — citozin)
pontmutacio vizsgalatara, mely a strobilurin tipust hatbanyagokkal szembeni rezisztenciaért felelGs,
primereket terveztiik a nemzetk6zi adatbazisban fellelhet6 szekvenciak alapjan, a Real-time PCR

vizsgalathoz. A primerek tervezése soran a TagMan probat valasztottuk. A vizsgalathoz két primer
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mixet rendeltiink (3.2.5. fejezet). A szenz és a proba primer megegyezik minkét esetben. Kiilonbség
az antiszenz primerek esetében van a két primer szett kdzott. Antiszenz primerbdl kettdt terveztiink,
az egyik csak a pontmutaciot tartalmaz6 mitokondridlis DNS-b6l emel ki egy 203 bp hosszusagu
szakaszt, mig a masik egyarant specifikus a mutacidt hordozo6 és nem hordoz6 mitokondrialis DNS-
re.

A mutacidra tervezett reverz primer 3’ végén talalhat6 utolso bazisa (G) éppen komplementer a
pontmutacié megvaltozd bazisaval (C), tehat csak abban az esetben tud az inditészekvencia
tokéletesen kapcsolddni, ha a pontmutacio jelen van a mitokondrialis DNS bizonyos hanyadéaban.
Ha egyaltalan nem taldlhato meg a mitokondridlis DNS-ben a pontmutacié (G van az adott
pozicioban), nem keletkezik PCR termék a reakcid soran, hiszen az inditoszekvencia utolso
nukleotidja nem tud parosodni a célszekvenciaval, igy az enzim nem képes megkezdeni az atirast.

Annak megadasara, hogy a mitokondridlis DNS-ek hany szazaléka hordozza a pontmutéciot,
sziikséges az altalanos primer szett, amely valamennyi mitokondriadlis DNS-bdl eredményez PCR
terméket a mutacidé meglététdl fiiggetleniil. Azonos feltételekkel egy iddben végezve a mennyiségi
polimeraz lancreakciot, a két érték aranyabol kovetkeztethetiink arra, hogy milyen mértékben
hordozzak az egyes izolatumok a pontmutéciot.

A kisérlet elvégzését megeldzden higitasi sort készitettliink a detektalashoz sziikséges optimalis
DNS koncentracié megallapitasahoz, majd az el6tesztelés utan 5-10 ng/ul-ben allapitottuk meg a
legmegfelelobb értéket. Valamennyi izolatum esetében 3 ismétlést végeztink a mérési hiba

kikiiszobolésére. A negativ kontrollhoz DNS helyett steril vizet pipettaztunk.

A valos 1dejii PCR soran az alabbi komponenseket mértiik 6ssze 10 pl végtérfogatra:
o 1ulDNS
o 5l 2x Master Mix
o 0,5 pl primer mix

o 3,5 ul steril viz

A Real-time PCR késziilékben az alabbi programot allitottuk be:
050 °C-on 2 perc: a polimeraz enzim hével torténd aktivalasa
095 °C-on 5 perc: elsddleges denaturacio.

Majd 40 cikluson keresztiil az alabbi két 1épés ismétlodott:

095 °C-on 15 masodperc: denaturacio

060 °C-on 1 perc: anellalasi + elongacids szakasz.
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4. Eredmények

4.1. A korokozok azonositasa morfologiai bélyegek alapjan

Az M1-MS8 izolatumok exogén sztrémai sziirkésbarna szintiek voltak, mig az M9-es
izolatum esetében inkdbb vildgos mogyoroszinliek. Mikroszk6ép alatt  vizsgalva a
szaporitoképleteket megallapitottuk, hogy a lancokban képz6do konidiumok egysejtiick, ovalisak, a
Monilinia fajokra jellemz6 méretiiek.

Az izolatumok tiszta tenyészeteinek jellemzése soran, megjelenésiiket tekintve két csoportra
kiilontiltek el azokat. Az egyik csoportba a nyolc izolatumot (M1-M8) soroltunk, amelyeknél
minden esetben a leoltasi pontbol kiinduld zonaltsagot figyeltiink meg (9. abra). A telepek barnas
szinliek ¢és rozettalt szerkezetlieck voltak, feliiletiikon valtozd mennyiségii, fehér légmicélium
képzodott. Szélik csipkés, néhany esetben ép volt. A tenyészetben konidiumképzést nem
tapasztaltunk. Tenyészbélyegek alapjan az M1-M8-as koddal ellatott izolatumokat Monilinia laxa-
ként azonositottuk.

Az M9-es izolatum tenyészbélyegeit tekintve kiilonbozott a tobbi izolatumtol. A
tenyészetben szabalyos gylirikbe rendez6dd zonaltsag szintén megjelent, azonban rozettaltsdg nem
alakult ki. A telep fondka mogyordbarna szinii, széle ép volt. A tenyészet feliletén, a fiatal
novekvo szegély kivételével, nagy mennyiségben képzddtek konidiumok. A tenyészet ndvekedési
iiteme igen gyors volt: 12,1 mm/nap. Az M9-es koddal ellatott izolatumot tenyészbélyegei alapjan

Monilinia fructicola kérokozoként azonositottuk.

9. abra: Monilinia laxa izolatumok tenyészbélyegei (Foto: Lantos, 2011)

4.2. A korokozok azonositasa molekularis biolégiai modszerrel

Az ismeretlen funkcidju genomi régido PCR vizsgélata soran a primerpar az izolatumokbol két
kiilonbozé hosszusagu fragmentumot emelt ki: az M1-M8-as izolatumokbdl kozel 400 bazispar

hosszlisagu szakaszt, mig az M9-es izolatumbdl kb. 600 bazispar hosszisagh szakaszt (10. abra).

28



Azaz, a molekularis azonositas megerdsitette a morfoldgiai azonositas eredményeit: az elsé nyolc

izolatum a Monilinia laxa, mig az M9-es izolatum a Monilinia fructicola fajhoz tartozik.

1000 bp
750 bp
500 bp

250 bp

10. abra: Monilinia izolatumok azonositasa egy ismeretlen funkcioji genomi régidjanak PCR

vizsgalataval

4.3. A korokozok patogenitiasanak igazolasa

A megbetegitoképesség vizsgalata soran
megallapitottuk, hogy valamennyi izoldtum tipikus
monilinids  tiineteket  idézett el6 az  inokulalt
szilvaterméseken (11. dbra). Az inokulalt termésekrdl
sikeresen visszaizolaltuk a korokozokat, teljesitve a Koch-
fele posztulatum feltételeit. A  kontroll gyiimdlesok

egeészségesek maradtak az értékelés napjaig.

11. abra: Az M7-es izolatummal mesterségesen fertdzott szilvatermések,

az inokulaciot kovetd 7. napon (Fotd: Lantos, 2011)

4.4. Novényvédo szerekkel végzett in vitro hatasvizsgalatok

4.4.1. A tenyészetek novekedésére kifejtett hatas

A mérgezett agarlemez moddszer alkalmasnak bizonyult a ndvényvédd szerek
micéliumnovekedésre Kkifejtett hatasanak vizsgalatara (13. abra). A készitmények tizszeres
higitasanal a gatlo hatds minden esetben csokkent a gyakorlati dozishoz képest, kivéve azokban az

esetekben, ahol mindkét higitasban fungicid hatast tapasztaltunk (12. abra). A ndvényvédo
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szereknél a legtobb esetben szignifikans kiilonbség nem volt kimutathato a két Monilinia fajra
gyakorolt hatas kozott, igy a két korokozora kifejtett hatdsukat egyiittesen értékeltiik az adott

készitménynek.
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12. abra: A novényvédo szerek gatlo hatasa a vizsgalt Monilinia izolatumok micélium

novekedésére (az Osszes izolatumbol szamitott atlag és szoras értekekkel)

A kontakt és mélyhatasu készitmények hatasa a Monilinia izolatumok tenvészetnovekedésére

A kontakt hatéanyagu készitmények koziil a Cupertine M bizonyult a leghatékonyabbnak
(14. abra), amely réz mellett mankoceb hatéanyagot is tartalmaz. A gyakorlati dozis tizszeres
higitasa is erdsebben gatolta atlagosan a tenyészetek novekedését, mint a kizarolag réz hatdéanyagu
készitmények gyakorlati dozisai.

A rezet tartalmazé szerek kozil a réz(I)oxid hatdoanyagi Nordox 75 WG fejtette ki a legerdsebb
gatlo hatas. Hasonlo hatékonysagl a két rézhidroxid hatéanyagot tartalmazé Vitra Rézhidroxid és
Funguran-OH 50 WP. Legkevésbé a rézoxiklorid hatéanyagt Pluto 50 WP Rézoxilkorid gatolta a
micélium novekedését. Fontos megemliteni, hogy az altalunk vizsgalt réz hatdanyagu készitmények
gatlo hatasa tizszeres higitasban jelent6sen lecsokkent (nem haladta meg a 15%-ot), ezért
kijuttataskor fokozottan ligyelni kell a dézis pontos beallitasara és a megfeleld boritottsag elérésére
(15. abra). A mélyhatasu, fenhexamid hatéanyagu Teldor 500 SC mindkét higitasa teljes mértékben
gatolta a tenyészetek ndvekedését.

Osszevetve az izoldtumokat az sszes tobbi izolatumtdl eltérd eredmény legtdbbszor az M6-as
izoldtum ¢és az MO9-es izolatum esetében kaptunk, azaz ezekre az izolatumokra hatottak
legkiilonbozébben a szerek gyakorlati dézisban (6. tablazat). A tizszeres higitdsok vizsgalatanal
kiemelném, hogy a Vitra Rézhidroxid minden esetben olyan kevéssé gatolta a ndvekedést, hogy

azok kozott szignifikans kiilonbség nem is volt kimutathat6 (6. tablazat).
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13. abra: Novényvédo szerek hatasa a Monilinia izolatumok novekedésére (Foto: Lantos: 2011)

Magyarizat: E: M7- Nordox I: M3- Switch
A: M1- Pluto F: M9- Vitra J: M9- Topsin
B: M2- Pluto 10x higitas G: M4- Topsin K: M7- Quadris
C: M6- Cupertine H: M8- Systhane Duplo L: M5- Chorus
D: M2- Funguran 10x higitas
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14. abra: Kontakt és mélyhatasu szerek gyakorlati dozisanak gatlo hatasa a Monilinia

izolatumok tenyészeteinek novekedésére

Kontakt és mélyhatasu szerek 10x-es
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15. abra: Kontakt és mélyhatasu szerek tizszeres higitdsanak hatasa az egyes izolatumok

tenyészeteinek ndvekedésére
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6. tablazat

Az izolatumok 6sszehasonlitasa a készitményekre valo érzékenységiik alapjan

g 8
S |12 |, |3 |.
P & @ - @
g & E |9 | X | & | &
= x = = % p = =
s |8 © > | o s |8 © > | o
o o P c = o o — c +—
=} o = S = > o = = =
&) Z > (I o (@) Z > L o
M1 c b c c c a c a d e
M2 abc b b abc c bc c a d bc
M3 e b c ab c d c a d cd
M4 ab b b a c a c a cd a
M5 c c b bc c e c a d cd
M6 d a a ab b bc a a c ab
M7 bc b c a c bcd a a b ab
M8 c bc ab abc c cd c a d de
M9 a b ab ab a cd b a a a

Magyarazat: a tobbvaltozos varianciaanalizis és az altalunk alkalmazott kiegészitd moddszerek
hasznalataval kapott elemzés eredményének értékelésénél, a betiik abc-sorrendje a kontrollhoz
viszonyitott novekedés mértéke szerinti novekedést jelzi. A novényvédo szerek alatti oszlopokban,
ahol a celldkban ugyanaz a betli lathatd, ott az izoldtumokra gyakorolt hatas kozott nincs
szignifikans kiilonbség. Két mintat szignifikansan kiillonbozdnek akkor tekintiink, ha nem szerepel
ugyanolyan betli a celladkban. Az 0Osszes tobbi izolatumtdl szignifikdnsan eltérd értékeket a

tablazatban piros szinnel jeloltem.

A szisztemikus hatasa készitmények hatiasa a Monilinia izolatumok tenyészetnovekedésére

A szisztemikus hatasu készitmények koziil a triazol szarmazékok rendelkeznek a leger6sebb
gatld hatassal (16. abra). Fungicid hatassal rendelkezett - vagyis a mérgezett agarlemezre leoltott
micéliumkorongon elpusztult a gomba - az Orius 20 EW, Flint Max, Mirage 45 EC ¢és a Systhane
Duplo gyakorlati dozisban, valamint annak tizszeres higitdsaban is. Egyediil az M8-as izolatum volt
képes fejlodni a Systhane Duplo tizszeres higitasaval kezelt taptalajon, de ekkor is egynegyedére
csokkentette a telep novekedését a készitmény (17. abra). A Signum WG, Switch 62,5 WG ¢és
Rovral Aquaflow készitmények alkalmazasakor tobb izoldtum telepei is ndvekedésnek indultak, de

minden esetben 90%-nal nagyobb mértékben gatoltak a ndvekedést.
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16. abra: Szisztemikus szerek gyakorlati dozisanak hatdsa a tenyészetek novekedésére
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17. abra: Szisztemikus szerek tizszeres higitasanak hatasa az egyes izolatumok

tenyészeteinek novekedésére

A Chorus 50 WG a Monilinia fructicola korokoz6 izolatumanak (M9) fejlodését teljes
mértékben gatolta tizszeres higitasban is, mig Monilinia laxa koérokozo izolatumai (M1-M8)
kiilonb6zé mértékben fejlédtek rajta. A Topsin-M 70 WDG, a Chorus 50 WG-vel ellentétben a
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Monilinia laxa koérokozo tenyészeteinek fejlodését gatolta, mig a Monilinia fructicola tenyészetének
novekedését gyakorlati dozisban csak 66%-kal, tizszeres higitasaban minddssze 28%-kal
csokkentette. A Monilinia fajok ellen nem engedélyezett Quadris gatolta legkevésbé a korokozok
fejlodését, valamint ennek a készitménynek a hatisa ingadozott a legjobban az egyes izolatumok
kozti 6sszehasonlitasban. Gyakorlati dozisban 5-74%-os gatld hatast fejtett ki.

A szisztemikus szerek (7. tablazat) kevesebb szignifikansan eltérd csoportba oszthatok, mint a
kontakt készitmények (6. tablazat), azaz egységesebben hatnak az izolatumokra. Az Gsszes tobbi
mintatol eltéré adat legtobbszor az M3-as izolatumnal szerepel: erre az izolatumra hatnak
legkiilonbozébben a szisztemikus szerek kiilonboz6 higitasai. A M. fructicola izolatum (M9) esetén
a Topsin-M 70 WDG kivételével, szignifikans kiilonbség a M. laxa izolatumokhoz (M1-MS8) képest

nem mutathat6 ki (7. tablazat).

7. tablazat

Az izolatumok 6sszehasonlitasa a készitményekre vald érzékenységiik alapjan

X
o
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M5 a a a c a c a a b ab b
M6 a a a d a b a a a a c
M7 a a a bc a bc a a a ab ab
M8 a a a c a bc b a a a ab
M9 a a a a b a a a a a a

Magyarazat: a tobbvaltozos varianciaanalizis eredményének értékelésénél, a betlik abc-
sorrendje a szoras mértéke szerinti ndvekedést jelzi. Fiiggbleges oszlopokban, ahol ugyanaz a
betli lathato, ott az izolatumokra gyakorolt hatas kozott nincs szignifikéns kiilonbség. Két mintat
szignifikansan kiilonb6zdének akkor tekintlink, ha nem szerepel ugyanolyan betii a cellakban. Az

Osszes tobbi izolatumtdl szignifikansan eltérd értékeket a tdblazatban piros szinnel jeloltem.
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A klaszter analizis sordn az izolatumok érzékenységének hasonlosagat vizsgaltuk a
kiilonb6z6 novényveédod szerekre az Gsszes mérési eredmény figyelembe vételével, azaz az Gsszes
tesztelt készitmény mindkét higitasanak eredményeit 6sszegezve (18. abra).

A dendrogram elemzésbol kidertilt, hogy az M5-0s az M8-as izolatumok, valamint az M2-es
az M4-es izolatumok mutatjak a legnagyobb hasonlosagot egymassal a fungicidek hatékonysaganak
mértékében. A Monilinia laxa izolatumok (M1-M8) koziil az M6-0s izolatum reagal a
legkiilonb6z6bb mddon a névényveédd szeres kezelésekre, mint ezt mar a készitmények gyakorlati
doézisanak 0nalld vizsgalatanal is megfigyelhettik. Az izolatumok koziil az M9-es kiiloniil el
leginkabb a tobbi izolatumtol, azaz a Monilinia fructicola eltérébben reagalt az egyes fungicides
kezelésekre, mint a Monilinia laxa izolatumok. A csoportositds varianciaanalizisének
eredményeként kideriilt, hogy az izoldtumok kozotti kiilonbségek kialakitasdban a Quadris
gyakorlati dozisanak, valamint a Funguran-OH 50 WP és a Pluto50 WP Rézoxiklorid tizszeres

higitasanak van a legnagyobb szerepe.

Dendrogram using Average Linkage (Between Groups)

Rescaled Distance Cluster Combine
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18. abra: A klaszteranalizis soran, az egyes készitmények izolatumok novekedésére gyakorolt

hatésa alapjan megallapitott hasonlosagok és eltérések abrazoldsa dendrogramon
Magyarazat: A vizszintes vonalak hossziisaga a mintdk kiilonbozdségének mértékét jelzik, mig

fliggbleges vonallal a hasonlonak tekinthetdk (az egy csoportba tartozok) vannak 6sszekotve, a

hasonldsag a kiindulasi ponttol vald tavolsag novekedésével csokken.
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4.4.2. A Kkonidiumok csirazasara kifejtett hatas

A novényveédo szerek konidiumok csirdzasara kifejtett hatasat értékelve megallapithato, hogy
gyakorlati dozisban minden készitmény erdteljesen gatolta a csirdzast, egyik izolatum
konidiumainak kontrollhoz viszonyitott csirazasa sem érte el a 20%-ot, csak a Quadris esetében (19.
abra). Tizszeres higitasban igen eltért a készitmények hatasa az egyes izolatumokra, melyre a nagy
szorasokbal is kovetkeztethetiink.

Az egyes készitmények hatdsdnak vizsgalatakor nem készitettiink ismétléseket, igy nem tudtunk
varianciaanalizist végezni, valamint az egyes mintakra kifejtett hatdsokat sem abrazoltuk egyetlen
adat alapjan. A két Monilinia faj kozott sem figyeltiink meg eltéréseket a konidiumok csirazasaban.

Vizsgaltuk az izolatumok hasonldsagat az alapjan, hogy hogyan reagaltak (a konidiumcsirazas
tekintetében) az egyes kezelésekre. A dendrogram szerint az M2-es €s az M7-es izoldtum hasonlit a
legjobban egymasra, majd az M9-es izolatum all hozzajuk legkozelebb (20. abra). A tovabbi
izolatumok kozott nem figyelhetd meg nagyobb mértékii hasonldsag, sem egymdashoz, sem a hdrom

elébb emlitett izolatumhoz képest. A legkiilonbdzdbben az M8-as izolatum a reagalt a kezelésekre.
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19. abra: Fungicidek gétlo hatasa a konidiumok csirdzasara

(az 6sszes mintabol szamitott atlag és szoras értékekkel)

A novényvédo szereknek a két Monilinia faj konidiumainak csirazasara kifejtett hatasaban
nem figyelhetk meg akkora kiilonbségek, mint a micéliumra kifejtett hatdsban. Azonban ennek
bizonyitasara tovabbi M. fructicola izolatumok vizsgalatara lenne sziikség.

Az Gsszes izolatum adataira végzett varianciaanalizis alapjan a Switch 62,5 WG ¢és Systhane
Duplo készitmények gyakorlati dozisai és azok tizszeres higitdsaban mért értékek befolyasoltak

leginkabb a kiilonbségek kialakulasat.
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Dendrogram using Average Linkage (Between Groups)
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20. abra: A klaszter analizis soran, az egyes készitmények izolatumok konidiumainak csirdzaséara

gyakorolt hatasa alapjan megallapitott hasonlosagok abrazolasa dendrogramon

Magyarazat: A vizszintes vonalak hosszusdga a mintak kiilonbozdségét jelzik, a fiiggdleges
vonallal 6sszekotott mintdk hasonlésédga a kiinduldsi ponttdl vald tavolsdg ndvekedésével

csOkken.

4.4.3. Citokrom b gén vizsgalatanak eredményei

A mitokondriumban kédolt citokrom b gén valos idejii PCR vizsgalata soran az altalunk
tervezett primerek megfelelden miikodtek. A negativ kontroll esetén nem keletkezett PCR termék.
A vizsgalt M. laxa izolatumok mindegyikébdl sikeriilt kimutatni, a PCR termék megjelenésével a
rezisztenciat biztositd pontmutacidt tartalmazod gén jelenlétét, melyre a pontmutaciét specifikusan

felismerd primert terveztiik.

Megallapitottuk, hogy a Petri-csészében az egyes izolatumoknal tapasztalt gatlohatasbeli
kiilonbséget a mennyiségi polimerdz lancreakcido eredményei megerdsitették. Az izolatumonként
harom ismétlésben elvégzett PCR vizsgalatoknal az Ml-es és az M5-0s izolatumok, amelyek
magasabb szintli azoxistrobin rezisztenciaval rendelkeztek taptalajon, gérbéi hamarabb kezdtek
emelkedni, vagyis a detektalhato PCR termékek mar a 28-29. ciklusnal megjelentek, mig pl. az M4-
es s M6-0s izolatumok, amelyek telepnovekedésénél nagyobb gatld hatast figyeltiink meg, gorbéi
késobb emelkedtek, a detektalhatd PCR termékek csak a 33-34. ciklusnal jelentek meg (21., és 22.

abra).

38



Amplification Plot

0.225
0.200
0.175
0.150
0.125

0.100

ARN

0.075
0.050
0.025

0.000 ﬁ

-0.025

—

-0.050

21. abra: Az M1 (piros) és az M6 (z6ldessarga) izolatumok gorbéi harom ismétlésben a valds ideji

PCR-t kovetden
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22. abra: Az M4 (piros) és az M5 (z6ldessarga) izolatum gorbéi a valds idejii PCR-t kovetden
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5. Eredmények megvitatasa, kovetkeztetések

Az izoldtumok fajszintli meghatarozasa soran morfologiai és tenyészbélyegek vizsgalataval,
valamint a molekuldris azonositassal megegyezd eredményre jutottunk, azonban De Cal és
Melgarejo (1999) megfigyeléseihez csatlakozva, a polimerdz lancreakciot elengedhetetlennek
tartjuk a Monilinia fajok meghatarozasa soran. A morfologiai bélyegek vizsgalata soran
nehézségekbe {itkoztiink a fajok azonositasanal a sztromak alapjan. Bar Kiss (2007) szerint
megfigyelhetd szinbeli és megjelenésbeli eltérés a két faj exogén sztromaja kozott, ez alapjan nem
lehet egyértelmiien azonositani a korokozodkat. Konidiumaik egysejtiiek, ovalisak, lancokban
képzodtek, méretiik is megegyezett Byrde és Willetts (1977) megfigyeléseivel.

A M. laxa korokozé tenyészetei rozettalt szerkezetiiek, mintazatuk gytrizott, feliiletiikon
valtoz6 mennyiségli, fehér légmicélium képzddott. Szaporitoképeletek megjelenését nem
tapasztaltuk. A jellegzetes mogyordbarna, sotétsziirke alapszinii telepek (Byrde és Willetts, 1977)
mellett tobb izoldtumnak is vildgosbarna, narancssargas szint telepei fejlodtek. Novekedésiik 2,8-
6,4 mm/nap kozott valtozott, amely a szakirodalomban megjel6lt értékek (2-11 mm/nap) kozé esik
(OEPP/EPPO, 2009). A M. fructicola tenyészete jol elkiiloniilt a M. laxa izolatumokétol, mert
rozettaltsdig nem alakult ki, valamint feliiletén nagy mennyiségli szaporitoképlet jelent meg,
koncentrikus korokbe rendezddve, ahogy ezt Batra (1991) leirasaban is olvashatjuk. Szine
mogyordbarna volt. A M. fructicola tenyészete gyors névekedésti (12,1 mm/nap), ami megfelel az
OEPP/EPPO (2009) altal megadott értékeknek (9-20 mm/nap).

A molekuléris azonositas soran az ismeretlen feladatl, nem kodold genomi szekvencia
vizsgalatara tervezett primerek altal kiemelt PCR termékek nagysaga megegyezik a Petroczy és
mtsai. (2012) altal publikalt értékekkel, igy az izolatumokat egyértelmiien tudtuk azonositani.

Mandoki és Varga (2011) kisérleteivel megegyezden a mérgezett agarlemez modszer
alkalmasnak bizonyult novényvédd szerek hatasanak értékelésére a Monilinia fajok
micéliumnovekedésének tekintetében. A vizsgalatba bevont fungicidek elemzésekor a legtobb
esetben szignifikans kiilonbséget nem tudtunk kimutatni a két Monilinia fajra gyakorolt hatasuk
kozott. Ez megegyezik Mandoki és Varga (2011) eredményeivel, miszerint a M. laxa ellen
korabban alkalmazott szerek a karantén Monilinia faj ellen is hatékonyan bevethetdk.

A 16 készitmény koziil fungicid hatast tapasztaltunk az Orius 20 EW, Mirage 45 EC,
Systhane Duplo, Flint Max, Signum WG és a Teldor 500 SC készitmények gyakorlati dozisaban.
Maindoki és Varga (2011) szintén kimutatta a Teldor 500 SC és a Rovral Aquaflow, valamint
Sz6di és mtsai. (2008) az iprodion (Rovral 50 WP) hatéanyag kivald hatékonysagat. Mandoki és

Varga (2011) kisérleteiben is az azoxistrobin hatdéanyag (Amistar, Quadris) gatolta a
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leggyengébben a tenyészetek ndvekedését, ahogy azt mi is megfigyeltiik. A Chorus 50 WG és a
Topsin-M 70 WDG esetén jelent6s kiilonbségeket mutattunk ki a M. laxa és a M. fructicola
korokozokra kifejtett hatasban. Ezzel ellentétben Mandoki és Varga (2011) nem figyeltek meg
kiilonbséget a készitmények kapcsan.

Maring és Lienshoft (2011) németorszagi iltetvényekben végzett in vivo kisérleteiben a
Chorus 50 WG hatékonysaganak fokozasdhoz, az engedélyezett dozis masfélszeresét (0,3 kg/ha a
koronamagassag egy méterére vonatkozoan) ajanljak kijuttatasra. Kisérleteink soran a Chorus 50
WG igen hatékonynak bizonyult, a gyakorlati dozis tizszeres higitasaban is, a legtobb esetben teljes
mértékben gatolta a micélium novekedését, igy in vitro vizsgalataink alapjan hazankban nem tartjuk
indokoltnak a magasabb dozis hasznalatat. A vizsgélt réz hatdanyagli készitmények esetében
azonban kijuttatdskor fokozottan iigyelni kell a megfeleld boritottsdg elérésére és a dozis preciz
beallitasara, mert gatld hatasuk tizszeres higitdsban nem haladja meg a 15%-ot.

A konidiumok csirazasat is az Orius 20 EW, a Mirage 45 EC, a Systhane Duplo, a Flint
Max, a Signum WG ¢s a Teldor 500 SC készitmények gatoltak a legerdteljesebben. A készitmények
a konidiumok csirazasat hatékonyabban gatoljak, mint a telepek ndvekedését, bar joval nagyobb
szoras figyelhetd meg az egyes izolatumokra kifejtett hatdsuk tekintetében.

A mitokondrialis citokrom b gén egy sejtben sok kopiaban van jelen. Valos idejit PCR
technika alkalmazasaval sikeriilt kimutatnunk a strobilurin rezisztenciaért felelés pontmutaciot
tartalmazd DNS kopiat a M. laxa izolatumokbol. A kisérletek elvégzéséig nem érkezett meg az a
primer szett, mely alkalmas a heteroplazmiaban résztvevé mutans és vad tipusu citokrom b gén
egylittes kimutatasara, igy nem tudtuk megallapitani az egyes izolatumoknal a vad €s a mutans gén
kopiaszamanak ardnyat. Azonban az egyes izolatumok mérgezett agarlemezen tesztelt strobilurin
érzékenysége korrelalt a valds idejii PCR vizsgélat eredményeivel, ahol a mutans kopia jelenlétét
vizsgaltuk.

Tobb szerz6 a M. laxa esetében nem valdsziniisiti @ mutacio 1étrejottét, a pontmutaciot
kozvetleniil kdvetd intron szekvencia jelenléte miatt. Véleményiik szerint a mutdcid hatdsdra nem
torténik meg az intron kivagodasa, igy milkodésképtelen fehérje jonne létre (Miessner és
Stammler, 2010; Hily és mtsai., 2011). Jiang és mtsai. (2009) viszont a Botrytis cinerea korokozo
strobilurin rezisztencidjat vizsgalva, azonositottdk a pontmutacid jelenlétét, ugyanakkor az ezt
koveté intron szekvencia nem volt megtalalhato a génben a vad tipushoz képest. Igy tovabbi
vizsgalatok elvégzése sziikséges a M. laxa izolatumokban tortént pontmutacid, szekvencia
meghatarozassal torténd azonositasahoz, ill. a mutacido Szekvenciakornyezetének, az intron

meglétének vagy esetleges hianyanak azonositasara.
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6. Osszefoglalas

A csonthéjasok monilinias virag- és hajtaselhalast okozé Monilinia laxa korokozo mellett
2007-t61 a Monilinia fructicola karantén korokozo is megjelent a hazai iiltetvényekben. A kérokozo
hazai elterjedése a novényvédelmi technologiat is modositja, hiszen a gyiimolcsérés iddszakaban
elengedhetetlenné valik a fungicidek hasznalata. A korokozo ellen hatékony novényvédd szerek
kapcsan pedig kevés hazai adat all rendelkezésre. A M. laxa okozta jarvanyok kovetkeztében
fokoz6do peszticid felhasznalds miatt fenn all a veszélye az ellenalld populaciok kialakuldsanak,
ezért idordl idore sziikség van a fungicidek hatékonysaganak vizsgalatara.

Munkank soran 9 Monilinia izolatumot gy(jtottiink, PDA taptalajon izolaltuk Oket, majd
igazoltuk patogenitasukat. A morfoldgiai és tenyészbélyegek alapjan, valamint molekularis
azonositassal 8 izolatumot M. laxa korokozoként, mig 1 izolatumot M. fructicola kérokozoként
hataroztunk meg. A laboratériumi hatasvizsgéalat soran teszteltikk 16 novényvédd szer gyakorlati
dozisanak, valamint tizszeres higitasanak hatékonysagat egyrészt a Monilinia fajok micélium
novekedésére mérgezett agarlemezen, masrészt konidiumainak csirdzasara. A vizsgalt készitmények
koziil a legkevésbé hatékonynak az azoxistrobin hatdéanyag bizonyult, és bar az azoxistrobin nincs
engedélyezve csonthéjas kultarakban, més engedélyezett strobilurin tipusti hatéanyagok kapcsan
felvetddhet a strobilurin rezisztencia kialakuldsdnak veszélye. Valdos idejii PCR modszerrel
vizsgaltuk a Qoi rezisztencidért leggyakrabban felelés mutaciot, a citokrém b gén 143-as
aminosavaban bekovetkezé pontmutaciot (guanin - €#0zin).

Fungicid hatast tapasztaltunk mind a telepek novekedésére kifejtett hatds, mind a
konidiumok csirazasara kifejtett hatas tesztelésekor az Orius 20 EW, Mirage 45 EC, Systhane
Duplo, Flint Max, Signum WG és a Teldor készitmények gyakorlati dozisaban, valamint a legtobb
1zolatum esetében a gyakorlati dozis tizszeres higitdsaban egyarant. Két készitménynél figyeltiink
meg jelends kiilonbséget a két Monilinia fajra kifejtett hatds kozott. A Chorus 50 WG a M.
fructicola korokozo izolatumanak fejlédését teljes mértékben gatolta tizszeres higitasban is, mig a
M. laxa korokozé izolatumai fejlédtek rajta. A Topsin-M 70 WDG a M. laxa koérokozo
tenyészeteinek fejlodését gatolta, mig a M. fructicola tenyészetének novekedését gyengén gatolta. A
konidiumok csirdzésanak vizsgalatdnal nem figyeltiink meg szignifikans kiilonbséget a két fajra
kifejtett hatas kozott.

A kontakt szerek koziil a Cupertine M bizonyult a leghatékonyabbnak, gyakorlati d6zisanak
tizszeres higitasa is erdsebben gatolta atlagosan a tenyészetek novekedését, mint a kizardlag réz
hatéanyagl készitmények gyakorlati dozisai. A réz hatdanyagl szerek koziil a Nordox 75 WG

fejtette ki a leger6sebb gatld hatast. Hasonlo hatékonysagu a két rézhidroxid hatdanyagli Vitra
42



Rézhidroxid és Funguran-OH 50 WP, legkevésbé gatolta a fejlédést a rézoxiklorid hatéanyagu
Pluto 50 WP Rézoxilkorid. A Quadris gyakorlati dozisa gatolta legkevésbé a korokozok fejlodését
¢s konidiumaiknak csirazasat, valamint ennek a készitménynek a hatasa ingadozott a legjobban az
egyes izolatumok kozti gatlas erdsségében.

Valos idejii PCR technika alkalmazasaval a M. laxa izolatumokbol sikeriilt kimutatnunk a
strobilurin rezisztenciaért felelds, a mitokondrialis DNS-ben kodolt citokrém b gén, pontmutéaciot
hordoz6 DNS kopidjat. Az egyes izoldtumok mérgezett agarlemezen tesztelt strobilurin
érzékenysége korrelalt a valos idejii PCR vizsgalat eredményeivel. Tovabbi vizsgalatok elvégzése
szilkséges a M. laxa izolatumokban tortént pontmutacid, szekvencia meghatarozassal torténd

azonositasdhoz, ill. a mutaci6 szekvenciakdrnyezetének vizsgalatahoz.
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