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1. A jelolt a Szent Istvan Egyetem Doktori Szabélyzatdban eldirt valamennyi

feltételnek eleget tett, az értekezés mithelyvitdjaban elhangzott észrevételeket és

javaslatokat az értekezés atdolgozasakor figyelembe vette, azért az értekezés

védési eljarasra bocsathato.

Az iskolavezetd jovahagyasa A témavezetd jovahagyasa



1. A KUTATAS ELOZMENYEI, CELKITUZESEK

A monilinids betegség vilagszerte a csonthéjasok és almatermésiiek termesztésének
gazdasagilag meghatarozo tényezdje. A fertézés kovetkeztében kialakuld virdgelhalds és
gylimolcsrothadas sulyosan veszélyezteti az azévi termésmennyiséget, mig a hajtaselhalas és a
fokozatos leromlasat, mas tényezokkel egyiitt pedig a fak pusztulasat okozhatjak. Napjainkig a
magyarorszagi iltetvényekben 6t Monilinia faj kartétele ismert, kozilik ketté az utobbi
¢évtizedben keriilt hazankba.

A Monilinia laxa és Monilinia fructigena 6shonos korokozok Eurdpaban, az elleniik
torténd védekezés modszerei régota kidolgozottak. Az elmult években azonban a
novényvédelmi technologidk kovetkezetes alkalmazdsa mellett is gyakran jarvanyszeriien
karositott a M. laxa korokozoé az orszag kiilonboz6 termesztokorzeteiben. Egyes feltételezések
szerint a faj 0j, agresszivebb torzsei, patotipusai jelentek meg (Rozsnyai és Vajna 2001),
amelyek a korabbiaktol eltérden nem csak a meggyviragok tomeges elhalasaért feleldsek,
hanem kajszin és egyes szilvafajtdkon is rendszeresen jarvanyos fertdzést okoznak. A
kiilondsen fogékony gazdandvények korének boviilése mellett a korokozo névényvédo szerekre
vald érzékenysége is valtozoban van. Az utobbi években tobb specidlis hatdshelyii
készitménnyel szemben ellenallo M. laxa és M. fructigena szubpopulaciok alakultak ki (Szédi
¢s mtsai. 2008, Fazekas 2014).

A birs specifikus kérokozoja, a Monilinia linhartiana szintén 6shonos hazank teriiletén,
elnevezését Linhart Gyorgyrdl a neves magyar botanikusrol és mikologusrol kapta. Jellegzetes
tiineteit mar az 1930-as években megfigyelték Magyarorszagon (Glits 2000), viszont a
korokozo az utobbi idében ritkdbban jelent meg. A birs termoteriiletének novekedésével a
korokoz6 ismételten elterjedt a hazai liltetvényekben, amely akar sulyos kartétel kialakulasaval
fenyegethet, hiszen a mediterrdn régioban esetenként 90—95%-o0s termésveszteségrol is
beszamolnak.

A Monilinia fructicola faj kartételét a hazai {ltetvényekben eldszor 2006-ban
bizonyitottak (Kiss 2007). A gomba az utdbbi tiz évben az Eurdpai Unid teriiletén széles korben
elterjedt, igy 2014-ben megsziint karantén statusza (Plant 2014), viszont hazai gyakorisagarol
nem végeztek felméréseket. Elterjedése a hazai iiltetvényekben a novényvédelmi technologia

modositasat is maga utdn vonhatja, ahogyan ez a mediterrdn teriileteken is tortént.



Olaszorszagban, Spanyolorszagban és Gorogorszagban a termésérés idészakaban fungicides
kezelések valtak sziikségessé a gylimolcsok megovasa érdekében (Ogawa és mtsai. 1995).

A Monilinia polystroma faj 2008-ban egy tjfehértoi almaiiltetvény hajtasainak elhalasat
okozta (Petroczy és Palkovics 2009). Hazankban ez volt az egyetlen alkalom, amikor ennek a
fajnak a karositasat figyelték meg. Azonban az utobbi években Eurdpa szdmos orszagaban
kimutattdk kérositidsat csonthéjas és almatermésii gylimolcsokon egyarant. Olaszorszagban
jelenleg az almatermésiick gylimdlcseit leggyakrabban fert6z6 Monilinia faj (Martini és mtsai.
2014).

A monilinias betegségekkel kapcsolatos vizsgalatok tobb szempontbol is aktualisak. Az
iilltetvényben jelen 1év6 fajok ismerete elengedhetetlen, hiszen meghatarozzak a betegségek
elleni védekezés modszereit. Jelenleg a Monilinia fajok gyakorisaga Eurdpa-szerte valtozoban
van. A Monilinia fructicola és Monilinia polystroma fajok hazai elterjedésével a korokozok
gazdanovénykore, a gazdandvény fajok és fajtdk fogékonysaga, az okozott tiinetek és a
sziikséges novényvédelmi technologia is modosulhat.

Az 1 fajok megismerése mellett elengedhetetlen az Gshonos fajok populacionak
nyomon kovetése is. Csonthéjas kultirakban sziikséges a monilinias betegség korokozoi ellen
a vegyszeres védekezés, igy kiemelkedden fontos a fungicidek hatékonysdganak megdrzése.
Korabbi kutatdsok kimutattak ellenallé populaciokat hazankban, viszont rezisztens populaciok
egyelére nem jelentek meg. Vizsgalataink sordn ezt a monitoring munkat folytattuk hatékony

és fenntarthat6 védekezési technoldgidk fejlesztése érdekében.

Vizsgalataink soran az alabbi célkitiizéseket fogalmaztuk meg:

e A monilinids betegséget okozoé fajok hazai dominancidjanak meghatarozasa
Magyarorszag szdmos termesztokorzetének bevonasaval;

e A Monilinia fajok altal okozott tiinetek megfigyelése és fert6zott mintak begytijtése;

e A fajok azonositdsa morfologiai és tenyészbélyegek alapjan, valamint molekularis
modszerekkel;

e A fajok rokonsagi viszonyainak vizsgalata genetikai dllomanyuk jellegzetes régidinak
szekvenciai alapjan (ITS régio, B-tubulin gén, 14 a-demetilaz gén);

e A korokozok fungicid érzékenységének vizsgilata mérgezett agarlemez modszer
segitségével;

e A rezisztencia kialakuldsaért felelés mutaciok molekularis bioldgiai vizsgélata.



2. ANYAG ES MODSZER

Monilinia fajok gyakorisaganak felmérése

A Monilinia fajok dominanciajanak felméréséhez Magyarorszag teljes teriiletét lefedd
gylimolcstermesztd régiokbol gyljtottiink fertézott novényi részeket. A mintdk {izemi
novényvédelem alatt allo terliletekrdl vagy szakszeri novényvédelemben nem részesiilo
teriiletekrdl szarmaztak. Egy helyszinrdl lehetdség szerint 1—5 hajtast vagy termést vizsgaltunk.
A koérokozokat izoldltuk, majd klasszikus mikologiai és molekularis modszerekkel
azonositottuk éket. Erd-Elvira majorban, Séskuaton és Soroksaron a Monilinia fructicola tavaszi
virdgfertézésének bizonyitasara iranyuld kisérleteket is végeztiink.

A Monilinia fajok dominanciajanak vizsgalatakor a 3 év adatait évekre lebontva és
egylittesen is elemeztiik, figyelembe véve, hogy az izolatum milyen névényi részrdl szarmazik,
valamint vizsgaltuk az egyes termeszt0 korzetek kozott megfigyelhetd kiilonbségeket is.
Eltéréseket kerestiink az izemi novényvédelem alatt al16 valamint, novényvédelmi kezelésben

nem részesiiloé teriiletek Monilinia populacioi kozott.

Koérokozok izolalasa és tenyészetek fenntartasa

Monilinids betegség tipikus tiineteit mutatd novényi részeket gyljtottiink be
Magyarorszag kiilonbozo tertileteirdl, iiltetvényekbdl, hazi kertekbdl, valamint kozteriiletekrol
2013-2015 kozott. A begyiijtott ndveényi részeket sztereomikroszkoppal vizsgaltuk szaporitd
képleteket keresve a fert6zott részeken. Az exogén sztromakrol steril landzsatli segitségével
konidiumokat emeltiink le és PDA taptalajra helyeztiik 6ket. 3 nap elteltével tiszta tenyészeteket
hoztunk Iétre beldlik ¢és bizonyitottuk megbetegitOképeségiiket. Az izoldtumokat
hiitészekrényben, 4 °C-on taroltuk és kéthavonta végzett atoltassal a vizsgalatok végéig

fenntartottuk azokat.

Morfologiai és tenyészbélyegek megallapitasa

A morfologiai bélyegek vizsgalatakor feljegyeztiik a fertdzott ndvényi részeken
képzddo sztromak szinét, méretét és képzodésiik helyét. Citoplaszt mikroszkdp alatt vizsgaltuk
mintanként 20-20 diszjunktor méretét és alakjat, valamint mintanként 100-100 konidium

szélességét és hosszlisagat pm pontossaggal megmértiik.



A tenyészbélyegek vizsgalatakor burgonya dextroz agar (PDA) taptalajon allapitottuk
meg a tenyészet alapszinét, szerkezetét, alakjat, mintazottsagat, ndvekedési litemét (mm/nap)
¢s a felilletén képz6dé l1égmicélium és konidiumtdmeg mennyiségét. A M. linhartiana

izolatumok esetén PDA taptalaj mellett Leonian malata agar és malata kivonat agar taptalajokon

crer

A fungicidek érzékenységének vizsgalata

Az izolatumok fungicid érzékenységének megallapitasira mérgezett agarlemezes
modszert valasztottunk. A csonthéjas kultarakbol izolalt Monilinia fajok érzékenységét 7
hatéanyag jelenlétében vizsgaltuk, mig a Monilinia linhartiana izolatumaira tovabbi 15
hatéanyag vagy hatéanyag kombinacio hatékonysagat teszteltiik. A boszkalid (Spiegel és
Strammler 2006), piraklostrobin (Chen és mtsai. 2013), tiofanat-metil (Ma ¢és mtsai. 2003,
2005) ¢és tebukonazol (May-De Mio ¢s mtsai. 2011) hatéoanyagok esetében az un. elvalasztd
koncentraciot alkalmaztuk. A ciprodinil, fenhexamid és penkonazol hatdéanyagok, valamint a
M. linhartiana kapcsan vizsgalt készitmények esetén a gyakorlati dozist, valamint a gyakorlati
dozis tizszeres higitdsdban adtuk a taptalajhoz. Izolatumonként 3 ismétlést végeztiink. Az
eredményeket akkor értékeltiik, amikor a kontroll tenyészetek bendtték a Petri-csészét. Két,
egymasra merQleges iranyban mm pontossaggal mértiik meg a tenyészet atmérdjét, majd a
kontroll tenyészetekkel 0sszevetve gatlasi szdzalékot szamitottunk (May-De Mio és mitsai.

2011).

Molekularis biologiai modszerek

A molekularis vizsgélatokhoz az izoldtumok oOrokitdanyagat CTAB (cetiltrimetil-
ammoOnium-bromid) modszer segitségével vontuk ki (Maniatis és mtsai. 1989), majd kloroform
¢és izoamil alkohol 24:1 ardnyu elegyének felhasznalasaval tisztitottuk (Gell és mtsai. 2007).

A Monilinia fajok genomjanak tobb szakaszat polimeraz lancreakcioval
megsokszoroztuk. Az ITS régio6 vizsgalatara az ITS5 és NL4 (White és mtsai. 1990, Kurtzman
¢s Robnett 1997) primereket hasznaltuk fel, a polimorf régié alapjan térténé azonositashoz az
UniMon primerpart (Petroczy és mtsai. 2012). A 14a-demetilaz enzim génjének vizsgalata
soran harom primerpart hasznaltunk, melyek Luo ¢és Schnabel (2008) tanulmanydban
szerepelnek. A tub2 és cytb gének vizsgalatara sajat tervezésii primereket készitettiink.

A PCR eredményességét gélelektroforézissel ellendriztiik, amely soran 1%-os agaroz

gélben futtattuk a PCR termékeket. A PCR terméket a PCR High Purification Kittel (Roche,



crer

Németorszag) tisztitottuk ki a gyartdé utasitdsait kovetve. Végsd koncentraciojat
spektrofotométerrel ellendriztiik. A fragmentumokat a BaseClear B.V. (Leiden, Hollandia)
céghez kiildtiik el direkt szekvencia meghatarozasra, izolatumonként harom ismétlésben.

A szekvencidkat az NCBI adatbazis BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)
programcsomagjaval ellendriztik (Altschul és mtsai. 1990). A szekvenciak sokszoros
illesztését a MAFFT 7 program segitségével végeztiik L-INS-i modszerrel. Az interspecifikus
¢s intraspecifikus diverzitdst a CLUSTAL O (1.2.1) tobbszords szekvencia illesztésének
alkalmazasaval szamitottuk (Sievers és mtsai. 2011). A filogenetikai elemzéseket a BEAST

v2.3.2 programcsomag segitségével végeztiik (Drummond és mtsai. 2012).

A rezisztencia molekularis hatterének elemzése

A fungicidekkel szemben mutatott rezisztencia molekuldris hatterének vizsgélata soran a
tub2, cyp51 és cybt gének szekvencia sorrendjét vizsgaltuk. A génekben olyan mutaciokat
kerestiink, amelyek feleldsek lehetnek a hatdéanyag kotddési helyének megvaltozasaért, ezaltal
érzékenységcsokkenést vagy rezisztenciat alakitanak ki. A vizsgalatokhoz az izolatumokat
agarlemezen mutatott érzékenységiik alapjan valasztottuk ki. Az adott készitményre érzékeny
és ellenalld izolatumok DNS szekvencidit hasonlitottuk dssze, kiilon figyelmet forditva az

irodalmakban szereplo rezisztenciat kialakito valtozasok jelenlétének vizsgalatara.

3. EREDMENYEK ES KOVETKEZTETESEK

Monilinia fajok dominanciaja csonthéjasokon

Harom ¢év alatt Osszesen 556 alkalommal izolaltunk Monilinia fajt csonthéjas
gazdandvényekrol, valamint néhany alkalommal almatermésii gazdandvényekr6l. Tavasszal az
elhalt hajtasokrol kizarolag a Monilinia laxa fajt izolaltuk. Vizsgalataink soran nem
tapasztaltuk a M. fructicola viragfertézését, feltehetéen azért, mert orszagunk iddjarasa a
viragzas idészakaban még hiivos a korokozo szamara (Kimura 1962, Harada 1977), azonban a
telek enyhiilésével és a tavaszi atlagos kozéphdmérséklet emelkedésével ez hossza tavon
megvaltozhat.

Eredményeink alapjan hazankban, egy atlagos évben a M. laxa faj a termések
megbetegedések feléért felelés. A M. fructicola és M. fructigena karositasara 15-30%-ban
szamithatunk évjarattol fiiggden, a M. polystroma azonban igen ritka. Eredményeink és a

szakirodalom ismerete alapjan (De Cal és mtsai. 2014, Poniatowska és mtsai. 2013, Martini és



mtsai. 2014, Papavasileiou és mtsai. 2015) hazankban a M. fructicola és a M. polystroma fajok
kartételének novekedésére szamithatunk. A M. linhartiana korokozo6t 4 alkalommal izolaltuk

hazankban birshajtasokrol.

Monilinia fajok azonositasa

A M. laxa és M. fructicola, valamint a M. fructigena és M. polystroma exogén
sztromainak mérete €s szine hasonl6 (van Leeuwen és mtsai. 2002), vizsgalataink soran mi sem
tudtuk a fajokat egyértelmiien meghatarozni csupan ezen tulajdonsagok alapjan. A M.
linhartiana korokozénak megfigyeléseink sSzerint nincsenek exogén sztromai, a
konidiumlancok a levelek felszinén jonnek 1étre bevonat formajaban.

A M. linhartiana korokoz6 a konidiumlancok szerkezete alapjan is elkiilonitheté a
Junctoriae alcsoportba tartozo fajoktol. Mikroszkop segitségével megfigyeltiik a konidiumok
kozott talalhatod diszjunktorokat, melyeket mar Woronin (1888) is emlit.

A M. laxa, M. fructigena, M. fructicola tenyészbélyegei megegyeznek az irodalmakban
szereplo jellemzokkel (Byrde és Willetts 1977, Barta 1991, OEPP/EPPO 2009). Az altalunk
gyljtott M. polystroma izolatumok tenyészbélyegei, van Leeuwen és mtsai. (2002) Japanbol
szarmazé izolatumainak tenyészbélyegeire hasonlitanak a leginkabb. A M. linhartiana
korokozo tenyészbélyegeirdl kevés irodalmi forras all rendelkezésre (Berkhout 1923, Moral és
mtsai. 2011), tapasztalataink részben megegyeznek az altaluk leirt jellemzokkel, viszont
sztromatikus képletek megjelenését figyeltiilk meg a tenyészetekben.

A molekularis azonositas soran a multiplex PCR moédszer (Petroczy és mtsai. 2012) az
irodalmakban szereplé hossziisagu termékeket emelte ki a fajokbol: Monilinia laxa fajbol 341
bp-t, M. fructigena fajbol 360 bp-t, M. fructicola fajbol 537 bp-t és M. polystroma fajbol 476

crer

hataroztuk meg, mind a négy izolatum esetében 342 bp hosszlisagu volt.

Monilinia fajok fungicid érzékenysége

A fenhexamid és penkonazol készitmények fungicid hatdst biztositottak minden
izolatum esetén. A ciprodinil a M. fructicola és M. linhartiana izolatumait megfeleléen gatolta,
viszont a M. laxa izolatumok 25%-a, M. fructigena izolatumok 89%-a és mindkét M.
polystroma izolatum csokkent érzékenységgel rendelkezett. A boszkalid hatéanyagok
jelentétében az Gsszes izolatum fejlddésnek indult, a fajok atlagos gatlasa egyik esetben sem

érte el a 40%-ot.



A M. fructicola izolatumok 19%-a, a M. laxa izolatumok 21%-a, a M. linhartiana
izolatumok koziil 2 db, a M. fructigena izolatumok és a M. polystroma izolatumok koziil 1-1
db alacsony szintli tiofanat-metil rezisztenciaval rendelkezett. Kizarolag a M. fructicola
izolatumok kozott voltak olyanok, amelyek magas szintli rezisztenciaval rendelkeztek
(6sszesen 69%-uk). A magas szintii rezisztenciaval rendelkezd izolatumok B-tubulin génjében
elsOként mutattuk ki hazdnkban az E198A pontmutécio jelenlétét. Az alacsony rezisztenciaval
rendelkezd izolatumok [-tubulin génjében viszont nem taldltunk olyan valtozast, amely
kialakithatja az ellenallosagot. Arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy amennyiben pontmutacio
all a hatékonysag csokkenés hatterében, akkor az a gén vége fel¢, az altalunk nem vizsgalt
szakaszon talalhato.

A piraklostrobin hatéanyag jelenlétében a M. laxa izolatumok 44%-a, a M. fructigena
izolatumok fele és az Gsszes M. fructigena izolatum fejlédésnek indult. Korabbi vizsgalataink
soran az azoxistrobin csOkkent hatékonysdgat is kimutattuk. A strobilurin rezisztencia a
citokrom B gén pontmutacioi kovetkeztében alakul ki az aszkuszos gombaknal, viszont -
hasonldan a korabbi Monilinia fajokon végzett kutatasokhoz (Luo és mtsai. 2010, Miessner és
Stammler 2010) - a citokrom B génben nem talaltuk meg a F129L, G137R, G143 A mutaciok
egyikét sem.

A M. laxa izolatumok 65%-a, a M. fructigena izolatumok 46%-a a M. fructicola
izolatumok 38%-a, valamint 2 db M. linhartiana és 1 db M. polystroma izolatum rendelkezik
génjében nem taldltunk olyan valtozast, amely felelds lehet az érzékenység csokkenésért.
Elképzelhetonek tartjuk azt is, hogy az érzékenység csokkenésért felelds valtozas nem itt jon
létre, hanem az ABC transzporter génekben.

A M. linhartiana kérokozo ellen eredményeink alapjan a kovetkezé hatdanyagok
hasznalatat javasoljuk: boszkalid+piraklostrobin, fludioxonil+ciprodinil, iprodion, kaptan,
mankoceb, miklobutanil, prokloraz, propineb, tebukonazol+trifloxistrobin. A réztartalmu
készitmények (réz(I)oxid, rézhidroxid, rézoxiklorid, tribazikus rézszulfat) gyakorlati dozisban
megfelelden gatoltdk a korokozo fejlédését, viszont hatékonysaguk tizszeres higitdsban
lecsokkent, igy ezen készitmények kijuttataskor fokozottan iigyelni kell a megfeleld boritottsag
elérésére és a dozis preciz bedllitasara.

A jovOben a monilias betegség elleni védekezés sordn varhatdéan a termesztOknek
tovabbi kihivasokkal kell majd szembenézniiik. A fajok dominancidjanak atrendezédésével, a
M. fructicola tavaszi fertézésének megjelenésével, vagy tovabbi rezisztens szubpopulaciok

hazénkba keriilésével vagy hazai kialakuldsaval, a késObbiekben sziikségessé¢ valhat a
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névényvédelmi technologia atalakitasa. Az Eszak-Amerikat (Amiri és mtsai. 2010, Chen és
mtsai. 2013) kovetéen Europaban is megjelentek a multirezisztens Monilinia populaciok
(Egiien és mtsai. 2016). Vizsgalataink alapjan a hazai Monilinia populaciok a legtobb
engedélyezett hatdéanyagra tovabbra is érzékenyek, esetleg kisebb érzékenységcesokkenés
alakult ki egyes szubpopuldciokban. Eredményeink alapjan hazénkban kizarolag a tiofanat-
metil hatoanyagra rezisztens szubpopulaciok taldlhatoak, mely a jelenlegi termesztési és
védekezési technologidk mellett csak mérsékelt veszEélyt jelent a hazai almatermést és
csonthéjas termesztd agazatra. A ndvényvédd szerek megfontolt ¢és kovetkezetes
alkalmazasaval a jovOben is megOrizhetjilk azok hatékonysagat, igy biztositva a megfeleld

mennyiségli és mindségli hazai gylimolcs eldallitasat a fogyasztok szamara.

4. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

1. Atfogo felmérést végeztiink a hazai Monilinia fajok dominancia viszonyairél. Korabbi
adatokhoz viszonyitva a Monilinia fajok dominanciajanak valtozasat, a Monilinia fructicola faj
jelentdségének novekedését figyeltiik meg.

2. A Monilinia laxa 1;j tiinetét figyeltilk meg kajszi gazdandvényen, a hajtasndvekedés
lezarulta utan a vesszok fertézodését és elhalasat.

3. Hazankban els6ként azonositottuk a Monilinia polystroma fajt csonthéjas
gazdandvényrol és érett alma gyiimolesokrol. Hazankban els6ként izolaltuk a Monilinia
fructicola fajt meggy gazdanovényrol.

4. Ujabb adatokat kozoltiink a birs monilinias betegségének kérokozéjardl: hazankban
els6ként jellemeztiik a Monilinia linhartiana korokozé morfologiai és tenyészbélyegeit,
valamint elsOként végeztiink fungicid érzékenységi vizsgalatokat a gomba izolatumaival.

5. Elséként mutattuk ki hazankban Monilinia izolatumok névényvédo szer rezisztenciajat,
valamint bizonyitottuk annak molekularis hatterét. A Monilinia fructicola faj egyes
kovetkeztében alakul Ki.

6. A vilagon elséként kozoltiink szekvencia adatot a Monilinia linhartiana p-tubulin és
28S rDNS génjébol, a Monilinia polystroma B-tubulin és 28S rDNS génjének bizonyos
szakaszaibol, a Monilinia laxa, Monilinia fructigena, Monilinia polystroma ¢és Monilinia
linhartiana fajok cyp51 génjébdl, valamint a Monilinia linhartiana egy polimorf régidjabol.

Hazankban els6ként kozoltiink szekvencia adatot a Monilinia linhartiana ITS régiojabol.
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