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1. BEVEZETES

A monilinids betegség vilagszerte a csonthéjasok ¢és almatermésiiek termesztésének
gazdasagilag meghatarozo tényezdje. A fertdzés kovetkeztében kialakuld viragelhalas ¢és
gyiimolcsrothadas stlyosan veszélyezteti az azévi termésmennyiséget, mig a hajtaselhalas és a
fokozatos leromlasat, mas tényezokkel egyiitt pedig a fak pusztulasat okozhatjak. Napjainkig a
magyarorszagi ultetvényekben 6t Monilinia faj kartétele ismert, kozilik kettd az utdbbi
évtizedben kertiilt hazankba.

A Monilinia laxa és Monilinia fructigena 6shonos korokozok Eurdpéaban, az elleniik
torténd védekezés modszerei régota kidolgozottak. Az elmult években azonban a nvényvédelmi
technologiak kovetkezetes alkalmazasa mellett is gyakran jarvanyszeriien karositott a M. laxa
koérokozd az orszag kiilonbozd termesztokorzeteiben. Egyes feltételezések szerint a faj 1j,
agresszivebb torzsei, patotipusai jelentek meg (Rozsnyai és Vajna 2001), amelyek a korabbiaktol
eltéréen nem csak a meggyvirdgok tomeges elhalasaért felelosek, hanem kajszin és egyes
szilvafajtdkon is rendszeresen jarvanyos fert6zést okoznak. A kiilondsen fogékony gazdandvények
korének boviilése mellett a korokozo névényvédo szerekre vald érzékenysége is valtozoban van.
Az utobbi években végzett felmérések soran tobb specialis hatashelyli készitménnyel szemben
ellenalld M. laxa és M. fructigena szubpopulaciok kialakulasat mutattak ki (Sz6di és mtsai. 2008,
Fazekas 2014).

A birs specifikus korokozoja, a Monilinia linhartiana szintén dshonos hazank teriiletén,
elnevezését Linhart Gyorgyrdl a neves magyar botanikusrél és mikoldgusrol kapta. Jellegzetes
tiineteit mar az 1930-as években megfigyelték Magyarorszagon, viszont a korokozd az utdbbi
id6ben ritkdbban jelent meg. A birs termdteriiletének ndvekedésével a koérokozo ismételten
elterjedt a hazai iiltetvényekben, amely akar stlyos kartétel kialakuldsaval fenyegethet, hiszen a
mediterran régioban esetenként 90—95%-o0s termésveszteségrdl is beszamolnak.

A Monilinia fructicola faj kartételét a hazai iiltetvényekben 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 mediterran teriileteken is tortént. Olaszorszagban,
Spanyolorszagban és Gorogorszagban a koérokozo fertézésének megakadalyozasa érdekében a
termésérés idészakaban tovabbi fungicides kezelések valtnak sziikségessé¢ a gylimolcsok

megovasa érdekében (Ogawa és mtsai. 1995).
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A Monilinia polystroma faj 2008-ban egy ujfehértoi almaiiltetvény hajtasainak elhalasat
okozta (Petroczy és Palkovics 2009). Hazankban ez volt az egyetlen alkalom, amikor ennek a
fajnak a kéarositasat figyelték meg. Azonban az utdbbi években Eurdpa szamos orszagaban
kimutattak jelenlétét csonthéjas és almatermésii gyiimdlesokon egyarant. Olaszorszagban jelenleg
az almatermésiick gyliimolcseit leggyakrabban fert6z6 Monilinia faj (Martini és mtsai. 2014a).

A monilinias betegségekkel kapcsolatos vizsgalatok tobb szempontbdl is aktudlisak. Az
iiltetvényben jelen 1év0 fajok ismerete elengedhetetlen, hiszen meghatarozzak a betegségek elleni
védekezés modszereit. Jelenleg a Monilinia fajok gyakorisaga Europa-szerte valtozoban van. A
M. fructicola és M. polystroma fajok hazai elterjedésével a korokozok gazdandvénykdre, a
gazdanovény fajok ¢és fajtak fogékonysaga, az okozott tiinetek és a sziikséges novényvédelmi
technologia is modosulhat.

Az 1j fajok megismerése mellett elengedhetetlen az 6shonos fajok populacionak nyomon
kovetése is. Csonthéjasok kulturakban sziikséges a monilinids betegség korokozoi ellen a
vegyszeres védekezés, igy kiemelkedden fontos a fungicidek hatékonysagdnak megorzése.
Korabbi kutatasok kimutattak ellenallé populaciokat hazankban, viszont rezisztens populaciok
egyeldre nem jelentek meg. Vizsgalataink soran ezt a monitoring munkat folytattuk hatékony és

fenntarthat6 védekezési technologiak fejlesztése érdekében.

Vizsgalataink soran az alabbi célkitlizéseket fogalmaztuk meg:

¢ A monilinids betegséget okoz6 fajok hazai dominancidjanak meghatarozdsa Magyarorszag
szamos termesztokorzetének bevonasaval;

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

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

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

e A koérokozok fungicid érzékenységének vizsgalata mérgezett agarlemez modszer
segitségével;

e A rezisztencia kialakuldsaért felel6s mutaciok molekularis biologiai vizsgélata.
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2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. A monilinias betegség altalanos jellemzése

2.1.1. A betegség jelentosége

A monilinids betegség a gylimolcstermd ndvények jelentds betegsége vilagszerte (Agrios
1978), mely egyike a legrégebben ismerteknek (Glits 2000). A jellegzetes barna rothadasos
tiineteket mar a 18. szdzad végén megfigyelték (Roberts és Dunegan 1932). Feltehetden elészor
Persoon irta le a betegséget 1796-ban Eurdépaban, majd Peck (1881) mar a gylimdlcsrothadas
gazdasagi jelentoségére is felhivta a figyelmet. A virdgpusztulas tiinetet csak joval késobb, 1900
koril jegyezték fel (Glits 2000). A hazai forrasok mar a 20. szézad elején fontos betegségként
tartottak szamon a monilinias betegséget és ismertették az ellene vald védekezés modszereit (Kern
1912, Grof és Révy 1929). Azoéta is a hazai gylimolesosok novényvédelmét meghatirozo
betegségek korébe tartozik (Balogh és Kovacs 1974).

A Monilinia fajok a Rosaceae ¢s az Ericaceae csalad szamos fajat képesek megbetegiteni,
koziilik Batra (1991) nyolcat tart gazdaséagilag jelentdsnek. Karositasuk hazankban
csonthéjasokon és almaterméstieken jelentkezik: Batra (1991) szerint az észibarack, a nektarin, a
kajszi, a cseresznye legjelentdsebb korokozo6i, Moral és mtsai. (2008) a birsen okozott sulyos
kartételiiket ismerteti, mig Holb és Schnabel (2005) a M. laxa fajt a meggy pusztitd korokozojaként
emliti.

A monilinids betegség a csonthéjasokon jelentds terméskiesést okoz a virag- ¢és
hajtaselhalas, valamint a termésrothadas kovetkezményeként (Zehr 1982, Batra 1991). Hazai
megfigyelések alapjan sulyos fertdzés esetén a meggyvirdgok 60—90%-a, a hajtasok és a vesszok
40—-80%-a is elpusztulhat (Rozsnyay és Vajna 2001). A termésérés idészakaban is sulyos
veszteségeket okozhat, {lizemi meggy {ltetvényekben Szepessy (1967) 50—70%-0s
termésrothadasrol szamol be. Tarolas soran tovabbi karok keletkezhetnek, Uj-Zélandon 8 napos
20 °C-on torténd taroléast kovetden a kajszi gylimdlesok 50%-a fertdz6dott (McLaren és mtsai.
1996). A betegség a gyliimolcsfapusztuldsban is jelentds szerepet jatszik: a kialakuld rakos sebek
fertézést kovetden a fak akar 2—3 éven beliil kipusztulhatnak (Kallay és Szenci 2009).

Birsen is komoly kérokat idéz el6 a betegség. 2006-ban egy spanyolorszagi iiltetvényben a
hajtasok 91,5%-a fert6z6dott (Moral és mtsai. 2011). Nevado és mtsai. (2011) szerint jarvanyos
fellépése esetén akar a viragok 95%-is fert6zodhet. A birset megbetegité Monilinia fajok (M.
linhartiana, M. fructigena) fertézése kovetkeztében 50—90%-o0s terméskiesés is jelentkezhet a
kezeletlen iiltetvényekben (Garic és mtsai. 1990), mig tobb spanyol szerzd is beszdmol rdla, hogy

9
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sulyosabb fertdzés esetén, akar az 6sszes termés elpusztulhat (Moral és mtsai. 2008, Nevado és

mtsai. 2011).

2.1.2. A betegség tiinetei

A monilinids betegség fellépése kovetkeztében valtozatos tiinetek jelennek meg (1.
tablazat). Csonthéjas novényeken virdg- €és hajtaselhalas, gylimolcsrothadéds, valamint a fas
részeken rakos sebek kialakulasa jellemz6. Almatermésiieken leggyakrabban gyiimolcsrothadas
alakul ki, de a Magyarorszagon ritkan megjelené Monilinia fajok levél- és hajtaselhalast, valamint

a fiatal gylimdlcsok abortalodasat is okozhatjak.

1. tablazat: A hazankban megbetegedést okozoé Monilinia fajok altal eldidézett tiinetek
(Schellenberg 1923, Wormald 1954, Byrde és Willetts 1977, Glits 2000, van Leeuwen és mtsai.
2002, Gell és mtsai. 2007 nyoman)

Korokozo Gazdanovény- Gyakori tiinetek Konidium-
kor tomeg szine
M. laxa almaterméstiek | termésrothadas sziirke
csonthéjasok virag és hajtaselhalas,
termésrothadas, agrakosodas
M. fructigena | almaterméstiek, | termésrothadas okkersarga
csonthéjasok
M. fructicola | almatermésiieck | termésrothadas mogyordbarna
csonthéjasok virag és hajtaselhalas,
termésrothadas, agrakosodas
M. polystroma | almatermésiiek, | termésrothadas barnassarga
csonthéjasok
M. linhartiana | birs levél, virag és hajtaselhalds, | sziirkésfehér
kotodott termések elhalasa

Virag- és hajtaselhalas

Csonthéjasok esetében a virdgokon jelennek meg kora tavasszal az elsd a tiinetek (Kern
1912). A fertézés kovetkeztében a sziromlevelek vagy a bibe barnulni kezd (1. 4bra), majd a
barnulas az egész virdgra kiterjed, végiil a virag elhal (Olgyay 1943). Az elhalt viragok gyakran a
hajtasokra szaradva honapokon keresztiil a fan maradnak. A gomba micéliuma a kocsanyon
keresztlil a hajtasba terjed tovabb. A hajtds szovetei elhalnak, a viz- és tapanyagszallitas
elmaradasa kovetkeztében a hajtason talalhato levelek és kotddott termések is elpusztulnak
(Ogawa és English 1960). Prillieux és Delacroix (1893) megfigyelései szerint a birsviragok is
megjelennek tiinetek, azok rothadasnak indulnak, mig mas szerzOk ezt a tiinetet nem emlitik

(Schellenberg 1923, Moral ¢és mtsai. 2011).

10
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Levél- és hajtaselhalas

Birsen mar a viragzas eldtt megjelennek a tiinetek (Alexandrescu és Morea 1964). A fiatal
levelek a levélalaptol kiinduléan a vastagabb erek mentén vordsesbarndra szinezOdnek és
fokozatosan elhalnak (Nevado és mtsai. 2011). Az elhalas a hajtasokban tovabb terjed, a hajtason

talalhato levelek elszaradnak (1. dbra), a hajtasokon repedések, majd rakos sebek alakulnak ki.

1. dbra: A monilinias betegség kovetkeztében elhald meggyvirag (A) és birs hajtas (B)
(fotd: Lantos 2014)

Kotodott termések elhalasa

Birs esetében jellegzetes tiinet a M. linhartiana fert6zése kovetkeztében a fiatal
gytimolcsok elhalasa. A kotodés utan a termések novekedése leall, majd fokozatosan elveszitik
nedvességtartalmukat és az dgakra szaradva mumifikalodnak (Batra 1991). Nyéki (2004) szerint a
megfert6z0dott birsviragok is képesek kotddni, megindulhat a termésfejlédés, de a fiatal 5—10 mm
atmérot elért gylimolesok megallnak a ndvekedésben és elszaradnak. A M. polystroma korokozo
esetében Petrdczy és Palkovics (2006) hasonlo tiineteket figyelt meg alman: a fiatal kotodott
termések fert6zodését és elhalasat. A M. laxa korokozo kapcsan Holb és mtsai. (2013) irtak le a
kotddott termések elhalasat meggyen (2. dbra). Megfigyeléseik alapjan a sziromhullast kovetd 31

napig fert6z6dnek a kotédott termések és akar a 10 mm-es gylimolesok is elhalhatnak.

Eré6félben 1évé és érett gyiimolesok rothadasa

A termésérés id0szakaban a gyiimolcsokon barna rothadd foltok jelennek meg. Ezek a
tiinetek mar zold terméseken is megjelenhetnek (Byrde és Willetts 1977, Holb 2003), de
elsdsorban az éredd és az érett gyliimolesok fertdzdédnek konnyen (2. dbra). A barna foltok mérete
gyorsan novekszik, a terméshéj alatti szovetek lagyan rothadnak (Kern 1912). A betegség atterjed

a szomszédos gyiimolcsokre, amennyiben azok dsszeérnek (Michailides és Morgan 1997). Az
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elrothadt gylimolcsok a fan maradnak, fokozatosan kiszaradnak és gyiimdlcsmumiakka alakulnak
(Wormald 1945).

2. abra: A monilinias betegség kdvetkeztében a fiatal kotédott meggy (A) és az érett dszibarack

termések (B) jellegzetesen rothadnak (fot6: Lantos 2015)

Rikos sebek

Az 1id0sebb fas részeken a betegség kovetkeztében rakos sebek alakulnak ki. A
csonthéjasoknal a fertdzott agrészeken, gylimolcskocsanynal gyakran mézgacseppek jelennek meg
(Weaver 1950), ezzel a ndvény - védekezd mechanizmusénak részeként - a korokozo

tovabbterjedését igyekszik megakadalyozni (Csorba és Berend 1965).

Szaporitoképletek megjelenése a fert6zott novényi részeken

A fert6zott novényi részeken megjelennek a gomba szaporitoképletei. A sztromakon
képzddd konidiumlancok szine fajra jellemzo6 (1. tablazat) (Byrde és Willetts 1977, Kiss 2007). A
M. fructigena fajnal a sztromak gyakran koncentrikus korokben jelennek meg a termések feliiletén
(Mordue 1979b). A M. polystroma sztromainak szinét tekintve igen hasonldé a M. fructigena
sztrdmaihoz, viszont a jellegzetes koncentrikus elrendez6dést nem emlitik a szerzok (van Leeuven
¢s mtsai. 2002, Chalkley 2016). A M. laxa és M. fructicola sztromai kisebbek, elszortan vagy
egységes bevonatként jelennek meg a fert6zott gytimolesok feliiletén (Mordue 1979a, 1979c).

A M. linhartiana fert6zése esetén a birslevelek feliiletén a fobb erek mentén jelenik meg a
konidiumlancok tomege sziirkésfehér bevonat formdjdban, amely késobb akar az egész
levéllemezt bevonhatja (Wormald 1926). Moral és mtsai. (2011) a fert6zott birshajtasokon is
megfigyelték konidiumok képzddését. Batra (1991) szerint sem a hajtason sem a fiatal

gyiimolcs6kon nem képzddnek konidiumok.
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2.2. A Monilinia nemzetség jellemzése

2.2.1. A nemzetség rendszertana

Honey 1928-ban kiilonitette el a Monilinia nemzetséget, amely az aszkuszos gombak
torzsébe (Ascomycota), az apotéciumos gombak (Lectiomycetes) osztalyaba, a Sclerotiniaceae
csaladba tartozik. Batra (1991) monografiajaban a nemzetség 30 fajat emliti, de vizsgdlatai ota
szamos Uj faj keriilt leirasra. Jelenleg a Mycobank adatbazisa 39 Monilinia fajt tart szamon (Crous
és mtsai. 2004).

A nemzetség két nagy csoportra oszthat6 (3. dbra), amelyeket a konidiumlancok szerkezete
alapjan kiilonitett el Honey (1936). A Junctoriae csoportra jellemzd, hogy a konidiumlancok
konidiumai kozvetleniil érintik egymast. A Disjunctoriae csoport konidiumlancai diszjunktorokat
tartalmaznak, azaz a makrokonidiumok apré6 modosult, csirdzasra képtelen konidiumokkal
kapcsolodnak egymashoz. Egyéb kiilonbségek is megfigyelhetdek a két csoportba tartozo fajok
morfologiajaban, gazdandvénykorében, valamint életciklusaban. A csoportok az ITS régid
(Internal Transcribed Spacer region, koztes atirodd elvalasztd régio) szekvenciaja alapjan is

elkiiloniilnek egymastol (3. dbra).

Ovulinia azaleae 1 T
Sclerotinia sclerotiorum
Meanilinia polystroma g
Manilinialaxa ‘6
95 £
Monilia mumecola =
=
Grl 81 Monilinia fructicola -
Moanilinia fructigena g
L
Moniliniajohnsonii 2
A
61| Menilinia linhartiana MON 07,08, 09 =
=4
100 52| Monilinia linhartiana MON 10
Monilinia mali
Monilinia amelanchieris
Monilinia aucupariae
Grll i i
67 Monilinia padi g
Monilinia azaleae g
78 Monilinia cassiopes E
_ Menilinia =
% jezoensis Rz
Manilinia seaverii [}
Q
Menilinia polycodii S
9
Monilinia vaccdinii-corymbosi S
100 Monilinia gaylussaciae Lﬂh
Monilinia boccarum
Meonilinia
Grlll 100 100 [ urnula
B Menilinia oxycocci
—— Monilinia megalospora

0-03

3. abra: Monilinia és Monilia fajok filogenetikai torzsfaja az 5,8SrDNS-ITS régio nukleotid
sorrendje alapjan. Maximum likelihood elemzés alapjan, a GTR+G modell felhasznalasaval,
Monilinia megalospora gyokérrel késziilt. Az elagazasok folotti szamok a Monilinia laxa faj

bootstrap értékeit jelolik (az 50%-nal nagyobbak kertiltek feltlintetésre).
13
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A Junctoriae csoport tagjai kdzé tartoznak a vilagszerte elterjedt, igen sulyos karokat
okozo6 fajok. Polifag korokozok, a Rosaceae csalad szamos fajat képesek megbetegiteni (Aderhold
és Ruhland 1905, Faes és Stachelin 1924). Altalaban a gazdandvények viragait is megfertdzik,
majd tovabbterjednek a hajtasokba, a termésérés idészakaban pedig az éredd, érett gyliimolcsoket
fertdzik meg. Eletciklusukra jellemzd, hogy évente tobb fertézési ciklus jon létre. Tavasszal az
aszkosporak inditjak a fertézést, majd a vegetacioban tovabbi fertézési ciklusok alakulnak ki a
konidiumok szérédasanak kovetkeztében. Néhany fajnal (M. laxa, M. fructigena) az aszkosporas
fert6zés alarendelt szerepi, igy tavasszal a konidiumok inditjak a fert6zést, de ebben az esetben is
szamos fert6zési ciklus figyelhetd meg (Batra 1991).

A Disjunctoriae csoportba kisebb jelentéségii fajok tartoznak, melyek nem képesek
jarvanyok kialakitasara. Gazdandvénykoriiket tekintve monofagok vagy oligofagok. A Rosaceae
vagy az Ericaceae csalad tagjai koziil csak egy fajt, vagy egy nemzetség néhany tagjat képesek
megfertdzni. Eletmodjuk is eltér, mert a Disjunctoriae csoportba tartozé fajoknal csak két
fertdzési ciklus figyelhetd meg. Tavasszal az aszkosporak a leveleket fertzik, majd a leveleken
képz6dd konidiumok fertézik a megtermékenyitett terméskezdeményeket. A fiatal terméseken
egyes fajoknal képzdédnek konidiumok (Monilinia padi (Woronin) Honey, Monilinia azaleae

crer

idészakban mar nem fogékony a betegségre (Batra 1991).

2.2.2. Hazankban jelenlévé fajok

A kovetkez0 fajok hazank iiltetvényeiben is jelen vannak:

e Junctoriae csoport:
o Monilinia laxa (Aderh. és Ruhland) Honey
o Monilinia fructigena (Aderh. és Ruhland) Honey in Whetzel
o Monilinia fructicola (Winter) Honey
o Monilinia polystroma (Leeuwen) Kohn

e Disjunctoriae csoport:

o Monilinia linhartiana (Prill. és Delacr.) Dennis

A Monilinia laxa és M. fructigena fajok 6shonosak Eurdpaban. A M. laxa jarvanyos
fertdzésére régota szamithatunk a tavaszi idészakban (Heald 1933), az utébbi évtizedben fokozodd
gyakorisaggal idézett eld jarvanyokat (Szodi és mtsai. 2008, Kallay és Szenci 2009). Régebben
elsdsorban a meggyiiltetvényekben okozott sulyos fertézést, mig a 2000-es évek elején Rozsnyay

€s Vajna (2001) szerint agresszivabb torzsek, patotipusok jelenhettek meg, amelyek a meggy
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mellett kajszin, Oszibarackon, cseresznyén, mandulan ¢és egyes szilva fajtdkon is stlyos
viragelhalast okoztak (Némethy 2013).

A M. fructicola Amerikaban, Azsiaban, Ausztralidban és Uj-Zélandon mar a 20. szazad
elején elterjedt volt (Roberts és Dunegan 1932, Wormald 1954). A nemzetség legjelentdsebb faja
(Byrde és Willets 1977), melynek eurdpai elterjedését van Leeuwen és mtsai. (2001) gazdasagilag
pusztitonak nevezik. Europaban karantén koérokozoként tartottdk szamon (EPPO/CABI 1997).
Magyarorszagon eldszor Petroczy ¢és Palkovics (2005, 2006) olasz import Oszibarackokrol
azonositottak, majd 2006-ban mar hazai iiltetvényekbdl is kimutattdk jelenlétét, Gsszesen hat
megyébdl (Kiss 2007). A koérokozd hazai terjedésérdl kevés adat all rendelkezésre, viszont az
Europai Uni6 tagallamainak karantén szervezeteit tartalmazo keretiranyelv (2000/29/EK) 2014.
oktober 1-t61 hatalyos modositasa értelmében a M. fructicola korokozot torolték a karantén
szervezetek listajarol, mert az EU teriiletén széles korben elterjedt (Plant 2014). Habéar az EPPO
(European and Mediterranean Plant Protection Organization, Europai ¢és Mediterran
Novényvédelmi Szervezet) A2-es listajanak legutobbi (2015. szeptemberi) frissitésén még
megtalalhat6, mint az EPPO teriiletén elszortan jelenlevd, karantén korokozoként kezelendo faj
(EPPO Reporting Service 2016).

A M. polystroma dél és kelet azsiai szarmazasu faj, van Leeuwen és mtsai. (2002)
morfologiai és molekularis modszerekkel kiilonitették el a M. fructigena fajtol. Europaban elészor
a korokozot 2009-ben ‘Ashton Bitter’ boralma hajtasain és kotddott termésein figyelték meg,
Ujfehérton (Petroczy és Palkovics 2009). Az elmult években Eurdpa szamos orszagiban
kimutattak jelenlétét, almatermésiicken és csonthéjasokon egyarant: Spanyolorszag (De Cal és
mtsai. 2009), Svajc (Hilber-Bodmer és mtsai. 2010), Csehorszag (EPPO Reporting Service 2011),
Lengyelorszag (Poniatowska és mtsai. 2013), Szerbia (Vasic és mtsai. 2013), Olaszorszag (Martini
¢és mtsai. 2014a), de hazai fellépésérdl uj adatok nem jelentek meg.

A M. linhartiana eurazsiai elterjedésii, hazankban éshonos korokozo. A betegség tiineteit
az 1930-as években figyelték meg eldszor Magyarorszagon (Glits 2000), viszont a korokozé az
utdbbi évtizedekben ritkdbban jelent meg. A birs termdteriiletének ndvekedésével a korokozo
ismételten elterjedt a hazai liltetvényekben, amely akar sulyos kartétel kialakulasaval fenyegethet,
hiszen a mediterran régioban esetenként 90—95%-os termésveszteségrol is beszamolnak (Altinyay

1975, Garic és mtsai. 1990, Moral és mtsai. 2008, Nevado és mtsai. 2011).

15



10.14751/SZIE.2016.052

2.2.3. A hazai fajok biologiaja

A Monilinia fajok gyiimdlcsmumiakban sztromatikus képletek formajaban vagy a rakos
sebekben micéliummal telelnek 4t (Holb 2008). A hazankban jelen 1évd fajok ivartalan uton
fejlédnek tovabb, azaz tavasszal konidiumok képzddnek a gyiimolcsmimiakon €s a rakos sebek
feliiletén, ezek inditjak a fertézést. Az dsszel képzodott konidiumok is képesek atvészelni a telet
(Bertram 1916), akar 8—10 6ran keresztiil is elviselik a -20 °C-os hdmérsékletet (Karova 1974).
Ivaros szaporodas esetén nyeles apotéciumok képzddhetnek a gyiimdlcsmumiak feliiletén (Byrde
¢s Willetts 1977), azonban ezt egyik fajnal sem figyelték meg hazdnkban (Glits 2000, Holb 2003).
A konidiumok vagy az apotéciumokban képz0dd aszkosporak a viragrészekre keriilve csiraznak.
A viragrészek kolonizaldsa utan a kérokozd micéliuma a kocsanyon keresztiil a hajtasba n6é (Holb
2008).

A M. laxa apotéciumai Europaban ritkan jelennek meg (Aderhold és Ruhland 1905),
spanyol kisérletek soran mesterségesen sem sikeriilt indukalni képzddésiiket (De Cal és mtsai.
2014). A M. fructigena apotéciumainak természetes képzédését Eurdpa egyes teriiletein (Aderhold
¢s Ruhland 1905, Fawcett és Spencer 1966) és Japanban (Batra é¢s Harada 1986) is megfigyelték.
A M. fructicola ¢életciklusaban az ivaros alaknak szamottevo jelentésége van (OEPP/EPPO 2009).
Amerikéban gyakran megjelenik €és Japanban is megfigyelték mar a termdtesteket (Willets és
Harada 1984, Holtz és mtsai. 1998). Papavasileiou és mtsai. (2015b) M. laxa és M. fructicola
populdciok genetikai diverzitasabol arra kovetkeztettek, hogy Gorogorszadgban egyik faj sem
szaporodik ivaros uton. A M. fructicola aszkosporait sem mutattak ki 2011-ig eurdpai észibarack
iiltetvényekben (EFSA 2011). Willets és Harada (1984) és Batra és Harada (1986) feltehetéen a
M. polystroma apotéciumait figyelték meg Japanban, habar a szerzék a fajra még M.
fructigenaként hivatkoznak (CABI 2016). A M. linhartiana apotéciumai Moral és mtsai. (2011)
adatai alapjan Spanyolorszagban rendszeresen megjelennek. Véleményiik szerint a nagy szamban
képz6dd apotéciumok (iiltetvényekben: 5,3-28,7 db/m?) arra utalnak, hogy a korokozonak
feltétleniil szliksége van az ivaros fazisra életciklusa befejezéséhez.

A gyltimolcsoket a konidiumok fertézik meg. A termés cukortartalménak novekedésével
altalaban novekszik az esélye a gylimolcsok megbetegedésének (Moore 1950), kivéve a M.
linhartiana esetében, mely kizardlag a fiatal, kotodott terméseket képes megfertézni (Moral €s
mtsai. 2011). A hazankban 6shonos fajok koziil a M. laxa és M. fructigena sebparazitak, vagyis az
¢ép epidermiszen keresztiil nem képesek megfertézni a gylimolesot. Ezzel szemben a M. fructicola
fajnak nincs sziiksége sebzésre, sériilés nélkiil is képes a gylimdlcsbe hatolni (Michailides és

Morgan 1997).
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2.2.4. Monilinia fajok dominanciaja csonthéjas iiltetvényekben

Az egyes Monilinia fajok jelenléte az iiltevényben, valamint azok gyakorisaga a kultira
novényvédelmét jelentésen befolyasolo, fontos tényezd. Batra (1991) szerint a M. fructigena
els6sorban almaterméstieken, mig a M. laxa és a M. fructicola inkabb csonthéjasokon karosit.
Eurdépaban a két 6shonos faj koziil a M. laxa volt az elterjedtebb (Papavasileiou és mtsai. 2015b),
a M. fructigena a fertézések 10—20%-at okozza csonthéjasokon (Larena és mtsai. 2005, Volkova
és mtsai. 2013, Sz6édi 2015).

A M. fructicola és M. polystroma megjelenése utan a fajok gyakorisaganak aranya
folyamatosan valtozik. A mediterran orszagok gyiimolcstermd régidiban végzett felmérések soran
a M. fructicola tertileti elterjedését és jelentdségének novekedését figyelték meg (2. tablazat). A
mediterran régioban a M. fructicola kiszoritotta a M. fructigena fajt - amely gyakorlatilag eltiint
az lltetvényekbdl - és jelenleg a M. laxa fajjal egyenld aranyban van jelen az gyiimolcsosokben
(Villarino és mtsai. 2013, Papavasileiou és mtsai. 2015a). De Cal és mtsai. (2014) megfigyelései

szerint Spanyolorszagban a M. fructicola mar a M. laxa fajt is hattérbe szoritotta.

2. tablazat: Monilinia fajok gyakorisaga csonthéjas terméseken Eurdpa egyes orszagaiban

Teriilet Felmérés Minta- Fajok gyakorisaga (%) Hivatkozas
idopontja | szam LX FG FC PS
(év) (db)
Franciaorszag, | 2001-2002 | nincs 85-90 | 10-15 | O 0 Larena és mtsai.
Olaszorszag, adat (2005)
Spanyolorszag
Spanyolorszdg | 2006—-2011 | 1223 50,0 0,7 49,3 0 Villarino és mtsai.
(2013)

Lengyelorszag | 2010-2011 | 610 34,8 61,8 0,8 2,6 Poniatowska és
mtsai. (2013)

Olaszorszag 2012-2013 | 104 35 6 53 5 Martini és mtsai.
(20144a)
Gorogorszag 2012 950 45,2 0 54,8 0 Papavasileiou és

mtsai. (2015b)

LX: Monilinia laxa, FG: M. fructigena, FC: M. fructicola, PS: M. polystroma

Elképzelhetd, hogy id6vel egyensuly all be a M. laxa és M. fructicola gyakorisagaban
(Villarino és mtsai. 2013). Michigan (USA) teriiletein példdul a két korokozo tovabbra is
egylittesen van jelen, az eltérd (korai és késoi szezon) niche-nek koszénhetden (Boehm és mtsai.
2001). Ugyanakkor a legtobb irodalom inkabb azt valdszinisiti, hogy idével a M. laxa kiszorul
majd (Michailides és mtsai. 1987, Jansch és mtsai. 2012, Villarino és mtsai. 2013, Papavasileiou
¢s mtsai. 2015a), ahogy ez a kaliforniai ¢szibaracktermd vidéken is tortént a 20. szazad masodik

felében (Hewitt és Leach 1939, Zehr 1982, Ogawa ¢s mtsai. 1984). Ezt a nagyobb reprodukcios
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kapacitéassal, a nagyobb terjedési képességgel ¢€s fungicidekhez vald jo adaptacids képességgel
indokoljak (Byrde és Willetts 1977, Free €s mtsai. 1996, Holtz és mtsai. 1998). Ennek ellenére
Villaino és mtsai. (2013) Spanyolorszagban végzett vizsgalatai soran olyan iiltetvényt is
megfigyeltek, ahol a M. fructicola elterjedését kovetden a M. laxa ismét uralkodo fajja tudott valni.

A M. polystroma elterjedtségérél kevés adat all rendelkezésiinkre. Olaszorszagi
vizsgalatok alapjan a M. polystroma a csonthéjas tiltetvényekben a fertézések 5%-aért felelds, mig
almatermésiliekben jelenleg ez a leggyakoribb faj (52%) (Martini és mtsai. 2014a). Poniatowska
¢s mtsai. (2015) lengyelorszagi csonthéjas és almatermésii tiltetvényekben 601 Monilinia izolatum
koziil 32 db-ot (0,5%) azonositottak M. polystroma fajként.

Hazai felmérések az utobbi években nem torténtek, viszont a korabbi vizsgéalatokban még
az ujonnan megjelent fajok nem szerepelnek. 2002 ¢s 2006 kozott Szodi (2015) 60 mintat gyljtott
csonthéjas gazdanovényekrdl, a termésrél szarmazo izolatumok 61%-a M. laxa, 39%-a M.
fructigena volt, hajtasokrol kizarolag a M. laxa fajt azonositotta. Fazekas (2014) munkajaban
(2009-2012 kozotti mintagytijtés) 91 izolatum szarmazik csonthéjas termésekrél, melyek 70%-at

M. laxa-ként és 30%-at M. fructigena-ként hatarozta meg.

2.3. Monilinia fajok azonositasa

2.3.1. Monilinia fajok azonositasat segité6 morfolégiai és tenyészbélyegek

Wormald (1954) szerint a Monilinia fajok exogén sztromainak mérete és szine fajra
jellemzé bélyeg. A M. laxa és M. fructicola sztromai aprok, magassaguk 1 mm koriili, atmérdjiik
0,5-0,75 mm, a ndvényi szoveteken elszortan jelennek meg (Mordue 1979a, 1979c¢, Holb 2003).
A M. fructigena sztromai 1—2 mm atméréjiek, 2—3 mm magasak, gyakran koncentrikus korokben
jelennek meg (Wormald 1930, Elliott 1974, Batra 1979, Mordue 1979b). A M. polystroma
esetében ezek a szaporitoképletek 1-2 mm atméréjiek (CABI 2016). Batra (1991)
monografiajaban leirast kozol a M. linhartiana korokozo exogén sztromairdl, viszont mas forrasok
nem emlitik ezt a képletet. A Wormald (1926), Csorba és Berend (1965), Glits (1978), Alexasrescu
¢s Morea (1964), Moral és mtsai. (2008, 2011), valamint Nevado és mtsai. (2011) szerint a levelek
feliiletén konidiumldncokbdl all6 bevonat alakul ki.

Monilinia fajok kétféle konidiumot képeznek. A makrokonidiumok elagazo lancokban
képzbddnek, holoblasztikus modon (Willetts és Calonge 1969), atlagosan 7 sejtmagot tartalmaznak
(Batra 1991). A M. laxa, M. fructigena, M. fructicola és M. polystroma fajoknal a sztrémakon
képzddnek a korokozd konidiumlancai (4. é&bra), melyekben a konidiumok kozvetleniil
kapcsolodnak egy mashoz. A M. linahartiana faj konidiumlancaiban kis modosult konidiumok,

diszjunktorok (Woronin 1888) kotik Ossze a makrokonidiumokat. A makrokonidiumok

18



10.14751/SZIE.2016.052

hossztkasak, gombdlyded vagy citrom alakuak, nagy tomegben az adott fajra jellemz6 szintiek
(Byrde és Willetts 1977), csiratomldjiik hosszlisaga szintén faji bélyeg (van Leeuwen és van
Kesteren 1998). A mikrokonidiumoknak csirazasra képtelenek, igy a korokozo terjedésében nincs

szerepiik, inkabb tapanyag raktarozasra szolgalnak (Byrde és Willetts 1977).

4. abra: Monilinia fructigena exogén sztromai kajszi gylimdlcson (A) és M. laxa exogén

sztromdjan képzddd konidiumlancok szilva gyiimdleson (B) (fotok: Lantos 2014)

A burgonya-dextr6z agar taptalaj alkalmas a Monilinia fajok tenyésztésére (Wormald
1954). A taptalajon fejlddo telepek morfologidja (ndvekedési erély, a telepek mintazottsaga, szine,
tagoltsaga, légmicélium vagy sporuldcié megjelenése) alapjan altalaban elkiilonithetdek a fajok.
Nem minden esetben lehetséges azonban meghatarozni az izolatumot egyértelmiien a
tenyészbélyegek alapjan (van Leeuwen és van Kesteren 1998, De Cal és Melgarejo 1999), ezért
az azonositast molekularis vizsgalatokkal sziikséges alatdmasztani (OEPP/EPPO 2009).

A Monilinia laxa koncentrikus zonakban novekszik a taptalajon, majd amikor eléri a 2—3
cm-es atmérot elindul a legyezdszerti karéjok ndvekedése (Wormald 1954). A korokozo tenyészete
vilagos, sziirke, barna vagy mogyordszinii, széle sotétbarnan vagy feketén rozettalt (Byrde és
Willetts 1977). Batra (1991) leirasa alapjan széliik csipkés, szabalytalan alak(. Sporulacié csak
ritkan jelenik meg (Byrde és Willetts 1977). A M. laxa tenyészetének novekedési sebessége 2—11
mm/nap (OEPP/EPPO 2009).

A Monilinia fructigena tenyészetek fehérek, krémsarga vagy sargasbarna szintiek, ép
sz€liiek és ritkan sporulalnak (Byrde és Willetts 1977, Holb 2003). Légmicéliumok a fiatal
tenyészeteken gyéren képzddnek, majd késébb koncentrikus korokbe rendezddnek (Chalkley
2016). A korokozoé tenyészetének novekedése 1-12 mm/nap (OEPP/EPPO 2009).

A Monilinia fructicola tenyészete Byrde és Willetts (1977) megfigyelése alapjan

korkorosen fejlodik, mogyordbarna szind, széle ép. A tenyészetekben koncentrikus korokben és
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nagy mennyiségben jelennek meg konidiumok (Batra 1991). A telepek atlagos ndovekedése 9—20
mm naponta (OEPP/EPPO 2009).

A Japanbol szarmazd M. polystroma tenyészetek sugaras szerkezetiiek PDA taptalajon,
vilagossarga sziniiek. Feliiletiikon Kismértékii sporulaciot figyeltek meg. Az Ujfehérton izolalt M.
polystroma izolatum tenyészete PDA taptalajon sargas szinii, viszonylag homogén, széle enyhén
hullamos. A leoltasi pont koriil kozepénél koncentrikus mintazottsagot mutatd, stirti Iégmicélium
bevonat képzddott, majd a tenyészet széle felé haladva a légmicélium mennyisége csokkent.
Mindkét esetben sztromatikus képletek jelentek meg 10—12 nappal a leoltast kovetden, amelyek
koncentrikus ivekben helyezkedtek el (5. dbra) (van Leeuwen és mtsai. 2002, Petroczy és

Palkovics 2009).

5. abra: Monilinia polystroma tenyészbélyegei: 1994-ben izolalt japan (A) és 2006-ben
izolalt magyar tenyészet (B) (fotok: van Leeuwen és mtsai. 2002, Petroczy 2006)

A M. linhartiana tenyészete PDA taptalajon fehér vagy sziirkés alapszinii, a leoltasi pont
koriil sziirke (Moral és mtsai. 2011). A tenyészetek széle ép, felsziniikon kevés légmicélium
képzddik. A telepekben mikrokonidiumok fejlédtek Berkhout (1923) és Moral és mtsai. (2011)

megfigyelései soran.

2.3.2. A molekularis azonositas modszerei

Szamos modszert dolgoztak ki a Monilinia fajok azonositasara, legnagyobb résziik
polimeraz lancreakcioé (PCR, Polymerase Chain Reaction) alapu eljaras, de 1éteznek megbizhato
RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA, véletlen amplifikalt mikroszatellitek) modszerek
is a meghatarozasra (Pizzuolo és mtsai. 2006). A szekvenciaalapon torténd azonositdsra a
leggyakrabban az ITS régiot hasznaljak az aszkuszos gombaknal (Capote és mtsai. 2012). Moral

és mtsai. (2011) is ezt a régiot hasznaltak fel a M. linhartiana faj molekularis azonositasara.
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Ma ¢és mtsai. (2003) és Luo és mtsai. (2007b) mikroszatellit primereket terveztek a M.
fructicola fajra, majd azt felhasznalva nested PCR ¢és Real-Time PCR (valos idejii PCR) modszert
dolgoztak ki a korokozé diagnosztizalasara. Gell és mtsai. (2007) SCAR-markerek (Sequence-
Characterized Amplified Region, feltart szekvencidju amplifikalt régid) alapjan terveztek
primereket és hasznaltak fel PCR moédszerrel torténd azonositasra.

Ioos és Frey (2000) fajspecifikus primereket terveztek a M. laxa, M. fructicola és a M.
fructigena korokozokra. A primerek egy kb. 350 bazispar hosszisagu fragmentumot emelnek ki
az ITS1, ITS2-régidbol és a koztiik talalhatd 5,8S riboszomalis génbdl. Fulton és Brown (1997) a
18S riboszomalis gén intronjat hasznaltak fel a M. fructicola azonositasara, viszont tovabbi
vizsgalatok soran kideriilt, hogy az intron nincs jelen a faj 6sszes egyedében (Fulton és mtsai.
1999, Forster és Adaskaveg 2000, Coté és mtsai. 2004). Coté és mtsai. (2004) multiplex PCR
modszer segitségével azonositottak M. laxa, M. fructigena, M. fructicola és M. polystroma fajokat,

egy ismeretlen funkcioji genomi régio segitségével.

2.4. Monilinia fajok genetikai diverzitasa

crer

valamint segit hatékonyabb védekezési stratégiak kidolgozasaban (McDonald 1997, Forster és
Adaskaveg 2000). Monilinia fajoknal a genetikai diverzitas vizsgalatok legelterjedtebb médja a
szekvencia alapu analizis (Papavasileiou és mtsai. 2015b), de emellett szamos molekularis marker
alapu vizsgalatot is végeztek:
e Szekvencia alapu analizist Kanadaban, Norvégiaban, Egyesiilt Kiralysag teriiletén,
Franciaorszagban, Hollandidban, Kinaban, Litvaniaban, ill. Lengyelorszagban (Carbone és
Kohn 1993, Holst-Jensen és mtsai. 1997, Fulton és mtasi. 1999, Ioos és Frey 2000, van
Leeuwen ¢és mtsai. 2002, Hu és mtsai. 2011, Volkova és mtsai. 2013, Poniatowska és mtsai.

2015),

e MP-PCR-t (Microsatellite-primed PCR, PCR mikroszatellit primerrel) Magyarorszagon
(Szbdi és mtsai. 2012),

e RAPD analizist az USA-ban, Spanyolorszagban, Magyarorszdgon és Lengyelorszagban
(Forster és Adaskaveg 2000, Gell és mtsai. 2007, Villarino és mtsai. 2012, Fazekas 2014,
Poniatowska és mtsai. 2015),

e AFLP-t (Amplified Fragment Length Polymorphism, amplifikdlt fragmentumhossz
polimorfizmus) Szlovéniaban (Gril és mtsai. 2008, 2010),
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ISSR modszert (Inter Simple-Sequence Repeat, egyszerii belsé szekvencia ismétlodés)
Kinaban, Magyarorszagon, Lengyelorszagban és Gordgorszagban (Fan és mtsai. 2010,
Fazekas 2014, Papavasileiou és mtsai. 2015b, Poniatowska és mtsai. 2015),

SSR moédszert (Simple-Sequence Repeat, egyszerii szekvencia ismétlddés) Svajcban és

Spanyolorszagban (Jansch és mtsai. 2012, Villarino és mtsai. 2012).

Eurépaban az 6shonos Monilinia laxa populaciok nagyobb genetikai valtozékonysagot

mutatnak az Gjonnan bekeriilt M. fructicola és M. polystroma populaciéinal, mert a kdrokozo
szamara tobb id6 allt rendelkezésre fajon beliili kiillonbségek kialakulasara (McDonald és Linde
2002, Poniatowska és mtsai. 2015). Ezzel szemben az USA teriiletén a M. fructicola izolatumok
mutatnak nagyobb variabilitdst, amelyet Forster és Adaskaveg (2000) a gomba ivaros

szaporodasanak jelenlétével magyardz.

Spanyol termesztd korzetekben a M. laxa faj genetikai diverzitasanak tilnyomo része

(97%-a) kiilonboz6 iltetvények populacioi kozott alakul ki, az iiltetvényen beliili populaciok
egységesek (Gell és mtsai. 2007). Hazankban a M. laxa populaciok iiltetvények kozotti genetikai
diverzitasa ennél nagyobb (99%), mig az egy iltetvénybdl szarmazo egyedek kozotti genetikai
kiilonbség minddsszesen 1% (Fazekas 2014). A genetikai diverzitast mindkét vizsgalat soran a Nei
index alapjan szamitottak (Nei 1987). Sz6di és mtsai. (2012) eredményei alapjan a magyarorszagi

M. fructigena szubpopulaciok valtozékonyabbak, mint a M. laxa szubpopulaciok.

Spanyolorszagban a M. fructicola korokozoé elsé leirasat kovetd analizis soran kismértéki

variabilitast mutattak ki (Villarino és mtsai. 2012), amelybdl arra kdvetkeztetnek, hogy a koérokozo
ujonnan keriilt az orszdgba, majd néhany évvel késobb ndvekvd genetikai valtozékonysagot

figyeltek meg a szubpopulaciok kozott (De Cal és mtsai. 2014).

Papavasileiou és mtsai. (2015b) csonthéjas iiltetvényekben végzett vizsgalatai alapjan

Gorogorszagban a M. fructicola populacioi valtozékonyabbak a M. laxa populacioknal, viszont a
diverzitas mértéke egyik fajnal sem utal a szexudlis rekombinéciora. Jansch és mtsai. (2012) svéjci
M. fructicola populaciokban nagy valtozékonysagot mutattak ki. Vizsgalataik alapjan Jansch és
mtsai. (2012) és Papavasileiou és mtsai. (2015b) is arra a kdvetkeztetésre jutottak, hogy az altaluk
vizsgalt régioban a M. fructicola faj joval régebb ota lehet jelen, mint ahogy az elsé leirasok

megsziilettek, igy nyilt lehetdség diverz populaciok kialakulasara.

A legtobb vizsgalat sem gazdandvény szerinti, sem foldrajzi elterjedésbeli, sem évjaratbeli

specializaciét nem mutatott ki a M. laxa, M. fructigena, M. fructicola és M. polystroma
izolatumoknal (Forster és Adaskaveg 2000, Gell és mtsai. 2007, Sz6di és mtsai. 2012, Fazekas

2014, Papavasileiou és mtsai. 2015b, Poniatowska és mtsai. 2015). Ugyanekkor Gril és mitsai.
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(2008) almatermésekrdl izolalt M. laxa egyedek gazdandvény specializacidjat mutattak ki, mig
Papavasileiou és mtsai. (2015b) a M. fructicola esetében figyeltek meg hasonlét. Fulton és mtsai.
(1999), valamint Villnario és mtsai. (2012) bizonyos foku hasonlosagot taldltak a foldrajzi
elterjedés alapjan a kiilonboz6 foldrészekrdl szarmazo izoldtumok vizsgalatakor. A virdgokrdl és
gyliimolcsokrol szarmazo populaciok kozott nem volt kimutathato kiilonbség a M. laxa és a M.
fructicola szubpopulaciok esetében sem (Papavasileiou és mtsai. 2015D).

Delmotte és mtsai. (1999) szerint a kiilonb6z6é gazdandvényeken megjelend populaciok
kozotti génaramlas okozta a M. laxa populaciok homogenizalodasat. Papavasileiou (2015b) a
génaramlés hatékonysagat azzal magyarazza, hogy a kiillonboz6 gazdandvényeket ugyanazon
régioban szomszédos iiltetvényekben termesztik, igy az egyes torzsek konnyen atkeriilnek mas
gazdandvényre. Jansch és mtsai. (2012) Svajcban - a paraszexualis rekombinaci6, a véletlen
mutaciok tovabboroklédése és a génaramlas mellett - a M. fructicola ivaros szaporodasat is
valoszintisitik a genetikai kiilonbségek okaként. Egyes irodalmak a heterokariozist (két vagy tobb
genetikailag eltéré sejtmag jelenlétét egyetlen sejtben) is megemlitik, mint a Monilinia fajok
valtozékonysagat kialakito tényez6t (Hall 1963, Hoftman 1974).

2.4.1. Az ITS régio szekvenciaja alapjan

Az aszkuszos gombdknal leggyakrabban az ITS régiot hasznaljak filogenetikai és
evolucios kapcsolatok feltérképezésére (Christen 1994, Sogin 1994, Capote és mtsai. 2012). A
régi6 harom riboszomalis génbdl (18S, 5,8S és 28S rDNS) és a koztiik talalhato két nem kodolod
régiobol (ITS1, ITS2) all, habar gyakran csak az 1TS1- 5,8S rDNS- ITS2 szakaszra hivatkoznak
ITS régioként. Ez a fragmentum az él6lények genomjaban tobb helyen is megtalalhato, viszont
ezek egy egyeden beliil homoldgok vagy nagyon kis valtozékonysagot mutatnak (Belbahri ¢€s
mtsai. 2008).
interspecifikus valtozékonysagot figyelt meg. Az altaluk vizsgalt 4 Monilinia faj nem alkot egy
kiilonallo klasztert a torzsfan, mert mas nemzetségek (Ciborinia, Botryotinia) igen kozeli
rokonsdgban allnak a nemzetséggel. Az ITS régidé genetikai diverzitdsa alapjan a nemzetség
polifiletikus, azaz nem vezethet6 vissza egy kozos 6sre (Holst-Jensen és mtsai. 1997), viszont a
Junctoriae és a Disjunctoriae csoport elkiilonithetd egymastol (Carbone és Kohn 1993). A
Disjunctoriae csoport tovabbi 4 alcsoportra oszthatd. Ezeket Holst-Jensen és mtsai. (2007)
evolucios vonalaknak nevezik, mert a fajok és gazdandvényeik rokonsagi viszonyai kozott
kospecifikacio figyelheté meg, azaz parhuzamosan alakultak ki: a Rosaceae csalad almatermésii

fajait fert6z6 csoport, az Ericaceae csalad toktermésii fajait és az Ericaceae csalad bogyotermésii
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fajait fert6z6 csoport. A galagonyaro6l szarmazo Monilinia johnsonii (Ellis & Everh.) Honey kiilon
alkotja a negyedik alcsoportot. Moral és mtsai. (2011) késObbi tanulmanya szerint azonban ez
utobbi izolatumot tévesen azonositottak, igy a csoport megsziintetését javasoltak.

A fajon beliili valtozékonysag is igen alacsony mind a Junctoriae mind a Disjunctoriae
csoport fajait figyelembe véve (Holst-Jensen és mtsai. 1997, loos és Frey 2000, Fulton és mtsai.
1999, Volkova és mtsai. 2013, Poniatowska ¢és mtsai. 2015). Holst-Jensen és mtsai (1997) altal
érte el a 2%-ot. Mas gomba fajokkal Osszehasonlitva ez igen alacsony. Bazidiumos gombak
esetében 5—12%-os valtozékonysagot is megfigyeltek (Baura és mtsai. 1992, Zambino és Szabo
1993). Az utobbi években szamos Monilinia faj ITS1-5,8S-ITS2 régidjat meghataroztak (Holst-
Jensen és mtsai. 1997, Fulton és mtsai. 1999, Ioos és Frey 2000), viszont a régio alapjan a fajok
egyértelmii azonositasa nem minden esetben lehetséges. A Monilinia gaylussaciae Batra ¢és a
Monilinia vaccinii-corymbosi (Reade) Honey ITS régioja megegyezik (Holst-Jensen és mtsai.
1997). A M. linhartiana és a Monilinia amelanchieris (Reade) Honey ITS régidja csupan egyeten
bazisban kiilonbozik (Moral és mtsai. 2011), valamint a M. polystroma és a Monilia yunnanensis
Hu & Luo fajok is csak 5 (van Leeuwen és mtsai. 2002), ill. 11 bazisban (Hu és mtsai. 2011) térnek
el a M. fructigena fajtol az ITS szekvenciaja alapjan.

A nem kodolo ITS1 és ITS2 régiok nagyobb valtozatossaggal rendelkeznek, mint a
szomszédos riboszomalis RNS gének (Carbon ¢s Kohn 1993, Windsor és mtsai. 2006). A M.
linhartiana faj vizsgalatakor Moral és mtsai. (2011) az ITS1 régidoban nagyobb intraspecifikus
valtozékonysagot (2,05%) mutattak ki, mint az ITS2-ben (1,40%). A M. fructicola izolatumok 18S
rDNS génje egy 418 bp hosszisagi intront tartalmaz, mig a M. laxa és M. fructigena
izolatumokban ez nem talalhaté meg (Fulton és Brown 1997). Késébb tobb szerzé is igazolta,
hogy egyes M. fructicola izolatumokbdl is hianyzik ez az intron (Fulton és mtsai. 1999, Forster és
Adaskaveg 2000, Coté és mtsai. 2004).

2.5. A monilinias betegség elleni védekezés lehetoségei

2.5.1. Agrotechnikai és mechanikai védekezés

A betegség tavasszal eldszor a mélyfekvésti, kodos teriileteken jelenik meg, igy a telepités
soran érdemes keriilni ezeket a helyeket, féleg a viragfertdzésre érzékeny fajok, fajtak esetén. Az
iiltetvény kialakitdsa soran fontos a szellds koronaforma kialakitasa, valamint a fak optimalis

crer

atpermetezhetd, valamint a fertézésnek kedvezd nedvesség is hamarabb felszéarad.
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Mar egy évszazaddal ezel6tt is felismerték, hogy a védekezés fontos eleme a fert6zési
forrasok megsemmisitése (Kern 1912). Az elhalt vesszoket, rakos agrészeket, valamint a fakon
maradt gylimélcsmumidkat a metszés soran el kell tavolitani, az iiltetvény talajdba forgatni vagy
megsemmisiteni (Rudolph 1936, Holb 2005).

A termésfert6z0dés ellen kozvetett mddon, a sebzések kialakuldsdnak megeldzésével
védekezhetiink (Fogle és Faust 1975, 1976): jégvédo halok alkalmazéasaval, egyenletes
vizutanpotlas biztositasaval, kartevok ellen inszekticides kezelésekkel és gyors sziirettel (Glits
2000). A sziiretet kovetden érdemes a gyiimolcsoket atvalogatni, mert szallitds és tarolas soran

tovabbi fertézések alakulhatnak ki (Brooks €s mtsai. 1936, Holb 2005).

2.5.2. Kémiai novényvédelem

A télvégi lemoso permetezéssel, réz tartalmu készitményekkel csokkenthetd a fas részeken
jelen 1év6 fert6zési forras mennyisége (Kern 1912) az 6sszes csonthéjas faj esetén (Wicks 1981).
A réz hatéanyagra érzékeny fajoknal (6szibarack, kajszi) feltétleniil riigyfakadas eldtt végezziik el
a kezelést (Mezo és Schweigert 2005). A kevésbé érzékeny fajok esetén riigypattanas utan még
egy rezes kezelés javasolt, de nem feltétleniil sziikséges (Golya 2002).

A meggy, kajszi és birs novényvédelmének fontos részei a tavaszi novényvédo szeres
kezelések. Mas fajoknal a fajtaérzékenységtol fiigg sziikségességiik (Monus és mtsai. 1999, Glits
2000), példaul a ’Stanley’ szilvafajta viragai kifejezetten érzékenyek a monilinids virdgelhaldsra
(Buban és mtsai. 2004).

A csonthéjasok viragainak megovasa érdekében tavasszal tobbszori fungicides kezelés
sziikséges iddjarastol fliggden. Hideg csapadékos tavasszal, elhuzodo viragzas esetén akéar hdrom-
négy alkalommal is indokolt permetezni, mig meleg, szaraz idoben, ha a viragzas gyorsan lezajlik
egy-két kezelés is elegendd lehet (Glits 2000). Szdmos eltérd hatdsmechanizmusu szer all a
termesztOk rendelkezésére. Sholberg és Kappel (2008) Gsszesen 12 eltérd hatasmechanizmust
csoportot sorol fel munkajaban, melyek alkalmasak a monilinias betegség elleni védekezésre. A
hatascsokkenés elkeriilése érdekében egy vegetacios iddben eltérd hatdsmechanizmussal
rendelkezd szereket érdemes felhasznilni az egyes kezelések soran (Toth 2007). Hazai
tapasztalatok is alatamasztjak, hogy a hatékonysdg csokkenése 0Osszefliggésbe hozhatd az
évenkénti kezelések szdmaval (Kaptas 1994).

A Monilinia linhartiana kérokozo6 ellen is elengedhetetlen a tavaszi idészakban a kémiai
védekezés. Nyéki (2004) harom kezelést javasol: virdgzas kezdetekor, a fOviragzasban és a
viragzas végén. Glits (2000) négy kezelést tart sziikségesnek a hajtdsnovekedés meginduldsatol a

gytimolcsndvekedés kezdetéig. Tafradzhiiski és Angelov (1977, 1979) a harom kezelést a bimbok
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szinezddésekor, a viragzas kezdetén és foviragzaskor javasolja. Campbell és Madden (1990)
szerint a tobbi monociklikus fertézésimodu korokozohoz hasonldan az elsédleges fert6zést, azaz
az aszkosporak behatolasat kell megakadalyozni kora tavasszal. Moral és mtsai. (2011) részletesen
vizsgaltdk a korfolyamatot és véleményiik szerint sem a virdgfertézés elleni védekezés a
legmegfelelobb. A szerzok szerint a levelek aszkosporas fertdzodését kell megakadalyozni, ezzel
elkeriilhetd a viragokat fert6zé konidiumok képzddése.

A gylimoOlcsok megdvasanak alapja a gyiimolcsot karosito rovarok elleni védekezés (Kern
1912). Az iddjarasi tényezok hatdsara keletkezett sériiléseket (jégverés, es6zések utani repedés)
azonnal le kell zarni gombadlo szeres permetezéssel, mert a rothadasnak indult termések, mar nem
menthetok meg. A felszivodo, transzlokalodo szerek is csak a felso sejtsorokig jutnak (Toth 2007).
Amennyiben a Monilinia fructicola korokozo6 jelen van az tiltetvényben a sériilésektdl fiiggetleniil
a gyimolcsok kémiai védelme is sziikséges (Ogaw et al. 1995). Ilyenkor az éréfélben 1évo
termések védelme érdekében csak rovid élelmezés-egészségligyi varakozasi idejii szerek
hasznalhatoak, nagy lémennyiséggel kijuttatva, nedvesitészer hozzédadasaval a gyiimolcsok teljes

lefedése érdekében (Toth 2007).

25.2.1. Fungicidek hatékonysaga

Mandoki és Varga (2011) szerint az ellenallé populéciok kialakuldsa megakadalyozhat6 a
meglévd technologidk kovetkezetes alkalmazasaval, valamint azok korszeriisitésével. Ezzel
szemben Brent és Hollomon (2007a) rendszeres rezisztencia monitoringot tart sziikségesnek.
Josepovits (1991) szerint elengedhetetlen hazankban is rendszeresen feliilvizsgalni a fungicidek
hatékonysagat a nemzetkozi rezisztenciakutatasok eredményeinek figyelembevételével. A
populacioban kimutathaté rezisztens izolatumok szama segit meghatarozni a fungicid
hatékonysaganak mértékét és varhato idotartamat (Luo és mtsai. 2007a).

Az utobbi években tobb alkalommal is végeztek fungicid hatékonysagi vizsgalatokat
hazankban, melyek alapjan kisebb mértékii érzékenységesokkenést mutattak ki egyes
szubpopulacioknal (Sz6di és mtsai. 2008). Fazekas (2014) tiofanat-metil, kaptan, penkonazol,
miklobutanil és mankoceb hatéoanyagl készitményeket vizsgdlva - a gyartd altal javasolt dozis
felével - fungicid hatast tapasztalt M. laxa izolatumok tekintetében. Viszont a ciprodinil, a
boszkalid és piraklostrobin kombindcid, az elemi kén, a fenhexamid és a prokloraz tartalmu
készitmények vizsgalatakor az izolatumok eltérd érzékenységet mutattak, ami ezen készitmények
gyakoribb hasznalatdval magyardzhatdo (Holb 2004). Szddi és mtsai. (2008) altal vizsgalt M.
fructigena populaciok ellenallobbak voltak a fungicidekkel szemben, mint a M. laxa populacioi.
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Mandoki és Varga (2011) hazankban engedélyezett készitményeknek hatékonysagat
vizsgaltak a M. fructicola kérokozo ellen. Kiemelkedé hatékonysagot mutatott a tiofanat-metil,
valamint a tebukonazol. Szintén kivalo hatast értek el iprodion, klértalonil, kaptan és fenhexamid
esetében. A vizsgalt készitmények koziil az azoxistrobin készitménynél tapasztaltak a legkisebb
mértékl gatld hatast, 1 ppm higitasnal a kontrollhoz képest a telep novekedése 40%-0s volt
(Mandoki és Varga 2011).

Bulgariaban Dimova és Titjnov (2013) 2008 és 2012 kozott tarto kisérletei soran a tiofanat-
metil hatékonyan visszaszoritotta a M. laxa okozta hajtaselhalast. A fehérbimbos allapotban,
foviragzaskor majd a virdgzas végén megismételt kezeléssel a betegség tiinetei nem jelentek meg
a meggyfakon. Gorogorszagban a 2005—2006 soran végzett vizsgalatokban (Thomidis és mtsai.
2009) hatékonynak talaltak a tebukonazol és iprodion hatéanyagokat, viszont kimutattak tiofanat-
metil hatdéanyagra rezisztens egyedeket is. Németorszaghan Maring és Lienshoft (2011) tobb éven
at tartd kisérletei soran kiilonb6z6 novényvédd szereknek Monilinia fajokkal szembeni
hatékonysagat vizsgaltak. Leghatékonyabbnak a fludioxonil és ciprodinil kombinacio bizonyult,
amely hiivos és es6és idoben is megfeleld hatékonysaggal rendelkezik. A szerzok a difenokonazol
hatéanyagot is viragzaskori hasznalatra ajanljak. A trifloxistrobin és a boszkalid és piraklostrobin
kombinécio6 koziil, mint két strobilurin tipust hatéanyagot tartalmazé szer, 6sszehasonlitasaban a
trifloxistrobin bizonyult hatékonyabbnak. A miklobutanil hasznalata hatasanak rovid id6tartama
miatt a termésképz6dés iddszakaban ajanlott. A fenhexamid hatasa viragzaskor korlatozott,
azonban a gyiimolcsok taroldsa soran ezt a készitményt javasoljak.

A M. linhartiana korokozo6 fungicid érzékenységével kevés kutatas foglalkozik. Radman
(1970) korokozo érzékenységét vizsgalta 0,25%-os orthocid és 0,2%-o0s rézoxiklorid keverékkel
szemben. Megfigyelései szerint a virdgzas kezdetétdl 8—10 naponként négyszeri kezelés nem
bizonyult megfeleld hatékonysagunak. Sokkal jobb eredményt értek el amennyiben, a vegyszeres
védekezést riigypattanastol kezdték el. Tafradzhiiski és Angelov (1977, 1979) a fundazol
hatéanyagot javasoljak, akar hdrom egymas utani kezelésben is. Altinyay (1975) a thiram ¢és a
kaptan hatdanyagokat talalta hatékonynak. Popescu (2011) kisérletei soran a viragzas el6tti 1%-0s
rezes kezelés, valamint a viragzas alatti 0,3%-0s cineb és viragzas utan 0,03%-0s miklobutanil

hatdanyaggal torténd permetezés csokkentette a fertdzés gyakorisagat és meértekét.
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2.6. A fungicid rezisztencia kialakulasanak mechanizmusai
Szamos készitménnyel szemben mutattak ki Monilinia fajok rezisztenciajat. A FRAC

(Fungicide Resistance Action Committee, Fungicid Rezisztencia Bizottsag) a csonthéjasokon és
almaterméstieken karositd Monilinia fajokat a kozepesen veszélyes kategoriaba sorolja a
rezisztencia kialakulasanak szempontjabol. Az ebben a kategoriaban szerepld fajok esetében csak
igen lassan alakul ki rezisztencia vagy a kialakult rezisztens populaciok nem okoz gazdasagilag
jelentds problémat (FRAC 2014).

Kiilonb6zd folyamatokon keresztiil alakulhat ki rezisztencia. A kvalitativ, azaz hatashely-
rezisztencia soran a fungicidhatas kialakulasaért felelds hely valtozik meg genetikailag a kérokozo
szervezetében (Abraham és mtsai. 2011). Leggyakrabban pontmutacié all a genetikai véltozas
hatterében (Ma és Michailides 2005). A hatashely megvaltozasatol fliggden kiilonb6zé mértékii
rezisztencia alakulhat ki. Létrejohetnek alacsony szintli rezisztenciaval (low level of resistance)
rendelkezd egyedek, melyek enzimjéhez bizonyos mértékben hozza tud kapcsolddni a hatéanyag,
valamint magas szintli rezisztenciaval (high level of resistance) rendelkezé egyedek, melyek
fehérjéjéhez a valtozas kovetkeztében egyaltalan nem tud hozzakapcsolddni a hatéanyag (Brent és
Hollomon 2007a, Dernoeden 2012).

Kvantitativ rezisztenciarol akkor beszéliink, ha a korabban hatékony hatéanyag-mennyiség
hatastalanna valik. Ennek oka lehet a gomba csokkent vegyszerfelvétele, vagy a hatéanyagok
gyorsabb lebontasa, a hatoanyag atalakitasa nem mérgezé formava (Abraham és mtsai. 2011). A
hatastalanitas egyik formaja az, amikor gomba anyagcseréje megvaltoztatasaval a hatdanyag, mint
prekurzor molekula nem alakul at fungicid hatast komponensé. Ilyen hatéanyag példaul a tiofanat-
metil, amely a karbendazim prekurzora, vagyis lebomlasa soran fokozatosan karbendazimma
metabolizalodik. A célfehérje taltermelddése is okozhat hatékonysag csokkenést. Ebben az
esetben a hatdanyag nem tud az sszes hatashelyre bekotddni, igy nem gatolja teljes mértékben az
anyagcsere utat (Brent és Hollomon 2007a, Dernoeden 2012).

A Kkvantitativ rezisztencia hosszl tavon fent maradhat a populaciéban. Ezen készitmények
ellen 2—10 éven beliil kialakulnak ellenalld populacioi a koérokozoknak (Brent és Hollomon
2007a). Kvalitativ rezisztenciat mutattak ki példaul a Cercospora beticola Sacc. korokozo kapcsan
Gorogorszagban a benzimidazolok kapcsan (Dovas és mtsai. 1976). A masik esetben a fungicid
tobb helyen is beavatkozik a korokozd anyagceseréjébe. Ezen készitmények ellen nehezebben
alakul ki rezisztencia, mert tobb gén (anyagcsere Ut) megvaltozasa sziikséges a kvantitativ
rezisztencia kialakulasdhoz. A kontakt készitmények (mankoceb, thiram, maneb, klortalonil)

esetén kvantitativ rezisztencia alakul ki, valamint a triazolok elleni rezisztencia kapcsén is legalabb
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4 kiilonb6zo folyamatot irtak le, amely soran hatascsokkenés alakulhat ki (De Waard és mtsai.
2006).

A hasonl6 hatasmechanizmusu szerek kozott gyakran alakul ki pozitiv keresztrezisztencia,
a 3. tablazatban taldlhatd szdmos hatéanyagcsoporton beliill megfigyelték a keresztrezisztencia
jelenségét. Példaul a szterol-bioszintézis gatlok koz¢é tartozo triazoloknal is Iétrejohet
keresztrezisztencia, viszont a szterol-bioszintézis gatlok csoportjanak mas tagjaival nem mutatnak
keresztrezisztenciat (Brent ¢s Hollomon 2007b). A benzimidazoloknal negativ keresztrezisztencia
alakul ki a N-karbamatokkal. A dietofenkarb hatdanyag nem gatolja a benzimidazolokra érzékeny
egyedeket, csak a benzimidazolokra rezisztenseket (Nyporko és Blume 2008, Malandrakis és
mtsai. 2012).

2.6.1. Monilinia fajok benzimidazol rezisztenciaja

Magyarorszagon jelenleg a tiofanit-metil az egyetlen engedélyezett hatdanyag a
benzimidazolok koziil, amely a karbendazim prekurzora. A benomil helyettesitésére vezették be,
mert bevezetését kovetden néhany éven beliil rezisztencia alakult ki szamos kulturdban a benomil
ellen (Katan és mtsai. 1983, Ogawa és mtsai. 1984, Orbach és mtsai. 1986, Michailides és mtsai.
1987). A benzimidazolok a mikrotubulusokhoz kotddve gétoljadk a mitdzist, ill. a hifak
novekedését, tovabba a csiratomlok deformalt ndvekedéséért feleldsek (Leroux €s mtsai. 1999). A
mikrotubulus két alegységbdl épiil fel, a benzimidazol rezisztencia a B-alegység génjében
bekovetkezd valtozasok soran alakul ki (Nyporko és Blume 2008), leggyakrabban pontmutacio
formdjaban (Koenraadt és mtsai. 1992). A rezisztens populacidk kialakuldsdhoz 12 évre van
szliksége a korokozoknak. A kialakult rezisztencia hosszl tavl, nehezen valik a populacio ismét
érzékennyé¢ a benzimidazolokra (Brent ¢s Hollomon 2007a).

Amerika szamos teriiletén (Brazilia, Kalifornia) mutattak ki benzimidazol rezisztenciat
(Ma és mtsai. 2003, May-De Mio és mtsai. 2011,) Europaban tiofanat-metil rezisztens Monilinia
fructicola populaciokat talaltak Franciaorszag (Lichou és mtsai. 2002, Weger és mtsai. 2011),
Spanyolorszag, Svajc és Olaszorszag teriiletén (Weger és mtsai. 2011). A rezisztencia a M. laxa
korokozo esetében kevesbé gyakori. Kalifornidban alacsony szintli rezisztenciaval (low resistance)
rendelkezd izolatumokat taldltak (Ma ¢és mtsai. 2005). Magas szintli rezisztenciaval (high
resistance) rendelkezd izolatumokat kizarolag Gorogorszadgban azonositottak (Thomidis és mtsai.
2009). Papavasileiou és mtsai. (2015b) eredményei alapjan a goérég M. fructicola populaciok
mindegyike rezisztens a benzimidazolokra, mig a M. laxa populaciok ellenalloak vagy érzékenyek

(Malandrakis és mtsai. 2012).
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3. tablazat: A monilinias betegség ellen hazankban engedélyezett szisztemikus €és mélyhatasu hatdanyag csoportok hatdsmechanizmusa (*Brendt és

Hollomon 2007, **Fazekas 2014 nyoman)

Hatoanyag csoport | Anyagcsere ut Hatashely (gén) Rezisztencia Hasznalatuk gyakorisaga
kialakulasanak hazankban **
veszélye*
mitozis és
Benzimidazolok sejtszaporodas B-tubulin (tub2) nagy kozepes (Topsin-M 70WP)
gatlok

L aminosav ¢és fehérje S
Pirimidinek o metionin bioszintézis (Cgs) kozepes magas (Chorus 75WG)
szintézis gatlok

Hidroxi Anilidek kozepes vagy alacsony | magas (Teldor 500SC)
szamos hatashely, tobbek kozott: 3-

) szterol bioszintézis kozepes (Topas 100EC,

Triazolok keto reduktaz, C4-demetilaz (erg27), | kdzepes ]
gatlok _ Folicur Solo)

i Cl4-demetilaz (cyp51) enzimek i
Imidazolok kozepes magas (Mirage 45EC)
Fenilpirrolok szignal transzdukcié | MAP/Hisztidin-kinaz (0s-2, HOG1) | alacsony vagy kdzepes | nincs adat
Dikarboximidek gatlok MAP/Hisztidin-kinaz (os-1, Dafl) kozepes vagy magas nincs adat
Strobilurinok l1égzésgatlok citokrom bel a Qo kotéhelyen (cyt b) | nagy magas (Signum WG)
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A Monilinia fajoknal a mutacio helyétdl fiiggben kiilonbozd erdsségii ellenallosag vagy
rezisztencia alakulhat ki (Ma és mtsai. 2003). A M. fructicola faj esetén leggyakrabban a -tubulin
gén 198-as aminosavat kodolo tripletben jon létre pontmutacidé (4. tablazat), mert ehhez az
aminosavhoz kotédik kozvetleniil a tiofanat-metil (Nyporko és Blume 2008). Ennek
kovetkeztében alakul ki a magas szintli rezisztencia. A 6-0S, valamint a 240-es aminosav

megvaltozasa esetén alacsony szintii rezisztencia alakul ki.

4. tablazat: Monilinia fajokban kialakul6 benzimidazol rezisztencia molekularis hattere

Korokozo Allél Mutacié soran kialakulé valtozas | Rezisztencia | Hivatkozas
Szekvencia szintje
szinten Aminosav csere
M. laxa E198A | GAG>GCG | glutaminsav-> magas Malandrakis és
alanin mtsai. (2012)

M. laxa L240F | CTC>TTC | leucin—> fenil-alanin | alacsony Ma és  mtsai.
(2005)

M. fructicola | H6Y CAT-> TAT | hisztidin—> tirozin alacsony Ma ¢és  mtsai.
(2003), Fan ¢és
mtsai. (2014)

M. fructicola | E198A | GAA->GCA | glutaminsav->alanin | magas Ma és  mtsai.
(2003), Luo ¢és
mtsai. (2007a), Zhu
és mtsai. (2010),
Weger ¢és mtsai.
(2011), Fan ¢és
mtsai. (2014)

M. fructicola | E198K | GAA>AAA | glutaminsav—>lizin | magas Koenraadt és mtsai.
(1992)

2.6.2. Monilinia fajok strobilurin rezisztenciaja

A strobilurinok a mitokondrialis 1égzést gatoljak, a citokrom cb1l komplexben (komplex
IIT) a Qo helyen, amely a mitokondrialis DNS-ben kodolt. Itt kevésbé miikddnek a DNS javitd
mechanizmusok, mint a sejtmagi DNS-ben, igy konnyebben alakul ki rezisztencia (Brent és
Hollomon 2007b). A hatéanyagok piacra keriilése utan 1-3 éven beliil egyes korokozoknal
kialakulnak az ellenalld populaciok (Kuck és Russell 2006). Egy 2012-es Osszegzés Szerint
vilagszerte Osszesen 38 korokozd gombafajnal taldltak rezisztens populdciokat (List 2012),
Magyarorszagon elszor 2004-ben mutattak ki sz616 korokozok (Erysiphe necator var. necator
Schwein. 1834, Plasmopara viticola (Berk. & M.A. Curtis) Berl. & De Toni) esetében (Dula
2007).
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A strobilurinokkal szemben monogénes rezisztencia alakul ki (Brent ésHollomon 2007a),
harom pontmutéciot azonositottak a citokrom cbl komplexben (5. tablazat), amelyek kiilonb6z6
szintli rezisztenciat alakitanak ki (List 2012). Grasso és mtsai. (2006) alternativ respiracids utakon
keresztiil korlatozott mértékli ellenallosag kialakuldsardl szémolnak be. Fernandez-Ortuiio és
mtsai. (2008) szerint ezen anyagcsere utaknak a rezisztencia kialakuldsaban korlatozott szerepiik
van. Csokkent érzékenységgel rendelkez6 Monilinia populaciokat mutattak ki Brazilidban (May
De Mio ¢és mtsai. 2011), Kinaban (Chen ¢és mtsai. 2014) ¢és az USA-ban (Villani és Cox 2008,
Amiri és mtsai. 2010, Halbrendt és mtsai. 2013), de az érzékenységcsokkenést magyarazod

mutaciot nem talaltak a cyt b génben.

5. tablazat: Korokozokban kialakulo strobilurin rezisztencia molekularis hattere

Allél Kérokozo példik | Muticio6 soran kialakulé Rezisz- | Hivatkozas

valtozas tencia
Szekvencia | Aminosav csere | szintje
szinten

F129L | Pyriculariagrissa | TTC>CTC | Fenil-alanin> alacsony | Sierotzki és mtsai.
Sacc., Pyrenophora 2>TTG | Leucin (2007)
teres Drechsler 2>TTA

G137R | Pyrenophora GGG—>AGG | Glicin>Arginin | alacsony | Kim és mtsai. (2003),
tritici-repentis Sierotzki és mtsai.
(Died.) Drechsler (2007)

G143A | Pyricularia grisea, | GGT->GCT | Glicin=>Alanin magas Ishii és mtsai. (2001),
Pseudoperonospora Kim és mtsai. (2003)
cubensis (Berk. &

Curtis) Rostovzev

Miessner és Stammler (2010) vizsgalatai alapjan a M. laxa és M. fructicola fajoknal a 143-
as aminosavat kovetden egy intron taldlhatd. Ezért kicsi a valosziniisége a G143A mutécio
kialakuldsdnak, mert ez zavarnd az intron kivagodasat és funkcioképtelen fehérje jonne létre
(Grasso és mtsai. 2006). Luo és mtsai. (2010) amerikai és kinai M. fructicola izolatumok
mindegyikébdl kimutatta az intront és valdsziniisiti, hogy a faj egésze rendelkezik vele. A M.
fructigena genomjaban viszont a vizsgalatok szerint nincs jelen €z a bizonyos intron, ezért ennél
a fajnal a mutacié kialakulhat. A szerzék egyik fajnal sem talaltak intront a 129 vagy 137-es

aminosavakat kodolo tripletek kozelében.

2.6.3. Monilinia fajok triazol rezisztenciaja

A triazolok az ergoszterol bioszintézist akadalyozzédk azaltal, hogy a citokrém P450 tipusu
a-demetilaz enzimeket megkotik, amelyek a lanoszterol ergoszterolld torténd alakitasaért
felelosek. Az ergoszterol helyett mas szterolok halmozodnak fel a sejtmembranban, jelentdsen

megvaltoztatva annak fluiditasat, permeabilitdsat és a membranhoz kotott enzimek aktivitasat
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(Odds és mtsai. 2003). Az egyes hatdanyagok kiilonbdzé hatékonysaggal kotik meg a citokrom
l4a-demetilazt (Guan és mtsai. 1992a, 1992b), de a hasonld hatasmechanizmus miatt gyakori a
keresztrezisztencia kialakulasa (Hsiang és mtsai. 1997, Ypema 1997). A tebukonazol két helyen
gatolja az ergoszterol szintézisét, ami nagy hatasbiztonsagot eredményez és csokkenti a
szerrezisztencia kialakuldsanak valoszintiségét (Abraham és mtsai. 2011).

Napjainkig két mechanizmus ismert, amely triazol rezisztenciat eredményez a Monilinia
fajoknal (6. tablazat). Az Amerikai Egyesiilt Allamok teriiletén Luo és Schnabel (2008) a citokrom
P450-szterol-14a-demetilaz gén (cyp5l1) taltermelddése és a Monilinia fructicola izolatumok
propikonazol rezisztencidja kozott talaltak Osszefiiggést. A tultermelddést egy ismétlodod

crer

helyezkedik el.

6. tablazat: Monilinia fajokban kialakul6 triazol rezisztencia molekularis hattere

Allél | Korokozo Mutacio soran kialakulé valtozas Rezisztencia | Hivatkozas
Szekvencia Kovetkezmények szintje
szinten
Mona | M. fructicola | 65 bp inzercio | 5-11-szeses magas Luo és Schnabel
expresszio (2008), Luo és mtsai.
(2008)
Y136F | M. fructicola | TAC>TTC tirozin-> fenil-alanin | magas Chen és mtsai.
>TTT (2012)

Vizsgalataik sordn a cyp51 gén szekvenciajat is vizsgaltdk, de nem talaltak benne a
rezisztenciahoz kothetd pontmutaciot (Luo és Schnabel 2008). Kindban Chen és mtsai. (2012) egy
1) DMI készitmény (SYP-Z048) vizsgalatakor laboratoriumi koriilmények kozott olyan rezisztens
M. fructicola tenyészeteket allitottak el6, melyekben a cyp51 gén 136-os aminosavanak
szekvencigjaban talaltak pontmutaciot (6. tdblazat). A mutacid természetes kialakuldsat nem
valoszinlisitik, mert a tenyészetek fitnesze (ndvekedési iitem, sporulacid, rothado folt
novekedésének sebessége) lecsokkent. Bar ugyanez a mutacié a Blumeria graminis (DC.) Speer,
Erysiphe necator var. necator, a Zymoseptoria tritici (Desm.) Quaedvlieg & Crous és a
Pseudocercospora fijiensis (M. Morelet) Deighton fajoknal természetes koriilmények kozott
kialakul (Délye és mtsai. 1997, 1998, Leroux €és mtsai. 2007, Canas-Gutierrez €s mtsai. 2009).

Az ABC transzporter gén (MfABC1) expresszidjat is vizsgaltdk a DMI rezisztencia
kapcsan, amely soran Osszefliggést mutattak ki az MfABC1 gén termelddése €s a rezisztencia
kialakulasa kozott, viszont pontmutéaciot a génben nem talaltak (Schnabel €s mtsai. 2003, Luo és
Schnabel 2008).
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3. ANYAG ES MODSZER

3.1. A vizsgalatok anyaga

3.1.1. Izolatumok

Monilinias betegség tipikus tlineteit mutatdé ndveényi részeket gytijtottiink be Magyarorszag
kiilonboz6 teriileteirdl, tiltetvényekbdl, hazi kertekbdl, valamint kozteriiletekrdl 2013—2015 kozott
(6. dbra). A fert6zott hajtasok és gyiimolesok elsésorban csonthéjas fajokrol szarmaztak. Néhany
mintat gylijtottiink almatermésiiekrdl is, elsésorban a Monilinia linhartiana korokozo vizsgalatara.
Vizsgalatainkba egy torokorszagi birsmintat (MLHS5), valamint egy 2010-ben almarol izolalt
Lengyelorszagbdl szarmaz6 izolatumot (2010/PS-78) is bevontunk. Az izolatumok jellemzé adatai
—az izolatum neve, a gazdandvény, a fertdzott ndvényi rész megnevezése, valamint a gylijtés helye

¢s ideje — a 2. mellékletben talalhatoak.

® Ultetvény
© Hazikert

6. abra: Monilinia izolatumok szdrmazasa

3.1.2. Taptalajok

A korokozok izoldlasdhoz, fenntartdsdhoz, valamint a fungicidekkel végzett
hatasvizsgalatok soran PDA (potato dextrose agar, burgonya dextréz agar, BioLab Zrt. 39,0 g
poritott PDA /liter) taptalajt hasznaltunk (Wormald 1954). A Monilinia linhartiana kérokozot
MEA (malt extract agar, malata kivonat agar, BioLab Zrt., 50,0 g poritott malata kivonat /liter) és
LMA (Leonian malt agar, Leonian malata agar, 1,0 g KH2POs, 1,0 g MgSOy4, 10,0 g szacharoz,
5,0 g pepton, 15,0 g poritott agar, 10,0 g malata kivonat/liter, taptalajokon is tenyésztettiik, a
koérokozo szamara optimalis szubsztratum megallapitasa érdekében (Batra 1983, Malloch és Cain
1971).
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3.1.3. Novényi részek

Az izolatumok patogenitasanak igazoldsédhoz felhasznalt ndvényi részek egy torokbalinti
hézikertbél szarmaztak. A csonthéjasokrol szarmazé izolatumok esetében Prunus cerasus *Erdi
bétermd’ gyiimolcseit fertéztiik meg, amelyeket technologiai érettségben sziireteltiink. A
Monilinia linhartiana korokoz6 izolatumainak megbetegit6 képességét Cydonia oblonga fiatal (7-

10 cm-es) hajtasain és fiatal (2-2,5 cm atmérdjii), valamint érett termésein ellendriztiik.

3.1.4. Eszkozok

A laboratériumban altalanosan hasznalt iiveg- és fémeszkozokon tul, a koérokozok
morfoldgiai jellemzdinek megallapitdsahoz Leica MZ6 sztereomikroszkopot és Nikon Eclipse 501
citoplaszt mikroszkopot hasznaltunk. A mikroszkopikus fotokat MicroPublisher 5.0 RTV
(Qlmaging) tipust kameraval készitettiik. Polimeraz lancreakcié vizsgalatokhoz az Applied
Biosystems 9700 tipustt PCR-késziilékét hasznaltuk. A nukleinsav koncentraciot NanoDrop 2000

(Thermo Scientific) késziilékkel mértiik meg.

3.1.5. Fungicidek

Az izolatumok novényvédo szer érzékenységének vizsgalatara és az esetlegesen kialakult
rezisztencia kimutatasara elézetes vizsgalatok alapjan (Lantos és mtsai. 2013) hat, altalanosan
hasznalt, kereskedelmi forgalomban kaphatdo fungicidet valasztottunk ki (7. tablazat). A
készitmények jelenleg is rendelkeznek engedélyokirattal csonthéjas kulturakban (NEBIH 2016).
A Topsin-M 70 WDG mélyhatast, az agrar-kdrnyezetgazdalkodasi programban (AKG)
feltételesen engedélyezett készitmény. A Chorus 50 WG, Foilcur Solo, Signum WG, Teldor 500
SC és Topas 100 EC specialis hatashelyti fungicidek, hasznalatuk engedélyezett az AKG program
keretén beliil. A Signum WG esetében a piraklostrobin és boszkalid hatdanyagokat kiilon- kiilon
vizsgaltuk, a tiszta hatdanyagokat a gyartotol (BASF) szeretiink be, mert nem létezik olyan,
monilinias betegséggel szemben engedélyezett formulacio, amely csak az egyik hatdéanyagot
tartalmazza.

A Monilinia linhartiana koérokozé vizsgalatat a fenti 6 peszticiden kiviil tovabbi 15
készitménnyel is elvégeztiik. Ezeket az almaterméstiek és csonthéjasok monilinias betegsége ellen
engedélyezett készitmények koziil valasztottuk ki (7. tablazat), melyek kozott kontakt (Antracol
70 WG, Captan 50 WP, Cuproxat FW, Dithane-M45, Funguran-OH 50 WP, Nordox 75 WG, Pluto
50 WP Rézoxiklorid, Roval Aquaflow) és specialis hatashelyl készitmények (Flint Max, Mirage

45 EC, Quadris, Signum WG, Systhane Duplo, Zato 50 WG) is szerepelnek. A tovabbiakban
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kizarélag a hatéanyag megjeldlésével hivatkozom a készitményekre, a hatdoanyag egyértelmiien

azonositja a formuléciot.

7. tablazat:

Csonthéjas

és almatermést  kultarakbodl

érzékenységének vizsgalata soran felhasznalt készitmények (NEBIH 2016)

izolalt Monilinia fajok fungicid

Novényvédo szer Hatéanyag Gyarté Forgalmi | Gyakorlati dézis
kategoria
Chorus 50 WG 500 g/kg ciprodinil Syngenta M. 0,40 g/l
Folicur Solo 250 g/l tebukonazol Bayer . 0,1 ml/I*
Signum WG 267 g/kg boszkalid BASF AG. Il. 2,5 mg/l*
+ 67 g/kg piraklostrobin 2,5 mg/l*
Teldor 500 SC 500 g/l fenhexamid Bayer I 1,00 mi/l
Topas 100 EC 100 g/l penkonazol Syngenta I 0,5 ml/l
Topsin-M 70 WDG | 700 g/kg tiofanat-metil Tamico l. 1 mg/l, 50 mg/I*
Antracol 70 WG 70% propineb Bayer . 1,66 g/l
Captan 50 WP 50% kaptan Arysta Mo. Kft. I 2,12 g/l
Cuproxat FW 350 g/l tribazikus NuFarm 1. 5,00 ml/I
rézszulfat
Dithane-M45 80 g/kg mankoceb Indofil Ch. Il. 0,20 g/l
Flint Max 500 g/kg tebukonazol Bayer l. 0,20 g/l
+ 250 g/kg trifloxistrobin
Funguran-OH 50 WP | 77% rézhidroxid Spiess-Urania M. 2,66 g/l
Mirage 45 EC 450 g/l prokloraz Makhteshim Il. 5,00 ml/I
Nordox 75 WG 86% réz(I)oxid Nordox 1. 1,73 g/l
Pluto 50 WP 86% rézoxiklorid Agri-Estella 1. 2,00 g/l
Quadris 250 g/l azoxistrobin Syngenta M. 1,00 ml/I
Rovral Aquaflow 500 g/l iprodion BASF l. 0,83 ml/l
Signum WG 267 g/kg boszkalid BASF AG. . 1.00 g/l
+ 67 g/kg piraklostrobin
Switch 62,5 WG 250 g/kg fludioxonil Syngenta 1. 0.80 g/l
+ 375 g/kg ciprodinil
Systhane Duplo 450 g/l miklobutanil Dow Il. 0,30 ml/I
Zato 50 WG 50% trifloxistrobin Bayer 1. 0,15 g/l

* Ezen készitmények esetén nem a gyakorlatban alkalmazott dozis szerepel a tablazatban, hanem az

érzékeny és rezisztens izolatumok elkiilonitésére szolgald elvalasztd koncentracié (Ma és mtsai. 2003,

2005, Spiegel és Strammler 2006, May-De Mio és mtsai. 2011, Chen és mtsai. 2013)

3.1.6. Primerek

A molekularis vizsgéalatok sordn részben a szakirodalomban szerepld inditoszekvenciakat

hasznaltunk, de egyes esetekben magunk terveztilk a primereket. A B-tubulin és citokrom B

génekbdl rendelkezésiinkre alltak szekvencia adatok egyes Monilinia fajokbol, de a korabbi



10.14751/SZIE.2016.052

kutatdsokban szerepld vizsgalati médszerek nem bizonyultak megfeleldnek, igy sajat tervezésii
primereket készitettiink az OligoAnalyzer 3.1 online szoftver (Integrated DNA Technologies Inc.)

segitségével (Owczarzy és mtsai. 2008). Az oligonukleotidokat a Fermentas cégtdl rendeltiik meg.

3.1.6.1. Korabbi kutatasokban szereplé primerek
ITS régio

Az ITS régio vizsgalatara White €s mtsai. (1990) altal tervezett ITSS (5°-GGA AGT AAA
AGT CGT AAC AAG G-3’), valamint Kurtzman és Robnett (1997) altal leirt NL4 (5°-GGT CCG
TGT TTC AAG ACG G-3’) primereket hasznaltuk fel. A primerpar a 18S riboszomalis gén egy
részét, az ITS1 régiot, az 5,8S riboszomalis gént, az ITS2 régidt, valamint a 28S riboszomalis gén

egy részeét emeli ki (7. abra). Vizsgalataink soran ITS régiot izolatumaink fajszintii azonositasra €s

a rokonsagi viszonyok elemzésére hasznaltuk fel. w ITSS primer
4= NL4 primer
mm Riboszomalis gének
= B TS régié -
185 rDNS  ITS1 5,85 rDNS ITS2 288 rDNS

7. abra: Monilinia fajok ITS régioja és a primerek kotddési helyei

Polimorf régio

A molekularis azonositashoz Petroczy és Palkovics (Petroczy és mtsai. 2012) altal tervezett
UniMon primerpart (UniMon-F: 5’-ATC GGC TTG GGA GCG G-3’ és UniMon-R: 5’-GAG
CAA GGT GTC AAA ACT TCC AT-3’) hasznaltunk, amelyet a M. laxa, M. fructigena, M.
polystroma és M. fructicola fajok fajszintii azonositasara optimalizaltak. Az inditészekvenciak egy
ismeretlen funkcidju genomi régiobol fajonként eltéré hosszusagu szakaszt emelnek ki, igy a fajok
meghatarozasa a képzddott termék hossza alapjan lehetséges. A régiot kizarolag az izolatumok

fajszintli azonositas miatt alkalmaztuk.

140-demetilaz enzim génje (Cyp51)
A 14a-demetilaz enzim génjének vizsgalata soran harom primerpart hasznaltunk, melyek

Luo és Schnabel (2008) tanulmanyaban szerepelnek. A komplett génta MFCYP51-F (5'-GTT TCG
CCATGGGTGTTCT-3") és MfCYP51-R (5'-TCG TCT CTC CCATGC CAC AA-3"), primerpar
segitségével emeltiik ki. Az UpCYP-1F (5’-AGA GCT ACC ACC CAC GAG GAA -3’) és
UpCYP-1R (5’-GAC CGC TGC GAA ATC TCT TGA-3’) primerpar a gén promoter régidjanak
vizsgélatara alkalmas, mig az INS65-F (5-TCG ATG TTG CGT GGT CTG TCA-3') és INS65-R
(5-CGG AGA GCG TCGATG TAG GTG-3'") primerpar a promoter région beliil egy rovid
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szakaszt emel ki (8. abra). A gént a rokonsagi viszonyok, valamint a triazolok ellen kialakulo

rezisztencia kapcsan vizsgaltuk.

UpCYP primerpar
INS65 primerpar
MfCYP51 primerpar
prométer régié
kodolo régio

cypS1 gén

@
I:|)>Promc’)ter |- ?%DS

|
E . H e ———————————

500 1 ?}3 1 EIOJ Teljes gén 2 EIOIJ 3 CI>DI)

i) RANS

8. abra: Monilinia fajok cyp51 génje és a primerek kotédési helyel

3.1.6.2. Sajat tervezésii primerek

B-tubulin (tub2) gén
A nemzetkozi adatbazisban (NCBI, National Center for Biotechnology Information)

szereplé Monilinia fajok B-tubulin szekvenciait a TubA és TubR1 primerparokkal amplifikaltak.
A primerpart McKay és mtsai. (1998) tervezték a Hypomyces rosellus (Alb. & Schwein. : Fr.) Tul.
faj vizsgalatara. Szamitasaink alapjan azonban a két primer olvaddsi hdmérséklete olyan
nagymértékben kiillonbozik egymastol, hogy ez megnehezithette volna a polimeraz lancreakcio
specifikus mikodését. Ezért az adatbazisban megtalalhatd szekvencidk alapjan olyan primereket
terveztiink (BT-for: 5°-ATG CGT GAG ATT GTA CGT AT-3’ és BT-rev: 5’-GTA CCA ATG
CAA GAA AGC CT-3’), amelyek a Monilinia fajok szekvenciajara megfeleléen illeszkednek és
olvadaspontjuk is hasonl6d (9. abra). A gént rokonsagi viszonyok feltardsa soran, valamint a
benzimidazol rezisztencia kapcsan vizsgaltuk.

» BT primerpar
T kodolo régio

Bl b2 gén
-
|CDS m «I
Tcljcs gén ™ - 'y alw 1 ?33 1 zloa 1 Ala:

9. abra: A B-tubulin gén szekvencia részletére tervezett primerpar

Citokrém B (cytb) gén

Az irodalmakban (Villani és Cox 2009, Luo és mtsai. 2010, Hily és mtsai. 2011, Hu és
mtsai. 2011) megtalalhato a Monilinia és Monilia fajok citokrom B génjének teljes szekvenciaja,
viszont a strobilurin rezisztencia kimutatasara irdnyuld vizsgalati modszerek cDNS
(complementary DNA, komplementer DNS) alaptiak. A kodolo szakaszokat tagold nagyméretii

intronok miatt ezen PCR technikak hasznalata nem alkalmas genomi DNS-bdl kiindulo
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vizsgalatok elvégzésére, igy a nemzetkozi adatbazisban taldlhat6 szekvencidk alapjan primereket
terveztiink a strobilurin rezisztencia kapcsan kialakuld pontmutaciok feltérképezésére.

A 127-es aminosav vizsgalatara tervezett primerek (cytb127-for: 5-GGA TCA TAC AGA
GCA CCT AGA AC-3', cyth127-rev: 5'-CAATAG CTAGTC TACGCT CTT CAC-3) a M. laxa,
M. fructigena és M. fructicola fajokbol egyarant eredményeznek célszekvenciat. A 137-es és 143-
as kodon a kovetkez0 exonon helyezkedik el, igy ezekre egy masik primerkonstrukciot
készitettiink. A 143-as kodont kdvetéen a harom f6 Monilinia faj szekvenciaja eltér6. A M.
fructigena kodolo régigja folytatodik, mig a M. laxa és M. fructicola fajokban a 143-as kodont
kovetéen kozvetleniil egy-egy intron kezdédik, melyeknek szekvenciaja fajonként eltérd. igy a
harom fajra egy forward primert (cytb137/143-for: 5-GGG TCA CTG ACG GGT GTC-3") és 3
fajspecifikus reverse primert (cytb137/143-LXrev: 5-GCA GGT ATA CCT ACA AAT TCG
GGC TC-3', cyth137/143-FGrev: 5-CTG GTT ATT TGAATATAACCATCT CCATCC ACC-
3, cytb137/143-FCrev: 5'-CAT ATC CTA CTC GAC CAC CAT CAT CC-3") terveztiink (10.

abra). =) cytb127 primerpar
=) cytb137/143-for primer
= cyth137/143-LXrev primer
4= cytb137/143-FGrev primer
m cytb137/143-FCrev primer
kaodolé régio

- cyth gén
CDS h - &
ML
Teljes gén » @& =
MFG G@M
»H @& = !

VIFC L e i e e ————

2000 4000 8000 8000 10 000
1 | I | 1

10. abra: Monilinia laxa (ML) M. fructigena (MFG) és M. fructicola (MFC) fajok

cytb gén szekvenciajara tervezett inditoszekvenciak

3.2. A vizsgalatok médszere

3.2.1. Szabadfoldi felmérések
3.2.1.1. A mintavételezés médszere, Monilinia fajok gyakorisaganak felmérése

A Monilinia fajok dominanciajanak felméréséhez Magyarorszag teljes teriiletét lefedd
régiokbol gyljtottiink fertdzott ndvényi részeket. A mintdk lizemi novényvédelem alatt allo
tertiletekrdl (iiltetvényben szedett vagy kereskedelmi forgalomba hozott, arusitohelyrdl szarmazo
gylimolcs) vagy szakszerli ndvényvédelemben nem részesiilo teriiletekrdl (hazikert, kozteriilet)
szdrmaztak.

Egy helyszinrdl lehetdség szerint 1—5 hajtast vagy termést vizsgaltunk. A korokozokat

izolaltuk, majd tiszta tenyészetet készitettiink €s izolatum koddal lattuk el azokat. A tenyészeteket
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morfoldgiai bélyegek alapjan azonositottuk, valamint a meghatarozast a késébbiekben molekularis
modszerekkel is alatdmasztottuk.

A csonthéjasokrol izolalt Monilinia fajok dominancidjanak vizsgalatakor a 3 év adatait
évekre lebontva €s egyiittesen is elemeztiik, figyelembe véve, hogy az izolatum milyen névényi
részrél szarmazik, valamint vizsgaltuk az egyes termeszté korzetek kozott megfigyelhetd
kiilonbségeket is. Eltéréseket kerestiink az iizemi nodvényvédelem alatt 4all6 valamint
novényvédelmi kezelésben nem részesiild teriiletek Monilinia populacioi kozott. A birsr6l
szarmaz6 mintdk esetében - azok korlatozott szdma miatt - nem végeztiink ilyen széles kori
elemzéseket, kizardlag a kiilonbdz6 novényi részeken fert6zé Monilinia fajok megjelenését

vizsgaltuk.

3.2.1.2. A Monilinia fructicola viragfertozésének felderitése

Magyarorszagon a M. fructicola korokozohoz kothetd virag-, ill hajtaselhalast még nem
figyeltek meg. 2015-ben végeztiink felméréseket, melyhez harom olyan teriiletet valasztottunk,
melyeken 2014-ben kézepes vagy nagymértékii M. fructicola fertézést detektaltunk: Nemzeti
Agréarkutatasi és Innovacios Kozpont, Gyiimolestermesztési Kutatointézet Erdi Kutato Allomas
iiltetvényei (Erd-Elvira major), Séskat Fruct Kft. iiltetvényei (Séskit) és a Budapesti Corvinus
Egyetem (jogutddja: Szent Istvan Egyetem) Kisérleti Uzem és Tangazdasiag iiltetvényei
(Soroksér). 2014 nyaran dszibarack (’Babygold 6°, *Cresthaven’, "Michelini’, ’Redcal’) és szilva
(’President’, ’Stanley’) gyiimdlcsein jelentkezett nagyobb mértékii termésrothadas, de ezeknek a
fajoknak a hajtasait ritkan fertdzik a Monilinia fajok. gy a kozvetlen szomszédsagban talalhatd
meggyiiltetvényekben is elvégeztiik vizsgalatunkat, feltételezve a korokozo szaporitoképleteinek
a jelenlétét - a kozeli inokulumforras kovetkeztében - ezekben az iiltetvényekben. Erd-Elvira
majorban ’Erdi b6termd’ fajtan és a fajtagylijteményben, Soskuton Erdi b6termd’ és *Ujfehértoi
fiirtds’ fajtakon, mig Soroksaron a meggy fajtagytijteményben.

Ultetvényenként 30-30 tipikus monilinids tiineteket mutatd vesszét vizsgaltunk.
Vesszonként két-két egymastol tavol esd viragrol izoldltuk a korokozoét. A konidiumokat PDA

taptalajra helyeztiik majd tenyészbélyegek alapjan hataroztuk meg a korokozot.
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3.2.2. Laboratériumi in vitro vizsgalatok
3.2.2.1. Korokozok izolalasa és tenyészetek fenntartasa

Laboratoriumi vizsgélatainkat a Budapesti Corvinus Egyetem (Jogutodja 2016. januar 1-
tol: Szent Istvan Egyetem) Novénykortani Tanszékének laboratoriumaban végeztiik 2013—-2015
kozott.

A begylijtott ndvényi részeket sztereomikroszkoppal vizsgaltuk szaporitdé képleteket
keresve a fert6zott részeken. Az exogén sztrdmakrdl steril landzsatli segitségével konidiumokat
emeltiink le és PDA taptalajra helyeztiilk dket laminaris flilkében. Amennyiben nem talaltunk
szaporitod képleteket, a gombat a novény belsd szoveteibdl izolaltuk a beteg és egészséges novényi
rész hatdrarol. A termés vagy vastagabb agrész feliiletét 70%-os alkohollal fertétlenitettiik, majd
steril szike segitségével a belsé szovetekbol kis darabokat metszettiink ki és ezeket helyeztiik a
taptalajra (Sutton és Clayton 1972).

A Petri-csészéket termosztatba helyeztiik megvilagitas nélkiil (24 °C), majd 3 nap elteltével
tiszta tenyészeteket hoztunk létre beldliikk. Egy-egy tenyészetbdl steril dugdfurd segitségével
micéliumkorongokat metszettiink ki, ezeket helyeztiik 0 taptalajra. A tenyészeteket parafilmmel
lezartuk, majd termosztatba helyeztiik mindaddig, amig bendtték a taptalaj felszinét. Ezt kovetden
az izolatumokat hiitészekrényben, 4 °C-on taroltuk és kéthavonta végzett atoltassal a vizsgéalatok

végéig fenntartottuk azokat.

3.2.2.2. Morfologiai és tenyészbélyegek megallapitasa

A morfologiai bélyegek vizsgalatakor feljegyeztiik a fertézott ndvényirészeken képzddd
sztromak szinét, méretét és képzOdésiik helyét. Citoplaszt mikroszkdp alatt vizsgaltuk a
képleteket részletesen vizsgaltuk, mert a korokozoval kapcsolatban nem torténtek hazai
vizsgalatok. Feljegyeztiik a konidiumlancok szerkezetét. Mintanként 20-20 diszjunktor méretét és
alakjat, valamint mintdnként 100-100 konidium szélességét €s hosszusdgat um pontoSsaggal
megmértiik.

A tenyészbélyegek vizsgalatakor megallapitottuk a tenyészet alapszinét, szerkezetét,
alakjat, mintazottsagat, novekedési litemét (mm/nap) és a felilletén képz6dd légmicélium és
konidiumtomeg mennyiségét PDA taptalajon. A M. linhartiana izolatumok esetén PDA taptalaj
tenyészetek tulajdonsagait a leoltast kovetd egy hét elteltével figyeltiik meg, minden esetben teljes
sOtétséget biztositottunk a tenyészetek fejlédése soran a termosztatban (24°C). Izolatumonként 3

ismétlést végeztiink.
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3.2.2.3.  Patogenitas igazolasa

A megbetegitd képesség bizonyitasara inokulacid eldtt a ndvényi részeket 70%-0S
etanolban 1 percen keresztiil fertétlenitettiik, majd steril vizben lemostuk és laminaris fiilkében
szaritottuk. A mesterséges fertdzést a korokozok tiszta tenyészetének novekvo sz€l€ébol szarmazo
5 mm atmérdjii micéliumkorongokkal végeztiik.

A csonthéjasokrol szarmazé izolatumok esetében érett meggytermések epidermisze ala
helyeztiik a micéliumkorongot (Penrose és mtsai. 1985, van Leeuwen és mtsai. 2002, Hu és mtsai.
2011). A M. linhartiana koérokozo esetében a fiatal hajtason talalhatd levélnyelek és féerek
epidermisze, valamint a fiatal és érett termések héja ala helyeztiik a micéliummal atszott
taptalajkorongot (Moral és mtsai. 2011). A kontroll esetében steril taptalaj korongot helyeztiink a
megsebzett szovetek ala. Az inokulalt ndvényi részeket steril csiraztaté edényekbe, vizben allo
steril tiveggyongyokre helyeztiik és szobahdmérsékleten (24+3 °C), természetes megvilagitas
mellett inkubaltuk. A patogenitési tesztet izolatumonként 3 ismétlésben végeztiik. A korokozok
terjedését a csonthéjasokrol szarmazo izolatumok esetében 1 hét, a M. linhartiana koérokozoval
fertdzott novényi részek esetén 3 hét elteltével értékeltiik, figyelembe véve a ndvényi szovetek

kolonizaciojat, valamint a fert6zott szoveteken megjelend szaporitoképleteket.

3.2.2.4.  Meérgezett agarlemez modszer

Az izolatumok fungicid érzékenységének vizsgalatat klasszikus, mérgezett agarlemezen
végzett kisérletek soran vizsgaltuk, melyet az Gsszes 2013—2014-ben gyijtdtt izolatummal,
valamint egy 2010-b6l szarmazo lengyel izolatummal (2. melléklet) is elvégeztiink. A csonthéjas
kultarakbol izolalt Monilinia fajok érzékenységét 7 (boszkalid, ciprodinil, fenhexamid,
penkonazol, piraklostrobin, tiofanat-metil és tebukonazol) hatéanyag jelenlétében vizsgaltuk, mig
a M. linhartiana koérokozo izolatumaira tovabbi 15 (azoxistrobin, boszkalid+piraklostrobin,
fludioxonil+ciprodinil, iprodion, kaptin, mankoceb, miklobutanil, proklordaz, propineb ,
réz(I)oxid, rézhidroxid, rézoxiklorid, tebukonazol, tebukonazol+trifloxistrobin, tribazikus
rézszulfat, trifloxistrobin) hatéanyag vagy hatéanyag kombindcid hatékonysagat teszteltiik, mert
a birs monilinids betegségének korokozojaval eziranyl hazai vizsgalatokat nem végeztek.

Kézmeleg, steril PDA taptalajhoz kevertiik a hatdanyag megfelelé dozisat, majd 85 mm-es
Petri-csészékbe kitoltve elkészitettiik a mérgezett agarlemezeket (Penrose és mtsai. 1985). A
kontroll Petri-csészék hatdanyag mentes PDA taptalajt tartalmaztak. A Petri-csésze kozepére a
kérokozo micéliumaval atszott, 5 mm atmérdjli taptalajkorongot helyeztiink, majd termosztatban
24 °C-on, sotétben inkubaltuk azokat. Izolatumonként 3 ismétlést végeztiink. Az eredményeket

akkor értékeltiik, amikor a kontroll tenyészetek bendtték a Petri-csészét. Két, egymasra merdleges

42



10.14751/SZIE.2016.052

iranyban mm pontossaggal mértiik meg a tenyészet atmérdjét, majd a kontroll tenyészetekkel

Osszevetve gatlasi szazalékot szamitottunk az alabbi képlet alapjan (May-De Mio és mtsai. 2011).

kontroll tenyészet novekedése — tenyészet névekedési mérgezett agarlemezen 100
*

atlasi % = y ~ -
g kontroll tenyészet novekedése

A 7. tablazatban szerepld hatdanyagokat két koncentracidoban adtuk a taptalajhoz: a
termeldk altal az iiltetvényekben alkalmazott dozisban (gyakorlati dézis), valamint a gyakorlati
dozis tizszeres higitasdban (Petroczy 2009, Fazekas 2014). A csonthéjas kultirakbdl izolalt
Monilinia fajok érzékenységének vizsgalatakor ezeket a koncentraciokat alkalmaztuk a ciprodinil,
fenhexamid és penkonazol készitményeknél, a M. linhartiana korokozo érzékenységének
vizsgalata soran a tovabbi 15 hatéanyag vagy hatdanyag kombinacio esetén. A boszkalid (Spiegel
¢és Strammler 2006), piraklostrobin (Chen és mtsai. 2013), tiofanat-metil (Ma és mtsai. 2003, 2005)
¢és tebukonazol (May-De Mio és mtsai. 2011) készitmények esetében az irodalmi adatok alapjan
rendelkezésiinkre allt az Gn. elvalaszté koncentracié (discriminatory dose). Az elvalaszto
koncentraci6 a gyakorlati dozisnal joval Kisebb, alkalmas az érzékeny és rezisztens izolatumok
elvalasztasara (7. tablazat). A piraklostrobin esetében az alternativ oxidacios utak gatlasara 100
pug/ml szalicilhidroxamint (SHAM, salicylhydroxamic acid 99%, Sigma-Aldrich) adtunk a
taptalajhoz (Luo és mtsai. 2007a). A pontos koncentracido beallitasat segitette, hogy el6re
elkészitettiik a tebukonazol 100 ml/l-es és a tiofanat-metil, a boszkalid és piraklostrobin 100 mg/l-
es, a SHAM 10000 mg/ml-es torzsoldatat, majd ezeket hasznaltuk fel a pontos koncentracid
beallitasara. A torzsoldatokat a vizsgalat soran hiitészekrényben, 4 °C-on taroltuk a vizsgalatok

befejeztéig.

3.2.3. Molekularis biolégiai médszerek
3.23.1.  Genomi DNS izolalasa

A molekularis vizsgéalatokhoz az izoldtumok orokitdanyagait CTAB (cetiltrimetil-
ammonium-bromid) maddszer segitségével vontuk ki (Maniatis és mtsai. 1989), majd kloroform és
izoamil alkohol 24:1 aranyu elegyének felhasznalasaval tisztitottuk (Gell és mtsai. 2007), a
modszer pontos leirasa a 3. mellékletben talalhato. Fontosnak tartottuk, hogy a DNS-t az elso tiszta
tenyészetbdl kivonjuk, mert szakirodalmi adatok szerint a rezisztens izolatumok néhéany atoltast
kovetden veszithetnek ellenallosagukbol (Karaoglaniésdis és Thanassoulopoulos 2002, Cox és

mtsai. 2007, Li és mtsai. 2015).
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3.2.3.2. Polimeraz lancreakcio

A molekularis vizsgalatokhoz PCR mddszert alkalmaztunk, a 8. tdblazatban megtalalhato
primerparok felhasznalasaval. Minden PCR elegy tartalmazott: 100 ng-ot a gomba DNS-¢ébdl,
ImM-t mindkét primerbdl és Dream Taq Green PCR Master Mix 2x-et (Thermo Scientific,
Lithuania) 50 pl végtérfogatra dsszemérve.

A polimeraz lancreakci6 soran az elsddleges denaturaciot (94 °C, 5 perc) 35 ciklus kovette.
Egy ciklus 3 1épésbdl all: denaturacid, primer kotodés és lanchosszabbités, a részletes protokollok
a 8. tdblazatban talalhatdak. A reakcio a befejez6 lanchosszabbitassal (72 °C, 10 perc) zarult.

A PCR reakcid eredményességét gélelektroforézis soran ellendriztiik, amely soran 1%-0s
agardz gélben futtattuk a PCR termékeket. Az agardz gél elkészitésekor GelRedet (Biotium,
Csertex Kft., Hungary) adagoltunk 5ul/100ml koncentracioban.

A polimorf régi6 és a cyp51 génhez kapcsoloddé Mona genetikai elem jelenlétének
vizsgalata soran a keletkezett termék hosszusagat DNS 1étra (GeneRuler 100 bp Plus Ladder,
Monilinia laxa, 8 M. fructigena és 12 M. fructicola izolatumnal vizsgaltuk. A polimorf régio
vizsgélatat az Osszes izolatum esetében elvégeztiik s a PCR termék mérete alapjan azonositottuk
a fajokat. lrodalmi referenciak alapjan (Petroczy és mtsai. 2012) viszont a M. fructigena (415 bp)
¢s M. polystroma (431 bp) fajokbdl kiemelt fragmentumok hossza kozott csak 16 bazis a
kiilonbség, ez 1%-o0s agaréz gélen nehezen valaszthaté el. Igy ezen fajok elkiilonitéséhez
kivalogattuk a 400 bazispar koriili termékeket és jobb elvalasztast lehetévé tévo, 2,5%-os agardz

gélben ismételten megfuttattuk oket.

3.2.3.3.  Szekvencia meghatarozas

Az agardz gélben ellendrzott PCR terméket a PCR High Purification Kittel (Roche,
Németorszag) tisztitottuk ki a gyartd utasitasait kovetve. Végsd koncentracidjat
spektrofotométerrel ellendriztiik. A fragmentumokat a BaseClear B.V. (Leiden, Hollandia) céghez

kiildtiik el direkt szekvencia meghatarozasra.
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8. tablazat: A polimeraz lancreakciok paraméterei
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Vizsgilt _ PC_R ciklus ' Célszekvencia A bz'lzissrorrend.meghatérozé’sok szz’tmﬁa "(és a

s7akasz Primerek Denaturscié Pf|r,pe,r Lanc- hossziisiga meghatirozott izolitumok kédja) a kiilonb5z4
kotodés hosszabbitas Monilinia fajok esetén

ITS régi6 :\ITLSE 94°C,30s | 47°C,30s | 72°C,60s | ~1200 bp gol\l/;}s{?é;’a? gﬂmf.r‘lji‘;]t:]g??gng M. fructicola, 4 M.

B-tubulin gén g?‘;g\r/ 94°C,30s | 47°C,30s |72°C,120s | ~1600 bp gol\l/;l;s{?é;’a?,’ g/lll\/lf.nlji%tri]ger?iz’ngi M. fructicola, 3 M.

Polimorf régi6 Bg:mgﬂg 94°C,30s | 51°C,30s |72°C,45s | ~350-650bp | 4M.linhartiana (MLH1, MLH2, MLH3, MLH4)

| S [ [ooms [ | o | ol et S S

ool [MESTE o e |sene | | nsy | 0133 ictyre T it 21

E}I/EE al egieé% :mggg:g 94°C,30s | 58°C,30s |72°C,120s |~300,1800bp |

cyth gén gttgigl;g\f/ 04°C.30s | 58°C.30s | 72°C.60s | ~700 bp 6 M. laxa, 2 M. fructigena, 2 M. fructicola*

cyth gén gﬁgg;ﬁﬁgm 94°C,30s | 67°C,30s | 72°C,60s | ~700 bp 6 M. laxa*

cyth gén gﬁgg;ﬁggrev 94°C,30s | 67°C,30s |72°C,45s | ~500 bp 2 M. fructigena™

cyth gén gﬁgg;ﬁﬁgrw 94°C,30s | 67°C,305s | 72°C,60s | ~700 bp 2 M. fructicola*

* Az izoldtumok pontos megjeldlése a 2. mellékletben talalhato.
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3.2.34. Szekvenciak elemzése, filogenetikai torzsfak készitése és a genetikai diverzitas
szamitasa

A szekvencidkat az NCBI adatbazis BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)
programcsomagjaval ellendriztiik (Altschul és mtsai. 1990), a nukleotid szekvencidkat a
Megablast, mig a fehérje szekvencidkat a blastp (protein-protein BLAST) algoritmus
alkalmazasaval futtattuk le.

A szekvenciakat a CLC Main Workbrench 7.6.4 (CLC Bio) program segitségével
szerkesztettiik, sziikség esetén javitottuk, majd az adatbazisban talalhaté szekvencidk alapjan
megallapitottuk a kodolo és nem kodolo régiokat. A szekvenciak sokszoros illesztését (multiple
alignment) a MAFFT 7 program segitségével végeztiik L-INS-i modszerrel (Katoh és mtsai. 2002,
2005).

A filogenetikai elemzéseket a BEAST v2.3.2 (Bayesian Evolutionary Analysis Sampling
Trees) programcsomag segitségével végeztiik (Drummond és mtsai. 2012), amely a bayesi
parszimonia modszeren alapszik. Az elemzések soran a HKY85 (Hasegawa, Kishino és Yano)
DNS szubsztitacios modellt alkalmaztunk (Halpern és Bruno 1998), a MCMC (Markov chain
Monte Carlo, Markov-lanc Monte Carlo) lanc 10 milli6 generaciobol allt, amelybdl minden 10
ezrediket taroltuk. 40%-0s burn in arannyal és 70%-o0s tamogatottsaggal készitettiik a filogenetikai
abrakat (Gelfand és Smith 1990).

Az interspecifikus ¢és intraspecifikus diverzitdst a CLUSTAL O (1.2.1) tobbszords
szekvencia illesztésének alkalmazasaval szamitottuk, ahol a programcsomag az illesztést kovetden
automatikusan valasztja ki a paronkénti 6sszehasonlitashoz legmegfelelébb matrixot (Sievers és

mtsai. 2011).

3.2.3.5. A rezisztencia molekularis hatterének elemzése

A fungicidekkel szemben mutatott rezisztencia molekularis hatterének vizsgalata soran a
tub2, cyp51 és cybt gének szekvencia sorrendjét vizsgaltuk, mert az ezekrdl a génekr6l atirodo
fehérjékhez képes kotddni a fungicid hatdanyaga. A génekben olyan mutacidkat kerestiink,
amelyek felelosek lehetnek a hatéanyag kotddési helyének megvaltozasahoz, ezaltal
érzékenységcsokkenést vagy rezisztenciat alakit ki.

A vizsgalatokhoz az izoldtumokat agarlemezen mutatott érzékenységiik alapjan
vélasztottuk ki. Minden fungicid vizsgéalatdhoz az adott készitményre érzékeny és rezisztens
izoladtumok DNS szekvencidit hasonlitottuk Ossze, kiilon figyelmet forditva az irodalmakban

szerepld rezisztenciat kialakitd valtozasok jelenlétének vizsgalatara.
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A benzimidazol rezisztencia kapcsan a B-tubulin gén E198A, HOY és L240F alléljat,
valamint a génszakaszban bekovetkezé egyéb valtozasokat vizsgaltuk. A citokrom b génjének a
G137R, az F129L és a G143 A alléljat, valamint a kodolo régid egyéb helyein kialakuld mutaciokat
vizsgaltuk a strobilurin rezisztenciahoz kapcsolodoan. A 14 a-demetilaz enzim génjében a Y136F

crer

kialakulasa kapcsan, valamint a gén promoterében talalhaté Mona genetikai elem jelenlétét.

3.2.4. Statisztikai modszerek

Az eredmények statisztikai kiértékelésére az IBM-SPSS 22 programcsomagot hasznaltuk
(9. tablazat). Osszehasonlitd vizsgalataink soran a hagyomdanyos, paraméteres modszereket
(egytényezds varianciaanalizis, Analysis of Variance, ANOVA) alkalmaztunk. Néhany esetben az
adatok normalitasa, valamint a szérashomogenitas sériilt, ezért a nekik megfelel6 nemparaméteres
modszer (Kruskal-Wallis Teszt) hasznalata is indokolt volt, melyhez a Monilinia fajokat abc-
sorrendben koddal lattuk el: M. fructicola (1), M. fructigena (2), M. linhartiana (3), M. laxa (4),

M. polystroma (5). Az 6sszehasonlitasokat 95%-os szignifikancia szinten végeztik.

9. tablazat: A statisztikai analizisek soran felhasznalt modszerek

Vizsgalt paraméter Statisztikai proba Post Hoc teszt
Fajok megjelenésének gyakorisaga a kiilonboz6 években | Kruskal-Wallis Teszt | Tukey

M. linhatiana izolatumok konidiumainak hosszisaga 1 mintas ANOVA Tukey

M. linhatiana izolatumok konidiumainak szélessége 1 mintas ANOVA Tukey

M. linhatiana izolatumok diszjunktorainak hosszisaga | 1 mintas ANOVA Games-Howell
Fungicidek hatasa kozotti kiilonbség Kruskal-Wallis Teszt | Games-Howell
Fungicidek hatasa kozotti kiilonbség a MLH izolatumok | Kruskal-Wallis Teszt | Games-Howell
vizsgalata soran

A tiofanat-metil hatékonysaga a Monilinia fajokra Kruskal-Wallis Teszt | Games-Howell
A tebukonazol hatékonysaga a Monilinia fajokra 1 mintas ANOVA Games-Howell
A ciprodinil hatékonysaga a Monilinia fajokra Kruskal-Wallis Teszt | Games-Howell
A ciprodinil 10x hatékonysaga a Monilinia fajokra 1 mintdas ANOVA Games-Howell
A piraklostrobin hatékonysaga a Monilinia fajokra Kruskal-Wallis Teszt | Tukey

A boszkalid hatékonysaga a Monilinia fajokra 1 mintas ANOVA Tukey
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A korokozok izolaladsanak gyakorisagat év (év: 2013, 2014, 2015) faktorral végeztiik. A M.
linhartiana izolatumok konidiumlancainak elemzése soran a konidiumok hosszasagat, atméréjét
¢s a diszjunktorok hosszat izolatum (izolatum: MLH1, MLH2, MLH3, MLH4, MLHS5) faktorral,
a fungicidek hatékonysaganak elemzése soran faj faktorral (faj: M. fructicola, M. fructigena, M.
linhartiana, M. laxa, M. polystroma) elemeztiik.

Az adatok hibatagjainak normalis eloszlasat, abban ez esetben fogadtuk el, amennyiben a
ferdeség €s csticsossag értékek 1 és -1 kozé estek (Tabachnick és Fidell 2007). A konidium atmérd
hibatagjai nem mutattak normalis eloszlast igy az adatokat transzformaltuk a Box és Cox féle
modszer alapjan, A= -0,8 kitevovel modositottam az adatokat (Box és Cox 1964). A normalitast a
transzformalt értékek hibatagjainak ferdeség és csucsossag értékei alapjan fogadtuk el. A
csoporton beliili variancidk egyezdségét a Levene-teszttel ellendriztiik, vagy a faktor csoportjain
beliili szorasnégyzetek hanyadosa alapjan vizsgaltuk (Tabachnick és Fidell 2007).

A varianciaanalizist kiegészitd kozépérték Osszehasonlitdo tesztek koziil a Tukey-féle
szignifikans differencia post hoc analizist végeztiik, létrehozva az izoldtumok (évek, izolatumok,
fajok) homogén csoportjait a konidium méretiik (faj gyakorisag, konidium méret, névényveédo
szerekre valo érzékenységiik) alapjan (Tukey 1962). Sziikség esetén a szorasok azonossagat nem

feltételezd Games-Howell probat alkalmaztuk (Ruxton és Beauchamp 2008).
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4. EREDMENYEK

4.1. Szabadfoldi felmérések

4.1.1. Monilinia fajok dominanciaja csonthéjasokon

Harom ¢év alatt Osszesen 556 alkalommal izolaltunk Monilinia fajt csonthéjas
gazdanovényekrol (2. melléklet). Az izolatumok elhalt viragok, hajtasok és vesszok feliiletérol,
hajtasok belsé szovetébol, zsendiild és érett gyilimdlcsokrdl, valamint az eldzd évben a
termévesszOkre szaradt gyiimolesmumiak feliiletérdl szarmaztak. Osszesen 165 alkalommal
tortént mintavétel. A 10. tablazatban taldlhato évekre lebontva a begylijtott mintdk szdma. Arra
torekedtiink, hogy a mintdk nagyobb részét iiltetényekbdl gyiijtsiik, igy a mintavételi helyek kozel

70%-at novényvédelem alatt all6 gylimolcsosok adtak.

10. tablazat: A mintagyiijtések szdma a harom évben

Ev Hajtasmintak | Gyiimolesmintak
szama (db) szama (db)

2013 85 147

2014 35 106

2015 83 100

Osszesen 203 353

Megoszlas a fert6zés ideje szerint

A tavaszi idGszakban az elhalt viragokrol, hajtasokrol és vesszokrol kizarolag a M. laxa
korokozot izolaltuk (11. abra). A nyar folyaman a M. fructicola fajt is izolaltuk fasodo hajtasokrol,
vesszOkrol. Ezekben az esetekben egyértelmiien a gyiimolcsokrdl terjed tovabb a korokozd
hajtasokba, igy azokat a nyaron a termésen karosito esetek kozé soroltuk.

A gyiimolesokon leggyakrabban szintén a M. laxa fajt volt jelen, a fertézések kozel 2/3-at
(65%) okozta. Valamennyi izolalast figyelembe véve, a mintavételezés alapjan, hazankban a M.
fructigena (21%) gyakoribb, mint a M. fructicola (14%). A M. polystroma faj hazankban igen
ritka, mindossze egyetlen alkalommal izolaltuk csonthéjas gazdandvényrdl, amely az Osszes

termésfert6zés kevesebb, mint 0,5%-at teszi ki (11. abra).
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Viragfertdzés Termésfert6zés

0,3
u M laca
= M. fructigena
= M fructicola
= M. polystroma

11. abra: Monilinia fajok fert6zésének megoszlasa (%-ban kifejezve)

csonthéjasokon a virdgzas €s a gyiimdlcsérés iddszakdban

Megoszlas a szarmazasi hely szerint

A gylimo6lesokon eltéré gyakorisaggal jelennek meg a Monilinia fajok, attol fiiggéen, hogy
iiltetvényekbdl vagy kezeletlen teriiletekrdl szarmaznak a mintdk. Kezeletlen teriileteken a
legjelentésebb korokozo a M. laxa, a fertézések tobb, mint haromnegyedéért felelds (12. abra). A
M. laxa mellett a M. fructigena van jelen, ez a gomba okozza a megbetegedések egyotodét. A két
6shonos faj mellett a M. polystroma koérokozot is izolaltuk egy hazikerti gyiimdlcsfa termésérol.

Az lltetvényekben szintén a M. laxa a leggyakoribb faj, a novényvédelem alatt allo
teriileteken az esetek 60%-dban ez a gomba okozta a gylimolcsrothadast (12. abra). A M.
fructigena az iiltetvényekben hasonlé gyakorisaggal (22%) van jelen, mint kezeletlen teriileteken
(21%). Ultetvényekben a M. fructicola kérokozo gyakorisaga hasonld a M. fructigena fajéhoz.
Vizsgalataink soran a M. fructicola fajt kizarélag tizemi novényvédelem alatt allo teriiletekrol

azonositottuk.

Kezeletlen teriilet Ultetvény

0l 0
= M. laxa
= M. fructigena
' = M. fructicola
= M. polystroma

12. abra: Monilinia fajok dominancigja (%-ban kifejezve) iiltetvényekbdl és kezeletlen

gazdanovényekrdl szarmazd mintak esetén
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Megoszlas a gazdanovény szerint

A M. laxa koérokozo leggyakrabban a kajszi és meggy viragait, hajtasait és vesszoit
betegitette meg, de izolaltuk szilva, valamint diszfa (Prunus subhirtella ’Autumnale’, Prunus
’Acclade’) és diszcserje fajok (Prunus triloba *Multiplex °, Prunus tenella) névényi részeirdl is.
A korokozo szamos csonthéjas faj gylimolesén volt jelen (2. melléklet). A M. fructigena kérokozot
kiemelkedé gyakorisaggal izolaltuk szilvatermésekrél. A M. fructicola okozta megbetegedést
leggyakrabban Oszibarack és szilva esetében figyeltiink meg, de tobb alkalommal izolaltuk

meggyrdl €s nektarinrol is a korokozot. A M. polystroma fajt szilvardl izolaltuk.

Megoszlas az évek szerint

Az évek soran szignifikansan eltéré gyakorisaggal izolaltuk a Monilinia fajokat
(K(2)=33,6; p<0001). 2014 (a) és 2015 (a) kozott nem mutathatd ki szignifikans kiilonbség,
viszont 2013-as évbol szarmazo izolatumok fajosszetétele (b) szignifikansan kiilonbozik a masik
két év eredményeitdl (13. abra). A fertézések legnagyobb hanyadat mindharom évben a M. laxa
okozza. A M. fructigena a megbetegedések egyotodéért- egynegyedéért felelés. A fajok
megoszlasaban megfigyelhetd kiilonbséget leginkabb a M. fructicola megjelenésének gyakorisaga
befolyasolta.

A M. fructicola korokozot az évek soran valtozd gyakorisaggal izolaltuk: 2013-ban 2
iltetvénybdl, 2014-ben 18 iiltetvénybdl, mig 2015-ben 6 iiltetvénybdl azonositottuk a kdrokozot.
Ezek az iiltetvények elsOsorban Pest megyében talalhatok, valamint a mintak kereskedelmi
forgalomba hozott gylimdlcsokrél szarmaznak, melyeket budapesti vasarcsarnokokban és

tizletekben vasaroltuk, viszont pontos szarmazasukat nem minden esetben tudtuk meg.

2013 2014 2015
)

= M. laxa = M. fructigena = M. fructicola = M. polystroma

13. abra: Monilinia fajok dominanciajanak megoszlasa 2013-2015 évek soran
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4.1.2. A Monilinia fructicola viragfertézésének

A mindharom termesztéteriileten; Erd-Elvira majorban, Soskuton és Soroksaron is negativ
eredménnyel zarultak a Monilinia fructicola korokozo viragfert6zésének bizonyitasara iranyuld
megfigyelések. Az 6szibarack és szilva iiltetvényekben nem figyeltiink meg a monilinias betegség
kovetkeztében elhald hajtasokat 2015 tavaszan, kizarolag a kora tavaszi fagyok karositottak
néhany esetben a hajtasokat. A szomszédos meggy iiltetvényekben feltételezhetben jelen voltak a
M. fructicola szaporitoképletei, mert az el6z6 nyaron sulyos karositasat figyeltiik meg a kdzvetlen
szomszédsagban talalhato Oszibarack iiltetvényekben. A meggy iiltetvényekben szdmos hajtas €s
vessz0 mutatta a monilinias betegség tiineteit, viszont a fert6zések 100%-at a M. laxa korokozo

okozta.

4.1.3. Monilinia fajok gyakorisaga birsen

Birs gazdandvényrél harom Monilinia fajt azonositottunk. Az érett termésekrél és
gylimolesmumiakrol leggyakrabban a M. fructigena fajt izolaltuk, 6sszesen 6 termdhelyrdl.
Kizarélag egy alkalommal azonositottuk a M. laxa korokozot, torokbalinti gytimolcsmtmiakrol
izolaltuk a fajt. Tavasszal a levelekr6l a M. linhartiana fajt 4 termdhelyrél izolaltuk hazankban,

valamint egy torokorszagi hajtdsmintarol is ezt a kdrokozot azonositottuk.

4.2. Monilinia fajok okozta tiinetek
4.2.1. Csonthéjasokon megjelend tiinetek
Leggyakrabban a Monilinia fajokra jellemz6 tiineteket figyeltiink meg: virag- és
hajtaselhalast, valamint gytimolcsrothadast. A virdgzas iddszakaban a kajszi és meggyviragok
elszaradtak, majd a betegség tovabbterjedt a hajtasba, vesszokbe és azok elhalasat okozta. Néhany
esetben mar a meggy ¢és kajszibimbok is fertdzddtek, elhaltak, majd feliiletiikon megjelentek a
korokozo szaporitoképletei. A 14. abra/A abran a 2013/LX-1 koddal jelolt M. laxa izolatum
berencsei *Ceglédi Orias’ kajszi bimbéjan okozott tiinetei lathatéak. Megfigyeltiik a fiatal kotédott
meggytermeések egyedi fert6z0dését is, amely soran a 0,5-1 cm-es z6ld termés elbarnult, feliiletén
megjelentek a korokozo exogén sztromai, majd a fertdzés a kocsanyon keresztiil terjed tovabb a
fas fészek felé (14. abra/B, 2015/ML-11izolatum). Az érett termések megbetegedésekor a rothado
folt legtobbszor egy pontbol indult ki, de megfigyeltiink olyan terméseket is ahol, tobb pontbol
indult a fertézés és ezt két kiilonbozé Monilinia faj okozta.
Egyes estekben azonban kevésbé szokvanyos tiintetek figyeltink meg, a tovabbiakban

ezeket mutatom be.
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14. dbra: Monilinias betegség kovetkeztében elhalt kajszibimbd Berencsen (A) €s

zsendiilé6 meggytermések egyedi fert6zédése Soroksaron (B) (fotd: Lantos 2013, 2015)

4.2.1.1. Monilinia laxa okozta 6szi hajtasfertozés

A M. laxa tavaszi viragfert6zése nyoman bekovetkez6 virag- és hajtaselhalas kozismert.
Néhany esetben azonban a hajtasndvekedés lezarulta utdn, nydr végén vagy Osszel is
megfigyeltiink ujonnan kialakul6 hajtaselhalast. A fasodo hajtasok a hajtascsticstol kezdédden 15-
30 cm hosszusagban elhaltak, majd a leveleken és a hajtdson megjelentek a kérokozd exogén
sztromai (15. abra).

2014-ben Gyulan kajszi iiltetvényben figyeltiik meg a tiinetet augusztus kdzepén, 10-12
éves fakon (2014/ML-19 izolatum). 2015-ben Pomaz melletti iiltetvényben egyéves *Ceglédi
Piroska’ és ’Roboda’ oltvanyokon jelentek meg a tiinetek (2015/ML57, 2015/ML58 izolatum), a
szomszédos ’Ceglédi bibor’, ’Bergerouge’, ’Harcot’ és ’Gonci magyarkajszi’ fajtdk nem
karosodtak. A *Ceglédi Piroska’ fajtan csak elvétve alakultak ki a tlinetek, mig a "Roboda’ fakon
stlyos hajtaselhalast figyeltiink meg.

15. abra: Monilinia laxa fertézése kovetkeztében elhald fasodo kajszi hajtasok
Gyulan (A) és Pomazon (B) (fotok: Agoston 2014, Lantos 2015)
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4.2.1.2. Monilinia fructicola okozta hajtas és vesszotiinetek a termésérés idészakaban

A M. fructicola 2014-ben jarvanyos megbetegedést okozott az dszibarack iiltetvényekben.
A sziiret el6tti néhany hétben tobb Pest megyei iiltetvényben is sulyos gyiimdlcsrothadést
figyeltink meg. Elérehaladott tiineteket figyeltiink meg a séskuti iltetvényben ’Redcal’,
’Michelini’ és "Babygold 6 fajtikon (16. abra/A), Erd-Elvira majorban "Redhaven’, *Suncrest’ és
"Cresthaven’ fajtakon, valamint Soroksaron a fajtagytijteményben (16. kép/B).

A fert6zott termésekben a korokozod gyorsan terjedt, a termés néhany nap alatt teljesen
elrothadt. Exogén sztromak a termések feliiletén igen nagy mennyiségben képzddtek, a legtobb
esetben mogyordbarna szinli Osszefliggd bevonatot alkotva termés egészén. A fertdzott
gylimolcsok kozelében elszarado leveleket figyeltiink meg, a betegség konnyedén atterjed a
szomszédos gylimodlcsokre. A koérokozd gyakran tovabb terjedt a vesszObe, aminek a
kovetkeztében a vesszOk 30-40 cm-es hosszusagban elszaradtak, elhaltak. Gyakran az elhalt

vesszOkon is intenziv sporulaciot jelentkezett (16.abra/C).

16. abra: A Monilinia fructicola kartételének tiinetei 6szibarack tiltetvényekben

Soskuton (A) és Soroksaron (B), a sporulacio a fertézott vessz6kon is megjelent (C)

(fotok: Nagy 2014, Lantos 2015)
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4.2.1.3. A Monilinia polystroma okozta gyiimélcsrothadas

A M. polystroma terméscken okozott tiinete igen hasonld a M. fructigena faj altal
okozottakhoz. A termések feliiletén sargasbarna szinii sztrémaék jelennek meg, alattuk a szovetek
barna sziniire szinez0dnek, rothadnak (17. dbra). Hazédnkban els0ként izolaltuk a kérokozot szilva

gazdanovényrdl (2014/PS-36 izolatum), valamint érett almatermésekrdl (2015/PS-32 izolatum).

17. abra: Monilinia polystroma tiinetei mesterségesen fert6zott gytimolcsokon
(fotok: Lantos 2015)

4.2.2. Birsen megjelend tiinetek

4.2.2.1.  Monilinia linhartiana okozta hajtaselhalas

A birsleveleken aprilis végén, majus elején jelentek meg a jellegzetes tlinetek. A fiatal
levelek gyakran még nem érték el a kifejlett méretet, amikor a levél alapjatol indulé elhalas jelent
meg rajtuk. A nekrozis haromszog alakban terjedt a csucs felé, a levéllemez vordsbarnara vagy
barnassziirkére szinezodott. A szini oldalon, az elhalt szovetek feliiletén sziirkésfehér bevonat
jelent meg, melyet a korokozo szaporitd képletei alkottak. A konidiumlancok a levélnyélhez kozel
jelentek meg eldszor, majd a f6ér és a nagyobb erek mentén alakultak ki. A fert6zés tovabb terjedt
a hajtasokba, a hajtas, vessz0 és a rajtuk talalhato tovabbi levelek elhalasat okozva, viszont ezeken
a novényi részeken nem jelent meg a fotiinet. A virdgokon elvaltozast nem figyeltiink meg (18.

abra).
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18. abra: A M. linhartiana tiinetei birslevélen (A), valamint a fertézés nyoman kialakulo
hajtaselhalas (B) (fotok: Oldh 2013, Lantos 2014)

4.2.2.2. Termésrothadas

Az érett terméseken leggyakrabban a M. fructigena karositott. A fert6zott birseken barna
rothad6 folt jelent meg, amely idével az egész termésre kiterjedt. A gylimolesok feliiletén
megjelentek a korokozo sarga szinli exogén sztromai, amelyek jellegzetesen koncentrikus korokbe
rendezddtek. A M. laxa korokozot gyiimolesmiumiardl azonositottuk. Az el6z6 évben a hajtasra
szaradt gyimolcs feliletén a M. laxa sziitke exogén sztromai mellett mas korokozok

szaporitoképletei is megjelentek.

4.3. Monilinia fajok azonositasa

4.3.1. Monilinia fajok morfolégiai- és tenyészbélyegei
Az exogén sztromak és konidiumok jellemz6i

A csonthéjasokon kialakuld virdg- és hajtaselhalas esetén, leggyakrabban az elszaradt
viragok csészelevelein és bibéjén jelentek meg az exogén sztromak. Néhany esetben a fiatal
hajtasvégeken és a fejlodo leveleken is megfigyeltiik képzodésiiket (19. abra). Birshajtasokon az
elsddlegesen fertdz6dott leveleken figyeltiik meg a konidiumldnc bevonat megjelenését. A
hajtasokon, valamint a hajtaselhalas kovetkeztében elszarado6 leveleken nem alakultak ki.

Az ¢éredd és érett gylimolcsok felszinén szinte minden esetben kialakultak az exogén
sztromak, feliiletiikon a konidiumlancok bevonataval. A sztromak 0,5-1 mm nagysaguak, barnas,
sargds vagy szlrkés szinliek voltak, de a fajokat nem tudtuk ez alapjan egyértelmiien

meghatdrozni.
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A Monilinia laxa és M. fructicola sztromai kisebbek, mint a M. fructigena és M. polystroma
sztromai (19. abra). A M. laxa exogén sztromai sziirke szinfiek, altalaban nem képz6dnek olyan
nagy mennyiségben, mint a M. fructicola esetében. A M. fructicola faj altal fert6zott termések
feliiletét a barnassziirke exogén sztromak, szinte egybefiiggd bevonatot alkotva, boritjak be. A M.
fructigena sztromai nagyobbak, okkersarga szinliek. Az altalunk izolalt M. polystroma exogén
sztromai is hasonld megjelenésiick, sziniik és méretiik alapjan nem kiilonithetéek el a M.

fructigena fajtol.

19. abra: Monilinia fajok sztromai a fert6zott ndvényi részeken: M. linhartiana (MLH), M. laxa
(MLX), M. fructigena (MFG), M. fructicola (MFC) és M. polystroma (MPS)
(fotok: Lantos 2014-2015)

A M. laxa, M. fructigena, M. fructicola és M. polystroma fajok konidiumlancaiban a
konidiumok kozvetleniil érintik egymast, kozottiik diszjunktorok nem képzddtek (20. abra). A
konidiumok egysejtiiek, hialinok, citrom alakuak voltak, hosszisaguk 5-20 pm kozott valtozott.

A M. linhartiana konidiumlancaiban a konidiumok ko6zott modosult konidiumokat,
diszjunktorokat figyeltiink meg (20. abra). Egy diszjunktor két konidiumot kot Gssze, alakja
orsoszerl, a kozepén kiszélesedd. A konidiumok kdzel gomb alakuak, két végiik kidudorodik, a
Junctoriae csoport hosszukas konidiumaitol jol elkiilonitheték (21. abra). A M. linhartiana
izolatumok konidiumainak atlagos méretei a 11. tablazatban talalhatok. A MLHI izolatum

konidiumai szignifikdnsan nagyobbak a tobbi izolatuménal (hosszisaga: F(4,433)=34,40;
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p<0,001, atmérdje: (F(4,431)=37,14; p<0,001). MLH5-0s torok izolatum diszjunktorai
szignifikdnsan hosszabbak a magyar izolatumokénal (F(4,89=342,9, p<0,001), melyek hossza
egyes esetekben elérte a 4,9 um-t.

0x

[

20. abra: Monilinia fajok konidiumlancai. A fajok egy részénél a konidiumok kozvetleniil érintik
egymast (pl. Monilinia laxa: MLX ), mig a diszjunktoros fajok esetén kis modosult konidiumok
talalhatoak a makrokonidiumok kozott (pl. Monilinia linhartiana: MLH)

(Fotok: Lantos 2014-2015)

21. abra: Monilinia fajok konidiumai: M. linhartiana (MLH), M. laxa (MLX),
M. fructigena (MFG) és M. fructicola (MFC) (Fotok: Lantos 2013-2015)
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novekedése PDA taptalajon
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Konidium atl. | Konidium atl. | Diszjunktor atl. | Tenyészet atl.
Izolatum | hosszusaga atméraoje hosszusaga novekedése
(um)* (um)* (pm)** (mm/nap)
MLH1 14,2 (d) 13,8 (b) 2.5 (a) 5,6
MLH2 10,4 (a) 10,5 (a) 2.3 (a) 5,0
MLH3 11,4 (ab) 10,1 (a) 3.5 (b) 3,2
MLH4 11,9 (bc) 10,3 (a) 3.7 (b) 2,9
MLH5 12,8 (¢) 9,8 (a) 4.6 (c) 2,1

A statisztikai elemzést 1 mintas ANOV A probaval végeztiik. Szignifikans kiilonbség az eltéro betiivel jeldlt

értékek kozott mutathato ki a Tukey™® és Games-Howell** post hoc tesztek alapjan

Tenyészbélyegek

Jellegzetes tenyészbélyegeket figyeltiink meg a kiilonbozo fajok esetén PDA taptalajon,
melyek alapjan az izolatumok a legtobb esetben azonosithatdak voltak (22. dbra).

A Monilinia laxa tenyészetei a leoltasi pont koriil rozettaltan novekedtek, sziniik kezdetben
vildgossarga volt, majd néhany hét elteltével barnasra szinezddtek. Az izoldtumok szine a
vilagosbarnatol a sziirkésbarnan at a stétbarnaig valtozott. Feliiletiikon gyér 1égmicélium bevonat
alakult ki. Konidiumok nem képzddtek a tenyészetekben, csak néhany esetben, az idds
tenyészetekben (~3 honapos) figyeltiink meg konidium képzddést. A koloniak atlagosan 3,4 mm-
t novekedtek naponta.

A M. fructigena tenyészetei sugariranyban novekedtek, sziniik kezdetben fehéressarga
volt, majd vildgosbarndra szinezddtek. Feliiletiikon gyenge légmicélium képzddést figyeltiink
meg. Néhany esetben mar a fiatal tenyészetekben képzddtek konidiumok kozvetlentil a leoltasi
pont koriil. A tenyészetekben néhany hét elteltével sotétbarna, fekete foltok alakultak ki, ezek a
sztromatikus képletek gyakran koncentrikus korokbe rendezddtek. A korokozo tenyészetei a M.
laxa korokozonal lassabban fejlédtek (atlagosan 3,1 mm/nap).

A M. fructicola tenyészetei korkorosen novekedtek a leoltasi pont koriil. Sziniik kezdetben
sziirkéssarga volt, majd gyorsan sotétedtek, egyes tenyészetek feketés sziniire szinezddtek.
Légmicélium nem képzodott feliiletiikon, viszont a leoltds utdni 5 napon belill koncentrikus
korokben intenziv sporulaciot figyeltink meg. A M. fructicola tenyészetei fejlédnek a
leggyorsabban (atlagosan 4,2 mm/nap).

A M. polystroma tenyészeteinek szerkezete hasonlitott a M. fructigena fajéra, viszont a
tenyészetben igen nagy mennyiségli sztromatikus képlet alakult ki, mar a leoltast kovetd 5-7 napon

beliil. A M. fructigena izolatumok esetében kevesebb sztromatikus képlet képz6dott és az is
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kizarolag az idds (legalabb 3 hetes) izolatumokban jelent meg. A telepek szerkezete sugaras volt,

konidiumok nem képzddtek a felszinén, atlagos névekedési iiteme 4,5 mm/nap volt.

22. abra: A M. laxa (MLX), M. fructigena (MFG), M. fructicola (MFC), M. polystroma (MPS)
¢és M. linhartiana (MLH) fajok jellegzetes tenyészbélyegei PDA taptalajon
(fotok: Lantos 2013-2015)

A M. linhartiana izolatumai PDA taptalajon sugarasan novekedtek, sziniik vilagossarga,
fehér, feliiletiikon gyér micélium bevonat képzddott. A tenyészetek alapszine hetek elteltével is
vilagossarga maradt, viszont aprd sztromatikus képlet kezdemények jelentek meg benne. Ezek
jellemzOen az idésebb részeken, elszortan alakultak ki, nem korkorésen, mint a M. fructigena
tenyészetek esetében. A magyar izolatumok sztromatikus képletei vilagos vagy sotétbarna, mig a
torok (MLHS) izolatumnal fekete szinliek. A korokozd ndvekedési iiteme PDA téptalajon
atlagosan 3,8 mm/nap volt (11. tdblazat). LMA és MEA taptalajon jellegtelen tenyészetek
fejlodtek. LMA taptalajon a tenyészetek krémszinliek, a leoltdsi pont koriil sotétebb barna
szinezettel. A tenyészeteknél mintazottsag, ill. jellegzetes struktira nem alakult ki, szinlikon fehér
nemezes légmicélium képzodott. A tenyészetek ndvekedési iiteme 3,5-3,7 mm/nap kozott
véltozott. MEA taptalajon a tenyészet szine élénk narancssarga volt, a leoltasi pont koriil
sOtétbarna gytiriivel. A tenyészetben gyér légmicélium képzddést figyeltiink meg. A tenyészetek

novekedési liteme ezen a taptalajon 3-3,4 mm/nap kézott valtozott.
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4.3.2. Monilinia fajok szekvenciaalapu azonositasa és rokonsagi viszonyai
43.21.  Izolatumok azonositisa a polimorf régio alapjan

A molekularis azonositasa sordn az izolatumokat egy ismeretlen funkcidju, nem kodold
genomi régio hossza alapjan azonositottuk, ezzel megerdsitve a tenyészbélyegek alapjan torténd
azonositdas eredményét. A primerpar specifikusan miikodott, kiilonb6zé hosszasagu
fragmentumokat kiemelve az egyes fajokbdl (23. dbra). A modszerrel arrdl is megbizonyosodtunk,
hogy tenyészeteink tisztak, nincs kozottiik kevert tenyészet.

A Monilinia linhartiana korokozé esetében a régiobol nem allt rendelkezésre szekvencia
adat a nemzetkozi adatbazisban, amihez hasonlithattuk volna a PCR termékiink bazissorrendjét,
igy mind a 4 magyar izolatum esetében meghataroztattuk a szekvenciat, amely minden esetben
341 bp-t tartalmazott. Harom M. linhartiana izolatum szekvenciaja egymassal 100%-0s egyezést
mutatott, mig az MLH2-es izolatum 3 bazisban kiilonbo6zétt, a 10, 49, 98-as pozicidban talalhatd
nukleotidokban. A bazissorrendet dsszehasonlitottuk az NCBI adatbazisdban szerepld mas fajok
szekvenciaival: M. laxa (FM994902), M. fructicola (FM994904), M. fructigena (AM937119), M.
polystroma (AM937120). A hasonldsagok alapjan bebizonyosodott, hogy a polimeraz lancreakcio
a M. linhartiana fajbol is ugyanazt a polimorf szakaszt sokszorozta meg. A korokozo
bazissorrendje a M. laxa faj szekvenciajaval mutatta a legnagyobb hasonlosagot. A M. laxa
polimorf régidja 1 bazissal hosszabb, mint a M. linhartiana fajé (24. abra), és azzal 98%-0s

egyezdséget mutatott.

LX FG PS FC LX FG LX FC LX LX FC FC LX FG FG FC FC
M 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 pq

kontrol 2014-es mintik

23. ébra: A 2014-ben gytjtott izolatumok azonositdsa PCR segitségével, a polimorf régid
hossztisaga alapjan 250 bp 1éptékii molekulasuly marker mellett, 1%-o0s agardz gélben
megfuttatva
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A polimorf szakasz hosszusaga az egyes fajok esetében (primerek nélkiil):
= M. linhartiana: 341 bp
= M. laxa: 342 bp
= M. fructigena: 360 bp
= M. polystroma: 376 bp

= M. fructicola: 537 bp 200

LH LX FG PS FC ™

M

24. abra: Monilinia fajok elvalasztasa polimorf régio alapjan 100 bp 1éptékil
molekulasuly marker mellett, 2,5%-o0s agar6z gélben megfuttatva. LH: M. linhartiana,
LX: M. laxa, FG: M. fructigena, PS: M. polystroma, FC: M. fructicola

4.3.22.  Azonositas az ITS régio és 28s rDNA gén alapjan

A primerpar az ITS régiobol 1114-1116 bazis hosszusadgu szakaszt sokszorozott meg. A
szakasz a primerek kozott a 18S riboszomalis gén utolso 31 bazisat, a 147-149 bp hosszasaga ITS1
régiot, a 158 bp hosszusagu 5,8S riboszomalis gént, a 143 bp hosszasagu ITS2 régiot és 28S
riboszomalis gén 637 bazisat emelte ki. A M. polystroma és M. linhartiana fajok esetében
indokoltnak tartottuk az izolatumok szekvencia alapu azonositasat és jellemzését is, amely soran
a nemzetkozi adatbazisban talalhato referencia izolatumokhoz hasonlitottuk sajat szekvenciainkat,
amelyhez az 1TS1-5,8S rDNS-ITS2 régiot és a 28S rDNA gén egy szakaszat hasznaltuk fel.

Az ITS1-5,8S rDNS-ITS2 régié szekvenciaja alapjan a M. polystroma izolatumok az
adatbazisban talalhato tobbi M. polystroma izolatummal 100%-o0s azonossagot mutattak. A M.
fructigena izolatumoktol 5 bazisban kiilonboztek, melyek koziil 4 bazis szubsztitucié az ITS1
régioban, mig egy az ITS2 régioban talalhato (25. ébra).

A magyar M. linhartiana izolatumok a mas almaterméstieken karosito fajokkal mutattak a
legnagyobb rokonsagot az 1TS1-5,8S rDNS-ITS2 szakaszon, de a filogenetikai analizis alapjan
csak a magyar izolatumok egy része mutatta a legnagyobb hasonldsagot az adatbazisban szerepld
két kiilfoldi M. linhartiana izolatummal. A MLH3 és MLH4 ITS régiojanak nukleinsav sorrendje
megegyezik a spanyol izolatumokkal (HM581953, HM581954), mig az MLHS5-6s 99,8%-0s
hasonlosagot mutatott. Az MLH3 és az MLH4 izolatumok, a M. linhartiana és a M. aucupariae
izolatumokkal (Z73771, Z7377) is 99,1%-os hasonlosagot mutattak, viszont a filogenetikai
analizis alapjan a M. aucupariae fajjal kozelebbi rokonsagban allnak. A fajok egyértelmil
molekularis alapi meghatarozasat neheziti, hogy ez a régiojuk igen hasonlo: a 446-447 bp
hosszlisagu szakaszon mindosszesen 2-2 bazispar alapjan valaszthato el a M. linhartiana faj a M.

aucupariae és M. mali fajoktol (25. abra).
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A 28S rDNS régiobol 267 bp hosszusagh szakasz szerepel a legtobb fajbol a nemzetkozi
adatbazisban, viszont a M. linhartiana fajbol nem allt rendelkezésre elézetes szekvencia adat, a
M. polystroma fajbol is csak a génkezd6 14 bazis szerepel, igy a fajokat a kozeli rokonsagban allo
fajok szekvencia sorrendjéhez hasonlitottuk (26. abra).

A Junctoriae alcsoport fajainak szekvenciaja ezen a Szakaszon teljes egyezést mutatott.
Az altalunk meghatarozott M. polystroma faj 28S rDNS génjénck részlete szintén megegyezett a
M. laxa, M. fructigena, M. fructicola fajok génrészletének szekvenciajaval. A M. linhartiana faj
ez alapjan a gén alapjan egyértelmiien elkiilonitheté a M. aucupariae fajtol, igaz a két faj kozott

csak 1 bazisparnyi kiilonbség van.

4.3.2.3. Az ITS régio és a 28 rDNA gén valtozékonysaga

A riboszomalis gének kisebb valtozékonysdgot mutattak, mint a koztiik talalhatdé nem
kodolo régiok. Az altalunk meghatarozott Monilinia izolatumok 18S és 5,8S rRNS génjei
azonosak voltak, a 28S rRNS génben 22 bazis szubsztitucio volt jelen, melyek mindegyike az adott
fajra jellemz6. A M. fructigena izolatumok 1 bazisban kiilonboztek a Junctoriae alcsoport tobbi
faj izolatumai és a Junctoriae alcsoport tagjai kozott figyelhetd meg. Az 6t Monilinia faj
szekvenciajaban ITS1 régidban dsszesen 23 szubsztitiicio €s 2 inzercio, az ITS2-ben dsszesen 18

szubsztiticio talalhato.

crer

crcr

crer

crer

egy bazis szubsztiticiot az ITS régid 73-as pozicidja utdn. A legnagyobb valtozékonysagot a M.
linhartiana izolatumok mutattak: 3 bazis szubsztitiiciot az ITS1 régioban, 2 bazis szubsztiticiot
az ITS2 régidban ¢és egyet a 28S rDNS génben, valamint a MLH4 izolatum tartalmazott egy timin

inzerciot az ITS1 régiod 115-06s pozicidja utan.
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25. abra: Monilinia és Monilia fajok filogenetikai torzsfaja az ITS régio 456 bp-ja alapjan, az abran a sajat izolatumok mellett
fajonként 1-1 referencia izolatumot tiintettiink fel. Az dbra Bayesian elemzéssel, MCMC modszerrel késziilt, HKY85 szubsztittciods

modell alkalmazasaval. Az elagazasok melletti szamok a parsimonia értékeket jelolik.
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26. abra: Monilinia és Monilia fajok filogenetikai torzsfaja az 28S rDNA gén 267 bp-ja alapjan, az abran a sajat izolatumok mellett
fajonként 1-1 referencia izolatumot tlintettiink fel. Az dbra Bayesian elemzéssel, MCMC modszerrel késziilt, HKY 85 szubsztitucios
modell alkalmazasaval. Az eldgazasok melletti szamok a parsimonia értékeket jelolik.
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4.3.24. A p-tubulin gén valtozékonysaga

Vizsgalataink szerint a Monilinia fajok p-tubulin génje a két primer kozott eltérd
hosszusagu: M. laxa 1588-1590 bp, M. fructigena 1597 bp, M. fructicola 1589-1590 bp, M.
polystroma 1598-1599, M. linhartiana 1581 bp. Az NCBI adatbazisban talalhaté M. laxa
(AY349149) és M. fructicola (HQ908770) szekvenciakkal dsszehasonlitva meghataroztuk a f3-
tubulin gén kodold és nem kodolo szakaszait. A forward primer a start kodonhoz és az azt kovetd
bazisokhoz kapcsolodik. A génrészlet Gsszesen 7 exont és 6 intront tartalmaz, az adatbazisban
szereplé szekvencidkhoz hasonldéan. A magyar izolatumok 99,0-99,9%-os fajon beliili
hasonlésagot mutatnak a nemzetkdzi adatbdzisban talalhaté szekvencidkkal (12. tablazat, 27.
abra).

A kodol6 régid 394 aminosavat kodol, a sajat Monilinia izolatumaink aminosav sorrendje
96,8-100%-0s egyezést mutat. A 2014/L.X35-0s izolatum proteinjének Blast elemzése
megerdsitette, hogy a fehérje a tubulin szupercsaladon beliil a B-tubulin csaladba tartozik. Négy
konzervalt domén talalhaté rajta: nukleotid kotéhely, a-f tubulin kapcsolddasi hely, B-a tubulin

kapcsolodasi hely, citoszkeleton domén és taxol kétdhely.

12. tablazat: Izolatumok hasonldsaga (%) négy genomi régid alapjan 6t Monilinia faj esetén

Vizsgalt régio ITS1-5,8S 28S rDNS CYP51 TUB2
rDNS-ITS2
Izolatumok sajat Osszes | sajat | Osszes | sajat | Osszes | sajat Osszes
Szakasz hossza 447 447 637 | 318 1649 | 1563 1599 1541
(bp)
MLX 100 98,0- 100 | 100 100 | * 99,6- 99,7-
100 99,9 99,8
MFG 100 95,5- 100 | 100 999 | * 98,9- 99,1-
98,7 99,5 99,7
MFC 99,8- | 93,3- 100 | 100 100 |99,1- 95,6- 99,0-
100 96,9 99,9 100 99,9
MPS 100 100 100 | ** 99,7 | * 99,7- 98,8-
99,9 99,3
MLH 98,9- |99,1- 99,8 | * 995 | * 99,8- *
100 99,8 100

Magyarazat: A sajat elnevezésii oszlopokban a munkank soran gylijtott és meghatarozott dsszes izolatum
szekvenciaja (2. melléklet) kozotti hasonlosagok lathatok (%), mig az Gsszes oszlopokban a sajat
szekvenciaink és a nemzetkozi adatbazisban talalhato szekvenciak (4. melléklet) kdzotti hasonlosag (%)
szerepel. Bizonyos esetekben nem tudtuk elvégezni az 6sszehasonlitast, mert az NCBI adatbazisban nem

talalhat6 szekvencia adat a fajbol (*), vagy 15 bp-nal rovidebb szakasz szerepel (¥*).
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27. abra: Monilinia és Monilia fajok filogenetikai torzsfaja a f-tubulin gén 402 bp-ja alapjan, az abran a sajat izolatumok mellett
fajonként 3-3 referencia izolatumot tiintettiink fel. Az dbra Bayesian elemzéssel, MCMC modszerrel késziilt, HKY 85 szubsztiticios
modell alkalmazasaval. Az elagazdsok melletti szamok a parsimonia értékeket jelolik.
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4.3.2.5. CYP51 gén valtozékonysaga

A CYP51 gén 1645-1646 bazispar hosszusagl fragmentumat vizsgaltunk, amely kozel a
teljes gén szekvenciajat tartalmazta. A forward primer a start kodonhoz kapcsolodik, a reverz
primer a gén utolso bazisaihoz kotédik. A direkt szekvencia meghatarozas sajatossagai miatt nem
minden esetben tudtuk a gén teljes hosszat meghatdrozni. A GU136400-0s azonositoval
rendelkezé M. fructicola izolatummal illesztve megallapitottuk, hogy a gén két intront és harom
exont tartalmaz. A magyar M. fructicola izolatumok 99,1-99,9%-0s hasonldésagot mutatnak a
nemzetkozi adatbazisban talalhatd szekvenciakkal (12. tablazat, 28. abra).

Az altalunk meghatarozott kodolo régio 0sszesen 459 aminosavat kodol, melyek fajon
beliil 99,4—100%-o0s hasonlosagot mutattak. A Monilinia fajok aminosav sorrendje 96,8-99,8%-
ban egyezett meg. A 2014/LX13-as izolatum protein analizise alapjan a fehérje a P450-es
szupercsalad, CypX csaladjanak tagja.
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28. abra: Monilinia és Monilia fajok filogenetikai torzsfaja a cyp51 gén 1563 bp-ja alapjan, az abran a
sajat izolatumok az dsszes referencia izolatumot feltiintettiink. Az abra Bayesian elemzéssel, MCMC
modszerrel késziilt, HKY85 szubsztiticidos modell alkalmazéasaval. Az eldgazdsok melletti szdmok a
parsimonia értékeket jelolik.
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4.3.2.6.  Monilinia fajok filogenetikai rokonsaga a 4 régio alapjan

A filogenetikai viszonyokat tiz izolatum segitségével mutatom be. Osszesen 4 torzsfat

készitettiik: az ITS1- 5,8S riboszomalis gén- ITS2 régiobol, a 28S riboszomalis gén, a cyp51 gén

¢és a tub2 gén szekvencia részletébol (29. abra).

A fajok monofiletikus leszarmazasuak, azaz egy kozds Osre vezethetdek vissza. A

Monilinia fajok két alcsoportja elkiiléniil mind a négy torzsfan, a M. linhartiana a Junctoriae

alcsoport fajaitol. A rokonsagi viszonyok az ITS1- 5,8 rDNS- ITS2 régio, a cyp51 és tub2 gének

alapjan igen hasonléak. A 28S rDNS gén nem alkalmas ezen fajok tovabbi filogenetikai

elemzésére a Junctoriae alcsoportba tartozo fajok nagyfoku hasonlosaga miatt.
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29. abra: Monilinia fajok filogenetikai torzsfaja négy régio szekvencia részlete alapjan

Magyarazat: A torzsfa Bayesian elemzéssel, MCMC modszerrel késziilt, HKY 85 szubsztittcios

modell alkalmazasaval. Az elagazasok melletti szamok a parsimonia értékeket jelolik. Két- két

izolatumot tartalmaz a magyar M. laxa, M. fructigena, M. fructicola, M. polystroma és M.

linhartiana fajok izolatumai koziil.
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A Junctoriae alcsoport tagjai kozott a rokonsagi viszonyok szorossaga a vizsgalt régiotol
fiigg. A M. fructicola a M. laxa fajjal mutatja a legkdzelebbi rokonsagot, amely az ITS1- 5,8S
rDNS- ITS2 régio alapjan joval szorosabb, mint a cyp51 és a tub2 gének szekvenciarészletei
alapjan. Az azonban egyértelmtien kidertiil, hogy a M. fructigena és M. polystroma fajok izolatumai
igen szoros rokonsagban allnak egymassal.

A meghatarozott génrészletek minden esetben feltdltésre kertiltek a nemzetk6zi génbankba.
azonositoi kodjai nyilvanosak (5. melléklet), a tobbi izolatumé a kozeljovében valik elérhetévé. A
kérdéses szekvenciak (tovabbi 80 db) 2016. julius 25-28 kozott keriiltek feltdltésre az European
Nucleotide Archive adatbazisaba, viszont a dolgozat leadasanak iddpontjaig (2016. szeptember

10) nem érkeztek meg azonositoik.

4.4. Patogenitas igazolasa
Az inokulalt meggyterméseken minden esetben kialakultak a monilinias betegségre jellemz6

tiinetek. Kezdetben barna rothad6 foltok jelentek meg az inokulacios pont koriil, majd 1-4 nap
elteltével sztromak is megjelentek a feliiletiikon. A rothadas leggyorsabban a Monilinia fructicola
korokozoval fertdzott terméseken terjedt, a mesterséges fertdzést kvetd 24 6ran beliil megjelentek

az exogén sztromak a fert6zott gyiimolesok felszinén (30. abra/A).

2013/FC-40

30. abra: Monilinia izolatumokkal mesterségesen inokulalt meggy- (A) és almatermések (B). A
M. fructicola (2013/FC-40), M. polystroma (2014/PS-36), M. fructigena (2014/FG-40)
izolatumok tenyészetébdl szarmazo micélim korongot a megsebzett epidermisz ala helyeztiik,

majd nedves kamraban egy hétig inkubaluk. (fotok: Lantos 2014-2015)

A M. polystroma korokozéoval végzett inokulacié kovetkeztében a rothadd gyiimolesokon
fekete ,,parducfoltossdg” jelent meg (30. abra/B). Ez leginkdbb az almaterméseken volt

megfigyelhetd, a szilvatermések sotét héja elfedte ezt a jellegzetes tiinetet. A faj a M. fructigena
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korokozotdl ez alapjan a jellegzetes kisérd tiinet alapjan is elkiilonithetd, bar a természetes iton
fert6zott termések esetében ezt a tiinetet nem minden esetben jelenik meg.

A M. linhartiana fert6zését a Koch posztulatumokat kovetve birs ndvényen végeztiik el. A
levélnyelek és foerek inokulaldsakor hasonld tiinetek alakultak ki. E16szor a levélnyél, ill. a f6ér
indult elhalasnak. A fert6zés a vastagabb erek mentén terjedt tovabb, az ér elbarnuldsat kovetden
az ¢ér melletti savban is nekrotizalodtak a szovetek (31. abra), majd az egész levélszovet elbarnult
(de nem voOrdsen, mint a szabadfoldi tiinet esetén). Az elhalt szoveteken megjelent a koérokozo
micéliuma, viszont konidiumok nem fejlédtek rajta. A steril PDA koronggal inokulalt kontroll
levelek az értékelés napjaig zoldek, egészségesek maradtak. A fiatal birsterméseket is fertdzte a
korokozo. A gylimdolesoket félbevagva a mezokarpium szovetei és a magok feketésbarnara
szinezOdtek és elhaltak (31. abra). Az érett gylimolcsoket a M. linhartiana nem fertézte meg,
valamint a kontroll terméseken sem tapasztaltunk semmiféle valtozast.

A fertézott novényi részek feliiletén képzodott szaporitoképletekrol vagy a bels6d

szOvetekbdl minden esetben sikeresen izolaltuk a kérokozdot PDA téptalajon. A patogenitasi teszt

elvégzésével bizonyitottuk az izolatumok megbetegitd képességét.

31. abra: M. linhartiana izolatum (MLH1) okozta tiinet mesterséges fertdzést kovetéen
birsleveleken (A, B) és fiatal terméseken (C). A fekete nyilak az inokulacios pontot jeldlik, a
korokozo tenyészetébdl szarmazo micélim korongot a megsebzett foér, levélnyél vagy fiatal

termés epidermisze ald helyeztiik. A fotok a levelek esetén 10 nappal, a termés esetén 20 nappal

a fertdzest kovetden késziiltek. (fotok: Lantos 2014)

4.5. Fungicidek hatékonysaga
4.5.1. Az izolatumok fungicid érzékenysége mérgezett agarlemezen

A felhasznalt készitmények hatékonysaga kozott jelentds, szignifikans kiilonbséget mutattunk
Ki az 6sszes izolatum egylittes elemzése soran (K(10)=652,9; p<0,001). A 32. abran az altalunk

vizsgalt hatdoanyagok gatld hatasa lathatd. A fenhexamid és penkonazol hatéanyagok, valamint
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tizszeres higitasuk fungicid hatastinak bizonyult valamennyi izolatumra. A ciprodinil,
tebukonazol, piraklostrobin és tiofanat-metil alkalmazéasakor az izolatomok egy része fejlodésnek
indult, viszont ezek fejlodését megfelelden gatolta a hatdéanyag. A boszkalid esetén igen gyenge
gatl6 hatast tapasztaltunk.

Fontos megemliteni, hogy a boszkalid és piraklostrobin esetén a vizsgalatot csak a 2013-as
izolatumokkal végeztiik el (ezt a vizsgalatot abban az id0szakban végeztem, amikor ERASMUS
program keretében a Bolognai Egyetemen folytattam kutatomunkamat). Ebben az évben az
izolatumok t6bb mint 80%-a Monilinia laxa fajoz tartozott. A tobbi készitménynél két év (2013-
2014) izolatumaival végeztik el a kisérletet, igy ezen adatok teljesebb képet adnak a
magyarorszagi Monilinia populaciok érzékenységérél. Vizsgalatunk soran az egyes készitmények
hazai populaciora gyakorolt hatasanak feliilvizsgalata mellett, csokkent érzékenységgel
rendelkez6 egyedek kiemelése is célunk volt. Ezen egyedeket a tovabbiakban molekularis

modszerekkel vizsgaltuk annak kimutatasara, hogy rezisztenciajuk hatterében milyen mutaciok
allhatnak.
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32. abra: A vizsgalatok soran alkalmazott készitmények gatlo hatasa Monilinia fajok
tenyészeteire. A boszkalid és piraklostrobin esetén 77, a tobbi hatdéanyag esetén 133 Monilinia
izolatum gatlasat elemeztiik Kruskal- Wallis teszt és Games- Howel post hoc teszt
alkalmazéséaval. Az oszlopokon lathat6 eltérd betiik a szignifikans kiillonbséget jelenzek a

készitmények hatékonysagaban.

A fungicidek az egyes Monilinia fajokra kifejtett hatékonysagaban is szignifikans
kiilonbségeket mutattunk ki (13. tablazat). Legegységesebb hatassal a tebukonazol rendelkezett,

mig a ciprodinil és tiofanat-metil igen eltéré mértékben gatolta az egyes Monilinia fajok fejlédését
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(33. abra). A 13. tablazatban feltiintettem, hogy a vizsgalt izolatumok koziil hany novekedett az

adott koncentracio jelenlétében, ezek mindannyian csokkent érzékenységgel rendelkeznek.

hatéanyag

1007

—— boszkalid 2,5 mg/I
—— ciprodinil 0,4 g/l
ciprodinil 0,04 g/l
—— tebukonazol 0,1 ml/I
—— piraklostrobin 2,5 mg/I
—— fenhexamid 1 ml/I
fenhexamid 0,1 ml/|
penkonazol 0,5 mi/I
penkonazol 0,05 ml/I
—— tiofanat-metil 1 mg/I
tiofanat-metil 50 mg/I

50

G0

40

20

r

Atlagos gatlas (%)

MFC MFG MLH MLX MPS
Monilinia fajok

33. abra: Monilinia fajok érzékenysége a kiillonb6z6 névényvédod szerekre

13. tablazat: Az egyes fungicidek kiilonboz6 Monilinia fajokra kifejtett hatékonysaganak

statisztikai elemzése

Novényvédo szer Novekedésnek indult izolaitumok szima | proba ?éilgglzfilr‘:tan
Boszkalid* 62 MLX, 10 MFG, 2 MFC F(2,71)=15,0 | p=0,001
Ciprodinil 21 MLX, 23 MFG, 2 MPS K(4)=59,6 p<0,001
Ciprodinil 10x 56 MLX, 25 MFG, 2 MPS, 1 MLH F(4,127)=11,6 | p<0,001
Folicus Solo ﬁm"x’ 12MFG, 6 MFC, 1 MPS, 2 F(4,128)=2,8 | p=0,03
Piraklostrobin* 27 MLX, 10 MFG, 1 MFC K(2)=13,7 p=0,001
Fenhexamid, i i i
Fenhexamid 10x

Penkonazol, i ) i
Penkonazol 10x

Tiofanat-metil 18 MLX, 1 MFG, 4 MFC, 1 MPS, 2 MLH | K(4)=38,8 p<0,001
Tiofanat-metil 50 ppm | 11 MFC K(4)=86,9 p<0,001

A vizsgalat soran 85 MLX, 26 MFG, 16 FC, 4 MLH, 2 MPS vagy * 65 MLX, 10 MFG, 2 MFC izolatumot
vizsgalatunk 1 mintdas ANOVA és Kruskal-Wallis teszt alkalmazasaval. (MFC: M. fructicola, MFG: M.
fructigena, MLH: M. linhartiana, MLX: M. laxa, MPS: M. polystroma)
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A tebukonazol alkalmazasakor a M. fructicola izolatumok mutattak a legnagyobb
érzékenységet, bar ett6l csak a M. laxa izolatumok érzékenysége kiilonb6zott szignifikansan. A
M. fructicola és M. linhartiana izolatumoknal az atlagos gatlas 70% fol6tt volt minden esetben,
mig a M. laxa, M. fructigena és M. polystroma izolatumok ko6zott voltak olyanok, amelyek atlagos

gatlasi %-a nem érte el a 60-at (34. abra).

Tebukonazol

100
80
60
40
20

0

M. fructicola M. fructigena M. linhartiana M. laxa M. polystroma

Gatlas (%)

Faj

34. abra: A tebukonazol 0,1 ml/l koncentracioban kifejtett hatékonysaga a kiilonb6z6 Monilinia
fajokra. A statisztikai elemzés soran 1 mintas ANOVA és Games-Howell post hoc tesztet
végeztiink, az oszlopokon lathato eltérd betiik a szignifikans kiillonbséget jeleznek fajokra

kifejtett hatékonysagban.

A tiofanat-metil 1 ppm-es koncentracioban legalabb 70%-os hatékonysaggal gatolta a M.
laxa, M. linhartiana, M. fructigena és M. polystroma fajok izolatumait. Mig a M. fructicola
izolatumait gyengén gatolta, atlagosan 33%-kal. A 16 M. fructicola izolatum koziil 6-ot egyaltalan
nem gatolt sem az 1 ppm-es, sem az 50 ppm-es koncentraci6. Az 50 ppm-es koncentracid
valamennyi M. laxa, M. linhartiana, M. fructigena és M. polystroma izolatumra fungicid
hatastunak bizonyult (35. abra).

A ciprodinil a M. fructicola és M. linhartiana izolatumait megfeleléen gatolta mindkét
higitasban. A ciprodinil gyakorlati dozisaban a M. laxa, M. fructigena és M. polystroma
1zolatumok kozatt is voltak olyanok, amelyeknek gatlasi %-a 70 alatt maradt. A tizszeres higitas
esetén a hatékonysag tovabb csokkent, a 2013/FG-43, 2013/ML-55,2013/, ML-56, 2013/FG-68
izolatumok esetén a gatlasi % nem érte el a 20%-ot (36. abra).

A piraklostrobin leggyengébben a M. fructigena tenyészetek fejlodését gatolta, a M.
fructicola és M. laxa tenyészetek gatlasa minden esetben elérte a 70%-0t. A boszkalid hatéanyag
jelentétében az Gsszes izolatum fejlédésnek indult, mindharom faj atlagos gatlasa 40% alatti. A M.

fructigena tenyészeteket esetén gatlo hatast alig tapasztaltunk (37. abra).
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Tiofanat-metil 1 ppm Tiofanat-metil 50 ppm

100 100

80 80

< 60 < 60
2 2

= 40 = 40

© 20 © 20

0 1 0

Faj-20 MFC MFG MLH MLX MPS Faj-20 M C MFG MLH MLX MPS

35. abra: A tiofanat-metil-M 70 WDG hatékonysaga 1 mg/1 és 50 mg/l koncentraciéban

alkalmazva az egyes Monilinia fajok ellen

Ciprodinil 10x Ciprodinil
100 = I 100
-~ 80 ~ 80
S 40 S 40
20 dC a d b bC 20
0 0

Faj MFC MFG MLH MLX MPS g MFC MFG MLH MLX MPS

36. abra: A ciprodinil 50 WG hatékonysaga Monilinia fajok ellen 0,04 g/1 és 0,40 g/l

koncentracidban alkalmazva

Piraklostrobin Boszkalid
100 I - { 100
80 — 80
i’ 60 2 60
T 40 S 40
22 b a b 22 . e i
Faj MFC  MFG ML Faj MFC  MFG ML

37. abra: A piraklostrobin és a boszkalid hatékonysaga Monilinia fajok ellen 2,5-2,5 g/l
koncentracioban alkalmazva
Magyarazat a 35-37. abrakhoz: A statisztikai elemzés soran Kruskal-Wallis tesztet, 1 mintas
ANOVA-t és Games-Howell post hoc tesztet alkalmaztunk, az oszlopokon lathaté eltérd betiik a
szignifikans kiilonbséget jeleznek a kiilonb6z6 Monilinia fajokra kifejtett hatékonysagban. (MFC:
M. fructicola, MFG: M. fructigena, MLH: M. linhartiana, MLX: M. laxa, MPS: M. polystroma)
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A M. linhartiana korokoz6 izolatumaira szignifikansan eltéré modon hatottak a
készitmények (K(41)=582.6; P<0.001). Ot ndvényvédé szer fungicid hatdst mutatott mindkét
vizsgalt  higitasban: boszkalid+piraklostrobin, kaptan, miklobutanil, prokloraz,
tebukonazol+trifloxistrobin (38. abra).

Az iprodion, mankoceb és propineb készitmények gyakorlati dozisa szintén fungicid
hatasunak bizonyult. Tizszeres higitdsban gatld hatasuk lecsdkkent, bar nem igazolhatd
statisztikailag. Az propineb, iprodion és mankoceb atlagos gatlasa 97%, 91% ¢és 88%-0s volt. A
fludioxonil + ciprodinil esetében a tenyészetek mindkét koncentracioban fejlédésnek indultak. A

fludioxonil + ciprodinil 91%-os gatlasa gyakorlati dozisban és 90%-os gatlasa tizszeres higitasban.
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38. abra: Fungicidek atlagos gatld hatasa a magyar M. linhartiana izolatumokra. Az
adatokat Kruskal-Wallis teszt és a Games-Howell poszt hoc teszt alapjan elemeztiik. Az
oszlopokon lathato eltérd betiik a szignifikans kiilonbséget jeleznek a hatéanyagok gatld

hatasaban.

A réz-hatbéanyagok (réz(I)oxid, rézoxiklorid, rézhidroxid, tribazikus rézszulfat) gyakorlati
dozisban megfelelden gatoltak a korokozo fejlodését. Hatékonysaguk tizszeres higitasban
jelentdsen lecsokkent, atlagosan nem érte el a 20%-0t (38. abra).

A tisztan strobilurin tartalmt készitmények (azoxistrobin, trifloxistrobin) dnmagukban
nem gatoltdk megfelelden a micélium novekedését. Az azoxistrobin MLH3-as izoldtumra kifejtett
gatlohatasa nem érte el a 15%-ot gyakorlati dozisban. Az 6sszes izolatum fejlodott a strobilurin
hatéanyagok jelenlétében, az azoxistrobin atlagosan 39%-kal gatolta a tenyészetek novekedését, a

trifloxistrobin 63%-kal, de ezek kdzo6tt nem volt szignifikans kiilonbség.
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4.5.2. A fungicid érzékenység molekularis hattere
45.2.1. A B-tubulin gén elemzése

A génrészletben el6szor a benzimidazol rezisztenciaval foglalkozo6 irodalmakban szerepld
(6, 198, 240 kodonban talalhatd) mutaciok meglétét vizsgaltuk, majd mas mutaciokat kerestiink,
melyek feleldsek lehetnek a rezisztencia kialakulasaért.

A Monilinia fajoknal a 6-os aminosavat kodolo triplet a masodik exon régidban
helyezkedik el. Az 6sszes vizsgalt izolatum a CAT tripletet tartalmazza, amely a vad (ndvényvédo
szerre érzékeny) genotipusban a hisztidin aminosavat kodolja.

A 198-as aminosavat kodol¢ triplet a 6. exonban helyezkedik el. A 198-as pozicidban a M.
laxa, M. fructigena, M. polystroma és M. linhartiana korokozok esetén a GAG bazisharmas, mig
a M. fructicola koérokozonal GAA és GCA tiplet talalhatd. A GAG és a GAA tripletek
glutaminsavat kodolnak, ez a vad genotipus. Az adenin citozinra cseréldodése a kozEépsd bazisban
egy masik aminosav beépiilését okozza a transzlacié soran, igy alanin épiil be a fehérjelancba.

Eredményeink alapjan a M. fructicola izolatumoknal jelen van az E198 A mutaci6 (39. abra).

2013_ML12 BcBREEEETET TETGTETEGE
2013_Fc4s HcHBEBBETET TETGTEATECE
2013_FCcs0 McHEBEEETET TETGTETEGE
2014_FC22 BcERBEEEETET TETCGTETEGE
2014_P536 HcHEBBEETET TETcTETECE

MLH1 BcECEBETET TETCGTHETEGE

39. abra: Monilinia fajok B-tubulin szekvenciajanak részlete a 198-as kodon kérnyezetében. Az
abran a M. laxa, M. fructigena, M. polystroma és M. linhartiana egy-egy izolatuma, valamint a

M. fructicola faj két izolatuma lathato, az izolatumok kodjainak megjelolésével.

A 15 db M. fructicola szekvencia koziil, amelynek meghataroztattuk a nukleotid sorrendjét,
kettében (2013/FC-50, 2014/FC-47) talalhaté meg az érzékenységet kodolo triplet (GAA), a tobbi
13 szekvencidban a mutans triplet (GCA) szerepel (40. dbra), igy ezek az izolatumok benzimidazol
rezisztenciaval rendelkeznek.

A 240-es aminosavat kodolo triplet szintén a 6. exonban helyezkedik el. A 240-es
poziciéban a M. fructigena és M. polystroma fajoknal CTT triplet, mig a M. laxa, M. fructicola és
M. linhartiana fajoknal CTC triplet talalhat6. Mindkét bazisharmas a leucint kodolja, vagyis a vad
genotipust tartalmazza. A M. laxa, M. fructigena, M. polystroma és M. linhartiana fajok egyikénél
sem talaltuk meg az irodalmakban szerepld, alacsony szintli rezisztenciat kodolé mutaciok egyikét

sem, igy tovabbi lehetséges mutaciokat kerestiink. Ehhez a mérgezett agarlemezen érzékeny és
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ellenallosaggal rendelkezd izoldtumok szekvencidit hasonlitottuk dssze, de a vizsgalt szakaszon

nem taldltunk olyan nukleotid valtozast, amely egyértelmiien indokolna az érzékenycsokkenést.

2013_Fcs50 BcEEEBEETET TETcTETECE
2014_FC14 BcEBBEBETET TETGTATEGH
2014_FC17 BcHEBBETET TETCTETECE
2014 _Fc22 BcBBEBETET TETGTATEGH
2014_Fc2: BcERBEBETET TETGTATEGE
2014_Fc25s BcHBEBBETEGC TETCTETECE
2014_Fc26 BcERBEBETET TETGTATEGH
2014_rFc27 BcERBEBETET TETGTATEGE
2014_Fc32 BcEBEBETET TETcTETECGE
2014_rFc47 BcERBEBETET TETGTATEGE
2014_FC4s BMcHEBBETET TETGTATEGH
2014_FC50 HcHEBBETET TETCTETECE
2014_Fc51 BcHEBBETET TETcTETEGE
2014_Fc54 BcHEBBETET TETcTETEGE
2014_Fce0 BcHBEBETET TETGTATEGH

40. abra: A rezisztenciaért felelos E198 A mutacio M. fructicola izolatumok tobbségénél jelen
van. Az abran a M. fructicola faj 6sszes altalunk meghatarozott izolatumanak tub2 génrészlete
lathato

45.2.2. A 14 a-demetilaz gén elemzése

termékeket 2%-o0s agardz gélen tettiik lathatova. Az Osszes vizsgalt izolatumbol egy kb. 310 bp
hosszusagu terméket emelt ki a PCR, azaz egyik izoldtum sem tartalmazta az irodalmi adatokbol

ismert, hatékonysag csokkenésért felelés Mona genetikai elemet (41. abra).

LX LX LX LX
13 =215 3%

LX LX FG FC
42 43 50

2013-as mintak

41. dbra: Az INS65 primerpar altal amplifikalt, ~300 bp hosszisaghi PCR termék. Az abran a
2013-as M. laxa, M. fructigena és M. fructicola mintak egy része lathato, 100 bp 1éptékii DNS
1étra (M) mellett
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Egy Monilinia laxa és harom M. fructicola izolatumot valasztottunk ki, hogy a promoter
régio6 szekvencia sorrendjét is vizsgaljuk. A primerpar a M. fructicola izolatumokbol 311 bazispar
hosszusagu szakaszt, a M. laxa izolatum esetén 314 bazispar hosszisagh szakaszt emelt ki, azaz
valoban nem tartalmaztdk az izolatumok a rezisztenciat kialakitdé Mona genetikai elemet. A 42.
abran a magyar izolatumok mellett, az EU035301 koddal jelolt M. fructicola izolatum az

adatbazisbol letoltott Mona genetikai elemet tartalmazo szekvencidja lathato.

EUD3E30T_MOMNA —_— TR
2014_LX15 314
2014_FCE1 — — 119
2014 _FGE4 _—— m
2014_FCe2 e an
Consensus

100%

Consenvation ]Hlﬂ]]]ﬂ
e

42. dbra: A CYPS51 gén promoter régidjanak részlete. Az EU035301 koddal jeldlt, nemzetkozi

adatbazisbol szarmaz6 izolatum tartalmazza kizérélag a 65 bp hosszlisagh Mona genetikai

elemet, a magyar izolatumok nem.

crer

amely a triazolokkal szembeni rezisztencia kialakuldséért felelds. A triplet a masodik exon
régioban talalhat6. A M. laxa, M. fructigena és M. polystroma izolatumok TAT tripletet, a M.
fructicola és M. linhartiana izolatumok TAC tripletet tartalmaznak, viszont mindkét bazisharmas
a tirozont kodolja, amely a vad genotipusra jellemzd.

Ebben az esetben is vizsgaltuk, hogy jelen lehet-e olyan egyéb szubsztitlicio, amely az
izolatumok érzékenység csokkenéséért felelds lehet. A 2014/FC-32 és a 2014/FC-48 M. fructicola
1zolatumok szekvencidi teljes egyezést mutattak egymadssal, valamint az adatbéazisban szerepld
érzékeny genotipusokkal (GU136400, GU136401, GU136402, GU136403). A M. laxa, M.
fructigena, M. polystroma és M. linhartiana szekvencidinkban megfigyelhetd tobb bazispar eltérés
az érzé¢keny M. fructicola izolatumokhoz képest. Viszont ezekbdl a fajokbdl ezek az elsd
szekvencia adatok, igy nem allt rendelkezésiinkre elegendd informécié annak megallapitasara,
hogy a baziscserék a fajra jellemzd valtozékonysagbdl vagy rezisztenciaért felelds pontmutacid

kialakuldsabo6l adddnak.
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45.2.3. A citokrom B gén elemzése

A Monilinia fajok citokrom B génje szdmos nagyméretii intront tartalmaz, amelyek kodold
régiok kozott, fajonként kiilonb6z6 helyeken helyezkednek el. A strobilurinok elleni rezisztencia
a 129-es, 137-es és 143-as tripletekben jelenhet meg. Ez a harom triplet a M. laxa és M. fructicola
fajnal 3 kiilonb6z6 exonon helyezkedik el, kivéve a M. fructigena fajnal, ahol a 137-es és 143-as
ugyanabban a k6dolo régioban talalhato.

A 129-es kodon TTC, a 137-es kodon mindharom fajnal GGT és nem talalhat6 kozvetlentil
elottik vagy utanuk intron. A 143-as kodon mindharom fajnal a vad genotipusra jellemzé GGT
tripletet kodolta. A M. laxa és M. fructicola fajokban a triplet utan egy intron kezdédik - az
adatbazisban talalhat6 izolatumokhoz hasonléan - mig a M. fructigena izolatumban nincs jelen

intron.
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4.6. Uj tudomanyos eredmények

e Atfogd felmérést végeztiink a hazai Monilinia fajok dominancia viszonyairél. Korabbi
adatokhoz viszonyitva a Monilinia fajok dominanciajanak valtozasat, a Monilinia
fructicola faj jelentéségének novekedését figyeltiik meg.

e A Monilinia laxa vuj tinetét figyeltiik meg kajszi gazdandvényen, a hajtasnovekedés
lezarulta utan a vesszok fertdzddését €s elhaldsat.

e Hazankban elséként azonositottuk a Monilinia polystroma fajt csonthéjas gazdanovényrél
és érett alma gyiimolcsokrél. Hazankban elséként izolaltuk a Monilinia fructicola fajt
meggy gazdandvényrol.

o Ujabb adatokat kozoltink a birs monilinias betegségének kérokozojarol: hazankban
elséként jellemeztiik a Monilinia linhartiana korokozo morfologiai és tenyészbélyegeit,
valamint elsOként végeztiink fungicid érzékenységi vizsgalatokat a gomba izolatumaival.

e Els6ként mutattuk ki hazankban Monilinia izolatumok noévényvédé szer rezisztenciajat,
valamint bizonyitottuk annak molekularis hatterét. A Monilinia fructicola faj egyes
szubpopulacioi  rezisztensek a benzimidazolokra, amely a p-tubulin E198A

e A vilagon els6ként kozoltiink szekvencia adatot a Monilinia linhartiana p-tubulin és 28S
rDNS génjébdl, a Monilinia polystroma B-tubulin és 28S rDNS génjének bizonyos
szakaszaibol, a Monilinia laxa, Monilinia fructigena, Monilinia polystroma és Monilinia
linhartiana fajok cyp51 génjébol, valamint a Monilinia linhartiana egy polimorf
régiojabol. Hazankban els6ként kozoltiink szekvencia adatot a Monilinia linhartiana ITS

régi6jabol.
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5. EREDMENYEK MEGVITATASA ES KOVETKEZTETESEK

Monilinia fajok gyakorisaga csonthéjasokon és almatermésiieken

Az j Monilinia fajok (M. fructicola, M. polystroma) megjelenése kovetkeztében a
csonthéjasok és almatermésiiek monilinids betegsége Europa-szerte valtozoban van. A fajok
dominancidja megvaltozik, a betegség uj kartételi formdi jelennek meg, amelyek akar a
novényvédelmi technoldgia atalakitasat is sziikségessé tehetik. Eurdpaban jelenleg 4 Monilinia faj
okoz megbetegedést a csonthéjas iiltetvényekben. 2013-2015 kozott végzett vizsgalataink alapjan
hazankban a M. fructicola és a M. polystroma fajok karositasanak novekedésére szamithatunk. Ezt
tamasztjak ald azok a kutatdsok is, amelyek kivitelezésébe és értékelésébe 2012-2014 kozott
Olaszorszagban bekapcsolodhattam az ERASMUS 6sztondijnak kdszonhetden (Martini és mtsai.
2014a).

Hazankban - megfigyeléseink szerint - a tavaszi id0szakban viragok elhalasat minden
esetben a M. laxa faj okozta, bar a Mediterran régioban a M. fructicola karositasara is szamithatunk
ebben az idészakban (Papavasileiou és mtsai. 2015b). A M. laxa és M. fructicola kozel azonos
gyakorisaggal volt jelen az iiltetvényekben, de mig a M. laxa hasonld aranyban karositott a
viragokon és terméseken, addig a M. fructicola fert6zések jelentds részét a terméseken figyelték
meg (Papavasileiou és mtsai. 2015b).

Vizsgalataink soran hazankban nem tapasztaltuk a M. fructicola viragfertézését,
feltehetden azért, mert orszagunk id6jarasa a virdgzas iddszakadban még hideg a kdrokoz6 szamara,
azonban a telek enyhtilésével, a tavaszi atlagos kozéphdmérséklet emelkedésével ez hossza tavon
megvaltozhat. Kimura (1962) és Harada (1977) szerint a M. fructicola olyan teriileteken nem okoz
viragelhalast, ahol nagy téli hidegek és hosszt, hiivos tavasz jellemzd. A M. laxa korokozo jobban
adaptalodott az alacsonyabb hdmérséklethez, igy tavasszal gyakrabban okoz fert6zést (Tamm és
mtsai. 1995). A M. laxa korokozo 8-20 °C kozotti hdmérséklet tartomanyban fertéz (Byrde és
Willetts 1977, Kiss 2007), mig a M. fructicola viragfert6zéséhez a 22-26 °C az optimalis
homérséklet, de 10 °C alatt egyaltalan nem is fert6z (Luo és mtsai. 2001). 2015 tavaszat az orszag
nagy részén 11-12 °C-os atlaghdmérséklet jellemezte, az 1971-2000 kozotti idészak atlaganal 0,2—
0,4 °C-kal melegebb volt (OMSZ 2016). Irodalmi adatokkal Gsszevetve ezeket a hOmérsékleti
értékek a M. fructicola fert6zéséhez mar minimalisan elegendéek, de a klimatikus viszonyok
valtozasaval, vagy a korokozo hidegebb éghajlathoz valé alkalmazkodasaval elképzelhetd, hogy a
jovében ennek a fajnak is szamithatunk a viragokon és a friss hajtasokon okozott kartételére.

A Mediterran régioban jelenleg a csonthéjas gyiimolcsokon a M. laxa és a M. fructicola

nagyjabol fele-fele aranyban karosit (Villarino és mtsai. 2013, Papavasileiou és mtsai. 2015a).
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Olaszorszagi felmérésiink soran, hasonloan a spanyol megfigyelésekhez (De Cal és mtsai. 2014)
azt tapasztaltuk, hogy a M. fructicola a M. laxa fajnal is gyakoribb. Ogawa és English (1960) nem
talaltak a M. laxa és M. fructicola virulenciajaban igazolhato kiilonbséget. Papavasileiou és mtsai.
(2015b) vizsgalatai alapjan a M. laxa és M. fructicola agresszivitasaban nem figyelhet6 meg
kiilonbség, a fajok fertdzésének megoszlasat mas tényezdok befolyasoljak.

Magyarorszagon a M. fructigena és M. fructicola fajok karositasa 15-30% kozott
ingadozott. Eredményeink viszont nem tamasztjak ala azon nemzetkozi megfigyeléseket, hogy a
M. fructicola faj a M. fructigena fajt kiszoritana az iltetvényekbdl (Villarino és mtsai. 2013,
Papavasileiou és mtsai. 2015a). A M. fructigena az tltetvényekben és a kezeletlen teriileteken is
20-22%-ban van jelen. A M. fructicola karositasa inkabb a M. laxa faj aranyanak csokkenésével
all 6sszefliggésben. A soéskuti gyliimolesosben példaul a M. fructicola faj mellett kizarolag a M.
fructigena volt jelen 2014-ben. Viszont egy iiltevénybdl nem gyQjtottiink annyi mintat, hogy
ezekbdl egyértelmi kdvetkeztéseket lehessen levonni.

A M. polystroma Kkartétele els6sorban az almatermésiicken jelent6s. Olaszorszagban
végzett felmérésiink sordn az almatermésii gylimolesok tobb, mint felérdl (52%) ezt a korokozot
izolaltuk (Martini és mtsai. 2014a). Lengyelorszag csonthéjas iiltetvényeiben a M. polystroma a
gyumolcsfertézések 2,6%-at (Poniatowska és mtsai. 2013) okozza, mig az almatermésli és
csonthéjas tiltetvényekben vegyesen gytijtott mintaik 5%-at ez a faj fertdzte meg (Poniatowska és
mtsai. 2015). Mig Olaszorszagban a barna rothadas tiineteit mutat6 csonthéjas gytimolcsok 5%-an
volt jelen a M. polystroma faj, addig Magyarorszagon minddsszesen egy alkalommal izolaltuk

csonthéjasokrol.

A Monilinia fructicola és Monilinia polystroma fajok gazdanovényei

Felmérésiink soran a leggyakrabban 6szibarack és szilvaterméseken okozott rothadast a M.
fructicola fajt, de tobb alkalommal kajszi és nektarin gyliimolcsokrdl is azonositottuk a korokozot.
Papavasileiou és mtsai. (2015a) megfigyelései alapjan is Gszibarackon és a szilvan meghatarozo,
de gyakori korokozé a cseresznyén és kajszin is. 2015-ben két meggyiiltetvénybdl azonositottuk a
M. fructicola fajt, *’Kantorjanosi’ fajtarol Kiskunmajsan és "Debreceni bétermd’ fajtarol Ecséden.
Az atvizsgélt irodalmakban nem talaltunk emlitést a faj hazai el6fordulasar6l meggy
gazdandvényen, bar az USA-ban gyakori (Biggs és mtsai. 1995). Hazankban 2006-ban alma,
korte, Oszibarack, nektarin és szilva gazdandvényekrdl izolaltdk a korokozot kiilonbozd
tiltetvényekbdl (Kiss 2007). Szédi (2015) kajszirol, 8szibarackrol és szilvarol azonositotta a fajt.

A M. polystroma fajt hazankban korabban mindésszesen egyszer izolaltak, amikor egy

ujfehértoir almaiiltetvényben ’Ashton Bitter’ boralma fajta hajtasain okozott elhalast (Petroczy ¢€s
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Palkovics 2009). Vizsgalataink soran az Ujfehértotol 30 km-re fekvd iiltetvénybél *Gala’ fajta érett
gyiimolcseirdl izolaltuk a korokozot. Az elmult években Eurdpa szamos orszagaban kimutattak a
korokozo jelenlétét: Svajc (Hilber-Bodmer és mtsai. 2006, 2010), Csehorszag (EPPO Reporting
Service 2011), Lengyelorszag (Poniatowska és mtsai. 2013), Szerbia (Vasic és mtsai. 2013), de az
ujfehértoi hajtaselhalashoz hasonlo tiineteket nem figyeltek meg. Poniatowska €s mtsai. (2015)
eredményei alapjan alma ¢és szilvaterméseken a leggyakoribb a gomba kartétele.
Lengyelorszagban a 16 csonthéjas izolatum koziil 15 szilvarol szarmazott, 1 pedig 0szibarackrol
(Poniatowska és mtsai. 2013). Hazankban Zsambékon szintén szilvan mutattuk ki a M. polystroma
kartételét. Olaszorszagban els6ként azonositottuk a gomba okozta megbetegedést
almaterméslicken és csonthéjasokon. A korokozo dszibarack iiltetvényekben (Martini és mtsai.
2014b) ¢és ‘Abate Fetel’ korte {iltetvényben (Martini és mtsai. 2015a) okozott stlyos
gylimolcsrothadast.

Monilinia fajok altal okozott tiinetek

A fertdzott novényi részeken a legtobb esetben jellegzetes, jol ismert monilinias tlineteket
figyeltiink meg (Wormald 1954, Byrde ¢és Willetts 1977, Barta 1991), néhany esetben azonban
szokatlan tiinetekkel is talalkoztunk. A tavaszi fertdzés soran a kérokozé a virdgon keresztiil jut a
hajtasba, majd annak elhaldsat okozza (Ogawa és mtsai. 1960, Holb 2008). Megfigyeltiik, hogy a
Monilinia fructicola korokoz6 gyakran a termések kocsanyan keresztiil is behatol a vesszébe,
amelyek késobb 30-40 cm-es hosszliisagban elhalnak. Csehorszagban alma hajtasokon figyelték
meg ezeket a tiinetet (Duchoslavova és mtsai. 2007). Ritchie (2000) szerint is ez a M. fructicola
karositasa kovetkeztében alakulhat ki, Holb (2008) a M. laxa korokozonal nem emliti ezt a tiinetet.
A pomadzi és gonci kajszi iiltetvényekben kialakult kései hajtaselhalashoz hasonl6 tiinetek nem
szerepelnek az irodalmakban. A M. laxa korokozé hajtasnévekedés lezarulta utan fertézte meg a
hajtascsucsot €s a hajtas végén talalhato leveleket, a fert6zés innen terjedt a hajtas idésebb részei
felé. Véleményiink szerint a korokozo sebzéseken vagy sériiléseken keresztiil fert6zhette meg a
hajtasokat, mert a M. laxa altalaban nem képes az ép epidermiszen keresztiil megfert6zni a névényi
szoveteket (Batra 1991).

A M. linhartiana korokozo altal fert6zott birs hajtasokon kialakulo tiinetek megegyeztek a
mas szerzOk altal megfigyeltekkel (Alexandrescu és Morea 1964, Nevado €s mtsai. 2011), azonban
a viragok elhaldsat egyik esetben sem figyeltiik meg (Schellenberg 1923, Moral és mtsai. 2011).
A birsvirdgok rothadasat Prillieux és Delacroix (1893) emliti. Schellenberg (1923) és Moral ¢és

mtsai. (2011) leirasa alapjan a fert6zott levelek a birsvirdgokra emlékeztetd illatot bocséjtanak ki,
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amellyel a konidiumokat terjeszté rovarokat igyekszenek a levelekhez vonzani. Ezt a jelenséget

Woronin (1880) figyelte meg el6szor a rokon Monilinia urnula faj esetében.

Monilinia fajok morfologiai és tenyészbélyegei

A Monilinia fajok azonositasa a morfologiai tulajdonsagok alapjan nem minden esetben
egyértelmiit (OEPP/EPPO 2009). A M. laxa és M. fructicola, valamint a M. fructigena és M.
polystroma exogén sztromainak mérete és szine hasonld (van Leeuwen és mtsai. 2002),
vizsgalataink soran mi sem tudtuk a fajokat egyértelmiien meghatdrozni csupan ezen
tulajdonsagok alapjan.

A M. linhartiana kérokozonak megfigyeléseink alapjan nincsenek exogén sztromai, a
konidiumlancok a levelek felszinén jonnek Iétre bevonat forméjaban. A legtobb szerz6 nem emliti
sztroma megjelenését (Schellenberg 1923, Wormald 1926, Csorba és Berend 1965, Glits 1978,
Alexandrescu és Morea 1964, Nevado és mtsai. 2011, Moral és mtsai. 2011), kizarolag Batra
(1991) tesz emlitést monografidjaban a gomba exogén sztrémairdl.

A M. linhartiana korokoz6 a konidiumlancok szerkezete alapjan is elkiilonithetd a
Junctoriae alcsoportba tartozo fajoktol. Mikroszkop segitségével megfigyeltilk a konidiumok
kozott talalhatd diszjunktorokat, melyeket mar Woronin (1888) is emlit. A konidiumok atlagos
mérete és a diszjunktorok hosszlisaga megegyezett Sumstine (1913), Berkhout (1923), Altinyay
(1972) és Moral és mtsai. (2011) altal kozolt értékekkel.

A M. laxa, M. fructigena, M. fructicola tenyészbélyegei megegyeznek az irodalmakban
szerepld jellemzokkel (Byrde és Willetts 1977, Barta 1991, OEPP/EPPO 2009). Az altalunk
gyijtott M. polystroma izolatumok tenyészbélyegei van Leeuwen és mtsai. (2002) Japanbol
szarmazd izolatumainak tenyészbélyegeire hasonlitanak a legjobban, a tenyészetek sugaras
szerkezetliek, kezdetben vilagossarga szintiek. A Petroczy ¢€s Palkovics (2009) altal
megfigyeltekkel ellentétben nem alakult ki nagymennyiségli Iégmicélium a tenyészetekben és a
tenyésztek szerkezete sem homogén. Fekete sztromatikus képletek jelentek meg nagy
mennyiségben a tenyészetekben, gyakran koncentrikus elrendezddésben, ahogy azt szdmos szerzd
emliti (van Leeuwen és mtsai. 2002, Petroczy és Palkovics 2009, Martini és mtsai. 2014a, 2015).
A sztromatikus képletek megjelenését a leoltast koveté 7 napon beliil tapasztaltuk, mig van
Leeuwen ¢és mtsai. (2002) és Petroczy és Palkovics (2009) 10-12 nap elteltével figyelték meg
kialakulasukat.

A M. linhartiana korokozo tenyészbélyegeir6l kevés irodalmi forras all rendelkezésre
(Berkhout 1923, Moral és mtsai. 2011). Tapasztalataink részben megegyeznek az altaluk

megfigyeltekkel, miszerint a kolonidk kezdetben fehér, vilagossarga szinliek €s a tenyésztésre a
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PDA taptalaj a legmegfeleldbb. Ellentétben viszont Moral és mtsai. (2011) megfigyeléseivel a
tenyészetek széle nem ép, hanem csipkés €s mikrokonidiumok képzddését sem figyeltiik meg. A
szerzOk nem emlitik sztromatikus képletek megjelenését a tenyészetekben. A magyar izolatumok
tiszta tenyészeteiben apro, barna sztromatikus képletek jelentek meg, mig a torok izolatumban

ezek fekete szintiek voltak és igen nagy mennyiségben képzddtek.

Monilinia fajok molekularis azonositasa

A molekularis azonositas soran a multiplex PCR modszer (Petroczy és mtsai. 2012) az
irodalmakban szerepl6 hosszisagu 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 bp-t. A
mind a négy izoldtum esetében 342 bp hosszsagh volt. A birs monilinias betegségének
korokozoja a M. laxa fajtol a fragmentum hosszisaga alapjan nem valaszthaté el, mert
mindosszesen egy bazis koztiik a kiilonbség.

A M. polystroma és M. linhartiana izolatumokat ITS régiojuk bazis sorrendje alapjan is
azonositottuk. A M. polystroma izolatumok teljes egyezést mutattak a nemzetkozi adatbazisban
talalhato M. polystroma izolatumokkal a vizsgalt referenciaszakaszon. Van Leeuwen és mitsai.
(2002) az I1TS1-5,8S riboszomalis DNS- ITS2 régio 5 bazisparnyi kiilonbsége alapjan kiilonitették
el a fajt a M. fructigena fajtol. Izolatumainkban mind az 5 szubsztitucido megtalalhat6. A M.
linhartiana faj vizsgalatakor az izolatumok a M. linhartiana faj kiilf6ldi izolatumai mellett a M.
aucupariae faj izolatumaival is 99,8%-o0s hasonlosagot mutattak az ITS1-58S rDNS-ITS2
szakaszon. A 28S rDNS gén részletének vizsgalatakor sajat M. linhartiana izolatumaink
egymassal mutattak a legnagyobb hasonlosagot, a M. aucupariae izolatumoktol elkiiloniiltek.

A Disjunctoriae alcsoportba tartozo fajok azonositasat nagyban megkonnyiti gazdanovény
preferencidjuk. Az almatermésiieket fert6zo fajok mono- vagy oligofagok, azaz kizarolag egy fajt
vagy egy nemzetség fajait képesek megfertézni (Schellenberg 1923). A M. linhartiana faj
kartételét kizarolag Cydonia oblonga fajon (Batra 1991, Farr és Rosmann 2015), mig a M.
aucupariae fajt Sorbus aucuparia és Sorbus commixta fajokon figyelték meg (Farr és Rosmann
2015).

Monilinia fajok evoliciéja és a fajok rokonsagi viszonyai
Wang ¢s mtsai. (2006) a Helotiales rend filogenetikai viszonyainak vizsgalata soran
nehézségekbe litkoztek, mert a klasszikus és a molekularis filogenetika eredményeit sokszor

egymasnak ellentmondonak talaltak. Az ITS régio filogenetikai vizsgalataval kimutattak, hogy a
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Ciborinia és a Sclerotinia nemzetségek egyes fajai kozelebbi rokonsagi viszonyban allnak egyes
Monilinia fajokkal, mint a nemzetség tagjai egymassal (Carbon és Kohn 1993, Holst-Jensen és
mtsai. 1997).

vizsgalatakor nagyfokt hasonlésagot figyelt meg az ide tartoz6 nemzetségek €s fajok kozott, ebbol
kovetkeztettek arra, hogy a csalad viszonylag késon alakult ki. Vizsgalatunk soran a Junctoriae és
Disjunctoriae alcsoportok mind a négy vizsgalt régié szekvenciai alapjan elkiilontiltek. Barta
(1991) szerint a Junctoriae fajai Gsibb szarmazastiak. Erre utal az is, hogy a Rosaceae csalad
szamos fajat képesek megfertdzni, konnyen terjednek és nincsenek a terjedésre specializalodott
képleteik (diszjunktoraik). A kovetkez6 evolucios 1épés a Rosaceae fajait fert6z6 Disjunctoriae
alcsoport kifejlédése lehetett. Gazdandvénykoriik sziikebb, megjelennek a diszjunktorok, valamint
rovar vektorokra van sziikségiik, amelyeket illatanyagok kibocsajtasaval vonzani képesek
(Woronin 1880, Schellenberg 1923). Ezt kovetden a Disjunctoriae csoport 01j gazdandvénykorrel
boviilt, kialakultak az Ericaceae csaladot fert6z6 fajaik. Evoltciosan a legfejlettebbnek a M. ledi
és a M. alpina fajt tartjak (Batra 1991), melyek életciklusa szoros kapcsolatban all a
gazdanovényeik fejlodési stadiumaval. Ennek a két fajnak két gazdanovényre van sziiksége
¢letciklusa befejezésékez, aszkospordinak képzését az egyik gazda fogékony novényi részeinek
megjelenéséhez, konidiumainak képzddését a maésik gazda fogékony ndvényi részeinek
megjelenéséhez igazitja (Batra 1991).

Bryde és Willets (1977) a Monilinia fajok 6sét a M. laxa fajhoz tartja hasonlonak, mert a
faj vilagszerte elterjedt, nagyon véltozékony, nem alakultak ki teriileti vagy gazdandvényre
specializalddott valtozatai (Fulton és mtsai. 1999, Gril és mtsai. 2008). Feltételezések szerint a M.
fructigena és M. fructicola ebbdl a fajbol alakult ki, mielétt a M. laxa elveszitette az apotécium
képzo képességét (Bryde és Willets 1977). A M. fructigena és rokon fajai a M. laxa-szerti s
almatermésiickre specializalodott alfajabol alakultak ki (Bryde and Willetts 1977).

Kis interspecifikus ¢és intraspecifikus kiilonbségeket figyeltiink meg a Monilinia fajok
vizsgalt régidiban a korabbi vizsgalatokhoz hasonloan (Holst-Jensen és mtsai. 1997, loos és Frey
2000, Fulton és mtsai. 1999, Volkova és mtsai. 2013, Poniatowska és mtsai. 2015). A magyar
1zolatumok 5,8S rDNS génje teljes egyezést mutatott. A 28S rDNS génjében a valtozékonysag a
Junctoriae és Disjunctoriae alcsoport fajai kozott jelent meg. Moral és mtsai. (2011)
eredményeihez hasonloan az ITS1 régidban nagyobb intraspecifikus valtozékonysagot mutattunk
ki, mint az ITS2-ben.

Vizsgalatunk soran a Junctoriae alcsoport fajai nagyfoku hasonldésagot mutattak. Az ITS1
- 5,8S rDNS - ITS2 régio alapjan a M. fructicola és a M. laxa, valamint a M. fructigena és M.
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polystroma fajok kozelebbi rokonsagban allnak egymassal. A filogenetikai analizist a klasszikus
mikologiai modszerek eredményei is alatamasztjak. A fajok sztromainak szinében és méretében,
fertdzési ciklusaban (virag és termés fertdzo vagy csak termés fert6zo), tenyészbélyegeiben szintén
megfigyelhetéek hasonlésdgok. Nagyfokil hasonlésdgukat igazolja tovabba, az hogy a M.
polystoma fajt csak 2002-ban kiilonitették el a M. fructigena fajtol (van Leeuwen és mtsai. 2002).

Holst-Jensen és mtsai. (1997) Kanadabdl, Norvégiabol és Daniabdl szarmazo M. laxa, M.
fructigena és M. fructicola izolatumait nem tudta elkiiloniteni a 28S rDNS szekvencidja alapjan.
Filogenetikai vizsgalatunk soran a M. fructigena izolatumok kismértékben kiilonboztek, de a M.
laxa, M. fructicola és M. polystroma izolatumok 100%-o0s azonossagot mutattak.

Fan és mtsai. (2010) ISSR markereket Gell és mtsai. (2007) RFLP markereket hasznaltak
fel Monilinia populaciok genetikai diverzitasanak megallapitasara. Vizsgalataik alapjan a M.
fructicola és a M. fructigena fajok allnak kozelebbi rokonsagban, mig a M. laxa tolik
meglehetdsen kiilonbdzik. Ezzel szemben Szdédi és mtsai. (2012) hazai populéciok mikroszatelit
markerekkel tortént vizsgalata soran a M. laxa és M. fructigena korokozok kozott szorosabb
rokonsagot allapitottak meg, mint a M. fructicola korokozoval. A cyp5l és a tub2 gének
filogenetikai elemzése alapjan a sajat M. laxa izolatumok is kdzelebbi rokonsagi viszonyban allnak

a M. fructigena fajjal, mint a M. fructicola-val.

Fungicidek hatékonysaga

A M. linhartiana korokozé ellen eredményeink alapjan a kovetkezé hatéanyagok
hasznalatat javasoljuk: boszkalid+piraklostrobin, fludioxonil+ciprodinil, iprodion, kaptan,
mankoceb, miklobutanil, prokloraz, propineb, tebukonazol+trifloxistrobin. A réztartalma
készitmények (réz(I)oxid, rézhidroxid, rézoxiklorid, tribazikus rézszulfat) gyakorlati dézisban
megfeleléen gatoltdk a koérokozo fejlddeését, viszont hatékonysaguk tizszeres higitdsban
lecsokkent, igy ezen készitmények kijuttataskor fokozottan ligyelni kell a megfeleld boritottsag
elérésére és a dozis preciz beallitasara. A szakirodalomban a kontakt hatéanyagokrol fellelhetok
vizsgalatok. Radman (1970) 0,25%-0s kaptan és 0,2%-os rézoxiklorid keverék hatékonysagat
vizsgalta. Megfigyelései szerint a virdgzas kezdetétdl 8-10 naponként négyszeri kezelés nem
bizonyult megfelel hatékonysagunak. Sokkal jobb eredményt értek el, amennyiben a vegyszeres
védekezést riigypattanastol kezdték el. Tafradzhiiski és Angelov (1977, 1979) a benomil
hatéanyagot javasoljak, akar harom egymas utani kezelésben is. Altinyay (1975) a thiuram és a
kaptan hatéanyagokat talalta hatékonynak. Popescu (2011) kisérlete soran a viragzas el6tti 1%-0s
rezes kezelés, valamint a viragzas alatti 0,3%-o0s cineb és viragzas utan 0,03%-0s miklobutanil

hat6anyaggal torténd permetezes csOkkentette a fertdzés gyakorisagat és mértékét. Moral és mtsai.
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(2011) részletesen vizsgaltak a korfolyamatot és véleménylik szerint sem a viragfertdzés elleni
védekezés a legmegfelelobb. A szerzok szerint a levelek aszkosporas fertézodését kell
megakadalyozni, ezzel elkeriilhet6 a viragokat fert6z6 konidiumok képzddése.

Vizsgalatunk soran a ciprodinil gyakorlati dozisa a M. fructicola és M. linhartiana
tenyészetek novekedését jelentdsen gatolta. A M. laxa tenyészetek 25%-a, a M. fructigena
tenyészetek 89%-a fejlédott a hatdanyag jelenlétében, valamint mindkét M. polystroma izolatum.
Fazekas (2014) a M. laxa tenyészetek novekedését tapasztalta a leoltast kovetd tizedik napon a
gyakorlati dozis kétszeresének haszndlata soran. A tizszeres higitas soran a fungicid gétlo hatasa
tovabb csokkent, viszont a M. fructicola izolatumokra tovabbra is fungicid hatasu. A fludioxonil
¢s ciprodinil hatéanyagu Switch hatékonysaga kiemelkedd (Lantos és mtsai. 2013). A készitmény
tizszeres higitasban is megfelel6en gatolta a M. laxa és M. fructicola tenyészeteket. Emiry és mtsai.
(2002) M. fructicola izolatumok vizsgalata soran a kétkomponensti készitmények esetén a
hatdanyagok egymast erésitd hatasat figyelték meg. A M. fructicola fertdzése ellen szabadfoldi és
laboratériumi hatasvizsgalatai alkalmaval is hatékonynak taldlta a ciprodinil és fludioxonil
kombinéciojat Zidari¢ és mtsai (2011). Peric (2008) meggy iiltetvényekben végzett kisérletei soran
a ciprodinilt kozepes — magas hatékonysaguként értékeli M. laxa altal karositott teriileteken.
Monilinia fajokban nem mutattak ki a ciprodinil hatdbanyaggal szembeni rezisztenciat, a FRAC
kozepesen kockazatos hatdéanyagnak tartja a rezisztencia kialakuldsdnak valoszinlisége
szempontjabol (Brendt és Hollomon 2007a). A ciprodinil hatéanyag a hazai és kiilfoldi
eredményeket figyelembe véve igen perspektivikus, féleg a M. fructicola korokozo elleni

védekezésben.

Monilinia fajok benzimidazol rezisztenciaja

Hazankban jelenleg a tiofanat-metil hatéanyag hasznalhato a benzimidazol-szarmazékok
koziil. Régebben a karbendazim és benomil hatdanyagok is rendelkeztek engedéllyel. A
benzimidazol-szarmazékok kapcsan szamos orszagban mutattak ki rezisztenciat (Lichou és mtsai.
2002, Ma és mtsai. 2003, 2005, Thomidis és mtsai. 2009, May-De Mio és mtsai. 2011, Weger és
mtsai. 2011). Malandrakis és mtsai. (2012) felmérése alapjan a gorogorszagi Monilinia laxa
populaciok 37%-a rezisztens a benzimidazolokra. Egiien és mtsai. (2015) vizsgalatai alapjan a
spanyol M. fructicola populaciok 95%-a rendelkezik rezisztenciaval. Spanyolorszagban Egiien és
mtsai. (2016) vizsgalatai alapjan a M. laxa populaciok 38%-a rendelkezett rezisztenciaval 2006-
ban, majd 2010-ben ez az érték mar meghaladta a 90%-ot.

Vizsgalataink sordn 1 mg/l koncentracioban kevertiik a hatdanyagot a taptalajokhoz,

melyeken a M. laxa izolatumok 21%-a, M. fructicola izolatumok 88%-a, a M. linhartiana
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izolatumok koziil 2, a M. fructigena izolatumok és a M. polystroma izolatumok koziil 1-1 indult
fejlédésnek. Irodalmi adatok szerint azok a tenyészetek, amelyek 1 mg/l koncentracidban
novekednek, rezisztenciaval rendelkeznek (Ma és mtsai. 2003, 2005). Hazdnkban t6bb alkalommal
végeztek vizsgalatot a hatdanyagokkal, azonban rezisztens populaciok kialakuldsat korabban nem
figyelték meg. Szddi és munkatarsai (2008) vizsgalatai soran a M. laxa és M. fructigena
izolatumok ndvekedését minden esetben gatolta a benomil 2 mg/l-es koncentracidja. Fazekas
(2014) vizsgalataiban, valamint korabbi sajat eredményeim alapjan (Lantos és mtsai. 2013) is
érzékenynek bizonyultak a M. laxa és M. fructigena izolatumok. Mandoki és Varga (2011)
modszeriinkkel megegyezden 1 mg/l-es szinten vizsgalta a tiofanat-metil hatékonysagat és a 2008-
ban gyiijtott M. fructicola izolatumok mindegyikét érzékenynek talaltak.

Azokat az izolatumokat, amelyek 1 mg/l-os dozis mellett fejlodésnek indultak, 50 mg/1-es
dozison is vizsgaltuk. 50 mg/l koncentracion kizardlag M. fructicola izolatumok névekedtek: 15
izolatumbdl 13 indult fejlédésnek. Ezek az izolatumok magas szintii rezisztenciaval rendelkeznek
(Ma és mtsai. 2003). Hasonlo, magas koncentracio jelenlétében is fejlédé M. fructicola izolatumot
korabbi vizsgalatunk soran is megfigyeltiink, ez az izolatum a tiofanat-metil készitmény gyakorlati
dozisaban (1000 mg/1) tesztelve is micéliumot fejlesztett €s sporulalt (Lantos és mtsai. 2013).

A rezisztencia molekularis hatterének vizsgalatakor az 50 mg/l-es koncentracion fejlédé
izolatumok B-tubulin génjében az E198A mutaciét mutattuk ki. Ez a mutacié a M. fructicola
izolatumokban alakult ki, amely sordn a GAA triplet GCA-ra cserélddott, igy glutaminsav helyett
alanin épiilt be a fehérjelancba. Ez a Monilinia fajoknal leggyakrabban kialakul6 mutacio, amely
soran magas szintll rezisztencia alakul ki (Ma és mtsai. 2003, Luo és mtsai. 2007, Weger €és mtsai.
2011, Fan és mtsai. 2014), igy elképzelhetd, hogy a mutacié nem a helytelen eurdpai névényvédo
szer felhasznalas miatt alakult ki, hanem Amerikabol mar rezisztens egyedek érkeztek és terjedtek
el Europaban. A masik négy Monilinia faj 198-as kodonjaban a GAG bazisharmas talalhato,
melybdl szintén kialakulhat a magas rezisztenciat kédold mutacio, itt a GAG triplet GCG-vé
alakul, igy szintén alanin épiil be a mutans egyedek fehérjelancaba (Malandrakis és mtsai. 2012).
Az Oculimacula yallundae (Wallwork & Spooner) Crous & Gams korokozonal megfigyelték,
hogy a rezisztencia mértéke a beépiild aminosavtol is fligg (Albertini és mtsai. 1999).

Az alacsony rezisztenciaval rendelkez6 izolatumokban két pontmutdciot azonositottak,
melyek felelosek az érzékenység csokkenésért. M. fructicola izolatumokban a 6-0S aminosav
mutacidja kdvetkeztében hisztidin helyett tirozin épiil be a fehérjébe (Fan és mtsai. 2014, Ma és
mtsai. 2003). A M. laxa izolatumoknal a 240-es aminosavat kodolo szekvenciaban kovetkezik be
szubsztitlicio, igy leucin helyett fenil-alanin transzlalodik (Ma és mtsai. 2003). Vizsgalataink soran

mi csak az érzékeny genotipushoz tartozo tripleteket mutattuk ki. Bar a mérgezett agarlemezen
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végzett vizsgalatok eredményei alapjan mind az 6t Monilinia faj izolatumai kozott talalhatok
alacsony rezisztenciaval rendelkez6 egyedek, de az érzékenység csokkenés hatterében nem a két,
fent emlitett pontmutacio all. A rendelkezésre allo szekvencia részlet mas pontjan sem talaltunk
olyan mutaciét, amely felelds lehet az érzékenységesokkenésért, igy arra a kovetkeztetésre
jutottunk, hogy amennyiben pontmutécio all a hatékonysag csokkenés hatterében, akkor az a gén
legvégén, az altalunk nem vizsgalt szakaszon talalhatd. A B-tubulin gén teljes szekvencidja nem
ismert egyik Monilinia faj esetében sem, igy nem tudjuk pontosan milyen hosszi a hidnyzo
génszakasz. A nemzetkdzi adatbazisban talalhato B-tubulin szekvencidk koziil csak kevés fajnal
kozolték a teljes gént: a Colletotrichum gloeosporioides f. sp. aeschynomenes Daniel, Tempelton,
Sm. & Fox (U14138) B-tubulin génje 2424 bp hosszu, a Gibberella pulicaris (Kunze) Sacc.
korokozoé (AF484166) 1643 bp, a Penicillium digitatum (Pers.) Sacc. fajé (D78154) 2287 bp, mig
a Pyrenophora tritici-repentis (Died.) Drechsler fajé (JQ314403) 1567 bp hossztsagu.

Az tiofanat-metil-M 70 WDG jelenleg a cseresznye, meggy, szilva iltetvényekben
rendelkezik engedélyokirattal, a monilinias betegség elleni védelemben legkésébb a viragzas
végéig hasznalhato fel. A M. fructicola fert6zését a viragzas idészakaban eddig még nem figyeltiik
meg, igy a tiofanat-metil rezisztencianak gyakorlati jelentosége egyelére csekély. Azonban az
enyhe telek és az egyre melegedd tavaszi id6jaras mellett, nem lehet kizarni, hogy akar mar néhany
éven belill kialakulhatnak a koérokozd szaméra kedvezd iddjaréasi feltételek a csonthéjasok
viragzasa alatt is.

Sulyos - M. fructicola okozta - termésfert6zést figyeltiink meg 2014 soran soroksari, érdi
¢és soskuti Oszibarack tltetvényekben, igy elképzelhetd, hogy a jovOben kémiai védekezés valik
szlikségessé a termésérés iddszakban is. A rezisztencia kialakuldsa felhivja a figyelmet a
folyamatos monitoring fontossagara a novényvédo szerek hatékonysaga kapcsan. A M. fructicola
ivaros szaporoddsanak kdszonhetden sokkal jobb adaptacios képességgel rendelkezik (Bosshard
¢és mtsai. 2006), mint a M. laxa vagy M. fructigena fajok, ezért a jovében mas hatéanyagokkal
szemben is rezisztens M. fructicola populaciok kialakuldsara szamithatunk nem megfeleld

szerhasznalat esetén.

A légzésgatlo fungicidek hatékonysaga a Monilinia fajokra

A szukcinat-dehidrogendz inhibitorok és a quinon outside inhibitorok a gombak 1égzését
gatoljak. Ezen hatdsmechanizmust készitmények laboratériumi hatasvizsgalatat megneheziti,
hogy az anyagcsere utak blokkolasa esetén a 1égzés képes alternativ anyagcsere utakon tovabb
folytatodni, igy a vizsgalat sordn hamis eredményeket kaphatunk (Grasso és mtsai. 2006,

Fernandez-Ortuiio és mtsai. 2008). A strobilurinok esetén a szalicil-hidroxamat (SHAM)
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taptalajhoz keverésével blokkoljak az alternativ oxidazt, amely specifikusan ennek az enzimnek a
mukodését gatolja (Olaya és Koller, 1999a, 1999b, Ziogas és mtsai. 1999, Avila-Adame ¢s Koller,
2003, Zhang ¢és mtsai. 2008). Spiegel ¢s Stammler (2006) szerint azért sziikséges blokkolni ezen
respiracios utakat, hiszen a természetben elenyészo jelentdségiik. Amiri és mtsai. (2010) és Hu és
mtsai. (2011) Monilinia fajok vizsgalata soran kimutattak, hogy a SHAM-ot nem sziikséges a
boszkaliddal mérgezett taptalajokhoz keverni, mert a gatlasi eredményeket nem befolyasolja.

Vizsgalatunk soran a boszkalid igen gyenge gatld hatast fejtett ki, a M. laxa és M. fructicola
fajok esetén az atlagos gatlasi % nem érte el a 40-et, a M. fructigena faj esetén a 10-et.
Véleménylink szerint a gyenge eredmények okai nem a hatéanyag hatékonysagaban keresendéek,
hanem a tesztelés modszerében. Amiri €és mtsai. (2010) PDA taptalajon vizsgalta a 1égzésgatld
fungicideket. Spiegel ¢s Stammler (2006) dupla koncentracioji éleszto és baktopepton tartalmu
(YBA, Yeast Bacto Acetate medium) taptalajt hasznalt. Hu és mtsai. (2011) részletesen vizsgaltak
a boszkalid hatékonysaganak meghatarozasara alkalmas taptalajokat. A 9 kiprobalt készitmény
koziil a minimalis tdpanyag tartalmu taptalajt (MM, minimal medium: gliikkdz, Ko2HPO4, KH2P Oy,
(NH4)2S04, MgSO4*7H-0, ¢leszt6 kivonat, agar) tartjak a legmegfelelébbnek, a jovOben ezt a
taptalajt lenne célszerti alkalmazni a boszkalid vizsgalatara.

A piraklostrobin szintén gyengén gatolta a M. laxa, M. fructigena és M. fructicola
tenyészetek fejlodését. Az azoxistrobin csokkent hatékonysagat mutattuk ki kordbbi vizsgalatunk
soran (Lantos és mtsai. 2013). A strobilurinokkal szembeni csdkkent érzékenység szdmos mas
tanulmanyban is szerepel: Villani és Cox (2008), Amiri és mtsai. (2010), May De Mio és mtsai.
(2011), Halbrendt és mtsai. (2013), Chen és mtsai. (2014). Mas aszkuszos gomba nemzetségekben
a citokrom B génben kialakul6 pontmutaciok feleldsek a rezisztencia kialakulasaért (Kim és mtsai.
2003, Sierotzki és mtsai. 2007, Ishii és mtsai. 2011). Izolatumainkban a 129, 137 és a 143-as
kodonok kornyezetének szekvencia sorrendjét hataroztuk meg, viszont pontmutaciot egyik
kodonban sem mutattunk ki. Sajat izolatumaink a 129-es és 143-as kodonok helyén ugyanazokat
a tripletek tartalmaztak, mint Miessner és Stammler (2010) és Lou és mtsai. (2010) Monilinia
izolatumai. A 137-es kodonban viszont Miessner és Stammler (2010) vizsgélatai szerint GCT
bazisharmas talalhato a M. laxa, M. fructigena és M. fructicola fajoknal, mig Lou és mtsai. (2010)
izolatumaiban €s a magyar izolatumokban GGT triplet.

Hily és mtsai. (2010) szerint a M. laxa és M. fructicola fajoknal a magas szintii rezisztenciat
kialakité6 G143 A mutacio kialakulasanak valosziniisége korlatozott, mert a beépiild uj aminosav
akadalyoznd az mRNS érését €s funkcioképtelen fehérje jonne 1étre. Jiang €s mtsai. (2009) viszont
a Botrytis cinerea Pers. korokozo rezisztenciajat vizsgalva azt figyelték meg, hogy ha a G143A

mutacio 1étrejott a citokrom B génben, akkor kdzvetleniil a pontmutéacidt kovetd intron mar nincs
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jelen a génben. Lou és mtsai. (2010) valodszintisitik, hogy a M. fructicola faj minden egyedében
megtalalhatd ez az intron. Vizsgalataink soran mi is kimutattuk az intron jelenlétét az Gsszes
magyar M. laxa és M. fructicola izolatumban. A M. fructigena faj citokrom B génjében viszont
nincs jelen intron kozvetleniil a kodont kovetden (Miessner és Stammler 2010, sajat adatok), igy

ennél a fajnal konnyebben alakulhat ki a mutacio.

Monilinia fajok triazol rezisztenciaja

A triazol szarmazékok koziil szamos készitmény engedélyezett hazankban. A tebukonazol
koncentracioja fungicid hatasunak bizonyult. Irodalmi adatok alapjan a tebukonazol elvalaszto
koncentracioja (0,1 ml/l) alacsonyabb (May-De Mio és mtsai. 2011), mint a penkonazolé¢ (0,3 ml/I)
(Luo és Schnabel 2008), amely a fungicidek eltéré hatékonysagabol eredhet.

Megallapitottuk, hogy tebukonazol hatéanyag esetében a Monilinia laxa izolatumok 65%-
a, a M. fructigena izolatumok 46%-a, a M. fructicola izolatumok 38%-a indult fejlédésnek,
valamint tovabbi 1-1 M. linhartiana és M. polystroma izolatum. Ezek May-De Mio és munkatarsai
(2011) szerint rezisztens izolatumok. A korabbi évek hatasvizsgalatai soran a penkonazol,
prokloraz, miklobutanil és tebukonazol hatdéanyagu készitmények kivaldo hatékonysagiunak
bizonyultak. A miklobutanil és a prokloraz esetében csak 1-1 M. laxa izolatum indult
novekedésnek, masik két hatéanyag pedig fungicid hatast biztositott minden esetben (Mandoki és
Varga 2011, Lantos és mtsai. 2013, Fazekas 2014).

A triazol-szarmazékok két helyen gatoljak a gombak anyagcseréjét: az a-demetilaz enzim
miikodésénél és az ABC transzporterek mitkodésénél. Monilinia fajoknal az a-demetilaz enzim
promdterében azonositottak egy beépiild szakaszt, amely a gén taltermelddéséért felelds. A Mona
genetikai elemet kizarélag Eszak-Amerika allamaiban (Georgia, California, New York, Ohio)
mutattak ki (Luo és mtsai, 2008, Villani és mtsai. 2012). Vizsgalatunk soran nem azonositottuk
ezt az inzerciot a magyar izolatumokban. Ez vélhetéen akkor valt volna lehetségessé, ha pont
azokbol az allamokbol keriiltek volna hozzank olyan rezisztens M. fructicola vonalak, amelyek
hordozzak a Mona genetikai elemet. A Penicillium digitatum (Pers.) Sacc. Hamamoto és mtsai.
(2000), Blumeriella jaapii (Rehm) Arx Ma ¢és Michailides (2005) Venturia inaequalis (Cooke)
Winter (Schnabel and Jones, 2001) esetén is kimutattak beépiilé szakaszokat a cyp51 gén promoter

Monilinia fajok esetében mesterségesen (UV sugarakkal) indukalva létrehoztak és
kimutattak a cyp51 génben a Y 136F pontmutacidt (Chen és mtsai. 2012). Megtigyeléseik szerint

viszont azoknak az izolatumoknak, amelyek rezisztenssé valtak, csokkent a fitnessziik: lassabban
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fejlédott a micéliumuk taptalajon, kisebb mértékii volt a sporulacio és a fertdzott gytimolesokon
is lassabban terjedt a 1ézi6. Ezek az egyedek természetes koriilmények kozott nem maradnanak
fenn, kiszelektalodndnak. Chen és munkatarsai (2012) azonban elképzelhetonek tartjak, hogy a
pontmutacié kialakulasa esetén a genomban bekovetkezd tovabbi valtozasokkal életképes
populaciok johetnek létre, melyek rendelkeznek a triazol-rezisztenciaval, hiszen szamos faj esetén
jon létre természetes Giton mutacio a 136-0s aminosavban. A Blumeria graminis, Erysiphe necator,
Mycosphaerella graminicola és M. fijiensis fajok esetében példaul stabil populaciok és erds
rezisztencia alakul ki a mutacié megjelenésekor (Délye és mtsai. 1997, 1998, Leroux és mtsai.
2007, Canas-Gutierrez és mtsai. 2009).

Az izolatumaink cyp51 génjében nem taldltunk olyan pontmutaciot, amely felelOs lehet az
érzékenység csokkenésért. A M. fructicola izolatumok 100%-o0s egyezést mutattak egymassal és
az adatbazisban talalhato érzékeny genotipusok szekvenciaival. A M. laxa, M. fructigena, M.
polystroma ¢és M. linhartiana izolatumokbo6l nem allt kiilfoldi adat rendelkezésiinkre az
Osszehasonlitashoz, igy ezekbdl a fajokbdl tovabbi izolatumokat kell vizsgalni. Elképzelhetonek
tartjuk azt is, hogy az érzékenység csokkenésért felelds valtozas nem itt jon 1étre, hanem az ABC
transzporter génekben. Schnabel és munkatarsai (2003), valamint Luo és Schnabel (2008)
vizsgaltak a triazol rezisztencia kapcsan az ABCI1 transzporter gént, viszont nem talaltak benne a

rezisztenciahoz kothetd valtozast.

Az Eszak-Amerikat (Amiri és mtsai. 2010, Chen és mtsai. 2013) kovetéen Eurdpaban is
megjelentek a multirezisztens Monilinia populaciok (Egiien és mtsai. 2016). Vizsgalataink alapjan
a hazai Monilinia populaciok a legtobb engedélyezett hatoanyagra tovabbra is érzékenyek, esetleg
kisebb érzékenységecsokkenés alakult ki egyes szubpopuldciokban. Eredményeink alapjan
hazankban kizarolag a tiofanat-metil hatdanyagra rezisztens szubpopuldciok taldlhatéak, mely a
jelenlegi termesztési €s védekezési technologidk mellett csak mérsékelt veszélyt jelent a hazai
almatermésii és csonthéjas termesztd dgazatra. A ndvényvédd szerek megfontolt és kovetkezetes
alkalmazasaval a jovében is megdrizhetjiik azok hatékonysagat, igy biztositva a megfeleld

mennyiségll €s mindségl hazai gyiimolcs eldallitasat a fogyasztok szamara.
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6. OSSZEFOGLALAS

A magyarorszagi iiltetvényekben 6t Monilinia faj kartételével szamolhatunk, koziiliik kettd
az utobbi évtizedben keriilt hazdnkba. Az iiltetvényben jelen 1€évé fajok ismerete fontos, mert
meghatarozzak a betegség elleni védekezés modszereit. Az 0j fajok megismerése mellett
elengedhetetlen az 6shonos fajok valtozdsanak nyomon kovetése is, mert korabbi kutatdsok
kimutattak csokkent fungicid érzékenységgel rendelkezd populaciokat hazankban. Kiemelkedéen
fontos a novényvédd szerek hatékonysdganak hosszutdvi megodrzése, hiszen alkalmazéasuk
feltétlentil sziikséges a monilinids betegség elleni védekezés soran.

A Monilinia fajok gyakorisaganak megallapitashoz Magyarorszag teriiletének nagyrészét
lefedé allomanyokbodl gytjtottiink fertdzott novényi részeket. 2012-2015 kozott Osszesen 556
alkalommal izolaltunk Monilinia fajt csonthéjas iiltetvényekbdl, valamint néhany alkalommal
almatermésli gazdandvényekrdl. Az izolatumokat morfologiai és tenyészbélyegek alapjan,
valamint molekularis modszerekkel azonositottuk. A M. laxa a leggyakoribb faj, csonthéjasok
hajtasair6l kizarolag ezt a fajt azonositottuk. Hazankban, egy atlagos évben a M. laxa faj a
megbetegedések feléért felelés. A M. fructicola és M. fructigena karositasara 15-30%-ban
szamithatunk évjarattol fiiggden, a M. polystroma azonban igen ritka. Vizsgalatunk soran el6szor
azonositottuk hazankban a M. polystroma korokozot érett alma- és szilvatermésekrol.
Eredményeink és a szakirodalom ismerete alapjan hazankban a M. fructicola és a M. polystroma
fajok kartételének novekedésére szdmithatunk.

A M. linhartiana korokozot 4 alkalommal izolaltuk magyarorszagi birshajtasokrol.
Elsoként jellemeztilk hazdnkban a gomba morfologiai ¢és tenyészbélyegeit. Igazoltuk
patogenitasukat, majd 21 ndvényvédd szer hatékonysagat teszteltik a korokozora mérgezett
agarlemez modszerrel. A M. linhartiana korokozo ellen a kovetkezé hatdoanyagok hasznalatat
javasoljuk: boszkalid-+piraklostrobin, iprodion, kaptan, miklobutanil, prokloraz, propineb,
tebukonazol+trifloxistrobin. A réz-tartalmu készitmények hatékonysaga tizszeres higitasban
lecsokkent, atlagosan nem érte el a 20%-0t sem. Igy ezen készitmények kijuttataskor fokozottan
tigyelni kell a megfeleld boritottsag elérésére és a dozis preciz beallitasara.

A rezisztencia vizsgalatok sordn 7 hatdanyag hatékonysagat vizsgaltuk klasszikus
agarlemez modszerrel, majd a benzimidazol, triazol és strobilurin hatéanyagokkal szemben
kialakulo rezisztencia molekularis hatterét is vizsgaltuk. A tiofanat-metil és tebukonazol
készitményeket, valamint a boszkalid €s piraklostrobin hatdanyagokat az érze¢keny €s rezisztens
izolatumok elvalasztasara szolgal6 dozisban alkalmaztuk. A ciprodinil, fenhexamid és penkonazol
készitményeket a gyakorlatban is felhasznalt dozisban, valamint annak tizszeres higitasdban

vizsgaltuk.
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A fenhexamid és penkonazol készitmények fungicid hatast nyuajtottak. 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 6sszes izoldtum fejlédésnek 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 szinti tiofanat-metil rezisztenciaval rendelkezett. Kizarélag a M. fructicola izolatumok
kozott voltak olyanok, amelyek magas szinti rezisztenciaval rendelkeznek (6sszesen 69%-uk). A
magas szintli rezisztencidval rendelkezd izoldtumok B-tubulin génjében elsoként mutattuk ki
hazankban az E198A pontmutécio jelenlétét. Az alacsony rezisztenciaval rendelkezd izolatumok
B-tubulin génjében viszont nem talaltunk olyan valtozast, amely kialakithatja az ellenallésagot.
Arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy amennyiben pontmutacioé all a hatékonysag csokkenés
hatterében, akkor az a gén vége felé, 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 hatékonysagat is kimutattuk. A strobilurin rezisztencia a citokrém
B gén pontmutécioi kovetkeztében alakul ki az aszkuszos gombakndl, viszont - hasonléan a
korabbi Monilinia fajokon végzett kutatasokhoz - a citokroém 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 tebukonazol
talaltunk olyan valtozast, amely felelOs lehet az érzékenység csokkenésért. Elképzelhetdnek tartjuk
azt is, hogy az érzékenység csokkenésért felelds valtozas nem itt jon létre, hanem az ABC
transzporter génekben.

A jovében a monilias betegség elleni védekezés soran varhatoéan a termesztoknek tovabbi
kihivasokkal kell majd szembenézniiik. A fajok dominancidjanak atrendezddésével, a M.
fructicola tavaszi fert6zésének megjelenésével, vagy tovabbi rezisztens szubpopulaciok hazankba
kertilésével ill. hazai kialakulasaval a védekezési technologia atalakitasara lehet sziikség. A
tovabbiakban is folytatjuk a dominancia viszonyok valtozadsanak kovetését, a rezisztencia
monitoringot, valamint 0j hatéanyagokat vonunk be a vizsgalatainkba, a hatékony védekezési

stratégidk megOrzése érdekében.
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7. SUMMARY

Five Monilinia species have been observed in Hungarian orchards, two of them were first
reported in the last 10 years. Understanding the occurence of various species and populations is
relevant, because the presence of a species impacts the control measure strategies. Studying the
biology, symptoms and life cycle of the recently appeared species is as important as monitoring
the fungicide sensitivity of species that are present for a long time. Evidence of populations with
reduced fungicide sensitivity was published before but resistant isolates were not found in Hungary
before.

In our survey infected samples were collected all over Hungary. Between 2012-2015,
Monilinia species were isolated 556 times from stone fruit hosts and occasionally from pome fruit
hosts. Morphological and cultural characteristics were determined followed by molecular
identification. M. laxa was the most frequent species. From the shoots and flowers of stone fruits
exclusively this species was identified. M. laxa causes approx. half of the fruit rots, while M.
fructigena and M. fructicola cause 15-30% of the fruit rots each year. M. polystroma was detected
sporadically. M. polystroma was isolated for the first time from mature apple and plum fruits in
Hungary. Considering previous results from other European countries, we expect increased future
significance of M. fructicola and M. polystroma.

M. linhartiana was isolated four times from quince shoots in Hungary. The attributes of
the conidial chains and the isolates were characterized in Hungary for the first time. Pathogenicity
of the fungus was confirmed. Nineteen fungicides were tested by amended agar method. We
recommend the application of the following pesticides against this pathogen:
boscalid+piraklostrobin, iprodion, captan, miklobutanil, procloraz, propineb,
tebuconazol+trifloxystrobin. The efficacy of the copper-containing fungicides was greatly reduced
in 10 times dilution, inhibition did not exceed 20% in average, this is why special attention is
needed to choose an efficient dose and to reach a complete spray coverage.

In fungicide resistance assays performance of 7 active ingredients were investigated,
followed by the analysis of the molecular background of benzimidazole, triazole and strobilurin
resistance in various Monilinia isolates. Fenhexamid and penconazol showed efficient fungicide
performance on the isolates. Thiophanate-methyl and tebukonazol fungicides along with boscalid
and pyraclostrobin fungicide active ingredients were tested in discriminatory doses. Those
Monilinia isolates that are able to grow under these pesticide concentrations possess resistance.
Ciprodinil, fenhexamid and penconazol were tested at field concentrations and also at tenfold

dilution.
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Fenhexamid and penconazol showed excellent fungicide effect in both dilutions. Ciprodinil
blocked M. fructicola and M. linhartiana isolates, but not all M. laxa, M. fructigena and M.
polystroma isolates. Boscalid could not inhibit the growth of any Monilinia isolate, the average
inhibition of species did not reach even 40%.

19% of M. fructicola, 22% of M. laxa, 2 of the M. linhartiana, and 1-1 of the M. polystroma
and M. fructigena isolates showed low resistance to thiophanate-methyl. Sixty-nine percent of M.
fructicola isolates showed high resistance to thiophanate-methyl. The E198A point mutation in
the beta-tubulin gene was first reported from Hungary by us in case of highly resistant M. fructicola
isolates. Other point mutations, which could also result in resistance were not present in this gene.
We assume that lower resistance caused by changes in beta-tubulin gene is probably located in the
second part of the gene which we did not study.

Forty-four percent of M. laxa isolates, 50% of M. fructicola isolates and all of the M.
fructigena isolates were able to grow on pyraclostrobin-containing plates. In previous studies we
also found M. laxa isolates with reduced sensitivity to azoxistrobin. Generally, strobilurin
resistance is caused by mutations in the cytocrome B gene, but we could not detect any of the
F129L, G137R or G143A mutations.

Sixty-five percent of M. laxa, 46% of M. fructigena, 38% of M. fructicola isolates and 2 of
the M. linhartiana and 1 of the M. polystroma isolates showed reduced sensitivity to tebuconazole.
Neither the promoter region nor the full sequence of the a-demethylase gene contained any
variations, which could be responsible for reduced sensitivity. Unlike in the American populations
the mutation does not appear in this gene, but more likely in the ABC transporter genes.

Probably monilinia disease will cause further difficulties for the farmers in the future. The
control strategies would have changed by the changes of the dominancy, or the appearing of the
flower infection of M. fructicola in Hungary, or other resistant subpopulations can show up. The
next years dominancy monitoring and fungicide efficacy studies will go on, supplemented with

other active ingredients as well.

98



10.14751/SZIE.2016.052

8. MELLEKLETEK
1. melléklet: Irodalomjegyzék

1. Abraham R, Ersek T, Kuroli G, Németh L és Reisinger P (2011): Novényvédelem.
Debreceni Egyetem, Nyugat-Magyarorszagi Egyetem, Pannon Egyetem. 79-80.

2. Aderhold RFT und Ruhland W (1905): Zur Kenntnis der Obstbaum-Sklerotinien. Arbeiten
aus der Biologischen Reichsanstalt fiir Land- und Forstwirtschaft, 4(5): 427-442.

3. Agrios GN (1978): Plant Pathology (2th Edition). London. Academic Press. 631-640.

4.  Albertini C, Gredt M and Leroux P (1999): Mutations of the b-tubulin gene associated
withdifferent phenotypes of benzimidazole resistance in the cereal eyespot fungi Tapesia
yallundae and Tapesia acutormis. Pesticide Biochemistry and Physiology, 64: 17-23.

5. Alexandrescu A and Morea | (1964): Contributii lastudiul boilogiei si combaterii ciupercii
Monilinia linhartiana /Prill.et Delacr./ Honey. Annalele sectiei de Protectia Plantelor, 3: 115-125.

6.  Altinyay N (1972): Investigations on the biology situation and chemical control of Monilinia
linhartiana Prill. et Dell. on the quinces in Amasya. Yeni Desen, Ankara 44.

7. Altinyay N (1975): Amasya ve Samsun illerinde ayvalarda zarar yapan Monilia linhartiana
Prill. et Del'in apothes olusumu uzerinde arastirmalar. Bitki Koruma Biilteni, 15(3): 139-161.

8.  Altschul SF, Gish W, Miller W, Myers EW and Lipman DJ. (1990): Basic local alignment
search tool. Journal of Molecular Biology, 215(3): 403-10.

9.  Amiri A, Brannen PM and Schnabel G (2010): Reduced sensitivity in Monilinia fructicola
field isolates from South Carolina and Georgia to respiration inhibitor fungicides. Plant Disease,
94: 737-743.

10. Avila-Adame C and Koller W (2003): Impact of alternative respiration and target-site
mutations on responses of germinating conidia of Magnaporthe grisea to Qo-inhibiting fungicides.
Pest Management Science, 59: 303-3009.

11. Balogh S ¢és Kovacs V (1974): Novényvédelmi technologidk. Mezdgazdasagi Kiado.
Budapest. 238.

12. Batra LR (1979): First authenticated North American record of Monilinia fructigena, with
notes on related species. Mycotaxon, 8(2):476-484.

13. Batra LR (1983): Monilinia vaccinii-corymbosi (Sclerotiniaceae): Its Biology on Blueberry
and Comparison with Related Species. Mycologia, 75(1): 131-152.

14. Batra LR (1991): World species of Monilinia (Fungi): Their ecology, biosystematics and
control. Mycologia Memoir, 16: 135.

15. Batra LR and Harada Y (1986): A Field Record of Apothecia of Monilinia fructigena in
Japan and Its Significance. Mycologia, 78(6): 13.

99


http://www.mycobank.org/BioloMICS.aspx?Table=Mycobank%20literature&Rec=13395&Fields=All
http://www.mycobank.org/BioloMICS.aspx?Table=Mycobank%20literature&Rec=13395&Fields=All

10.14751/SZIE.2016.052

16. Baura GT, Szaro M and Bruns TD (1992): Gastrosuillus laricinus is a recent derivative of
Suillus grevillei: molecular evidence. Mycologia, 84: 592-597.

17. Belbahri L, McLeod A, Paul B, Calmin G, Moralejo E, Spies CFJ, Botha WJ, Clemente A,
Descals E, Sanchez-Hernandez EE and Lefort F (2008): Intraspecific and within-isolate sequence
variation in the ITS rRNA gene region of Pythium mercuriale sp. nov. (Pythiaceae). FEMS
Microbiology Letters, 284 (1): 17-27.

18. Berkhout CM (1923): De Schimmelgeslachten Monilia, Oidium, Oospora en Torula.
Doctorate Thesis, Published by University of Ultrecht. 12—35.

19. Bertram HE (1916): A study of the brown rot fungus in northern Vermont. Phytopathology,
6: 71-78.

20. Biggs AR, Hickey KD and Yoder KS (1995): Brown Rot - Monilinia fructicola. In: Hogmire
HW (Ed.): Mid-Atlantic Orchard Monitoring Guide. NRAES. New York, USA. 25.

21. Boehm EWA, Ma Z and Michailides TJ (2001): Speciesspecific detection of Monilinia
fructicola from California stone fruits and flowers. Phytopathology, 91: 428-439.

22. Bosshard E, Hilber-Bodmer M, Schéarer H-J, Biinter M and Duffy B (2006): First report of
the quarantine brown rot pathogen Monilinia fructicola on imported stone fruits in Switzerland.
Plant Disease, 90: 1554.

23. Box GEP and Cox DR (1964): "An analysis of transformations"”. Journal of the Royal
Statistical Society, Series B, 26(2): 211-252.

24. Brent KJ and Hollomon DW (2007a): Fungicide resistance in crop pathogens: How can it
be managed? FRAC Monograph No. 1 (2nd, revised edition) Fungicide Resistance Action
Committee, Briisszel, Belgium. 5-46.

25. Brent KJ and Hollomon DW (2007b): Fungicide resistance: The assessment of risk FRAC
Monograph No. 2 (second revised edition), Fungicide Resistance Action Committee. 1-28.

26. Brooks C, Bratley CO and McColloch LP (1936): Transit and storage diseases of fruits and
vegetables as affected by initial carbon dioxide treatments. U.S. Department of Agriculture
Bulletin, 519: 23.

27. Buban T, Glits M, Gonda I, G. Té6th M, Harmat L, Hrotko K, Kallay T, Nyéki J, Papp J,
Pénzes B, Porpaczy A, Simon G, Sipos BZ, Soltész M, Szabo6 L, Szab6 Z, Szalay L, Timon B,
Toth T és Valyi [ (2004): Szilva. In Pap J (szerk): A gyliimolcsok termesztése 2. Mezdgazda Kiado,
Budapest. 197.

28. Byrde RJW and Willets HJ (1977): The brown rot fungi of furuit. Their biology and control.
Pegamon Press. Oxford. 156-377.

29. CABI (2016): Monilia polystroma (Asiatic brown rot) Datasheet. Systematic Mycology &
Microbiology Laboratory, USDA-ARS, USA.
http://www.cabi.org/isc/datasheet/34755#20113091538. Kereséprogram: Google. Kulcsszavak:
Monilia polystroma Datasheet. Lekérdezés idopontja: 2016.02.25.

100


http://www.cabi.org/isc/datasheet/34755#20113091538

10.14751/SZIE.2016.052

30. Campbell CL and Madden LV (1990): Introduction to Plant Disease Epidemiology. John
Wiley and Sons, New York, USA. 10-12.

31. Canas-Gutierrez GP, Angarita-Velasquez MJ, Restrepo-Florez JM, Rodriguez P, Moreno
CX and Arango R (2009): Analysis of the CYP51 gene and encoded protein in propiconazole-
resistant isolates of Mycosphaerella fijiensis. Pest management science, 65(8): 892—899.

32. Capote N, Pastrana AM, Aguado A and Sanchez-Torres P (2012): Molecular tools for
detection of plant pathogenic fungi and fungicide resistance. In: Cumagun CJ (Ed.): Plant
pathology. 151-202. http://www.intechopen.com/books/plantpathology/molecular-tools-for-
detection-of-plant-pathogenic-fungi-and-fungicide-resistance Kereséprogram: Google.

Kulcsszavak: Molecular tools for detection of plant pathogenic fungi. Lekérdezés idépontja:
2016.02.25.

33. Carbone I and Kohn L (1993): Ribosomal DNA sequence divergence within internal
transcribed spacer 1 of the Sclerotiniaceae. Mycologia, 85: 415-427.

34. Chalkley D (2016): Systematic Mycology and Microbiology Laboratory, ARS, USDA.
Invasive Fungi. Asiatic brown fruit rot - Monilia polystroma. http://sbmlweb/fungi/index.cfm.
Keresdprogram: Google. Kulcsszavak: Asiatic brown fruit rot. Lekérdezés idépontja: 2016.02.25.

35. ChenF, Liu X, Chen S, Schnabel E and Schnabel G (2013): Characterization of Monilinia
fructicola strains resistant to both propiconazole and boscalid. Plant Disease, 97:645-651.

36. Chen SN, Shang Y, Wang Y, Schnabel G, Lin Y, Yin LF and Luo CX (2014): Sensitivity of
Monilinia fructicola from peach farms in China to four fungicides and characterization of isolates
resistant to carbendazim and azoxystrobin. Plant Disease, 98: 1555-1560.

37. Christen R (1994): Molecular phylogeny and the origin of Metazoa. In: Bengtson S (ed.):
Early Life on Earth, Nobel symposium No. 84, Columbia University Press, New York. 467-474.

38. Coté M J, Tardif MC and Meldrum AJ (2004): Identification of Monilinia fructigena, M.
fructicola, M. laxa and M. polystroma on inoculated and naturally infected fruit using multiplex
PCR. Plant Disease, 99 (11): 1219-1225.

39. Cox KD, Bryson PK and Schnabel G (2007): Instability of propiconazole resistance and
fitness in Monilinia fructicola. Phytopathology, 97:448-453.

40. Crous PW, Gams W, Stalpers JA, Robert V and Stegehuis G (2004): "MycoBank: an online
initiative to launch mycology into the 21st century” (PDF). Studies in Mycology, 50: 19-22.

41. Csorba Z és Berend I (1965): Ascomycetes. In: Ubrizsy G (szerk.): Novénykortan II.
Akadémiai Kiad6, Budapest. 286.

42. De Cal A and Melgarejo P (1999): Effects of long-wave UV light on Monilinia growth ang
identification of species. Plant Disease, 83(1): 62—65.

43. De Cal A, Gell 1, Usall J, Vifias I and Melgarejo P (2009): First report of brown rot caused
by Monilinia fructicola in peach orchards in Ebro Valley, Spain. Plant Diseases, 93: 763.

101


http://www.intechopen.com/books/plantpathology/molecular-tools-for-detection-of-plant-pathogenic-fungi-and-fungicide-resistance
http://www.intechopen.com/books/plantpathology/molecular-tools-for-detection-of-plant-pathogenic-fungi-and-fungicide-resistance
http://sbmlweb/fungi/index.cfm

10.14751/SZIE.2016.052

44, De Cal A, Egiien B and Melgarejo P (2014): Vegetative compatibility groups and sexual
reproduction among Spanish Monilinia fructicola isolates obtained from peach and nectarine
orchards, but not Monilinia laxa. Fungal Biology, 118(5-6): 484-494.

45. De Waard MA, Andrade AC, Hayashi K, Schoonbeek HJ, Stergiopoulos | and Zwiers LH
(2006): Impact of fungal drug transporters on fungicide sensitivity, multidrug resistance and
virulence. Pest Management Science, 62: 195-207.

46. Delmotte F, Bucheli E and Shykoff JA (1999): Host and parasite population structure in a
natural plant—pathogen system. Heredity, 82: 300—308.

47. Délye C, Laigret F and Corio-Costet MF (1997): A mutation in the 14a- demethylase gene
of Uncinula necator that correlates with resistance to a sterol biosynthesis inhibitor. Applied and
Environmental Microbiology, 63: 2966—-2970.

48. Délye C, Bousset L and Corio-Coste MF (1998): PCR cloning and detection of point
mutations in the eburicol 14a-demethylase (CYP51) gene from Erysiphe graminis f. sp. hordei, a
‘recalcitrant’ fungus. Current Genetics, 34: 399—403.

49. Dernoeden PH (2012): Creeping Bentgrass Management (2nd Edition). CRC Press. Boca
Raton, London, New York. 222.

50. Dimova M and Titjnov M (2013): Control of early brown rot - blossom blight in sour cherry
caused by Monilia laxa. IV International Symposium ,,Agrosym 2013, 3-6 October 2013,
Jahorina, Bosnia and Herzegovina. 573-577.

51. Dovas C, Skylakakis G and Georgopoulos SG (1976): The adaptability of the benomyl-
resistant population of Cercospora beticola in Northern Greece. Phytopathology, 66: 1452-1456.

52.  Drummond AJ, Suchard MA, Xie D and Rambaut A (2012): Bayesian phylogenetics with
BEAULti and the BEAST 1.7 Molecular Biology And Evolution 29: 1969-1973.

53. Dula B (2007): A fungicidrezisztencia kérdéskore, kiilonos tekintettel a
lisztharmatgombakra. Novényvédelem, 43(6): 253-2509.

54. EFSA (2011): European Food Safety Authority: Pest risk assessment of Monilinia fructicola
for the EU territory and identification and evaluation of risk management options. EFSA Journal,
9(4): 2119.

55. Egiien B, Melgarejo P and De Cal A (2015): Sensitivity of Monilinia fructicola from Spanish
peach orchards to thiophanate-methyl, iprodione, and cyproconazole: fitness analysis and
competitiveness. European Journal of Plant Pathology, 141: 789-801.

56. Egiien B, Melgarejo P and De Cal A (2016): The effect of fungicide resistance on the
structure of Monilinia laxa populations in Spanish peach and nectarine orchards. European Journal
of Plant Pathology. DOI 10.1007/s10658-016-0871-4

57. Elliott ME (1974): Monilinia fructicola. Fungi Canadenses. 38: 1-2.

58. EPPO Reporting Service (2011): First reports of Monilia polystroma in Hungary and the
Czech Republic. No. 6. http://invasivespeciesireland.com/wp-content/uploads/2011/07/Rse-

102


http://www.mycobank.org/BioloMICS.aspx?Table=Mycobank%20literature&Rec=46370&Fields=All
http://invasivespeciesireland.com/wp-content/uploads/2011/07/Rse-1106.pdf

10.14751/SZIE.2016.052

1106.pdf Keres6program: Google. Kulcsszavak: Monilia polystroma in Hungary. Lekérdezés
idépontja: 2016.02.25.

59. EPPO Reporting Service (2016): EPPO Al and A2 Lists of pests recommended for
regulation as quarantine pests as approved by EPPO
http://archives.eppo.int/EPPOStandards/PM1_GENERAL/pm1-02(24) A1A2_2015.pdf
Keres6program: Google. Kulcsszavak: EPPO Reporting Service quarantine.  Lekérdezés
id6épontja: 2016.08.25.

60. EPPO/CABI (1997): Quarantine Pests for Europe (2nd edition). In: Smith IM, McNamara
DG, Scott PR and Holderness M. (Eds.): CABI, Wallingford, UK, 1425.
http://www.eppo.int/QUARANTINE/listA2.htm  Keresdprogram:  Google.  Kulcsszavak:
Quarantine Pests for Europe. Lekérdezés idopontja: 2016.02.25.

61. Faes H. and Staehelin M. (1924): La maladie cryptogramique des abricotiers en Valais:
Stromatinia/Sclerotinia/Monilia laxa Ehrenberg. Station fédérale d'essais viticoles a Lausanne,
Bern. 1-23.

62. FanJY, Guo LY, XuJP, Luo Y and Michailides TJ (2010): Genetic diversity of populations
of Monilinia fructicola (Fungi, Ascomycota, Helotiales) from china. Journal of Eukaryotic
Microbiology, 57: 206-212.

63. Fan J, Luo Y, Michailides TJ and Guo L (2014): Simultaneous quantification of alleles
E198A and H6Y in the B-tubulin gene conferring benzimidazole resistance in Monilinia fructicola
using a duplex real-time (TagMan) PCR. Pest Managment Science, 70(2): 245-51.

64. Farr DF and Rossman AY (2015): Fungal Databases, Systematic Mycology and
Microbiology Laboratory, ARS, USDA. Retrieved June 17, 2015, from http://nt.ars-
grin.gov/fungaldatabases/ Systematic Mycology and Microbiology Laboratory Fungus-Host
Distributions Database. June 17, 2015. US Department of Agriculture, Agricultural Research
Service.

65. Fawcett CH and Spencer DM (1966): Antifungal compounds in apple fruit infected with
Sclerotinia fructigena. Nature, 211: 548-549.

66. Fazekas ME  (2014):  Monilinia  gombafajok  genetikai  variabilitdsanak,

vizsgalatanak egyes aspektusai. Doktori (PhD) értekezés, Debrecen: 33—-37.

67. Fernandez-Ortufio D, Torés JA, de Vicente A and Pérez-Garcia A (2008): Mechanisms of
resistance to Qol fungicides in phytopathogenic fungi. International Microbiology, 11(1): 1-9.

68. Fogle HW and Faust M (1975): Ultrastructure of nectarine fruit surfaces. Proceedings of
the Society for Horticultural Science, 100: 74-77.

69. Fogle HW and Faust M (1976): Fruit growth and cracking in nectarines. Journal of the
American Society for Horticultural Science, 101: 434-439.

70. Forster H and Adaskaveg JE (2000): Early brown rot infections in sweet cherry fruit are
detected by Monilinia-specific DNA primers. Phytopathology, 90: 171-178.

103


http://invasivespeciesireland.com/wp-content/uploads/2011/07/Rse-1106.pdf
http://archives.eppo.int/EPPOStandards/PM1_GENERAL/pm1-02(24)_A1A2_2015.pdf
http://nt.ars-grin.gov/fungaldatabases/
http://nt.ars-grin.gov/fungaldatabases/

10.14751/SZIE.2016.052

71. FRAC (2014): FRAC: Pathogen Risk List.
http://www.frac.info/docs/defaultsource/publications/pathogen-risk/pathogen-risklist.pdf?sfvrsn=

Keresoprogram: Google. Kulcsszavak: FRAC: Pathogen Risk List. Lekérdezés idOpontja:
2016.02.25.

72. Free SJ, Holtz BA and Michailides TJ (1996): Mating behavior in field populations of
Monilinia fructicola in California. Mycologia, 88: 208-211.

73.  Fulton CE and Brown AE (1997): Use of SSU rDNA group-1 intron to distinguish Monilinia
fructicola from M. laxa and M. fructigena. FEMS Microbiology Letters, 157: 307-312.

74. Fulton CE, Van Leeuwen GCM and Brown AE (1999): Genetic variation among and within
Monilinia species causing brownrot of stone and pome fruits. European Journal of Plant Pathology,
105: 495-500.

75. Garic R, Stamenkovic S and Canak M (1990): The effect of Cydia molesta on the incidence
of Monilinia spp. on quince fruits. EPPO Bulletin, 20(4): 603-606.

76. Gelfand AE and Smith AFM (1990): Sampling-based approaches to calculating marginal
densities. Journal of the American Statistical Association, 85: 398-409.

77. Gell I, Larena | and Melgarejo P (2007): Genetic Diversity in Monilinia laxa Populations in
Peach Orchards in Spain. Journal of Phytopathology, 155: 549-556.

78. Glits M (1978): A gyiimdlcstélék betegségei. In: Glits M, Folk GY és Imre K: Novénykortan
II. Kertészeti Egyetem Egyetemi jegyzet. Budapest. 5.

79. Glits (2000): Gyiimolcsfélék betegségei. In: Glits és Folk: Kertészeti ndvénykortan.
Mezdgazda Kiadd. Budapest. 201-250.

80. Golya G (2002): Csonthéjsaok monilids betegségei. Kertészet és szdlészet, 51: 19-23.

81. Grasso V, Palermo S, Sierotzki H, Garibaldi A and Gisi U (2006): Cytochrome b gene
structure and consequences for resistance to Qo inhibitor fungicides in plant pathogens. Pest
Management Science, 62(6): 465-72.

82. Gril T, Celar F, Munda A, Javornik B and Jakse J (2008): AFLP Analysis of Intraspecific
Variation Between Monilinia laxa Isolates. Plant Disease, 92(12): 1616-1624.

83. Gril T, Celar F, Javornik B and Jakse J (2010): Fluorescent AFLP fingerprinting of Monilinia
fructicola. The Journal of Plant Diseases and Protection, 117: 168-172.

84. Grof B és Révy D (1929): Novénykortan. Patria Irodalmi Vallalat és Nyomdai
Résvénytarsasag. Budapest. 61-64.

85. Guan J, Braks HMJ, Derkenaar S and deWaard MA (1992a): Interaction of microsomal

cytochrome P450 isozyme isolated from Penicillium italicum with DMI fungicides, Pesticide
Biochemistry and Physiology, 42: 24-34.

104



10.14751/SZIE.2016.052

86. Guan J, Stehmann C, Ellis SW, Kerkenaar A and deWaard MA (1992b): Ergosterol
biosynthesis in a cell-free preparation of Penicillium italicum and its sensitivity to DMI fungicides,
Pesticide Biochemistry and Physiology, 42: 262—-270.

87. Halbrendt NO, Ngugi HK, Magdama F and Jimenez-Gasco M (2013): Multi-drug resistance
to site-specific fungicides in populations Monilinia fructicola in Pennsylvania orchards. APS -
MSA Joint Meeting. 2013. Augusztus 10-14. Austin, Texas, USA: 220.

88. Hall R (1963). Cytology of the asexual stages of the australian brown rot fungus Monilinia
fructicola. Cytologia (Tokyo), 28: 181-193.

89. Halpern AL and Bruno WJ (1998): "Evolutionary distances for protein-coding sequences:
modeling site-specific residue frequencies". Molecular Biology and Evolution, 15(7): 910-917.

90. Hamamoto H, Hasegawa K, Nakaune R, Lee YJ, Makizumi Y, Akutsu K and Hibi T (2000):
Tandem repeat of a transcriptional enhancer upstream of the sterol 14a-demethylase gene (CYP51)
in Penicillium digitatum. Applied Environmental Microbiology, 66: 3421-3426.

91. Harada Y (1977): Studies on the Japanese species of Monilinia (Sclerotiniaeae). Fac. Agric.
Hirosaki Univ. Bulletin, 27: 30-109.

92. Heald FD (1933): Manual of Plant Diseases. New York and London: McGraw-Hill Book
Company. 540.

93. Hewitt WB and Leach LD (1939): Brown rot Sclerotinias ocurring in California and their
distribution on stone fruits. Phytopathology, 29: 337-351.

94. Hilber-Bodmer M, Schirer H-J, Biinter M and Duffy B (2006): First Report of the
Quarantine Brown Rot Pathogen Monilinia fructicola on Imported Stone Fruits in SwitzerlandE.
Bosshard. Plant Disease, 90(12): 1554.

95. Hilber-Bodmer M, Bunter M and Patocchi A (2010): First report of brown rot caused by
Monilinia fructicola on apricot in a Swiss orchard. Plant Disease, 94(5): 643.

96. Hily JM, Singer SD, Villani SM and Cox KD (2011): Characterization of the cytochrome b
(cyt b) gene from Monilinia species causing brown rot of stone and pome fruit and its significance
in the development of Qol resistance. Pest Managenent Science, 67(4): 385-396.

97. Hoffman G (1974): Zum Vorkommen von Heterokaryose bei Monilinia laxa. Journal of
Phytopathology, 79: 193-202.

98. Holb 1J (2003): The brown rot fungi of fruit crops (Monilinia spp.): I. Important features of
their biology. International Journal of Horticultural Science, 9: 23-36.

99. Holb 1J (2004): The brown rot fungi of fruit crops (Monilinia spp.): . Important features
of their disease control. International Journal of Horticultural Science, 10(4): 31-49.

100. Holb 1J (szerk.) (2005): A gyiimolcsosok és s sz6l6 dkoldgiai novényvédelme. Mezdgazda
Kiad6. Budapest. 163.

105



10.14751/SZIE.2016.052

101. Holb 1J (2008): Brown rot blossom blight of pome and stone fruits: symptom, disease cycle,
host resistance, and biological control. International Journal of Horticultural Science, 14 (3): 15—
21.

102. Holb IJ and Schnabel G (2005): Effect of Fungicide Treatments and Sanitation Practices on
Brown Rot Blossom Blight Incidence, Phytotoxicity, and Yield for Organic Sour Cherry
Production. Plant Diseases, 89(11): 1164-1170.

103. Holb 1J, Szoke S and Abonyi F (2013): Temporal development and relationship amongst
brown rot blossom blight, fruit blight and fruit rot in integrated and organic sour cherry orchards.
Plant Pathology, 62: 799-808.

104. Holst-Jensen A, Kohn L, Jakobsen K and Schumacher T (1997): Molecular phylogeny and
evolution of Monilinia (Sclerotiniaceae) based on coding and noncoding rDNA sequences.
American Journal of Botany, 84: 686—701.

105. Holtz BA, Michailides TJ and Hong CX (1998): Development of apothecia from stone fruit
infected and stromatized by Monilinia fructicola in California. Plant Diseases, 82: 1375-1380.

106. Honey EE (1928): The monilioid species of Sclerotinia. Mycologia, 20: 127-157.

107. Honey EE (1936): North American species of Monilinia. I. Occurrence, grouping, and life-
histories. American Journal of Botany, 23: 100-106.

108. Hsiang T, Yang L and Barton W (1997): Baseline sensitivity and cross-resistance to
demethylation-inhibiting fungicides in Ontario isolates of Sclerotinia homoeocarpa, European
Journal of Plant Pathology, 103(5): 409-416.

109. Hu M, Cox KD, Schnabel G and Luo C (2011): Monilinia species causing brown rot of peach
in china. PLoS ONE 6, €24990. doi:10.1371/journal.pone.0024990

110. loos R and Frey P (2000): Genomic variation within Monilinia laxa, M. fructigena and M.
fructicola, and application to species identification by PCR. European Journal of Plant Pathology,
106: 373-378.

111. Ishii H, Fraaije BA, Sugiyama T, Noguchi K, Nishimura K, Takeda T, Amano T and
Hollomon DW (2001): Occurrence and molecular characterization of strobilurin resistance in
cucumber powdery mildew and downy mildew. Phytopathology, 91: 1166-1171.

112. Jansch M, Frey JE, Hilber-Bodmer M, Broggini GAL, Weger J, Schnabel G and Patocchi A
(2012): SSR marker analysis of Monilinia fructicola from Swiss apricots suggests introduction of
the pathogen from neighbouring countries and the United States. Plant Pathology, 61(2): 247-254.

113. Jiang J, Ding L, Michailides TJ, Li H and Ma Z (2009): Molecular characterization of field
azoxystrobin-resistant isolates of Botrytis cinerea. Pesticide Biochemistry and Physiology, 93: 72—
76.

114. Josepovits GY (1991): Novénybetegségek — Fungicid rezisztencia. Novényvédelem, 27(8):
337-343.

115. Kallay T és Szenci GY (2009): A magyar meggytermesztés kilatasai. Kertgazdasag, 1: 35.
106



10.14751/SZIE.2016.052

116. Kaptas T (1994): A sz616 sziirkerothadasarol. Gyakorlati Agroférum, 5: 22—23.

117. Karaoglanidis GS and Thanassoulopoulos CC (2002): Phenotypic instability of Cercospora
beticola sacc. strains expressing resistance to the sterol demethylation-inhibiting (DMI) fungicide
flutriafol after cold exposure. Journal of Phytopathology, 150: 692—696.

118. KarovaV (1974): Proucsvanija vorhu Monilinia laxa Ehr. i Bioetologia. Gradin. Loz. Nauka
Szofija. 11(2): 27-33.

119. Katan T, Shabi E and Gilpatrick JD (1983): Genetics of resistance to benomyl in Venturia
inaequalis isolates from Israel and New York.- Phytopathology, 73: 600—-603.

120. Katoh K, Misawa K, Kuma K and Miyata T (2002): MAFFT: a novel method for rapid
multiple sequence alignment based on fast Fourier transform. Nucleic Acids Research, 30: 3059—
3066.

121. Katoh K, KumaK, Toh H and Miyata T (2005): MAFFT version 5: improvement in accuracy
of multiple sequence alignment. Nucleic Acids Research, 33: 511-518.

122. Kern H (1912): A gylimélcsfak monilia-betegsége. Pallas konyvsajtd. Budapest. 1-2.

123. Kim YS, Dixon EW, Vincelli P and Farman ML (2003): Field resistance to strobilurin (Qol)
fungicides in Pyricularia grisea caused by mutations in the mitochondrial cytochrome b gene.
Phytopathology, 93: 891-900.

124. Kimura J (1962): Studies on the Monilia disease of the apple caused by Sclerotinia mali
Takahashi. Aomori Apple Exp. Stn. Bull, 6: 1-87.

125. Kiss A (2007): Uj Monilia faj veszélyezteti a gyiimdlcsosoket. Agroforum, 18(8): 34-35.

126. Koenraadt H, Somerville SC and Jones AL (1992): Characterization of mutations in the beta-
tubulin gene of benomyl-resistant field strains of Venturia inaequalis and other plani pathogenic
fungi. Phytopathology, 82: 1348-1354.

127. Kuck KH and Russell PE (2006): FRAC: Combined resistance risk assessment. Aspects of
Applied Biology, 78: 3-10.

128. Kurtzman CP and Robnett CJ. (1997): Identification of clinically important ascomycetous
yeasts based on nucleotide divergence in the 5' end of the large-subunit (26S) ribosomal DNA
gene. Journal of Clinical Microbiology, 35(5): 1216-23.

129. Lantos A, Petroczy M, Erdélyi E és Palkovics L (2013): Monilia laxa és Monilia fructicola
izolatumok fungicidekkel szembeni érzékenysége. Novényvédelem, 49 (7): 297-304.

130. Larena I, Torres R, De Cal A, Linan M, Melgarejo P, Domenichini P, Bellini A, Mandrin
JF, Lichou J, Ochoa de Eribe X and Usall J (2005): Biological control of postharvest brown rot
(Monilinia spp.) of peaches by Weld applications of Epicoccum nigrum. Biological Control, 32:
305-310.

107


http://nar.oupjournals.org/cgi/content/abstract/33/2/511

10.14751/SZIE.2016.052

131. Leroux P, Albertini C, Gautier A, Gredt M and Walker AS (2007): Mutations in the CYP51
gene correlated with changes in sensitivity to sterol 14a-demethylation inhibitors in field isolates
of Mycosphaerella graminicola. Pest Management Science, 63: 688-698.

132. Leroux P, Chapeland F, Desbrosses D and Gredt M (1999): Patterns of cross-resistance to
fungicides in Botryotinia fuckeliana (Botrytis cinerea) isolates from French vineyards. Crop
Protection, 18: 687—697.

133. LiJL, Wu FC and Zhu FX (2015): Fitness is Recovered with the Decline of Dimethachlon
Resistance in Laboratory-induced Mutants of Sclerotinia sclerotiorum after Long-term Cold
Storage Plant Patholology Journal, 31(3): 305-309.

134. Lichou J, Mandrin JF, Breniaux D, Mercier V, Giauque P, Desbrus D, Blanc P, Belluau E
(2002): Une nouvelle moniliose. Phytoma. La Defense des Vegetaux., 547: 22-25.

135. List (2012): List of pathogens with field resistance towards Qol fungicides. Qoi Working
Group, FRAC. http://www.frac.info. Kereséprogram: Google. Kulcsszavak: field resistance
towards Qol. Lekérdezés id6pontja: 2016.02.25.

136. Luo CX and Schnabel G (2008): The cytochrome P450 lanosterol 14-a demethylase gene is
a demethylation inhibitor fungicide re-sistance determinant in Monilinia fructicola field isolates
from Georgia. Applied and Environmental Microbiology, 74: 359-366.

137. Luo Y, Ma Z and Michailides TJ (2007a): Quantification of allele E198A in betatubulin
conferring benzimidazole resistance in Monilinia fructicola using real-time PCR. Pest
Management Science, 63: 1178-1184.

138. Luo Y, Ma Z, Reyes HC, Morgan D and Michailides TJ (2007b): Quantification of airborne
spores of Monilinia fructicola in stone fruit orchards of California using real-time PCR. European
Journal of Plant Pathology, 118: 145-154.

139. Luo CX, Cox KD, Amiri A and Schnabel G (2008): Occurrence and Detection of the DMI
Resistance-Associated Genetic Element ‘Mona’ in Monilinia fructicola. Plant Disease, 92(7):
1099-1103.

140. Luo CX, Hu MJ, Jin X, Yin LF, Bryson PK and Schnabelb G (2010): An intron in the
cytochrome b gene of Monilinia fructicola mitigates the risk of resistance development to Qol
fungicides. Pest Management Science, 66: 1308-1315.

141. LuoY, Morgan DP and Michailides TJ (2001): Risk Analysis of Brown Rot Blossom Blight
of Prune Caused by Monilinia fructicola. Phytopathology, 91(8): 759-68.

142. Ma Z and Michailides TJ (2005): Advances in understanding molecular mechanisms of
fungicide resistance and molecular detection of resistant genotypes in phytopathogenic fungi Crop
Protection, 24: 853-863.

143. Ma ZH, Yoshimura MA and Michailides TJ (2003): Identification and characterization of

benzimidazole resistance in Monilinia fructicola from stone fruit orchards in California. Applied
and Environmental Microbiology, 69:7145-7152.

108


http://www.frac.info/

10.14751/SZIE.2016.052

144, Ma ZH, Yoshimura MA, Holtz BA and Michailides TJ (2005): Characterizationand PCR-
based detection of benzimidazole-resistant isolates of Monilinia laxa in California. Pest
Management Science, 61:449-457.

145. Malandrakis AA, Markoglou AN and Ziogas VN (2012). PCR-RFLP detection of the E198A
mutation conferring resistance to benzimidazoles in field isolates of Monilinia laxa from Greece.
Crop Protection, 39: 11-17.

146. Malloch D and Cain RF (1971): The genus Kernia. Canadian Journal of Botany, 49(6): 855-
867.

147. Mandoki A és Varga A (2011): Sulypontos gombabetegségek hazank meggyiiltetvényeiben.
Orszagos mezdgazdasagi szakfolydirat, 15(4): 12-13.

148. Maniatis T, Sambrook J and Fritsch EF (1989): Molecular cloning: A laboratory manual.-
Cold Spring Laboratory, Cold Spring Harbor, New York. 1-250.

149. Maring E and Lienshoft H (2011): Kutatasok a csonthéjasok moniliafajtai lekiizdésében.
Z06ldség- Gylimoles Piac és Technologia. 15(6): 9-10.

150. Martini C, Lantos A, Di Francesco A, Guidarelli M, Baraldi E and Mari M (2014a):
Monilinia spp. causing brown rot of pome and stone fruits in Italy. 11th Conference of the
European Foundation for Plant Pathology. Krakow, 2014. szeptember 8-13: 170.

151. Martini C, Lantos A, Di Francesco A, Guidareli M, D’Aquino S and Baraldi E (2014b): First
Report of Asiatic Brown rot caused by Monilinia polystroma on Peach in Italy. Plant Disease,
98(11): 1585.

152. Martini C, Di Francesco A, Lantos A and Mari M (2015): First Report of Asiatic Brown rot
(Monilinia polystroma) and Brown rot (Monilinia fructicola) on Pears in Italy. Plant Disease,
99(4): 556.

153. May-De Mio L, Luo Y and Michailides T (2011): Sensitivity of Monilinia fructicola from
brazil to tebuconazole, azoxystrobin, and thiophanate-methyl and implications for disease
management. Plant Disease, 95: 821-827.

154. McDonald BA (1997): The population genetics of fungi: Tools and techniques.
Phytopathology, 87: 448-453.

155. McDonald BA and Linde C (2002): Pathogen population genetics, evolutionary potential
and durable resistance. The Annual Review of Phytopathology, 40: 349-379.

156. McKay GJ, Egan D, Morris E and Brown AE (1998): ldentification of benzimidazole
resistance in Cladobotryum dendroides using a PCR-based method. Mycological Research, 102:
671-676.

157. McLaren GF, Fraser JA and Lynch DG (1996): An evaluation of sulphur for brown rot
control in Central Otago stone fruit. Proceedings of the New Zealand Plant Protection Conference,
49: 32-36.

109



10.14751/SZIE.2016.052

158. Mez6 G és Schweigert A (2005): Rendszeres megeldz6 védekezéssek a meggy monilinids
betegsége ellen. Gyakorlati Agroférum, 16(1): 33-34.

159. Michailides TJ and Morgan DP (1997): Influence of fruit-to fruit contact on the susceptibility
of French prune to infection by Monilinia fructicola. Plant Disease, 81: 1416-1424.

160. Michailides TJ, Ogawa JM and Opgenorth DC (1987): Shift of Monilinia spp. and
distribution of isolates sensitive and resistant to benomyl in California prune and apricot orchards.
Plant Disease,71: 893-896.

161. Miessner S and Stammler G (2010): Monilinia laxa, M. fructigena and M. fructicola: Risk
estimation of resistance to Qol fungicides and identification of species with cytochrome b gene
sequences. Journal of Plant Diseases and Protection, 117 (4): 162-167.

162. Moénus B. Gyongyossy M ¢és Kerekes B (1999): A meggy és a cseresznye integralt
termesztése. RIMOM Vallalkozasélénkitd Alapitvany, Nyiregyhaza. 92.

163. Moore MH (1950): Brown rot of apples: fungicide trials and studies of the relative
importance of different wound agents. Journal of Horticultural Science, 25: 225-234.

164. Moral J, Cabello D, Benitez MJ, Lovera M, Arquero O and Trapero A (2008): Epidemiology
of Monilia disease of quince in southern Spain. Journal of Plant Pathology, 90 (Suppl. 1): 182.

165. Moral J, Munoz-Diez CC, Cabello D, Arquero O, Lovera M, Benitez MJ and Trapero A
(2011): Characterization of monilia disease caused by Monilinia linhartiana on quince in southern
Spain. Plant Patology, 60: 1128-11309.

166. Mordue JEM (1979a): Sclerotinia fructicola. CMI Descriptions of Pathogenic Fungi and
Bacteria. 616: 1-2.

167. Mordue JEM (1979b): Sclerotinia fructigena. CMI Descriptions of Pathogenic Fungi and
Bacteria. 617: 1-2.

168. Mordue JEM (1979c): Sclerotinia laxa. CMI Descriptions of Pathogenic Fungi and Bacteria.
619: 1-2.

169. Mycobank (2015): Fungal Databases Nomenclature and Species Banks.
http://www.mycobank.org/ KeresOprogram: Google. Kulcsszavak: Mycobank. Lekérdezés
idépontja: 2016.02.25.

170. NEBIH (2016): Novényveédod szerek adatbazisa:
https://novenyvedoszer.nebih.gov.hu/Engedelykereso/kereso Keresdprogram: Google.
Kulcsszavak: Novényvédo szerek adatbazisa. Lekérdezés idépontja: 2016.02.25.

171. Nei M (1987): Molecular evolutionary genetics. Columbia University Press. New York,
USA 187.

172. Némethy Zs (2013): Hamarosan iddszerli a csonthéjas gyiimdlesfak viragfertézo monilias
betegsége elleni védekezés. http://lwww.balintgazda.hu/kertesz/novenydoktor/mikor-
permetezzunk-monilia-ellen.html Kereséprogram: Google. Kulcsszavak: Hamarosan iddszer(i a
csonthéjas gylimolcsfak. Lekérdezés id6pontja: 2016.02.25.

110


http://www.mycobank.org/BioloMICS.aspx?Table=Mycobank%20literature&Rec=49780&Fields=All
http://www.mycobank.org/BioloMICS.aspx?Table=Mycobank%20literature&Rec=49780&Fields=All
http://www.mycobank.org/
https://novenyvedoszer.nebih.gov.hu/Engedelykereso/kereso
http://www.balintgazda.hu/kertesz/novenydoktor/mikor-permetezzunk-monilia-ellen.html
http://www.balintgazda.hu/kertesz/novenydoktor/mikor-permetezzunk-monilia-ellen.html

10.14751/SZIE.2016.052

173. Nevado MIC, de la Cruz Blanco JI, Lopez AJG, Ferndandez AC and Merino RS (2011):
Moniliosis del membrillero. Monilinia linhartiana. Fichas técnicas de sanidad vegetal. No: 069.

174. Nyéki J (2004): Birs. In: Papp Janos (2004): A gyiimolcsok termesztése. Mezdgazda Kiado,
Budapest. 77-80.

175. Nyporko AZ and Blume YB (2008): Spatial distribution of tubulin mutations conferring
resistance to antimicrotubular compounds. In: Blume YB et al. (eds.) The Plant Cytoskeleton: a
Key Tool for Agro-Biotechnology. Springer Science + Business Media BV: 409.

176. Odds FC, Brown AJP and Gow NAR (2003): Antifungal agents: mechanisms of action.
Trends Microbiology, 11: 272-279.

177. OEPP/EPPO (2009): Monilinia fructicola. OEPP/EPPO Bulletin 39: 337-343.

178. Ogawa JM and English H (1960): Relative pathogenicity of two brown rot fungi, Sclerotinia
laxa and Sclerotinia fructicola, on twigs and blossoms. Phytopathology, 50: 550-558.

179. Ogawa JM, Manji BT, Bostock RM, Canez VM and Bose EA (1984): Detection and
characterization of benomyl resistant Monilinia laxa on apricots. Plant Diseases, 68: 29-31.

180. Ogawa JM, Zehr EI and Biggs AR (1995): Brown rot. In: Ogawa JM, Zehr EIl, Bird GW,
Ritchie DF, Uriu K and Uyemoto JK (Eds.), Compendium of Stone Fruit Diseases. St. Paul, MN:
APS Press. 7-10.

181. Olaya G and Koller W (1999a): Baseline sensitivities of Venturia inaequalis populations to
the strobilurin fungicide kresoxim-methyl. Plant Disease, 83: 273-278.

182. Olaya G and Koller W (1999b): Diversity of kresoxim-methyl sensitivities in baseline
populations of Venturia inaequalis. Pesticide Science, 55: 1083-1088.

183. Olgyay M (1943): Novénykortan. Budapest: Kéziratként. 57-62.

184. OMSZ (2016): Elmult évek id6jarasa.
http://met.hu/eghajlat/magyarorszag_eghajlata/eghajlati_visszatekinto/elmult_evek idojarasa/ind
ex.php Keresdprogram: Google. Kulcsszavak: OMSZ 2015. Lekérdezés idopontja: 2016.02.25.

185. Orbach MJ, Porro EB and Yanofsky C (1986): Cloning and characterization of the gene for
beta-tubulin from a benomyl-resistant mutant of Neurospora crassa and its use as a dominant
selectable marker. Molecular and Cellular Biology, 6 (7): 2452—-2461.

186. Owczarzy R, Tataurov AV, Wu Y, Manthey JA, McQuisten KA, Almabrazi HG, Pedersen
KF, Lin Y, Garretson J, McEntaggart NO, Sailor CA, Dawson RB and Andrew S (2008): IDT
SciTools: a suite for analysis and design of nucleic acid oligomers. Nucleic Acids Research, 1(36):
W163-W169.

187. Papavasileiou A, Testempasis S, Michailides TJ and Karaoglanidis GS (2015a): Frequency

of brown rot fungi on blossoms and fruit in stone fruit orchards in Greece. Plant Pathology, 64 (2):
416-424.

111



10.14751/SZIE.2016.052

188. Papavasileiou A, Karaoglanidis GS and Michailides TJ (2015b): Intraspecific Diversity of
Monilinia fructicola and M. laxa Populations from Blossoms and Fruit of Different Hosts in
Greece. Plant Disease, 99(10): 1353-1359.

189. Peck CH (1881): Report of the Botanist. Annual Report on the New York State Museum of
Natural History, 34: 24-58.

190. Penrose LJ, Koffmann W and Nicholls MR (1985): Field occurrence of vinclozolin
resistance in Monilinia fructicola. Plant Pathology, 34(2): 228-234.

191. Peric S (2008): The efficiency of low risk fungicides and mechanical measures in control of
Monilinia laxa on sour cherry. (Efikasnost niskorizicnih fungicida i mehanickih mera u suzbijanju
Monilinia laxa.) Zastita bilja, 59(1-4): 25-57.

192. Persoon CH (1796): Seu, Descriptiones tam novorum quan notabilium fungorum. Wolf,
Lipsiae. Observations Mycologicae, 100.

193. Petroczy M (2009): A Monilinia fructicola és a Monilia polystroma megjelenése
Magyarorszagon ¢és a védekezés ijabb lehetésége. Doktori (PhD) értekezés. Budapest. 52—105.

194. Petroczy M és Palkovics L (2005): A Monilinia fructicola karantén korokozo hazai
megjelenése €s azonositasa import Oszibarackon. Novényvédelem, 41 (12): 603—608.

195. Petroczy M and Palkovics L (2006): First report of brown rot caused by Monilinia fructicola
on imported peach in Hungary. Plant Disease, 90(3): 375.

196. Petroczy M and Palkovics L (2009): First report of Monilia polystroma on apple in Hungary.
European Journal of Plant Pathology, 125: 343-7.

197. Petroczy M, Szigethy A and Palkovics L (2012): Monilinia species in Hungary: morphology,
culture characteristics and molecular analysis. Trees-Struct Funct, 26: 153-164.

198. Pizzuolo PH, Chilosi G, Balmas V, Aleandri MP, Vitale S, Luongo L, Corazza L and Margo
P (2006): Variations in the molecular and physiological characteristics and the virulence of
Monilinia fructicola, M. fructigena and M. laxa isolates. Phytopathologia Mediterranea, 45: 139—
152.

199. Plant (2014): Plant Health: Commission updates rules to better protect Europe's crops and
forests from harmful pests and diseases.
http://ec.europa.eu/dgs/health_consumer/dyna/enews/enews.cfm?al_id=1459. Kereséprogram:
Google. Kulcsszavak: Plant Health: Commission updates rules to better protect Europe's crops.
Lekérdezés idépontja: 2016.02.25.

200. Poniatowska A, Michalecka M and Bielenin A (2013): Characteristic of Monilinia spp. fungi
causing brown rot of pome and stone fruits in Poland. European Journal of Plant Pathology, 135(4):
855-865.

201. Poniatowska A, Michalecka M and Putawska J (2015): Genetic diversity and pathogenicity
of Monilinia polystroma — the new pathogen of cherries. Plant Pathology, Doi: 10.1111/ppa.12463

112


http://ec.europa.eu/dgs/health_consumer/dyna/enews/enews.cfm?al_id=1459

10.14751/SZIE.2016.052

202. Popescu E (2011): Study of the Effect of Some Environmental Systems for Plant Protection
in Production of Fruit in the Alpine Region of Central Rhodope Mountains. Institute of
Agricultural Economics. 48(3): 299-301.

203. Prillieux EE and Delacroix EG (1893): Ciboria (Stromatinia) linhartiana forme ascospore
de Monilia linhartiana, Sacc. Bulletin, de la Socciété Mycologique de France, 9(3): 196-202.

204. Radmanl J (1970): Efficacite des traitements du cognassier a differentes phases de sa
vigitation contre Monilia linhartiana. ZaStita Bilja, 110-111: 331-333.

205. Ritchie DF (2000): Brown rot of stone fruits. The Plant Health Instructor, DOI:
10.1094/PHI-1-2000-1025-01

206. Roberts JW and Dunegan JC (1932): Pech brown rot. United States Department of
Agricultura. Washington. 1-60.

207. Rozsnyay Zs és Vajna L (2001): Monilinia jarvany a csonthéjas iiltetvényekben. Kertészet
és szblészet, 29: 8-10.

208. Rudolph BA (1936): Brown-rot of stone fruits on the Pacific coast and its control. Bett. Fruit
30: 3-5.

209. Ruxton GD and Beauchamp G (2008): ‘Time for some a priori thinking about post hoc
testing’, Behavioral Ecology, 19(3):690-693. doi: 10.1093/beheco/arn020.

210. Schellenberg C (1923): Infektionsversuche mit Vertretern dcr Gattung Sclerotinia. Actes
Soc. Helvctique Sci. Nat. CIV, 16-12.

211. Schnabel G and Jones AL (2001): The 14a-demethylase (CYP51A1) gene is overexpressed
in Venturia inaequalis strains resistance to myclobutanil. Phytopathology, 91: 102-110.

212. Schnabel G, Dait Q and Paradkar MR (2003): Cloning and expression analysis of the ATP-
binding cassette transporter gene MFABC1 and the alternative oxidase gene MfAOX1 from
Monilinia fructicola. Pest Management Science, 59(10): 1143-51.

213. Sholberg AP and Kappel F (2008): Integrated Management Of Stone Fruit Disease. In:
Ciancio A and Mukerji KG (Ed): Integrated Management of Diseases Caused by Fungi,
Phytoplasma and Bacteria. Springer Science+Business Media B.V. ISBN: 978-1-4020-8570-3 10.

214. Sierotzki H, Frey R, Wullschleger J, Palermo S, Karlin S, Godwin J and Gisi U (2007):
Cytochrome b gene sequence and structure of Pyrenophora teres and P. tritici-repentis and
implications for Qol resistance. Pest Management Science, 63(3): 225-33.

215. Sievers F, Wilm A, Dineen DG, Gibson TJ, Karplus K, Li W, Lopez R, McWilliam H,
Remmert M, S6ding J, Thompson JD and Higgins D (2011): Fast scalable generation of high-
quality protein multiple sequence alignments using Clustal Omega Molecular Systems Biology, 7:
539 doi:10.1038/msh.2011.75

216. Sogin ML (1994): Evolution of ribosomal-RNAs and animal origins. Journal of
neurochemistry, 62: 190000057-190000057.

113



10.14751/SZIE.2016.052

217. Spiegel J and Stammler G (2006): Baseline sensitivity of Monilinia laxa and M. fructigena
to pyraclostrobin and boscalid. Journal of Plant Diseases and Protection, 113(5): 199-206.

218. Sumstine DR (1913): Studies in North American Hyphomycetes: 1. The Tribe Oosporeae.
Mycologia, 5: 45-61.

219. Sutton TB and Clayton CN (1972): Role and survival of Monilinia fructicola in blighted
peach branches. Phytopathology, 62: 1369-1373.

220. Szepessy I (1967): Mezb6gazdasagi novénykortan. Mezdgazda Kiadd, Budapest. 331.

221. Szédi SZ (2015): Csonthéjasok monilinids megbetegedését eldidézd korokozok
novénykortani, genetikai és rezisztencia vizsgalatanak egyes aspektusai. Doktori (PhD) értekezés,
Godolls: 30-31.

222. Sz6di SZ, Major G, Komjati H és Turoczi Gy (2008): Monilia izolatumok fungicid
érzékenységének vizsgalata. Novényvédelem, 44 (10): 505-511.

223. Sz6di SZ, Komjati H és Turdczi GY (2012): Characterization of M. laxa and M. fructigena
isolates from Hungary with MP-PCR. Horticulture Science, 39: 116-122.

224. Tabachnick BG and Fidell LS (2007): Using Multivariate Statistics (5 th ed). Needham
Heights, MA: Allyn & Bacon. 1-354.

225. Tafradzhiiski | and Angelov T (1977): Studies on the Sclerotinia cydoniae Schellenberg on
quince. Grad. Loz. Nauka, 14 (6): 16-21.

226. Tafradzhiiski | and Angelov T (1979): Ovary perishing in quince and its control. Fungus
disease caused by Sclerotinia cydoniae an Monilinia cydoniae. Rastitelna Zashchita, 27(4): 22—
24.

227. Tamm L, Minder CE and Fliickiger W (1995): Phenological analysis of brown rot blossom
blight of sweet cherry caused by Monilinia laxa. Phytopathology, 85:401-408.

228. Thomidis T, Michailides T and Exadaktylou E (2009): Contribution of pathogens to peach
fruit rot in northern Greece and their sensitivity to iprodione, carbendazim, thiophanate-methyl
and tebuconazole fungicides. Phytopathology, 157: 194-200.

229. Téth A (2007): A fungicidhasznalat szempontjai a csonthéjasok monilias betegségei ellen.
Agroféorum Extra, 19: 63-64.

230. Tukey JW (1962): The future of data analysis. Annals of Mathematical Statistics, 33: 1-67.
231. van Leeuwen GCM and van Kesteren HA (1998): Delineation of the three brown rot fungi
of fruit crops (Monilinia ssp.) on the basis of quantitative characteristics. Canadian Journal of
Botany, 76: 2042—2050.

232. van Leeuwen GCM, Baayen RP and Jeger MJ (2001): Pest risk assessment for the countries
of the European Union (as PRA area) on Monilinia fructicola. Bulletin OEPP/EPPO Bulletin,
31(4): 481-487.

114



10.14751/SZIE.2016.052

233. van Leeuwen GCM, Baayen RP, Holb 1J and Jeger MJ (2002): Distinction of the Asiatic
brown rot fungus Monilia polystroma sp nov from M. fructigena. Mycological Research, 106:
444-451.

234. Vasic M, Dudek N and Isovanik MS (2013): First Report of Brown Rot Caused by Monilia
polystroma on Apple in Serbia. Plant Disease, 97(1): 145.

235. Villani S and Cox K (2008): Qol sensitivity and the prevalence of DMI resistance in NY
populations of the brown rot pathogen Monilinia fructicola. Phytopathology, 98: 163.

236. Villani SM and Cox KD (2009): Molecular characterization and fungicide sensitivity
profiling of Monilinia laxa from a cherry orchard in western NY. Phytopathology, 99: 135.

237. Villarino M, Larena I, Martinez F, Melgarejo P and De Cal A (2012): Analysis of genetic
diversity in Monilinia fructicola from the Ebro Valley in Spain using ISSR és RAPD markers.
European Journal of Plant Pathology, 132: 511-524.

238. Villarino M, Eguen B, Lamarca N, Segarra J, Usall J, Melgarejo P and De Cal A (2013):
Occurrence of Monilinia laxa and M. fructigena after introduction of M. fructicola in peach
orchards in Spain. European Journal of Plant Pathology, 137: 835-845.

239. Volkova J, Vilka L, Stanke L, Rancane R and Bazenova A (2013): Molecular
characterization of Monilinia laxa and Monilinia fructigena causing brown rot of sweet cherry in
Zemgale region of Latvia. Acta Biologica Universitatis Daugavpiliensis, 13(1): 165-172.

240. Wang Z, Binder M, Schoch CL, Johnston PR, Spatafora JW and Hibbet DS (2006):
Evolution of helotialean fungi (Leotiomycetes, Pezizomycotina): A nuclear rDNA phylogeny.
Molecular Phylogenetics and Evolution, 41: 295-312.

241. Weaver LO (1950): Effect of temperature and relative humidity on occurrence of blossom
blight of stone fruits. Phytopathology, 40: 1136-1153.

242. Weger J, Schanze M, Hilber-Bodmer M, Smits THM and Patocchi A (2011): First Report of
the -Tubulin E198A Mutation Conferring Resistance to Methyl Benzimidazole Carbamates in
European Isolates of Monilinia fructicola. Plant Disease, 95(4): 497.

243. White TJ, Bruns T, Lee S and Taylor J (1990): Amplification and direct sequencing of fungal
ribosomal RNA genes for phylogenetics. PCR Protocols: a guide to methods and applications.
Academic Press. New York. USA. 315-322.

244. Wicks T (1981): Suppression of Monilinia laxa spore production by fungicides applied to
infected apricot twigs during dormancy. Plant Disease, 65: 911-912.

245. Willetts HJ and Calogne FD (1969): Spore development in the brown rot fungi (Sclerotinia
spp.). New Phytologist, 68: 123-131.

246. Willetts HJ and Harada Y (1984): A Review of Apothecial Production by Monilinia Fungi
in Japan. Mycologia, 76(2): 314-325.

247. Windsor JJ, McFarlane L, Asano T and Suga H (2006): Internal transcribed spacer
dimorphism in Dientamoeba fragilis. Journal of Eukaryotic Microbiology, 53: 188-192.

115



10.14751/SZIE.2016.052

248. Wormald H (1926): On the occurrence in Britain of the conidial stage of Sclerotinia
Cydoniae Schell. Transactions of the British Mycological Society, 10(4): 303-306.

249. Wormald H (1930): Further studies of the brown rot fungi: IV. Sclerotinia fructigena as the
cause of an apple canker. Transactions of the British Mycological Society, 15(1-2): 102-107.

250. Wormald H (1954): The brown rot diseases of fruit trees. Technical Bulletin of the Ministry
of Agriculture No. 3. London. 1-113.

251. Woronin MS (1880): "Die Sklerotienkrankheit der Vaccinienbeere,” Mem. de V 'Acad, de
St Petersbourg, Serie 7: 46.

252. Woronin MS  (1888): Uber die Sclerotienkrankheit der Vaccinieen-beeren.
Entwicklungsgeschichte der diese Krankheit verursachenden Sclerotinien. Mémoires de
'Académie Impériale des Sciences de St.-Pétersbourg. 36(6): 1-49.

253. Ypema HL, Ypema M and Gubler WD (1997): Sensitivity of Uncinula necator to benomyl,
triadimefon, myclobutanil, and fenarimol in California, Plant Disease, 81: 293-297.

254. Zambino PJ and Szabo LJ (1993): Phylogenetic relationships of selected cereal and grass
rusts based on rDNA sequence analysis. Mycologia, 85: 401-414.

255. Zehr EI (1982): Control of brown rot in peach orchards. Plant Disease Report, 66: 1101—
1105.

256. Zhang C-Q, Zhang Y and Zhu GN (2008): The mixture of kresoxim-methyl and boscalid,
an excellent alternative controlling grey mould caused by Botrytis cinerea. Annals of Applied
Biology, 153: 205-213.

257. Zhu FX Amiri A and Schnabel G (2010): First Report of the B-tubulin E198A Allele for
Fungicide Resistance in Monilinia fructicola from South Carolina. Plant Disease, 94: 1511.

258. Zidari¢ I, Skerlavaj V, Zemlji¢ MU and Munda A (2011): Efficiency of fungicides used for
the brown rot (Monilinia sp.) control in peaches and determination of relative presence of the
species Monilinia fructicola. (Uc¢inkovitost fungicidov za zatiranje gliv iz rodu Monilinia v
breskvah in dolocitev relativne zastopanosti vrste Monilinia fructicola.) Zbornik Predavanj in
Referatov 10, Szlovénia, 2011. Marcius 1-2: 285-291.

259. Ziogas NB, Baldwin CB and Young EJ (1999): Alternative respiration: a biochemical
mechanism of resistance to azoxystrobin (ICIA5504) in Septoria tritici. Pesticide Science, 50: 28—
34.

260.

116


http://www.cabdirect.org/search.html?q=au%3A%22Zidari%C4%8D%2C+I.%22
http://www.cabdirect.org/search.html?q=au%3A%22%C5%A0kerlavaj%2C+V.%22
http://www.cabdirect.org/search.html?q=au%3A%22Zemlji%C4%8D%2C+M.+U.%22
http://www.cabdirect.org/search.html?q=au%3A%22Munda%2C+A.%22

10.14751/SZIE.2016.052

2. mellélket: Az izolatumok neve, begytijtott mintaszam, gazdanovénye, a gyujtés helyszine és éve

Izolatum Minta- Gazdandvény™ Fertozott novényi | Gyiijtés helye Gyiijtés A molekularis médszerekkel vizsgalt
kédja sZAm** rész ideje régiok

ITS CytB | Cyp51 Cyp51gén | TUB2

régio | gén gén promdtere | gén
MLH1 Cydonia oblonga hajtas Siofok 2013.05.09 X X
MLH2 Cydonia oblonga* hajtas Harkany 2013.05.01 X X X
UFT Malus domestica 'Ashton bitter' hajtas Ujfehérto 2005. X X
2010/PS-78 Malus domestica termés Lengyelorszag 2010. X X X
2013/LX-1 5 | Prunus armeniaca ’Ceglédi 6rias” | hajtas és virag Berencse 2013.04.28 X
2013/LX-2 3 | Prunus armeniaca "Mandulakajszi’ | hajtas és virag Soskut 2013.05.10 X X
2013/LX-3 5 | Prunus armeniaca ’Ceglédi orias’ | hajtas és virag Kapolnasnyék 2013.05.09
2013/LX-4 2 | Prunus armeniaca *Pannonia’ hajtas és virag Kapolnasnyék 2013.05.09
2013/LX-5 5 | Prunus armeniaca ’Ceglédi bibor’ | hajtas és virag Kapolnasnyék 2013.05.09 X X X
2013/LX-6 5 | Prunus armeniaca ’Bergeron’ hajtas és virag Kapolnasnyék 2013.05.09
2013/LX-7 5 | Prunus armeniaca *Ceglédi bibor’ | hajtas és virag Pécs 2013.04.24
2013/LX-8 2 | Prunus armeniaca *Chrisgold’ hajtas és virag Siéfok 2013.05.09
2013/LX-9 1 | Prunus armeniaca ’Bergarouge’ hajtas és virag Siofok 2013.05.09 X
2013/LX-10 5 | Prunus amygdalus® hajtas és virag Budapest 2013.05.15
2013/LX-11 5 | Prunus armeniaca hajtas és virag Erd-Elvira 2013.05.09

major

2013/LX-12 5 | Prunus armeniaca *C235’ hajtas és virag Kisjgérb('i 2013.05.09
2013/LX-13 5 | Prunus triloba *Multiplex’* hajtas és virag Baracska 2013.05.10 X X X X X
2013/LX-14 1 | Prunus domestica hajtas és virag Kecskemét 2013.05.10
2013/LX-15 5 | Prunus cerasus ’Erdi bétermd’ hajtas és virag Agard 2013.05.14 X
2013/LX-16 5 | Prunus cerasus *Erdi bétermd’ hajtas és virag Ravazd 2013.05.17
2013/LX-17 Cydonis oblonga* gylimdlecsmimia Torokbalint 2013.05.15
2013/LX-18 2 | Prunus subhirtella ’Autumnale’* hajtas és virag Budapest 2013.05.25 X
2013/LX-19 5 | Prunus armeniaca *Ceglédi arany’ | mumia Cserépfalu 2013.05.21
2013/LX-20 4 | Prunus domestica z0ld termés Békéscsaba 2013.05.27
2013/FG-21 1 | Prunus domestica z6ld termés Békéscsaba 2013.05.27 X
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Izolatum Minta- Gazdanovény™ Fert6zott novényi | Gyiijtés helye Gyiijtés A molekularis médszerekkel vizsgalt

kodja szam™* rész ideje régiok
ITS CytB | Cyp51 Cyp51gén | TUB2
régio | gén gén promdtere | gén

2013/LX-22 5 | Prunus subhirtella *Autumnale’* hajtas és virag Torokbalint 2013.05.21

2013/LX-23 5 | Prunus domestica *Besztercei’* z0ld termés Kétegyhaza 2013.05.27

2013/LX-24 5 | Prunus armeniaca hajtas és virag Kiskunmajsa 2013.05.30

2013/LX-25 4 | Prunus ’Acclade’* hajtas és virag Budapest 2013.05.25

2013/LX-26 5 | Prunus cerasus ’Erdi bétermd’ termés Agard 2013.05.17

2013/LX-27 1 | Prunus persica *Babygold 6’ gylimdlcsmimia Agard 2013.05.17

2013/LX-28 2 | Prunus cerasifera* z061d termés Budapest 2013.06.05

2013/LX-29 2 | Prunus domestica *Besztercei’* z6ld termés Torokbalint 2013.06.06

2013/LX-30 5 | Prunus avium* termés Diosd 2013.06.10

2013/LX-31 5 | Prunus cerasus ’Erdi bétermd’ termés Torokbalint 2013.06.18

2013/LX-32 Cydonis oblonga* gyimolcsmumia Torokbalint 2013.05.15

2013/LX-33 5 | Prunus avium ’Bigarreau Burlat’ hajtas és virag Vamosmikola 2013.06.11

2013/LX-34 5 | Prunus cerasus ’Erdi bétermd’* termés Torokbalint 2013.06.18

2013/LX-35 5 | Prunus avium termés Kecskemét 2013.06.13 X

2013/LX-36 5 | Prunus avium ’Bigarreau Burlat’ termés Veszprém 2013.06.09

2013/LX-37 2 | Prunus cerasus ’Erdi bétermd’* termés Torokbalint 2013.06.18 X

2013/LX-38 4 | Prunus domestica* termés Balassagyarmat 2013.06.20

2013/L.X-39 1 | Prunus domestica* termés Balassagyarmat 2013.06.20

2013/FC-40 1 | Prunus cerasus ’Kantor Janosi’ termés Kiskunmajsa 2013.07.02

2013/LX-41 2 | Prunus armeniaca ’Aurora’ termés Veszprém 2013.06.25

2013/LX-42 2 | Prunus cerasus* termés Baracska 2013.06.26

2013/FG-43 2 | Prunus cerasus* termeés Balassagyarmat 2013.06.20

2013/LX-44 3 | Prunus cerasus* termeés Balassagyarmat 2013.06.20

2013/LX-45 5 | Prunus armeniaca termés Soskt 2013.07.10

2013/FG-46 3 | Prunus cerasus termés Ujfehérto 2013.07.03 X X

2013/LX-47 5 | Prunus avium termeés Ujfehértd 2013.07.03

2013/LX-48 5 | Prunus cerasus *Debreceni termés Salgotarjan 2013.06.28

b6termo’*
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Izolatum Minta- Gazdanovény™ Fertozott novényi | Gyiijtés helye Gyiijtés A molekularis médszerekkel vizsgalt
kodja szam™* rész ideje régiok
ITS CytB | Cyp51 Cyp51gén | TUB2
régio | gén gén promdtere | gén
2013/LX-49 3 | Prunus armeniaca *Korai piros’ termés Szatyamaz 2013.07.10
2013/FC-50 1 | Prunus cerasus 'Debreceni termés Ecséd 2013.07.14 X X X
boétermd’
2013/LX-51 3 | Prunus cerasus *Debreceni termés Ecséd 2013.07.14 X
bétermd’
2013/FG-52 2 | Prunus persica* termés Olaszliszka 2013.07.15 X
2013/LX-53 3 | Prunus persica* termés Olaszliszka 2013.07.15
2013/LX-54 1 | Prunus avium ’Alex’ termés Veszprém 2013.06.29
2013/LX-55 1 | Prunus avium ’Alex’ termés Veszprém 2013.06.29
2013/LX-56 3 | Prunus armeniaca *Ceglédi 6rias® | termés Cserpéfalu 2013.07.16
2013/FG-57 1 | Prunus armeniaca "Mandulakajszi’ | termés Cserpéfalu 2013.07.16 X
2013/LX-58 3 | Prunus armeniaca ’Korai piros’ termés Szatymaz 2013.07.10
2013/LX-59 1 | Prunus cerasus *Debreceni termés Ecséd 2013.07.10
bétermd’
2013/LX-60 1 | Prunus cerasifera* termés Miskolc 2013.07.13
2013/FG-61 1 | Prunus cerasifera* termés Miskolc 2013.07.13 X
2013/LX-62 2 | Prunus cerasifera* termés Pannonhalma 2013.09.12
2013/FG-63 2 | Prunus persica* termés Révfiilop 2013.09.22
2013/FG-64 1 | Prunus persica* termés Matészalka 2013.08.25
2013/LX-65 5 | Prunus cerasifera* termés Balatonfenyves 2013.08.26
2013/LX-66 1 | Prunus persica 'Fantasia’ termés Szatymaz 2013.09.10
2013/LX-67 2 | Prunus persica "Royal pride’ termés Péntekhely 2013.09.09
2013/FG-68 2 | Prunus domestica termés Hédervar 2013.09.02
2013/LX-69 5 | Prunus cerasus termés Soroksar 2013.09.10
2013/FG-70 3 | Prunus domestica termés Hédervar 2013.09.02
2013/FG-71 Cydonia oblonga* termeés Kétegyhaza 2013.09.30
2013/LX-72 5 | Prunus persica termés Debrecen 2013.09.01
2013/FG-73 Cydonia oblonga* termés Pincehely 2013.11.07 X X X
2013/LX-74 2 | Prunus domestica* termés Morahalom 2013.11.11
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Izolatum Minta- Gazdanovény™ Fert6zott novényi | Gyiijtés helye Gyiijtés A molekularis médszerekkel vizsgalt
kodja szam™* rész ideje régiok
ITS CytB | Cyp51 Cyp51gén | TUB2
régio | gén gén promdtere | gén
2013/FG-75 3 | Prunus domestica* termés Szombathely 2013.11.11
2013/FG-76 5 | Prunus domestica* termés Moérahalom 2013.11.11
MLH3 Cydonia oblonga* hajtas Kelenvolgy 2014.05.02 X
MLH4 Cydonia oblonga hajtas Kecskemét 2014.05.10 X X
2014/LX-3 5 | Prunus armeniaca hajtas és virag Tevel 2014. X
2014/LX-4 2 | Prunus cerasus* hajtas és virag Tamasi 2014. X
2014/LX-5 5 | Prunus armeniaca* hajtas és virag Tamasi 2014. X X
2014/LX-6 5 | Prunus cerasus* hajtas és virag Szarka-hegy 2014.
2014/LX-7 1 | Prunus cerasus* termés Diosd 2014.
2014/LX-9 5 | Prunus amygdalus* hajtas és virag Budaors 2014.
2014/LX-10 3 | Prunus cerasus* hajtas és virag Tamasi 2014,
2014/LX-11 3 | Prunus armeniaca termés Kecskemét 2014.
2014/FG-12 1 | Prunus persica* termés Révfiilop 2014. X X
2014/1.X-13 1 | Prunus persica termés Kereskedelmi 2014.
forg.
2014/FC-14 1 | Prunus persica termés Ke?eskedelmi 2014. X X
forg.
2014/LX-15 5 | Prunus armeniaca termés Ke?eskedelmi 2014. X X X
forg.
2014/LX-16 2 | Prunus persica termés Ke?eskedelmi 2014.
forg.
2014/FC-17 1 | Prunus persica termés Ke?eskedelmi 2014. X
forg.
2014/FC-18 3 | Prunus persica ’Suncrest’ termés Er(?, Elvira- 2014.08.10 X
major
2014/LX-19 5 | Prunus armeniaca hajtas Gyula 2014.08.15
2014/FG-20 5 | Prunus domestica *President’ termés Soskt 2014.08.27 X X
2014/FG-21 3 | Prunus domestica ’Stanley’ termeés Soskut 2014.08.27
2014/FC-22 3 | Prunus persica Redcal’ termeés Soskut 2014.08.27
2014/FC-23 1 | Prunus persica 'Redcal’ termés Soskut 2014.08.27
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Izolatum Minta- Gazdanovény™ Fertozott novényi | Gyiijtés helye Gyiijtés A molekularis médszerekkel vizsgalt
kodja szam™* rész ideje régiok
ITS CytB | Cyp51 Cyp51gén | TUB2
régio | gén gén promdtere | gén
2014/FG-24 1 | Prunus persica 'Redcal’ termés Soskat 2014.08.27
2014/FC-25 1 | Prunus domestica ’Stanley’ termés Soskut 2014.08.27 X
2014/FC-26 3 | Prunus persica ’Michelini’ termés Soskut 2014.08.27 X
2014/FC-27 5 | Prunus persica ‘Babygold’ termés Soskut 2014.08.27 X
2014/LX-28 4 | Prunus domestica ’Stanley’* termés Balassagyarmat 2014.08.28
2014/FG-29 1 | Prunus domestica ’Stanley’* termés Balassagyarmat 2014.08.28
2014/LX-30 2 | Prunus avium* termés Roszke 2014.04.05
2014/LX-31 5 | Prunus domestica* termés Budakalasz 2013.08.10
2014/FC-32 3 | Prunus persica *Cresthaven’ termés Erd 2014.08.29 X X
2014/L.X-33 2 | Prunus persica termés Erd 2014.08.29
2014/FG-34 2 | Prunus domestica* termés Zsambék 2014.08.21
2014/FG-35 1 | Prunus domestica* termés Zsambék 2014.08.21 X
2014/PS-36 1 | Prunus domestica* termés Zsambék 2014.08.21 X X X
2014/LX-37 1 | Prunus domestica* termés Zsambék 2014.08.21
2014/FG-38 1 | Prunus persica var. nucipersica termés Zsambék 2014.08.21 X
2014/1.X-39 1 | Prunus persica var. nucipersica termés Zsambék 2014.08.21
2014/FG-40 Pyrus communis* termés Alsdors 2014.08.17 X
2014/FG-41 Pyrus communis * termés Abasar 2014.08.15
2014/FG-42 Pyrus communis * termés Abasar 2014.08.15 X X X X
2014/LX-43 1 | Prunus cerasus® termeés Diosd 2014.06.10
2014/LX-44 1 | Prunus persica termés Hajdtszoboszld 2014.08.20
2014/LX-45 1 | Prunus domestica ’Stanley’ termés Soskut 2014.08.27
2014/FG-46 Pyrus communis termeés Als6ors 2014.08.26
2014/ FC-47 1 | Prunus persica termeés Kereskedelmi 2014.08.30 X X
forg.
2014/FC-48 1 | Prunus persica var. nucipersica termeés Ke?eskedelmi 2014.08.30 X X X X
forg.
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Izolatum Minta- Gazdanovény™ Fert6zott novényi | Gyiijtés helye Gyiijtés A molekularis médszerekkel vizsgalt
kodja szam™* rész ideje régiok
ITS CytB | Cyp51 Cyp51gén | TUB2
régio | gén gén promdtere | gén
2014/FC-50 Prunus persica var. nucipersica termés Kereskedelmi 2014.09.02 X X
forg.
2014/FC-51 Prunus persica termés Kereskedelmi 2014.09.11 X X X
forg.
2014/FG-52 Cydonia oblonga termés Sukoro 2014.09.22
2014/FG-53 Prunus domestica termés Soroksar 2014.09.17 X
2014/FC-54 Prunus persica termés Soroksar 2014.09.17 X X X
2014/L.X-55 Prunus persica termés Soroksar 2014.09.17
2014/LX-56 Prunus domestica ’Besztercei’ termés Kereskedelmi 2014.10.02
forg.
2014/LX-57 Prunus domestica ’Stanley’ termés Kereskedelmi 2014.10.06
forg.
2014/LX-58 Prunus domestica ’Besztercei’ termés Kereskedelmi 2014.10.06
forg.
2014/LX-59 Prunus domestica ’Stanley’ termés Kereskedelmi 2014.10.13
forg.
2014/FC-60 Prunus domestica *Besztercei’ termés Kereskedelmi 2014.10.13 X
forg.
2014/LX-61 Prunus domestica *Besztercei’ termés Kereskedelmi 2014.10.13
forg.
2014/FC-62 Prunus salicina termés Kereskedelmi 2014.10.26 X
forg.
2014/FC-63 Prunus domestica ’Stanley’ termés Kereskedelmi 2014.10.26 X
forg.
2014/LX-64 Prunus domestica ’Stanley’ termés Kereskedelmi 2014.10.26
forg.
2014/LX-65 Prunus persica termés Kecskemét 2014.10.20.
MLH5 Cydonia oblonga hajtas Torokorszag X X
2015.04.23.
2015/LX-1 Prunus cerasus ’Erdi bétermd’ gylimdlecsmimia Erd-Elvira 2015.05.12
major
2015/LX-2 Prunus cerasus ’Bigarreau Burlat’ | hajtas és virag Erd-Elvira 2015.05.12
major
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Izolatum Minta- Gazdanovény™ Fert6zott novényi | Gyiijtés helye Gyiijtés A molekularis médszerekkel vizsgalt
kodja szam™* rész ideje régiok
ITS CytB | Cyp51 Cyp51gén | TUB2
i régio | gén gén promdtere | gén
2015/LX-3 5 | Prunus armeniaca hajtas és virag Erd-Elvira 2015.05.12
major
2015/LX-4 5 | Prunus cerasus fajtagyiijtemény hajtas és virag Erd-Elvira 2015.05.12
major
2015/LX-6 5 | Prunus cerasus ’Bigarreau Burlat’ | hajtas és virag Bagacska 2015.05.12
2015/LX-7 3 | Prunus armeniaca hajtas és virag Nyiregyhaza 2015.05.14
2015/LX-8 5 | Prunus cerasus hajtas és virag Bicske 2015.04.28
2015/LX-9 1 | Prunus cerasus hajtas és virag Saregres 2015.04.29
2015/LX-10 5 | Prunus cerasus hajtas és virag Soroksar 2015.05.20
2015/LX-11 5 | Prunus cerasus fiatal termés Soroksar 2015.05.20
2015/LX-12 5 | Prunus cerasus* hajtas és virag Olaszliszka 2015.05.26
2015/LX-13 5 | Prunus cerasus* hajtas és virag Sarszentmihaly 2015.05.26
2015/LX-14 3 | Prunus cerasus* fiatal termés Séarszentmihaly 2015.05.26
2015/LX-15 5 | Prunus cerasus* hajtas és virag Orhalom 2015.05.23
2015/LX-16 5 | Prunus cerasus ’Ujfehértéi fiirtos’ | hajtas és virag Soskut 2015.06.04
2015/LX-17 3 | Prunus armeniaca "Piroska’ gylimdlcsmiimia Soskut 2015.06.04
2015/LX-18 1 | Prunus armeniaca *Ceglédi piros” | fiatal termés Soskut 2015.06.04
2015/LX-19 3 | Prunus armeniaca hajtas és virag Pomaz 2015.06.01
2015/LX-20 1 | Prunus armeniaca *Tomcot’ termés Soskt 2015.06.15
2015/FG-21 1 | P. domestica subsp. italica* termés Harkany 2015.06.17
2015/LX-22 4 | Prunus persica termés Erd- Elvira 2015.08.17
major
2015/LX-23 5 | Prunus tenella* hajtas és virag Budapest 2015.05.06
2015/LX-24 5 | Prunus cerasus *Erdi bétermé’ hajtas és virag Torokbalint 2015.05.07
2015/LX-25 5 | Prunus armeniaca hajtas és virag Torokbalint 2015.05.07
2015/LX-26 5 | Prunus cerasus "Pandy’ hajtas és virag Baracska 2015.05.07
2015/FC-27 3 | Prunus persica "Redhaven’ termés Soskut 2015.08.18
2015/FG-28 5 | Punus domestica 'Blufre' termés Pallag 2015.08.26
2015/LX-29 1 | Prunus cerasus termés Agard 2015.08.20
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Izolatum Minta- Gazdanovény™ Fert6zott novényi | Gyiijtés helye Gyiijtés A molekularis médszerekkel vizsgalt
kodja szam™* rész ideje régiok
ITS CytB | Cyp51 Cyp51gén | TUB2
régio | gén gén promdtere | gén
2015/LX-30 2 | Prunus persica termés Pécs 2015.08.20
2015/LX-31 3 | Prunus persica var. nucipersica termés Pallag 2015.08.26
'‘Andosa’
2015/PS-32 Malus domestica 'Gala’ termés Pallag 2015.08.26 X
2015/FG-33 5 | Prunus domestica 'Stanley’ termés Pallag 2015.08.26
2015/FG-34 1 | Prunus persica 'Red Haven' termés Pallag 2015.08.26 X
2015/LX-35 3 | Prunus persica 'Red Haven' termés Pallag 2015.08.26
2015/FG-36 2 | Prunus persica var. nucipersica termés Pallag 2015.08.26
'‘Andosa’
2015/FG-37 3 | P. domestica ’Sarga besztercei’ termés Soroksar 2015.09.14
2015/FG-38 5 | Prunus domestica termés Soroksar 2015.09.14
2015/FC-39 2 | Prunus persica "Michellini’ termés Soroksar 2015.09.14
2015/FG-40 1 | Prunus persica *Michellini’ termés Soroksar 2015.09.14
2015/L.X-41 2 | Prunus persica "Michellini’ termés Soroksar 2015.09.14
2015/LX-42 4 | Prunus persica var. nucipersica termés Soroksar 2015.09.14
2015/LX-43 1 | Prunus persica var. nucipersica termés Soroksar 2015.09.14
2015/FG-44 1 | Prunus domestica subsp. italica* termés Pécs 2015.07.12
2015/LX-45 5 | Prunus domestica 'Stanley™ termés Korosszegapati 2015.09.20
2015/FG-46 5 | Prunus domestica 'Stanley’ termés Komarom 2015.09.20
2015/LX-47 5 | Prunus domestica™ termés Komarom 2015.09.28
2015/FG-48 Cydonia oblonga* termeés Didsviszlo 2015.09.29
2015/FC-49 1 | Prunus domestica termés Kereskedelmi 2015.09.30
forg.
2015/FC-50 2 | Prunus persica termeés Ke?eskedelmi 2015.09.15
forg.
2015/FC-51 5 | Prunus persica termeés Ke?eskedelmi 2015.09.30
forg.
2015/FG-52 Malus domestica termés T 6§6kbélint 2015.10.08
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Izolatum Minta- Gazdanovény™ Fertozott novényi | Gyiijtés helye Gyiijtés A molekularis médszerekkel vizsgalt
kodja szam™* rész ideje régiok
ITS CytB | Cyp51 Cyp51gén | TUB2
régio | gén gén promdtere | gén
2015/FG-53 2 | Cydonia oblonga termés Kelenfold 2015.10.10
2015/LX-54 5 | Prunus domestica termés Balassagyarmat 2015.10.10
2015/LX-55 2 | Prunus persica termés Kereskedelmi 2015.10.08
forg.
2015/LX-56 5 | Prunus armeniaca termés-mumia Gﬁ?lcz 2015.10.20
2015/LX-57 5 | Prunus armeniaca 'Roboda’ hajtas Pomaz 2015.11.06
2015/LX-58 1 | P. armeniaca 'Ceglédi Piroska' hajtas Pomaz 2015.11.07
2015/FG-59 1 | Prunus armeniaca termés-mumia Goncz 2015.10.20

* a mintdk nem lizemi ndvényvédelem alatt 4116 fakrol szdrmaznak

**a mintaszamot csak a csonthéjas gazdandvényekrdl szarmazd minték esetén tiintettiik fel
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3. melléklet: Ossznukleinsav kivonasa tenyészetbél

Az Ossznukleinsav kinyeréséhez a korokozo tiszta, ndovekvd tenyészetének 5 mm-€s
korongjait hasznaltuk fel. A micéliumkorongokat landzsatiivel levalasztottuk a taptalajrél, majd

doérzsmozsarban kvarchomok segitségével eldorzsoltiik.

600 pl CTAB puffer hozzaadasa utan Eppendorf csdvekbe ontottiik at az elegyet, majd 45

percig 65 °C-os homérsékleten inkubaltuk.

A nukleinsavak kinyeréséhez kloroform/izoamil-alkohol-extrakciot végeztiink, 24:1

aranyu eleggyel (600 ul), majd 10 percig centrifugaltuk.

A felsé fazist tiszta Eppendorf csdbe atpipettaztuk, majd megismételtiik az extrakcidt, majd

ismételten 10 percig centrifugaltuk.
400 pl izopropanollal kicsaptuk a nukleinsavakat, majd 5 percig centrifugéltuk.

A centrifugalast kovet6en ledntottiik a feliiliszot. A pellethez 1 ml 70%-o0s etanolt adtunk,

majd 5 perces centrifugalas utan ismét leontottiik a feliiliszot.

A pelletet szaritottuk, majd 30 pl 10 pg/ml RNAse-t tartalmaz6 TE-oldatba szuszpendéltuk
(Maniatis és mtsai. 1989).
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felhasznalt izolatumok génbanki azonosité kodjai

14. tablazat: Izolatumok hasonlosaganak vizsgalata soran felhasznalt izolatumok génbanki
azonosito kodjai

vizsgalt | Monilinia laxa Monilinia Monilinia Monilinia Monilinia
szakasz fructigena fructigena polystroma linhartiana
ITS1- | AB470891, EF207424— EF207419- GU067539, HM581953,
5,8S AF150673- EF207429, EF207423, HQ856916, HM581954
rDNA- | AF150680, HQ846917, FJ411109, HQ846944,
ITS2 EF153013- HQ846945, FJ411110, JF820317,
EF153017, HQ846946, FJ515894, JN128835,
GU952816, HQ846956- HQ893747, JX315717,
GQ423060, HQ846965, HQ893748, KJ814976,
HQ908790, HQ166375, HQ908789, KP279655—
KC544793— HQ908791, KF516934, KP279660,
KC544799, HQ166375, KF516935, KP742806—
KJ542644, HQ166417, KJ131183, KP742813,
KU695549, KC544804— KJ131184, KR778902—
KP279669, KC544807, KJ541032, KR778909,
LN714571, KP279656, KM279616,
HQB846947— KP279661— KM279617,
HQ846955, KP279668, KM652445—
Z73784-273787 KP903577, KM6524609,
KP903590, Z737717,
KP903604, Z73778
KP903605
tub2 AY 349149, HQ908771 AY283676— - -
gén HQ908772 AY283683,
AY283685,
HMO051379—
HMO051383,
HQ908769,
HQ908770
cyp5l | - - AF470621, - -
gén EF372329-
EF372338,
EU136400,
EU779922—
EU779931,
GU136401-
GU136407
28s AY544670, Z73749 AY544683, - -
rDNA NG_027608, 273748
gén Z73752
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5. melléklet: A Monilinia linhartiana kérokozo altalunk
meghatarozott génrészleteinek azonosito kodjai

15. tablazat: A Monilinia linhartiana koérokozo altalunk meghatarozott génrészleteinek azonositd
kodjai

Izolitum igSNfgg?neS 285 tub2 gén Polimorf régio
MLH1 LN908896 LN908895 LN908894
MLH2 LN908897 LN908901 LN908905
MLH3 LN908898 LN908902 LN908906
MLH4 LN908899 LN908903 LN908907
MLH5 LN908900 LN908904 -
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9. KOSZONETNYILVANITAS

Mindenekel6tt szeretnék kdszonetet mondani konzulenseimnek Dr. Palkovics Laszlonak
és Dr. Petroczy Mariettanak, akik mellett 2001-t61 Novényorvos MSc hallgatoként, 2013-tol
doktoranduszként tanulhattam, kutathattam. Szeretném megkoszonni Dr. Palkovics Laszlonak,
hogy segitette téma valasztasomat és kutatdsom tudomanyos megalapozasat, valamint biztositotta
a kutatas létrejottéhez sziikséges feltételeket. Koszonom Dr. Petréczy Mariettanak, azt hogy
témavezetdmként iranyitotta munkamat, biztatasara és értékes tanacsaira mindig szamithattam.

A mintagylijtés soran kollégaim, barataim és csaladtagjaim gyakran hozzajarultak egy-egy
mintaval gylijteményemhez. Szeretném megkoszonni Adam Janosnak, Agoston Janosnak,
Hanczéar Jazminnak, Hartmann Katdnak, Dr. Karacs-Végh Anitdnak, Koncz Laszlonak, Lantos
Andrasnak, Dr. Nagy Gézanak, Olah Richardnak, Dr. Pajtli Evéanak, Dr. Palkovics Laszlonak,
Papp Agnesnek, Dr. Pénzes Bélanak, Dr. Petroczy Mariettanak és Toth Annamérianak a
mintagyijtés soran nyujtott segitségiiket.

Ko6sz6nom Dr. Erdélyi Evanak a batoritast és a statisztikai elemzésben nyujtott segitségét.

Ko6sz6nom Dr. Pajtli Evanak a molekularis elemzésekben nyujtott segitségét.

Koszonom Dr. Dedk Tamas és Dr. Kovacs M. Gabor segitségét a filogenetikai torzsfa
elkészitésében.

Koszondm Dr. Nagy Géza értékes szakmai tanacsait.

Szeretném megkoszonni a Bolognai Egyetem munkatarsainak, hogy kiilfoldi
tapasztalatokkal gazdagitottak tudasomat. Koszondm Marta Mari professzor asszonynak, hogy
lehetéséget biztositott a kozds munkara a NoOvénykortani €s Novényvédelmi CRIOF
laboratoriumban. Kdszondm Dr. Camilla Martininek, hogy a kint toltott honapok soran mindig

szdmithattam Otleteire és segitségére.
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