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1. TUDOMANYOS ELOZMENYEK ES CELKITUZESEK

A gyliimdlcsos iltetvények egyik legnagyobb ellensége a Monilinia fajok. A csonthéjas és
almatermésti liltetvényekben az altala okozott gylimodlcsrothadas, valamint a csonthéjasoknal egyre
nagyobb mértékben jelentkezd virag- ¢és hajtaspusztulas hivja fel a figyelmiinket ezekre a
korokozokra (Pintér, 1998). A hazankban és Eurdpaban is elterjedt betegséget harom gombafaj is
okozhatja. A virdg- és hajtaselhalason kiviil gyiimolcsrothadast is kivalt6é fajok a hazankban régota
ismert Monilinia laxa (Aderh. & Ruhl.) Honey / Monilia laxa (Ehrenb.) Sacc. & Voglino, és a
zarlati koérokozo Monilinia fructicola (Wint.) Honey (=Sclerotinia fructicola (Wint.) Rehm. /
Monilia fructicola Batra, valamint a sokféle gyiimolcsot karositd Monilinia fructigena (Aderh. &
Ruhl.) Honey (=Sclerotinia fructigena Aderh. & Ruhl.) / Monilia fructigena Pers. A koérokozo
jelenlétét konnyli megallapitani, azonban annak eldontése, hogy a harom Monilinia faj koziil
melyikrdl van sz, tovabbi vizsgalatok sziikségesek. A biotechnoldgiai kutatas gyors fejlédésének
koszonhetden molekularis vizsgalattal faji szinten gyorsan és pontosan meg lehet hatarozni a
korokozokat (Ioos és Frey, 2000; Cote et al. 2004).

A koérokozok elleni védekezés leghatékonyabb és leggazdasagosabb forméja a novényi
rezisztencia. A rezisztencia nemesitési munka soran el6 kell allitani, vagy fel kell kutatni azokat a
rezisztenciaforrdsokat, amelyek felhasznéalasaval teljes vagy részleges betegség-ellenalloképesség
vihetd be az 0 fajtdkba. Az eddigi ismereteink szerint a termesztett meggyfajtdk nem rezisztensek a
Monilinia kérokozokkal szemben, azonban a fajtak fogékonysaga kozott 1ényeges eltérések vannak.

Az integralt és a konvencionalis gazdalkodast folytatoknak a XX. szdzadi vegyipari
fellendiilés kovetkeztében a fungicidek széles skaldja allt a rendelkezésiikre, igy a monilinids
betegség elleni védekezés is megoldottnak latszott. Ennek ellenére azt tapasztaltdk, hogy a
korokozok egyre agresszivebben lépnek fel. Mar az 1970-es években felismerték, hogy a rendszeres
fungicidhasznalat rezisztenciat valthat ki, s ez a novények védelme szempontjabol nagy kihivas
(Josepovits, 1991). A kémiai novényvéddszerek alkalmazasat szamos kritika éri. Ilyen példaul,
hogy az iiltetvénykezelések sordn a peszticidek elsodrodhatnak, tovabba szennyezik a levegdt, a
talajt és a talajvizet. Sok esetben karositjak a nem célszervezeteket is, valamint az élelmiszerekben
problémat okozhatnak a szermaradékok. Ezen okok miatt az Eurdpai Unié az elmult években
szamos hatéanyag engedélyezését visszavonta.

Az Okologiai gazdalkodast folytatok minddssze néhany novényvédelemre alkalmas
készitményt hasznalhatnak, s jelenleg hazankban nincs a forgalomba Monilinia fajok ellen

alkalmazhat6 antagonista készitmény.



Célkitiizéseim a fentiek alapjan a kovetkezok voltak:

1. Molekularis genetikai modszerekkel tanulmanyoztam a hazank kiilonb6z6 gyiimolcstermé
vidékérdl, kiilonbozé gazdandvényrdl és novényi részrél gyijtott Monilinia spp. izolatumok
populacidinak valtozékonysagat, mely a korokozok altal eléidézett fert6zésbeli kiilonbségek egyik
oka lehet. Arra kerestem a valaszt, hogy a fajon beliili szubpopulaciok mennyire valtozatosak,
illetve a fajok kozott mekkora kiilonbségek figyelhet6k meg. Genetikailag elkiilonithetdek-€, és ha
igen mekkora tavolsagra vannak a fajok egymastdl. Vizsgaltam, hogy van-e genetikailag
kimutathaté gazdandvény specializacio, van-e kimutathatdé évjaratokban bekovetkezé populacid
valtozas, tovabba elkiiloniilnek-e egymastol a fungicidekre kevésbé érzékeny szubpopuléaciok?

2. Munkam tovabbi célja az volt, hogy a koztermesztésben elterjedt hét meggyfajta (Erdi
bétermd, Csengddi, Ciganymeggy 59, Erdi jubileum, Kantorjanosi 3, Pandy 279, Ujfehértéi fiirtos)
fogékonysagat vizsgaljam, és a kiilonb6z6 novényekrdl izolalt Monilinia izolatumok patogenitasat
¢s agresszivitasat 0sszehasonlitsam.

3. Tanulmanyoztam, hogy az egész fat veszélyeztetd monilinids viragfert6zés
megakadalyozasaban lehet-e szerepe a szamos korokozo ellen sikeresen alkalmazott Clonostachys
rosea antagonistdnak. A virdgfertdzés megakaddlyozasan tul kulcsfontossdgi a gylimolcsfertdzés
kialakulasanak megel6zése is. Ezért vizsgaltam, hogy lehet-e szerepe a C. rosea hiperparazitanak a
gytimolcsmumidk kialakuldsanak visszaszoritdsaban, igy az inokulum képzddés csokkentésében.

4. Vizsgaltam tovabba, hogy az egyre gyakrabban alkalmazott fungicides kezelések fokoztak-
e a gombadldszerekkel szemben kevésbé érzékeny, ellenallé Monilinia izolatumok kialakulasanak a
veszélyét. A fungicid rezisztenciardl, az egyes izolatumok csokkent érzékenységérdl nincsenek
irodalmi adatok, ezért célul tiiztem ki a kiilonb6zé csonthéjasrdl izolalt korokozok fungicidekkel

szembeni ellenallésaganak vizsgalatat.



2. ANYAG ES MODSZER

2. 1. Izolatumok azonositasa

Az izolatumok gyiijtése

A vizsgalatokhoz hasznalt 69 izolatumot Magyarorszag kiilonb6zd terméhelyeirdl, kilenc
kiilonb6z6 gazdandvényrél, kilonboz6é novényi részekrdl gyhjtottik 2002 és 2006 kozott. A
term6helyek kozott volt iiltetvény, kozteriilet és csaladi haz kertje. A Monilinia fructicola
izolatumot a Jasz—Nagykun-Szolnok Megyei Novény- és Talajvédelmi Igazgatosag gytjtotte, a
Kozponti Karositdo Diagnosztikai Kutaté Kozpont izoldlta és azonositotta, és a Csongrad Megyei
Bioldgiai védekezési és karantén fejlesztési laboratorium bocsajtotta rendelkezésemre, a Kozponti

Novény-, Talaj- és Agrar-kornyezetvédelmi Igazgatosag engedélyével.

Az izolatumok azonositasa hagyomanyos diagnosztikai modszerekkel és molekularisan
specifikus primerekkel

A kiilonboz6 gazdandvényekrél szarmazod izolatumokat 5°C-on sporulaltattuk majd a
képz6dott konidiumok hosszat és szélesség mértiik és az irodalmi adatokkal egyeztettiik.

A novekedési sebességét a telepeknek 6 napon &t mértiik és milliméter pontossagban adtuk
meg.

A faj szintli azonositasdhoz a hagyomdnyos mikolodgiai diagnosztikai mddszeren tal (Lane,

2002), specifikus PCR technologiat is alkalmaztunk. A DNS kivonast kvetéen Ioos és Frey (2000)

altal meghatarozott faj-specifikus primereket hasznaltunk a PCR eljaras soran.

2.2. A Monilinia fajok genetikai diverzitas vizsgalata

A Monilinia fajok fajon beliili és fajok kozotti genetikai diverzitas tanulmanyozasahoz 45
izolatummal végeztiink iSSR vizsgalatokat (Fan et al., 2010). A vizsgalatba vont izolatumok koziil 24
M. laxa, 20 M. fructigena és egy M. fructicola volt. Ot mikroszatellit primert: (GAG)4RC,
(CAC)4RC, (GTG)s, (GATA)4, (GTC)s, és két miniszatellit primert: M13 (Heath et al., 1993), T3B
(McClelland et al., 1992) hasznaltunk. A primereket 6nalléan, nem kombinacioban alkalmaztuk.

A PCR eljarast kovetden kapott mintazatot oly modon értékeltem, hogy meghataroztam az
egyes termékek méretét. Binaris koddal fejeztem ki a termék meglétét vagy hianyat. Az adatokat
matrixba rendeztem, és a Treecon programcsomagot felhasznalva (Van de Peer és De Wachter,
1997) UPGMA mddszerrel dendogramot készitettem.

Meghataroztam a teljes populacid genetikai diverzitasat (Ht), a szubpopulacio (Hs) és a
szubpopulacidk kozotti diverzitas (Dst) alapjan (Nei, 1987; Takezaki és Nei, 1996): Hr= Hs + Dgr.
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2.3. A Monilinia izolatumok patogenitasanak és a meggyfajtak fogékonysaganak
vizsgalata

A meggyfajtak  Monilinia/Monilia  fertézéssel szembeni viselkedését, esetleges
rezisztenciajat, tolerancidjat hazai kutatohelyeken néhény évtizede mar tanulmanyozzdk és
behatobban kutatjadk. Az elsé kozolt adatokat elsdsorban a természetes fertézottségre alapoztak,
amit az adott évjarat nagymértékben befolyasolt (Apostol, 1996). A késobbiekben Rozsnyay (2004)
mesterséges virdgfertézéssel vizsgalta és az adatok alapjan rangsorolta a termesztett fontosabb
meggyfajtak Monilia laxa korokozoval szembeni fogékonysagat, illetve toleranciajat. Ebbe a kutato
munkaba kapcsolodtam be 2006-ban, ahol mesterséges fertézéseket allitottunk be in vivo és in vitro
korilmények kozott. A vizsgalt meggyfajtdkon parhuzamosan bibéket és 2 éves vesszoket
fertéztiink. A meggyfajtak eltéré érzékenységén tul vizsgaltuk a Monilinia izolatumok esetleges
eltéré fertdézési képességét is. Ezzel kapcsolatban kevés irodalmi adat allt rendelkezésiinkre. A
koérokozok ezen képessége alapjan megkiilonboztetiink agressziveket vagy kevésbé agressziveket
(Viranyi, 2003).

A vizsgalatokat az Allami Gyiiméles - és Disznovény termesztési Kutato- Fejlesztd
Ko6zhasznti Nonprofit Kft. kisérleti teriiletén Elviramajorban végeztiik a kdvetkezd meggyfajtakkal:
Erdi bdtermd, Ujfehértoi fiirtds, Kantorjanosi 3, Ciganymeggy 59, Erdi jubileum, Pandy 279 és
Csengddi.

2.3.1. Mesterséges fertozés bibén keresztiil, in vitro

A mesterséges bibefertézést 6t kiilonb6z6 csonthéjas gazdandvényrdl szarmazé Monilinia
laxa izolatum konidiumainak a kevert szuszpenzidjaval végeztiik el. Amikor a bibe tetején
megjelent a termékenylilésre kész allapotot jelzd szekrétumcsepp, elvégeztik a mesterséges
fertézést (Stosser, 1980). Minden bibére Pasteur-pipettdval egy csepp konidium szuszpenziot
cseppentettiink. Ezt kovetden a virdgokat klimakamraban inkubaltuk (22°C, 87%-o0s paratartalmon,
valamint 4llandé megvilagitas mellett). Az értékelést a kezelést kdvetd 3 egymast kdvetd napon

végeztem el, amely soran a bibe elhalasat vizualisan értékeltem.

2.3.2. Bibeszovet vizsgalat

A bibefertdzés szovettani vizsgalata sordn, a ndvényi szovetreakciot kiilonbozo
idointervallumokban vizsgaltuk. Feltételeztiik, hogy a nagyobb ellenallosaggal rendelkezd fajta
tobb gombaellenes anyagot termel, ami anilinkékkel megfestve nagyobb fluoreszcenciat mutat. Ezt
a kisérletet az Erdi bétermd, a Pandy 279 és a Ciganymeggy 59-es fajtikon végeztiik el. A virag
bibéjén kialakuld szekrétumcsepp megjelenésekor a pollenekbdl és a gombakonidiumokbdl

készitett szuszpenzidt Pasteur pipettaval a bibe tetejére cseppentettiik. Ezt kdvetden 1, 2, 4, 8, 12,
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21, 24, 48 oraval 70%-os FPA fixald oldatot tartalmazd fiolakba szedtiik a bibéket, kocsannyal
egyiitt. A 70%-os FPA oldat 1:1:8 aranyban formaldehidet, propionsavat, etil-alkoholt tartalmazott.
A fixalo oldatban levd viragokat 4°C-on taroltuk. A vizsgéalatokhoz Quetsch preparatumot és
gyantaba agyazott preparatumot készitettiink. Minden preparatumrdl fényképet készitettem, majd a

fluoreszcencia mértékét Canon Digital Photo Professional (Ver. 2.2) szoftverrel értékeltem.

2.3.3. Mesterséges agfertozés, in vitro és in vivo

Vizsgaltuk a Monilinia izolatumok agresszivitasat, valamint a meggyfajtak érzékenységét, a
hancsszovetben keletkezett nekrdzis kiterjedése alapjan. A laboratoriumi vizsgéalatokat a mar
emlitett hét meggyfajtan végeztiik el intenziv ndvekedési iddszakban, virdgzaskor aprilis végén,
valamint nyugalmi idészakdban oktdber végén. A mesterséges fertézést a Cytospora gombanal
alkalmazott modszerrel végeztiik el (Rozsnyay és Apostol, 2000). Az agakon lyukfuréval 6 mm
atmér6jii sebeket furtunk. A sebekbe 6 mm atmér6jii 8 napos micélium korongot helyeztiink, s
parafilmmel rogzitettik. Az agakat nedves kvarchomokkal toltott nagyméretii tivegpoharakba
helyeztiik, a kisérlet soran elparologtatott vizet rendszeresen potoltuk. Az értékeléskor eltavolitottuk
a hancsot és cm-ben adtuk meg a nekrozis hosszat.

A szabadfoldi mesterséges agfertézést 2006 és 2007 -ben Erd — Elviramajorban végeztiik el.
Az intenziv novekedési id6szak két kiilonb6z6é idépontjaban végeztik a fertdézéseket. 2006-ban
aprilis 18-an, kozvetlen virdgzas utan, illetve néhany fajtanal teljes virdgzasban, amikor is az
1d6jaras paras, csapadékos volt. 2007-ben jinius 6-d4n, a gylimolcsérés kozepén végeztik a
mesterséges fertdzéseket. Ebben az évben a virdgzéaskori id6jaras meleg volt, a virdgzas gyorsan
véget ért. A kisérlet beallitasanal és értékelésénél az in vitro kisérlet beallitasanal alkalmazott
modszer alapjan jartunk el.

2006 és 2007 évben szabadfoldon mesterségesen fertdzott agrészeket levagtam és FPA
oldatban fixaltam (FPA oldat = 1:1:8 aranyban = formaldehid: propionsav: etil-alkohol). Az

értékeléshez minden preparatumrol fényképet készitettem.

2.4. Clonostachys rosea mikoparazita alkalmazasa

2.4.1. Antagonista azonositasa és hatasvizsgalat

A vizsgalatokhoz egy Clonostachys rosea izolatumot hasznaltunk, melyet sz6l6t fertézo
Botrytis cinerea gombarol tenyésztettiink ki, és morfologiai bélyegei alapjan azonositottuk.

A C. rosea antagonista mikoparazita aktivitasat és antibiotikum termelését tanulmanyoztuk
M. laxa és M. fructigena korokozokkal szemben. A hiperparazitizmus vizsgalatat malata- agar

taptalajon végeztiik. 8 nap elteltével, mikor a két gomba hifdi megkdzelitették annyira egymast,
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hogy szabad szemmel jol lathatoan Osszeértek, akkor a taldlkozas helyérdl mikroszkopos
preparatumot készitettlink. A micéliumok tetejére glicerint és anilinkéket cseppentettiink ¢és
fedélemezzel befedtiik, majd a prepardtumokat fénymikroszkdppal vizsgaltuk.

Az antibiotikum termelés vizsgalatdndl az antagonista gombat folyékony paradicsomos
kozegben (70 g 22-24 ref. % siritett paradicsom + 500ml csapviz) tenyésztettiik. A fermentalt
folyadékot 8 nap inkubdacidt kovetden steril sziirdn (0,2 um) lesziirtiik. A sziirletet paradicsom-agar
taptalajhoz kevertiik (10% v/v) €s petri csészébe ontottiik. M. laxa és a M. fructigena inokulumokat
oltottunk rajuk ¢és 25 °C-on inkubaltuk. A novekedést egy hétig mértiikk, és az izolatumokat

Osszehasonlitottuk a normal paradicsom-agar taptalajon valdé novekedési sebességgel.

2.4.2. Mesterséges bibefert6zés vizsgalat antagonistaval, in vitro

A teljes viragzas el6tti viragokat a kocsanyuknal fogva 1%-os vizes agar taptalajra helyeztiik
(Honty et al., 2004). A mesterséges bibefert6zést a 2.3.1. fejezetben leirtak alapjan végeztiik. A C.
rosea antagonista konidium szuszpenziojat 5* 10° sejt/ml, a konidium szuszpenziot 6*10° sejt/ml

koncentraciora allitottuk be desztillalt viz segitségével.

2.4.3. Mesterséges gyiimolcsfertozés vizsgalat antagonistaval

A gytimolesfertdzési vizsgalatokat azonos nagysagii Golden almak megfertézésével
végeztik. 6 mm atmérdjii korongvagdval sebzést ejtettiink 4-5 mm mélységben a gylimolcson. A
kisérletet az alabbi korokozo-antagonista kombinaciokba allitottuk be:

1. csak C. rosea micéliumkorongot helyeztiink a sebzésbe (Cr (egyediil)),
2. csak M. laxa illetve M. fructigena micéliumkorongot helyeztiink a sebzésbe (M(egyediil)),
3. C. rosea és azonos idében Monilinia micéliumkorongot helyeztiink a sebzésbe (Cr azonos

idében M),

4. C. rosea és a 24h késobb Monilinia micéliumkorongot helyeztiink a sebzésbe (Cr 24h M
elott)

5. C. rosea és a 48h késébb Monilinia micéliumkorongot helyeztiink a sebzésbe (Cr 48h M
elott)

6. a kontroll esetében steril dugofuroval kifartuk az almat és a sebzést parafilmmel lefedtiik

inokulum nélkiil (K).

2.5. A Monilinia izolatumok fungicid érzékenysége

A fungicid érzékenység vizsgalathoz 42 M. laxa és M. fructigena izolatumot hasznaltunk.
Az izolatumok fungicid érzékenységét 10 kiilonbozé hatdéanyaggal (készitménnyel) szemben

vizsgaltuk kiilonboz6 koncentraciokban (1. tablazat).
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1. tablazat: A fungicid érzékenységi vizsgalatok soran alkalmazott hatéanyag koncentraciok

koncentracio, ppm

kaptan 10 20
vinklozolin 3 10
procimidon 3 5
triadimefon 3 10
iprodion 2 5

fenarimol 1 5

benomil 2 5
pirimetanil 3 50
boscalid 3 50
réz 20 200

A fungicid érzékenység vizsgalat soran a telepek alakja rendszerint ellipszis, ritkdn kor
alaka volt. A telep nagysaganak meghatarozasahoz a hosszisagot és a szélességet mértem, igy a
teriiletet a Tenipszis = a*b*n/4 képlet alapjan szamoltam. Az eredményeket minden esetben a
kezeletlen kontroll novekedéséhez viszonyitottam, annak szdzalékaban adtam meg. A teljes
gatlashoz sziikséges legkisebb koncentracié (Minimal Inhibitory Concentration - MIC) (Andrews,
2001) — kiszamitasahoz meghataroztam az X;, X, koncentracio-valtozokhoz (pl.: 1 ppm és 5 ppm)

tartozo yi, Y, teriilet-értékekre illesztett egyenes zérushelyét (linearis Osszefliggést feltételezve).

Az alabbi képletet hasznaltam:
Y2 X1-Y1 X2

Xs; =

ahol: Y21

X1 - a kisebb hatéanyag koncentracié (ppm)

X2 - a nagyobb hatdanyag koncentraci6 (ppm)

y1 - az X; hatdéanyag koncentracidhoz tartozo Tejiipszis €rték (mmz)
Y2 - az Xp hatoéanyag koncentraciohoz tartozo Tejipszis €rték (mmz)

Xsz - a teljes gatlashoz sziikséges legkisebb koncentracié (ppm)

Az adatok alapjan meghataroztam az izolatumok relativ érzékenységét. A kapott
eredmények alapjan az izolatumokat magas (HS), kdzepes (MS) és alacsony (LS) érzékenységiik

szerint csoportositottam (Leroux et al., 1999).



3. EREDMENYEK ES KOVETKEZTETESEK

3.1. Izolatumok azonositasa
Az izolatumok azonositasa hagyomanyos diagnosztikai moddszerekkel €s molekularisan

specifikus primerekkel tortént. A vizsgalatba vont 69 Monilinia izolatumbdl 48 M. laxa, 20 M.
fructigena és egy M. fructicola volt. A kajszirdl gytjtott 14 izolatum fele M. laxa, fele pedig M.
fructigena. Mind a nyolc mandula agrol gyiijtott izolatum M. laxa. Ot izolatum szarmazott alma
gyliimdlcsrol, mely koziil egyet M. laxa négyet pedig M. fructigena korokozonak hataroztunk meg.
Minden izolatum, mely cseresznyérdl vagy meggyrdl szarmazott M. laxa volt. A korte gylimdlcsrol
gyljtétt mindharom izolatum M. fructigena. A szilva gylimolesrél szarmazo 12 izolatum
kétharmada M. laxa, egyharmada M. fructigena. Az 6szibarackrol szarmazo izolatumok koziil ketté
M. laxa, egy M. fructigena, egy pedig M. fructicola. A birsalmar6l szarmazé izolatum pedig M.
fructigena.

3.2. A Monilinia fajok variabilitasi vizsgalata

Az altalunk kiprobalt 7 iSSR primer koziil 5 jol miikodott és 52 jol elkiilonithetd terméket
adott (Snyder és Jones 1999; Weising et al., 1995; Ma et al., 2001; Ma et al., 2003a). Mind az 5
primer alkalmas volt a Monilinia fajokon beliili kiilonbségek megallapitasahoz. Europaban elészor
Gell és munkatarsai (2007) Spanyolorszagbol szarmazo M. laxa populaciot tanulmanyoztak RAPD
markerekkel. A populacié struktirajanak analiziséhez az {iltetvényen beliil 97%-0s genetikai
diverzitast tartak fel, mig az iltetvények kozott mindossze 3%-nyit. Ezzel ellentétben a kiillonb6z6
gazdanovényrol, killonbdzo termohelyrdl és kiilonbozo évjaratbol szarmazoé magyarorszagi M. laxa
izolatumok kozott 31,89%-os eltérést tapasztaltam, mig az iiltetvényeken beliili eltérés 36,57 %-0S
volt (1. abra). A hazai M. fructigena korokozo genetikai variabilitasa fajon beliil 49,57 %, mig az
tiltetvényeken beliili variabilitas 45-50%. Szaloki (2011) szintén magyarorszagi M. fructigena
izolatumokat vizsgalt 10 iSSR primerrel, ¢s hasonléan nagyfoka (51,9%) genetikai
valtozékonysagrol szamolt be. A M. laxa és a M. fructigena fajok jol elkiiloniilnek egymastol. Tehat
ez a modszer alkalmas a faji elkiilonitésre is, ahogy azt tette Snyder és Jones (1999) M. laxa és M.
fructicola esetében.
gazdandvény specializaciot is. Hasonléan Gell és munkatarsai (2007) eredményeihez, nem talaltam
sem évjarat, sem gazdandvény specializacidt. Ez, valamint az MP-PCR-rel kimutatott populéciok
kozotti és populacion beliili nagyfoku variabilitas is arra enged kovetkeztetni, hogy nem alakult Ki
gazdanovény specifikacid. Eredményeim, ahogy a szintén hazai izolatumokkal dolgozd Szaldki

(2011) eredményei sem mutattak ki foldrajzi hely szerinti csoportosulast.
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B6 M. Laxa

B28a M.laxa

Sz1 M. laxa

25 M. laxa

BI M. laxa

5212 M. laxa

5219 M. laxa

Fel M.laxa

Sz6 M. laxa

Sz14 M. laxa

8253 M. laxa

Sz54 M. laxa

Sz66 M. laxa

S22 M. laxa

5238 M. laxa

5243 M. laxa

Sz44 M. laxa

82128 M. laxa

Sz41 M.laxa

5242 M. laxa

B25 M.laxa

5220 M. laxa

Sz78 AL laxa

5240 M. laxa

B20 M. fructizena

3280 M. fiructigena

5281 M. fructigena

8271 M. fiructigena

8272 M. fructigena

3283 M. fiructigena

5286 M. fructigena

3289 M. fiructigena

Fed M. fructigena

8270 M. fructigena

5287 M. fructigena

B5 M. fiructigena

T e
8235 M. fiructigena

%276 M. fructigena
B12 M. fructigena

8206 M. fiructigena
8275 M. fructigena

Fe2 M. fructicola

Wi

1. abra A Magyarorszag kiillonb6z6 termdhelyeirdl, kiilonbozo évjaratban és kiilonbozd
gazdandvényrdl gyhjtétt Monilinia laxa, Monilinia fructigena és Monilinia fructicola
izolatumok iSSR mintazata alapjan késziilt filogenetikai torzsfa

3.3. A Monilinia izolatumok agresszivitasanak és a meggyfajtak

fogékonysaganak vizsgalata

3.3.1. Mesterséges fertozés bibén keresztiil, in vitro

A bibe a kozvetlen fert6zéstdl az altala kibocséjtott antibiotikum szeri anyag segitségével

védve van (Ubrizsy, 1965), mégis az egyes fajtak érzékenysége kozott eltérések vannak. A

bibefertdzési eredményeknél feltételeztem, hogy az ellenallobb bibe hamarabb elhal. Azonban

mivel a kontroll bibék is elkezdtek elhalni a harmadik napra, ugy vélem, hogy a viragok
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eltavolitasaval olyan stressz érte a bibét, mely annak aktivitasat negativan befolyasolta. Hasonlo
eredményre jutott Toth (2008) kajszi in vitro viragfertézése soran is. Egea ¢és munkatarsai (2002)
pollentomld novekedés vizsgalatanal szintén megéllapitottak, hogy a virdgrészek eltavolitasa karos
hatassal van az életfolyamatra. A kisérleteinkben hasznalt egyes Monilinia izolatumok
fertézoképessége kozott szignifikans kiilonbség volt. A legagresszivebbek a cseresznyérdl (Sz10) és
a mandularol (Sz46) szarmazd izolatumok voltak, a legkevésbé agressziv a szilvarol (B22)

szarmazo izolatum.

3.3.2. Bibeszovet vizsgalat

A Quetsch technikéaval késziilt preparatumok esetében a fluoreszcencia megvilagitasa soran
megallapitottam, hogy az egyes fajtak kozott a fényerdsségben nagysagrendbeli kiilonbségek
vannak. Megallapitottam tovabba, hogy az inkubacio idejének novelésével a fluoreszcencia értéke
csokkent. Mindharom vizsgalt fajta esetében a pollennel tortént kezelések esetében erdsebb volt a
fluoreszcencia értéke. Ezt tapasztaltam a gyantaba agyazott bibepreparatumok fluoreszcens

megvilagitasa esetében is.

3.3.3. Mesterséges agfertozés, in vitro és in vivo

A meggyfajtak Monilinia korokozoval szembeni érzékenységének megallapitasa fontos a fas
részek ellendllosdgat is vizsgalni. Az eredmények alapjan megéllapitottam, hogy az aprilis végén
viragzaskor in vitro kisérlethez hasznalt meggyfa vessz6k fenologiai allapota nagymértékben
befolyasolta a kapott eredményeket. A nyugalmi idészakban, oktoberben végzett Monilinia fert6zés
okozta szovetelhalas lényegesen kisebb mértékii volt, mint az intenziv novekedési idészakban
viragzaskor. Ugy gondolom, hogy a hancsszévetben lejatszodo intenziv novekedési folyamatok
fokozzak a meggyfak fogékonysagat ¢s az izolatumok agresszivitasat, mivel adott 1d6 leforgasa
alatt nagyobb elhalds volt megfigyelhetd, mint a nyugalmi idészakban. Az egyes izolatumok
agresszivitasa kozotti kiilonbség kicsi volt.

A szabadfoldi agfert6zésnél megfigyelhettiik, hogy mind a ndvény fenologiai allapota, mind
az évjarat befolyasolta a kezelések eredményét. A vizsgalataink soran hasznalt izolatumok koziil
Osszességében a mandularol szdrmazo Sz 46 izolatum okozta a legnagyobb nekrozist. 2006 évben a
kisérletet tavasszal allitottuk be a hancs differencidlddasa elején, mig 2007-ben juniusban, azaz
differencialodas végén. Véleményem szerint a tavasszal végzett fert6zésnél a fa az asszimilatumok
gyors szallitdsaval, az aktiv cukor transzporttal hozzajarult a gomba téplalkozasdhoz ¢és
energiatermeléséhez sziikséges szerves vegyliletek "talalasdhoz" (Vetter, 2003; Pethd, 1993).

A fajtak rezisztencia tulajdonsagait a 2. tablazatban foglaltam 06ssze. Az in vitro
agfertdzéses kisérletnél mind a virdgzasi idében, mind a nyugalmi idoben végzett kezelésnél az

egyes fajtak kozott szignifikans kiilonbség volt. Eredményeim arra utalnak, hogy a ndvény
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hancsszovetében torténd fertézés mértéke inkabb fiigg a fenoldgiai allapottol, mint az évjarattol. Az
izolatumok hancsszdvetben torténd agresszivitasanal azonban az évjarathatdsnak nagyobb szerepe

volt, mint a fenologiai allapotnak.

2. tablazat: Az egyes kisérletek eredményei alapjan, a fajtak érzékenységiik szerint keriiltek
besorolasa, ahol 1 - legkevésbé fert6zodott (legellenallobb a vizsgalt fajtak kozott), 7 - leginkabb
fert6zodott (legfogékonyabb a vizsgalt fajtak kozott).

Szignifikans
kiilonbség S{lgﬂmﬁk,ans Erdi ﬁjfehértéi Kantorjanosi | Ciganymeggy Erdi Pandy P
az kiilonbséga | w0 s | fiirtos 3 59 jubileum | 279 | Coengddi
izolatumok | fajtak kozott J
kozott
Agfertézés in
vitro nem igen 5 5 7 1 6 5 1
viragzasban
Agfertézés in
vitro igen igen 4 4 7 1 2 6 1
nyugalmi
allapotban
Agfert6zés in -
Vivo 2006 igen nem 6 7 7 7 6 6 4
Agfertézés in :
Vivo 2007 igen nem 6 5 5 6 7 5 7

A mesterséges vesszofertdzési kisérletben a fert6zés mértéke és az elhalasok fluoreszcencia
adatait vizsgaltam. 2006 évben a nekrdzis kiterjedése 1ényegesen nagyobb volt, mint 2007 évben. A
fluoreszcencia értékek nagymértékben eltérnek, de a 2007 évbol szarmazd preparatumok azok,
amelyeknél nagysagrendekkel nagyobb értéket mértem. A tavasszal végzett fertézésnél a
fluoreszcencia érék nagysagrendekkel kevesebb, mint a juniusban végzett fert6zésnél, mert nyarra a

fa hancsszovetében a kall6z nagyobb mennyiségben van jelen a faban.

3.4. A Clonostachys rosea mikoparazita alkalmazasa

3.4.1. Antagonista azonositasa és hatasvizsgalat

A Botrytis cinerea korokozo ellen szamos gazdandvényen és novényi részen sikeresen
alkalmazott Clonostachys rosea antagonistat tanulmanyoztuk M. laxa és M. fructigena
korokozokkal szemben. Irodalmi adatot nem taldltam az antagonista és a Monilinia fajok
interakcidjanak mikroszkopos vizsgalataval kapcsolatban. A C. rosea parazitizmusat mikroszkoppal
tobben is nyomon kovették mas korokozokon (Yu és Sutton, 1997; Li et al. 2002). Eredményeim
azt tamasztjak ala, hogy a C. rosea parazita képes kortilolelni a Monilinia fajok hifajat és behatolni
abba.
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Pachenari és Dix (1980) ugy vélik, hogy a C. rosea mikoparazita hifa kontaktusa behatolas
nélkiili, az antagonista interakciot a sejtfalat rombold enzimek termelésével viszi végbe. Li és
munkatarsai (2002) viszont nem taldltak bizonyitékot a sejtfal enzimatikus emésztésére. A
vizsgalataim soran, az altalam alkalmazott eljarassal a monilinidkra hatd antibiotikumot nem

talaltam.

3.4.2. Mesterséges bibefert6zés antagonistaval, in vitro

A C. rosea antagonistat tobben is alkalmaztak tltetvényekben kiilonb6z6 korokozokkal
szemben, Monilinia esetében csak néhany adat talalhaté. Wittig és munkatarsai (1997)
kisérleteikben arr6l szamolnak be, hogy a meggy virdgzasanak idején alkalmaztak az antagonistat
kod-boritasos technikaval M. fructicola ellen. Eredményeik alapjan az antagonista a viragfertézést
kis mértékben tudta visszaszoritani. Sesan és Oprea (1999) a C. rosea-t kajszi iiltetvényben
alkalmazta Monilinia laxa ellen, 6k azonban egyaltalan nem tudtak antagonista hatast kimutatni.
Munkam soran in vitro koriilmények kozott vizsgaltam a bibefert6zés elleni antagonista hatast.
Hasonldéan a meggyfajta rezisztencia vizsgalatoknal végzett bibefertézési eredményekhez, ugy
vélem, hogy a viragok eltavolitasaval olyan stressz érte a bibét, mely annak aktivitasat negativan
befolyasolta. Erdemes lenne olyan szabadfoldi vizsgalatokat végezni, melyekben kiilonb6z6
ellenallosaggal rendelkezé hazai meggyfajtakon lehetne megfigyelni az antagonista hatasat

onmagaban vagy integralt termesztési eljaras keretében.

3.4.3. Mesterséges gyiimolcsfert6zés vizsgalat antagonistaval

Gytimoélcsfertdzési vizsgalatokat 'Golden' almafajtan végeztem és az altalunk hasznalt C.
rosea antagonista semmilyen nekrotikus tiinetet nem idézett eld a gyiimdlcson. Vizsgalatomban 8
nap alatt latvanyos eredményt kaptam az egyes kezelések tekintetében. Ha a sebzésbe a C. rosea
micéliumat 24 6raval korabban helyeztem, mint a Monilinia izolatumot, akkor a kialakult nekrézis
minden esetben kisebb volt, mint a csak Monilinia kérokozokkal kezelt (2. abra). Az antagonista és
a korokozo azonos iddben torténd alkalmazésa soran az alma gyiimélesrél szarmazo M. fructigena
izolatum kozel azonos nagysagu nekrotikus tiinetet produkalt, mint a csak kérokozoval fertézott. Jol
lathat6 azonban az antagonista hatasa a 48 oOras kezelésnél, hiszen nekrozis egyik esetben sem volt
megfigyelhetd. Hasonldan erésen elnyomta az antagonista a Botrytis cinerea patogént Yu és Sutton
(1997) vizsgalataban malna levélen, hajtdson és porzdszéalon a patogénnel azonos idében vagy 32
oraval korabbi kezelésnél. Eredményeim alapjan megallapitottam, hogy a 48 oraval korabban
antagonistaval kezelt gyiimolcs6kon mind a M. laxa, mind a M. fructigena izolatumok esetében
teljes gatld hatast alakult Ki, igy visszaszoritva a gylimolesmimiak kialakulasat és a korokozo
inokulum kibocsajtasanak csokkenését.
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A C. rosea hatékonysaga M. faxa és M. fructigena ellen
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m 5z46 mandula hajtas
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M (egyedill) Cr azonos Cr24h Melstt  Cr48h M eldtt
idében M

2. abra Clonostachys rosea hatékonysaga Monilinia laxa és Monilinia fructigena patogénekkel
szemben alma gylimdlcson: M egyediil: csak M. laxa illetve M. fructigena micéliumkorongot
helyeztiink a sebzésbe; Cr azonos idében M: C. rosea ¢s azonos idében Monilia micéliumkorongot
helyeztiink a sebzésbe; Cr 24h M el6tt: C. rosea és a 24h késdbb Monilia micéliumkorongot
helyeztiik a sebzésbe; Cr 48h M elétt: C. rosea ¢s a 48h késébb Monilia micéliumkorongot
helyeztiik a sebzésbe

3.5. A Monilinia izolatumok fungicid érzékenysége

A fungicides védekezés a Monilinia elleni integralt novényvédelem kulcstényez6i, az egyre
gyakoribba valo védekezés azonban ndveli a fungicidekkel szembeni érzékenység csokkenésének a
kockazatat (Enisz, 1989). A nyolc gazdanovényrdl szarmazo 42 Monilinia izolatumot vizsgaltunk
tiz fungiciddel szemben. A vizsgalatba vont hatéanyagok koziil napjainkra mar tobbet visszavontak,
de az izolalaskor és a vizsgalatok elvégzésekor még engedélyezett készitmények voltak. A vizsgalat
beallitasakor torekedtiink arra, hogy kiilonb6z6 hatdsmechanizmusu készitményeket teszteljiink, igy
alkalmaztunk kontakt €s szisztémikus szereket is.

A monilinia izolatumok mérgezett taptalajon vald novekedésének teljes gatlasahoz
szlikséges legkisebb koncentracio (MIC) alapjan a hatdéanyagokat 3 csoportba soroltam.

Abréazoltam az izolatumokat eltéré érzékenységét aszerint, hogy 0%-nak vettem az Gsszes
fungicidre adott atlagos izolatum adatot. fgy az 3. abran jol lathato, hogy az atlaghoz képest az
egyes izolatumok esetében milyen eltérések vannak. Jol lathatd, hogy az Sz1, az Sz19 és az Sz33
izolatumoknak az atlaghoz képest kétszeres koncentracié mennyiség sziikséges a teljes gatlasukhoz,
mig a Sz7, az Sz8 és az Sz89 izoldtumok esetében mar fele koncentracional is megvaldsult a teljes

gatlas.
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A Monilinia izolatumok fungicid érzékenységbeli eltérése az
atlaghoz viszonyitva
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3. abra Az egyes izolatumok fungicid érzékenységének eltérése az atlagtol, ahol a 0 % az Osszes
fungicidre adott atlagos izolatum érzékenység.

Eredményeim arra utalnak, hogy a hazai monilinia populacié valtozatos, azaz kialakultak
mar olyan Szubpopulaciok amelyek kevésbé érzékenyek a fungicidekre. Az utdbbi évtizedek
gyakorlata, mely soran egy erdteljesebb fungicid nyomas volt a kérokozoén, nagy valoszintséggel
azt eredményezhette, hogy a korokozd genetikailag megvaltozott, s igy csokkent fungicid
érzékenység alakult ki. Ez lehet a korokozo gyakoribb fellépésének — megnétt agresszivitasanak — is
az egyik magyardzata. Ezen eredményeket Osszevetettem a genetikai vizsgalat eredményeivel, de az
altalam vizsgalt genomi szinten nem talaltam elkiiloniilést, azaz szelekciés nyomast a fungicid
érzékenységet illetden.
kiilonbségek (jelentds eltérések) miatt — noha fungicid rezisztenciar6l nem lehet beszélni — az egyes
1zolatumok érzékenységében a védekezési iranyoknak nagyon megalapozottaknak kell lennitik. A
nemzetkozi tapasztalatok figyelembevétele mellett sziikség van a rendszeres hazai felmérésekre is
(Josepovits, 1991). A molekularis vizsgalatok a fungicid rezisztencia mechanizmusanak
megertésében segithetnek, amellyel hatdsos és gyors modszert lehet kifejleszteni az ellenalld
genotipusok kimutatdsara (Ma és Michailides, 2005). Ilyen allél specifikus PCR probat fejlesztettek
ki Ma ¢és munkatarsai (2003b; 2005) a benzimidazol rezisztens M. fructicola és M. laxa gyors
detektalasdhoz. A tovabbiakban érdemes lenne ezekkel a primerekkel vizsgalni a hazai

izolatumokat is, mert igy egy egyszeri PCR eljarassal lehetne kimutatni a rezisztencia jelenlétét.
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4. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

Munkam soran az alabbi 0j tudomanyos eredményeket fogalmaztam meg:

1. A genetikai vizsgalat alapjan megallapitottam, hogy a hazai Monilinia fructigena
populacidban nagyobb a genetikai diverzitas, mint a hazai Monilinia laxa populacioban.
Ezen fajokon beliil, az altalam vizsgalt genomi szinten nem tudtunk sem gazdandvény,
sem évjarat, sem foldrajzi szarmazas szerinti specializaciot elkiiloniteni.

2. Elészor vizsgaltam fluoreszcens technikaval a Monilinia laxa gombaval fert6zott
bibeszovetet, mely soran megallapitottam, hogy a korokozoval fertézott bibeszovet
minden esetben kisebb fluoreszcencia értéket adott, mint a pollennel tortént kezelések.
Megallapitottam, hogy a nekrozis mértéke és a fluoreszcencia erdssége kozott nincs
Osszefligges.

3. Megallapitottam, hogy a meggyfajtdk hancsszovetének ellenallosagat ¢és annak
allandosagat a novény egyedfejlédésének allapota befolyasolta leginkabb, mig az
izolatumok agresszivitasat az idéjarasi koriilmények.

4. Eloészor vizsgaltam fluoreszcens technikaval a Monilinia koérokozoval fertézott
hancsszovetet, és megallapitottam, hogy a fertézés mértékét és a fluoreszcencia
erdsségét a hancs differencidlodasa nagymértékben befolyasolta.

5. Elsoként tartam fel fénymikroszkoppal a Clonostachys rosea mikoparazita és a M. laxa
¢és M. fructigena kozotti interakciot. Megallapitottam, hogy az antagonista koriiléleli a
korokozo hifjat, behatol abba, és ott akar eljut a fejlédés azon szakaszaba mikor
sporulalni is képes.

6. Megallapitottam, hogy a C. rosea mikoparazita hatékony antagonistaja a Monilinia
fajoknak. Képes gatolni a gyiimolesfertdzés kialakuldsat. Vizsgalataim Soran
hiperparazitizmust talaltam, de antibidzist nem.

7. El6szor vizsgaltam a magyarorszagi M. laxa és M. fructigena izolatumok fungicid
érzékenységét, ahol az egyes izolatumok teljes gatlasahoz sziikséges koncentraciokban
nagyfoku szorast tapasztaltam.

8. Megallapitottam, hogy a M. laxa izolatumok altalaban kevésbé érzékenyek a
fungicidekre, mint a M. fructigena izolatumok, azaz teljes gatlasukhoz magasabb

hat6anyag koncentraciora van sziikség.
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