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1. BEVEZETES ES CELKITUZESEK

A fitoplazma eredetli betegségek vilagszerte komoly novényvédelmi problémat
jelentenek a gylimdlestermesztésben, szerepiik kiilondsen az utobbi években nétt ugrasszeriien.
A kajszi gutalités (apoplexia) bakterialis, illetve gombas eredetii korokai mellett a fitoplazmas
megbetegedések miatt bekovetkezd pusztulasok is egyre gyakoribba valtak. A Candidatus
Phytoplasma prunorum (/. melléklet), korabbi nevén: European Stone Fruit Yellows
phytoplasma /ESFY/ jelentés karokat okoz a kajszitermesztOknek. Hazankban altalanosan
elterjedt, kovetkezményeként a fertdzott fak néhany éven beliil gutaiités-szertien elpusztulnak.
Napjainkban a gonci termdtajon is évrdl-évre gondot okoz a baktérium, illetve fitoplazma altal
kivaltott pusztulds, mely noveli a termesztés koltségeit, rontva ezzel a termesztés
gazdasagossagat. A pusztulds mértéke évenként és fajtanként is eltérd, atlagos évben 4-5%.
2015-ben azonban egyes termel6knél kiemelkedd, 35-40%-os pusztulas jelentkezett. Ez a
jelenség évszazadok ota ismert, de az utobbi években mértéke egyes termdhelyeken mar

veszélyezteti a kajszi termesztés fenntarthatosagat.

Dolgozatomban fiatal, ennek ellenére erdsen pusztuld kajszi iiltetvénybdl szedtem
levélmintakat annak érdekében, hogy a vizualis diagnozist PCR alapt technikéval erésithessem
meg, kimutatva, hogy a kérokozo valdban jelen van-e a beteg fakban. Tovabba célom volt
megvizsgalni, hogy az iiltetvényben tiinetmentesnek tiind fak esetében, valdban kizarhato-e a
csonthéjasok eurdpai sargasaga fitoplazma jelenléte. Ennek érdekében nemcsak a jellegzetes
szimptomakat mutato fakrol, hanem a mintavétel idOpontjdban vizudlis tiinetektdl mentes fakrol
i1s gyljtottem mintat. A mintdkbol DNS-t tisztitottam, és ezeket templatként haszndlva
fitoplazma specifikus primerekkel PCR reakciokat inditottam. A fitoplazmakat tartalmazé

mintaimbdl a fitoplazmatdrzsek elkiilonitését specifikus primerek segitségével végeztem.

Eredményként a kajszi dlltetvényen belill el6forduld kiilonb6zo fitoplazmatdrzsek

diagnosztizalasat vartam.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. A kajszibarack eredete

A kajszibarack (Armeniaca vulgaris syn: Prunus armeniaca L.) elsddleges géncentruma
a mai Kina teriiletén taldlhatd, ahol termesztése tobb, mint 5000 évre nyulik vissza. A
kajszifajok természetes elterjedési teriilete foként a 38. és a 40. szélességi fokok kozott
talalhato. Az Armeniaca nemzetség legtobb fajahoz hasonldan azsiai eredetii, kialakulasaban
nagymértékben szerepet jatszottak az utolso jégkorszak alatt is fagymentes hegyi teriiletek, ahol
a nemzetség tagjai sikeresen atvészelhették a jégkorszakot a tdpanyagban gazdag vulkanikus
talajokon. Természetes €lohelyiik jellemzden a déli vagy délkeleti kitettségli hegyoldalak, ahol
lombos erddk elegyfaiként vagy cserjések kisfaiként fordulnak el (Pénzes és Szalay 2003). A
kajszibarack természetes elterjedési teriiletei jol mutatjak az dkoldgiai igényét, mely alapjan
napjainkban az északi 25. és 50. sz€lességi fok kozott, mig a déli 20. és 35. szélességi fok kdzott

termesztett értékes gyiimolesfaj (Suranyi 2011a).

2.2. A kajszibarack okologiai igénye

A kajszibarack a kontinentalis klim4ja, mérsékelt égovi hegyvidékek novénye, mérsékelt
vizigényl, fény €s melegigényes gyiimdlcsfaj. A termeszthetdségét leginkdbb korlatozo
tényez6 a kedvezotlen homérséklet, dél felé haladva a téli nyugalmi idészakban elmarad a
szlikséges téli hidegmennyiség, addig északi irdnyban a tenyésziddszakban rendelkezésre allo
hoosszeg csokkenése fagyveszéllyel parosulva akadalyozza a sikeres termeszthetdséget (Szalay
2003). Magyarorszag ennek megfeleléen a sikeres kajszitermesztés északi hatara, t6liink
¢szakabbra fekvd orszdgok koziil Csehorszagban ¢és Szlovakidban talalhatunk még
tltetvényeket. Az évi kozéphdmérséklet 10-13°C kozott optimalis szamara, azonban jaliusban
18-21°C-ot meghaladd kozéphdmérsékletet igényel. Az aprilistdl szeptemberig terjedd
tenyésziddszak hossza 170-190 nap, mely alatt minimum 3000-3200°C hddsszeg sziikséges
annak érdekében, hogy szine, ize és zamata kialakulhasson. A kajszi fényigényes novény,
minimum 1900 6ra/év napfénytartamot igényel (Szalay 2003).

A kozepes vizigényll kajszi a hazankban termesztett gyiimdlcsfajok kozott az egyik
legszarazsagtlir6bb kultira. A Magyarorszagra jellemz6 hémérsékleti viszonyok kozott 510-
600 mm csapadék minden termoOhelyen kelléen ki tudnd elégiteni termesztéshez sziikséges

vizigényt, azonban a csapadék jellemzden egyenetlen eloszlast (Suranyi és Nyujtoé 2011).
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Ez az egyenlétlen csapadékeloszlas a fak vizigényes fenofazisaiban, igy a csonthéjképzddés
idészakaban, (majus utolsé dekadjatol junius 3. dekadjaig), a gylimoles hizasakor (junius elsé
fele), valamint a jinius kozepén kezdddo virdgriigy-differencialodési szakaszban vizdeficitet
okozhat, mely késébb kihat a termés mennyiségére. Jelent6s kornyezeti stressz forrasa lehet az
id6szakos csapadékhiannyal parosuld magas napi kozéphomérséklet a kritikus fenologiai

stadiumokban (Suranyi és Nyujt6 2011).

2.2.1. Fagytiirés

A magyar kajszitermesztok szamara a kiilonb6z6 kortani okok mellett a legnagyobb
veszteséget jelentd abiotikus karosito a kora tavaszi fagykar. A kajszi 6kologiai igénye sajnos
hazankban nem elégiilhet ki maradéktalanul, mert nem 6shonos névény a Karpat-medencében.
Ezek a tényez6k kozvetett modon jarulnak hozza az ingadozd éves termésmennyiséghez (1.
dbra). A ma termesztett kajszifajtak dsei Kinaban a 38.-40. szélességi fokon fekvo teriileteken
akklimatizalodtak. Ezekre a teriiletekre hosszu, hideg tél és az eurdpainal rovidebb, meleg nyar
jellemzd. A probléma oka a tavaszi felmelegedésben van, ugyanis dshazajaban a kajszinak
rovid tenyésziddszak all rendelkezésére, igy a fagyok elmultdval azonnal megkezdi a virdg,
illetve hajtasnevelést. Ellentétben hazankkal, Kindban a tél végén, kora tavasszal nem jellemzo
az ingadoz6 hdmérséklet, nincsenek kora tavaszi fagyok az enyhiilés utan. A kajszi bioldgiai
nullapontja 0°C koril van, ezért a riigyduzzadas, a tavaszi riigyfejlodés mar 0°C-on is
elkezdddhet (Molnar és Vago 1999). A téli riigyfejlodés kovetkeztében csokken az atteleld
szervek fagyallosaga, ami a jo kondicioban 1év6 fakat is veszélyezteti (Szalay 2012a). A ndvény
kiilonb6z6é szoveteinek fagyallosaga eltéré mértékli, legfagyérzékenyebbek a virdg és
hajtasriigyek. A fagytiirést a ndvény genetikailag 6roklott tulajdonsagai is befolyasoljak, igy a
fajtak fagyérzékenysége eltér6 (Szalay 2003).
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1. abra A kajszi termésmennyisége Magyarorszagon 1990 és 2015 kozott (httpl)



2.3. A kajszibarack gazdasagi jelentésége

A kajszibarack kozkedvelt gylimolcs, magas ara miatt a fogyasztok jelentds része sajat
kertjében is {ilteti fajat, ezt alatamasztjdk a magyar oltvanyvasarlasi szokasok is (Suranyi
2011b). A sargabarackot beltartalmi értékei, zamata és sajatos izvilaga teszi kozkedvelt és
egészséges gylmolcsfajunkkd. A kajszi gyiimolese vilagszerte keresett termék, az utobbi
években folyamatosan novekszik az eléallitott mennyisége (2. dbra). Magas fehérje és
rosttartalom jellemzi, gytimolcshisa karotinban gazdag. Kiemelkedd B2 és C-vitamin, valamint
magas makro- és mikroelem-tartalmanak (kalium, cink) koszonhet6en kivald taplalkozas-
¢lettani mutatokkal rendelkezik. A kajszibarack fogyasztasi ideje meglehet6sen rovid, ezért
frissen csak rovid ideig fogyaszthatd. Tovabbi lehetdségként a feldolgozés all, mely soran
lekvar, dzsem, bef6tt, aszalvany és ivolé készithetd gylimolesébol (Suranyi 2011b, Radoczné
2012). A szeszipari feldolgozasa is igen jelent6s. A barackpalinka vilagszerte ismert és keresett
gyliimolcsparlat, 2014-ben 2315 tonna keriilt hivatalosan palinkafézdei feldolgozasra, ami a
23087 tonna termés kozel 10%-at tette ki (http2).
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2. dbra A kajszi termésmennyisége a vilagon 1990 és 2013 kozott (http3)



2.4. A kajszi hirtelen pusztulasanak, gutaiitésének okai

A gutaiités (apoplexia) alatt a fak hirtelen, néhany hét alatt bekovetkez6 részleges vagy
teljes pusztulasat értjiik. A kivaltd okokrdl eltérnek a vélemények, ugyanis a fajtaérzékenység,
termohelyi adottsagok, kérokozo mikroorganizmusok, fagyhatas, évjarat-hatas, az alannyal
valo rossz egyiittélés (alany-nemes inkompatibilitas), az el6z6 évi termés mennyisége és a
telepités ideje (Oszi-tavaszi) egyarant befolyasolhatjdk a pusztulds mértékét. A betegség
komplex jellegli, kialakulasaért egyszerre tobb tényezd is felelds lehet. A kortani vizsgalatok
sokaig a Pseudomonas syringae pv. syringae baktérium és a Cytospora rubescens gomba
kolcsonhatasat nevezték meg okozojanak, azonban az utdbbi évek tapasztalatai alapjan ez az
elmélet mar nem ad kielégité magyarazatot a pusztulasra. Az ezredforduld ota évrdl-évre a
kajszifak 5-10%-a pusztul el, a kivalto elsédleges korokozd pedig molekularis vizsgalatok
eredményei alapjan a csonthéjasok eurdpai sargulasa fitoplazma (Candidatus Phytoplasma
prunorum) (Siile 2014). A betegség Eurdpaban jarvanyszeriien terjed, gazdasagilag jelentds
kart okoz minden kajszitermd vidéken. A kajszin kiviil gazdandvénye a cseresznye, meggy,
szilva és Oszibarack egyarant (Horvath 2013). A koérokozdé masik koztudatban €16 elnevezése:
European Stone Fruit Yellows (ESFY). A fitoplazmak sejtfal nélkiili baktériumok, életiik a
hancsszovethez kotott. A kajszi hancsszovetei télen sem pusztulnak el teljesen, igy a fitoplazma
nem csak a gyOkerekben, hanem ezekben az el nem pusztuld szdvetekben is képes attelelni,
majd tavasszal kolonizalni a frissen kialakuld fold feletti hancsszoveteket (Siile 2012,
Mergenthaler et al. 2014). Pusztan a tiinetek alapjan nehéz elkiiloniteni a fitoplazma altal
okozott pusztulast, a gutaiités-komplexumban résztvevé egyéb korokozok altal kivaltott,
nagyon hasonl6 tiinetek miatt. A szimptomak radadasul az alanytol €s a nemestdl fliggden
valtozatosak, tovabb nehezitve a pontos diagnosztizalast (Németh et al. 2000). A fitoplazmaval
fertdzott fak fokozottan fagyérzékenyek, mivel a korokozok a hancsszovetben felszaporodva
akadalyozzak a tapanyagszallitas folyamatat, csokkentik a sejtek cukortartalmat, valamint
jelenlétiikkel jégkristalyok képzodését idézik eld. A fagyallosagot tovabb csokkenti a beteg fak
hormonhaztartasi zavarabol fakadod, enyhe teleken bekovetkezo ,,korai fakadas” jelensége, mely
soran december végén-janudr elején elszortan kiviragozhatnak a kajszifdk. A jelenség ritka,
foként fitoplazmaval fertdzott egyedeknél fordul eld, magyar kutatok altal végzett kisérlet
alapjan éppen ezért megkonnyitheti a vizualis diagnosztizalast azok szamara, akik a koltséges

molekularis vizsgalatokat nélkiilozni kényszeriilnek (Mergenthaler et al. 2014).



2.5. A gutaiités tiinettipusai

Rakosodas és elhalas tiinetcsoport:

Baktériumos rakosodas és elhalas (Pseudomonas syringae pv. syringae),
Citosporas rakosodas és elhalas (Cytospora rubescens),

Eutipas rakosodas ¢s elhalas (Eutypa lata),

Monilias hajtaselhalas (Monilia/Monilinia spp).

Rakosodas nélkili hervadas tinetcsoport:

Verticilliumos hervadas és elhalas (Verticillium spp)
Csonthéjasok europai sargulasa fitoplazma (European Stone Fruit Yellows ESFY,
Candidatus Phytoplasma prunorum)

Rakosodas nélkiili elhalas tiinetcsoport:

Fitoftoras gyokérnyak rothadas (Phytoptora spp)
Armillarellas gyokérrothadas (Armillariella mellea) (Rozsnyay 2010)

2.6. A fitoplazmak felépitése és szerkezete

A fitoplazmak sejtfal nélkiili, pleomorf (allandé alak nélkiili), a szubviralis elemeket
leszdmitva a ma ismert legkisebb méretli névénypatogén szervezetek. Testiiket szilard sejtfal
helyett haromrétegli membran hatarolja. Obligat biotréfok, a ndvények hancsszovetében élnek
¢s halmozodnak fel, mesterséges taptalajon nem tenyészthetdek. A fitoplazmak azon ritka
baktériumok kozé tartoznak, melyek egyarant képesek ndvényi hancsszovetben, valamint
rovarvektoraik hemolimféjaban is szaporodni (Akiko 2012). Az, hogy alkalmazkodni tudnak
két, ennyire eltéré kozeghez tobb, még tisztazatlan kérdést vet fel. A fitoplazma genom
lényegesen kevesebb anyagcsere-funkciot kodol, mint a tobbi baktérium génkészlete, ami
parazita életmodjuk kovetkezménye lehet. Nem szorulnak ra, hogy sajat ATP szintézisiik
legyen, a gazdaszervezetbdl nyerik ki életfunkciojukhoz sziikséges metabolitok nagy részét, az
¢16skodés soran feleslegessé valo alkotorészeik redukalodtak (Kenro et al. 2013). Nehéz a
morfologiai megkiilonboztetésiik, elektronmikroszkopos vizsgalatukhoz nagyon koriillményes
megfeleld méretli metszetet késziteni. A fitoplazmak azonositasanak legkézenfekvébb modja a
PCR alapt detektalas, ami nagy bizonyossaggal alkalmazhatdo az egyes fitoplazmak
elkiilonitésére (Viranyi 2010). Rendszertani besorolasukat tekintve egy atmeneti taxonomiai

kategoriaba soroltak dket.



A neviik elétt szerepld ,,Candidatus” (jeldlt) sz6 utal arra, hogy szarmazasuk még nem tisztazott
kell6 mértékben ahhoz, hogy fajokat kiilonbdztessenek meg a fitoplazmak kozott (Tibenszkyné
2015). A Candidatus el6tag mindazon prokariotak nevébe belekeriil, amelyek genomja ismert
bar, de a Koch-féle posztulatumoknak nem tesznek eleget, jelen esetben nem hozhatdk tiszta
tenyészetbe. Jelenleg a kovetkez6 rendszertan szerint soroljak be a Ca. Phytoplasma prunorum

kérokozot:

o Orszag: Bacteria

Torzs: Firmicutes

. Osztaly: Mollicutes

. Rend: Acholeplasmatales

. Csalad: Acholeplasmataceae

. Nemzetség: Phytoplasma

. Faj: Candidatus phytoplasma prunorum (http4)

2.7. A fitoplazmak fert6zés mechanizmusa és terjedése

Aktuélis ismereteink alapjdn a gyiimolesfdk pusztuldsat okoz6 fitoplazmak
rovarvektorok, oltas, szemzés, aranka gyomndvény (Cuscuta spp) és fertézott szaporitdbanyag
altal, passziv modon terjedhetnek. A fitoplazmak mechanikai atvihetdségét bizonyitani kivano
kisérletek eredményteleniil zarultak, igy nagy valdszinliséggel kizarhaté a miiveldeszkdzokkel
torténd terjedésiik (Tibenszkyné 2015). A termd iiltetvények beteg fairdl a szilva levélbolha
(Cacopsylla pruni), mint a floémbol szipokaval taplalkozo rovar terjesztheti tovabb a Ca.
phytoplasma prunorum-ot. Az iiltetvényben latensen fert6zott fak a fert6zés forrasai lehetnek.
A szilva levélbolha altali fitoplazma atvitel fobb Iépéseit roviden ismertetem. Egy nemzedékes,
imagdja telel at fenydéféléken, majd kora tavasszal visszarepiil a csonthéjas iiltetvények faira
peterakas céljabol. A fitoplazma felvételi id6 2-4 nap, ennyi id6 kell a korokozonak a rovarba
valo tartdés megtelepedéshez. A lappangasi id6 legalabb 2-3 hét, ennyi 1d6 utdn mutattak ki a
mesterséges fertdzes utan eldszor a korokozot PCR reakcidval. Az inokulacids 1d6 minimum
24-48 ora, ennyi, taplalkozassal eltoltott id6 alatt fert6z6dott meg a leendé gazdanovény. A
levélbolha perzisztens modon terjeszti tovabb a koérokozot. Még a fitoplazmaval fertdzott
levélbolha altal lerakott friss petékbdl is sikeresen kimutattdk a korokozo jelenlétét, ami a
gamétakon keresztiili atvitel lehet6ségét igazolja. Oligofag, kifejezetten a Prunus fajokon
taplalkozik (Bozsik 2014).

10



A Cuscuta fajok in vitro képesek a fitoplazmak novényrél-ndvényre terjesztésére, ugyanis
parazita  ¢letmdodjukbol  adddoan  hausztériumaikkal — kozvetleniil — gazdandvényiik
szallitonyalabjaihoz képesek csatlakozni, igy egyfajta hidat képeznek a két novény
széllitonyalabjai kozott, lehetové téve a fitoplazma szabad aramlasat. ElOszeretettel
alkalmazzak az aranka fajokat laboratériumokban vektorként, kihasznalva azon tulajdonsagat,
hogy viszonylag gyorsan, hetek alatt képes atvinni a korokozot nem rokon névényfajok kozott
iS. A fitoplazmakat terjesztd vektorok jelentdsége eltéré mértéki a foldrajzi adottsagok
fliggvényében, hazankban a Cacopsylla pruni-t tartjak a Ca. phytoplasma prunorum-ot

terjeszt6 {6 szervezetnek (Tibenszkyné 2015).

2.8. Védekezési lehetéségek a fitoplazmas betegségek ellen

A termd iltetvényekben a legfontosabb, hogy megakadalyozzuk a korokozo
szaporitdbanyaggal torténd behurcoldsat, hiszen a fert6zott szaporitdbanyag mar a telepités
idépontjaban megpecsételi az iiltetvény sorsat. A leendd liltetvény egészségi allapotat, a
gutalités elleni védekezés alapjat tehat mar az egészséges szaporitdéanyag vasarladsaval
megkezdjiik. A fajtavalasztas soran kevésbé érzékeny fajtak valasztasara is lehet0ség van. Az
anyafak védelme a faiskolak feladata, azonban a fitoplazma latensen, vizualis tiinet nélkil is
jelen lehet a torzsiiltetvényben, igy célszerii lenne minden egyedet tesztelni (PCR) a
korokozora, miel6tt vegetativ Gton szaporitanak azt. A term6hely megvalasztasa soran a szilva
levélbolha Cacopsylla pruni gazdanovényeinek (vad Prunus fajok, feny6félék, gyomok),
valamint azok fert6zottségének eldzetes felmérése még a telepités elétt fontos informaciot adhat
a fertézésforrast jelent6 tényezokrdl (Siile 2014). Célszerii eltavolitani a vadkokényt az
iltetvény kornyezetében, ugyanis a szilva levélbolha elészeretettel felkeresi azt. A szilva
levélbolha populaciddinamikajanak megfigyelése alapjan méhkimélo inszekticidekkel indokolt
védekezni a fenyodfélékrdl a kajsziiiltetvénybe visszatelepiild imagok ellen, ezzel egyidében
pedig célszerli eltavolitani az alanysarjakat, melyek a vektor kedvelt buvohelyének szamitanak.
Amennyiben fitoplazma fert6zott fakat talalunk az {iltetvényben, mihamarabb gyokerest6l el
kell tavoltani azokat. A ndvénynemesitok feladata a rezisztencia-nemesités, azonban évtizedek
is eltelhetnek egy-egy kedvezd tulajdonsagu fajta eldallitasaig. A mar fertdzott fak

novényvédodszerekkel torténd tiinetmentesitésére még nem volt publikalt példa. A védekezés

crer

(Bozsik 2014, Siile 2012, Siile 2014).
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3. ANYAG ES MODSZER

3.1. A mintavételi teriilet leirasa

A vizsgalt kajsziiiltetvény Boldogkdvaraljan, a gonci termétaj szivében helyezkedik el (3.
abra). Az iltetvény kdzvetlen szomszédsagaban a Szerencs patak talalhatd, melynek hatasa az
tiltetvény adottsagiban is meglelhetd. A kisérletet a North-Cot Kft teriiletén végeztem, 2010-
ben telepitett Sherpa fajtan.

S

3. abra A Kkisérleti teriilet elhelyezkedése (http5)

3.2. A vizualis tiinetmegfigyelés

A vizudlis tiinetmegfigyeléseket két -harom hetes 1d6kozonként végeztem, 2016.
majustol. A pontos munka érdekében egyedi tablazatot készitettem, a vizsgalat targyat képezo

iiltetvény bejarasa kozben igy minden egyes fanak egyedi diagnozist tudtam adni.
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3.3. Novényi mintak

A kisérletek elvégzéséhez sziikséges levélmintakat 2016 jaliusdban, Boldogkdvaraljan
gyljtéttem Sherpa termdiiltetvénybdl. lgyekeztem a lehetd legfiatalabb, hajtasvégeken
elhelyezkedd leveleket hasznalni, ugyanis a szakirodalom szerint ezekbdl a levelekbdl
izolalhat6 eredményesen a fitoplazma DNS. A mintavételkor nem random moédon, hanem eldre
tervezett mintdzat szerint gyUjtdttem a levélmintakat. A gyljtést megel6z6 vizudlis
diagnosztizalas eredményeként érdekes megfigyelést tettiink, miszerint a pusztuld fak az
iiltetvényen beliill nem véletlenszeriien, hanem ,,csoportosan”, sajatos mintazatot alkotva
helyezkednek el. Olyan mintazatot kerestem, ahol a gutalitott egyedek koriil tiinetmentes
kajszifak vannak (4. dbra), majd a szomszédos fakrol 6sszesen 30 mintat szedtem. A fitoplazma
okozta pusztulasra hossza lappangasi id6 is jellemz6 lehet, igy annak ellenére, hogy a kdrokozo
jelen van, a névényen nincsenek vizualis tiinetek. A mintavételtdl a felhasznalasig -70°C-on

taroltam a novényi mintakat.

1 6 11 16 21 26
2 7 12 17 22 27
3 8 13 18 23 28
4 9 14 19 24 29
5 10 15 20 25 30

4. dbra A mintavételezett kajszifak elhelyezkedése, kiemelve a beteg fak

3.4. DNS kivonas

A levélmintakat a DNS tisztitas el6tt -70°C-on taroltam, majd a teszteléshez 0,1-0,15 g
novényi szovetbol tisztitottam DNS-t NucleoSpin® Plant II (MACHEREY-NAGEL) kit
segitségével. A kovetkezO protokoll szerint jartam el: (2. melléklet). dorzsmozsarban,
folyékony nitrogénbe helyeztem a levélmintat, majd homogenizaltam azt. Az ily mddon
eldorzsolt mintara 400 ul PL1 puffert, tovabba 10 ul RNase A oldatot pipettaztam, majd
alaposan elkevertem. Ezt kovetéen 65°C-on inkubaltam 10 percen at. A termoblokkbol vald
eltavolitas utan a nyers izolatumot NucleoSpin® filterbe helyeztem at, majd centrifugaltam
11 000 rpm.-en 2 percen at. Az atfoly6 folyadékkal dolgoztam tovabb, amihez hozzaadtam 450
ul PC puffert, majd alaposan Osszekevertem vortex segitségével. Az igy keletkezett oldatot
pipettaztam at 2 ml-es NucleoSpin® Plant II sziirds eppendorf csébe, majd 11 000 rpm-en 1
percig centrifugaltam. Ezt kovetéen harom lépcsdben elualtam az oldatot. Els6ként 400 pl PW1
puffert pipettiztam a NucleoSpin® Plant II szlirébe, majd centrifugaba helyeztem 1 percre
11 000 rpm-en. Az atfolyot eltavolitottam.
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Masodik 1épésként 700 pul PW2 pufferrel mostam at, azonos ideig és fordulatszamon, mint az
els6 mosas alkalmaval. Az atfolyot szintén eltavolitottam. Harmadik 1épésként tjabb 200 ul
PW2 pufferrel végeztem el a tisztitast, majd 2 percen at 11 000 rpm-en centrifugaltam a mintat.
A harom 1épcsds elualas utan egy 1,5 ml-es mikrocentrifuga csébe helyeztem at a sziir6t,
hozzaadtam 50 pl, 65°C-ra elomelegitett PE puffert, ezt kdvetden 5 percen at inkubaltam a
mintat 65°C-on, majd 1 percig 11 000 rpm-en centrifugaltam azt. Az eljaras végén kapott oldat
agaroz gél-elektroforézissel torténd szétvalasztasaval ellenériztem. A NucleoSpin® Plant I kit-
tel tisztitott DNS alkalmas PCR, restrikcids analizis, illetve Southern Bloc moddszerekkel

torténd tovabbi felhasznalasra.

3.5. Polimeraz lancreakcio (PCR)

A Polimeraz lancreakcio (Polymerase Chain Reaction-PCR) in vitro kériilmények kozott
teszi lehetové, barmilyen eredetli DNS tetszéleges szakaszanak gyors, az eredetileg jelen levo
mennyiség sok ezerszeresére torténd amplifikalasat (felszaporitasat) mérettartomanytol
fiiggetlentil. A modszer 1ényege, hogy egy mar ismert szekvenciajit DNS mindkét szalara 18-
24 bp. hosszusagu primert (oligonukleotid inditészekvenciat) terveznek, melyek pontosan
kotédnek az amplifikalni kivant DNS szakaszhoz. A primerek altal hatarolt DNS szakasz akar

tobb ezerszeresére amplifikalhato a reakcio soran (Czotter et al. 2016).

3.5.1. Fitoplazma torzsek kimutatasa nested PCR-rel

A 3.2. fejezetben részletezett modszer segitségével tisztitott DNS-t nyertem, azonban
ebben az oldatban nem csak az altalam kimutatni kivant fitoplazma DNS, hanem a
homogenizalt levélben talalhaté 6sszes DNS is jelen volt. Ez nehezitheti a nagyon specifikus,
kis kiilonbségek kimutatasara tervezett primerek hasznalatat, ugyanis fennall a veszélye annak,
hogy az egyébként is alacsony koncentracioban jelen 1évé korokozo keresett DNS szakasza
helyett az inditoszekvencia nem a megfeleld helyre épiil be. A kontaminaci6 elkeriilése
érdekében két egymas utan elvégzett PCR reakciot alkalmaztam, és két egymast kovetd
ciklusban kiilonb6z6 inditoszekvencidkat hasznaltam (nested PCR). A nested PCR-t akkor
indokolt hasznalni, amikor nagyon nagy érzékenységre van sziikség, ilyen esetben az elsd
korben amplifikalt terméken beliilre tervezett inditoszekvencidval megismételjik a PCR
reakciot (,,sziikitjiik a kort”), igy extrém kis kiilonbségeket is biztosabban ki tudunk mutatni.
A rendelkezésemre allo szakirodalom alapjan az els6 PCR reakciohoz univerzalis, minden

fitoplazma csoportot amplifikalni képes, P1 €s P7 primerpart valasztottam.
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A nested PCR soran templatként a P1-P7 primerekkel amplifikalt termékbdl 1 ul mennyiséget
hasznaltam fel mintanként. Olyan, a 16SrX csoportra specifikus inditészekvenciakat kerestem,
melyek a P1-P7 primerekkel felsokszorozott 16S riboszomalis DNS terméken beliil olyan
szekvencia részre kotddnek, melyek csak a 16SrX csoportban talalhato fitoplazmak kimutatasat
teszik lehetévé (Ahrens és Seemiiller 1992). A kiilonb6z6 fitoplazmatorzsek elkiilonitése az
univerzalis P1-P7 inditdszekvenciaval nem lehetséges, erre a célra olyan, a csoportspecifikus
inditészekvenciadknal érzékenyebb, fajspecifikus primereket alkalmaztam, melyek nagyon kis
kiilonbségek kimutatasara is alkalmasak, ezaltal lehetové téve a mintakban jelenlévo fitoplazma
fajok variansainak elkiilonitését. A 40 ciklus alatt jelentésen felszaporitott termékbdl nyert
templatban mar eredményesen alkalmazhatoak specifikus primerek, ugyanis biztosabban
tudnak kotédni a megfeleld helyre, igy a nem specifikus primerkotddés elkeriilhetévé valik
(Jean et al. 2011). A rokonsagi vizsgalatokhoz azonban a 16S rRNS génje nem a legjobb
valasztas, hiszen még a kiilonbozd fitoplazma csoportok kozott is igen magas 98% feletti
homolégiat mutat. A rokonsagi vizsgalatokhoz ezért a szakirodalomban olyan géneket
kerestem, melyek variabilisebbek, igy a rokonsagi vizsgalatokra alkalmasabbak. Az erre a célra
kivalasztott géneket, valamint a hozzajuk tervezett inditdszekvenciakat tablazatban foglaltam
Ossze (1. tablazat).

1. tablazat Az egyes fitoplazmatorzsek elkiilonitéséhez hasznalt primerek
(Jean et al. 2011, http6)

Gén Hossz Ccél Primerek Szekvencia (5' — 3')
(bp).
PCR |P1 AAGAGTTTGATCCTGGCTCAGGATT
16SrDNS | 1784/1071 P7 CGTCCTTCATCGGCTCTT
Nested- |f0O1 CGGAAACTTTTAGTTTCAGT
PCR |r01 AAGTGCCCAACTAAATGAT
PCR | AceFfl TAAAATTCGCTGATGTTGGCG
aceF 797 AceFrl CATCTTTCAATTAAAACTAG
Nested- | AceFf2 AGGTATTGAAGAAGGAACTG
PCR | AceFr2 CAACCGCTTTCATAATAAAAG
PCR Pnpfl GAAGTTGGTATTACTGCTTTAC
pnp 549 Pnprl GATAAATCTATTTGACCGCG
Nested- | Pnpf2 TACAATTAGATATTAAAGTTAAAGG
PCR | Pnpr2 ATTAATTTTAATACATTTCGC
PCR | SecYMalFl | TTAGGACGTAGTATACAAATCCCNTT
secY 664 SecYMalR1 | ACAATAATTAAAAATCCTGTNCC
Nested- | SecYMalF2 | AAGAATGGCGTGAACARGGNGA
PCR | SecYMalR2 | GCATCTTGTTTAGATAAATGTTC
IMPF1 CAAATGATAAAGCTGATCAA
imp Ca. P. 673 PCR | IMPR1 CCTTTAAGACCACATCCTTTG
prunorum’ Nested- | IMPF2 CAGTGTATTAAATTAACAATG
PCR |IMPR2 CCATCATTACAACTAAAACAT
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A PCR reakcidhoz a Thermo Scientific Phire Green Hot Start II DNS polimerazat
hasznaltam fel. A PCR csovekbe egyenként a kovetkezd oldatokat helyeztem el a felsorolas

szerinti sorrendben:

[

. MQ: 8,4 pl (steril desztillalt viz)
. 5X Phire Green Reaction Buffert (puffer): 3 ul

w N

Forward primer:1 ul

Reverz primer:1 ul

. 10mM dNTP: 0,3 pl

. Thermo Scientific Phire Green Hot Start Il polimeraz (xU/1 ul): 0,3 pl

o O b

. templat: 1 pl

A PCR cs6vekben 1év6 reakcidelegy végtérfogata mintanként 15 pl volt, melybdl sziikség
esetén tobb nested PCR reakciohoz elegendd templat is Kinyerhet6. Negativ mintaként steril

desztillalt vizet hasznaltam.
A PCR reakci6 a kovetkezo protokoll szerint futott le:

. elo-denaturacio: 98°C —30 s

. denaturacio: 98°C — 10 s

1

2

3. annealing: 55°C—-10s 40X
4. elongécio: 72°C - 20 s

5

. lancépités: 72°C — 1 min

Az ily mdédon amplifikalt termékeket 1,2%-o0s agardz gélben valasztottam el, etidium-bromid
(EtBr) festék jelenlétében, megkdzelitdleg 30 percen at, 120-125 Volt fesziiltség mellett.

Az els6 PCR reakcid terméke szolgalt a nested PCR reakcido templatjaként, de az
inditoszekvenciak a megfelelé nested PCR-hez tervezettek voltak, az eredeti terméken beliil
egy kisebb termék felsokszorozasat tették lehetdve.

A nested PCR reakcio termékeit is 1,2%-0s agardéz gélben valasztottam el, EtBr festék
jelenlétében, megkdzelitdleg 30 percen at, 120-125 Volt fesziiltség mellett.

Az egyes fitoplazmatorzsek elkiilonitését a rokonsagi vizsgalatokhoz olyan génekre alapoztam,
melyek kiillonboznek az elkiiloniteni kivant torzsekben. Az aceF, pnp, secY és imp gének az
irodalom alapjan alkalmasnak tiintek a fitoplazmak elkiilonitésére, a kimutatasuk érdekében

elvégzett nested PCR soran egységesen a kovetkez6 beallitasok szerint jartam el:
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el6-denaturacio: 98°C —30 s

denaturacio: 98°C — 10 s

annealing: 50°C — 10 s 40X
elongacio: 72°C —20's

o~ w0 npoE

lancépités: 72°C — 1 min

3.6. A PCR termeék tisztitasa és szekvenalasa

Azokat a mintaimat, amelyekben a nested PCR utdn elvégzett gél-elektroforézis
mintdzata alapjan a megfeleld6 méretii terméket kaptam, tehat feltételezhetd volt a keresett
korokozo jelenléte, tovabbi vizsgalatnak vetettem ald. Meghataroztattam a termékek
bazissorrendjét (szekvenaltattam) annak érdekében, hogy igazolni tudjam, hogy a fitoplazma-
specifikus primerek valoban az altalam keresett fitoplazmakat amplifikaltak-e fel. A
szekvenalas el6tt a DNS mintaimat meg kellett tisztitani az enzimektdl, nukleotidoktol,
primerektdl, illetve fehérje természetli anyagoktdl, amik az eljards soran jelenlétiikkel
megzavarhattak volna a szekvenalas eredményét. Ezt a miiveletet a Thermo Scientific altal
forgalmazott GeneJET Gel Extraction Kit segitségével végeztem el. A szekvenalasra kijelolt
mintak teljes térfogatat felhasznaltam, ami 10 ul mennyiségnek felel meg. A GeneJET Gel
Extraction Kit tisztitasi protokoll szerint jartam el (3. melléklet), melyet a tovabbiakban roviden
ismertetek. Els6 1épésként az 6sszes PCR terméket 1,2%-os agardz gélben futtattam, majd UV
lampa alatt steril szikével kivagtam a megfelel6 mérettartomanyti fragmentumokat a gélbdl,
torekedve a minél pontosabb metszésre, annak érdekében, hogy kevés felesleges agardz
keriiljon tisztitasra. A géldarabokhoz 1:1 ardnyban kotOpuffert pipettdztam, majd 10 percig
65°C-on inkubaltam addig, ameddig a gélszelet teljesen fel nem oldodott. A kdvetkezd 1épésnél
mintanként maximum 800 pl oldatot pipettaztam at sziirés eppendorf csdbe, 1 perc
centrifugalas utan az atfolyot eltavolitottam, majd 100 pl koto puffert adagoltam az oldathoz, 1
perc centrifugalas utan az atfolydt ismét eltavolitottam. Ezutdn 700 pl mosopuffert mértem az
oldatba, ismét centrifugaltam és eldobtam az atfolyot. A maradék etanol eltavolitasa miatt
megismételtem a centrifugalést, ugyanis az etanol gatolna a kés6bbi enzimatikus reakciokat. 50
ul elualo puffer hozzaadasa utan 1 percig maximalis fordulaton centrifugéaltam, majd az atfolyot

megtartva hagyomanyos Sanger szekvenalassal hataroztattam meg a termék bazissorrendjét.
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4. EREDMENYEK

4.1. A terepi diagnosztizalas eredményei

Az altalam 2016-os évben végzett vizualis megfigyelések alatt mind a vesszo
csucsszaradasa, mind a levelek hervadasa és végiil elszaradasa kozott nagyfoku valtozatossagot
figyeltem meg. Bemutatom, hogy a gutaiitott, lathatban hamarosan pusztuldé fak levelei
mennyire kiilonb6z6 modon szaradhatnak (5. dbra). A szaradas indulhat a levél szélétol:
(5/A,D,G), vagy az egész levél hirtelen, egyszerre szarad el (5/E,H). Foltosan (5/ B,C,) illetve
szaradas nélkiil sargul, fonnyad, (5/F) vagy haragoszold szint, a levél a szine felé kanalasodik
(5/1). Természetesen ez csak a sajat megfigyelésem, nem lehetséges a baktérium, gomba vagy
fitoplazma altal okozott pusztulast ez alapjan elkiiloniteni, azonban mindenképpen fontosnak

tartom bemutatni a pusztul6 fak levelei kozott tapasztalt kiilonbségeket.

Y .lw R & . ia® ’ ,
5. abra Pusztulé kajszibarackfak levelei, Boldogkdvaralja 2016 (Foto: Petres Martin)
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A kovetkez6 abra a hajtasvégeket érinté szaradasrol készitett Gsszefoglalast szemlélteti (6.
dbra). Erés fagy miatt bekovetkezd vesszOpusztulas (6/A). A Pseudomonas syringae pv.
syringae baktérium fert6zésének hatasara bekovetkez6 szaradast mézgasodas kiséri (6/B,C),
mig a fitoplazma eredetli pusztulas esetén nincs mézgasodas (6/D,E). A monilias

hajtasfert6z6dést kora tavasszal gyakran felismertem az iltetvényben (6/F). A fitoplazma

fert6zott vesszok levelei haragoszoldek, sziniik felé kanalasodnak, sepriisddnek (6/E).

. < 9 )
Sl
S T

N

6. abra Tavaszi hajtaspusztulas tiinetei Boldogkdévaraljan, 2016-ban (Fotd: Petres Martin)
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A Monillia/Monillinia laxa. viragon at fert6z6 gomba (7. dbra). A korokozo altal eléidézett

lokalis hancsnekrozis akar a termdnyarsat is elpusztithatja (Hluchy 2007).

7. ébra Monilia okozta fert6zés mézgafolyassal, Boldogkévaralja 2016
(Fotd: Petres Martin)

A fertdzottség mértékétdl fliggden a leveleken és hajtasokon tapasztalhato elvaltozasok
kiilonboznek a kezdeti és az el6rehaladott allapotban (8. dbra). A levelek kezdetben
haragoszoldek, kuposan kanalasok, tapintasuk merev, torékeny (8/A,B), majd a vegetacios
id6szak elérehaladtaval egyre lelogobbak, fonnyadtak és sargulnak (8/C,D). A fitoplazméaval
fertdzott fa kérgét lehantva vilagosbarna nekrozist tapasztalhatunk (8/E). A hancs korkords
pusztulasa esetén az érintett ag hirtelen, a népnyelv altal talaldan: gutaiités-szeriien elhal. Ez a
folyamat érinthet egy-egy vazagat, illetve a teljes fat egyarant, a fertézés helyétdl fiiggden.
Megfigyeltem, hogy egy fa tobb aga pusztulhat egyszerre, de eltérd stadiumban. Ennek oka az,
hogy a fertdzést kovetden a korokozd fokozatosan kolonizdlja a hancsszoveteket, és
terjeszkedésének litemében pusztitja el az agakat és vesszoket, kovetkezményeként pedig egy
torzson egyszerre lehet teljesen kiszaradt, részlegesen elszaradt, és adott esetben még zo6ld ag
egy idében (8/F). Ilyen esetben megprobaljak a vazagat teljesen lefiirészelve megallitani a
korokozo tovabb terjedését, azonban a fert6zott fa menthetetlen, mihamarabb ki kell vagni, a
gyokérzetét is eltavolitva (8/1), ugyanis a gutaiitott kajszifak gyokérzete rendszerint nem pusztul
el azonnal, az alany szamos hajtast képes hozni a nemes pusztulasa utan is (8/G). Sarjhajtasain
fennmarad a fitoplazma, majd rezervoarként szolgalhat a korokozot terjeszté vektorok
szamara., melyek eldszeretettel taplalkoznak a siirli, védett helyet biztositd sarjak kozott. A

sarjhajtasok eltavolitasa ezért is fontos feladat az {iltetvényben (8/H).
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8. abra A kaJSZl fapusztulas folyamatanak allomasal Boldogkdvaralja 2016
(Foto: Petres Martin)

A kovetkez6 dsszefoglalas a vizsgalt liltetvényben tapasztalhato egyéb tiinetekrél ad szamot (9.
dbra). Fagykarosodott gylimolcskezdemények (9/A), fiatal fa torzsén rakos seb utal a
Pseudomonas syringae pv syringae baktérium fertézésre (9/B). A legyengiilt fa védekez6
rendszerének elégtelensége miatt a szaprofita gombak képesek megtelepedni a kajszifdk
torzsén, tovabb gyorsitva a pusztulast (9/C). Foltokban, egymas mellett pusztulo fiatal
kajszibarackfak, fitoplazmafertzés jellegzetes tiineteivel (9/D,E). Altalaban a repedés felett
1év6 ag kezd el pusztulni el6szor (9/F,G). A kérgen megjelend repedés a pusztuld fakon szinte
mindig jelen van, de a repedés mélysége és mérete erésen fajtafiiggd. A pusztuld vazag gyors
eltavolitasaval nyerhetiink egy kis iddt, de a fa, amint utolsé vazagat is elvesziti kivagasra kertil

(9/F). A kéreg lehantasa utan lathatova valik az elszinez6dott, pusztulo szovet (9/H).
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9. dbra A fapusztulashoz kothet6 egyéb tiinetek, Boldogkﬁvérala 2016
(Fotd: Petres Martin)

4.2. A laboratériumi vizsgalatok eredményei

4.2.1. A DNS kivonas

A vizsgalni kivant levélmintaimbol NucleoSpin® Plant Il (MACHEREY-NAGEL) kitet
hasznalva izolaltam DNS-t, kajszibarackra optimalizalva. A North-Cot Kft. boldogk&varaljai
terméiiltetvényébdl szarmazd Sherpa fajta mintaibol késziilt DNS kivonat EtBr-al festett
gélképe lathato, agardz gélelektroforézissel elvalasztva, UV fényben (10. dbra). A tisztitas
soran 0,1-0.15¢g kajszilevélbdl atlagosan 221 ng/ul koncentracioji DNS-t nyertem Ki.
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A DNS koncentraci6 sszefiiggést mutatott a levél koraval, az idésebb levelekbdl Kisebb
koncentracioban tudtam kinyerni, mint a fiatal, hajtascstcs kozeliekbdl, azonban a PCR reakcid

érzékenységébol fakadoan nagyon kis mennyiségii izolalt DNS is elegend6 volt a fitoplazma

M ale 8223 4 45 AR o 8 e b s I St oo IR S

=1 4 dod 4 B EEEerers I & ]2

21.226 bp--

M 16 I/ A8 99 208021 32 23 24567 28 29 .30

mww-ib;'Vi ﬁvﬁé"”*

10. abra A tisztitott DNS kivonatok gélelektroforetikus képe 1,2% agaréz gélen torténo
szétvalasztas utan (M=marker)

kimutatasahoz.

A DNS kivonas sikeressége mar a mintavételkor, az iiltetvényben eld6l. A nem megfelelé
koru, idés levélbdl 1ényegesen kevesebb DNS nyerhet6 ki, mint a fiatalabb levelekbdl (11.

abra).
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8. W)iw}o\ é M"'\'l“
35/55/20 /40 8% [6%/48 /10

DNS koncentracio:
2444 ng/ul

DNS koncentracio:
10,7 ng/ul

11. 4bra A levélmintak DNS tartalma osszefiigg fejlettségiikkel
(jegyzOkonyv részlet, Petres Martin)

4.2.2. A 16SrX csoportba tartozé fitoplazmak kimutatasa

A 16SrX csoportba tartozo Candidatus Phytoplasma prunorum, Ca. Phytoplasma pyri és
Ca. Phytoplasma mali 16SrDNS génjeinek szekvenciaja 98,5-99%-0S egyezést mutat a
fitoplazmak kimutatdsa soran leggyakrabban vizsgalt konzervativ 16S rDNS gént vizsgalva
(http6). A 16SrX csoportba tartozé fitoplazmak gazdandvénykore eltérd, ezért korabban a
gazdanovényeken okozott tiinetek alapjan nevezték el O6ket: Ca. P. prunorum (ESFY,
csonthéjasok europai sargulasa fitoplazma), Ca. P. pyri (Pear decline-korte leromlas) és Ca. P.
mali (Apple proliferation-Alma sepriisodés).
A 16SrX csoportba tartozo fitoplazmak kimutatasat univerzalis P1-P7 primerekkel, majd az
err6l a termékrél csoportspecifikus fO1-rO1 primerekkel lefuttatott nested PCR-rel végeztem
(0. dabra). A P1-P7 inditészekvenciak 1784 bazispar hosszu terméket amplifikaltak az elsé
reakcio soran, majd az fO1-rO1 primerek ezen a terméken beliil egy révidebb, 1071 bazispar
hosszii DNS szakaszt sokszoroztak meg. Az altalam hasznalt primereket az ausztral NDP
(National Diagnostic Protocol) ajanlasa alapjan hasznaltam, mint univerzalis fitoplazma
inditoszekvenciakat, ugyanis az EPPO (European and Mediterranean Plant Protection

Organisation) nem publikalt még a Ca. P. prunorum ellen elfogadott protokollt.
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12. abra 16SrX csoportspecifikus inditoszekvencidkkal (fO1/frO1) amplifikalt DNS
szakaszok mintazata 1,2%-os agardz gélen

4.2.3.1. A 16SrX csoport szekvencia analizise

A 10. abran lathat6, hogy a nested PCR-nél alkalmazott belsé primerek jo helyre
kotodtek, mert a keresett mérettartomanyban (1071 bp) amplifikéltak fel termékeket tobb
mintaban is, ami a 16SrX csoportba tartozo fitoplazma jelenlétére utal. A 16SrX csoport tagjai
koziil a Ca. P. mali teljes szekvencidja ismert, az fO1-rO1 primerek szekvenciajat raillesztve a
mali genom 16S RNS génszakaszara, NCBI BLAST (www.ncbi.nlm.nih.gov) program
alkalmazassaval 0sszevetettiik a génbanki adatbazissal, ahol azt az eredményt kaptuk, hogy a
legnagyobb mértékii hasonlosag a 16SrDNS génben (98-99%) a prunorum, pyri és mali
szekvenciai kozott van. A Clustal Omega illeszté program segitségével megallapithato, hogy
az Osszehasonlitani kivant szekvenciak bazissorrendjei mennyire hasonlitanak egymashoz,

bazisparra lebontva lathatova teszi az 6sszehasonlitani kivant szakaszokat (13. dbra).
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AMS33142.1 prunorum
AJ575105.1 prunorum
AJ575106.1 prunorum
AJ542544.1 prunorum
JF730310.1 prunorum
DQ011588.1 pyri
AJ542543.1 pyri
CU469464 mali

AM933142.1 prunorum
AJ575105.1 prunorum
AJ575106.1 prunorum
AJ542544.1 prunorum
JF730310.1 prunorum
DQ011588.1 pyri
AJ542543.1 pyri
CU469464 mali

GCCCCGGCTAACTATGTGCCAGCAGCTGCGGTAATACATGGGGGGCAAGCGTTATCCGGA
GCCCCGGCTRAACTATGTGCCAGCAGCTGCGGTAATACATGGGGGGCAAGCGTTATCCGGA
GCCCCGGCTAACTATGTGCCAGCAGCTGCGGTAATACATGGGGGGCAAGCGTTATCCGGA
GCCCCGGCTAACTATGTGCCAGCAGCTGCGGTAATACATGGGGGGCAAGCGTTATCCGGA
GCCCCGGCTAACTATGTGCCAGCAGCTGCGGTAATACATGGGGGGCAAGCGTTATCCGGA
GCCCCGGCTRACTATGTGCCAGCAGCTGCGGTAATACATGGGGGGCARGCGTTATCCGGA
GCCCCGGCTRAACTATGTGCCAGCAGCTGCGGTAATACATGGGGGGCARGCGTTATCCGGA
GCCCCGGCTAACTATGTGCCAGCAGCTGCGGTAATACATGGGGGGCAAGCGTTATCCGGA

E R R e e e o e ko o b o o e e o o e S S S o o o e o i o e o o

TTTATTGGGCGTARAGGGTGCGTAGGCGGTTAAATAAGTCTATGGTATAAGTTCAACGCT
TTTATTGGGCGTARAGGGTGCGTAGGCGGTTARAATAAGTCTATGGTATAAGTTCAACGCT
TTTATTGGGCGTARAGGGTGCGTAGGCGGTTAAATAAGTCTATGGTATAAGTTCAACGCT
TTTATTGGGCGTARAGGGTGCGTAGGCGGTTAAATAAGTCTATGGTATAAGTTCAACGCT
TTTATTGGGCGTARAGGGTGCGTAGGCGGTTARAATAAGTCTATGGTATAAGTTCAACGCT
TTTATTGGGCGTARAGGGTGCGTAGGCGGTTARATAAGTCTATGGTATAAGTTCAACGCT
TTTATTGGGCGTARAAGGGTGCGTAGGCGGTTTAATAAGTCTATGGTCTAAGTTCAACGCT
TTTATTGGGCGTARAGGGTGTGTAGGCGGTTTAATAAGTCTATGGTATAAGTTCAACGCT

EE e b e b e e e e e e e e S b S e e i e o o S e e e o e o e o e e S e S e e o o o e e o o

13. abra Részlet a 16SrX csoportba tartoz6 fitoplazmak 16SrDNS gén szakaszanak
szekvenciabeli egyezoségeirdl. A szekvenciak kozti kiillonbségek sarga szinnel jelolve

A Clustal Omega programba vald illesztés eredményeként csak minimalis eltérést

talaltunk az 6sszehasonlitott szekvencidkban, ami jol szemlélteti, miért alkalmas az univerzalis

P1-P7 konzervativ primerpar a 16SrX csoport minden tagjanak kimutatasara. Azonban éppen

ebbdl a nagyfoku hasonlosagbol kovetkezik, hogy nem tudunk a 16SrRNS gén szekvenciabeli

eltéréseire alapozva kiilonbséget tenni az azonos csoportba tartozd, de eltérd faji fitoplazmak

kozott. A hasonlosag jol lathaté a filogenetikai torzsfan is (/4. dbra). E célra kellett keresni egy

masik gént, ami szekvenciajat tekintve az egyes fitoplazma fajtdkban nagyobb diverzitast

mutat.

AJS542544 1 prunorum 1685
_|—.|Fr3n31u_1pn.mm1es

.|— AJST5108.1 prunorum 165
AJSTS105.1 prunorum 185

AMEA3142.1 prunonem 182

CU460464 mali 165

AJ542543 1 pyri 165

0.001

DQO11588.1 pyri 185

14. dbra A 16SrX csoportba tartozo izolatumok filogenetikai torzsfaja, adatbanki

hivatkozasi szammal
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Az fO1 és rO1 primerekkel végzett PCR eredménye alapjan (/0. abra) meghataroztattuk a 8.

¢s 23. minta szekvencia Sorrendjét Sanger szekvendldssal. Az eredményt Osszevetve az

adatbazisban talalhat6 adatokkal 99%-os egyezést talaltunk a sajat mintaim és a Candidatus

Phytoplasma prunorum adatbazisban levé izolatum szekvencidja kozott. Feltételeztiik, hogy

valoban a Ca. P. prunorum van jelen a mintaimban, azonban a 16SrX csoportba tartozo

fitoplazmak 16SrDNS gén szekvenciai kdzott nem lehet molekuléris kiilonbséget taldlni a

csoportspecifikus primerpar altal amplifkalt régio bazissorrendjén beliil (15. dbra). Eppen a kis

eltérések miatt alkalmas a 16SrX csoport tagjainak kimutatisara, a csoporton beliili

elkiilonitésre tehat nem hasznalhatjuk.

DR011588.1 pyri 168
AJ542543.1 pyri 16S
CU469464 mali 16S
Sherpald 1les

Sherpa23 les

AMS33142.1 prunorum 165
AJ575105.1 prunorum 165
AJ575106.1 prunorum 168
RJ542544.1 prunorum 165
JE730310.1 prunorum 168

D011588.1 pyri 165
AJ542543.1 pyri 16s
CU469464 mali 16S
Sherpa8 165

Sherpa23 168

AMS33142.]1 prunorum 165
AJ575105.1 prunorum 165
AJ575106.1 prunorum 165
AJ542544.1 prunorum 165
JE730310.1 prunorum 16S

GCCCCGGCTAACTATGTGCCAGCAGCTGCGGTAATACATGGEGGGCAAGCGTTATCCGGA
GCCCCGGCTAACTATGTGCCAGCAGCTGCGGTAATACATGGGGGGCAAGCGTTATCCGGA
GCCCCGGCTAACTATGTGCCAGCAGCTGCGGTAATACATGGEGGGCAAGCGTTATCCGGA
GCCCCGGCTAACTATGTGCCAGCAGCTGCGGTAATACATGGGGGGCAAGCGTTATCCGGA
GCCCCGGCTAACTATGTGCCAGCAGCTGCGGTAATACATGGEGGGCAAGCGTTATCCGGA
GCCCCGGCTAACTATGTGCCAGCAGCTGCGGTAATACATGGGGGGCAAGCGTTATCCGGA
GCCCCGGCTAACTATGTGCCAGCAGCTGCGGTAATACATGGGGGGCAAGCGTTATCCGGA
GCCCCGGCTAACTATGTGCCAGCAGCTGCGGTAATACATGGEGGGCAAGCGTTATCCGGA
GCCCCGGCTAACTATGTGCCAGCAGCTGCGGTAATACATGGGGGGCAAGCGTTATCCGGA
GCCCCGGCTAACTATGTGCCAGCAGCTGCGGTAATACATGGEGGGCAAGCGTTATCCGGA

FEFTE A XA T T AAA IR TR AA AT AT AL A F I A A XA R T AAAXA A RAA AL AT R AASAE R T A AL AR R TA L

TTTATTGGGCGTARAGGGTGCGTAGGCGGTTARATAAGTCTATGGTATAAGTTCAACGCT
TTTATTGGGCGTARAGGGTGCGTAGGCGGTTTRAATAAGTCTATGGTCTARGTTCRACGCT
TTTATTGGGCGTARAGGGTGTGTAGGCGGTTTAATAAGTCTATGGTATAAGTTCAACGCT
TTTATTGGGCGTARAGGGTGCGTAGGCGGTTARAATAAGTCTATGGTATAAGTTCAACGCT
TTTATTGGGCGTARAGGGTGCGTAGGCGGTTARAATAAGTCTATGGTATAAGTTCAACGCT
TTTATTGGGCGTARAGGGTGCGTAGGCGGTTARATAAGTCTATGGTATAAGTTCAACGCT
TTTATTGGGCGTARAGGETGCGTAGGCGGTTARAATAAGTCTATGGTATAAGTTCAACGCT
TTTATTGGGCGTARAGGGTGCGTAGGCGGTTARATAAGTCTATGGTATAAGTTCAACGCT
TTTATTGGGCGTARAGGETGCGTAGGCGGTTAAATAAGTCTATGGTATAAGTTCAACGCT
TTTATTGGGCGTARAGGGTGCGTAGGCGGTTARAATAAGTCTATGGTATAAGTTCAACGCT

FEFT XA XA T FAAA I AR AAAA S FALXF X AAAE FAAATERRAALAAETARL AXFXTAALEERRLTARL

15. abra Részlet a 8. és 23. mintak szekvenciainak adatbanki szekvenciakkal torténo

osszehasonlitasanak eredményérol
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4.2.3. Az aceF gén

A szakirodalomban végzett kutatisaink soran tobb olyan primerpar leirdsaval
talalkoztunk, amelyek altal amplifikalt termékek szekvenciajukban valtozatosabbak voltak a
16SrDNS génnél. Ilyen tulajdonaguak tobbek kdzott az immunodominans membran fehérjéket
kodold imp és secY, valamint a cukor és nukleotid metabolizmusban szerepet jatszo aceF és
pnp gének (Jean et al. 2011, http6). Ezen gének sokkal nagyobb valtozékonysagot mutatnak, mint
a 16SrRNS gén, ezéltal alkalmasabbak lehetnek rokonsagi kapcsolatok kimutatisara és
genetikai valtozékonysagok jellemzésére a 16SrX csoporton beliil. Az aceF génre tervezett

inditoszekvenciakkal sikeriilt a megfelelé mérettartomanyba esd terméket nyerniink (16. dbra).

' L — — —

797bp——’ — o ' w— —
| —

M 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 -

Pa— N
797 bp—' h.— — —

16. abra aceFf2 és aceFr2 inditészekvenciakkal amplifikalt DNS szakaszok
gélelektroforetikus mintazata 1,2%-os agaroz gélen

Az aceF gén kimutatasat célzd6 nested PCR termékének gélelektroforetikus képén sok
aspecifikus jelet is kaptunk, igy nem volt egyértelmiien elkiilonithetd az altalunk keresett
termék. Néhany esetben ugyan a keresett mérettartomanyban kaptunk jelet, azonban biztos

eredményt csak a 8-as és 23-as minta Sanger szekvenalasat kovetd elemzés adott.

4.2.3.1. Az aceF gén szekvencia analizise

A 16SrX csoportbdl teljes genomja csak a Ca. P. mali-nak ismert, ezért ezen a genomon
kerestiik meg az aceF gént kddold régidt. Adatbanki hivatkozasi szamuk alapjan megtalaltuk a
forras cikkben szereplé prunorum, pyri és mali szekvencidkat, majd elvégeztik az

Osszehasonlitasukat az aceF génre vonatkozdan.
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A filogenetikai fa alapjan jol lathato, ahogy a 16SrX fitoplazma csoporton beliil elkiiloniil a

harom fajta fitoplazma aceF gén szekvenciaja (17. abra).

FN588171.1 prunorum aceF
FN508175.1 prunorum acef
FN598170.1 prunorum acef

FN5@8160.1 prunorum aceF

FN588188.1 prunorum aceF

FN588188.1 prunorum aceF

FN5881687.1 prunorum aceF
- FN588176.1 prunorum aceF
FNS08173.1 prunorum aceF
- FN588172.1 prunorum aceF
— FN588174.1 prunorum aceF
FN598180.1 mali aceF

FN588188.1 mali aceF

FN588186.1 mali aceF

FN508184.1 mal aceF
FN588187.1 mali aceF

FN588185.1 mali aceF

FN588179.1 pyri aceF
FN588181.1 pyri aceF
FN508182.1 pyri aceF
FN508183.1 pyri aceF
FN588178.1 pyri aceF
FN588177.1 pyn aceF
FN588180.1 pyri aceF

—_
am

17. dbra A 16SrX csoport filogenetkai torzsfaja aceF gén szekvenciak alapjan,
adatbanki hivatkozasi szammal

Az aceF génre elkésztettem a nested PCR-t, a terméket gélbdl visszaizolaltam, majd
hagyomanyos Sanger szekvendldssal meghataroztattuk a 8-as és 23-as mintdk szekvencidjat.
Ezen szekvencidkat BLAST programmal ellendriztiik az NCBI adatbazishoz hasonlitds soran,
ezutan a cikkben szereplé prunorum, pyri, mali és a sajat szekvenciaimat dsszehasonlitottuk a

Clustal Omega program segitségével (18. dbra).
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FNS98174.
FN598170.
FN598171.
FNS9817S.
FN598167.
FNS98169.
FN598166.
FNSS98168.
FNS98172.
FN598176.
FN598173.
FN598186.
FN598189.
FN598185.
FN598187.
FN598184.
FN598188.
FN598179.

FN598182
FN598181
FN598178
FN598180
FN598183
FN598177

aceF
aceFr
aceF
aceF
aceF
acer
aceF
aceF
aceF
aceF
aceF

WERRL aceF
WENR] aceF
malijetelosy
malijetetaay
WERRL aceF
WERR] aceF
1 _pyri aceF
.1 _pyri aceF
.1 _pyri aceF
.1_pyri aceF
.1 _pyri aceF
.1_pyri aceF
.1 _pyri aceF

L el el e e S S S S S e S S S STy Y

ARATTAATGAARARACTAATTTGAATA~---TGAAAGTATCTAATGAAAATGAATCGCAAT
ARATTAATGAARARACTAATTTGAATA~---TGAAAGTATCTAATGAAAATGAATCGCAAT
AAATTAATGAARARACTAATTTGAATA--~-TGAAAGTATCTAATGAAAATGAATCGCAAT
ARATTAATGAARAAACTAATTTGAATA~---TGAAAGTATCTAATGAAAATGAATCGCAAT
ARATTAATGARRARACTAATTTGAATA---TGAAATTATCTAATGARAATGAATCGCAAT
ARATTAATGARRARACTAATTTGAATA---TGAAAGTATCTAATGAAAATGAATCGCAAT
ARATTAATGAARARACTAATTTGAATA---TGAARGTATCTAATGARARATGAATCGCAAT
ARATTAATGARAAAACTAATTTGAATA---TGAAAGTATCTAATGAAAATGAATCGCAAT
ARATTARTGARARARACTARTTTGAATA---TGAAAGTATCTAATGARAATGAATCGCAAT
ARATTAATGARAAAACTAATTTGAATA---TGAAAGTATCTAATGAAAATGAATCGCAAT
ARATTAATGARRARACTAATTTGAARTA---TGAAAGTATCTAATGARAATGAATCGCAAT

ARATTCATGARR - === ====m === mmm e CTGAATTARARA
ARATTCATGARR - === === === mmmm = mm e CTGAATTARARA
AAATTCATGAAR -~ ====mmm === mmm e CTGAATTARARA
ARATTCATGARR ~—= === === === = mmm e CTGAATTARARA
ARATTCATGARA - == ==mmmm === mmm e CTGAATTARARA
ARATTCATGARR ~— === === m == m = CTGAATTARARA

ARATTAATGARACAARTAATTTAAATA---CGARATTATCTAATGARAATGAATTARARC
ARATTAATARARRARACTAATTTARATA---CTAARTTATCTGATGARAATGAATTARARC
GARTTAATGARARAACTAATTTAAATA---CTAAATTATCTGATGARAATGAATTAAAAC
AAATTAATGARRRAACTAATTTARATAATAATAAATTATCTGATGARAATGAATTARAAC
ARATTAATGARRARACTAATTTAAATAATAATARATTATCTGATGAAGATGAATTARAAC
ARATTAATGAARAAACTAATTTARATAATAATAAATTATCTGATGARAATGAATTARAAC
ARATTAATGARRARACTAATTTAAATAATAATAAATTATCTGATGARRATGAATTARAAC

FhRkK Kk Akk * koK ok ok *

18. abra A 16SrX csoportba tartozoé prunorum, pyri és mali fajok aceF gén szekvenciaja
kozotti kiillonbségek révén alkalmas az elkiilonitésre.

Az azonos, 16SrX csoportba tartozo prunorum, pyri és mali fajok k6zott a gén valoban alkalmas

lehet arra, hogy az elkiilonités alapja legyen. Az illesztésbdl latszik, hogy a szekvenciak elég

eltéréek az egyes fitoplazma csoportok kozott. Ezutan megint illesztéseket csinaltunk, a

forrascikkben szereplé prunorum, pyri, mali és a sajat szekvencidimat illesztettem Gssze a

Clustal Omega program segitségével (19.dbra). A filogenetikai torzsfan jol 1athato, ahogy a

harom fitoplazma faj a csoporton beliil elkiiloniil egymastol, a sajat mintdim is a prunorum

fajhoz klaszterez6dnek.
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FN588167.1 prunorum aceF
ShotposmaeoF-l
FN588168.1 prunorum aceF
1~ FNS@8108.1 prunorum aceF
- FNS@8100.1 prunorum aceF
FN508170.1 prunorum aceF
FN5G8171.1 prunorum aceF
FN5G8175.1 prunorum aceF
FNS8173.1 prunorum aceF
Sherpa23 prunorum aceF |
FN508172.1 prunorum aceF
FN588178.1 prunorum aceF
— FN508174.1 prunorum acef
FN508187.1 mal aceF
FN508185.1 mali aceF
FN588184.1 mali aceF
FN5088186.1 mal aceF

FN508188.1 mali aceF
FN508180.1 mali aceF
FN508179.1 pyri aceF
FN508181.1 pyri aceF
FN508182.1 pyri aceF

FN508183.1 pyri aceF

FNSG8177.1 pyri aceF
FN508178.1 pyn aceF

FN508180.1 pyri aceF

001

19. abra Candidatus phytoplasma prunorum izolatumok filogenetikai torzsfaja aceF gén
szekvenciai alapjan, adatbanki hivatkozasi szammal. (kiemelve a sajat mintaim)
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5. ERTEKELES ES KOVETKEZTETESEK

A kapott eredményeim alapjan korszerii molekularis diagnosztikai modszerekkel sikertilt
igazolnom, hogy a Candidatus phytoplasma prunorum valdban jelen van az iiltetvényben. A
tinetmentesnek latszo6 28 fa mintairol késziilt PCR reakcid termékeinek gélelektroforetikus
képén a vart mérettartomanyban egyértelmtien kivehet6 a fitoplazma specifikus fO1/frO1
primerek altal amplifikalt termék, ami a koérokozo latens fert6zésére utal 21 faban is. Ez
egyrészt alatdmasztja a vizualis megfigyelések eredményét, miszerint a pusztuld fak
fitoplazmatikus fertézésre jellemzé tiinetekkel rendelkeztek, masrészt tovabbi uj, izgalmas
kérdéseket vet fel a latensen fert6zott fak nagy ardnya miatt. Véleményem szerint fontos, hogy
a mintavételezést az a személy végezze, aki késobb a laboratériumban feldolgozza azt. A nem
megfeleld helyrdl vett minta rontja a kimutathatosagot.

A korokozd fitoplazma genomban mar tobb olyan gént felfedeztek, melyek
szekvenciabeli kiilonbségeire alapozva lehetséges rokonsagi vizsgalatokat végezni, nem csak a
16SrX csoporton beliil, hanem az ESFY tobbi torzse kozott egyarant (Marcone et al. 2010, Jean
et al. 2011). Munkankat a tovabbiakban ilyen gének vizsgalataval tervezziik folytatni, ugyanis
az igy elvégzett rokonsagi vizsgalatok alapjan kovetkeztethetiink arra, hogy a vizsgalt termo
iiltetvényben jelen 1évé ESFY torzs a magyar, vagy inkdbb a kiilfoldi variansok szekvencidjaval
mutat-e nagyobb hasonlésagot. Ezen kisérletiink még jelenleg is folyamatban van, igy
eredményét még nincs lehetdségem ebben a dolgozatomban k6zdlni, azonban reményeink
szerint egy kés6bbi munkaban be tudom mutatni.

Ez az elemzés alapja lehet egy nagyszabasu végsd konkluzidonak, mely valaszt adhat arra,
hogy a vizsgalt iiltetvényben ilyen nagy aranyban, 28 egészségesnek latszo fabol 21-ben jelen
1évé Candidatus Phytoplasma prunorum varians, vajon mar a kiilfoldrél szarmazd, nem
megfelelden ellendrzott anyafa latens fert6zése okan, a szaporitdbanyaggal, vagy természetes
vektora, a szilva levélbolha (Cacopsylla pruni) kozvetitésével keriilhetett-e be az iiltetvény

pusztuld és latensen mar fert6zott egyedeibe.
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6. OSSZEFOGLALAS

A gonci termOtajon, mely az orszag egyik legjelentdsebb kajszitermd vidéke, évrol évre
5-10 %-os pusztulasrol szamolnak be a termeldk. A kajszibarack termesztése sok kézi munkat
igényel, a kedvezd exportlehetdségeknek kdszonhetden biztos munkahelyeket teremteni képes
agazat a kistérség lakosai Szamara, ezért is fontos, hogy a kajszitermesztés rizikofaktorait
minimalizalni tudjuk. A kajszitermesztés legkoltségigényesebb szegmensét a novényvédelem
¢s a hozza kapcsolodo kiadasok teszik ki. Tovabb neheziti a gylimdlestak védelmét az olyan
karositok térnyerése, melyek ellen a védekezés még nem megoldott, mint a fitoplazma eredetii
kajszipusztulds. A pusztulds kortani okait évtizedek 6ta nem sikeriilt egyértelmiien tisztazni, a
kajszigutaiités kartétele minden kajszitermesztd orszagban aktualis probléma.

Tiineti megfigyeléseket végeztem a 2016-0s vegetacios iddszakban Boldogkdvaraljan, a
North-Cot Kft. fiatal, de ennek ellenére erésen pusztuld Sherpa fajtaja kajsziiiltetvényében, ahol
a jellegzetes vizualis tiinetek alapjan felmeriilt, hogy a pusztulasért a csonthéjasok eurdpai
sargulasa fitoplazma (Candidatus. Phytoplasma. prunorum) lehet a felelds. Annak érdekében,
hogy a kajszi pusztulasat kivaltd koérokozot meg tudjam hatarozni, két kisérleti kvadratot
jeloltem ki, majd mintavételi teriiletenként 15-15 fardl gyijtottem levélmintakat 2016
juliusaban. Mindkét kvadratot egy erdsen pusztuld fa koré vettem fel, a szomszédos fak pedig
teljesen tiinetmentesek voltak a mintavétel idopontjaban. A levélmintakbol DNS-t tisztitottam
NucleoSpin® Plant II (MACHEREY-NAGEL) kit segitségével, majd univerzalis fitoplazma
primerek segitségével amplifikaltam a 16SrX csoportba tartozo fitoplazma térzsek konzervativ
16SrDNS gén altal kodolt régioit. A kapott termék gélelektroforetikus képe, valamint
szekvencidjanak elemzése alapjan a beteg egyedekbdl tisztitott DNS tartalmazta a keresett
szekvenciat, ami 99%-os homologiat mutatott a Candidatus phytoplasma prunorum 16SrDNS
gént kodolo génbanki szekvencidkkal. Az univerzalis primerek, melyekkel a fitoplazma
jelenlétét kimutattam, olyan DNS szakaszt koédolnak, melyek kozott csak jelentéktelen, 1-2
bazispar kiilonbséget talalhatunk a 16SrX csoportba tartoz6 fitoplazmak szekvencidiban, ami
alapjan nem lehet elkiiloniteni az egyes fajokat a csoporton beliil. A rokonsagi vizsgélatok
elvégzésére a szakirodalom alapjdn olyan, a 16SrDNS génnél valtozatosabb szekvenciaval
rendelkez6 géneket kerestem, amelyek mar alkalmasak arra, hogy kimutassak a kiilonbségeket
a 16SrX csoportba tartozo fitoplazmak kozott. Erre a célra az aceF gén egy darabjat
amplifikaltam az erre a szakaszra tervezett specifikus inditészekvenciakkal, majd nested PCR
reakciot inditottam. Az aceF gén vizsgalt szekvenciajaban tapasztalt variabilitas alapjan mar el

tudtam késziteni a rokonsagi vizsgalatokat.
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Eredményeim azt igazoljak, hogy a vizsgalt fak, még a latszoélag tiinetmentes egyedek

egy része is, valoban tartalmazzak a Candidatus phytoplasma prunorum kérokozot.
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9. MELLEKLETEK
1. melléklet

A Phytoplasma prunorum leggyakoribb szakirodalmi elnevezései

Identity

Preferred Scientific Name
e Phytoplasma prunorum Seemiiller és Schneider, 2004
Preferred Common Name
« apricot chlorotic leafroll
Other Scientific Names
e Apricot chlorotic leafroll phytoplasma
« Candidatus Phytoplasma prunorum
« European stone fruit yellows phytoplasma
e Phytoplasma prunorum [Candidatus] Seemiiller és Schneider, 2004
International Common Names
e English: apricot dieback; cherry Moli¢res disease; decline of Japanese plum; nectarine
chlorotic leafroll; peach decline; peach rosette (Italian); peach vein clearing; peach
vein enlargement; peach yellows (European); plum leptonecrosis
e Spanish: desarreglos vegetativos del albaricoquero; enrollamiento clordtico del
albaricoquero
e French: dépérissement de Moliéres; enroulement chlorotique de I'abricotier
Local Common Names
e Germany: Chlorotisches Blattrollen (Steinobst)
o Italy: accartocciamento clorotico dell'albicocco
EPPO code
e PHYPPR (Phytoplasma prunorum)

Forras: (http4)
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Genomic DNA from plant

Protocol-at-a-glance (Rev.09)

2. melléklet: NucleoSpin® Plant Il (MACHEREY-NAGEL) kit hasznalati itmutato

1 Homogenlze
camplas - 100 mg = 400 mg == 1500 mg
2 Celllysis 400 L 17mL R = em. EX
10 uL RMNase A 25 pL RNase A 100 uL RNase A
65°C, 10 min 65°C, 15 min Ej 65°C , 20 min
ALTERNATIVELY ALTERNATIVELY ALTERNATIVELY
<N PL2 | 15mL |TEY KN pL2 |
= 10 pL RNase A 25 pL RNase A 100 pL RNase A
65°C, 10 min 65°C, 15 min 65°C, 20 min
75 L 200 L. [ETEN @ TS PL3 |
on ice, 5 min on ice, 5 min on ice, 5 min
3 Flitratlon / H
Clarificatlon ‘?‘ ]
sy 211,000 g, | ff e, 4,500x g, 7 4500 x g,
of lysate e €O min 1 & Tomn | |} € “omin
4
4 Adjust DNA binding 450 uL PG 23mLPC 10 mL PC
conditlons
5 Bind DNA Eﬂ g
=11,000x g, 1 4500 x g, K = 4500x g,
= &> 1 min : &> 2 min . & 2min
&
€ Wash and dry sllica &Y <00 L Pwi K 1 mirwi K <miewi
membrane
= =11,000x g, = 4,500 % g, s 4500 x g,
Qj 1 min C);j 2 min ﬁ_’i’_i? 2min
E&J 700 L Pw2 3 mL PW2 EJ 1omLpwe
= =11,000x% g, . 4500 % g, : 4500 x g,
@—3 1 min :ﬁ3 2 min (’\:3 2 min
EJ 200 i Pw2 EJ 1mipw2 Ed 2mipwe
=11,000 % g, 4500x% g, 4500x g,
6:3 2 min 6::3 10 min fj:} 10 min
7 Elute DNA 50 pL PE 200 L PE 1000 pL PE
65°C, 5 min 65°C, 5 min g 65°C, 5 min
- =11,000x g| | 4500 x g, N 4500 x g,
\5 @Lj 1 min b‘ C;Lj 2 min - “3:3 2 min

v}

Repeat elution step

Repeat elution step

Repeat elution step

MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG - Meumann-Neander-Sir. 68 - 52355 Diiren - Germany
Tel.: +49 24 21 969-270 - Fax: +49 24 21 969-199 - tech-bio@mn-net.com - www.mn-net.com
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3. melléklet: GeneJET Gel Extraction Kit (THERMO SCIENTIFIC) hasznalati utmutat6

PURIFICATION PROTOCOLS
Note
e Read IMPORTANT NOTES on p. 3 before starting.
o All purification steps should be carried out at room temperature.

¢ All centrifugations should be carried out in a table-top microcentrifuge at >12000 x g
(10 000-14 000 rpm, depending on the rotor type).

Protocol A. DNA extraction from the gel using centrifuge

Step Procedure

Excise gel slice containing the DNA fragment using a clean scalpel or razor
blade. Cut as close to the DNA as possible to minimize the gel volume. Place
the gel slice into a pre-weighed 1.5 mL tube and weigh. Record the weight of

1 the gel slice.

Note. If the purified fragment will be used for cloning reactions, avoid damaging the DNA
through UV light exposure. Minimize UV exposure to a few seconds or keep the gel slice on a
glass or plastic plate during UV illumination.

Add 1:1 volume of Binding Buffer to the gel slice (volume: weight)
2 (e.g., add 100 pL of Binding Buffer for every 100 mg of agarose gel).

Note. For gels with an agarose content greater than 2%, add 2:1 volumes of Binding Buffer
to the gel slice.

Incubate the gel mixture at 50-60 °C for 10 min or until the gel slice is
completely dissolved. Mix the tube by inversion every few minutes to facilitate
the melting process. Ensure that the gel is completely dissolved. Vortex the gel
3 mixture briefly before loading on the column.

Check the color of the solution. A yellow color indicates an optimal pH for DNA
binding. If the color of the solution is orange or violet, add 10 L of 3 M sodium
acetate, pH 5.2 solution and mix. The color of the mix will become yellow.

4 Optional: use this step only when DNA fragment is =500 bp or >10 kb long.
for <500 | * If the DNA fragment is =500 bp, add 1 gel volume of 100% isopropanol to
bp and the solubilizeq gel solqt!on (g.g. 100 pL of jsopropanol shoqld be added to
10 kb 100 mg gel slice solubilized in 100 uL of Binding Buffer). Mix thoroughly.
DNA « |fthe DNA fragment is >10 kb, add 1 gel volume of water to the solubilized
gel solution (e.g. 100 pL of water should be added to 100 mg gel slice

fragments | < lubilized in 100 L of Binding Buffer). Mix thoroughly.

Transfer up to 800 pL of the solubilized gel solution (from step 3 or 4) to the
GeneJET purification column. Centrifuge for 1 min. Discard the flow-through
and place the column back into the same collection tube.

Note.

¢ [fthe total volume exceeds 800 L, the solution can be added to the column in
stages. After each application, centrifuge the column for 30-80 s and discard the
flow-through after each spin. Repeat until the entire volume has been applied fo the
column membrane. Do not exceed 1 g of total agarose gel per column.

* Close the bag with GeneJET Purification Columns tightly after each use!

4
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3. melléklet, folytatas

Step

Procedure

Optional: use this additional binding step only if the purified DNA will be used for
sequencing.

Add 100 pL of Binding Buffer to the GeneJET purification column. Centrifuge
for 1 min. Discard the flow-through and place the column back into the same
collection tube.

Add 700 pL of Wash Buffer (diluted with ethanol as described on p. 3) to the
GeneJET purification column. Centrifuge for 1 min. Discard the flow-through
and place the column back into the same collection tube.

Centrifuge the empty GeneJET purification column for an additional 1 min to
completely remove residual wash buffer.

Note. This step is essential to avoid residual ethanol in the purified DNA solution. The
presence of ethanol in the DNA sample may inhibit downstream enzymatic reactions.

Transfer the GeneJET purification column into a clean 1.5 mL microcentrifuge
tube (not included). Add 50 L of Elution Buffer to the center of the purification
column membrane. Centrifuge for 1 min.

Note.

e For low DNA amounts the elution volumes can be reduced to increase DNA
concentration. An elution volume between 20-50 L does not significantly reduce the
DNA vield. However, elution volumes less than 10 L are not recommended.

If DNA fragment is >10 kb, prewarm Elution Buffer to 85 °C before applying to column.
If the elution volume is 10 L and DNA amount is < 5 g, incubate column for 1 min at
room temperature before centrifugation.

10

Discard the GeneJET purification column and store the purified DNA at -20 °C.
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