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1. BEVEZETES ES CELKITUZESEK

Napjainkban komoly novényvédelmi problémat jelentenek a gylimolcstermesztésben
azok a novényeket megbetegitd korokozok, amelyek ellen nincs kidolgozott novényvédelmi
technologia. Az utdbbi évtizedben szamos olyan kartevd és korokozd megjelenése okoz
hatalmas kérokat, melyek szdmara hazank teriiletén kordbban kedvezdtlenek voltak a
klimatikus viszonyok. Ilyen 0j kérositok a gylimdlcsfakat és szO616t karositd fitoplazmak is,
melyek ismert vektorai a kabdcdk, illetve a fertdzott szaporitdbanyag. A globalis
novénykereskedelem, bar szigortian szabalyozott, akaratlanul is hozzéjarulhat egyes karositok
terjesztéséhez, orszagok illetve kontinensek kdzott egyarant, ugyanis a fitoplazmak és virusok
kimutathatdsaga sokszor korlatozott. A fogyasztdi tarsadalmat kiszolgald gylimolcstermesztési
agazatban pedig tovabbi probléma, hogy elsdsorban kiillem alapjan vélasztanak gyiimolcsot a
vasarlok, igy a termesztésbe vont fajtak kiilonb6z6 korokozdkkal szembeni fogékonysaga egyre
gyakrabban masodrendli kérdés a termeld szdmara a fajtavalasztaskor, pedig a kajszifajtak
fogékonysaga kozott jelentds kiillonbségek mutatkoznak a pusztulas tekintetében. A
kajszibarackfdk pusztulasa nem Ujszer(i jelenség, jelentds szakirodalom all rendelkezésre a
témaban, ennek ellenére a tudomany jelen allasa szerint nem tudjuk, mi okozza a gutaiitést
(apoplexia). Szamos korokozot azonositottak mar, melyek kajszi fapusztulast képesek
eldidézni, azonban ezidaig nem sikeriilt olyan ndovényvédelmi technologia kidolgozasa és
alkalmazésa, amely mellett megsziint volna a pusztulds az liltetvényekben, ami arra enged
kovetkeztetni, hogy az eddig azonositott kérokok mellett szerepe lehet eddig figyelmen kiviil
hagyott tényez6knek is. A pusztulas mértéke évenként és fajtanként is eltérd, atlagos évben 4-
5%, szerepet jatszhat benne a kajszi fitoplazmas megbetegedése, de valodi oka maig ismeretlen.

Munkéam sorédn a pusztulas kivaltd okat kerestem, egy fitoplazma fert6z¢és jellegzetes
tiineteit mutato, pusztuld kajszi tiltetvény két egymast kovetd évben vald vizualis megfigyelése
mellett a fak virus és fitoplazma fertézottségének korszer(i molekularis-diagnosztikai
modszerekkel, vald vizsgalataval.

Kutatdsom célja a 2016 és 2017 évben tapasztalhatd pusztulas nyomon kdvetése és
elemzése, iiltetvényen beliili terjedésének megfigyelése. A pusztuld és tiinetmentes fakrol
gyljtott levélmintakbol négy virus és a 16SrX csoportba tartozo fitoplazmak jelenlétének
vizsgalata PCR technikaval. Eredményként arra szerettem volna valaszt kapni, hogy e karantén
¢s kajszin nemrégiben azonositott korokozok vajon jelen vannak-e, és szerepet jatszanak-e a

vizsgalt iiltetvény pusztulasdban?



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. A kajszi hirtelen pusztulasanak, gutaiitésének okai

A gutaiités (apoplexia) alatt a fak hirtelen, néhany hét alatt bekdvetkezo részleges vagy
teljes pusztulasat értjiik. A kivaltd okokrdl eltérnek a vélemények, ugyanis a fajtaérzékenység,
termGhelyi adottsagok, korokozé mikroorganizmusok, fagyhatas, évjarat-hatas, az alannyal
valo rossz egyiittélés (alany-nemes inkompatibilitas), az el6z6 évi termés mennyisége €s a
telepités ideje (Oszi-tavaszi) egyarant befolyasolhatjdk a pusztulds mértékét. A betegség
komplex jellegti, kialakulasaért egyszerre tobb tényezo is felelds lehet. A kortani vizsgalatok
sokaig a Pseudomonas syringae pv. syringae baktérium és a Cytospora rubescens gomba
kolesonhatdsat 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 kivaltoé elsddleges koérokozd pedig molekularis vizsgalatok
eredményei alapjan a csonthéjasok eurdpai sargulasa fitoplazma (Candidatus Phytoplasma
prunorum) (Siile 2014). A betegség EurOpaban jarvanyszeriien terjed, gazdasagilag jelentds
kart okoz minden kajszitermd vidéken. A kajszin kiviil gazdanovénye a cseresznye, meggy,
szilva és Oszibarack egyarant (Horvath 2013). A kérokoz6 masik koztudatban ¢l6 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 szévetekben is képes attelelni,
majd tavasszal kolonizalni a frissen kialakulo 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 hasonlo tiinetek miatt. A szimptomak rdadasul az alanytol €s a nemestdl fliggden
valtozatosak, tovabb nehezitve a pontos diagnosztizalast (V. Németh et al. 2000). A
fitoplazmaval fert6zott fak fokozottan fagyérzékenyek, mivel a korokozok a hancsszovetben
felszaporodva akadalyozzak a tadpanyagszallitas folyamatat, csokkentik a sejtek cukortartalmat,
valamint jelenlétiikkel jégkristalyok képzddeését idézik eld. A fagyallosagot tovabb csokkenti a
beteg fak hormonhaztartdsi zavarabol fakado, enyhe teleken bekovetkezd ,korai fakadas”
jelensége, mely soran, december végén, janudr elején elszortan kivirdgozhatnak a kajszifak. A
jelenség ritka, foként fitoplazmaval fert6zott egyedeknél fordul eld, éppen ezért megkonnyitheti
a vizualis diagnosztizalast azok szamara, akik a koltséges molekularis vizsgalatokat nélkiilozni

kényszeriilnek (Mergenthaler et al. 2014).



2.2. A fitoplazmak felépitése és szerkezete

A fitoplazmaék sejtfal nélkiili, pleomorf (4lland6 alak nélkiili), a virusokat leszamitva a
ma ismert legkisebb méretii novénypatogén szervezetek. Sejtjeiket szilard sejtfal helyett
haromrétegli membran hatarolja. Obligat biotrofok, a novények hancsszévetében élnek és
halmozo6dnak fel, mesterséges taptalajon nem tenyészthetoek. A fitoplazmak azon ritka
baktériumok koz¢é tartoznak, melyek egyarant képesek ndvényi hancsszovetben, valamint
rovarvektoraik haemolimfajaban is szaporodni (Suigo 2012). Az, hogy alkalmazkodni tudnak
két, ennyire eltérd 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 vald alkotorészeik redukalodtak (Oshima et al. 2013). Nehéz a
morfologiai megkiilonboztetésiik, elektronmikroszkdpos vizsgalatukhoz nagyon koriilményes
megfeleld méretli metszetet késziteni. A fitoplazmak azonositasanak legkézenfekvobb modja a
PCR alapt detektalas, ami nagy bizonyossaggal alkalmazhaté az egyes fitoplazmak
elkiilonitésére (Viranyi 2010). Rendszertani besorolasukat tekintve egy dtmeneti taxonomiai
kategoriaba soroltak Oket. A neviik el6tt szereplé ,,Candidatus” (jelolt) szo utal arra, hogy
szarmazasuk még nem tisztazott kellé6 mértékben ahhoz, hogy fajokat kiilonboztessenek meg a
fitoplazmak kozott (Tibenszkyné 2015, Marcone et al. 2010). A Candidatus elétag mindazon
prokariotak nevébe belekeriil, amelyek genomja ismert bar, de a Koch-féle posztulatumoknak
nem tesznek eleget, jelen esetben nem hozhatok tiszta tenyészetbe. Jelenleg a kovetkezd

rendszertan szerint soroljak be a Ca. Phytoplasma prunorum kérokozot:

e Orszag: Bacteria
Torzs: Firmicutes

. Osztaly: Mollicutes

. Rend: Acholeplasmatales

. Csalad: Acholeplasmataceae

. Nemzetség: Phytoplasma

. Faj: Candidatus Phytoplasma prunorum (httpl)



2.3. A fitoplazmak fert6zés mechanizmusa és terjedése

Aktudlis ismereteink alapjan a gyiimolcsfdk pusztuldsat okozd fitoplazmak
rovarvektorok, oltas, szemzg¢s, aranka gyomndvény (Cuscuta spp) és fertdzott szaporitdbanyag
altal, passziv moédon terjedhetnek. A fitoplazmak mechanikai atvihetdségét bizonyitani kivand
kisérletek eredményteleniil zarultak, igy nagy valdszintiséggel kizarhaté a miiveldeszkozokkel
torténd terjedésiik (Tibenszkyné 2015). A termd lltetvények 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 fertdzés forrasai lehetnek.
A szilva levélbolha altali fitoplazma atvitel fobb 1épéseit roviden ismertetem. Egy nemzedékes,
imagoja telel at feny6féléken, majd kora tavasszal visszarepiil a csonthéjas iiltetvények faira
peterakas céljabol. A fitoplazma felvételi id6 2-4 nap, ennyi id6 kell a kérokozonak a rovarba
vald tartds megtelepedéshez. A lappangasi id6 legalabb 2-3 hét, ennyi id6 utan mutattak ki a
mesterséges fertdzés utan eldszor a koérokozot PCR reakcidval. Az inokulacids id6 minimum
24-48 o6ra, ennyi, taplalkozassal eltoltott ido alatt fert6z6dott meg a leendd gazdandvény. A
levélbolha perzisztens modon terjeszti tovabb a kérokozot. Oligofag, kifejezetten a Prunus
fajokon taplalkozik (Bozsik 2014). Még a fitoplazmaval fert6zott levélbolha altal lerakott friss
petékbdl is sikeresen kimutattdk a koérokozd jelenlétét, ami a gamétdkon keresztiili atvitel
lehetdségét igazolja.

A Cuscuta fajok in vitro képesek a fitoplazmak novényrél-ndvényre terjesztésére,
ugyanis parazita életmodjukbol adodoan hausztoriumaikkal kozvetleniil gazdandvényiik
szallitonyalabjaihoz képesek csatlakozni, igy egyfajta hidat képeznek a két novény
szallitonyalabjai kozott, lehetévé téve a fitoplazma szabad 4ramlasat. Eldszeretettel
alkalmazzak az aranka fajokat laboratériumokban vektorként, kihasznéalva azon tulajdonsagat,
hogy viszonylag gyorsan, hetek alatt képes atvinni a korokozot nem rokon névényfajok kozott
is. A fitoplazmékat terjesztd vektorok jelentdsége eltérd mértékii a foldrajzi adottsagok
fliggvényében, hazankban a Cacopsylla pruni-t tartjak a Ca. Phytoplasma prunorum-ot

terjeszto fO szervezetnek (Tibenszkyné 2015).

2.4. Védekezési lehetoségek a fitoplazmas betegségek ellen

A termd iltetvényekben a legfontosabb, hogy megakadalyozzuk a korokozo
szaporitdoanyaggal torténd behurcoldsat, hiszen a fertdzott szaporitéanyag mar a telepités

id6épontjaban megpecsételi az iiltetvény sorsat. A leendd iiltetvény egészségi allapotat, a



gutaiités elleni védekezés alapjat tehdt mar az egészséges szaporitéanyag vasarlasaval
megkezdjiik. A fajtavalasztas soran kevésbé érzékeny fajtak valasztasara is lehetdség van. Az
anyafak védelme a faiskoldk feladata, azonban a fitoplazma latensen, vizudlis tlinet nélkiil is
jelen lehet a torzsiiltetvényben, igy célszerli lenne minden egyedet tesztelni (PCR) a
korokozora, mieldtt vegetativ Giton szaporitandk azt. A termdhely megvalasztasa soran a szilva
levélbolha Cacopsylla pruni gazdanovényeinek (vad Prunus fajok, feny6félék, gyomok),
valamint azok fert6zottségének eldzetes felmérése még a telepités eldtt fontos informéciot adhat
a fert6zésforrast jelentd tényezokrol (Siile 2014). Célszerti eltavolitani a vadkdkényt az
iiltetvény kornyezetében, ugyanis a szilva levélbolha elészeretettel felkeresi azt, a kokényben
felszaporodd fitoplazmat pedig atviheti a kajszifdkra is. A szilva levélbolha
populaciddinamikajanak megfigyelése alapjan méhkimélo inszekticidekkel indokolt védekezni
a feny6félékrol a kajszitiltetvénybe visszatelepiild imagok ellen, ezzel egyidében pedig célszerli
eltavolitani az alanysarjakat, melyek a vektor kedvelt buvohelyének szamitanak. Amennyiben
fitoplazma fert6zott fakat talalunk az iiltetvényben, mihamarabb gyokerestdl el kell tavoltani
azokat. A novénynemesitok feladata a rezisztencia-nemesités, azonban évtizedek is eltelhetnek
egy-egy kedvezd tulajdonsagt fajta eldallitdsdig. A mar fertdzott fak novényvéddszerekkel

torténd tiinetmentesitésére még nem volt publikdlt példa. A védekezés legerdsebb eszkoze a

crer

2012, Siile 2014).

2.5. A novényeket fert6z6 virusok

A novényi virusok obligat sejtparazitak, szaporodasuk a gazdasejthez kotott, ugyanis
nem rendelkeznek sajat anyagcsere funkcioval, hidnyoznak o©rokitd anyagukbol a
fehérjeszintézisért és energiatermelésért felelds régiok. A virusok kémiailag nukleoproteidek,
a viriont nukleinsav és azt koriilvevé - fehérjekdpeny, a kapszid alkotja. A genom egyszalu
vagy kétszalu, osztatlan (egykomponensil) vagy osztott (tobbkomponensii) lehet. A genom
méretét tekintve valtozatosak, atlagosan 5000-10.000 nukleotid hossztiak. A fitopatogén
virusok alakja legtobbszor ikozahedralis vagy helikalis, de 1éteznek ovalis, palcika és fonalas
formaval rendelkezdk is. A virusok alakjat a nukleinsavat védd fehérjeburok alakja hatarozza
meg, az egyes virusfajok alak és méretiik alapjan nem elkiilonithetk egymastol. Jelenleg tobb,
mint 1000 fitopatogén virus ismert, szamuk pedig folyamatosan n6 (Gaborjanyi 2007, Salamon
2007).



2.6. A virusok fert6zés mechanizmusa és terjedése

A ndvényi sejt virussal valo fertézése minden esetben passziv modon torténik. Sebzésre
van sziikség a gazdasejtbe vald bejutashoz, mert nem rendelkeznek olyan apparatussal, amely
segitségével a gombakhoz hasonléan aktiv modon tudndnak atjutni a ndvényi sejtfalon. A
fitopatogén virusok replikdcidja soran a virion a gazdasejthez kotodik, a kopenyfehérje nem,
csak a nukleinsav jut a sejtbe. A parazitalt gazdasejt sajat maga allitja eld a virus nukleinsavat
¢s fehérjéket, amik virionokka épiilnek dssze és felhalmozddnak a gazdasejtben.

Terjedésének fO0 moddjai a mechanikai atvitel, magatvitel, pollenatvitel, kertészeti
oltassal torténd atvitel (oltas, szemzés), vegetativ szaporitdszervekkel torténd atvitel (gumo,
rizoéma, hagyma) és a vektorok utjan torténd atvitel (Pocsai 2016). Nagy tavolsagra altaldban
fertdzott szaporitoanyaggal terjednek, ezért kiemelten fontos hatosagi feladat a szaporitdoanyag-

eldallitas szigoru szabalyainak betartatasa, az anyafak fert6zottségének folyamatos ellendrzése.

2.7. A virusok elleni védekezés

A virusok elleni egyetlen és legfontosabb védekezési lehetdség a prevencio. A virusok
kartétele minden vegetativan szaporitott gyiimdlcsfajnal, igy a csonthéjas gyiimolestaknal is
kiemelt jelentdséggel bir, a virusok fertézésiikk kovetkeztében ugyanis a gazdandvény
legyengitésével a termés elértéktelenedeését, a fak élettartamanak jelentds csokkenését,
drasztikus esetben akdr az egész fa pusztuldsat is okozhatjak. A virusok elleni védekezés az
iltetvényekben a fajtavalasztassal kezdddik, ugyanis legtobbszor a termeldk rendelkezésére
allnak virusrezisztens és virustolerans fajtdk egyarant. A rezisztencia nemesités sajnos hosszu
évekbe telik, €s nem minden virussal szemben lehetséges tolerancia/rezisztencia kialakitasa.
Mivel a fajtatulajdonsdg fenntartdsa érdekében vegetativan allitjak eld az oltvanyokat, fennall
a veszélye, hogy a virusfertézott anyafardl szemzett csemeték is fertézottek lesznek a
korokozoval (Gaborjanyi 2007, Horvath és Gaborjanyi 1999). Az iiltetvénybe legtobbszor
rovarvektorok segitségével jutnak be a virusok, ezért kulcsfontossagu a potencialis virusvektor
rovarok elleni folyamatos preventiv védelem. Az Eurdpai és Mediterran Novényvédelmi
Szervezet (European and Mediterranean Plant Protection Organization, EPPO) a karantén
kérositokat az 1970-es évek ota Al és A2 csoportba osztja. Az Al csoportba tartozo kartevok
nem fordulnak el6 a szervezet altal koordinalt régiokban, az A2 csoportba pedig olyan karositok
tartoznak, melyek lokalisan el6fordulnak a tagallamok teriiletén. Az EPPO ajanlast tesz a
kérositok elleni védelem kidolgozasaval. Az A1 csoport tagjai ellen minden tagorszag koteles

védekezni, de az A2-es csoport tagjai ellen az EPPO ajanlas figyelembe vételével a tagorszagok

9



sajat hataskorébe tartozik, milyen eszkozokkel 1épnek fel az adott kartevd, jelen esetben a
virussal szemben. A karantén koteles korokozok kozott szdmos virus is megtalalhato,
amennyiben ilyen virussal fertzott névényt talalnak, annak érdekében, hogy megakadalyozzak

a tovabbterjedését egészségiigyi zarlat ala helyezik az érintett teriiletet (http2) .

2.8. A dolgozatban vizsgalt virusok bemutatiasa
2.8.1. A Plum Pox Virus (PPV)

A szilvahimlé virus az egyik legveszélyesebb, legnagyobb karokat okozd
csonthéjasokat fert6z6 virus. 1932-ben, szilvan irtdk le eldszor Bulgaridban (Atanasoff 1932).
Gazdandvénykore széles, vad és termesztett Prunus fajokat egyarant fert6z. Rendszertanilag a
Potyviridae csalad Potyvirus nemzetségébe tartozik. A fak hasznos élettartamat lerdviditi,
fertézésének kovetkeztében fapusztulas is bekovetkezhet. A virus hat torzse ismert: PPV-D,
PPV-M, PPV-EA, PPV-C valamint PPV Rec. és PPV-W. (Pocsai 2016). A kajszibarackot,
szilvat és dszibarackot az M és D torzs fertézi. Magyarorszagon 1948-ban, kajszin irtak le a
virus jelenlétét eldszor (Szirmai 1948). A levélen jellegzetes klorotikus foltok és gytrtk, a
magon pedig barna szinli leopardfoltok jelennek meg. A gylimélcs héjan gyliri alaka
elszinez6dést okozhat, fertézésének kovetkeztében a gyiliméles 1d6 eldtt lehullik a fardl.
Erzékeny szilvafajtiknal a gyiimolcshullas mértéke akar 100% is lehet. Jelentés mindségi kart
okoz, ugyanis a gylimdlcs savtartalmanak emelkedésével parhuzamosan csokkenti a
cukortartalmat, ami értéktelenné teszi a megmaradt termést (Pocsai 2016) A virus torzsei
tiltetvényen beliil nem perzisztens modon, levéltetvekkel, pollennel, maggal, mig nagyobb
tavolsadgra vegetativ szaporitdoanyaggal terjedhetnek. A szilvahimld virus kajszin karantén
korokozo a faiskolai anyafakat megfeleld érzékenységli diagnosztikai modszerekkel tesztelik,

(ELISA, PCR) miel6tt szaporitdanyagot nyernének roluk (Siile 2011).

2.8.2. A Prunus Necrotic Ringspot Virus (PNRSV)

A nekrotikus gytrisfoltossag virus (PNRSV) minden csonthéjas fajt képes fertézni. Kiemelt
jelentdsége a kajszibarack, cseresznye ¢és meggy gylimolcsfdkon van, ahol karantén
korokozoként van nyilvantartva. Rendszertanat tekintve a Bromoviridae csalad llarvirus
nemzetségébe tartozik. 1941-ben Oszibarackon irtdk le eldszor az USA-ban (Cochran és
Hutchins 1941). Az 1970-es években még a kajszi legelterjedtebb virusbetegsége volt,

olyannyira, hogy a kozponti torzsiiltetvényekben is komoly karokat okozott, ezért
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visszaszoritasa érdekében 1974-t6] mentesitési program indult allami tamogatassal, mely soran
tobb ezer anyafa fertdzottségét vizsgaltak, a fertdzott egyedeket pedig megsemmisitették.
Mindossze 3 év alatt sikeriilt az anyafak 16%-os fertdzottségét 0.1%-ra csokkenteni (Pocsai
2017). A virusfert6zés kovetkeztében csokken a fak élettartama, fagytlird képessége, gyengiil a
hajtasnovekedés, satnyulds, klorozis ¢és a virusfertdzés kezdeti stddiumban nekrozis is

bekovetkezik. A virus hatékonyan terjed a fertdzott fak viragporaval.

2.8.3. A Cherry Virus A (CVA)

A Cherry Virus A rendszertanilag a Flexiviridae csalad Capillovirus nemzetségébe
tartozd, csonthéjas gylimolcsokben eléforduld virus. 1995-ben mutattak ki eldszor jelenlétét
Németorszagban cseresznyén, de jelen van kajszin és ¢szibarackban, japan szilvéan, cseresznyén
és meggyen egyarant (Grimova et. al. 2010). Széles korben elterjedt Eszak-Amerikaban,
Européban, Japanban és Kindban. A virus dnmagaban nem okoz tiinetet a fert6zott fan, azonban
mas virusokkal valo egyiittes el6forduldasa gyengiti a gazdandvényt, rajta altalanos
virustiinetként klorotikus levelek jelzik a virus jelenlétét. A tudomany jelen alldsa szerint
rovarvektora nem ismert, terjedése fert6zott szaporitdbanyaggal torténik. Az EPPO teriiletén
szamos orszagban megtalaltak (/.abra). A CV A hazai eléfordulasat csoportunk irta le (Czotter
etal. 2017, Balassy et al. 2016).
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1. abra A Cherry Virus A eurdpai elterjedése (http3)

2.8.4. A Little Cherry Virus 1 (LChV1)

A virus rendszertanilag a Closteroviridae csaladon beliil a Velarivirus nemzetségbe
tartozik. A korokozot 1996-ban irtak le eldszor. A Little Cherry Virus 1-re legfogékonyabb a
cseresznye €s meggy, de egyéb csonthéjasokon is kimutattak mar: észibarackon, mandulén,
szilvan, Japan diszcseresznyén, és sajmeggyen is. Fertdzésének jellemzd tiinete a ndvény
torpiilése, a levelek fodrosodasa, valamint a klorézis. A gyiimoéles értéktelen lesz, iztelen,
deformalt és kicsi marad (http4). Kajszibarackon 2016-ban cseh kutatok mutattak ki jelenlétét
(Safafova 2017). 21 kiilonbozé kajszifajtat vizsgaltak RT-PCR vizsgalattal. A NAIK
Diagnosztika csoportja kisSRNS-ek 1 generacios szekvenalasaval (NGS) azonositotta a virus
jelenlétét kajszin (Czotter et al. 2017).
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3. Anyag és Modszer

3.1. A mintavételi teriilet leirasa

A vizsgalt kajsziiiltetvény Boldogkdévaraljan, a gonci termdtdj szivében helyezkedik el (2.
abra). Az iiltetvény kozvetlen szomszédsagaban a Szerencs patak talalhatd, melynek hatdsa az
tiltetvény adottsagiban is meglelhetd. A kisérletet a North-Cot Kft teriiletén végeztem, 2010-

ben telepitett Sherpa fajtan.

2. abra A Kkisérleti teriilet elhelyezkedése (http5)

3.2. A vizualis tiinetmegfigyelés

A vizudlis tiinetmegfigyeléseket két-harom hetes 1dok6zonként végeztem 2016-ban és
megismételve 2017 évben. A pontos munka érdekében egyedi tablazatot készitettem, a
vizsgalat targyat képezd iiltetvény bejarasa kozben, igy minden egyes fahoz egyedi diagnozist
tudtam rendelni. Rogzitettem a térzson, vazagon, agakon 1éve széaradast és rakos sebeket,

amennyiben €szleltem ilyen elvaltozasokat, feljegyeztem a torzsrepedést, mézgasodast is.
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3.3. Novényi mintak

A kisérletek elvégzéséhez sziikséges levélmintdkat eldszor 2016 jaliuséban,
Boldogkdvaraljan gytijtéttem Sherpa termdiiltetvénybdl, majd egy év mulva megismételtem
azt. A mintavétel sordn iddsebb ¢és fiatalabb, hajtasvégeken elhelyezkedd leveleket vegyesen
gylijtéttem, mert nem tudhattam eldre, milyen kort levélbdl tudom sikeresen kivonni a DNS-t,
illetve RNS-t, ami a fitoplazma, valamint a kajszit fert6z6 virusok kimutatasahoz sziikséges. A
mintavételkor nem random moédon, hanem eldre tervezett mintdzat szerint gylijtottem a
levélmintdkat. A gyljtést megel6z0 vizudlis diagnosztizalas eredményeként érdekes
megfigyelést tettiink 2016-ban, miszerint a pusztuld fak az iiltetvényen beliill nem
véletlenszeriien, hanem ,,csoportosan”, sajatos mintazatot alkotva helyezkednek el. Ezért olyan
mintazatot kerestem, ahol a gutaiitott egyedek koriil tiinetmentes kajszifak vannak (3. dbra),
majd 6sszesen 30 farol mintat szedtem. A fitoplazma okozta pusztulasra hosszu lappangasi 1d6
is jellemzd lehet, igy annak ellenére, hogy a korokozod jelen van, a névényen nem lathatoak

vizualis tlinetek. A mintavételtdl a felhasznalasig -70°C-on taroltam a névényi mintakat.

3. abra A mintavételezett kajszifak elhelyezkedése, kiemelve a beteg fak

2017 juliusdban ismételt felvételezés és vizsgalat céljara 0jbol elvégeztem a
mintagyiijtést, ugyanazon egyedekrél. A 2016 évben kdzponti, 8-as és 23-as jelii egyedek
pusztulasa miatt ezekrdl a fakrol nem allt médomban (ijabb levélmintat gytijteni. A 10-es jeli
fa esetében bar elpusztult a teljes korona, sarjhajtast mégis tudtam gytijteni.

A mintavételt magam végeztem el mindkét évben, igy ez a nagyon fontos feladat azonos

modon tortént meg a két vegetacids iddszakban.
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3.4. Fitoplazma kimutatasat célzo vizsgalatok

3.4.1. DNS kivonas

A levélmintakat a DNS tisztitas eldtt -70°C-on taroltam, majd a teszteléshez 0,1-0,15 g
novényi levélszovetbdl tisztitottam DNS-t NucleoSpin® Plant II (MACHEREY-NAGEL) kit
segitségével a gyartod utasitdsainak megfeleléen. A DNS izolalast a vizsgalat mindkét évében
azonos feltételek mellett végeztem el a kovetkezd protokoll szerint: dorzsmozsarban, folyékony
nitrogénbe helyeztem a 0,1-0,15g levélmintat, majd homogenizaltam azt. Az ily mddon
eldorzsolt mintara 400 pl PL1 puffert, tovabba 10 pul RNase A oldatot pipettdztam, majd
alaposan elkevertem. Ezt kdvetden 65°C-on inkubéltam 10 percen at. A termoblokkbol valo
eltavolitas utan a nyers izoldtumot NucleoSpin® filterbe helyeztem, majd centrifugaltam
11 000 rpm-en 2 percen at. Az atfolyd 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 szlirds eppendorf csébe, majd 11 000 rpm-en 1
percig centrifugaltam. Ezt kovetden harom 1épcsében mostam az oldatot. Els6ként 400 ul PW1
puffert pipettdztam a NucleoSpin® Plant II szlir6be, majd centrifugaba helyeztem 1 percre
11 000 rpm-en. Az atfolyot eltavolitottam. Masodik 1épésként 700 ul PW2 pufterrel mostam at,
azonos ideig és fordulatszamon, mint az elsé mosas alkalmaval, majd az atfolyot szintén
eltavolitottam. Harmadik Iépésként jabb 200 pul PW2 pufferrel végeztem el a mosast, majd 2
percen at 11 000 rpm-en centrifugaltam a mintat. A szlir6t 1,5 ml-es mikrocentrifuga csébe
helyeztem at, hozzaadtam 30-50 pl, 65°C-ra eldmelegitett PE eluald puffert, ezt kovetden 5
percig inkubaltam a mintat 65°C-on, majd 1 percig 11 000 rpm-en centrifugaltam, hogy
tisztasagat spektrofotométer segitségével, valamint a mintak 1,2%-0s agar6z gél-

elektroforézissel torténd szétvalasztasaval ellenOriztem.
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3.4.2. Polimeraz lancreakcio (PCR)

A Polimeraz lancreakcio (Polymerase Chain Reaction-PCR) in vitro koriilmények kozott
teszi lehetové, barmilyen eredetii DNS, cDNS tetszéleges szakaszanak gyors, az eredetileg jelen
levé mennyiség sok ezerszeresére torténd amplifikalasat (felszaporitasat) mérettartomanytol
fliggetleniil. A médszer 1ényege, hogy egy mar ismert szekvencidju DNS mindkét szalara 18-
24 bp. hosszusagli primert (oligonukleotid inditészekvenciat) terveznek, melyek pontosan
kotddnek az amplifikalni kivant DNS szakaszhoz. A primerek altal hatarolt DNS szakasz akar

tobb ezerszeresére amplifikalhat6 a reakcio soran

3.4.2.1. Fitoplazma torzsek kimutatasa nested PCR-rel

A 3.4.1. fejezetben részletezett modszer segitségével tisztitott DNS-t nyertem, azonban
ebben az oldatban nem csak az &ltalam kimutatni kivant fitoplazma DNS, hanem a
homogenizalt levélben talalhatd 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 inditészekvencia nem a megfeleld helyre épiil be. A kontaminacié elkeriilése
érdekében két egymds utdn elvégzett PCR reakciot alkalmaztam, és két egymast kovetd
ciklusban kiilénb6z6 inditoszekvencidkat hasznaltam (nested PCR). A nested PCR-t akkor
indokolt hasznélni, amikor nagyon nagy érzékenységre van sziikség, ilyen esetben az elsd
korben amplifikalt terméken beliilre tervezett inditészekvencidval megismételjiik 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 és P7 primerpart valasztottam (Danet et al. 2011).
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A nested PCR soran templatként a P1-P7 primerekkel amplifikalt terméket huszszorosan
higitottam, majd 1 pl mennyiséget hasznaltam fel beldle mintanként. A 16SrX csoportra
specifikus, az EPPO altal ajanlott (fol, rol) inditészekvenciakat hasznaltam, melyek a P1-P7
primerekkel felsokszorozott 16S riboszémalis DNS terméken beliil olyan szekvencia részre
kotdédnek, melyek csak a 16SrX csoportban taladlhato fitoplazmak kimutatasat teszik lehetové
(Ahrens és Seemiiller 1992) (/. tabldzat).

1. tablazat A Ca. Phytoplasma prunorum kimutatasahoz hasznalt primerek
(Danet et al. 2011, http6)

Gén Hossz Ccél Primerek | Szekvencia (5' — 3")
(bp).
PCR P1 AAGAGTTTGATCCTGGCTCAGGATT
1D6|\?S 178471071 p7 CGTCCTTCATCGGCTCTT
r Nested-PCR fo1 CGGAAACTTTTAGTTTCAGT
r01 AAGTGCCCAACTAAATGAT

A PCR reakcidhoz a Thermo Scientific Phire Green Hot Start II DNS polimerazat

hasznaltam fel. A PCR reakciok a kovetkezdket tartalmaztak egy mintara vonatkoztatva:

-

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

w N

Forward primer:1 pl

Reverz primer:1 pl

4. 10mM dNTP: 0,3 pl

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

6. templat: 1 pl

A PCR csovekben 1évd reakcidelegy végtérfogata mintanként 15 pl volt. Negativ

mintaként steril desztillalt vizet hasznaltam.

A PCR reakci6 a kovetkez6 protokoll szerint futott le minden esetben:

. elé-denaturacio: 98°C —30 s

. denaturacio: 98°C —10s

1

2

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

5

. végs6 elongacio: 72°C — 1 min
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Az ily moédon amplifikalt termékeket 1,2%-0s agardz gélben valasztottam el, etidium-bromid
(EtBr) festék jelenlétében, megkdzelitdleg 30 percen at, 120-125 Volt fesziiltség mellett.

Az els6 PCR reakcid terméke 1:40-szeres higitas utdn szolgalt a nested PCR reakcid
templatjaként. Az inditoszekvenciak a megfelel6 nested PCR-hez tervezettek voltak, az eredeti
terméken beliil egy kisebb termék felsokszorozasat tették lehetové.

A nested PCR reakcio termékeit is 1,2%-o0s agar6z gélben véalasztottam el, EtBr festék

jelenlétében, megkozelitdleg 30 percen at, 120-125 Volt fesziiltség mellett.

3.5. Virusok kimutatatasat célzo vizsgalatok

3.5.1. RNS kivonas

Az RNS tisztitashoz a 2016-ban gytijtott, -70°C-on tarolt levélmintakat hasznaltam fel
2017-ben. Dérzsmozsarban eldorzsdltem 0,15-0,2 g ndvényi szdvetet folyékony nitrogénben,
majd az igy homogenizalt mintdhoz 850 pl, 65°C hdmérsékletre elémelegitett extrakcios puffert
(2% CTAB, 2,5% PVP, 100 mM Tris-HCI, 25 mM EDTA, 2 M NaCl) és 17 ul B-
merkaptoetanolt pipettdztam. Az igy nyert folyadékot 2 ml-es Eppendorf csovekbe ontdttem €s
Vortex segitségével alaposan kevertettem. A mintdkat 65°C-on 10 percen 4t razattam
vizfiirdében, kozben tobbszor kézzel megforgattam. 850ul kloroform:izoamilalkoholt (24:1)
pipettaztam a mintakra, 6vatosan dontdgetve kevertem, majd 4°C-on, 10 000 rpm fordulaton
10 percen at centrifugaltam azt. A feliiliszot, pipetta segitségével 0j Eppendorf csovekbe
pipettaztam at, melyekbe el6z6leg 800ul kloroform:izoamilalkoholt (24:1) mértem. Ovatos
keverés utan az elébbi beallitasokkal megismételtem a centrifugalast. 1,5 ml-es Eppendorf
csoveket készitettem eld, melyekbe 250ul 9M-0s LiCl-ot és 450ul feliiliszot mértem a mar
lefugalt mintakbol. 30 percen at jégen tartottam, ezt kdvetden 13 000 rpm fordulaton 20 percen
at, 4°C-on centrifugéltam azt. Eztttal a feliiluszot 6ntdttem le, a csapadékra pedig 450ul 65°C-
0s SSTE (0.5% SDS, 10 mM Tris-HCI (pH 8.0), 1 mM EDTA (pH 8.0), 1 M NacCl) oldatot
mértem, majd vortex segitségével kevertem. 450ul kloroform:izoamilalkohol hozzaadasat
kovetéen 10 000 rpm, 10 perc beallitas mellett , 4°C-on centrifugaltam. Uj 1,5 ml-es Eppendorf
csovekbe mértem mintanként 280ul izopropanolt és 30ul 4M-0os NaAcetatot, amelyre
maximum 400ul feliiluszot pipettaztam, ezt kovetéen 10 percig szobahdmérsékleten
inkubaltam a mintakat. 20 percig tartd, 13 000 rpm ¢és 4°C hdmérsékleten végzett centrifugalas
utan a keletkezett feliiluszot leontottem, majd hozzamértem mintanként 1 ml hideg, 70%-0s

etanolt. Ujabb 5 perc centrifugalast kovetden ledntdttem az alkoholt, alaposan kicsepegtetve a
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csoveket, majd a tokéletes szaradas eldsegitése érdekében 10 percig speed-vac eszkdzbe
helyeztem a mintakat, ahol a maradék alkohol is elparolgott. 25ul MQ (ultratiszta vizben)
visszaoldottam a kicsapott RNS-t.

crcr

valamint a mintak 1,2%-os agardz gél-elektroforézissel torténd szétvalasztasaval ellendriztem.

3.5.1.1. Tobb egyed RNS-ét tartalmazo keverék (Pool) készitése

A virusfertozottség felmérésekor annak érdekében, hogy redukaljam, ezaltal
kezelhetobbé tegyem a mintaszamot, tobb egyed RNS-ét tartalmazé keveréket, poolt
készitettem. Igy 30 egyedi minta helyett 8 mintaval tudtam tovabb dolgozni. A mintak
mindegyike tobb egyed, a 3.5.1. pontban ismertetett moédon kivont RNS-ének keverékét
tartalmazta, 1 pg mennyiségben.

A poolozas soran a kozponti beteg fatol azonos tavolsagban 1évo egyedekrdl szarmazéd

crer

1 6 11 16 21 26
2 [ 7 ] 12 17 22 27
4 [ 9 ] 14 19 24 29
5 10 15 20 25 30

4. dbra Az egyes poolokba tartozo6 fak elhelyezkedése a mintavételi teriileten

AZ 1-es szamu pool tehat a 3, 7, 9 és 13-as fakrdl szarmazd mintak keveréke,

A 2-es szamu pool a 2, 4, 12 és 14 mintak keveréke,

A 3-as szamui pool tartalmazza az 1, 6, 11, 5, 10, 15-6s fakrol szarmazé mintakat,
A 4-es szamu poolba a 18, 22, 24, és 28-as mintak keriiltek,

Az 5-0s szamu poolba a 17, 19, 27, 29-es mintéak kertiltek,

A 6-o0s szamu pool pedig a 16, 21, 26, 20, 25, és 30-as mintak keveréke.
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A kozponti, pusztuld 8-as és 23-as jelt fakat egyedileg kezeltem, igy 0sszesen 8 db mintaval
tudtam tovabb dolgozni.

Amennyiben az egyik poolban kimutathaté a keresett korokozdo a PCR reakciod
eredményeként, és pontosan szeretnénk tudni, mely egyed volt fertdzott, ki lehet bontani az
érintett poolt, mert ismerjiik, mely fakat tartalmazza. Az adott poolba tartozo egyedek RNS

kivonataibol egyesével kell uj cDNS-t késziteni és azt kell az adott virusra tesztelni.

3.5.2. cDNS készitése

A kopia DNS (cDNS) olyan DNS szal, ami az mRNS —r6l reverz transzkriptaz enzimmel
szintetizalddik, bazissorrendje éppen komplementere a mRNS bazissorrendjének.

A RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Scientific)-et hasznalva random
primerek segitségével reverz transzkripciéval cDNS-t készitettem a poolozott RNS mintaimbdl.
mikrogramm RNS-t hasznaltam templatként a reakciohoz. Mintanként 0,25ul random primer
hozzdadasa utan 3pul végtérfogatra egészitettem ki MQ viz hozzadadasdval a reakciot.
Vortexelést kovetden 65°C-ra eldmelegitett vizfiirdében denaturdltam a mintdimat 5 percig,
majd jégen tartottam azokat. 1ul 5X reakcids pufferbdl, 0,5ul 10mM dNTP-bél, 0,25ul
Revertaid reverz transzkriptdz enzimbdl és 0,25 pl Ribolock RN4z inhibitorbol MIX-et mértem
Ossze, amibdl a jégen 1évé mintakba 2pl oldatot pipettdztam. A reakcid a kdvetkezd protokoll
szerint zajlott le:

» 25°C 10 perc
» 42°C 60 perc
» 45°C 10 perc
» 70°C 10 perc
Az elkészitett cDNS-t 10X higitas utan PCR reakcidokban templatként hasznaltam fel a

mintdimban jelenlevd virusok kimutatasara.

3.5.3. Virusok kimutatasa RT-PCR-rel

A vizsgalatainkba bevont virusok kimutatdsara specifikus primer szekvencidkat
alkalmaztam. A tervezett inditdszekvenciakat a 2. tabldzat-ban foglaltam Gssze.
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2. tablazat A virusok kimutatasahoz hasznalt primerek

Virus Méret Primer név Szekvencia (5°-3°)

PPV ™ PPV_P1(9292)F CAG ACT ACA GCC TCG CCA GA
PPV _P2(9534)R | ACC GAG ACC ACT ACA CTC CC

CVAMP-Fm(5400) | ATG TCG ATC ATACCA GTY AAG
CVAMP-Rm(6791) TTA CCT GCA CCAACY AC

LChV1-F(9493) GTT GTT AGATTC CGT CAT TAR
LChV1-R(10288) CAG TCG AACTACCAAGCGTTC

PNRSV 425 PNcpinF(1396) GAG-TAT-TGA-CTT-CAC-GAC-CAC
PNcpR (1821) CTT-TCC-ATT-CGG-AGA-AAT-TCG

CVA 1391

LChV1 796

3.5.3.1. Plum Pox Virus (PPV) kimutatasa

A szilvahiml6 virus (PPV) kimutatasa soran a PCR reakciohoz az alabbi keveréket allitottam

0ssze:

» MQ: (steril desztillalt viz) 9,4 ul
» 5X Phire Green Reaction Buffert (puffer): 3 ul
» Forward primer:0,75 pl (PPV_P1 9534)
Reverz primer:0,75 ul (PPV_P2 9292)
» 10mM dNTP: 0,3 ul
» Thermo Scientific Phire Green Hot Start II polimeraz (xU/1 ul): 0,3 ul
» templat: 0,5 pl 10x higitott cDNS
Végtérfogat: 15 pl
A PPV kimutatasat az alabbi PCR beallitasok mellett végeztem:
1. el6-denaturacio: 98°C —30 s
denaturacio: 98°C — 10 s

anneallaci6: 62°C —10 s 40X

2
3
4. elongacid: 72°C—-20 s
5

végso elongacio: 72°C — 1 min
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3.5.3.2. Prunus Necrotic Ringspot Virus (PNRSV) kimutatisa

A Nekrotikus gytirtisfoltossag virus (PNRSV) kimutatasa soran a PCR reakciohoz az aldbbi

keveréket allitottam Ossze:

» MQ: (steril desztillalt viz) 9,4 ul
» 5X Phire Green Reaction Buffert (puffer): 3 ul
» Forward primer:0,75 ul (LChV1 9493 F)
Reverz primer:0,75 ul (LChV1_10288 R)
» 10mM dNTP: 0,3 pl
» Thermo Scientific Phire Green Hot Start II polimeraz (xU/1 ul): 0,3 ul
» templat: 0,5 pl 10x higitott cDNS
Végtérfogat: 15 ul

A PNRSV kimutatasat az alabbi PCR beallitasok mellett végeztem:

eld-denaturacio: 98°C — 30 s

denaturacio: 98°C —10 s

1

2

3. anneallacio: 56°C —70 s 40X
4 elongacid: 72°C—-20 s

5

végso elongacid: 72°C — 1 min
3.5.3.3. Cherry Virus A (CVA) kimutatasa

A PCR reakcidhoz az alabbi keveréket allitottam Ossze:

» MQ: (steril desztillalt viz) 9,4 ul
» 5X Phire Green Reaction Buffert (puffer): 3 ul
» Forward primer:0,75 ul (CVAMP_Fm 5400)
Reverz primer:0,75 ul (CVAMP_Rm 6791)
» 10mM dNTP: 0,3 ul
» Thermo Scientific Phire Green Hot Start II polimeraz (xU/1 ul): 0,3 ul
» templat: 0,5 pl 10x higitott cDNS
Végtérfogat: 15 ul
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A CVA kimutatasat az alabbi PCR beallitasok mellett végeztem:
elé-denaturacid: 98°C —30 s

denaturacio: 98°C —10 s

anneallacid: 62°C — 10 s 40X

elongacio: 72°C —20's

o &~ w0 N oE

végso elongacio: 72°C — 1 min

3.5.3.4. A Little Cherry Virus 1 (LChV1) kimutatasa

A Cseresznye aprogyiimolcstiség virus 1 (LChV 1) kimutatasa soran a PCR reakciohoz az alabbi

keveréket allitottam Ossze:

» MQ: (steril desztillalt viz) 9,4 ul
» 5X Phire Green Reaction Buffert (puffer): 3 ul
» Forward primer:0,75 ul (LChV1 9493 F)
Reverz primer:0,75 ul (LChV1 10288 R)
» 10mM dNTP: 0,3 pl
» Thermo Scientific Phire Green Hot Start II polimeraz (xU/1 ul): 0,3 ul
» templat: 0,5 pl 10x higitott cDNS
Végtérfogat: 15 pl

A LChV1 kimutatasat az alabbi PCR beallitasok mellett végeztem:

1. el-denaturacio: 98°C —30's

2. denaturacio: 98°C —10°s

3. anneallaci6: 51°C—-70 s 40X
4. elongacio: 72°C -20 s

5. végso elongacio: 72°C — 1 min

A kapott PCR termékeket minden esetben agardz gélen (1,2%) méret szerinti elvalasztassal,

gél-elektroforézissel ellendriztiik, etidium-bromid (EtBr) festék jelenlétében.
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4. EREDMENYEK

4.1. A kajszipusztulas mértéke Boldogkdvaraljan

A Boldogkdvaraljan tapasztalt fapusztulas mértéke akkora, hogy egyértelmiien
meghatarozza a latképet (5. dbra). A hianyos, foghijas iiltetvények latvanya a laikus szemlél6d6

széamara is vildgossa teszi a fapusztulas sulyossagat, megoldasanak égetd sziikségét.

2 —5 = = e e o P S N

4.2. A Sherpa fajtan tapasztalt tiinetek

2016 majusaban felvételeztem eldszor a pusztuld iiltetvényben, ahol a jellegzetes
tiinetek alapjan gy tlint, hogy a fapusztulas f6 kivalté oka a csonthéjasok eurdpai sarguldsa
fitoplazma, Candidatus Phytoplasma prunorum syn. European stone fruit yellows phytoplasma
(ESFY) lehet.

Az érintett fakon teljes, vagy részleges pusztulas volt megfigyelhetd (6. dbra). Teljes
pusztulas esetén a korokozo feltehetden az egész fat kolonizélta a hancsszovetben terjedve,
ezzel vilagosbarna héancs nekrozist, majd a fertézott vazadg szaradasat okozva. Gyakran
megfigyeltem, ahogy egy fan az egyes vazagak egymashoz képest idében jol lathat6 modon
eltérden pusztulnak. A fa egyik oldali vazaga mar teljesen levél nélkiili, szaraz, a mellette 1évo
vazag sem ¢l mar, de még fent maradnak rajta az Osszeaszott gyiimdlcsok és levelek. A
kovetkezd vazdgon még csak fonnyadnak a levelek, az utolsé vazag pedig tlinetmentesen élni

latszik. Ez alapjan latszik, merre halad a kérokozo6 a hdncsszdveten beliil.
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6. abra Teljes és részleges pusztulas (Fotd: Petres Martin)

Rendszerint azok az egyedek, melyeken mar szemmel lathato, hogy nem egészségesek,
néhany hét, nyari kanikulaban néhany nap leforgasa alatt kiszaradnak, a folyamatot nem lehet
befolyasolni. A pusztulds eldjele lehet kora tavasszal a gyengiilt hajtdsndovekedés, gyenge
viragriigyképzodés, kiilondsen a fa alsd harmadaban. A gutaiités-tiinetcsoportba tartoz6 szamos
koérokozorol bizonyitast nyert, hogy a fapusztulasban elsédleges szerepiik lehet. A fitoplazma
kivaltotta pusztulast megkiilonbozteti a Pseudomonas syringae pv. syringae baktérium
fert6zésétol, hogy soha nem kiséri mézgasodas (Szalay 2012). Mivel a mézgasodas feltiing,
megkonnyitette a felvételezések soran a diagnozist egy-egy pusztuld fa esetén (7. dbra).

Altalanos jelenség, hogy a torzsrepedés feletti vazagat érinti eldszor a szaradas.

7. abra Mézgasodo és mézga nélkiili kajszi torzsek, 2016 (Foto: Petres Martin)
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A myrobalan alany a nemes pusztulasa utan sem pusztul el, erds sarjhajtas-képzés figyelhetd
meg. A pusztulod fak levelei kezdetben haragoszoldek, sziniik felé kanalasodnak, tapintasuk
merev, majd a turgor vesztés kovetkeztében fonnyadnak, sargulni majd szaradni kezdenek, a
teljes szaradast kovetéen sem hullanak le a fardl (8. abra).

- ‘, e _(f '0
8. abra A pusztulé fak levelei sokaig a fan maradnak (Fot6: Petres Martin)

4.3. A pusztulas iiltetvényen beliili terjedésének megfigyelése

Az iiltetvényben ugy tlint, hogy ha megvizsgaljuk egy pusztuld fa kozvetlen
kornyezetét, a terjedés irdnya térben €s idoben egyarant nyomon kovethetd, egyfajta utvonal
feltételezhetd, a korokozo terjedésének utvonala. Latszolag minden pusztuld fa kozvetlen
kornyezetében volt vagy egy korabban kivagott szomszéd, vagy beteg egyed. Az 9. dbrdn az
lathaté vézlatosan, ami felkeltette érdeklddésiinket, miszerint az egymas mellett, eltérd

allapotban pusztul6 fak pillanatnyi allapota alapjan tudtunk terjedési utvonalat feltételezni.

A SORON BELUL

[ Terjedés iranya? >

A SOROK KOzOTT

9. abra A pusztulas foltokban jelentkezik
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2016-ban bejartam a kertet, és elkészitettem az iiltetvény térképét feliilnézetben. Excel
tablazatban szinkodokkal lattam el minden fat, a felméréskor tapasztalt pillanatnyi allapota
alapjan (pusztulo, potolt, iires hely, vazagat vesztett csonk). A térképen vizszintesen a 19 sor,
fliggbdlegesen pedig a fa, soron beliili pontos helye lathatd. Egy sorban 133 db fa, a térképen
pedig Osszesen mintegy 2010 db fa szerepel. Mivel a térképen feltiintettem a mar évekkel
korabban kipusztult egyedek helyére telepitett csemeték korat is, igy vissza tudtam
kovetkeztetni, hogy melyik évben mekkora pusztulas tortént, és évekre visszamenden el tudtam
késziteni egy viszonylag pontos becslést, valamint a pusztulds mintazatat abrazolo térképet (1.
melléklet). A 10. dbrdan bemutatom a kivalasztott 15-15 fa helyzetét, valamint kozvetlen

kornyezetiik felmérésekor tapasztalt allapotat.

108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120

O "d N OO < N O
< N O N0 O oA A

19.sor 18.sor

18.sor 17.sor

17.sor 16.sor

16.sor 15.sor

15.sor 1|6 14.sor 16|21 |26 |
14.sor 27 13.sor 17| 22|27
13.sor 3 12.sor 18 28
12.sor 419 (14 11.sor 19| 24|29 H
11.sor 5110|15 10.sor 20(25]30
10.sor 9.sor

9.sor 8.sor

8.sor 7.sor

7.sor 6.sor

Ipo’tolt csemete, kora feltlintetve gmintavételi teriilet hatdra

éppen pusztulé fa 2015-ben pusztult fa

10. abra Térkép részlet a két kvadrat kornyezetérél (2016.07.20.)

Az volt a tézisiink a felvételezéskor, hogy ha valoban a szomszédos fak kozott terjed
inkabb a pusztulas, akkor a legegyszeriibben tigy mutathatjuk ki a terjedés mintazatat, hogy ha
egy kozponti, maganyosan allo pusztuld fardl, és annak teljesen tiinetmentes szomszédair6l
vesziink levélmintat, és megprobaljuk a még tiinetmentes egyedekben kimutatni a Ca.
phytoplasma prunorum korokozo jelenlétét, Nested PCR technikaval. Ha a kozvetlen
szomszédokban megtalaljuk a kérokozot, de a tavolabb allokban nem tudjuk kimutatni, akkor
az igazolhatja, hogy fardl fara terjed a pusztulds, gocpontok alakulnak ki egy-egy fert6zott fa
koriil.
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4.4. A 2016. és 2017. évi vizsgalatok elemzése

A levélmintakbol DNS-t izolaltam, majd a 16SrX csoporton beliil konzervativ 16S
rRNS génre tervezett P1-P7, méasodik korben pedig fO1-rO1 inditészekvencidkkal Nested PCR
vizsgalatot végeztem, majd a kapott terméket agardz (1,2%) gél-elektroforézissel torténd
szétvalasztasaval ellendriztem. A vizsgalatot mindkét évben azonos idOben gyiijtott
levélmintabol elvégeztem, a kapott eredményt a /1. dbran mutatom be. Korabbi vizsgalataink
alkalmaval faj szinten azonositottuk a Ca. phytoplasma prunorum koérokozot ezekben a fakban,

igy tudjuk, hogy a 16SrX csoporton beliil valoban ez a faj van jelen a mintakban.

1.-15. 2016 16.-30.
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11. abra 2016 és 2017 évben fitoplazmara tesztelt fak laboratériumi eredményeinek és
vizualis allapotanak 6sszehasonlitasa (2017. juilius)

28

B RRENRERR.
B
B [

N
o

RCRER




A vizualis felvételezést 2017 juliusdban megismételtem:
A 2016-ban tiinetmentesnek itélt fak koziil az 1, 16, 19, 27, 28 és 30-as jeli fak
pusztultak 2017-ben.

o Az l-es és 27-es fa 2017-ben mentesnek bizonyult a fitoplazma fert6zéstol, ennek
ellenére pusztult. A 27-es fa 2016-ban még erds pozitiv eredményt adott a Nested PCR
sordn, mig az 1-es mintdkban egyik évben sem sikeriilt kimutatni kérokoz6 jelenlétét.
Nem talaltam azoktdl a faktol eltérd tiinetet rajta, mint amikben sikeriilt kimutatnom a
fitoplazma fert6zést.

e 2016-ban a 28 tiinetmentes fabol 21-ben jelen volt a Ca. phytoplasma prunorum
koérokozd, de nem okozott tlinetet a vizsgalat idején.

e 2017-ben 20 fabol sikeriilt kimutatnom jelenlétét, de a teszt eredménye nem allt szoros
kapcsolatban az el6z6 évben tapasztalt fertézottséggel, ugyanis:

o 2016-ban pozitiv eredményt kaptam a 6, 11, 20, 21 és 27-es fakban, de az egy
év mulva megismételt vizsgalat soran nem bizonyult fertézottnek ez az 5 egyed.

o A2,12,22 és 24-es takban 2016-ban még nem sikeriilt kimutatni a kérokozé
jelenlétét, 2017-ben azonban ezekben a fakban is megjelent.

e Azt tapasztaltam, hogy a 8, 10 és 23-as jelli fa nem ¢lte tul a telet, csak a térzs maradt a
helyén (/2. abra). Pusztulasa utan a 10-es jelli fa sarjhajtasabdl sikeriilt kimutatnom a

fitoplazma fert6zést.

ki ; ‘

12. 4bra Kivagasra Kkeriilt aS-aS, 23-as és 10-es jeli fa, 2017 julius (Fot6:Petres Martin)
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A 2010 db fabol 2016 évben 372 db egyed, 2017-ben tovabbi 149 fa veszteség
kovetkezett be, ami 26%-os pusztulast jelent 2016 tavasztol 2017 jaliusaig tartd idoszakban.

A 13. és 14. abra alapjan a Candidatus phytoplasma prunorum jelen van az iiltetvény
pusztuld és tiinetmentes faiban, de két évnyi vizualis felvételezés és molekularis diagnosztikai
eredményeit alapul véve megdllapithatd, hogy jelenléte nem 4all egyértelmli és kizardlagos
kapcsolatban a pusztulassal. A pusztul6 fak koziil van, amelyikben nem sikeriilt kimutatni egyik
évben sem jelenlétét (1. fa), és olyan is eléfordult, hogy egy év utdn mentesnek bizonyult a

korokozotdl a mar egyszer fertdzottnek diagnosztizalt fa (27. fa).

1071bp-4g : “‘!& :,!;i tt&
M 1 2 M = Gl 7 ol O 11 08 135145 15K K
2017
¥ ¥4 $ ¥ $$$$
1071bp-- . - “

13. abra 16SrX csoportspecifikus primerekkel (fO1-rO1) amplifikalt DNS szakaszok
mintazata 1,2%-os agaroz gélen, 2016 és 2017 évben, az elsé kvadratot (1-15 fa)
vizsgalva
M=GeneRuler 100 bp. DNS marker, -K: steril MQ viz, +K: ESFY fert6zott kajszi
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14. abra 16SrX csoportspecifikus primerekkel (fO1-rO1) amplifikalt DNS szakaszok
mintazata 1,2%-os agaréz gélen, 2016 és 2017 évben, a masodik kvadratot (16-30 fa)
vizsgalva
M= GeneRuler 100 bp. DNS marker, -K: steril MQ viz, +K: ESFY fert6zo6tt Sherpa kajszi
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4.5. Tovabbi fitoplazma vizsgalatok eredménye 2016 és 2017 évben

4.5.1. Ujra kihajté fak vizsgalata

Az iiltetvényben tobb esetben eléfordult, hogy a vazagat vesztett torzs Gjra kihajt annak
ellenére, hogy kordbban teljes pusztulds kovetkezett be. Habitusat tekintve feltinben
egészséges, jO kondicidban 1évé a hajtasokrol beszélhetlink, haragoszdld, nem kanalasodo,
egészséges levelekkel (15. abra).

f'} A""- ~\ S q‘k = gy AT i =, &l
15. abra A két ujra kihajtott Sherpa kajszibarack fa (Foto: Petres Martin)

Mintat gyljtottem két, egymas mellett 4116 fardl, majd a levélmintabol DNS-t tisztitottam, és
16SrX csoportspecifikus primerekkel nested PCR-t készitettem. Mindkét fa fert6zott volt

16SrX csoportba tartozo fitoplazmaval, a fert6zés azonban nem okozott tiinetet (/6. dbra).

M A B +K K

10715 s H —
—‘

16. abra fO1-rO1 primerekkel amplifikalt DNS szakaszok mintazata 1,2%-o0s agaro6z
gélen, ,kigyogyult” fakrdl gyiijtott mintakbol

M= GeneRuler 100bp Plus DNS marker, -K: steril MQ viz, +K: ESFY fert6z6tt Sherpa kajszi
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4.5.2. A 2015-ben tesztelt fak allapotanak ujrafelvételezése

2015.07.08-an a Fair Fruit Kft. megbizasabdl a Genlogs Biodiagnosztika Kft 48 db
kajszibarack mintat vizsgalt Nested PCR és RFLP analizis alkalmazasaval Boldogk&varaljan,
Tom Cot és Bergerouge fajtakon. Jomagam nem vettem részt sem a mintagyiijtésben, sem
afeldolgozasban. A jegyzokonyv alapjan azonban felkerestem 2016. 07.20.-an a vizsgalt fakat,
¢s felmértem allapotukat. A laboratoriumi vizsgalati jegyzOkonyv tartalmaval utolag
egybevetettem a latottakat, amit roviden ismertetek.
A vizsgalat soran 24 db tlinetmentes ¢és 24 db tiinetes fat vizsgaltak.

A 24 tiinetmentes fa kozil

e 1 db pozitiv teszt sziiletett. Az érintett fa egy év elteltével mar kezdeti pusztulés jeleit
mutatta.

e A maradék 23 db tiinetmentes, negativ laboreredményt mutaté fa koziil 5 db pusztulod
kajszifat, valamint 18 db 2016-ban is tliinetmentes egyedet talaltam.

A 24 db tiinetes kajszifarol gyiijtott mintak feldolgozasa soran 12 db pozitiv, tovabbi 3 db

gyengén pozitiv, valamint 9 db negativ eredmény sziiletett.

e 12 db pusztulo, laboreredménye alapjan fitoplazmafert6zott egyed koziil 11 db gutaiitott
fat talaltam. Egy fa azonban, bar 2015-ben betegnek latszott, és ki is mutattak benne a
fitoplazma fertdzottséget, egészségesnek itéltem.

e 3 db gyengén pozitiv értékelésii fa koziil 2 db vazagat vesztett csonkot és 1 db
egészséges egyedet talaltam.

e 9 db tiinetes, de negativ laboreredményt mutatd fa kozil 6 db gutaiitott, és 3 db

egészséges egyedet talaltam.

A Sherpa fajtaban végzett vizudlis tiinetfelvételezés laboratoriumi eredményekkel torténd
Osszehasonlitasa, valamint a 2015-ben Tom Cot és Bergerouge fajtakon végzett hasonlo
Osszehasonlitas alapjan felmeriilt, hogy célszerli lenne kiterjeszteni vizsgéalatainkat tovabbi, a
kajszit fert6zo korokozok vizsgalataval, mert eredményeink alapjan a fitoplazma fertézés nem

feltétleniil okozodja a pusztulasnak.
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4.6. Virusfertozottség vizsgalata

Mivel a kajszibarackot a fitoplazman kiviil szdmos virus is fertzheti, megvizsgaltuk a
két mintavételi teriilet faiban a virusfertdzottséget is. Teszteltem a kajszi szaporitdbanyag
vizsgalatnal karantén korokozonak mindsiild szilvahimlé virus (Plum Pox Virus, PPV) és a
nekrotikus gylirisfoltossag virus (Prunus Necrotic ringspot virus, PNRSV) jelenlétét.
Vizsgaltam tovabba a cseresznyén karantén virusnak szdmité Cseresznye aprogyiimdlcsiiség
virust (Little Cherry Virus 1, LChV1) melynek kajszin valo eléfordulasat elészor 2016-ban a
NAIK Diagnosztika csoportja, 2017-ben pedig cseh kutatok irtak le, igy érdekesnek gondoltuk
megvizsgalni, el6fordul-e az altalam vizsgalt iiltetvényben ez a virus. A Cherry Virus A (CVA)
tiinetet nem okozva, latensen fert6z Prunus fajokat. A NAIK Diagnosztika csoportja korabban
ezt a korokozot is kimutatta kajszibarackon. A virus mas korokozokkal eléfordulva
feltételezhetOen elvesziti latens mivoltat €s tiineteket okozhat, ezért szerettiikk volna jelenlétét
vizsgalni a pusztul6 Sherpa tiltetvényben. Levélmintakbol RNS-t izolaltam (/7. dbra), majd az
RNS kivonatokbol poolokat készitettem. A leveleket, amelyekb6él RNS-t kivontam, a
mintavételtdl a felhasznalasig -70°C-on taroltam. A 2016-ban gytijtott mintdkkal dolgoztam,

igy az idokozben elpusztult fakat is meg tudtam vizsgalni.
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17. dbra A kajszi levélmintak RNS kivonatainak képe 1,2% agaroz gélen valo elvalasztas
utan, 2017
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4.6.1. A szilvahimlé virus (PPV) kimutatasa

A [8. abran bemutatom a PPV kimutatdsa soran kapott eredményt. PCR reakciot
készitettem, PPV_P1 ¢és PPV_P2 primerek hasznalatdval. Templatként a poolozott RNS-r6l
készitett, tizszeresen higitott cDNS-t hasznéltam. Az amplifikalandé termék mérete 242bp. A
GeneRuler 100bp Plus marker alapjan becsiilt mérettartomanyban egyediil a pozitiv
kontrollként hasznalt Tuleu gras szilva fajtardl szarmazo6 izoldtumban kaptam a vart
mérettartomanyban terméket, a poolokban nem, ezért a gélkép alapjan elmondhaté hogy a

mintakban PPV nincs jelen.

M 1.2 3Dl R e Kkl

. 5 k)
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242bp-- -

18. abra A4 szilvahimlo virus (PPV) jelenlétének vizsgalata RT-PCR-rel
M=GeneRuler 100bp Plus DNS marker, -K: steril MQ viz, +K: PPV fert6zott Tuleu gras
szilva fajta
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4.6.2. A nekrotikus gyiiriisfoltossag virus (PNRSV) kimutatasa

A PNRSYV kimutatadsdhoz 425 bp hosszu terméket amplifikaltam, PNcpinF és PNcpR
primerekkel 40 ciklusban. Templatként a poolokbdl készitett, tizszeresen higitott cDNS-t,
pozitiv kontrollként pedig PNRSV-vel fertdzott kajszi mintat hasznaltam. A 2, 4, 5 és 6 szdmu
poolban aspecifikus jelet kaptam, de ezek a jelek a vart mérettdl jelentésen nagyobb méretben
jelentek meg. Az 1-es poolban kapott aspecifikus jel a vart mérettartomany alatt helyezkedik

el, igy megallapithatd, hogy a mintak nem fert6zottek a PNRSV virussal (19. abra).

T - s
L= I

-(]' Al

19. dbra A Prunus Necrotic ringsﬂot Virus (PRSV) jelenlétén vizsgalata RT-PCR-rel
M=GeneRuler 100bp Plus DNS marker, -K: steril MQ viz, +K: PNSRYV fert6zott kajszi
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4.6.3. A Cherry Virus A (CVA) kimutatasa

A Cherry Virus A kutatécsoportunk korabbi vizsgalatai alapjan kajszin elterjedt. Nem
ismert, hogy Onmagaban tiinetet okozna, azonban mas virusok jelenléte felerdsitheti
fertdzésének hatasat, ezért vizsgaltuk jelenlétét. Mivel nem sikeriilt a CVAMP-Fm, CVAMP-
Rm primerekkel amplifikdlni az 1391 bp hosszu terméket, ezért kapott eredmények alapjan a
vizsgalt fak CVA korokozotdl mentesnek tekinthetdek (20. abra).

——
S -
— -
—
-

20. abra A Cherry Virus A (CVA) jelenlétének vizsgalata RT-PCR-rel
M=GeneRuler 100bp Plus DNS marker, -K: steril MQ viz, +K: CVA fert6zott Pannonia
kajszi fajta

4.6.4. A cseresznye aprogyiimolcsiiség virus (LChV1) kimutatasa

A cseresznye aprogylimdlcsiiség virus kajszibarackon valo eléforduldsa nem volt
ismert, azonban 2017-ben, egymastol fiiggetleniil két kutatocsoport is kimutatta jelenlétét
kajszibarackban. A NAIK Diagnosztika csoportja illetve cseh kutatok is bizonyitottdk a
korokozo kajszin valé elfordulasat (Safafova, 2017) (Czotter et al. 2017). Ez alapjan vizsgaltuk
meg a virus jelenlétét mintaimban, hiszen a kajszi pusztulasban betoltott szerepe nem tisztazott.
A21. abra szemlélteti a LChV 1 kimutatdsa soran kapott eredményt. Az LChV1 FésLChV1 R
inditoszekvenciak 796 bp méretii terméket hatarolnak. Az 1, 3, 4, 5, 6 és 7 poolokban a gélkép
alapjan nem donthet6 el biztosan, hogy aspecifikus jelek, vagy a LChV1 virus van-e jelen a
mintakban. A poolokat kibontva, egyedi PCR tesztek elvégzésére van sziikség, hogy a virus
jelenlétét bizonyitani tudjuk, mert a gélképen a kérdéses poolokban tobb méretben is
jelentkeznek aspecifikus jelek.
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M4 5. 6 7- 8 -K +K

21. dbra A cseresznye aprogyiimélcstiség virus (LChV1) jelenlétének vizsgalata RT-PCR-
rel
M=GeneRuler 100bp Plus DNS marker, -K: steril MQ viz, +K: LChV1 fert6zott Magyar
kajszi fajta

A vizsgalt Sherpa kajszifakban PPV, PNRSV és CVA nincs jelen a gélképek alapjan, mert a
kapott eredmények alapjan a vizsgalt poolokban nem jelent meg termék a vart
mérettartomanyban. PCR eredményeim alapjan a LChV1 virus esetén, bar tobb, kisebb és
nagyobb meéretli aspecifikus termék is keletkezett, a vart mérettartomanyhoz kozel is kaptam
ilyen jelet tobb poolban is. Annak tisztazasara, hogy valoban ez a koérokozo van-e jelen a
mintaimban, egyedi PCR elvégzésére van sziikség az érintett poolokba tartozo fak esetén. A
virusfert6zottség vizsgalatok eredménye azt mutatja, hogy a két mintavételi teriilet faiban a
vizsgalt virusok koziil nincsenek jelen a PPV, a PNRSV és a CVA korokozok. A LChV1 virus

jelenlétének egyértelmil igazoldsahoz tovabbi vizsgalatok sziikségesek.
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5. ERTEKELES ES KOVETKEZTETESEK

Kutatdsom soran két {6 iranybol kozelitettem meg a kajszi fapusztulas kérdését: egyfeldl
vizualisan kovettem nyomon az iiltetvényben lejatszodd valtozasokat, masrészt korszeru
molekularis-diagnosztikai modszerekkel kerestem a valaszt az iiltetvényben tapasztalt
megvalaszolatlan kérdésekre. Mivel a kajszi fapusztulds Osszetett jelenség, ehhez mérten
komplex megkdzelitést igényel vizsgalata. Eredményeim azt igazoljak legféképpen, hogy az
elvégzett laborvizsgalatok, akkor igazan hasznosak, ha a kutatbmunka eredményeinek
értékelésekor rendelkezésre allnak a kutatds targyat képezd novények megfigyelésérol,
allapotuk nyomon kdvetésérol a vizsgalat egész ideje alatt gylijtott informaciok, és nem csak a
mintavételkor tapasztalt allapotok alapjan vonjuk le a konkliziét a fapusztuldsrol, mert néhany
hét alatt is bekdvetkezhetnek olyan valtozasok, amelyek megvaltoztathatjak latdsmodunkat az
adott problémarol.

M¢ég nem tudjuk, mitél pusztul a kajszi, de a hazankban 4ltalanosan -elterjedt,
csonthéjasokat megbetegité Candidatus Phytoplasma prunorum latens fertézését kimutattam
mindkét évben, igen jelentds ardnyban a tiinetmentes fakban is, ami megegyezett a vizualis
tiinet felvételezés soran megallapitott diagnozissal. Mivel a fitoplazmadra tesztelt fak egy része
még két év utdn sem mutatta pusztulés jeleit, tovabba a mentesnek hitt egyedek is, ugyanolyan
tiinetek lefolyasa mellett pusztultak, mint a fitoplazma fert6zott fak, igy feltételezziik, hogy mas
korokozok egyiittes fertézése eredményezheti a fitoplazma fert6zéssel parhuzamosan a
nagyaranyu fapusztulast. Eredményeim alapjan az altalam vizsgalt {iltetvényben a PPV, CVA
¢s PNRSV virusoknak valoszinlileg nincs szerepe a vizsgalt iiltetvényben bekovetkezd
pusztulés kivaltasdban, mert nem sikertilt jelenlétiiket kimutatnom mintdimban. A LChV1 virus
jelenlétének igazolasahoz tovabbi vizsgalatok sziikségesek, mert a gélképeken a wvart
mérettartomanyhoz igen kozel kaptam terméket az RT-PCR soran. Annak megallapitasara,
hogy aspecifikus jelrél vagy valoban a koérokozd jelenlétérdl van szo, tovabbi vizsgalatok
sziikségesek.

A fitoplazmafert6zott, elpusztult gytimolcsfakon tapasztaltam a ,,recovery” jelenségét,
mely sordn a mar el6zdleg elpusztult fa 0j, tiinetmentes, egészséges hajtdsokat hoz. Leveleikbdl
kimutattam a fitoplazma jelenlétét.

A vizualis tiinetfelvételezés soran azt a megallapitast tettem 2016 évben, hogy a
pusztulo fak sajatos mintazatot alkotnak, foltokban torténik a pusztulas. A fitoplazma specifikus

primerekkel végzett molekularis vizsgalatokkal azonban csak egyes koérokozok jelenlétét
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tudtam megallapitani. A jovében célszerli lenne metagenomikai mddszerekkel feltérképezni a
pusztuld fakban egyszerre jelen 1évé korokozokat, hogy esetleges egyiittes fertdzésiik
kimutatasaval kozelebb keriiljiink a kajszi pusztulds okanak pontos feltdrasdhoz ¢&s

megoldasahoz.
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6. OSSZEFOGLALAS

Munkam soran felmértem egy Sherpa fajtaja, erésen pusztuld kajszibarack tiltetvényben
a pusztulds vizudlis tiineteit, majd 3 hetes 1d0k6zonként nyomon kovettem a kajszifakon
tapasztalt tiinetek valtozasat. Az iiltetvényben pusztuld fakon tapasztalt szimptémak alapjan a
csonthéjasok europai sargulasa fitoplazma (Candidatus Phytoplasma prunorum, syn ESFY)
fertdzésnek tulajdonitottuk a pusztulédst. A terepi diagnosztika soran megallapitottam, hogy a
pusztulés foltokban torténik, ezért egy-egy fa valtozasanak nyomon kovetése mellett célszert
lenne a terjedés mintazatat is felmérni az iiltetvényben.

2016. juliusban felmértem mintegy 2000 db Sherpa kajszifa pillanatnyi vizualis
allapotat, majd tablazatban szinkddot hasznalva megjelenitettem azt. A térképen feltiintetett
szinkodok alapjan megjelenitettem potolt, a felvételezés soran pusztulo, és korabban kipusztult
kategoridkat, melybe a gydkerestdl eltavolitott lires fak helye, illetve a vazagat vesztett csonkok
is feltlintetésre keriiltek. A felmérést 2017. évben is elvégeztem, a térképet egy év elteltével
ujra elkészitettem, és a két év valtozasai alapjan megallapitottam, hogy a pusztulas rendkiviil
gyors litemben terjed az liltetvényben.

A foltokban torténd pusztulas tovabbi vizsgalatanak érdekében két mintavételi teriiletet
jeloltem ki a mar elkésziilt térkép alapjan 2016-ban. Egy-egy kozépen allo, fitoplazma fert6zés
jellegzetes tlineteivel rendelkezd fa koriil 14-14 teljesen egészséges farol gylijtdttem
levélmintat. A terjedésrdl tett megfigyeléseim alapjan azt az eredményt vartam, hogy a kdzponti
pusztuld fa kozvetlen szomszédjaiban nagyobb eséllyel fogom tudni kimutatni a 16SrX
csoportba tartozo fitoplazmak jelenlétét, mint a pusztuld fatdl tavolabb allo egyedekben. A
levélmintakbol 16SrX fitoplazma csoportra specifikus primerekkel nested PCR-t készitettem.
A fitoplazma tesztet is megismételtem 2017-ben, majd a két év laboratoriumi eredményét
Osszehasonlitottam a mintavételi teriilet fain tapasztalt vizualis véaltozasokkal a vizsgalat ideje
alatt. Annak ellenére, hogy egészségesnek tlintek, mindkét évben igen sok faban jelen volt a
fitoplazma. Osszesen 30 fat vizsgaltam 2016-ban, a két kézponti, pusztuld fa mutatott egyediil
tiinetet, pedig a 28 tiinetmentes fa koziil 21 fitoplazméaval fert6zott volt. 2017-ben a 28 fa koziil

7 mutatott tiinetet és 20 faban tudtam kimutatni fitoplazma fert6zottséget.
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Tovabbi megvalaszolandé kérdéseket vetett fel, hogy a vizualis felvételezések
eredménye nem allt korrelacioban a laboratériumi eredményekkel:

e a fertdzott fak nem minden esetben mutattak tiinetet még egy év utan sem

e olyan fa is pusztult, amelyben egyik évben sem sikeriilt kimutatni a korokozo
fitoplazma jelenlétét.

e az els6 évben fert6zott fabol egy év utan mar nem lehetett kimutatni a kérokozo
jelenlétét

e teljesen elpusztult fak tiinetmentesen ujrahajtottak, pedig fitoplazma
fertdzottségiiket nested PCR eljarassal igazoltam.

Egy korabbi, 2015-ben végzett fitoplazma vizsgalat laboratoriumi vizsgalati
jegyzOkonyve alapjan vizudlisan felmértem a teszt targyat képezd 48 kajszifa allapotat a
mintavétel utdn egy évvel, és nagyon hasonldé eredményt kaptam.

A kajszibarackfékat a fitoplazmakon kiviil betegithetik gombak, baktériumok és virusok
is, melyek gyengithetik a fakat, azok pusztuldsdt okozhatjak. Ezért Kkiterjesztettiik
vizsgalatainkat a kajszit fert6z0 virusok vizsgélatara. Arra szerettiink volna valaszt kapni, hogy
jelen vannak-e ezen virusok az iiltetvény faiban, és amennyiben igen, jelenlétilk magyarazza-e
a fitoplazma fertdzés vizsgalata soran kapott megvalaszolatlan kérdéseket. Levélmintakbol
RNS-t tisztitottam, cDNS-t szintetizaltam, majd RT-PCR reakcioban teszteltem a Szilvahiml6
virus (Plum Pox Virus, PPV), a Nekrotikus gytriisfoltossag virus (Prunus Necrotic ringspot
virus, PNRSV), a Cseresznye aprogylimdlcsiiség virus (Little Cherry Virus 1, LChV1), és a
Cherry Virus A (CVA) virusok jelenlétét a két mintavételi teriilet faiban. A vizsgalt Sherpa
kajszitadkban PPV, PNRSV és CV A nincs jelen a gélképek alapjan, a LChV1 virus jelenlétének
egyértelmi igazolasdhoz tovabbi vizsgalatok sziikségesek.

Eredményeim azt igazoljak, hogy a latszolag tiinetmentes egyedek nagy része
tartalmazza a 16SrX csoportba tartoz6 fitoplazmakat, azonban a pusztulasban betoltott szerepe

valoszinlileg nem kizarolagos a vizsgalt iiltetvényen beliil.
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9. MELLEKLETEK

1. melléklet: A pusztulas potolt csemeték kora alapjan becsiilt terjedésének
mintazata az iiltetvényben 2012 és 2017 julius kozott. (Minden négyzet egy-egy fat
szimbolizal. A Sherpa tiltetvényrdl késziilt térkép részlete, Petres Martin)
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