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1. Bevezetés és célkitiizések

Napjainkban, a klimavaltozas hat4sara egyre tobb gondot okoznak azok a ndvényeket
megbetegité korokozok, amelyek ellen nincs kidolgozott ndvényvédelmi technoldgia,
vagy engedélyezett ndvényvédd szer. Ez azért nagy probléma, mert az adott régiéra nem
jellemzo6 rovarkartevok jelentek meg, emellett a globalizacid hatdsara megndtt a vilagpiaci
értékesités, igy kiilonbozd orszagokba, igy Magyarorszagra is, tavoli helyekrdl keriiltek

szaporitdanyagok.

A fent emlitett korokozok kozé tartoznak a fitoplazmak is, amelyek alaposabb
megismerésére mar egy €vszdzada ota folynak kutatisok. Azonositdsuk és jelenleg is
hasznélt elnevezésiik a XX. szdzad végén tortént meg, 'Candidatus phytoplasma’

(SEEMULLER AND SCHNEIDER, 2004).

A fitoplazmas betegségek mai ismereteink szerint tobb mint 300 novényfajt érintenek. A
legsulyosabb gazdasagi karok a gyiimolcstermesztésben jelentkeznek, hiszen tobb éves,
termelésben 1évd fakat pusztithatnak el, vagy benniik lappangva szolgalhatnak fertézési
forrasként. A gylimolcsfak életciklusa hosszu, tobb 10 év is lehet, ezért kiemelkedden

fontos azok megdvasa a korokozoktol.

A betegség stulyossagat az is jelzi, hogy Magyarorszagon csak a kajszi termesztésben
egyes teriileteken a fert6zottség aranyat 70-80%-osra becsiilik. Hazdnkban a csonthéjasok
eurdpai fitoplazmas sargulasa (European Stone Fruit Yellows) mellett a legnagyobb
fenyegetést a sz616 aranyszinii sargasaga (Flavescence Dorée) fitoplazmas betegség 2013-

as felbukkanasa jelenti (NEBIH, 2016).

Kutatasaink célja:

1. Az Frdi Gyiimolcstermesztési Kutatointézet kajszi iiltetvényeinek fitoplazma
fertézottségének felmérése.

2. Az esetlegesen jelenlevé fitoplazak rendszertani csoportjanak meghatarozasa csoport
(16SrX) specifikus primerekkel.

3. A fertézott mintdkban jelenlevd fitoplazmak rokonsagi viszonyainak vizsgélata

filogenetikai elemzéssel.



2. Irodalmi attekintés

2.1 Fitoplazmak jellemzo6i

A fitoplazmék sejtfal nélkiili korokozd baktériumok, amelyek jelentds mennyiségi ¢és
mindségi kart okozhatnak szamos termesztett kultaraban, igy a gyiimolcsfélék esetében is.
Jelenlegi rendszertani besorolds szerint a Mollicutes osztalyba tartoznak. Méretiik 500 nm

koriili, genomjuk 500 és 1000 kb kozott valtozik fajtol fiiggden (BAI ET AL, 2006).

Egyetlen sejtbdl allnak, melyet haromrétegii citoplazma membran hatarol. A fitoplazmak a

novényekben kizardlag a floémben fordulnak eld, halmozdodnak fel.

A fitoplazmék a névényen altaldban sargulast, torzulast vagy burjanzést idéznek eld, ezen

tinetek miatt korabban virusnak vélték a korokozot.

2.1.1 A fitoplazmak rendszertani besorolasa

A fitoplazmak rendszertani elhelyezése még nem teljesen tisztazott. Az 1960-as évekig
virusként tartottak szdmon a koérokozot (SAMUEL ET AL. 1933, SZIRMAI 1956), ez a
besorolas azon alapult, hogy el6fordulasukkor hasonld sargulasos tiineteket tapasztaltak, mint
a virussokkal fert6zott novényeken. 1967-ben Doi €s munkatarsai a virusfert6zottnek hitt
novények floémében valtozo alaka sejtfal nélkiili egysejtiieket talaltak (DOl ET AL., 1967).
Immun- és genetikai vizsgalatok alapjan megéllapitottak (LEE ET AL., 1993, SEEMULLER
ET AL., 1994), hogy a kérokozok a Mollicutes osztalyba tartoznak, legkdzelebbi rokonai az
Acheloplasma-k, ezért is javasoltak 1994-ben a fitoplazma (’Candidatus phytoplasma)
elnevezést (SEARS ET AL., 1994).

Napjainkban a fitoplazmak kimutatdsira és azonositasa alkalmazott modszer a 16S rDNS
szekvenciaja alapjan készitett PCR analizis, amely segitségével pontosan megallapithatjuk a
fitoplazma jelenlétét az adott novényben. Tovabbi vizsgalatokkal megallapithatd, hogy a
jelenlevé korokozo melyik fitoplazma csoportba tartozik, illetve a pontos faj meghatarozasara

is lehet6ség nyilik.

Az univerzalis primerek minden fitoplazma kimutatasara alkalmasak (KIRKPATRIK ET AL.

1994), mig a csoportspecifikusak az adott fitoplazma csoportba tartozd Osszes fajt

amplifikaljak (LEE ET AL., 1992, AHRENS & SEEMULLER, 1992).



A szekvencidk analizise alapjan 14 csoportot (16S csoportot) és 32 alcsoportot kiilonitettek el,
mely az 1. mellékletben talalhato. A 16S csoportbol a 16SrX almafa boszorkanysepriisédése

csoport legjelentdsebb tagjait szemléltetem (1. tablazat).

1. tablazat. A 16 SrX Almafa boszorkanysepriisodése csoport legjelentdsebb tagjai.

AP (apple ploriferation, almafa ’Ca. Phytoplasma mali'

boszorkanysepriisodés)
PD (pear decline/Italy, korte ’ o
165 almafa lerongzis) B Ca. Phytoplasma pyri
X. | boszorlanysepriisodése
csoport

ESFY (European stone fruit
yellows, csonthéjasok europai
sargulasa)

’Ca. Phytoplasma
prunorum’

A kozeli rokonsagi kapcsolat kovetkezményeként a harom fitoplazma csoport DNS
szekvenciaja kevés kiilonbséget mutat (LORENZ ET AL., 1994).

2.1.2 ’Ca. Phytoplasma prunorum’ jelentosége

A csonthéjasok eurdpai fitoplazmas sargulasa (European stone fruit yellows, ESFY)
Eurdpaban altalanosan elterjedt. Gazdasagilag jelentds karokat foleg a mediterran dvezetben
(Gordgorszag, Franciaorszag, Spanyolorszag Olaszorszag) okoz, de az északabbra talalhatod
orszagokban is, mint Németorszag és Csehorszag is azonositottak mar a kérokozot. Ezt a
fitoplazmas megbetegedését régota ismerik, a kajszi gutaiités részének tekinteték (LORENZ
ET AL., 1994) és a csonthéjasok europai sargulasanak (European stone fruit yellows
phytoplasma, ESFY-nek) nevezték el, de jelenleg ’'Candidatus Phytoplasma prunorum’ a

tudomanyos neve.
Rendszertani besorolasa (CABI, 2016):

Domén: Bacteria
Torzs: Firmicutes/Tenericutes
Osztaly: Mollicutes
Rend: Acholeplasmatales
Csalad: Acholeplasmataceae
Nemzetség: Phytoplasma
Faj: Phytoplasma prunorum



2.1.3 Gazdasagi jelentoségiik
A betegség terjedése €s eloretorése Europaban és Magyarorszagon az utobbi tiz évben nagyon
jelentds, ami sok esetben eldszor csak gyenge termésmindséget, termésveszteséget, a fak
¢lettartamanak csokkenését, majd tomeges fapusztulast, sot egész gylimolcsosok kipusztulast

okozta. A megbetegedett fak kezelése és a korokozo terjedésének megallitisa kétséges

(SULE, 2003; CARRERO ET AL., 2001).

Magyarorszigon a betegséget elészor SULE ET AL. (1997) azonositottak 1992-ben. Azéta
egyre tobb helyrdl szamolnak be valosziniileg fitoplamak okozta kajszi gytimolesfak tomeges
pusztulasarol. El6fordult mar a betegség Pest, Fejér, Somogy, Borsod-Abatj-Zemplén, és
Bacs-Kiskun megyében, de legnagyobb karokrol a Gonci Kajszi-termesztd régiobol
szamoltak be (KOVICS-TARCALI, 2015, HORVATH, 2015).



2.1.4 A betegség tiinetei

1. abra. Tiinetek (forras®)

1. Boszorkanysepriisodés
2-3. Kanalasodas
4-5. Héancsszovet sargulasa

A fitoplazma a ndvény héancsszdveteiben ¢€l, a gydkerekben telel at. Tavasszal az Uj
hacsszovet képzddésekor indul meg a terjedése a fak tovabbi részeibe. Ez viszonylag lassu
folyamat, nyar végére, 0sz elejére éri el a fa minden részét. A fertézés a megbetegedett fa
koriil korkorosen terjed tovabb. Fiatalon megfertézott fakban a korokozo szisztemikusan
terjed. Leveleken a tipikus tlinetek, mint a kipszeri kanalasod4ds majus kornyékén jelennek
meg. Altalaban a zo1d féereket vilagoszold zonak veszik koriil, ennek kovetkezménye, hogy a
megtamadott agak lombozata sargaszold lesz. A hancs kezdetben narancssarga, késobb
vilagosbarna szinezetiivé valik. Jellemz6 tlinete a Pseudomonas syringae baktériumos és

gombas betegségekkel ellentétben, hogy nem jar mézgaképzddéssel (SULE, 2014a).

http://ujkarositok.weebly.com/european-stone-fruit-yellows-phytoplasma-esfy-csontheacutejasok-eruoacutepai-saacutergulaacutesa-
fitoplazma.html


http://ujkarositok.weebly.com/european-stone-fruit-yellows-phytoplasma-esfy-csontheacutejasok-eruoacutepai-saacutergulaacutesa-fitoplazma.html
http://ujkarositok.weebly.com/european-stone-fruit-yellows-phytoplasma-esfy-csontheacutejasok-eruoacutepai-saacutergulaacutesa-fitoplazma.html

A fitoplazma fertézés gyakori tiinete az ellevelesedés, azaz a virdgok helyén levélszerii
képletek alakulnak ki, emellett el6fordul, hogy a parta sejtjeibdl hidnyzo pigmentek miatt zold
viragok fejlddnek ki.

A fagyok gyorsitjdk a hancs karosodasat, mivel kihajtas utan részben vagy egészben elhal a
fert6zott fa. Enyhébb teleken a beteg fak dsz végén kivirdgozhatnak, majd késoébb a kdvetkezd
fagyok utan elpusztulnak. Ez a tiinet a délebben fekvd orszagokban igen gyakori (1. 4bra).

A fiatal korban megfert6zott fak fertdzése jar a legnagyobb kockazattal, mivel 6-8 év
elteltével gutaiitésre jellemzo tlinetekkel elpusztulnak. Az idésebb korban 1évo fak fert6zése
esetén, csak az egyes agai fert6zOdnek, pusztulnak el. Amikor a fak gyors novekedési

iitemiiek, abban az esetben a tlinetek gyakran nem lathatoak.

2.2 Fertozés kialakulasa

A fitoplazmak onmagukban életképtelenek, a természetben a ndvények hancsszoveteiben,

illetve rovarvektorokban élnek (CONTALDO ET AL, 2012).

A héncsszovet rostasejtjeinek porusain keresztill az egész ndvényben szétterjednek, az
asszimilatdk felélése a levelek sarguldsat és torzuldsat okozza, a felbomlott anyagcsere
kovetkeztében elpusztulnak a hancsszoveti edénynyaldbok, ami végiill a gazdandvény

pusztulasahoz vezet (SULE, 2014b).

A fitoplazmak novényen beliili terjedési modja még nem tisztdzott. Néhany rostaclem tobb
szaz fitoplazma sejtet tartalmazhat, masok egyet sem. Feltételezhetd, hogy a rostaporusoknak
fontos szerepiik van a korokoz6 sejtek kozotti vandorlasban, bar egyes megfigyelések szerint
a vandorlasat, olyan sejtek kozott is megfigyelték, amely sejtek kozott nem volt ilyen poérus
(DAVIS & WHITCOM, 1981), igy feltételezhetd, hogy a plazmodezmakon keresztiil is
képesek terjedni.

2.2.1 Fitoplazmak terjedése — lehetséges vektorok

A betegség terjedésében a rovar vektorok szerepe meghatdrozo. Hazankban eldszor kabocakra
gondoltak (DER ET AL., 2003), mint lehetséges fitoplazma vektorok, de vizsgalatokbol
kideriilt (melyben egész Europabdl gyiijtottek), hogy a "Ca. P. prunorum ’-ot hordozo kabdcak
aranya igen alacsony (CARRARO ET AL., 2001).



Késobbi kutatasok alkalmaval, egyértelmiien a szilva-levélbolhat (Cacopsylla pruni) nevezték
meg, mint a betegség természetben eléforduld elsddleges vektora, viszont nem zarhato ki a
novénytetvek, €s poloskak vektorszerepe sem.

Emellett nem lehet figyelmen kiviil hagyni az ¢él6skodd gyomnovényekkel torténd

terjedésiiket sem. Kiemelendé az arankdk (Cuscuta spp.) vektor szerepe a fitoplazmak

terjedésénél (2. dbra).

2. abra. Vektorok (1. Cacopshylla pruni 2. Psammotettix alienus 3. Cuscuta campestris, 4. Myzus persicae
(forras®)

A fitoplazmak és vektoraik kozotti kapcsolatokat szamos tényezé befolyasolja, mint pl. a
gazdandvény, a vektorok fizioldgiai allapota, fejlddési fokozata, neme, a hdmérséklet, a fény
¢és a szél. A fitoplazma gazdanovény kapcsolatat, terjedését jelentésen befolyasolja az azt

atvivo rovarvektor taplalkozasi szokasa (mono-, 0ligo- vagy polifag) és biologiaja.

A fitoplazmak attelelhetnek a rovarban vagy éveld novényekben.

2 http://www.potatovirus.com/index.cfm/page/pvyinfo/aphidinfo.htm

http://www.flickriver.com/photos/34878947 @N04/14082599766/
http://macroid.ru/showphoto.php?photo=158552&lang=en
http://keys.lucidcentral.org/keys/v3/eafrinet/weeds/key/weeds/Media/Html/Cuscuta_campestris_(Golden_Dodder).htm


http://www.potatovirus.com/index.cfm/page/pvyinfo/aphidinfo.htm
http://www.flickriver.com/photos/34878947@N04/14082599766/
http://macroid.ru/showphoto.php?photo=158552&lang=en

2.2.1.1 Kabdcak

A kabocakkal atvihetd virusok és fitoplazmak nem perzisztens, szemiperzisztens, cirkulativ

perzisztens és propagativak is lehetnek.

A ndstényvektorok hét generacion keresztiil képesek a virust atvinni. A propagativ virusok
replikdciojanak kezdeti helye az emésztécsatornaban van. A kérokozéd késébb kimutathatd a
hemolimfabol, a nyalmirigyekbdl €és a petefészekbdl is. A sargasag tipusti betegségek
korokozoi a rovar tojasaval is terjedhetnek. Els6sorban a zsirtestecskékben és a sejtmagban
okoznak koros elvaltozasokat. A kabocdk élettartama gyakran megrovidill a fert6zést

kovetben.

Eldéfordulnak polifag vektorok, de a legtobb kaboca taplalkozdsa soran csak egy vagy két
novényfajra vagy nemzetségre szoritkozik (NICKEL, 2003), amely behatarolja azon
fitoplazmak korét, amelyeknek vektorai lehetnek. Az eltérd fejlddési fokozatban 1évod kabocak
korokozo-atvivo képessége eltérd. Szamos korokozot a kabocak csak larva allapotban képesek
felvenni, emellett az atvitel valdsziniisége nagyobb, ha a felvételi szivast a vektor
larvaallapotban végezte (SINHA, 1960). A nemek korokozo-atviteli képességében is
kiilonboznek, jellemzéen a ndstényeké jobb, mint a himeké. Egymastol tavoli fitoplazma
csoportokhoz tartoz6 korokozok azonos novényfajokat is képesek fertézni kiilonbozo
helyeken. Vannak példak a rovarvektoroknal is kevert fertdzésre, mivel kutatasok bizonyitjak,
hogy ugyanabban a rovarban két kiilonboz6 fitoplazma torzs is el6fordulhat (PALMANO &
FIRRAO, 2000).

Az is eldfordul, hogy az egymadssal szoros rokonsagban 1évd fitoplazmakat taxondmiailag
kozel allo rovarfajok terjesztik. Ezen megfigyelésekbdl arra kovetkeztettek, hogy a
fitoplazmak az evolucié szempontjabol inkédbb kétddnek a rovarokhoz, mint a névényekhez

(BOUDON-PADIEU & MAIXNER, 1998).

A ’'Ca. Phytoplasma prunorum’-ot hordoz6 kabdcak aranya igen alacsony (CARRARO ET
AL., 2001).

2.2.1.2 Levélbolha

CARRARO ET AL. (200la) Olaszorszagban begyiijtott Cacopsylla pruni egyedek

segitségével meghataroztak a fitoplazma atvitel legfontosabb tulajdonsagait:
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A legrovidebb korokozo felvételi idé 2-4 nap. Igy a levélbolhdnak a fertézott novényen 2-4

napig kell taplalkoznia, hogy képes legyen a kérokozot tovabbadni.

A legrovidebb lappangasi id6 2-3 hét. Az atviteleket kdvetden, mennyi id6 elteltével tudtak a

koérokozot kimutatni a fertézott novényekben.

A legrovidebb fert6zési id6 1-2 nap. Ennyi idére van sziikség, hogy a fertézott levélbolha
egészséges fogékony novényeket megfertdzzon. A fertdzott levélbolhak fertdzoképességiiket

¢letiik végéig megtartjak.

Ezek alapjan a levélbolha atvitel tipikusan perzisztens jellegii. CARRARO ET AL., (2001b)
minden egyes novény és levélbolha esetében molekularis bioldgiai eljarasokkal (PCR/RFLP)
kimutattak a korokozo jelenlétét. A fitoplazma atvitele lehetséges a gamétak utjan is, mert a
‘Ca. P. prunorum’-ot petékbdl, larvakbol és frissen kelt imagokbol is sikeriilt kimutatniuk
(Tedeschi et al., 2006). Szamos esetben igazoltak, hogy a fitoplazma képes attelelni a
vektorszervezetben (KISS ET AL.. 2015, DAVIES & SINCLAIR, 1998, TEDESCHI ET AL.,
2003, CERRATO ET AL. 2001c).

SULE ET AL. 2005-2007 vizsgaltak a levélbolhak megjelenését az iiltetvényeken, azt
figyelték meg, hogy az atteleld levélbolhak februar végén jelentek meg a gyiimdlcsfak
rigyein és vesszdin. Az ilyenkor befogott imagok 30-40 %-ban voltak fitoplazmaval
fertozottek. A masodik, vilagosabb szinli egyedek viszont szinte teljesen mentesek voltak
fitoplazmatol (0-1 % a fert6zott egyeded szama), megjegyezték viszont, hogy az olajos és
abamektin hatéanyagli inszekticidek hatasara jelent6sen lecsokkent a Cacopsylla pruni
egyedszama. Aprilistol szeptemberig 5-10 %-ra emelkedett a fitoplazmaval fertdzott egyedek
szama. Szeptembertdl, a levélbolhdk szama megnétt, ezzel parhuzamosan ndvekedett a
fertdzott egyedek szdma is (15-20%), ezt a valtozast annak tulajdonitottak, hogy a
gylimolcsok betakaritdsa el6tt mar nem alkalmaztak rovarold szereket. Oktober kozepén az

egyedek mar 17-25 %-os fertdzottséget mutattak (JENSER ET AL., 2009, SULE, 2007).

A szilva-levélbolha még nem valt széleskoriien elterjedté Magyarorszagon, de jelen van
Budapest kornyékén, Vas megyében és Borsod-Abatj-Zemplém megyében is (Kovics-Tarcali
2015b).

Terjedésénck szempontjabdl fontos szerepe van az iiltetvény koriili tolerans fajoknak, mint a

kokény (Prunus spinosa), cseresznyeszilva (Prunus cerasifera), elvadult szilva (Prunus
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domestica), mivel ezek attelé helyként szolgalnak a levélbolhaknak (JARAUSCH ET AL.,
2000).

2.2.1.3 Cuscuta fajok
A Cuscuta nemzetségbe tartozd fajok levél nélkiili, megnyult, fonalszerli szarral rendelkezd
gyomnovények. Klorofillban szegények, ennek kovetkeztében més novényeken éldskddnek.
Az arankdk a szaron kifejlodd szivogyokerek, azaz hausztoriumaik segitségével veszik fel a
gazdanovénybdl a taplalékot, és ezzel egy idOben gyakran a virusokat, fitoplazmakat is. A
korokozé atvitele passzivan torténik, a parazita és a ndvény kozott zajlo taplalek aramlasa
kovetkeztében. A tdpanyagok a szivogyokér keresztiil mind a fert6zott, mind az egészséges
novény edénynyalab-rendszerébdl az aranka floémjébe jutnak, és itt keverednek egymassal. A
legtobb aranka faj alkalmas az atvitelre, de a hatékonysag fajonként kiilonboz6 Ilehet.
Legjelentdsebbek a Cuscuta subinclusa és a Cuscuta campestris fajok Olyan novényekre is
atviheté a korokozo arankdval, amelyek a szovet-inkompatibilitds miatt nem mutatjak az
atvitelt sem oltassal, sem szemzéssel (HORVATH & GABORJANYI, 1999), viszont a
Cuscuta fajokkal torténd fitoplazma terjedésnek csak lagyszaru kultirdkban lehet jelentdsége,

gylimolcsosokben nem mutattak ki jelentdségiiket fitoplazma vektorként.

2.3 Fitoplazmak elleni védekezési lehetoségek
A mar fertdzott, érzékeny fak a legtobb esetben -elpusztulnak (60-80%), spontan
tiinetmentességet csak ritkan tapasztaltak (MARCONE ET AL., 2010a). Mivel a fert6zott fak
a legtobb esetben elpusztulnak, nincs a védekezés ellen kidolgozott ndévényvédelmi

technolégia, igy a védekezés tehat csak a megeldzés lehet.

Ehhez ismerni kellene a fertézés forrasait €s terjedési lehetdségeit. A fert6zés forrasai a beteg
novények és a korokozot hordozo tiinetmentes fak, cserjék, melyek vektorok kozvetitésével

terjednek.

Ezért a szaporitdanyag egészségessége kiemelten fontos, csak ellendrzott forrasbol szarmazo
szaporit6 anyag valasztasa telepitéskor. A masik védekezési megoldés a vektorok korlatozésa.
Jovobeni lehetdség lenne a rezisztencia-nemesités, de annak még szamos nehézsége van

(AUDERGON, 1997, SULE 2014).

A korokozo vektora a szilva-levélbolha (CARRARO ET AL., 2001d, FIALOVA ET AL.,
2007, TEDESCHI ET AL., 2006, TORRES ET AL., 2004) elleni célzott védekezés.
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A hatasos védekezés kidolgozasdhoz ismerniink kell a levélbolha korokozd terjesztését
meghatarozo tulajdonsagat, illetve populaciodinamikajat (egyedszdm, vandorlas iranya,

fontosabb populacios és fejlodési idépontok) (BOZSIK, 2014a).

Ezeket az eurdpai orszagok tobbségében mar pontosan meghataroztak (CARRARO ET AL.,
2001e, TEDESCHI ET AL., 2006, FIALOVA ET AL., 2007, MARCONE ET AL., 2010b).

Hazankban még errdl pontos adatokat eddig senki se kozolt.

A védekezést mar kora tavasszal az imagok ellen meg kellene kezdeni, majd a peterakas
idején kell megakadalyozni elszaporodasukat. Viragzaskor valamint késo tavasszal és nyaron
szelektiv beavatkozasra van sziikség a méhek és a természetes ellenségek védelme érdekében

(MARCONE ET AL., 2010c).

Az alanyok altalaban Prunus domestica, P. cerasifera és P. salicina. Ezen fajtak tobbnyire
nagyszamu sarjat hoznak, amelyek a Cacopsylla pruni kedvelt tapnovényei. Ezért a
levélbolhdk visszavandorlasat megel6zden gondoskodjunk az alanysarjak eltavolitasarol

(LABONNE AND LICHOU, 2004 IN MARCONE ET AL., 2010).

Emellett a fertdzott fak eltavolitasa az iiltetvénybdl nagyon fontos, mivel fert6zési forrasként

szolgalhatnak a korokozo terjesztéséhez.

A vadon eléfordulé Prunus fajok a koérokozod fennmaradasaban fontos szerepet jatszanak,
ezért az iltetvények kozelében ezek vizsgalata és a fert6zott egyedek eltavolitasa indokolt
(MARCONE AT AL., 2010d).

Mind az alanyok, mind a nemes részt illetden is Sziikség van rezisztens fajtakra. Ezek
érzékenysége a fitoplazmaval szemben kiilonbozd ellendllosdgot mutatnak. Eddig a
gyakorlatban felhasznalhatd rezisztens szaporitdé anyagot nem talaltak. A legnhagyobb
ellenalloképességet tobb keresztezett ringlofajta esetén talaltak, de ezek sem mutattak szaz
szazalékos ellenallosagot (JARAUSCH ET AL., 2000).

A korabbi években voltak kisérletek avirulens vagy gyenge fert6zoképességii
korokozotorzsek felhasznalasaval torténd keresztvédettség kialakitasara (MORVAN ET AL.,
1986 IN MARCONE ET AL., 2010), de az ezekkel kapcsolatos adatok még hidnyosak.

A célzott védekezés érdekében az liltetvények termesztési kdrzeteiben folyamatosan meg kell
figyelni a Carcopsylla pruni népességvaltozasat: egyedszam (ivararany is), a vandorlas iranya

(érkezés az tiltevényekbe, parosodasi, peterakasi idOszak, az ij nemzedék megjelenése, a
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vandorlas kezdete, érkezés a teleldhelyre), fontosabb populacids és fejlddési idépontok
(érkezés az iiltevényekbe, parosodasi, peterakasi idészak, az j nemzedék megjelenése, a

vandorlas kezdete, érkezés a teleldhelyre) (BOZSIK, 2014b).

Erre épiilhet a 'Ca. P. prunorum’ természetben el6forduld gazdandvényeinek helyi felderitése
¢s azok fert6zottségének megéllapitdsa, és erre alapozva olyan ndvényvédelmi technologia

hasznalata, amely figyelembe veszi a kdrnyezeti €s fenntarthatosagi szempontokat egyarant.
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3. Anyag és modszer

3.1. Mintavétel

Kutatisomhoz az Erdi Gyiimélcstermesztési Kutatointézet izolatorhazabol, régi és 1j
torzsiiltetvényérdl, illetve termd iiltetvényrdl kiilonbozd kajszibarack fajtakrol gytjtottiink

mintakat (3. abra).

A mintdul szolgédlo leveleket 2016. majus 11-én az érdi Elvira majorbdl gyijtottiik, négy

kiilonb6z6 helyszinrdl, egy izolatorhdzbodl, oreg torzsiiltetvénybol, 0j torzsiiltetvénybdl és

terméiiltetvénybol. A leveleket a felhasznalasig -70 °C-on taroltuk.

3. abra. Teriileti elhelyezkedés (forras: Google Maps)

Mintavételezés soran gylijtott mintakat a 2. tablazatban szemléltetem.
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2. tablazat: Gyitijtott mintak

Izolatorhaz Uj torzsiiltetvény Oreg torzsiiltetvény
1| Ceglédi orias 1| Ligeti orias 1| Budapest
2| Ceglédi bibor 2| Ceglédi bibor 2 | Gonci magyar
3 | Bergeron 3 | Bergeron 3 | Ceglédi bibor
4 | Budapest 4 | Budapest 4 | Ceglédi bibor
5| Ceglédi arany 5| Ceglédi arany 5 | Cseresznye Rita
6 | Ceglédi orias 6 | Ceglédi orias 6 | Harmat
7| Ceglédi piroska | 7| Ceglédi 6rids 7 | Korai piros
8 | Ceglédi bibor 8| Ceglédi arany 8 | Korai piros
9| Gonci magyar | 9| Ceglédi 6rids 9| MK132
10 | Harcot 10 | Gonci magyar 10 | Magyar kajszi
11| Harmat 11| Harcot 11| Pannonia
12 | Harmat 12 | Harcot 12 | Panndnia
13| Korai piros 13 | Harcot Terméiiltetvény
14| Ligeti Orias 14 | Harmat 1 | Beteg
15 | Magyar kajszi |15 | Korai piros 2 | elpusztult
16 | Maliga kajszi | 16 | Magyar kajszi 3 | Fiatal gyanus
17 | Mandula kajszi | 17 | Magyar kajszi 4 | Flavorcot
18 | OrangeRed 18 | Maliga kajszi 5 | Flavorcot
19 | Pannénia 19 | Mandula kajszi 6 | Flavorcot
20 | Rakovszky 20| Orange red 7| Gonci magyar
21 | Rozskajszi 21 | Pannonia 8 | Sweetcot
22 | Velcot 22 | Pannbnia 9 | Sweetcot
23 | Rakovszky
Izolatorhaz

Izolator alatt a Sharka (PPV) gazda csonthéjasok elit egyedeit tartjak, kiilon halo alatt a

kajszit, Gszit €s szilvat.

fgy azt steril, vektormentes kornyezet jellemzi, kizarélag magyar fajtak nének az

izolatohazakban (4. abra).
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4. abra. Izolatorhazak (forras: Google Maps)
Mintavétel soran a mintazott egyedekrdl tényképeket készitettiink. A szemle soran a

kiilonboz6 fajtak egészségesnek tiintek.

5. abra. Izolatorhazban talalhaté kajszi gyiimélesfak (forras: sajat felvételek)
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Uj torzsiiltetvény

Az 1j torzsiiltetvényt néhany éve telepitették az izolatorhazakbdl szarmazd magyar fajtakkal.
Az allomény nagy része egészségesnek tlint a mintavételezés soran, de nagyon sok

rovarkartétel volt megfigyelhetd szamos fan (6. abra).

6. abra. Uj terméiiltetvénynél talalhaté kajszi gyiimolesfak (forras: sajat felvételek)
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Oreg torzsiiltetvény

Foéleg magyar kajszifajtak, illetve mintavételre keriilt egy jellemz6 ,,boszorkanysepriisodés”

tiinettel rendelkezo cseresznyefajta is.

Az Oreg torzsiiltetvényben kiilonbozdé allapott fakkal talalkoztunk. Voltak betegnek, és

egészségesnek latszo egyedek is (7. abra).

7. abra. Oreg torzsiiltetvénynél talalhaté kajszi gyiimolesfak (forras: sajat felvételek)
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Terméiiltetvény

A termd iiltetvényen foleg francia fajtakat termesztenek, de magyar fajtak is megtalalhatoak.
A fajtavalasztasa piaci igényeknek megfeleld, a termelt gylimolcs értékesitése a Gyiimolcsért
TESZ keretein beliil torténik.. Az itt mintizott egyedek nagy része fitoplazma fertézésre

jellemzd tiineteket: sargulas, levélsodrodéas mutatott (8. &bra).

8. abra. Terméiiltetvénynél talalhato kajszi gyiimolcsfak (forras: sajat felvételek)
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3.2.  DNS tisztitas
A fitoplazma DNS legnagyobb mennyiségben az erekbdl, levélnyelekbdl, és a floémbdl
vonhato ki. Az 6sszegyiijtott levélmintakbol NucleoSpin® Plant I (MACHEREY-NAGEL)
kit segitségével DNS-t vontunk ki. Az izolatorhazbdl 22 db mintat, az oreg torzsiiltetvénybol
12 db, az 0 torzsiiltetvénybdl 23 db, illetve a termdiiltetvénybdl, 9 db mintat vizsgaltunk,

O0sszesen 66 db minta allt a rendelkezésiinkre.
A DNS tisztitds menete:

1. A minta homogenizéalasa

2. A sejtek lizise (sejtfeltaras)
A mintahoz 400 pl PL1 Buffert és 10 ul RNase A-t adunk, majd Osszekeverjiik a
mintaval.
Ezt kdvetben 10 percig, 65 °C-on tartjuk.

3. A minta tisztitasa a tormelékektol
NukleoSpin sziirdre helyezziik a feltart sejteket, majd két percig centrifugaljuk.
Az atfolyohoz hozzdadunk 450 pl PC Buffert, majd vortexeljiik.

4. DNS kotése az oszlophoz
A tormelékektdl megtisztitott, feltart sejteket NukleoSpin Plan Il. oszlopra helyezziik,
majd egy percig centrifugaljuk. A minta DNS taralma ekkor az oszlophoz kotve
marad.

5. Mosas
Az oszlophoz kotott DNS-t 3 1épésben mossuk, ekkor az esetlegesen megkotott
szennyezd anyagok az oldatba keriilnek, a mosas végén mar csak a tiszta DNS marad
az oszlophoz kétve.
1. Mosas: 400 pul PW1 Buffert mériink az oszlopra, majd egy percig centrifugaljuk.
2. Mosas: 700 pl PW2 Buffert mériink az oszlopra, majd egy percig centrifugaljuk.
3. Mosas: 200 pul PW2 Buffert mériink az oszlopra, majd egy percig centrifugaljuk.

6. DNS elucioja az oszloprol

Az oszlopra 50ul PE Buffert mériink, majd 65 °C-on 5 percig tartjuk, ezt kdvetéen egy

percre centrifugdljuk maximalis fordulaton, majd ezt a 1épést megismételjiik.

Az igy nyert tisztitott DNS mindségét és mennyiségét 1,2% agardz gélen valo elvalasztas utan

vizualizalva illetve Nanodrop spektrofotométeren mérve allapitottuk meg. Tisztitott DNS
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mintaink altalaban megfeleld koncentracioval rendelkeztek a tovabbi vizsgalatokhoz. Pozitiv

kontrolként Aster Yellows fitoplazmaval fert6zott Tagetes-t hasznaltunk.

3.3. Fitoplazma detektalas PCR-el

A PCR reakciohoz univerzalis (P1 és P7) és 16SrX csoportspecifikus (fO1 és rO1)
inditészekvenciakat hasznaltunk (DANET ET AL., 2011).

A reakcioelegy az alabbi 6sszetevokbdl allt 1 PCR reakciora:

MQ: 8,4 ul
5xBuffer: | 3 ul
10mM
anTp: | O3 H
Primerek:
forward lul
—

reverz «— :| lul
Phire
enzim:

Templat 1l

0,3 ul

A fitoplazma DNS fragmenteket negyven ciklusban szaporitottuk fel a kovetkez6 paraméterek

mellett:

1. Denaturacio: A kett6s szalu DNS-t 98 °C-ra heviti, hogy a szalak szétvaljanak. A
két DNS — szalat 6sszekotd hidrogénkotések felbomlanak. Id6tartam: 10 sec.

2. Annealing: A DNS szélak szétvaladsa utdn a hdmérséklet csokken, igy a primerek
hozz4 tudnak kapcsolddni a DNS-szalakhoz. Ennek a hdmérséklete a primerektdl
fiigg, esetiinkben: 55 °C. Id6tartam: 10 sec.

3. Lanchosszabitas: a DNS-polimerdz 1étrehozza a hidnyz6 szélat. A kapcsolddott
primerrel kezdi, és végigmegy a DNS szalon. A szintetizalds soran a sziild
nukleinsavszal szolgal templatként a leany lanc szintetizalasdhoz. A hosszabbitas
homérséklete a DNS polimerdztol fiigg. A 1épés iddigénye egyrészt fiigg magatol a
DNS-polimeraztol, masrészt az amplifikalandd6 DNS-szakasz hosszatol. Ebben az

esetben 72°C- on, melynek idétartama: 20 sec.
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A mintakat eldszor univerzalis (P1-P7), 1784 bp méretii terméket amplifikald primerekkel
vizsgaltuk. Ezekkel a primerekkel minden eddig ismert fitoplazmat ki lehet mutatni.

Hasznalatukkal azt tudjuk megallapitani, hogy az adott minta fert6zott fitoplazmaval.
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Nested PCR

Az fO1-rO1 primerekkel, az els6 PCR reakcioban termékként kapott DNS hasznalva
templatként, egy 1071 bp nagysagti DNS terméket kapunk, abban az esetben, ha az altalunk
vizsgalt fitoplazma a (16SrX) almafa boszorkanysepriisodése csoportba tartozik. Ez a
modszer a kimutatas érzékenységét jelentdsen noveli. A Nested PCR-t ugyanazokkal a

paraméterekkel végeztiik el, mint az egyszerii PCR esetében.

A fragmentek méretének becslésére a mintakkal egy gélen elvalasztott GeneRuler DNA

Ladders markert hasznaltam.

100 bp Plus

1.7% agarose

Az els6 PCR-nél, melyet univerzalis primerekkel végeztiink el 1784 bp-os terméket vartunk,
mig masodik PCR-nél specifikus primerek hazsnalataval 1071 bp terméket kerestiink, ami

igazolja, hogy az adott minta fitoplazma fert6zott, vagy sem.

3.4. PCR termékek izolalasa agaroz gélbol és tisztitasa

A kivalasztott mintak PCR termékeit 12% agaroz gélen elvalasztottuk, majd a megfeleld
méretil terméket kivagtuk az agar6z gélbol. A termék lathatova tételére UV fényt, a

kivagashoz steril szikét hasznaltunk.

Kovetkezo 1épésként a Thermo Scientific GeneJET Extraction Kit segitségével izolaltam és

tisztitottam a fragmentet az agardz gélbdl:
1. A mintakhoz 100 pul kété-puffert (Binding Buffert) adtunk

24



2. Azigy kapott elegyet 65 °C-on melegitettiik 10 percig

3. A feloldott terméketGenelet tisztitooszlopra helyeztiik, majd 1 percig, maximalis
fordulaton centrifugaltuk.

4. Az atfolyot eldobtuk, és az oszlopra 100 ul koté-puffert (Binding Buffer) pipettaztunk,
majd 1 percig, maximalis fordulaton centrifugaltuk.

5. Az atfolyot eldobtuk, és az oszlopra 700 pl mosé puffert (Washing Buffer)
pipettaztunk, majd 1 percig maximalis fordulaton centrifugaltuk.

6. Az atfolyot eldobtuk, és az oszlopot még egy percig maximalis fordulaton
centrifugaltuk, hogy biztosan megtisztuljon az alkoholt tartalmazé mos6 puffertl

7. Atiszta DNS-t az oszloprol 50ul Elucios pufferrel (Elution Buffer) elualtuk: a puffert
az oszlopra pipettaztuk, majd az oszlopot tiszta csdbe helyezve egy percig maximalis

fordulaton centrifugaltuk.

Az igy kapott tiszta termék mennyiségét 1,2% agardz gélen valo elvalasztassal ellendriztiik,

majd megfeleld inditdészekvenciak segitségével a BIOMI Kft-vel megszekvenaltattuk.
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4. Eredmények

4.1 DNS kivonas
A DNS kivonashoz NucleoSpin® Plant II (MACHEREY-NAGEL) kit-et hasznaltunk. Az igy

kapott mintdk megfeleld koncentracioval rendelkeztek a tovabbi vizsgalatokhoz.

A modszer jol miikodott a csonthéjas mintakon (9. abra), segitségével egy levélbol 150-500

ng/ul DNS-t nyertiink ki.

)
w
-

5 6 7 8 9 10 11 12 13 12 13

"""“" .'“'b -

9. abra. Az izolatozhazbol szairmaz6é mintak DNS kivonatainak képe 1,2% agaro6z gélen valo elvalasztas
utan.

4.2 Izolatorhaz fitoplazma fert6zottségének vizsgalata

Kutatasom soran 22 darab minta fitoplazma fert6zottségét szerettem volna megallapitani.

A mintdk DNS kivonatair6l el6szor univerzalis (P1-P7), 1784 bp-o0s terméket amplifikald

primerekkel végeztem PCR reakciot.

A PCR eredményeképpen kapott termékeket templatként hasznalva nested PRC reakciokat
inditottunk, melyhez 16SrX csoport specifikus (fO1 és rO1) inditoszekvenciakat hasznaltunk.

A PCR reakciok eredményeképpen az aldbbi eredményeket kaptuk (10. abra).
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10. abra. Az izolatorhaznal gyiijtott mintak DNS kivonasainak nested PCR analizise A/P1/P7 altalanos
fitoplazma specifikus B/fO1/rO1 16SrX csoportspecifikus inditoszekvencidkat hasznalva. Az fO1/rO1
primerekkel végzett PCR reakciohoz a P1/P7 primerekkel amplifikalt termékek szolgaltak templatként.
M: Marker: 100 bp Plus

+K: Aster Yellow fitoplazmaval fert6zott Tagetes DNS kivonatat hasznaltuk.

-K: templat helyett desztilallt vizet hasznaltunk.

Vizsgalatunkbol az deriilt ki, hogy az izolatorhazbol gytijtott mintak fitoplazma mentesnek
tekinthetéek.

Osszegezve a kapott eredményeket a 3. tablazatban szemléltetem.
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3. tablazat: Izolatorhazbol szarmazo6 mintakbol kapott eredmények 6sszegzése

Izolatorhaz fitoplazma| ESFY
Ceglédi orias 1/1 - -
Bergeron 1/5 - -
Ceglédi orias 1/9 - -
Ceglédi arany 1/13 - -
Harcot 1/17 - -
Ceglédi bibor 1/21 - -
Ceglédi bibor 1/23 T - -
Gonci magyar 1/25 - -
Rakovszky 1/30 - -
Maliga kajszi MK132 2/1 - -
Budapest 2/5 - -
Pannoénia 2/9 - -
Ceglédi piroska 2/13 - -
OrangeRed 2/17 - -
Harmat 2/21 (+) -
Harmat 2/22 T (+) -
Mandula kajszi 2/25 - -
Velcot 2/29 - -
Ligeti orias 3/1 - -
Roézskajszi 3/5 - -
Korai piros 3/9 - -
Magyar kajszi 3/13 - -
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4.3 . Uj torzsiiltetvény fitoplazma fertézottségének vizsgalata

Az 1) torzsiiltetvénynél gyijtott mintakbol is eldszor DNS-t vontunk ki. Ezt kovetden

univerzalis (P1-P7), 1784 bp-os terméket amplifikald primerekkel végeztiink PCR reakciokat.

Ezt kovetéen a PCR-b6l kapott terméket hasznalva templatkéntujabb nested PRC reakciokat
mértiink 6ssze, melyhez 16SrX csoportspecifikus (fO1 és rOl) inditoszekvenciakat

hasznaltunk.

A PCR reakciok eredményeképpen az alabbi eredményeket kaptuk (11. abra).
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11. abra. A termadiiltetvényen gyiijtott mintak DNS Kivonasainak nested PCR analizise A/P1/P7 altalanos
fitoplazma specifikus B/fO1/rO1 16SrX csoportspecifikus inditészekvenciakat hasznalva. Az fO1/rO1
primerekkel végzett PCR reakciohoz a P1/P7 primerekkel amplifikalt termékek szolgaltak templatként.
M: Marker: 100 bp Plus

+K: Aster Yellow fitoplazmaval fert6zott Tagetes DNS Kkivonatat hasznaltuk.

-K: templat helyett desztilallt vizet hasznaltunk.

Az abra jol szemlélteti, hogy az elsé korben haszndlt univerzalis primerekkel (P1/P7) nem

sikeriilt kimutatni a fitoplazma jelenlétét a mintakbol.

Az érzékenyebb primereket (fO1/rO1) hasznalva viszont mar talaltunk fitoplazmat a
mintakban. Megfigyelhetd, hogy a 23 db mintdbol 8 db fertézott fitoplazmaval az 1)

torzsiiltetvények esetében (4. tablazat)
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4, tablazat: Uj torzsiiltetvénybol szarmazo mintakbol kapott eredmények osszegzése

Uj torzsiiltetvény (UT) fitoplazma| ESFY
Ligeti 6rids 11/22 -
Gonci magyar 8/1 -
Bergeron 8/25 -
Ceglédi arany 9/1 (gyanus) -
Ceglédi bibor 9/26 -
Orangered 11/17 - -
Harmat 11/8 -
Budapest 11/2 - -
Ceglédi arany 9/19 - -
Magyar kajszi 11/24 - -
Harcot 10/40 - +
Magyar kajszi 11/33 - -
Harcot 10/31 - -
Ceglédi orias 10/20 - -
Rakovszky 8/43 - -
Mandula kajszi 11/39 - +
Korai piros 10/42 - -
Pannonia 12/2 - +
Ceglédi orias 10/1 - -
Ceglédi orias 10/24 - -
Maliga kajszi 9/42 - -
Pannoénia 12/8 - -
Harcot (gyanus)10/40 - +

+ |+ |+ [+ |+
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4.4 . Oreg torzsiiltetvény fitoplazma fertézottségének vizsgalata

Kutatdsomhoz az oreg torzsiiltetvényrdl 12 darab mintat vizsgaltam.

A mintak DNS kivonatairol elészor univerzalis (P1-P7), 1784 bp-os terméket amplifikalo

primerekkel végeztem PCR reakciot.

Ezt kovetéen a PCR eredményeképpen kapott termékeket templatként hasznalva nested PRC
reakciokat inditottunk, melyhez 16SrX csoportspecifikus (fO1 ¢és rO1) inditoszekvencidkat
hasznéltunk.

A PCR reakciok eredményeképpen az alabbi eredményeket kaptuk (12. abra).

M 1 2 3 45 6 7 8 91011 12 +K

N
S a~
M ;7 2 3 4 5 6 7 8 910 11 12+K
B e — — — = —
—
—
@Kv—
\Q - —_—

& a*ae -~

12. abra. Az torzsiiltetvénynél gyiijtott mintak DNS kivonasainak nested PCR analizise A/P1/P7 4ltaldnos
fitoplazma specifikus B/fO1/rO1 16SrX csoportspecifikus inditészekvenciakat hasznalva. Az fO1/rO1
primerekkel végzett PCR reakciohoz a P1/P7 primerekkel amplifikalt termékek szolgaltak templatként.
M: Marker: 100 bp Plus

+K: Aster Yellow fitoplazmaval fert6zott Tagetes DNS Kkivonatat hasznaltuk.

-K: templat helyett desztilallt vizet hasznaltunk.

PCR eredményeink azt mutatjak, hogy amig az univerzalis primerek hasznélataval (A) csak a
pozitiv kontrollban volt kimutathat6 a fitoplazma, az érzékenyebb csoport specifikus primerek
hasznalataval (fO1/rO1) mar a 12 db mintabol, 5 db minta fertézott 16SrX csoportba tartozo

fitoplazmaval.

Eredményeinket az 5. tdblazatban szemléltetem.
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5. tablazat: Oreg torzsiiltetvénybdl szarmazé mintakbél kapott eredmények osszegzése

Oreg torzsiiltetvény (OT) |fitoplazma| ESFY
beteg - -
Pannoénia - -
Pannoénia 17/40 -
Ceglédi bibor 18/45 -
Ceglédi bibor 18/42 - -
Gonci magyar 19/40 -
Budapest 23/42-45 - -
Korali piros 27/38-40 - -
Mk132 29/27-40 - +
Harmat 30/37 - -
Cseresznye rita 29/35 - +
Korai piros 27/36-40 - +

+
+
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4.5 . Termdiiltetvény fitoplazma fertozottségének vizsgalata

Az termétorzsiltetvénynél gyiijtott mintakbol DNS kivonast kovetéen univerzalis (P1-P7),

1784 bp-os terméket amplifikalo primerekkel vizsgaltuk a mintakat elsé 1épésben.

Ezt kovetéen — a korabbi gyakorlattal megegyezden - a PCR-bdl kapott termékeket tovabb
vizsgaltuk nested PCR-rel, melyhez 16SrX csoportspecifikus (fO1 és rOl)

inditdszekvencidkat hasznaltunk.

Az fO1 és rO1 primerekkel vizsgalt PCR reakcid az alabbi eredményeket adta. (13. abra)

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9
-— e e G e G —

& tetee tte

13. abra. FO1/rO1 16SrX csoportspecifikus inditoszekvenciakat hasznalva. Az fO1/rO1 primerekkel
végzett PCR reakciohoz a P1/P7 primerekkel amplifikalt termékek szolgaltak templatként.

M: Marker: 100 bp Plus

+K: Aster Yellow fitoplazmaval fertézott Tagetes DNS kivonatat hasznaltuk.

-K: templat helyett desztilallt vizet hasznaltunk.
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Az eredmények azt mutatjak, hogy a termdiiltetvénynél gyiijtott 9 db mintabol, 8 db fertdzott

fitoplazmaval, ez nagyon erds fertdzési ratat mutat.

Osszegzésképpen a 6. tablazatban szemléltetem a termdiiltetvény mintaibol kapott

eredményeket.

6. tablazat: Termdiiltetvénybol szarmazo mintakbol kapott eredmények osszegzése

Terméiiltetvény Sanger
fitoplazmaPCR | 16SrX [szekvenalas

T 2/1 beteg (+) + +
T/2 Sweetcot + +

T/3 Sweetcot + +

T/4 Gonci magyar - +

T/5 Flavorcot + + +
T/5 sarj

T/6 Flavorcot + -

T/7 elpusztult + +

T/8 Flavorcot + +

T/9 fiatal gyanus + + +

4.6 Tisztitott mintak szekvenalasa

Tovabbi analizisre 3 db mintat valasztottunk ki, melyek fO1/rO1 16SrX csoportspecifikus
primerekekel lettek amplifikalva. A PCR termékeket gélbdl kivagtuk, tisztitottuk és
szekvenaltattuk.

16SrX csoportbol csak a 'Ca. Phytoplasma mali’ teljes genomja ismert, ezért megkerestiik

ezen a szekvencidn az fO1/rO1 primerekkel hatarolt génszakaszt.

Ezt a "Ca. Phytoplasma mali’ spcifikus 16S rRNS génszakaszt hasonlitottuk 6ssze az NCBI
BLAST program segitségével az NCBI adatbazisiban taldlhatdo szekvencidkkal. Az
Osszehasonlitas azt mutatta, hogy ez a DNS szakasz legjobban ‘Ca Phytoplasma prunorum’

"Ca. Phytoplasma pyri’ és 'Ca. Phytoplasma mali’ 16StRNS szekvencidkhoz hasonlit.

A Clustal Omega illesztd program segitségével meg lehet allapitani, hogy bizonyos
szekvencidk, mennyire hasonlitanak, mennyire térnek el egymastol, illetve bazisbarra

lebontva lathatd hol van az eltérés a szekvenciakban.

Tehat a BLAST program segitségével kigyiijtott szekvencidkat bemasoltuk a Clustal Omega

programba, amely elkészitette az illesztéseket. A csillaggal jelolt részek teljes egyezést
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jelentenek a szekvenciak kozott, ahol nincs csillag ott bazispar eltérés van, egy vagy tobb

szekvenciaban is.

Az szekvencia illesztéshez nemcsak az adatbazisbol kigylijtott szekvencia darabokat
hasznaltuk fel, hanem a termdiiltetvényr6l szarmazé mintainkrol (T1, T5, T9), altalunk
amplifikalt fO1 és rO1 primerekkel készitett PCR termékek szekvencidjat is. A szekvenalas

eredménye alapjan egyértelmi, hogy 'Ca Phytoplasma prunorum’ van a mintankban, mivel

99%-o0s egyezést mutat az adatbazisban talalhat6 izolatum szekvenciajaval (14. abra).

T9_ 168

T5_16S
DQ011588.1 pyri 16S
AJ542543.1 pyri 16S
CU469464_mali_16S

T1 168

AM933142.1 prunorum 168
AJ575105.1 prunorum 16S
AJ575106.1 prunorum 168
AJ542544.1 prunorum_16S
JF730310.1 prunorum 168

T9_ 168

T5_16S
DQ011588.1 pyri 16S
AJ542543.1 pyri 16S
CU469464_mali_16S

T1 165

AM933142.1 prunorum 168
AJ575105.1 prunorum_ 16S
AJ575106.1 prunorum 168
AJ542544.1 prunorum_16S
JF730310.1 prunorum 168

T9 168

T5_16S
DQ011588.1 pyri 16S
AJ542543.1 pyri_16S
CU469464 mali 16S

T1 168

AM933142.1 prunorum 165
AJ575105.1 prunorum 168
AJ575106.1_ prunorum_16S
AJ542544.1 prunorum 168
JF730310.1_prunorum_16S

14. abra. Az NCBI adatbazisban megtalalhato ’Ca Phytoplasma prunorum’, ’Ca Phytoplasma pyri’ és ’Ca

Phytoplasma mali’ és az érdi terméiiltetvényrél szarmazé mintak szekvenciainak illesztése Clustal Omega

programmal.

TTCTTTTATTAAAGAAGAAAAAATGATGGAAAAATCATTCTGACGGTATTTAATGAATAA
TTCTTTTATTAAAGAAGAAAAAATGATGGAAAAATCATTCTGACGGTATTTAATGAATAA
TTCTTTTATTAAAGAAGAAAAAATGATGGAAAAATCATTCTGACGGTATTTAATGAATAA
TTCTTTTATTAAAGAAGAAAAAATGATGGAAAAATCATTCTGACGGTATTTAATGAATAA
TTCTTTTATTAAAGAAGAAAAAATGATGGAAAAATCATTCTGACGGTATTTAATGAATAA
TTCTTTTATTAAAGAAGAAAAAATGATGGAAAAATCATTCTGACGGTATTTAATGAATAA
TTCTTTTATTAAAGAAGAAAAAATGATGGAAAAATCATTCTGACGGTATTTAATGAATAA
TTCTTTTATTAAAGAAGAAAAAATGATGGAAAAATCATTCTGACGGTATTTAATGAATAA
TTCTTTTATTAAAGAAGAAAAAATGATGGAAAAATCATTCTGACGGTATTTAATGAATAA
TTCTTTTATTAAAGAAGAAAAAATGATGGAAAAATCATTCTGACGGTATTTAATGAATAA
TTCTTTTATTAAAGAAGAAAAAATGATGGAAAAATCATTCTGACGGTATTTAATGAATAA

Rk ik b bk b b b b bk bk b R b R R R b

TTTATTGGGCGTAAAGGGTGCGTAGGCGGTTAAATAAGTCTATGGTATAAGTTCAACGCT
TTTATTGGGCGTAAAGGGTGCGTAGGCGGTTAAATAAGTCTATGGTATAAGTTCAACGCT
TTTATTGGGCGTAAAGGGTGCGTAGGCGGTTAAATAAGTCTATGGTATAAGTTCAACGCT
TTTATTGGGCGTAAAGGGTGCGTAGGCGGTTTAATAAGTCTATGGTCTAAGTTCAACGCT
TTTATTGGGCGTAAAGGGTGTGTAGGCGGTTTAATAAGTCTATGGTATAAGTTCAACGCT
TTTATTGGGCGTAAAGGGTGCGTAGGCGGTTAAATAAGTCTATGGTATAAGTTCAACGCT
TTTATTGGGCGTAAAGGGTGCGTAGGCGGTTAAATAAGTCTATGGTATAAGTTCAACGCT
TTTATTGGGCGTAAAGGGTGCGTAGGCGGTTAAATAAGTCTATGGTATAAGTTCAACGCT
TTTATTGGGCGTAAAGGGTGCGTAGGCGGTTAAATAAGTCTATGGTATAAGTTCAACGCT
TTTATTGGGCGTAAAGGGTGCGTAGGCGGTTAAATAAGTCTATGGTATAAGTTCAACGCT
TTTATTGGGCGTAAAGGGTGCGTAGGCGGTTAAATAAGTCTATGGTATAAGTTCAACGCT

KAXAXKAAKAKAKAAAAAAAAKAAKAAKX AAAAAAAAAKN AAAAAAAAAAAAAK, A AKX A A A A A A KKK

ATGTGTAGCGGTAAAATGCGTAAATATATGGAGGAACACCAGTAGCGAAGGCGGCTTGCT
ATGTGTAGCGGTAAAATGCGTAAATATATGGAGGAACACCAGTAGCGAAGGCGGCTTGCT
ATGTGTAGCGGTAAAATGCGTAAAGATATGGAGGAACACCAGTAGCGAAGGCGGCTTGCT
ATGTGTAGCGGTAAAATGCGTAAAGATATGGAGGAACACCAGTAGCGAAGGCGGCTTGCT
ATGTGTAGCGGTAAAATGCGTAAATATATGGAGGAACACCAGTAGCGAAGGCGGCTTGCT
ATGTGTAGCGGTAAAATGCGTAAATATATGGAGGAACACCAGTAGCGAAGGCGGCTTGCT
ATGTGTAGCGGTAAAATGCGTAAATATATGGAGGAACACCAGTAGCGAAGGCGGCTTGCT
ATGTGTAGCGGTAAAATGCGTAAATATATGGAGGAACACCAGTAGCGAAGGCGGCTTGCT
ATGTGTAGCGGTAAAATGCGTAAATATATGGAGGAACACCAGTAGCGAAGGCGGCTTGCT
ATGTGTAGCGGTAAAATGCGTAAATATATGGAGGAACACCAGTAGCGAAGGCGGCTTGCT
ATGTGTAGCGGTAAAATGCGTAAATATATGGAGGAACACCAGTAGCGAAGGCGGCTTGCT

R S S SR R R I S
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5. Kovetkeztetések, javaslatok

A fitoplazmak okozta megbetegedések egyre jelentdsebb karokat okoznak a
gylimolcstermesztésben, de legjelentdsebb veszteségekrdl a kajszi iiltetvények esetében
szamolnak be a kutatdsok. Mint Eurdpdban, mint Magyarorszdgon egyre inkabb teret nyer

maganak a korokozo.

Kutatdsainkb6l kideriilt, hogy a fitoplazma jelen van az altalunk vizsgélt, érdi kajszi
tiltetvények egy részében. Legmagasabb fertézottséget a termdiiltetvényben talaltunk. Az
iiltetvényre jellemz6, hogy a piaci igényeknek megfeleld volt a fajtavalasztds, a keresett
francia fajtakat valasztottak. Ezen az iiltetvényen mar az univerzalis primerek hasznalataval is
kimutathaté volt a korokoz6, mig a tobbi teriileten csak az érzékenyebb, specifikusabb

primerekkel tudtunk a fitoplazma jelenlétét kimutatni.

Fontos kiemelni még azt a tényt is, hogy az izolatorhazban gyijttt mintak 100 %-ban
egészségesnek bizonyultak, ez azt jelenti, hogy az 0j torzsiiltetvénybe kizarolag egészséges
szaporito anyag keriilt a magyar fajtakbol, igy a torzsiiltetvények fertézottsége
feltételezhetdleg vektoroknak koszonhetd. Ezért a tovabbiakban célszerli lenne felmérni a
lehetséges vektorokat, azok populaciédinamikajat megfigyelni, emellett célszerii lenne kutatni
a lehetséges fert6zo forrasokat is a teriiletek korzetében. Tovabba ajanlott lenne meghatarozni

a fert6zott fakat, ezek eltavolitasa sajnos nélkiilozhetetlen a korokozoé megéllitdsdban.

A szekvenalt eredményeinkbdl az lathatd, hogy a szekvenciak nagyon hasonloak. Ezekbdl az
adatokbol arra kovetkeztethetiink, a 16S gén alapjan, a ra tervezett primerekkel nem lehet
kiilonbséget tenni az azonos csoportba tartozo, de eltérd fajtaju fitoplazmak kozott, mivel
szekvencidik minimalis eltérést mutatnak. A tovabbiakban azt tervezzilk, hogy mas
fitoplazma géneket amplifikalunk mintainkb6l, melyek alapjan egyértelmiien megallapithato
lesz majd, hogy a 16SrX csoportbol valoban a 'Ca. Phytoplasma prunorum’ fertézte az
altalunk vizsgalt kajszi fakat. Amennyiben kellden variabilis gént sikeriil talalnunk az
Osszehasonlitasra, az tiltetvény kiilonboz6 teriileteirél szarmazo mintaink szekvencia analizise
majd lehetdvé teszi olyan rokonsagi vizsgalatot elvégzését, mely alapjan a korokozé

szarmazasi helyére illetve terjedési modjara is kovetkeztethetiink.

Hazankban nagy gazdasagi jelent6séggel bir a mezdgazdasagon beliil a gyiimolcstermesztés,
ezért kiemelkedden fontos lenne hatdsagilag szabalyozni a szaporitd anyagok arusitasat,

illetve az import szaporitd anyagok ellendrzése is elengedhetetlen feladatnak kellene lennie,
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mivel csak egészséges szaporitd anyag haszndlatdval lehet hosszii tdvon mindségileg és

mennyiségileg is megfeleld terméket eldallitani.

Emellett a novényvédelmi szakemberekre, illetve a gazddkra is fontos feladat harul.
Folyamatosan ellendrizni kellene az {iltetvények allapotidt. Emellett fel kellene mérni a

lehetséges vektorokat, elleniik kidolgozni az integralt ndvényvédelmi technologiat.
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6. Osszefoglalas

Dolgozatomban attekintettem a fitoplazmakrol, kiilonds figyelmet forditva a ’Ca.

Phytoplasma prunorum’-ra irt legfontosabb magyar és kiilfoldi szakirodalmakat.

A szakirodalmak azt mutatjak, hogy az ESFY egyre nagyobb teriileten terjed el, és egyre
nagyobb karokat okoz szerte Eurdpaban, és Magyarorszagon is. Ezt igazoltak az
eredményeink is, hiszen az izoldtorhazban gyljtott mintdkon kiviil, minden teriileten
megtalaltuk a fitoplazma jelenlétét. Legnagyobb mennyiségben a Franciaorszagbol szarmazo,
import gylimolesfakon talalhatdé meg a ’Ca. Phytoplasma prunorum’, de az 10j telepitésii

torzsiiltetvény is veszélyben van.

A szaporitd anyag ellenérzése elengedhetetlen feladatnak kellene lennie az uj iltetvények
létrehozasakor. Emellett a vektorok szerepét is fel kellene mérni az adott iiltetvényeken.
Ajanlott lenne tanulmdnyozni a kiilonb6zd vektorok populdcidodinamikajat, és elleniik ki
kellene dolgozni egy integralt novényvédelmi technoldgiat. Tovabba javasolt lenne az

iiltetvények kornyezetében felmérni a kiilonbozo lehetséges fertézoforrasokat is.

A szakirodalmak ¢és a sajat eredményeink is azt mutatjak, hogy a 16SrX fitoplazma csoportba
tartoz6 fajok ('Ca. Phytoplasma mali’, 'Ca. Phytoplasma pyri’ és 'Ca. Phytoplasma
prunorum’) nagyon hasonld 16SrRNS génnel rendelkeznek, igy biztosan csak az allapithatod
meg hogy az A&ltalunk vizsgalt fitoplazmat tartalmazdé mintdink e csoportba tartozod

koérokozoval fert6zottek.

Osszegezve, nem szabad figyelmen kiviil hagyni a fitoplazmak terjedését Magyarorszagon.
Ennek érdekében javasolt lenne hatdsagilag szabalyozni az orszagba érkezd, és jelenlévo
szaporitdanyagok ellendrzését, emellett a termeldknek is ajanlott lenne iiltetvényeik

folyamatos ellendrzése, €s ha megjelenik a korokozd, azonnali beavatkozas javasolt.
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9. Mellékletek

7. tablazat: 16S rDNS alapjan megallapitott csoportokba tartozo fitoplazmak csoportositisa (SEEMULLER, 1998)

16S rDNS alapjian megallapitott csoportok

Csoportba tartozé fitoplazmak

16S - 8szirdzsa sargulas csoport

SAY (Western severe aster yellows, nyugati sulyos Oszirozsa
sargulds)

AAY (American aster yellow, amerikai dszir6zsa sargulas)

AY1 (Maryland aster yellows, Maryland szirdzsa sarguls)

OAY (Oenothera aster yellows, ligetszépe 8szirdzsa sargulas)

MIAY ( Michigan aster yellows, Michigan &szirdzsa sargulds)

BB ( tomato big bud, paradicsom oOriasriigy betegség)

CPh (clover phyllody, herevirag ellevelesedése)

16S - bab viragzoldiilés csoport

PnWB (peanut witches'-broom, foldimogyord
boszorkanysepriisodés)
SPWB  (sweet potato  witches'-broom,  édesburgonya
boszorkanysepriisodés)
SUNHP  (sunn  hemp witches'-broom, bengéliai kender
boszorkanysepriisodés)

WBDL (lime witches'-broom, len boszorkanysepriis6dés)

FBP (faba bean phyllody, bab viragzoldiilés

16S - "X" betegség csoport

CX (Canada peach X-disease, kanadai 6szibarack X-betegség)

WX (Western X-disease, nyugati X betegség)

TWB (Tsuwabuki Tsuwabuki

boszorkanysepriisodés)

witches'-broom,

VAC (vaccinium witches'-broom, afonya boszorkanysepriisodés)

CYE (clover yellows edge, here levél sargaszéliiség)

16S - kokusz letalis sargulasa csoport

LY (coconut lethal yellowing, kokusz letalis sargulas)

LDY (Yucatan coconut lethal decline, yucatani kokusz letalis
sargulsa)

LDT (Tanzanian coconut lethal decline, tanzaniai kokusz letalis
pusztulasa)

16S - szilfa sargulas csoport

EY1 (American elm yellow, amerikai szilfa sargulés)

ULW (French elm yellows, francia szilfa sargulds)

FD (Flavescece dorée, sz616 sargasag)

CLY (cherry lethal yellowing, cseresznye letélis sargulds)

JWB (jujube witches'-broom, zsidotovis boszorkanysepriisodés)

VL.

16S - here sepriisddés csoport

CP (clover proliferation, here sepriisodés)

VII.

16S - kérisfa sargulas csoport

AshY (ash yellows, korisfa sargulés)

VIIL.

16S - szivacstok bonyorkanysepriisddése csoport

LFWB (loof witches'-broom, szivacstok boszorkanysepriisddés

16S kajanban boszorkanysepriisodése csoport

PPWB (pigeon pea
boszorkanysepriisodés)

witches'-broom, kajanbab

16S almafa boszorkanysepriisodése csoport

AP (apple ploriferation, almafa boszorkanysepriisodés)

PD (pear decline/Italy, korte leromlas)

PPER (peach decline, 6szibarack leromlas)

ESFY (European stone fruit yellows, csonthéjasok eurépai
sargulasa)

BAWB (buckthorn witches'-broom, benge boszorkanysepriisodés)
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RYD (rice yellow dwarf, rizs sargulasos torpiilés)

Xl. | 16S - cukornad fehérleveliisége csoport BVK (leaf hopper borne)
SCWL (sugarcane whiteleaf, cukornad fehérleveliiség)
STOL (stolbur of pepper, sztolbur)
VK (vergilbungskrankheit-grapevine yellows, sz6l6sargulas)
XII. | 16S - sztolbur csoport

AUSGY (Australian grapevine yellows, ausztaliai sz610sargulds)

PYL (phormium yellows leaf, 0j-zélandi kender sargulas)
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