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1. Bevezetés és célkituzések

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

Ezen koérokozok kozé tartoznak a fitoplazmak €s a virusok is.

A fitoplazmak alaposabb megismerésére mar egy évszazada folynak kutatasok. Azonositasuk
és jelenleg is hasznalt elnevezésiik a XX. szazad végén tortént meg, amikor a 'Candidatus

phytoplasma’ taxon nevet kaptak (Seemiiller és Schneider 2004).

A fitoplazmas betegségek mai ismereteink szerint tobb mint 300 novényfajt érintenek. A
legstlyosabb gazdasagi karok a gyiimolcstermesztésben jelentkeznek, hiszen tobb éves,
termelésben 1évd fakat pusztithatnak el, vagy benniik lappangva szolgalhatnak fert6zd
forrasként. A gylimolcsfak életciklusa hosszu, tobb 10 év is lehet, ezért kiemelkedden fontos a

korokozoktol valo megovasuk.

A kajszi fitoplazma sulyossagat az is jelzi, hogy Magyarorszagon csak a kajszi termesztésben

egyes teriiletek fert6zottségeét 70-80%-osra becsiilik.

A ndvényvirusok szdmos termesztett kultiraban okoznak jelentds karokat, a kajszi esetében
viszont nem tekintenek a virusokra, mint jelentds korokozokra. A kutatok is minddsszesen 20
¢ve foglalkoznak a csonthéjasok, azon beliil a kajszin eléfordulé virusokkal, azdta tobb, mint

10 virusfajt irtak le, ami megtalalhat6 a kajszin (Giimes et al. 2007).

Kutatasom célja:

1. Az FErdi Gyiimolestermesztési Kutatointézet kajszi iiltetvényeinek fitoplazma
fert6zottségének felmérése.

2. Az esetlegesen jelenlevd fitoplazmak rendszertani csoportjanak meghatarozasa csoport
(16SrX) specifikus primerekkel.

3. Az Erdi Gyiimélcstermesztési Kutatointézet kajszi iiltetvényeinek virusfertézottségének

felmérése. Karantén és esetlegesen eléfordul6 uj virusok azonositasa.



2. Irodalmi attekintés

2.1. Fitoplazmak jellemzoi

A fitoplazmak sejtfal nélkiili korokozd, novény patogén baktériumok, amelyek jelentds
mennyiségi és mindségi kart okozhatnak szamos termesztett kultaraban, igy a gyiimolcsfélék
esetében is. Jelenlegi rendszertani besorolas 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 haromrétegli citoplazma membran hatarol. A fitoplazmak a

ndvényekben kizardlag a floémben fordulnak eld, halmozddnak fel.

A fitoplazmak a ndvényen altaldban  sargulast, torzulast vagy burjanzast

(boszorkanysepriisodés) idéznek eld, ezen tiinetek miatt korabban virusnak vélték a kérokozot.

2.1.1. A fitoplazmak rendszertani besorolasa

A fitoplazmak rendszertani elhelyezése még nem teljesen tisztdzott. Az 1960-as évekig
virusként tartottak szamon a korokozot (Samuel et al. 1933, Szirmai 1956), ez a besorolas azon
alapult, hogy eléfordulasukkor hasonld sargulasos tiineteket tapasztaltak, mint a virussokkal
fertdzott novényeken. 1967-ben Doi és munkatdrsai a virusfertézottnek hitt novények
floémében valtozo alaka sejtfal nélkiili egysejtiieket talaltak (Doi et al. 1967). Immun- és
genetikai vizsgalatok alapjan megallapitottak (Lee et al. 1993, Seemiiller et al. 1994), hogy a
korokozok 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 kimutatidsira és azonositidsa alkalmazott modszer a 16S rDNS
szekvenciaja alapjan készitett PCR analizis, amely segitségével pontosan megallapithatjuk a
fitoplazma jelenlétét az adott novényben. Tovabbi vizsgéalatokkal 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 csoport specifikusak az adott fitoplazma csoportba tartozo dsszes fajt amplifikaljak (Lee
et al. 1992, Ahrens és Seemiiller 1992).



A szekvenciak 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 boszorkdnysepriisddése csoport legjelentdsebb tagjai.

AP (apple ploriferation, almafa

, e 10 ’Ca. Phytoplasma mali'
boszorkanysepriisodés)

PD (pear decline/Italy, korte ’ “
165 almafa ® y Ca. Phytoplasma pyri

leromlas)
X. | boszorlanysepriisddése
csoport :
ESFY (Europe’a'n stone fl”UIt. ’Ca. Phytoplasma
yellows, csonthéjasok europai .
prunorum

sargulasa)

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 eurodpai fitoplazmas sarguldsa (European stone fruit yellows, ESFY) Europaban
altalanosan elterjedt. Gazdasagilag jelentés karokat féleg a mediterran Gvezetben
(Gorogorszag, Franciaorszadg, Spanyolorszadg Olaszorszag) okoz, de az északabbra taldlhato
orszagokban is, mint Németorszdg és Csehorszag is azonositottak mar a korokozot. Ezt a
fitoplazmas megbetegedést régota ismerik, a kajszi gutaiités részének tekintették (Lorenz et al.
1994) és a csonthéjasok eurdpai sargulasanak (European stone fruit yellows phytoplasma,

ESFY-nek) nevezték el, jelenleg 'Candidatus Phytoplasma prunorum’ a tudomanyos neve.
Rendszertani besorolasa (httpl):

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



2.1.3. Gazdasagi jelentoségiik

A betegség terjedése és eldretorése 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 gyiimolcsosok kipusztulasat

okozta. A megbetegedett fak kezelése €és a korokozo terjedésének megallitasa kétséges (Siile
2003; Carrero et al. 2001).

Magyarorszagon a betegséget el6szor Siile és munkatarsai azonositottak 1992-ben (Siile et al.
1997). Azbdta egyre tobb helyr6l szamolnak be valdszintileg fitoplazmak okozta kajszi
gylimdlcsfak tomeges pusztulasarol. Eléfordult mar a betegség Pest, Fejér, Somogy, Borsod-
Abauj-Zemplén, és Bacs-Kiskun megyében, de legnagyobb karokrol a Gonci Kajszi-termeszto
régiobol szamoltak be (Kovics és Tarcali 2015, Horvath 2015).



2.1.4. A betegség tiinetei
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1. abra Tiinetek 1. boszorkanysepriisodés, 2-3. kanalasodas, 4-5. hancsszovet sargulasa (http2)

A fitoplazma a novény hancsszoveteiben €l, a gyokerekben telel 4t. Tavasszal az 4j hancsszovet
képzddésekor indul meg a terjedése a fak tovabbi részeibe. Ez viszonylag lasst folyamat, nyar
végére, Osz elejére éri el a fa minden részét. A fertdzés a megbetegedett fa kortil korkorosen
terjed tovabb. Fiatalon megfertézott fakban a korokozo szisztemikusan terjed. Leveleken a
tipikus tiinetek, mint a kapszerti kanalasodas majus kornyékén jelennek meg. Altaldban a zold
féereket vilagoszold zondk veszik koriil, ennek kovetkezménye, hogy a megtamadott dgak
lombozata sargaszold lesz. A hancs kezdetben narancssarga, késobb vilagosbarna szinezetiivé
valik. Jellemzé tiinete a Pseudomonas syringae baktériumos és gombas betegségekkel

ellentétben, hogy nem jar mézgaképzodéssel (Siile 2014a).

A fitoplazma fertdz¢és gyakori tiinete az ellevelesedés, azaz a viragok helyén levélszerii képletek
alakulnak ki, emellett eléfordul, hogy a parta sejtjeibél hianyzo pigmentek miatt z6ld viragok
fejlédnek ki.



A fagyok gyorsitjak a hancs karosodasat, mivel kihajtas utan részben vagy egészben elhal a
fert6zott fa. Enyhébb teleken a beteg fak 6sz végén kiviragozhatnak, majd késobb a kdvetkezd

fagyok utdn elpusztulnak. Ez a tiinet a délebben fekvo orszdgokban igen gyakori (1. abra).

A fiatal korban megfertdzott fak fertézése jar a legnagyobb kockazattal, mivel 6-8 év elteltével
gutaiitésre jellemz6 tiinetekkel elpusztulnak. Az idésebb korban 1év6 fak fertézése esetén, csak
az egyes agai fertdzddnek, pusztulnak el. Amikor a fak gyors névekedési iitemiiek, abban az

esetben a tlinetek gyakran nem lathatoak.

2.1.5. Fertozés kialakulasa

A fitoplazmdk onmagukban életképtelenek, a természetben a ndvények hancsszdveteiben,

illetve rovarvektorokban élnek (Contaldo et al. 2012).

A hancsszovet rostasejtjeinek porusain keresztiil az egész ndvényben szétterjednek, az
asszimilalt anyagok fel¢lése a levelek sargulasat €s torzulasat okozza, a felbomlott anyagcsere
kovetkeztében elpusztulnak a hancsszoveti edénynyalabok, ami végiil a gazdanovény

pusztulasahoz vezet (Siile 2014b).

A fitoplazmak novényen beliili terjedési mddja még nem tisztazott. Néhany rostaelem tobb szaz
fitoplazma sejtet tartalmazhat, masok egyet sem. Feltételezhetd, hogy a rostapdrusoknak fontos
szerepilk van a korokozd sejtek kozotti vandorlasaban, bar egyes megfigyelések szerint
vandorlasat, olyan sejtek kozott is megfigyelték, amely sejtek kozott nem volt ilyen pdrus
(Davis és Whitcom 1981), igy feltételezhetd, hogy a plazmodezmakon keresztiil is képesek
terjedni.

2.1.6. Fitoplazmak terjedése — lehetséges vektorok

A betegség terjedésében a rovar vektorok szerepe meghatarozd. Hazankban eldszor kabocakra
gondoltak (Dér et al. 2003), mint lehetséges fitoplazma vektorok, de vizsgalatokbol kidertilt
(melyben egész Europabol gyiijtottek), hogy a 'Ca. P. prunorum’-ot hordozé kabocak aranya
igen alacsony (Carraro et al. 2001).

Késobbi kutatasok alkalmaval, egyértelmiien a szilva-levélbolhat (Cacopsylla pruni) nevezték
meg, mint a betegség természetben eléforduld elsédleges vektora, viszont nem zarhato ki a

novénytetvek, és poloskak vektorszerepe sem.



Emellett nem lehet figyelmen kiviil hagyni az €16sk6d6 gyomnovényekkel torténd terjedésiiket

sem. Kiemelendd az arankak (Cuscuta spp.) vektor szerepe a fitoplazmak terjedésénél (2. abra).

2. abra Vektorok 1. Cacopshylla pruni 2. Psammotettix alienus 3. Cuscuta campestris, 4.
Myzus persicae (http3)
A fitoplazmak és vektoraik kozotti kapcsolatokat szdmos tényezd befolydsolja, mint pl. a
gazdandvény, a vektorok fiziologiai allapota, fejléddési fokozata, neme, a hdmérséklet, a fény
¢és a sz¢l. A fitoplazma gazdandvény kapcsolatat, terjedését jelentdsen befolyasolja az azt atvivo

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

A fitoplazmak attelelhetnek a rovarban vagy éveld novényekben.

Azt is megfigyelték, hogy az egymassal szoros rokonsagban 1évé fitoplazmakat taxonomiailag
kozel all6 rovarfajok terjesztik. Ezen megfigyelésekbdl arra kovetkeztettek, hogy a fitoplazmak
az evolucio szempontjabol inkabb kotédnek a rovarokhoz, mint a novényekhez (Boudon-

Padieu és Maixner 1998).
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2.1.6.1. Levélbolha

Carraro és munkatarsai (Carraro et al. 2001a) Olaszorszagban begytijtott Cacopsylla pruni

egyedek segitségével meghataroztak a fitoplazma atvitel legfontosabb tulajdonségait:

A legrévidebb korokozo felvételi idé 2-4 nap. Igy a levélbolhénak a fertézott novényen 2-4
napig kell taplalkoznia, hogy képes legyen a korokozot tovabbadni.

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

koérokozdt kimutatni a fertézott novényekben.

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

¢letiik végéig megtartjak.

Ezek alapjan a levélbolha atvitel tipikusan perzisztens jellegii. Carraro és munkatarsai (Carraro
et al. 2001b) minden egyes novény és levélbolha esetében molekularis biologiai eljarasokkal
(PCR/RFLP) kimutattak a korokozo jelenlétét. Szamos esetben igazoltdk, hogy a fitoplazma
képes attelelni a vektorszervezetben (Kiss et al. 2015, Davies és Sinclair 1998, Tedeschi et al.,
2003, Cerrato et al. 2001c).

Siile és munkatarsai 2005-2007 vizsgaltak a levélbolhdk megjelenését az iltetvényeken, azt
figyelték meg, hogy az atteleld levélbolhak februar végén jelentek meg a gylimolestak riigyein
¢s vesszOin. Az ilyenkor befogott imagok 30-40 %-ban voltak fitoplazmaval fert6zottek. A
masodik, vilagosabb szinii egyedek viszont szinte teljesen mentesek voltak fitoplazmatol (0-1
% a fert6zott egyedek szama), megjegyezték viszont, hogy az olajos és abamektin hatéanyagi
inszekticidek hatasara jelentésen lecsokkent a Cacopsylla pruni egyedszama. Aprilistol
szeptemberig 5-10 %-ra emelkedett a fitoplazmaval fert6zott egyedek szama. Szeptembert6l, a
levélbolhak szama megnott, ezzel parhuzamosan ndvekedett a fertézott egyedek szama is (15-
20%), ezt a valtozast annak tulajdonitottak, hogy a gylimdlcsok betakaritasa elétt mar nem
alkalmaztak rovar6ld szereket. Oktober kozepén az egyedek mar 17-25 %-os fert6zottséget
mutattak (Jenser et al. 2009, Siile 2007).

A szilva-levélbolha még nem valt széleskoriien elterjedté Magyarorszagon, de jelen van
Budapest kornyékén, Vas megyében és Borsod-Abauj-Zemplém megyében is (Kovics és

Tarcali 2015b).
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Terjedésének szempontjabdl fontos szerepe van az iiltetvény kortili tolerans fajoknak, mint a
kokény (Prunus spinosa), cseresznyeszilva (Prunus cerasifera), elvadult szilva (Prunus

domestica), mivel ezek attel helyként szolgalnak a levélbolhaknak (Jarausch et al. 2000).

2.1.7. 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 novényvédelmi technologia, igy a

védekezés tehat csak a megeldzés lehet.

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

terjednek.

Ezért a szaporitdbanyag egészségessége kiemelten fontos az ellendrzott forrasbol szarmazo
szaporitdbanyag valasztasa telepitéskor. A masik védekezési megoldas a vektorok korlatozasa.
JovObeni lehetdség lenne a rezisztencia-nemesités, de annak még szamos nehézsége van

(Audergon 1997, Siile 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.

A hatdsos védekezés kidolgozdsahoz ismerniink kell a levélbolha korokozo terjesztését
meghataroz6 tulajdonsagat, illetve populaciddinamikajat (egyedszdm, vandorlas iranya,

fontosabb populacios és fejlodési idopontok) (Bozsik 2014a).

Ezeket az europai orszagok tobbségében mar pontosan meghataroztak (Carraro et al. 2001e,
Tedeschi et al. 2006, Fialova et al. 2007, Marcone et al. 2010b). Hazankban még errél 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 késé tavasszal és nyaron
szelektiv beavatkozéasra 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 tapndvényei. Ezért a levélbolhak
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visszavandorlasdt megel6z6en gondoskodjunk az alanysarjak eltdvolitasardl (Labonne és

Lichou 2004 in Marcone et al. 2010).

Emellett a fertdzott fak eltdvolitasa az iiltetvénybdl nagyon fontos, mivel fertézési forrasként

szolgalhatnak a korokozo terjesztéséhez.

A vadon eléfordul6 Prunus fajok a korokozo fennmaradéasaban fontos szerepet jatszanak, ezért
az lltetvények kozelében ezek vizsgélata és a fert6zott egyedek eltavolitasa indokolt (Marcone

et al. 2010d).

Mind az alanyok, mind a nemes részt illetéen is Sziikkség van rezisztens fajtakra. Ezek
érzékenysége a fitoplazmaval szemben kiilonbozé ellendllosdgot mutatnak. Eddig a
gyakorlatban felhasznalhato rezisztens szaporitd anyagot nem talaltak. A legnagyobb ellenallo
képességet tobb keresztezett ringlofajta esetén talaltak, de ezek sem mutattak szaz szazalékos

ellenallosagot (Jarausch et al. 2000).

A korabbi években voltak kisérletek avirulens vagy gyenge fertézoképességii korokozotdrzsek
felhasznalasaval torténd keresztvédettség kialakitasara (Morvan et al. 1986 in Marcone et al.

2010), de az ezekkel kapcsolatos adatok még hianyosak.

A célzott védekezés érdekében az iiltetvények termesztési korzeteiben folyamatosan meg kell
figyelni a Carcopsylla pruni népességvaltozasat: egyedszam (ivararany is), a vandorlas iranya
(érkezés az iltevényekbe, parosodasi, peterakasi iddszak, az j nemzedék megjelenése, a
vandorlas kezdete, érkezés a telel6helyre), fontosabb populécids és fejlodési idépontok (érkezés
az iiltevényekbe, parosodasi, peterakasi iddszak, az Uj nemzedék megjelenése, a vandorlas

kezdete, érkezés a telelhelyre) (Bozsik 2014b).

Erre éplilhet a 'Ca. P. prunorum’ természetben eléforduld gazdandvényeinek helyi felderitése
¢és azok fertdzottségének megallapitasa, és erre alapozva olyan ndvényvédelmi technoldgia

hasznalata, amely figyelembe veszi a kdrnyezeti és fenntarthatosagi szempontokat egyarant.

2.2. Kajszi virusbetegségei

A virusok obligat intracellularis parazitdk, melyekbdl hianyoznak a fehérjeszintézis és az
energiatermelés apparatusa, ezért szaporodasuk a gazdasejthez kototten miikodik. Nem képesek
gazdasejt nélkiili szaporodasra, igy esetiikben, a gazdaszervezet nukleinsav és fehérje

agyagcseréjét hasznaljak fel.

13



Felépitésiiket tekintve nukleoproteidek, melyek kopenyfehérjébdl, 6rokité anyagukat tekintve
vagy dezoxiribonukleinsav (DNS) vagy ribonukleinsav (RNS) genommal rendelkeznek
(Gaborjanyi 2007). Formajuk valtozatos, leggyakrabban ikozahedralis és helikalis alakuak.
Meéretiiket tekintve 20200 nm atmérdjliek, megnytlt palcika alaki formai 100—2000 nm

hosszusaguiak és 10-20 nm atmérdjliek.

Szamos virus karantén koteles, amely a gylimdlesfak esetében a hosszabb ¢€lettartam miatt
kiemelt jelentdséggel bir. Az alabbi tablazatban (2. tdblazat) a kajszi és meggy, cseresznye
novények karantén virusbetegségeit szemléltetem, kiemelve azokat a virusokat, melyekkel
kutatasom soran foglalkoztam. Mivel a kajszi rendszertanilag elég kozeli rokona a meggynek,

illetve cseresznyének, ezért érdemes vizsgalni lehetséges kozos korokozoikat.

2. tablazat Karantén virusok

Gazdanovény Karantén virusok
Alma mozaik virus (ApMV)
Kajszi latens virus (ApLV)
kajszibarack Szilva torpiilés virus (PDV)
Prunus nekrotikus gytriisfoltossag virus (PNRSV)
Szilvahiml§ virus (PPV)
Alma klorotikus levélfoltossag virus (ACLSV)
Alma mozaik virus (ApMV)

Arabis mozaik virus (ArMV)
Cseresznye zold gyiiriisfoltossag virus (CGRMV)
Cseresznye levélsodrodas virus (CLRV)
Cseresznye nekrotikus rézsaszinii foltossag virus

(CNRMV)
Cseresznye, Cseresznye aprogyiimolcsiiség virus 1 és 2 (LChV1,
meggy LChV2)

Cseresznye levélfoltossag virus (ChMLV)

Szilva torpiilés virus (PDV)

Prunus nekrotikus gytirtisfoltossag virus (PNRSV)

Malna gytiriisfoltossag virus (RpRSV)

Szamoca latens gytirtisfoltossag virus (SLRSV)

Paradicsom fekete gyiiriis virus (TBRV)

2.2.1. A novényeket fert6z6 virusok

Jelenleg tobb mint 1000 virusrdl tudjuk, hogy képes novényeket fertézni. A betegség

kialakulasa azonban a ndvény és virus talalkozasanak nem feltétleniil kovetkezménye, mivel a
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novények a legtobb esetben képesek kivédeni a virusfertdzés kialakulasat (Pallas és Garcia

2011).

A novényi virusok nagy része (kb. 70 %-ban) pozitiv egyszali RNS molekuldbdl, azaz
sSRNS(+)-bol all. Ennek koszonhetéen életciklusuk és szaporodasi ciklusuk is nagyon
valtozatos lehet (Gergerich és Dolja 2006)

2.2.2. A virusok terjedése

A ndvényi virusok nem képesek aktivan atjutni a névényi kutikulan és sejtfalon, ezért bejutasuk

a novényi sejtbe csak valamilyen sériilés vagy kozvetitd altal tud megtrténni.

A virusok fennmaradéasanak kulcsfontossagu 1épése, hogy ujabb és ijabb novényeket legyen
képes megfertézni. Terjedésének egyik moddja a vegetativ szervekkel (hagymak, gumok,
rizoma), vagy reproduktiv szaporodasanak segitségével torténé terjeszkedés. Viszont ritka
jelenség, hogy a virus kozvetleniil a maggal (kb. 6 %), vagy még ritkabb esetben pollennel
jusson tovabb az 1j ndvényre. A mechanikai uton valo terjedés a termesztett névényeknél az

oltas vagy a metszés soran is megtorténhet (Horvath és Gaborjanyi 1999a).

Szamos virus vektorok segitségével juthat egészséges egyedekre. A vektorokra jellemzd, hogy
szajszerviik segitségével képesek attorni a novény sejtfalat, emellett gyakran mozognak a
novények kozott, mivel sok esetben a floém nedvvel vagy a gyokérrel taplalkoznak, igy
segitenek a virus elterjedésében a novények kdzott. A vektorok kozé tartoznak fonalférgek, de
bizonyos névénypatogén gombak is. Viszont a legjelentésebb virusvektorok a levéltetvek és a

liszteskék. (Armijo et al. 2016).

2.2.3. A virusfert6zottség jellemz6 tiinetei

A virusfertdz€s latens, tiinetmentes fert6z¢éstdl, a termelékenység csokkenését okozo tiinetekig
valtozhat, végsO esetben a ndvény elpusztulasaval jarhat. A leveleken altalaban torzulas,
csavarodas, foltossag, nekrotikus 1€ziok, lyukak, illetve szokatlan szinezetli mintdzatok
lathatdak. A termésen méretbeli csokkenés és mindségbeli romlés, az alak torzulasa, valamint

egyéb valtozasok, mint példaul a gytirtisfoltossag alakulhat ki. (Horvath és Gaborjanyi 1999b).

2.2.4. Plum Pox Virus (PPV)

A plum pox virus (PPV), azaz szilvahiml6 virus a csonthéjasok koziil elsésorban a szilva, a
kajszibarack és 6szibarackon terjedt el, de a meggyet, a cseresznyét, a mandulat is, €s a a vadon
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€16 egyéb Prunus fajokat, példaul a kokényt is megfertézheti. Gazdanovényei a disznovényként

ismert Prunus fajok is, a szines levelii sorfakon gyakran megfigyelhetd ez a betegség.

A PPV fertézése kdvetkeztében a beteg fak termése jelentdsen csokken, emellett a gyiimolesok
mindsége is romlik. A gylimdlcsok értékesithetetlenné valnak, valamint ipari
felhasznalhatosaguk is nagymértékben csokken a megvaltozott cukor-sav arany kovetkeztében.

A terméshullas érzékeny szilvafajtaknal elérheti akar a 100%-ot is (Szathmary 2009).

A korokozdt eldszor 1933-ban azonositottdk Bulgaridban. Az 1960-as években irtdk le
Magyarorszagon. Mar azonositottak jelenlétét Chilében, Indidban, Portugalidban és az

Amerikai Egyesiilt Allamokban is,

A kajszifak levelein jellegzetes vilagoszold klorotikus rajzolatok jelzik a virusfert6zést. A
gyiimoleson 1-2 cm atmérdji korok gytirti alakban figyelhet6k meg, amelyek szine az érés vége
felé nekrotikussa valik. A gyiirik gyakran bemélyednek a gyiimdlcs hisaba. A maghéjon is

megfigyelhet6 a klorotikus elszinezddés.

Kajszin az elsérendii erek koriil gyakran klorotikus szalagok jelennek meg, a levél széle pedig
csavarodhat. A tiinetek a nyari melegben maszkirozédhatnak (Németh 1979). A kiilsé
gyiimolcstiinetek valtozoak, csak egyes fajtaknal okoz sulyos tlineteket. Rendszerint a
gylimolcshéjon gytirii, félkor vagy szalag alakt elszinezddés lathatd, amely vilagos héju fajtak

esetén a gylimolcs alapszinénél vilagosabb, jol szinez6do fajtaknal vildgosabb vagy sotétebb.

A PPV sok tapnovényl virus, fas novények esetében elsOsorban az oltvanyokkal terjed.
Emellett maggal, viragporral és levéltetvekkel is terjedhet, nem perzisztens modon (Levy et al.
2000)

A szilvahimlé terjedésének legfontosabb modjai a fertézott szaporitdanyaggal, levéltetvekkel
¢és a fertdzott pollennel valo atvitel. A vegetativ szaporitds sordn torténd virusatvitel a virus
terjedésének egyik legjelentésebb moddja. A virus kisebb tavolsagra valo terjedésében, és a
jarvanyok kialakulasaban a levéltetvek jatsszak a legfontosabb szerepet. A virust
leghatékonyabban terjeszté vektoroknak az Aphis spiraecola, Aphis fabae és a Myzus persicae

tekintik, de mas levéltetvek is részt vehetnek a virus terjesztésében (Gildow et al. 2004).

A PPV a nem perzisztens virusok kozé tartozik. A vektor a virust a szipokajan viszi at a fert6zott
novényrdl az egészségesre. A levéltetli a felvételi szivas utan azonnal fertézoképes, nincs

sziikség inkubécids idore. A vektor azonban 1-2 szivas utdn elveszti fertdzoképességét
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(Horvath, 1972). A virus elterjedésében nagy szerepiik van a PPV gazdanévényei kozé tartozo
kiilonb6z6 gyomnovényeknek, valamint a disz és vad Prunus fajoknak, melyek allando

fert6zési forrasul szolgalnak (Szathmary 2009)

2.2.5. Cherry Virus A (CVA)

A Cherry Virus A-at 1995-ben Németorszagban talaltak meg cseresznyén. Kajszin 2015-ben
detektaltak a virust, Japanban. Ezt kovetden kimutattak a korokozot Eurdpa szamos orszagaban,
Magyarorszagon is, illetve az Amerikai Egyesiilt Allamokban és Kinaban is. Elterjedését a 3.

abran szemléltetem.

3. abra CVA elterjedése (http4)

Kajszin altalanos klorotikus elszinezddés a jellemzd tiinet, de a korokozo pontos
meghatarozasa, csak PCR segitségével lehetséges. Szaporitéanyaggal terjedé virus, vektora

jelenleg nem ismert.

Jelenleg ismert gazdanovénykore a kajszi-, 6szibarack, cseresznye, meggy, szilva, Japan szilva,

Japan kajszi és a diszcseresznye (Marais et al. 2017).
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2.2.6. Little Cherry Virus 1 (LChV1)

A LChV1 a cseresznye egyik legnagyobb kart okozé virus eredetli betegsége, mivel a fert6zott
fa kisebb szeml, vilagosabb szini, illetve kevésbé izletes gylimolcsdt terem, igy

értékesithetetlen lesz a termés.

A Little Cherry Virusl-et eldszor Eszak-Amerikaban azonositottak (Nichols 1948, Reeves és

Cheney 1963), ezt kovetden kimutattak a korokozot Eurdpa tobb orszagaban és Japanban is (4.

abra).

4. abra Little Cherry Virusl elterjedése (http5)

A virust eddig meggyen, cseresznyén, szilvan, mandulan, szibarackon, Japan diszcseresznyén
azonositottak. Viszont 2016 nyaran kimutattak Csehorszagban a korokozo jelenlétét

kajszibarackon is (Safatova 2017).

Vektora jelenlegi kutatasok alapjan egy viaszos pajzstetii faj (Phenacoccus aceris) (Raine et al.
1986).
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3. Anyag és modszer

3.1. Mintavétel

Kutatasomhoz az Erdi Gyiimolcstermesztési Kutatointézet izolatorhazabol, régi és
torzsiiltetvényérdl, illetve termd iiltetvényrdl kiilonbozd kajszibarack fajtakrol gytijtottiink

mintakat (5. abra).

A mintaul szolgéald leveleket 2016. majus 11-én az érdi Elvira majorbdl gylijtottiik, négy

kiilonb6z6 helyszinrdl, egy izolatorhdzbol, oreg torzsiiltetvénybdl, 0j torzsiiltetvénybdl és

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

5. abra Tertileti elhelyezkedés (http6)

Mintavételezés soran gyiijtott mintakat a 3. tablazatban szemléltetem.
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3. tablazat Gyjtott mintak

Izolatorhaz Uj torzsiiltetvény Oreg torzsiiltetvény
1| Ceglédi orias 1| Ligeti orids 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 orias 7 | Korai piros
8 | Ceglédi bibor 8| Ceglédi arany 8 | Korai piros
9 |Gonci magyar | 9| Ceglédi orias 9| MK132
10 | Harcot 10 | Gonci magyar 10 | Magyar kajszi
11 | Harmat 11 | Harcot 11 | Panndnia
12 | Harmat 12 | Harcot 12 | Pannonia
13 | Korai piros 13 | Harcot Termdiiltetvény
14| Ligeti orias 14 | Harmat 1 | Beteg
15 | Magyar kajszi | 15 | Korai piros 2 | elpusztult
16 | Maliga kajszi | 16 | Magyar kajszi 3 | Fiatal gyants
17 | Mandula kajszi | 17 | Magyar kajszi 4 | Flavorcot
18 | OrangeRed 18 | Maliga kajszi 5 | Flavorcot
19 | Pannonia 19 | Mandula kajszi 6 | Flavorcot
20 | Rakovszky 20 | Orange red 7 | Gonci magyar
21 | Rozskajszi 21 | Panndnia 8 | Sweetcot
22 | Velcot 22 | Panndnia 9 | Sweetcot
23 | Rakovszky
I1zolatorhaz

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

Oszit és szilvat.

fgy azt vektormentes kornyezet jellemzi, kizarélag magyar fajtak nének az izolatohazakban (6.

abra).
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6. abra Izolatorhazak (http7)

Mintavétel soran a mintazott egyedekrdl fényképeket készitettiink. A szemle sordn a kiilonbozd

fajtak egészségesnek tlintek (7. abra).
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7. abra Izolatorhazban talalhato kajszi gyiimdlcstak (sajat felvételek)
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Uj torzsiiltetvény

Az 1j torzsiiltetvényt néhany éve telepitették az izolatorhdzakbdl szarmazd magyar fajtakkal.

Az allomany nagy része egészségesnek tlint a mintavételezés soran, de nagyon sok rovarkartétel

volt megfigyelheté szamos fan (8. abra).

8. abra Uj torzsiiltetvénynél talalhato kajszi gytimolesfak (sajat felvételek)
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Oreg torzsiiltetvény

Foleg magyar kajszifajtak talalhatok az iiltetvényben, illetve mintavételre keriilt egy jellemz6

,boszorkanysepriisodés™ tiinettel rendelkez6 cseresznyefajta is.

Az oreg torzsiiltetvényben kiillonbozd allapotti fakkal talalkoztunk. Voltak betegnek, és

egészségesnek latszo egyedek is (9. abra).

9. abra Oreg torzsiiltetvénynél taldlhato kajszi gyiimolesfak (sajat felvételek)
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Termdiiltetvény

A termd iiltetvényen f6leg francia fajtakat termesztenek, de magyar fajtak is megtalalhatoak. A
fajtavalasztasa piaci igényeknek megfeleld, a termelt gylimoélcs értékesitése a Gyiimolesért
TESZ keretein beliil torténik. Az itt mintazott egyedek nagy része fitoplazma fertézésre

jellemz6 tiineteket: sargulas, levélsodrodas mutatott (10. abra).

10. abra Termdiiltetvénynél talalhato kajszi gylimolcsfak (sajat felvételek)
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3.2. DNS tisztitas
A fitoplazma DNS legnagyobb mennyiségben az erekbdl, levélnyelekbdl és a floémbdl vonhatd
Ki. Az 0Osszegyijtott levélmintakbol NucleoSpin® Plant II (MACHEREY-NAGEL) kit
segitségével DNS-t vontunk Ki. Az izolatorhazbol 22 db mintat, az 6reg torzsiiltetvénybol 12
db, az 1j torzsiiltetvénybdl 23 db, illetve a termdiiltetvénybdl, 9 db mintat vizsgaltunk, 6sszesen

66 db minta allt a rendelkezésiinkre.

A DNS tisztitds menete:

=

A minta homogenizalasa

N

A sejtek lizise (sejtfeltaras)
A mintdhoz 400 ul PL1 Buffert és 10 ul RNase A-t adunk, majd dsszekeverjiik a
mintaval.
Ezt kdvetden 10 percig, 65 °C-on tartjuk.
3. A minta tisztitdsa a tormelékektol
NucleoSpin sziirére helyezziik a feltart sejteket, majd két percig centrifugaljuk.
Az atfolyohoz hozzaadunk 450 ul PC Buffert, majd vortexeljiik.
4. DNS kotése az oszlophoz
A tormelékektSl megtisztitott, feltart sejteket NucleoSpin Plan 1l oszlopra helyezziik,
majd egy percig centrifugaljuk. A minta DNS taralma ekkor az oszlophoz kdtve 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 koétve.
Mosas: 400 nul PW1 Buffert mériink az oszlopra, majd egy percig centrifugaljuk.
Mosas: 700 ul PW2 Buffert mériink az oszlopra, majd egy percig centrifugaljuk.
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 centrifugaljuk 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
mintaink altalaban megfelelé koncentracioval rendelkeztek a tovabbi vizsgalatokhoz. Pozitiv

kontrolként Aster Yellows fitoplazmaval fert6zott Tagetes-t hasznaltunk.
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3.3. Fitoplazma detektalas PCR-el
A PCR reakciohoz univerzalis (P1 és P7) és 16SrX csoport specifikus (fO1 és rO1)

inditészekvenciakat hasznaltunk (Danet et al. 2011), melyeket az alabbi tablazat (4. tablazat)

szemléltet.

4. tablazat Fitoplazma PRC-hez hasznalt primer parok és azok bazissorrendje

Fitoplazma | Primer parok Bézissorrend
. .. |P1 AAG AGT TTGATC CTG GCT CAGGAT T
Univerzalis
P7 CGT CCTTCATCG GCT CTT

FO1(16SrX) CGG AAACTTTTAGTT TCAGT
frO1(16SrX) AAG TGC CCA ACT AAATGAT

16SrX

A reakcioelegy az alabbi 0sszetevokbdl allt 1 PCR reakciora (5. tablazat).

5. tablazat PCR reakcidhoz hasznalt keverék Osszetevoi

MQ: 8,4 ul
5xBuffer: 3ul

10mM

dNTP: 0.3 ul
Primerek:

forward — | 1ul

(10 uM):

reverz «<— 1l-l1

(10 uM) :

Phire enzim: | 0,3 ul
Templat 1 pl

A fitoplazma DNS fragmenteket negyven ciklusban szaporitottuk fel a kovetkezd paraméterek

mellett:

Denaturacio: A kettds szali DNS-t 98 °C-ra heviti, hogy a szalak szétvaljanak. A két DNS
— szalat 0sszeko6td hidrogénkotések felbomlanak. Idétartam: 10 sec.

Anellacio: A DNS szalak szétvalasa utan a homérséklet csokken, igy a primerek hozza
tudnak kapcsolodni a DNS-szalakhoz. Ennek a hémérséklete az alkalmazott primerektdl
fiigg, esetiinkben: 55 °C. Id6tartam: 10 sec.

Lanchosszabbitas: a DNS-polimeraz létrehozza a hianyzo szalat. A kapcsolddott primerrel
kezdi, és végigmegy a DNS szalon. A szintetizalds soran a sziilo nukleinsav szal szolgal

templatként az 0j lanc szintetizalasahoz. A hosszabbitas hdmérséklete a DNS polimeraztol
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figg. A 1épés iddigénye egyrészt fiigg magatdl a DNS-polimeraztdl, masrészt az
amplifikdland6 DNS szakasz hosszatol. Ebben az esetben 72°C- on, melynek idétartama:

20 sec.

A mintakat el6szor univerzalis (P1-P7), 1784 bp méretii terméket amplifikalo primerekkel
vizsgaltuk. Ezekkel a primerekkel minden eddig ismert fitoplazmat ki lehet mutatni.

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

3.4. Nested PCR

Az fO1-rO1 primerekkel, az els6 PCR reakcioban termékként kapott DNS-t hasznalva
templatként, egy 1071 bp nagysagii 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

veégeztiik el, mint az egyszerti PCR esetében.

A fragmentek méretének becslésére a mintakkal egy gélen elvalasztott GeneRuler DNA

Ladders markert hasznaltam (11. &bra).

100 bp Plus

1.7% agarose

11. abra 100 bp Plus marker beosztasa

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

igazolja, hogy az adott minta fitoplazma fert6zott, vagy sem.
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3.5. PCR termékek izolalasa agaroz gélbol és tisztitasa

A kivalasztott mintdk PCR termékeit 1,2% agaroz gélen elvalasztottuk, majd a megteleld
méretli terméket kivagtuk az agardz gélbodl. A termék lathatova tételére UV fényt, a kivagashoz

steril szikét hasznaltunk.

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

tisztitottam a fragmentet az agar6z gélbdl:

1. A mintakhoz 100 pl koto-puffert (Binding Buffert) adtunk.

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

3. A feloldott terméket Genelet tisztitboszlopra 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. Azatfolyot 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 tartalmazéd mos6 puffertol

7. A tiszta 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% agaroz gélen valo elvalasztassal ellendriztiik,

majd megfeleld inditoszekvencidk segitségével a BIOMI Kft-vel megszekvenaltattuk.

3.6. RNS kivonas

Az RNS kivonast Gambino és munkatarsai (Gambino et al. 2008) altal kidolgozott leiras alapjan

végeztem.

1. A kb. 200 mg-os ndvényi mintakat dorzscsészékben eldorzsoltem, majd 850 pl 65 °C-
os CTAB tartalmu extrakcios puffert és 17 ul B-merkaptoetanolt mértem rajuk.

2. Eppendorf csovekbe ontdttem a mintakat és 10 percre 65°C-os vizflirddbe helyeztem
Oket.

3. Eztkovetéen 850 ul kloroform-izoamilalkoholt pipettdztam rajuk, majd 6vatos forgatas
utan 10 percig 4 °C-on centrifugaltam (10 000 rpm).

4. Uj csovekbe 800 pl kloroform-izoamilalkoholt pipettdztam, amire a feliiliszot mértem.
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5. Ismét 10 percig 4 °C-on centrifugaltam (10 000 rpm).

6. 450-500 pl- feliiluszot 250 ul 9M-0s LiCl-ra mértem. Ovatos forgatast kovetden 30
percre jégre tettem, majd 4 °C-on 20 percig centrifugaltam (13 000 rpm).

7. Ezutan a feliiliszot leontottem, majd 450 pl 65 °C-ra elémelegitett SSTE oldatot
mértem a csovekbe.

8. Vortexeltem, majd hozzdadtam 450 pl kloroform-izoamilalkoholt. 10 percig 4 °C-on
centrifugaltam a mintakat (10 000 rpm).

9. Ezt kdvetden 400 pl feliiluszot mértem 280 pl izopropanolt €s 30 ul 4M-0s Na-acetatot
tartalmaz6 csovekbe.

10. Forgattam, majd 20 percig 4 °C-on centrifugaltam (13 000 rpm).

11. A csapadékot 1 ml 70 %-0s etanollal mostam.

12. 5 percig 4 °C-on centrifugaltam, majd az alkoholt 6vatosan ledntdttem rola és 10 percig

SpeedVac-ban szaritottam.

A visszaoldast 25 ul ultratiszta vizben (MQ) végeztem.

3.7. cDNS készitése
A kivont RNS-ekbdl tobb egyed RNS-ét tartalmazo keveréket (poolt) készitettem. Az

izolatorhaz mintaibdl harom, az 0j torzsiiltetvény mintdibol négy, a régi torzsiiltetvény esetében
két, a terméiiltetvénybdl pedig egy poolt készitettem.

A poolozott RNS templatokrdl reverz transzkripcid segitségével komplementer cDNS-t
készitettem, ehhez a RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit-et (Thermo Scientific)
hasznaltam. A mintak tdménységét Nanodrop késziiléken megmértem, ezt kovetden minden

csObe 500 ng-nak megfeleld templatot pipettaztam.

A csovekbe 0,25 pl random primert mértem €s annyi MQ vizet adtam hozza, amennyi 3,12 pl
végtérfogatra egészitette ki az oldatot. Vortexelés utan a csdveket centrifugaltam, majd 5 percre

65 °C-os vizfirdébe, majd jégre raktam Oket.

Ezt kdvetden mix-et készitettem mintanként 1 pl 5x Reakcios pufferbdl, 0,25 pl Ribolock RNaz
inhibitorbol, 0,5 pl 10mM dNTP-bél, és 0,25 ul Revertaid reverz transzkriptdz enzimbdl. A
denaturalt, jégen tartott mintadkhoz ebbdl a keverékbdl adtam 2 pl-t, majd a kovetkezo reakciot

hajtottam végre:
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25 °C — 10 perc
42 °C — 60 perc
45 °C — 10 perc
70 °C — 10 perc

Az elkészitett ¢cDNS-t tizszeresre higitottam, melyet az RT-PCR alapi virustesztekben

hasznaltam fel.

3.8. Virus-specifikus PCR

A PPV teszteléséhez az alabbi keveréket készitettem a mintakhoz: 3 pl Phire Buffer (5x%), 0,75
ul Forward (PPV_P1) primer (10 uM), 0,75 pl Reverz (PPV_P2) primer (10 uM), 0,3 ul ANTP
(20 mM), 0,3 pl Phire Enzyme és 9,4 ul MQ.

A reakcidhoz az alabbi primereket hasznaltam (6. tablazat).

6. tablazat PPV virus kimutatasara alkalmas PCR reakciohoz hasznalt primerek

Virus Primer parok Bazissorrend
PPV_P1(9534)r ACC GAG ACC ACT ACACTCCC
PPV_P2(9292)F |CAG ACT ACAGCCTCGCCAGA

PPV

A reakcidhoz az alabbi protokollt alkalmaztam:

98 °C  — 30 masodperc

98 °C  — 10 masodperc

62 °C  — 10 mésodperc 40x
72°C  — 20 masodperc

72°C  —1perc

A CVA teszteléséhez az alabbi keveréket készitettem a mintdkhoz: 3 pl Phire Buffer (5%), 0,75
ul Forward (5420) primer (10 uM), 0,75 ul Reverz (6791) primer (10 uM), 0,3 ul dNTP (10
mM), 0,3 ul Phire Enzyme és 9,4 ul MQ.

A CVA kimutatasahoz hasznalt primerek (7. tablazat).
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7. tablazat A CV A virus kimutatdséara alkalmas PCR reakcidhoz hasznalt primerek

Virus Primer parok Bézissorrend
CVAMP-FmM(5400) |ATGTCG ATC ATACCAGTY AAG

CVAMP-Rm(6791) |TTACCT GCACCAACY AC

CVA

A reakciohoz az alabbi protokollt alkalmaztam:

98 °C  — 30 masodperc

98 °C  — 10 masodperc

62 °C  — 10 mésodperc 40x

72°C  — 20 masodperc

72°C  — 1perc
A LChV-1 teszteléséhez az alabbi keveréket készitettem a mintakhoz: 3 pl Phire Buffer (5x),
0,75 ul Forward (LCHV1_9493T) primer (10 uM), 0,75 ul Reverz (LCHV1_10289R) primer
(20 uM), 0,3 ul ANTP (10 mM), 0,3 pul Phire Enzyme és 9,4 ul MQ.

A reakciohoz hasznalt primerek az aldbbiak (8. tablazat).

8. tablazat A LChV-1 virus kimutatasara alkalmas PCR reakciohoz hasznalt primerek

Virus Primer parok Bazissorrend
LChV1(9493)F GTT GTT AGATTC CGT CAT TAR

LChV1(10288)R |CAGTCG AACTACCAAGCGTTC

LChV1

A reakciohoz az alabbi protokollt alkalmaztam:

98 °C  — 30 masodperc

98 °C  — 10 masodperc

51°C  — 70 masodperc 40x
72°C  — 20 masodperc

72°C  — 1perc

3.9. Northern-blot

A Northern-blot technikdval RNS molekulakat a nukleinsavak bazisparosodasan alapuld
hibridizacios technikaval analizalunk. Ez az eljaras elévigyazatossagot igényel, mivel az RNS

rendkiviil bomlékony. A RNS mintakhoz denaturalo gélt készitettiink, a mintakhoz 90 ml gél
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sziikséges. A gélt 9 ml 10xMAE pufferbdl, 1.35 g agardzbol, 66 ml desztilalt vizbdl, 15 ml
formaldehidbdl készitettiik.

A desztillalt vizet agardzzal forraltuk, majd 60 °C-ra lehiitve adtuk hozza a 10xMAE puffert és

a formaldehidet.

A mintékat az alabbi modon kezeltlik egy minta esetén: 2 ul 10xMAE, 3,5 ul formaldehid és
10 pl formamid.

4,5 ul RNS templathoz 15,5 ul mintakezel6t adtunk, majd vortexeltiik, €s 15 percig denaturaltuk
65 °C-on, majd hozzaadtuk a 2 pl FDE festéket.

10 pl mintat vittiink fel a gélre, majd a gélt MAE-s pufferben valasztottuk el 90 V-on, 2-3 éran

keresztiil.
Blottolas

Az tiveglapra 2 db Whatmann sziir6papirt helyeztiink, amelyet két végén 20xSSC oldatban
megmeritettiink. Majd iivegpipettaval atsodortunk, ezt kdvetden rahelyezziik a gélt, amely
oldalait egyenesre vagtuk, és oldalrol folpackkal leszigeteltiik. Ezt kovetden rahelyeztiik a
membrant (Hybond N), melyet elétte 20xSSC-ben aztattunk. Majd 3 db Whatmannt helyeztiink

r4, majd sok papirtdrolkozovel takartuk le, végiil lesulyoztuk.
Hibridizacio

A filtereket 65°C-on prehibridizaltuk. A prehibridizalas alatt elkészitettem a radioaktivan jelolt
probat, Decalabel Kit segitségével, a kovetkezOképpen:

5 ul 5xBuffert, 1 pul PCR terméket és 19 ul desztillalt vizet 6sszemértiink. Majd a keveréket 10
percig forraltunk, ezutan jégre helyeztiik. Ezt kovetden a keverékbdl 1,5 pl-t, 3 pul CTP-vel és
0,5 pl Klenew DNS-sel 0sszemértiink, majd izotdopban 37 °C- os vizgdzbe raktunk. Ezutan
hozzaadtuk a 2 pl ANTP-ét, majd jégre helyeztiik. Végiil 5 percig forraltuk, és jégre raktuk.

Ezt kovetden az elhasznalt prehibridizacios folyadékot ledntottiik, majd a probat hibridizacios

pufferbe raktuk, tigy ontottiik ra a membranra.
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Mosas és exponalas

2x SSC-vel (0,1%) mostuk 5 percig, majd folpackba csomagoltuk, a membrant kazettaba
helyeztiik, ami nem engedi at a radioaktiv sugarzast, majd rontgen filmet helyeztiink ra. Ezt

kovetden exponaltuk, majd s6tét szobaban eldhivtuk a filmet.
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4. Eredmények

4.1. Az iiltetvény fitoplazma fertozottsége

4.1.1. 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 (12. abra), segitségével egy levélbdl 150-500
ng/ul DNS-t nyertiink ki.

pEnaE e S 6 .2 08 9 28 11 12 13 12 ;33

-,'cs.ww Ll -

12. abra Az izolatozhazbol szarmaz6 mintak DNS kivonatainak képe 1,2% agar6z gélen vald
elvalasztas utan.

4.1.2. Izolatorhaz fitoplazma fertozottségének vizsgalata
Kutatasom soran 22 darab minta fitoplazma fert6zottségét szerettem volna megvizsgalni.

A mintak DNS kivonatair6l elészor univerzalis (P1-P7), 1784 bp-os terméket amplifikalo
primerekkel végeztem PCR reakciot.

A PCR eredményeképpen kapott termékeket templatként hasznalva Nested PCR reakcidkat
inditottunk, melyhez 16SrX csoport specifikus (fO1 és rO1) inditdszekvenciakat hasznaltunk.

A PCR reakcidk eredményeképpen az alabbi eredményeket kaptuk (13. abra).
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13. abra Az izolatorhaznal gy(jtott mintak DNS kivonasainak nested PCR analizise A/P1/P7
altalanos fitoplazma specifikus B/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 fert6zott Tagetes DNS kivonatat hasznaltuk.

-K: templat helyett desztillalt vizet hasznaltunk.

Vizsgalatunkbol az deriilt ki, hogy az izolatorhazbdl gyljtott mintak fitoplazma mentesnek
tekinthetdek.

Osszegezve a kapott eredményeket a 9. tablazatban szemléltetem.
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9. tablazat Izolatorhazbdl szarmazo mintak eredményeinek 6sszegzése

Izolatorhaz

Univerzalis
fitoplazma
PCR

16SrX

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

O[NNI |O|BRWIN|F

Rakovszky 1/30

=
o

Maliga kajszi MK132 2/1

-
-

Budapest 2/5

[Eny
N

Pannonia 2/9

=
w

Ceglédi piroska 2/13

H
o

OrangeRed 2/17

=
ol

Harmat 2/21

=
(o))

Harmat 2/22 T

[
\‘

Mandula kajszi 2/25

=
(00]

Velcot 2/29

=
©

Ligeti orias 3/1

N
o

Rézskajszi 3/5

N
[y

Korali piros 3/9

N
N

Magyar kajszi 3/13
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4.1.3. Uj torzsiiltetvény fitoplazma fertézottségének vizsgalata

Az 0 torzsiiltetvénynél gyiijtott mintakbol is elészor DNS-t vontunk ki. Ezt kdvetden
univerzalis (P1-P7), 1784 bp-os terméket amplifikalé primerekkel végeztiink PCR reakciokat.

Ezt kdvetden a PCR-bdl kapott terméket hasznalva templatként ujabb nested PCR reakciokat
mértiink 6ssze, melyhez 16SrX csoport specifikus (fOl1 és rOl) inditoészekvenciakat

hasznaltunk.

A PCR reakcidk eredményeképpen az alabbi eredményeket kaptuk (14. abra).

AM12 345 6 7 8.91011 12 13 1415 16 1718 19 20 2122 23+K -K
W —
= — e
o TS T o
B M12345 678910 11 1213 14 15 16 1718 19 20 2122 23+K -K
ol S — =
/\:Q—. -
ST AR ) ) )

14. abra Az 1j torzsiiltetvényen gytijtott mintak DNS kivonasainak nested PCR analizise
A/P1/P7 altalanos fitoplazma specifikus B/fO1/rO1 16SrX csoport specifikus
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 desztillalt vizet hasznaltunk.

Az ébra jol szemlélteti, hogy az elsd korben hasznalt univerzélis primerekkel (P1/P7) nem

sikertilt kimutatni a fitoplazma jelenlétét a mintakbol.

Az érzékenyebb primereket (fO1/rOl) hasznalva viszont mar talaltunk fitoplazmat a
mintakban. Megfigyelhetd, hogy a 23 db mintabol 8 db minta volt fertézott fitoplazmaval az 1j

torzsiiltetvény esetében (10. tablazat).
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10. tablazat Uj torzsiiltetvénybdl szarmazé mintak eredményeinek osszegzése

Univerzalis
Uj torzsiiltetvény (UT) | fitoplazma | 16SrX
PCR

Ligeti 6rias 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 - +
Korali piros 10/42 - -
Pannonia 12/2 - +
Ceglédi orias 10/1 - -
Ceglédi orias 10/24 - -
Maliga kajszi 9/42 - -
Pannonia 12/8 - -
Harcot (gyants)10/40 - +
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4.1.4. Oreg torzsiiltetvény fitoplazma fert6zottségének vizsgalata

Kutatasomhoz az oreg torzsiiltetvényrdl 12 darab mintat vontam be vizsgaltaimhoz.

A mintak DNS kivonatair6l el@szor univerzalis (P1-P7), 1784 bp-os terméket amplifikalo

primerekkel végeztem PCR reakciot.

Ezt kovetéen a PCR eredményeképpen kapott termékeket templatként hasznalva nested PCR
reakciokat inditottunk, melyhez 16SrX csoport specifikus (fO1 és rO1) inditoszekvenciakat

hasznaltunk.

A PCR reakciok eredményeképpen az alabbi eredményeket kaptuk (15. abra).

M 1 2 3 45 6 7 8 91011 12 +K
A R
\\\\)‘\Q -
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15. abra. Az 6reg torzsiiltetvénynél gytijtott mintak DNS kivonasainak nested PCR analizise
A/P1/P7 altalanos fitoplazma specifikus B/fO1/rO1 16SrX csoport specifikus
inditészekvenciakat hasznalva. Az fO1/rO1 primerekkel végzett PCR reakcidohoz 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.

PCR eredményeink azt mutatjak, hogy amig az univerzalis primerek hasznalataval (A) csak a
pozitiv kontrollban volt kimutathato a fitoplazma, az érzékenyebb csoport specifikus primerek
hasznalataval (fO1/rO1) mar a 12 db mintabol, 5 db minta fert6zott 16SrX csoportba tartozo

fitoplazmaval.
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Eredményeinket az 11. tdblazatban szemléltetem.

11. tablazat Oreg torzsiiltetvénybdl szarmazo mintdk eredményeinek dsszegzése

Univerzalis
) fitoplazma | 16SrX
Oreg torzsiiltetvény (OT) PCR

beteg - -
Pannoénia - -
Pannoénia 17/40 -
Ceglédi bibor 18/45 -
Ceglédi bibor 18/42 - -
Gonci magyar 19/40 -
Budapest 23/42-45 - -
Korai piros 27/38-40 - -
Mk132 29/27-40 - +
Harmat 30/37 - -
Cseresznye Rita 29/35 - +
Korali piros 27/36-40 - +

Olo|N|joojO|R|WIN|F
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4.1.5. Termdiiltetvény fitoplazma fert6zottségének vizsgalata

Az termdiiltetvénynél gyiijtott mintakbol DNS kivonast koveten univerzalis (P1-P7), 1784 bp-

os terméket amplifikalo primerekkel vizsgaltuk a mintakat elsé 1épésben.

Ezt kdvetéen — a korabbi gyakorlattal megegyezden - a PCR-bdl kapott termékeket tovabb
vizsgaltuk nested PCR-rel, melyhez 16SrX csoport specifikus (fO1 és rO1) inditészekvenciakat

hasznaltunk.

Az fO1 és rO1 primerekkel vizsgalt PCR reakcio az alabbi eredményeket adta (16. abra).
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16. abra A terméiiltetvénynél FO1/rO1 16SrX csoport specifikus inditoészekvencidkat
hasznalva. Az fO1/rO1 primerekkel végzett PCR reakciohoz a P1/P7 primerekkel amplifikalt

Az eredmények azt mutatjak, hogy a termdiiltetvénynél gytjtott 9 db mintabol, 8 db fertdzott

termékek szolgaltak templatként.

M: Marker: 100 bp Plus
+K: Aster Yellow fitoplazmaval fertézott Tagetes DNS kivonatat hasznaltuk.

-K: templat helyett desztillalt vizet hasznaltunk.

fitoplazmaval, ez nagyon erds fertdzési ratat mutat.

Osszegzésképpen a 12. tablazatban szemléltetem a termdiiltetvény mintaibol kapott

eredményeket.

12. tablazat Termdiiltetvénybdl szarmazo mintak eredményeinek dsszegzése

Univerzalis Sanger
Terméiiltetvény fitoplazma 16SrX |szekvenalas
PCR

T 2/1 beteg (+) 5 5
T/2 Sweetcot + +

T/3 Sweetcot +

T/4 Gonci magyar - +

T/5 Flavorcot + i +
T/5 sarj

T/6 Flavorcot + -

T/7 elpusztult + +

T/8 Flavorcot + +

T/9 fiatal gyanus + + 0

4.1.6. Tisztitott mintak szekvenalasa

Tovabbi analizisre 3 db mintat valasztottunk ki, melyek fO1/rO1 16SrX csoport specifikus
primerekkel lettek amplifikdlva. A PCR termékeket gélb6l kivagtuk, tisztitottuk és

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

a szekvencian az fO1/rO1 primerekkel hatarolt génszakaszt.

Ezt a 'Ca. Phytoplasma mali’ spcifikus 16S rRNS génszakaszt hasonlitottuk dssze az NCBI
BLAST program segitségével az NCBI adatbazisiaban talalhato szekvencidkkal. Az
Osszehasonlitds azt mutatta, hogy ez a DNS szakasz legjobban 'Ca Phytoplasma prunorum’

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

A Clustal Omega illeszté6 program segitségével meg lehet allapitani, hogy bizonyos
szekvenciak, mennyire hasonlitanak, mennyire térnek el egymastodl, illetve bazisbarra lebontva

lathatod, hol van az eltérés a szekvenciakban.

Tehat a BLAST program segitségével kigytlijtott szekvencidkat bemasoltuk a Clustal Omega
programba, amely elkészitette az illesztéseket. A csillaggal jelolt részek teljes egyezést
jelentenek a szekvenciak kozott, ahol nincs csillag ott bazispar eltérés van, egy vagy tobb

szekvenciaban is.

A szekvencia illesztéshez nemcsak az adatbazisbol kigytijtott szekvencia darabokat hasznaltuk
fel, hanem a termdiiltetvényrél szarmazo mintainkrol (T1, T5, T9), altalunk amplifikalt fO1 és
rO1 primerekkel készitett PCR termékek szekvenciajat is. A szekvendlds eredménye alapjan
egyértelmii, hogy 'Ca Phytoplasma prunorum’ van a mintankban, mivel 99%-o0s egyezést mutat

az adatbazisban talalhat6 izolatumok szekvenciajaval (17. abra).
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T9_16S

T5_16S
DQ011588.1 pyri 16S
AJ542543.1 pyri_16S
CU469464 mali 16S
T1_16S

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

T9 16S

T5 16S
DQ011588.1 pyri 16S
AJ542543.1 pyri 16S
CU469464 mali 16S

T1 16S

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

T9_16S

TS5 16S
DQ011588.1 pyri 16S
AJ542543.1 pyri 168
CU469464_mali_16S

T1 16S

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

17. abra Az NCBI adatbazisban megtalalhatd 'Ca Phytoplasma prunorum’, 'Ca Phytoplasma

pyri’ €és 'Ca Phytoplasma mali’ és az érdi termdiiltetvényrdl szarmazd mintak szekvencidinak

TTCTTTTATTAAAGAAGAAAAAATGATGGAAAAATCATTCTGACGGTATTTAATGAATAA
TTCTTTTATTAAAGAAGAAAAAATGATGGAAAAATCATTCTGACGGTATTTAATGAATAA
TTCTTTTATTAAAGAAGAAAAAATGATGGAAAAATCATTCTGACGGTATTTAATGAATAA
TTCTTTTATTAAAGAAGAAAAAATGATGGAAAAATCATTCTGACGGTATTTAATGAATAA
TTCTTTTATTAAAGAAGAAAAAATGATGGAAAAATCATTCTGACGGTATTTAATGAATAA
TTCTTTTATTAAAGAAGAAAAAATGATGGAAAAATCATTCTGACGGTATTTAATGAATAA
TTCTTTTATTAAAGAAGAAAAAATGATGGAAAAATCATTCTGACGGTATTTAATGAATAA
TTCTTTTATTAAAGAAGAAAAAATGATGGAAAAATCATTCTGACGGTATTTAATGAATAA
TTCTTTTATTAAAGAAGAAAAAATGATGGAAAAATCATTCTGACGGTATTTAATGAATAA
TTCTTTTATTAAAGAAGAAAAAATGATGGAAAAATCATTCTGACGGTATTTAATGAATAA
TTCTTTTATTAAAGAAGAAAAAATGATGGAAAAATCATTCTGACGGTATTTAATGAATAA

B R R R R R R R R I S

TTTATTGGGCGTAAAGGGTGCGTAGGCGGTTAAATAAGTCTATGGTATAAGTTCAACGCT
TTTATTGGGCGTAAAGGGTGCGTAGGCGGTTAAATAAGTCTATGGTATAAGTTCAACGCT
TTTATTGGGCGTAAAGGGTGCGTAGGCGGTTAAATAAGTCTATGGTATAAGTTCAACGCT
TTTATTGGGCGTAAAGGGTGCGTAGGCGGTTTAATAAGTCTATGGTCTAAGTTCAACGCT
TTTATTGGGCGTAAAGGGTGTGTAGGCGGTTTAATAAGTCTATGGTATAAGTTCAACGCT
TTTATTGGGCGTAAAGGGTGCGTAGGCGGTTAAATAAGTCTATGGTATAAGTTCAACGCT
TTTATTGGGCGTAAAGGGTGCGTAGGCGGTTAAATAAGTCTATGGTATAAGTTCAACGCT
TTTATTGGGCGTAAAGGGTGCGTAGGCGGTTAAATAAGTCTATGGTATAAGTTCAACGCT
TTTATTGGGCGTAAAGGGTGCGTAGGCGGTTAAATAAGTCTATGGTATAAGTTCAACGCT
TTTATTGGGCGTAAAGGGTGCGTAGGCGGTTAAATAAGTCTATGGTATAAGTTCAACGCT
TTTATTGGGCGTAAAGGGTGCGTAGGCGGTTAAATAAGTCTATGGTATAAGTTCAACGCT

KAAAAAKAAAAAAAAAAAAA, AAAAAAAA A, A A A A A A A A A A A, Ak A A A A A Ak KKk

ATGTGTAGCGGTAAAATGCGTAAATATATGGAGGAACACCAGTAGCGAAGGCGGCTTGCT
ATGTGTAGCGGTAAAATGCGTAAATATATGGAGGAACACCAGTAGCGAAGGCGGCTTGCT
ATGTGTAGCGGTAAAATGCGTAAAGATATGGAGGAACACCAGTAGCGAAGGCGGCTTGCT
ATGTGTAGCGGTAAAATGCGTAAAGATATGGAGGAACACCAGTAGCGAAGGCGGCTTGCT
ATGTGTAGCGGTAAAATGCGTAAATATATGGAGGAACACCAGTAGCGAAGGCGGCTTGCT
ATGTGTAGCGGTAAAATGCGTAAATATATGGAGGAACACCAGTAGCGAAGGCGGCTTGCT
ATGTGTAGCGGTAAAATGCGTAAATATATGGAGGAACACCAGTAGCGAAGGCGGCTTGCT
ATGTGTAGCGGTAAAATGCGTAAATATATGGAGGAACACCAGTAGCGAAGGCGGCTTGCT
ATGTGTAGCGGTAAAATGCGTAAATATATGGAGGAACACCAGTAGCGAAGGCGGCTTGCT
ATGTGTAGCGGTAAAATGCGTAAATATATGGAGGAACACCAGTAGCGAAGGCGGCTTGCT
ATGTGTAGCGGTAAAATGCGTAAATATATGGAGGAACACCAGTAGCGAAGGCGGCTTGCT

KA A A A A A A A A AR A AR A AR A A A A A, Ak A Ak Ak kA Ak Ak Ak kA Ak Ak Ak Ak kk ok ok ok ok ok ok k%

illesztése Clustal Omega programmal.

4.2. Virusdiagnosztikai eredmények

Az RNS kivonast kovetden a mintdkat csoportositva az izolatorhdz mintdibdl harom, az uj
torzsiiltetvény mintaibol négy db, a régi torzsilltetvény esetében kettd, a termdiiltetvénybdl
pedig egy poolt készitettem. A poolokbol cDNS-t készitettem ¢és ezeket teszteltem az adott

virusok jelenlétére PCR reakcioval az adott virusra specifikus inditdszekvenciakat hasznalva.

4.2.1. PPV

A szilvahiml6 virus vizsgalatat kovetden az alabbi eredményeket kaptam (18. abra).
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M1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 +tK-K
o — s

Izolatorhaz Uj torzsiiltetvény Régi Termoiiltetvény

torzsiiltetvény

18. abra A szilvahiml6 virus jelenléte az adott {iltetvényekben.

M: 1000bp marker, +K: PPV-vel fert6zott Tuleu Gras torzsiiltetvénybdl szarmazo szilva -K:
desztillalt viz

A kapott eredményekbdl jol latszik, hogy mar az izoldtorhdzban is jelen van a PPV virus. Az
uj torzsiiltetvény mintaibol két pool esetében is er6s PPV fertdzottséget mutatnak az

eredmények. A régi torzsiiltetvényben és a termdiiltetvényben is kimutathato a korokozo.

4.2.2. CVA

A Cherry Virus A-ra tesztelt PCR vizsgalat eredményeit a 19. abran szemléltetem.

M. ol 22 -3 4. Do 60 v pin g Sl 3 -K
e  _—EDES e W

Izolatorhaz Uj torzsiiltetvény Régi  Terméiiltetvény

torzsiiltetvény

19. abra A Cherry Virus A virus jelenléte az adott iiltetvényekben.
M: 1000bp marker, +K: CVA-val fertdzott Pannonia kajszi, -K: desztillalt viz

A PCR eredmények azt mutatjak, hogy az izolatorhdz, az 0j és az Oreg torzsiiltetvény is

meglehetésen fertdzott a CVA virussal, egyediil a termdiiltetvény tekinthetd a korokozotol

mentesnek.

Northern Blot-tal is elvégeztiik a Cherry Virus A-ra a virustesztelést, ennek eredményei a 20.

abran lathatoak.
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20. abra Northern Blot eredménye

A Northern Blottal kapott eredmények teljes mértékben megegyeztek a PCR vizsgalattal kapott

eredményekkel.

4.2.3. LChV1

A Little Cherry Virus 1 esetében az alabbi eredményeket kaptuk (21. abra).

M. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 +K K

) e

Izolatorhaz Uj torzsiiltetvény Régi  Terméiiltetvény
torzsiiltetvény

21. abra A Little Cherry Virus 1 jelenléte az adott iiltetvényekben.
M: 1000bp marker, +K: LChV1-el ferté6zott Magyar kajszi, -K: desztillalt viz

A PCR eredményébdl jol latszik, hogy a régi torzsiiltetvényben megtalaltuk a Little Cherry

Virus 1-et, melyet kajszin a tavalyi évben detektaltak el6szor hazankban.

A poolok koziil kivalasztottuk a 8. poolt, melyben megtalaltuk a Little Cherry Virusl-et, ennek
egyedi RNS mintaibol ismételten cDNS-t készitettiink, ezt kovetéen PCR reakciot hajtottunk

végre. Ennek eredményei a 22 abran lathatoak.

Me¢e 1 2 3 4 § 6 38 -K

=

22. abra A Pool8 Little Cherry Virusl-re tesztelt eredményei

M: 1000bp marker, +K: LChV1-el fert6zott Magyar kajszi, -K: desztillalt viz
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Az eredményekbdl jol lathatd, hogy az Oreg Torzsiiltetvényben két mintabol is sikeriilt
Kimutatni a Little Cherry Virusl jelenlétét, igy jol lathatd, hogy hazankban is jelen van a

korokozo a kajszi fakon is.
4.2.4. Virusdiagnosztikai eredmények 6sszegzése

A PPV, CVA és LChV1 virusra kapott eredményeinket az alabbi tablazatban (13. tablazat)

0sszegeztem.

13. tablazat Virusdiagnosztikai eredmények

Sorszdm Ultetvény PPV | CVA |LChV1

1 Izolatorhaz 1. (+)

2 Izolatorhaz I1. +

3 Iolatorhaz I11. +

4 Uj torzsiiltetvény 1. +

5 Uj torzsiiltetvény I

6 | Uj torzsiiltetvény III. + +

l Uj torzsiiltetvény IV, +

8 Oreg torzsiiltetvény 1. + +
Oreg torzsiiltetvény

9 | '

10 Termdiiltetvény (+)

Az eredményekbdl jol latszik, hogy a vizsgalatinkba bevont harom virus - PPV, CVA és LChV1
— mindegyike megtalalhatdé volt az altalunk mintazott érdi iiltetvényekben. Legnagyobb
szamban a Cherry Virus A volt jelen a mintakban, viszont a szilvahiml6é virus (PPV) is
jelentdsen elterjedt az iiltetvényekben. Illetve a Little Cherry Virus 1-et is sikeriilt kimutatni két

mintaban is az oreg torzsiiltetvényben.
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5. Kovetkeztetések, javaslatok

A fitoplazmak okozta megbetegedések egyre jelentésebb kéarokat okoznak a
gylimélcstermesztésben, de legjelentdsebb veszteségekrdl a kajszi iiltetvények esetében
szamolnak be a kutatdsok. Mind Eurdpaban, mind Magyarorszagon egyre inkabb teret nyer

maganak a korokozo.

Kutatdsainkbdl kidertilt, hogy a fitoplazma jelen van az ltalunk vizsgalt érdi kajszi liltetvények
egy részében. A legmagasabb fitoplazma fert6zottséget a termdiiltetvényben talaltunk. Az
iltetvényre jellemz0, hogy a piaci igényeknek megfelelé volt a fajtavalasztas, igy a keresett
francia fajtakat valasztottak. Ezen az iiltetvényen mar az univerzalis primerek hasznélataval is
kimutathat6 volt a korokozd, mig a tobbi teriileten csak az érzékenyebb, specifikusabb

primerekkel tudtuk a fitoplazma jelenlétét kimutatni.

Fontos kiemelni még azt a tényt is, hogy az izolatorhazban gyjtétt mintak 100 %-ban
egészségesnek bizonyultak, ez azt jelenti, hogy az 0j torzsiiltetvénybe kizarolag egészséges
szaporitd anyag keriilt a magyar fajtakbol, igy a torzsiiltetvények fertdzottsége feltételezhetdleg
vektoroknak koszonhetd. EzErt a tovabbiakban célszerti lenne felmérni a lehetséges vektorokat,
azok populaciodinamikdjat megfigyelni, emellett célszerli lenne kutatni a lehetséges fert6z6
forrasokat is a teriiletek korzetében. Tovabba ajanlott lenne meghatarozni a fertézott fakat, ezek

eltdvolitasa sajnos nélkiilozhetetlen a korokoz6 megallitasaban.

A szekvenalt eredményeinkbdl az lathato, hogy a szekvencidk nagyon hasonloak. Ezekbdl az
adatokbol arra kovetkeztethetiink, a 16S rRNS génre tervezett primerekkel nem lehet
kiilonbséget tenni az azonos csoportba tartozd, de eltérd fajtaju fitoplazmak kozott, mivel
szekvenciaik minimalis eltérést mutatnak. A tovabbiakban azt tervezziik, hogy mas fitoplazma
géneket amplifikdlunk mintdinkbol, melyek alapjan egyértelmiien megéllapithat6 lesz majd,
hogy a 16SrX csoportbol valoban a ‘Ca. Phytoplasma prunorum’ fertézte az altalunk vizsgalt
kajszi fakat. Amennyiben kelléen variabilis gént sikeriil taldlnunk az &sszehasonlitasra, az
tltetvény kiilonboz6 teriileteir6l szarmazé mintaink szekvencia analizise majd lehetévé teszi,
olyan rokonsagi vizsgalatok elvégzését, mely alapjan a korokozd szarmazasi helyére illetve

terjedési modjara is kovetkeztethetiink.

A virusdiagnosztikai eredményekbdl jol latszik, hogy a kajszit tobb virus is képes megfert6zni,
ezért érdemes lenne a szilvahiml6 virus mellett a Cherry Virus A, illetve a Little Cherry virus1-

et is vizsgalni a szaporitdanyag eléallitasakor, mivel az utobbi a cseresznye és a meggy esetében
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az egyednek mentesnek kell lennie a korokozotol, hogy értékesithetd legyen (14/2017. (II1. 23.)
FM rendelet), azt viszont nem tudni, hogy a kajszi fakon valé jelenléte milyen hatassal van a

fakra, esetlegesen a termésre, ezt a késdbbiekben érdemes lenne tovabb vizsgalni.

Hazankban nagy gazdasagi jelentéséggel bir a mezdgazdasagon beliill a gyiimolcstermesztés,
ezért kiemelkedden fontos lenne hatésagilag szabalyozni a szaporitd anyagok arusitasat, illetve
az import szaporité anyagok ellendrzése is elengedhetetlen feladatnak kellene lennie, mivel
csak egészséges szaporitd anyag hasznalataval lehet hossz(i tavon mindségileg ¢és

mennyiségileg is megfeleld terméket eldallitani.

Emellett a ndvényvédelmi szakemberekre, illetve a gazddkra is fontos feladat harul.
Folyamatosan ellendrizni kellene az iltetvények allapotat. Emellett fel kellene mérni a

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

Dolgozatomban bemutattam a fitoplazmakrol, kiilonds figyelmet forditva a 'Ca. Phytoplasma
prunorum’-1a, illetve a PPV, CVA és LChV1 virusokrol 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 izolatorhdzban gyiijtott mintdkon kiviil, minden teriileten megtalaltuk a fitoplazma
jelenlétét. Legnagyobb mennyiségben az import gylimolcsfakon talalhaté meg a ’Ca.
Phytoplasma prunorum’, de az 0j telepitési torzsiiltetvény is veszélyben van.

A szakirodalmak ¢és a sajat eredményeink is azt mutatjak, hogy a 16SrX fitoplazma csoportba
tartozd fajok ('Ca. Phytoplasma mali’, 'Ca. Phytoplasma pyri’ és ’Ca. Phytoplasma
prunorum’) nagyon hasonld 16SrRNS génnel rendelkeznek, igy biztosan csak az 4llapithato
meg hogy az altalunk vizsgalt fitoplazmat tartalmazé mintaink e csoportba tartozo kérokozoval
fertdzottek.

A fitoplazma mellett a virusokat is érdemes figyelemmel kisérni a kajszi esetében, mivel az
eredményekbdl jol latszik, hogy jelen vannak az iiltetvényben. A PPV ¢és a CVA jelenléte
jelentésnek mondhato az iiltetvényben, illetve a Little Cherry Virus-1 kérokozot is megtalaltuk
két mintaban. A PPV jol ismert zarlati korokozo a kajszi esetében, viszont a Little Cherry Virus-
1-r61 2017-ig nem volt ismert, hogy fertézi a kajszit, ez a koérokozo a cseresznye és meggy
esetében karantén korokozonak szamit. Jelenleg nem ismert, hogy ezen virusok jelenléte milyen
hatassal lehet a gylimolcsfak allapotara, illetve a termés mindségére vagy mennyiségére.

A szaporitd anyag ellendrzésének elengedhetetlen feladatnak kellene lennie az 1j iiltetvények
l1étrehozasakor. Emellett a vektorok szerepét is fel kellene mérni az adott iltetvényeken.
Ajanlott lenne tanulmdnyozni a kiilonb6zd vektorok populdciddinamikdjat, és elleniik ki
kellene dolgozni egy integralt ndvényvédelmi technologiat. Tovabba javasolt lenne az
iltetvények kornyezetében felmérni a kiilonb6z6 lehetséges fert6zéforrasokat is, mind a
fitoplazma, mind a virusok esetében, mivel a vadon ¢é16 gazdanovényekrdl is bekeriilhetnek az
tiltetvénybe a korokozok.

Osszegezve, nem szabad figyelmen kiviil hagyni a fitoplazmak és a virusok terjedését
Magyarorszagon. Ennek érdekében javasolt lenne hatosagilag szabalyozni az orszagba érkezo,
¢s jelenlévd szaporitdanyagok ellendrzését, emellett a termeldknek is ajanlott lenne
iiltetvényeik folyamatos ellendrzése, és ha megjelenik a kérokozd, azonnali alloméanyfelmérés

¢s beavatkozas javasolt szakemberek bevonasaval.
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9. Mellékletek

1. melléklet 16S rDNS alapjan megallapitott csoportokba tartoz6 fitoplazmak

csoportositasa (Seemiiller 1998)

16S rDNS alapjin megallapitott csoportok

Csoportba tartozé fitoplazmak

16S - 6szirdzsa sargulas csoport

SAY (Western severe aster yellows, nyugati sulyos 0szirézsa
sargulas)

AAY (American aster yellow, amerikai 6szir6zsa sargulés)

AY1 (Maryland aster yellows, Maryland 6szirdzsa sargulas)

OAY (Oenothera aster yellows, ligetszépe 0szir6zsa sargulds)

MIAY ( Michigan aster yellows, Michigan 6szirézsa sargulas)

BB ( tomato big bud, paradicsom oriasriigy betegség)

CPh (clover phyllody, herevirag ellevelesedése)

16S - bab viragzoldiilés csoport

PnWB (peanut witches'-broom, foldimogyord
boszorkanysepriisddés)

SPWB  (sweet potato  witches'-broom,  édesburgonya
boszorkanysepriisodés)

SUNHP  (sunn  hemp witches'-broom, bengaliai kender
boszorkanysepriisodés)

WBDL (lime witches'-broom, len boszorkanysepriisodés)

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 witches'-broom, Tsuwabuki
boszorkanysepriisodés)

VAC (vaccinium witches'-broom, 4fonya boszorkanysepriisodés)

CYE (clover yellows edge, here levél sargaszéliiség)

LY (coconut lethal yellowing, kokusz letalis sargulas)

LDY (Yucatan coconut lethal decline, yucatani kokusz letalis

V. | 16S - kokusz letalis sargulasa csoport sargulsa)
LDT (Tanzanian coconut lethal decline, tanzéniai kokusz letélis
pusztulasa)
EY1 (American elm yellow, amerikai szilfa sargulas)
ULW (French elm yellows, francia szilfa sargulas)
V. | 16S - szilfa sargulas csoport FD (Flavescece dorée, sz616 sargasag)
CLY (cherry lethal yellowing, cseresznye letalis sargulas)
JWB (jujube witches'-broom, zsidotovis boszorkanysepriisodés)
VL. | 185 - here sepriisddés csoport CP (clover proliferation, here sepriisddés)
VII. | 16S - kérisfa sargulds csoport AshY (ash yellows, kérisfa sargulas)
VIIL. | 168 - szivacstok bonyorkanysepriisodése csoport LFWB (loof witches'-broom, szivacstok boszorkanysepriisodés
IX. | 16S kajanban boszorkanysepriisddése csoport PPWB (pigeon pea witches'-broom, kajanbab
boszorkanysepriisodés)
AP (apple ploriferation, almafa boszorkanysepriisodés)
PD (pear decline/Italy, korte leromlas)
X. | 16S almafa boszorkanysepriisodése csoport

PPER (peach decline, észibarack leromlas)

ESFY (European stone fruit yellows, csonthéjasok eurépai
sargulisa)
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BAWB (buckthorn witches'-broom, benge boszorkanysepriisodés)

RYD (rice yellow dwarf, rizs sargulasos torpiilés)

XIl. | 16S - cukornad fehérlevelisége 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 sz616sargulas)

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