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1. BEVEZETES

Az utobbi években nagy szdmban taldltunk gylimolcsosokben és zoldségveteményekben
sargulasos €s boszorkanysepris tiineteket mutaté novényeket. Sokszor a viragok megvaltozott
alakja és szine hivta fel a figyelmet, hogy valamilyen szokatlan betegséggel allunk szemben.
A tiinetek néhany ndvényfaj esetében olyan sulyosak voltak, hogy jelentds terméscsokkenést,
vagy mindségi romlast okoztak. Ez a tobb évtizedre telepitett kultirdk esetében kiilondsen
nagy gazdasagi kart jelentett. A tiinetek hatterében nem virus, baktérium, vagy gomba
korokozé allt, ezért vizsgaltuk meg a beteg ndvények esetleges fitoplazma fertézottségét. A
mintdk jelentés hanyadanal igazolni tudtuk a korokozd jelenlétét. Ezen elsddleges
tapasztalatok, és mas hazai novénykortannal foglalkozo szakemberek (Szirmai, 1956;
Petroczy, 1958; Gaborjanyi és Lonhard, 1967; Horvath, 1969; Kuroli, 1970) korabbi
megfigyelései alapjan feltérképeztiik a fitoplazmék eléfordulasi helyeit, gazdandvénykorét és
jelenlevé csoportjait Magyarorszagon. A vizsgalatok soran nemcsak gylimolcsfak és
z0ldségnovények, hanem gyomok ¢és disznovények szoveteiben is kimutattunk fitoplazma
fertozést. Vizsgalati modszereinket az irodalomban leirt, illetve kiilfoldon hasznalt korszert

mikroszkdopos és molekularis biologiai modszerek alapjan alakitottuk ki.

Célkitiizéseink

Elsésorban a hazankban el6forduld fitoplazmak kimutatdsat, és az egyes csoportok
azonositasat kivantuk megvalositani molekuldris bioldgiai modszerekkel. A vizsgalatok
lehetdséget adtak az eddig Magyarorszdgon leirt, hagyomanyos moédszerekkel azonositott
fitoplazmak, valamint a megfigyelt tiinetek, és az elmult években felderitett fitoplazmas
betegségek dsszehasonlitasara; egyes esetekben a kiigazitasra. Ezaltal a jelenleg feltérképezett
gazdanovénykor és a betegség eldfordulasi helyei is Osszevetésre kertlilhettek a hazai

irodalomban mar elézdleg k6zolt adatokkal.

A fitoplazméak patogenitasardl eddig még nagyon keveset tudunk. A korokozd jobb
megismerése magaban hordozza az ellene vald védekezés lehetdségét is, ezért célul tiztiik ki
a fitoplazma gének keresését és vizsgalatat. A terjedés mértékét figyelembe véve felvetddik az
igény a konnyl és olcsd ELISA eljards alkalmazasara a gyakorlatban. Ennek segitségével az
orszagba behozott, vagy mar bent levd fertézott ndvényanyag egyszeriien kiszlirhetd,

valamint ezzel egyitt a korokozo terjedése is visszaszorithato.



A korokozok terjedését az utobbi évtizedben csokkentett mértékii novényvédelmi gyakorlat
hatdsanak tulajdonithatjuk, igy a gyomok vizsgalatara a jovOben még nagyobb hangsulyt
kivanunk helyezni, hiszen a fitoplazmak bizonyitottan ezekben a ndvényekben is attelelnek,

¢és kovetkezd évben fertdzési forrasul szolgalnak a fogékony szervezeteknek.

Az eddig leirtak egyértelmiien ravilagitanak a fitoplazma kutatds jelentdségére. A
nagymértékli gazdasdgi kar, a betegség terjedésének novekedése, és a korokozorol

rendelkezésiinkre all6 kevés tudasanyag a kutatasok folytatadsara 6sztonoz.



2. IRODALMI ATTEKINTES

A fitoplazmak -régebbi neviikkon mikoplazmak (MLO-mycoplasmalike organism-
mikoplazma-szerli szervezetek) sejtfal nélkiili, taptalajon nem tenyészthetd ndvényi

kérokozok.

2.1. A fitoplazmak rendszertani besorolasa

A fitoplazmak rendszertani elhelyezése ma még nem teljesen tisztazott, de az utobbi
évtizedekben rohamosan fejlédésnek indult molekularis genetikai mddszerek alkalmazasa
jelentésen megkonnyiti e sajatos korokozo csoport rendszertani besoroldsat. Az 1960-as évek
végéig a korokozot mint virust tartottak szamon (Samuel et al. 1933, Szirmai 1956), mert sok
tulajdonsagban hasonldsagot mutattak a legtobb sarguldsos betegséget okozd virussal
(rovarok terjesztik, sziirhetdk, oltdssal atvihetdk). 1967-ben a ndvénypatologusok nagy
meglepetésére virusfertdzottnek hitt ndvények floemében valtozo alaku, azaz pleomorf, sejtfal
nélkiili egysejtiieket talaltak (Doi et al., 1967). Azdta tobb szaz sargulédsos, torpiiléses, illetve
sepriisodéses tiineteket mutatdé ndévényfaj esetében mutattdk ki fitoplazmak jelenlétét. A
jelenleg mar birtokunkban levd rutinszerlien alkalmazhato DNS vizsgalati moédszerek
hianyaban kezdetben az egyes fitoplazmakat a megjelend szimptomak, az atvitel lehetséges
modja, a korokozo novényen beliili terjedése, valamint a gazdanovénykor alapjan kiilonitették
el.

A koérokozd pontosabb besorolasahoz az elsé genetikai adatot a fitoplazma DNS G+C
tartalmanak meghatdrozédsa adta (23.0-26.2%). Az eredménybdl a meglévd ismeretek
tikrében arra lehetett kdvetkeztetni, hogy a fitoplazmék a tenyésztheté mikoplazmakkal
allnak kozeli rokonsagban (Kollar and Seemiiller, 1989). Mdara az immun- és genetikai
vizsgalatok alapjan (Lee ef al., 1993; Gundersen ef al., 1994; Seemiiller et al., 1994) vildgossa
valt, hogy valoban a Mollicutes osztalyba tartoznak, de csak tavoli rokonsagban allnak a
mikoplazmaékkal. Legkozelebbi rokonaik az Acholeplasma-k. Ezért is javasoltdk 1994-ben a
“mycoplasma-like organism” elnevezés megvaltoztatasat “fitoplazmara” (Sears et al., 1994),
amely egyértelmiien jelzi e mikroorganizmusok névénykorokozd mivoltat.

A szerologiai vizsgalatokhoz olyan fitoplazma-gazdagité kivonasi moddszert alkalmaztak,
amelyet poliklonalis (Kirkpatrick, 1992) és monoklonalis antiszérum eldallitdsdhoz hasznaltak

(Chen and Jiang., 1988; Clark et al., 1989; Hsu et al., 1990). Az eljaras soran nagy nehézséget
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jelentett fas novényekben a fitoplazmdk alacsony koncentracidja, s igy a magas titeri
antiszérum eldallitaisa. A kisérletekhez ezért leginkabb Catharanthus roseus-ban
(rozsameténg) fenntartott csoportokat hasznaltak (lagyszartiakban magasabb koncentracidban
van jelen a fitoplazma). Diagnosztikai szempontbol a legigéretesebbnek a monokldnalis
antitestek tlinnek, amelyekkel mar kozeli rokonsagban levd fitoplazmakat is el lehet
kiiloniteni (Lee ef al., 1993).

A fitoplazma DNS klonozasdhoz, és a hibridizacidhoz a ndvényi DNS-tél teljesen
kiilonvalasztott anyagot haszndltak. A tisztdn csak fitoplazma DNS-t ismételt CsCl-
biszbenzimid gradiens centrifugalasos eljarassal sikeriilt kinyerni (Kollar et al., 1990). Az igy
kapott DNS-t kiilonb6z6 restrikcios endonukledzokkal emésztették, majd a megfeleld (1-2kb)
méretii szakaszokat j61 szaporodé plazmidba ligaltak és abban tartottak fenn. A [**P]JdATP-vel
jelolt probédkat dot blothoz és southern blothoz hasznaltdk (Bonnet et al., 1990; Harrison et
al., 1991; Harrison et al., 1992; Ahrens et al., 1993). A probak nem csak a fitoplazmak
kimutatasara lettek alkalmasak, hanem azok emésztésével a genetikai rokonsag vizsgalatara
is. Sok, tiineteiben megegyezd betegségrol mutattak ki, hogy azokat mas és mas fitoplazma
okozza (Kuske et al., 1992; Lee et al., 1992b; Schneider and Seemiiller, 1994; Kison et al.,
1994; Kison et al., 1997).

A tovabbiakban egyre kisebb erdfeszitést tettek a hibridizacidé alkalmazaséara a fitoplazmak
osztalyozasdban. A figyelem a konzervativ 16S rDNS szekvencia analizise felé¢ fordult
(Woese, 1987; Weisburg et al., 1989). Néhany fitoplazma teljes 16S rDNS szekvencidjat
meghataroztak (Lim and Sears, 1989; Kirkpatrick et al., 1989; Kuske et al., 1992). A tovabbi
vizsgalatokhoz mar a kevésbé konzervativ gének analizisére tértek at; a riboszomalis fehérje
génekére (Gundersen et al., 1994; Lim and Sears, 1992; Toth et al., 1994), a 16-23SrRNS
(Schneider et al., 1997).

Egyszertisége ¢s elérhetdsége miatt a fitoplazmak kimutatisara €s azonositasdra ma
legszéleskoriibben alkalmazott modszer a 16S rDNS szekvencidja alapjan készitett
primerekkel torténd PCR, és annak felhasznaldsaval az RFLP modszerek. Késziiltek
univerzalis, minden fitoplazma kimutatdsara alkalmas primer készletek (Kirkpatrick et al.
1994), valamint egyes fitoplazmakra specifikusak is (Lee et al., 1992; Ahrens and Seemiiller,
1992; Namba et al., 1993; Schneider et al., 1993; Griffiths et al., 1994; Maixner et al. 1995;
Gundersen et al., 1996; Marcone et al., 1997;.Griffiths et al., 1999). Ma ezeket a primereket
széleskoriien alkalmazzédk szinte minden fitoplazmakkal foglalkozo laboratériumban. Jelenleg

ez a legelérhetobb és legérzékenyebb rutinszerli kimutatasi és azonositasi modszer.
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Kezdetben a kiilonbozd fitoplazmék 16S rDNS-én elhelyezkedd restrikcios vagohelyek
eltéréseinek alapjan kezdték el a csoportositast (Lee ef al., 1993), de késébb més szekvencidk
analizisét is bevontdk a vizsgalatokba. Az 0jabb adatok tiikkrében 14 csoportot (un. 16S
csoportot) €s 32 alcsoportot kiilonitettek el (Lee ef al., 1998). A 14 csoport a kdvetkezo:
Oszirdzsa sargulas; foldimogyord sepriisodés; X-betegség; kokusz letalis sarguldsa; szilfa
sargulas; herevirdg ellevelesedése; korisfa sargulds; szivacstok sepriisddés; galambborso
(Cajanus cajan) sepriisddés; almafa seprlisddés; rizs sargulasos torpiilése; sztolbur; mexikoi
rozsameténg (Cataranthus roseus) virdgzoldiilése; Bermuda fii fehérleveliisége.

Tobb kutatocsoport a csoportositast a kiillonbozé fitoplazmak 16S rDNS szekvencidjanak
Osszehasonlitasaval végezte. A kozds erdfeszités eredményeképpen kozel 30 szinte teljes
hosszusagt 16S rDNS-t szekvencia bazissorrendje valt ismertté (Namba et al., 1993;
Gundersen et al., 1994, Kirkpatrick et al., 1992, Seemiiller et al., 1994). A csoportositas ezen
szakaszok Osszehasonlitasa alapjan tortént meg (Kirkpatrick and Smart, 1995; Schneider et
al., 1995). Ezen osztalyozés szerint a 13 csoport a kovetkezd: (1): sztolbur, (2): Oszirdzsa
sargulas, (3): almafa sepriisddése, (4): kokusz letlis sargulésa, (5): galambborso sepriisddés,
(6): vadkender sepriisddése , (7): rizs sarguldsos torpiilése, (8): szilfa sargulas, (9): korisfa
sargulas, (10). vitorlasviraguak (Crotalaria juncea) viragellevelesedése, (11): szivacstok
sepriisodés, (12): herevirag ellevelesedése, (13): foldimogyord sepriisddés.

szekvencia Osszehasonlitdsara is (Gibb et al., 1998, Kenyon et al., 1998). Mig a fitoplazmak
16S rDNS-ei maximum 14 %-os eltérést mutatnak, addig a kevésbé konzervativ 16-23S rDNS
spacer régiol 22%-ost. A csoportokba vald besorolast tehat valoban eldsegiti a fent emlitett

szekvenciak Osszehasonlitdsa. Ez alapjan a jovOben még kiegészitések varhatok.

Jelenleg a az IRPCM (Working Team on Phytoplasmas of the International Research Programme of
Comparative Mycoplasmology) inditvanyozta a fitoplazmak teljes 16S rDNS analizise alapjan torténd

osztalyozast. Az inditvanyt az ICSB (International Committee on Systematic Bacteriology) elfogadta.

A jelenleg leginkabb elfogadott rendszertani besoroldsuk:
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V. 168 - szilfa sargulas csoport

VI. 168 - here seprlisddés csoport

VII. 168 - koérisfa sargulas csoport

VIII. 168 - szivacstdk boszorkanysepriisodése
csoport

IV. 168 - kokusz letalis sargulasa csoport

IX. 16S - kajanbab boszorkanysepriisodése
csoport

L XI. 16S - cukornad fehérleveliisége csoport

III. 16S - "X" betegség csoport

II. 16S - bab viragzoldiilés csoport

X. 16S - almafa boszorkanysepriisddése csoport

XII. 168 - sztolbur csoport

I. 16S - 0szirdzsa sargulas csoport

1.4bra. Fitoplazmak jelenlegi rendszertani besoroldsa
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A 16S rDNS alapjan megallapitott csoportokba tartozo fitoplazmak:

I. 16S - 8szirdzsa
sargulas csoport

I1. 16S - bab
viragzoldiilés csoport

III. 16S - "X" betegség
csoport

IV. 16S - kokusz
letalis sargulasa
csoport

V. 168 - szilfa
sargulas csoport

VL. 16S - here
sepriisddés csoport

VII. 16S - korisfa
sargulas csoport

SAY (Western severe aster yellows, nyugati sulyos 6szir6zsa
sargulas)

AAY (American aster yellows, amerikai dszirdzsa sargulas)
AY1 (Maryland aster yellows, Maryland 6szir6zsa sargulas)
OAY (Oenothera aster yellows; ligetszépe 6szirdzsa sargulés)
MIAY (Michigan aster yellows, Michigan dszirdzsa sargulas)
BB (tomato big bud; paradicsom oOriasriigy betegség)

CPh (clover phyllody, herevirag ellevelesedése)

PnWB (peanut witches’-broom, foldimogyoro
boszorkanysepriisodés)

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

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

WBDL (lime witches’-broom, len boszorkanysepriisddés)
FBP (faba bean phyllody, bab viragzoldiilés)

CX (Canada peach X-disease, kanadai dszibarack X-betegség)

WX (Western X-disease, nyugati X-betegség)

TWB (Tsuwabuki witches’-broom, Tsuwabuki
boszorkanysepriisddés)

VAC (vaccinium witches’-broom, afonya boszorkanysepriisodés)
CYE (clover yellows edge, here levél sargaszEliiség)

LY (coconut lethal yellowing, kokusz letalis sargulés)

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

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

EY1 (American elm yellows, amerikai szilfa sargulas)

ULW (French elm yellows, francia szilfa sargulas)

FD (Flavescence dorée, szO10 sargasag)

CLY (cherry lethal yellowing, cseresznye letalis sargulas)

JWB (jujube witches’-broom, zsid6tovis boszorkanysepriisddés)

CP (clover proliferation, here sepriisodés)

AshY (ash yellows, korisfa sargulas)
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VIIL. 16S - szivacstok LfWB (loofah witches’-broom, szivacstok boszorkanysepriisédés)
boszorkanysepriisodés
e csoport

IX. 16S - kajanbab PPWB (pigeon pea witches’-broom, kajanbab boszorkanysepriisddés)
boszorkdnysepriisodés
€ csoport

X. 16S - almafa AP (apple proliferation, almafa boszorkanysepriisodés)
boszorkanysepriisodés
e csoport
PD (pear decline/ Italy, korte leromlés)
PPER (peach decline, ¢szibarack leromlas)
ESFY (European stone fruit yellows, csonthéjasok eurdpai sargulasa)
BAWB (buckthorn witches’-broom, benge boszorkanysepriisodés)

XI. 16S - cukornad RYD (rice yellow dwarf, rizs sarguldsos torpiilés)
fehérleveliisége
csoport

BVK (Leaf hopper borne - ?)

SCWL (sugarcane whiteleaf, cukornad fehérleveliisége)

XII. 168 - sztolbur STOL (stolbur of pepper, sztolbur)

csoport
VK (vergilbungskrankheit-grapevine yellows, sz610sargulas)
AUSGY (Australian grapevine yellows, ausztraliai sz618sargulas)
PYL (phormium yellows leaf, 0j-z¢élandi kender sargulés)

Az bsszeallitas Seemiiller et al. (1998) munkaja alapjan késziilt.
A fent leirtakban csak a legfontosabb fitoplazmakat emlitettem meg, mert a teljes felsorolas 11 oldalt foglal

magaba (4. Melléklet).

2.2. A fitoplazmak alakja, finomszerkezete és a névényen beliili el6fordulasuk

Az alaktani és finomszerkezeti megfigyelések a fert6zott novények vékony metszeteinek
elektronmikroszkopos vizsgalatan alapulnak.

A fitoplazmak alakja és mérete rendkiviil valtozékony; lehetnek kicsik, gombolytliek, erds
elektrondenzitasuak (60-100nm), nagy gomb, vagy henger alaktiak (150-1100nm) és
szabalytalan formdjuak, eldgazok (1-2um-tobb pm) (Ploaie, 1973). A kicsi és nagy gdmb
alakot a fert6zés késoi szakaszaban, vagy az 6szi hdnapokban, az eldgazo format gyakran csak
a betegség kezdeti stddiumdban, valamint a tavaszi honapokban figyelték meg (Hirumi and
Maramorosch, 1973). Letapogato, illetve fagyasztasos-toréses elektronmikroszkopos
megfigyelések alkalmaval a fitoplazmaknak tovabbi formadit fedezték fel: elagazo, sulyzoé és

sarjadz6 alakokat (Hagis and Sinha, 1978; Marwitz and Petzold, 1978).
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Testiik egyetlen sejtbdl all, amit haromrétegli, koriilbeliill 10nm vastagsagli citoplazma
membran hatarol. A sejteken beliil kozéptajon erésen festddd DNS-bdl 4ll6 magallomanyt,
valamint a citoplazma hartyahoz kozel RNS tartalmu riboszoma-szerli képzddményeket
figyeltek meg (Ploaie, 1973; Florance and Cameron, 1978; Waters and Hunt 1980).
Membranhoz kotott vakudlumokat és zarvanytesteket egy kivételtdl eltekintve nem taléltak
(Hirumi and Maramorosch, 1973, Douglas, 1993).

A fitoplazmék a novényekben kizdrdlag a floémben fordulnak eld, és halmozodnak fel.
Leginkabb a teljesen kifejlett rostacsdvekben talalhatoak meg (néha a sejtfalhoz tapadva), de
néhany esetben mar megfigyeltek a parenchima és a kiséré sejtekben is (Hibino and
Schneider, 1970; Hirumi and Maramorosch, 1973), bar ez a megfigyelés vitathato, mert a nem
teljesen ““érett” rostacsd sejtek OsszetéveszthetOk a parenchima, vagy a kisérd sejtekkel
(McCoy, 1979).

A novényen beliili terjedésiik modja még nem teljesen tisztazott. Néhany rostaelem tobb szaz
fitoplazma sejtet tartalmazhat, masok pedig egyet sem. Feltételezik, hogy a rosta porusoknak
fontos szereplik van a sejtek kozotti vandorlasban, bar egyes megtigyelések szerint (Davis and
Whitcomb, 1981) a vandorlast olyan sejtek kozott is megfigyelték mar, amelyek kozott nem
volt ilyen rosta porus. Egy fitoplazma fert6zott szardarabot elkalluszositottak, majd az eredeti
rostacsével érintkezésben nem levd szaporodott sejtekbdl novényt regeneraltak. A novények
77%-a volt fertézott. Ez alapjan feltételezhetd, hogy a korokozok a plazmodezmakon

keresztiil is képesek terjedni.

2.3. A fitoplazmak novények kozti terjedése

Jelenlegi tudasunk szerint a fitoplazmak arankaval (Cuscuta campestris), kabocakkal és
oltassal terjedhetnek. Megkisérelték a koérokozot mechanikai uton (a floém nedvet
injektalassal, bedorzsoléssel) atvinni; de eredményteleniil (Valenta, et al., 1961; Ploaie,
1981). Szirmai Janos 1956-ban a mechanikai atviteles kisérleteken kiviil, levélteti-
vektorokkal is probalkozott, szintén sikerteleniil. Ellenben az oltasi kisérletek eredményesnek
bizonyultak (Szirmai, 1956). Az oltassal torténd atvitelt maig alkalmazzuk a fitoplazmak
fenntartasara.

Az arankaval torténd atvitelt mar a 60-as években sikerrel alkalmaztdk olyan fitoplazmak
esetében, amiket addig virusnak vélték (Valenta et al., 1961; Hosford, 1968; Horvath, 1972).
A fitoplazma jelenlétét az aranka rostacsovében elektronmikroszkdppal igazoltak (Dale and

Kim, 1969; Hibben and Wolansky, 1971). A fert6zott arankan is megfigyelhetdk a betegség
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tiinetei (bepondorddd hajtasvég, virag deformalddasa). Ez, és az atvitel ténye arra utaltak,
hogy a korokozo a rostacsdben szaporodik (Ploaie, 1981). Az 4tvitel sokkal hatékonyabbnak
bizonyult abban az esetben, amikor a két ndvény kozti aranka-kapcsolat a fert6zott egyedrdl
indult. Tehat a fitoplazmak mozgasa az aranka hajtasaban sokkal aktivabb a ndvekedés
iranyéaban (Carraro ef al., 1991).

Ma mar jol ismert tény, hogy a fitoplazmakat szamos kabdcafaj is terjeszti; legtobbjliket a
Deltocephalidae csalad tagjai, de talaltak mar atvitelre példat az Ulopidae, Agaliidae,
Lassidae, Macropsidae, Gyponidae, Aphrodidae, Tettigellidae, Coelidiidae, Cicadellidae
csaladban is (Metcalf, Z. P. (1927-71); Ploaie, 1981). A koérokozd kabodcakkal torténd
terjedésérol, azota is szamos kozlemény sziiletett (Golino, 1989; 1994; Maixner et al., 1995;
Beanland et al., 1999). Vizsgaltdk a fitoplazmak "lappangési” idejét is kabdcakban. Azt az
eredményt kaptak, hogy a 18°C alatti, illetve a 32°C f616tti hdmérsékleten tartott kabocédkban
a fitoplazmak lappangési ideje hosszabb volt. Ebbdl arra is kovetkeztetni lehet, hogy az évben
mely idészakok kedveznek a fitoplazmak terjedésének. Néhanyan a kabdcak élettartamanak
valtozasat figyelték meg fitoplazmat tartalmazo és nem tartalmazo egyedekben. A fert6zott
rovarok atlagos élettartama szignifikansan hosszabbnak bizonyult (Murral et al., 1996).

Az eddigi adatok alapjan igen valdszinli, hogy az egyes fitoplazmékat csak bizonyos
rovarfajok képesek atvinni, a kozleményekben az erre vonatkozd adatok kevés kivételtol

eltekintve 6sszhangban vannak (Alma et al., 1997; Bosco et al., 1997; Goodwin et al., 1999).

2.4. Patogenezis, novényélettani valtozasok

Szamos stlyos és fontos fitoplazma okozta betegséget tanulmanyoztak mar, de egyik esetben
sem talaltak kielégitd magyardzatot arra, hogy mely tényezdk feleldsek a betegség tlineteiért
(McCoy, 1979; Lepka et al., 1999).

A patogenezis korai szakaszaban erds floém elhalast és kalloz felhalmozddast figyeltek meg a
rostacsovekben, az olyan sulyos fitoplazma betegségeknél, mint a palma ¢és korte leromlas,
valamint az ¢szibarack X betegség (Braun and Sinclair, 1976, Eden-Green, 1976; Eden-Green
and Tully, 1979; Schneider, 1973). A fitoplazmas Oszibarack €s cseresznye esetében a
rostacsovek elveszitették szivarvanyos sziniiket, nagy mennyiségii kall6z halmozodott fel a
rostasejtek porusaindl, majd a rosta-, parenchima- ¢€s kisérdsejtek 0sszeestek (Douglas, 1993;
Schlag and Gal, 1996). A floém sejtek Osszeomlasat mar korabban is megfigyelték, AY
fitoplazma jelenlétében (Esau, 1977). Enyhébb tlineteket okoz6 fitoplazma fertézéskor (AY,

BB, burgonya boszorkanysepriisodés stb.) a floém elhalas altaldban nem fordul eld, de
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jellemzd a hajtasok és levelek deformalodasa (Bowyer et al., 1969; Hull et al., 1971). Ezeket
a tiineteket is okozhatja a gyenge floém miikddés, mivel ennek kovetkeztében, sem megfeleld
mennyiségli tdpanyag, sem a normalis fejlddéshez sziikséges ndvekedési hormon nem jut el az
azt igényl6 szovetekhez.

Megfigyelték a keményitd tartalom valtozasat is. Mig a gyokerek floemében csokkent a
keményité6 mennyisége -feltehetdleg a gatolt floém miikddés kovetkeztében-, addig a fold
feletti részek floemében az oldhaté szénhidratok és keményitd felhalmozodésat tapasztaltak
(Catlin et al., 1975; Douglas, 1993). Az oldhat6 és oldhatatlan nitrogén szallitasa
(aminosavak) szignifikdns mértékben nem volt gatolt (Lepka et al., 1999).

Néhany tanulmanyban a koros elvaltozasok ¢€és a ndvények hormonszintje kozti
Osszefliggéseket vizsgaltadk. Gaborjanyi és Szirdki (1978) CPh fert6zott fehér here ndvények
citokinin szintjének valtozasat vizsgaltak. Megallapitottak, hogy az ellevelesedett virdgok
Osszes citokinin szintje szignifikdnsan megnovekedett. Masok azt talaltdk, hogy a kinetin
kezelés vissza tudja szoritani a tiineteket a sztolburos paradicsomban (Ulrichova and Petru,
1975). Ezt alatdmasztottak Pertoték (1998) kisérletei is; ahol a fitoplazméak szama valdban
nem novekedett, de a kezelés befejezését kovetden a tiinetek Ujra erdsodtek. Tehat a
fitoplazmak épen maradtak a magas hormonszint mellett is. A fertézott ndvényekben
kilencszeres indol-ecetsav novekedést tapasztaltak, ezért a tovabbiakban megvizsgaltak, hogy
vajon csak az auxin szint novelésével eld lehet-e idézni a fitoplazma okozta tlineteket.
Hasonldéan Shepardson-ék eredményeihez (Shepardson and McCrum, 1979) a fitoplazma
okozta sargulashoz hasonl6 tiineteket ki tudtak valtani egészséges rozsameténg novényeken,
ellenben a fert6zott novényeken megfigyelt tiinet egyiittest semmilyen koncentracidval és
hormonféleséggel nem lehetett 1étrehozni. Tehdt nemcsak a hormonegyensuly felborulasa a
felelds az elvaltozasokért (Pertot ef al., 1998). A hormonszint megvaltozasanak egyik
lehetséges oka a fitoplazma sajat hormontermelése, illetve a fert6zés hatdsara bekovetkezd
anyagcserezavarok fellépése. Ez utobbi feltételezést tdmasztja ald Parthasarathy (1974), aki
fiatal, fitoplazma fertdzott levelekben nagyon alacsony indol-ecetsav-oxidaz aktivitast talalt,
aminek kovetkeztében az auxin mennyisége hasonléan Schneider 1977-ben tett
megfigyeléseihez jelentésen megndtt. Masik lehetséges ok a fitoplazma altal termelt, ma még
fel nem deritett természetli toxin jelenléte a fertdzott szovetekben, illetve ndvényekben. Tobb
kisérlet szerint a tlinetek olyan szdvetekben is el6fordultak, amelyben nem talaltak
fitoplazmat. Ez arra utal, hogy valamilyen toxikus anyag, (amit vagy a fitoplazma, vagy a
gazdandvény a fitoplazma jelenlétére adott valaszreakcid sordn termelt) szétaramlott a

novényben (Braun and Sinclair, 1976; Eden-Green, 1976, 1979; Parthasarathy, 1974).
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Schneider 1977-ben nyomon kovette a fitoplazma fertdzés hatasara a floémben bekdvetkezo
valtozasokat. Azt tapasztalta, hogy a szovetek nekrotikus elhaldsat a kambium hiperaktivitasa,
valamint nagy mennyiségli keményitd €s polifenol felhalmozodas eldzte meg. A nekrézis az
OsszeesO sejtekbol kiszabadulod polifenolok oxidacidjanak kovetkezményeként torténhetett
(Schneider, 1977, Douglas, 1993). Ezt a feltevést tdmasztja ala Guthrie (2001) megfigyelése,
mely szerint a "papaya dieback" olyan hirtelen pusztitja el a ndvényt, hogy az nem
tulajdonithatd csupan a floém ¢és a xylém csokkent miikodésének, hanem valdsziniileg
valamilyen toxikus anyag szétterjedésének hatasara torténhet.

Jelentés valtozasokat figyeltek meg a fert6zott papaya ndvények fotoszintézisében,
légzésében és a sztomak mikodésében is. Mar a fitoplazmas novények felsd, de még
tiinetmentes leveleiben is szignifikansan csokkentek az emlitett funkcidk. A szimptomak
megjelenését kovetden szinte alig volt fotoszintetikus aktivitds, a sztdomak folyamatosan
zartak voltak. A sztomak zartsaga magéval vonta a CO, elérheté mennyiségének csokkenését,
a levelek homérsékletének emelkedését is (amely mar magaban csokkenti a fotoszintetikus

kapacitast), valamint a xylém transzport csokkenését is (Guthrie et al., 2001).

2.5. A fitoplazmak kimutatasa és azonositasa

A fitoplazmak kimutatdsa az utdbbi évtizedekben attevédott a korabban hasznalt kdzvetlen
modszerekrol (elektron- €s fluoreszcens mikroszkopos vizsgalatok, atviteli kisérletek, a
korokozd visszaszoritasa tetraciklin kezeléssel) a kozvetett, molekularis genetikai és
immunmodszerek alkalmazasara, mert ezek az eljardsok sokkal érzékenyebbek, és a
fitoplazma izolatumoknak a megfeleld rendszertani csoportba torténd besorolasara is
alkalmasak.

1967-ben 1) novényi korokozokat (a viroidokat €s a fitoplazmakat) kiilonitettek el (Diener and
Raymer, 1967; Doi et al. 1967), sarguldsos tlineteket mutatdé ndvények szdveteiben. A
felfedezés vizsgalatok sorozatat inditotta el, amelynek koszonhetéen szdmos ndvényi
betegségrol kideriilt, hogy ellentétben a korabbi feltételezésekkel, a tiineteket nem virus,
hanem viroid, vagy fitoplazma fert6zés okozza. (Doi et al., 1967; Nasu et al., 1967; Granados
et al., 1968; Maramorosch et al., 1968). A kovetkezd években, tobb esetben mikoplazmahoz
hasonl6 egysejtiieket taldltak elektronmikroszkoppal sargulasos, torpiiléses és sepriisodéses
tiineteket mutaté novény floemében, és egyes rovarfajok egyedeiben (Ploaie, 1971; Casper
1969; Shikata et al., 1969; Maramorosch 1974, 1976, 1979; Horvath 1970; Whitcomb and

Davis 1970). Az elektronmikroszkopos vizsgélatokat hosszatdvon viszont csak kimutatisra
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hasznalni igen koltséges ¢és iddigényes eljarasnak bizonyult, ugyanakkor nagyon sok adatot
lehetett szerezni a fitoplazméak felépitésérél, és a ndvényi szovetekben megfigyelhetd
elvaltozasokrol. (2.2. fejezet). Kézvetlen mddszerként hasznaltak még a felhalmozodott kalloz
megfestésére fénymikroszkopos kimutatashoz Resorcin-kék festéket (Braun and Sinclair,
1976), fluoreszcens mikroszkdphoz pedig anilin kék festéket (Seemiiller, 1976).

1976-ban Erich Seemiiller (1976) kifejlesztett egy 0j, DAPI festéses eljarast, amellyel a beteg
novények szoveteiben mar 550-szeres nagyitasnal is lathatok a fitoplazmak DNS/RNS
allomanya fluoreszcens fényben. Az eljaras jelentdsen egyszeriibb, id6- és koltségkiméldbb az
elektronmikroszkopos vizsgalatnal. Erzékenység szempontjabol viszont ez is elmarad a
kozvetlen modszerektdl (Malinowski et al., 1996). Douglas (1986) 6tvozte a DAPI festéses €s
az elektronmikroszkopos eljarast, amelynek segitségével pontosan nyomon tudta kdvetni a
fitoplazmak szezondlis eloszlasat dszibarack faban.

A 60-as évek végén Gaborjanyi ¢€s Bencsics (1968) antiszérumot készitettek a sztolbur
fitoplazma ellen. A fertdzott burgonya ¢és paradicsom szoveteibdl egyértelmiien ki tudtdk
mutatni a korokozo jelenlétét. A 80-as években kozvetett, immunfluoreszcens teszteket
dolgoztak ki. Ennek alkalmazasaval in situ tudtdk azonositani a fitoplazmakat poli- és
monoklonalis antitestekkel (DaRocha et al., 1986; Lin and Chen, 1986; Hiruki, 1988 Jiang et
al., 1989). Ezt a modszert elsddlegesen lagyszara novényeknél alkalmaztak. A fitoplazmak
kozvetlen kimutatasdhoz érzékeny modszernek bizonyult még az immunoszorbens
elektronmikroszkopos eljarés is, amelynél immun-arany jel6lést hasznaltak (Mouches et al.,
1983; Hiruki, 1988).

Nagy eldrelépést jelentett a Kollar és munkatarai altal 1989-ben kifejlesztett DNS elvalasztasi
modszer, amellyel tokéletesen el tudtak kiiloniteni a fitoplazma DNS-ét a novényi DNS-t61
(Kollar et al., 1990). Az eljaras segitségével mar fitoplazma DNS probakat lehetett késziteni,
igy dot blot és southern blot modszerrel a korokozo jelenlétét lehetett kimutatni. Bar eleinte az
emlitett modszereket tobben alkalmaztak fitoplazmak kimutatasara (Bonnet er al., 1990;
Harrison et al., 1992), valamint az egyes csoportok elkiilonitésére (Kirkpatrick et al., 1990;
Lee et al., 1992; Ahrens et al., 1993; Schneider et al., 1993), a PCR technika megjelenése
ezeket rovid idon belill felvaltotta. Az eljarast sikerrel alkalmaztdk mas baktériumok (pl.
mikoplazmdk) kimutatdsara (Bernet et al., 1989; Harasawa et al., 1990; 1991). Abban az
idében még nagyon kevés informacidval rendelkeztek a fitoplazmakrol, a konzervativ 16S
rDNS szakaszra tervezték az elsd univerzalis primereket (Ahrens and Seemiiller, 1992).
Késobb szamos univerzalis és specifikus primert terveztek a 16S és 23S rDNS-re, amit

sikeresen fel is hasznaltak a korokozok kimutatasara, €s egyes esetekben az azonositasra is
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(Schneider et al., 1993; Namba et al., 1993; Kirkpatrick et al., 1994; Jarausch et al., 1994,
Maixner et al., 1995; Harrison, 1996;; Griffiths et al., 1994,1999; Gundersen et al., 1996;
Marcone et al., 1997). A PCR termékeket a tovabbiakban restrikciés endonukleazokkal
hasitva, az egyes fitoplazma csoportokat azonositani lehetett, valamint elkezdddhetett a

modszer segitségével az osztalyozas alapjainak letétele (Lee et al., 1993).

2.6. A fitoplazmak fenntartasa

A fitoplazmakat nem tudjuk taptalajon tenyészteni. Szamos probalkozas tortént a megfeleld
taptalaj Osszetételének meghatarozasara (Jones et al., 1977; Miiller et al., 1975; Elmendorf,
1977; Whitcomb and Tully, 1979). Kollar és munkatarsai (1989, 1990) meghataroztak az AP
fert6zott almafa floém nedvének alkotdelemeit, hogy az eredmények alapjan Osszeallitsak a
megfeleld taptalajt. A rostacsovekben uralkodd koriilményeket (nedv Osszetétel, nyomas,
hémérséklet, kiilonbozé alakii tenyészedények, hormonok, vitaminok, amino- ¢s
nukleinsavak, lipidek stb.) tobb laboratériumban is megprobaltdk mesterségesen létrehozni
(Report Prepared for the MLO Culture Session 9th International Congress of the IOM, Ames,
1992), de maig nem létezik olyan taptalaj, amelyen 72 6ranal tovabb ¢letben maradnénak a
sejtek, illetve szaporodasnak indulnanak.

Az ¢él6 ndvényben valo fenntartds jelenleg nem keriilhetd el. Erre egyes lagyszara ndvényeket
hasznalnak (Nicotiana tabacum, Catharanthus roseus), mert ezekben magas koncentracidban
vannak jelen a fitoplazmak, ami megkonnyiti a velilkk valo munkat, tovabba ezeket a
ndvényeket konnyebb oltani, mint a fasszartakat. A ndvényeket liveghdzi koriilmények kozott
tartva egész évben egyenletes novényanyag ellatast kapunk.

A fitoplazmak in vitro fertézott novényben torténd fenntartasaval tobb novényfaj (kankalin,
nyarfa, krizantém, gladiolusz, hortenzia, eper, rézsameténg, tojasgyiimolcs és szilvafa)
esetében is megprobalkoztak (Sears and Klomparens, 1989; Cousin ef al., 1990; Bertaccini et
al., 1992; Bhansali and Ramawat, 1993). Ezzel a fenntartdsi modszerrel folyamatos és
egységes vizsgalati anyagot lehet biztositani, illetve kimutattak, hogy a tobb éven keresztiil
igy fenntartott novényekben a koérokozo koncentracidja novekedett. (Jaraush et al., 1994).
Elényként kell még megemliteni, hogy az in vitro tartott ndvények szdvetei sokkal lagyabbak,
ami jelentdsen konnyiti a DNS kivonast. A moddszer hatranya, hogy a névények gyengén
novekednek, igy nem lehetett olyan tomegii novényanyagot kapni, amellyel hosszitavon

dolgozni lehet.
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2.7. A fitoplazmak elleni védekezés

A koérokozd egyarant fertéz rost- és lombos novényeket, gyiimdlcs- €s erdei fakat, valamint
disznovényeket (McCoy et al., 1989; Marwitz , 1990; Sinclair et al., 1996). A felsorolasbol
kitlinik, hogy a fitoplazmdk széles korben elterjedtek, sulyos tiineteket, valamint nagy
gazdasagi karokat (termés veszteség, mindségi romlds, disznovényeknél erds kiillemi
elvaltozas) tudnak okozni, igy nagyon fontos kérdés az elleniik val6 védekezés.

Kezdetben a beteg novények gyogyitasat antibiotikum kezeléssel probaltdk megoldani.
Tobbféle antibiotikumot kiprébaltak. Tetraciklin szarmazékokkal sikeriilt visszaszoritani a
koérokozok szamat, ellenben a kezelés végeztével a fitoplazmak tjra felszaporodtak. A
penicillin-szarmazékok semmilyen hatassal nem voltak (Kuroli, 1970a; Douglas, 1993). Az
antibiotikum kezeléssel kizarolag kisérleti szinten foglalkoztak, és foglalkoznak.

A novények fitoplazmaktol térténd mentesitésének masik lehetséges modja, hasonldan egyes
baktériumokéhoz, a hokezelés. A vegetativ részek hokezelésével azonban 6vatosan kell banni,
nehogy csokkenjen az életképességiik (maximum 50°C-os vizfiirds). Altalaban 30-37°C-os
kezelést alkalmaznak tobb héten, vagy honapon keresztiil. Az iddtartam a fitoplazmak
koncentraciojatdl fliigg a beteg ndovények szoveteiben (Salazar, 2001).

Az esetek tilnyomo részében a fent emlitett kezelések nem alkalmazhatok. Jelenleg annyit
tehetlink, hogy a beteg ndovényeket eltavolitjuk és ezzel a fitoplazmak terjedését meggatoljuk.
Az eltavolitas rendkiviil agressziv beavatkozés, foleg a gyiimolcs- és erdei fak esetében,
hiszen néha évtizedes munka és anyagi raforditas semmisiil meg. Igy leginkabb a megelzésre
kell nagy figyelmet forditani. Kizardlag ellendrzott oltdanyagot lenne szabad hasznélni.
Fontos szerep hdrul e tekintetben is a ndvényvédelemre, hiszen a kabdcdk szamdnak

csokkentésével a fitoplazma terjedését is gatoljuk.

2.8. Fitoplazma-korkép Magyarorszagon az ezredforduldig

Magyarorszagon az els6, még virusként azonositott sztolbur fitoplazmat Szirmai Janos irta le
1956-ban paprikan, burgonyan, paradicsomon, dohanyon és csattané maszlagon. Késébb
masok is igazoltak a sztolbur fitoplazma jelenlétét hazankban: Petroczy dohanyon 1958-ban
¢és burgonyan 1962-ben, Gaborjanyi és Lonhard paradicsomon, paprikén, burgonyan ¢és
dohanyon 1967-ben, valamint Horvath ezeken kiviil egy lj gazdandvényen, a repcén 1969-
ben (amit akkor még here torpiilés mikoplazmaként hatarozott meg). Kuroli 1970-ben (1970b)
szoros Osszefiiggést allapitott meg a sargalabu recéskabdca (Hyalesthes obsoletus) és a

sztolburfertdzottség kozott.
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Rainiss 1961-ben fehérherén egy hazankban még 1j, de a kiilfoldi irodalomban mar ismert
mikoplazmas betegséget talalt, amelynek korokozojat akkor a "here virdgzoldiilés" (Clover
Phyllody - CPh) fitoplazmaval azonositotta. Mai eredményeink tiikkrében, az akkor leirt

fitoplazma nagy valdszintiséggel a sztolbur volt.

Az 1990-es években Szendrey és munkatarsai (1996) elkezdték felmérni a fitoplazma fertézés
helyzetét a hazai szdldiiltetvényekben. A vizsgalatok alapjat a hazankban megfigyelt és a
kiilfoldi irodalomban leirt tiinetek hasonldsaga szolgaltatta. A sztolbur fitoplazmat sikertilt

kimutatniuk a fehér és voros fajtaknal egyarant.

Siile és munkatarsai 1992-ben észlelték eldszor a csonthéjasok eurdpai sargulasa fitoplazmat
(ESFY) kajszin (nem kozolt adat). Késobb tobb kajszi iiltetvényben felfigyeltek a fak tomeges
pusztuldsara, valamint mandulafén is talaltak fitoplazma fert6zottségre utalo jeleket. A
betegség tiineteit mutatd fak nagy részébdl ki tudtdk mutatni az ESFY fitoplazma jelenlétét
(Siile et al., 1997; Viczian et al., 1997). Ugyancsak Siile és munkatarsai szamos zoldség- és
gyomndvényen azonositottak a sztolburt (Viczian et al., 1998), 5 kaposztatajon az dszirdzsa
sargulas fitoplazmat (AAY) (Fodor et al,, 1999), valamint fehérherén a herevirag

ellevelesedése fitoplazmat (nem kozolt eredmény).

1998-ban egy dél-magyarorszagi magtermd torzsiiltetvény tesztelése soran Németh és
munkatérsai (2000) az dszibarack fitoplazmas betegségére figyeltek fel. Ugyancsak ebben az
évben fitoplazmas sajmeggy fakat talaltak a hazai csonthéjasok génbanki dllomanyaban

(Varga, 2001). Némethy tobb gyom- és diszndvényen azonositott fitoplazma fert6zést (2001).
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. Novényi anyagok

Standard fitoplazma csoportok

A pozitiv kontrollként hasznalt fitoplazma csoportok (AAY-American Aster Yellows-
Oszirozsa sargulas; ESFY-European Stone Fruit Yellows; AP-Apple Proliferation-almafa
boszorkanysepriisodés ¢és STO-sztolbur) DNS mintait Dr. E. Seemiillernél (BBA,
Dossenheim, Németorszag) vontuk ki, majd hazahoztuk. A fitoplazmakat rozsameténg ¢&s
dohény novényekben oltassal tartottuk fenn.

Vizsgalt novényi mintak

A mintékat az orszag tobb pontjarol gytijtottiik, illetve kaptuk. A sajat gytlijtéseken kiviil alma
és kaposzta mintikat Dr. Mozsar Jozseftél (Singenta, Ocsa); paprika, paradicsom, dohany,
mandula és egyes gyomnodvényeket Dr. Gaborjanyi Richardtél (Veszprémi Egyetem,
Georgikon Mezdgazdasagtudomanyi Kar, Keszthely), cseresznyét Mergenthaler Emesétol
(Magyar Tudomanyos Akadémia, Novényvédelmi Kutatdintézete, Budapest), kajszi mintakat
Nagy Gézatol (Soskut, Fruct KFT), és szazszorszépet dr. Némethy Zsuzsatol (Szent Istvan
Egyetem, Kertészettudomanyi Kar, Budapest) kaptunk.

3.2. Fitoplazmak fenntartasa

A standard fitoplazma csoportokat rozsameténg €s dohany novényekben atoltassal tartottuk
fenn. A fertdzott novények 4-6 leveles hajtascsucsait levagtuk. A két felsé levelet
meghagytuk, a tobbit lecsiptiik és a szarat, ¢k alakura faragtuk. Kivalasztottunk egy hasonld
vastagsdgu agat az egészséges ndvényen, a hajtasvéget eltavolitottuk, szarat bevagtuk, az
oltando részt beillesztettiik, €s parafilmmel rogzitettiik. A novényeket paradias kdrnyezetben,
lefedve tartottuk, amig az oltott hajtds novekedésnek nem indult, majd a végleges helyre
tettiik.

A hazankban talalt sztolburos paradicsomot tovabbi kisérletekhez ugyanigy, atoltassal

tartottuk fenn, az elobbiekben leirt modszert alkalmazva.

3.3. A fitoplazma fertézés kimutatasara alkalmazott médszerek

3.3.1. Epifluoreszcens kimutatasi modszer -DAPI teszt
(Seemiiller E., 1976)

A ndvényi mintak 0.5 cm atmérdjli 4gak voltak. Ezekbdl 1 cm-es darabokat vagtunk le és 5%
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glutaraldehid tartalmu, 7.0 pH-ju 0.1M-os kalium-foszfat pufferben taroltuk. Hiitott vagoéli
mikrotommal kiilonb6z6 vastagsagl szeleteket vagtunk le beldliik, amelyeket targylemezre
helyeztiikk. 1pug/ml DAPI (4-6-diamidino-2-fenilindol) tartalmu, 7.0 pH-ju 0.1M kalium-
foszfat puffert cseppentettiink ra, majd feddlemezt helyeztiink ra. Két perc elteltével a
felesleges festéket szlirdpapirral kiszivattuk. A mintdkat 500-630-szoros nagyitassal, 365 nm-

es hullamhosszu fényben, és 410 nm-es sziirdvel vizsgaltuk.

3.3.2. Kimutatas és meghatarozas molekularis biologiai modszerekkel

3.3.2.1. DNS kivonas

“Doyle and Doyle” kivonasi modszer

(Doyle and Doyle, 1990)

1. A “Doyle and Doyle” oldatot (Osszetétel az aldbbiak szerint) eldmelegitettiik 60°C-ra
(minden névényi mintdhoz 1ml-t);

2. 0.5 g ndvényi eret, vagy floemet kis dorzsmozsarba tettiink és az eldmelegitett oldattal
homogénre dorzsoltiik;

3. ahomogenizatumokat 30 percig 60°C-os vizfiirdében tartottuk;

4. atormeléket rovid, gyors centrifugalassal letilepitettiik, és a feliiluszot tiszta csébe tettiik;

5. azonos mennyiségii kloroform/izoamilalkohol keverékével (24/1 v/v) Osszeraztuk, majd 5
percig 6000 g-n centrifugéltuk;

6. a felsd fazist ovatosan leszivtuk, attettiik tiszta cs6be és 2/3-ad mennyiségli -20°C-os
1zopropanol hozzaadasaval kicsaptuk a DNS-t, jol 0sszeraztuk, és 5 percig 4°C-on 12000
rpm-en (asztali centrifugdban) iilepitettiik;

7. az lledéket 70%-os etanollal mostuk, 5 percig 4°C-on 12000 rpm-en (asztali
centrifugdban) iilepitettiik;

8. az liledéket beszaritottuk és 50ul desztillalt vizben feloldottuk;

9. a DNS oldatot -20°C-on téaroltuk.

“Doyle and Doyle” kivon¢ oldat

12.5 g CTAB (hexadeciltrimetilammoénium bromid); 140ml 5SM NacCl (40.98 g); 20ml 0.5M
EDTA (3.722 g); 50ml 1M TRIS [tris (hidroximetil) aminometan] pH 8 (6.05 g); 5 g PVP-40
(polivinilpolipirrolidon);

500ml-re kiegészitettiik desztillalt vizzel és a pH-t 8.0-ra beallitottuk;

kozvetleniil hasznalat el6tt merkaptoetanolt adtunk hozza (1ml-t 500ml oldathoz).
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“Delladoyle” kivonasi modszer
(Ahrens és Seemiiller, 1992)

1. A dorzsmozsarakat 5%-0s sdsavban 20 percen keresztiil aztattuk, majd desztillalt vizzel
kioblitettiik, jégen tartottuk;

2. elkészitettiik az egyszeres “Dellaporta” homogenizal6 oldatot és azt is jégen tartottuk;

3. 0.5-1 g tomegli novényi anyagot feldaraboltunk, 7ml oldatba tettiik, allni hagytuk 10
percig;

4. gondosan szétdorzsoltiik;

5. ujabb 6ml oldatot adtunk hozza és tovabb dorzsoltiik, amig teljesen homogén nem lett;

6. a homogenizalt anyagot centrifuga csébe ontottiik, és 4°C-ra el6hiitott centrifugaban 1000
g-n 4 percig centrifugéltuk;

7. afeliiluszot tiszta csObe atontottiik, vigyazva, hogy ne keveredjen fel az iiledék;

8. 4°C-ra el6hiitott centrifugaban 16000 g-n 25 percig centrifugéltuk;

9. az iiledéket 1.5ml 60°C-ra elémelegitett “Doyle and Doyle” oldatban szuszpendaltuk és
tovabbi 30 percig 60°C-on tartottuk oldddni;

10. a feloldodott sejteket két 1.5ml-es Eppendorf csébe szétosztottuk €s azonos mennyiségi
kloroform/izoamilalkohol oldatot (24:1 v/v) adtunk hozz4, jol 6sszeraztuk, majd 6000 g-n
5 percig centrifugaltuk;

11. a fels6 fazist tiszta csébe tettiik, nagyon Ovatosan, hogy a fazisok ne keveredjenek; 2/3
mennyiségii -20°C-os izoporopanolt adtunk hozza, 6sszeraztuk és 5 percig 12000 rpm-en
centrifugaltuk asztali centrifugaban;

12. az iiledéket 70%-os etanollal mostuk, majd 5 percig 12000 rpm-en centrifugéltuk;

13. az iiledéket beszaritottuk, majd 100ul steril desztillalt vizben feloldottuk;

14. a DNS mintakat -20°C-on taroltuk.

“Dellaporta” oldat

1x Dellaporta oldat: 1/1 aranyban desztillalt viz és 2x Dellaporta oldat, aszkorbinsav (0.53
g/100ml) , pH 7.6.

2x Dellaporta oldat

21.7 g K,HPO4-3H,0; 4.1 g KH,PO4. 100 g szacharoz; 1.5 g BSA (marha szérum albumin);
20 g PVP-10;

500ml-re kiegészitve desztillalt vizzel.
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DNS kivonasi modszer csonthéjas novényekbdl

(Bahnweg et al.1998)

1.

150-200 mg mintat folyékony nitrogénben szétdorzsoltiink, majd 100 mg mennyiséghez
Iml-t adtunk a kdvetkezd elegybdl: metanol 50% (v/v)+50ul 20% (w/v) CaCl,+1% (w/v)
B-merkaptoetanol;

jégen tartottuk 10 percig, idonként felraztuk, majd 10 percig 4°C-on 15000 g-n
centrifugaltuk;

megismételtiik a metanol/CaCl, kezelést, majd még egyszer CaCl, nélkiil;

az liledékhez 400ul benzil-kloridot és 500ul kivond oldatot [100mM Tris-HCl, 20mM
EDTA, 1.4M NaCl, 2% (w/v) CTAB, pH 8.0 és kozvetleniil hasznalat el6tt 1%(w/v) B-
merkaptoetanol és 2% (w/v) PVP] adtunk;

10 percig 4°C-on kevertiilk, majd hozzaadtunk 300ul kloroformot (-20°C) és 100ul
Nucleon PhytoPure gyantat (Amersham) ¢és tovabbi 5 percig kevertiik 4°C-on, majd 10
percig 4°C-on 1500 g-n centrifugaltuk;

a feliiluszot attettiik 300ul kloroformot és 100ul Nucleon PhytoPure gyantat tartalmazo
tiszta csébe, 5 percig 4°C-on tartottuk és 10 percig 4°C-on 1500 g-n centrifugaltuk;

400ul feliiluszot dvatosan attettliink 0j csébe és hozzaadtunk 200ul izopropanolt, kozben
jégen tartottuk, Osszeraztuk és 10 percig jégen tartottuk; 10 percig 4°C-on 15000 g-n
centrifugéltuk, majd a feliiltszot ledntottiik;

az iledéket 5 percig 1ml szobahdmérsékletli 70% etanol/0.1M Na-acetat keverékével
mostuk, ezt kovetden 80% etanollal, majd Iml 100% etanollal és végiil 1ml kloroformmal
mostuk, szobahdmérsékleten centrifugaltuk;

a csoveket 30 percig szobahdémérsékleten beszaritottuk, majd visszaoldottuk a DNS-t

100ul TE (pH 8.0) oldatban.

DNS tisztitas céziumklorid-etidium bromidos (CsCIl-EtBr) moédszerrel

l.
2.

Novényekbdl a “Doyle and Doyle” kivonasi modszerrel DNS-t tisztitottunk;

a DNS tiledéket 10ml desztillalt vizben oldottuk vissza a kicsapds utan és milliliterenként
1 g CsCl-t adtunk hozz3;

800ul EtBr oldatot (10 mg/ml) adtunk hozza, Osszeraztuk, majd bedllitottuk az oldat
torésmutatojat 1.38-ra (1.55 g/ml);

az oldatot 5 percig szobahdmérsékleten 8000 g-n centrifugéaltuk, majd a feliiluszot egy

10ml-es csébe (Beckman, Quick-Seal) attoltottiik és leforrasztottuk;



5.
6.

27

a mintakat 48 oran keresztiil centrifugaltuk 20°C-on 45000 rpm-en;
leallitds utan UV fényben a csikba rendezddott DNS-t egy injekcios tiivel leszivtuk,

mentesitettiik a CsCI-t6l és EtBr-t6l (Sambrook et al. 1989).

3.3.2.2. Dot blot - hibridizalas

(Boeringer Mannheim Biochemica, DIG Nucleic Acid detection Kit)
Proba DNS el6készitése
A jelolendd proba DNS-t (AP fitoplazma fP1/rP7 primerekkel felszaporitott termékének

részlegesen emésztett ~100 bp nagysdgi DNS szakasza; Dr. Michael Bergtél, BBA

Dossenheim, Németorszadg) a pUC18 plazmidban tartottuk fenn €s szaporitottuk. A proba a

Hind III restrikcids vago helyen talalhato.

A blottolashoz eldszor linearizaltuk a plazmid DNS-t. A plazmidot EcoRI restrikcids

enzimmel vagtuk ¢és fenol/kloroformos tisztitdsi modszerrel mentesitettik az enzim

maradékatol.

Proba DNS jelolése digoxigeninnel (DIG)

1.

10 ng - 3 pg linearis proba és kontroll DNS-t denaturaltunk forré vizben (100°C) 10
percig, utana rogton jégre raktuk;

1 pg frissen denaturalt DNS-t, 2 ul hexanukleotid keveréket, 2 ul ANTP jelold keveréket
Osszekevertlink, az oldatot kiegészitettiik desztillalt vizzel 19 pl-re, és 1ul Klenow enzimet
adtunk hozza (Fermentas);

fél percig centrifugaltuk, majd éjszakan at 37°C-on inkubaltuk;

a reakciot 2ul 0.2M EDTA (pH 8.0) hozzaadésaval leallitottuk;

. ajelolt DNS-t 2.5ul 4M LiCl-dal és 75ul -20°C-os vizmentes etanollal 30 percen at -70°C-

on kicsaptuk;

a DNS csapadékot 70% alkohollal kétszer mostuk.

Dot blot - hibridizalas

1.

Nitrocellul6z membrant (NC-45 SERVA) el6dztattunk steril desztillalt vizben, majd
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20xSSC-ben (Saline natrium citrat puffer) 5 percig aztattuk; hasznalat elétt 20 percen

keresztiil két szlirOpapir kozott préselve szaritottuk;

. a vizsgaland6 DNS-bdl higitasi sort készitettiink (10 pg/ul-10fg/ul) és a kontroll DNS-sel

egylitt denaturaltuk, majd azonnal jégre tettiik;

. az igy kapott egyszali DNS-ekbdl 1pl-t membranra cseppentettiink;

a DNS-t 3 percig UV transzilluminatorban rogzitettiik;

. zart edényben elShibridizaltattuk 100 cm?® filterenként 20ml hibridizacids oldattal, 68°C-

on, minimum 1 éran at;
100 cm® filterenként 2.5ml; 100 ng/ml frissen denaturalt proba DNS-t tartalmazo

hibridizacidés oldatot adtunk hozza, és 68°C-on minimum 6 Oran at inkubaltuk;

. kétszer mostuk 5 percig 25 °C-on 50ml 0.1% SDS (natrium dodecil szulfat) tartalmt

2xSSC-ben és kétszer 15 percig 68°C-on 50ml 0.1% SSC, 0.1% SDS-ben,;

. a tovabbiakban a membrant nedvesen, és levegon szaritva is lehet hasznalni;

. ajelolt hibridizalo oldatot -20°C-on tarolni lehet, és tobbszor fel lehet hasznalni.

Hibridizacids oldat: 5xSSC

1% blokkolo oldat
0.1% N-laurylsarcosine
0.02% SDS
20xSSC: 3M NacCl, 0.3M Na-citrat pH 7.0
Kimutatas
1. A nitrocellul6z membrant egy percig mostuk az 1. oldatban;

S A A R

30 percig 100ml 2. oldatban inkubaltuk 25°C-on;

az antitestet a 2. oldatban 5000-szeresére higitottuk;

a membrant 30 percig 20ml higitott antitest oldatban inkubaltuk;

a nem kotddott antitesteket kétszer 15 percig 100ml 1. oldattal kimostuk;

a membrant 2 percig mostuk 20ml 3. oldatban;

sOtétben, zart dobozban koriilbeliil 16 6ran at, razatas nélkiil festettilk, 10ml festék
oldatban;

a reakciot ledllitottuk a 4. oldat hozzaadéasaval

a membrant 25 °C-on megszaritottuk.
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1.oldat: 0.1M maleinsav, 0.15M NacCl (pH 7.5) autoklavozva
2.oldat: 10x higitott blokkolo oldat az 1.oldattal

3.oldat: 100mM Tris-HCI, 100mM NaCl, 50mM MgCl, (pH 9.5)
4.oldat: 10mM Tris-HCI, ImM EDTA (pH 8.0)

festék oldat:  45ul NBT oldat, 35ul “X”-foszfat puffer, 10ml 3. oldatban

3.3.2.3. Polimeraz lancreakcio (PCR, polymerase chain reaction)

PCR reakcio

A PCR-hez univerzalis (fU5/rU3 ¢és fP1/rP7, Kirkpatrick et al. 1994) és specifikus
(fSTOL/rSTOLS, Maixner et al. 1995, fO1/rO1 fAT/rAS, Kirkpatrick ef al. 1994 1.tablazat)

inditoszekvenciakat hasznaltunk.

1.tablazat: A fitoplazmak kimutatisara és azonositasara felhasznalt primerek

Primer

neve és Cél DNS Szekvencia (5°-3) Pozicio (bp)

iranya
fP1 16S/23S spacer | AGA GTT TGA TCC TGG CTC AGG A 6-28
fO1 16S rDNS CGG AAA CTT TTA GTT TCA GT 61-81
fus 16S rDNS CGG CAA TGG AGG AAA CT 370-387
fAT 16S rDNS CAT CAT TTA GTT GGG CAC TT 1115-1135
fSTOL 16S rDNS GCC ATC ATT AAG TTG GGG A 1116-1133
rO1 16S rDNS AAG TGC CCA ACT AAA TGA T 1115-1135
rU3 16S rDNS TTC AGC TAC TCT TTG TAA CA 1230-1250
rAS 16S/23S spacer | GGC CCC GGA CCA TTA TTT ATT 1598-1619

rSTOLS | 16S/23S spacer | AGA TGT GAC CTA TTT TGG TGG 1709-1737
rP7 16S/23S spacer | TTC TCG GCT ACT TCC TGC 1818-1836

A reakcioelegy a kovetkezd OsszetevOokbdl allt: 0.2uM mindkét primerbdl, 100uM dNTP,
ImM MgCl,, 0.2-1 egység Taq polimeraz és 2-15ul DNS oldat.

Az 500-1100 bp fitoplazma DNS fragmenteket 35 ciklusban szaporitottuk fel a kovetkezd
paraméterek mellett: 94°C 1 percig (denaturacio), 55°C 1 percig (annealing), 72°C 1 percig
(elongacio) és végiil 72°C 7 percig a mar elkezdddott szintézisek befejezésé¢hez. Az 1100 bp-
nal nagyobb szakaszok esetében 1.5 perces elongacios idot alkalmaztunk. A reakciokhoz a

PDR 91 (BLS) és a PTC-100™ (MJ Research) késziilékeket hasznaltuk fel.
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Nested PCR

Az eljards két egymast kovetd szaporitasi szakaszbdl 4ll, amely sordn eldszor a nagyobb
szakaszt szaporitjuk fel, és ezt haszndljuk minta DNS-ként a mésodik szakaszban. Az els6
szaporitashoz egy univerzalis primer part hasznalunk, mig a masodikhoz olyan primereket,
amelyek az univerzalis primerek altal felszaporitott részen beliil helyezkednek el. Ez a
modszer a kimutatés érzékenységét jelentdésen noveli.

A reakciokat ugyanazokkal a paraméterekkel végeztiik el, mint az egyszerli PCR esetében. A

masodik PCR-hez az elsé reakcioelegybdl kiillonb6z6 mennyiségeket tettlink.

3.3.2.4. Restrikcios fragment analizis (RFLP, restriction fragment length polymorphism)
A novényeket fert6zd fitoplazma csoport azonositasait RFLP mddszerrel végeztiik. Ennek
soran a PCR sordn pozitivnak mutatkoz6 mintdk PCR termékét vagtuk restrikcios
endonukleazokkal, majd poliakrilamid gélen a kapott darabokat elvalasztottuk.

A reakcioelegy a kovetkezoket tartalmazta: 20ul a PCR elegybdl; 2.2ul 10x restrikcios
endonukledz puffer; 5 egység restrikcidos endonukleaz. Az elegyet éjszakan at inkubaltuk az
enzim mikodésének megfeleld homérsékleten (jelen esetben 37°C-on). Ezt kovetden az
enzimet inaktivaltuk (10 percig 65°C-on), majd 12%-o0s poliakrilamid gélen a kiilonb6z6

méretli szakaszokat elvalasztottuk (Sambrook, 1989).

3.4. Immunolégiai eljarasok

3.4.1. Fehérje tisztitas

Fehérje tisztitas rozsameténgbol

1. 25-30 g levelet és szarat 1 6ran at folyovizben mostunk;

2. folyékony nitrogénben vagy -80°C hiités utan elporitottunk, €s Otszorés mennyiségii
kivono oldatot (250mM TRIS, 137mM NaCl,, 30mM aszkorbinsav: pH 8.2) tettiink ra;
hitétt homokkal homogénre dorzsoltiik;

5 réteg gézen atszirtiik;

6000 g-n 1 6ran at 4°C-on centrifugaltuk;

a feltiluszot 70000 g-n 40 percig 6°C-on centrifugaltuk;

az iiledéket GM oldatban (0.3M glicin, 20mM MgCl,, 0.IM NaCl,, 5% szachar6z, pH

N o kW

8.0) szuszpendaltuk.
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Fehérje tisztitas dohanybol — fitoplazma koncentralo eljarassal

Uli Lauer (BBA, Dossenheim) szdbeli kozlése szerint.

l.
2.

A dohany szarat alkohollal lemostuk, hogy ne ragadjon;

hosszanti irdnyban ¢éles pengével bevagtuk a szarat, a kambiumig felhuztuk a szdvetet
(mintegy meghédmoztuk);

a lehuzott rész belsd oldalarol vékony rétegben levélasztottuk a floemet (selymesen
csillogd réteg);

a lehamozott réteget azonnal oldatba tettiik;

a fehérje kivonast a fent leirt modon végeztiik el.

3.4.2. Immunoblot
(Undigested Lambda ZAP II Cloning Kit, Stratagene)

3.4.2.1. Fag konyvtar titralasa

1.

50ml LB (Luria-Bertani) taptalajban (1 literre: 10 g tripton, 5 g élesztékivonat, 10 g NaCl;
pH 7.0) 0.2% (v/v) maltézzal és 10mM MgSOs-tal kiegészitve szaporitottuk az E.coli
XL1-Blue MRF baktériumot ¢jszakan 4t 30°C-on;

10 percig 2500 g-n letilepitettiik a sejteket;

az iiledéket 15ml 10mM MgSOs-ben szuszpendaltuk, majd az optikai denzitast (OD) 600
nm-en bedllitottuk 0.5-re (10mM MgSO;, felhasznalasaval);

a fag szuszpenziobol higitasi sort készitettiink SM oldatban [1000ml-ben: 5.8 g NaCl, 2.0
g MgS04x7H,0, 50ml 1M Tris-HCI (pH 7.5), S5ml 2%(w/v) zselatin], majd mindegyikhez
200ul baktérium szuszpenziot adtunk €s 15 percig 37°C-on egyiitt tartottuk dket;
mindegyik fag-baktérium keverékhez 3ml 48°C-os feddagart adtunk (LB taptalaj 0.7%
(w/v) agardz) €s a mar eldzdleg Petri csészékbe kiontott LB taptalajra ontottiik;

a Petri csészéket 37°C-on tartottuk ¢jszakan at, majd masnap a plakkokat megszamoltuk.

3.4.2.2. Fag konyvtar fenntartasa

1.

A fenti titrdlashoz hasonloan eldkészitettik az E.coli XL1-Blue MRF baktérium
szuszpenziot (lasd fent 1.pont);

600ul baktérium szuszpenzidhoz annyi bakteriofdg szuszpenziét adtunk, amennyi 50000
fag részecskét tartalmaz (maximum 300ul);

jol osszekevertiik, majd 15 percen 4t 37°C-on tartottuk;
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6.5ml fedbagart adtunk hozza, szétontottiik Petri csészékbe és 6-8 oran at 37°C-on
inkubaltuk;

10ml SM oldatot tettiink minden egyes Petri csészére és 4°C-on tartottuk ¢jszakan at;

az SM oldatot leszivtuk, 15% végtérfogat mennyiségli kloroformot adtunk hozza és 15
percig szobahdmérsékleten tartottuk;

a sejttormeléket 10 percig 2000 g-n iilepitettiik;

a feliiliszot 6vatosan leszivtuk, 0.3% kloroformot adtunk hozza; a fag szuszpenziot 4°C-

on taroltuk.

3.4.2.3. Fag-konyvtar sziirése -immunoblot

1.

o ©® 2 oW

Baktérium szuszpenziot készitettink ugy, mint titralaskor, és 0.lml 3x10* PFU-ju
(milliliterenkénti fag részecske szdm) fag szuszpenziot adtunk hozzéd, majd 20 percig
37°C-on inkubaltuk;
2.5ml LB feddagart adtunk hozz4, és 1-2 napos LB-re ontottiik;

1-2 oréan keresztiil szaritottuk, majd 3-5 6rara 42°C-ra helyeztiik;
a nitrocelluléz (NC-45, SERVA) filtert megjeloltiik, 5 percig desztillalt vizben aztattuk,
majd szlirépapiron szaritottuk;
a filtert réhelyeztiik, 10-12 6rdn at 37°C-on inkubaltuk, majd tetd nélkiil 20 percig
szaritottuk;

tompa végli csipesszel a filtert dvatosan lehuztuk és rogton TNT-be meritettiik;
a szlrdt 30 percig mostuk 100ml PBSTM -ben keverés mellett;
1 6rat inkubaltuk el8szor az antitesttel kb.0.1ml/cm® membran, keverés mellett;
haromszor mostuk 3 percig 100ml PBSTM ben, keverés mellett;
1 6rat inkubaltuk a masodik antitesttel kb.0.1ml/cm? membran, keverés mellett;

haromszor mostuk 3 percig 100ml PBSTM ben, keverés mellett;

10. NBT-BCIP szubsztratban inkubaltuk sotétben amig a foltok eldjottek (kb.20 perc) (ha

tovabb tartjuk er6sodik a hattér);

11. a filtert stop oldatban mostuk, majd 5 percig 80°C-on szlirépapiron szaritottuk.

TNT: 10mM Tris pH 8, 150mM NacCl, 0.05% Tween 20
5x PBSTM: PBST (50 mM NaPOj ,4.5% NaCl,0.5% Tween), 100ml 0.5M NaPO, pH 7.2,

45 g NaCl, Sml Tween20, kiegészitve 1000ml-re, 25% zsirmentes tejpor
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Antitest | 1 rész 5x PSMTM, 4 rész H,0, 5 rész hibridoma kultura, 0.1ml/cm?
membran
Antitest II 10ml 1x PBSTM, 25ul enzim konjugalt IgG

NBT-BCIP oldat: 33ul NBT-t 7.5ml szubsztrat oldathoz Petri csészében, + 25ul BCIP
NBT (nitroblue tetrazolium): 75 mg/ml 70% dimetilformamidban
BCIP(5-bromo-4-chloro-3-indolylphosphate): 50 mg/ml 70%
dimetilformamidban
szubsztrat oldat: 50ml 1M Tris, 10ml 5M NaCl, 2.38 g MgCl,, kiegészitve
400ml-re Dv-vel, pH 9.5, kiegészitve 500ml-re
Stop oldat: 20 mM Tris, 0.5 mM EDTA, pH 7.5

3.5. Egyéb alkalmazott modszerek

3.5.1. Klénozas

A PCR termék tisztitasa

Ligalast megel6zéen a PCR termékeket a minta térfogataval megegyez0 mennyiségl
fenol/kloroform keverékével extrahaltuk, majd a DNS-t izopropanollal kicsaptuk, ¢és
centrifugéldssal iilepitettiik.

Abban az esetben, ha a PCR terméket restrikcios enzimmel is emészteni akartuk, a fent leirt
eljaras utan a dNTP-t6l, primerektdl és a maradék enzimtdl egy specialis sztirovel (QIAquick

PCR Purification Kit, QIAGEN) mentesitettiik.

A PCR termékek klonozasa A-T klonozo6 plazmidba

A PCR reakcid soran olyan DNS szakaszok keletkeznek, amelyek 3’ végén egy extra adenin
van. Tehat a termék ligdlasdhoz specidlis, 3> végén extra timinnel rendelkezd (Un. A-T
klénozo) plazmidot volt célszerli haszndlni. Mi a pGEM plazmiddal (pGEM —T, Promega)
dolgoztunk. A ligalast a gyartok utmutatdsa szerint végeztik, azzal a kiilonbséggel, hogy

15°C-on éjszakan at inkubaltuk.

Szubklonozas expresszids plazmidba

Az A-T klénozd plazmidbdl specidlis (restrikcids endonukledz hasitasi helyet tartalmazo)
primerekkel felszaporitott PCR terméket ¢és az expressziés plazmidot (pQE40, The
QIAexpressionist, QIAGEN) a fent leirt tisztitds utdn két restrikcios endonukledzzal

emésztettiik a gyartok utmutatdsa szerint 2-2 6rén keresztiil, majd a vagott fragmenteket a
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vagatlantol 1% agar6z gélen elvalasztottuk. A gélbdl a megfeleld szakaszokat tartalmazé
részeket kivagtuk, és egy specidlis gyantds modszerrel visszanyertiik (Wizard PCR Preps
DNA Purification System, Promega). Az igy kapott DNS darabokat a kovetkezd paraméterek
mellett ligdltuk ¢éjszakan at, 15°C-on: 20ul emésztett plazmid, 37ul emésztett PCR termék,

6ul 10x ligdz enzim puffer, 3U T4 ligdz enzim (Fermentas).

3.5.2. Transzformalas
A transzformalashoz ultrakompetens E.coli DH5-a és M15 (Promega) baktériumsejteket

hasznaltunk.

Ultrakompetens baktériumsejt eléallitasa

(Tang et al., 1994)

1. 2ml folyékony LB taptalajba beoltottuk a megfeleld baktérium torzset, 37°C-on éjszakan
at szaporitottuk;

2. a baktérium szuszpenzidt 250ml SOB taptalajba (Gsszetétel az aldbbiak szerint) Ontottiik
¢s 18°C-on szaporitottuk erds razas mellett, amig az ODgg el nem érte a 0,6-0s értéket;
10 percre jégre tettiik;
a sejteket 2500 g-n 10 percig 4°C-on iilepitettiik;
az lledéket szuszpendaltuk 80ml jéghideg TB oldatban, 10 percig jégen tartottuk;

3

4

5

6. a sejteket 2500 g-n 10 percig 4°C-on iilepitettiik;

7. aziledéket 20ml jéghideg TB oldatban szuszpendaltuk;

8. 7% végtérfogatnyi DMSO-t (metil szulfoxid) adtunk hozza és 10 percig jégen tartottuk;
9

80ul-enként szétosztottuk Eppendorf csévekbe és -70°C-on taroltuk.

Ligalast kovetéen az egész ligacios keveréket, egyéb esetekben (plazmid attranszformalasa
mas baktériumtorzsbe) az 50 pg plazmidot tartalmazo oldatot finoman 0sszerdaztuk 80ul -
80°C-on tarolt glicerines ultrakompetens baktérium szuszpenzioval. A transzformacios
keveréket 30 percen at jégen tartottuk, 40 mésodpercre 42°C-ra helyeztiik, majd 400ul 37°C-
os folyékony SOC taptalajt adtunk hozza. Ot perc elteltével a szuszpenziét megfeleld
antibiotikum (DH5-a esetében 100 mg/l ampicillin, M15 esetében 100 mg/l ampicillin és 25
mg/l kanamicin) tartalmt szilard LB taptalaj felszinére szélesztettiik (1-1 Petri csészére
maximum 120ul-t) és a Petri csészéket forditott helyzetben 37°C--on inkubaltuk egy éjszakan

keresztiil.
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SOC téaptalaj: SOB taptalaj 20mM gliikdzzal kiegészitve (1000ml-be 20ml steril 1M gliikoz
oldat)

SOB taptalaj: 960ml desztillalt vizben 20 g bakto-tripton, 5 g élesztd kivonat, 0.5 g NaCl,
10ml 250mM KCl, pH 7.0 kiegészitve 1000ml-re, autoklavozva

TB oldat: 1000ml-ben: 10mM Pipes, 55mM MnCl,, 15mMCaCl,, 250mM KCl, pH 6.7 (5N
KOH-val)

3.5.3. Plazmid kivonas és plazmid méretének meghatarozasa

A ligélas sikerességének megallapitasara plazmidot izolaltunk alkalikus preparalasi

modszerrel (Sambrook ez al, 1989).

1. A plazmidot hordozo baktériumot a sziikséges antibiotikumokkal kiegészitett 2ml
térfogat folyékony LB taptalajban szaporitottuk ¢jszakan at 37°C-on.

2. Az igy nyert baktérium kultarat egy perces centrifugéalassal iilepitettik 12000 rpm
fordulaton, asztali centrifugaval.

3. Aziiledéket 100ul I. oldatban [50 mM gliikéz, 25 mM TrisHCI (pH 8.0), 10 mM EDTA
(pH 8.0)] szuszpendaltuk, majd 200ul II. oldat (0.2 N NaOH, 1% SDS) hozzaadéasaval
jégen tartva lizaltuk 5 percen keresztiil.

4. A lizdtum fehérje tartalmat 150ul III. oldat hozzaadasaval (60ml 5 M kalium acetat,
11.5ml 96%-os ecetsav, 28.5ml H,O) kicsaptuk és asztali centrifugaval tilepitettiik.

5. A feliiluszot attoltottik Eppendorf csdbe, majd a plazmidot kétszeres térfogatli 96%-o0s
etanollal kicsaptuk és asztali centrifugaval tilepitettiik.

6. A plazmid iiledéket beszaritottuk és S0ul steril desztillalt vizben feloldottuk.

Méretiiket agarozgél-elektroforézissel ellendriztiik.

3.5.4. Fehérje termeltetés és tisztitas

Rekombinans fitoplazma fuziés fehérje termeltetés E.coli M15-ben

1. 10ml, 100 mg/l ampicillin és 25 mg/l kanamicin tartalma LB taptalajt beoltottunk E.coli
M15 baktériummal, 37°C-on ¢éjszakan at szaporitottuk;

2. az igy nyert baktérium szuszpenziobol 2.5ml-rel beoltottunk 50ml elémelegitett LB
taptalajt €s erds razas mellett ODgoo 0.5-0.7-ig szaporitottuk;

3. 1ml-t kivettink, leiilepitettik és a csapadékot 50ul SDS-PAGE minta-pufferben

szuszpendalva -20°C-ra tettiik az elektroforézisig;
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4.

a maradék Dbaktérium szuszpenzidban 1mM IPTG (B-D-thiogalactopiranosid)
hozzéadasaval indukaltuk az expressziot minimum 4 6ran keresztiil;
oranként 1ml mintat vettiink és a 3. pontban leirtak alapjan lefagyasztottuk;

végiil az eltett mintakat felolvasztottuk és 4000 g-n 20 percig centrifugaltuk.

Fehérje kivonas

l.
2.
3.

Az tledéket Sml lizis oldatban visszaoldottuk nativ tisztitashoz;

1 mg/ml lizozimot adtunk a mintdkhoz és 30 percig jégen tartottuk;

6-szor 10 percig 10 masodperces megszakitasokkal 200-300 wattos teljesitményen
ultrahangos kezelésnek vetettiik ala;

a lizatumot 10000 g-n 4°C-on 20-30 percig centrifugéltuk és a feliiliszot (durva kivonat,
oldhat6 fehérjék) atontottiik tiszta csobe €s jégen tartottuk;

az lledéket (durva kivonat, oldhatatlan fehérjék) Sml lizis oldatban felszuszpendaltuk és

jégen tartottuk.

SDS-PAGE minta-puffer: 3% [-merkaptoetanol, 3% SDS, 0.3% bromfenol-kék, 10% glicerol
lizis oldat nativ kivonashoz: 50mM NaH,POy,, pH 8.0; 300mM NaCl, 10mM imidazol
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4. EREDMENYEK ES MEGVITATASUK

4.1. Fitoplazma fert6zések okozta tiinetek
A fitoplazmadk altalanossagban sargulasos, torpiiléses és boszorkdnysepris tiineteket okoznak

a novényeken. A tlinetek néhany novényfaj és fitoplazma csoport (japan szilva, kajszi -
ESFY) esetében nem tulsagosan jellegzetesek; idonként konnyen OsszetéveszthetOk egyes
virus, baktérium, vagy ndvényvéddszerek altal okozott kor-, illetve karképpel. Ezért a
kizarolag tiinet alapjan torténd besorolast koriiltekintden kell alkalmazni. Az almafa
boszorkanysepriisodése; a sztolbur; a herevirag ellevelesedése és egyes novényekben az
Oszirozsa sargulds (képoszta fajokon) altal okozott tiinetek azonban egyértelmiien utalnak a
fitoplazma jelenlétére.

A kovetkezOkben fitoplazma fert6zott novényeken lathatd tlinetek szerepelnek, ahol a

fertdzottséget molekularis modszerekkel igazoltuk.

Oszirézsa sargulas (AAY-american aster yellows)

Az egészséges kaposzta (Brassica oleracea convar. capitata) fejét a megrovidiilt
hajtastengelyen (torzsa) szorosan egymasra borul6 levelek alkotjak (2. dbra). Ezzel szemben a
beteg fejes ¢és voros kaposzta kis mértékben megvastagodott, ugyanakkor er6sen megnyult
torzsajan a levelek —az alsoktol eltekintve- torzak és nem fejlddnek ki rendesen (3. dbra). Az
also levelek szétallnak, néha lefelé hajlanak, a torzsan pedig végig aprd, husos, kanalasodo
levelek ndnek (4. abra).

A kaposzta nem képez fejet, étkezésre teljesen alkalmatlan. A fertézott kaposzta gyokerei
megvastagodottak, kevésbé eldgazdak és a hajszalgyokereik hidnyoznak. Amennyiben a
fertdzés a fejképzddés utan kovetkezik be, korai virdgzas figyelhetd meg. Ugyanezek a
tiinetek figyelhet6k meg a vords kaposzta (B.oleracea convar. capitata f. rubra) esetében is
(5. abra).

A karfiol (B.oleracea convar. botrytis) zold levelekkel koriilvett, fehér, elhtisosodott meddd
viragat fogyasztjuk. Ha a ndvény még korai fejlodési stddiumban fertézdédik, akkor
viragkezdemény megjelenik ugyan, de kicsi marad, tehat alkalmatlan lesz a felhasznalasra. Ha
a fertézés mar kifejlett allapotban éri, akkor inkabb a masodlagos fert6zések (baktériumok,
gombak) okoznak nagy karokat. Ez nemcsak a karfiol esetében van igy, hanem a tobbi

kaposztafajon is.
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2. édbra. Egészséges fejes kaposzta 3. abra. AAY-val fertdzott fejes kaposzta
hosszanti metszete hosszanti metszete

4.4bra. AAY-val fertzott fejes 5.4bra. AAY-val fert6zott voros kaposzta
kaposzta torzult, lefele kanalasodo
levelei
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A fert6zott kelkaposzta (B.oleracea convar. bullata) nagy bodros levelei nem alkotnak zart
fejet. A fitoplazmas ndvény levelei -hasonldan a tobbi kédposztafajokhoz- kissé lefelé allnak és

kisebbek a normalisnal (6. dbra).

Az egészséges bimboskel (B.oleracea convar. gemmifera) levélhonaljaiban levo
megvastagodott riigyeit fogyasztjuk. A beteg ndvény megnyurgul, a riigyek aprok maradnak,
sargulnak és élvezhetetlenek (7. dbra).

A hazai irodalomban ezt megel6zden nem irtak le hasonld tiineteket és nem taldltak AAY

fitoplazmat a fent emlitett kdposzta fajokon.

A pohankan (Fagopyrum dumetorum) a tiinetek nem specifikusak. Altalanos sargulas,

hajtasszaradas ¢€s a levelek méretének csokkenése figyelhetd meg (8. abra).

Eddig nem taldltunk adatot a pohankan el6fordulod fitoplazma fert6zésrél a hazai, és a

nemzetk6zi irodalomban sem. Els6ként irtuk le az Oszirdzsa sargulés fitoplazmat pohankan.

Sztolbur

A sztolbur fertézésrdl gazdag hazai irodalom &ll rendelkezésiinkre az 1960-as években
tombold jarvanyoknak koszonhetden (Petroczy, 1962, 1965; Milinkd és munkatarsai, 1960;
Gaborjanyi és Lonhard, 1967). Az emlitett kozlemények a burgonya, paradicsom, paprika és
dohanytablak nagymértékti fertdézottségérol szamolnak be. Az altalunk megfigyelt tiinetek
egyeznek a szerzOk altal leirtakkal. A mai molekuléris biologiai mddszerek segitségével
alatamasztottuk az 1960-as évekbeli megfigyeléseket a paradicsom, paprika és dohany
novények esetében.

A paprikan (Capsicum annuum) altalanos klorozis figyelhetdé meg. A sargulas a fiatal hajtasok
feldl indul, és végighalad az egész novényen. A levelek kanalasodnak, végiil lehullanak. Az

egész t6 lombtalannd valik, a bogydk 0sszeaszalddnak (9. dbra).

A paradicsomon (Licopersicon esculentum) jellegzetes tiinetek mutatkoznak. A hajtasvégek
elsepriisddnek. A levelek csokevényesek ¢€s sodrottak. A legjellegzetesebb tiinetek a
viragokon latszodnak. A virdgok torzak, csészelevelilk megnagyobbodik, a sziromlevelek
hianyoznak. A bogyok, ha egyaltalan kifejlédnek aprok maradnak, és hamar elfasodnak (10.

abra).
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6.abra. AAY -val fertozott 7.4bra. AAY -val fert6zott bimbdskel
kelkaposzta

8.abra. AAY-val fert6zott pohanka
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9.4bra. Sztolburos paprikapalanta (balra), deformalddott, apro paprika (jobbra fent) és
foltokban eléfordulé sztolbur fertdzés egy paprikatabldban (jobbra lent)

10. abra. Sztolburos paradicsom hajtasvége (balra), tipikus sztolburos virag (jobbra)
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Zeller (Apium graveolens) esetében a levéllemez elsargul, az erek zéldek maradnak, majd az
egész levél fokozatosan bibor szint 6lt. A levelek a normalishoz képest tomzsibbek. Végiil a

levelek elszaradnak, és a névény elpusztul (11.4bra).

A fertézott sargarépa (Daucus carota) és a petrezselyem (Petroselinum crispum) levelei a
zellerhez hasonldan sargéas és voroses elszinezddést mutatnak, majd elszaradnak (12. abra).
Az el nem pusztult novények gyokerébdl a kovetkezd tavasszal is ki tudtuk mutatni a
fitoplazma jelenlétét. Mihelyt a rostacsovek kifejlédtek, a korokozd az 1j hajtasokban is
megjelent, tehat a gyokérbdl a novény tjrafertdzddott. Igy nyilvanvaléva valt, hogy a
koérokozé at tud telelni a gyOkerekben €s a kovetkezd évben ujra felszaporodva forrasként
szolgalhat a vektor szervezeteknek

A hazai irodalomban eddig nem taldltunk adatot a zelleren, sargarépan és petrezselymen

elofordulo sztolbur fert6zésroél.

A sztolburos sz616n (Vitis vinifera) nagyon szembetiind a levelek sargulasa, illetve erés bibor
szinll elszinezddése (13. abra). Megfigyeltiilk a hajtasok egyenlétlen fasodasat is, a vesszok
Osszel nem értek be és puhdk maradtak. A be nem ért hajtdsok csiingd habitust mutattak. Az
altalunk vizsgalt szO0l6 mintdkbol, hasonléan Szendrey ¢és munkatarsai (1996)
megfigyeléseihez, sztolbur fitoplazmat mutattunk ki, holott a tlinetek alapjan, a kdrnyezd
orszagokban szdlon jelentds karokat okozo szo6ld sargasag fitoplazma (Flavescens dorée,

Vergilbungskrankheit) jelenlétére szamithattunk.

Repcén (Brassica napus convar. napus) elsésorban sepriisoddés lathatd a novény felso részein
(14.abra). A viragok zoldek és terméketlenek. Horvath (1969) azonos tiinetekrdl szamolt be
repcén. Korokozoként a here torpiilés fitoplazmat jeloli meg. Véleményiink szerint az akkor
leirt betegséget a feltételezhetéen inkdbb a sztolbur fitoplazma okozhatta, amit az akkori

modszerekkel még nem lehetett elkiiloniteni.

Dohéanyon (Nicotiana tabacum) a levelek kanalasak, a honaljhajtasok striin névekednek, ¢€s

altalanosan sargulnak. A virdgzat elzoldiil, €s nem képez magot (15. abra).

A csattand maszlag (Datura stramonium) felsd harmada teljesen elbokrosodik, a levelek
aprok, rancosak, esetenként a levéllemez elsargul. A virdgok elzoldiilnek és még a kinyilas
elott elszaradnak. A betegség tlineteirdl és a korokozorol pontos adatokat talalhatunk Szirmai
1956-0s kdzleményében.

A holyagos habszegfii (Silene otites, 16. dbra) és a pitypang (Taraxacum officinale, 17. abra)

esetében a legfeltlindbb tiinetek a virdgokon lathatok. A sziromlevelek csokevényesek és
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szinte teljesen zoldek. Termés nem képzddik. Eddig nem talaltunk adatot a holyagos

habszegfii és a pitypang sztolburos betegségérdl sem a hazai, sem a nemzetkdzi irodalomban

Csonthéjasok eurdpai sargulasa (ESFY-european stone fruit yellows)

Kajszi (Prunus armeniaca) esetében a betegség szimptomai attol fiiggden valtoznak, hogy a
koérokozé fiatal, vagy idOs koraban tamadja-e meg a fat. A fiatalon megfert6z6dott fakban a
korokozo szisztemikusan terjed. A leveleken a tipikus szimptdémak majusban jelennek meg; a
fiatal levelek kupszerlien kanalasodnak (18.4bra). Rendszerint a zold féereket vilagoszold
zonak Ovezik, aminek kovetkeztében az egész fa, illetve a megtdmadott dgak lombozata
sargaszold szinli lesz (19. abra). A kérget lehantva lathatova valik a hancs kezdetben
narancssarga, késobb vilagosbarna szine. A hancs pusztuldsara jellemzd, hogy eltérden a
Pseudomonas syringae baktériumos, és kiilonb6z0 gombas fertézésektdl, sohasem kiséri
mézgaképzddés. A kemény téli fagyok kiillondsen meggyorsitjdk a hancs karosodasat.
Ilyenkor a fert6zés mértékétdl fiiggden a fa a kihajtas utan részben, vagy teljesen elpusztul.
Enyhe teleken a beteg fak november végén, december elején kiviragozhatnak, majd a késébb
bekovetkezd fagyok hatdsara elpusztulnak. A betegségnek ez a tipikus szimptoméaja foleg a
hazanktol délebbre talalhaté teriileteken fordul el6 rendszeresen. Nalunk 1d6ér6l-idére lathato,
de nem altalanos. A fiatalon megfert6z6dott fak 6-8 év elteltével gutaiitésre jellemzo
szimptomakkal hirtelen elpusztulnak. Ha iddsebb (6-8 éves) korban kovetkezik be a
fertdzédés, akkor csak a fa egyes dgai fert6zddnek és pusztulnak el (20. abra). Szdmos
esetben, amikor a fak erés ndvekedéstiek, kiilondsen a "Magyar legjobb" fajtin a betegség
tipikus szimptomai nem latszanak. Csak a beteg fak vilagoszdld szinébdl és novekedési
erélyének csokkenésébol kovetkeztethetlink arra, hogy a fa nem egészséges, ¢s valdsziniileg
fitoplazmas fertézéssel allunk szemben (21. dbra). A gylimdlcsosben a betegség korkordsen
terjed. Rendszerint a korben pusztuld fik kozepén taldlhaté egy kipusztult fa, amelyrdl a

betegség szétterjedt.

A fert6zott japan szilva (Prunus salicina, 22. abra.) a kajsziéhoz hasonld tiineteket mutat. A
levelek sargulnak, kanalasodnak, idovel az egész hajtas elszarad, végiil az egész fa elpusztul.
A fa elszaradt tovébol a fert6zott alany kihajt torz, torpe hajtdsokkal és sarguld kanalas

levelekkel (23. abra).

Cseresznyén (Prunus avium) el0szor a kisebb agak, majd a vazagak is fokozatosan

elszaradnak. Hasonloan az ESFY fert6zott saymeggyhez (Varga et al., 2001), a levelek
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11. &bra. A sztolbur fertdzés egyes 12. abra. Sztolburos sargarépa leveleinek
szakaszai zelleren elszinezddése a betegség eldrehaladtaval

13. abra. Sztolburos sz616 14. abra. Egészséges (jobbra) €s sztolburos
elszinez6dott levelei (balra) repce viragzata



17.4bra. Sztolburos pongyola pitypang viraga
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18. abra. ESFY-vel fertézott kajszi 19. abra. ESFY-vel fertézott kajszin lathato
kanalasod¢ levelei altalanos sargulés

20. abra. Tipikus kép egy idés ESFY-vel 21. dbra. Egész lombozatra kiterjedt
fert6zott kajszirol sargulas
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kanalasodnak, kisebbek ¢és torzak, csucsuknal kiszélesednek (24. dbra). A legjellegzetesebb
tiinet cseresznyén (ami a sajmeggyen nem fordul eld) a leveleken figyelhetdé meg. A
levéllemez sargul, csak az erek maradnak zoldek. Messzirdl az egész fa gutaiitésre

emlékezteto tiineteket mutat (25.4bra).

A mandulafa (Prunus amygdali) levelei altalanosan sargulnak, kisebbek, keskenyebbek
(méretiik koriilbeliil fele az egészségesnek) és torékenyek, kdonnyen morzsolhatok. Egyes
esetekben messzirdl a z6ld lombozatban sarga, sepriis foltokat fedezhetiink fel (26. dbra). Ha
a leveleket kozelebbrél megnézziik, és az eldzdekben leirt tiineteket tapasztaljuk, érdemes a

fat tovabbi vizsgalatnak alavetni.

A hazai irodalomban eddig nem kozolték az ESFY fitoplazma eléforduldsat kajszin, japan

szilvan, mandulén és cseresznyén.

Almafa boszorkanysepriisodése (AP-apple proliferation)

A fert6zott almafak (Malus domestica) stlyos tiineteket mutatnak. A hajtasok és az izkdzok megrovidiiltek. A
fiatal és 1d6s hajtasok elveszitik apikalis dominancidjukat,. igy szamos oldalhajtas fejlédik ugyanazon helyen, és
mar messzirdl kitlinnek a boszorkanysepris fak. A levélnyél tovénél tobb kis levélke is fejlodhet (27. abra). A

termések aprok, néha iztelenek.

Herevirag ellevelesedése (Clover Phyllody-CPh)

A fehér herén (Trifolium repens) a fitoplazma fert6zés nagyon jellegzetes tiineteket okoz. A
viragzat kozepébdl hosszu levélnyélen iild, dsszetett levelek ndnek ki. A szirmok elszaradasa
utan a hajtas tovabb €l (28. és 29. abrak).

A hazai irodalomban mar talalkozhattunk a clover phyllody leirasaval fehér herén (Rainiss,
1961), am megfigyeléseink, és a modern eszkozok segitségével aldtdmasztott eredményeink
tiikrében, az akkor leirt fitoplazma nagy valdsziniiséggel a sztolbur lehetett. Rainiss a Clover
Phyllody-t here viragzoldiilésnek forditotta, ami a betegség tiineteit jellemzi is, de a koérokozo

nem egyezik a CPh fitoplazmaval.

A szazszorszép (Bellis perennis) esetében eddig nem sikeriilt csoportszinten azonositani a
koérokoz¢d fitoplazmat. A fertézott novényeknek jelentdésen (legaldbb haromszorosan)
megnagyobbodott a viragfészke, a sziromlevelek zoldek. A levelek merevek, aprok és

deformaltak (30. abra).



49

szilva

o ] ‘ ‘
24. adbra. Egészséges ¢s 25. abra. Pusztuld, ESFY-  26. abra. ESFY-vel fert6zott

ESFY-vel fert6zott vel fertdzott mandulafa
cseresznye levél cseresznyefaag
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27. abra. Egészséges (balra) és AP-val fert6zott (jobbra) almafa levelei

28. abra. Egészséges (balra) és CPh-val fert6zott (jobbra) 29. abra. Ellevelesedett,
here viraga CPh-val fert6zott herevirag

30. 4bra. Fitoplazma fert6zott szazszorszép deformalddott viraga
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4.2. Az egyes fitoplazma csoportok kimutatasa és meghatarozasa

A fertézott novényi mintdkban harom féle modon mutattuk ki a fitoplazmak jelenlétét. Az
egyik egy kozvetlen, DAPI festéses-epifluoreszcens mikroszkopos eljaras, a masik kettd
pedig kozvetett, molekularis biologiai mddszer; a DNS hibridizacid és a polimerdz

lancreakcio.

4.2.1. Epifluoreszcens kimutatasi modszer (DAPI teszt)

A fertézott novényeknek csak a
floemében talaltunk DAPI-val
festodott, apr6 ragyogd pontokat
(festodott fitoplazma DNS, 31. abra).

Az egészséges ndvényi mintakban

hasonlo foltokat nem észleltiink. 31 abra. Festédatt fitoplazma DNS

A kimutatds soran az optimalis vagési vastagsag a 15um-es volt, amelyet hiithetd vagééli
mikrotommal sikeriilt elérni. Az ennél vékonyabb mintdk kezelhetetlenek voltak;
roncsolodtak, gytirddtek, az ennél vastagabbaknal pedig a til sok sejtréteg miatt nem lehetett
latni a fitoplazmékat. A legalkalmasabb nagyitas az 55-sz6rds volt.

A mobdszer hatranyaként meg kell emliteni, hogy alacsony fitoplazma koncentracional
(példaul tavasszal, vagy friss fertézés esetén) konnyen eldfordulhat, hogy nem taldlunk
fitoplazmat a mintaban. Tehat ez az eljaras egyaltalan nem tekinthetd kielégitéen érzékeny
modszernek. Ezért hasznaljuk rutinszeri kimutatasra a polimerdz lancreakciot, melynek soran
az esetlegesen alacsony szamban jelenlevd fitoplazma DNS-ét felszaporitjuk. Jelenleg ez a

legérzékenyebb kimutatasi modszer.

4.2.2. A fitoplazmak kimutatasa és meghatarozasa molekularis biologiai modszerekkel
4.2.2.1. Mintavétel

A mintavételre a legidealisabb id6szak a késd nyar, vagy kora 0Osz, ugyanis ekkorra
szisztemizalodik a fitoplazma fertézés, valamint a fitoplazma koncentracié is megfeleld a
kimutathatésaghoz. A pusztuld, vagy mar elpusztult részekb6l nem lehet a korokozot
kimutatni. Télen a fitoplazmak visszahtizodnak a fold alatti részekbe, és ott telelnek at. Igy
télen a gyoOkerekbdl izolalhatunk fitoplazma DNS-t, bar ez fas novények esetében elég

nehézkes.
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A fitoplazma DNS legnagyobb mennyiségben az erekbdl, illetve levélnyelekbdl; a fas
részeken beliil pedig kozvetleniil a floembdl vonhat6 ki.

Kis levell, lagyszart novények esetében felhasznalhatjuk az egész levelet is a levélnyéllel

egylitt.

4.2.2.2. DNS kivonas

Az 0sszegyljtott mintakbol az anyag és modszer részben leirtak alapjan vontuk ki a
fitoplazmaban gazdag DNS-t. Az igy nyert DNS oldat az esetek nagy részében megfeleld
tisztasagu volt a tovabbi vizsgalatokhoz.

Két ndvényfaj (paradicsom, cseresznye) DNS kivonata olyan sok gatldo anyagot tartalmazott,
amely mar megakadalyozta a polimerdz lancreakcidoban az enzim miikodését. Az inhibitor
jelenlétét ugy mutattuk ki, hogy fitoplazma fert6zott rézsameténg DNS-hez paradicsombol és
cseresznyébdl szarmazo DNS oldatot adtunk és ezt a keveréket vetettiik ala PCR-nek. Pozitiv
kontrollként a fert6zott rozsameténg DNS-t hasznaltuk. Azokban az esetekben, amikor
hozzaadtuk a paradicsom, vagy cseresznye DNS oldatot, mindig negativ eredményt kaptunk.
Tehat ezek a mintdk olyan inhibitort tartalmaztak, amelyek megakadalyoztadk a reakcid
mikddését.

A paradicsom esetében az immunoblot modszerben hasznalt mosd oldat mintajara, amely
tejport tartalmaz (vagy BSA-t), kiilonb6z6 mennyiségii (0,5-3 v/v) steril, zsirmentesitett tejet
adtunk a PCR elegyhez. A reakcio az 1v % mennyiségl tejet tartalmazé elegyben miikodott a
legjobban. Tej hozzaadéasa nélkiil egyaltalan nem kaptunk PCR terméket.

A cseresznye kivonatok feltételezhetéen tul sok polifenolt tartalmaztak, amelyek szintén
akadalyozzak a reakcidt. Ebben az esetben a tej hozzdadéasa hatéstalannak bizonyult, valamint
a mintak nagyfoku (tizszeres) higitasa is. Ezért egy kifejezetten fas ndvényekre kikisérletezett
kivonasi modszert probaltunk meg alkalmazni. (Mergenthaler Emese, MTA NKI, szdbeli
kozlés). Az igy kivont mintdk polimeraz lancreakcidja soran mar kaptunk pozitiv eredményt
(ugyanezek a mintdk a Delladoyle kivonasi modszerrel negativak voltak). Nested PCR
alkalmazasaval tobb esetben is pozitiv eredményt kaptunk, viszont ennél a modszernél
fennallt az a veszély, hogy a reakcio tilzott érzékenysége miatt sok esetben valamilyen
szennyezOdésnek (fitoplazma szennyezés) koOszOnhettik a pozitiv eredményt. Ezek a
szennyezddések az eszkdzokrodl, de még a levegdbdl is eredhetnek. Néhany esetben a negativ
kontrollok is pozitivak voltak, ami valoban biztos jele a szennyezddésnek. Ezért a nested
PCR-rel fitoplazma fertdzottnek mutatkozé mintdkra nem mondhatjuk egyértelmiien, hogy

valdban azok. A késobbiek soran nem alkalmaztuk kimutatasra a nested PCR moddszert.
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4.2.2.3. Dot blot - DNS hibridizacio

A hibridizacidhoz ‘Delladoyle’ modszerrel vontunk ki DNS-t egészséges, fertdzottségre
gyanus, illetve ismert kontroll fitoplazmas ndvényekbol.

Az anyag és modszer 3.3.2.2. részében leirtak szerint a jelolést és a hibridizaciot elvégeztik.
Eldszor csak az egészséges €s a fertdzott kontroll ndvényi mintdkat hibridizaltattuk, hogy
megvizsgaljuk van-e valamilyen gyenge reakcidé az egészséges novények esetében is. A
festést kovetden lathattuk, hogy csak a fitoplazma fertézott ndvények DNS mintai festddtek.
Egészséges novények esetében egyszer sem kaptunk pozitiv valaszt (32. abra). Ezen

eredmények alapjan mar a fertézottségre gyantiis névényeknél is alkalmazhattuk a médszert.

Pozitiv kontroll — o
Negativ kontroll —>
—
o .“i
Fitoplazméas minta aagh

32. abra. Fitoplazma fert6zés megallapitasa dot blot mddszerrel

A hibridizaciéval parhuzamosan elkezdtilk a PCR-rel vald kimutatast is, és nyilvanvalova
valt, hogy a dot blottal térténd kimutatas sokkal iddigényesebb, valamint sokkal kevésbé
érzékeny, és nem alkalmas az egyes fitoplazmak azonositdsdra sem. A felsorolt okokat
figyelembe véve attértiink a gyorsabb ¢és érzékenyebb PCR technikéra, amellyel az azonositast

is el tudtuk végezni.

4.2.2.4. Polimeraz lancreakcio (PCR, polymerase chain reaction)

A DNS mennyiség optimalizalasa

Az egyszerli PCR alkalmazasanal eleinte problémaink adodtak, a reakcidhoz adott templat
DNS mennyiségével. Az dsszehasonlitd teszt DNS-sel (standardként hasznalt pozitiv DNS
minta) a reakcid miikodott, ellenben az altalunk gyijtott biztosan fitoplazma fertézott
mintdkkal nem. Nem tudhattuk, hogy tal kevés, vagy tal sok DNS-t adtunk-e a
reakcidelegyhez, hiszen a kivonasok sordn ugyan egy fitoplazma gazdagité modszert
alkalmaztunk, de végeredményben 0ssz-DNS-t kaptunk, amiben nem ismerhettik a
fitoplazma; azaz a templat DNS mennyiségét. Kisérleteinkben el6szor azt vizsgaltuk, hogy

ebbdl az 9ssz-DNS-bdl mennyi sziikséges a reakcido miikodéséhez. Az anyag és modszer
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részben leirt kivonasi mddszert kovetve, az 1g novényi mintabol kivont DNS-t 100ul-ben
oldottuk fel és ebbdl 1-15ul-t adtunk a polimerdz lancreakcio elegyéhez. Fitoplazma
csoporttol és gazdandvénytdl fiiggden 2-10ul volt elegendd. A sztolbur fitoplazma esetében a
reakcié 2-3ul DNS-sel is jol mikodott, viszont Sul-nél tobbel egyaltalan nem. A tobbi
fitoplazma csoport (AAY, ESFY, AP, CPh) esetében ez pont forditva volt. Ez abbol
kovetkezik, hogy a sztolbur fitoplazma nagy koncentracioban van jelen a novényekben.

Megvizsgaltuk, hogy a tul sok (10ul-nél tobb) 6ssz-DNS hozzdadasaval miért nem mitkodik a
PCR. Vajon mi akadalyozza a reakciot, a nagy mennyiségii ndvényi, vagy templat DNS?
Sziikséges-e a novényi DNS mennyiségének tovabb csokkentése a kivonas soran? Egészséges
ndveénybdl egy, az inhibitorok hatdsat kizaro, nagy tisztasagli DNS-t eredményez6 modszerrel
(CsCI-EtBr) DNS-t tisztitottunk, majd ebbdl kiilonb6zé mennyiségeket (50, 100, 150, 200,
250, 300, 350, 400ng) adtunk egy jol beallitott, optimalisan mikddé PCR elegyhez. A reakcid
minden esetben ugyanolyan hatékonysaggal miikodott. Ebbdl arra kdvetkeztettiink, hogy a
nem-templat DNS mennyisége egyaltalan nem befolyasolja a PCR miikodését. Igy nem volt
sziikség tovabbi novényi-fitoplazma DNS elkiilonité 1épésekre. A tal sok templat DNS

viszont képes megakadalyozni a reakcido miikodését.

PCR univerzalis és specifikus primerekkel

A mintdkat el0szor univerzalis (fU3/rUS, fP1/rP7) primerekkel vizsgaltuk. Ezekkel a
primerekkel minden eddig ismert fitoplazméat ki lehet mutatni, ezért a fertézottség
megallapitdsara megfelelnek. Az fU3/rUS primerekkel 880bp, az fP1/rP7 primerekkel pedig
1830bp nagysagu fitoplazma DNS-t kaptunk (33. é&bra). Méretiik alapjan az f{P1/rP7
primerekkel felszaporitott termékek felhasznalhatok az egyes fitoplazma csoportok
meghatarozasara is RFLP modszer segitségével.

A jellegzetes sztolbur, AP és ESFY tlineteket mutatdé ndvények esetében csoport specifikus
primereket is hasznaltunk (sztolburra: fSTO/rSTOLS-621bp, ESFY-re: fO1/rO1-1074bp és
AP-re: fAT/rAS-528bp), amelyekkel mar nem csak a fertézottség tényét tudtuk megallapitani,
hanem egyben a fitoplazma csoportot is azonositottuk. Mivel kis méretli termékekrdl van szo,
sokkal révidebb PCR programot hasznalhattunk.

A PCR az irodalomban k6zdlt hdmérsékleti értékeken jol miikodott.
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1 2 M 3 45 67

33. abra. fP1/rP7 primerekkel felszaporitott ESFY (3), AP (4), AAY (5) és sztolbur (6)
fitoplazma DNS. Az 1., 2. és 7. mintak egészséges kontrollok, M=marker

4.2.2.5. Restrikcios fragment analizis (RFLP, restriction fragment length polymorphism)
Az fU3/rUS5 és az fP1/tP7 primerekkel felszaporitott fitoplazma DNS fragmenteket kétféle
restrikcids enzimmel (Alul és Rsal) hasitottuk, majd 12.5 %-o0s poliakrilamid gélen a hasitasi

Obp

termékeket méret marker mellett elvalasztottuk. A kapott kép lalmi adatokkal

Osszevetve az egyes fitoplazma csoportokat azonositottuk (34. abra).

AAY
sztolbur
ESFY

AP

vy o vy vy oy
12 34 5 67 8

34. abra. fP1/rP7 primerekkel felszaporitott fitoplazma DNS hasitasi képe. Az emésztés Alul
restrikcids endonukleazzal tortént. Marker méretek 1-8-ig: 621, 521, 257, 215, 159, 100, 66 ¢és
42bp

Egy esetben; a szazszorszépbdl fP1/rP7 primerekkel felszaporitott DNS szakasz nem felelt
meg az elvart méretnek, és a fent emlitett két enzim egyike sem hasitotta. Eddig nem sikeriilt
a ndvényben levd korokozot azonositani. Feltételezhetjiik azt is, hogy valamilyen egyéb, a

Mollicutes osztalyba tartozd korokozot talaltunk. A mintdk pozitiv eredményt adhattak a
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polimeraz lancreakcid soran valamilyen mas kozeli rokonsdgban levd korokozoval valod

fertdzottség esetén is, mert az inditoszekvencidkat konzervativ 16S rDNS szakaszra tervezték.

4.3. A Magyarorszagon el6forduld fitoplazmak és gazdanovénykoriik

1995 nyaratol 2000 Oszéig 45 ndvényfajon kerestlink fitoplazma fert6zést az orszag tobb
pontjan. Osszesen 24 ndvényfajon 5 fitoplazma csoportot azonositottunk (AAY, sztolbur,
ESFY, AP és CPh). 275 mintat vizsgaltunk meg, ebbdl 108 esetben tudtuk kimutatni a
fitoplazma jelenlétét. Magyarorszagon elsoként irtuk le az ESFY fitoplazmat: kajszin,
mandulan, japan szilvan, és cseresznyén, az AP-t: almafan, az AAY-t: pohankidn és 5
kaposztafajtdn, valamint a sztolburt: zelleren, petrezselymen, sargarépan, pongyola
pitypangon ¢€s holyagos habszegfiin. A sztolbur el6fordulasat pongyola pitypangon, holyagos
habszegfiin és pohankéan pedig nemzetkozi irodalomban sem kozolték eldttiink.

A szazszorszépen el6forduld korokozd fitoplazma csoportjat eddig nem sikeriilt

azonositanunk, és az irodalomban sem talaltunk err6l semmilyen adatot.
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2. tablazat. Az 1995-2000-ig vizsgalt ndvényfajok €s az azokban meghatarozott fitoplazma

csoportok

Vizsgalt Pozitiv | Fitoplazma

mintak mintak csoport

szama szama
Gazdanovény
1 aggofll (Senecio vulgaris) 2 0
2 akac (Robinia pseudo-acacia) 4 0
3 alma (Malus domestica) 7 1 AP
4 bab (Phaseolus vulgaris) 1 0
5 bimboskel (B.oleracea convar.gemmifera) 2 1 AAY
6 bodza (Sambucus nigra) 3 0
7 burgonya (Solanum tuberosum) 2 0
8 biidoske (Tagetes erecta) 3 0
9 cukkini (Cucurbita pepo convar. giromontia) 1 0
10 | csattan6 maszlag (Datura stramonium) 2 2 sztolbur
11 | cseresznye (Prunus cerasus) 10 1 ESFY
12 | csipkebogyo (Rosa canina) 2 0
13 | dohany (Nicotiana tabacum) 1 1 sztolbur
14 | fehér here (Trifolium repens) 4 4 CPh
15 | fejes kaposzta (Brassica oleracea convar. 6 4 AAY

capitata)
16 | hélyagos habszegfii (Silene vulgaris) 3 3 sztolbur
17 | japan szilva (Prunus salicina) 30 19 ESFY
18 | kajszi (Prunus armeniaca) 43 29 ESFY
19 | karfiol (B.oleracea convar. botrytis) 4 1 AAY
20 | katangkord (Cichorium intybus) 1 0
21 | kelkaposzta (B.oleracea convar. sabauda) 2 2 AAY
22 | korte (Pyrus communis) 4 0
23 | mandula (Prunus amygdali) 11 1 ESFY
24 | meggy (Cerasus vulgaris) 4 0
25 | mogyord (Corylus avellana) 31 0
26 | nyar (Populus nigra) 4 0
27 | 6szibarack (Persica vulgaris) 7 0
28 | paprika (Capsicum annuum) 12 6 sztolbur
29 | paradicsom (Lycopersicon esculentum) 8 6 sztolbur
30 | parlagfii (Ambrosia elatior) 2 0
31 | petrezselyem (Petroselinum crispum) 5 5 sztolbur
32 | pohanka (Fagopyrum dumetorum) 4 3 AAY
33 | pongyola pitypang (Taraxacum officinale) 3 1 sztolbur
34 | repce (B.napus convar.napus) 7 7 sztolbur
35 | sargarépa (Daucus carota convar. sativus) 2 1 sztolbur
36 | somkord (Melilotus officinalis) 2 0
37 | szézszorszép (Bellis perennis) 3 2 ?
38 | szilva (Prunus domestica) 5 0
39 | sz8l6 (Vitis vinifera) 16 1 sztolbur
40 | szuldk (Convolvulus arvensis) 2 0
41 | tatarlaboda (Atriplex tatarica) 1 0
42 | mezei geranium (Geranium pratense) 1 0
43 | rozsameténg (Catharanthus rhoseus) 1 0
44 | voros kaposzta (B.oleracea convar. capitata f. 1 1 AAY
rubra)
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| 45 | zeller (4pium graveolens) | 6 | 6 | sztolbur |
A Magyarorszagon el6fordulo fitoplazmak jelenleg ismert elofordulasi helyei

1999 &széig még csak részben sikeriilt feltérképezni a Magyarorszdgon eléfordulo
fitoplazmak és gazdanovénykoriiket. A legtobb minta Eszak-Magyarorszagrol, Budapest
kornyékérdl és a Balaton medence nyugati részérdl szarmazik (35. abra). Az adatgytijtés
tovabbra is folyamatban van.

Az irodalmi adatok Szabolcs-Szatmar; Hajdu-Bihar; Zala megye és a Duna-Tisza kozti
teriiletek korabbi években megfigyelt nagymértékii sztolbur fertdzottségérdl szamolnak be
(Petroczy, 1965; Gaborjanyi, 1967; Szendrey, 1996). Mi eddig jelentds sztolbur fertézottséget
Zala, Heves, Pest, Békés ¢s Csongrad megyében irtunk le, paradicsomon, paprikan, valamint
egyes gyomokon és sz6lon. ESFY, AP és AAY fertdzott novényeket Pest és Zala megyében
talaltunk.

Egyes gylimolcsosokben (pl. Pomazon kajszi, Szigetcsépen japan szilva) egész sorok voltak
fertozottek. Ez feltételezhetden a gyomirtds hidnyossdganak ¢és az atvivé rovarok
felszaporodasanak koszonhetd, hiszen az éveld gyomokban a fitoplazméak éattelelnek, és
kovetkezd évben forrasul szolgdlnak a vektoroknak. A masik ok az oltdéanyag fertézottsége
lehet. (Japan szilva esetében nagy valdszinliséggel ez torténhetett). Ezért lenne nagyon fontos,

hogy mar az orszagba valo bekeriilés el6tt kisziirjiik a fitoplazmas novényeket

A nem megfeleld rovarirtasnak a fitoplazma terjedésére gyakorolt hatdsat nem csak gyliimolesosokben figyeltiikk meg. A Boldog kornyéki
paprika tablak némelyikében (egyes foliasatrakban is) 95%-os sztolbur fert6zottséget tapasztaltunk. Itt a tablak ugyan megfeleld rovar-,

illetve gyomirtasban részesiiltek, ellenben a kdrnyezd teriiletek nem. A fert6zés valosziniileg onnan eredhetett.

. “\BUDAPEST
“riket@

sztolbur O
ar-~ | ; i ESFY
35. ilochegy X AP @  (qylasi helye
{ AAY
' CPh

4.4. A fito
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A standard fitoplazma csoportokat {iveghazi koriilmények kozott rézsameténg és dohany
novényekben tartottuk, és tartjuk fenn. Sajat gyljtésii sztolburt paradicsomon tartunk fenn
oltassal, tiveghazban. A PCR technikaval ellendrzott, fertdzott ndvények hajtasvégeit
kortilbeliil félévente egészséges novényekre atoltottuk, igy biztositva a fitoplazmak
fennmaradasat (Anyag és modszer 3.2. fejezet). Egyediil a sztolbur esetében volt sziikség 2-3
havonkénti atoltasra, mivel a korokozd rendkiviil agresszivnak bizonyult (szant6foldi
koriilmények kozott is), és igen gyorsan elpusztitotta a novényeket. A fitoplazmak
rozsameténgen is sulyos tlineteket okoznak (36. abra). Néhany irodalmi adat alapjan
megprobalkoztunk az in vitro fenntartassal is. Roézsameténg €s kajszi ndvények hajtasvégeit
fertétlenitettiik €s taptalajra helyeztilk. A beteg novények rosszul tlirték a taptalajon valo
tartast, sargultak és leveleiket hamar eldobtdk. Ugyan harom honapon at életben maradtak, 4m
novekedésiik nagyon elenyészd volt. A fitoplazmat ki lehetett mutatni bel6liikk, és az
irodalomban kozoltekkel megegyezden valdban konnyebb volt a novények feldolgozasa (a
szovetek lagyabbak), azonban a ndvényanyag kis mennyisége miatt nem lattuk értelmét a

tovabbi kisérletezésnek.

?.

36. abra. Egészséges (bal felsd), AP (jdbb) ¢s AAY (bal also) fertézott rozsameténg virdga
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4.5. Fitoplazma gének keresése és vizsgalata

4.5.1. Fitoplazma gének keresése

A fertdzottség kimutatdsa, és a koérokozd fitoplazma csoport azonositasa jelenleg még
hosszadalmas és koltséges eljaras. Ezért egy gyorsabb és koltségkimélobb modszer
bevezetése (ELISA), valamint a fitoplazmdk patogenitasanak jobb megismerése (gének
keresése) céljabol kezdtiink el antiszérum eldallitassal foglalkozni.

Ennek sordn egy dossenheimi fitoplazmaval foglalkozd csoport (Dr.Seemiiller, BBA
Dossenheim, Németorszag) altal készitett AP-expressziés lambda fag (Lambda ZAP II,
Stratagene) konyvtarat vizsgaltuk a Diagnosticum KFT-vel egyiittmiikodésben eldallitott

poliklonalis antitesttel.

Fehérje tisztitas

A kisérleteket AP fitoplazma fert6zott rozsameténg (Catharanthus roseus) ndvényekkel
kezdtiik, egy egyszerli fehérje kivondsi moédszerrel. A rdzsameténg ndvények szarat és
leveleinek fo- illetve mellékereit dolgoztuk fel, azonban az ezzel a mddszerrel eldallitott
antiszérum nagyon erds hatteret adott az egészséges novényekkel. Ezért a késdbbiekben
dohanybol (Nicotiana tabacum cv. Xanthi) vontunk ki fehérjét egy fitoplazma gazdagitod
eljarassal. (E.Seemiiller, BBA, Dossenheim, Németorszag). Ennek soran a dohany floemét
elvalasztottuk, és csak ezt hasznaltuk fel a fehérje kivonashoz. Igy kikiiszobolhettik a fent
emlitett problémat. Rozsameténg esetében ezt a modszert azért nem lehet alkalmazni, a floem
tobbi ndvényi résztdl valo szétvalasztasa a gyakorlatban igen nehezen kivitelezhetd miivelet.
A fehérje kivonasdhoz két modszert 6tvoztink. Az anyag szétdorzsolését egy, az ELISA
modszerhez is hasznalatos pufferben végeztiik el. A puffer aszkorbinsav tartalma gatolta az
oxidaciot, a TRIS hatasara pedig nagyobb mennyiségli fehérjét kaptunk. Ellenben a
differencidlt centrifugalasok utan az iiledéket nem oldhattuk vissza ugyanebben az oldatban a
TRIS tartalom miatt; az immunizéldshoz igy nem lett volna felhasznalhat6é. Ezért a
visszaoldashoz GM puffert hasznaltunk, amely az egerekre nézve nem tartalmaz mérgezé
anyagot.

A kapott fehérjeoldat optikai denzitdsat 595nm hulldmhosszon megmértiik, és a mar el6zdleg
felallitott standard gorbe alapjan a fehérje mennyiségét meghatdroztuk. 25-30 g ndvényi
anyagbol kiindulva Osszesen 140-300ug fehérjét kaptunk. Az egerek immunizalasahoz
minimum 100pg fehérje sziikséges, ugyhogy a fent emlitett mennyiség elégségesnek

bizonyult.
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Immunizalas
Az immunizalast a Diagnosticum KFT végezte. Ehhez minden esetben frissen készitett
antigént hasznaltak. Ennek sordn monoklonalis antitestet allitottak eld. Az immunizalas a

kivonas végétdl szamitott 1-2 dran beliil megtortént.

Az antiszérumok ellendrzése

Az eldéllitott antiszérumok (monoklondlis antitestek) mindegyikét ellendriztiik, hogy
reagalnak-e az egészséges novénybdl kivont fehérjékkel. A vizsgalatot dot blot mddszerrel
végeztik. A rézsameténg esetében 17 szérumbol 13 erds festddést mutatott az egészséges
mintak esetében is. A dohanynal mar jobb eredményt kaptunk 5 szérumbol 4 csak az AP
fitoplazma fertézott mintakkal adott pozitiv vélaszt. Ez a fitoplazma koncentrdld fehérje
kivonasi modszernek volt kdszonhetd. A fitoplazma-fagkdnyvtar vizsgalatat az egészséges

ndvényi fehérjével nem reagald szérumokkal végeztiik.

Immunoblot
Els6 Iépésként a  fagkonyvtarat amelyet sikeriilt hdromlépéses eljarassal
titraltuk. Az immunoblothoz 3x10* izolalni, majd felszaporitani (37. 4bra).

cre

hasznaltunk. Osszesen két szérummal s

végeztiink immunoblot-ot (egy

rozsameténgre ¢és egy dohanyra

L S T LY

eldallitottal). A rozsameténg fehérjére 37. 4bra. Pozitiv plakk (balra) feisz—apori‘t;/a
eldallitott antiszérummal nem kaptunk (jobbra)
egyetlen pozitiv fagplakkot sem, A

dohény esetében két plakk festddott,

A pozitiv fagokbol az EsAssist helper fag (Stratagene) az inszertet tartalmazd fagemidot
kivagta, majd cirkularizlta és becsomagolta. Ebbdl a fagemidbdl tigy kaptunk plazmidot,
hogy egy specialis E.coli torzset; a SOLR-t fertéztiik vele, amelyben a segité fag nem tud
szaporodni, valamint a lambda fag sem képes fertézni. Igy csak a plazmid marad fenn benne,
¢és tokéletesen kikiiszobolhetd a fag fertdzés. Ebben a baktérium torzsben a fagemid

plazmidként mikddik.
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A talalt fitoplazma DNS szakaszok vizsgalata

A plazmidokban levd inszerteket restrikciés endonukledzok segitségével kivagtuk, és a
méretiiket gél-elektroforézissel meghataroztuk. Sajnalatos médon az egyik szakasz mindossze
50bp, a masik pedig 100bp nagysagu volt. A kis méret alapjan egyértelmii volt, hogy ezek az
inszertek nem tartalmazhatnak egy teljes nyilt olvasasi keretet. Tehat toredék fehérjét kodold
DNS szakaszokat taladltunk, amelyek nem voltak alkalmasak antiszérum el6allitasra,
rutinszer(i kimutatashoz.

A tovabbiakban a véletlenszerii keresés helyett egy masok altal mar szekvenalt AP fitoplazma

génnel folytattuk a kisérleteket.

4.5.2. Az AP fitoplazma tuf génjének klonozasa expressziés plazmidba antiszérum
eloallitas céljabol

A tuf gén altal kodolt TU elongaciés faktornak alapveté szerepe van a transzlacid
folyamatéban, minden €16 szervezetben. Ezért ezt a fehérjét nem csak antiszérum eldallitasra,
hanem a kiilonboz6 fitoplazmak antigénjeinek dsszehasonlitasara is hasznalni lehet (rokonsagi
fokok meghatarozasara).

A klonozast két 1épésben kivantuk elvégezni, mert a PCR sordn kozvetleniil ndvénybdl csak
kis mennyiségli terméket kaptunk, aminek nagy része mindig elveszett a tisztitasi eljarasok
soran. Igy eldszor egy kis méretii, jol szaporodd A-T klonozé plazmidba tettik, majd a
késSbbiekben ebbdl szaporitottuk fel a gént, és hasznaltuk fel szubklonozashoz. Igy sokkal

tobb és tisztabb terméket kaptunk, amivel konnyebben lehetett dolgozni.

A kisérlet menete:

1. primerek tervezése a mar ismert fitoplazma AP gén szekvencia alapjan, és az AP fuf gén
felszaporitasa a tervezett primerekkel AP fert6zott rozsameténg ndvénybdl

a termék klonozéasa A-T klonozoé plazmidba

restrikcids endonukledz hasitasi helyet tartalmaz6 primerek tervezése

szubkloénozés expresszios plazmidba

szekvenalas, szekvencia elemzése

rekombinans fitoplazma fuzids fehérje termeltetés E.coli-ban

a géntermek tisztitasa nagy mennyiségben

egerek immunizaldsa

A A R

monoklonalis antiszérum el6allitasa, tesztelése
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1. Primerek tervezése a mar ismert fitoplazma AP gén szekvencia alapjan, és az AP tuf gén
felszaporitasa a tervezett primerekkel, AP fertdzott rozsameténg novénybol

A tuf gén szekvenciajat Dr.Michael Berg hatarozta meg (Berg and Seemiiller, 1999). A kapott
szekvencia alapjan a primereket a szabalyok figyelembevétele mellett (koriilbelil 50% A-
T/G-C arany, 15-20bp hossziisdg, a 3’ végen lehetdleg G-C bazisok legyenek a biztos
kapcsolodéas érdekében, és biztosan megegyezzenek az eredeti szekvencidval, a tervezett
szekvencia ne kapcsoldodjon 6nmagdhoz, illetve a mdasik primerhez stb.) megterveztiik. A
szekvenciak egymassal ¢és oOnmagukkal vald Osszetapaddsdnak lehetdségét, valamint az
annealing homérsékletét egy internetes program segitségével vizsgaltuk (http://www-
genome.wi.mit.edu/cgi-bin/primer/primer3_ www.cgi). Ha a kapott hémérsékleti értékek
kozott nagy (4-5°C) eltérés volt, vagy 6-7 bazisnal tobb helyen tapadtak Ossze akar
onmagukkal akar a masikkal, ijabb szekvencidkat kerestlink, amig a megfeleld értékeket nem
kaptuk.

A primer par (fTUB/fTUJ, Fodor Mark MTA NKI) szekvenciadja egy bazistdl eltekintve
teljesen megegyezik az AP szekvenciaval. Az eltérés oka az, hogy a forward primerben egy
stop kod lett volna, ezért egy bazist meg kellett valtoztatni. Ezekkel a primerekkel AP
fertdzott rozsameténgbdl ugyan kis mennyiségben, de sikeresen felszaporitottuk a kivant

szekvenciat (38. abra).

GGAGATTTAAATAAAG/ATGTCTAGTAAAGTATTTTTAAGAGATAAAGTGCATGTTAATGTAGGAACTATTGG
GGAGATTCAAATAAAG/ATGTCTAGTAAAGTATTTTTAAGAGATAAAGTGCATGTTAATGTAGGAACTATTGG
fTUB
TCATGTTGATCATGGAAAAACTACTTTGACTGCTGCTATTACTAAAATTTTATCAACAAAAGGCTTAGCAGAA
TCATGTTGATCATGGAAAAACTACTTTGACTGCTGCTATTACTAAAATTTTATCAACAAAAGGCTTAGCAGAA

AATAAATCATATGATCAAATTGATAAAACTAAAGAAGAAAAAGAACGTGGTATAACTATTAACACTACCCATG
AATAAATCATATGATCAAATTGATAAAACTAAAGAAGAAAAAGAACGTGGTATAACTATTAACACTACCCATG

TTTCTTATGAAACTGTAAAAAGGCATTATGCTCATGTTGATTGTCCTGGACACGCTGATTATGTTAAAAATAT
TTTCTTATGAAACTGTAAAAAGGCATTATGCTCATGTTGATTGTCCTGGACACGCTGATTATGTTAAAAATAT

GATTACCGGTGCTGCGCAAATGGACGCTGGTATTTTAGTTGTTTCAGCTTATCATGGAGTAATGCCTCAAACT
GATTACCGGTGCTGCGCAAATGGACGCTGGTATTTTAGTTGTTTCAGCTTATCATGGAGTAATGCCTCAAACT

CGTGAACATGTTTTGTTAGCTGGACAAGTTGGTATCTCTAAATTGATAGTATTTTTAAATAAATGTGATTTAG
CGTGAACATGTTTTGTTAGCTGGACAAGTTGGTATCTCTAAATTGATAGTATTTTTAAATAAATGTGATTTAG

TTAAAGAAGAAGAATGGATTCATTTAGTAGAAATGGAAGTTCGTGAATTATTAAACGAATATAAATTTGATGG
TTAAAGAAGAAGAATGGATTCATTTAGTAGAAATGGAAGTTCGTGAATTATTAAACGAATATAAATTTGATGG

TGATAAAACTCCTTTTGTTAGAGGTTCAGCTTTAAAAGCTTTAGAAGGCACAGATGTTGAAGGTATCAATAAA
TGATAAAACTCCTTTTGTTAGAGGTTCAGCTTTAAAAGCTTTAGAAGGCACAGATGTTGAAGGTATCAATAAA

TTATTAGAAGTTTTAGATGAATATATTGAAGATCCAATTCGTGATGTAGAAAAACCATTTTTAATGCCGGTTG
TTATTAGAAGTTTTAGATGAATATATTGAAGATCCAATTCGTGATGTAGAAAAACCATTTTTAATGCCGGTTG
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AAGGAGTTCATACTATTACTGGTCGTGGAACTGTTGCTACTGGTCGTGTAGAAAGAGGAAAAATTAAGATTAG
AAGGAGTTCATACTATTACTGGTCGTGGAACTGTTGCTACTGGTCGTGTAGAAAGAGGAAAAATTAAGATTAG

TGAAGAAGTTGAAATTATTGGTTTAAAAGAAACTAAAAAAGCTATTATTACTGGTCTTGAAATGTTTAAAAAA
TGAAGAAGTTGAAATTATTGGTTTAAAAGAAACTAAAAAAGCTATTATTACTGGTCTTGAAATGTTTAAAAAA

GAATTAGATTTTGCTCAAGCTGGTGATAATGTTGGTATTTTATTACGCGGTATTACTCGTGATCAAATTGAAA
GAATTAGATTTTGCTCAAGCTGGTGATAATGTTGGTATTTTATTACGCGGTATTACTCGTGATCAAATTGAAA

GAGGTCAAGTTTTAGCTAAACCAGGTTCTTTAAATGCTTATCATAAATTTTTGTCTCAAGTTTATATTTTGAC
GAGGTCAAGTTTTAGCTAAACCAGGTTCTTTAAATGCTTATCATAAATTTTTGTCTCAAGTTTATATTTTGAC

TCAACAAGAAGGTGGACGTCATACTGCATTTTTTTCTAATTACAGACCACAATTTTATTTTCGTACTACAGAT
TCAACAAGAAGGTGGACGTCATACTGCATTTTTTTCTAATTACAGACCACAATTTTATTTTCGTACTACAGAT

GTTACTGGTTTCATTAAATTAAAAAAAGATGTTAAAATGGTATTACCAGGTGATAGAACAGAACTTATTGTTG
GTTACTGGTTTCATTAAATTAAAAAAAGATGTTAAAATGGTATTACCAGGTGATAGAACAGAACTTATTGTTG

AATTAAATCATCCAATCGCTATTGAAGCAGGCACTAAATTTTCTATTCGTGAAGGTGGACGCACAATAGGAGC
AATTAAATCATCCAATCGCTATTGAAGCAGGCACTAAATTTTCTATTCGTGAAGGTGGACGCACAATAGGAGC

TGGTACAGTAACTGAAATTATTGAATAAZAAAAAAACTCTGTTAAAAAAATAACAGAGTTTTTTTTATTCAAT
TGGTACAGTAACTGAAATTATTGAATAAZAAAAAAACTCTGTTAAAAAAATAACAGAGTTTTTTTTATTCAAT

TTTATTTTTAATTTATTTGTTTATTTAACCATTCTATAATGTCTAAATTTACTTGTTTATAATCTGAATCATT
TTTATTTTTAATTTATTTGTTTATTTAACCATTCTATAATGTCTAAATTTACTTGTTTATAATCTGAATCATT

AAATAAATTGTGATCAGAATTTTCATATAATTTTATTTTTTTATTCACTGCAACTATTGTAAAAAAGTTTGTA
AAATAAATTGTGATCAGAATTTTCATATAATTTTATTTTTTTATTCACTGCAACTATTGTAAAAAAGTTTGTA

CTATTATCATACGGTACTATTGAATCTTTTTGACCGTGTA
CTATTATCATACGGTACTATTGAATCTTTTTGACCGTGTA
rTuUlJ

38.4bra. AP fitoplazma fuf génjének szekvencidja, fTUB/rTUJ primerekkel felszaporitva
[felso sor: Berg (1999) altal; als6 sor: altalunk meghatarozott szekvencia]

A reakciokhoz olyan Taq polimerazt hasznaltunk (DyNAzymeEXT, Finnzymes), amely nagy
termékek szaporitasara alkalmas, valamint a szintézis soran szinte egyaltalan nem kovet el
hibat a 3’5’ un. proofreading aktivitdsa miatt. A reakcid a kovetkez6 paraméterek mellett
miikodott a legjobban: 94°C 2 perc; 35 cikluson keresztiil: 94°C 30mp, 51°C 45mp, 72°C
90mp; végiil 72°C 10 perc.

2. A termék kldénozéasa A-T klonozé plazmidba

Az fTUB/ATUJ primerekkel felszaporitott szakaszt egy A-T klonozo6 plazmidba, a pGEM-T-
be (Promega) ligdltuk. A plazmid elénye, hogy a ligaci6é sikerességére a transzformaciot
kdvetden a baktérium kolonidk szinébdl kdvetkeztethetlink. Megfeleld taptalajon az inszertet
tartalmazd baktériumok fehér, mig az inszertet nem tartalmazo baktériumok kék koldnidkat
novesztenek. A fehér kolonidkbol plazmidot izolaltunk és a méretiiket gél-elektroforézissel

ellendriztiik. 46 fehér koloniabol 21-ben volt nagyobb a plazmid a kontrollndl. A méret
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alapjan pozitiv plazmidok inszertjeit eldszér az fTUB/rTUJ primerekkel ellendriztiik, hogy
lassuk teljes-e a beépiilt szekvencia. A 21 klénbdl 20-ban kaptuk meg a megfeleld nagysaga
szakaszt. Mivel az A-T kloénozas nem iranyitott, igy az inszertek irdnyat két primer parral is
ellendriztiik. A forward primer mindkét esetben a plazmidon volt (fT7), a reverse pedig az
inszerten (rTER, rTUJ). Ezek alapjan megallapithattuk, hogy a 20 klonbol 7-be épiilt be jo
iranyban (39. abra).

39. abra. Fehér kolonidk plazmidjanak méret szerinti ellendrzése. 1. 2. 3. minta: inszert
nélkiili pGEM plazmid, 5. minta: negativ plazmid kontroll, 4. 6. 7. 8. minta: pGE plazmid a
beépiilt tuf génnel

Az eredmények alapjan kivalasztottuk a legjobbnak itélt klont, és meghataroztuk a
bazissorrendet a plazmidon levé forward szekvenald primerrel, amibdl lathattuk, hogy az
inszert valoban hiba nélkiil épiilt be (40. abra). Ez azért volt nagyon lényeges, mert a tovabbi
kisérletekhez csak pontos informacidk alapjan kezdhettiink. Egyetlen bazisnyi eltérés miatt az

egész olvasasi keret eltolodik, és nem a megfeleld fehérjét kapjuk.

pGEM plazmid . . GAAAGGTTGGAAGATCTGCATGCTCCCGGCCGCCATGGCCGCG
GAT*T/GGAGATTCAAATAAAGATGTCTAGTAAAGTATTTTTAAGAGATAAAGTGCATGTTA
AT.. tuf gén.. ._GTAGGAACTATTGGTCA. . .pGEM plazmid

40.4abra. AP fitoplazma fuf gén pGEM plazmidban

3. Restrikcids endonukleaz hasitasi helyet tartalmazo primerek tervezése

Az expresszids plazmidba torténd szubklonozashoz olyan primereket terveztiink, amelyeken
restrikcidés endonukledz felismerési szekvencia is volt. Elkeriilendé a téves kapcsolodast,
olyan enzim vagbhelyeket kerestiink a primerekre, amelyek nem voltak rajta a pGEM-T
plazmidon, és amelyekkel iranyitottan tudtuk behelyezni a gént az expresszios vektorba. A
forward primer tervezésénél azt is figyelembe kellett venni, hogy a pQE-40 (QIAGEN)

expresszios plazmidban a gén start kodja megfeleld olvasasi keretben legyen.
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A forward primer (fTUBgl) 5° végének els6 7 bazisa a pGEM-T plazmidbol szarmazé
szekvencia, ezt koveti a Bgl II restrikcios vagasi hely (6 bazis). Az ezt kdvetd 11 bazis az
fTUB primerbdl szarmazik. A restrikcids helyet azért terveztiik a leirt helyre, hogy az fTUB
primeren levd A-G gazdag Shine-Dalgarno szakaszt kihagyjuk, hogy ne zavarja az
expressziot. Igy a 3’ és 5° vég pontosan kapcsolodik, a kozépen lev hasitasi helyet pedig

(ami nem kapcsolddik) az enzim képes kiegésziteni (41. abra).

5> GGG ATT G A’GA TCT CAA ATA AAG AT 3
pGEM Bgl II fTUB  fuf gén start kod
41. 4bra. Bgl II hasitasi helyet tartalmazé primer

A reverse primer (rTUKpn) els6 9 €s utolso 10 bazisa az AP tuf gént kodold szakaszat kovetd

részen talalhato, koztiik helyezkedik el a Kpn I vagasi hely. (42. abra).

3> CAC TAG TCT CCA TGG TAT ATT AA A A 5
AP Kpn I AP

42. dbra. Kpnl vagasi helyet tartalmazo6 primer

A primerek tervezését €és ellendrzését az 1. pontban leirtak alapjan végeztiik. A primerek
megfeleld annealing értéke 53°C volt. A PCR a kovetkezd értékek mellett mikodott a
legjobban: 94°C 2 perc; 35 cikluson keresztiil: 94°C 30mp, 53°C 45mp, 72°C 90mp; végiil
72°C 10 perc.

4. Szubklonozas expresszios plazmidba

Az fTUBgl/fTUKpn primerekkel felszaporitott terméket eldszor egy fenol-kloroformos
tisztitadsnak vetettiik ald, majd egy sziirén a terméket megszabaditottuk a maradék primerektdl
¢s oligonukleotidoktol. A hatékony kettds emésztést optimalizaltuk. Olyan puffert
hasznaltunk az emésztésekhez, amely mindkét enzim szdméara minimum 75%-os vagast
biztositott (Multi-Core, Promega). Mindkét enzimmel két 6ran at inkubaltuk a PCR terméket
37°C-on. Mind az els6, mind a masodik restrikcids vagas utan inaktivaltuk az enzimeket 10
percen at 80°C-on. A vagott terméket gél-elektroforézissel elvalasztottuk, és a megfeleld

fragmentet visszavontuk. Ezt ligdltuk az azonos enzimekkel emésztett pQE-40 expresszios
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plazmiba. A ligacioés terméket ultrakompetens E.coli DHS5-a-ba transzformaltuk.Ebben a
torzsben a transzformacié hatékonysaga 95%-0s. 25 baktérium koloniabol plazmidot
tisztitottunk ¢és nagysdgukat gél-elektroforézissel ellendriztik. 25 esetbdl 5-ben talaltuk
nagyobbnak a plazmidot a kontrollnal. Ezeket Bgl II-vel és Kpn I-el emésztettiik, majd a
vagasi termékeket agar6z gélen elvalasztottuk. Két esetben kaptunk megfeleld nagysagu
szakaszt. Ebbdl a két koloniabol plazmidot vontunk ki ¢€s attettiikk az E.coli M15 torzsbe,
amelyben a gén expresszidjat szabalyozni tudjuk. Ebben a térzsben IPTG hozzaadasa nélkiil
nem expresszalodik a gén. (The QIAexpressionist' " QIAGEN).

A gén expresszidjat SDS-PAGE gélen ellendriztiik, fehérje méret marker mellett. A két klon
koziil egyben kaptunk megfeleld méretii (74 kDa) expresszalddott fehérjét (43.abra). Ez a
fehérje a pQE40 plazmidban eredetileg is benne levé Un. 6HIS-tag (jel6ld) és egy DHFR

(stabilizal6) fehérjébdl (0sszesen 26kDa) €s a tuf gén altal termelt fehérjébol (48kDa) 4ll.
1 2

76 kD 'I I

43.4bra. A pQE40 expresszios plazmidba épitett fuf gén altal kodolt fehérje
expresszalodasanak ellenérzése. 1: az indukalast kovetden termelddott, Gsszesen 76 kD
nagysagu fehérje (a fuf gén éltal kodolt és a DHFR fehérje); 2: az indukalas nélkiil termelddott
MI15 E.coli fehérjék

5. Bazissorrend meghatarozasa, szekvencia elemzése

A pozitiv klonbdl plazmidot vontunk ki és un. Sephaglas-on (FlexiPrep Kit, Pharmacia
Biotech) megtisztitottuk, amely sordn a szekvenalashoz megfeleld tisztasagli DNS-t kaptunk.
A kapott szekvenciat a varttal 6sszehasonlitottuk. A bazisorrendbdl lathattuk, hogy a hasitott

PCR termék az expresszios plazmidba pontosan a tervezett helyre, az olvasasi keretbe épiilt

be (44. 4bra).
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Bgl II
CC A/GA TCT CAA ATA AAG ATGTCTAGTAAAGTATTTTTAAGAGATAA
AGTGCATGTTAATGTAGGAACTATTGGTCATGTTGATCATGGAAAAACTACTTTGACTGCTG
CTATTACTAAAATTTTATCAACAAAAGGCTTAGCAGAAAAT . . . tuf gén
44 abra. A pontos olvasasi keretbe épiilt fuf gén a pQE40 expresszids plazmidban

6. Rekombinans fitoplazma fzios fehérje termeltetés E.coli-ban

Elészor azt vizsgaltuk meg, hogy az expresszalodott fehérje az oldhato, vagy a nem oldhato
fazisban van-e. Ezt az Anyag és mddszer 3.5.2. részben leirtak alapjan végeztiik. A kapott
PAGE kép alapjan lathattuk, hogy a fehérje lathatoan nagyobb mennyiségben az oldhatatlan

fazisban van.(45. abra).

r
94kDa - .
67kDa -
43kDa
30kDa -
20kDa -

45. 4bra. A termelddott fehérje eléfordulasi helyének megallapitasa. 1.: marker; 2.: kontroll;
3.: indukalast kovetden termelddott 6ssz-fehérje; 4.: az oldhato fazisban és 5.: oldhatatlan
fazisban levd fehérjék

7. A géntermék tisztitasa nagy mennyiségben

A nagy mennyiségben torténd tisztitashoz az oldhatatlan fazist hasznaljuk. Jelenleg a fehérjét
oszlopkromatografidas modszerrel probaljuk nagy mennyiségben tisztitani, amit a
késébbiekben elsd 1épésként egerek immunizalasahoz, majd az igy nyert antiszérumot ELISA

moddszerhez kivanjuk felhasznalni.
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Ujrainditottuk a 60-as évek ota hanyagolt fitoplazma-kutatast és sikerrel adaptaltuk a
hazankban e téren eddig még nem alkalmazott mikroszkopos és molekularis genetikai
modszereket.

Ezekkel az eljarasokkal sikeresen:

e ki tudtuk mutatni a fitoplazma fert6zéseket,

e azonositani tudtuk a kiilonb6z6 fitoplazma csoportokat mar igen alacsony korokozd
koncentracio mellett is,

e ugyanezeket a lehetdségeket kihasznalva sort tudtunk keriteni a korabbi években és az
altalunk felderitett fitoplazma csoportok, gazdanovénykoriik és a betegségek el6fordulasi
helyeinek Osszevetésére, illetve egyes esetekben a kiigazitasra,

e az emlitett modszerekkel igazoltan fitoplazma fertdzott novényeken lathatd tiineteket

leirtuk.

A korokozd egyszerli és a rutinszerli kimutatdsa érdekében elkezdtiik egy monoklonalis
antiszérum el6allitasat, amelyet ELISA moédszerhez kivanunk felhasznélni. A kisérletek soran
egy fitoplazma gént tobb Iépésben szabalyozhatd promoterii expresszids plazmidba épitettiik
pontos olvasasi keretbe és a termelt fehérjét sikeresen elvalasztottuk.

Jelenleg a specifikus antigén immunizalashoz sziikséges mennyiségének eldallitdsan

dolgozunk.
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5. OSSZEFOGLALAS

A Magyarorszagon eléfordulo fitoplazmak molekularis biolégiai médszerekkel torténd

meghatarozasa ¢és tanulmanyozasa

A fitoplazmak sejtfal nélkiili, tdptalajon nem tenyészthetd egysejtii korokozok.

A fitoplazmékat az 1960-as évek végéig, mint virusokat tartottdk szamon. A Kkorszeri
mikroszkopos és molekuléris genetikai médszereknek kdszonhetden ma mar szamos névényi
betegségrol tudjuk, hogy fitoplazma okozza. Magyarorszagon a hatvanas években kialakult
sztolbur fertézéshullim oOta nem foglalkoztak érdemben a fitoplazméakkal. Az elmult
évtizedben a korokozot novények kozott terjesztd rovar szervezetek szama megnott, és ezt
kovette a fitoplazmas megbetegedések terjedése is. Ez, és a betegség kezelésének hianya adja
a kutatasi téma fontossagat.

Az utdbbi években a mar kiilfoldon hasznalt korszerti genetikai modszereket alkalmazva,
elkezdtik feltérképezni a Magyarorszagon eléforduld fitoplazma csoportokat ¢és
gazdanovénykoriiket. A bdséges hazai és nemzetkdzi irodalomra tamaszkodva, a leirt tiinetek
alapjan kezdtiik el gytijteni a fitoplazma fertézottségre gyaniis ndvényeket. A tlinetek néhany
novényfaj és fitoplazma csoport (kajszi, japan szilva — ESFY) esetében nem tulsagosan
jellegzetesek, idénként konnyen Osszetéveszthetok egyes virus, baktérium okozta korképpel,
vagy novényvéddszerek altal okozott karképpel. Altalanossagban a tiinetekbdl ugyan
kovetkeztetni lehet a fitoplazma fertdzottségre, a kizardlag tiinet alapjan toérténd azonositas
azonban kertilendd.

Az elmult években a mar kiilfoldon hasznalt korszerii genetikai moédszereket adaptalva
alatdmasztottuk, hogy egy esettdl eltekintve (repce) az 1960-70-es években rendelkezésre allo
modszerekkel helyesen azonositottdk a betegségek korokozojat. A fitoplazmas tiineteket
mutatd burgonyat, dohanyt, csattand maszlagot, paprikat és paradicsomot valoban a sztolbur
fitoplazma karositotta, illetve karositja; a fehér herét pedig a here virdgzoldiilés (sztolbur?)
fitoplazma, amelyet Rainiss (1961) -valosziniileg tévesen- Clover Phyllody-nak nevezett.
Horvath a repcén (1969) észlelt virag zoldiiléses betegség korokozojaként a here torpiilés
fitoplazmat jelolte meg. A kozleményben leirt, és az altalunk megfigyelt tiinetek fedik
egymast. A beteg novényekben molekuldris modszerekkel a sztolbur fitoplazmat
azonositottuk. Az igy kapott eredmények arra engednek kovetkeztetni, hogy a repcén akkor

megtalalt betegséget szintén a sztolbur fitoplazma okozhatta. Ma mar az is igazoltnak latszik,
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hogy a kordbban szinte kizardlag baktériumos betegségként értékelt kajszi gutaiitéses korkép

kialakuldsédban nagy jelentdsége van a fitoplazma fertézésnek.

Eddig 24 no6vényfajon 5 fitoplazma csoportot (AAY, ESFY, AP, CPh és sztolbur)
azonositottunk.
Molekularis biologiai mddszerekkel megerdsitettiik a sztolbur jelenlétét Magyarorszagon:
paradicsomon, paprikéan, csattand maszlagon, dohdnyon, repcén és sz616n.
Els6ként irtuk le Magyarorszagon: -az ESFY fitoplazmat: kajszin, japan szilvdn, manduldn
€és cseresznyén,
-az AP fitoplazmat: almafan,
-az  AAY fitoplazmat: pohankan, fejeskaposztan,
voroskéaposztan, bimbdskelen, kelkdposztan és karfiolon,
-a sztolburt: zelleren, petrezselymen, sargarépan,
pongyola pitypangon ¢és holyagos habszegfiin,
-a here ellevelesedése fitoplazmat fehér herén.
Elsoként irtuk le a nemzetkdzi irodalom szamdra is a sztolbur eléfordulasat pongyola
pitypangon, holyagos habszegfiin és pohankén.
A szédzszorszép fitoplazmas betegségérdl nem taldltunk adatot a hazai és a nemzetkdzi

irodalomban sem, de eddig még nem sikeriilt a korokozo fitoplazma csoportjat azonositani.

Az altalunk gytjtott novénymintak Békés, Csongrad, Heves, Pest, Szabolcs-Szatmar-Bereg €s
Zala megyébdl szarmaztak. Békés ¢és Csongrad megyében sztolbur fertézést taldltunk
paprikan, paradicsomon, petrezselymen, sargarépan, és zelleren. Heves megyében a paprika
¢s paradicsomtablakon erds sztolbur fert6zottséget figyeltiink meg; paprika esetében ez egyes
tablakon és foliasatrakban elérte a 95%-ot. Pest megyében kimutattuk az AAY fitoplazmat
bimbdskelen., fejeskdposztan, karfiolon, kelkédposztan, pohankéan és vords kaposztan, az AP-t
almafan, az ESFY-t cseresznyén, japan szilvan és kajszin, valamint egy eddig még ismeretlen
fitoplazma csoportot szazszorszépen. Szabolcs-Szatmar-Bereg megyében dohanyon
azonositottuk a sztolbur fitoplazmat. Zala megyében csattand maszlagon, holyagos
habszegfiin, paradicsomon, paprikan, pongyola pitypangon, repcén, és sz6loén a sztolbur;

mandulan az ESFY és fehér herén a here ellevelesedése fitoplazmat azonositottuk.

A terjedés mértékét, és a kisebb novényvédelmi dllomasokon mitkddd laboratoriumok anyagi

lehetOségeit figyelembe véve, elkezdtik egy konnyebben ¢és olcsobban kivitelezhetd
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kimutatasi modszerhez, az ELISA-hoz egy fitoplazma specifikus monoklonalis antiszérum
eldallitasat. Ennek segitségével az orszagba behozott, vagy mar bent levd fertézott oltdbanyag
kiszlirését célozzuk meg, valamint ezzel egylitt a korokozo terjedésének visszaszoritasat.
Elsoként egy fitoplazma génhez; az AP tuf génjéhez specidlis restrikcids hasitasi helyeket
tartalmazo inditoszekvenciadkat terveztiink, amelyekkel sikeresen tudtuk a felszaporitott
terméket expresszios plazmidba, pontos olvasasi keretbe beépiteni.

A sikeres beépitést kovetden a kivant fehérjét termeltetni tudtuk, és a fehérje frakciot PAGE
gélen elvalasztottuk.

Jelenleg a specifikus antigén immunizaldshoz sziikséges mennyiségének eldallitasan

dolgozunk, amely végiil alkalmas lesz a fitoplazmak szerologiai vizsgalatahoz.

A jovlben szeretnénk a fitoplazmak gazdandvénykorének és csoportjainak orszagos szintll
felderitését folytatni, és tovabbi fitoplazma géneket vizsgalni. Ezzel jobban megismerhetnénk

a korfolyamatot, valamint az ellentik valo védekezés lehetdségeit is.
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SUMMARY

Molecular biological techniques in the identification and classification

of phytoplasma infections occurring in Hungary

Phytoplasmas are wall-less, non-culturable prokaryotes.

Since the late 1960s, modern microscopic and molecular genetic techniques have shown that
many plant diseases that were initially considered virus-associated to be the result of
phytoplasma infections. However, in Hungary researchers have not studied these organisms
since the end of the big stolbur epidemic in the sixties. In the last decade, with the change in
political systems, the use of pesticide decreased significantly; as a result the number of the
insect vectors spreading phytoplasmas increased thus increasing the number of infected plants
as well. This and the fact that no known cure exists for phytoplasmas underscore the
importance of research in this topic.

In the past few years using the latest molecular techniques, we have started a survey of
phytoplasma groups and hosts in Hungary. Based on the phytoplasma-related disease
symptoms described in both local and foreign literature we have collected plant samples from
throughout the country. For several plant species and phytoplasma groups, namely apricot and
Japanese plum, and European stone fruit yellows, the disease symptoms can easily be
confused with those displayed by viral or bacterial infection. Although one can generally
identify a phytoplasma infection based on disease symptoms, molecular evidence is necessary
for a definite identification of the origin of the disease.

In the past few years using the latest molecular techniques, we have determined that, with the
exception of one case for rape seed, phytoplasmas were properly identified as the causal agent
of numerous plant diseases in the 1960s and ‘70s. Our results have shown that the stolbur
phytoplasma was responsible for “stolbur” diseases in tomato, potato, tobacco, pepper and
jimsonweed. Rainiss (1961) probably mistakenly identified the Clover “Flower-greening”
phytoplasma as clover phyllody. Horvath (1969) identified the causal agent of a rape seed
flower phyllody as a clover dwarf phytoplasma. The symptom he describes and those we have
found in the field are identical. However our results have shown a stolbur phytoplasma to be
associated with the disease; this has led us to believe that stolbur phytoplasma was also
responsible for the diseases described by Horvath. Today we can say with some certainty that
phytoplasmas play a significant role in an apricot disease known as decline by apoplexy and

previously thought to be associated with bacterial infections.
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In our survey we have identified 5 phytoplasma groups (AAY, AP, CPh, ESFY and stolbur)
on 24 plant species.

Using molecular biological methods we have determined previous identifications of stolbur
phytoplasma infections in tomato, pepper, jimsonweed, tobacco and grape to be correct. We

have reclassified the causal agent of rape seed as a stolbur phytoplasma.

We are the first to report in Hungary: -ESFY on apricot, almond, Japanese plum and cherry,
-AP on apple,
-AAY on Fagopyrum dumetorum and 5 cabbage species,
-stolbur on celery, parsley, carrot, dandelion and bladder
campion,
-CPh on clover.
Dandelion and bladder campion were previously unknown natural hosts of the disease in the
foreign literature as well. There was one daisy infection for which we could not identify the

group of the phytoplasmal-infecting agent.

The plant samples we collected are from the Békés, Csongrad, Heves, Pest, Szabolcs-
Szatmar-Bereg and Zala counties. In Békés and Csongrad counties stolbur infections were
identified on pepper, tomato, parsley, carrot and celery. In Heves county a strong stolbur
infection was observed on pepper and tomato; up to 95% of the pepper in cultivation was
infected with the disease on certain fields. In Pest county, phytoplasmas belonging to the
AAY group were identified on Brussels sprouts, cabbage, kale, Fagopyrum dumetorum and
red cabbage, to the AP group on apple, to the ESFY group on cherry, Japanese plum and
apricot, and to an as yet unknown group on daisy. In Szabolcs-Szatmar-Bereg county a
stolbur infection was identified on tobacco. In Zala county phytoplasmas belonging to the
stolbur group were identified on jimsonweed, bladder campion, tomato, pepper, dandelion,
rape seed and grape, to the ESFY group on almond, and to the clover phyllody group on white

clover..

With the spread of the disease we have started to develop a new phytoplasma specific
monoclonal antiserum for a simpler and cheaper detection and identification method (ELISA).
We plan to screen infected grafting materials with this antiserum in order to decrease the
spread of the pathogen. Currently we are working on the production of the proper amount of

antigen for immunization.
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Initially we designed an AP fuf gene-specific primer with restriction sites, allowing us to
ligate the amplified product in the proper frame into an expression vector. Following the
ligation, the protein is expressed and isolated on a PAGE gel.

Currently we are working on increasing the level of expression of the antigen to obtain the

necessary quantity for the serological examination of phytoplasmas.

In the future we would like to continue the survey of host plants and phytoplasma groups that
occur in the country and to study pathogenesis-related phytoplasma genes in more depth.
These examinations should give us more information both about pathogenesis and about the

possibilities of the protection against phytoplasmas.
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2. Melléklet
Abrajegyzék
oldalszdm

l.abra. A fitoplazmak jelenlegi rendszertani besoroldsa 12
2.abra.  Egészséges fejes kaposzta hosszanti metszete 38
3.4bra.  AAY-val fertézott fejes kaposzta hosszanti metszete 38
4.abra.  AAY-val fertézott fejes kaposzta torzult, lefele kanalasodoé levelei 38
5.4bra.  AAY-val fertézott vords kaposzta 38
6.abra.  AAY-val fert6zott kelkaposzta 40
7.4bra.  AAY-val fertézott bimboskel 40
8.abra.  AAY-val fertdzott pohanka 40

9.4bra.  Sztolburos paprikapaldnta (balra), deformalodott, apré paprika (jobbra 41
fent) és foltokban el6forduld sztolbur fert6zés egy paprikatdblaban

(jobbra lent)
10.4bra.  Sztolburos paradicsom hajtdsvége (balra), tipikus sztolburos virag 41
(jobbra)
11.4bra. A sztolbur fert6zés egyes fazisai zelleren 44
12.4bra.  Sztolburos sargarépa leveleinek elszinezddése a betegség elérehaladtaval 44
13.4bra.  Sztolburos sz6l6 elszinezddott levelei 44
14.4bra.  Egészséges (balra) és sztolburos (jobbra) repce virdgzata 44
15.4bra.  Sztolburos dohany virdgzata 45
16.4bra.  Sztolburos holyagos habszegfii viraga 45
17.4bra.  Sztolburos pongyola pitypang viraga 45
18.4bra. ESFY-vel fert6zott kajszi kanalasod6 levelei 46
19.abra. ESFY-vel fert6zott kajszin lathatd altalanos sargulas 46
20.4bra.  Tipikus kép egy 1d6s ESFY-vel fertézott kajszirol 46
21.abra. Egész lombozatra kiterjedt sargulas 46
22.4bra. ESFY-vel fert6zott japan szilva 48
23.4bra. Az elszaradt japan szilva kihajtott alanya 48
24.4bra. Egészséges ¢s ESFY-vel fert6zott cseresznye levél 48
25.abra.  Pusztul6, ESFY-vel fert6zott cseresznyefa 48
26.4abra. ESFY-vel fert6zott mandulafa 48
27.abra. Egészséges (balra) és AP-val fert6zott (jobbra) almafa levelei 49
28.4bra.  Egészséges (balra) és CPh-val fert6zott (jobbra) here viraga 49
29.abra. Ellevelesedett, CPh-val fert6zott herevirag 49
30.abra. Fitoplazma fertdzott szazszorszép deformalodott virdga 49
31.abra. Fest6dott fitoplazma DNS 50
32.abra. Fitoplazma fert6zés megallapitasa dot blot modszerrel 52

33.abra. rP1/fP7 primerekkel felszaporitott ESFY (3), AP (4), AAY (5) és 54
sztolbur (6) fitoplazma DNS. Az 1., 2. é 7. mintdk egészséges
kontrollok, M=marker

34.4bra. fP1/rP7 primerekkel felszaporitott fitoplazma DNS hasitasi képe. Az 54
emésztés Alul restrikcids endonukledzzal tortént. Marker méretek 1-8-ig:
621, 521, 257, 215, 159, 100, 66 és 42bp

35.abra. A Magyarorszagon talalt fitoplazmak eddig feltérképezett el6fordulasi 57
helyei

36.abra. Egészséges (bal fels6), AP (jobb) és AAY (bal alsd) fertdzott 58
rézsameténg viraga

37.abra.  Pozitiv plakk (balra) felszaporitva (jobbra) 60
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38.4bra.

39.4bra.

40.4bra.
41 .abra.
42 .4bra.
43 abra.

44 4bra.
45 .abra.

AP fitoplazma tuf génjének szekvencidja, fTUB/rTUJ primerekkel
felszaporitva

Fehér kolonidk plazmidjdnak méret szerinti ellendrzése: 1. 2. 3. minta:
inszert nélkiili pGEM plazmid, 5. minta: negativ plazmid kontroll, 4. 6. 7.
8. minta: pGEM plazmid a beépiilt ruf génnel

AP fitoplazma tuf gén pGEM plazmidban

Bgl II hasitasi helyet tartalmazo primer

Kpnl vagasi helyet tartalmaz6 primer

A pQE40 expresszids plazmidba épitett fuf gén altal kodolt fehérje
expresszalodasanak ellendrzése. 1: az indukélast kovetden termelddott,
Osszesen 76 kD nagysagu fehérje (a tuf gén altal koédolt és a DHFR
fehérje); 2: az indukalas nélkiil termel6dott M15 E.coli fehérjék

A pontos olvasasi keretbe épiilt fuf gén a pQE40 expresszios plazmidban
A termel6dott fehérje eldfordulasi helyének megéllapitdsa. 1.: marker; 2.:
kontroll; 3.: indukalast kovetden termelddott 0ssz-fehérje; 4.: az oldhato
fazisban ¢és 5.: oldhatatlan fazisban levd fehérjék

63

64

64
65
65
66

67
67
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3. Melléklet
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KOSZONETNYILVANITAS

Ezaton szeretném koszonetemet kifejezni témavezetdmnek: Dr. Siile Sandornak, aki
felkarolta a fitoplazma-kutatdst Magyarorszagon és lehetdséget biztositott szamomra, hogy
ezzel a rendkiviil érdekes és 1j teriilettel foglalkozhassak; Dr. Erich Seemiillernek, Dr.
Michael Bergnek és Dr. Uli Lauernek a fitoplazma kutatasban altaluk alkalmazott modszerek
szives atadasaért; Dr. Gaborjanyi Richardnak a szdmos fitoplazma fertézott ndvénymintaért és
fényképért; Dr. Tobids Istvannak ugyancsak a beteg ndvénymintakért; kollégaimnak,
Mergenthaler Emesének és Fodor Marknak a munka sordn nyujtott segitségilikért; valamint

csaladomnak, barataimnak és mindenkinek, aki kozvetett, vagy kdozvetlen moédon tamogatott.
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Alulirott, Viczian Orsolya nyilatkozom, hogy a disszertacioban foglaltak sajat munkdmon

alapulé eredmények. A felhasznalt irodalmat korrekt modon kezeltem és a vonatkozo

jogszabalyokat betartottam.
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