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A fitoplazmak patogenitasarol eddig még keveset tudunk. A korokozd jobb
megismerése azonban magaban hordozza az ellene vald védekezés lehetdségét is,
ezért célul tiztik ki a fitoplazma gének keresését és vizsgalatat. A terjedés mértékét
figyelembe véve felvetédik a konnyli és olcsé ELISA eljards alkalmazéasa a
gyakorlatban. Ennek segitségével az orszagba behozott, vagy mar bent levé fertdzott
oltéanyag egyszeriien kiszlirhetd, valamint ezzel egyiitt a korokozd terjedése is
visszaszorithato.

Az elmult évtizedben a gyomflora megfigyelhetd atalakulasa miatt a gyomok
vizsgalatira a jovoben még nagyobb hangsulyt kivanunk helyezni, hiszen a
fitoplazmak bizonyitottan ezekben a ndvényekben is attelelnek és kdvetkezd évben
fert6zési forrasul szolgalnak a fogékony szervezeteknek.

3. Anyagok és médszerek

Novényi anyagok és fenntartasuk: Nemzetkozileg elismert standardként
nyilvantartott kiilonb6z6 fitoplazma csoportba (AAY, ESFY, AP és STO-sztolbur)
sorolt izolatumok DNS mintait hasznaltuk fel sajat izolatumaink meghatarozasara. A
standard mintakat iiveghazban nevelt rozsameténg és dohany novényeken fenntartott
torzsekbodl vontuk ki. A munkanak e részét a BBA (Biologische Bundesanstalt fiir
land- und Forstwirtschaft) intézetben (Németorszag, Dossenheim) végeztiik el az ott
kidolgozott modszereket kovetve. A tobbi vizsgalt novényi minta Magyarorszag
kiilonboz6 vidékeirdl szarmazik Sajat gyijtésti sztolburt paradicsomon oltassal
tartunk fenn.

Kimutatas és azonositas: A fitoplazma fertézést kozvetlen és kozvetett modon
mutattuk ki. Kozvetlen kimutatasra egy epifluoreszcens, DAPI festéses eljarast
alkalmaztunk, rutinszeriien pedig a kozvetett, de sokkal érzékenyebb PCR modszert
(egyszerli és nested PCR). Az irodalmat kovetve megprobalkoztunk hibridizacios
technikaval is. A megfeleld tisztasigi DNS kinyerése céljabdl tobbféle kivonasi
modszert is alkalmaztunk. A PCR-hez univerzalis és csoport specifikus primereket
hasznaltunk.

Az azonositast RFLP modszerrel végeztiik. A kapott eredményt az irodalmi adatokkal
Osszevetve, az egyes csoportokat meghataroztuk.

Fitoplazma gének keresése: Fitoplazma géneket AP fitoplazma DNS-bdl készitett
lambda fag-konyvtarban kerestiink. AP fert6zott rozsameténg €s dohany novénybol
fitoplazma gazdagit6 eljarassal fehérje kivonatot készitettiink, amit a Diagnosticum
KFT antiszérum eldallitisra hasznalt fel; poliklon és monoklon antitesteket
termeltetve egérben. A konyvtar szlirését az igy nyert antiszérummal végeztiik
immunoblot médszerrel.

Ismert fitoplazma gén klonozasa: Az AP fitoplazma tuf gént antiszérum
termeltetésre kivanjuk felhasznalni, ami ELISA technikdban alkalmazhato. Elsé
Iépésként. a gént A-T klonozéd plazmidba épitettiik, majd specidlis restrikcids vagasi
helyet tartalmazo primereket terveztiink hozza, amelyek segitségével pontos olvasasi
keretben, egy olyan expresszids plazmidba tudtuk szubkloénozni, ahol az atirast
szabalyozni lehet. Ezutdn nagy mennyiségben termeltettiik a fehérjét, ¢és
hozzékezdtiink az elvalasztasahoz.

4. Eredmények és megvitatasuk

A fitoplazma okozta tiinetek: Az utdbbi években, nagy szdmban taldltunk a
gytimodlesosokben és  zoldségveteményekben sargulasos, és boszorkanysepriis
tiineteket mutatd novényeket. Sokszor a virdgok megvaltozott alakja és szine hivta fel
a figyelmet, hogy valamilyen szokatlan betegséggel allunk szemben. A tiinetek nem
minden esetben utaltak egyértelmiien fitoplazma fertGzésre, hiszen a sargulast szamos
mas korokozo, és egyéb ok, tobbek kozott asvanyi anyaghiany is okozhatja (pl. kajszi,
paprika, japanszilva). Egyes esetekben (alma, paradicsom, petrezselyem, zeller stb.)
viszont mar a tiinetkép alapjan biztosak lehettiink abban, hogy a kérokozo fitoplazma.
Ennek ellenére tartozkodni kell a kizardlag tiinet alapjan torténé korokozod
azonositastol.

Kimutatas és azonositas: A kimutatas kdzvetlen és kozvetett modszerekkel egyarant
sikeriilt. A kozvetlen, epifluoreszcens modszerrel csak magas fitoplazma
koncentracionadl tudtuk kimutatni a fertézést, tehat figyelembe véve a terjedés
mértékét, ez nem mondhatd kielégitonek. Hibridizaciés technikdaval ugyan
alacsonyabb fitoplazma szam mellett is pozitiv eredményt kaptunk, ellenben a
maddszer rendkiviil id6- és koltségigényesnek bizonyult, tehat széles korben és
rutinszeri  kimutatdsra jelenlegi kidolgozottsdgaban nem alkalmazhat6. A
legérzékenyebb eljarasnak a PCR technika bizonyult, amelybdl a kapott terméket
restrikcios enzimekkel hasitva (RFLP) az azonositast is elvégeztiik.

A Magyarorszagon eléfordulé fitoplazmak és gazdanovénykoriik: Eddig 24
novényfajon 5 fitoplazma csoportot (AAY, ESFY, AP, CPh és sztolbur)
azonositottunk. Magyarorszagon elsoként irtuk le az ESFY fitoplazmat: kajszin, japan
szilvan, mandulan és cseresznyén; az AP-t: almafan; az AAY-t: pohankan,
fejeskaposztan, voroskaposztan, bimboskelen, kelkaposztan és karfiolon; a sztolburt:
zelleren, petrezselymen, sargarépan, pongyola pitypangon és holyagos habszegfiin,
valamint a CPh-t fehér herén.

A sztolbur el6fordulasat pongyola pitypangon, holyagos habszegfiin és pohankan a
nemzetkdzi irodalom szamara is els6ként irtuk le.



A szazszorszép fitoplazmas betegségérol nem talaltunk adatot a hazai és a nemzetkozi
irodalomban sem, de eddig még nem sikeriilt a korokozot a megfeleld rendszertani
csoportba besorolni.

Az altalunk gytijtott ndvénymintak Békés, Csongrad, Heves, Pest, Szabolcs-Szatmar-
Bereg ¢és Zala megyébdl szarmaztak. Békés és Csongrad megyében sztolbur fertdzést
talaltunk paprikan, paradicsomon, petrezselymen, sargarépan, és zelleren. Heves
megyében a paprika és paradicsomtablakon erds sztolbur fert6zottséget figyeltiink
meg; paprika esetében ez egyes tablakon és foliasatrakban elérte a 95%-ot. Pest
megyében kimutattuk az AAY fitoplazmat bimboskelen., fejeskdposztan, karfiolon,
kelkaposztan, pohankan és vords kaposztan, az AP-t almafan, az ESFY-t cseresznyén,
japan szilvan és kajszin, valamint egy eddig még eddig még csoportba nem sorolt
fitoplazmat  szazszorszépen.  Szabolcs-Szatmar-Bereg  megyében  dohanyon
azonositottuk a sztolbur fitoplazmat. Zala megyében csattand maszlagon, holyagos
habszegfiin, paradicsomon, paprikan, pongyola pitypangon, repcén, és szOlén a
sztolbur; mandulan az ESFY és fehér herén a here ellevelesedése fitoplazmat
azonositottuk.

Fitoplazma gének keresése: Az immunizalashoz tobb fehérje kinyerési €s tisztitasi
modszert 6tvozve, kidolgoztunk egy megfeleld mennyiségii és tisztasagu fehérje
eléallitasi eljarast. Az AP-lambda fag-konyvtar immunoblot modszerrel és az
immunizalas soran kapott poliklonalis antiszérummal tortént sziirése soran egy 50bp
és egy 100bp nagysagi AP fitoplazma DNS szakaszt talaltunk. A kis méret alapjan
egyértelmil volt, hogy ezek az inszertek nem tartalmazhatnak egy teljes nyilt olvasasi
keretet, tehat csak toredék fehérjét kodolo DNS szakaszok lehetnek, amelyek nem
alkalmasak antiszérum eldallitasara.

Az analizis soran a fag-konyvtar expresszioja nem bizonyult megfelelének, valamint a
poliklonalis antiszérum hasznalata tobb esetben téves eredményt adott, igy a
tovabbiakban egészen mas modszerrel kdzelitettiik meg a problémat.

Az AP fitoplazma tuf génjének klonozasa: A kisérlet soran a felszaporitott tuf gént
tartalmaz6 szakaszt klonoztuk egy A-T klénozo plazmidba; a beépiilt génhez specialis
hasitasi helyeket tartalmazo inditoszekvencidkat terveztiink, amelyekkel sikeresen
felszaporitottuk a kivant szakaszt, és végiil a terméket szabalyozhatd6 promoterii
expresszios plazmidba épitettiik, pontos olvasasi keretbe.

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

1. Tudomanyos el6zmények

A fitoplazmak -régebbi neviikbn MLO-mycoplasmalike organism- sejtfal nélkiili,
taptalajon nem tenyészthetd ndvényi korokozok. Rendszertani elhelyezésiik ma még
nem teljesen tisztazott, de az utdbbi évtizedekben rohamosan fejlddésnek indult
molekularis genetikai modszerek alkalmazasa, valamint az immun- és genetikai
vizsgalatok alapjan vilagossa valt, hogy valoban a Mollicutes osztalyba tartoznak, de
csak tavoli rokonsagban allnak a mikoplazmakkal. Legkozelebbi rokonaik az
Acholeplasma-k. Ezért is javasoltdk 1994-ben a “mycoplasmalike organism”
elnevezés megvaltoztatasat “fitoplazmara”, amely egyértelmiien jelzi né6vénykorokozo
mivoltat. Az 1960-as évek oOta tobb szaz sargulasos, torpiiléses, illetve seprisodéses
tiineteket mutatd ndvényfaj esetében mutattak ki fitoplazma jelenlétét.

Jelenlegi ismereteink szerint a fitoplazmék a ndvényekben kizarolag a floémben
fordulnak eld és halmozddnak fel. A ndvények floemét alkotd sejtek Osszeesnek, a
rostacsovekben kalldz és keményitd felhalmozddas figyelhetd meg. A csokkent nedv-
aramlas miatt romlik a szovetek tapanyag ellatottsaga, és a hormonszintek eltolodnak.
Ezek sulyos elvaltozasokat okoznak a vegetativ és a szaporito szervekben egyarant. A
fitoplazmak arankéaval, kabocakkal és oltassal terjedhetnek. Megkisérelték a
kérokozot mechanikai titon is atvinni; eredményteleniil

A korszeri genetikai modszerek (hibridizacio, PCR, RFLP és szekvenciaclemzés)
segitségével mar alacsony koncentracional is ki tudjuk mutatni, és azonositani 6ket. A
fitoplazmak élettanardl eddig még csak feltevések léteznek. Arr6l, hogy milyen
hatdsmechanizmusok utjan okoznak ilyen stlyos tiineteket, szinte semmit nem
tudunk. A fent emlitett modszerekkel elkezdddtek a fitoplazma gének vizsgalatai,
remélve, hogy valaszt adnak a kérdésekre.

2. Célkitiizések

Elsésorban a hazankban eléforduld fitoplazmak kimutatasat és az egyes csoportok
azonositasat kivantuk megvaldsitani molekularis biologiai modszerekkel. A
vizsgalatok lehetdséget adtak az eddig Magyarorszdgon leirt, hagyomanyos
moédszerekkel azonositott fitoplazmak, valamint a megfigyelt tiinetek, és az elmult
években felderitett fitoplazmas betegségek Osszehasonlitasara; egyes esetekben a
kiigazitasra. Ezaltal a jelenleg feltérképezett gazdanveénykor €s eléfordulasi helyiik is
Osszevetésre keriilhetett a hazai irodalomban mar eléz6leg kozolt adatokkal.



