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1. BEVEZETES

Napjainkban egyre tobb gondot okoznak azok a ndvényeket megbetegité korokozok, amelyek ellen
nincs kidolgozott ndvényvédelmi technoldgia, vagy engedélyezett novényveédd szer. Ezek kozé
tartoznak a fitoplazmak is, amelyek alaposabb megismerésére mar az 1900-as évek ota folynak
kutatasok. Azonositasuk és jelenleg is hasznalt elnevezésiik a XX. szdzad végén tortént meg. A
molekularis modszerek térnyerésével megnétt azoknak a kutatasi lehetOségeknek a szdma,
amelyekkel a korokozo életmodjat, elterjedését, genomjat lehet tanulmanyozni. Minden Uj
eredménnyel kozelebb keriiliink ahhoz a lehetéséghez, hogy hatékonyan vehessiik fel a harcot ezen
koérokozdesoporttal szemben, igy elkeriilhetévé valjon a kultir- és haszonndvények pusztulasa.

A fitoplazmas betegségek mai ismereteink szerint tobb mint 300 ndvényfajt érintenek. A
legstlyosabb gazdasagi kdrok a gylimolcstermesztésben jelentkeznek, hiszen tobb éves, termd fakat
pusztithatnak el, vagy pedig benniik lappangva szolgalhatnak fert6zési forrasként. A gytimolesfak
¢letciklusa hosszu, tobb 10 év is lehet, ami alatt a termére fordulastodl kezdve tobb tonnanyi termést
1s képesek produkdlni. A betegség sulyossagat az is jelzi, hogy Magyarorszagon csak a
kajszitermesztésben egyes teriileteken a fert6zottség aranyat 70-80%-osra becsiilik. Hazdnkban a
kajszipusztulds (European Stone Fruit Yellows) mellett a legnagyobb fenyegetést a sz616 aranyszinii
sargasaga (Flavescence Dorée) fitoplazmas betegség 2013-as felbukkandsa jelenti. Eurdpaban a
legnagyobb teriileten termesztett gylimdlcstaj az alma. Az almafa-sepriisodés (Apple Proliferation)
fitoplazma stlyos mindségi és mennyiségi, ezaltal pedig gazdasagi karokat okoz, foként Nyugat-
Europédban, Németorszag dél-nyugati részén, €s a kornyezd teriileteken. A betegség hazankban
kisebb jelentdségli, de az eléfordulas kozelsége és a korokozd athurcolhatdsdga miatt (vektorok,
ellendrizetlen szaporitd anyag) fennall a veszé€ly, hogy nalunk is fontosabb ndvényegészségligyi
problémava valik.

Jelen kutatdsainkkal a fitoplazma-gazdandvény kapcsolatot, a fitoplazma torzsek kozotti
kolcsonhatasokat és a korokozd patogenitasat, valamint genomjat kivanjuk feltérképezni

hagyomanyos ¢és molekularis modszerekkel.

Célkitiizéseink

1. A szakirodalomban részletezett (Seemiiller and Schneider, 2007) 'Candidatus Phytoplasma mali'
1/93-as avirulens torzs feltételezett, a rokon virulens térzsek szaporodéasat gatlo hatdsanak igazolasa
tiveghazi korlilmények kozott rozsameténg és dohany tesztnovényeken.

2. A 'Candidatus Phytoplasma mali' 1/93-as avirulens torzs keresztvédettséget ad6d hatdsanak

ellen6rzése
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a.) azonos fajba tartozo6 'Candidatus Phytoplasma mali' AT virulens torzs,
b.) azonos rendszertani csoportba tartoz6 'Candidatus Phytoplasma prunorum' GSFY és
'Candidatus Phytoplasma pyri' PD1,
c.) eltér6 rendszertani csoportba tartozd 'Candidatus Phytoplasma solani' STOL és
'Candidatus Phytoplasma asteris' AAY1 virulens torzsek
esetében.
A kisérletek célja az avirulens torzzsel valé immunizalas, mint lehetséges védekezési, megeldzési
eljaras novényvédelmi alkalmazhatdsaganak alatdmasztasa.
3. A természetesen fert6z0dott almafakban megtalalhato fitoplazma torzsek egyiittes jelenlétének
kimutatdsa, valamint virulenciajuk ¢és a tiinetek Osszefiiggéseinek feltérképezése molekularis
modszerekkel.
4. A 'Candidatus Phytoplasma mali' 1/93-as izolatum jellemezése a AfIB, illetve az imp gének
alapjan a fitoplazma-kutatasban elterjedt molekuldris modszerekkel, valamint kevésbé ismert

eljarasokkal is.

Eredményeink hozzajarulhatnak a fitoplazmak altal okozott tiinetek megjelenésének, valamint a

torzsek kozotti virulenciabeli kiillonbségek molekularis alapjainak megértéséhez.
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2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. A fitoplazmakutatas torténete és a rendszertani osztalyozas alakulasa

A mult szazad masodik feléig a virusokat tartottdk a sargulasos megbetegedések korokozodinak.
Ennek okai a betegség intenziv terjedése mellett a jellegzetes tiinetek, valamint a rovarvektorok
utjan valo terjedés voltak (Kunkel, 1952; Helms, 1957). A sargulasos betegségek kozé soroltak
tobbek kozott az Oszirdzsa sargulast, a lucerna sepriisodést €s a paradicsom oOriasriigy betegségeket
(Samuel et al., 1933; Edwards, 1935).

Eloszor Doi és munkatarsai (1967) figyeltek meg és jellemeztek elektronmikroszkop segitségével
olyan pleomorf, sejtfal nélkiili egysejtiieket tlinetes ndvények sejtjeiben, amelyek
finomszerkezetilkben ¢és morfologidjukban leginkdbb a mikoplazmakhoz hasonlitottak.
Megfigyelték, hogy ezek a mikoplazmaszerii szervezetek (Mycoplasmalike organism- MLO) nagy
mennyiségben halmozddnak fel a hancsszovetekben és a rostacsdvekben.

Mar a mult szdzad kozepén is tobb gazdasdgilag fontos zdldségféle, gyiimdlcs, diszndvény,
takarmanyndvény, rostndvény, hideg- €s mérsékelt-6vi erdei fa tobb mint 200 betegségéért okoltak
ezeket a sejtfal nélkiili prokariotdkat. Az azota eltelt idoszakban a gazdandvénykor tobb szaz
novényfajra boviilt vilagszerte.

A molekuléris vizsgalati technikdk térnyerése soran sikeriilt tisztazni az MLO-k helyét a
prokariotakon beliil, és kideriilt, hogy a sargulasos betegségeket nem virusok, hanem egy 6nalld
korokozocsoport okozza. Utalva a ndvénymegbetegitd képességiikre, 1993-ban az International
Committee on Systematic Bacteriology Subcommittee on the Taxonomy of Mollicutes bizottsag
ezeket a mikroorganizmusokat fitoplazmaknak nevezte el (Gundersen et al, 1994). 1994-ben
alkottdk meg a ,,Candidatus™ (jelolt) (Murray és Schleifer, 1994) kategoriat, amely egy atmeneti
taxonomiai kategoriat jelol. Ez mindazon prokariotdkndl keriilt bevezetésre, amelyeknél tobb
informacio all rendelkezésre a szekvencia puszta ismereténél (pl. struktara, anyagcsere, szaporodas,
természetes el6fordulas, atvivé vektor), de a Koch posztulatumok alapjan leirdsuk nem
megvaldsithato, tehat amelyek jol jellemezheték, de nem tenyészthetok (IRPCM, 2004). Ennek
értelmében a nemzetko6zi bizottsadg ajanlasara egy 1) 'Candidatus’ faj akkor irhato le, ha annak 1200
bp-nal hosszabb 16S nukleotid-szekvenciaja kevesebb, mint 97,5%-0s egyezdséget mutat mas,
korabban mar leirt 'Candidatus' fajéval. Ennek megfelelden kiilon fajnak szamitanak, amennyiben 3
kritérium teljesiil veliikk szemben: 1. eltéré vektorok viszik at dket, 2. kiilonb6z6 a tapndvénylik 3.
bizonyitott a molekularis eltérés a két fitoplazma kozott.

A fitoplazmék rendszertani besorolds szerint a Mollicutes osztadlyba tartoznak, de csak tavoli
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rokonsagban allnak a mikoplazmékkal. Nagy kiilonbség kozottik, hogy mig a mikoplazmak
allatokat ¢és embereket is képesek megbetegiteni, addig a fitoplazmak novényeket és allatokat
(rovarok) fertdznek, és mesterséges koriilmények kozott nem képesek fennmaradni, illetve
szaporodni (Lee and Davis, 1986). A mesterséges koriilmények kozott valod tenyésztésiikre tett
kisérletek sokaig eredménytelenek maradtak, ami jelentdsen megnehezitette jellemzésiiket és
osztalyozhatdsagukat (Seemiiller er al., 1998). A fitoplazmak gazdanovénytdl fiiggetlen, tiszta
tenyészetben vald fenntartdsanak legujabb lehetdségeirdl Contaldo és munkatarsai (2012) szamoltak
be, azonban a mddszert mindez idaig rutinszeriien nem alkalmazzak, egyetlen kritikai hivatkozést
leszamitva (Rao, 2013) mas hivatkozassal nem taldlkozunk a nemzetk6zi irodalomban.

Amig nem alkalmaztak rutinszerlien DNS alapu technikdkat a kérokozd pontos azonositasara, a
fitoplazmdk csoportositdsa a megjelend tiinetek, az atvitel modja, a gazdandvénykor, valamint a
koérokozd gazdandvényen beliili terjedése alapjan tortént. A fitoplazmdk osztalyozasa a molekularis
azonositas és genetikai elemzés térnyerésével egyre konnyebbé valt (Kirkpatrick ef al., 1987; Lee
and Davis, 1988; Sears and Klomparens, 1989). Lehetdség nyilt egyes DNS szakaszok PCR-rel
valo amplifikélasara, valamint azok klonozésara, €s nukleotid sorrendjilk meghatarozasara. 1989-
ben tortént a fitoplazmak DNS G+C tartalmanak (23,0-26,2 mol%) els6 meghatirozasa, amely
alapjan még egyértelmiibbé valt a kozeli rokonsdgi kapcsolat a fitoplazmék és a tenyészthetd
mikoplazmak kozott (Kollar et al., 1989). Néhany évvel késébb Neimark és Kirkpatrick (1993) a
fitoplazmdk genommeéretét 600 ¢és 1150 kbp kozé becsiilte, ami megfelel a tenyészthetd
mikoplazmdk mérettartomanyéanak. Késébb Seemiiller ¢s munkatarsai (1994) ramutattak arra, hogy
a fitoplazmdk mégsem dallnak olyan kozeli rokonsdgban a mikoplazmakkal, hanem inkébb az
Acholeplasma-k képvisel6i a kdzelebbi rokonaik.

A fitoplazmak elkiilonitését kezdetben szeroldgiai modszerekkel végezték. Az 1990-es évek felé a
figyelem kozéppontjaba mégis a konzervativ, 16S riboszomdlis RNS-t kddolé 16S rDNS gén keriilt
(Woese, 1987; Weisburg ef al., 1989). Bizonyos fitoplazmdk teljes 16S rDNS szekvencidjat
meghataroztak (Kirkpatrick and Fraser, 1989; Lim and Sears, 1989; Kuske and Kirkpatrick, 1992).
A késobbi években kevésbé konzervativ géneket is vizsgaltak: riboszomalis fehérje géneket (Lim
and Sears, 1992; Gundersen et al., 1994; Toth et al., 1994), 16-23S rRNS spacer régiot (Kirkpatrick
et al., 1994), valamint a tuf gént (Schneider et al., 1997). A 16S rDNS szakaszok alapjan olyan
inditészekvencidkat terveztek, amelyek a PCR, RFLP és mas molekularis eljarasok soran lehetévé
teszik a fitoplazmak kimutatasat univerzalis (Kirkpatrick et al., 1994) és csoport-, fajspecifikus
(Ahrens and Seemiiller, 1992; Lee and Davis, 1992; Namba et al., 1993a; Schneider et al., 1993;
Maixner et al. 1995; Gundersen and Lee., 1996; Marcone et al., 1997) formaban is.

Woese (1987) a konzervativ 16S rRNS gén szekvencidnak az Osszehasonlitd elemzését javasolta,

mivel ez a gén a prokariotak fobb csoportjainal altalanosan alkalmazott filogenetikai marker. 1994-
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ig kozel 30, szinte teljes hosszisdgi 16S rDNS szekvencia bézissorrendjét hataroztak meg.
(Kirkpatrick, 1992; Namba ef al., 1993b; Gundersen et al., 1994; Seemiiller et al., 1994). Schneider
et al. (1995) ezen szekvencidk alapjan sorolta csoportokba az addig ismert fitoplazmékat. Késobb a
csoportositas szempontjai kozé bevették a kevésbé konzervativ 16-23S rDNS spacer régiot is,
amelyek maximalis eltérése 22% a 16S rDNS-ek 14%-ahoz képest (Firrao et al., 2004).

Az elsd atfogo fitoplazma osztalyozasi rendszer a 16S rDNS PCR-rel felszaporitott fragmentjeinek
RFLP analizisén alapult (Lee er al, 1998a, 2000). Ez a megkozelités jo alapot jelentett a
fitoplazmak részletesebb osztalyozasara. Ekkor a fitoplazmakat 19 csoportra, azon beliil tobb mint
40 alcsoportra osztottak.

Murray és Schleifer (1994) munkdja szerint két fitoplazma akkor sorolhatd két kiilon fajszinti
taxondmiai egységbe, amennyiben a 16S rDNS szekvenciajuk hasonldsaga kisebb, mint 97,5%,
tovabba egyes biologiai tulajdonsagaikban, mint pl. gazdandvény, vagy rovarvektor eltérnek. A
legtjabb filogenetikai elemzésekhez a pontosabb megkiilonboztetés érdekében olyan géneket is
figyelembe vesznek, mint példaul az rp, secY, tuf, groEL gének és a 16S-23S rRNS intergenikus
spacer régio szekvenciai (http://www.q-bank.eu/Phytoplasmas/).

A napjainkban is leginkabb elfogadott osztalyba soroldst Seemiiller és munkatarsai végezték el
1998-ban, amikor a 16S rDNS szekvencidk alapjan 20 {6 filogenetikai csoportot, alcsoportot hoztak
1étre. Tovabbi molekularis elemzéseket kdvetden 75 kiilonbozo fitoplazmat soroltak be ezekbe a
csoportokba RFLP analizis, rDNS analizis, nukleinsav-hibridizacié és szerologiai tulajdonsdgok
alapjan. A f6 csoportok koziil néhany elég tag, és fajszinten meghatarozandd. Folyamatosan
keriilnek besorolasra 1j fajok a csoportokba (Seemiiller et al., 1998). igy az ESFY korokozodja a
16SrX, mig az AAY és STOL torzsek a 16Sr1, illetve a 16SrXII csoportokba tartoznak.

2.2. A fitoplazmak felépitése és szerkezete

A fitoplazmak alaktandnak jellemzése a fert6zott ndvények vékony metszetébdl,
elektronmikroszkdpos vizsgalattal torténik. Alakjuk pleomorf, azaz nagy valtozatossagot mutat.
Eléfordulnak kicsi, nagy, gombolyti, hengeres, elagazo és szabalytalan formaban is. Atmérdjiik
kisebb, mint 1 um, a 60-100 nm-es nagysagtol kb. 1100 nm-ig terjed (Ploaie, 1973). Marwitz ¢és
Petzold (1978), tovabba Seliskar és Wilson (1981) specidlis elektronmikroszkopos elemzéssel 1j
forméakat fedezett fel: elagazo, sulyzo, sarjadz6 és hasadédssal oszt6dd alakokat. Hirumi és
Maramorosch (1973) azt figyelték meg, hogy a kicsi, gdmb alakl forma 6sszel, a fertdzés vége felé
van jelen, mig eldgaz6 formaban leginkdbb tavasszal, a fert6zés kezdeti szakaszaban
taldlkozhatunk.

A fitoplazmak szilard sejtfallal nem rendelkeznek, egyetlen sejtjiiket egy 3 rétegli, 10 nm
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vastagsagu citoplazmahartya hatarolja. A sejt kozepén sotét szinii, fonalas szerkezetli, erdsen
festédé6 DNS-bol 4ll6 magallomany taldlhato. A citoplazmahértyahoz kozel talalhatok az RNS-t
tartalmazo riboszomak (Ploaie, 1973; Florance and Cameron, 1978; Waters and Hunt, 1980; Viczian
et al., 1998b; Chapman et al., 2001). Membranhoz kotott vakudlumokat és zarvanytesteket csak
ritka esetekben fedeztek fel sejtjiikon beliil (Hirumi and Maramorosch, 1973).

A fitoplazmak a novényeken beliil kizarolag azok hancsszovetében szaporodnak és halmozodnak fel
(Lee and Davis, 1992). Leginkabb a kifejlett rostacsdvekben talalhatok meg a sejtfalhoz tapadva
(Seemiiller et al., 1984). Egyes esetekben parenchima és kiséré sejtekben is megfigyelték a
jelenlétiiket. (Hibino and Schneider, 1970; Hirumi and Maramorosch, 1973), de McCoy (1979)
szerint ez téves megfigyelés, mert a nem teljesen érett rostacsovekkel ezek Osszetéveszthetok.

A fitoplazmak a novény hdancsszovetén kiviil egyes rovarvektorok hemolimfijaban is képesek
felhalmozodni, illetve szaporodni (Fletcher ef al., 1998; Hogenhout et al., 2008).

A fitoplazmék a névényekbe passziv uton keriilnek a rovarvektorok taplalkozasa soran, kdzvetleniil
a rostacsovekbe, ahol ivartalan szaporodasuk és felhalmozodasuk torténik. Néhany fitoplazma
esetében az egyes rostasejtekben felhalmozodott fitoplazma sejtek mennyisége évszaktol, illetve a
fak vegetacios allapotatdl is fiigg (Seemiiller ef al., 1984).

A fitoplazmak ndvényen beliili terjedése nem teljesen tisztazott a mai napig. Elképzelhetd, hogy a
rostaporusok kulcsszerepet jatszanak a sejtek kozotti vandorlasban, de egyes megfigyelések szerint
(Davis and Whitcomb, 1981) a vandorlés rostaporus nélkiili sejtek kozott is lehetséges. Egy kisérlet
alapjan feltételezhetd, hogy a koérokozo sejtek a plazmodezmékon 4t is képesek terjedni (Ulrichova
and Petru, 1975), bar McCoy (1979) nem tartja valoszinlinek ezt a lehetdséget a fitoplazmak
plazmodezmakat meghalad6 mérete miatt. Azt az allitdst, hogy a fitoplazmdk nem csupan a
hancsszoveteken keresztiil képesek terjedni alatdmasztjak magatviteli kisérletek eredményei egyes
fitoplazmak esetében (Khan et al., 2002; Cordova et al., 2003), azonban ezekben az esetekben tobb

tényez06 egyiittes vizsgalata is sziikséges.

2.3. A fitoplazma genom molekularis jellemzése

A fitoplazmék a Mollicutes osztalyon beliil nagy ¢és valtozatos csoportot alkotnak. Ezen
mikroorganizmusokkal kapcsolatos ismereteink azonban igen hidnyosak, kdszonhetéen annak, hogy
a fitoplazmak mesterséges koriilmények kozott nem tarthatok fenn. A molekularis médszerek
térnyerésével egyre inkabb feltérképezhetdvé valt a fitoplazmak molekuldris biologidja. Mai
ismereteink szerint a fitoplazmak a legkisebb genommérettel rendelkezd (530 kbp /Bermuda grass
white leaf, BGWL/ - 1350 kbp /'Candidatus Phytoplasma solani'/), 6nalléan szaporodni képes
prokariota csoport (Marcone et al., 1999b; Firrao et al., 2005). Ez a kis méret azzal magyarazhato,
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hogy szamos, a talélésiikhoz sziikséges anyag szintézis utja hidnyzik, erdsen redukalodott
genomjukbol hidnyoznak az ATP szintézis, valamint a cukorfelhasznalas kodolasaért felelés gének
(Christensen et al., 2005). Ezeket a hidnyossdgokat a koérokozo a gazdandvényébdl, illetve a
rovargazdakbol potolja (Bai et al., 2006). Az egyes rendszertani csoportokon beliil a fitoplazmak
genommérete igen valtozékony, ami bizonyos genomi komponensek elvesztésére utal. A kis
genomméret nem magyarazza azt, hogy nem tenyészthetok (Marcone et al., 1999b), azonban a nagy
genommal rendelkezd fitoplazmakban valosziniileg lehetnek olyan gének, amelyek sziikségesek az
onallo és fiiggetlen szaporodashoz (Neimark and Kirkpatrick, 1993). A fitoplazma genom G+C
tartalma a mikoplazmékon belill is az egyik legalacsonyabb értékii (Kollar er al., 1989). A
mikoplazmadkkal ellentétben a fitoplazméakban a triptofan aminosav kédolasaért az UGG triplet
felelds (Bertaccini, 2007), mig az UGA stop kodonként funkcional (Toth ef al., 1994).

A fitoplazma genomban tobbek kozott két 16S rRNS-t (Schneider and Seemiiller, 1994b),
riboszomalis fehérjéket kodolod gének (Lim and Sears, 1992), az EF-Tu elongécios faktort kodolo
tuf gén (Schneider et al., 1997) és fobb membranfehérjéket kodold gének (Barbara et al., 1998,
2002) talalhatok. Emellett tobb fitoplazmaban is jellemeztek extrakromoszomalis elemeket,
amelyek szerepe ¢€s jelentdsége nem tisztazott (Davis et al., 1988; Kuske és Kirkpatrick, 1990). A
fitoplazmak patogenitasi folyamataiban résztvevd gének, illetve egyéb altalanos héaztartasi gének

jellemzése hianyos (Padovan ef al., 2000).

2.3.1. A fitoplazmak jellemzése soran leggyakrabban vizsgalt gének

2.3.1.1. A hfiB gén

A hflB (vagy ftsH) gének olyan, baktériumok korében konzervativ, sejtmembranhoz kapcsolt, ATP-
fiiggd cink proteazokat (fehérjebontd enzimeket) kddolnak, amelyek lebontjak a rossz felépitésii, és
rovid életli fehérjéket, ezaltal lehetdvé teszik a sejtszintli szabdlyozast a fehérjék stabilitdsanak
szintjén, és hozzajarulnak a membran- és citoplazma fehérjék mindségének megoérzéséhez (Bonas,
1994; Tto és Akiyama, 2005). Tovabba olyan membranhoz kapcsolt folyamatokban is részt vesznek,
mint példaul a fehérje-szekrécid és a membranfehérjék Osszedllitisa. Fontos szerepiik van abban,
hogy a sejtek képesek legyenek adaptalodni az ozmotikus stresszhez, illetve a kiilonb6zd tapanyag-
Osszetételll kornyezethez (Bai et al., 2006).

A legtobb baktériummal ellentétben a fitoplazmakban nem egy, hanem 24 kopiaban lehet jelen a
hfIB gén (Bai et al., 2006; Arashida et al., 2008). A 'Candidatus Phytoplasma mali' AT térzsének
kromoszémaja 12 hfIB gént tartalmaz (Kube et al., 2008). Schneider és Seemiiller (2009) a hfIB
gént, mint lehetséges virulenciafaktort vizsgaltak (Beier et al., 1997; Lithgow et al., 2004), valamint

SSCP analizissel torténd torzsszinti elkiilonitéssel kisérleteztek. A ‘Ca. P. mali’ torzsek
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variabilitdsanak vizsgéalatdhoz az ATP00464 jeli AhfIB gén 528 bp hosszisagu valtozékony
fragmentumat (paralogjai: ATP00034, ATP00454, ATP00457) hasznaltak fel (Seemiiller et al.,
2010). Késobb ugyanezt a gént hasznaltdk fitoplazma izolatumok jellemzésére (Schneider et al.,

2014).

2.3.1.2. Az imp gén

A'Ca. P. mali' térzsek variabilitdsadt az immunodomindns membranfehérje (imp) gének vizsgalataval
is elvégezték (Berg ef al., 1999; Seemiiller ef al., 2010). Az immunodomindns membranfehérjéket
olyan gének kodoljak, amelyek egyetlen kopidban vannak jelen, és feltételezhetéen a korokozo-
gazdandvény kapcsolatban jatszanak szerepet.

Az imp gén sokkal valtozékonyabb, mint a 16S rDNS gén, ezaltal az AP csoportba tartozo
fitoplazmék taxonomiai kapcsolatainak, valamint genetikai valtozékonysdganak jellemzésére
kiilondsen alkalmas (Morton et al., 2003; Danet et al., 2007). A 16SrX (AP) csoportba tartozd
fitoplazmak ezen génjeik alapjan jol elkiilonithetok (Morton et al., 2003; Kakizawa et al., 2009).

2.3.1.3. A16S rDNS gén és egyéb riboszomalis DNS szakaszok

A nem tenyészthetd fitoplazmdk a rendszertani osztdlyozdsdhoz a konzervativ 16S riboszomalis
RNS-t kodold 16S rDNS gént valasztottdk (Weisburg et al., 1989). Ennek homoldgiajabol azonban
patologiajukban eltérd, de filogenetikai szempontbol hasonld fitoplazmék, amelyek 86%-nal
nagyobb egyezést mutatnak a 16S rDNS szekvencidjukban, osztilyozhatoak (Seemiiller er al.,
1998). Schneider és Seemiiller (1994b) megallapitottak, hogy a fitoplazmak két 16S rDNS gént
tartalmaznak. Napjainkig tobb mint 800 kiilonb6zd fitoplazma 16S rDNS génje keriilt
szekvenalasra (Kirkpatrick and Fraser, 1989; Lim and Sears, 1989; Kuske and Kirkpatrick, 1992;
Wei et al., 2007), mindazonaltal mas konzervativ DNS szakaszok is alkalmasak fitoplazmék
molekularis szinten torténd elkiilonitésére (Bertaccini, 2007). Olyan markereket és nem konzervativ
géneket is vizsgaltak, mint a riboszomalis fehérje gének (Lim and Sears, 1992; Gundersen et al.,

1994; Toth et al., 1994) és a 16-23S rRNS spacer régio (Kirkpatrick et al., 1994).

2.3.2. Kromoszomatérképek
A fitoplazmék patogenitdsanak molekuldris szinten torténd elemzéséhez a rendelkezésre allo fizikai
kromoszématérképek jelenthetnek segitséget. Az elmult évek soran tobb fitoplazma fizikai

kromoszomatérképét is jellemezték (Lim and Sears, 1991). ElsOként a nyugati X-betegség (WX)
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korokozojanak kromoszoématérképét hataroztdk meg, amely 675 kbp, cirkularis, és 20 hasitohelyet,
valamint két rRNS operont tartalmaz (Firrao et al., 1996). Padovan és munkatarsai (2000) az
édesburgonya aproéleveliiség fitoplazma egy torzsének kromoszomatérképét jellemezték. A 622 kbp
nagysdgu genom a fitoplazmak kozott az egyik legkisebb méretli, amelyen a két rRNS operon
hasonlé pozicidban helyezkedik el, mint a WX fitoplazma genomjan, valamint 16 hasitohelyet
tartalmaz. Lauer és Seemiiller (2000) a 'Ca. P. mali' AT torzsének kromoszomatérképét készitették
el. A 645 kbp nagysagii genomon 13 hasitéasi helyet jellemeztek, valamint 2 rRNS operon, a fus és
tuf gének, az imp gén, egy feltételezett nitroreduktdz gén, tovabba véletlenszeriien klonozott
fragmensek helyét is megallapitottak. Az ESFY fitoplazma fizikai kromoszoématérképét Marcone és
Seemiiller (2001) készitették el. Az ESFY kromoszomajat is cirkularisként jellemezték, tovabba
megallapitottak, hogy a jelen levd két rRNS operon nem kapcsolt. A 635 kbp nagysagu genomon 26
hasitohelyet jellemeztek, valamint a fuf gént, véletlenszeriien klénozott fragmenteket, az imp gént és
egy feltételezett nitroreduktaz gént is feltlintettek. 2008-ban tortént meg az FD fitoplazma
kromoszématérképének jellemzése (Malembic-Maher et al., 2008). Az FD torzs 671 kbp nagysagu

kromoszomajan 13 hasitohelyet, és 9 genetikai markert jellemeztek.

2.3.3. Ismert szekvenciaju fitoplazma genomok

Jelenleg mindossze Ot fitoplazma genomjanak teljes szekvencidja ismert. Ezek kozott két
'Candidatus Phytoplasma asteris' torzs talalhaté: az OY-M (Onion Yellows, hagyma sargulas)
(Oshima et al., 2004) ¢és az AY-WB (Aster Yellows-Witches Broom, 0szir6zsa
boszorkanysepriisodése) (Bai et al., 2006), valamint a 'Candidatus Phytoplasma australiense' egy
ausztral, illetve egy 0j-zélandi torzse (Liefting et al., 2006; Tran-Nguyen et al., 2007). A 'Ca. P.
asteris' és a 'Ca. P. australiense' a fitoplazméakon beliil egy taxonomiai dgon helyezkednek el
(Seemiiller et al., 2002). A két 'Ca. P. asteris' torzs kromoszomajanak szekvencidja nagyfoki
homologiat mutat. Mind a négy emlitett fitoplazma kromoszdémaja cirkularis (Kube et al., 2008).
Bar kordbban a 'Ca. P. mali' és a 'Candidatus Phytoplasma prunorum' kromoszomajat is
cirkularisnak vélték (Lauer and Seemiiller, 2000; Marcone and Seemiiller, 2001) Kube ¢és
munkatarsai (2008) igazoltdk, hogy mind a 'Ca. P. mali', a 'Ca. P. prunorum' és a 'Candidatus
Phytoplasma pyri' linearis kromoszdémaval rendelkezik, ami igen ritka a baktériumok kozott. Kube
¢s munkatarsai (2008) a 'Ca. P. mali' 601 kbp nagysdgi kromoszomajanak szekvenciajat
jellemezték, €s arra a megallapitasra jutottak, hogy egyes anyagcserefolyamatok hidnyoznak,
valamint a glikolizis folyamata sem teljes. A 'Ca. P. asteris'-hez képest kevesebb paralog gént, mobil
DNS elemet, valamint ABC transzportert tartalmaz, azonban a homoldég rekombindcidért és a

javitasi feladatokért felelds gének nagyobb szamban vannak jelen ebben a genomban.
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2.4. A fitoplazmak terjedése novények kozott és a fertdozés mechanizmusa

Jelenlegi ismereteink alapjan a fitoplazmas betegségek novények kozotti terjedése rovarvektorok,
oltas, szemzés, aranka novény (Cuscuta sp.) €s fertdzott szaporitdbanyag utjan térténhet. Az 1900-as
évek végén az atvitel més moddjaival is kisérleteztek. A mechanikai uton (floémnedv injektalasa,
bedorzsolése) torténd atvitel sikertelennek bizonyult (Valenta et al., 1961; Ploaie, 1981). Szirmai
(1956) a levélteti-atvitelt igyekezett bizonyitani, feltevése azonban nem igazolodott. Ezzel szemben
az altala kikisérletezett oltasi mddszerek a mai napig hasznalatosak fitoplazmak fenntartasara.

A fitoplazma fenntartdsa tiveghazban rézsameténg (Catharanthus roseus L.) tesztndvényen torténik
(Dickinson et al., 2013). Elénye, hogy szamos fitoplazma egyszerlien fenntarthaté benne, és rovid
1don beliil intenziven mutatja a betegségre jellemzd tiineteket. JO lehetdséget nyujt arra, hogy
genetikailag azonos ndvényekben lehet Gsszehasonlitani a kiilonb6zo fitoplazmak altal okozott
tiineteket. A korokozd genetikai allomanya konnyen kinyerhetd, igy molekularis vizsgalatok
elvégzésére alkalmas (Bertaccini, 2007). A rézsameténgben fenntartott fitoplazmak nagy
mennyiségben vannak jelen a ndvényben, eloszlasuk egyenletes, igy a nukleinsavak, fehérjék,
egyéb immunogének konnyebben hozzaférhetok (Dickinson ef al., 2013).

Természetesen fertdzott gazdandovényrdl a fitoplazmat aranka (Cuscuta sp.) segitségével juttatjak at
a tesztnovényre. A Cuscuta képes a fitoplazmat terjeszteni nem rokon névényfajok kozott, még fas
és lagyszaru fajok esetében is. Jellegzetes tiinetek indukéalasdhoz a fitoplazma fertézott
tesztnovényrol egészséges gazdandvényre vald visszajuttatasa is aranka segitségével torténik
(Pribylova és Spak, 2013). Az arankéaval valo fitoplazma-atvitelr6l méar az 1960-as években
beszamoltak (Valenta et al., 1961; Hosford, 1968; Horvath, 1972). Marcone és munkatarsai (1997,
1999a) tobb fitoplazmés betegség kapcsan is igazoltdk a korokozd atvihetdségét aranka
segitségével. Az atvitel igazoldsara az aranka rostacsoveit elektronmikroszkoppal vizsgaltak (Dale
¢s Kim, 1969; Hibben ¢és Wolansky, 1970; Carraro et al., 1991). A Cuscuta fizikailag kapcsolodik a
gazdandvényhez ¢és annak tdpanyagaitol, asszimilacios termékeitdl fliggdvé valik (Jeschke et al.,
1994). Hausztoriumokat fejlesztve hatol be a gazdandvény sejtjeibe, ahol annak edénynyalabjaihoz
kapcsolodik (Vaughn, 2003). Alapvetéen a gazdandvény xylémjéhez kotddik, de bizonyos
kisérletek eredményei alapjan a floémhez is képes hozzakapcsolddni (Birschwilks et al., 2006).
Ezen kiviil citoplazmatikus kapcsolat is fennallhat az aranka és a gazdanovény kozott (Vaughn,
2003). A fitoplazméval fertdzott arankan is kifejlddnek tiinetek (Pribylova and Spak, 2013),
amelyek a fitoplazmak virulencidjanak megfeleléen valtozatos intenzitasuak (Carraro et al., 1991).
A fitoplazma perzisztens terjedését igazoltdk  arankdban, és azt, hogy az atvitel egyes
fitoplazméknal néhany héten belill bekovetkezhet. Kimutattdk, hogy a nodvekedés iranyaban
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aktivabb a fitoplazma dramlasa (Carraro et al., 1991).

A természetben el6forduld fitoplazmas megbetegedések a vektor-fitoplazma-gazdandvény kapcsolat
kovetkezményei. A fitoplazmak olyan kiilonleges csoportot alkotnak, amelyek képesek mind
novényekben, mind rovarok citoplazmajan beliil szaporodni (Christensen et al., 2005). Mivel a
fitoplazmék floémhez kotott életmodot folytatnak, terjesztésiikért a floémbdl taplalkozd szipokas
rovarok feleldsek, melyek koziil legnagyobb szerepe a kabocdknak és a levélbolhaknak van, de
egyes esetekben a tetvek, illetve a poloskdk is lehetnek vektorok. A leggyakoribb vektorszervezetek
a Cicadellidae, Cixidae, Psyllidae, Delphacidae és Derbidae csaladokbol kertilnek ki a Homoptera
(egyenldszarnyu rovarok) rendbdl (Weintraub and Beanland, 2006). Eurdépaban Maramorosch
(1953) szamolt be eldszor egy betegség, a here virdgzoldiilés (Clover Phyllody Phytoplasma)
kabdcaval torténd terjedésérdl. Késobb a sztolbur fitoplazma vektorokkal torténd atvitelét irtak le
(Kuroli, 1970; Brcak, 1979). Német kutatok egy kaboca fajt irtak le az eurdpai Oszirdzsa sargulds
fitoplazma vektoraként (Heinze and Kunze, 1955). Eurdpa-szerte tobb orszdgban is szamos
kabocafajt jeloltek meg az akkor még virusoknak vélt fitoplazméak vektoraiként (Golino, 1989;
Maixner et al., 1995; Beanland et al., 1999). Az 50-es-60-as években kabdcdkat, mint a kdrokozo
terjesztdit azonositottak Eurdpan kiviil Japanban, Afrikaban, az Egyesiilt Allamokban, Kanadaban
¢és Ausztraliaban. A levélbolhdk vektor szerepét AP (Frisinghelli et al., 2000; Tedeschi et al., 2002;
Tedeschi and Alma, 2004), PD (Lemoine, 1991; Davies et al., 1992) és ESFY (Carraro ef al., 1998)
fitoplazmaknal igazoltdk. Egy adott fitoplazma gazdaspecificitdsat a vektor ndvénypreferencidja,
taplalkozasi szokdsa (mono, oligo, polifag), illetve a gazdandvény adott fitoplazmara valo
fogékonysaga hatarozza meg (Lee et al., 1998b). Egy fitoplazmat altaldban egy, vagy néhany
rovarfaj terjeszt, azonban egyes esetekben a vektor szerepét tobb faj is betoltheti (Alma et al., 1997;
Bosco et al., 1997; Goodwin et al., 1999). Ismert, hogy a vektorok tobb fitoplazma atvitelére is
képesek, csak ugy, mint ahogy egy ndvény is lehet gazdéja tobb fitoplazménak (Lee és Davis, 1992;
Lee et al., 1998a). Ennek kapcsan a novényekhez hasonldan kimutattdk egy rovar szervezetébol
tobb fitoplazma egyiittes jelenlétét (Palmano és Firrao, 2000), s6t, Maramorosch (1958) kabocakban
fitoplazma torzsek interakciodjat is tapasztalta. Lee és munkatarsai (1998b) szerint a természetben
fennalld egyszeres, vagy tobbszoros kevert fitoplazma fertdzottségért egy ndvényen beliil a vektor
foldrajzi elterjedése ¢és a preferalt gazdandvénykore felelds. Ezzel Osszhangban all az a
megallapitds, mely szerint a kiilonbozé fitoplazmakat mas foldrajzi koriilmények kozott mas
vektorok terjesztik (Brcak, 1979; Nielson, 1979).

A koérokozd a rovarok szervezetébe a fitoplazmaval fertdzott ndovény floémnedvének szivogatasa
soran jut be, majd idével a legtobb f6 szervben is felszaporodik (emésztérendszer kozépbél,
hemolimfa, nydlmirigy) (Alma et al., 1997; Fletcher et al., 1998). A fitoplazma a nyalmirigybdl a

szajszervbe keriilve valik leadhatova. A lappangasi 1d6 a rovarban jellemzdsen 2-3 hetes, melyet
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azonban a hdmérséklet is befolyasol. (Kirkpatrick, 1992; Agrios, 1997).

Alma ¢s munkatarsai (1997), Kawakita és munkatarsai (2000) és Hanboonsong és munkatarsai
(2002) bizonyos kabodcdk esetében igazoltdk a tojassal vald fitoplazma atvitelt, Tedeschi és
munkatarsai (2006) pedig Cacopsylla pruni (Scopoli, 1763) esetében vetették fel ennek lehetdségét.
A fitoplazmak terjesztése perzisztens modon torténik, azaz a fert6zott levélbolhak életiik végéig
megOrzik fertézoképességiiket (Carraro et al., 2001). A nimfa és imago stadiumban is fertézoképes
rovaroknak évente egy, vagy tobb generaciojuk fejlodik ki, és tobbnyire kifejlett formaban telelnek
at. Szamos esetben igazoltak azt, hogy a fitoplazma képes attelelni a vektorszervezetben (Davis and
Sinclair, 1998; Carraro et al., 2001; Tedeschi et al., 2003; Kiss et al., 2015). A fitoplazmafertézés a
rovarok élettartamat és szaporodasat elénydsen és hatranyosan is befolyasolhatja (Murral et al.,

1996; Garnier et al., 2001).

2.5. A fitoplazmak atvitele és fenntartasa Kisérleti kornyezetben és in vitro

A fitoplazmék fenntartdsara hagyomanyosan iiveghazi koriilmények kozott leginkédbb alkalmazott
tesztnovény a rozsameténg (Catharanthus roseus L.), mivel szaporitasuk konnyl €s gyors, valamint
a fitoplazmak nagymértékben képesek elszaporodni a ndvényben, igy nyomon kovetésiik
egyszeriibb (Bertaccini, 2007). A fitoplazma tesztndvényre vald atvitelére oltast alkalmaznak, de
torténhet aranka (Cuscuta arvemsis Beyr. ex Engelm.), illetve rovarvektorok segitségével is
(Jagoueix-Eveillard ef al., 2001). A rézsameténg fenntartasa tiveghédzi koriilmények kozott a ndvény
optimalis igényeinek figyelembe vételével valdsithatd meg. Lehetdség van a fitoplazmaval fertézott
novények in vitro tenyészetben vald fenntartasara is, melynek célja a fertézések megeldzése, a
kontrollalt koriilmények biztositdsa, valamint a fitoplazma torzsek fenntartasa (Jarausch et al.,
1999). Pontosan meghatarozott Osszetételii taptalajon, novekedési hormonok hozzdadaséaval, a
fert6zott novény csucsi része jol szaporithatd, és fenntarthatd. Mikroszaporitassal sikertilt
fenntartani alma AP-fert6zott, (Jarausch et al., 1996), szilva ESFY-fert6zott (Jarausch et al., 1994),
illetve korte PD-fert6zott hajtastenyészeteit (Davies és Clark, 1994). In vitro oltéasi kisérletiikben
Jarausch ¢és munkatarsai (1999) megfigyelték, hogy a fitoplazma atvitele csak sikeres floém-
kapcsolodas esetén zajlik le, valamint a fitoplazma atvitel fligg az oltdsban résztvevo alany, illetve

nemes mindségétol, valamint az inokulumban €16 fitoplazma koncentracidjatol.

2.6. A fitoplazmafert6zés

2.6.1. Altalanos tiinetek
A mai napig sem tisztazott teljesen az a kérdés, hogy mely tényezok, gének feleldsek a fitoplazmak
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altal okozott tiinetek kialakuldsaért, azonban szdmos olyan mechanizmus ismert, amelyek szerepet
jatszhatnak a végsd tiinetegyiittes kialakitasaban. A fitoplazmék tlinetek széles skaldjat képesek
eldidézni, tobbek kozott sarguldst, torpiilést, "boszorkanysepriisddést”, viragdeformaciot. (Lee et
al., 2000). A fitoplazmaval fert6z6dott novények szamos olyan specifikus tiinetet mutatnak,
amelybdl a novekedésszabalyozds zavaraira lehet kovetkeztetni. A fitoplazmak altal indukalt
leggyakoribb tiinetek a fillédia (a viragok helyett zold levélszerii képzédmények kifejlodése), a
vireszcencia (viragrészek elzoldiilése), a virdgok sterilitdsa, az axidlis riigyek proliferacioja,
,boszorkdnysepriis” megjelenést eredményezve, az internodiumok természetellenes megrovidiilése,

altalanos torpiilés (Bertaccini, 2007).

2.6.2. A fitoplazmafertozés jellegzetességei fas novényekben

Szamos lombhullaté fas szara novénynél kimutattdk, hogy a fitoplazméaval fertdzott névényekben a
korokozé kolonizéacioja a fold feletti részekben évszakonként valtozik. AP-vel és PD-vel fert6zott
alma-, illetve kortefakban a 'Ca. P. mali' és 'Ca. P. pyri' kolonizacios mintazatat tobb éven keresztiil
vizsgaltak, DAPI (4'-6-diamidino-2-phenylindole) festéses fluoreszcens mikroszkopos eljarassal
(Schaper and Seemiiller, 1982.; Seemiiller et al., 1984). Mivel a fitoplazmak a funkciondlis
rostacsOvekhez kotottek, és ezek a rostacsovek az alma és a kortefak fold feletti részeiben késo
Osszel, kora télen degenerdlodnak, igy a legtobb esetben az AP és PD fitoplazmék ,.eltlinnek” a fak
fold feletti részeibdl. Ezzel szemben télen a gyokérben élnek tovabb, ahol az intakt rostacsdvek
egész évben megmaradnak. A gyokerekbdl tavasszal, az 01j rostacsdvek kialakuldsakor indul meg a
korokozok rekolonizacidja a fak fold feletti részeibe (Schaper és Seemdiller, 1984).

A megbetegitett fak gyokérrendszere a fak élete végéig kolonizalodott marad (Carraro et al., 2004).
Az AP rezisztenciaval végzett atfogd vizsgalatok igazoltdk, hogy AP-rezisztens apomiktikus
alanyokat hasznalva a tiinetek nem, vagy csak nagyon enyhe forméaban jelentkeztek. Seemiiller és
munkatarsai (2010) AP-vel kapcsolatos kisérleteik soran igazoltdk, hogy az alméaban egyiittesen
tobb torzs is jelen lehet, amelyek eltérd virulencidval rendelkeznek. Ez esetben a torzsek kozotti
predominancia befolyasolja a kialakulo tiinetek intenzitdsat, illetve a tiinetmentességet.

Az ESFY fitoplazma korokozdja, a 'Ca. P. prunorum' a fert6zott fak fold feletti hajtasaiban is képes
megmaradni a nyugalmi iddszakban is, mikdzben a teljes évben jelen van a gyokérben is. DAPI
fluoreszcens és PCR vizsgélat soran kimutattdk, hogy tavasszal a korokozo lassan kolonizalta a
leveleket, az AP-hez és a PD-hez hasonl6 kolonizacios mintazatot adva. A fert6zott fak szisztemikus
kolonizécigjat figyelték meg a juliustdl késé Oszig tartd iddszakban (Seemdiiller et al., 1998;
Jarausch et al., 1999). Kison ¢és Seemiiller (2001) PCR-rel és DAPI festéssel vizsgaltdk szamos
kisérleti és valodi Prunus alany ESFY fert6zésre adott valaszat. Tobbek kozott arra vonatkozo

megfigyeléseket is tettek, mely szerint kiillonbségek mutatkoztak az egyes fak gyokerének és fold
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feletti részeinek kolonizaciojanak mértékében. A virdgrészek szoveteiben nem jellemzd a

fitoplazmék eléfordulésa (Cordova et al., 2003).

2.7. A fitoplazmak detektalasa

A fitoplazmak detektalasat kezdetben olyan problémak nehezitették, mint az alacsony koncentracio,
valamint az egyenetlen eloszlds a ndvény rostacsoveiben (Berges et al., 2000). Az attorést a
korokozok novényen beliili elektronmikroszkopos megjelenitése jelentette, valamint az a mddszer,
amellyel kontrollalt koriilmények kozott juttattak at a koérokozot oltas ttjan tesztnovényre. Olyan
DNS-hez kotddd festékeket hasznaltak (DAPI), amelyek lathatova tették Oket mikroszkopos
vizsgéalat sordn. Ezek a moddszerek azonban nem voltak alkalmasak a fitoplazmak
megkiilonboztetésére. Kesdbb fitoplazma-specifikus antigének eldallitdsaval probalkoztak.
Napjainkban a széleskortien alkalmazott nukleinsav-alapa technikak a legelterjedtebbek, amelyek
alkalmasak mind ndvényi mintabdl, mind rovarokbol kimutatni a kérokozo jelenlétét (Bertaccini

and Duduk, 2009).

2.7.1. Egyszali konformacios polimorfizmus (SSCP, Single Strand Conformation
Polymorphism) vizsgalat a genetikai variabilitas kimutatasara

A fitoplazmdak detektalasara és jellemzésére leginkabb alkalmazott modszer az evolicidsan
konzervativ gének, foként a 16S rDNS PCR/RFLP analizise. Ennek kiegészitésére Music ¢és
munkatarsai (2008) az SSCP modszert alkalmaztak, mellyel a fitoplazmak molekularis variabilitasa
jobban jellemezhetd. Kutatasaikban a vizsgalt 16S rDNS, fuf és dnaB gének hagyomanyos analizise
nem bizonyult alkalmasnak a polimorfizmus felderitésére, mert a nukleotidok szintjén jelen levd
valtozasok feltehetden a restrikcios hasitohelyeken kiviil estek. Ezzel szemben az SSCP modszer
alkalmas volt az egy riboszomalis csoportba tartozd izolatumok molekuldris variabilitdsdnak
kimutatasara amellett, hogy a filogenetikai eredményeket is aldtdmasztotta. Schneider és Seemiiller
(2009) 'Ca. P. mali' torzsek AfIB génjének variabilitasat igazolta SSCP utjan. Music €¢s munkatérsai
(2008) tapasztalatai alapjan az SSCP modszer joval érzékenyebb (egyetlen nukleotid eltérés esetén
is informativ), és iddétakarékosabb, mint a PCR/RFLP modszer, gyors eredményt ad nagy
mintaszam esetén is. Az SSCP RFLP-vel szembeni tovabbi elénye, hogy alkalmas DNS
al., 1989). Az elnevezés (SSCP, Single Strand Conformation Polimorphysm, egyszali konformacios
polimorfizmus) arra utal, hogy a denaturdlt DNS szalak vandorlasi sebességét a gélben
konformacids kiilonbségek befolyasoljak, ami egyben az elvalasztds alapja. Az eltérd elsddleges

struktaraju, elvalasztott egyszali DNS-ek kiilonb6zd strukturaba rendezddnek, és poliakrilamid
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gélben eltéréen mozognak megfeleld elektroforetikus feltételek mellett (Orita et al., 1989). A
lehetséges mutaciok a mintazat eltérésében, vagy a mintazatot add savok szamanak valtozasaban
jelennek meg (Music et al., 2008). Megallapitottdk, hogy a denaturdlt szalak vandorlasat
befolyasolja a futtatdsi hdmérséklet, a puffer koncentracidja, valamint a gélben taldlhaté denaturdlo
agensek (Orita et al., 1989). Az akrilamid gélben valo futtatidst kovetden eziistfestési eljarassal
teszik lathatéva a mintazatot Igloi (1983) mddszere alapjan, ami sokkal érzékenyebb az etidium-
bromidos kimutatasnal.

A modszert mar régota hasznaljdk az orvosbiologiai kutatasok terén, de rutinszerlien alkalmazzak a
novényvirologiai kutatdsokban is (Rubio et al., 1996). Széleskoriien alkalmazott médszer a human
orokletes betegségek klinikai diagnosztikajatol kezdve (Papp et al., 2007) mikrobidlis szervezetek
jellemzéséig (Hori et al., 2006). Palacio ¢és Duran-Vila (1999) viroid populaciok vizsgalatdhoz
hasznaltak SSCP eljarast. A kiilonboz0 fitoplazma torzsek eltéréseinek vizsgalatara €s pontmutaciok
detektalasara jelenleg még nem igazan elterjedt technika (Han és Cha, 2002; Music et al., 2008).
Seemiiller és munkatarsai (2010) kevert fertdzésben szerepet jatszo fitoplazma torzsek

elkiilonitésére alkalmaztdk a 'Ca. P. mali' 4ltal megbetegitett almafak vizsgélatakor.

2.8. Magyarorszagon eléfordulo gyakoribb fitoplazmas betegségek

A fitoplazmdknak tulajdonitott betegségek vilagszerte szdmos novényfajt veszélyeztetnek. Tobb
mint 300 betegséget tulajdonitanak fitoplazmaknak, melyek tobb szdz lagyszara és fasszaru disz- és
haszonndvényfajt érintenek (Hoshi ef al., 2007).

Hazéankban eldszor Szirmai Janos tett emlitést 1956-ban az akkor még virusnak vélt fitoplazmarol,
mint a fliszerpaprika koérokozdjardl. A kovetkezd néhany év soran dohanyrdl és burgonyarol
(Petroczy, 1958, 1962), paradicsomrol, paprikardl, dohdnyrol €s szintén burgonyarol (Gaborjanyi és
Lonhard, 1967) jelentettek sztolburos megbetegedést, s6t, burgonyan tobbszor jarvanyszeriien is
fellépett a betegség. A hazai sz6ldiiltetvényekben a megjelend jellegzetes tiinetek kapcsan az 1990-
es években indult meg egy atfogd felmérés, melynek eredményeként fehér és vords fajtaknal is
igazoltak a sztolbur fitoplazma jelenlétét. Ezt késObb molekularis modszerekkel is igazoltak (Varga
et al., 2000). A kérokozo molekularis azonositasa az 1990-es évek végéhez kothetd, amikor Viczian
¢s munkatarsai (1998a) paprikarol, paradicsomrol, petrezselyemrol, repcérdl, holyagos habszegfiirdl
¢és csattand maszlagrol izolalt fitoplazmat azonositottak molekularis modszerekkel. A kovetkezo
években szamos zoldség- €s gyomndveénybdl izoléltak sztolburt (Viczian et al., 1998a), valamint az
AAY korokozojat (Fodor er al, 1999). Némethy és munkatarsai (2001) szamos disz- ¢és
gyomnovényben mutattak ki fitoplazma fertézottséget. Acs és munkatarsai (2010) igazolték, hogy a
sz016t és burgonyat tdmado fitoplazma folyamatos fennmaradaséaért tobbek kozott a hazdnkban igen
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gyakori aranka gyomndvény tehetd felel6ssé (Acs et al., 2010).

A kajszipusztulds tiineteirdl mar a XX. szazad elején is érkezett jelentés (Schilberszky, 1913), akkor
azonban a betegség okozodiként a Valsaria insitiva (TODE) CES. & DE NOT. (syn. Cytospora
rubescens FR.), valamint a Monilinia laxa (ADERH. & RUHLAND) HONEY (syn. Sclerotinia
cinerea SCHROT.) korokozokat nevezték meg. A betegség lefolyasa, illetve a védekezési
lehetdségek tisztazatlanok voltak. Az akkor emlitett tiinetek mai ismereteink szerint az ESFY-re
utalhatnak. Magyarorszdgon az ESFY altal kajsziiiltetvényekben okozott tiinetekre Siile és
munkatérsai figyeltek fel az 1990-es évek elején (nem kozolt adat). Késobb a tiineteket mandulan is
megfigyelték, valamint tobb kajszililtetvényben a fak tomeges pusztuldsat tapasztaltdk. Ennek
kapcsan kezdték meg a kérokozd azonositdsat, melyet ESFY fitoplazmaként hataroztak meg (Siile
et al., 1997, Viczian et al., 1997). Az Oszibarack fitoplazmas betegségét hazankban Németh ¢és
munkatarsai (2001) jelentették eldszor, az ezredfordulon, valamint ekkor igazoltdk a fitoplazma
jelenlétét hazai sajmeggy génbanki dlloméanyban (Varga et al., 2001).

Viczian (2002) jellegzetes tlineteket figyelt meg kelkdposztan, fejeskaposztan, vordoskaposztan,
karfiolon, valamint pohdnkéan, amelyekbdl az izolalt korokozot 'Ca. P. asteris'-ként azonositotta,
utobbit hazankban elsdként. Disznovények kozott barsonyvirdgon mar a 2000-es évek koriil
jelentettek jellegzetes tlineteket koztéri barsonyvirag-kitiltetésekbdl, valamint szaporitdanyag-
telepekrol, azonban a 'Ca. P. asteris' korokozé molekuléris azonositdsa csak 2014-ben tortént meg
Magyarorszagon (Kiss et al., 2014). Az AAY elterjedése zoldségnovényeken leginkabb Pest és
Fejér megyében jelentds.

A kortét tamado korokozok kozott jelentds szerepe van a korte leromlast okoz6 fitoplazmanak (Pear
decline, PD). A tiinetek intenzitasa fiigg mind az alanyt6l, mind a nemestdl (Davies és Clark, 1994).
Magyarorszagon 1976-ban Németh végzett kisérleteket fitoplazma oltassal valo atvitelével
kapcsolatban fogékony 'Vilmos' korte fajtan (Németh, 1979). Azota jelentds PD megbetegedésrol
hazankban nem érkezett jelentés.

Az AP hazankban elterjedt, de nem jelentds betegsége az almanak (Németh, 1979). Eldszor Del
Serrone ¢és munkatarsai (1998) jelentették az alma seprlisodés csoportba tartozd fitoplazmak
megjelenését magyarorszagi korteiiltetvényekrdl. Ezzel egyidoben szamoltak be fitoplazmak
magyarorszagi kortérdél torténd molekularis azonositasarol, valamint a PD ¢és AP fitoplazmak
egylttes eléforduldsarol. Magyarorszagon a legujabb, komoly veszélyeket rejtd betegség a
fitoplazma altal okozott sz616 aranyszinli sargasaga (Flavescence dorée), amely hazankban karantén
listan szerepel. A betegséget 2013-ban észlelték a badacsonyi borvidéken, jollehet annak vektorat,
az elsé amerikai sz6l6kabocat mar 2006-ban csapdaztak (NEBIH, 2013). A széltermesztést a

sztolbur fitoplazma jelenléte is veszélyezteti.
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2.8.1. Alma sepriisodés (Apple proliferation, AP)

2.8.1.1. A betegség elofordulasa

Nyugat-Eurdépaban az almat érinté egyik legjelentdsebb, gazdasagilag is fontos fitoplazmas
betegség az alma sepriisodés (Apple proliferation, AP). A korokozot eldszor Olaszorszag északi
teriiletén izolaltak (Rui ef al., 1950), majd a kdvetkezd évtizedekben a legtobb eurdpai orszagban
megjelent. Napjainkban kontinensiink szinte Osszes orszagaban megtaldlhato, de a legnagyobb
gondot Olaszorszag északi teriiletein, Németorszag déli felén, valamint Nyugat-Franciaorszagban
jelenti (CABI/EPPO, 2013). A veszélyeztetett zona déli hatara egészen Gorogorszag északi részéig
terjed

(Canik ¢és Ertunc, 2007; Sertkaya et al., 2008). Németh (1979) tiineti megfigyelései alapjan az AP
hazank almaiiltetvényeiben is igen elterjedt, s6t hazai korteiiltetvényekbdl is kimutattdk PD-vel
keverten 'Williams' és 'Esperen's Bergamotte' fajtakrol (Del Serrone et al., 1998), azonban

komolyabb gazdasagi jelentdsége egyeldre nincsen.

2.8.1.2. Tiinetek

Az AP tiinetei, melyek lehetnek specifikusak, esetenként aspecifikusak is, megfigyelhetok almafa
hajtasain, a fak levelein, a terméseken, valamint a gyokereken is. A betegség elsd tiineteiként nyar
végén, Osszel levélpirosodas figyelhetd meg. A kovetkezd évben a hajtdsok végén
,»boszorkanyseprithoz” hasonlo elvaltozasok jelenhetnek meg, amely az apikalis dominancia
hidnyanak kovetkezménye. Gyengébb hajtasok csticsain levélrozettak figyelhetok meg. A fertdzott
fak legtobb levelén megnagyobbodott, siirlin fogazott palhalevelek jelennek meg (Seemiiller, 1990;
Bertaccini, 2007; Seemiiller et al., 2010). A tlinetek intenzitdsat tekintve jelentds kiilonbségek
figyelhetdk meg a kiilonb6zd alanyok, valamint almafajtak esetében. A betegség a fa termésének
mennyiségét és mindségét is hatranyosan befolyasolja. Egy gylimdlcs sulya fertdzott fan akar 30-
60%-kal is csokkenhet. A beteg, izetlen, halvany, apr6é gylimolcsok kocsanya joval hosszabb, mint
az egészséges terméseké. A beteg fa levelei halvanyak, vilagoszoldek, klorotikusak is lehetnek, és
igen fogékonnya valnak lisztharmat-fertzéssel szemben. Megfigyelések alapjan a késdi életkorban
megfert6z0dott fak, amelyek gyokérzete is jol fejlett, kevésbé szenvednek a betegségtdl, valamint a
felépiilési esélyiik is nagyobb (Kunze, 1989; Seemiiller, 1990; Bertaccini, 2007). A koérokozé a
gyokerekben telel at, és tavasszal, az 0 floém képzddésekor terjed szét a ndvényben. Esetenként
eléfordul, hogy a tiinetek nem jelennek meg. Ez a ndvény tujrafert6zddésének elmaradasaval
hozhat6 Osszefliggésbe, azonban a gyokérben ilyen esetekben is jelen lehet a korokozo (Seemiiller

et al., 1984 ¢s 2010; Carraro et al., 2004).
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2.8.1.3. A korokozo taxonomiaja

A betegséget a 'Ca. P. mali' okozza, amely a jelenlegi rendszertan szerint, a 16S rDNS szekvencia
alapjan torténd csoportositasnak megfelelden, a 16SrX csoport tagja. A koérokozod az azonos
rendszertani csoportba tartozé6 PD (Pear Decline), ESFY (European Stone Fruit Yellows), PYLR
(Peach Yellow Leaf Roll) és PDTW (Pear Decline Taiwan) koérokozoival szoros rendszertani
rokonsagban all. A 16S rDNS gén vizsgalataival igazoltdk, hogy Eurdpa kiilonb6z6 orszagaibol
szarmazo AP izolatumok kozott a szekvencia-egyezdség 99,9 és 100% kozott van (Seemiiller és
Schneider, 2004).

Egy atfogo, 12 éves vizsgalat soran Seemiiller és Schneider (2007) az AP fitoplazma torzseket 3
csoportba soroltak azok virulencidja alapjan (nem, vagy enyhén fert6z0, kdzepesen fert6zo,
sulyosan fert6zd). Megallapitasaik szerint, mig az erdsen virulens torzsek komoly karokat okoztak a
fa fejlddésében és vigoraban, addig az avirulensnek vélt torzsekkel fert6zott fak szabad szemmel

szinte megkiilonboztethetetlenek voltak az egészséges faktol (Seemiiller et al., 2010).

2.8.1.4. A korokozo6 terjedése

Természetes koriilmények kozott a korokozot a floémnedvvel taplalkozd szard-szivo szajszervii
levélbolhdk terjesztik. Két legfébb vektora a nyari almafalevélbolha (Cacopsylla picta Forster) €s a
galagonyalevélbolha (Cacopsylla melanoneura Forster) (Jarausch ef al., 2003), amelyek életmodjuk
¢s elterjedésiik tekintetében kismértékben kiilonboznek egymastol. Krezal et al. (1988) és Tedeschi
és Alma (2006) a Fieberiella florii Stal kabocafajt is megemlitik, mint lehetséges, az atvitelért
felelos fajt Németorszag és Piemont térségébdl. A legtobb, AP altal veszélyeztetett teriileten
mindkét levélbolha faj megtalalhaté (Carraro et al., 2001; Jarausch et al., 2003; Mattedi et al.,
al., 2002). Az emlitett levélbolhdk perzisztens uton terjesztik a betegséget, és a tél soran is
megtartjak fertézOképességiiket (Tedeschi et al., 2003; Jarausch et al., 2004; Tedeschi and Alma,
2004; Mattedi et al., 2007).

2.8.2. Korte leromlas (Pear decline, PD)

2.8.2.1. A betegség elofordulasa és a kérokozo taxonéomiaja

A korte legveszélyesebb fitoplazmas betegsége a korte leromlds (Pear Decline, PD), amely
Eurdpaban és Eszak-Amerikaban a legjelentésebb, de egyes beszamolok szerint minden olyan
kornyéken megtalalhaté vilagszerte, ahol a nemes kortét (Pyrus communis L.) termesztik

(Seemiiller et al., 1992). A jelzett teriileteken kiviil a betegség jelen van az Eurdpén kiviili f6ldkozi-
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tengeri régioban is, valamint szérvanyosan megjelenik az Egyesiilt Allamokban is. A betegség
hazankban is egyre nagyobb mértékben veszélyezteti a kortetliltetvényeket. Legnagyobb veszélye
abban rejlik, hogy P. communis oltvanyokban a betegség évekig tlinetmentesen lappanghat. A
megbetegedett fak levélereinek sziik rostacsdveiben a fitoplazma nagy mennyiségben lehet jelen,
mig a masodlagos rostacsovekben igen kis aranyban fordul csak el6 (Schneider, 1977).

A korte leromlas korokozoja a 'Ca. P. pyri', amely az alma sepriisddés (16SrX) csoportba sorolhatd
Seemiiller rendszerezése alapjan (Lee ef al., 2000; Seemiiller és Schneider, 2004), ahol a csoportba
tartozd mas fitoplazmakkal kozel 99%-os homologiat mutat. A fajon beliili homogenitds Eurdpan

beliil igen magas, 99,9-100% (Seemiiller és Schneider, 2004).

2.8.2.3. Tiinetek

A betegség megjelenésének harom formaja ismert: hirtelen pusztulds, lassu elhalds és a levelek
vorosre szinez8dése, amely a levelek hulldmosodasaval jar egyiitt. Altalanossagban a beteg fakon
kevés, Osszel vorosre szinez6dd aprd levél taldlhato. A jellegzetesen kanalasodd levelek a
szokasosnal hamarabb hullanak le (Del Serrone et al., 1998). A tipikus tiinetek koz¢ tartozik
tovabba a szezonon kivili virdgzads, esetleg termésképzddés, valamint esetenként
boszorkanysepriisodés is megjelenik az axialis riigyek id6 eldtti kihajtdsanak kdszonhetden (Osler
¢és Loi, 1986; Osler ef al., 1996).

Tobb évtizedes tapasztalat alapjan valosziniisithetd, hogy a 'Ca. P. pyri' az 0Osszes Pyrus
nemzetségbe tartozo fajt képes megbetegiteni (Seemiiller et al., 1998; Seemiiller et al., 2008).
Megfigyelték, hogy a tiinetek tipusa fiigg a fajtatol, valamint az alanytol is (Del Serrone et al.,
1998). Németh (1979) oltassal torténd fertdzéses kisérleteket végzett fogékony "Williams' fajtan,

ahol a molekularis mddszerek hidnyéaban a tlinetek kialakuldsabol kdvetkeztetett a fertézottségre.

2.8.2.2. A betegség terjedése

A PD terjedéséért a levélbolhak tehetok feleldss¢ (Jensen et al., 1964; Carraro et al., 1998;
Frisinghelli et al., 2000; Tedeschi et al., 2002). Eurdpaban hirom levélbolha taldlhatd meg a
kortén: Cacopsylla pyri (L.), Cacopsylla pyricola (Forster) és a Cacopsylla pyrisuga (Forster). A C.
pyricola vektor szerepét Europan beliil az Egyesiilt Kirdlysag teriiletén igazoltak eldszor (Davies et
al., 1992). Franciaorszagban (Lemoine, 1991), Olaszorszagban (Carraro et al., 1998) és
Spanyolorszagban (Garcia-Chapa et al., 2005) f6 vektorként a C. pyri-t azonositottak. A C.
pyrisuga fitoplazma atviteli képessége nem igazolt. Eurdpa északi teriiletein a C. pyricola, mig a
kozépso €és a déli teriileteken a C. pyri elterjedtebb. Mindkét faj oligofag, a Pyrus nemzetségbe

tartozo fajokon fordulnak el6 (Burckhardt, 1994; Lauterer, 1999).
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Az emlitett kortelevélbolhdk a kortén, vagy a kornyezé novényeken telelnek at, és mivel egész
¢letiik soran megdrzik fertdzoképességiiket, az atteleld nemzedék mar a tavaszi taplalkozaskor is
fertdzhet (Blomquist and Kirkpatrick, 2002; Carraro et al., 2001), de a téli nyugalom soran a

korokozo atvitelét nem tapasztaltak (Carraro et al., 2001).

2.8.3. Csonthéjasok Europai Sargulasa (European Stone Fruit Yellows, ESFY)

2.8.3.1. A betegség elofordulasa

Europdban Franciaorszag teriiletén 1924-ben szédmoltak be eldszor komoly kajszipusztuldsrol
(Chabrolin, 1924). A betegséget 1965-ben nevezték el kajszi levélsodrodas betegségnek (ECA,
enroulement chlorotique de [’abricotier’, ACLR ‘apricot chlorotic leafroll’,) (Morvan ¢és Castelain,
1965). Morvan ¢és munkatdrsai (1973) mikoplazmakhoz hasonld szervezeteket figyeltek meg
elektronmikroszkdp segitségével fertézott kajszik hancsszovetében. Ennek ellenére a kajszik
pusztulasat az 1970-es években még gomba és baktérium korokozokkal hoztak Osszefiiggésbe
(Klement, 1977), napjainkra a molekularis diagnosztika elterjedésével azonban vildgossa valt, hogy
a pusztuldsok hatterében a fitoplazmék allnak, mig az egyéb- gomba, illetve baktérium- kérokozok
csak masodlagos szerepet jatszanak a betegség kialakuldsdban (Siile, 2012a, b). A betegség a
Prunus fajokon megjelend tiineteket okozo, genetikailag nagyon hasonl6 fitoplazmak utan az ESFY
elnevezést kapta (Lorenz et al., 1994). Napjainkra mar valoszinlisithetden a betegség mindazon
europai teriileteken jelen van, ahol csonthéjasokat termesztenek, beleértve az Eurdpan kiviil esd
mediterran térséget is (Seemiiller és Foster, 1995, Jarausch et al., 2000; Danet et al., 2007). Eurépan
kiviil eldszor Torokorszagbol jelentették az ezredfordulon, amikor tobb Prunus fajt is leirtak
gazdanovénykeént (Jarausch et al., 2001). Eurdpa déli vidékérdl ezidaig nem jelentették a betegség
fellépését, ami a vektor kedvelt gazdandvényeinek hidnyaval magyarazhatd (Steffek et al., 2012).
Az Egyesiilt Allamokban egy masik fitoplazma csoport (X disease) karositja a csonthéjasokat
(Pénzes et al., 2003).

Magyarorszagon Siile és munkatarsai 1992-ben figyelték meg el0szor (nem kozolt adat), habar a
jellegzetes tiinetekre mar a XX. szdzad elején is felhivtdk a figyelmet (Schilberszky, 1913). Késébb
a fak tdmeges pusztulasanak vizsgalata sordn a fitoplazmas betegségre jellemzo6 tiineteket mutatod
fakbol 'Ca. P. prunorum' jelenlétét igazoltak molekularis modszerekkel (Siile ef al., 1997; Viczian et
al., 1997). Jelenleg hazankban a legfobb kajszitermesztd korzeteket is veszélyeztetd korokozoként
tartjuk szdmon, a legnagyobb gondot Budapest térségében, Pest, Fejér, Somogy, Borsod-Abatj-
Zemplén és Bacs-Kiskun megyékben okozza. A gonci kajszitermesztd korzetben nagy aranyban
pusztuld kajszik korokozodjanak molekuldris azonositdsa soran szintén a 'Ca. P. prunorum'

fitoplazmat sikertilt azonositani (Tarcali et al., 2014).
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2.8.3.2. A korokozo taxonémiaja

A 16S rDNS analizise alapjan a korokozo, a 'Ca. P. prunorum' (Seemdiller and Schneider, 2004), is a
16SrX csoportba tartozik, mint az alma sepriisddés (AP), korte leromlés (PD), vagy az dszibarack
sargulasos levélsodrodasa (PYLR) (Schneider és Seemiiller, 1994b; Seemiiller et al., 1994;
Seemiiller ef al., 1998; IRPCM, 2004). Molekularis vizsgélatok (Southern blot hibridizacio, RFLP,
riboszomalis és nem riboszomalis DNS PCR termékeinek szekvencia analizise) ravilagitottak, hogy
genetikai tulajdonsagait tekintve a 'Ca. P. prunorum' Eurdpa szerte igen homogén mikroorganizmus.
(Ahrens et al., 1993; Lorenz et al., 1994; Kison et al., 1997; Jarausch et al., 1998, 2000; Seemiiller
et al., 1998; Seemiiller and Schneider, 2004). Azonban a korokozdénak tobb olyan torzse is ismert,
amelyek eltérd virulenciaval rendelkeznek (Kison és Seemiiller, 2001). A tiinetek valtozékonysaga

feltehetden valamilyen gazdandvény-patogén kolesonhatastol fiigg (Jarausch et al., 2000).

2.8.3.3. Tiinetek

A tiinetek a fa szinte minden részén jelentkeznek. Fiatal fak esetében a korokozd szisztemikusan
fertdzi az egész fat. A viragok torzulnak, az egészséges fakra jellemzd 5 sziromlevél helyett 6-8
sziromlevél is megjelenhet. A fiatal levelek kupszeriien a szintik felé kanalasodnak. Egyes agak,
vagy az egész fa lombozata hirtelen sargulni kezd, de bizonyos esetekben ez a sargulds nem
jelentkezik, a levelek haragoszdldek, merevek, torékenyek lesznek. A fa kérgét lehantva a
hancsszovet narancssargas elszinezddése, barnulasa tapasztalhat6. A korokozo korben elpusztitja a
hancsszovetet, s ez vezet a fa hirtelen, gutaiitésszerli elhalasahoz. A fitoplazmas pusztulas soran
nem figyelhetd meg mézgaképzddés. 1ddsebb fak esetében a fertdzddés altaldban eldszor csak a fa
egyes again kovetkezik be, és azok pusztulnak el, de a kérokozd tovéabbterjed a ndvény tobbi
részébe, és bekovetkezik a teljes pusztulas. Enyhébb teleken megfigyelhetd a fertézott fak kihajtasa,
viragzasa. A jellemz0 tiinetek legintenzivebben kora tavasszal virdgzas elott, valamint nyar végeén
mutatkoznak: gyakori a rovidhajtasokon taldlhatd kezdetleges riigyek burjanzasa és a viragnyilas az
1dds fas részeken. A fertézés a megbetegedett fa koriil korkorosen terjed tovabb, s ezt a fak ilyen
iranyu pusztulasa is jol jelzi (Carraro ef al., 1998, Mergenthaler et al., 2014).

A fitoplazma 06sszel a korokozd a gyokerekbe huzodik vissza és ott telel at. Tavasszal az 1j
hancsszovetek képzddésekor megindul a fitoplazmak felfelé terjedése. Ez viszonylag lassu folyamat
(3-20 mm/nap), és a fa teljes kolonizacidja nyar végére, 6sz elejére kovetkezik be. Az eddigi
ismeretek alapjan az elsdé tiinetek Uj iiltetvényekben altalaban a 3.-4. évtdl figyelhetok meg
(Marcone et al., 2010).

A korokozé természetes koriilmények kozott kizardlag a Prunus nemzetség fajait fertézi. Olyan
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betegségek kivaltasdban is szerepe van, mint a kajszi (Prunus armeniaca L.) klorotikus
levélsodrédasa, a japanszilva (P. salicina Lindl) leptonekrozisa, az Oszibarack (P. persica (L.)
Batsch), nemes szilva (P. domestica L.), mandula (P. dulcis (Mill.) D.A.Webb) ¢€s japancseresznye
(P. serrulata Lindl.) sarguldsa és leromlasa. A korokozé a legstlyosabb karokat kajszin, valamint
japanszilvan okozza, ahol a fert6zési arany akar a fogékony alanyok 50%-at is érintheti (Marcone et

al., 2010).

2.8.3.4. A korokozo6 terjedése

Az 'Ca. P. prunorum' terjedése alapvetden kétféle modon torténhet, fertdzott szaporitdanyaggal,
illetve rovarvektorok utjan. A korokozd vektora a szilvalevélbolha (Cacopsylla pruni Scopoli)
(Carraro et al., 1998; Jarausch et al., 1999; Carraro et al., 2001; Weintraub and Beanland, 2006;
Fialova et al., 2007). A rovar magyarorszagi elterjedésével kapcsolatban nincsenek pontos adatok,
de a legtobb kajszitermesztd korzetbdl mar jelentették (Vas, Somogy, Pest, Borsod-Abatj-Zemplén
megyék). Begylijtése azonban nehézkes, leginkdbb mirobaldnon fordul eld, amit sok esetben
hasznalnak alanyként a kajszitermesztésben. A szilvalevélbolha tiilevelii fajokon telel at imago
formajaban. Az attelel6 nemzedék a tél folyaman is megérzi fert6zOképességét, igy a kora tavasszal

visszateleplild egyedek is képesek a fitoplazma 4tadasara (Kiss et al., 2015).

2.9. Védekezési lehetoségek a fitoplazmas betegségek ellen

Napjainkban még nem ismert olyan ndvényvédelmi megoldéds, amellyel a mar fitoplazmaval
fert6zott fak gyogyithatok.

Az 1990-es évek elején antibiotikumos kezelésekkel probaltdk visszaszoritani a korokozot.
Tetraciklin szarmazékokkal biztatd kisérleti eredmények sziilettek, mind szabadf6ldon, mind in
vitro korlilmények kozott (Davies és Clark, 1994). A kezelés megsziintetésével azonban a
fitoplazmék ujra szaporodasnak indultak, ez a lehet0ség tehat csak atmeneti megoldast nyujtott,
gyakorlati alkalmazasra nem volt alkalmas. A tetraciklinek alkalmazisat azonban betiltottak a
humangyodgyaszatban betoltott szerepilk miatt. Kuroli 1970-ben ¢és Douglas 1993-ban
penicillinszarmazékokkal kisérletezett, eredményteleniil.

A hokezelést (30-37°C-os vizfiirdds kezelés, tobb héten, honapon 4t), mint a vegetativ részek
fitoplazmdktol valé mentesitésének lehetdéségét a mai napig alkalmazzdk szaporitéanyag-
anyatelepeken (Salazar ¢és Javasinghe, 2001). A kezeléssel kapcsolatosan felmeriil a vegetativ
novényi részek életképességbeli csokkenésének kockézata, ez az oka annak, hogy napjainkban

kevés helyen alkalmazzak ezt a mentesitési eljarast.
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Virusmentesitési eljarasok kozott elterjedt az in vitro hajtascsticstenyészetek létrehozéasa, ¢és
melegvizes, vagy kemoterapias kezelése (Sanchez et al., 1991; Faccioli, 2001; Faccioli és
Colalongo, 2002), illetve az in vitro oltassal (micrografting) valé mentesités is (Cupidi és Barba,
1993).

Fitoplazma mentes novényanyag eldallitdsara rendelkezésiinkre allnak olyan moédszerek is, mint az
in vitro hajtascsucstenyészet (Sears és Klomparens, 1989), kallusztenyészet (Mollers és Sarkar,
1989), és hajtastenyészet (Dai ef al., 1997). Az in vitro mentesités hatranya a rendkiviil hosszu és
koriilményes nevelési 1d0, valamint az egyéb korokozokkal vald fertézodés veszélye.
Fitoplazma-mentesitésre sz616 esetében alkalmaznak meleg vizes kezelést (Bianco et al., 2000), de
a novény érzékenysége miatt az eljaras igen kockazatos. Chalak et al. (2005) kiilonb6z6 in vitro
technikakkal (in vitro tenyészet szarbol hdkezeléssel és anélkiil, antibiotikumos kezeléssel
kiilonb6z6 koncentracidban, hajtadscsticstenyészet hdkezeléssel és anélkill, in vitro oltas)
kisérleteztek mandulan 'Candidatus Phytoplasma phoenicium' eliminalasara. Arra a kdvetkeztetésre
jutottak, hogy a tenyészetekbdl nem volt kimutathat6 a fitoplazma, azonban kérdéses, hogy valoban
mentessé valtak-e, vagy pedig fenndll a visszafert6z0dés kockédzata. Ezeken tul a kiilonb6zd
technikdk a ndvény fizioldgiai allapotat is jelentdsen rontottak.

Megfigyelték, hogy a fitoplazmas megbetegedések sokkal gyakrabban fordulnak el elhanyagolt
veteményesekben €s gyiimolesdsokben, mint apolt teriileteken, iiltetvényekben. (Viczian et al.,
1998a). Ennek okai a kétéves és éveld rezervoar gyomok jelenléte, valamint a vektorok szabad
jelenléte lehetnek (Viczian et al., 1998b).

Megoldast nytjthat egyes fajok esetében rezisztens fajtdk nemesitése. Az almat fert6zd 'Ca. P. mali'
visszaszoritdsa érdekében tett intézkedésekkel kapcsolatban Bisognin és munkatarsai (2008) a
legigéretesebbnek a rezisztens almaalanyok hasznalatat vélik, ami a fitoplazma kolonizaciojanak
évszakonkénti valtozasa kovetkeztében (télen kizardlag a gyokérben talalhato meg a korokozo)
megeldzheti a betegség kialakulasat.

A fent emlitett kezelések azonban csak atmeneti megoldast nyujtanak, iparszerd, gyakorlati
alkalmazasra nem alkalmasak. Ezért a hangstulyt a megeldzésre és a terjedés megakadalyozasara
kell fektetni, valamint kiilonos figyelemmel kell alkalmazni az integralt ndvényvédelmi eljarasokat,
tovabba engedhetetlen az ellendrzott, egészséges szaporitdanyag hasznalata (Viczidn ef al., 1998b;

Siile, 2012b, 2014; Kiss et al., 2014).

2.9.1. Fitoplazma-fertozott fak tilnetmentes kigyogyulasa (recovery)
Bizonyos gylimolcsfak esetében megfigyeltek olyan eseteket, melynek sordn egyes, természetes

uton fitoplazmaval fert6z6dott fak, amelyek erds, jellegzetes tiineteket mutattak, a megfigyelést
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kovetd években nem mutattdk a jellegzetes tiineteket. Alma, és szOl6 esetében is eléfordult ilyen
tipusu spontan “kigyogyulds”, amely a tiinetek megsziinésében mutatkozik meg. Ennek oka pedig
az lehet, hogy az adott novény fold feletti részébdl eltlinik a korokoz6 (Carraro et al., 2004).
Musetti és munkatarsai (2004, 2005) mind alma, mind sz616 és kajszi esetében kimutattak, hogy a
fitoplazmak altal okozott tiinetekbdl valo kigyogyulas a floém szovetekben lokalizalt hidrogén-
peroxid felhalmozodasaval hozhatdé Osszefiiggésbe. Musetti €s munkatarsai (2007) arra is
ramutatott, hogy a kigyogyult széloben kialakuld hosszutavi, szovetspecifikus hidrogén-peroxid
felhalmozodas nem csupan a korokozd mennyiségét csokkentheti, hanem a tovabbi fert6zéseket is
megelézheti. A sz6ldlevél plazmolemmaban megndvekedett mennyiségii hidrogén-peroxid mellett
alacsony katalaz és aszkorbat-peroxidaz szintet mértek az egészséges, illetve a beteg novényhez
képest. A kigyogyulds mechanizmusa molekularis €és biokémiai szinten még nem tisztazott

(Marcone et al., 2010).

2.9.2. A keresztvédettség, mint lehetséges védekezési eljaras

Bizonyos fitoplazma fertdzések esetében megfigyelték, hogy a megfertdzodést kovetd elsd évek
utan a jelentkezd tiinetek intenzitasa csokken, akér teljesen meg is sziinhetnek révidebb-hosszabb
iddre. Ezt kovetden ismét visszatérhetnek sulyos tiinetek formdjaban (Seemiiller er al., 1984;
Carraro et al., 2004). Ez a jelenség foként a 'Ca. P. mali' fertézésekor tapasztalhato, amellyel
kapcsolatban kimutattak, hogy eltérd virulenciaval rendelkezd torzsek egylittesen is jelen lehetnek a
novényben, ezzel okozva a bekdvetkezd ingadozast a tlinetek megjelenésében (Seemiiller et al.,
2010). A kiilonboz6 torzsek kozott fellépd antagonizmusnak kdszonhetden elképzelhetd, hogy az
eredetileg virulens torzs kismértékben, vagy teljesen visszaszorul (Seemiiller et al., 1984; Seemiiller
etal., 2011).

A virusok kozott jelentkezd keresztvédettség jelenségével szamos korabbi leirasban is
talalkozhatunk (Kunkel, 1955; Valenta, 1959a, b; Morvan és Castelain 1982; Castelain et al., 1997),
de fitoplazmék -amelyeket akkor még virusoknak véltek- kozott fellépd antagonista hatédssal
kapcsolatban is talalhatok feljegyzések mar a mult szazad kozepe oOta. Valenta (1959a) AY torzsek
kozott fellépd antagonista hatdsrol irt. Kunkel (1955) és Freitag (1964) a megjelend tiinetek alapjan
feltételezett kolcsonds gatld hatast 'Ca. P. asteris rokon torzsei kozott. Keresztfertdzéses
kisérletiikben az elsének oltott fitoplazma altalaban gatolta a kihivé szaporodéasat, amelyet 1-2
héttel késObb oltottak rd. Morvan és Castelain (1982) fogalmaztadk meg eldszor a keresztvédettség
(immunizalas) gatolhatja egy, altalaban kozeli rokonsagban allo virulens torzs altal okozott tiinetek

kifejlédését. Castelain €s munkatarsai (1997) az ESFY-vel szembeni keresztvédettség lehetdségeit

34



vizsgalva gy talaltdk, hogy az "immunizalo faktor" hosszu éveken 4t stabil marad, és konnyen
atvihetd egy masik kajszi szovetébe oltassal, ahol szintén mikddoképessé valik.

Megfigyelték, hogy azok a ndvények, amelyek egyféle virust mar tartalmaznak, altalaban
védettséget mutatnak mas, kozeli rokonsagban allo virussal szemben, tavoli rokonsagban allo
virussal szemben azonban nem védettek. Azonban ez a védettség valtozékonysagot mutathat kozeli
rokonsagi kapcsolatban all6 virusok kozott. Kunkel (1955) kisérletei alapjan két amerikai AY torzs
gatlo hatassal lehet egymasra a kisérleti névényekben. Megfigyelték, hogy a gatlo hatds egymassal
szemben nem csupan novényekben, hanem a rovarvektorban is érvényesiil (Maramorosch, 1958).
Kunkel (1955) felvetése szerint a keresztvédettség mechanizmusa a rokon torzsek azonos
taplalékigényén alapul, mely szerint az els6ként jelen levo fitoplazma elfogyasztja a kdvetkezd eldl
az annak szaporodasdhoz ¢és fennmaradasadhoz sziikséges tapanyagot. Ez a gondolat azt feltételezi,
hogy a tavoli rokonsagban all6 torzsek mas tdpanyagot igényelnek a szaporodashoz. Nem tisztazott,
hogy a n6vény honnan szerzi az immunitést: a kdrokoz6 altali korabbi fertdzésbol, vagy a jelenlegi,
ill. korabbi fertdzésbol, amit egy, a koérokozd kozeli rokona okozott. Ennek értelmében a
tapasztalatai alapjan egy bizonyos virus altal fertdzott novény altalanosan védett a korokozo kozeli
rokonaval szemben, de a tavolabbi rokonaval szemben nem.

A keresztvédettségi reakcio helyi, vagy részleges, illetve teljes formaban jelentkezhet. A reakcid a
fertézéssel szemben a védekezést €s a fertdzés utani elterjedés elleni védelmet foglalja magaba
specifikus és hatékony moddon. Bizonyos kisérletek reménykelté eredményeket adtak, mivel az
immunizalt ndvényeken a fertézést kovetden csak legfeljebb enyhe tiinetek jelentek meg, mig a
védtelen, nem immunizalt névények elpusztultak (Castelain et al., 1997; Marcone et al., 2010;
Schneider et al., 2014). A molekuldris modszerek térnyerésével lehetdvé valt a fitoplazmak
novényen beliili el6fordulasanak pontos kimutatasa, ezaltal a gatldo hatds nyomon kovetése. Annak
ellenére, hogy a keresztvédettség jelensége régdta ismert, a mai napig nem sziiletett helytallo
elmélet a mechanizmust illeten.

Schneider és munkatarsai (2014) molekularis modszerekkel igazoltak, hogy a 'Ca. P. mali' 1/93
avirulens torzzsel indukalt keresztvédettség sordn nem csupéan a tiinetek kifejezddése gatlodik,
hanem a virulens torzs mennyisége is a kimutathatosagi szint ald csokken. Seemiiller és Schneider
(2007) a 'Ca. P. mali' szamos torzsének osztalyozasat végezte el azok fertdzoképessége alapjan, és
tovabbi vizsgalatok soran igazoltak, hogy koziililk néhany nem csupan avirulens, hanem antagonista
hatassal is birhat. Schneider és munkatarsai (2014) tobbéves szabadfoldi és laboratériumi kisérlet
soran igazoltdk, hogy a 'Ca. P. mali' 1/93 avirulens torzse eléfertdzés esetén képes teljesen
visszaszoritani a rokon 'Ca. P. mali' AT virulens torzset kisérleti koriilmények kozott. A szerzok a

'Ca. P. mali' 1/93 torzset vizsgalva azt figyelték meg, hogy mind AT, mint ESFY, mint PD t6rzsek
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ellen a gatldo hatds abban az esetben a leghatékonyabb, ha a névényt immunizaljuk az avirulens
torzzsel. Kisérleti tapasztalatok alapjan kideriilt, hogy az antagonista torzs alacsony mennyiségben
val6 jelenléte nem elegendd ahhoz, hogy a virulens torzset visszaszoritsa.

ESFY fertzott iiltetvényekben Franciaorszagban és Olaszorszdgban olyan hipovirulens, oltdssal
atvihetd torzseket taldltak, amelyek immunizal6 hatassal rendelkeztek (Morvan et al., 1986, 1991;
Cornaggia et al., 1995; Ermacora et al., 2010). A 'Ca. P. prunorum' izoldtumok virulenciabeli
eltérései 1s megemlitésre keriiltek (Cornaggia et al., 1995; Kison és Seemiiller, 2001). Ermacora ¢és
munkatarsai (2010) 'Ca. P. prunorum' hipovirulens torzsek azonositasat végezték el szabadfoldi
kajszi tltetvényekben, ahol hipovirulens torzsek keresztvédettségre vald felhasznalhatosagat
tesztelték. Igazoltak, hogy az aszimptomatikus jelenség gazdandvényhez kotott. Osszefiiggés van az
enyhén virulens torzsek alacsony koncentracioban 1évd jelenléte és a tiinetmentesség kozott
kigyogyult fakban (hipovirulens torzsek), valamint megfigyelték a sulyos tiineteket indukélo
torzsek nagy koncentracioban vald jelenlétét tiinetmentes, de fertézott fakban (hipervirulens

torzsek) (Ermacora et al., 2010).
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3. ANYAG ES MODSZER

3.1. A vizsgalatok helye

A kisérletek egy részét Budapesten, a Magyar Tudomdnyos Akadémia Agrartudoményi
Kutatokézpont Novényvédelmi Intézetében allitottuk be és végeztiikk el, mig szamos vizsgalat
helyszine a németorszagi Julius Kiihn Institut volt, Dossenheimban. Az almdval kapcsolatos

kisérletek novényi anyaga a dossenheimi kutatointézet kisérleti iiltetvényében allt rendelkezésiinkre.

3.2. Felhasznalt anyagok

3.2.1. Fitoplazmacsoportok és torzsek

A kisérletekhez sziikséges fitoplazmacsoportokat és torzseket Dr. Erich Seemiiller (Julius Kiihn
Institut, Dossenheim, Németorszag) biztositotta szdmunkra. A fitoplazma torzseket Catharanthus
roseus L. (rézsameténg) ¢és Nicotiana occidentalis H.-M.Wheeler (kdzonséges dohany)
tesztnovényeken tartottuk fenn; egy résziiket a Novényvédelmi Intézet iiveghazaban, Budapesten, a
tobbit a dossenheimi kutatointézet klimatizalt iiveghazédban, Németorszagban.

A kisérletekben alkalmazott torzsek (1. tablazat) koziil az 1/93-as torzs avirulens, az AT, GSFY,
PDI1, STOL, AAY1 torzsek pedig virulensek.

1. tablazat. A kisérletek soran hasznalt fitoplazma torzsek és rendszertani besorolasuk

Izoldtum Betegség Korokozo Taxondmiai
csoport*

1/93 Alma sepriisodés 'Candidatus Phytoplasma mali' 16SrX
(apple proliferation, AP)

AT Alma sepriisodés 'Candidatus Phytoplasma mali' 16SrX
(apple proliferation, AP)

GSFY  Csonthéjasok eurdpai sarguldsa 'Candidatus Phytoplasma prunorum' 16SrX
(European stone fruit yellows,
ESFY)

PD1 Korte leromlés 'Candidatus Phytoplasma pyri' 16SrX
(Pear Decline, PD)

STOL Sztolbur 'Candidatus Phytoplasma solani' 16SrXII
(Stolbur, STOL)

AAY1  Oszirézsa sargulasa 'Candidatus Phytoplasma asteris' 16SrI

(Aster Yellows, AY)
*Seemiiller csoportositasa alapjan (1998)

3.2.2. Novényi mintak

A keresztvédettséggel kapcsolatos liveghazi kisérleteket rozsameténg (C. roseus) és dohany (V.
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occidentalis) tesztndovényeken hajtottuk végre. Az almén (Malus domestica Borkh. 'Golden
Delicious') végzett kisérletekhez a fertdzott ndvényeket polikarbonat hazban, illetve a dossenheimi

kutatointézet szabadfoldi kisérleti tiltetvényében neveltiik.

3.3. A fitoplazmak fenntartasa, a fert6zés menete

3.3.1. A fitoplazma torzsek fenntartasa iiveghazi korillmények kozott és a rozsameténg
fertozése

A korokozoét iiveghdzban rozsameténg és dohany tesztnovényeken tartottuk fenn. A tesztnovények
fertdzott hajtasait az allomany frissitése és megdérzése céljabol 6-8 havonta egészséges novényre
oltottuk at. Hagyomanyos €koltast alkalmaztunk, melynek soran a fert6zott novényrdl levalasztott
6-7 cm-es, kevés leveles, €k alakban vagott hajtascsucsot helyeztiilk az egészséges ndvényen ejtett
V7 alaki bemetszésbe. Az oltds helyét univerzalis lezard folidval rogzitettiik, majd a vagasi
feliiletek Osszeforradasaig, két hétig, paras kornyezetet biztositottunk a ndvény szdmara. A
novények az akklimatizacidt kovetden keriiltek végleges helyiikre az tiveghazban.

A fert6zott almafakrol a korokozot aranka (Cuscuta spp.) segitségével vittilk at rézsameténg (C.
roseus), valamint dohany (N. occidentalis) tesztndvényekre, amelyeket klimatizalt tiveghdzakban
tartottunk fenn. Az aranka hajtasait elsdként a fert6zott novényre tekertiik, majd két honap elteltével

az 0j hajtasokat az egészséges tesztnovényre vezettiik at.

3.3.2. Fitoplazmak in vitro fenntartasa

A fitoplazma torzsek fenntartdsat rozsameténgben és almaban in vitro koriilmények kozott is
folytattuk az allomany fertézésmentesen tartdsa céljabol. Ehhez a kiilonb6z6 fitoplazma torzsekkel
fertdzott, illetve egészséges novények hajtascsucsi részeérdl koriilbeliil 4 cm-es, levéltelen, de
riggyel rendelkezd darabokat valasztottunk le, majd 70%-os etanolba martottuk, végiil desztillalt
vizzel ledblitettiik. Ezutan 50-szeres higitdsu Clorox oldatban fertdtlenitettiik 10-15 perces lassu
razatassal. Ezt kdvetden a mintdkat 4-5 alkalommal 1-1 percig mostuk steril desztillalt vizzel. A
novénydarabokat steril sziirOpapiron leszaritottuk, majd hormontartalmu téptalajba allitottuk. A
tenyészeteket steril koriilmények kozott fényszobaban tartottuk 12 oras fotoperiodussal, éjjel 25°C,
nappal 28°C mellett. A tenyészeteket 10-15 naponta friss taptalajra helyeztiik. A gydkeresedésig
indol-vajsavat is adtunk a taptalajhoz, a gyokeresedést kovetden ezt elhagytuk, és a citokinin

mennyiségét noveltiik a hajtasfejlodés eldosegitésére.

Az in vitro nevelt novények fenntartdsdhoz hasznalt taptalaj dsszetétele:
Plant agar 500 mg
MS taptalaj* 490 mg
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NZ amin** 100 mg
szachar6z 3000 mg
desztillalt viz 100 ml

*Murashige és Skoog, 1962
**Sigma-Aldrich Co. St. Louis, USA

A sterilizalt taptalajhoz gyokeresités esetén 38 mg/ml indol-vajsavat, hajtasképzés esetén 3 mg/ml

kinetint adtunk. A taptalaj pH-jat 5,7-re éllitottuk be.

3.4. A fitoplazma torzsek virulenciajaval, és kolcsonhatasaikkal kapcsolatos kisérletek

3.4.1. Rozsameténg tesztnovények hajtasvastagsagaban bekovetkezo eltérések értékelése
kiilonbo6zo fitoplazma torzsekkel valo fertozés hatasara

Koriilbeliil fél éves, dugvanyrdl szaporitott rozsameténg novényekre kiilon-kiilon oltottunk 1/93
(1/93f1, 1/93id), AT (,,at”), PD1 (,,pd”), AAY1 (,,aay”), STOL (,,stol”) torzseket (1. tdblazat). Két
havi rendszerességgel mértiik ndvényenként 10-10 tiinetes hajtas 4&tmérdjét a hajtascstcshoz kozel,
valamint vizudlis uton megallapitottuk a tiinetek intenzitdsdnak mértékét a fertdzést kdvetd 6.
honaptol kezdve, egy 1/93-as (1/931d) torzzsel kezelt novényt pedig a fertézést kovetd 12. honaptol
kezdve mértiink. A mért adatok kiértekeléséhez PASW statisztikai programcsomagot (Allen és
Bennett, 2010). hasznaltuk, az 6sszehasonlitast egytényezds véletlen varianciaanalizissel végeztiik
el. A szorasok egyezdségét Levene's teszttel néztiik meg, az atlagok paronkénti dsszehasonlitasat

Post Hoc tesztben Tukey-probaval végeztiik el.

3.4.2. A kevert fertozésben szerepet jatszo fitoplazmak molekularis jellemzése

'Ca. P. mali'-val természetesen fert6z8dott, 10 évnél idésebb almafakrol szdrmazd hajtadsokkal
oltottunk egészséges almafikat, amelyeket azutdn tobb éven at figyelemmel kisértiink. A
mesterségesen megfertézott almafakat szabadfoldi kisérleti telepen, tovabba fiitetlen iiveghazban
tartottuk fenn a dossenheimi kutatointézet teriiletén. Jelen kisérletben a 'Ca. P. mali' 1/93 avirulens

¢és 17/93 enyhén virulens torzsekkel fertdzott fakat vizsgaltuk.

3.4.2.1. DNS kivonas

DNS izolalashoz és a tovabbi molekularis vizsgalatok elvégzéséhez kortilbeliil 0,5 g ndvényi mintat
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hasznaltunk fel. A rézsameténg levelének fOerét, gyokerét, a dohany levelének féerét, illetve a
szaranak hancsszovetét, mig az almafa gyoOkerének, illetve az adott évi, ceruzavastagsagu

hajtasanak hancsszdveti részét, esetenként a levélnyelet dolgoztuk fel.

DNS izoldlasdhoz a “Doyle and Doyle’-féle (Doyle ¢és Doyle, 1990) tisztitdsi modszert

alkalmaztuk.

“Doyle and Doyle” kivondoldat:

12,5 g CTAB (cetil-trimetil-ammoénium-bromid)
140 ml 5 M NacCl (40,98 g)
20 ml 0,5 M EDTA (3,72 g)
50 ml 1 M TRIS (tris-hidroximetil-aminometéan) (pH 8) (6,05 g)
5 g PVP-40 (polivinil-polipirrolidon)
Desztillalt vizzel 500 ml-re kiegészitettiik, a pH-t 8,0-ra allitottuk be. Kozvetlentil felhasznalas eldtt

az oldathoz B-merkapto-etanolt (1 ml/500 ml) vagy natrium-biszulfitot (10 mg/ml) adtunk.

.Low TE” oldat:
10 mM Tris-HC1
0,1 mM EDTA
pH 8,0

A DNS kivonds menete:

e A novény feldolgozandd részébdl 0,5 g-ot dorzsmozsarba tettiink. Ehhez 1 ml, 60°C-os
vizflirdében felmelegitett kivond oldatot adtunk, majd eldorzsoltiik.

¢ A homogenizatumokat 2 ml-es Eppendorf csébe attoltottiik, majd 30 percen keresztiil 60°C-
os vizflirdében inkubaltuk.

o A tormeléket 5 percen at 12000 rpm-mes centrifugalassal tlepitettilk, majd a feliiliszot
tiszta Eppendorf csdvekbe toltottiik at.

e 1:1 aranyban kloroform-izoamil alkohol (24:1) keverékét adtunk hozza, és az elegyet
Osszeforgattuk, majd 5 percen at 8000 rpm-en iilepitettiik.

e A fels6 fazist Ovatosan tiszta Eppendorf csObe pipettaztuk. A DNS-t 2:3 ardnyu
izopropanollal kicsaptuk. Alapos Osszerazast kovetden 5 percen keresztiill 12000 rpm-en,
4°C-on centrifugéléssal iilepitettiik.

o A pelletként kicsapddott DNS-t megtartottuk, a feliiliszot ledntottiik. Az tiledéket kb. 200 pl
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70%-o0s etanollal mostuk, és 5 percig 12000 rpm-en 4°C-on centrifugéltuk.

e A felesleges etanolt ledntottiik, a pelletet beszaritottuk, majd 50 pl steril desztillalt vizben,
vagy 50 ul ,,Low TE” oldatban visszaoldottuk.

e A DNS oldatot -20°C-on taroltuk.

3.4.2.2. Az izolalt fitoplazma torzsek egyes génszakaszainak felszaporitasa polimeraz
lancreakcioval (PCR, Polimerase Chain Reaction)

Kevert fertdzés vizsgalatanal a AfIB gén 528 bp hosszusagut ATP00464-es szakaszat az AP
specifikus fHfIB3 1/rHfIB_3 (Jarausch ef al., 1994) inditoszekvencia-parokkal, mig az imp gén egy
szakaszat a szintén AP specifikus f318B seq/r318B_seq (Kube et al., 2008) parok alkalmazasaval
szaporitottuk fel (2. tablazat).

2. tablazat: A fitoplazma torzsek PCR-es kimutatdsa soran alkalmazott inditoszekvencidk

Inditoszekvencia Cél Szekvencia (5' — 3') Reakcié paraméterek
neve és iranya DNS

denaturacio: 95°C-3 min
felszaporitas (35 ciklus):
thflB3 1 hIB gén TTCTAGCTATTCATCGTGAA 95°C-1 min, 48°C-1 min,
66°C-1 min
befejezés: 66°C-5 min

rhflB3 hfIB gén CGGCGCGATTAGTAGCTCC
denaturacio: 95°C-3 min
felszaporitas (35 ciklus):
f318B seq imp gén GGACTTATGGAACGAAATCAACAAA 95°C-1 min, 52°C-1 min,
66°C-1 min
befejezés: 66°C-5 min
r318B_seq imp gén AAGCTTTTATTTCAAATCTAAAGCAG

A polimerdz lancreakcié mintanként 25 pl reakcidelegyben zajlott. Az elegy a kovetkezdket
tartalmazta: 10x Puffer (Fermentas), dNTP-k (10 puM egyenként), 5-5 pmol mindkét
inditészekvencidbol, desztillalt viz, 0,6 U Taq Polimeraz enzim (Fermentas, Invitrogen). A reakcid
koriilményeit a 2. tablazat tartalmazza. A negativ kontroll templatjaként steril desztillalt vizet

hasznaltunk. Az elegyhez 1 pl-t adtunk a minta DNS-b6l templatként. A PCR reakciokhoz
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Németorszagban Stratagene Robocycler 40 PCR Machine késziiléket, Magyarorszagon MJ
Research PCT-200 Thermal Cycler késziiléket hasznaltunk. A reakcio kiértékeléséhez a PCR
termékeket GelRed-et tartalmazo 1%-os agardz gélben futtattuk meg, 25 percen keresztiil 100V-os
fesziiltség mellett, majd a mintdzatot UV fényben tettiik lathatova.

3.4.2.3. Egyszalu konformacios polimorfizmus vizsgalat (SSCP, Single Strand Conformation
Polimorphism)

A mintak elékészitése és futtatasa poliakrilamid gélben

Egy mintan beliili tobb fitoplazma torzs variabilitdsat egyszali konformacids polimorfizmus
(SSCP) elemzéssel vizsgaltuk, amely alkalmas két torzs nukleotid sorrendjében megtalalhato kis
kiilonbségek detektalasara is. Az elézdekben elvégzett PCR soran kapott amplifikacios termékekbdl
5 pl-t hasznaltunk fel, melyhez 15 pl denaturdciés puffert kevertiink, 10 percen keresztiil 95°C-on
inkubaltuk, majd jégen hirtelen lehiitottiik. A denaturalt termékbdl a DNS koncentraciotol fliggden
mintanként 3-8 pl-t vittlink fel a 10%-os poliakrilamid gél zsebeibe. Az elvalasztas gél-
elektroforézissel, 1 x TBE pufferben zajlott 4°C-on alland6 200 V-os fesziiltség mellett, koriilbeliil 6

oran keresztiil. A keletkezett mintazatot eziistfestési eljarassal tettiik lathatova (Igloi, 1983).

Denaturalashoz hasznalt SSCP puffer 6sszetételt (50 ml): 48 ml formamide (99%)
2 ml Na,EDTA (0,5 M)
0,025 g xylene cyanole
0,025 g bromfenolkék

10%-o0s poliakrilamid gél dsszetétele (20 ml, 4 gélhez): 5,0 ml akrilamid metilén-bisz-akrilamid
(40%) (29:1 oldat)
13 ml desztillalt viz
2,0 ml 10x TBE
150 pl ammoénium-perszulfat (10%)
25 ul TEMED
50 pl bromfelonkék

10x TBE puffer (1 1): 108 g TrisHCI
55 g HsBO;
40 ml Na,EDTA (0,5 M)
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Az eziistfestés menete (Lee et al., 2006):

e Az clvalasztas befejeztével szétszereltik a futtatotalcat, majd a gélrdl Ovatosan
levalasztottuk az els6, majd a hatso iiveglapot. A gélt az egyik sarkdban megjeloltiik, majd
egy talcaba helyeztiik.

e 100 ml 10%-os ecetsav hozzdadasaval folyamatos enyhe razatassal 20 percig denaturaltuk.

e Ezt kovetden a gélt haromszor Oblitettiik at alaposan desztillalt vizzel. A vizet minden
oblités utan ovatosan ledntottiik.

e Ezutan enyhe rdzatds kozben a gélt 3 percen keresztiil 100 ml 1%-o0s salétromsavban
aztattuk.

o A gélt ismét haromszor Oblitettiik 4t desztillalt vizzel. Az oblitéseket kovetden a vizet
Ovatosan ledntottiik.

e A gélt enyhe mozgatas kdzben 30 percen keresztiil 100 ml eziistnitrat oldatban inkubaltuk.
e 30 perc elteltével a gélt alaposan atoblitettiik.
e A gélre 100 ml natriumkarbonat oldatot ontottiink, €s figyeltiik a mintazat megjelenését.

¢ A mintdzat megjelenését kdvetden a reakciot 100 ml 5%-os ecetsav hozzaadasaval

leallitottuk.

Eziistnitrat oldat: 100 mg eziistnitrat (AgNOs)
150 pl formaldehid (37%)
100 ml desztillalt viz

Néatriumkarbonat oldat: 3 g natriumkarbonat (Na,COs)
150 pl formaldehid (37%)
4 pl natrium-tioszulfat (Na,S,03) (200 mg/ml)
100 ml desztillalt viz

3.4.2.4. Az 1/93 izolatum torzseinek elkiilonitése valosidejii PCR-rel

A kevert fitoplazma fertdzés kimutatdsa multiplex valosideji lancreakcid soran tortént Bio-Rad
iCyclers 1Q gépben. A templat amplifikacidjadhoz az thflB-RT/rhflB-RT1 (Schneider és Seemiiller,
2009) inditészekvencia-part hasznaltuk (3. téblazat). Az 1/93-as izolatum két torzsének
elkiilonitésére specifikusan tervezett Cy5-jelolt, valamint FAM-jelolt TagMan probakat
alkalmaztunk. A rézsameténget kolonizald torzset Cy5-jelolt (5'-

CTAGGTGGTAAAAGAGGTGGT-3"), a  dohdnyt fert6z6  torzset FAM-jelolt (5'-
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TTAGGTGGTCGAAGAGGAGGA-3") probaval detektaltuk (Seemiiller er al., 2010). A PCR
reakcioelegy a kovetkezoket tartalmazta 50ul-es végtérfogatban: 2,5 U Taq polimerdz enzim
(Amplicon), Ix puffer 3 mM MgCl-vel (Amplicon), 0,2 mM dNTP-k, 0,4 uM mindkét
inditészekvenciabol, 0,2 uM mindkét probabol, 1 ul DNS templat.

A valdsideji PCR soran a mintdinkat ismétlésekkel végeztiik. A kiértékelésnél azt a Ct értéket

vettiik figyelembe, amelynél az egyes mintak el6szor adtak mérhetd fluoreszcens szignalt.

3. tablazat: Fitoplazma torzsek valdsidejii PCR-rel torténd elkiilonitésére alkalmazott

inditoészekvenciak

Inditészekvencia Cél Szekvencia (5' — 3") Reakcié paraméterek
neve és iranya DNS

denaturacio: 95°C-5 min
thflB-RT hfIB gén AAATTAAATGCTCCTTGTGTGTT felszaporitas (40 ciklus):

95°C-30 sec, 55°C-30 sec

thflB-RT-1 hflB gén ATCACAATAATACCTTGAGATGG

3.4.2.5. Klonozas, SSCP, szekvenalas

Kevert fertézés vizsgalatandl azon mintakat, amelyek egyrészt komplex SSCP profilt mutattak,
masrészt valosidejii PCR sordn is igazolodott tobb torzs egylittes jelenléte, tovabbi molekularis
elemzéseknek vetettiik ala.

A kivalasztott mintak megfeleld6 DNS szakaszanak felszaporitasat kovetden a felszaporitott AfIB és
imp gén fragmentumokat pGEM-T Easy vektorba (Promega, Madison, WI) ligaltuk, majd ezt a
konstrukciot hasznaltuk fel Escherichia coli XL1 Blue kompetens sejtek (Stratagene, La Jolla, CA)
transzformalasahoz. Kolénia PCR soran az fHfIB3 1/rHfIB3, illetve a f318B seq/r318B seq
inditészekvencia-parok felhasznéalasaval szaporitottuk fel az inszertet tartalmazdé rekombinans
plazmidokat a kordbban alkalmazott paraméterek mellett. A kapott PCR termékbdl 7-15 darabot
ismét SSCP analizisnek vetettilk ald. Az SSCP mintdzatok alapjan kivalasztott klénokat LB
taptalajon felszaporitottuk. A rekombindns plazmid DNS-t Plasmid Miniprep KIT (Qiagen, Hilden,
Germany) segitségével tisztitottuk ki a gyartdo altal megadott protokoll alapjan. A klonozott
inszertek M 13 klonozo primer segitségével keriiltek szekvenalasra Gottingenben, Németorszagban.
A PCR termékek szekvenalasdhoz az fHfIB3 1/rHfIB3, illetve a f318B seq/r318B seq

inditdészekvencidkat hasznaltuk.
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Ligalas, klonozas, transzformalas

Ligalasi reakcio: 5 ul 2x Rapid Ligation Buffer
0,5 ul pGEM-T Easy Vector
3,5 ul PCR termék
1 ul TADNA Ligase
10 pl

e A ligalashoz az elegyet a gyartd (Promega) utasitdsait kovetve dsszemértiik, hozzaadtuk a
PCR terméket, majd egy oran &t szobahOmérsékleten tartottuk. Ezutan az elegyet egy
¢jszakan at +4°C-on ligaltuk.

e A kovetkezd napon a ligdtumokbol 10 pl-nyi mennyiséget steril szlirOpapirra cseppentve
haromnegyed oran at hiitészekrényben sotalanitottuk.

¢ Transzformalashoz a -80°C-on tarolt kompetens sejteket (XL-Blue) jégen kiolvasztottuk,
majd hozzdadtuk a sotalanitott ligaitumhoz. A sejteket 2,5 kV-n transzformaltuk. Az
elektroporaciot kovetden az elegyhez 500 upl SOC folyékony téptalajt adtunk,
szuszpenzaltuk, és 15 ml-es milanyag csébe toltottiik at. Vizszintes rdzatassal 37°C-on egy
oran keresztiil szaporitottuk a sejteket.

e Azelegybdl 5 ul, 20 pl, valamint 100 pl-nyi mennyiséget kentiink ki ampicillint (250 pl/500
ml), IPTG-t (80 ul/500 ml) és X-Gal-t (750 ul/500 ml) tartalmaz6 LB taptalajra, majd egy
¢jszakan at 37°C-on sotétben inkubaltuk.

® A masnapra kifejlodott kék, illetve fehér szinli kolonidk koziil a fehérekbdl mintanként 10-
15 darabot valasztottunk ki, melyekbdl egy pipettahegynyi mennyiséget PCR soran
felszaporitottunk. A PCR koriilményei az eredeti PCR-rel megegyeztek. Az igy
felszaporitott klonokat 1%-os agar6z gélben torténd futtatassal ellendriztiik.

e A pozitiv eredményt adé PCR termékek koziil kivalasztottunk 7-15 darabot, és ezeket SSCP
analizisnek vetettiik ald. Az egyes mintdkon beliil az SSCP gében eltérd mintazatot mutato
klonokbdl 1-1 darabot felszaporitottunk. A felszaporitdshoz 30 ml folyékony LB taptalajba
tettiink 15 pl ampicillint, majd ennek 3-3 ml-éhez adtunk egy pipettahegyni mennyiséget a
kivalaszott kolonidkbol. 16 6ras, 37°C-on torténd intenziv (200 rpm) razatast kovetden a
plazmidokat Plasmid Miniprep KIT (Qiagen) segitségével tisztitottuk a gyart6d utasitasainak

megfelelden, majd szekvenaltattuk.

LB- taptalaj: 10 g Bacto-tryptone
5 g élesztékivonat

45



5 g NaCl
1000 ml desztillalt viz

pH 7,0 beallitdsa utdn 15 g agart adtunk hozza (foly¢kony LB esetében nem). Ezt kdvetden

autoklavoztuk.

SOC taptalaj: 20 g bakto-tripton
5 g ¢élesztd kivonat
0,5 g NaCl
10 ml 250 mM KCI
1000 ml desztillalt vizben, ,

pH 7,0 beallitasat kovetden autoklavoztuk, majd 20 mM steril gliikkdz oldatot adtunk hozza.

PCR termeék tisztitasa

A rekombinans plazmid DNS-t plazmid miniprep kit segitségével kitisztitottuk (Qiagen, Hilden,

Németorszag) a gyartd utasitasainak megfelelden.

Szekvenalas, szekvencia analizis

A mintdk szekvenaldsa az M13 inditészekvencia alkalmazasaval tortént. A kapott szekvenciak
egymashoz ¢s a referencia adatbazisban taldlhatdé szekvencidkhoz vald igazitdsat Clustal X2
(Thompson et al., 1994) program segitségével végeztiik el. A filogenetikai Gsszehasonlitast és
torzsfan valod abrazolasit a MEGA4 (Tamura et al., 2007) szoftver segitségével hajtottuk végre,
neighbor-joining paraméterekkel, valamint bootstrap tesztek alkalmazasaval. Az eldgazasok

tavolsagat az ,,average pathway method” segitségével abrazoltuk.

3.4.3. Tesztnovények keresztfert6zése, immunizalasa az 1/93 avirulens térzzsel

Keresztfertdzés vizsgalatdhoz dugvanyrdl szaporitott, koriilbelil 8 hdénapos roézsameténg
novényeket hasznaltunk fel, melyeket tiveghazban tartottunk fenn. Minden novényt 2-3, egymastol
nagyjabol azonos tavolsagra 1év0 helyen oltottunk az avirulens 1/93 torzset tartalmazd hajtassal,
majd szintén 3, egymastdl azonos tavolsagra 1€vo hajtasra oltottunk virulens térzzsel (AT, GSFY,
PD1, STOL, AAY) fert6zott hajtasokat. Az AT torzzsel végzett kisérleteket parhuzamosan 3

kiilonb6z6 bedllitasban végeztiik, mig a tobbi esetben egy kisérletet folytattunk.
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Az AT torzzsel folytatott kisérletek "A" bedllitdsdban az avirulens (immunizalo) térzzsel vald oltast
kovetden 2,5, a ,,B” beallitdsban 3 honap mulva fertéztiink a virulens (kihivo) torzzsel (eléfert6zés).
Vizsgaltuk az egyidejlileg tortént fertézések hatasat is (egyideji fertdzes). A 3. kisérleti beallitasban
("C") a két fert6zés kozott 4 honap telt el. Minden kisérletben 3-3 kontroll ndvényt alkalmaztunk,
amelyeket kiilon-kiilon fertdztiink az adott kisérletben érintett torzsekkel. Ezen kiviil kisérletenként
3-3 fertézetlen kontroll novényt is fenntartottunk. Mindhdrom kisérleti beéllitasban az utolséd
fertdzeést kovetden meghatarozott idokozonként tortént a mintavétel mintegy 3 éven at. A mintakat
az oltas helyéhez képest meghatarozott helyekrdl valasztottuk (oltott hajtasrol, az oltasi pont alatti
elagazasrdl, illetve az oltas helyétdl tavol esd hajtasrol), a "B" kisérletben a mintavételt az oltas
helyéhez képest véletlenszeriien végeztiik. Egyes esetekben a gyokerekbdl is tortént mintavétel.
Minden egyes mintavételi iddpontban gyiijtottiink mintat a kontroll novényekrdl is. A ndvényeken
ez 1d6 alatt a jellegzetes tiinetek kialakuldsat is figyelemmel kisértiikk, valamint molekularis

modszerekkel ellendriztiik a fitoplazmék jelenlétét.

GSFY, PDI1, STOL és AAY1 torzsekkel tortént feliilfert6zés esetében egyszeresen fertdzott
novényeket hasznaltunk pozitiv kontrollként. A fenntartas koriilményei megegyeztek a korabban
részletezett moddal. Az 1/93 és GSFY torzsekkel keresztfert6zést a hazai laboratériumban 8, a
németorszagi laboratoriumban 6 bioldgiai ismétléssel végeztiink, az oltdsok kozott 3 honap telt el.
Az ESFY-vel feliilfert6zott hazai mintaink értékelését havonta végeztiik a fertézés nyomon kdvetése
céljabol. A Németorszagban fenntartott novényekrol a fertézést kovetd 5. €s 8. honapban vettiink
mintat. A tobbi torzzsel vald kisérletek sordn 3 alkalommal végeztiink mintavételt rendszeres
1dok6zonként a kihivo torzzsel vald fertdzéstdl szamitott 3. honaptdl. A mintavétel a hajtas cstcsi
részébol, az oltas helyéhez kozelrdl tortént. A 'Ca. P. mali' 1/93 és 'Ca. P. pyri' PD1 torzsekkel
torténd fertdzést 6 biologiai ismétlésben végeztik. A kezelések sordn a rozsameténg
tesztnovényeket eldszor az 1/93-as avirulens torzzsel oltottuk, majd minden esetben 5 honappal
késobb tortént meg a feliilfertézés a PD1 virulens torzzsel. Pozitiv kontrollként az immunizalo
(1/93) ¢és a kihivo (PD1) torzsekkel kiilon-kiilon oltott 2-2 rozsameténget hasznaltunk. A mintavétel
2 idépontban, 4, illetve 7 honappal a kihivo torzzsel vald fertdézést kovetden tortént, véletlenszerii

helyekrdl. A fitoplazma fertézottséget molekularis modszerekkel értékeltiik.

A keresztvédettséget dohany (N. occidentalis) tesztndvényben is vizsgaltuk rozsameténgrol atvitt
'Ca. P. mali' 1/93-as avirulens térzzsel. Magrol nevelt, 8 hetes ndvényeket immunizaltunk az 1/93-as
torzzsel, majd 3, illetve 6 hét elteltével oltottuk a ndvények masodlagos hajtésaira a kihivo, virulens
'Ca. P. mali' AT torzset. Vizsgélatainkat két ismétlésben végeztiik ugyanolyan beéllitasok mellett.
Havonta, Osszesen 3 alkalommal vettiink mintat a kihivo fert6zést kovetd 4-6. héttél kezdve.

Novényenként 3-3 mintat vettiink, amelyeket az oltasi helyektdl egyenld tavolsagbol, az AT térzzsel
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fert6zott hajtasrol, illetve az AT-oltds alol gytjtottiink. Az utolsé mintavételi idépontban
gyokérmintéakat is vizsgaltunk.

A fitoplazma atvitelét rozsameténg és dohany kozott aranka (Cuscuta campestris Yuncker) faj
segitségével hajtottuk végre. Ebben az esetben a fertdzott novényre futtatott arankat egészséges
novény koré tekertiik, majd 6 hoénap elteltével elvalasztottuk a novényeket. A fitoplazma
atjutdsanak sikerességét PCR vizsgalattal ellendriztiik. A tovabbiakban a fitoplazmak azonos

novényfajok kozotti atvitelét ékoltassal végeztik.

3.4.3.1. DNS izolalas

A DNS izolalas menete megegyezik a 3.4.2.1. fejezetben részletezett modszerrel.

3.4.3.2. A fitoplazma torzsek kimutatasa PCR moédszerrel

A keresztfertdzéses kisérletek sordn a kiillonbozo fitoplazmak jelenlétét thflB3 1/rhflB3 (Jarausch
et al., 1994) AP specifikus, fSTOL/fSTOL (Maixner et al., 1995) STOL specifikus, valamint
fAY/rAY AY specifikus inditoszekvencidkkal végzett polimerdz lancreakcio segitségével mutattuk

ki (4. tablazat).

4. tablazat: A keresztvédettségben hasznalt fitoplazma torzsek egyes génszakaszainak

felszaporitasara hasznalt inditoszekvencidk

Inditészekvencia Cél DNS Szekvencia (5' — 3') Reakcié paraméterek
neve és iranya
thflB3 1 hfIB gén TTC TAG CTA TTC ATC GTG AA denaturaci6: 95°C-3 min

felszaporitas (35 ciklus):
95°C-1 min, 48°C-1 min,
66°C-1 min

rhflB3 hfIB gén CGG CGC GATTAG TAG CTC C befejezés: 66°C-5 min
fSTOL 16S rDNS GCC ATC ATT AAG TTG GGG A  denaturaci6: 94°C-2 min
felszaporitas (35 ciklus):
94°C-30 sec, 58°C-30 sec,
72°C-30 sec
rSTOL 16S-23S spacer AGA TGT GAC CTATTT TGG befejezés; 72°C-6 min
TGG
fAY 16S-23S spacer GCA CGT AAT GGT GGG CAC  denaturaci6: 94°C-3 min
TT felszaporitas (35 ciklus):
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rAY 16S-23S spacer CGA AGT TAG GCC ACC GGC  94°C-1 min, 55°C-1 min,
TTT 72°C-1 min
befejezés: 72°C-4 min

A polimerdz lancreakcié mintanként 25 pl reakcidelegyben zajlott. Az elegy a kovetkezoket
tartalmazta: 10x Puffer (Fermentas), dNTP-k (10 uM egyenként), 5-5 pmol mindkét
inditészekvenciabol, desztillalt viz, 0,6 U Taq Polimerdz enzim (Fermentas, Invitrogen). A reakcio
koriilményeit a 4. tablazat tartalmazza. A negativ kontroll templatjaként steril desztillalt vizet
hasznaltunk. Az elegyhez a minta DNS-b6l 1 pl-t adtunk templatként. A PCR reakciokhoz
Németorszagban Stratagene Robocycler 40 PCR Machine késziiléket, Magyarorszagon MJ
Research PCT-200 Thermal Cycler késziiléket hasznaltunk. A reakcid kiértékeléséhez a PCR
termékeket GelRed-et tartalmazo 1%-os agar6z gélben futtattuk meg 25 percen keresztiil 100 V-os

fesziiltség mellett, majd a mintazatot UV fényben tettiik lathatova.

3.4.3.3. A kiilonboz6 fitoplazma torzsek elkiilonitésére hasznalt inditoszekvenciak tervezése

PDI ¢és GSFY torzsek valosideji PCR-rel torténd kimutatdsara a rendelkezésiinkre allo
inditészekvencidkat kivantuk optimalizalni, 1igy 1) inditoszekvenciakat terveztiink. Az
inditoszekvencidkat az NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov) nemzetk6zi adatbazisban megtalalhato
szekvenciak alapjan terveztiilk a Primer3 primer design (v. 0.4.0) program (Rozen and Skaletsky,
1999) tervezOprogram segitségével. A tervezés soran a lehetséges primerek specifitasat a BLAST
(Altschul et al., 1997) programmal teszteltiik sszehasonlitva a GenBankban talalhatéo kompatibilis

szekvenciakkal. A reakcidhoz megfeleld olvadasi hdmérsékletet gradiens PCR sordn optimalizéltuk.

3.4.3.4. A kiilonbo6zo fitoplazma torzsek valdsideji PCR-rel valo elkiilonitése

Roézsameténgben €s dohanyban egy mintan beliil az immunizald 1/93 és kihivé AT torzsek
elkiilonitését valosidejii lancreakcioval, Bio-Rad iCyclers 1Q késziilékben végeztiik. A templat
amplifikacidjahoz az thflB-RT/rhfIB-RT1 inditdszekvencia-part hasznaltuk. Az AT és 1/93 torzsek
elkiilonitéséhez specifikusan tervezett Cy5-jelolt, valamint FAM-jelolt TagMan probakat
alkalmaztunk. Az 1/93 torzset Cy5-jelolt (5'-CTAGGTGGTAAAAGAGGTGGT-3'"), az AT torzset
FAM-jelolt (5'- TTAGGTGGTCGAAGAGGAGGA-3'") probaval detektaltuk. A PCR reakcioelegy a
kovetkezOket tartalmazta 50 pl-es végtérfogatban: 2,5 U Taq polimerdz enzim (Amplicon), 1x
puffer 3 mM MgCl-vel (Amplicon), 0,2 mM dNTPs, 0,4 uM mindkét inditészekvenciabol, 0,2 pM
mindkét probabol, 1ul DNS templat.

ESFY, valamint PD virulens torzseivel tortént feliilfertézés esetében a korokozok novényen beliili
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szaporoddsat szintén valdsidejii PCR reakcidval kovettiik nyomon C-1000 Thermal Cycler,
CFX96TM Real-Time PCR System (Bio-Rad) késziilékben. A reakcidhoz nem specifikus SYBR
Green fluorescens festéket, valamint fitoplazma torzsspecifikus inditoszekvencia-parokat
hasznaltunk. Az 1/93 avirulens torzset a fHfIB-RT/rHfIB-RT-1 (Schneider és Seemiiller, 2008)
inditészekvencia-par  amplifikdlta. Az ESFY felszaporitasara az fECA-RT/rECA-RT
inditészekvencia-part hasznaltuk, amelyet az ECA1/ECA2 (Jarausch et al., 1998) primerparok
modositasaval terveztiink meg a Primer3 primer design (v. 0.4.0) program (Rozen and Skaletsky,
2000) segitségével. A PDI1 torzs felszaporitasara hasznalt sepcifikus, valosidejii PCR-hez
hasznalhato inditészekvencidkat (fPD-RT/rPD-RT) szintén a fent emlitett program segitségével
terveztiik (5. tablazat). A valosidejii PCR reakcidelegye a kovetkezOket tartalmazta 20 pl-es
végtérfogatban: 1x KAPA™ SYBR® FAST qPCR Master Mix (2x) (Kapa Biosystems), 0,2 uM
mindkét primerbdl, 1 ul templat DNS. A reakcio koriilményeit az 5. tdblazat tartalmazza.

A valdsideji PCR soran a mintdinkat ismétlésekkel végeztiik. A kiértékelésnél azt a Ct értéket

vettiik figyelembe, amelynél az egyes mintak el6szor adtak mérhetd fluoreszcens jelet.

5. tdblazat: Az immunizalo és a kihivo fitoplazma torzsek elkiilonitésére hasznalt inditoszekvencidk

valosidejii PCR soran

Inditészekvencia Cél Szekvencia (5' — 3") Reakcié paraméterek
neve és iranya DNS

denaturacio: 95°C-5 min
thflB-RT hfIB gén AAATTAAATGCTCCTTGTGTGTT felszaporitas (40 ciklus):

95°C-30 sec, 55°C-30 sec

rhflB-RT-1 hfIB gén ATCACAATAATACCTTGAGATGG
nem denaturécio: 95°C-5 min
fECA_RT riboszo- AATCAAAGAACTAACACATTGG . : '
malis* felszaporitas (40 ciklus):
nem 95°C-30 sec, 50°C-30 sec
rECA RT riboszo- TGACTCATTATTAATTGTAACATTTTG
malis*
D RT 11 gén GGTGGTAATTTTTCAGGAGGTTCC ~ denanrdeios93°C-3 min
- felszaporitas (40 ciklus):
PD RT 1B gén TCGGCGCGATTAGTAGCTCCA 95°C-30 sec, 55%C-30 sec

* nitroreduktaz-szera fehérjét kodold génszakasz
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3.4.3.5. SSCP analizis

Roézsameténgbdl izolalt fitoplazma torzsek azonositdsat az SSCP mintazatok alapjan is elvégeztiik,
amely alkalmas a két torzs nukleotid sorrendjében megtaldlhatod kis kiilonbségek detektalasara.
Ehhez az 1/93 + AT torzsekkel fert6zott novényekbdl kapott és felszaporitott fitoplazma DNS-ek
hflB gén szakaszat hasznaltuk fel. Olyan esetekben, ahol az SSCP mintdzat kevert fertézésre
(mindkét torzs egyidejii jelenlétére) utalt, a PCR soran amplifikalt AfIB génszakaszokat pGEM
plazmidba klonoztuk, majd a kapott klonokat vetettiikk ala SSCP analizisnek a 3.4.2.3. fejezetben
ismertetett eljarasokkal megegyezden. Az SSCP mintdzatok alapjan kiilonitettiik el az 1/93 és az AT

torzseket.
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4. EREDMENYEK

4.1. Kiilonboz6 fitoplazma torzsek altal okozott tiinetek rozsameténg, dohany és alma
novényeken

4.1.1. Tiinetek rozsameténg tesztnovényen

Uveghéazi koriilmények kozott az adott fitoplazma torzsre jellemzd tiinetek rozsameténg
tesztnovényen a kontroll torzzsel valo fertdzést kovetden 2-3 honap mulva jelentek meg. A tiinetek
intenzitdsaban jelentOs eltéréseket tapasztaltunk az egyes torzsek kozott. Az eltérések tobbnyire a

crer

jelentkeztek. A fertdzetlen ndvények tiinetmentesek maradtak (1. abra)

4.1.1.1. A'Ca. P. mali' 1/93 torzs altal okozott tiinetek

Az 1/93 avirulens torzzsel valo ondllo fertdzés hatasara a tesztnovények teljes tiinetmentességét,
vagy csak nagyon enyhe tlinetek megjelenését tapasztaltuk. Egyes esetekben a pozitiv kontroll
torzzsel valo fert6zést kdvetden 4 honappal enyhe levélsargulds a levelek és a viragok csekély
méretbeli csokkenése és a levél szélének hulliamosodasa volt megfigyelhetd (1. dbra). A kovetkezd 8
hoénapban a tiinetek kismértékben felerésodtek, azonban a ndvény virdgzasa folytonos maradt.
Mintegy 3 évvel a fert6zést kovetden alig volt észrevehetod eltérés az egészséges kontroll €s az 1/93

torzzsel fert6zott novények kozott a vizualis diagnosztika alapjan.

4.1.1.2. A'Ca. P. mali' AT torzs altal okozott tiinetek

Az AT torzzsel torténd onallo fertdzés hatasara a jellegzetes tiinetek, igy a levelek sarguldsa és
erdteljes hullamosodéasa, méretbeli csokkenése, valamint az apré virdgok megjelenése mar
kortilbeliil 3 honappal a fertézést kovetden jelentkeztek (1. abra). Jellemzd volt, hogy a virdgzas
mar 8-10 hénappal az atvitelt kdvetden ledllt. A 3 éves megfigyelési iddszak végén az AT torzzsel
fertdzott rozsameténg tesztnovények vagy elpusztultak, vagy erdteljes tiineteket mutattak.

Az 1/93-as torzzsel torténd immunizalas esetén az AT torzzsel végzett feliilfertézést kdvetden egy
évvel az AT torzs okozta tiinetekhez hasonld, de annéal enyhébb mértékii szimptémak alakultak ki.
Megfigyeltiik a levelek szélének jellegzetes hullamosodasat, a levél, valamint a virdgok méretének
kismértékli csokkenését, valamint az izk6zOk enyhe foku rovidiilését. A levelek a kontroll
novényekhez képest halvanyabbak voltak. Ezek a tipikus tiinetek a feliilfertézést kovetd 3. évben
eltiintek, csupan enyhe méretbeli eltérés, illetve a levelek vildgosabb arnyalata volt megfigyelhetd

az immunizalt novényeken.
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Egyidejii fertozés esetén a tlinetek megjelenésének iiteme, intenzitasa és jellege ugyanolyan volt,
mint az AT torzzsel fertdzott pozitiv kontroll novények esetében megfigyeltek.
Amennyiben a fert6z6 torzs raoltasat kovetden tortént meg az avirulens torzzsel valo fertdzés, az AT

torzsre jellemzo tiinetek szintén erdteljesen fejezddtek ki (Seemiiller, szobeli kozlés).

1. abra. A: egészséges, b: 'Ca. P. mali' 1/93-as torzzsel fert6zott c: 'Ca. P. mali' AT torzzsel fert6zott

rozsameténg.

4.1.1.3. A'Ca. P. prunorum' GSFY torzs altal okozott tiinetek

A 'Ca. P. prunorum' GSFY torzse altal onalloan fertdzott rozsameténgen az egészségestol eltérden a
levelek halvanyzoldek, esetenként vildgos barnasak voltak. A legjellegzetesebb elvaltozasokat a
viragokon figyeltik meg: a beteg viragok kisméretliek, fejletlenek maradtak, és a normadlisnal
halvanyabb arnyalatuak, vagy vilagoszold szintiek voltak (2. abra). A tiinetek kortilbeliil 3 honap
elteltével valtak erdteljessé.

A 'Ca. P. mali' 1/93 torzzsel torténd immunizalas esetén a GSFY torzzsel torténd feliilfertdzést
kovetd 1-2 éves iddszakban a fentebb emlitett erdteljes tiinetek nem, vagy csak kismértékben
fejezodtek ki. A vizsgalati idészak végére csupan a levelek enyhe sargés elszinezddését figyeltiik
meg. Egyidejii fertdzés esetén azonban a GSFY torzzsel torténd fertdzésre jellemzo tiinetek jelentek

meg.

4.1.1.4. A'Ca. P. pyri' PD1 torzs altal okozott tiinetek
A 'Ca. P. pyri' PD1 virulens torzs altal ondlloan fertdzott rozsameténgen kialakult tiinetek enyhék
voltak. A legszembetlindbb valtozdsok a hajtasok rovidiilésében, a levelek torpiilésében,

sargulasaban, a viragok elszintelenedésében jelentkeztek a fertézést kvetd 4-6 honapon beliil.
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A 'Ca. P. mali' 1/93 torzzsel torténd immunizalas esetén a kialakul6 tiinetek alapjan nem lehetett

egyértelmiien kdvetkeztetni az 1/93-as, vagy a PD1 térzs dominanciajara.

4.1.1.5. A'Ca. P. solani' STOL altal okozott tiinetek

A 'Ca. P. solani' STOL virulens torzzsel vald dnallo fert6zés hatdsara mar 2-3 honap elteltével
jelentkeztek szemmel lathato tiinetek mind a leveleken, mind a virdgokon, valamint a névény
vigorat is hatranyosan befolyasolta a fertdzés. A levelek erds deformaciot mutattak, szélikk erésen
hulldmossa valt, sziniik s6tétzoldrél halvanyzoldre, sargéasra fakult (2. dbra).

Hasonl6 tiineteket tapasztaltunk abban az esetben is, amikor a ndvényt az 1/93-as torzzsel

immunizaltuk. Egyidejii fertozés esetén az emlitett tiinetek szintén kialakultak.

4.1.1.6. A 'Ca. P. asteris' AAY1 torzs altal okozott tiinetek

A vizsgalt torzsek koziil a legintenzivebb, szemmel lathato tiinetek 'Ca. P. asteris' AAY virulens
torzsének onadllo fertdzése hatasara alakultak ki rozsameténgen. A jellegzetes szimptomak mar két
honappal a fertézést kovetden észlelhetdk voltak. A jelentésen megrovidiilt internodiumoknak
koszonhetden a levelek a hajtdsok végén csoportosan alltak. A viragok ellevelesedtek, helyettiik a
hajtascsticsokon csoportosulod, zold szinti levelek fejlodtek (2. dbra). A ndvény vigora lecsdkkent, a
hajtasok az egészséges kontrollhoz képest vékonyabbak, gyengébben fejlettek voltak.

A tiinetek 'Ca. P. mali' 1/93 torzzsel vald immunizdlas, illetve egyidejii fertozés esetén is hasonld

intenzitassal fejezodtek ki, €s jelentdsek maradtak a kisérleti megfigyelési periddus végéig.

2. ébra. A: 'Ca. P. prunorum' GSFY torzzsel, b: 'Ca. P. solani' STOL torzzsel c: 'Ca. P. asteris' AAY1

torzzsel fert6zott rozsameténg.
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4.1.2. Tiinetek dohany tesztnovényen

A 'Ca. P. mali' 1/93-as torzzsel valo ondllo fertdzés esetén a dohany levelei sarguldsos tiineteket
mutattak, a levélerek megvastagodtak és barnultak. A virdg mérete csokkent 2-3 hoénappal a
fertézést kovetéen. Onalld AT fertdzés hatasara erételjes tiinetek jelentkeztek mar 1-2 hénappal a
fertdzést kovetden, majd néhany honap elteltével a ndvények elpusztultak (3. dbra). Az 1/93 torzzsel
vald immunizalas és AT torzzsel vald feliilfertézés esetén levélsargulast és a levelek fOerének

megvastagodasat tapasztaltuk. Az egészséges kontroll novények tiinetmentesek maradtak.

3. abra. 'Ca. P. mali' AT torzs altal okozott tiinetek dohanyon.
4.1.3. Fitoplazma fertozések okozta tiinetek alman

A szabadfoldi kortiilmények kozott nevelt almafdkon a 'Ca. P. mali' AT tdrzs altal okozott tiinetek
szembetlindek voltak. Feltind volt a hajtasvégek izkozeinek rovidiilése, az ugynevezett
boszorkanysepriis tlinetek kialakuldsa, megnagyobbodott palhalevelek kifejlddése, illetve a

kisméretii, hosszu kocsanyt termések megjelenése (4. abra).

4. abra. 'Ca. P. mali' AT torzs altal okozott tiinetek almafan és alma termésen; a: tiinetes fa és

egészséges fa, b: tiinetes termés, egészséges termes.
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4.2. Rozsameténg tesztnovények hajtasvastagsagaban megfigyelt eltérések kiillonbozo
fitoplazma torzsekkel valo fertozés hatasara

A kiilonboz6 fitoplazma torzsek egymashoz viszonyitott virulencigjat értékelve szemmel lathatod
kiilonbségeket tapasztaltunk egészséges, valamint fertézott rdzsameténg novények kozott. A
kiilonbségek a hajtas atmérdjének valtozékonysagaban is jelentds mértékben megmutatkoztak.

Az els6 mérésre a fertdzést kovetd 6. (az 1/93id minta esetében a 12.) hdnapban keriilt sor. A mérési
adatok paronkénti Osszehasonlitdsa sordn 4 csoportot (A, B, C, D) alakitottunk ki a szar
atméréjében jelentkezd szignifikans eltérések alapjan (5. dbra). Az egészséges, nem fertdzott
tesztnovény szaradnak atmérdje jelentOs eltérést mutatott a tobbi csoporthoz képest. Ezen ndvények
szaranak atmérdje meghaladta a 3 mm-t. Az 1/93 avirulens torzzsel fertdzott ndvény (1/9311) hajtasa
jelentésen vastagabb volt (2,3-3 mm), mint a virulens torzzsel fertézott novényeké. A legkisebb
atméroju hajtasokat az erésen virulens AT, STOL, ESFY és AAY fitoplazma torzsekkel valo fertdzés
hatdsara mértiik. Az 1/93id (2,4-3 mm), pd (2,3-2,8 mm) és stol (2-2,6 mm) jelolésti mintak csak
kismértékben térnek el az 1/93fi, illetve az at (1,7-2,2 mm), esfy (1,7-2,4 mm) és aay (2-2,3 mm)

jelti mintaktol.

1. mintavétel
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5. ébra. A fertdzést kovetd 6. (az 1/93id minta esetében a 12.) honapban mért adatok paronkénti

Osszehasonlitasa soran kialakult csoportok a szar atmérdjének atlagos mérete, valamint a széradsok
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alapjan. Az A, B, C, D jelolések a szignifikdns eltérések alapjan valod csoportositast jelentik. Az
egészséges minta z6ld, az avirulens torzzsel fert6zott minta kék, a virulens torzsekkel fertézott
mintak bordod szinnel jeldltek. A kezelések balrdl jobbra: ,,Eg”: fertézetlen kontroll, ,,1/93f1”: 'Ca. P.
mali' 1/93 avirulens torzzsel fert6zott rézsameténg, a fertézést kovetd 6. honapban, ,,1/931d”: 'Ca. P.
mali' 1/93 avirulens torzzsel fertézott rozsameténg, a fertdzést kdvetd 12. honapban, ,at”: 'Ca. P.
mali' AT torzzsel fertdzott rozsameténg, ,,pd”: 'Ca. P. pyri' PD torzzsel fert6zott rozsameténg, ,,stol”:
'Ca. P. solani' STOL torzzsel fertdzott rozsameténg, ,,esfy”: 'Ca. P. prunorum' GSFY torzzsel

fertdzott rozsameténg, ,,aay”:'Ca. P. asteris' AAY1 torzzsel fert6zott rozsameténg.

A fertézést kovetd 18. (1/93id esetében a 24.) honapban tortént mintavétel eredményeinek
paronkénti 0sszehasonlitasabol kapott adatok alapjan a legvastagabb hajtasokkal a nem fertdzott
kontroll névények rendelkeztek, ebben az esetben a szarak atmérdje 2,4 és 3,4 mm kozott valtozott,
atlagosan 2,9 mm volt. Ehhez képest kismértékben kiilonboztek a fiatal, 1/93 torzzsel fertdzott
novények, melyek szaranak atmérdje atlagosan 2,7 mm (2,4-3,1 mm) volt. Hasonl6 vastagsagu
hajtasokkal rendelkeztek az iddés 1/93, AT, PD1, STOL és ESFY, valamint az AAY1 torzzsel
fert6zott novények. Az 1/93id minta esetében a kis atmér6 inkabb a ndvény eloregedésének, mint a

fitoplazma virulenciajanak volt betudhat6 (6. abra).

6. mintavétel
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6. abra. A fertdzést kovetd 18. (az 1/931d minta esetében a 24.) honapban mért adatok paronkénti
Osszehasonlitasa soran kialakult csoportok a szar atmérdjének atlagos mérete, valamint a szérasok

alapjan. Az A, B, C, D jelolések a szignifikdns eltérések alapjan valod csoportositast jelentik. Az
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egészséges minta zOld, az avirulens torzzsel fert6zott minta kék, a virulens torzsekkel fertdzott
mintak bordod szinnel jeloltek. A kezelések balrol jobbra: ,,Eg”: fertézetlen kontroll, ,,1/93fi”: 'Ca. P.
mali' 1/93 avirulens torzzsel fertézott rozsameténg, a fertdzést kovetd 18. honapban, ,,1/931d”: 'Ca.
P. mali' 1/93 avirulens torzzsel fert6zott rézsameténg, a fertdzést kovetd 24. honapban, ,,at”: 'Ca. P.
mali' AT torzzsel fertdézott rozsameténg, ,,pd”: 'Ca. P. pyri' PDI1 torzzsel fertdzott rézsameténg,
,»stol”: 'Ca. P. solani' STOL torzzsel fertdzott rozsameténg, ,,esfy”: 'Ca. P. prunorum' GSFY torzzsel

fert6zott rozsameténg, ,,aay”:'Ca. P. asteris' AAY1 torzzsel fertdzott rozsameténg.

Az egy éves vizsgalati periddus minden, kéthavonkénti mintavételi iddpontjaban jelentds eltérést
mutatott az egészséges és a fitoplazmaval fertézott tesztnovények hajtdsainak atmérdje. Az AAY1,
GSFY ¢és STOL, valamint AT és PDI1 virulens torzsek hatdsara jelentds mértékben csokkent a
szarvastagsag. Az avirulens 1/93 torzzsel fertdzott novények szara minden mintavételi iddpontban
vastagabb volt, mint a virulens torzsekkel fertdzott ndvényeké, azonban némileg vékonyabb, mint a
kontroll ndvényeké. Az avirulens 1/93 torzzsel fert6zott fiatal ndvény hajtasanak atméréje (2,3-4,6
mm) atlagosan csupan 12-14%-kal volt vékonyabb, mint az egészséges ndvény hajtasai (2,6-5,3
mm). Az iddsebb, 1/93-mal fert6zott ndvény (1,9-4,6 mm) esetében sem tapasztaltunk jelentds
eltérést, ebben az esetben 14-27%-kal bizonyultak vékonyabbnak a hajtasok a fertézetlen
kontrollhoz képest. Erésebb virulenciat mutatd torzsek esetében nagyobb eltérést tapasztaltunk a
szaratmérdben a kontroll névényekhez képest. Ez az érték PD (1,9-4 mm) torzs esetén 25-27%, AT
esetén (1,7-3,6 mm) 32-35%, STOL (1,7-4,2 mm) torzsnél 21-35% volt. Az legnagyobb eltérést
AAY (1,4-3,5 mm) és GSFY (1,7-3,5 mm) torzsek hatdsara mértiik, eldbbi esetben 34-46%-ot,
utobbi esetben pedig 34-35%-ot.

4.3. Az almafat egyidejiileg fert6zo fitoplazma torzsek molekularis jellemzése

Az almafikban a 'Ca. P. mali' avirulens €s virulens torzsei is megtalalhatok. Korabbi megfigyelések
soran a boszorkanyseprlis jellegzetes tiinetek idonként megjelentek, majd pedig tiinetmentes
1d6szakok kovetkeztek (Seemiiller, szobeli kozlés). Ez a tiineti variabilitds azt a feltételezést
indukalta, hogy az avirulens €s a virulens torzsek predominanciajaban valtozékonysag all fenn. A
mintagyljtéskor tapasztalt tlinetek utaltak az adott torzs virulenciajara. Az erds tiineteket mutato
fakbol AT, a tiinetmentesekbdl 1/93 torzset, illetve komplexet, az enyhe tiineteket mutatdé fakbol
vegyesen mindkét torzset, illetve komplexet izolaltuk. A kevert fert6zés nyomon kdvetésehez a hfIB
és az imp gének analizisét végeztik el, valamint vizsgaltuk az 1/93-as izolatum genetikai

valtozékonysagat.
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4.3.1. A'Ca P. mali' izolatumok variabilitasanak igazolasa a hflB gén analizise alapjan

4.3.1.1. A PCR termékek SSCP vizsgalata

A 'Ca. P. mali' torzsek egyiittes jelenlétének kimutatasaként a korokozé DNS-ét izolaltuk almafa
hajtasabol és gyokerébdl. A PCR soran az egyes mintdk 528 bp hosszusagu hfIB gén szakaszait
szaporitottuk fel (7. dbra). A pozitiv eredményt ad6 mintdkat SSCP analizisnek vetettiik ald. Az
izolatumokat SSCP profiljuk alapjan csoportositottuk. Egyes izoldtumok 3 csoportba rendez6do, 2-
7 sévos mintazatot adtak. Jellemzden a komplex profilt adé fak 10 évesnél iddsebbek voltak. Az
1/93-as izolatum esetében 3 f6 mintazatot, valamint egy 4. profilt tapasztaltunk, amely egy 1/93-mal
egyszeresen fertdzott, tiinetmentes, szabadfoldi alma gyokerébdl szarmazott (8. abra). Osszetett
profilt tapasztaltunk a 17/93-as izolatum esetében is (9. abra). (Schneider és munkatarsai (2014)
mas izolatumokat is vizsgalt, amelyek kozott el6fordultak egyszeres mintazatot ado, de komplexebb
profillal rendelkez6 mintak is.) Seemiiller és Schneider (2007) csoportositdsa alapjan mindkét
izolatum enyhén virulens, vagy avirulens. (Hasonldéan komplex profilt tapasztaltak még 3 izolatum
esetében, melyek kozott kozepesen virulens, illetve erdsen virulens izolatumok is el6fordultak.)

Az 1/93-as izoldtum variabilitasat figyeltik meg, miutdn dohdnyra, illetve rézsameténgre vald
atjuttatas soran PCR termékeik SSCP mintazata eltért egymastol (8. abra). Ezzel ellentétben az
almafabdl izolalt AT térzs SSCP profilja mind rézsameténgben, mind dohanyban felszaporitva

megegyezett.
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7. abra. A PCR soran felszaporitott 528 bp hosszusagl AfIB gén szakaszok. 1: 1 kb méretmarker

(Fermentas), 2-19: 'Ca. P. mali' 1/93-as torzs izolatumai.




8. abra. A 'Ca. P. mali' izolatumok AfIB fragmentjeinek SSCP profilja. 1-5: 1/93-as izolatum
almabol, 6-7: 1/93-as izolatum rozsameténgbdl, 8-9: 1/93-as izolatum dohanybdl, 10: AT izolatum
rozsameténgbdl, 11: AT izolatum dohanybol.

9. abra. A 'Ca. P. mali' 17/93-as izolatum AfIB gén fragmentjének SSCP profilja.

4.3.1.2. Az 1/93-as izolatum vizsgalata valésidejii PCR-rel

Az 1/93-as torzzsel fertézott 7 db rozsameténg, 8 db dohany, 7 db alma mintat vizsgaltunk
valosidejii PCR-rel az SSCP eredmények kiegészitésére. Mind a rozsameténg, mind a dohany, mind
az alma esetében azt tapasztaltuk, hogy a jellemzd SSCP mintdzatok Osszhangban voltak a
valdsidejii PCR soran kapott eredményekkel. A valosidejii PCR soran kapott ciklusszamok pozitiv
eredmény esetén 19,8 és 30,8 kozé estek. A dohanyban eléforduld 1/93 torzset (1/93Tab) az AP
specifikus inditoszekvencidra tervezett specifikusan jelolt, FAM fluoreszcens festékkel jelolt proba
detektalta, amely a rézsameténgben talalhaté 1/93-as torzset (1/93Vin) nem szaporitotta fel. Az
1/93Vin torzset a Cy5 fluoreszcens festékkel specifikusan jeldlt proba detektédlta, amely a
dohényban 1év0 torzset nem mutatta ki. Alma esetében minden mintanal az SSCP profilnak
megfeleld eredményt kaptunk, felsé savok esetén az 1/93Vin torzset detektaltuk, als6 savh profilnal
az 1/93Tab torzset, komplex profilndl pedig mindkét torzs felszaporodott a kimutathatdsagi hatar

fole.

4.3.1.3. Az 1/93-as izolatum AfIB gén szakaszanak klonozasa, a klonok SSCP profiljanak
elemzése

A komplex SSCP profilt mutaté mintakban 1€v6 kevert fert6zések jelenlétének igazolasdhoz
klonoztuk az 1/93 és a 17/93 torzsek PCR termékeit. A klonozott inszertek PCR termékébol
mintanként 9-15 darabot valasztottunk ki, és poliakrilamid gélben futtatva, majd eziistfestést

kovetden elemeztiik a profiljukat. A komplex profillal rendelkezd 1/93-as és 17/93-as izolatumok
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féleg heterogén, de néhany esetben homogén mintazatot adtak. Az egyes torzsekre jellemzd profil
csoportok eloszlasa nem volt egyenletes, utalva arra, hogy az egyes genotipusok a fertdzott faban

egyenldtleniil fordulnak el6 (10., 11. abra).

10 11 12 13

10. abra. Klonozott AfIB gén fragmentek 'Ca. P . mali' altal fert6zott almafabol. 1-13: Az almabol

izolalt 1/93-as torzs hfIB fragmentjének klonozasat kovetden kapott kiillonbozd profilok.

11. dbra. A 'Ca. P. mali' 17/93-as torzsének klonozott AfIB gén fragmentumaira jellemzd SSCP

mintazatok.

4.3.1.4. A hfIB gén fragmentek szekvencia analizise

Az 1/93 ¢és 17/93-as izolatumok AfIB génjének klonozott inszertjeit nukleotid sorrend;jiik
meghatarozasat kovetden filogenetikai elemzésnek vetettiik ala az egyes mintak SSCP profiljainak
megfelelden. A 12. dbra a mintak egymashoz viszonyitott genetikai tdvolsagat mutatja filogenetikai
torzsfan abrazolva. Referenciaként a 'Ca. P. mali' AT, AP15 és GDH torzseket hasznaltuk. A
klénozott inszertek meghatarozott nukleotid szekvenciai az nemzetkozi adatbazisban
(www.ncbi.nlm.nih.gov) FN658541, FN658563-FN568571, FN568578, FN568585, FN568590-
FN568606 azonositokkal szerepelnek. Azon szekvencidk genetikai variabilitasa, amelyek 2, vagy 3-
féle (komplex) SSCP profillal rendelkeztek, a filogenetikai torzsfan vald elhelyezkedésben is
megmutatkozott. A {6 SSCP profiloknak megfeleléen az 1/93-as és a 17/93-as izolatumok klénozott
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inzertjei joOl elkiiloniilnek a tdrzsfan (ez igaz volt a kutatdcsoport altal szekvenalt, szintén komplex
SSCP profillal rendelkezé 3/93, 10/93, 14/93 izolatumokra is /nem kozolt adat/), 2 6 csoportot,
illetve egy f6 csoporton beliil 2 alcsoportot alkotva. A két f6 csoport kozotti nukleotid sorrendbeli
eltérés kevesebb, mint 4%.

Az almafar6l rozsameténgre, illetve dohdnyra atvitt 1/93-as torzs SSCP profilja a két
tesztnovényben eltérést mutatott. A két tesztnovénybdl izolalt 1/93-as torzs (1/93Vin-

rozsameténgbdl, 1/93Tab- dohanybol) AfIB gén szakasza 97%-o0s egyezdséget mutatott (12. abra).

1/93vin 1 TTTCTAGCTATTCATCGTGAATCAGGTAAACTTAATTCTAAATCTTTAATTACTTCCAAA 60

|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
1/93Tab 1 TCATCGTGAATCAGGTAAACTTAATTCTAAATCTTTAATTACTTCCAAA 60

1/93vin 61 CAAAAATCCCTTTTCACTTTCAAAGATGTGGCTGGGAATACBGAAGAAAAAGAAGAGATG 120

CECEEETTEEEEE et e e e e et e e e et e ey r
1/93Tab 61  CAAAAATCCCTTTTCACTTTCAAAGATGTGGCTGGGAATACEGAAGAAAAAGAAGAGATG 120

1/93vin 121 ACCGAATTAATTGATTTTTTAAAACAACCACAAAAATACGAAACEBATAGGGGCTGCCATT 180

FECEETLTTEEEEE ettt e e e e et e e e et Ty
1/93Tab 121 ACCGAATTAATTGATTTTTTAAAACAACCACAAAAATACGAAACIIATAGGGGCTGCCATT 180

1/93vin 181 CCGABGGGEGTTTTATTAGAAGGACCACCEGGAACTGGTAAAACTTTATTAGCCAAAGCT 240

FECE T TEEEEE e e e e et e e e e e e e ety
1/93Tab 181 CCGABGGGGTTTTATTAGAAGGACCACCEGGAACTGGTAAAACTTTATTAGCCAAAGCT 240

1/93vin 241 TTAGCGGGTGAAGCHAABGTTCCETTTTRTGCTGETTCAGGTTCGGAATTTGTGGAAATG 300

CEVEEEEEEE e P EEe e E e LT e ey
1/93Tab 241 TTAGCGGGTGAAGCEAAGTTCCETTTTHATGCTGRTTCAGGTTCGGAATTTGTGGAAATG 360

1/93vin 301 TATGTAGGTGTAGGCGCTTCCAGIGTIAGAAAATTGTTTAAAGAAGCGAAATTAAATGCT 360

NN e NNy
1/93Tab 301 TATGTAGGTGTAGGCGCTTCCAGEGTIAGAAAATTGTTTAAAGAAGCGAAATTAAATGCT 360

1/93vin 361 CCTTGTGTGTTATTTATTGATGAAATTGATGTTETAGGTGGTABAAGAGGIEGGIAATTCT 420

||||||||||||||||||||||||||||||||| [LCEEEED PP T
1/93Tab 361 TTATTTATTGATGAAATTGATGTTITAGGTGGTEBBAAGAGGHEGGEAATTCT 420

1/93Vin 421 TCAGGCGGCAATCAAGAAAAAGATCAAACTTTAAATCAACTTTTAACCGAAATGGATGGT 480

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
1/93Tab 421 TCAGGCGGCAATCAAGAAAAAGATCAAACTTTAAATCAACTTTTAACCGAAATGGATGGT 480

1/93vin 481 TTTACCCCATCTCAAGGTATTATTGTGATTGGAGCTACTAAT 522

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIII IIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
1/93Tab 481 ATTGGAGCTACTAAT 522

12. abra. A rozsameténgben, illetve a dohanyban el6forduld, almafardl atvitt 1/93-as izolatum hfIB
gén szakaszanak szekvenciabeli egyezdségei. A szekvenciak kozotti eltérések az dbran piros szinnel

vannak jel6lve.

A filogenetikai csoportok alapjan kitlint, hogy az 1/93-es és 17/93-as torzsek kozeli rokonsagi
kapcsolatban allnak, az egyik f6 csoporton beliil egy eldgazason helyezkednek el a 17/93 3-as,

1/93 3-as ¢és az 1/93 17-es izolatumokat leszamitva, illetve a masik elagazason a szekvenciabeli
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eltérésiik kevesebb, mint 4%. Ezen két elagazasba tartozo klonok az AT, illetve az AP15 torzsekhez
kozel helyezkednek el, amelyek 96,6%-0s egyezdséget mutatnak. A tiinetes hajtasrol szdrmazo
torzsek szekvenciai (1/93 8 és 1/93 4) jol elkiiloniilnek, €s 99,6%-os homologiat mutatnak az
erosen virulens GDH torzzsel (13. abra). Ezzel szemben a tobbi izolatum alman enyhe tiineteket,
vagy tiinetmentességet eldidézd torzsekre utal. Az izoldtumok heterogén szekvencidinak
filogenetikai tavolsagat tekintve, illetve a kiillonb6zé csoportok nagyfoku szekvenciabeli

egyeziseégét figyelembe véve utalnak a ’Ca. P. mali’ 2-3 torzsének egy fan beliili egyiittes

jelenlétére.
17/93 5
1/93 9
1/93 1
17/93 4
67(1/93 13
[ (171931 a
1/93 2
8| [1/9310
1/93 11
48 11937
20 L 1103 17
47 AT
] 17/93 3
1/93 3
AP15
71171932
e8| 117/937
pe 17/93 8
1/93 15 b
1/93 16
99(1/93 5
1/93 14
1/93 6
1/93 12
o6(17/93 6
_‘— 14/93
58 1/93 8
99— GDH
a8l 1/93 4

—
0.002

13. dbra. A ’Ca. P. mali’ izolatumok filogenetikai tdvolsagainak abrazoldsa a klénozott 528 bp

hosszisagu hflB génszakaszokrol. A szekvencidk tobb torzzsel keverten fert6zott fakrol szarmaznak.
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Az AT, AP15, valamint a GDH torzsek szerepelnek referenciaként. A kiilonb6z6 szamok az
izolatumot és annak klonjait jelolik. Az eldgazason szerepld szamok az eldgazas valoszintiségét
jelolik szézalékos formaban, amelyet 1000 ismétlésben elvégzett bootstrap analizis soran kaptunk.
Az a, illetve b jeldlés az 1/93-as és a 17/93-as izolatumok klonozott inzertjeinek 6 csoportjait

mutatjak.

4.3.1.5. Az imp gén SSCP analizise

Az 1/93 és 17/93-as izolatumokat az imp gén tulajdonsdgai alapjan is megvizsgaltuk. Az 1/93-as
torzzsel fert6zott rozsameténgbdl, dohanybol és almabol dsszesen 9, a 17/93-as torzzsel fertdézott
almabdl 3 mintat vizsgaltunk. Az imp gén analizise soran is kevert fertézésekre utald jeleket
tapasztaltunk. Kétféle SSCP mintazatot kaptunk. A fels6 mintak csupan enyhe eltérései miatt az imp
gén nem bizonyult megfeleldnek ahhoz, hogy megkiilonboztetésre hasznaljuk. 1/93Vin és 1/93Tab
imp gént vizsgalva is eltérd mintazatot kaptunk. A AfIB génhez hasonldan itt is az 1/93Vin profil az
alma profil fels6 részével megegyez0 mobilitassal rendelkezik, az 1/93Tab pedig az alma also
profiljaval.

A mintakat klonoztuk, majd SSCP soran vizsgaltuk a rekombinans klonok profiljat, melyeknek tobb
mint 60%-a homogén, 1/93Vin-nek, vagy 1/93Tab-nak megfeleltetheté mintazatot mutatott.

4.3.1.6. Az imp gén szekvencia analizise.
A rozsameténgbdl és dohanybol izolalt 1/93-as torzs (1/93Vin- rézsameténgbdl, 1/93Tab-
dohanybol) imp gén szakasza 87%-0s egyezdséget mutatott (14. abra).

1/93vin 1 ATGGAAGCAAATCAACAAAAAAAAATACTTATAGGTGTTGGTTCAGTTGTTGGTGCTTTA 60

FELEELLTEEEEEE et e e e e e e e e e e et e ey
1/93Tab 1 ATGGAAGCAAATCAACAAAAAAAAATACTTATAGGTGTTGGTTCAGTTGTTGGTGCTTTA 60

1/93vin 61 GTTTTATATTTAATTTTAGCTTGGTCTATTAGTTTCTGGCCTTTTTCATCABAAAGTAAA 120

LELLEEEETEEEE e et e e e e e e e et e e e e e e e et e
1/93Tab 61  GTTTTATATTTAATTTTAGCTTGGTCTATTAGTTTCTGGCCTTTTTCATCAJAAAGTAAA 120

1/93vin 121 CAABAAATTTTTHEEEGATGABETTAGCAAAATAACATTTGABABTGAAGTAGCAGAAACA 180

AR N e
1/93Tab 121 CAABAAATTTTTIREGATGAIBT TAGCAAAATAACATTTGABABTGAAGTAGCAGAAACA 177

1/93vin 181 AATECCATTTTTABTAAAACABABBABCTGAAGAATBAAAAITTTAAAGAAGARITTT 240
N Ny e R R R R AR Ry
1/93Tab 178 AATHECCATTTTTARTAAAACABEAREANCTGABAGAABBAAARATTTAAAGAAGARTTT 231

1/93vin 241 ATEGETAAAAAAGTTAATAAATTGGTCGAATEGGCTBATBAATTAATIBACCAAAAATT 300

R RN NN N N N
1/93Tab 232 ATHGETAAAAAAGTTAATAAATTGGTCGAATIGGCTHATHAATTAATEBACCAAAAATT 291

1/93vin 301 ACTGAAGGCGATAAAABABCATCTTITEATTRAGCCTTGAATCATTGEBAAAAATTARA 360
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1/93Tab
1/93Vin
1/93Tab
1/93Vin
1/93Tab
1/93Vin

1/93Tab

292

361

352

421

412

481

472

NN N e
ACTGAAGGCGATAAAABABCATCTTHTEATTEAGCCETTGAATCATTGBAAAAATTABA

GICAACCAABAATIIATTAGBABAACATEACGARITTTT TIIGAAAGCAGACACTAATAAA

IR R R R R R R R
GECAACCAABAATEATTAGHABAACATHEACGABBETTTTTEGAAAGCAGACACTAATAAA

BCCHCAGTTCAABBTGAAATAAAAATTATCATTGABGAATACCCAAAATTTAAAACACAA

AR RN AR
BCCECAGTTCAABBTGAAATAAAAATTATCATTGABGAATACCCAAAATTTAAAACACAA

ATAAAAACTGCTTTAIATTTG 501

NRRRRRNNANNRRR Ny
ATAAAAACTGCTTTABATTTG 492

351

420

411

480

471

14. abra. A rézsameténgben, illetve a dohanyban el6forduld, almafarél atvitt 1/93-as izolatum imp

gén szakaszanak szekvenciabeli egyezoségei. A szekvenciak kozotti eltérések az abran piros szinnel

vannak jel6lve.

A klonozott imp génszakaszok, valamint a PCR termékek szekvencidi a filogenetikai torzsfan két {6

agon talalhatok (15. abra). Az 1/93-as ¢és a 17/93-as torzsek -elhelyezkedésiiket tekintve

hasonlosdgot mutatnak a AfIB gén elemzésekor tapasztaltakkal. Az imp gén esetében az egy

elagazason beliil taldlhatdé szekvencidk homogénebbek (99,6-100%), mint a AfIB gén esetében,

azonban a két f6 elagazas kozotti kiillonbség mintegy 11%. A szekvenciak az NCBI nemzetkozi
adatbazisban (www.ncbi.nlm.nih.gov) az aldbbi azonositokkal szerepelnek: FN658472- FN658474,
FN658479- FN658501.
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15. dbra. A ’Ca. P. mali’ izolatumok filogenetikai tavolsdgainak é&brazolasa a klénozott 528 bp
hosszusagu imp génszakaszokrol. A szekvenciak tobb torzzsel keverten fert6zott fakrol szarmaznak.
Az AT, AP15, valamint a GDH torzsek szerepelnek referenciaként. A kiilonb6z6 szamok az
izolatumot és annak klonjait jelolik. A megszekvenalt PCR termékek a fitoplazma torzs, illetve a
gazdanovény nevének roviditésével (Vin- rdzsameténg, Tab- dohany) szerepelnek. Az eldgazason
szereplé szdmok az elagazas valdsziniiségét jelolik szdzalékos formaban, amelyet 1000 ismétlésben
elvégzett bootstrap analizis soran kaptunk. Az a, illetve b jelolés az 1/93-as és a 17/93-as

1zolatumok klonozott inzertjeinek 6 csoportjait mutatjak.
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4.4. Kiilonbo6z6 virulenciaju torzsek egymasra hatasanak kiértékelése molekularis
modszerekkel

4.4.1. 'Ca. P. mali' 1/93 avirulens és 'Ca. P. mali' AT virulens torzsek egyiittes fertozések
hatasa rézsameténgen

Rézsameténgen 3 kiilonb6z6 iddpontban allitottunk be keresztfertézéses kisérletet, €s ezeket kiilon-
kiilon értékeltiik. A mintavétel a masodik (Un. kihivo) torzzsel végzett fertdzéstdl szamitott fél év

mulva kezdddott, és mintegy 2 éven 4t tartott.

4.4.1.1. ,,A” Kisérleti beallitas

Az ,A” jelli kisérleti beallitds esetén 3 bioldgiai ismétlést alkalmazva kaptuk meg azokat a
ciklusszamokat, amelyek valosidejii PCR sordn igazoltdk a tesztnovényre oltott torzsek jelenlétét,
Esetiinkben a 35 ciklusszamot kovetden felszaporitasra keriilt mintdkat negativnak tekintettiik, de
mar 30 ciklusszam f616tt is bizonytalannak tekinthetd az eredmény. Az eredményeket eléfert6zott
novényeknél, illetve egyidejli fertézésben kiilon-kiilon értékeltiik, valamint folyamatosan vizsgaltuk
a pozitiv és negativ kontroll novényeket is. Eléfert6zés esetén az avirulens €s a virulens torzsekkel

valo fertdzés kozott 2,5 honap telt el.

Elofertozés

Az elsd, ,,A” kisérletben a véletlenszertien gyijtott hajtdsok koziil mindbdl sikeriilt kimutatni az
avirulens 1/93 torzset 7 honappal a feliilfert6zést kovetden. Az 1/93 torzset tartalmazo hajtasbol vett
pozitiv mintdk ardnya a 25 honapos vizsgalati ciklus soran 92 és 100% kozott volt. A virulens AT
torzs a mintavételi ciklus egyik idépontjaban sem volt detektalhatd. A hajtasbol vett mintakhoz
hasonldéan a gyokérbdl izolalt fitoplazma DNS mintdk koziil az 1/93 torzset tartalmazok aranya
mind a négy mintavételi id6pontban, a 15. és a 24. honapok kozott 80-100%-os aranyu volt. Az AT
torzs csak a gyokérmintdk 11%-aban volt kimutathatdé a fertdzést kovetd 15. honapban, az 1.
mintavételi idépontban. A tobbi idopontban az AT tdrzs mar nem volt jelen detektalhaté mértékben

(6. tablazat).
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6. tablazat. Az "A" kisérleti beéllitasban, elofertdzés esetén tapasztalt 1/93 és AT torzsek aranya a
hajtasban, illetve a gyokérben. A honapok a kihivo fertdzéstol szamitott mintavételi idopontokra

utalnak. "n.v.": nem vizsgalt.

Elofertézés — pozitiv detektalasok aranya (%)

hajtas gyokér
Hoénapok 1/93 AT 1/93 AT
7 100 0 n.v. n.v.
10 100 0 n.v. n.v.
11 92 0 n.v. n.v.
12 92 0 n.v. n.v.
15 92 0 89 11
17 100 0 100 0
19 100 0 100 0
24 100 0 80 0
25 100 0 n.v. n.v.

A 16. abra a kiilonb6z6 mintavételi idOpontokban mért atlagos ciklusszamokat abrazolja az
immunizalo és a fertdzd torzs Osszehasonlitdsdban a szordsok bemutatasaval. Mindharom
ismétlésben szembetiind kiilonbségeket tapasztaltunk a két torzs kozott a valdsidejit PCR soran
kapott kimutathatosagi kiiszobértékek (Ct) alapjan. Az 1. mintavételi id6ponttol kezdve a kisérlet
végéig az 1/93-as torzs folyamatosan és nagy koncentracidban volt jelen a vizsgalt novényi
részekben. A torzs pozitiv detektalasa szinte minden esetben a 20. és a 25. ciklus kozott tortént, az
atlagos értékek a 22-23. ciklusszamok voltak. A szérdsok a 11. és 12. honapban voltak magasak,
ezekben az esetekben egy-egy minta csupan a 27-28. ciklus kozott volt detektalhatd. A kapott
ciklusszamok alapjan a kisérleti ndvényekben levd 1/93 torzs mennyiségében nem fedeztiink fel
sem csokkend, sem novekvo tendenciat, mennyiségiik egyenletesnek volt mondhato.

Az AT torzs kimutatasa esetében a hajtasoknal sem az elsd, sem az utols6, sem a tobbi koztes
mintavételi idépontban sem kaptunk pozitiv eredményt. A detektalas 3 esetben a 34. ciklusban, a
tobbi esetben egyaltalan nem kovetkezett be, amely arra utal, hogy az AT torzs mennyisége nem érte

el a kimutathatosagi szintet.
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"A" kisérleti bedllitas, el6fert6zés, hajtas
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16. abra. Az "A" kisérleti beallitasban, eléfert6zés esetén a hajtasban eléforduld 1/93 és AT torzsek

egymashoz viszonyitott mennyiségének kimutathatdsaga a ciklusszam alapjan.

A gyokér 1/93-as torzs, illetve AT torzs altali kolonizacidjanak vizsgélata 4 idépontban tortént.
Eredményeink hasonléak, mint a hajtasnal tapasztaltak. A 15., 17., 19. és 24. havi mintavételek
esetében az 1/93 toérzs minden alkalommal jol kimutathatd volt, a fluoreszcens jelet atlagosan a 25-
27. ciklusokban mértiik, ettdl kiugroéan eltérd értekeket csupan az utolsé mintavételi idépontban
tapasztaltunk. (A kiilonbség azonban nem tekinthetd szignifikdnsnak.) AT torzs esetében pedig a
ciklusszamok minden esetben 35 koriiliek voltak, igy az AT jelenléte kizarhatd (17. abra). Egyes
esetekben egyik torzs sem volt detektalhato, ezt kisérleti hibanak tudtuk be, ezért az ilyen értékeket

az eredmények értékelésekor kizartuk.
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"A" Kisérleti beallitas, el6fertézés, gyokér
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17. abra. Az "A" kisérleti bedllitdsban, eléfertdzés esetén a gyokérben eléforduld 1/93 és AT torzsek

egymashoz viszonyitott mennyiségének kimutathatésaga a ciklusszam alapjan.

A csak 1/93, vagy csak AT torzzsel fertdzott pozitiv kontrollok, illetve a fertézetlen negativ kontroll
esetén a vart eredményt kaptuk. Negativ kontrollok k6z6tt nem kaptunk pozitiv eredményt, mig az
egy fitoplazma torzzsel fert6zott novényekbdl kovetkezetesen kimutathat6 volt az adott fitoplazma

torzs.

Egyideji fertdzés

Az immunizald torzs pozitiv detektdldsainak aranya a 7-24 honapos mintavételi ciklus masodik
felében novekvd tendencidt mutatott. A hajtasrdl vett mintak esetében az elsé mintavételi
idépontban mindkét torzs egyenld aranyban, a ndvények 50%-aban volt jelen. Az AT mennyisége a
mintavételi ciklus végéhez kozelitve némiképp csokkend tendenciat mutatott, azonban még a 24.
hoénapban is mérhetd volt 10%-os aranyban. Gyokér esetében a 14. és a 20. havi mintavételi
idépontban is igen magas, 67-100%-0s aranyban volt kimutathat6 az 1/93 torzs, viszont az AT ennél

is magasabb, 83-100%-o0s aranyban adott pozitiv eredményt (7. tablazat).
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7. tablazat. Az "A" kisérleti beéllitasban, egyidejli fertdzés esetén tapasztalt 1/93 és AT torzsek
aranya a hajtasban, illetve a gyokérben. A honapok a kihivo fert6zéstol szamitott mintavételi
id6pontokra utalnak. "n.v.": nem vizsgalt.

Egyidejii fert6zés — pozitiv detektalasok aranya (%)

hajtas gyokeér
Hoénapok 1/93V AT 193V AT
7 50 50 n.v. n.v.
10 0 100 n.v. n.v.
11 48 36 n.v. n.v.
12 50 46 n.v. n.v.
14 17 100 67 83
16 100 75 n.v. n.v.
17 44 44 n.v. n.v.
18 70 60 n.v. n.v.
20 90 10 100 100
24 100 10 n.v. n.v.

A teljes mintavételi ciklus idépontjaiban mért adatokat végignézve azt tapasztaltuk, hogy mind az
AT, mind az 1/93-as torzs valtozd, egymastol tobbnyire fiiggetlen mennyiségben van jelen a vizsgalt
novények hajtdsaban. Az 1. mintavételi idOpontban, (7 hénappal a fertézést kovetden) mindkét térzs
a kimutathatosag alsé hatdran mozgott, azonban az AT torzs ismétlései kozott talalhatunk olyan
mintakat, amelyek mar a 23. ciklus koriil is pozitiv eredményt adtak. Az 1/93-as tdrzs majdnem a
teljes mintavételi ciklus folyaman kimutathatdé volt a hajtasbol véletlenszerlien vett mintakbol,
azonban a mért Ct értékek szordsa meglehetdsen széles tartomanyban mozgott. A fertdzéstol
szamitott 20. és 24. honapban az avirulens torzset egy eset kivételével nem sikeriilt detektalnunk.
Az AT mintdk Ct értékei alapjan, az 1/93-as torzs csokkend mennyiségével ellentétben,
viszonylagos novekedést figyelhettiink meg, hiszen a kisérleti idészak elsé felében a torzset
atlagosan a 28. ciklus koriil tudtuk detektalni, mig a kisérleti idészak 2. felében atlagosan mar a 22-
31. ciklus kozott kaptunk pozitiv eredményt. Sok esetben a két torzs hasonld mennyiségét
tapasztaltuk. A 10. és a 14. hénapban az avirulens torzs nagy mennyiségben volt jelen, mig a
virulens torzs mennyisége sok esetben nem volt mérhetd. A 20. és a 24. honapokban az 1/93
avirulens t0rzs nagyobb mennyiségéhez az AT virulens torzs minimalis, vagy egyes esetekben

detektalhatosagi szint alatti mennyisége parosult (18. abra).
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"A" Kisérleti bedllitas, egyidejl fertézés, hajtas
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18. dbra. Az "A" kisérleti bedllitasban, egyidejli fertéz¢és esetén a hajtasban eléforduld 1/93 és AT

torzsek egymashoz viszonyitott mennyiségének kimutathatdsaga a ciklusszam alapjan.

A gyokerekbdl a fertdzést kovetd 14. és 20. honapokban térténd mintavétel eredményei a 19. abran
lathatdak. Az elsd idOpontban az 1/93 torzset a 25. ciklus koriil sikeriilt detektdlni magas szorés
mellett. Ez az érték hasonld maradt a 20. honapra is, bar joval alacsonyabb szorasi értékekkel. Az
AT torzs 14 honappal a fertdzést kdvetden nagy szoras mellett egyes esetekben a 25. ciklusban is
kimutathatoénak bizonyult. A fitoplazma DNS a 20. honapban atlagosan a 30. ciklus koriil érte el a

kiiszobértéket alacsony szoras mellett.
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"A" kisérleti bedllitas, egyidejl fertézés, gyokér
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19. dbra. Az "A" kisérleti beallitasban, egyideji fertézés esetén a gyokérben eléforduld 1/93 és AT

torzsek egymashoz viszonyitott mennyiségének kimutathatdsaga a ciklusszam alapjan.

A csak 1/93, vagy csak AT torzzsel fert6zott pozitiv kontrollok, illetve a negativ kontroll esetén a
vart eredményt kaptuk. Negativ kontrollok k&zott nem kaptunk pozitiv eredményt, mig az

egyszeresen fert6zott ndvényekbdl megbizhatoan kimutathatéd volt az adott fitoplazma torzs.

Mintavétel helye szerinti detektalas

Elofert6zott novények esetében megfigyeltiik, hogy a 2. mintavételi idOponttol kezdve a mintavétel
helye nem befolyésolta az eredményeket. Mind az AT oltasi helytdl tdvol esd, mind a kozeli
mintavételi pontok, valamint az oltas helyérdl vett minta is AT-re negativ, 1/93-as torzsre pedig
pozitiv eredményt adott.

Egyidejii fertdézés esetén viszont a mintavétel helyének jelentdsége volt. Az oltott hajtasrol vett
mintdk arra a torzsre nézve mutattak pozitiv eredményt, amely torzzsel oltva lettek, azonban az
oltasi pontoktol tavol talalhatd helyekrdl vett minta véletlenszeritien volt pozitiv vagy a virulens,
vagy az avirulens torzsre. Ez a megfigyelés jellemzd volt a teljes mintavételi periddusra. Jellemzd
volt az AT torzsnek a jelenléte a vizsgalt ndvény azon hajtdsaban, amely az AT torzsre jellemzo

enyhe, vagy erdsebb tiineteket mutatott.

4.4.1.2. ,,B” kisérleti beallitas
A ,,B” kisérleti bedllitasnal 5 biologiai ismétlést alkalmaztunk. A mintegy 2 éves kisérleti periddus

soran 10 alkalommal vettiink mintat. Ebben a kisérleti beallitasban csak el6fert6zést alkalmaztunk,
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ahol az avirulens (1/93) és virulens (AT) torzsekkel vald fertdzés kozott 3 honap telt el. Az
avirulens, illetve a virulens torzsek szaporodasat valdsideji PCR-rel kovettiik nyomon a
felszaporitasi ciklusszamok alapjan. A valésidejii PCR-rel kapott eredményeinket egyes esetekben

SSCP moddszerrel is alatamasztottuk.

Elofertozés

A "B" kisérleti beallitasban a teljes vizsgalati periodus alatt kimutathatd volt az AT, illetve az 1/93
torzsek jelenléte az egyszeresen fert6zott pozitiv kontroll tesztndvényekbdl. A negativ kontrollban
nem detektaltuk fitoplazma jelenlétét. Keresztfertzés esetén az immunizald torzzsel vald oltast
kovetden 3 honappal kertilt sor a kihivo torzzsel valo fertézésre. Mintavételt a kihivo AT torzzsel
valo fertdzést kovetéen 2, 5, 7, 8, 10, 11, 15, 18, 19 és 20 honappal végeztink a hajtés
hancsszovetébdl. Az 1/93-as avirulens torzs mennyisége az Osszes mintavételi idépontban a
kimutathatdsagi hataron beliil volt, a 21. és a 24. ciklus kozott, alacsony szoras mellett. A kihivo
torzzsel valo fertézést kovetd 2. honapban az AT torzs jelenléte detektalhato volt a 24., illetve a 29.
ciklusban. Ekkor ugyanabban a névényben az 1/93 torzzsel oltott hajtadson az 1/93-as torzs jelenlétét
igazoltuk. Az 5. honapban véletlenszer(i hajtasrdl vett mintdkbol egységesen az 1/93 torzs jelenlétét
mutattuk ki. A 8. honapban az AT torzzsel oltott hajtasokon enyhe, az AT torzsre jellemzd tiinetek
mutatkoztak, ennek ellenére a valdsidejii PCR soran az 1/93-as torzset detektaltuk a 20-23. ciklusok
kozott. A kérdéses esetekben az egyes mintak hflB gén szakaszait felszaporito6 PCR soran kapott
termékeket a valosidejli PCR-nél érzékenyebb SSCP analizisnek vetettiik ala. Az SSCP profil mind
a 2., mind a 8. mintavételi honapban az 1/93-as torzs jelenlétét igazolta. A 11., 15., 18., 20.
honapokban az AT torzzsel oltott hajtasok mar nem, vagy esetenként minimalis mértékben mutattak
levélhullamosodast és sargulast. Ezekbdl a hajtasokbdl nem mutattuk ki az AT jelenlétét, ellenben
az 1/93-as torzs mar a 21. ciklus soran elérte a kimutathat6sagi szintet. SSCP analizis soran az 1/93-
as torzsre jellemzod profilt kaptuk. Az emlitett iddpontokban mind az oltasok helye folil, illetve
azoktol tavol esd helyekrdl vett mintdkban csak az avirulens torzs volt detektalhatd, a 22-24.

ciklusok kozott (8. tablazat, 20. abra).
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8. tablazat. A "B" kisérleti bedllitdsban, eléfertdzés esetén tapasztalt 1/93 és AT torzsek aranya a
hajtasban, illetve a gyokérben. A honapok a kihivo fertdzéstol szamitott mintavételi idopontokra

utalnak. "n.v.": nem vizsgalt.

Eldfertézés — pozitiv detektalasok aranya (%)

hajtas gyokér
Hoénapok 1/93V AT 1/93V AT
2 100 0 n.v. n.v.
5 100 0 n.v. n.v.
7 100 0 n.v. n.v.
8 100 0 n.v. n.v.
10 100 0 100 0
11 100 0 n.v. n.v.
15 100 0 100 0
18 100 0 100 0
19 100 0 n.v. n.v.
20 100 0 n.v. n.v.

"B" kisérleti bedllitas, el6fertézés, hajtas
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20. abra. A "B" kisérleti beallitasban, eléfertézés esetén a hajtdsban eléfordulo 1/93 és AT torzsek

egymashoz viszonyitott mennyiségének kimutathatosaga a ciklusszam alapjan.

Az immunizalt ndvények gyokereibdl a kihivo torzzsel vald fertdzéstdl szamitott 10., 15. és 18.
honapokban vettiink mintat. Az 1/93-as térzs mindhdrom idépontban a 23-24. ciklusban érte el a
kimutathatdsagi kiiszobértéket, mig az AT torzs mennyisége a kimutathatosagi szint alatt volt (21.

abra). A mintdk SSCP profilja az 1/93-as torzsre jellemz6 mintazatot adta.
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"B" kisérleti beallitas, el6fertézes, gyoker
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21. édbra. A "B" kisérleti beallitdsban, eléfertdzés esetén a gyokérben eléforduld 1/93 és AT torzsek

egymashoz viszonyitott mennyiségének kimutathatosag a ciklusszam alapjan.

A 18. honapban mind az 1/93-as torzzsel, mind az AT torzzsel fertdzott novények az adott
fitoplazmara jellemzd tiinetet mutattdk. Az Gsszes mintavételi idépontban a kontrollként hasznalt
novények hajtasaibdl és gyokereibdl vett mintakban a fertdzod térzs mennyisége a kimutathatdsagi

tartomanyon beliil volt. Negativ kontroll esetén nem kaptunk mérhetd fluoreszcens jelet.

4.4.1.3. ,,C” kisérleti beallitas

Elofertozés

A "C" kisérleti beallitasban 3 bioldgiai ismétléssel dolgoztunk, egyidejiileg és elofertdzott
novényekkel. Elofertdzés esetén az immunizald (1/93) és a kihivo (AT) torzsekkel vald fertdzés
kozott 4 honap telt el. A mintavétel a kihivo torzzsel valo fertdzést kovetd 1. honaptol kezdve 7
idépontban tortént.

Mig 1 hénappal a virulens torzzsel valo fert6zés utdn a kimutathatdsagi szintet a 27. ciklusban érte
el, a 13., 14. honapokban mar atlagosan a 22. ciklusban volt detektalhatd. Az AT torzs mar 1
honappal a fert6zést kovetden sem volt kimutathatd 1-2 ismétlés kivételével, alacsony szorasi érték
mellett. Ezt kovetden csak a 8. honapban mutattuk ki 2 minta esetében az AT torzs jelenlétét. A 4.

hénapban a mintavétel az 1/93, valamint az AT torzsekkel oltott hajtasok aldl tortént. Két olyan
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minta esetében, amelyek az AT torzzsel fertdzott, enyhe levélhullimosodast mutatd hajtasbol
szarmaztak, még a 20. ciklus el6tt kimutathat6 volt az AT torzs jelenléte, valamint az SSCP profil is
az AT torzs mintazatat adta. Ugyanezen novények, oltasi ponttdl tavol esé helyérdl vett mintaiban a
valosidejli PCR soran csak az 1/93-as torzs volt felszaporithatd, valamint az SSCP soran is az 1/93-
as torzsre jellemzd mintazatot kaptuk. A 8. honap mintait az AT torzzsel fertdzott hajtasrol vettiik,
de ekkor mar csak a 30. ciklus koriil volt detektalhato az AT torzs, mig az 1/93-as torzs a 25. ciklus
elétt kimutathatdé volt (9. tablazat, 22. abra). A 10. hénaptdl kezdve a tesztndvényeken nem
figyeltik meg az AT torzsre jellemzd levélhulldmosodast. A 13. és 14. honapokban mar az AT
hajtasrol vett mintakbol is csak az 1/93-as torzs volt kimutathatd, amelyet az SSCP vizsgalat

eredményei is megerdsitettek.

9. tablazat. A "C" kisérleti beallitasban, elofert6zés esetén tapasztalt 1/93 és AT térzsek aranya a
hajtasban, illetve a gyokérben. A honapok a kihivo fert6zéstdl szamitott mintavételi iddpontokra
utalnak. "n.v.": nem vizsgalt.

Eldfertézés — pozitiv detektalasok aranya (%)

hajtas gyokér
Hoénapok 1/93V AT 1/93V AT
1 100 0 n.v. n.v.
3 100 0 n.v. n.v.
4 100 10 100 0
8 100 0 n.v. n.v.
10 100 0 100 0
13 100 0 100 0
14 100 0 n.v. n.v.
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"C" kisérleti beallitas, el6fertézés, hajtas
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22. abra. A "C" kisérleti beallitasban, eldfertdzés esetén a hajtasban eléforduld 1/93 és AT torzsek

egymashoz viszonyitott mennyiségének kimutathatésaga a ciklusszam alapjan.

Gyokérnél azt tapasztaltuk, hogy az 1/93-as torzs mennyisége a kihivd torzzsel valo fertézést
kovetd 4. honaphoz képest a 13. honapra noétt, elobbi esetben a 24., utobbiban a 22. ciklusban érte el
a kimutathatdsagi kiiszobértéket. Ugyan az AT torzs a 4. honapban atlagosan a 35. ciklus eldtt volt
mérhetd, de elhanyagolhatdé mennyiségben, 10, illetve 13 hénappal a fert6zést kovetden mar nem
volt detektalhatd6 mennyiségben a ndvényben (23. abra). Eredményeinket az SSCP analizis

eredményeivel is alatdmasztottuk.
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"C" kisérleti bedllitas, el6fertézés, gyokér
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23. abra. A "C" kisérleti bedllitasban, eléfertdzés esetén a gyokérben eléfordulod 1/93 és AT torzsek

egymashoz viszonyitott mennyiségének kimutathatésaga a ciklusszam alapjan.

Az AT és 1/93 kiilon-kiilon felszaporithatd volt minden pozitiv kontroll novényr6l izolalt mintaban.

Egyideji fertdzés

Az 1/93 és az AT torzsekkel egyidejlileg fertdzott rozsameténgek hajtasabol a fertézést koveto 4.,
10., 13. és 14. honapokban, gyokerébdl a 10. és 13. honapokban vettiink mintat.

A hajtds mintainak vizsgdlata sordn azt tapasztaltuk, hogy az 1/93-as avirulens tdrzs a 4., 10.
hénapokban még csak 70-80%-os ardnyban volt jelen a ndvényben, de a 13., 14. honapokra mar
minden mintdbol kimutathatova valt. Ezzel ellentétesen a virulens AT térzs még a 13. honapban is
detektalhat6 volt, a mintdk 20%-aban volt jelen. Egy honappal késébb mar nem tudtuk kimutatni a
jelenlétét, de kérdéses, hogy valoban teljesen visszaszorult-e a torzs a ndvényben. A
gyokérmintdkban a fert6zést kovetd 10. honapban a két torzs nagysagrendileg azonos aranyéat
tapasztaltuk. Az 1/93-as torzs a 13. honapban mar minden mintabdl kimutathatd volt, az AT torzs

jelenlétét egy minta esetében sem igazoltuk (10. tablazat).
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10. tablazat. A "C" kisérleti beallitasban, egyidejii fertdzés esetén tapasztalt 1/93 és AT torzsek
aranya a hajtasban, illetve a gyokérben. A honapok a kihivo fert6zéstol szamitott mintavételi
idépontokra utalnak. "n.v.": nem vizsgalt.

Egyidejii fertézés — pozitiv detektalasok aranya (%)

hajtas gyokér
Honapok 1/93V AT 1/93V AT
4 80 20 n.v. n.v.
10 70 10 70 50
13 100 20 100 0
14 100 0 n.v. n.v.

A ciklusszamok tekintetében a 4. mintavételi honapban meglehetésen nagy szorast tapasztaltunk
mindét torzs esetében. A 24. abran jol nyomon kovethetd az 1/93-as torzs felszaporodasa. A 14.
honapban a detektdldas mar a 22. ciklusban tortént alacsony szoéras mellett. A hdénapok
elérehaladtaval az AT torzs mennyisége lecsokkent, a 14. hdnapban mar nem tudtuk kimutatni. A 4.
hoénapban az AT hajtasrdl vett mintak egységesen az AT tdrzs jelenlétét mutattak, amelyet az SSCP
profil is megerdsitett. Az 1/93-as hajtasokbol az 1/93-as térzs volt detektalhatdo azonos SSCP profil
mellet. Azokban az esetekben, amikor a mintavétel az oltas helyétdl tdvolabb esett, mindkét torzs

kimutathat6 volt valtozo6 ardnyban.

"C" kisérleti beallitas, egyidejl fertézés, hajtas
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24, 4dbra. A "C" kisérleti beallitasban, egyidejii fertdzés esetén a hajtasban eléforduld 1/93 és AT

torzsek egymashoz viszonyitott mennyiségének kimutathatdsaga a ciklusszam alapjan.
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A gyokérmintakat két iddpontban vizsgaltuk. A fertdzéstdl szamitott 10. és 13. honapban atlagosan
a 25. ciklus el6tt volt detektalhatd az 1/93-as torzs magas szords mellett, mig az AT torzs jelenlétét
csak 10 honappal a fertézést kovetden tudtuk igazolni a 25. ciklus utan (25. 4dbra). Ahol valdsidejii

PCR soran az AT torzset tudtuk detektalni, AT-ra jellemzd SSCP mintazatot kaptunk.
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25. abra. A "C" kisérleti beallitasban, egyidejii fertdzés esetén a gyokérben eléforduld 1/93 és AT

torzsek egymashoz viszonyitott mennyiségének kimutathatosaga a ciklusszam alapjan.

Egyszeresen 1/93-as torzzsel fert6zott kontroll ndvénybdl az 1/93-as, AT torzzsel fertdézott

novénybdl az AT torzs jelenlétét mutattuk ki.

4.4.1.4. A keresztfert6zés soran vizsgalt 'Ca. P. mali' 1/93 és AT torzsek jelenlétének igazolasa
SSCP modszerrel

A hflIB3 1/hfIB3 inditészekvencia-parral felszaporitott 528 bp hosszusagu, klonozott hfIB
génszakasz egyszalu konformacids polimorfizmus (SSCP) analizise soran az 1/93 avirulens torzs
alapjan. Ez a mintazat nagymértékben kiilonbozott a virulens AT torzs profiljatol. Az utdbbi esetben
a futdsi sav kozépsd részén volt lathatd két egymastdl elkiiloniilé 2-2 savbol allo profil. A
torzsspecifikus mintdzatok alapjan a modszer alkalmasnak bizonyult az 1/93 és AT torzsek
elkiilonitésére, valamint az adott torzs jelenlétének, vagy hidnyanak kimutatasara. Azokban az
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esetekben, amikor az 1/93 kimutathato volt, de az AT nem, az SSCP profil megfelelt az egyszeresen,
1/93 torzzsel fertdzott mintak profiljanak. Egyidejii fertdzéskor kapott eredményeink SSCP profilja

vegyes volt, mind az AT torzsre, mind az 1/93 torzsre jellemzé mintdzatok megjelentek (26. abra).

26. dbra: SSCP mintazatok a Ca. P. mali AfIB 464-es génjének klonozasabol. 1-2: AT, 3-4: 1/93, 5-7:
1/93+AT elofertdzéssel, a gatlasra utalo mintazattal, 8-10: 1/93+AT egyideji fertézéssel, a
sikertelen gatldsra utald6 mintazattal (véletlenszertien valasztott, valosideji PCR-rel pozitiv

eredményt add mintak)

4.4.2. 'Ca. P. mali' 1/93 avirulens és 'Ca. P. mali' AT virulens torzsek fertozések hatasa
dohanyban

A keresztvédettséget dohdnyban két kisérleti beallitdsban értékeltiik, melynek soran az elsében 3, a
masodikban 6 hét telt el az avirulens 1/93 torzzsel vald elofertdzés, illetve a virulens AT torzzsel
torténd feliilfertdzeés kozott.

Az elsO kisérleti beallitasban a kihivo torzzsel valo fertdzést koveto 6., 8., 10. és 13. honapokban, a
hajtasokon véletlenszerli helyekrdl szarmazé mintdkbol minden esetben csak az 1/93-as torzs
jelenlétét igazoltuk valésidejii PCR soran. Az 1/93-as torzs atlagosan a 18-25. ciklusok kozott érte
el a kimutathatosagi szintet. Ezekben a mintdkban nem volt detektalhaté az AT torzs jelenléte. Ezzel
szemben az AT torzzsel fertdzott hajtasrol vett mintdkban a 6. és a 8. mintavételi honapban még
dominans volt az AT torzs jelenléte, és a mennyisége csupan a 14. honapban csokkent teljesen a
kimutathat6sagi hatar ald. Hasonloakat figyeltiink meg az AT torzzsel fertdzott hajtasok alol vett
mintak esetében is, ekkor azonban a 10. honaptol nem volt jelen az AT torzs, mig az 1/93-as torzs
minden mintdbol kimutathatdo volt (11. tablazat). Az avirulens, illetve a virulens torzsek

kimutathatdsaga a 2. kisérleti bedllitdsban is hasonld volt, azzal a kiilonbséggel, hogy az AT torzzsel
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fert6zott hajtasokrol és az azok aldl gyiijtott mintak esetében az AT torzs mennyisége mar a kihivo
fertdzést kovetd 8. honapban a kimutathatosagi szint ald csokkent (12. tablazat).

Pozitiv kontrollok esetében csak az 1/93, illetve az AT torzset sikeriilt detektalnunk mindkét
kisérleti beallitasban az 0sszes mintavételi idépontban.

A gyOkérben a 3. honapban vizsgaltuk a fitoplazma jelenlétét. Immunizalt ndvények gyokerében az

1/93-as torzs 100%-ban jelen volt, mig az AT torzset egyetlen esetben sem mutattuk ki.

11. tablazat. Az 1/93 és az AT torzsek jelenlétének aranya dohany tesztnévényben az avirulens

torzzsel végzett 3 hetes eloéfertézésben.

Az 1/93 és az AT torzsek jelenlétének aranya (%)

. . Vdéletlenszerii helyrol AT torzzsel fertozott AT torzzsel fertozott
Mintavételi hajtasrol hajtas alél
honap
1/93 AT 1/93 AT 1/93 AT
6 100 0 29 71 71 29
100 0 50 50 93
10 100 0 93 7 100
13 100 0 100 0 100

12. tdblazat. Az 1/93 és az AT torzsek jelenlétének aranya dohany tesztndvényben az avirulens

torzzsel végzett 6 hetes eldfertdzésben.

Az 1/93 és az AT torzsek jelenlétének aranya (%)

. ... Véletlenszerii helyrol AT torzzsel fertézott AT torzzsel fertézott
Mintavételi hajtasrél hajtas alél
hénap
1/93 AT 1/93 AT 1/93 AT
6 100 0 86 14 93 7
100 0 100 0 100 0
10 100 0 100 0 100 0
13 100 0 100 0 100 0

4.4.3. 'Ca. P. mali' 1/93 és egyéb fitoplazma torzsek kozotti kolcsonhatasok kiértékelése PCR
és valosideji PCR vizsgalatokkal

4.4.3.1. Valosidejii PCR-hez tervezett inditészekvenciak
Az egyes fitoplazma torzsek jelenlétének és egymashoz viszonyitott mennyiségének kimutatasat
valds idejii PCR-rel végeztiik, amelyhez sziikségiink volt fitoplazma fajspecifikus, valosideji PCR-

hez alkalmazhat6 inditoszekvenciakra.
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A 'Ca. P. mali' 1/93 avirulens és a 'Ca. P pyri' PD1 virulens torzsek valdsidejii PCR-rel vald
elkiilonitéséhez olyan inditészekvencidkat terveztiink, amelyek segitségével felszaporitott DNS
szakaszok nem hosszabbak, mint 200 bp. Az NCBI adatbazisban (www.ncbi.nlm.nih.gov) taladlhato
PD izolatumok adott 4fIB génjének vagy génrészletének szekvencidit az AP homoldg szekvencidival
vetettlik 0ssze, és a legnagyobb eltérést add szakaszra terveztiik az inditészekvencidkat. Az érintett
részleges hflB gén szakaszon 90%-os homoldgiat tapasztaltunk. Az NCBI adatbéazisban talalhatd
FM201271 azonositoja 'Ca. P. pyri' PDI1 részleges hflB gén szekvenciat alapul véve (27. abra)
terveztiink PD detektildsara alkalmas inditoszekvencia-part (fPD_RT/rPD_RT). A tervezett
inditészekvencidk megfeleltek a rajuk vonatkozd kovetelményeknek, és a tesztelést, illetve a
kapcsolodasi homérséklet gradiens PCR-rel valo optimalizalasat kvetden alkalmasnak bizonyultak
a PD AfIB gén 122 bp hosszisagl szakaszanak felszaporitasara, az AP-t azonban nem amplifikaltak.
A tervezett inditészekvencidk nukleotid sorrendje a kovetkezd: fPD_RT: 5'- GGT GGT AAT TTT
TCA GGA GGT TCC -3', tPD_RT: 5'- TCG GCG CGA TTA GTA GCT CCA -3'".

5' -> fPD_RT -> 3
PD GAAATTGATGTTCTAGGAGGTAAAAGAGGTGGTAATTTTTCAGGAGGTTCCCAAGAAAAA
CEEETEEEEErerrer e teerr e e e e ceeerr 1t RERRRERE
AP GAAATTGATGTTCTAGGTGGTAAAAGAGGTGGTAATTCTTCAGGCGGTAATCAAGAAAAA
PD GATCAAACTTTAAATCAACTTTTAACCGAAATGGACGGTTTTACCCAATCAAAAGGTATT
CEEETEEETErerr e et e e rer e ceererr et et Ferer el
AP GATCAAACTTTAAATCAACTTTTAACCGAAATGGATGGTTTTACCCAAGCAAAAGGTATT
5'" -> rPD_RT -> 3'
PD ATTGTGATTGGAGCTACTAATCGCGCCGA
RERERRARARARRRRARARRRRRRERER
AP ATTGTGATTGGAGCTACTAATCGCGCCGA

27. abra. PD ('Ca. P. pyri', NCBI azonosit6: FM201270) és AP ('Ca. P. mali', NCBI azonosito:
FR863637) homol6g hflB gén szakaszok 0Osszehasonlitdsa. A tervezett, valdsidejli PCR-hez

alkalmas inditédszekvencia-par (fPD_RT/rPD_RT) az 4bran narancssarga szinnel van jelolve.

A 'Ca. P. mali' 1/93 avirulens és a 'Ca. P. prunorum' GSFY virulens torzseinek elkiilonitését és a
fitoplazma felszaporodasanak nyomon kovetését szintén valdsidejii PCR-rel végeztiik. Célunk az
volt, hogy az ESFY specifikus, 237 bp hosszusadgtu terméket ado ECA1/ECA2 (Jarausch et al.,
1998) inditdszekvencia-par helyett olyan primereket keressiink, melyek valosidejii PCR-hez
alkalmasak, illetve amelyekkel rovidebb szakasz amplifikalhatd (28. abra). Az inditészekvencidk
tervezéséhez az NCBI adatbéazisban talalhato AF195780 jeld, feltételezett nitroreduktaz fehérjét
kodolo gén szekvencidjat vettiik alapul. Mivel az AP detektalasahoz hasznalt inditdszekvenciak a
hfIB génen taldlhatok, a két célgén szekvencidjanak Osszehasonlitdsatol eltekintettiink. A tervezett

fECA_RT/rECA_RT inditoszekvencidk nukleotid sorrendje: fECA RT: 5'- AAT CAA AGA ACT
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AAC ACATTG G -3',rECA_RT: 5'- TGA CTC ATT ATT AAT TGT AAC ATT TTG -3, az altaluk

felszaporitott szakasz hossza 184 bp. Az 1j inditoszekvencidk az AP-t nem szaporitottak fel.

ESFY TATTGGTGGTTTTAATAAAAAGAAATTGAATAAATTTTTTAACATTGAAAAAAATTATTT
5' -> ECA1 -> 3'
ACCAACTTTAATAATAGCAATAGGAAAAAAAGTTAAAAATAATCAAGAACAAGAAGTAAA

5' -> fECA_RT -> 3'
AAATTTTAAAATGAAAATCAAAGAACTAACACATTGGTTATAATTTTTAAAAATTAATTT

TTTTTATAAATAAAATAATTAAATGATCATAAATCTTTTAAAATAAATAAAGGTTTTATG

5' ->
ATCATTATTATTTTTAATAAATTTTTTAAATTAAAAATAATTTTTTAACAAACAAAATGT

5' -> ECA2 -> 3'
rECA_RT -> 3!
TACAATTAATAATGAGTCATTAATTTTTATAAACAAAGGGTTAACTTTTTATGGAACAAA

TAGAAAAATATATTATTATTTTATATTATAAATACACAAAAATTAAAAATCTTCAATATT

28. abra. ESFY (‘Ca. P. prunorum', NCBI azonosit6: AF195780) nitroreduktaz-szeri gén
fragmentjének szekvencidja, az Uj, valosidejii PCR-hez alkalmas inditészekvencia-par

(fECA_RT/rECA_RT) az abran narancssarga szinnel jel6lt.

4.4.3.2. 'Ca. P. mali' 1/93 avirulens és 'Ca. P. prunorum' GSFY virulens torzsekkel valo
fertozések hatasa rozsameténgen

Polimeraz lancreakcié soran az 1/93-as torzzsel immunizalt, GSFY torzzsel felilfertézott
rozsameténg novényekbdl az 1/93-as torzs jelenlétét mutattuk ki. Egyideji fertdzés esetén az egyes
torzsspecifikus inditoszekvencia-parok mind az avirulens, mind a virulens térzs DNS szakaszat
amplifikaltak. Az avirulens torzs altal kifejtett gatld hatas tesztelésére valdsidejii PCR-t végeztiink
az elso kisérleti beallitasban 2, a masodik kisérleti beallitasban 5 alkalommal. Az altalunk tervezett
fECA_RT/ECA_RT inditédszekvencidk a GSFY torzs specifikus génszakaszat amplifikaltdk, mig
az thflB_RT-1/rhflB_RT-3 primerpar az 1/93-as torzs detektalasara volt alkalmas. A valosidejii PCR
soran a Ct értékeket (kimutathatosdgi kiiszobértékek) hasonlitottuk egymashoz, ez alapjan
kovetkeztettiink az adott fitoplazma torzs szaporodasara. A 35 ciklusszam felett fluoreszcens jelet
ad6 mintdkat negativnak értékeltiik, a 30 ciklus utan detektdlhatd6 mintdk mennyiségét
elhanyagolhatonak tekintettiik.

Az elsé kisérleti beallitasban a kihivo torzzsel vald fert6zéstdl szamitott 5. és 8. honapban vettiink

mintat. Az elsé mintavételi iddpontban az 1/93-as torzs atlagosan a 20. ciklusban volt detektalhato
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viszonylag magas szorasi érték mellett, amely feltehetéen a véletlenszerli helyekrdl tortént
mintavételnek koszonhetd. Ebben az idépontban a GSFY torzs egyik esetben sem volt detektalhatd
a 30. ciklus el6tt. A masodik mintavételi iddpontban hasonlé eredményeket kaptunk, mig az 1/93-as
torzs minden minta esetében felszaporodott, a GSFY torzs nem volt kimutathatd (29. dbra). Az
eléfertdzott novények levelei a feliilfertdzést kdvetd 8. honapban enyhe sargulasos tilineteket

mutattak, mig a GSFY torzzsel inokulalt kontroll novények levelei erdteljesen sargultak.
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29. abra. Az elso kisérleti beallitasban a rozsameténg hajtasaban eléforduld 1/93 és GSFY torzsek

egymashoz viszonyitott mennyiségének kimutathatosaga a ciklusszam alapjan.

Az els6 kisérleti beallitasban ESFY specifikus primerekkel felszaporitott, GSFY-vel fert6zott
pozitiv kontroll mintdk a 25-26. ciklusban adtak mérhetd fluoreszcens jelet. Az 1/93 torzzsel
fert6zott kontroll esetében az AP specifikus inditdszekvencidkkal felszaporitott DNS szakasz a 17-
24. ciklusokban érte el a kimutathatosagi tartomanyt alacsony szoras mellett. Onalléan 1/93
avirulens, vagy GSFY virulens torzzsel inokulalt novényekbdl a fert6zést koveto 5. és 8. idopontban
is kimutathatd volt az adott torzs, mig negativ kontroll esetében nem kaptunk felszaporitott
terméket.

A masodik kisérleti beallitasban a kihivd torzzsel valo fert6zést kovetd 1., 2., 3., 4. és 6.
hoénapokban vettiink mintat, igy nyomon kovettiik az adott torzsek mennyiségének valtozasat. A 30.
abran feltiintetett értékekbdl kitlinik, hogy 1 honappal a feliilfertézést kovetden a GSFY torzs még

detektalhat6 mennyiségben jelen volt a ndvényben, azonban a tovabbi idépontokra a mennyisége a
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kimutathatdsagi érték ald, a szordsi érték pedig nulldra csokkent. Ezzel szemben az 1/93-as torzs
mennyisége enyhén novekvo tendenciat mutatott, a feliilfertdzést kovetd 6. honapban atlagosan a
19. ciklusban volt kimutathat6 alacsony szoras mellett. A térzsek kimutathat6sagat a mintavétel
helye nem befolyasolta. A kisérlet soran egy ndvény esetében a virulens torzs a 18. ciklust kovetéen
detektalhatd volt. Ebben az esetben azonban az avirulens torzset csupan a 27-30. ciklusban tudtuk

detektalni. Ezt az eredményt kisérleti hibanak tekintettiik és a tovabbiakban nem vettiik figyelembe.

2. kisérleti bedllitas, el6fert6zés, hajtas
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30. adbra. A masodik kisérleti bedllitasban a rézsameténg hajtasaban eléfordulo 1/93 és GSFY

torzsek egymashoz viszonyitott mennyiségének kimutathatdsaga a ciklusszam alapjan.

Az 1/93, illetve GSFY torzsekkel fertdzott pozitiv kontroll novények esetében az AP, illetve ESFY
specifikus inditodszekvencia-parok a 16-28, illetve a 18-24. ciklusok kozott szaporitottak fel az
adott torzset a kimutathatosagi kiiszobértékig. A negativ kontrollok esetében nem kaptunk

fluoreszcens jelet.

4.4.3.3. 'Ca. P. mali' 1/93 avirulens és 'Ca. P. pyri' PD1 virulens torzzsel valo fert6zés hatasa
rozsameténgen

Az 1/93 avirulens torzzsel immunizalt névények hajtasardl elsdként a kihivo torzzsel vald fertézést
kovetd 4. honapban, a masodik alkalommal pedig a feliilfertézést kovetd 7. honapban tortént. Az
elsd mintavételi idépontban az 1/93 torzzsel, illetve a PD torzzsel fertézott kontroll ndvények
mindegyikébdl kimutathatd volt az adott fitoplazma. A 31. dbra az 1. mintavételi idépontban kapott

azon ciklusszdmokat abrdzolja, ahol a fluoreszcens jel eldszor volt detektalhat6. Negativ kontroll
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esetében mindig negativ eredményt kaptunk. Mig az 1/93 tdrzs nagy mennyiségben volt jelen a
novényben, addig a PDI1 torzs mennyisége a kimutathatosagi szint alatt maradt. (A magas Ct

értékek a kérokozo alacsony koncentracioban valé jelenlétére utalnak.)

1. mintavétel
35

30
25
é 20
Q
o 15
O
10
5
0 —
negativ kontroll 1/93 kontroll PD kontroll 1/93 + PD (1/93)  1/93 + PD (PD)

kezelések

31. dbra. Az 1/93 és a PD torzsek egymashoz viszonyitott mennyisége 4 honappal a kihivo torzzsel
vald fertdzést kovetden a ciklusszam (Ct érték) alapjan. A pirossal jelolt oszlopok az fhflB-RT-
1/thflB-RT-3  inditészekvencia-parral kapott eredményeket, a zold szini oszlopok az

fPD_RT/rPD_RT inditészekvencidkkal kapott eredményeket jelolik.

A masodik mintavételkor gyiijtott egyszeresen 1/93, vagy PD1 torzzsel fert6zott izolatumokbol az
inditészekvencia-parok segitségével a specificitasaiknak megfeleld fitoplazma torzset amplifikaltuk.
Negativ kontroll esetében nem kaptunk felszaporitott terméket. Keresztfertézés esetén azonban a
PD1 torzs atlagosan a 18. és a 21. ciklus kozott valt kimutathatova. Az 1/93-as térzs mennyisége
nagymértékben nem valtozott a 3 honappal korabban mért adatokhoz képest, akkor a 19., utébbi

esetben a 21. ciklus koriil szaporodott fel mérhetd mennyiségben (32. ébra).
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2. mintavétel

35
30
25
~ 20
g
N)
c
© 15
8
10
5
o _
negativ kontroll 1/93 kontroll PD kontroll 1/93 + PD (1/93) 1/93 + PD (PD)
kezelések

32. édbra. Az 1/93 ¢és a PD torzsek egymashoz viszonyitott mennyisége 7 honappal a kihivo torzzsel
valo fertézést kovetden a ciklusszam (Ct érték) alapjan. A pirossal jelolt oszlopok az fhflB-RT-
1/thfIB-RT-3  inditészekvencia-parral kapott eredményeket, a z6ld szinli oszlopok az

fPD _RT/rPD RT inditészekvenciakkal kapott eredményeket jelolik.

4.4.3.4. 'Ca. P. mali' 1/93a virulens és 'Ca. P. solani' STOL virulens torzsekkel valo fertozések
hatasa rézsameténgen

Az 1/93 torzs STOL torzsre kifejtett hatdsanak ellendrzésére a kihivo virulens torzzsel valo fertdzést
kovetden 2 havonta vettiink mintat a rozsameténg levelének féerébdl 3 alkalommal tobb biologiai
ismétlésben. A mintdk PCR vizsgalatat minden izolatum esetében elvégeztiik STOL specifikus
(fSTOL/rSTOL), valamint AP specifikus (thflB3 1/rhflB3) inditoszekvencia-parral is. A STOL
specifikus inditészekvencidkat alkalmazva sem az 1/93 torzzsel fertdézott novényi minta DNS
szakasza, sem a negativ kontroll nem adott amplifikicios terméket. A STOL torzset tartalmazo
minta esetében megkaptuk a kivant 570 bp hosszisagu terméket. Ehhez hasonléan Az AP specifikus
inditészekvencia-par nem szaporitotta fel sem a STOL, sem a desztillalt vizes kontroll megfeleld
DNS szakaszat, mig az 1/93-as kontrollnal a PCR reakci6 a vart 483 bp hosszisaghi amplifikacios
terméket eredményezte (33. abra).

Az 1/93 és STOL torzsekkel egyidejlileg fert6zott rozsameténgbdl izolalt DNS mintdk PCR-es
vizsgalatanal mind az AP specifikus, mind a STOL specifikus inditészekvencidkkal minden esetben

¢és ismétlésben is pozitiv eredményt, azaz 483, valamint 620 bp hosszusagu amplfikacios termékeket
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kaptunk (33. abra).
Ezen eredmények alapjan arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy az 1/93 térzs nem gatolja a STOL
terjedését a novényen beliil, igy tovabbi molekularis vizsgalatokat nem végeztiink a STOL t6rzzsel

kapcsolatban.

1 2 3 4 5 6 7

— 483
620

bp

33. abra. Az 1/93 + STOL keresztfertézéses kisérletben PCR-rel felszaporitott kiilonbdzo
hosszisagut DNS szakaszok agardz géles ellenérzése 6 honappal a kihivo torzzsel vald fertdzést
kovetden. A: PCR fSTOL/rSTOL inditészekvencia-par alkalmazasaval: 1. molekuldris méretmarker
(Middle Range, Fermentas) 2. 1/93 3. STOL 4. 1/93 + STOL egyidejli fertézés 5-6. 1/93 + STOL
eléfertézés 7. negativ kontroll; B: PCR fhflB3 1/rhfIB3 inditdszekvencia-par alkalmazasaval: 1.
molekularis méretmarker (High Range, Fermentas) 2. 1/93 3. STOL 4. 1/93 + STOL egyideji
fert6zés 5-6. 1/93+STOL el6fertdzés 7. negativ kontroll.

4.4.3.5. 'Ca. P. mali' 1/93 avirulens és 'Ca. P. asteris' AAY1 virulens torzsekkel valé fertozések
hatasa rozsameténgen

Az 1/93 és AAY torzsek kolcsonhatasanak vizsgalatakor 2, 4, illetve 6 honappal a feliilfertzést
kovetden végeztiink mintavételt az egyszeresen 1/93, illetve AAY1 torzsekkel fert6zott, elofertdzott
¢és egyidejileg fert6zott rozsameténg leveleinek foerébdl. A mintdk PCR vizsgalatat minden
izolatumnal elvégeztiik AY specifikus (fAY/rAY), valamint az AP specifikus (fhflB3 1/rhflB3)
inditészekvencia-parral is.

Az AY specifikus inditészekvencia-par felhasznalasaval az 1/93, illetve a negativ kontrollok nem
voltak felszaporithatok, az AY fertdzott pozitiv kontroll esetében azonban megkaptuk a vart 324 bp
hosszusagu amplifikaciés terméket. Hasonloképpen miikodott a reakcid az AP specifikus
inditészekvencidkat hasznalva is. Ekkor az 1/93-as torzzsel fert6zott minta adott egyértelmii, 528 bp
hosszlisagu terméket, mig negativ, illetve vizes kontroll esetén nem kaptunk amplifik4cids terméket

(34. abra).
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Keresztfertdzés esetén mind az eldéfertézott, mind az egyidejiileg fertdzott mintdk megfeleld
hosszisagu DNS szakaszait sikeresen szaporitotta fel kiilon-kiilon az AP, illetve az AY specifikus
inditészekvencia-par (34. abra) a feliilfertdzést kovetd 6. honapban is. Ezek alapjan feltehetéen sem

a virulens, sem az avirulens torzs ndvényen beliili koncentracidéja nem valtozott jelentdsen.

1 2 3 4 5 1 2 3 4 5

324 — 483

o] o J

34. abra. Az 1/93 + AAY1 keresztfertozéses kisérletben PCR-rel felszaporitott kiilonbozo
hosszusagt DNS szakaszok agar6z géles ellendrzése 6 honappal a kihivo torzzsel valo fertdzést
kovetden. A: PCR fAY/rAY inditészekvencia-par alkalmazasaval: 1. molekuldris méretmarker
(Middle Range, Fermentas) 2. negativ kontroll 3. 1/93 4. AAY1 5-6. 1/93 + AAY1 eldfertézés 7.
1/93 + AAY1 egyidejii fert6zés; B: PCR fhflB3 1/rhflB3 inditdszekvencia-par alkalmazasaval: 1.
molekularis méretmarker (High Range, Fermentas) 2. negativ kontroll 3. 1/93 4. AAY1 5-6. 1/93 +
AAY1 elofertézés 7. 1/93 + AAY1 egyidejii fert6zés.

92



5. KOVETKEZTETESEK

A fitoplazmas betegségek okozta tiinetek rdézsameténg tesztndvényen jol megfigyelhetdk, hamar és
jol felismerhetd formaban jelennek meg. Uveghézi kisérleteink sordn az AP, PD, ESFY, AY és
STOL fitoplazmakkal fertdzott rozsameténg tesztnovényeken kisértiik figyelemmel a tiinetek
kialakulasat. Az egyéves megfigyelési periddus alatt azt tapasztaltuk, hogy bizonyos fitoplazmak
erdteljesebb tiineteket okoznak a ndvényen, sét egy fajon beliil a torzsek eltérd virulencidjat is
tapasztaltuk, amely egyezik Seemiiller (2007) virulenciara vonatkoz6é megfigyeléseivel. Az
egészséges kontroll novényekhez képest a 'Ca. P. mali' 1/93-as torzs okozta a legkisebb mértékii
elvaltozast rozsameténgen: csupan a levelek enyhe fokii méretbeli csokkenését tapasztaltuk. Ezzel
szemben a 'Ca. P. mali' AT toérzse komoly, szemmel lathatdé deformécidokat okozott a
tesztndvényben. A tiineteket tekintve a 'Ca. P. pyri' PD1 torzse altal okozott szimptomak kevésbé
voltak erételjesek, am a 'Ca. P. prunorum' GSFY, a 'Ca. P. asteris' AAY1 ¢és a 'Ca. P. solani' STOL
torzsei sulyos, szabad szemmel jol lathaté elvaltozasokat okoztak.

A tiinetek szemrevételezésén til megvizsgaltuk a rozsameténg tesztndovények hajtasanak
vastagsagaban bekovetkezett valtozdsokat, amelyek szintén utalnak az adott fitoplazma
virulencidjara. A mérés egy éves idOtartama alatt minden mintavétel elemzésekor a fertézetlen
kontroll novények hajtasai bizonyultak a legvastagabbnak, legéletképesebbnek. Eredményeink
alapjan azt a kovetkeztetést vontuk le, hogy az 1/93-as térzs 6 és 12 honappal a fertézést kovetden a
kontrollhoz hasonldé mértékben hatott a ndvényre, az esetlegesen fellépd kiillonbségek inkabb a
novény eloregedésének voltak betudhatok. A PD1 torzs enyhe mértékben befolyasolta a hajtas
vastagsagat, azonban a virulens AT, STOL, GSFY ¢és AAY1 torzsekkel vald fertézés hatasara a
hajtas szignifikans elvékonyodasat figyeltiik meg mar 8 hoénappal a fertdzést kovetden. Tehat a
hajtasvastagsag vizsgalatok eredményei egybevagtak a kiilonbdz6 virulenciaju fitoplazma torzsek
altal okozott szemmel lathato tiinetekkel. Sajnos a jelenlegi iliveghdzi koriilményeink nem
bizonyultak alkalmasnak arra, hogy a fitoplazmék felszaporodasaval és az atmérd alakulasaval
kapcsolatos Osszefliggéseket az 1d6 eldrehaladtdval tanulmanyozni tudjuk. Ehhez sokkal
egyenletesebb €s szabalyozottabb koriilményekre van sziikség.

Az egyes fitoplazmak kozott tapasztalhatod virulenciabeli eltérés igazolasat kovetden részletesebben
foglalkoztunk az egyes fitoplazma torzsek ndvényen beliili kdlcsonhatasaival. A 'Ca. P. mali' torzsei
kozott fellépd genetikai valtozékonysagot eldszor az AT torzs Southern blot hibirdizacios vizsgalata
soran fedezték fel (Bonnet ef al., 1990), melyet mas molekularis vizsgalatok is kdvettek. Seemiiller
¢és Schneider (2007) a 'Ca. P. mali' torzseit vizsgaltak, és azt feltételezték, hogy a megjelend tiinetek
jelen levo fitoplazma torzsek dominancidja, valamint a fitoplazma populacio 0Osszetétele is

befolyasolja. A populdcion beliil bekdvetkezd
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vezethetnek (Carraro et al., 2004; Seemiiller et al., 2010). Kisérleteinkben kiilonb6zo almafakbol
szarmazo izoldtumokban egy, vagy tobb fitoplazma torzs egyiittes jelenlétét is igazoltuk a PCR
termékek SSCP profilja alapjan. Az almafaban egyiittesen eléforduld 'Ca. P. mali' torzsek kozott
altalaban virulens és avirulens torzsek is megtalalhatok voltak. Tapasztalataink szerint az avirulens
¢és virulens torzsek kozotti kolesonhatasok eredményeképp a populaciok aranya valtozhat, amelyek
a tiinetek kifejezddését is befolyasolja. A torzsek szaporodasi feltételei is hatassal lehetnek az azok
aranyaban bekovetkezd valtozasokra, amelyek szintén fontos szerepet jatszhatnak az AP-ra jellemzd
tiinetek kialakulasaban, vagy a tiinetmentességben. Megfigyeltiikk, hogy néhany, a szabadfoldi
allomanyban erdsen virulens torzs atoltast kovetden veszitett a virulencidjabol (Seemiiller, szobeli
kozlés). Mivel a virulens és avirulens torzsek egyenld aranyban voltak jelen, feltételezhetden az
avirulens torzs OsszetevOi gatolhattdk a virulenciafaktorokat. Az alacsony virulenciaszint
kialakuldsdban azonban feltételezhetden mas mechanizmusok is szerepet jatszhattak. Abban az
esetben, amikor a boszorkanysepriis tiineteket mutattdk a fak, egyszeres (csak az AT tOrzsre
jellemzd) SSCP profilt mutattak, mig a nem tiinetes agrészekrdl izolalt mintakbol az 1/93-as torzsre
jellemzd mintazatot kaptuk. A nem Osszetett izolatumokat vizsgalva Seemiiller és munkatarsai
(2010) arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy azok a AfIB gén szekvencigja alapjan nagyfoku
szekvenciabeli egyezdséget mutatnak. A komplex SSCP profillal rendelkezd izolatumok 2-3, vagy 4
kiilonb6zé mintazatbol alltak. Ezzel parhuzamosan a tlinetmentes fakrol izoladlt 1/93-as torzs
esetében 4 kiillonb6zd SSCP profilt is kaptunk. Azt tapasztaltuk, hogy azok a 'Ca. P. mali'
izolatumok, amelyek komplex mint4dzatot mutattak poliakrilamid gélben akar 2-3 kiilonb6zo 'Ca. P.
mali' torzset is magukba foglalhatnak. Megfigyeléseink alapjan a tobb torzzsel egyszerre fert6zott
fak tobb, mint 10 évesek voltak. Ez a vektorok tobb éven at tartd fert6zési tevékenységével
magyarazhato.

Az 1/93-as komplex torzs jellemzésekor azt figyeltilk meg, hogy rézsameténg, illetve kozonséges
dohény tesztndvényekre atoltva a térzsek nagy specifikussagot mutattak. A rozsameténgben, illetve
a dohényban szaporod6 1/93-as torzset részleges AfIB, valamint imp génjeik szekvenciai alapjan is
Osszehasonlitottuk, €s azt tapasztaltuk, hogy azok elébbi esetben 97%, utobbi esetben csupan 87%-
os homoldgiat mutattak. Feltételezziik, hogy a dohanyon szaporod6 1/93-as torzs rézsameténgen is
képes életben maradni, majd dohadnyra visszaoltva Gjra szaporodik. Ezen tulajdonsagok alapjan
kovetkeztettiink arra, hogy a fitoplazma 4tviteléhez haszndlt aranka vektor egy torzs atvitelét
preferalja, amely szoros Osszefliggést mutat a fitoplazmak gazdandvény-preferenciajaval.
Feltételezhetd, hogy mindkét térzs jelen lehet mindkét tesztnovényben, azonban eltérd fitnesziik
kovetkeztében a predomindns torzs jelenléte meghatarozd. Mindazonaltal mind a rézsameténgben,
mind a dohanyban szaporod6 1/93-as torzsre jellemzé SSCP mintdzat ijra megjelent abban az

esetben, amikor az almara visszavitt 1/93-as torzset vizsgaltuk. Ezen eredményeink megerdsitik a
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kevert fertdzések novénykortani jelentdségét kiillonds tekintettel a tlinetek megjelenésére.
Amennyiben az almafabol tobb fitoplazma torzs is izolalhato volt, azonban azok avirulensek, vagy
enyhén fert6zok voltak, nem tapasztaltuk specifikus tiinetek megjelenését. Sok esetben a tiinetek
kialakulasaért egy kiilonalld torzs volt felelds, amely egyedi SSCP profillal rendelkezett. Azok a
torzsek, amelyek az almafan csak enyhe tiineteket okoztak, r6zsameténg és dohany tesztnovényeken
csupan csekély szimptomak megjelenését indukaltak.

Az egyszerli SSCP mintazattal rendelkez6 izolatumok AfIB gén szakaszainak klonozott inszertjei
nagymértékben uniformnak bizonyultak (Seemdiiller et al., 2010). Az 0Osszetett SSCP profillal
rendelkezé torzsek (1/93, 17/93) hfIB gén szakaszait vizsgalva azt feltételeztiik, hogy azok
egylittesen lehetnek jelen egy kevert fert6zésben egyetlen almafan beliil. Ezen feltételezésiinket a
genetikai variabilitas €s a filogenetikai torzsfa elemzésével tdmasztottuk ald. A klonozott AfIB gén
fragmentjeinek szekvencia-analizise sordn nagyfoku heterogenitast, valamint nukleotid sorrendbeli
eltérést tapasztaltunk. Megfigyeltiik, hogy egyes 1/93-as és 17/93-as izoldtumok a virulens
referencia torzsekhez kozel helyezkedtek el, mig bizonyos valtozatok minimalis szekvenciabeli
eltérést mutattak. A nagyon enyhe tiineteket mutatd, vagy tiinetmentes fakrol izolalt
torzskomplexeket avirulens, vagy enyhén virulens torzsek alkottdk. Ezek alapjan azt allithatjuk,
hogy a legtobb fitoplazma torzsekkel keverten fert6zott fa mind enyhe, mind erdsen fert6zd torzset
is tartalmazott. Ezt a kiilonbséget Seemiiller és munkatarsai (2013) molekularis markerek
elemzésével a nukleinsavak, illetve az aminosavak szintjén is tudtdk bizonyitani. A vizsgélatainkat
az imp génnel is elvégeztiik, amely csak egyetlen kopidban van jelen, igy kizartuk egy esetleges
keresztreakcid lehetdségét a tobb kopidban jelen 1€v6 AfIB géneknél. Habar az imp gén SSCP
analizise nem bizonyult elég valtozékonynak az egyes torzsek elkiilonitéséhez, a specifikus
mintdzatok alapjan szintén tobb torzs egyiittes jelenlétére kovetkeztettiink. A kiilonbozé SSCP
profillal rendelkezd inszertek a filogenetikai torzsfan egymastol tavol helyezkedtek el. Ezek a
szekvenciabeli eltérések az imp gén tulajdonsagait figyelembe véve szintén arra utalnak, hogy a
fert6zésben egylittesen tobb torzs vesz részt. Az 1/93-as torzs imp génjén PCR termékének
szekvenciajat filogenetikai torzsfan abrdzolva azt tapasztaltuk, hogy a dohanybdl szarmazo torzs
szekvenciaja hasonlosagot mutatott az AT torzs imp gén szakaszanak nukleotid sorrendjével, mig a
rézsameténgbdl izolalt torzs azoktol tavolabb helyezkedett el.

Vizsgalataink nyomdn bizonyossa valt, hogy a >Ca. P. mali’ kiilonb6z6 torzsei altal kivaltott tiinetek
egyenetlen formaban torténd megjelenése legnagyobb bizonnyal a kevert fertdzéseknek kdszonhetd.
A vizsgalt mintdink 50%-n4l is magasabb aranyban bizonyultak tobb, akar 2-5 torzzsel fertézottnek.
Ennek ellenére a valdésagban a tobbszordsen, vegyesen fert6zott fak ardnya még magasabb lehet.
Megfigyeltiik, hogy egy olyan faban, amely az 1/93-as torzs komplex-szel fertézott, a korokozo a

gyokérbdl még abban az esetben is kimutathat6, amennyiben a tiinetek nem jelentkeznek. Ennek
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oka egyrészt a fitoplazma populaciok Osszetételében, a koztiik 1évé predominancidban keresendo,
de feltételezhetjiik olyan avirulens torzsek jelenlétét is, amelyek gatld hatast képesek kifejteni mas,
jelen levo virulens torzsekkel szemben.

A rézsameténgben szaporodd avirulens 1/93-as torzzsel kapcsolatos keresztvédettség molekularis
hatterének feltérképezésével jobban megérthetdk az egyes fitoplazmak kozotti kolesonhatasok
mechanizmusai. A kiilonb6z6 fitoplazma torzsek kozott fenndlld antagonista hatasrél mar a mult
szdzad kozepe Ota vannak ismereteink. Akkor, molekuldris modszerek hianyaban a 'Ca. P. asteris'
eltéré virulenciaji torzsei kozott kialakuld gatld hatdsra a tlinetek megjelenése alapjan
kovetkeztettek (Kunkel, 1955). Freitag (1964) megallapitotta, hogy az antagonista torzs abban az
esetben is képes volt gatolni a kihivo, virulens torzs szaporodasat a ndvényben, amennyiben azt 1-2
héttel késdbb oltottdk a ndvényre, valamint megfigyelte, hogy a keresztvédettség csak kozeli
rokonsagban allo torzsek kozott miikodik hatékonyan.

Keresztvédettségi kisérleteink eredményeképpen igazoltuk azt a feltevést, hogy a torzsek kozotti
gatlas csak abban az esetben miikodhet hatékonyan, amennyiben a két tdrzs azonos rendszertani
csoportba tartozik. A Schneider és Seemiiller (2007) altal avirulens torzsként jellemzett 1/93-as
torzs antagonista hatdsardl Seemiiller és munkatarsai szamoltak be (2010) egy kevert fertdzéses
vizsgalatban. Munkank sordn a Seemdiller ¢s munkatérsai (1998) altal kialakitott 16SrX rendszertani
csoportba tartozd 'Ca. P. mali' 1/93-as avirulens torzs altal kifejtett gatld hatast ellendriztiik az
azonos csoportba tartozd 'Ca. P. mali' AT, 'Ca. P. pyri' PDI, 'Ca. P. prunorum' GSFY, valamint a
16SrI csoportba tartozd 'Ca. P. asteris' AAY1 és a 16SrXII csoportba tartozé 'Ca. P. solani' STOL
virulens torzsekkel szemben. Azt tapasztaltuk, hogy a fajon beliili AT torzzsel szemben rozsameténg
tesztnovényben az 1/93-as torzs képes gatlo hatast kifejteni, amennyiben a ndvény immunizalasa az
avirulens torzzsel legalabb a kihivo torzzsel valo fertézést megelézden 2 honappal tortént. A harom
kisérleti beallitasban a két torzzsel vald fertézés kozott 2,5, 3, illetve 4 honap telt el. Abban az
esetben, amikor a két oltas kozott 2,5 honap telt el, az avirulens tdrzs mar 7 honap elteltével nagy
mennyiségben volt jelen a novényben, azonban az AT nem volt kimutathaté egy-két kivételtol
eltekintve. A jelen levd torzsek valosidejii PCR soran a 20-25. ciklusok kozott felszaporithatok
voltak a kimutathatdsagi hatar folé. Megfigyeléseink szerint ahol az AT felszaporithatd volt, ott az
1/93-as torzs mennyisége nem volt elegendd az elsd mintavételi idoponttdl kezdve. Ebbdl arra
kovetkeztettiink, hogy az avirulens torzs alacsony fitnesze, kis mennyisége nem elegendd a novény
sikeres immunizaldsahoz. El6fert6zés esetén a sikeres gatlas tobb mint 2 éven keresztiil igazolhato
volt molekularis modszerekkel. A virulens térzs mennyisége legfeljebb 15 honap alatt csokkent a
kimutathatdsagi szint ald, és a tovabbi vizsgalatok soran sem volt kimutathat6. Egyidejli fert6zés
esetén az 1/93-as torzs mennyisége nagyjabodl allandd szinten maradt, ezzel szemben az AT torzs

enyhe mértékii csokkenését tapasztaltuk, de 2 év utan is detektalhatdé mennyiségben volt jelen.
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Tapasztalataink alapjan a gyokér érzékenyebbnek bizonyult mind eléfertézés, mind egyidejii
fertdzés esetében. A virulens fitoplazma jelenléte hosszabb ideig volt kimutathat6, utalva arra, hogy
a kolonizaci6 mértéke a gyokérben a legmagasabb (Seemdiller, 2010).

Abban az esetben, amikor a két oltas kdzott 3 honap telt el, az 1/93-as torzs képes volt immunizalni
a ndvényt, és az el6zo kisérleti beallitdshoz képest a virulens térzs mar a 8. honapra visszaszorult a
kimutathatdsagi szint alad. A gyoOkeret vizsgdlva a virulens torzs a 10. honapra csokkent a
kimutathatdsagi szint ala.

Amennyiben az avirulens és a virulens torzsekkel valod fert6zések kozott tobb idd, 4 honap telt el,
jelentés kiillonbségeket tapasztaltunk az el6zd két kisérleti bedllitashoz képest. A kihivd (AT)
torzzsel valo fertdzést kovetéen 3 honappal méar nem volt detektdlhaté a virulens (AT) torzs
mennyisége a rozsameténg hajtdsaban. Ez a tendencia a gyokérben is megfigyelhetd volt: ott a 4.
hoénapot kovetden csokkent az AT mennyisége a kimutathatdsagi szint ala. Az AT térzs magasabb
tulélési ardnya a gyOkérben arra utal, hogy a fitoplazma kolonizacioja a gyokér feldl indul
(Seemiiller, 2010).

Fenti megfigyeléseink arra utalnak, hogy minél tobb 1d6 telik el az immunizalast kovetden a
virulens torzs fertézéséig, annal nagyobb mértékli a keresztvédettség. Ez kOszonhetd egyrészt
annak, hogy az avirulens torzsnek tobb id6 all rendelkezésére ahhoz, hogy a ndvényben
felszaporodjon, masrészt az elszaporoddsa soran tobb olyan reakciét is kivalthat a novénybdl,
amelyek védik azt a virulens torzs fertdzésével szemben. Az kérdéses, hogy a ndovény az
immunitasat az avirulens, vagy a virulens torzzsel vald fertézés sordn szerzi meg. Feltételezhetd az
is, hogy a fitoplazmék az egyes enzimek ¢és szénhidratok metabolizmusainak termékeit hasznaljak
fel az energiasziikségletiik fedezéséhez (Hren et al., 2009), ezaltal az elséként jelen levd fitoplazma
esetleg elfogyasztja a kovetkezd eldl az annak szaporodasahoz és fennmaradasahoz sziikséges
tapanyagot (Kunkel, 1955).

A keresztvédettség vizsgalatakor figyelemmel kisértiik a tiinetek megjelenését is rozsameténgben.
Elofert6zés esetén azt tapasztaltuk, hogy az immunizalas és a feliilfertézés kozott eltelt ido
jelentdsen befolyasolja a gatlds sikerességét. Egyes esetekben a jellegzetes tlinetek még
megfigyelhetok voltak a virulens torzzsel oltott hajtasokban, azonban a 8-10. honaptdél méar nem
detektaltuk a virulens torzset, késobb pedig mar a tiinetek is megsziintek. A virulens torzs
visszaszorulasat kdvetden ezekben a novényi részekben is megjelent és felszaporodott az avirulens
torzs.

Egyidejii fertdzés esetén nagyobb jelentdsége volt a mintavétel helyének. Az immunizalas idejétol
fiiggetleniil megfigyeltiik, hogy az AT torzzsel oltott hajtdsok, az ahhoz kozeli hajtasok, és az AT
tiineteket mutatd hajtdsok AT- fert6zottsége kimutathatd volt. Az AT oltastdl tavol esé helyekrol

vagy AT, vagy 1/93-as torzseket detektaltuk. A tiinetmentes hajtasokban az 1/93-as torzs jelenlétét
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mutattuk ki.

Az 1/93-as és az AT torzsek poliakrilamid-géles profiljuk alapjan torténd elkiilonitésére az SSCP
modszert alkalmaztuk. Azokban az esetekben, amikor mindkét torzs jelenléte detektalhatd volt
valosidejli PCR-rel, az SSCP vizsgélat is megerdsitette azok jelenlétét. Ez a mddszer Schneider
(2009) és Schneider és munkatarsai (2014) eredményei alapjan is alkalmas a torzsek elkiilonitésére.
Azt tapasztaltuk, hogy hatékony gatlas esetén a keresztvédettség a teljes vizsgalati periodus soran
fennallt, nem mutatott valtozast, az AT torzs mar nem volt kimutathatd, ezzel szemben az 1/93
jelenléte stabil volt. A tiinetek megsz{inését Schneider €s munkatdrsai (2014) a virulens torzs
elpusztuldsaval, vagy pedig virulenciajanak elvesztésével magyarazzak.

Dohany tesztnovényben végzett keresztvédettségi kisérleteink sordn is igazolddni latszott az 1/93-as
torzs gatld hatasa a virulens AT torzzsel szemben. A fertdzések soran kialakul¢ tiinetek alapjan arra
a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a dohany érzékenyebben reagil a fitoplazma fertzésre, és a
tiinetek hamarabb, valamint intenzivebben jelennek meg. Az 1/93 és AT torzsekkel is fertdzott,
immunizalt névények az 1/93-as torzzsel egyszeresen fertdzott ndvényekhez hasonlod tiineteket
produkaltak, mig az AT torzzsel kezelt novényekben megjelend tiinetek ennél sokkal erdsebbek
voltak. Ezek alapjan a keresztvédettség, illetve a gatld hatas akar a tiinetek szemrevételezése alapjan
is megallapithatd dohanyon. Kunkel (1955) AY torzsekkel kapcsolatos kisérleteiben -molekularis
technoldgia hijan- szintén a tiinetek alapjan kovetkeztetett a keresztvédettség meglétére. A
dohanyban fennalldo keresztvédettséget valdsidejii PCR-rel is igazoltuk, melynek sordn azt
tapasztaltuk, hogy a gyokerekben hamar kolonizal6d6 avirulens torzs képes megakaddlyozni a
virulens torzs elszaporodasat. Megfigyeltiik, hogy amennyiben az immunizéalast kdvetden a kihivo
torzzsel valo fertdzést nem 3, hanem 6 héttel késObb végezziik, a gatld hatas erésebben érvényesiil,
mar 8 honappal a feliilfertdzést kovetden a kimutathatosagi szint ald csokken a fert6z0 torzs
mennyisége. Ezt azzal magyarazhatjuk, hogy ennyi id alatt az avirulens torzs teljesen kolonizalja a
novényt (Schneider ef al., 2014).

A szintén a 16SrX rendszertani csoportba tartozd GSFY torzzsel valo feliilfertozés hatasat is
vizsgaltuk két kiilon kisérleti elrendezésben. A 'Ca. P. mali' 1/93 avirulens torzzsel immunizalt
novényekben a GSFY tiineteinek hidnyat figyeltiik meg. Ezen ndvényekbdl kivont DNS mintak
valdsidejii PCR-rel torténd vizsgalata soran azt tapasztaltuk, hogy a tiinetmentes ndvényekben a
virulens tdrzs nem volt kimutathat6 fél évvel a feliilfert6zést kovetden. Megfigyeltiik, hogy amikor
a gatlas miik6dott, az 1/93 nagy mennyiségben volt kimutathatd, mig amikor a GSFY dominalt, az
1/93 csak alacsony szdmban volt jelen. Egyidejii fertdzés esetén mindkét torzs jelen volt, de a
GSFY domindlt. Ez a tény egyezik Kunkel (1955) és Castelain és munkatarsai (1997) azon
véleményével, hogy a keresztvédettség a kozeli rokon torzsek kozott hatékony. A 'Ca. P. prunorum'

1zolatumok virulenciabeli eltérései mar évekkel kordbban megemlitésre keriiltek (Cornaggia et al.,
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1995, Kison és Seemiiller, 2001). ESFY esetében a virulencia alapjan torténd jellemzéshez Uy
modszereket dolgoztak ki (Danet, 2008). Ermacora és munkatarsai (2010) 'Ca. P. prunorum'
hipovirulens torzsek azonositasat végezték el szabadfoldi kajszi iiltetvényekben, ahol hipovirulens
torzsek immunizalo hatasat tesztelték. Igazoltak, hogy a tiinetmentesség jelensége gazdandvényhez
kotott. Osszefliggést talaltak az enyhe virulencidji tdrzsek (hipovirulens tdrzsek) alacsony
koncentracioju jelenléte és a tiinetmentesség kozott kigydgyult fakban, valamint megfigyelték a
sulyos tlineteket indukalod torzsek (hipervirulens torzsek) nagy koncentracioban vald jelenlétét
tiinetmentes, de fert6zott fakban. Ezzel szemben mi azt igazoltuk, hogy nem csak egy fajon beliili
fitoplazma képes gatolni egy virulens torzs szaporodasat, hanem azonos rendszertani csoportba
tartozo, de mas faj is.

Az 1/93 és PD elofertozéses kisérlet sordn azt tapasztaltuk, hogy az 1/93 torzs a fertdzést koveto 5.
hénapban kolonizélta a rézsameténg tesztndvényt, és egy év elteltével is a kimutathatdsagi
tartomanyban maradt. Ezzel szemben a PD1 torzs 4 honappal a feliilfertézést kovetéen még nem
volt detektalhaté mértékben jelen a novényben, azonban a feliilfertézést kovetden 7 honappal mar
az avirulens torzshez hasonléan nagy mennyiségben tudtuk kimutatni. Ekkor mindkét torzs
(avirulens és virulens) egyiittesen volt jelen a ndvényben. Megfigyeltiik, hogy 7 hénappal a
feliilfert6zést kovetden, bar nagy mennyiségben volt jelen a PDI1 torzs a novényben, a PD-re
jellemzé tlineteket nem tapasztaltunk, leveleik zoldek maradtak (nem sargultak és nem voltak
kisméretiiek). Ezt azzal magyardzhatjuk, hogy a PD torzs egyes agressziv torzsekhez képest
lassabban kolonizalja a ndvényt, valamint alacsonyabb foku virulencidval rendelkezik. Ezen
megfigyeléseinket a ndvény hajtasatmérdinek valtozasaval kapcsolatos eredményeink is
alatamasztjak.

Sajnos a koriilmények nem tették lehetdvé az ujabb mintavételt, igy eredményeink alapjan nem
vonhatunk le messzemend kovetkeztetéseket. Mindenképpen sziikségszerti lenne a kisérletet tobb
mintavételi idéponttal elvégezni ahhoz, hogy egy hosszabb periddusban nyomon kovethessiik a
fitoplazmék felszaporodasanak mértékét. Mivel a két torzs (1/93 és PD1) azonos filogenetikai
csoportba tartozik, elézetes varakozasaink alapjan arra szamitottunk, hogy az 1/93-as avirulens
torzs gatolhatja a PDI1 virulens torzs szaporodasat, részleges eredményeink azonban ennek
ellentmondanak. Amennyiben mégsem teljesiil a gatlas, ez az eset kivételét képezi Kunkel (1955) és
Castelein ¢és munkatarsai (1997) azon elméletének, illetve a mi megfigyeléseinknek, amelyek
szerint a gatlas a kozeli rokonsagi kapcsolatban allo fitoplazma torzsek kozott 1ép fel.

Arra a megallapitasra jutottunk, hogy az avirulens térzs nem képes gatld hatést kifejteni azokkal a
torzsekkel szemben, amelyek mas rendszertani csoportba tartoznak (AAY, STOL). Mind egyidejti,
mind el6fert6zés esetén azt tapasztaltuk, hogy a két torzs egymas mellett egyidejiileg volt jelen a

novényben még a feliilfertézést kovetden fél évvel is. A tiinetek kifejlddése alapjan arra
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kovetkeztettiink, hogy a virulens torzsek voltak domindnsak a ndvényen beliil, hiszen a tiinetek
rajuk jellemzbéek voltak. Kunkel (1955 vizualis megfigyelései szerint a megjelend tiinetek az
elsoként fertdzo torzsre jellemzdek. Ezzel szemben mi azt figyeltilk meg, hogy sikertelen gatlas
esetén a domindns — ez esetben a virulens — torzsekre jellemz6 tiinetek alakultak ki. A szimultan
fert6zés sikertelensége abban keresendd, hogy a két torzs szaporodéasa egyszerre torténik, az egyik
gyorsabb, virulensebb, dominansabb. Az 1/93 alacsony fitnesze, kis mennyisége miatt még
eléfertdzés esetén sem hatékony abban, hogy gatlo hatasat kifejtse (Kunkel 1955).

A keresztvédettség okait vizsgalva szamos feltevéssel ¢€s megfigyeléssel talalkozhatunk a
szakirodalomban. Franciaorszagban megfigyelték, hogy a ’Ca. P. prunorum’ altal fertdzott, de
kigyogyult kajszi fak hajtasait beteg fakra valo oltdsat kovetéen azok meggyogyultak, mig a nem
kezeltek betegek lettek. Megfigyelték, hogy az RFLP profil egy virulens torzzsel egyez6 mintazatot
ad. Feltételezték egy avirulens, vagy enyhén virulens torzs jelenlétét, amelyek feleldsek lehetnek a
keresztvédettségért (Morvan et al., 1986; Castelain et al., 2007). Sinclair (2000) 'Ca. P. fraxini’
torzsek eltérd virulencidjat és a koztik fennalld keresztvédettséget igazolta rozsameténg
tesztnovényben. A kiilonb6z6 torzsek kozott fellépd antagonizmusnak kdszonhetden elképzelhetd,
hogy az eredetileg virulens torzs kismértékben, vagy teljesen elvesztette a fertdzoképességét
( Seemiiller et al., 1984; Seemiiller et al., 2011).

Kunkel (1955) tapasztalatai alapjan egy bizonyos virus altal fertdzott novény altalanosan védett a
koérokozo kozeli rokonaval szemben, de a tavolabbi rokonaval szemben nem. A keresztvédettségi
reakcio helyi, vagy részleges, illetve teljes formaban jelentkezhet. A reakcio a fertézéssel szemben
a védekezést és a fertdz¢s utdni elterjedés megakadalyozasat foglalja magéaba specifikus és hatékony
moédon.  Bizonyos kisérletek olyan reménykelté eredményeket adtak, miszerint az immunizalt
novények a fertézést kovetden csak enyhe, vagy semmilyen tiinetet sem produkaltak, mig a
védtelen, nem immunizalt novények elpusztultak (Castelain er al., 1997, Marcone et al., 2010,
Schneider et al., 2014).

Kisérleti tapasztalatok soran megallapitottdk, hogy az antagonista torzs alacsony mennyiségben
valo jelenléte nem elegendd ahhoz, hogy a virulens torzset visszaszoritsa. Ennek értelmében az
antagonista fitnesze meghatarozd lehet a gatlas mértékére. Kisérleteink, valamint Schneider és
munkatarsai (2014) munkéja soran beigazolddott, hogy a 'Ca. P. mali' 1/93 avirulens torzzsel
indukalt keresztvédettség soran nem csupan a tiinetek kifejezddése gatlédik, hanem a virulens torzs
mennyisége a kimutathatdsagi szint ala csokken. Seemiiller és Schneider (2007) a 'Ca. P. mali'
szdmos torzsének osztalyozasat végezte el azok fert6zOképessége alapjan, €s tovabbi vizsgalatok
soran igazoltak, hogy koziilik néhany nem csupan avirulens, hanem antagonista hatassal is birhat.
Sajat megfigyeléseinkkel 0sszhangban Schneider és munkatarsai (2014) tobbéves szabadfoldi és

laboratoriumi kisérlet soran igazoltdk, hogy a 'Ca. P. mali' 1/93 avirulens torzse eldfertdzés esetén
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képes teljesen visszaszoritani a rokon 'Ca. P. mali' AT virulens torzset kisérleti koriilmények kozott.
Mindezek ismeretében a keresztvédettség egy reménykeltd gyakorlati alkalmazhatésag iranyaba
vezet el minket, azonban a biztonsadgos felhasznaldshoz mindenképpen sziikséges az antagonista
torzs molekularis tulajdonsdgainak tovabbi mélyrehatdé tanulméanyozasa. Ahhoz, hogy egy
megfeleld védekezési modszert kidolgozhassunk, eldszor a fitoplazmak kozotti keresztvédettség

mechanizmusat kell alaposan megismerniink.
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6. OSSZEFOGLALAS

GYUMOLCSFA-FITOPLAZMAK KOLCSONHATASAINAK MOLEKULARIS
JELLEMZESE

Napjainkban a ndvénytermesztési dgazat legfontosabb kérdései a ndvényvédelem témakorében
meriilnek fel. Egyes betegségek jol kontrollalhatok az integralt ndévényvédelem ésszerii
alkalmazéasaval, azonban akadnak olyan korokoz6 csoportok, amelyek ellen nem dallnak
rendelkezésiinkre hatékony védekezési és megel6zési modszerek. Az utdbbiak kozé tartoznak a
fitoplazmak is, amelyek olyan korokozok, amelyek felépitésiikben a baktériumokhoz hasonlitanak,
viselkedésiikben azonban inkabb a virusokra emlékeztetnek. Egészen az 1960-as évek végéig virus
eredetlinek véltek a fitoplazmak 4altal okozott sargulasos tiinetekkel jaro betegségeket. Bar a
fitoplazmaék altal okozott betegségekkel, a korokozo €letmaddjaval kapcsolatban mar régéta folynak
kutatdsok, megfeleld védekezési modszert eziddig nem sikeriilt kidolgozni. Ezek a
mikroorganizmusok tobb mint 100 ndvényfaj megbetegitéséért tehetdk feleldssé, ami komoly
gazdasagi karokhoz vezethet azéltal, hogy a termés mindsége leromlik, a novény elpusztul. A
fitoplazma kutatas legfébb nehézsége abban rejlik, hogy a koérokozé taptalajon nem tenyésztheto,
szaporodasdhoz igényli a novény hancsszovetének kozegét, tdpanyagait. A molekularis médszerek
térnyerésével egyre tobb tulajdonsagat ismertiik meg ezen kérokozoknak, azonban még napjainkban
is akadnak kevésbé kutatott teriiletek.

Magyarorszagon napjainkban egyik legnagyobb jelentdségli a sz6lon jelentkezé Flavescens dorée
(sz616 aranyszinli sarguldsa) fitoplazma altal okozott betegség, valamint a kajszit karosito ESFY
(European Stone Fruit Yellows, csonthéjasok eurdpai sargulasa). A kdrnyezd orszdgokban azonban
az almat karositdo AP, (Apple Proliferation, alma sepriisodés) a kortét megbetegitd PD (Pear Decline,
korte leromlas) is jelentds. Jelenleg a legnagyobb veszélyt a korokozd terjesztéséért felelds
rovarvektorok, illetve a nem megfelelden ellendrzott szaporitdéanyag jelenti, igy fennall a veszélye
annak, hogy 0j betegségek jelenjenek meg hazankban. Emiatt is sziikségszerli a fitoplazmak minél
mélyebb szintli ismerete, valamint lehetséges alternativ védekezési, illetve megelézési modok
kidolgozasa. Németorszagban, ahol az alma sepriisddés komoly problémat jelent, igen nagy multra
tekint vissza a fitoplazmakutatas. Német kutatok izolaltak almardl a 'Candidatus Phytoplasma mali'
egy avirulens torzsét, amely felhasznalhatova valt immunizélasi kisérletekben. A kisérletek célja
alapvetden az volt, hogy megtudjuk, képes-e gatolni az avirulens torzs egy kozeli rokonsagban allo
masik, virulens fitoplazma tOrzs szaporodasat. Szintén német kutatok ismerték fel annak a
novénykortani jelentdségét, hogy egy almafan beliil egy adott fitoplazmanak egyszerre tobb torzse

is jelen lehet. A keresztvédettségi, valamint a kﬁ)vfrt fertdzéssel kapcsolatos kutatasokba 2009 év



elején kapcsolodtam be, amelynek nagy részét Németorszagban, a dossenheimi Julius Kiihn Institut
laboratériuméaban végeztem Prof. Dr. Erich Seemiiller vezetésével. A keresztvédettséggel
kapcsolatos kisérleteket, és egyéb kiegészitd vizsgalatokat Magyarorszagon az MTA ATK
Novényvédelmi Intézetében végeztem Prof. Dr. Siile Sandor vezetésével. Kisérleteink soran a
korabbi megfigyelések molekularis hatterét kivantuk feltérképezni. Ennek értelmében azt
vizsgaltuk, hogy az almafaknal megfigyelt tiinetek megjelenésének, intenzitasanak valtozékonysaga
hogyan fligg 6ssze a névényen beliil szaporodo fitoplazma populéciok Osszetételével és aranyaval.
Emellett molekularis modszerekkel jellemeztik a tiinetes €s tlinetmentes almafakbol izolalt
komplex, illetve egyszerl torzseket is, kiilonds tekintettel a 'Ca. P. mali' 1/93-as avirulens torzsre.
Az 1/93-as torzs feltételezett antagonista hatasat teszteltiik rézsameténg és dohany novényekben az
azonos rendszertani csoportba (16SrX) tartozo6 'Ca. P. mali' AT, 'Ca. P. prunorum' GSFY, 'Ca. P. pyri'
PDI1 és tavolabbi rendszertani rokonsagban 4ll6 (a 16SrXII és 16Srl csoportokba tartozd) 'Ca. P.

solani' STOL, 'Ca. P. asteris', AAY virulens torzsekkel szemben.

Munkénk soran igazoltuk azt, hogy rozsameténg és dohany tesztndvényekben az avirulens 1/93-as
fitoplazma torzs képes géatolni az azonos fajba tartozd AT torzs szaporodasat. Igazoltuk, a
keresztvédettség hosszu tavl hatdsossagat azaltal, hogy a virulens torzs a fertézést kovetden 2 évvel
sem volt kimutathaté a ndvénybdl.

Kimutattuk, hogy az 1/93-as avirulens torzs képes gatolni az azonos taxondmiai csoportba, de mas
fajba tartozd 'Ca. P. prunorum' egy virulens torzsének szaporodasat is. Elsoként igazoltuk, a
keresztvédettség kialakuldsat kozeli rokonsadgban 4ll6, de nem azonos fajba tartozé fitoplazmak
kozott.

Tobb ismétlésben elvégzett kisérletek soraval igazoltuk, hogy a keresztvédettség abban az esetben
hatékony, amennyiben az immunizal6 torzset elézbleg oltjuk a ndvényre és a kihivo torzzsel vald
fert6zés késobb torténik. A két fertdzés kozott eltelt id6 nem befolydsolta dontéen a gatlas
sikerességét, jelentdsége abban mutatkozott meg, hogy minél tobb idd telt el az immunizalas és a
feliilfertdzeés kozott, annal hamarabb csokkent a virulens térzs mennyisége.

Megéllapitottuk, hogy a fitoplazma felhalmozddasa a gyokérben éri el a legnagyobb szintet, igy
ebbdl a zonabal kimutathato a legtovabb.

Megyfigyeléseink szerint az avirulens ¢és virulens torzsekkel vald oltasok (fertdézések)
elhelyezkedése csupan a gatld hatas kezdeti idodpontjat befolyasolja.

Megéllapitottuk, hogy a gatlas abban az esetben nem alakult ki, amikor a két torzset egyidejlileg
oltottuk a novényre. Egyidejii fertdzés esetén, bar az avirulens torzs jelenléte is kimutathatd volt a
névénybdl, a virulens torzs jatszotta a domindns szerepet.

Eredményeink alapjan az 1/93-as torzs feltételezhetden antagonista hatdsu az azonos rendszertani
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csoportba tartoz6é PD (Pear Decline, korte leromlas) torzzsel szemben, azonban a kapott adatokban
tapasztalt ellentmondasok miatt tovabbi vizsgalatokra van sziikség.

A mas rendszertani csoportokba tartozd AY (Aster Yellows, Oszirdzsa sargulas) és STOL (Stolbur,
sztolbur) torzsekkel szemben nem tudtuk igazolni az 1/93-as torzs géatld hatdsat, amellyel
megerdsitettiik azt a korai feltevést, miszerint a keresztvédettség rokon fajok kozott mitkddik
hatékonyan, a tavolabbi rokonsagban 4ll6 fajoknal viszont nem érvényesiil.

Igazoltuk t6bb fitoplazma torzs egyiittes jelenlétének ndvénykortani jelentdségét. Kimutattuk, hogy
a fitoplazméaval fertdzott almafak esetében a tiinetek valtozékonysaga Osszefiiggést mutat a benne
eléforduld torzsek predominanciajaval. Eredményeink arra utalnak, hogy egyes esetekben a
fertdzést nem egy homogén fitoplazma térzs okozza, hanem azon beliili vonalakbol 4ll6 komplex,
amelyek virulencidja is eltérhet. Ezek az eltérések az imp és a hflB génszakaszok nukleotid
sorrendjében is megjelennek.

Bizonyitottuk, hogy az almaban taldlhaté komplex torzset alkotd egyes vonalak erdteljes

gazdandvény preferenciaval rendelkeznek.

Uj, és a korabbi kutatasainkat kiegészitd eredményeink nagymértékben hozzijarulhatnak ahhoz,
valamint a korfolyamat megismeréséhez. A keresztvédettséggel kapcsolatos eredményeink a
korokozoval szembeni védekezés bioldgiai alapjait teremthetik meg. Felvetik tovabba a lehetdségét
annak, hogy mas fitoplazma fajok kozott is taldlhatunk olyan avirulens torzset, amelyek gatolhatjak

a virulens torzsek szaporodasat.
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UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

1. Rozsameténg ¢€s dohany tesztndvényekben igazoltuk azt, hogy az avirulens 1/93-as fitoplazma
torzs hosszl tavon is képes gatolni az azonos rendszertani csoportba és azonos fajba tartozo AT
torzs szaporodasat.

2. Kimutattuk, hogy az 1/93-as avirulens torzs képes gatolni egy rokon, de mas faj, a 'Ca. P.
prunorum' egy virulens torzsének szaporodasat is. Elsoként igazoltuk, hogy a keresztvédettség
fitoplazmak ko6zott miikodik rokon, de nem azonos fajba tartozé fitoplazmak kozott.

3. Igazoltuk, hogy a keresztvédettség abban az esetben hatékony, amennyiben az immunizald
torzset el6zdleg oltjuk a novényre és a kihivo torzzsel valo fertdzés késobb torténik.

4. A fitoplazmakutatasban 01j eredményeink sziilettek azaltal, hogy igazoltuk tobb fitoplazma torzs
egyiittes jelenlétének novénykortani jelentdségét. Kimutattuk, hogy a fitoplazmaval fertdzott
almafak esetében a tiinetek valtozékonysaga Osszefiiggést mutat a benne eléforduld torzsek
predominancidjaval. A kiilonbségek torzsek, vonalak AfIB gén szekvencidjdnak szintjén is
kimutathatok.

5. Eredményeink alapjan valoszinlisithetd, hogy egyes esetekben a fertdzést nem egy homogén
fitoplazma torzs okozza, hanem azon beliili vonalakbol 4ll6 komplex, amelyek virulencigja is
eltérhet. Ezek az eltérések az imp és a hfIB génszakaszok nukleotid sorrendjében is megjelennek.

6. Bizonyitottuk, hogy az almaban talalhaté komplex torzset alkotdé egyes vonalak erdteljes

gazdandvény preferenciaval rendelkeznek.
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7. SUMMARY

MOLECULAR CHARACTERISATION OF INTERACTIONS BETWEEN
PHYTOPLASMA-STRAINS AFFECTING FRUIT TREES

Nowadays an increasingly important plant protection problem arises in the field of crop production.
There are several diseases, which can be controlled successfully by applying integrated plant
protection tools, but against some other groups of disorders there are no effective protective and
preventive methods given. Phytoplasmas, which are similar to bacteria in their structure, while in
their behaviour they are like viruses, belong to the latter group. Before the 1960's disorders with
yellowing symptoms — caused by phytoplasmas — were considered virus-associated. During the past
decade researchers has yielded new knowledge about phytoplasmas, however a proper protective
treatment against them is not developed yet. These microorganisms are associated with the diseases
of more than 100 plant species worldwide, which may lead to quantitative losses through declining
the fruits and crops and destroying the whole plant. The fact that phytoplasmas are unculturable and
that they need nutrient compounds and the medium of the plant phloem for their multiplication
makes it harder to study them. The design of novel molecular approaches was performed to achieve
effective and detailed analysis of phytoplasmas; nevertheless, some of their properties are still
unknown.

Nowadays in Hungary FD (Flavescence dorée) and ESFY (European Stone Fruit Yellows), affecting
grapevine and apricot, respectively, are most frequent; they cause the most serious damage. In the
neighbouring countries AP (Apple Proliferation), affecting apple trees and PD (Pear Decline) are of
great importance. The insect vectors and the inadequate control of propagation material are
responsible for the spreading of phytoplasmas. For this reason it is required to get more profound
knowledge about these microorganisms, and to prepare alternative preventive and protective
methods. In Germany, where AP constitutes a major risk, the phytoplasma research has a long
history. German researchers were the first to isolate an avirulent strain of 'Candidatus Phytoplasma
mali’ from apple, which was then subjected to immunisation researches. The fundamental goal of
the experiments was to test the inhibitory effect of the avirulent strain against the in planta
multiplication of a closely related, virulent phytoplasma strain. Scientists from Germany recognized
the phytopathological relevance of multiple infection of different phytoplasma strains in a single
apple tree. I became involved in the experiments in the cross protection and multiple infection
projects in the beginning of 2009. Most of the work was carried out in Germany, in the laboratory of
the Julius Kiihn Institute in Dossenheim under the leadership of Prof. Dr. Erich Seemiiller.

Experiments in the cross protection project and Qe other tests were also performed in Hungary in



the Plant Protection Institute of CAR HAS under the leadership of Prof. Dr. Sandor Siile. Our main
goal was to study the molecular background of some observations. The variability and intensity of
the symptom expression in apple trees was subjected to our examinations. We investigated the
correlations between symptom expression and the consistence of phytoplasma populations in
planta. We presumed that accessions showing more complex profiles represent multiple infections.
In the course of this research complex and single phytoplasma strains isolated from naturally
infected apple trees showing severe, mild or no symptoms were also characterized by molecular
methods in particular the 'Ca. P. mali' 1/93 antagonistic strain. Its putative antagonistic effect was
tested in periwinkle and tobacco test plants against the 'Ca. P. mali' AT, 'Ca. P. prunorum' GSFY,
'Ca. P. pyri' PD1 (group 16SrX) and 'Ca. P. solani' STOL (group 16SrXII), 'Ca. P. asteris' AAY
(group 168SrI) virulent strains.

A sufficient inhibitory effect of the avirulent strain 1/93 against the virulent strain AT was proved in
periwinkle and tobacco plants. The long-lasting efficiency was tested 2 years after the infection and
no remnant of the virulent strain could be detected any more.

From our results there is indication that the avirulent strain 1/93 can inhibit the multiplication of a
related but virulent strain of 'Ca. P. prunorum'. We reported that cross protection is effective among
related but different phytoplasma species.

We confirmed through many repetitions that cross protection is effective when the plant is
immunized by the avirulent strain and the infection by the virulent strain happens later. The efficacy
of the inhibition was not influenced decisively by the time period passed between the two
infections. The more time passed between immunization and post-infection, the earlier the decrease
of the amount of the virulent strain happened.

The root samples from infected plants in the cross-protection modus were subjected to our surveys
as well. We experienced that the phytoplasma stayed over the detection level the longest in root
samples.

We analyzed the importance of the grafting site, and found that it influences only the beginning of
the inhibition.

We also found that the inhibition was effective when the two phytoplasma strains were grafted on
the plant in the cross protection modus. In the case of simultaneous infection, the virulent strain
dominated, although the presence of the avirulent strain was also detectable. This was also proved
by the symptom expression.

The inhibiton by the strain 1/93 is supposed to be effective against the virulent PD strain, belonging
to the same taxonomical group, but for clarification more experiments are needed.

Against the virulent strains of AAY and STOL, belonging to distantly related taxonomic groups,

there were no inhibitory effect by the strain 1/93. Thereby these results support the presumption that
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cross protection is effective among closely but not distantly related phytoplasma strains.

New results of the simultaneous presence of 'Ca. P. mali' strains with different pathological and
other biological traits and their possible interactions were reported. We revealed that the fluctuation
in symptoms in apple trees is related to the predominance of the infecting phytoplasma strains. The
differences between the strains can be established at the level of the AfIB gene sequences.

Our results suggest that some phytoplasma accessions are composed of more strains, which vary in
virulence. These variations appear at the nucleotide level.

We detected that strains of phytoplasma complex in apple possess high host plant preference.

Our new and supplementary results may help to shed light upon the poorly understood aspects of
pathogenicity, biology and genetics of the phytoplasmas. Results on the cross protection may
contribute to be the basis of a biological protection against phytoplasmas. The results raises
opportunities for finding an avirulent strain of other phytoplasma species that can inhibit the

multiplication of their related virulent strains.
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NEW SCIENTIFIC RESULTS

1. A sufficient long-lasting inhibitory effect of the avirulent strain 1/93 against the virulent strain AT
was proved in periwinkle and tobacco plants.

2. From our results there is indication that the avirulent strain 1/93 can inhibit the multiplication of a
related but virulent strain of 'Ca. P. prunorum'. An effective cross protection process among related
but different phytoplasma species is reported.

3. We confirmed through that cross protection is effective when the plant is immunized by the
avirulent strain and the infection by the virulent strain happens later.

4. New results of the simultaneous presence of 'Ca. P. mali' strains with different pathological and
other biological traits and their possible interactions were reported. We revealed that the fluctuation
in symptoms in apple trees is related to the predominance of the infecting phytoplasma strains. The
differences between the strains can be established at the level of the AfIB gene sequences.

5. Our results suggest that some phytoplasma accessions are composed of more strains, which vary
in virulence. These variations appear at the nucleotide level.

6. We detected that strains of phytoplasma complex in apple possess high host plant preference.
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9. MELLEKLETEK

1. Melléklet: Abrajegyzék

oldalszdm

1. abra. A: egészséges, b: 'Ca. P. mali' 1/93-as torzzsel fert6zott c: 'Ca. P. mali' 54
AT torzzsel fertdzott rozsameténg.

2. dbra. A: 'Ca. P. prunorum' GSFY torzzsel, b: 'Ca. P. solani' STOL torzzsel c: 55
'Ca. P. asteris' AAY1 torzzsel fert6zott rozsameténg.

3. dbra. 'Ca. P. mali' AT torzs altal okozott tiinetek dohéanyon. 56

4. abra. 'Ca. P. mali' AT torzs altal okozott tiinetek almafan és alma termésen; a: 56
tiinetes fa €s  egészséges fa, b: tiinetes termés, egészséges termes.

5. abra. A fertdzést kovetd 6. (az 1/93id minta esetében a 12.) honapban mért 57

adatok paronkénti Osszehasonlitisa soran kialakult csoportok a szér
atmérdjének atlagos mérete, valamint a szoérasok alapjan. Az A, B, C, D
jelolések a szignifikans eltérések alapjan vald csoportositast jelentik. Az
egészséges minta zOld, az avirulens torzzsel fertdzott minta kék, a
virulens torzsekkel fert6zott mintak bordd szinnel jeloltek. A kezelések
balrél jobbra: ,,Eg”: fertézetlen kontroll, ,,1/93fi”: 'Ca. P. mali' 1/93
avirulens torzzsel fertdzott rozsameténg, a fertézést kovetd 6. honapban,
,»1/931d”: 'Ca. P. mali' 1/93 avirulens torzzsel fertdzott rézsameténg, a
fertdzést kovetd 12. honapban, ,,at”: 'Ca. P. mali' AT torzzsel fert6zott
rézsameténg, ,,pd”: 'Ca. P. pyri' PD torzzsel fertézott rozsameténg,
,»stol”: 'Ca. P. solani' STOL torzzsel fertdzott rozsameténg, ,,esty”: 'Ca.
P. prunorum' GSFY torzzsel fert6zott rézsameténg, ,,aay”:'Ca. P. asteris'
AAY1 torzzsel fert6zott rozsameténg.

6. abra. A fert6zést kovetd 18. (az 1/93id minta esetében a 24.) honapban mért 58
adatok paronkénti Osszehasonlitisa soran kialakult csoportok a szér
atmérdjének atlagos mérete, valamint a szoérasok alapjan. Az A, B, C, D
jelolések a szignifikans eltérések alapjan vald csoportositast jelentik. Az
egészséges minta zOld, az avirulens torzzsel fertdzott minta kék, a
virulens torzsekkel fert6zott mintak bordd szinnel jeloltek. A kezelések
balrdl jobbra: ,,Eg”: fertézetlen kontroll, ,,1/93fi”: 'Ca. P. mali' 1/93
avirulens torzzsel fertdzott rdzsameténg, a fertdzést kovetd 18.
hénapban, ,,1/931d”: 'Ca. P. mali' 1/93 avirulens torzzsel fertdzott
rozsameténg, a fertdzést kovetd 24. honapban, ,,at”: 'Ca. P. mali' AT
torzzsel fertdzott rozsameténg, ,,pd”: 'Ca. P. pyri' PD1 torzzsel fertézott
rozsameténg, ,,stol”: 'Ca. P. solani' STOL torzzsel fert6zott rézsameténg,
,esfy”: 'Ca. P. prunorum' GSFY torzzsel fertdzott rozsameténg,
»aay”:'Ca. P. asteris' AAY1 torzzsel fertdzott rozsameténg.

7. abra. A PCR soran felszaporitott 528 bp hossziisagu AfIB gén szakaszok. 1. 60
oszlop: 1 kb méretmarker (Fermentas), 2-19: 'Ca. P. mali' 1/93-as torzs
izolatumai.

8. abra. A'Ca. P. mali' izolatumok AfIB fragmentjeinek SSCP profilja. 1-5: 1/93- 61

as izolatum almébol, 6-7: 1/93-as izoldtum rézsameténgbdl, 8-9: 1/93-as
izolatum dohédnybdl, 10: AT izoldtum roézsameténgbdl, 11: AT izolatum

dohénybol.
9. abra. A'Ca. P. mali' 17/93-as izolatum AfIB gén fragmentjének SSCP profilja. 61
10. abra. Klénozott AfIB gén fragmentek 'Ca. P . mali' altal fert6zott almafabol. 1- 62

13: Az almabol izolalt 1/93-as 1t(')hr)')r7zs hflB fragmentjének klonozéasat



11. abra.

12. abra.

13. 4bra.

14. abra.

15. abra.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22

23.

abra.

abra.

abra.

abra.

abra.

abra.

. abra.

abra.

kovetden kapott kiilonb6z6 profilok.

A 'Ca. P. mali' 17/93-as torzsének klonozott AfIB gén fragmentumaira
jellemzé SSCP mintazatok.

A rézsameténgben, illetve a dohanyban eléfordulo, almafardl atvitt1/93-
as izolatum AfIB gén szakaszanak szekvenciabeli egyezdségei. A
szekvenciak kozotti eltérések az dbran piros szinnel vannak jeldlve.

A ’Ca. P. mali’ izolatumok filogenetikai tdvolsdgainak abrazoldsa a
klonozott 528 bp hosszusagu hfIB génszakaszokrol. A szekvencidk tobb
torzzsel keverten fertozott fakrol szarmaznak. Az AT, AP15, valamint a
GDH torzsek szerepelnek referenciaként. A kiilonb6z8 szdmok az
izolatumot és annak klonjait jelolik. Az eldgazason szerepld szamok az
elagazds valoszinliségét jelolik szazalékos formdban, amelyet 1000
ismétlésben elvégzett bootstrap analizis soran kaptunk. Az a, illetve b
jelolés az 1/93-as és a 17/93-as izolatumok klonozott inzertjeinek f6
csoportjait mutatjak.

A rézsameténgben, illetve a dohanyban eléfordulo, almafardl atvitt1/93-
as izolatum imp gén szakaszanak szekvenciabeli egyezdségei. A
szekvenciak kozotti eltérések az dbran piros szinnel vannak jeldlve.

A ’Ca. P. mali’ izolatumok filogenetikai tdvolsdgainak abrazoldsa a
klonozott 528 bp hosszusagu imp génszakaszokrdl. A szekvencidk tobb
torzzsel keverten fertozott fakrol szarmaznak. Az AT, AP15, valamint a
GDH torzsek szerepelnek referenciaként. A kiilonb6z8 szdmok az
izolatumot és annak klonjait jelolik. A megszekvenalt PCR termékek a
fitoplazma torzs, illetve a gazdandvény nevének roviditésével (Vin-
rézsameténg, Tab- dohany) szerepelnek. Az elagazason szerepld szdmok
az eladgazas valoszintiségét jelolik szazalekos formaban, amelyet 1000
ismétlésben elvégzett bootstrap analizis soran kaptunk. Az a, illetve b
jelolés az 1/93-as és a 17/93-as izolatumok klonozott inzertjeinek f6
csoportjait mutatjak.

Az "A" kisérleti beallitasban, eléfertdzés esetén a hajtasban eléfordulod
1/93 ¢és AT torzsek egymashoz viszonyitott mennyiségének
kimutathatdsaga a ciklusszam alapjan.

Az "A" kisérleti bedllitasban, eléfertdzés esetén a gyokérben eléforduld
1/93 ¢és AT torzsek egymashoz viszonyitott mennyiségének
kimutathatdsaga a ciklusszdm alapjan.

Az "A" kisérleti beéllitasban, egyideji fert6zés esetén a hajtasban
eléforduld 1/93 és AT torzsek egymdshoz viszonyitott mennyiségének
kimutathatdsaga a ciklusszam alapjan.

Az "A" kisérleti bedllitaisban, egyidejii fertdzés esetén a gyokérben
eléforduld 1/93 és AT torzsek egymdashoz viszonyitott mennyiségének
kimutathatdsaga a ciklusszdm alapjan.

A "B" kisérleti beallitasban, eldfertézés esetén a hajtasban eléforduld
1/93 ¢és AT torzsek egymashoz viszonyitott mennyiségének
kimutathatdsaga a ciklusszam alapjan.

A "B" kisérleti beallitdsban, eléfertdzés esetén a gyokérben eléfordulod
1/93 ¢és AT torzsek egymashoz viszonyitott mennyiségének
kimutathat6sag a ciklusszam alapjan.

A "C" kisérleti beallitasban, eldfertézés esetén a hajtasban eléforduld
1/93 ¢és AT torzsek egymashoz viszonyitott mennyiségének
kimutathatdsaga a ciklusszam alapjan.

A "C" kisérleti beallitasban, eléfertdzés esetén a gyokérben eléfordulod
1/93 ¢és AT torzsek egymashoz viszonyitott mennyiségének
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24.

25.
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33.

34. abra.

abra.

abra.

abra.

abra.

abra.

abra.

abra.

abra.

abra.

abra.

kimutathatdsaga a ciklusszdm alapjan.

"C" kisérleti bedllitasban, egyidejii fertézés esetén a hajtasban
eléforduld 1/93 és AT torzsek egymdshoz viszonyitott mennyiségének
kimutathatdsaga a ciklusszam alapjan.

A "C" kisérleti bedllitdsban, egyidejii fertézés esetén a gyokérben
eléforduld 1/93 és AT torzsek egymdashoz viszonyitott mennyiségének
kimutathat6saga a ciklusszdm alapjan

SSCP mintazatok a Ca. P. mali AfIB 464-es génjének klonozasabol. 1-2:
AT, 3-4: 1/93, 5-7: 1/93+AT eldfertézéssel, a gatlasra utald mintazattal,
8-10: 1/93+AT egyidejli fertézéssel, a sikertelen gatlasra utalo
mintazattal (véletlenszerlien vdlasztott, valosidejii PCR-rel pozitiv
eredményt ado mintak)

PD ('Ca. P. pyri', NCBI azonosit6: FM201270) és AP ('Ca. P. mali',
NCBI azonositd: FR863637) homoldég hflB gén szakaszok
Osszehasonlitdsa. A tervezett, valdsidejin PCR-hez alkalmas
inditodszekvencia-par (fPD_RT/rPD_RT) az abran narancssarga szinnel
van jeldlve.

ESFY ('Ca. P. prunorum', NCBI azonositd: AF195780) nitroreduktaz-
szeri gén fragmentjének szekvencidja, az 1, valdsideji PCR-hez
alkalmas inditoszekvencia-par (fECA RT/ECA RT) az débran
narancssarga szinnel jelolt.

Az els6 kisérleti beallitasban a rézsameténg hajtasdban eléforduld 1/93
¢s GSFY torzsek egymashoz  viszonyitott — mennyiségének
kimutathatdsaga a ciklusszam alapjan.

A masodik kisérleti bedllitisban a rézsameténg hajtasdban eléforduld
1/93 és GSFY torzsek egymashoz viszonyitott mennyiségének
kimutathatdsaga a ciklusszdm alapjan.

Az 1/93 és a PD torzsek egymashoz viszonyitott mennyisége 4 honappal
a kihivo torzzsel vald fertézést kdvetden a ciklusszdm (Ct érték) alapjan.
A pirossal jelolt oszlopok az fhflB-RT-1/rhflB-RT-3 inditészekvencia-
parral kapott eredményeket, a zold szinii oszlopok az fPD_RT/rPD RT
inditészekvencidkkal kapott eredményeket jelolik.

Az 1/93 és a PD torzsek egymdashoz viszonyitott mennyisége 7 honappal
a kihivo torzzsel valo fertdzést kovetden a ciklusszam (Ct érték) alapjan.
A pirossal jelolt oszlopok az thflB-RT-1/rhflB-RT-3 inditdszekvencia-
parral kapott eredményeket, a zold szinli oszlopok az fPD_RT/rPD_RT
inditészekvencidkkal kapott eredményeket jelolik.

Az 1/93 + STOL keresztfertézéses kisérletben PCR-rel felszaporitott
kiilonb6zé hossziisdgt DNS szakaszok agardéz géles ellendrzése 6
honappal a kihivo torzzsel valéo fertézést kovetéen. A: PCR
fSTOL/rSTOL inditészekvencia-par alkalmazasaval: 1. molekularis
méretmarker (Middle Range, Fermentas) 2. 1/93 3. STOL 4. 1/93 +
STOL egyidejii fertdzés 5-6. 1/93 + STOL eléfertézés 7. negativ
kontroll; B: PCR thflB3 1/rhflB3 inditdszekvencia-par alkalmazéasaval:
1. molekularis méretmarker (High Range, Fermentas) 2. 1/93 3. STOL
4. 1/93 + STOL egyidejti fertdzes 5-6. 1/93+STOL eldfertdzés 7. negativ
kontroll.

Az 1/93 + AAY1 keresztfertézéses kisérletben PCR-rel felszaporitott
kiilonb6zé hossziisdgt DNS szakaszok agardéz géles ellendrzése 6
honappal a kihivo torzzsel valo fertdzést kovetden. A: PCR fAY/rAY
inditészekvencia-par alkalmazéasaval: 1. molekuldris méretmarker
(Middle Range, Fermentas) 2. negativ kontroll 3. 1/93 4. AAY1 5-6.
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1/93 + AAY1 eldfertézés 7. 1/93 + AAY1 egyidejt fertézés; B: PCR
thflB3 1/rhflB3 inditészekvencia-par alkalmazdsaval: 1. molekularis
méretmarker (High Range, Fermentas) 2. negativ kontroll 3. 1/93 4.
AAY1 5-6. 1/93 + AAY1 elofertézés 7. 1/93 + AAY1 egyidejt fertdzés.
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2. Melléklet: Tablazatok jegyzéke

1. tablazat.

2. tablazat.

3. tablazat.

4. tablazat.

5. tablazat.

6. tablazat.

7. tablazat.

8. tablazat.

9. tablazat.

10. tablazat.

11. tablazat.

12. tablazat.

A Kkisérletek soran hasznalt fitoplazma torzsek ¢és rendszertani
besorolasuk

A fitoplazma torzsek PCR-es kimutatdsa soran alkalmazott
inditészekvencidk

Fitoplazma torzsek valosidejii  PCR-rel torténd elkiilonitésére
alkalmazott inditészekvencidk

A keresztvédettségben  hasznalt  fitoplazma  torzsek  egyes
génszakaszainak felszaporitasara hasznalt inditészekvencidk

Az immunizalo ¢és a kihivé fitoplazma torzsek elkiilonitésére hasznalt
inditoszekvenciak valosidejii PCR soran

Az "A" kisérleti beallitasban, elofertdzés esetén tapasztalt 1/93 és AT
torzsek ardnya a hajtasban, illetve a gyokérben. A honapok a kihivo
fertézéstél szamitott mintavételi idopontokra utalnak. "m.v.": nem
vizsgalt.

Az "A" kisérleti beallitasban, egyideji fertdzés esetén tapasztalt 1/93 és
AT torzsek ardnya a hajtasban, illetve a gyokérben. A honapok a kihivé
fertézéstél szamitott mintavételi idopontokra utalnak. "m.v.": nem
vizsgalt.

A "B" kisérleti beallitasban, eldofert6zés esetén tapasztalt 1/93 és AT
torzsek ardnya a hajtasban, illetve a gyokérben. A honapok a kihivo
fertézeéstél szamitott mintavételi idopontokra utalnak. "m.v.": nem
vizsgalt.

A "C" kisérleti beallitasban, eldofert6zés esetén tapasztalt 1/93 és AT
torzsek ardnya a hajtasban, illetve a gyokérben. A honapok a kihivo
fertézéstél szamitott mintavételi idopontokra utalnak. "m.v.": nem
vizsgalt.

A "C" kisérleti beallitasban, egyidejli fertézés esetén tapasztalt 1/93 ¢€s
AT torzsek ardnya a hajtasban, illetve a gyokérben. A honapok a kihivé
fertézéstél szamitott mintavételi idopontokra utalnak. "m.v.": nem
vizsgalt.

Az 1/93 ¢és az AT torzsek jelenlétének aranya dohéany tesztnovényben az

avirulens torzzsel végzett 3 hetes eléfertdzésben.
Az 1/93 ¢és az AT torzsek jelenlétének aranya dohény tesztnovényben az

avirulens torzzsel végzett 6 hetes eléfert6zésben.
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