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1. AMUNKA ELOZMENYEL A KITUZOTT CELOK

Napjainkban egyre nagyobb gazdasagi karokat okoznak a fitoplazmdk altal eldidézett
megbetegedések mind lagyszar(-, mind fasszard disz- és haszonndvényeken. Habar a
korokozbcesoportot mar az 1900-as évek eleje 6ta kutatjak, a molekularis kimutatasi mddszerek
elterjedésével csak a XX. szazad végére valt lehetévé a fitoplazmak alaposabb jellemzése,
életmodjuk tanulményozasa, illetve rendszertani besoroldsuk. Miutdn jelenleg nem ismert
hatékony novényvédelmi intézkedés a fitoplazmakkal szemben, a hangsulyt a megel6zésre kell
helyezni.

Hazankban a kajszipusztulas (European Stone Fruit Yellows) mellett a legnagyobb veszélyt a
sz6l6 aranyszinli sargasiga (Flavescence Dorée) fitoplazmas betegseg 2013-as felbukkanésa
jelenti. Magyarorszagon csak a kajszitermesztésben egyes teriileteken a fertdzottség aranyat 70-
80%-osra becsilik. Nyugat-Eurdépa egyes régidiban az almafa boszorkanysepriisodés (Apple
Proliferation) fitoplazma okoz sulyos minéségi és mennyiségi, ezaltal pedig gazdasagi karokat. A
betegség hazankban kisebb jelentdségli, de az el6forduldas kozelsége és a korokozo
athurcolhatosadga miatt (vektorok, ellendrizetlen szaporitdé anyag) fennall a veszély, hogy nalunk
is fontosabb ndévényegészségligyi problémava valik.

Jelen kutatasainkkal a fitoplazma-gazdanovény kapcsolatot, az eltéré virulencidji fitoplazma
torzseket és a koztiik fellépd kolcsonhatasokat kivantuk jellemezni, amelyek eldrelépést
jelenthetnek a korokozo elleni bioldgiai védekezés megalapozasaban.

Ezek alapjan célkitizéseink a kovetkezdk voltak:

1. A'Candidatus Phytoplasma mali' 1/93-as avirulens torzs feltételezett gatlo hatasanak igazolasa
uveghdzi korilmenyek kodzott rézsameténg és dohany tesztnévényeken.

2. A 'Ca. P. mali' 1/93-as avirulens torzs keresztvédettséget add hatasanak ellendrzése azonos
fajba tartoz6 'Candidatus Phytoplasma mali' AT virulens térzs, azonos rendszertani csoportba
tartozé 'Candidatus Phytoplasma prunorum' GSFY és 'Candidatus Phytoplasma pyri' PD1,
valamint eltér6 rendszertani csoportba tartozé 'Candidatus Phytoplasma solani' STOL és
‘Candidatus Phytoplasma asteris' AAY1 virulens torzsekkel szemben.

3. A természetesen fert6z0dott almafakban megtalalhato fitoplazma torzsek egyiittes jelenlétének
kimutatasa, valamint virulencidjuk és a tiinetek dsszefliggéseinek feltérképezése molekularis
madszerekkel.

4. A'Ca. P. mali' 1/93-as izoladtum jellemezése a hflB, illetve az imp gének alapjan.



2. ANYAG ES MODSZER

A kisérletekhez szlikséges fitoplazma torzseket Catharanthus roseus L. (r6zsameténg), Nicotiana
occidentalis H.-M.Wheeler (k6z6nseges dohany) és Malus domestica Borkh. ‘Golden Delicious'
(nemes alma) tesztndvényeken tartottuk fenn; egy résziket a NOvényvédelmi Intézet
Uveghazaban, Budapesten, a tébbit a dossenheimi kutatointézet klimatizalt Uveghazaban,
Németorszagban. A kisérletekhez a 'Candidatus Phytoplasma mali' 1/93 avirulens, a 17/93
enyhén virulens, az AT virulens (16SrX csoport), a '‘Candidatus Phytoplasma prunorum' GSFY
virulens (16SrX csoport), a ‘Candidatus Phytoplasma pyri* PD1 virulens (16SrX csoport), a
‘Candidatus Phytoplasma solani' STOL virulens (16SrXII csoport) és a 'Candidatus Phytoplasma
asteris' AAY1 virulens (16Srl csoport) torzseit hasznaltuk.

Az eltér6 fitoplazma torzsek rozsameténgre gyakorolt hatasat novényenként 10-10
véletlenszerlien valasztott hajtds atmérdjének mérésével értékeltiik a fert6zéstél szamitott 6.
hoénaptdl 2 honapos rendszerességgel. A kifejlodott tiineteket a fertézéstdl szamitott 6. honapban
értékeltik vizualis aton.

Eltéré virulenciaji 'Ca. P. mali' torzsekkel természetes uton fertdzddott, 10 évnél iddsebb,
valamint mesterségesen fert6zott, fltetlen foliahdzban fenntartott almafakbdl izolaltuk a
fitoplazma DNS-t a ,,Doyle and Doyle” (Doyle and Doyle, 1990) mddszerrel. A kevert
fert6zésben résztvevd fitoplazmak hflB génjének 528 bp hosszisagu ATP00464-es szakaszat az
AP specifikus fHfIB3_1/rHfIB_3 (Schneider and Seemdiller, 2009) inditészekvencia-parokkal,
mig az imp génjuk egy szakaszat a szintén AP specifikus f318B_seq/r318B_seq (Kube et al.,
2008) parok segitsegével szaporitottuk fel. Ezen gének alkalmasak a fitoplazmak kdzotti
genetikai valtozékonysag kimutatasara.

A fitoplazma torzsek variabilitasat egyszalu konformacios polimorfizmus (SSCP) elemzéssel
vizsgaltuk, amely alkalmas két torzs nukleotid sorrendjében megtalalhatd kis kulonbségek
detektalasara is. A PCR termékeket denaturalast kovetéen poliakrilamid-gélen valasztottuk el. A
komplex profilt mutatd, felszaporitott hflB és imp gen fragmentumokat pGEM-T Easy vektorba
(Promega, Madison, WI) ligaltuk, majd ezt a konstrukciét hasznaltuk fel Escherichia coli XL1
Blue kompetens sejtek (Stratagene, La Jolla, CA) transzformalasahoz. A klonozott inzerteket
ismét SSCP analizisnek vetettiik ala. A kiilonb6z6 profilt addo rekombindns plazmid DNS-t
Plasmid Miniprep KIT (Qiagen, Hilden, Germany) segitségével tisztitottuk ki, majd nukleotid
sorrendjét meghataroztattuk.

A kapott szekvenciak egymashoz, és a referencia adatbazisban talalhaté szekvencidkhoz vald
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igazitasat a Clustal X2 (Thompson et al., 1994) program, a filogenetikai 0sszehasonlitast és
torzsfan valo abrazolasat a MEGA4 (Tamura et al., 2007) szoftver segitségével vegeztik el.

A 'Ca. P. mali' 1/93 avirulens torzs gatlo hatasat teszteltiik azonos fajba tartozo 'Ca. P. mali' AT,
azonos rendszertani csoportba, de mas faj, a 'Ca. P. prunorum' GSFY, 'Ca. P. pryi' PD1, illetve
mas rendszertani csoportba tartozo ‘Ca. P. solani' STOL, 'Ca. P. asteris' AAY1 virulens térzsekkel
szemben rézsameteng, illetve egy esetben dohany tesztndévényeken tobb biologiai ismétlésben.
Elofertdzést, illetve egyidejii fertézést is alkalmaztunk. Egyideji fert6zés sordn a két torzset
egyszerre juttattuk a novénybe oltassal, eldidejii fertdzés esetén az avirulens torzzsel vald
fertézést kovetben a virulens torzset AT esetében 2,5, 3, vagy 4, GSFY, PD1, STOL és AAY1
torzsek esetében 3 honappal késobb oltottuk a ndvényre. A mintdkat az oltas helyérdl, vagy attél
tavol vettiik rendszeres idok6zonként. A fitoplazma DNS-t a levelek f6erébdl izoldltunk a Doyle
and Doyle (Doyle and Doyle, 1990) tisztitasi modszerrel.

A fitoplazma fert6zottséget valosidejii PCR soran értékeltiik. A 'Ca. P. mali' 1/93 avirulens es AT
virulens torzsek elkuloniteséhez az AP specifikus fhfIB-RT/rhfIB-RT1 inditdszekvencia-part,
valamint Cy5-jel6lt és FAM-jelolt TagMan prébakat alkalmaztuk. A GSFY és PD1 torzseket az
altalunk tervezett fECA-RT/fECA-RT ESFY specifikus, illetve az fPD_RT/rPD_RT PD
specifikus inditészekvencia-parok segitsegével detektaltuk. A STOL és AAY1 torzsek jelenlétét
az fSTOL/rSTOL STOL specifikus, valamint az fAY/rAY AY specifikus inditoszekvenciakkal

végzett polimeraz lancreakciok segitsegével mutattuk ki hagyomanyos PCR soran.



3. EREDMENYEK

Igazoltuk, hogy az eltéré virulencidju fitoplazma torzsek a ndvény vigorara mas mértékben
hatnak, amely a kiilonb6z6 tiinetek megjelenésén tul a megbetegitett novény hajtasdnak
vastagsagaban is megmutatkozik.

Munkaink eredményeképpen rozsameténg és dohany tesztnévenyekben igazoltuk azt, hogy a 'Ca.
P. mali' avirulens 1/93-as fitoplazma torzs képes gatolni az azonos faj, a 'Ca. P. mali' AT virulens
torzsének szaporodasat. Igazoltuk, a keresztvédettség hosszu tava hatasossagat azaltal, hogy a
virulens torzs a fert6zést kovetéen 2 évvel sem volt kimutathato a névénybdol.

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

A mas rendszertani csoportokba tartozo 'Ca. P. mali' AAY1 és 'Ca. P. solani' STOL torzsekkel
szemben nem tudtuk igazolni az 1/93-as torzs gatlé hatasat. Ezek alapjan eredményeink
hozzdjarultak ahhoz a korai feltevéshez, hogy a keresztvédettség rokon fajok kozott mitkodik
hatékonyan, a tavolabbi rokonsagban all6 fajokkal szemben nem érvényesiil.

Tobb ismétlésben elvégzett kisérletek soraval igazoltuk, hogy a keresztvédettség abban az
esetben hatékony, amennyiben az immunizald torzset eldzdleg oltjuk a novényre és a kihivo
torzzsel valo fertdzés késobb torténik. A két fertdzés kozott eltelt id6 nem befolyasolta dontden a
gatlas sikerességét, jelentdésége abban mutatkozott meg, hogy minél tobb id6 telt el az
immunizalas ¢és a feliilfert6zés kozott, anndl hamarabb volt tapasztalhatdo a virulens torzs
mennyiségének csokkenése.

Megallapitottuk, hogy a gatlas abban az esetben nem volt hatékony, amikor a két torzset
egyidejlileg oltottuk a ndvényre. Egyidejii fertdzés esetén, bar az avirulens torzs jelenléte is
kimutathat6 volt a ndvénybdl, a virulens torzs jatszotta a domindns szerepet.

A keresztvédettség meglétét gyokérmintdkon is ellendriztiik. Ebben az esetben a fitoplazmak
hosszatavu felhalmozodasat tapasztaltuk. Vizsgaltuk az oltds helyének jelentdségét is, és
megallapitottuk, hogy szerepe csupén a gatlas kialakulasanak kezdetében van.

Igazoltuk tobb fitoplazma torzs egyiittes jelenlétének novénykortani jelentdségét. Kimutattuk,
hogy a fitoplazméaval fert6zott almafak esetében a tiinetek valtozékonysaga 0sszefiiggést mutat a
benne el6forduld torzsek predominancidjaval. Eredményeink arra utalnak, hogy egyes esetekben
a fertdzést nem egy homogén fitoplazma torzs okozza, hanem azon beliili vonalakbol allo

komplex, amelyek virulenciaja is eltérhet. A kilonbségek torzsek, vonalak hflB gén

5



szekvencijanak szintjén is kimutathatok.
Megallapitottuk, hogy az almaban talalhatdé komplex torzset alkotd egyes vonalak erételjes
gazdanovény preferenciaval rendelkeznek.

Uj tudomanyos eredmények:

1. Rozsameténg es dohany tesztnévenyekben igazoltuk azt, hogy az avirulens 'Ca. P. mali' 1/93-as
fitoplazma torzs hosszu tavon is képes gatolni az azonos rendszertani csoportba és azonos fajba
tartozo AT torzs szaporodasat.

2. Kimutattuk, hogy az 1/93-as avirulens térzs képes gatolni egy rokon faj, a ‘Ca. P. prunorum’
virulens torzsének szaporodasat is, ezzel els6ként igazoltuk, hogy a keresztvedettség
fitoplazmaknal rokon fajok kozatt is kialakul.

4. lgazoltuk tébb fitoplazma torzs egydttes jelenlétét almafakban, és kimutattuk, hogy a tiinetek
valtozékonysaga Osszefiiggést mutat a novényben eléforduld torzsek predominanciajaval. A
kilonbségek a torzsek, vonalak hflB gén szekvenciajanak szintjén is igazolhatok.

5. Bizonyitottuk, hogy az almaban talalhatdo komplex torzset alkotd egyes vonalak erdteljes

gazdandvény preferenciaval rendelkeznek.



4. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

A kiilonb6z0 fitoplazma torzsek eltérd virulencidja a tesztndvényeken vizualis Gton is mérhetd.
Vizsgéalataink nyoman bizonyossa valt, hogy a ’Ca. P. mali’ kiilonb6z6 torzsei altal almafakon
kivaltott tiinetek egyenetlen formaban torténé megjelenése legnagyobb bizonnyal a kevert
fert6zéseknek koszonhetd. A fakban olyan térzskomplexek lehetnek jelen, amelyeket avirulens és
virulens torzsek alkotnak. A vizsgalt, 10 évesnél is id6sebb almafak 50%-nal is magasabb
aranyban bizonyultak tobb, akar 2-5 torzs altal fertézottnek. Ennek ellenére a valdsagban
tobbszordsen, vegyesen fertdzott fak aranya még magasabb lehet, ami a vektorok tobb éven at
tarto fertdzési tevékenységével magyarazhatd. A tiinetek kifejezodését feltehetden az avirulens és
virulens torzsek szaporodasi feltételei, a kozottuk kialakulo koélcsonhatasok, ennek
eredményeképp a populacidk ardnyanak valtozasai befolydsolhatjak. Feltételezhetd, hogy az
avirulens torzs egyes OsszetevOi gatolhatjak a virulenciafaktorokat. A torzskomplexeket alkoto
torzsek, illetve vonalak variabilitasa a hflB és az imp gének szintjén is megjelenik.

Az 1/93-as torzskomplex jellemzésekor azt figyeltiik meg, hogy azok nagyfoku gazdandvény-
preferenciaval rendelkeztek dohanyon, illetve r6zsameténgen. Feltételezhetd, hogy mindkét torzs
jelen lehet mindkét tesztnovényben, azonban eltérd fitnesziik kovetkeztében a predominans torzs
jelenléte meghataroz6. Azok a torzsek, amelyek az almafan csak enyhe tlneteket okoztak,
rozsameténg és dohany tesztndvényeken csupan csekély szimptdémak megjelenését indukaltak.
Keresztvédettségi kisérleteink eredményeképpen igazoltuk azt a feltevést, hogy a torzsek kdzotti
gatlas csak abban az esetben mitkddhet hatékonyan, amennyiben a két térzs azonos rendszertani
csoportba tartozik. Megfigyeléseink arra utalnak, hogy minél tobb id6 telik el a két (avirulens és
virulens) torzzsel vald inokulalas kdzott, anndl nagyobb mértékben képes az avirulens torzs
immunizalni a névényt. Ez kdszonhetd egyrészt annak, hogy az avirulens toérzsnek tobb id6 all
rendelkezésére ahhoz, hogy a névényben felszaporodjon, mésreszt az elszaporodésa soran tobb
olyan reakciot is kivalthat a n6vénybdl, amelyek védik azt a virulens torzs fertézésével szemben.
Az kérdeses, hogy a ndvény az immunitasat az avirulens, vagy a virulens torzzsel valo fert6zés
Soran szerzi-e meg.

Igazoltuk, hogy nem csak egy fajon bellli fitoplazma képes gatolni egy virulens torzs
szaporodasat, hanem azonos rendszertani csoportba tartozo, de mas faj is.

Arra a megallapitasra jutottunk, hogy az avirulens torzs nem képes géatld hatést kifejteni azokkal a
torzsekkel szemben, amelyek mas rendszertani csoportba tartoznak (AAY1, STOL).

Tapasztalataink alapjan a gyokér érzékenyebbnek bizonyult mind eldfertdzés, mind egyidejii
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fert6zés esetében. A virulens fitoplazma jelenléte hosszabb ideig volt kimutathatd benne, utalva
arra, hogy a kolonizacié mertéke a gyokérben a legmagasabb és hogy a fitoplazma kolonizécioja
a gyokér feldl indul.

Feltételezhetd, hogy hatékony gatlds esetén a virulens torzs elpusztul, vagy pedig elvesziti a
virulenciajat, ami a tinetmentesség kialakulasaban mutatkozik meg. Habar a fitoplazma térzsek
kozotti  kolcsonhatdsokat tobbféle elmélettel is magyarazzak, napjainkig sem tisztazott
egyértelmiien a folyamat molekularis hattere. Mindezek ismeretében eredményeink egy
reménykeltd gyakorlati alkalmazhatosag iranydba vezetnek el minket, azonban a biztonsagos
felhasznalashoz elséként molekularis szinten sziikséges tisztazni a keresztvédettség mogott rejld

mechanizmust.
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