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Osszefoglalas

A gyiimolesfak fitoplazmas eredetli betegségei egyre komolyabb problémat jelentenek a
gyimolcstermeszték szdmara vildgszerte, szerepiik killondsen az utdbbi években nétt meg
ugrasszeriien. A kajszi fitoplazmas betegsége a csonthéjas fajokat veszélyezteti, hazankban komoly
problémat okoz. Munkank soran Magyarorszag tobb, jelentds kajszi iiltetvényének a csonthéjasok
eurépai sargulas fitoplazmaval valo fertdzottségét vizsgaltuk. Az iltetvényekr6l levélmintakat
gyljtottiink és DNS-t tisztitottunk a PCR alapt kimutatashoz. A kérokozd jelenlétének igazolasahoz
minden fitoplazma kimutatasara, illetve az egyes fitoplazma csoportok elkiilonitésre alkalmas
inditoszekvenciak kombinacidjat hasznaltuk. Vizsgalataink alapjan megallapitottuk, hogy a vizsgalt
kajszi iiltetvényekben a csonthéjasok eurOpai sargulas fitoplazma altalanosan elterjedt. A PCR
vizsgalatokat olyan gének kimutatdsara is Kkiterjesztettiik, melyek vizsgalatdval a hazankban

jelenlevd torzsek rokonsagi viszonyai is feltarhatdak.
Kulcsszavak: fitoplazma, Can. Phytoplasma prunorum, ESFY, kajszi, csonthéjasok
Abstract
Plant diseases caused by phytoplasmas are serious problems for fruit growers all over the
world, their role have been growing significantly in recent years. European stone fruit yellows

caused by these type of plant pathogens endangers stone fruit species, especially apricot in our

country. During our work we examined phytoplasma infection at the most important apricot

22



Fitoplazma fert6zottség vizsgalata kajszi iiltetvényekben

growing regions in Hungary. Leaf samples were collected and DNA was extracted for PCR based
detection. We used different sets of primers to detect and distinguish their presence in our
samples. During our survey we have found widespread distribution of European stone fruit
yellows phytoplasma in our apricot orchards. Beside of highly conservative genes our analysis
was broaden to other more variable ones which made it possible to investigate relationships

between strains.

Keywords: phytoplasma, Can. Phytoplasma prunorum, ESFY, apricot, stone fruits

Bevezetés

Napjainkban egyre sulyosabb karokat okoznak azon névényeket fert6zé korokozok, melyek
ellen nem all rendelkezésre kidolgozott novényvédelmi technologia. Ezen korokozok ko6zé
tartoznak az egysejti, sejtfal nélkiili, tdptalajon nem tenyészthetd ndvénykorokozo baktériumok,
a fitoplazmak. Az altaluk okozott betegségek a termés mindségének romlasat, mennyiségének
csokkenését, a fak élettartamanak rovidiilését és nagymértékii fapusztulast okoznak.

A jelentds gazdasagi értéket képviselé csonthéjas gyiimolesiiek, koziiliik is elsdsorban a kajszi
iiltetvények korében, évtizedek ota komoly pusztitdst végez a csonthéjasok eurdpai sargulasa
fitoplazmas betegség (European stone fruit yellows phytoplasma-ESFY). A betegséget okozo
Candidatus Phytoplasma prunorum, a 16S rRNS alapjan torténé rokonsagi besorolas alapjan a
X. csoportba tartozik (Seemuller and Schneider, 2004). Hazankban a betegséget eldszor Siile és
mtsai. (1997) azonositottdk. A betegség sargulast, torzulast, illetve burjanzast idéz eld, a fert6zott
fak gutaiitésszerii tiineteket mutatnak, majd néhany éven beliil elpusztulnak. Terjedésében a
fertézott szaporitdanyagnak, és vektoranak [szilvalevélbolha (Cacopsylla pruni)] van jelentds
szerepe (Carraro és mtsai, 1998), de a fitoplazma terjedhet oltassal, szemzéssel, és nem teljesen
tisztazott modon a talajon keresztiil is (Siile, 2014; Szalay, 2012). A fitoplazmak kimutatasara és
azonositasara PCR alapi molekularis biologiai teszteket hasznalnak. A legelterjedtebb és a
hatosagok altal is hasznalt PCR reakciot a 716S rRNS génre tervezett univerzalis és csoport
specifikus inditoszekvencidkkal végzik. Mivel a 16S rRNS gén igen konzervativ, vizsgalataval a
jelenlevd torzsek rokonsagi viszonyait nem tudjuk vizsgalni. Ehhez olyan gének vizsgalata
szlikséges, melyek nagyobb genetikai valtozékonysagot mutatnak, ezaltal alkalmasak lehetnek a
csoportba tartozo fitoplazma fajok és azok torzseinek csoporton, €és fajon beliili elkiilonitésére

(Danet és mtsai, 2011).
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Munkank célja, hazank jelentds kajszi termeszt6 régidiban a fitoplazma fert6zottség felmérése
molekularis modszerekkel, valamint a mintdkban taldlhato fitoplazmak csoporton beliili

elkiilonitése és vizsgalata filogenetikai elemzéssel.

Anyag és médszer

A kisérletek elvégzéséhez 2016 nyardan az orszag kiilonbozo teriiletein gyijtottiink
levélmintakat tiinetes és tlinetmentes fakrol. A nemcsak magyar, hanem kiilf6ldi fajtakat is
tartalmazé mintikat termé iiltetvényeken (Erd, Boldogkévéralja, Balatonvilagos, Si6fok,
Zalaszanto), a NAIK Gyilimoélcstermesztési Kutatointézet érdi és tjfehértoi izolator hazaiban és
érdi torzsiiltetvényén szedtiik. A fitoplazmak jelenlétének tesztelésé¢hez 0,1-0,15 g levél
szovetbdl tisztitottunk DNS-t, NucleoSpin® Plant II (MACHEREY-NAGEL) kit segitségével. A
fitoplazma fert6zottséget nested PCR reakcioban allapitottuk meg, melyhez univerzalis: P1-P7 és
16SrX csoport specifikus: fO1-rO1 inditészekvencidkat hasznaltunk (Deng és Hiruki, 1991). A
16SrX csoporton beliil a fitoplazma fajok elkiilonitésére és rokonsaguk vizsgalatira a
dihydrolipoamide acetyltransferase component of pyruvate dehydrogenase complex (aceF) és
polyribonucleotide nucleotidyltransferase (pnp) (Danet és mtsai, 2011) génekre végeztiink nested
PCR reakciot, amihez minden esetben a Thermo Scientific Phire Green Hot Start II DNS
polimerdz enzimet hasznaltunk. Az amplifikdlt termékeket 1,2%-os agaréz gélben
elektroforetikusan valasztottuk el. A kapott termékek egy részének bazissorrendjét a tisztitott
PCR termékek hagyomanyos Sanger szekvenalasaval allapitottuk meg. Az azonositott fitoplazma
torzsek rokonsdgi viszonyait az igy megéllapitott DNS szekvencidk filogenetikai

Osszehasonlitdsaval vizsgaltuk MUSCLE programcsomaggal.

Eredmények

A molekularis tesztekhez sziikséges nukleinsavat fiatal, hajtas kozeli levélrészekbol
tisztitottuk, CTAB alapu puffert hasznaltunk, mellyel megfelelé mindségili és mennyiségii DNS-t
tudtunk izolalni a PCR vizsgalatokhoz.

A 16SrX csoportba tartozo fitoplazmak kimutatasat univerzalis P1-P7 primerekkel, majd e
reakcio termékérdl csoport specifikus fO1-rO1 primerek hasznalataval nested PCR-rel végeztiik.
A PCR reakciok termékeinek vizsgalata alapjan elmondhatjuk, hogy az érdi izolatorhaz
kivételével minden vizsgalt iltetvényen detektaltunk fitoplazma fertézottséget. A fert6zott

mintakbol kivalasztottunk 15-6t, melyek kiilonbdzé mintavételi helyekrdl szarmaztak, magyar és

24



Fitoplazma fert6zottség vizsgalata kajszi iiltetvényekben

kilfoldi fajtakat is képviseltek és a nested PCR alapjan fertézottek voltak 16SrX csoportba
tartozo fitoplazmaval. Ebbe a rokonsagi csoportba a Ca. P. prunorum-on kiviil a Ca. P. mali és a
Ca. P. pyri tartoznak. A 16SrRNS gén e harom faj genomjaban nagyon hasonld, a csoport
specifikus primerpar altal amplifikalt DNS szakasz bazissorrendje alapjan a 16SrX csoportba
tartozo fitoplazmak kozott nem lehet molekularis killonbséget taldlni. Ahhoz, hogy teljes
bizonyossaggal eldontsiik, hogy mintdinkban valoban a Ca. P. prunorum van jelen, nagyobb
valtozékonysagot mutatd, nem konzervativ gének bazissorrendjének Osszehasonlitasara volt
sziikség.

Ehhez az aceF ¢és pnp gének felszaporitasat végeztiik el nested PCR reakcioban, ami a vizsgalt
15 mintdban 5 (aceF), illetve 10 (pnp) esetben sikeriilt. Az amplifikalt termékek tovabbi
vizsgalatdval azonban nemcsak a Ca. P. prunorum jelenléte valt bizonyossa, hanem a PCR
termékek nukleinsav sorrendje mar alkalmas volt a jelenlevo torzsek filogenetikai vizsgalatara is.
Ehhez a mintdink aceF és pnp génjeinek nukleotid sorrendjét a nemzetkozi adatbazisban (NCBI)
talalhatd Ca. P. prumorum, pyri és mali szekvencidkkal hasonlitottuk 6ssze a MUSCLE
tobbszords szekvencia illesztd programmal. Megallapithat6, hogy az adatbazisban szerepld Ca.
P. prunorum eredetll és mintaink szekvenciai 99-100%-o0s hasonldsagot mutatnak, mig a pyri és
mali eredetli szekvenciaktol bazissorrendjiikben jelentdsen kiilonboznek. Sajat, kiilonbozo
eredetli mintdink aceF és pnp génjeit egymassal is dsszehasonlitottuk és koztiik igen nagyfoku

hasonlosagot talaltunk.

Megvitatas

Korszer(i molekularis diagnosztikai modszerekkel végzett vizsgalatok alapjan megallapitottuk,
hogy a Ca. P. prunorum jelen van, és elterjedt az altalunk mintazott 5 kajszi termeszté régio
iiltetvényeiben. Az altalunk vizsgalt aceF és pnp gének eredményei alapjan megallapithatjuk,
hogy vizsgalatukkal a 16SrX csoport fajai elkiilonithetoek. Erre az Osszehasonlitasra a
szakirodalomban leirt: immunodominant membrane protein (imp) gén a legalkalmasabb, de a
publikalt inditoszekvenciakkal kisérleteink soran mégsem sikeriilt az adott mérettartomanyban
PCR terméket amplifikdlnunk. Ezért a tovabbiakban olyan primereket terveziink, melyekkel az
imp gén darabja jo hatékonysaggal felszaporithato lesz. Ilyen, nagy valtozatossagot mutatd gének
rokonsagi vizsgalatai alapjan ugyanis megallapithatjuk, hogy a vizsgalt term¢ iiltetvényekben
jelen 1évo kajszi fitoplazma torzsek a magyar, vagy inkabb a kiilfoldi variansok szekvencidjaval
mutatnak-e nagyobb hasonlosagot. A kiilonb6zo fajta kajszi liltetvényekben jelenlevé fitoplazma

torzsek hasonlosaga alapjan kovetkeztethetiink arra, hogy a korokozo az iiltetvények kozelében
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levé természetes rezervoarokbol vagy esetleg az 1) fajtdk szaporitdoanyagaval Kkeriilt az
iltetvényekbe. A terjedés okanak ily moddon vald felderitése pedig igen fontos informaciot

nyujthat a fitoplazma fert6zottség tovabbi terjedésének megelézésében.
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