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1. Bevezetés

Napjainkban gyiimélcstermd {iltetvényeinken a legnagyobb problémat azok a
novényeket fertdzé korokozok jelentik, amelyek ellen nincs kidolgozott novényvédelmi
technolédgia. Ilyen novényi korokozok kozé soroljuk a fitoplazmakat is. Magyarorszagon
egyre nagyobb méretet Olt a kajszi pusztulds, amelyet a csonthéjasok eurdpai sargulas
betegségnek (European Stone Fruit Yellows) tulajdonitanak. Az ESFY betegséget okozo
fitoplazmat hazankban 1992-ben azonositottak. Gazdandvénye a kajszibarackon kiviil a
meggy, a cseresznye és a szilva is lehet. Az almafa-sepriisodés fitoplazma (Apple
Proliferation) Magyarorszagon kisebb jelent6ségii ugyan, de fonnall a veszély, hogy a
joviben fontos ndvényegészségiigyi problémava valik (vektorok, ellendrizetlen szaporitd
anyag). A fitoplazmds megbetegedések nagymértékii mindségi €s mennyiségi, ezaltal
pedig gazdasagi karokat okoznak. A betegség kiemelkedd jelent6ségli, mivel a
gytimolcsfak életciklusa hosszi, a tobb éves, termd fak pusztuldsa stlyos
termésveszteséget okoz, vagy pedig a fert6zott, de tiineteket nem mutatod gyltimolesfakban
lappangva akar tobb évig jelenthetnek fertdzési forrast.

A NAIK Molekuléaris Novénykortan Csoportja termd kajszibarack és almaiiltetvényeken
végez felmérést, mely sordn pusztulds tlineteit mutatd és egészséges fak levélmintait
vizsgaljak. Ezeket a novényeket pusztitdé korokozok profiljanak meghatarozasaval
szeretnék megvalaszolni azt a kérdést, hogy a fitoplazmak, ismert és Gjonnan leirt virusok
vagy ezek kombinacidja, ami egy fa és igy végil az lltetvény pusztuldsahoz vezet. A
vizsgdlandé fak levélmintait felhasznalva kis RNS-ek nagy ateresztoképességii
szekvenalasaval diagnosztizaltak a benniik megtalalhato virusokat. A csoport 2019-ben a
NAIK Gyiimoles- és Disznovénykutatd intézetének génbankjaban cseresznye és meggy
fajtak virusdiagnosztikai felmérését is elvégezte. Ennek soran az Ujfehértéi fiirtds fajtan
fitoplazma-szerti tiineteket figyeltek meg. Ebbe a kutatasba bekapcsoldodva vizsgalataim
soran kajszibarack-, alma- és meggyfak leveleibdl tisztitottam DNS-t hogy ezeket
felhaszndlva molekularis biologiai tesztekkel azonositsam, a benniik esetlegesen

megtalalhat6 fitoplazmakat.



2. Célkitiizés

o Egészséges és tiineteket mutatd, pusztulo kajszibarack- és almafakban esetlegesen
jelenlévo fitoplazmak vizsgalata molekularis biologiai modszerekkel.
e Az Erd Elviramajor génbankjaban taldlhato Ujfehértoi fiirtds fajtaju meggy

egyedek vizsgalata fitoplazmak jelenlétére.



3. Irodalmi attekintés

3.1. Fitoplazmak jellemzoi

3.1.1. A fitoplazadk dltal okozott betegségek tiinetei

A fitoplazmak onmagukban életképtelen parazitdk, melyek a novényekbdl és
rovarvektorokbol nyerik fennmaradasukhoz sziikséges taplalékukat (CONTALDO, et al.,
2012). A ndvény hancsszoveteiben telepednek meg, igy a rostasejtek porusain keresztiil
az egész ndvényben szétterjednek, és ez okozza a lathatdé vagy lathatatlan tiineteket. Az
¢l6skodo felboritja a gazdatest teljes anyageseréjét, aminek kovetkeztében elpusztulnak a
hancsszdveti edénynyaldbok, amely a gazdandvény pusztulasahoz vezet (Siile, 2014).

A fitoplazma fertdzés altal okozott tiinet a Phyllody (ellevelesedés), azaz a virdgok
helyén levélszerli képletek jelennek meg, vagy a sziikséges pigmentek hidnyaban zo6ld
viragok képzdédnek, melyek sterilek (Lee, 2000).

A masik nagyon szembetling tiinet a levelek sarguldsa, amit okozhat a klorofil és
karotinoidok egytittes lebontdsa a bioszintézis gatlasdval. Nemcsak a leveleken figyelhetd
meg a szinvaltozas, hanem a hancson is, ami kezdetben narancssarga késébb vilagosbarna
szint vesz fel. A fagyok gyorsitjak a héancs karosodéasat, igy kihajtds utan
nagyvalosziniiséggel kihal a fa.

Sok fert6zott ndvény levele bokros vagy boszorkanyseprli megjelenést kolcsonodz,
ugyanis a normal novekedési szokdsok megvaltoznak.

Az sem mindegy, hogy a fa milyen idds korban kapja el a fitoplazma fertzést. Fiatal
kordban (6-8 évesen) a legkockazatosabb, ugyanis akkor gutaiités szerti tlinetekkel
gyorsan elpusztulnak. Idésebb korban csak egy-egy ag fert6zodik és hal el.

Vannak olyan esetek is, amikor a tlinetek nem szembeotlok, amikor a fak gyors

nodvekedési litemben vannak.



1. abra: Fitoplazma altal okozott tiinetek:
A: Meggyfa sdrgulo levelei
B: Meggyfa levelei a sziniik felé kanalasodnak
C: Meggyfa levelei barnas elszinezédései
D: Meggyfa részleges elhaldsa
(Foto: Barath Daniel)

3.1.2. A fitoplazmak eldfordulisa

A fitoplazmak jelenlétével jaro sulyos betegségjarvanyokat vilagszerte leirtak.
Szamos termesztett novény fitoplazma fertézésnek van kitéve, mind azokban az
orszagokban, ahol a mezdgazdasdg nem fejlett és azokban az orszagokban is, ahol a
mezOgazdasadg erdsen iparosodott. Novényfajok koziil leirtak élelmiszer-, zoldség- és
gyliimdlcsndvények, disznovények, épliletfak/flirészarunak valo fak esetében fertdzéseket
(Bertaccini, 2007).

A stolbur (aster yellows) fitoplazma Eszak-Amerikaban és Europaban jelentés gazdasagi
veszteségeket okoz zOldségfélék (salata, sargarépa, zeller) esetében és diszndvények
korében (kardvirag, hortenzia, lila karikavirag). A 16 Srl csoporthoz tartozik a 16Srl-Q
alcsoport tagjai is, mely fas szara novényeket is fertdz, tobbek kozott dszibarackon (,,red

leaf”) és cseresznyefakon irtak le a betegséget (Lee, et al., 2004).



A rizs sargasodas (rice yellow dwarf, ‘Ca. P. oryzae’,) tobb helyen stlyos karokat okoz a
rizs novényeken a délkelet-azsiai régioban.

Az ¢édes burgonya boszorkany sepriisodése (Sweet potato little leaf) Kozép- és Dél-
Amerikaban okoz nagy gondokat.

A sz016 sargulas (grapewine yellows) sulyosan érinti a szélétermelést Eurdpaban és
Ausztraliaban is (Bertaccini & Duduk, 2009)

Hiivelyeseket is tamado fitoplazma (Peanut witches’ broom) elterjedése a szezam ¢€s a
szbjaféléket karositja Azsidban.

Az erddket is sulyosan érintik a fitoplazmak altal terjesztett betegségek. Példa erre a
paulownia boszorkany sepriisddés (Paulownia witches’ broom) kokuszdié halalos
sargulasa (Coconut lethal yellowing) és az eperfakat sujto torpeség (mulberry dwarf),
amelyek tobb kontinensen elpusztitjak az erdei fakat.

A korte, az alma és mas csonthéjas gylimolesokbol csokkent a termés és romlott a friss
gylimolcs mindsége Europaban az ESFY (European stone fruit yellows) fitoplazma miatt.
Az X csoport betegségei (peach yellows) az 1990-es évek sordn sulyos veszteségeket
okoztak az Egyesiilt Allamokban az 8szibarack - és cseresznyeiiltetvényeket érintd

crcr

szultansagaban ¢és Iranban.

3.1.3. A fitoplazmak terjedése

A fitoplazmakat természetes Uton a rovarok terjesztik, amelyek a kovetkezd
csaladokba tartoznak: Cicadellidae, Cixidae, Psyllidae, Delphacidae ¢s Derbidae
(Weintraub & Beanland, 2006). A terjedés egyéb tutjai: oltas, szemzés és fertdzott
szaporitdoanyag altal torténhet. Az ESFY terjesztéséért Magyarorszagon eldszor a
kabocak jottek szoba, mint elsOdleges fitoplazma vektorok, de vizsgalatok alapjan
kidertilt, hogy nagyon kicsi a hordozok aranya (Carraro, et al., 2001). Késobb viszont
beteg novényekrdl gyiijtott szilva levélbolhakrol (Cacopsylla pruni) egyértelmien
kimutattak, hogy hordoz6i az ESFY betegséget okozéd fitoplazmanak (Candidatus

Phytoplasma prunorum).



A levéltetvek a szipokajukkal taplalkoznak a ndvény floémjébdl, igy kertil a fitoplazma a
rovarba. Az allatban 2-4 nap alatt megtelepszik a kérokozd, de 2-3 hét utdn mutathato ki,
az eddigi mesterséges fertdzések utan. Miutan biztosan az allatban van a patogén 1-2 nap
is elég a tovabbi novények megfertdzéséhez. Ezt az életciklust mutatja a 2. dbra. A
levélbolhaban élete végéig benne marad a fertdzés, ¢és kimutattdk, hogy képes attelelni

benne (Kiss, et al., 2015), (Davis & Sinclair, 1998), (Tedeschi, et al., 2003).

Salivary gland

Acquisition feding

Diseased plant Infected leafhopper
Latency period

‘Multiplication
Multiplication

Healthy plant

Infectious leafhopper

A2
Inoculation feeding  Phloem cell

2. abra: Levélbolhdk életciklusa (httpl)

Egy nemzedékes, imagoja attelel fenyoéféléken, majd tavasszal visszarepiil csonthéjas
novények faira €s a fitoplazma utana is kimutathatdé a rovar szervezetében. Sikeresen
kimutattak mar a fert6zott levélbolha altal lerakott petékben is a fitoplazmat, ami igazolja
az ivarsejten keresztiili atvitelének lehetdségét.

A levélbolha hazankban jelen van Budapest kornyékén, Borsod-Abauj-Zemplén

megyében és Vas megyében is (Kovics & Tarcali, 2015).



A rovarokon kiviil emlitést kell tenniink az ¢éldskddé novényekrdl, melyekkel szintén
terjed a fitoplazma fert6zés. Hazankban az aranka félék (Cuscuta) emelenddk ki a
betegség novényrdl-novényekre valo terjesztésében, de az altalam vizsgalt, fasszartakon
eléforduld fitoplazmak esetében ez nem fordul eld a természetben. Ezek a ndvények
hausztoriumaikkal képesek a gazdandvény szallitonyaldbjaihoz kozvetleniil kapcsolddni
¢s hidat képezni a floémek kozott, ezzel szabad utat adva a fitoplazmdk aramlasanak
szervezetrol-szervezetre. Laboratoriumi vizsgalatok sordn sokszor kihasznaljdk az
arankdk tulajdonsagat, hogy hetek alatt képes atvinni a koérokozot egymassal nem

rokonsagban 1évo szervezetek kozott is.

3. abra: Aranka (Cuscuta) (http2)

3.1.4. Felépitésiik, rendszertani besorolasuk

A fitoplazméak egysejtli, sejtfal nélkiili, pleomorf, azaz alland6 alak nélkiili
novény parazitdk. Mai ismeretlink szerint a legkisebb novény patogének, 60-110 nm
nagysaguak. Sejtfaluk helyett 3 rétegi membran boritja sejtjeiket. Kiilonlegességiik
abban is megnyilvanul, hogy képesek novényi hancsszovetekben és rovarok
haemolimfajaban is szaporodni (Suigo & Hogenhout, 2012). Obligalt biotrofok, tehat

mesterséges taptalajon nem tenyészthetoek.



A fitoplazmakrol sz616 legfrissebb adatok jelentds betekintést nyujtottak molekularis és
genetikai sokféleségiikbe.

Rendszertani besorolasa még a mai napig sem teljesen tisztazott, ugyanis sok jellemzdjiik
a baktériumokéhoz hasonlit, de vannak tulajdonsagok, amik eltérnek ezektdl. A
fitoplazmakat 60 évvel ezel6ttig virusként tartottdk szamon.

Nagy attorést a témaban Doi és munkatarsai 1967-ben értek el, amikor is a beteg
novények szoveteiben (floém) fedezték fel a mikoplazma szerli egysejtli élélényeket
(Doi, et al., 1967). 90-es évek folyaman immun- és genetikai vizsgalatok alapjan
megallapitottak, hogy a kartevok a Mollicutes osztalyba tartoznak, és rokonai az
Acheloplasma-k, igy 1993-ban ez a kiilonallé csoport a fitoplazma nevet kapta (IRPCM
Phytoplasma/Spiroplasma Working Team - Phytoplasma taxonomy group, 2004)
(Gundersen, et al., 1994). A neviik elé keriil a ,,Candidatus” (jel6lt) szo, ami arra utal,
hogy mivel a gazdaszervezetb6l nem izolalhatoak, tiszta tenyészetek beldliik nem
készithetbek, nem tisztdzott teljes mértékben a szarmazasuk, ezért fajok
megkiilonboztetése sem egyértelmii (Tibenszkyné Kiss, 2015), (Marcone & Géborjanyi,
1999). Minden olyan prokariota melynek genomja ismert, de nem tesz eleget a Koch-féle
alapfeltételeknek pl. nem tenyészthetdek mesterséges taptalajon, azok nevébe belekeriil a

Candidatus eldtag.

4. abra: Fitoplazma mikroszkopikus képe (http3)



A szekvencidk analizise alapjan 14 csoportot €s 32 alcsoportot kiillonboztetnek meg. A
csoportositast a kiillonbozo fitoplazmak 16S rDNS &sszehasonlitdsaval végezte tobb
kutatocsoport is. A k6z6s munka eredményeképpen koriilbeliil 30 szinte teljes hosszusagi
16S rDNS szekvencia bazissorendjét allapitottak meg (Namba, et al., 1993); (Gundersen,
et al., 1994) (Kirkpatrick, 1992), (Seemiiller, et al., 1994).
Jelenleg a kovetkez6 rendszertan szerint soroljak be példaul a Candidatus Phytoplasma
prunorum korokozot (Isd 3.1.5.1.):

e Orszag: Bacteria

e  Torzs: Firmicutes

o Osztaly: Mollicutes

Rend: Acholeplasmatales

Csalad: Acholeplasmataceae
o Nemzetség: Phytoplasma

o Faj: Candidatus Phytoplasma prunorum

A Kkajszibarack- és almafak fitoplazmas megbetegedését elsésorban a 16 SrX Almafa
boszorkanysepriisodése csoport tagjai okozzak. E csoport képviseldi (Lee, et al., 1998):
e Candidatus Phytoplasma mali, AP (apple ploriferation, almafa
boszorkanysepriisodés)
e Candidatus Phytoplasma pyri, PD (pear decline/Italy, korte leromlas)
e Candidatus Phytoplasma prunorum, ESFY (European stone fruit yellows,

csonthéjasok eurdpai sargulasa)

3.1.5. X csoportba tartozo fitoplazmak

3.1.5.1. Candidatus- Phytoplasma prunorum

Magyarorszagon is jelentds karokat okoz6 fitoplazma a Candidatus- Phytoplasma
prunorum, ami a csonthéjasok eurdpai sargulasa (European Stone Fruit Yellows, ESFY)
nevil betegséget okozza. Napjainkra mar valosziniisithetben Eurdpa minden teriiletén
jelen van, illetve Eurdpan kiviil esé mediterran térségekben is, ahol csonthéjasokat
termesztenek (Seemiiller & Foster, 1995), (Jarausch, et al., 2000), (Danet, et al., 2007).
Eurdpaban el6szor Franciaorszagban 1924-ben szamoltak be eldszor komolyabb kajszi
pusztulasrol (Chabrolin, 1924). Morvan és munkatarsai 1973-ban elektronmikroszkop
segitségével a mikoplazmdkhoz hasonld szervezeteket fedezett fel a gyilimdlcsfak
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floémjaban. Morvanék felfedezése elétt gomba, illetve baktérium fertézésnek tudtak be a
kajszi pusztulast (Klement, 1977), de a molekularis diagnosztikai moddszerek
elterjedésével bizonyitottdk, hogy a betegség mogott a fitoplazmak allnak (Siile, 2012a).
A Candidatus- Phytoplasma prunorum gazdandvénye a kajszin kiviil, a cseresznye,
meggy, szilva és Oszibarack is (Horvath, 2013). Hazankban a kajszibarack legfobb
koérokozojaként tartjdk szamon. Sok gondot okoz: Budapest kornyékén, Pest, Fejér,
Somogy, Bacs-Kiskun és Borsod-Abatj-Zemplén megyében.

Tiinetei koziil a legszembetiinébbek: a viragok torzulnak, 5 sziromlevél helyett 6-8 is
megjelenhet, a fiatal levelek kupszertien felfelé kanalasodnak, egyes agak vagy az egész
fa lombozata sargulni kezd, vagy ha nem, akkor a levelek vesznek fel haragoszdld szint,
¢és torékenyek lesznek. A hancsszovet is szint valt, narancssarga ¢és barnas elszinezddés
figyelhet6 meg (5. éabra). Amikor a hancsszovet teljesen elhalt, a fa hirtelen

gutatiitésszertien elpusztul.

5. abra: Candidatus Phytoplasma prunorum fitoplazma dltal okozott tiinetek:
A: Kajszi hancs narancssarga-barna elszinezodése
B: A beteg kajszi sargulo levelei, a sziniik felé kanalasodnak
C: Kajszi fa részleges dgelhaldsa
D: A teljes fapusztulas
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A fitoplazma Osszel a fa gyokereibe huzodik és ott képes attelelni (Marcone, et al., 2010).
A korokozo 6 vektora a szilvalevélbolha/ Cacopylla pruni Scopoli (Carraro, et al., 1998)
(Jarausch, et al., 1999) (Carraro, et al., 2001) (Weintraub & Beanland, 2006) (Fialova, et
al., 2007).

A 16S rRNS gén vizsgalata alapjan a bizonyitottak, hogy a Candidatus- Phytoplasma
prunorum a 16SrX csoportba tartozik (Schneider & Seemiiller, 1994b) (Seemiiller, et al.,
1994) (Seemiiller, et al., 1998) (IRPCM Phytoplasma/Spiroplasma Working Team -
Phytoplasma taxonomy group, 2004).

3.1.5.2. Candidatus- Phytoplasma mali

A hazankat is érint0 illetve Nyugat-Europaban almafakon az egyik legjelent6sebb
gazdasagi karokat okoz6 fitoplazmas fert6zésért felelds kartevé a Candidatus-
Phytoplasma mali. Elészor Eszak-Olaszorszégban izolaltak a korokozot (Rui, et al.,
1950), de napjainkra mar a kontinensiink 0sszes orszagaban megtalalhato. Az emlitett
fitoplazma altal terjesztett betegség az alma boszorkanysepriisodése fitoplazma (Apple
proliferation, AP), melynek {6 tiinetei megfigyelhetok az almafa hajtdsain, levelein,
termésein, valamint a gydkerein is.
Az AP terjedéséért a levélbolhak tehetok feleldssé, melyek a novény floémnedvével
taplalkoznak. A két levélbolha, amely 0Osszefiiggésbe hozhatdo az almafakat pusztitd
fitoplazmaval az a nyari almafalevélbolha (Cacopsylla picta Forster) és a
galagonyalevélbolha (Cacopsylla melanoneura Forster) (Jarausch, et al., 2003). A két
allat, életmddjaban és elterjedésében, nem nagyon kiilonbozik egymastol, igy a legtobb
AP altal erésen fert6zott teriileten mindkét levélbolha megtalalhat6 (Carraro, et al., 2001)
(Jarausch, et al., 2003) (Mattedi, et al., 2007).
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Lathato tiinetetek, ahogy az 6. abra is mutatja: levélpirosodas, ,,boszorkanyseprithdz”
hasonl6 elvéltozasok, a gyengébb hajtasokon levélrozettdk és a fak legtobb levelén
megnagyobbodott, siriin fogazott palhalevelek jelennek meg (Seemiiller, 1990)
(Bertaccini, 2007) (Seemiiller, et al., 2010). Eurdpa kiilonbdz6 orszagaibol szarmazo
Candidatus- Phytoplasma mali izolatumok a 16S rRNS-t kodolo szakasz 99,9 és 100%-
ban megegyezett egymassal (Seemiiller & Schneider, 2004).

6. abra: Candidatus Phytoplasma legjellemzébb tiinetei:
A: Alma ,, boszorkanysepriisédés ”, kisebb gyiimolcs
B: Kanalasodo levelek
C: Pallhalevelek
D: Kontrollalatlan viragzas
(Foto: Molekuldris Novénykortan csoport)

3.1.5.3. Candidatus- Phytoplasma pyri

Harmadikként emlitendé6 X csoportba tartozé fitoplazma a Candidatus-
Phytoplasma pyri, mely a korte leromlas (Pear Disease, PD) betegségért felelds. Ez a
betegség Eszak-Amerikaban a legjelentésebb, de vilagszerte eléfordul, igy Eurdpaban is,
ahol nemes kortét (Pyrus communis L.) termesztenek (Seemiiller, et al., 1992).
Tiinetei hasonldak a tobbi fitoplazma fert6zéshez: hirtelen pusztulés, levelek vordsre
szinezOdése, ¢és hulldmosodédsa. A tiinetek eldszor Osszel figyelhetéek meg, amikor
vorosre szinezddnek az atlagnal kisebb levelek, és a megszokottnal hamarabb hullnak le

(Del Serrone, et al., 1998). El6fordul, hogy a szezonjan kiviil is viragzik, és termést hoz a
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fa, illetve alkalmanként boszorkanysepriisodés is megfigyelheté (Osler & Loi, 1986)
(Osler, et al., 1996). Tobb megfigyelés azt igazolja, hogy az emlitett fitoplazma az Gsszes
Pyrus nemzetségbe tartozo fajt képes megfertézni.

A PD terjedéséért a levélbolhak a felel6sok (Jensen, et al., 1964) (Carraro, et al., 1998)
(Frisinghelli, et al., 2000) (Tedeschi, et al., 2002). Europaban harom levélbolha talalhato
meg a kortén: Cacospylla pyri, pyricola és a pyrisuga. Az emlitett allatok a kortefan,
vagy a kornyez6 névényeken telelnek at (Blomquist & Kirkpatrick, 1218-1226) (Carraro,
etal., 2001).

3.1.6. A fitoplazmak elleni védekezés lehetoségei

Legjobb védekezés itt is, mint a legtobb fertdézés esetében, a megeldzés. Tobbek
kozott azért is, mert a fitoplazma fertdzott névények 60-80 %-ban elpusztulnak, és a
kezelésiikre nincs kidolgozott technologia.
A megeldzés szempontjabol a legfontosabb kritérium az egészséges szaporitdanyag.
Szaporitas esetén az anyafat érdemes megvizsgalni, hiszen sok esetben vizualisan
tiinetmentesnek tlind ndvényben is ott lehet a korokozo.
A koérokozo elsddleges vektora a levélbolha, igy kiemelten fontos lenne a rovar elleni
védekezés (Carraro, et al., 2001) (Fialova, et al., 2007) (Tedeschi & Alma, 2006) (Torres,
et al., 2004). A célzott védekezéshez, ismerniink kell a rovar minden tulajdonsagat, ami a
vektor terjesztésével kapcsolatos példaul egyedszam, fejlédési idOpontok, vandorlasi
irany (Bozsik, 2017). A terméhely kivalasztasa is egy jo szempont a védekezés terén.
Célszerli olyan helyszint kivalasztani, ahol a Cacopsylla pruni gazdanévényei (féleg
fenyofélék és kokényfélék) nincsenek az lltetvény kozelében. A levélbolha ellen javasolt
lehet méhkimél6 inszekticidekkel valo védekezés. A beavatkozast mar tavasszal meg kell
kezdeni az imagok ellen, illetve a peterakaskor, meggatolva ezzel az elszaporodasukat
(Marcone, et al., 2010).
Erdemes tovabba az iiltetvénybdl eltavolitani a fitoplazma fertézott fakat, lehetSség
szerint gyokerestiil és megsemmisiteni, hogy ne terjesszék tovabb a betegséget.
A vektorokat figyelembe véve nem csak a rovarok ellen kell védekezni, hanem a vad
Prunus fajok ellen is, igy ezeket is érdemes kiirtani az iiltetvények koriil (Marcone, et al.,
2010).
Ugyan folynak kisérletek rezisztens fajtak eléallitasara, illetve avirulens vagy gyenge

fert6zoképességii fajok felhasznalasaval a fak ellenallod képességének novelésére, de ezek
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a probalkozasok még nem bizonyultak sikeresnek (Audergon, 1997) (Siile, 2014)
(Morvan, et al., 1986) (Marcone, et al., 2010).

3.1.7. A fitoplazmak kimutatasara alkalmas modszerek

A fitoplazmakat kezdetben nehéz volt felismerni, mert alacsony koncentraciéban
vannak jelen eltér6 eloszlasban a fert6zott novények szitacsoveiben (Berges, et al., 2000).
Ezért eloszor elektronmikroszkopos vizsgalattal és  kiilonbozo festési modokkal
probalkoztak, de nehéz a morfologiai megkiilonboztetésiik, és nagyon koriilményes volt a
megfeleld metszet készitése.

Probalkoztak fitoplazma specifikus antigének fejlesztésével is, szeroldgiai kimutatashoz,
de ezek sem bizonyultak konnyen alkalmazhaténak, hiszen ehhez ,.tiszta” fitoplazma
fehérjéket kell tisztitani, vagy termeltetni.

Napjainkban a fitoplazmak kimutatasara alkalmazott mdodszerek a polimerdz lancreakcion
(PCR) alapulnak, amelyekkel pontosan megallapithatjuk a fitoplazma jelenlétét az adott
névényben (Viranyi, 2010). Az elmult tobb mint 20 évben kifejlesztett technikak, melyek
univerzalis primerek haszndlatat kovetelilk meg alkalmasnak bizonyultak mind
novényekbdl, mind 4&llati vektorokbdl valé kimutatdsra. Léteznek azonban csoport
specifikus primerek is, melyek adott fitoplazma csoportba tartozé fajokat amplifikaljak
(Lee, et al., 1992) (Ahrens & Seemiiller, 1992). A 7. abra mutatja az altalam is hasznalt

oligonukleotid primereket.

Pl & 4 P7
198 |epE  [3@@ (480 [SBE  [6B@  [7B@  [=E@  [sEm 1K [Li8e 1288|1308 |L4B@  15@8  [LEBR 1700 (1888 |1,
N )
fo1 ¥ ~ ro1
LG L GO S T T
1
R16mF2 b 4 R16mR1
108 |20 |ame  |4me  |see |[eoe  |Fea  |sea  |wee LK |tiee  |Lzee L300 [Lde |1
fus & < U3

[400  |see  |eee  |7ea  |sme  |see LK |Liee 1260

7. abra: A fitoplazma 16rRNS operonjanak grafikus abrdazoldasa, a PCR kimutatdshoz
hasznalt oligonukleotid primerek feltiintetésével

A fitoplazma kimutatas érzékenységét azzal tudjuk fokozni, ha az univerzalis primerekkel
végzett PCR reakcid utdn, a termékként kapott DNS-t templatként felhasznalva egy jabb
PCR reakcionak vetjiikk ala, amit akar altaldnos, akdr csoport specifikus primerekkel

hajtunk végre. Ezt a folyamatot nested PCR-nek nevezziik. A két egymas utan elvégzett
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PCR reakcidval ki lehet kiiszobdlni az aspecifikus amplifikacidkat és mivel két egymast
kovetd sokszorozasi reakciot hasznalunk, a kimutatas érzékenysége is megnd.

A fitoplazma kimutatasokra alkalmas az Gn. ,loop-mediated isothermal
amplification”/hurokkozvetitett izotermikus amplifikacio6 (LAMP) is. Ez a moddszer
egyszerl, gyors, nagyfoku specificitast mutatd, koltséghatékony, DNS-felsokszorozé
technika. A reakcié soran egy 1épésben torténik a gén amplifikaldsa, és a kimutatés, igy
az egész folyamat maximum egy oraig tart. A LAMP izotermikus nukleinsav amplifikalo
modszer, azaz a tesztben miikodd enzim egy adott hdmérsékleten mukddik, igy nem
igényel PCR gépet. A tesztben hasznalt DNS-hez k&todo festékektdl fiiggden fotometrias,
fluorometrias modszerrel, de akar szabad szemmel is kdvethetd a folyamat, igy a reakcio
végén nincs szilikség a termék gélelektroforézissel torténd elvalasztasara.

A LAMP modszert féleg kvalitativ kimutatdsra hasznaljuk, azaz arra, hogy megtudjuk,
hogy a Kkeresett fitoplazma jelen van-e vagy nincs a mintankban. Ha azonban a
fluoreszcens festék altal adott jel megjelenését folyamatosan nyomon kovetjiik, a jel
megjelenésének idejét figyelembe véve a modszer kvantitativva tehetd.

A LAMP teszt elve azon alapszik, hogy a DNS-rél torténé amplifikacié soran olyan
primereket hasznalunk, melyek a DNS-hez hurkokat alkotva tudnak kotddni. 2 primer
part hasznalunk, egy kiilsé (external) és egy bels6 (internal) part, és egy olyan DNS
polimerdzt, ami szal helyettesitd aktivitassal bir. A belsd primerek -ellenkez6
orientacidban kotddnek a DNS szélra egymadstol bizonyos tdvolsdgra, igy az atirodo
termékek komplementere az eredetinek, tehat tartalmazzdk a hurok régiot is. A kiilso
primer par altal inditott szintézis szoritja ki a szintetizalt DNS-t a reakcio elején, de
késobb erre mar nincs sziikség. A folyamathoz olyan DNS polimerazra van sziikség,
mely az eredeti DNS szal lebontasa kdzben 01j DNS szalat szintetizal, ezzel lecserélve a

régit.
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4. Anyagok és modszerek

4.1. Novényi mintak

A mintagyiijtés soran olyan fak leveleibdl vettiink mintat, amelyek fitoplazma
gyanusak voltak. A minta gylijtés soran fontos volt, hogy minden égtédj fel6l szedjiink
mintat. A kajszibarackfak és az almafidk esetén a mintavételezés 3 egészséges és 3
pusztuld farol tortént, azon beliil is fanként 3 4grol.

A kisérletek elvégzéséhez sziikséges Reglindis és Remo almafa levélmintakat
2017.05.04-én Olcsvaapatiban gyljtotték témavezetdim.

A Pinkcot kajszibarackfa levél Somogytarrdl szarmazik, és gytjtése 2018.10.15-én
tortént.

Ezen kiviil Ujfehértoi fiirtos meggy génbankban talalhato egyedeit teszteltem. Ez esetben
a levélmintak gyiijtésére Erden keriilt sor 2019. majusaban és oktoberében.

A mintavételt kovetden a ndvényi mintakat -70 °C-on taroltuk.

4.2. Alkalmazott modszerek

4.2.1. DNS tisztitis

1. A levél-mintdkbol a MACHEREY-NAGEL NucleoSpin® Plant II Kkittet
hasznalva DNS-t izolaltam, a gyart6 utasitasai szerint.

2. A mintdkat dorzsmozsarban folyékony nitrogénnel Osszetortem és 400 ul PL1
pufferral homogenizaltam.

3. A kapott elegyet egy 1,5 ml-es Eppendorf csébe vittem at és 10 ul RNaz A
enzimmel inkubaltam 65 © C-on 10 percig.

4. A lizatumterméket NucleoSpin Filter (ibolya gylirli) oszlopba toltottem, és 5
percig centrifugaltam 11000 x g-vel.

5. A tiszta feliiliszot atpipettaztam egy uj, 1,5 ml-es Eppendorf csdbe, majd
hozzaadtam 450 ul PC puffert és dsszevortexeltem.

6. A DNS megkdtéséhez egy ) NucleoSpin sziirét (z6ld) hasznaltam, ami egy Uj
gyljtéesdben (2 ul) volt benne.

7. Mindegyik sztirdbe 700 ul nyert folyadékot pipettaztam at.
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8.

10.

11.

4.2.2.

Ezutan 1 percig 11000 x g-vel centrifugaltam, majd az atsziirt folyadékot
kidobhattam, és a szilikagél membranon megtapadt DNS-t mostam, illetve tobb
1épésben szaritottam.

Az elsé 1épésben 400 pul PW1 puffert (mosoéfolyadékot) pipettaztam a membranra.
1 percig centrifugaltam 11000 x g-vel, és a szlirt folyadékot eldobtam.

A masodik mosashoz 700 ul PW2 puffert, a harmadik mosashoz 200 pl-t
hasznaltam, azonban a végén 2 percig -centrifugaltam, hogy biztosan
mosofolyadék mentes legyen a DNS mintam.

A NucleoSpin sziirét uj 1,5 ml-es csébe helyeztem, majd a DNS-t 50 pl PE
pufferrel elualtam, melyet el6tte 5 percig 65 °C-on melegitettem. Ezt kovetéen
1 percig centrifugaltam, majd az eluatummal ismételtem meg az eluciot, és nem
ujabb 50 pl pufferrel. Erre azért volt sziikség, hogy toményebb legyen a

kivonatom.

DNS koncentrdacio mérése/meghatdrozdsa

crer

DNS mintabol allapitottam meg ng/pl-ben a DNS koncentaciot.

Ezt kovetden az 50 pul DNS mintdkbol 2 pl-eket pipettaztam at Gjabb csdvekbe, és ezeket

3 pnl DNS festékkel elegyitettem, amely bromfenolkéket tartalmazott. Az igy létrejott

5 ul-es mintakat EtBr-dal festett 1,2%-os agardz gélre vittem fel. Elektroforézis utan a

géleket lefotoztam. Az utdbbi két Iépés a kivont DNS mindségének ellendrzésére

szolgalt.
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4.2.3. PCR reakcio

A fitoplazmak kimutatasara, az izolalt DNS-t templatként hasznalva nested PCR
reakciot inditottam, amelynek elsé 1épéséhez a P1-P7 univerzalis primerpart hasznaltam,

bézissorendet lasd 1. tablazat-ban.

Cél Primer Bazissorrend (5'-3")
P1 AAGAGTTTGATCCTGGCTCAGGATT
PCR P7 CGTCCTTCATCGGCTCTT
R16mF2 CATGCAAGTCGAACGGA
R16mR1 CTTAACCCCAATCATCGAC
Nested U3 TTCAGCTACTCTTTGTAACA
PCR U5 CGGCAATGGAGGAAACT
fol CGGAAACTTTTAGTTTCAGT
rol AAGTGCCCAACTAAATGAT

1. tablazat: PCR reakciohoz hasznalt oligonukleotidek bazissorrendjei

PCR reakciokeverék a kdvetkezd dsszetevOket tartalmazza:
- MQ (steril desztillalt viz): 9 pl
- QS5 5x Phire® reakciopuffer: 3 pl
- dNTP (10 nm): 0,3 pl
- Forward primer: 1 pl
- Reverse primer: 1 ul
- QS5 polimeraz: 0,2 pl
- Templat: 1 pl

A PCR reakciot PCR késziilékben végeztem a kovetkezd program szerint:
1. EI6 denaturécio: 98 °C, 30 masodperc
2. Denaturécio: 98 °C, 10 masodperc
3. Anneallacié: 55 °C, 20 masodperc
4. FElongécio: 72 °C, 60 masodperc
5. Végso elongacio: 72 °C, 2 perc

A PCR reakcid 40 ciklusbol allt, minden ciklus denaturacios, annellacids és elongéacids

I1épéseket foglalt magaba.
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Egy negativ (Milli Q viz) és egy pozitiv (16SrX-csoportba tartozé fitoplazmat tartalmazé

DNS kivonat) kontrollt hasznaltam.

A Nested PCR-hez az univerzalis primerekkel kapott PCR terméket 1:40 aranyban
higitottam, ami azt jelenti, hogy 0,5 ul PCR termékhez adtam 19,5 ul MQ vizet.

4.2.4. Nested PCR reakcio

Annak érdekében, hogy noveljiik a kimutatas érzékenységét és pontossagat, a
higitott PCR termékkel nested PCR reakcidt hajtottunk végre az X-es csoportra specifikus
primerparral. Az X-es fitoplazma csoportra specifikus primerek: R16mF2-R1, és fO1-
rO1 parral vagy még egy univerzalis U3-U5 primer parral végeztilkk a nested PCR
reakciot (1. tablazat).

A Nested PCR reakcid programja:
1. EIl6 denaturacié: 98 °C, 30 masodperc
2. Denaturécio: 98 °C, 10 masodperc
3. Anneallacid: 60 °C, 20 masodperc
4. Elongacio: 72 °C, 60 masodperc
5. Végso elongacio: 72 °C, 2 perc

A PCR reakci6 40 ciklusbol allt, minden ciklus denaturacids, annellacios és elongacios

1épéseket foglalt magaba.
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4.2.5. A PCR reakcio eredmények vizsgalata (PCR termékek elvalasztisa agaroz

gélen)

Az egyes PCR-termékekbdl 5 pl -t mértem ki csévekbe és ezeket 3 pul DNS
festékkel elegyitettem. A keletkezett 8 pl elegyet 1,2%-0s Etidium-bromidos agaroz-gélre
vittem fel. A kapott PCR termékek méret azonositasahoz Gene-Ruler 100 bp Plus (3ul)

markert hasznaltam (9. abra)

1008p Plus Opti-DHA Narker
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9. abra: A Thermo-Fischer scientific 100 bp Plus DNS markerének beosztasa

4.2.6. PCR termékek tisztitasa

A nested PCR reakci6 termékeit néhany esetben tovabb vizsgaltuk. Sanger
szekvenalassal szerettlink volna megbizonyosodni arr6l, hogy a termék valdban

fitoplazmarol keletkezett és nem egy melléktermék.

A PCR termékek tisztitdsat a Thermo Scientific Gene Jet Gel Extraction Kit-jét hasznalva

végeztem, a gyarto utasitdsai alapjan.

1. Els6 Iépésként a PCR-rel terméket agardz gélen elvalasztottam, majd a gélbdl a
megfeleld méretli termékeket tartalmazd darabokat szikével kivagtam ¢és
Eppendorf cs6be raktam.

2. A csoveket mérlegen lemértem, és a minta tomegével ardnyos mennyiségii

Binding Buffert adtam hozzajuk, majd 10 percre 65°C-os vizfiirdére tettem a
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mintdkat, amig a gélszelet teljesen fel nem oldddott. Ezzel egy iddben az Elution
Buffert is a 65°C-os vizfiirddre tettem, eldmelegités céljabol.

3. A felolvadt mintat sz{irs csébe pipettaztam at, amit egy percen keresztiil
centrifugaltam.

4. A sziirén atfolyt anyagot kidobtam, majd 100 pl Binding Buffert mértem ré, majd
egy percnyi centrifugalas utan lefolyt anyagot szintén kidobtam.

5. Ezt kdvetden 700 ul Wash Buffert pipettdztam a mintara, amit ismételten 1 percig
centrifugaltam.

6. Ez utan a fels6 szlir0s kiscsovet tiszta Eppendorf csébe helyezve ramértem 23 pul
Eluation Buffert, majd vartam 1 percet, aztan centrifugaltam 1 percig.

7. A gélbdl kitisztitott mintadkbol 3 pl-¢hez 1 ul DNS festéket adtam és agardz gélen

valasztottam el oket.

A tisztitott mintdk bazissorrendjének hagyomanyos Sanger szekvenaldssal valo

meghatarozasat szolgaltatasként a BIOMI Kft. végezte.

4.2.7. LAMP teszt

A fitoplazmafert6zés mas modszerrel torténd kimutatdsdra a sargabarack- €s
alma mintakban LAMP (hurokkozvetitett izotermikus amplifikacio) vizsgalatot

végeztem, melyhez a 2. tdblazat-ban l4thatd primereket hasznaltam.

Primer Bazissorrend (5'-3")
FIP |AGCATACCCTTGCGGGTCTTTTTTTTACAGTTGGAAACGACTGCTA
FOP CCTGCCTCTTAGACGAGGAT
BIP AAGAGATGGGCTTGCGGCACTTTTCTCAGTCCAGCTACACATCA
BOP CAATGTGGCCGTTCAACCT

2. tablazat: LAMP teszthez hasznalt oligonukleotidek bazissorrendjei
a. Forward Inner Primer (FIP) egy F2 régiobol all a 3'-végnél és Flc-régiobdl az

crer

b. A Forward Outer Primer-t (FOP) F3-nak is hivjak, ez a kiils6 primer, hosszabb és

rovidebb, mint a FIP. Egy F3 régiobdl all, amely komplementer a templat szekvencia

crer
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C. A hatso bels6 primer (BIP) hasonlo a FIP-hez, de a 3'-végén B2 régio talalhato -

ez kiegésziti a cél B2C-jét -, és a B1C régi6 az 5'-végnél talalhato.

d. A hatranyos kiilsé primer (BOP), az ugynevezett B3 primer, egy B3 régiobdl all,

A LAMP tesztet az Optigen Genie Il késziiléknek segitségével végeztik. A Genie I11-
ban egyszerre 8 minta vizsgalatara alkalmas és folyamatosan tudja detektalni a
fluoreszcens jelet. A késziilék egyik elénye, hogy terepen is hasznalhatd. Hat
kajszibarack- és alma mintat, valamint két negativ és pozitiv kontrollt vizsgaltam. A

reakcioelegy 21 ul Master mixet és 4 ul DNS-t tartalmazott.
A Master mix a kdvetkezokbdl allt:

-LAMP Isothermal Master Mix: 15 pl

- FB - B3 primerpar: 0,5 pl - 0,5 pl

- FIP -BIP primerpar: 3 pl - 3 pl

A DNS amplifikalasa izotermalis koriilmények kozott 65° C-on zajlott.
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5. Eredmények és kovetkeztetések

A DNS tisztitaisokhoz NucleoSpin® Plant 1l (MACHEREY-NAGEL) Kkit-et
hasznaltunk. Az ezzel a mddszerrel kapott mintdk megfeleldé koncentracioval

rendelkeztek a tovabbi vizsgalatokhoz.

5.1. Kajszibarack mintak fitoplazma fert6zottségének vizsgalata

mutatta, hogy a modszer jol miikodott a kajszibarack mintdkon (3. tdblazat), és

segitségével egy levélbdl 60-100 ng/ul DNS-t nyertiink ki.

Elso6 kivonas Masodik kivonas
Minta
Koncentracio Koncentracio
1F 65,6ng/ul 80,4 ng/ul
2F 84,8ng/ul 60,Ing/ul
3F 99,9ng/ul 78,4 ng/ul
4E 82,6ng/pl 84,6 ng/ul
SE 89,1ng/pl 87,9 ng/ul
6E 75,4ng/pul 99,2 ng/ul

3. tablazat: Kajszibarack mintdakbdl tisztitott DNS koncentrdcidja

A vizsgalatba 6 kajszibarack mintat vontunk be, 3 egészséges ¢€s 3 fert6zott fa levelét. A
fert6zott fak 1F, 2F, 3F és a 3 egészséges 4E, SE, 6E jelolést kaptak.
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A koncentracié mérés utan tovabbi ellendrzésként a DNS mintakat 1,2 %-o0s agar6z gélen

valasztottuk el (10. abra).

10. dbra: Kajszi mintak DNS kivonatainak képe 1,2 %-os agaroz gélen valo elvalasztas
utan.
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5.1.1. Fitoplazma jelenlétének vizsgalata nested PCR reakcioval

A kutatas soran szerettiik volna igazolni, hogy a 3 egészségesnek vélt gytimolcsfa
nem tartalmazza és a 3 fertdzottnek vélt tartalmazza a korokozot.
Ehhez el6szor a DNS kivonatokkal univerzalis P1-P7 primerekkel inditottunk PCR

reakciot. Eredményként 1784 bazisparos termékeket vartunk (11. abra).

11. dbra: Kajszi mintak DNS kivondsainak PCR analizise P1-P7 altalanos fitoplazma
primereket hasznalva, 1,2 %-os agaroz gélen valo elvadlasztds utan
M: Marker:100 bp Plus
K-: templat helyett desztillalt vizet hasznaltunk
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A PCR reakci6 soran kapott terméket templatként felhasznalva inditottuk a nested PCR
reakciot, melyhez a 16SrX csoportra specifikus fO1-rO1 primerpart hasznaltuk
inditdszekvencianak, hogy noveljiik a kimutatds érzékenységét, és szlikithessiik a

mintaban 1évd fitoplazmak korét.

A 12. abra mutatja, hogy a kajszibarack mintak esetében tiinetteket mutatd egyedek
mindegyikében és két tiinetmentesnek mutatkozo fa (4E, SE) mintdjaban is kimutathato

volt a fitoplazma.

12. abra: Kajszi mintak DNS kivondsainak nested PCR analizise P1-P7 altalanos
fitoplazma specifikus és fO1-rO1 16SrX csoportspecifikus primereket haszndlva, 1,2 %-
os agaroz gélen valo elvalasztds utan
M: Marker:100 bp Plus
K-: templat helyett desztillalt vizet hasznaltunk

5.1.2. Fitoplazmak jelenlétének vizsgalata LAMP teszttel

Ennél a tesztnél a vizsgalt mintdknal nem sziikséges a gélelektroforézissel torténd
elvalasztas, mert fluoreszcenciasan real time lehetett kovetni az eredményeket. Ez a teszt
bizonyitja, hogy a fitoplazma- amire gyanakodtunk benne van a vizsgélt mintainkban,
annak az elvén, hogy a mixben 1év6 festék csak, akkor tud a DNS-hez kotddni, hogy ha
benne van a fitoplazma.
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A 13. ébra jol mutatja, hogy a LAMP teszt jol sikeriilt, mert a 3 fitoplazma gyanus

falevele tokéletesen koveti a pozitiv kontroll vonaldt, és ugyanez mondhat6 el a 3

egészségesnek vélt ndvényrdl a negativ kontrollal kapcsolatban.

Fluorescence

14000 —

12000 —

10000 —

8000 —

6000 —

Amplification

T T T T T T T T 1
00:05:00 00:10:00 00:15:00 00:20:00 00:25:00 00:30:00 00:35:00 00:40-00 00:45:00
Time (hh:mm:ss)

13. dbra: LAMP teszt eredménye kajszi mintaknal

) Elsé kivonas Masodik kivonas
Minta
LAMP LAMP

4. tablazat: LAMP teszt eredménye kajszi mintaknal
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5.2. Alma mintak fitoplazmafert6zottségének vizsgalata

crer

tisztasagat mértem, ami mutatta, hogy a modszer jol mikodott itt is (5. tablazat), és

segitségével egy levélbdl 60-190 ng/ul DNS-t nyertiink ki.

Elsé kivonas Masodik kivonas
Minta
Koncentracio Koncentracio
AP1 64,8 ng/ul 85,2 ng/ul
AP2 96,4 ng/ul 83,7 ng/ul
AP3 118,9 ng/ul 72,4 ng/ul
El 181,3 ng/pl 160,5 ng/pl
E2 58,8 ng/ul 130,1 ng/ul
E3 77,4 ng/ul 78,0 ng/ul

5. tabldazat: Alma mintakbdl tisztitott DNS koncentrdcidja
6 alma mintat vizsgaltam, 3 egészséges és 3 fert6zott volt koztiik. A fertdzott alma-fak az

AP1, AP2, AP3 és a 3 egészséges az E1, E2, E3 jelolést kaptak.

A koncentracié mérés utan tovabbi ellendrzésként a DNS mintakat 1,2 %-o0s agar6z gélen

valasztottuk el (14. abra).

14. abra: Alma mintak DNS kivonatainak képe 1,2 %-os agaroz gélen valo elvalasztas
utan.
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5.2.1. Fitoplazma jelenlétének vizsgalata nested PCR reakcioval

A kutatas soran szerettiik volna igazolni, hogy a 3 egészségesnek vélt gylimolcsfa
nem tartalmazza €s a 3 fertézottnek vélt tartalmazza a korokozot.
Ehhez el6szor a DNS kivonatokkal univerzalis P1-P7 primerekkel inditottunk PCR
reakciot. Eredményként 1784 bazisparos termékeket vartunk, de ezt nem futtattuk meg.
A PCR reakcid soran kapott terméket templatként felhasznalva inditottuk a nested PCR
reakciot, melyhez a 16SrX csoportra specifikus fO1-rO1 primerpart hasznaltuk
inditoszekvencianak, hogy néveljilk a kimutatas érzékenységét, és szlikithessiikk a
mintaban 1évo fitoplazmak korét.
A 15. abra mutatja, hogy a tiinetmentes fakban nincs és a tiinetet mutatd fak esetén van

PCR termék, igy a fitoplazmak abban nem voltak kimutathatoak.

M APl AP2 AP3 El E2 E3 K-
e W

15. abra: Alma mintak DNS kivonasainak nested PCR analizise P1-P7 altalanos
fitoplazma specifikus és fO1-rO1 16SrX csoportspecifikus primereket haszndlva, 1,2 %-

os agaroz gélen valo elvalasztas utdan
M: Marker:100 bp Plus
K-: templat helyett desztillalt vizet hasznaltunk
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5.2.2. Fitoplazmak jelenlétének vizsgalata LAMP teszttel

Az alma mintéak esetén is végeztiink LAMP tesztet. A 16. abra jol mutatja, hogy a
LAMP teszt jol sikeriilt, mert a 3 fitoplazma gyanus fak leveleibdl szarmazd mintak
tokéletesen kovetik a pozitiv kontroll vonalat, és ugyanez mondhato el a 3 egészségesnek

vélt novényrol a negativ kontrollal kapcsolatban.

Amplification

20000 —

10000 —

000500 001000 001500 002000 002500 003000 003500 004000 004500 005000 005500  01:0000
Time (hh:mm:ss)

16. dbra: LAMP teszt eredménye alma mintaknal

Minta Els6 Kkivonas Maisodik kivonas
LAMP LAMP

6. tablazat: LAMP teszt eredménye alma mintaknal
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5.3. Meggy mintik fitoplazma fert6zottségének vizsgalata

A meggy mintdk esetében nem mértem Nanodrop késziilékkel a DNS

crer

6l miikodatt.

UF20

UFé UF UF10  UF12,  UF14  UOFl6 (F18

’ 8 ,;
UF7 UF9 UF11 UF13 UF15 UF17 UF19

17. abra: DNS kivonatok képe 1,2 %-os agaroz gélen valo elvadlasztas utan

5.3.1. Fitoplazmak jelenlétének vizsgdlata nested PCR reakcioval

A vizsgalatba 20 Ujfehértéi fiirtés mintat vontunk be, mivel a gyiimolcsfakon
fitoplazmakra jellemz6 tiineteket figyeltiink meg. Kiils6 vizualis megfigyelés alapjan nem
tudtuk megallapitani, hogy milyen csoporthoz tartozé fitoplazmak okozzak a tiineteket,
ezért el6szor univerzalis P1- P7 primerparral végeztiink PCR reakciot. Eredményiil

1784 bazispar méretli terméket vartunk, de ezt nem futtattuk meg agar6z gélen.

A PCR reakcio soran kapott terméket templatként felhasznalva inditottuk a nested PCR
reakciot, melyhez egy masik univerzalis U3-U5 primerpart hasznaltuk, hogy sziikithessiik

a mintaban 1évo fitoplazmak korét. Kb. 900 bp méretli PCR terméket vartunk.
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Az U3-U5 primerparral végzett nested PCR reakcié eredményeként 3 minta esetén
kaptunk a vért mérettartomanyban PCR terméket. A 18. abra mutatja az UF3, UF7,
UF11-essel jelolt mintaknal.

18. dbra: Meggy mintak DNS kivondsainak nested PCR analizise P1-P7 altalanos
fitoplazma specifikus és U5-U3 univerzalis primereket haszndlva, 1,2 %-os agaroz gélen
valo elvalasztas utan
M: Marker:100 bp Plus
K+: fitoplazma pozitiv kajszibarack minta
K-: templat helyett desztillalt vizet hasznaltunk
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A nested PCR reakcié eredményeit a 7. tablazat-ban foglaltam Gssze, és szemléltettem.

Minta neve U3-U5
Ujfehértoi fiirtos 1 -UF1
Ujfehértoi fiirtds 2 -UF2

Ujfehértoi fiirtos 3

Ujfehértoi fiirtos 4 -UF4
Ujfehértoi fiirtds 5 -UF5
Ujfehértoi fiirtds 6 -UF6

Ujfehértoi fiirtos 7

Ujfehértoi fiirtds 8 -UF8
Ujfehértoi fiirtds 9 -UF9
Ujfehértoi fiirtos 10 -UF10

Ujfehértoi fiirtos 11

Ujfehértoi fiirtos 12 -UF12
Ujfehértoi fiirtos 13 -UF13
Ujfehértoi fiirtos 14 -UF14
Ujfehértoi fiirtos 15 -UF15
Ujfehértoi fiirtos 16 -UF16
Ujfehértoi fiirtos 17 -UF17
Ujfehértoi fiirtos 18 -UF18
Ujfehértoi fiirtos 19 -UF19
Ujfehértoi fiirtds 20 -UF20

7. tabldazat: Ujfehértéi fiirtos mintdk nested PCR eredményeinek dsszegzése

A P1-P7 primerparral végzett PCR reakcid eredményét templatként felhasznalva egy
masik univerzalis RI6mF2-R16mR1 primerparral is inditottunk nested PCR reakciot.
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Az R16mF2-R16mR1 primerparral végzett nested PCR reakcio esetében nem volt olyan
egyértelmiien értelmezhetd a kapott eredmény. Ebben az esetben egy kb. 1400 bazisparos
terméket vartunk, de ilyet egyik reakcio soran sem tudtunk detektalni (19. abra).

1000 bp

{}

19. dbra: Meggy mintak DNS kivonasainak nested PCR analizise P1-P7 altalanos
fitoplazma specifikus és R16mF2-R16mR1 16SrX csoportspecifikus primereket hasznadlva,
1,2 %-o0s agaroz gélen valo elvalasztas utan
M: Marker:100 bp Plus
K+: fitoplazma pozitiv kajszibarack minta
K-: templat helyett desztillalt vizet hasznaltunk
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5.3.2. Tisztitott mintak szekvendldsa

Az U3-US5 primerparral végzett nested PCR reakcié soran 3 mintanal talaltunk
fitoplazma méretii PCR terméket, amelyet gélbél kivagtunk, tisztitottuk a Thermo
Scientific Gene Jet Gel Extraction Kit segitségével. Az izolalas eldtt és utan is agardz

gélen valasztottuk el a PCR termékeket (20. abra).

——
—
-
-
—_— ’ —
— .
— -
— -
—~— -
.
—
——
- - -

20. dbra: Tisztitott meggy mintdk képe 1,2 %-os agaroz gélen
A: visszaizolalas elott
B: visszaizoldlas utdan

A nested PCR reakcio termékeinek a gélbdl valod visszaizolalasara azért volt sziikség,
mert ezeket Sanger szekvenalassal tovabb vizsgaltuk, mivel szerettiink volna
megbizonyosodni arrél, hogy a termék valdban fitoplazmarol keletkezett és nem egy
melléktermék. Tehat az U5-U3 primerekkel amplifikalt PCR termékbdl az emlitett
modszerrel kivagott, és tisztitott terméket szevenaltattuk. A Sanger szekvenalast a BIOMI
Kft végezte.

A 16 SrX csoportba tartozo fitoplazmak koziil csak a 'Ca. Phytoplasma mali’ teljes
genomjat ismerjiik, amin megkerestiikk a P1-P7 primerekkel hatarrolt szakaszt. Az igy
kapott szakasz a 'Ca. Phytoplasma mali’-nak a 16S rRNS régidja, és ehhez hasonlitottuk
az NCBI BLAST program segitségével az Ujfehértoi fiirtés mintak szekvenciait.

A 20. abra mutatja, hogy az UF3-as minta amplifikicidja utan tisztitott termék kicsit
nagyobb, mint az UF7-es és az UF11-es. Az illesztés soran kideriilt, hogy az UF3 nem
mutatott hasonlésdgot a ’'Ca. Phytoplasma mali’ genomjaval, igy feltehetéen egy
aspecifikusan, amplifikalt terméket szekvenaltattunk. A minta nagyon ,kevertnek”

bizonyult, igy tovabbi vizsgalatokat igényel annak eldontése, hogy a mintaban van-e

36



fitoplazma és ha igen milyen és melyik csoportba tartozik. Igy abban a fiban, amelyikrél
az UF3-as minta szarmazik nem tudtuk bizonyitani a fitoplazma jelenlétét.

A masik két minta: az UF7 és az UF11 90%-nal nagyobb hasonlosagot mutatott a "Ca.
Phytoplasma mali’ 16S rRNS régidjaval.

Az emlitett két minta esetében a két ellentétes iranyu szekvenalds eredményét illesztettiik,
ami igy az egész amplifikalt régiot lefedte. Ezt NCBI BLAST program segitségével
Osszehasonlitottuk az NCBI adatbazisaban taldlhatd szekvencidkkal. Eredményiil azt
kaptuk, hogy a 'Prunus persica' phytoplasma genes for 16S ribosomal RNA, ‘Prunus
dulcis' phytoplasma clone Alm-Z, Rosa canina ' phytoplasma clone Ros-Z és Aster
yellows phytoplasma clone 16StRNS szekvencidkhoz hasonlitanak az UF mintdk DNS
szakaszai.

Az Aster yellows fitoplazma a 16 Srl csoport tagja, melyet Lee és munkatarsai a biologiai
tulajdonsagai és foldrajzi eloszlasa alapjan tobb alcsoportba soroltak, és ezek koziil a
16Srl-Q alcsoport fas szarti novényeket is fert6z, tobbek kozott szibarackon (,,red leaf”)
¢s cseresznyefakon irtak le a betegséget.

A vizsgalt szekvencidk hasonlosagat, és eltérését a Clustal Omega illeszté program
segitségével is vizsgalni lehet. A program lehetdvé teszi, hogy a szekvenciak kozotti
eltéréseket bazisparra lebontva lehessen latni. Mi is ezt hasznaltuk, a BLAST vizsgalat
soran kapott taldlatok és az US5-U3 primerekkel amplifikalt termékek szekvencidinak
Osszehasonlitasara. Az emlitett szekvencidkat bemasolva a Clustal Omega programba,
elvégezve az illesztéseket, egy tobbszords illesztést kaptunk eredménytil (21. abra és
22. abra). A csillagok jelentik a teljes egyezést a szekvenciak kozott, ahol pedig, hianyzik

a csillag ott bazispar eltérés van egy vagy tobb szekvencidban is.
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A szekvencia illesztés eredménye alapjan elmondhatjuk, hogy az UF7-es minta 98%-0s
egyezést mutat az adatbazisban talalhaté 'Prunus dulcis' phytoplasma és ’Rosa canina '

phytoplasma clone Ros-Z izolatumok szekvenciajaval (21. abra).

TET TATTIC &

KX544634 P.DULCIS FIT AATTTTCGGCAATGGAGEARACT CTGACCGAGCAATGCCGCGTGRACGAT GARGTATTIC 240

KX844630 R. CANINA FIT AATTTTCGGCAATGGAGGARACT CTGACCGAGCAATGCCGCGTGAACGAT GAAGTATITC 208

EEEE RS

HF7 GGTACGTARAGTTCTT TTATT AGGGAAGRARLGAT GG TGGA-ARANNANT ATGACGETAC &5

KX544634 P.DULCIS FIT GGTACGTARAGTTCTTTTATT AGGGARGREARLGAT GGTGGAAARACCATT ATGACGETAC 300

KX844630 R. CANINA FIT GGTACGTARAGTTCTTTTATTAGGGAAGAARAGAT GGTGGAAARACCATT ATGACGETAC 268
R L R L R L R L L L R R I L] * Rk EEEE A AE K

HF7 CTAATGAATARGCCCCGGCTAACTATGT GCCAGCAGCCECGGTART ACAT AGGGEGCRAT 125

KX544634 P.DULCIS FIT CTAATGAATARGCCCCGGCTAACTATGT GCCAGCAGCCGCGGTAAT ACATAGEGEGCRRG 360

KXE44630 R. CANINA FIT CTAATGAATARGCCCCGGCTAACTATGT GCCAGCAGCCECGGTAAT ACAT AGGGEGCRRG 328
R R R R L R R R s R R R R R L]

UF7 CGTTATCCGGRAATT AT TGGGCGTAAAGGGT GCGTAGGCGGT TARAT ARGT TTATGGTCTA 185

KXE44634 P.DULCIS FIT CGTTATCCEGRATT AT TGGGCGT AARGGET GCGTAGECEGT TARAT ARGT TTATGGTCTA 420

KX844630 R. CANINA FIT CGTTATCCGGRATT AT TGGGCGT AARGGGT GCGTAGGCGGT TARAT AAGT TTATGGTCTA 388
R R R I s RS TR R

UF7 AGTGCARCGCTCAACGTTGIGATGCTAT ARAAACT GTTTAGCTAGAGT TGGATAGAGGCA 245

KXE44634 P.DULCIS FIT AGTGCARCGCTCAACGTIGTGAT GCTATARAALCT GTTTAGCTAGAGT TGGATAGAGGCA 480

K¥844630 R. CANINA FIT AGTGCAACGCTCAMCGTTGTGAT GCTATARAAACT GTTTAGCTAGAGT TGGAT AGAGEE, 143
R R R I s RS TR R

UF7 AGTGGARTTICCGTGTGTAGTGGT ARAAT GCGT ARATATACGGAGGAACACCAGAAGCGAR 305

KX544634 P.DULCIS FIT AGTGGRATTCCGTGTGTAGTGGT ARRAT GCGT AAATATACGGAGGAACACCAGRAGCGAR 540

KX844630 R. CANINA FIT AGTGGARTTCCGTGTGTAGTGGT ARAAT GCGT AAATATACGGAGGAACACCAGAAGCGAA 508
R R R I s RS TR R

HF7 GGCGGECT TECTGGETCTTAAC TEACGCT GAGGCACGARAGCGTG GG GAGCARACAGGATT 365

KX544634 P.DULCIS FIT GGCGGCT TGCTGGETCTTRAACTGACGCT GAGGCACGARRGCGTGGGGAGCARACAGGATT 600

KX844630 R. CANINA FIT GGCGGECT IGCTGEETCTTAACTGACGCT GAGGCACGAAAGCGTG GGG CAGGATT 568
EE L R R L L)

0F7 ATATACCCTGGCAGCCCACGCCCTARRCGATGAGT ACTARACGT TGGATARARCCAGTGT 425

KX844634 P.DULCIS FIT AGATACCCTGGTAGTCCACGCCCTARACGATGAGT ACTARACGT TGGATAAAACCAGTGT 660

KX544630 R. CANINA FIT AGATACCCTGGTAGTCCACGCCCTARRCGATGAGT ACTARACGT TGGATARARCCAGTGT 628
K O FEEEEEREF AF R AR R A AF R I AR AR FAAAF A A AR FA AR AT A A AR AR AT T AE X

UF7 TGAAGTTARCACAT TR ————— —— m—mm—mmmm e e e 441

KXE44634 P.DULCIS FIT TGAAGTTAACACAT TAAGTACTCCGCCT GAGT AGTACGT ACGCAAGTATGARACT TARAG 720

KX844630 R. CANINA FIT TGAAGTTARCACATTAAGTACTCCGCCT GAGT AGTACGTACGCAAGTATGARACT TRRRG 688

LR R R R R R L]

21. abra: Az NCBI adatbdzisban megtalalhato 'Prunus dulcis' phytoplasma és 'Rosa
canina' phytoplasma clone Ros-Z izoldtumok szekvencidaja és az UF7-es minta
szekvencidinak illesztése Clustal Omega programmal.
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A szekvencia illesztés eredménye alapjan megéllapithato, hogy UF11-es minta 100 %-0s
egyezést mutat az adatbazisban talalhatd *Prunus persica’ phytoplasma clone és ’Aster

yellows’ phytoplasma clone izolatumok szekvenciajaval (22. abra).

UELL e GATGLAGTA 3
KF723593 P. PERS. FIT. AGGGAAT TTT CGGCAATGGAGGARACTCTGACCGAGCARCGCCGCGTGAACGATGARGTA 300
MF092730 A.YELLOWS FIT. AGGGAATITICEGCAATGEAGEARLCTCTEACCGAGCARCECCGCETEAACGATGAAGTA 271

khkkkkk kd

OF11 TTTCGGTACG TR AR GTTCTITTATT AGGGAAGRAAT AR ATGATGGARARRTCATTCTGRCG [3:]
KF723593 F. PER3. FIT. ITICGGIACGTA AR GTICTITIATI AGGGAAGRAT AR ATGATGGARARATCATTCTGACE 360
MF092790 A.YELLOW3S FIT. TTTCGGTACG TR AR GTTCTITTATT AGGGAAGRAAT AR ATGATGGARARRTCATTCTGRCG 331

EE R R R R R

0F11 GTACCTAATGRATAAGCCCCEECTARCT AT GT GECAGCAGCCECGETART ACATAGEGGE 129

KF723593 P. PERS. FIT. GTACCTAATGRATARGCCCCEGCTARCTAT 6T GCCAGCAGCCECGATARTACATAGEGEG 42

MF092790 A.YELLOWS FIT. GTACCTAATGRATALGCCCCEGCTARCT AT 6T GCCAGCAGCCGCGETARTACATAGEGEE 391
EE R e

0F11 CRAGCGTTATCCGGERAATTATI GEGCGTARAGEGTGCETAGGCTGTTAAATARGTT TATGE 189

KF723593 P. PERS. FIT. CRAGCGTTATCCGGRATTATI GEGCGTARAGEGTGCETAGGCTGTTAAATARGTTTATGE 48

MF092790 L.YELLOWS FIT. CRAGCGTTATCCGGERAATTATI GEGCGTARAGEGTGCETAGGCTGTTAAATARGTT TATGE 451
R L R L R R L R R R L L R L R L R L L L]

0F11 TCTRAAGT GCAATGCTCRACAT TG TGATGCT AT ARARRCTGTTTAGCTAGAGTAAGATAGR 249

KF723593 P. PERS. FIT. TCTAAGTGCARTGCTCAACATTGTGATGCTATARAARCTGTTTAGCTAGAGTAAGATAGR 540

MF092790 A.YELLOWS FIT. TCTRAAGT GCARTGCTCRACAT TG TGATGCT AT ARARRCTGTTTAGCTAGAGTAAGATAGR 511
R R s R

GFi1l GGCAAGT GEAATTCCATGTGIAGTGGTAARAT GCGTAARTATAT GGAGGAACACCAGTAG 309

KF723593.1 GGCRAAGTGRAATTCCATGT GTAGTGGTARAAT GCGTAARTATAT GEAGGAACACCAGTAG 600

MF092790 A.YELLOWS FIT. GGCAAGT GEAATTCCATGTGTAGTGGTAARAT GCGTAARTATAT GEAGGAACACCAGTAG 571
R L R L R R R L R R L L R R L R L R )

0F11 CGARGGCGECTTGCTEGETCI TTACTGACGCT GAGGCACGARAGCGTEGEGAGCARACAG 369

KF723593 P. PERS. FIT. CGARGGCGECTTGCTEEETCI TTACTGACGCT GAGGCACGARAGCGTEGEGAGCARACAG 660

MF092790 A.YELLOWS FIT. CGARGGCGRCTTGCTEGETCI TTACTGACGCT GAGGCACGARAGCGTEGEGAGCARACAG 6§31
EE R R R R R

UFi1l GATTAGATACCCTGGTAGT CCACGCCETARACGAT GAGTACTARACGT TGGETARAACC 429

KF723593 P. PERS. FIT. GATTAGATACCCTGGTAGT CCACGCCETARACGAT GAGTACTARACAT TGGETARAACCA 720

MF092790 A.YELLOWS FIT. GATTAGATACCCTGGTAGT CCACGCCETARACGAT GAGTACTARACGT TGGETARAACC 6§91
R R R R R L R ]

0F11 GTGTTGAAGT TAACACATTAAGTACTCCGCCT GAGTAGTACGTACGCARG TATGAARCTT 489

KF723593 P. PERS. FIT. GTGTTGAAGT TAACACATTAAGTACTCCGCCT GAGTAGTACGTACGCARG TAT GAARCTT 780

MF092790 L.YELLOWS FIT. GTGTTGAAGT TAACACATTAAGTACTCCGCCT GAGTAGT ACGTACGCARG TATGAARCTT 751
EE R R R R R

0F11 ARAGEAATTGACGGGACTCCGCACARGCEETEGAT CATGTTGTT TART TCGRAGETACCE 549

KF723593 P. PERS. FIT. ARRGGAATTGACGGGACTCCGCACARGCAGTEGAT CATGTTGTI TART TCGRAGGTACCC 40

MF092790 B.YELLOWS FIT. AMRGGAATTGACGGGACTCCGCACARGCGGTEGAT CATGTTGTI TART TCGRAGETACCC 811
R L R L R R L R R R L L R L R L R L L L]

0F11 GRARAACCICACCAGETCTTGRACAT GCTTCTGCARAGCTGTAGRRACACAGTGGAGETTA 509

KF723593 P. PERS. FIT. GAARAACCTCACCAGETCTTGACAT GCTTCTGCAAAGCT GTAGARACACAGTGGAGETTA 300

MF092790 A.YELLOWS FIT. GRARAACCICACCAGGTCTTGACAT GCTTCTGCARAGCTGTAGRRACACAGTGGAGETTA 871
EE R R R R R

UFi1l TCAGTTGCACAGGT GETECAT 66 TT GICET CAGCT CETGTCGTGAGAT GT TGEGT TAAGT 669

KF723593 P. PERS. FIT. TCAGTTGCACAGGT GETGCAT GG TT GICET CAGCT CETETCGTGAGAT GT TGGGT TAAGT 360

MF092790 A.YELLOWS FIT. TCAGTTGCACAGGT GETECAT 66 TT GICET CAGCT CETGTCGTGAGAT GT TGEGT TAAGT 931
R L R L R R L R R R L L R L R L R L L L]

0F11 CCCGCARCGAGCGCAACCCTIAT TG TTAGT TGCCAGCACGTART GETEGEGACTT TAGCA 729

KF723593 P. PERS. FIT. CCCGCAACGAGCGCARCCCTIAT TG TIAGT TGCCAGCACGTART GETGGEGACTT TAGCR 1020

MF092790 L.YELLOWS FIT. COCGCARCGAGCGCARCCCTTAT TETTAGT TGCCAGCACGTAATGETGGEGACTT TAGE 331
EE R R R R R

UFi1l AGACTGCCAGTGATARATT GEAGEAAGG TG TETIGEETI AR~ —m — = - === == == == - 770

KF723593 P. PERS. FIT. AGACTGCCAGTGATARATT GEAGGAAGGTEGEGACEACGTCAAATCAT CATGCCCCTTAT 1080

MF092790 A.YELLOWS FIT. AGACTGCCAGTGATARATT GEAGGARGETEGEGACGACGTCARATCAT CATGCCCCT TAT 1051

LR s

22. dbra: Az NCBI adatbdzisban megtalalhaté "Prunus dulcis' phytoplasma és 'Rosa
canina’ phytoplasma clone Ros-Z izoldtumok szekvencidja és az UF11-es minta
szekvencidinak illesztése Clustal Omega programmal.
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Hogy megvizsgaljuk, hogy az U5-U3 primerekkel amplifikalt PCR termékek és a
hozzajuk legnagyobb hasonldsdgot mutato NCBI adatbazisaban talalhat6é szekvenciak
egymashoz mennyire hasonlitanak. Ezt a tobbszords illesztést is Clustal Omega
programmal végeztiik (23. abra).

Az 4bran jol lathato, hogy az altalunk izolalt PCR termékek szekvencidja tobb helyen is
eltér egymastol. A 16S rRNS gén igen hasonld, igy ugyan az Osszehasonlitott DNS
szakaszok egymashoz 90%-nal nagyobb hasonlésagot mutatnak, az UF7 és UF11
kiilonbozé  fitoplazmabdl szarmazik. Ennek aldtamasztasara, készitettiink egy
Osszehasonlitast, az altalunk izolalt PCR termékeket és az NCBI BLAST program
segitségével is. Eredményiil azt kaptuk, hogy az UF7 és UF11-es mintdk kozott 95%-0s a
hasonlosag, igy feltételezhetd, hogy két kiilonbozd fitoplazmardl van szo.

Ezek alapjan elmondhatjuk, hogy a két Ujfehértoi fiirtos egyed esetében a tiineteket
valoszinileg kiilonb6zé  fitoplazma altali  fert6zés okozhatja. A  rendszertani
osztalyozashoz a fitoplazmak kdrében a konzervativ 16S riboszomalis RNS-t kodolo, 16S
rDNS gént hasznaljak, ez azonban annyira hasonld, hogy elemzése fiogenetikai
vizsgalatokra nem alkalmas. Ehhez, teljes genom hidnydban, mas, ennél kevésbé

konzervalt gének rokonsagi vizsgalata sziikséges (Seemiiller, et al., 1998).
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UF11 TTTCGGTACGTARAGTICTTITATTAGGLRARGARTRARTGATGGRARRRATCATICTIGRALG 69

KFT723583 P. PER5. FIT. TTTCGGTACGTARAGTICTTITATTAGGLRARGARTRARTGATGGRARRRATCATICTIGRALG 360
MF032750 A.YELLOWS FIT. TTTCGGTACGTARAGTTCTTITATTAGGGRARGARTRARTGATGGRRRRAATCATTICTGACE 331
ja) TTTCGGTACGT AR GTTCTTITATTAGGGARGARARGATGETGGARALARANNANTAT GACG al

EXg44634 P.DULCIS FIT ITICGGTACGTARAGT ICTITIATTAGGGARGRAR ARG TGETGGARAARCCATTRAT GRCGE 298
EXE44630 R. CRNINA FIT ITICGGTACGTARAGTICTITIATTAGGGAAGRAR ARG TGETGGRARAARCCATTAT GRCGE 264

Fr A A I I AR FF AR A A I A AR FF I A A I I AR FF * kFF REFF A AR * k F Rk kk

UF11 GIACCTAATGRATAAGCCCCGECTRAACTATGT GCCAGCAGCCGCGGTI AATACATAGGEGE 123
KF723593 P. PERS5. FIT. GIACCTAATGRATAAGCCCCGECTRAACTATGT GOCAGCAGCCGCGGT AATACATAGGEGE 42
MF032750 A.YELLOWS FIT. GIACCTRATGRATARAGCCCCGGCTRAACTATGT GCCAGCAGCCGCGGTI AATACATAGGEGEE 391
UF7 GTACCTRATGRATAAGCCCCGGCTRACTATGT GCCAGCAGCCGCGGT AATACATAGGEGEE 12
KXE544634 P.DULCIS FIT GTACCTRATGRATAAGCCCCGECTRACTATGT GOCAGCAGCCGCGGT AATACATAGGEGEE 354
EX544630 R. CANINA FIT GTACCTRATGRATAAGCCCCGECTRACTATGT GOCAGCAGCCGCGGT AATACATAGGEGEE 324
B R T T T T T
UF11 CARGCGTTATCCGGAATTAT TGGGCGT AR AGGGT GCGTAGGCTGT TARATAAGTTTATGE 183
KFT723593 P. PERS5. FIT. CAAGCGTTATCCGGARTTATIGGGCGT ARLGGGT GUGT AGGCTGI TARATARGTI TTAT GG 48
MF0927590 A.YELLOWS FIT. CAAGCGTTATCCGGARTTATIGGGCGT ARLGGGT GUGT AGGCTGI TARATARGTI TTAT GG 451
UF7 CRRTCGTTATCCGGRARTTATIGGGCGT ARAGGGT GUGT AGECGGI TARATARGTITTAT GG 18
K¥E844634 P.DULCIS FIT CRRAGCGTTATCCGGRARTTATIGGGCGT ARAGGGT GUGTAGGCGGT TARATARGTITTAT GG 4la
KXE844630 R. CANINA FIT CRAGCGTTATCCGGRARTTATIGGGCGT ARAGGGT GUGTAGECGGT TARATARGTTTAT GG 38
EE L T T T T T T T T
Ur11 ICTAAGT GO AR TGO TCARCATIGTGAT GCTATAR AR ACTGT TTAGCTAGAGT RAAGRTAGR 243
KF723553 P. PERS. FIIT. ICTAAGTGC AR TGO TICARCATIGTGAT GO TATAR AR ACTGTITAGCTAGAGT RAAGLRTAGR 540
MF032750 A.YELLOWS FIT. TCTARGTGCARTGCTCARCATIGTGATGCTATAR AR ACTGTTITAGCTAGAGT ARGATAGR 511
UF7 TCTARGTGCARCGCTCARCGTIGTGAT GCTATAR AR ACTGTTTAGCT AGAGT TG GATAGR 241
KXE544634 P.DULCIS FIT TCTARGTGCARCGCTCARCGTIGTGAT GO TATAR AR ACTGTTITAGCTAGAGT TGGATAGR 474
EX544630 R. CANINA FIT TCTARGTGCARCGCTCARCETIGTGAT GCTATAR AR ACTGTITAGCT AGAGT TG GATAGL 444
B R T T T T T T
UF11 GECAAGTGGERATTCCATGTGTAGTGGT AR AAT GOGT ARATATATGGAGGARCACCRGTAG 309
KFT723593 P. PERS5. FIT. GGCAAGTGGARTTICCATGTGIAGTGGT ARRAT GOCGTARATATATGGAGGAACACCAGTAG 600
MF0927590 A.YELLOWS FIT. GGCAAGTGGARTTICCATGTGIAGTGGT ARRAT GOGTARATATATGGAGGARACACCAGTAG 571
UF7 GECAAGTGGARTICCETIGTGTAGTGGT ARR AT GOGTARATATACGGAGGRACACCAGRAG 301
K¥E844634 P.DULCIS FIT GECAAGTGGARTICCETIGTGTAGTGGT ARR AT GOGTARATATACGGAGGRACACCAGRAG 534
KXE844630 R. CANINA FIT GGCAAGTGGARTTICCETGTGTAGTGGT ARRAT GOGTARATATACGGAGGRACACCAGRAG 504
EE R R T T T T T T
Ur11 CGARGGCGECTIGCIGGEICTITACTGACGCT GRGECACGRRR GO GT GEGEAGCALACAG 369
KF723553 P. PERS. FIIT. CGARGGCGECTIGCIGGEICTITACTGACGCT GAGECACGRARR GO GT GEEGAGCALACAG 660
MF092750 A.YELLOWS FIT. CGRAGGCGECTTGCTGGETCITTACTGACGCT GAGECACGRAARGCGT GGGGAGCARRACAG 631
UF7 CGRAGGCGECTTGCTGGETCITAACTGACGCT GAGECACGRARGOGT GEGGGAGCARRACAG 3al
K¥844634 P.DULCIS FIT CGRAGGCGECTTGCTGGETCITAACTGACGCT GAGECACGRARGOGT GEGGGAGCARRACAG 594

KXE44630 R. CANINA FIT CGRRGGCGECTI IGCTIGGETICTTRARCTGACGCT GAGECACGRRAR GO GT GGGGAGCARACAG 564
HEAAH AR AL R AT AR NN KR AE AN AR AR A AR AR AR AR AN AR R I AR AR AR h AR Rk ARk

UF11 GATTAGATACCCIGGIAGTCCACGCCGTARACGATGAGTACTARRCETIGGETARRACCR 423
KF72355%3 P. PERS. FIIT. GARTTAGRTACCCIGGTIAGTCCACGCCGTARACGATGAGTACTALRCETI GEETARLACT 72
MF022750 A.YELLOWS FIT. GATTAGATACCCIGGIAGTCCACGCCGTARACGATGAGTACTARRCGTIGGETARLACCE 691
fija) GATTATATACCCTGGCAGCCCACGCCCTARACGATGAGTACTARACGTT GGATARRACT 42
KX844634 P.DULCIS FIT GATTAGATACCCIGGTIAGTCCACGCCCTARACGATGAGTACTARRACGTTGGATARRACCE 656
KX844630 R. CRNINA FIT GATTAGATACCCIGGTIAGTCCACGCCCTARACGATGAGTACTARRACGTTGGATARRACCE 624

Gk Gk khdh ok ok hkkdckhh wkhhkhdhhhhh Gk hhh ko kh ok kd

UF11 GIGITGAAGTTARCACATTRAGTACTCCGCCT GAGTAGTACGTACGCARAGTATGRRACTT 489
KF723583 P. PER5. FIT. GIGITGAAGTTARCACATTRAAGTACTCCGCCT GAGTAGTACGTACGCARGTATGRRACTT T80
MF092750 A.YELLOWS FIT. GIGTTGRAGTTARCACATTRAAGTACTCCGCCT GRGT AGTACGT ACGCARGTATGRARRACTT 751
UE7 e o B 441
E¥g44634 P.DULCIS FIT GIGTTGRAGTTARCACATTAAGTACTCCGCCT GRGT AGTACGT ACGCARGTATGRARACTT 718
KX844630 R. CANINA FIT GIGITGAAGTTARCACATTAAGTACTCCGCCT GAGTAGTACGT ACGCARGTATGRRACTT 684

Gk ko ok ko ko

23. dbra: Az NCBI adatbdzisban megtalalhato "Prunus dulcis' phytoplasma és 'Rosa
canina’ phytoplasma clone Ros-Z izoldtumok szekvencidjanak illesztése az UF7-es és az
UF'1 1-es minta szekvencidjaval a Clustal Omega programban.
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6. Osszefoglalas, konklizié

A PCR tesztek és a LAMP tesztek is azt mutatjak, hogy a fitoplazmak sokszor
alacsony koncentracioban vannak jelen a novényben, igy kimutatisuk nem egyszeri.
Ehhez hozzdjarul, hogy a fitoplazmak mellett a baktériumoknak és gomba koérokozoknak
is szerepuk lehet a fak pusztulasaban. Kutatasaink soran mi is ezekkel a problémakkal
szembesiiltiink.

Vizsgalatainkbol kideriilt, hogy a kajszibarack mintak esetén nested PCR technikaval a
tiinetmenteket mutaté egyedek mindegyikében és két tliinetmentesnek mutatkozd fa
mintajaban is kimutathatd volt a fitoplazma. Ezzel szemben a LAMP teszt eredménye azt
mutatta, hogy csak a 3 fitoplazma gyants falevele tartalmazta a fitoplazmat, és a 3
egészségesnek vélt pedig nem. A nested PCR érzékenyebb modszer, igy lehetséges, hogy
az ilyen koncentracidban jelenlévd fitoplazmat is kimutatja, azt is, amit a LAMP
érzékenysége nem tesz lehetévé. Mivel azonban a tiinetek el6fordulaséaval a LAMP teszt
eredménye egyértelmiien korellal, tehat ez a modszer alkalmas lehet az ESFY gyors
detektalasara.

Dolgozatomban ugyanezekkel a technikakkal vizsgaltam alma mintakat is. A nested PCR
esetén jol lathato volt, hogy a tiinetmentes fakban nincs és a tiinetet mutato fak esetén van
PCR termék, igy a fitoplazmak abban nem voltak kimutathatdéak. Ezzel az eredménnyel
megegyez6 kovetkeztetést vonhattunk le a LAMP tesztbdl is, azaz a 3 fitoplazma gyants
falevél esetén olyan jelet kaptunk a géptdl, mint a pozitiv kontroll, és ugyanez mondhaté
el a 3 egészségesnek veélt novényrdl a negativ kontrollal kapcsolatban. Tehat itt
elmondhat6, hogy mindkét eredmény jol korrellalt a tiinetekkel.

A meggy mintak esetén kicsit mas megkozelitést hasznaltunk, hiszen ebben az esetben
nem tudtuk, hogy milyen fitoplazmat kell keresniink. A fitoplazma jelenlétét, a kajszihoz,
¢s az almahoz hasonléan nested PCR reakcioval vizsgaltuk. Ebben az esetben, nem
elégedtink meg a PCR termék detektalasaval, hanem tovabb vizsgaltuk, és Sanger
szekvenalassal szerettiink volna megbizonyosodni arr6l, hogy a kapott termék valdban
fitoplazmarol keletkezett és nem egy melléktermék. A szekvenalast kovetd
szekvencialemzés soran az U3-US5 primerekkel amplifikalt 3 mintabdl 2 esetében
talaltunk olyan régiot, ami Prunus specifikus fitoplazmdval mutatta a legnagyobb

hasonlosagot.
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A szekvendlasi technikdk fejlddésének koszonhetden ma mar kiilonbozdé biologiai
mintakbol akar az Osszes korokozo teljes metagenomja kimutathato. A szekvenalashoz,
baktériumok esetében a 16S rRNS régiot, gombak esetében pedig egy gomba specifikus
baktériumokra, vagy gombdkra konzervativ régiora tervezett primerek segitségével. Ezzel
a modszerrel készitik a metagenom szekvenald konyvtarakat. Ezek szekvendldsa utdn a
kapott olvasatokat bioinformatikai modszerekkel elemezve nemzetség szinten
megallapithatd az adott minta baktérium, vagy gomba metagenomja.

A szekvenalasi technikak fejlodésére egy masik jo példa az uj, Un, ,Joop” szekvenalas,
melyet az Illumina fejlesztett ki. Ezen technika sordn szintén baktérium vagy gomba
specifikusan amplifikaljak a mintat, szekvenalas el6tt, de minden egyes DNS molekulat
egy vonalkoddal jelolnek, igy az adott DNS-hez tartozd6 vonalkéd késébb
visszakereshet. A vonalkodoknak  koOszonhetéen a  szekvendlasi olvasatok
Osszeilleszthetoek, igy tehat a teljes 16S rRNS gén vagy gomba ITS régid szekvenalasra
keriil. Ennek koszonhetden nemcsak faj szinten azonosithatéak a mintaban jelenlevd
korokozok, hanem azt is megtudjuk, hogy egy adott faj milyen gyakorisdggal volt a
mintaban jelen, mivel a szekvenalas molekulanként tortént.

A NAIK Molekularis Novénykortan Csoportja ezt az ij modszert is kiprobalta, az altalam
vizsgalt kajszibarack és alma mintakon, melyekhez én tisztitottam DNS-t a levelekbdl.
Mivel nem voltunk biztosak abban, hogy az altalunk hasznalt MACHEREY-NAGEL
NucleoSpin® Plant IT DNS tisztitd kit alkalmas-e a novényi levelekben jelenlévo
baktériumok €és gombak DNS-ének kivonasara, ezért tovabbi vizsgélat sordan a baktérium
16S és gomba ITS specifikus régiokra tervezett primerekkel teszteltiik a vizsgalatba
bevont mintainkat egy teszt PCR reakcioval. Arra az eredményre jutottunk, hogy a
tisztitds sordn a baktérium és gomba DNS is tisztitodik, és nem bomlik le, igy ezek a
mintak alkalmasak a loop szekvenalasra.

A szekvenalas mar a kajszibarack ¢és alma mintdk esetében megtortént, de a
kiértékelésiikre nem keriilt még sor.

A vizsgélatok folytatdsa sordn érdekes lesz megtudni, hogy vajon a loop szekvenalas
milyen hatékonysaggal mutatja ki a fitoplazmakat, és ezek mellett milyen bakterialis és
gomba korokozok jelenlétét fedhetjiik fel. Az adatok részletes elemzése utan reméljiik
kidertil, hogy talalunk-e olyan korokozokat, melyek jelenléte, vagy csak a tlinetet mutato,
vagy csak az egészséges gylimolcsfakban van jelen és igy esetleg szerepiik lehet a tiinetek

megjelenésében, vagy az liltetvény pusztulasaban.
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