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1. Bevezetés és célkitlizés

A fitoplazmak vilagszinten okoznak problémat az allokultarakban, hiszen szamos gazdasagilag
jelentés novényt képesek megbetegiteni, ami nemcsak terméscsokkenésben nyilvan meg, hanem
legtébbsz6r az adott kultdra pusztulasat okozza. Nem csak a széléskertekben jelentenek
megoldhatatlannak tiin6 gondot, de az almaterméstiekben és a csonthéjasokban is. Magyarorszagon
az 1990-as évek ota ismert, hogy a kajszi gutalitésszerd pusztulasaért nem egyedil a Pseudomonas
syringae pv. syringae baktérium és a Cyfospora cincta gomba kettse felel6s. Az ezredforduldig keveset
sikertilt megtudni a csonthéjasok eurdpai sargasag fitoplazmarél (ESFY), de a PCR felfedezésével
a fitoplazma kutatasban is jelents el6relépés tortént. Genomszerkezetitk még mindig nem teljesen
tisztazott, azonositasuk jelenleg is tart, tobbek kézott ezért is hasznaljak nevében a ,,Candidatus”
el6tagot. Az ESFY (European Stone Fruit Yellows), melynek kérokozoja a Ca. Phytoplasma prunorum
névényvédelmi szerepe jelentds, komoly gazdasagi karokozasra képes a kajszi tltetvényekben, éves
szinten akar 20%-ot meghalad6 pusztulast is okozhat. Evekig tiinetmentesen lappanghat, fertézési
forrasként szolgalva az egészséges névényekre, a betegség ellen nincs kidolgozott névényvédelmi
technologia, vagy engedélyezett névényvédo szer. Kartételére molekularis genetikai vizsgalat nélkul
csak évek mulva deril fény, az tltetvény fitoplazma fertézés miatt torténé felszamolasara akar a

gazdasagi megtérilési id6 el6tt is sor kertlhet.

A Ca. Phytoplasma prunorum terjedése vegetativ uton és rovarvektorok altal lehetséges. Kajszibarack
esetében a betegség vektora a szilvalevélbolha (Cacopsylla pruni). A Cacopsylla pruni biologiajanak
egyes pontjai szintén tisztazasra szorulnak. Szakdolgozatomban a Ca. Phytoplama prunorum és a
Cacopsylla pruni kapcsolatat vizsgaltam. CélkitGzéseim kozott szerepel a vektor betelepiilésének és
egyedszamvaltozasanak megfigyelése a kivalasztott tltetvényben kulonféle csapdazasi eszkozokkel,
tovabba a szilvalevélbolha és a kajszibarackfak fitoplazmaval val6 fertézottségének megallapitasa

molekularis genetikai moédszerekkel.



2. Irodalmi attekintés

2.1. Cacopsylla pruni rendszertani besorolasa

Vizsgalatom targya a Cacopsylla pruni (Scopoli, 1763) csonthéjasok levélbolhdja, vagy masnéven
szilva levélbolha. A tovabbiakban C. pruni néven kertl emlitésre. A rend szinte minden tagja fitofag,
a C. pruni a csonthéjasok floémjének szivogatisa mellett (RIPKA, 2008) vektora a Candidatus
Phytoplasma  prunornmmak, ami a csonthéjasok eurdpai sargulds fitoplazmajat (ESFY) okozza

(CARRARO ES MTSAL 1998)

A magyar psyllid-kutatas torténetében Horvath Géza tevékenysége (1880, 18806, 1897, 1907, 1915)
volt jelentds. Feltarta 87 faj el6fordulasat az Osztrak-Magyar Monarchia hatarain belil. Kézuluk

52 fajt azonositottak a mai Magyarorszag terilletén (RIPKA, 2008)

Régebbi besorolas szerint a kabocak (Homoptera) rendjének, levélbolhak (Psyllinea) alrendjébe
tartoztak (SOOS, 1984). Burckhardt 2007-es - és egyben talan a legelfogadottabb - besorolasat
kovetve a félfedeles szarnytak (Hemiptera) rendjének, a névényi tetvek (Stermorrbyncha) alrendjének
Psylloidea 6regesaladjaba tartoznak. Neviik a bolha gérdg megfelel6jébdl szarmazik, mely utalas arra,
hogy tgyesen ugranak (RIPKA, 2010). Az eddig leirt 900.000 rovar kéztl csaknem 95.000 a
Hemipterik kozé sorolhato fajok szama (GULLAN ES CRANSTON, 2005). Ebb6l mintegy 3000, melyet
a levélbolhak tesznek ki (Internet_al, 2002). A legtjabb kutatasok szerint a Psylloidea 6regesalad 6
csaladbdl all: Calophydae, Carsidariae, Homotomidae, Phacopteronidae, Psyllidae és Triogidae (GULLAN ES
MARTIN, 2003), (Internet_a2, 2005), (Internet_a3, 2007). Kozmopolitak, a vilagon gyakorlatilag
mindenhol fellelhetéek, vilagszerte tobb mint 3000 fajuk ismert 235 nemzetségben (RIPKA, 2009).
A Psylloidea 6regesalad Magyarorszagon 3 csaladbol _, ezeken belil
20 nemzetségbdl all. A fenti csaladokba tartozoé 67 fajt, 24 névényi csalad 98 gazdandvényén talaltak
meg. A Cacopsylla nemzetség képviseli messze a legtobb fajt, szam szerint 18-at (RIPKA, 2008).
Legkozelebbi rokonaik a levéltetvek, a liszteskék és a pajzstetvek (KRISTOFFERSEN, 2003). Egytol
egyig fitofagok, de gazdasagi kartételt vilagviszonylatban csak mintegy 40 fajuk okoz (Internet_a2,
2005).



2.2. Levélbolhak testfelépitésének jellegzetességei

Els6 ranézésre leginkabb kabdcidkra emlékeztetnek (RIPKA, 2010). Apro, térékeny 1-10 mm
nagysaguak (Internet_al, 2002), fejik szélessége meghaladja annak hosszisagat, melyen oldalt allé
nagy szemek tlnek. A C. pruni 2,5-3mm-nél nem nagyobb, a himek kisebbek, mint a néstények.
Fedészintk, akarcsak mas levélbolhdk esetében, az életiik soran valtozik. A fiatal imagok szine

sarga, sargas-narancssarga, mely a tél végére barna, barnas-feketére valtozik.

Az Osszetett szemek tovében eredd csapok el6tt diagnosztikai bélyeg értékd pofakupok talalhatdak.
A csap 10 iz, az utolsé izen 2 hosszabb végserte talalhatd, a C. pruni esetében a csapok 1,75 mm-

nél rovidebbek.

Tapnovény azonositasban, a szinlatiasban, valamint a taplalékbol szarmazé kémiai anyagok
azonositasaban jatszanak szerepet. Imagok mindig 2 par - gyéren, de erésen erezett - szarnnyal
rendelkeznek, melyek kozil az elilsék jelentésen nagyobbak, mint a hatsok. Nyugalmi allapotban
potroh felett satortetészertien tartjak. Az eltilsé szarnyon talalhato karér, a konyokér (egyes szerzok
szerint kozépér), az abbdl ered6 sugarerek, valamint a karér és a szarny elilsé éle altal hatarolt
teriilet -szarnyjegy- fontos hatarozobélyeg. A C. pruni elilsé szarnyai hosszabbak, mint 3 mm, jol
lathato csucsi szegély nélkul, opalosan, fustszerden sotétek, rajta narancsbarna szinezettség lathato,

mely a szarny széle felé s6tétedik.

Nem szamitanak j6 reptil6knek, de akar 13 km-t is tudnak reptilni a telel6hely felkeresése céljabol,
mely tavolsag jelentésen befolyasolt az id6jarasi tényezok altal. A tapnévény keresése mar joval

kisebb sugarban térténik, ebbdl a célbdl ritkan repiil 1,5 km-nél messzebbre.

A 3 par 1abbdl a harmadik par erds ugrolabba fejl6dott. A csip6 erds, rajta ugrast segité sarkantyt
talalhat6. A -, a labszarvégen, valamint a labfej elsé {zén tovabbi sarkantyik talalhatoak,
melyek amellett, hogy az ugrast segitik, a fajok meghatarozasanal is jelentéséget nyernek. A hatsé
labak labszaran térdtiske van. A Cacopsylla nemzetségre jellemz6, hogy a metatarsuson 5, mig a
metabasitarsuson 2 sarkantyu talalhat6. A him szubgenitalis lemeze csucsi végén lekerekitett, mig a
néstényé oldalrdl nézve folyamatosan keskenyedik (RIPKA, 2010, SOOS, 1984, BOzSIK, 2014,
(Internet_a4, 2010)).



1. abra Cacopsylla pruni néstény (balra) és him (jobbra). Forras: (Internet_a5, 2022)

Name: Cacopsylla pruni (Scopoli, 1763)
Synonyms: Chermes pruni; Psyila pruni; Cacopsylla

naturhistorisches [ gatney
‘hseum(. des lebens
lla) pruni; Psylla F , 1848

Distribution: Armenia, Austria, Azerbajan, Belgium, Bulgaria, Czech Republic,
Denmark, Finland, France, Georgia, Germany, Iran, Ireland, Italy, Moldova, Norway,
Poland, Romania, Russia, Spain, Sweden, Switzerland, Turkey, Ukraine, United
Kingdom

Host plants: Prunus species

adult (female)

forewing

male terminalia female terminalia

Copyright: Daniel Burckhardt, Naturhistorisches Museum Basel, 2010

2. abra: C. pruni meghatarozo6 bélyegei. Forras: (Internet_a0, )



3. abra: Cacopsylla nemzetségre jellemzé hatsé 1ab jellegzetességei. Forras: (Internet_a7, 2010)

2.3. Levélbolhak taplalkozasa

Idejiik nagy részét taplalkozassal toltk. A levélbolhik , KilUNONDOMMRUSON " (HORVATH, 1886)
legtobbjik csak egy tapnovényre specializalt, mig masok -példaul a C. pruni- oligofagok. A szilva
levélbolha megtalalhatd kokényen (Prunus spinosa), szilvan (Prunus domestica), cseresznyeszilvan,
mirabolanon, népi nevén ,[OBORAn~ (Prunus cerasifera spp. divaricana), kokényszilvan vagy
damsonszilvan (Prunus insitita), zselnicemeggyen (Prunus padus) &szibarackon (Prunus persicae)
valamint kajszin (Prunus armeniaca). Legszivesebben a koékényt szivogatjak (FIALOVA ES MTSAI,
2004). Levelek fonakan, hajtisokon, viragokon, vagy a fasszara névények kérgén tartézkodnak.
Szivogatasukkal néhany faj kivételével -amikor is gubacs képz6dik- szembetiing karokat nem
okoznak. A hémérséklet emelkedésével kevesebb egyed talalhaté a Prunus fajokon, ezek a nyar
elején visszareptilnek a fenySkre és a tél bedlltaig a feny6tikon élnek (JARAUSCH ES MTSAIL 2000,

RIPKA, 2010, SOOS, 1984, HORVATH, 1886, SULE 2014a, LEPRES ES MTSAIL 2018).

2.4. Levélbolhak szaporodasa

Viltivaruak, megtermékenyitéssel szaporodnak, a levélbolhak kozott a szliznemzés csak bizonyos
fajok esetén fordul elé. A potrohvég kilencedik szelvénye médosult, a nstényeknél tojocsévé, a

himeknél kampds horgas nydlvannya, ami maga a him ivarszerv, mely a tizedik portohszelvénnyel
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egyltt -akar csak a pofakipok és sarkantyik esetében- a faji meghatarozast segitik. A néstény
szubgenitalis lemeze oldalrdl nézve folyamatosan keskenyedik. A ndéstények -akarcsak a lepkék
esetében- feromont bocsajtanak ki a parosodas megkonnyitésére. A legtobb levélbolha faj a
megtermékenyitést kovetéen petéiket levelekbe, kéregrepedésbe, rugyek mellé, vagy viragokba
tojjak, de a szilvalevélbolha esetében a ndstények tojasaikat a levélnyélre és a levél fonakara, illetve

szinére helyezik. A tojas mennyisége fajtol fiiggéen 20 -2500 kozotti (RIPKA 2010, BOZSIK, 2014).

2.5. Eletciklusuk és egyedfejlédésiik

A szilvalevélbolha oligofag egynemzedékes kartevd, de van egy viszonylag hosszu periédus, mikor
kozéphegységek fenybféléin is megtalalhaté (BOZSIK, 2014). A kelés ideje azoknal a Cacopsylla
fajoknal melyek telelése tojas alakban torténik, szinkronban van a ndvény tavaszi kihajtasaval
RIPKA, 2010). A C. pruni esetében a telelés imagd alakban, a nyari id6szakban a feny6félére
els6sorban lucfeny6re t6rténé vandorlassal torténik (Internet a5, 2022), majd kora tavasszal
visszavandorolnak a vad és termesztett Prunus fajokra, ahol parosodnak, majd megtorténik a
tojasrakas. Az egyel6re nem ismeretes, hogy a feny6féléken folytatnak-e taplalkozast (KONTSCHAN
¢és RIPKA, 2019). A tavaszi visszavandorlas mindig az idGjaras figgvénye, mely jellemzéen
marciusban kovetkezik be. Kezdetben az ultetvény kornyezetében talalhaté kokénybokrokon
(Prunus spinosa) telepednek meg, melyek nyugalmi idG6szaka hamarabb véget ér, mint mas Prunus
fajoké, valamint a C. pruni szempontjabdl a legkedveltebb vad tapnovénynek szamit, majd innen
vandorolnak az tltetvénybe. (Internet_a5, 2022). Francia adatok alapjan az tltetvényekbdl gyGjtott
C. prunik tobb, mint a fele alanysarjakrdl szarmazott. Ez azt mutatja, hogy a sarjak fontos
taplalkozo- és szaporodohely. A tapasztalatok szerint a diapauzabodl visszatérd szilvalevélbolhak
populacidja marcius aprilisban ér el a maximumot és majus elsé felében pusztulnak el, majd az 4j
generacié kora nyaron hagyja el az tltetvényt (LICHOU ES JAY, 2012). Az tltetvénybe beteleptls
levélbolhak fitoplazmaval valé fertézési képességérdl ellentmondasos nézetek vannak. SULE
(2014a) allaspontja szerint a tavasszal visszatelepilsé egyedek ,jigen fertéz6képesek”, mert a
nyugalmi allapot soran a fitoplazma a rovarban tovabb szaporodik. Ezt erésiti meg LICHOU ES JAY
(2012) is. Ezzel szemben CARRARO ES MUNKATARSAI, (2001) Olaszorszagban 8,6%-0s, JARAUSCH
ES MUNKATARSAI, (2008) Németorszagban 2-3%, THEBAUD ES MUNKATARSAI (2009)

Franciaorszagban 0,5-0,6%, tavaszi fert6zottségrél adnak szamot.

A pete a névényi szévetbdl nedvességet vesz fel, melybé] HEIIMCTABONZMUSSAl fcjl6dG, az imagora

nem hasonlit6, harom par labu larva kel ki. Az 1-3. stadiumot larvanak, a 4-et el6nimfanak, az 5-et

nimfanak hivjuk. A larvak labai révidek, a test mérete és a csapizek szama larva stadiumonként né,
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legtobbszor csak az I.1-2 stadium egyedei képesek helyvaltoztatasra. A nimfa stadiumban a hatsé
labparon mar kifejlédnek a sarkantydk és az ivari megkilonboztetés is ebben a stadiumban

lehetséges el6szor (RIPKA, 2010).

2.6. Kartételuk

A levélbolhak larvai, nimfai és a kifejlett egyedei is n6vényi nedveket szivogatnak, oly médon, hogy
szipokajukkal a bérszovetet megsebzik és a szallitott novényi nedveket szivjak a sejtkozotti
jaratokbol. A legtobb levélbolha faj imagdjanak a kartétele elenyész6, a Cacopsylla pyrisuga kortén és
a Cacopsylla mali almafan torténé nagymértékd elszaporodasa hajtas torzulast okoz. Nagyobb
mértékd kozvetlen kartételért a larvak a felelések. Tobb fajuk esetén (pl: Cacopsylla pyri),
amennyiben a taplalkozas soran felvett, féleg szénhidrat tipusa taplalék mennyisége, meghaladja a
szitkségleteiket, a felesleget trtilék formaban kivalasztjak. Bzt méhek, darazsak, hangyak és legyek
is gyUjthetik. A ragacsos mézharmaton korompenészt okozé gombak telepedhetnek meg, melyek
az esztétikai kartétel mellett a fotoszintetizalo feliletet jelentésen csokkenthetik (HORVATH, 1884,

RIPKA 2010).

2.7. A Cacopsylla pruni el6rejelzése

Cacopsylla pruni a nehezen elérejelezhetd fajok kozé sorolhatd, keveset tudunk a pontos telelési
korilményirsl. A legkézenfekvébb mod az elérejelzéstikre a kopogtatd ernyével torténd
megfigyelés, {gy nyomon kovethetjiik a beteleptiléstik sebességét. A fagyok elmultaval kopogtatd
ernyével és egy bottal végig jarjuk az tltetvényt. A vazagakra mért titéssekkel a levélbolhak és mas
karositok az ag ala tartott ernyGbe hullanak. Par év alatt tapasztalatot szerezhetiink a betelepedés
iranyarél. Kora tavasszal az ltetvénybe valo betelepiilésiik el6tt célszerd az ultetvényeken kiviil
talalhat6 kokénybokrokat vizsgalni, mert a kokény korabbi fakadasa miatt ott a C. pruni hamarabb
megjelenik. Szintén érdemes figyelni a galagonya levélbolha (Cacopsylla melanonenra) megjelenését,

mert ezen faj a szilvalevélbolha el6tt nagyjabol egy héttel jelenik meg (Internet_a5, 2022).

Szignalizaciora szintén megfelel6 eredményt adnak a ragacslapok. Mergenthaler és Viczian
(Internet_a5, 2022) javaslata szerint a sargalapos megfigyelés a szilvalevélbolhak mind tavaszi
visszatelepiilésére, rajzasara, mind pedig az egyedszamuk alakulasanak detektalasara alkalmas. Az
ATK Novényvédelmi Intézete, az altal forgalmazott Csalomon szincsapdak leirasaban szintén a

ragacslapok hasznossaga mellett érvel. Osszehasonlité vizsgalatot végeztek, hogy a sirga, a fehér és
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a z6ldessarga ragacslapok milyen vonzo képességgel birnak a C. pruni faj egyedeire. A sarga 50%-
kal tobbet, mig a fehér ragacslap 2,5x tébb C. pruni egyedet fogott, mint a zoldessarga
(Internet_b10, ). A sarga, vagy egyéb szinl szincsapdakhoz képest a fehér hatékonyabb bizonyul,
mert szilvalevélbolhak tltetvénybe valé beteleptlését el6bb jelzi, és a tobbi szinnel szemben
jelentésen tobbet egyedet fog (BODNAR, 2022). Legalkalmasabb marcius elején a fak déli oldalan,
1,5-2 m magassagban kihelyezni a ragacslapokat. A hatékonysagukat 6-8 hétig képesek megdrizni,
de mivel a fehér ragacslap a C. prunin kivil a Hoplocampa és egyes Diptera fajokra is vonzoé hatassal
van, {gy a lapokat célszer( par hetente cserélni. Rajzascsucsokra id6jarastdl fliggden marcius végén

és junius elején szamithatunk (Internet_a5, 2022), (Internet_b10, ).

egy csapda tipikus fogasai (heti szilva levelbolha

30d13- kétszeri leolvasas mellett) szokasos rajzasmenete kajsziban
A fim
r A '.l
10+ \
b, 1
J ith . \
0 t = ——— = : t f f ; {
jan. febr. ~ marc.  apr. maj. jun. jul. aug. szept. okt nov. dec.

4. abra: Szilva levélbolha rajzasmenete. Forras: (Internet_b10, )

2.8. A fitoplazmak tulajdonsagai

A csaknem 3000 levélbolha faj kozil szamos kilonbozé novénybetegségeket, mint virust,
baktériumot, fitoplazmat terjeszt (Internet_a2, 2005). A fitoplazmakat természetes kézegiikben a
rovarok tetjesztik, ezek a Cicadellidae, Cixiidae, Psyllidae, Delphacidae és Derbidae csaladokba tartoznak
(WEINTRAUB ES BEANLAND, 2006). Egyéb moddon oltassal, szemzéssel és fert6zott
szaportitéanyaggal torténhet terjedésitk. MARCONE ES MUNKATARSAI (1997) beszamoltak arankaval

(Cuscuta odorata) torténé fitoplazma atvitelrdl is.

Még a 2010-es évek elején is ugy gondoltdk, hogy a csonthéjasok legsulyosabb betegségét, a
csonthéjasok eurdpai sargasaga fitoplazmat (Ewurgpean Stone Fruit Yellows, ESFY) a kabocak terjesztik
(DER ES MTSAL 2002). Ellenben mas kutatok, mint CARRARO ES MUNKATARSAI (1998 és 2001),
valamint JARAUSCH ES MUNKATARSAI (2000) ugy vélték, hogy a fitoplazma terjesztésében a kabdcak
szerepe elenyész6 és helyettik a C. pruni vektor szerepét vélték bizonyithatonak, mivel kab6écakban
gyakorlatilag nem talaltak meg a kérokozot. SULE (2014a) egyenesen ugy fogalmazott, a betegség

terjesztoi kizarolag a levélbolhak. A fitoplazma a vektor segitségével névényi szallité szévetbe jutva
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a novényben szétterjed, és felélve a névény tapanyagait sargulas, sodrodas és torzulas kovetkezik
be, a termés mindsége és mennyisége romlik, a hancsszovet elhal, melynek kovetkeztében a
fert6z6dott fasszarda névény részben, vagy teljesen, de menthetetleniil gutaiitésszertien elpusztul
(SULE, 2014a, DER ES MTSAI 2003). A frissen elpusztult fak hancsszévete kezdetben narancssarga,
kés6bb vilagosbarna, de ellentétben a Pseudomonas syringae pu. syringae tineteivel, az ESFY sosem jar
mézgaképzodéssel (SULE, 2014b). A téli id6szakban spontan riigyfakadas, ennek kovetkeztében
fagykarosodas jelentkezhet. Magyarorszagon el6szor Sile és munkatarsai figyeltek fel rd az 1990-es
évek elején, bar akkor még virus tineteknek vélték. Csupan 5 évvel kés6bb sikertilt fitoplazmaként
azonositani és publikalni (SULE ES MTSAL, 1997, VICZIAN ES MTSAL, 1997). 1993-ban sikerlt
kapcsolatot talalni, hogy a levelek sargulasat nem a virusok, hanem mikoplazmaszerd szervezetek
okozzak, melyeket - utalva a névényt megbetegité képességére - fitoplazmaknak neveztek el
(GUNDERSEN ES MTSAL 1994). A fitoplazmak egyfajta sejtfal nélkili baktériumok, méretiik 500nm
korili, genom méretitk 500 és 1000 kb kozé esik (SULE, 2014a)

SEEMULLER és MUNKATARSAI  (2004) publikacidjukban  ramutat, hogy az almafa
boszorkanyseprasodését okozd Ca. Phytoplasma mali, a korte leromlast okozd Ca. Phytoplasma pyri,
valamint a csonthéjasok eurdpai sargasagat okozd Ca. Phytoplasma prunorum 16S tDNS szekvenciaja
kozel azonos. Ezalapjan mindharom a 16S rX csoport tagja (LEE ES MTSAI, 2007). Mivel a
korokozok genetikailag nehezen kiilonithetéek el egymastdl és a Koch-féle posztulatum szerint
tiszta tenyészetbe sem sikertlt hozni, igy a ,,Candidatus™ el6tag, mint ideiglenes rendszertani statusz
illeti meg Sket (IRPCM, 2004). Jelenleg tobb, mint 46 kilénb6z6 Ca. Phytoplasma fajt tartanak nyilvan
(SULE, 2014b)

2.8.1. A fitoplazmak rendszertani besorolasa
Orszag: Bacteria

Torzs: Firmicutes

Osztaly: Mollicutes

Rend: Acholeplasmatales

Csalad: Acholeplasmataceae

Nemzetség: Phytoplasma

Faj: Candidatus Phytoplasma prunorum (Internet_a8, )

Ca. Phytoplasma prunornm nemcsak a kajsziban, de a cseresznyén, meggyen, szilvan és 6szibarackban

is megtalalhaté (HORVATH, 2013).
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2.8.2. A fitoplazma fejlédésmenete

A koérokozoé obligat 1étérél megoszlanak a kutatasok. AKIKO ES MUNKATARSAI (2012) fogalmaztak
meg, hogy a fitoplazmak obligat parazitak, vagyis csak él6 szovetben képesek fennmaradni, és
egyedilalld6 médon nem csak a noévényi floémben, de a rovarban is képesek perzisztens médon
szaporodni. CONTALDO ES MUNKATARSAI (2012) beszamoltak arrdl - cafolva a kérokozéd pusztan
obligat fennmaradasat -, hogy laboratériumi kérilmények kozott, taptalajon is sikertlt tenyészteni.
CARRARO ES MUNKATARSAI (2001) laboratériumi kisérletekkel hataroztak meg a Ca. Phytoplasma
prunorum C. pruni altali atvitelének paramétereit. Ezek szerint a szilva levélbolhanak legalabb 2-4
napon keresztil kell taplalkozni a fitoplazmaval fertéz6tt gyiimolesfan, hogy a megfelel fitoplazma
mennyiség a haemolimfajaba keriiljon. A latens periddus, ami az az id6, amit a fitoplazmanak a
rovarban el kell t6lteni, hogy az fert6z6képes legyen CARRARO ES MUNKATARSAI (2001) szerint 2-
3 hét, mig THEBAUD ES MUNKATARSAI (2009) szerint ez akar 7-8 honap is lehet. A fert6zési id6 1-
2 nap, vagyls minimalisan ennyi id6 sziukséges ahhoz, hogy a fitoplazma mentes névénybe
kiiszobérték feletti kérokozo mennyiség kertilhessen. Ezt kovetén 2-3 hét a lappangasi id6, ami
letelte utan a fitoplazma mar a frissen fert6zott névénybdl is kimutathaté. A levélbolhak életik
végéig megbrzik fertézéképességitket (CARRARO ES MUNKATARSAIL, 2001). TEDESCHI ES
MUNKATARSATI (2006) arra vilagitott ra munkajaban, hogy nemcsak a kifejlett rovarbdl, de annak

larvajabol, nimfajabol, sét a petéjébdl is kimutathatd a Ca. Phytoplasma prunorum.

Salivary gland

Acquisition feeding

Diseased plant Infected leafhopper
Latency period

Multiplication
Multiplication

Healthy plant

o—_

Infectious leafhopper

1)
Inoculation feeding  Phloem cell

5. abra: A névényi tetvek altal terjesztett fitoplazma fejlédésmenete. Forras: (Internet_a9, )

A fitoplazma azonositasa az iltetvényben szemrevételezéssel nem egyértelmd, a tiinetek

OsszetéveszthetSk a kornyezeti stressz (hésokk, aszaly) tineteivel, vagy akar tapelemhiannyal is, de
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PCR-rel - amennyiben mar van 6sszehasonlitas céljabdl pozitiv mintank— j6 eséllyel elkilonitheték

és detektalhatok (VIRANYI, 2010)

2.8.3. A Ca. Phytoplasma prunorum altal okozott tiinetek

A fitoplazmak éltal okozott tinetek figgenek a fa fajatdl, fajtajatol és a koérnyezeti tényezoktol
egyarant. A kajszin — ,,szerencsés” esetben-egész évben lathatok a tinetek. Télen a gySkerekben
telel at, majd a hancsszovet képzédésekor a nedvkeringéssel megindul a vazagak iranyaba. Csak a
floémben képes mozogni 3-20 mm/nap sebességgel. A fa kolonizicidja nyar végére, kora Gszre
tejez6dik be. Tavasszal, a viragzast megel6z6en a fa leveleket hajt, gyakran az egészséges 5 szirmu
virag helyett 6-8 szirmu viragot hoz. A fiatal levelek a sziniik felé kanalasodnak, melyet egyes
esetekben a levelek sargulasa kisér, mig mas esetekben a levelek haragoszoldek és torékenyek,
kés6ébb petyhiidté, fonnyadtta vallnak (SULE 2014a). A gyuimolcsok fejlédése eltér a normalistdl,
halvany szintiek és az érésid6 kezdete el6tt lehullanak. A gytiméleshus szivacsos allomanyuva valhat
mely fogyasztasra alkalmatlan. Osszel a klorotikussa valt levelek id6 el6tt lehullanak (LICHOU ES
JAY, 2012). A kérget lehantva a hancs kezdetekben narancssargas, késébb vilagosbarna szinezetd.
Ha a kérokozo korkorosen elpusztitotta a hancsot a vazagban, akkor az gutatitésszertien elhal
(TARCALI ES MTSAL, 2010.). A termdkora fakon jellemzéen 1-2, ritkabban 3-4 éven belil
jelentkeznek a tiinetek (SULE, 2014a). Uj dltetvényekben a 3-4. évtdl figyelhet6k meg tinetek
(TARCALI ES MTSAL, 2010.). A fiatalabb fakon gyorsabb, id&sebbek esetében lassabb pusztulast
tapasztalhatunk (Internet_a5, 2022), mely valdszintleg 6sszefiigg az ag és a torzs vastagsagaval (a
mondat masodik tagja sajat vélemény). A gazdasagi jelentésége abban nyilvanul meg, hogy a
fertézott tltetvények éves pusztulasanak mértéke 8-10%, de ez a szam akar 25-30%-ot is elérheti

(SULE, 2014a).

2.9. Védekezés

A C. pruni és az altala terjesztett Ca. Phytoplasma prunorum ellen val6 védekezés a kajszi Gltetvények
esetében kiemelt jelent6ségd, mivel évente 8-10%, de akar 25-30%-a is elpusztulhat egy adott
tltetvénynek (SULE, 2014a). A mar megfert6z6dott fak 60-80%-a bizonyosan elpusztul (MARCONE
ESMTSAL 2010). Mivel a megbetegedett fakat gyogyitani nem lehet és a korokozé ellen ez idaig nem
sikertlt hatékony, tzemi korilmények kozott is eredményesen hasznalhaté médszert kidolgozni,
igy egyetlen lehet&ség a megel6zés, a kérokozoé tltetvénybe vald behurcolasanak megakadalyozasa.
Az integralt védekezésre egyrészt a telepitést megel6zGen, masrészt az Ultetvény teljes élettartama

alatt kell gondolni. A legfontosabb teend6, hogy megakadalyozzuk a szaporitbanyaggal a kérokozé
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bejuttatasat az ltetvénybe, vagyis a fert6zés mentes szaporitéanyag vasarlasa. Bzt tobb akadaly is
neheziti. A kérokozé az oltvanyokon latensen lehet jelen, igy a kiszelektalasuk szemrevételezéssel
nem megvalosithat6. Az oltvanyok tomeges fertéz6dése a fert6zott anyafakrol vald szaporitassal
kovetkezik be. Ennek elkertilésére a faiskolak altal hasznalt anyafak molekularis bioldgiai vizsgalatat
2-3 évente sziikséges lenne elvégezni. A vektorok elszigetelésére tetihald lenne a legalkalmasabb,

melyet februar végétdl julius elejéig kellene a torzstakon tartani (SULE, 2014b).

Egyes fajtdkon hamarabb, mig mas fajtakon késébb jelentkeznek a tiinetek. Fontos, hogy a
kornyezethez igazodo fajtat és alanyt valasszunk. Az 6szibarack alanyu oltvanyok kevésbé mutatjak
az elsé tiineteket, de hamar elpusztulnak a fitoplazma fertézést kévetéen. Ellenben a mirabolanra
torténd oltassal a fert6z6dést kovetSen a kajszi tobb évig is életben képes maradni (LICHOU ES JAY,

2012).

A betegség elkertilésének egyik jovSbeni eleme lehet a rezisztens fajtak létrehozasa (WELLIVER,
1999). TARCALI ES MUNKATARSAINAK (2021) nyilatkozé gazdak véleménye szerint, a régi
hagyomanyos magyar fajtak kevésbé fogékonyak. Eddig rezisztenciaval rendelkez6
szaporitbanyagot nem talaltak. Az eredményes védekezési modszer kidolgozasahoz alaposan
ismerni kell a rovar népességvaltozasat nem csak az ultetvényben, de annak a kornyezetében is.
Ebbe beletartozik az egyedszam nyomon kévetése, a vandorlas iranya, a karosité megjelenése az
tltetvényben, a peterakas ideje, az 4j nemzedék megjelenése, valamint a telelére vonulas kezdete
(BOZSIK, 2014) és ebbe nem csak a C. pruni értend6 bele, ugyanis TARCALI ES MUNKATARSAT (2021)

szerint nem biztos, hogy a C. pruni a Ca. Phytoplasma prunorum egyedili vektora.

A telepitést kéveten fitoplazma tavoltartasanak egyetlen lehetSsége a vektor elleni védekezés.
Ennek egyik moédja az inszekticides kezelés. A kontakt hatasu piretroidok mellett 2023-ban
engedélyezett felszivodo hatdéanyagok kozul az abamektin és az acetamiprid hasznalhaté (OCSKO,
2023). A védekezést a karosito tltetvénybe valo visszateleptiléskor kontakt szerrel kell megkezdeni,
majd a szaporodas idészakaban a peterakast elkertlend6en a kezelést folytatni kontakt, vagy
felszivodo szerekkel. Tovabbi védekezések lehetnek sziikségesek a petékbdl kikeld larvak ellen
(BOZSIK, 2014). Mivel az abamektin a méhekre kifejezetten kockazatos, igy a kajszi viragzasakor,
valamint abban az esetben, ha a gyomflorat, illetve a kérnyékbeli kultarakat a méhek latogatjak
hasznalata tilos. A gyakorlat azt mutatja, hogy a méhekre nem jeléléskételes acetamiprid hatéanyag

a szilvalevélbolha egyedeit is hatékonyan gyériti.

RIEDLE-BAUER ES MUNKATARSAI (2011) Ausztriaban t6bb kilonb6z6 hatéanyagot is kiprébaltak
szilvalevélbolha ellen (narancsolaj, feny&olaj, paraffinolaj, édeskéményolaj kivonat, zsiralkohol

etoxilat keveréke, valamint kaolin). Az eredmények pozitiv hatast mutattak az els6 72 6raban, de
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azt kovetéen a narancsolaj, valamint az édeskoményolaj elvesztette repellens hatasat. Ellenben a
paraffinolaj, illetve a kaolin hatékonyan tartotta tavol hosszabb ideig is levélbolha egyedeket.
Magyarorszagon kaolin tartalmu készitmény (Surround WP) kajsziban még nincs engedélyezve,
csak kortében és didban, A kortében végzett kisérletek igéretesnek bizonyultak ugyanis a kaolin
mind a névény mind a karosité felszinét bevonja. Riigypattanas elétt torténd bevandorlas soran a
rovarokat még nem a fa megvaltozott szine taszitja, hanem a vessz6k megvaltozott felszine gatolja
a tojasrakast. A levelek megjelenésével a rovarok a leveleket preferaljak tojasrakas céljabol. Az ekkor
kijuttatott szer repellens hatasu a rovarokra. A legjobb eredményt a viragzast megel6z6 2-3 kezelés
adta (Internet_b11, ). Mas forras szerint a kaolin a rovar koztakaréjan megtapad, gatolja a

taplalkozasukat és elpusztulnak (Internet_b12,).

Franciaorszagban finomszovést haléval vették koril a japanszilvafakat tltetvény méretben. Egy év

elteltével semmiféle betegséget nem talaltak a fakon (BOZSIK, 2014).

Az fert6zott, vagy mar elpusztult fakat mindenképpen gyokerestdl el kell tavolitani, hogy ne
szolgalhassanak fert6zés forrasaként. Bar a fitoplazma csak az él6 faban képes életben maradni, a
legyengtilt vagy elpusztult kajszifdk alanyai még gyakran annyira életerések, hogy az alany képes
kihajtani. A vad sarjakon a levélbolhak szama mindig tobb mint a kajszifakon (LABONNE, 2004,
LICHOU Es JAY, 2012) Az apolasi munkak soran ezeket a vad sarjakat mindenképpen el kell
tavolitani. Amennyiben a nemes rész lathatéan beteg, gy az alanyrol feltord Gj egyedet és a kajszifat
is egyben (SULE, 2014b). Amennyiben lehet6ségiink engedi, sziikséges az tltevény kornyezetében

tellelhet6 vad Prunus tajokat eltavolitani (MARCONE ES MTSAI, 2010).

Tibenszkyné (2015) doktori értekezésében részletesen Osszefoglalja azokat az egyéb, egyelSre
csupan in-vitro védekezési lehet6ségeket melyek még kidolgozasra varnak. Ilyen a
hajtascsucstenyészet, a hajtastenyészet, illetve a kallusztenyészet, melyek azon tdl, hogy rendkivil
kortilményesek és hosszadalmasak, fennall a mas koérokozokkal vald fert6z6dés kockazata.
Megtigyeltek olyan hidrogén-peroxid aktivitaishoz kot6d6 spontan gyégyulasokat, mikor a névény
fold feletti részébdl eltint a korokozé. A gydgyulas mechanizmusa még nem tisztazott (CARRARO

ES MTSAIL 2004, MUSETTI ES MTSAL 2004, 2005, MARCONE ES MTSAIL, 2010).

SALAZAR ES JAYASINGHE, (2001) olyan eljarast ismertet melyhez hasonlét a széléoltvany
készitésnél Magyarorszagon is hasznalnak. A médszer 1ényege, hogy a kész oltvanyokat 30-37°C-
os vizfirdében aztatjak. Mivel a vegetativ részek karosodhatnak, igy ez az eljaras nem tudott

elterjedni.

Franciaorszagban ¢és Olaszorszagban MORVAN (1991), MORVAN ES MUNKATARSAIL (19806),

CORNAGGIA ES MUNKATARSAI, (1995) valamint ERMACORA ES MUNKATARSAI (2010) olyan
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hipovirulenciaval atvihet6 fitoplazma torzseket talaltak, melyek immunizalé hatassal birtak. Ezen

torzsek a j6vében felhasznalhat6ak lehetnek keresztvédettség kialakitasara.

TOUGERON ES MUNKATARSAI (2021) szamoltak be kortében karosité Cacopsylla tajokat (C. pyri, C.
pyricola, C. pyrisuga, C. vasiliev) eredményesen parazitald Trechnites insidiosus ftirkészdarazsrol
(Hymenoptera | Encyrtidae). Ez a faj ugyan a szilva levélbolhanak nem parazitoidja, de mindenképpen
reménykeltd, hogy a kozelmultban megtalalt T. insidiosus és a korte levélbolha fajok kapcsolatan tul,

a jovében a C. pruni parazitoidjara is fény derilhet.

2.10. A fitoplazmak kimutatasa

A fitoplazmak okozta noévénymegbetegedésekrdl régdta vannak irasos feljegyzések. Az egyik
legkorabbi leiras, az eperfa-torpe betegségérsl 1600-as évekre tehetd. El6szor ezeket a betegségeket
névényi virusoknak tulajdonitottak, mivel a fitoplazmak is hasonlé tineteket okoznak,
terjedéstikhoz rovarvektorok szikségesek és in vitro kultdrdban nem tenyészthet6ek. DOI ES
MUNKATARSAINAK (1967) sikertlt elészor elektronmikroszkop segitségével a virusoktdl eltérd
mikoplazmakhoz hasonlé szervezeteket azonositania a névény hancsszovetében és rostasejtjeiben.
A fitoplazmak elsé detektalasahoz csupan az elektronmikroszkop és egy specialis festési eljaras allt
csak rendelkezésre, amelyet epifluoreszcens kimutatasi modszernek, azaz DAPI tesztnek neveziink.
A DAPI festéssel kezelt fitoplazmat tartalmazé metszethez ugy kotédik a festék, hogy az
fluoreszcens mikroszkoéppal lathatéva valik (SEEMULLER, 1976). A PCR széles kora elterjedésével

ez a festési eljaras visszaszorult (SULE, 2014a).

A polimeraz lancreakcié (Polymerase Chain Reaction-PCR) soran in vitro korilmények kozott
lehet6ség van egy tetszéleges DNS szakasz gyors amplifikalasra (felszaporitasara). A modszer
alapja, hogy az ismert szekvenciajd DNS mindkét szalara primereket, (oligonukleotid
inditészekvenciat) terveznek, amelyek komplementerek az amplifikalni kivant DNS szakasszal. A

reakci6 soran a primerek altal hatarolt DNS szakasz tobb ezerszeresére szaporithato fel.

A PCR hasznalataval a fitoplazma jelenléte pontosan megallapithaté a vizsgalt névénybdl
(VIRANYIL, 2010). Az PCR alapu amplifikaciot sikerrel alkalmaztak mas baktériumok (pl.
mikoplazmak) kimutatasara (BERNET ES MTSAL 1989; HARASAWA ES MTSAT 1990, 1991). Akkor még
nagyon kevés szekvencia ismeret allt rendelkezésre a fitoplazmakrél, az elsé univerzalis primereket
a fitoplazma genom egyik konzervativ régidjara, a 16S rDNS szakaszra tervezték (AHRENS AND
SEEMULLER, 1992). Késébb a 16S és 23S rDNS-re tervezett univerzalis és specifikus primerek

lehetévé tették a pontosabb azonositast, fajszintd kimutatast (NAMBA ES MTSAL 1993, GRIFFITHS
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ES MTSAL 1999, GUNDERSEN ES MTSAIL 1996). A PCR restrikciés endonukleazokkal torténd
hasitasaval azonosithatdak az egyes fitoplazma csoportok, amelyek a kés6ébbi osztalyozas alapjait
tették le (LEE ES MTSAIL 1993). A PCR hasznalatanak hatranya, hogy az értékeléshez gél

elektroforézis sziikséges, valamint az amplifikalds tobb orat is igénybe vesz (SALANKI, 2017)

A nukleinsav-amplifikacié alapt moédszerek koziil egyre inkabb el6térbe kertilnek az izotermalis
amplifikaci6 elvén mikods eljarasok. A LAMP (Loop-mediated isothermal amplification) moédszer
az egyik legelterjedtebb eljaras, amelynek kifejlesztése NOTOMI ES MUNKATARSAINAK (2000) a
nevéhez flizédik. A kimutatas jol alkalmazhat6 a fitoplazmak detektalasira, amennyiben azokat
fitoplazma csoport szinten kivanjuk meghatarozni. A loop-mediated isothermal amplification
(LAMP) vagy hurokkézvetitett izotermalis amplifikacio, egy izotermikus nukleinsav-amplifikacios
technika, elénye a PCR-rel szemben, hogy nem igényel hémérsékleti ciklusokat, a reakcid
izotermalis korilmények kozott zajlik. Nagy elénye a nagyfokd érzékenység és specifikussag, a
r6vid amplifikacios id6 (30-60 perc). Az inhibitorokkal szemben kevésbé érzékeny, ezért a modszer
jo hasznalhato terepi korilmények kozott, ahol a diagnosztikai vizsgalatot megel6z6 hagyomanyos
DNS- vagy RNS-tisztitas nem kivitelezhet6. Akar mobil laboratériumként is alkalmazhato lehet a
jovében. A folyamat soran nem sziitkséges a ciklusonként hémérséklet valtoztatas, a vizsgalat végig
konstans 65°C-on torténik, mivel a felhasznalt Bacillus stearothermophilus eredetl polimeraz enzimnek
ez a héoptimuma. A LAMP reakci6 soran 2 par primer (vagy esetenként 3), egy kiils6 external és
egy belsé internal, 6 (vagy 8) régiot ismernek fel a célszekvencian. Az alkalmazott polimeraznak
szalhelyettesitési aktivitasa is van, mely a régi DNS szal lebontasa mellett Gjat szintetizal. A szalat
kiszorit6 DNS-polimeraz elinditja a szintézist, és 2 specialisan kialakitott primer ,hurok”
struktarakat alkot, hogy megkonnyitse a késébbi amplifikaciés koroket a hurkon torténd
meghosszabbitas és a primerek tovabbi Osszekapcsolasa révén. A reakcié eredményeképpen tehat
kilonb6z6 mérett hajtihurkot tartalmazé struktarak jonnek létre. A termék detektalasanak alapja
lehet a turbiditas mérése (az amplifikacié melléktermékeként az oldatban 1évé magnézium-
pirofoszfat csapadék okozta zavarossag), a szinvaltozas (kolorimetrias LAMP) mérése, vagy valos
idejii fluoreszcencias jelzéssel torténd jeldetektalas. A LAMP féleg kvalitativ (igen/nem)
kimutatasra hasznalhato, de valés id6ben is kévethet6 a fluoreszcens festék éltal adott jel mérésével
a modszer kvantitativva teheté (NOTOMI, 2000, SALANKI, 2017), (Internet_b13, ), (Internet_b14,),

(Internet_b15,).
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3. Anyag és modszer

Harom helyszinen, harom kilénb6z6 méretd iltetvényben végeztem a vizsgalataimat, melyek
egyrészbol rovartaniak voltak, mely soran rogzitésre kerilt az ultetvénybe beteleptils C. pruni
egyedszam valtozasa, mas részbdl molekularis biologiaiak, melynek keretében a levélbolhakbodl, a
kajszibarackfak és egyéb fajok levelébdl és gyokerébdl kivont DNS-t vagy nyers kivonatokat

vizsgaltam Ca. P. prunorummal val6 fert6zottség tekintetében.

3.1. Mintavételi teruiletek kivalasztasa

A mintakat egy Székesfehérvar kozeli, egy balatonvilagosi és egy iszkaszentgyorgyi ultetvényen

”e

gyujtottem.

3.1.1. Balaton-fruit Kft — Balatonvilagos

Az ultetvény teljes teriilete 56 ha, melybdl 42 ha kajszi. A kijel6lt mintatertilet 4,5 ha, kora valtozo,
a legrégebbi telepitések 23 évesek, a poétlasokkal az tltetvény folyamatosan ujul. Kivalé adottsagu,
a Balatontol alig 1,5km-re fekszik, mely az év nagy részében j6 mikroklimat biztosit a vegetacionak.
Tengerszint feletti magassaga 140-160 m kozotti, északi, a Balaton iranyaba lejtSs tertileten fekszik.
Az éves atlag csapadék 500 mm kortli, melyet csepegtets 6ntozéssel egészitenek ki. A virdgzaskor
fellépd fagykar mérséklésére paraffingyertyat hasznalnak. A meteoroldgiai adatok gydjtésére sajat
berendezés all rendelkezésre. A gytimolesfak soraban rendszeresen végzik a feltéré gyokérsarjak
mechanikai irtasat. Az tltetvény kézvetlen szomszédsagaban tdil6telkek és lakohazak talalhatoak,
melyek udvaran jellemzéek a kilonbozé faja feny6félék, melyeknek jelent6sége a vektorok
diapauzajaban lehet. Az iltetvény EK oldalin egy mez6véds erdésav huzodik, melyben
megtalalhatd a Prunus cerasifera, Prunus mahaleb (sajmeggy), tobbféle Prunus faj, illetve Rhamnus
cathartica. Fajtak: A mintaterileten soronként 4:1 aranyban Bergerouge és Late jumbo fajtak valtjak

egymast.
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6. abra: A balatonvilagosi tltetvény miholdképe. Forras: (Internet_b16, 2023)

3.1.2. Barackvirag farm, Székesfehérvar-Csala

A székesfehérvar-csalai tiltetvény (tovabbiakban: Csala) Székesfehérvartdl 3 km-re Eszak keletre
talalhato, légvonalban alig 1km-re a patkai viztarozo6tdl. A gytimolesos tertlete 54 ha, melybdl
kajszibarack 25 ha-t tesz ki, a tovabbi 29 ha-on szilvat, meggyet, szamocat és Oszibarackot
termelnek. A vizsgalt teriilet nagysaga 21,5 ha. A terilet legmagasabb pontja 195m, mig a
legalacsonyabb 162m-re van a tengerszint f6l6tt, magasabban, mint az tltetvény kornyezete, igy a
korai fagyok kartétele a hideg ,lefolyasa” miatt mérsékeltebb (Internet_b17, ).A fagyveszélyes
napokon benzinmotoros mobil szélgéppel csokkenthetd a fagykar. A térség csapadékban szegény,
nyaron aszalyra hajlamos, a sziikséges viz potlasat csepegteté Ontézéssel oldjak meg. A
meteorologiai adatokat folyamatos mikodésti automata gydjti. Az évrdl évre jellemzé kipusztulas
eredményeként feltoéré alanyhajtasok (mirabolan sarjak) olyan mértékben vannak jelen az

tltetvényben, hogy fava tudtak erésodni.

7. dbra: Fava er6sodott Miraboldn alany Csalan. 8. dbra: Egymas utdn pusztuld kilénb6z6 koru
Forras: Sajat kajszik Csalan. Forras: Sajat
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A kajszi tltetvény megujitisa folyamatos, az id6sebb allomany kora 20 év feletti. A megujitas
tltetvény részenként blokkban, illetve a pusztulasok pétlasabol all. Az tltetvény kondicidja valtozo,
pusztulasok mar a 10-15 éves dllomanyban is megfigyelhetSek, jellemzé fajtai: Bergeron, Gonci

magyar kajszi, Mandulakajszi, a Goldrich, valamint a Bergerouge.

9. abra: A székesfehérvar-csalai Barackviragfarm Kft iltetvényének mitholdképe. Forras:
(Internet_b16, 2023)

3.1.3. David Sandor — Iszkaszentgyorgy:

A harmadiknak valasztott Ultetvényre az extenziv muvelése miatt esett a valasztas. 2020-ban
telepitették, méretét tekintve a legkisebb, minddssze 78 fa alkotja. Iszkaszentgyorgy-Kisiszka
tertletére esik, zartkerti besorolasu, a szomszéd teriileteken hétvégi és allandé lakoingatlanok
talalhatéak. Fekvése FKK-DNyNy iranyd, 3 sorban hirmas kotésbe rendezett. Csapadékban
szegény, sekély termorétegt, alapkSzete dolomit. Az esémentes idészakok athidalasara csepegtetd
ontozés szolgal. A tulajdonos meteoroldgiai adatokat nem gydjt. Az iltetvénynek tobb sajatossaga
is van, melyek kihatassal lehetnek vizsgalatom targyara. Kizarolag kézi munkaeré all rendelkezésre,
ennek egyik oka a teriilet kis mérete a masik, hogy a nagy lejt6szog miatt (180m-en 25 m a
szintemelkedés) er6géppel nem jarhaté. A kozelben, alig 500 m-re, mikoédé dolomit kébanya
talalhaté melybdl, -az uralkod6 szélirany miatt- a sz¢l finom dolomitport terit az tltetvényre és a
kornyékbeli ingatlanokra. A kémiai gyomszabalyozast a tulajdonos nem végez, a tertileten legelészé
6-8 birka tartja minimumon a gyomvegetaciot igen eredményesen. A gytimolcsos fiatal kora és az
allatok allando jelenléte miatt az Gltetvényekben gySkérsarjak nem tudnak feltérni. Az ltetvény

kondicidja kivalo, jellemzé kajszi fajtai: Magyar kajszi, Gonci magyar kajszi, Piroska és Pannonia
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10. abra: David Sandor tltetvényének miholdképe. Forras: (Internet_b16, 2023)

3.2. Cacopsylia pruni gytijtésére alkalmazott modszerek

3.2.1. Gyiijtés kopogtatassal

A rovarok detektalasara 65 cm atmérdjd, véka formaja, fehér vaszonbdl készilt kopogtatd ernydt,
valamint a Biocont cég altal is forgalmazott fehér ragacslapot hasznaltam, alkalmilag kiegészitve
sarga, illetve sargaszold szinG lapokkal. A kopogtatast 2022. marciusaban kezdtem 2-3 hetes
1d6kozonkénti gyakorisaggal és egész augusztusig figyelemmel kisértem a levélbolhak jelenlétét.
2023. februar 20-t6l a kopogtatast és a ragacslapos csapdazast is folytattam. A ragacslapok 2022-
ben marcius elején kertltek kihelyezésre, mig 2023-ban mar februar végén. A C. pruni
egyedszamanak lecsOkkenését kovetSen a kozeli szorvany fenyvesekben folytattam a kopogtatast,
egészen augusztus végéig. 2022. oktoéberben 25 cm széles hullampapir 6veket helyeztem ki az
tltetvényekbe, valamint a kozeli fenySk torzsére. A gyijtott levélbolhak analizisére a gyGjtést
kovetSen kerilt sor, mely soran sztereomikroszkoppal a rovarok faj szintd azonositasat végeztem
el. A levélbolhakbol DNS-t tisztitottam és a LAMP -teszttel vizsgaltam a fitoplazma jelenlétét a

rovarban.
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11. abra: Kopogtato ernyd. Forras: Sajat

A rovarok begyijtésére a kopogtatéernyé bizonyult a legalkalmasabbnak. 2022 év elsé tavaszi
kopogtatasat a teriiletek bejarasaval és az tltetvényeken beltli vizsgalati teriletek kijelolésével
kezdtem. Csalan 8 mintatertletet, Balatonviligoson 6 mintateriiletet, Iszkaszentgyorgyon 3
mintatertiiletet jeloltem ki, melyeket marciustol augusztusig kezdetben 2-3 hetes fordulékban, majd
a levélbolhak eltinését kovetSen havi 1x vizsgaltam. A mintatertileteken belil 5-5 fat jeloltem ki
kopogtatas céljabol, melyeknek 4-4 oldalardl vettem mintat. Azon fak esetében melyek mar a
kipusztulas szélén alltak, vagy fiatal koruk miatt nem rendelkeztek elég aggal, ott a rendelkezésre
all6 agakroél vettem csak mintat. Csak a talajrol elérhet6 vazagakat, gallyazatot vizsgaltam. Csalan
Bergeron, Gonci magyar kajszi, Mandulakajszi, Goldrich, valamint Bergerouge fajtakat vizsgaltam.
Balatonvilagoson Bergerouge és Late jumbo fajtakat, mig Iszkaszentgy6rgyon Magyar kajszi, Gonci

magyar kajszi, Piroska és Pannoénia fajtakrol gyGjtéttem mintakat.

A kajszik vizsgalata mellet igyekeztem felkutatni az tltetvények kozelében talalhaté 6rokzoldeket,
ugyanis a szakirodalmi forrasok t6bb izben is utalnak arra, hogy a Cacopsylla pruni nyartdl a
kovetkezd tavaszig feny6félékre huzodik vissza és imagd alakban vészeli at a telet. Az 6rokzoldek
vizsgalata tobb nehézségbe is ttkézott. Egyrészrél magassaguk és kiterjedésik legtobbszor
jelentésen meghaladta azt a méretet, amit kézi eszkézokkel, vagy akar létrardl is elvégezhettem
volna. Masrészrél az O6rokzoldek a nyaralok, lakoéingatlanok tertiletén helyezkedtek el, ami a

feny6félék vizsgalatat szintén nehezitette. Kopogtatassal vizsgalt 6rokzoldek:
-Fekete feny& (Pinus nigra)

-Exrdei feny6 (Pinus sylvestris)

-Ezust feny6 (Picea pungens)

-Lucteny6 (Picea abies)
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-Cédrus (Cedrus spp.)
-Keleti tuja (Platycladus orientalis, syn: Thuja orientalis)
-Tiszafa (Taxus baccata)

-Bordka fajok (Juniperus spp)

3.2.2. A kopogtatias médja és a mintak tarolasa

A kopogtatderny6t az ag ala tartjuk, majd egy kb. 3 cm atmérdja bottal tobbszor az agra ttiink. Ha
az ag hossza legalabb erny6 atméréjének 3 szorosa, gy az erny6 athelyezésével az ttést
megismételhetjilk. Minden kopogtatast kévetéen szemléljiik meg az erny6 tartalmat. A Psy/la fajok
szabad szemmel is lathatoak, 2,5-3 mm nagysaguak, a C. pruni naracssarga szarnyszinével jol kitinik
az egyéb levélbolha fajok kozul. Apré méretik miatt begyUjtésikhoz optimalis rovarszippantdt
hasznélni, mert barmilyen mas médszer hasznélata esetén elugranak. Elénkebb sz¢él a kopogtatd
erny6t konnyen kiforditja, ezért célszert egy 6-8 cm atmérGji nehezéket (pl: dunakavicsot) az ernyé
aljaba helyezni. A felszippantott rovarokat egy kis méretl zacskoba atkopogtatjuk, majd a zacsko
belsejébe grafittal irt azonositot helyezziink. A rovarok elkabitasasara éter-acetatattal, vagy
korémlakklemoséval atitatott papirzsebkendé darabot hasznaljunk és ne vattat, ugyanis abba
konnyen belegabalyodnak, illetve benne elbijhatnak. Végezetil a zacskét csoméval zarjuk le. Az

illékony éter-acetat gbze a rovarokkal révid idén belil végez.

3.2.3. A rovarmintak mikroszk6épos azonositasa

A mikroszképos vizsgalat soran csak a C. pruni azonositasat végeztem el, a rovarokon egyéb
vizsgalatok elvégzése nem volt szempont. A legalkalmasabbnak a sztereomikroszkép 6,3 x 1,6
nagyitasa bizonyult. Az azonositast kévetéen rovar mintakat Eppendorfba tettem a kénnyebb

kezelhet6ség érdekében, majd tarolasra mélyfagyasztoba helyeztem.

3.2.4. Gytijtés szincsapdakkal

A ragacslapokat a vizsgalt ultevényekben még riigypattanas és a levélbolhak megjelenése el6tt
helyeztem ki. Az irodalmi adatok alapjan a fehér ragacslap hasznalata latszott a legalkalmasabbnak,
igy mindharom dltetvényben a 15 cm x 22 cm nagysagu mindkét oldalan ragasztés tipust
hasznaltam. Iszkaszentgyorgyon 3 db, Csalan mintateriiletenként 2-2 db, mig Balatonviligoson
mintateriiletenként 1-1 db-ot helyeztem ki, melyeket a telitédés és névényi részekkel vald
szennyez6dés figgvényében cseréltem. A lapokat a fak déli oldalan fejmagassagban régzitettem a

fakra. A balatonvilagosi tltevény esetén a kozeli mezévédd erdésavbol bemigrald egyedek
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megfigyelésére az iltetvény keritésére rogzitettem a lapokat. A megfigyelési id6szak augusztus

végéig tartott.

3.2.5. Gytijtés hullampapir 6vvel

A vegetaciés id6 végén hullampapir 6veket helyeztem ki az tltetvényekbe, a kozeli fenyé félékre
(erdei-, fekete- és lucfenyd), illetve a mezévédd erdsavba is. A hernyéfogd dvek névényvédelmi
haszna az araszololepkék, alma és barackmolyok gyéritésére kozismert. Arra voltam kivancsi, hogy
alevélbolhak igénybe veszik-e a kihelyezett téli menedéket. A kajszikra kb. 50 cm térzsmagassagban
kertltek ki a 25 cm széles 6vek, melyeket mtianyag kot6z6zsineggel szoritottam a torzsre. A feny6
félék esetében az Oveket fejmagassagban tekertem a fak torzsére. A mez6véds erdésav esetén a
burjanzé névényzet miatt a torzsre nem lehetett a hullimpapirt felerésiteni, igy ezen esetekben
vastagabb agakat tekertem korbe. 2023. februarjaban szedtem le 6ket, majd 3 L-es nylon zacskéba
tettem Oket. A mintakat par hétig 10°C-on, majd 15-20°C-on tartottam évszaknak megfeleld
megvilagitais mellett, hogy a hirtelen hémérsékletvaltozasbol ered6 hoéstresszt elkeriiljem.
Amennyiben a levélbolhak a hullimpapirovbe kerestek téli menedéket, ugy a diapauzabdl

felébredve a zacskoban lathatova valnak.

12. abra: Hulldimpapir 6v feketefeny6n és kajszin. Forras: Sajat

3.3. Novényi mintak gytjtése

3.3.1. Levélmintak gytijtése

A fitoplazma vizsgalat elvégzéséhez a levélmintak megszedésére 2022. augusztus 31 és szeptember

2-a kozott kertlt sor. A csalai mintatertilet esetében a levélmintak gydjtésése céljabol a kopogtatasra
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kijelolt tertiletet szlkiteni kellett, oly médon, hogy ahol pusztul6 vagy elpusztult kajszit talaltam,
vagy a levél kanalasodasa, sargulas folytan a fa fitoplazma fert6zés gyandjara adott okot ott a
,»,haldoklé” fardl, valamint a kortlotte 1évé 3-9 szomszédos egyedrdl szedtem mintat. Ezen kiviil
levélmintakat vettem azokrdl a kozeli, de nem a tertilethez tartozd mezévédd erddsavban talalhatd
névényekrdl is melyeken a kopogtatas soran C. pruni egyedeket talaltam, tovabba az tltetvény
teriiletén talalhat6 alanysarjakrol, melyek bizonyos esetekben mar fa méretliekre néttek. Az nyar
végi id6épont idealisnak tekintheté a levélmintak szedése céljabol, mert a télre a gyokérbe
visszahuzodott, majd tavasszal Gjra a hajtasok iranyaba mozgd fitoplazma addigra a fat teljesen
kolonizalta. A mintat minden egyes fa esetében, mind a 4 égtaj fell vettem. Fgtajanként 1-1 levelet
gyGjtottem levélnyéllel és aluféliaba csomagoltam. Mintatertiletenként szedett mintakat egy nylon
zacskoba tettem a késébbi konnyebb feldolgozas érdekében. Minden fardl fényképet készitettem,
oly médon, hogy a fara egy kis méretd white-board tablat akasztottam, melyre a fa egyedi
azonositdja kertilt. A mintazast dokumentaltam, melyet kézzel rajzolt térképpel egészitettem ki. A
konnyebb megtalalhatésag érdekében a fak torzsét narancs szind jel6lé sprayjel jeloltem meg. A

mintazott fakat a lathato tinetek alapjan 6 kategériaba soroltam be:

I: Mentes, latszolag egészséges
II: Levéltunetek 1 agon

III: Sargulas t6bb agon

IV: 1 elhalt ag

V:T6bb elhalt ag

VI.: Elpusztult fa
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13. abra: Pusztuld kajszik a balatonvildgosi iltetvényben

A kategériakba sorolas alapjat a TARCALI ES KOVICS (2009) altal felallitott lathaté szimptomak
szerinti besorolas képezte. A kajszikrél szarmazé mintak I-VIL tiineti besorolast kaptak, mig a
mez6védS erdGsavbol szarmazd egyéb fajok — melyek nem mutattak tiineteket — I-est.
A mintakat a mintazas ideje alatt hit6taskaban, majd MATE Noévényvédelmi Intézetbe torténd

elszallitasig -20 °C-on taroltam, ezt kévetSen a laborban feldolgozasig -70°C-on taroltak a mintat.

rre

3.3.2. Gyokérmintak gytijtése

Mivel a fitoplazma a névényi vegetacios idészak végén a gyokérbe huzodik vissza, ezért a

gyokérmintakat a termé kajszifak nyugalmi idészakaban, februarban gyGjtottem.

A mintazandé fak kivalasztasat megel6zte a levélmintak molekularis genetikai vizsgalata, igy az ott
kapott eredmények alapjan szlkitettem le a vizsgalando fak korét. A mintak megszedéséhez csak
aso ¢és zacsko sziikséges. A kivalasztott fak 2 oldalardl 1 asényom mélységbdl szedtem 4-5 db 5-10
cm hosszu gyokeret. Szem el6tt kellett tartanom, hogy a fitoplazma vizsgalata fizikai feltarassal
kezdédik, igy célszert hajszalgyOkereket, maximum 1 mm atméréja gyokereket valasztani. A
zacskok zardsa el6tt par ml vizet OntSttem a zacskoba a kiszaradas megelézése céljabol, majd a
zacskokat kivilrél cimkéztem. A balatonvilagosi tltetvényben marcius végén, aprilis elején 4
kilénb6z6 fajtaji magyar eredetd, valamint 5 Spanyolorszagbdl és 1 Németorszaghdl szarmazéd
kilénb6z6 fajtaja oltvany telepitésre is sor kertlt. A fajtak egymastdl elkiilonitve vermelve vartak a
telepitést. Az egyedenkénti mintiazas nem jOhetett széba, a fajtakat kilon-kilén 4-4 oldalrol
mintaztam a fenti modszerrel. Az eltelepitend fajtakrél atlagban vartam eredményt a tekintetben,

hogy az oltvanyok vajon fertéz6ttek-e mar fitoplazmaval.
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A vizsgalatig a gy6kereket mindkét gytdjtést kdvetSen 4 °C-on taroltam. A levelekbdl és gyokerekbdl
a MATE Novényvédelmi Intézet Genomikai Kutatécsoport munkatarsaival a mintakbol nyers

noévényi kivonatot, vagy DNS-t tisztitottunk és LAMP tesztel végeztiik a fitoplazma detektalast.

3.4. Alkalmazott laboratoériumi modszerek

A rovarmintakat, az erd6savbol gydjtott levélmintakat, illetve a kajszifak levél és gyokérmintait
2023. januar-marcius honapokban kezdtem vizsgalni a MATE Novényvédelmi Intézet Genomikai
Kutatécsoportjaban, Godollén. Osszesen 80 levélmintan, 10 gyokérmintdn és 14 rovarmintan
végeztem DNS kivonast, a tisztitott DNS min6ségét agardz gél elektroforézissel ellenériztem, a

fitoplazma detektalast LAMP teszttel végeztem.

3.4.1. DNS tisztitas (n6vény, rovar mintakbol)

A DNS kivonast NucleoSpin Plant II (MACHEREY-NAGEL) kittel végeztem. A kit tartalmazta
mindazon puffereket és szlréket, amik a DNS tisztitashoz sziukségesek. A kiten kiviil sziikséges
még 1,5 ml-es Eppendorf csévek, Eppendorf tarté, mintanként 1-1 dérzsmozsar, Eppendorf

centrifuga (vortex), termoblokk, pipettak és pipetta hegyek.

A levélmintakat feldolgozasig -70 °C-on taroltam. A leveleket dorzsmozsitban, folyékony
nitrogénben homogenizaltam 400 ul PL1 lizis pufferben, ami segiti a sejtek feltarasat. A gyokér és
a rovarmintakbél e médszerrel végeztem DNS tisztitast, annyi kiilonbséggel, hogy a gyokereket
el6zetesen mintanként steril szikével apritottam tveglapon, majd nitrogén hozzaadasa mellett
poritottam. A rovarmintdk esetén folyékony nitrogénre nem volt szitkség a feltarashoz,

szétdorzsolés utan a PL1 puffer ramérésével kezd6dott a DNS kivonas folyamata.

Az igy kapott anyagot 1,5 ml-es Eppendorf csovekbe ontéttem at, majd hozzaadtam 10 ul RNazt,
mellyel a mintaban fellelhet6 RNS-t bontattam el, igy biztositva, hogy csak DNS legyen a
mintakban. A mintak par masodperc vortexelés utan a 65°C-ra elémelegitett termoblokkba tettem
20 percre inkubalni. Az inkubacié végén a mintakat 13.500 rpm-en centrifugaltam, hogy a
sejttormeléket elkilonitsem a DNS-tartalmazé lizatumtol. A tovabbi 1épésekhez a foliluszot

hasznaltam, 700 pl-t

NucleoSpin Filter (lila gytrd) szGrére pipettaztam, majd 5 percig centrifugaltam. Az atszdrt
folyadékot atontéttem 1,5 ml-es Eppendorf csévekbe és hozzaadtam 450 pl PC puffert, majd
homogenizaltam. A folyadékbol 700 pl atpipettaztam DNS megkotéséhez egy uj NucleoSpin (z61d)

szar6t hasznaltam, majd 1 percig 13.500 rpm-el centrifugaltam.
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Az atfolyora nem volt tovabb szitkség. A tovabbi 3 Iépésben a szliré mosasat végeztem. El6szor
400 pl etanol tartalmd PW1 puffert adtam hozza, majd 1 perc centrifugalas utan az atfolyot
leontottem, majd 700 ul PW2 puffert adagoltam hozza, amit tjabb 1 perc centrifugalas kévetett.
Az atfolyot ledntéttem, majd itatospapiron a szirén és a szarétarton 1évé mosdanyagot leitattam.
Ujabb 200 ul PW2-t mértem a sziirére, majd 2 perc centrifugalas utan a sz(irét Gjra leitattam, majd
ezt kovetden 4 percig centrifugaltam, hogy nem maradjon alkohol a sziirémembranon. NucleoSpin
(z0ld) szlréket 1,5 ml-es Eppendorf csovekbe tettem és a termoblokkban el6zetesen 65 °C-ra
felmelegitett PE-bol 25ul-t rapipettaztam a szlir6 kozepébe. A PE egy eluciés puffer, ami leoldja a
DNS-t a sziré membranrol. 5 percig allni hagytam, majd 1 percig centrifugaltam. Az atfolyot djra
rapipettaztam a z0ld szrére és az Gjabb 1 perces centrifugalast kovetéen az Eppendorf aljan
megkaptam az adott mintabol szarmazé pufferes kézegben 1évé tiszta DNS-t, melyeket azonnali

felhasznalasig jégen, késébbi felhasznalasig -20 °C-on fagyasztoban taroltam.

3.4.2. Agar6zgél ontése és a DNS futtatasa

Az agardz gélt kozvetlentll a futtatas el6tt elkészitettem. 8x15 cm tiveglapra beallitottam a ,,féstt”,
ami a zsebeket késziti az agardz gélbe. A talpas lombikban tarolt agar6zhoz annyi desztillalt vizet
ontéttem, hogy kb 1 cm-re lepje el az agardzt, majd 4-5 percig mikrosiitében melegitettem, mig
teljesen vizszerd allapotba kerilt. A felmelegitett agar6zbdl 30 ml-t atontéttem mérépoharba és 1
ul etidium-bromidot adtam hozza, ami a beéptl a DNS-be és fluoreszkal UV fényben, ezaltal
lathatova valik a késébbi fotézas soran. A mérépoharbdl az tiveglapra ontéttem az agardzt, majd a

gél megszilardulasa utan (kb 30 perc) a ,,téstt” kihtztam a géllapbol.

A tisztitott DNS mindségének ellenérzését agardz gélelektroforézissel végeztem. A mintak
festésére 3 pl DNS festéket hasznaltam, amelyet 3 ul tisztitott DNS-hez adtam, majd Etidium -
bromiddal festett, 1 ,2 %-0s agardz gélre vittem fel. A festékkel kevert DNS-b6I 6pl-t pipettaztam
minden egyes zsebbe, majd 130 V fesztltséget allitottam be 45 percre. Az eltelt id6 alatt a DNS a
gélben a pozitiv sarok felé vandort. Az elektroforézis utan a gélrél a Bio-Rad ChemiDoc™ MP

Imaging System segititségével fotot készitettem.

3.4.3. Nyers novényi kivonat készitése Plant Material Lysis Kittel

A fitoplazma kimutatashoz szamos szakirodalmi hivatkozas nyers ndévényi kivonatot alkalmaz,
ezért a Plant Material Lysis Kit-el crude extractot készitettem a mintakbol. A levelek egy részének
szétdorzsoléséhez a Plant Material Lysis Kit-ben talalhaté erés mutanyag csovet hasznaltam,
melyben egy a csé atméréjéhez igazodd csapagygolyd van (O: 10mm). A levelekbdl 2 cm x 2cm

darabokat, a gy6kérmintakbol pedig 3-4 db 3 cm-es darabokat el6zetesen szikével kisebb darabokra
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vagtam a konnyebb feltaras érdekében, majd a csévekbe helyeztem és hozzaadtam 1 ml lizis puffert
és lezartam. A minta tipusatdl fiiggben 1-5 percig vortexeltem, amig a minta szoveteit teljesen
szétroncsoltam. A kit tartalmaz a sziikséges folyadék minta kiemelésére alkalmas muanyag
hurokban végz6d6 palcikat, mellyel 10 pl-t (egy adag) vittem at a higitépuffert tartalmazé fiolaba

és Osszekevertem, majd 5 pl-t hasznaltam templatként a LAMP teszthez.

3.4.4. LAMP vizsgalat

A fitoplazma kimutatasira LAMP vizsgalatot hasznaltam mely egy izotermalis amplifikdcion
alapul6 modszer. X. csoportra specifikus primereket (inditészekvencidkat) alkalmaztam a
fitoplazmak kimutatasara. A modszer 1ényege, hogy a 4 primer (2 par) 6 célszakaszt ismer fel a
templat DNS-en, ezzel a kimutatas specifikussaga névelhet6 (4 kilénb6z6 primert hasznaltam a
célgén 6 kulonboz6 régidjanak amplifikalasara, ami néveli a kimutatas specifitasat: két kilsé primert

(F3 és B3) és két bels6 kettds primert (FIB és BIP))

1. tablazat: LAMP teszthez hasznalt inditoszekvenciak bazissorrendiei

Primer | Bazissorrend (5'-3')

FIP AGCATACCCTTGCGGGTCTTTTTTTTACAGTTGGAAACGACTGCTA
BIP AAGAGATGGGCTTGCGGCACTTTTCTCAGTCCAGCTACACATCA
F3 CCTGCCTCTTAGACGAGGAT

B3 CAATGTGGCCGTTCAACCT

A detektalas alapja a LAMP Isothermal Master Mix-ben taldlhaté fluoreszcens festék (SYBR green),

amely lehet6vé teszi a valos idej fotometrias detektalast.

A Master Mix a kovetkezé komponenseket tartalmazza:

-15 ul LAMP Isothermal Mastermix

-0,5-0,5 pl F3 - B3 primerpar

-3-3 ul FIP — BIP primerpar

Az elkészult mixet r6vid ideig vortexeltem, majd felhasznalasig jégen taroltam.

A LAMP vizsgalatokat 2 késziléken végeztem minta mennyiségtdl figgéen. Az Optigene Genie
IIT kompakt, terepi hasznalatra is hasznalhat6. Egyidejtleg 6 minta (+2 kontroll minta) vizsgalatara
alkalmas. A Roche Light Cycler 96 real-time PCR késziilék, 94 minta (+2 kontroll) egyidejd
vizsgalatat teszi lehetévé. Az Optigene-hez 8-as, mig a Roche-hoz 12-es csoveket (microtube stripe)

hasznaltam. A vizsgalathoz 5 pl templatot hasznaltam. Minden vizsgalathoz pozitiv és negativ
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kontrollokat hasznaltam, a vizsgalat validitdsanak alatimasztasara. Pozitiv kontrollként egy
igazoltan fitoplazma fertézott kajszibarack mintabdl tisztitott DNS-t, mig negativ kontrollként
steril desztillalt vizet hasznaltam. Ezt kovetéen 21 ul LAMP mixet adtam a mintakhoz. A
vizsgalatot a Optigene Genie IIL illetve a Roche Light Cycler 96 real-time PCR késziilékben
végeztem. Az amplifikicié izotermadlis korilmények kozott zajlott, 65°C-on 50 percig. Az

amplifikacio6 a késziilékek kijelz6jén valds idében kévetheto.

A LAMP amplifikacié utain a mintadk egy részét ellenérzésképpen 1,2%-os agardz gélen is

megfuttattam.
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4. Vizsgalati eredmények és értékelésiik

4.1. Kopogtatasos rovargytijtés eredménye

2022-ben Iszkaszentgyorgyon és Balatonvilagon 7-7, mig Csalan 8 alkalommal kerestem
kopogtatassal C. pruni egyedeket. A vizsgalatokat 2023-ban is folytattam, de az eredmények jelen

szakdolgozatban mar nem szerepelnek.

4.1.1. Rovargytijtés a balatonvilagosi iiltetvényben

A balatonvilagosi tltetvényben — valdszintleg a gyakoribb rovarélészeres kezelésnek kdszonhetSen
— nem tudott megtelepedni a levélbolha. A 7 vizsgalati alkalombdl Osszesen egyszer talaltam 1db
C. pruni egyedet az ultetvény tertiletén. A tovabbi 6 alkalommal 2022. marcius 17. és augusztus 8-a
kozott csak az ultetvény kozelében talalhaté mez6évéds erdbsavban és zartkertek 6rokzoldjein
voltak fellelhetéek, az Osszes fogas 20 szilvalevélbolha volt, ebbdl 5 példanyt juniusban a kozeli
zartkertek keritése mentén talalhaté Thuja orientalisrol gyGjtottem. A mintavételi napok évszakra

jellemz6 hémérsékletiek voltak, naposak, szélcsendesek vagy gyengén szelesek.

Balatonvildgoson fogott C. Pruni egyedek szdma az atlaghémérséklethez
és a rovarolszeres kezelésekhez viszonyitva
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14. abra: Balatonvilagoson fogott C. pruni egyedek létszamvaltozasa. Forras: Sajat
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2023. februarban 2x és marciusban is 2x mintaztam az tltetvényt. Mind februar 20-an, mind pedig
tebruar 27-én témeges volt a Cacopsylla peregrina jelenléte, mig Cacopsylla prunibol 2 egyedet fogtam
az ultetvényben kopogtatassal, egyet az Ultetvényen kivili mez6védd erdésavban Prunus cerasiferdn,
mig egy szilvalevélbolha a fehér ragacslapba ragadt. 2023. marcius elején az Gltetvény réz tartalmui
kezelést kapott kiegészitve kontakt rovardlével, ennek eredményeként a marcius 9-1 gytjtés
eredménytelen volt, az tltetvényben nem volt levélbolha, sem mas, kopogtatassal gydjtheté rovar.
A mezévédS erdésavot nem permetezték, ennek ellenére sem a vad Prunus fajokon, sem
sajmeggyen, sem pedig mirabolan sarjakon nem lehetett Cacopsylla fajokat talalni. Marcius 22-én az
tltetvényben tovabbra sem volt tapasztalhato levélbolhak jelenléte, de a mez6véds erdésavban tjra

megjelentek kilonb6z6 vad Prunus tajokon.

15. abra: C. peregrina néstény és him, alul: C. pruni néstény és him. Forras: Sajat

4.1.2. Rovargytijtés a csalai tltetvényben

A csalai tltetvényben a 2022-es vegetacié alatt 8 alkalommal vizsgaltam a C. pruni egyedszam
valtozasat. A kora marciusi idépontban az ultetvény egyik mintateriletén sem talaltam
levélbolhakat. Az atlagh6mérséklet februar kozepétSl folyamatosan csokkent, a vizsgalat
idépontjaban az atlagh6mérséklet -1°C volt, de a napi maximum is 5°C alatt maradt. A hémérséklet
marcius 12-t6] emelkedett mutatott. Marcius 23-4n az iltetvény Fny-Ny szélén mar fogtam 4
egyedet, ekkor az atlaghémérsékelt 12°C felett volt, majd marcius végén kezdtek az tltetvénybe a

szilva levélbolhak tomegesen betelepiilni. Ekkor az tltetvény mind a 4 mintateriiletén fogtam
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nagyobb egyedszamban. A fogott egyedek fele miraboldn vadsarjakrél szarmazott. Aprilisban és
majusban a fogasok folyamatosan csokkentek, majd majus végén fogtam a csalai tltetvényben az

utols6 példanyt.

A csalai tltetvény 2022-es vegetacio soran felszivodé (acetamiprid) rovardlészeres kezelést kapott
majus 2-an, majd ezt kovetéen majus 31-én és junius 20-an kontakt (lambda-cihalotrin) szerrel
kezelték. A rovarolészeres védekezések a levélbarkok, valamint a lepkehernyok ellen iranyultak, a
levélbolhak szamat érdemben mar nem befolyasoltak. Marcius honapban és aprilisban a kajsziban
kizarélag fungicides kezelést és gyomirtas végeztek A diagrammon a fogasok szamabol jol latszik
névekvé kora tavaszi populaciod, mely zavartalanul tudott az tltetvénybe betelepiilni a kora tavaszi
rovardlGszeres kezelés hianya miatt.

Csalan fogott C. pruni egyedek szama az atlaghémérséklethez, a max.
hémérsékelthez és a rovardlészeres kezelésekhez viszonyitva
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16. abra: Csalan fogott C. pruni egyedszamvaltozasa. Forras: Sajat

Osszehasonlitva a csalai és a balatonszentgyorgyi rovardlészeres kezelés id6zitésének
hatékonysagat a csalai Gltetvény mas karositok ellen idébeni, de a C. prunik ellen megkésett elsé
kezelése a betelepiil levélbolha populaciéra mar befolyassal nem tudott lenni, azok — amennyiben
fert6zottek voltak fitoplazmaval — a szivogatasuk soran azt a névényi floemnek atadtak. A majusi,
juniusi kezelésekkel csupan a tojasokbol kikel6 larvak szamat gyéritették. A balatonvilagosi
tltetvényben a 2 kontakt majd az ezt koveté 4 felszivoddszeres kezelés az dltetvénytdl

eredményesen tartotta tavol a levélbolhakat, hiszen mig a mez&védd erdésavban a C. pruni jelenléte
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folyamatos volt a marcius majusi periédusban, addig az iltetvényben 1 alkalmat leszamitva nem

sikertlt levélbolhdkat megfigyelnem.

4.1.3. Rovargytijtés az iszkaszentgyorgyi iiltetvényben

Az iszkaszentgyorgyi ultetvény extenziv mivelést. A kora tavaszi lemosé permetezést kbvetSen
majus kézepén és végén 1-1 acetamiprid hatéanyagui rovardlészeres kezelést kapott. 2022, marcius
és julius kozott 7 alkalommal torténé kopogtatassal és fehér lapos csapdazassal sem sikertilt

egyetlen egyedet sem fognom.

4.1.4. Rovargytijtés 6rokzoldekrol

A C. pruni egyedek diapauzara vonulasat kovetéen Balatonvilagoson és Csalan az tltetvények
kozelben talalhaté 6rékzoldeket kopogtattam, mert szakirodalmi adatok szerint a szilvalevélbolha

a nyugalmi periddusat tllevelGeken tolti.

A balatonvilagosi tltetvénytdl légvonalban 2 km-re keletre talalhaté az Alsotekeresi faiskola, ahol
2 alkalommal jartam végig az eladasra termelt 6rékzoldeket. Vizsgaltam tébbek kozott Tuja féléket,
Ezistfeny6t, Bordka fajokat, Fekete- és Erdei feny6t, Cédrus féléket és Tiszafat is.
A kajszi tltetvény kozvetlenil a balatonvilagosi nyaralokkal szomszédos. 2022. kora marciusban,
majd majustél augusztus végéig rendszeresen vizsgaltam a legkézelebbi utcak 6rokzold fajait
melyek féleg Luc- és Eziist fenyébdl, Boroka és Tuja fajokbdl alltak. Az Alsotekeresi faiskolaban
egyik alkalommal sem talaltam C. prunit, mig a nyaral6 6vezetben marcius elején 1 db-ot, mig junius

végén 5 db-ot Thuja (syn: Platycladus) orientalison (14. abra zold oszlopokkal jelolve).

A csalai Gltevénytdl alig 1 km-re, DK irdanyba 5 ha tertiletd feketefenyé erdé talalhaté. 2022. junius
elejét6l augusztus végéig vizsgaltam a fak talajrol is  elérheté agait kopogtatassal.
Csala nevi Székestehérvarhoz tartozoé telepiilés 2 km-re talalhatd, ahol a parkban, utcakon talalhato
Lucfeny6t, Cédrus fajokat, Tiszafat vizsgaltam. Mind a feketefeny6k esetében, mind a csalai

kozteriiletek 6rokzoldjei esetében negativ eredményt hoztak a vizsgalatok.

4.2. Ragacslappal és herny6fogo 6vvel torténé rovargytijtések eredménye

4.2.1. Gytijtés ragacslappal

A fehér ragacslapokbdl Csalan mintatertletenként 2-2 db-ot (Osszesen 8-at), Balatonvilagoson a

mezévéds erdbsav és az Ultetvény koézé 2 db-ot, a kajszi Ultetvénybe 5 db-ot, mig
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Iszkaszentgyorgyon 3 db -ot helyeztem ki. Ezen kiviil Balatonvilagoson kisérleti jelleggel 2022-ben
7 db sarga ragacslapot, mig idén a fehér lapok mellett a sargaszold szinat fuggesztettem ki. A 2022
marciustol augusztusig tartd megfigyelési idészak alatt sem a fehér lapok, sem a sargas lapok nem
togtak Cacopsylla prunit sem az tltetvényben, sem az Gltevényen kivil talalhaté egyik mintateriileten
sem. A Balatonvildgosra kihelyezett sarga lapokat a kajszi viragzasanak kezdetén a tulajdonos
kérésére eltavolitottam, mert a megporzast végzé haziméhekre vonzé hatassal birt és nagy szamu
méh ragadt bele. 2023-ban 1 fogast leszamitva sem a fehér, sem a sargaszold ragacslapokkal nem
sikertlt Cacopsylla prunit fogni. Negativ tapasztalat, hogy a lapok kénnyen szennyezédtek névényi
tormelékkel (sziromhullas), szamos érdektelen fajt is gydjtottek (Csalan nagy szamu légy ragadt a
csapdakba a kézeli hulladékleraké miatt), emiatt gyakran kellett cserélni. Tovabba a ragacslapok

sérilékenyek, viharos erejd szelek konnyen letépték a fak agaira erdsitett lapokat.

4.2.2. Gytjtés hullampapir 6vekkel

A hullampapir 6veket kihelyezésére 2022. oktober elején kerilt sor. A 25 cm széles hullimpapir
csikokat Csalan és Balatonszentgyorgyon kajszi fak és mirabolan sarjak tOrzsére, illetve az
tltevények kozelében talalhaté 6rokzoldek (Erdei- és Feketefeny6, Lucfenyd) torzsére helyeztem
ki. A t6bb mint fél éves kint létet az id6jaras altal igénybevétett a hullimpapirévek nehezen birtak,
az es6zések és az erds szél tobbet is letépett a fak torzsérél. A megmaradt 6veket februar végén
tavolitottam el és minta tekercsenként zacskokban elkiilonitve taroltam. Az értékelésiik makro- és
mikroszképos modszerrel tortént. Az hullampapirbol készilt hernyoovet sem a Cacopsylla pruni sem

mas levélbolha fajok nem vették igénybe téli diapauzalasi idejik alatt.

4.3. Molekularis genetikai modszerekkel végzett vizsgalatok eredményei

4.3.1. Fitoplazma DNS analizise qPCR-rel

Kajszi levelekbSl NucleoSpin Plant II. kittel végeztem 80 mintan DNS kivonast. 56 minta
szarmazott a csalai dltetvénybdl, 21 minta Balatonvilagosrdl, 3 pedig Iszkaszentgyorgyrol. A
vegetacios idében lathatd szimptomak alapjan értékelt egyedek DNS mintaibdl kivalasztottam 60-
at, melyekbdl 35 fa tinetmentes (I.) volt, 2 esetben csak egy agon voltak tiinetek (IL.). 11 fan t6bb
agon volt tapasztalhat6 sargulas (I11.), 5 fanak 1 elhalt aga volt (IV.) és 7 esetben a gytimdlcsfa tobb
aga is elhalt (V.). A kivalasztott mintak LAMP vizsgalatat 2 kérben Roche Light Cycler 96 real-time
PCR késziilékben végeztem. A mintakat izotermalis héfokon torténé amplifikalasat kovetSen

fluoreszcens hotérképen (heat map), valamint grafikus médon diagramm segitségével értékeltem.
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A kapott eredményeket Gsszevetettem a tlineti besorolasokkal. A heat map szinjel6léseket (z61dtél

a vOrosig) 5 kategoriaba soroltam.

O OO

I

17. abra: A qPCR floureszcens hétérképe alapjan mutatatott elsé 36 eredmény
(az E sor 5-8. minta a kontroll). Forras: Sajat

2. tablazat: qPCR heat map szinkédolas. Forras: Sajat

qPCR fluoreszcens heat map jeler6sségének szinkddolasa

negatfv

nem vizsgalt

A 60 vizsgalt mintabol 10 minta esetében mutatott a heat map ++++ jelerésséget, 2 esetben +++,
négyszer ++ és 1 esetben +. Osszesen 17 mintanal volt kimutathaté a fitoplazma jelenléte. A tobbi
minta negativnak bizonyult. Ugyan ezen mintak értékelését elvégeztem real-time grafikonokon is.
A val6s idejd és a heat map értékek alapjan kapott eredmény csaknem azonos. 17 vizsgalatbol 15
esetben a hétérkép és a valds idejd grafikon is porzitiv fitoplazma fert6zottséget mutatott,
minddsszesen 2 minta esetében nem egyeztek az eredmények. Az eltérések adodhatnak akar
bemérési pontatlansaghol is. A 17 pozitiv real-time qPCR eredménybdl 11 kajszifa a vegetacios
idében mutatott szimptémak alapjan tiinetmentes volt, tovabbi 2-2-2 fa pedig a 111, IV, V tiineti

besorolasba tartozott, vagyis a tiinetek szemmel is jol lathatéak voltak és ezt a vizsgalatok is
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visszaigazoltak. A latszolag tiinetmentes fak esetén a Ca. Phytoplasma prunorumra mutatott pozitiv

eredmény el6revetiti a fak jovébeni pusztulasanak lehetGségét.

A kivalasztott 60 mintabol 17 lett pozitiv és 40 negativ, vagyis azokban nem talaltam meg a
fitoplazma X csoportjanak a génjét. 3 egyéb esetben a qPCR hibat detektalt a DNS minta
feldolgozasa soran. A 40 negativ eredményl kajszibol 23 az ltetvényben is egészségesnek
mutatkozott, 1 fa esetében 1 d4gon mutatkoztak tiinetek, 9 esetben a sargulas mar tébb agon is

mutatkozott, mig 3-szor taldltam 1 elhalt 4gat, mig 4 esetben t6bb elhalt 4g is volt a kajszikon.

Ultetvényekre lebontva az eredményeket az 56 csalai mintib6l 6 volt pozitiv. 3 kajszi a vegetacios
idében nem mutatott tiineteket, 2 fanak tobb agan is mutatkoztak sargulasok, mig 1 esetben a minta

az tltevényben felnév6 Mirabolan alanysarjrél szarmazott.

3. tablazat: A csalai levélmintak analizise QPCR-rel. Forras: Sajat

PCR |qPCR A i
Ultetvény Minta szama | kijelz6 tablazat heat sta . © Tunet i a i
heat ma map szerint Szarmazasa
b G9-10:
Csala OBVI/1  |Pozitty |+ I kajszi
Csala OB VI/10 |Pozittv  |hiba I kajszi
Csala OB VII/8 ++ 111 kajszi
Csala OB VIII/1 111 kajszi
Csala OB VIII/6 ++ I kajszi
Csala OB M1 I Mirabolan
Besorolas a
. vizualisan LAMP
. ) ) , Minta ,|Heatmap | .
Ultetvény | Minta szama i , | megfigyelhetd | . ., .« |Vvizsgalat
szarmazasa| . (jelerésség) )
tinetek eredménye
alapjan
Csala OBVI/1  |kajszi I
Csala OB VI/10 | kajszi I
Csala OB VII/8 |kajszi 111
Csala OB VIII/1 |kajszi 111
Csala OB VIII/6 | kajszi I
Csala OB M1 Mirabolan |1
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A csalai vizsgalati eredményeket fajtak szerint megvizsgalva szembetiné eltéréseket tapasztaltam.
A Gonci magyar kajszi (minta szam EP...) levélmintai kozil 18 egészségesnek tind, 10 pedig
valamilyen szinten betegség tlineteit mutato kajszirdl szarmaztak. A 28 mintat leszikitettem 19-re,
eltavolitva azon egyedek egy részét melyek egészségesnek latszottak, igy mar fele-fele aranyban
voltak a betegnek latszo és egészséges egyedek. Ezen mintdk qPCR-en torténé vizsgalatat kvetSen
a mintak 100%-a bizonyult a fitoplazma X csoportjara negativnak. Az eredményeket meg kivantam
ersiteni gyokerekbdl szarmazd DNS vizsgalataval is. A Gonci fajtabdl szarmaz6 gyokerek 2/3-
abol nem lehetett kimutatni a fitoplazma jelenlétét. Vagyis ezen egyedeknél tapasztalhatd
pusztulasok a legtobb esetben nincsenek Osszefiiggésben a C. pruni és az altala hordozott Ca.
Phytoplasma prunorummal. A Bergerouge fajta (minta szam: OB...) a fitoplazmaval szemben kevésbé
bizonyult ellenalléonak. A 26 mintazott egyedbdl 17 esetben vontam ki DNS-t, melyekbdl egyenld
aranyban voltak jelen a vizualisan értékelt fert6zott és egészségesnek tiné egyedek. A 17 vizsgalt
mintabdl 5 minta eredménye mutatott fitoplazma fert6zottséget. 4 esetben gyokér mintakbol
tisztitott DNS mintat is megvizsgaltam fitoplazma detektalas céljabol. Az eredmények minden
esetben igazoltak a fitoplazma jelenlétét. Egy tltetvényen belill vizsgalt 2 eltéré kajszi fajtaju
mintatertiilet esetén, ahol a marcius-augusztusi id6ben koézel azonos volt a fogott levélbolhak szama,
valamint minden vizsgalt levélbolhaban kimutathato volt X csoportba tartozoé fitoplazma jelenléte,
a fajtak kozotti eltéré fogékonysagnak kiemelkedd szerepe lehet. Ezt a feltevést erdsiti meg
TARCALI ES MUNKATARSAINAK (2021) gazdakkal folytatott beszélgetései, akik szerint a

hagyomanyos magyar fajtak fogékonysaga kisebb az ESFY-vel szemben.

A balatonvilagosi tltetvénybdl 21 minta kerilt bevizsgalasra, ebbdl 11 esetben bizonyosodott be,
hogy a mintak hordozzak a fitoplazma X csoport génjét. A pozitiv mintakbol 3, a vegetacids idében
tortént felmérés soran tunetmentesnek mutatkozott, 4 esetben a kajszik egy, illetve tébb agan
mutatkozott pusztulas, mig 4 minta — amelyek a mez&védd erdésavbol szarmaztak — szintén pozitiv
eredményt mutattak. A balatonvilagosi Ultetvény esetében fajta Gsszehasonlitaisra nem volt

lehet&ségem.

4. tablazat: A balatonvilagosi levélmintak analizise gPCR-rel. Forras: Sajat

. PCR  |qpcr | PR .
" , Minta . 11z grafikon . Minta
Ultetvény i kijelz6 tablazat . Tunet i i
szama szerint G9- szarmazasa
heat map | heat map 10:
Balatonvilagos | BV X/1 kajszi
Balatonvilagos | BV X/2 kajszi
Balatonvilagos | BV X/3 kajszi
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Balatonvilagos | BV X1/2 kajszi
Balatonvilagos | BV X11/3 kajszi
Balatonvilagos | BV XI1I/2 kajszi
Balatonvilagos | BV XIV/2 kajszi

Balatonviligos | BV XV/1 Varjutovis

Balatonvildgos | BV XV/2 Prunus sp

Balatonviligos | BV XV/3 Sajmeggy

Balatonviligos | BV XV/4 Mirabolan

Iszkaszentgyorgyi tltetvény esetében 3 mintateriiletrdl szarmazé levélmintakat vizsgaltam meg. A
vegetacio soran minden egyed egészségi allapota kival6 volt, amit a qPCR-rel végzett vizsgalatok is

visszaigazoltak. Minden minta eredménye fitoplazma tekintetében negativ.

4.3.2. Levél DNS analizis Optigene Genie III-mal

A harom mintatertlet 60 mintajabol kivalasztottam 6-t, melyek DNS-ét a Optigene Genie 111
késziiléken is megvizsgaltam. 4 minta a balatonvildgosi tltetvény melletti mez6védd erdésavbol
szarmazott (Sajmeggy, vad Prunus faj, Mirabolan sarj, Varjutovis), illetve 2 minta kajszibol,
melyekbdl az egyik latszolag egészséges (I. tiinet csoport), mig a masik csak 1 agon mutatott
tineteket (a Il-es tunetcsoport). A 65°C-on t6rténs amplifikiciét kovetSen a latszolag
egészségesnek tind, valamint a II. tinetcsoportba tartozé kajszi is pozitivnak bizonyult
fitoplazmara, annak ellenére, hogy a qPCR negativ eredményt hozott. A vad fajok esetében a
Mirabolan és a varjutovis is hordozta a fitoplazma gént, mig a sajmeggy és a vad Prunus faj negativ

eredményt hozott. A qPCR-en tortént vizsgalat mind a 4 esetében pozitiv volt.

4.3.3. DNS kivonas levélbdl Plant Material Lysis kittel

6 kajszilevél mintat kivalasztotta abbdl a 60-bol, melyeket mar a NucleoSpin Plant II kittel is
vizsgaltam, és ezeknek az 1-1 cm’-es darabjaib6l a Plant Material Lysis kittel végeztem DNS
kivonast, a kapott DNS-t pedig az Optigene Genie I1I késztlékkel vizsgaltam. A csalai tltetvénybdl
3, a qPCR-en negativ, vagy hibat jelz6, de erds tineti szimptomakat (V. kat.) mutatd kajszikat
valasztottam, mig a balatonvilagosi iltetvénybdl 2, a qPCR-en pozitiv és fitoplazmara szintén erés

tineteket (IV, V) mutaté kajszira esett a valasztasom. A 6. minta a balatonvilagosi mez6védo
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erd6savbol szarmazoé sajmeggy volt. Az izotermalis amplifikalast kovetéen mind a 6 minta

eredménye visszaigazolta a fitoplazma jelenlétét.
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5. tablazat: Levélmintak feldolgozasa Crude extract mddszerrel. Forras: Sajat

L qPCR
" , Minta qPCR kijelz6 q/PC,R grafikon | Crude . Minta
Ultetvény , heat map tablazat . L Tunet i ,
szam ) szerint G9- | levélbdl SzAarmazasa
eredmény heat map 10-
Csala EPI/11 Pozitiv hiba hiba Pozitiv A kajszi
Csala EPV/3 Negativ Negativ Negativ Pozitiv \Y kajszi
Csala OB VI/11 |Negativ Negativ Negativ Pozitiv \Y kajszi
Balatonvildgos | BV XI/2 Pozitiv Pozitiv \% kajszi
Balatonvildgos | BV XI1/3 Pozitiv Pozitiv v kajszi
Balatonvilagos | BV XV/3 | Pozitiv S Pozitiv Pozitiv 1 Sajmeggy
Amplification
40000 — BVXI/2 = G141
BVXIl/3 G142
EP /11 G143
BVXV/3  —— G144
s =
— ks
—
S 20000
E§ 10000 —
y —
-10000

Time (hh:mm:ss)

00:05:00 00:10:00 00:15:00 00:20:00 00:25:00 00:30:00 00:35:00 00:40:00 004500 00:50:00 00:55:00 01:00:00

18. abra: Levélmintak analizise Optigene Genie I1I. késziilékkel. Forras: Sajat

4.3.4. DNS kivonas gy6kérmintakbol

Gyokérmintak DNS kivonasara is a NucleoSpin Plant II kitet, valamint a Plant Material Lysis kitet

hasznaltam.

A NucleoSpin Plant II kittel 7 kajszifa gyokerébdl vontam ki DNS-t, melyeket a csalai tiltetvénybdl

gyGjtottem. 4 kajszibol szarmazo6 minta a tineti szimptomak alapjan tobb agan is elszaradas (V.)

tinetét mutatta, de a qPCR vizsgalat soran negativ eredményt hozott. 2 minta a vegetaciés idében

tunetmentesnek bizonyult, de a qPCR vizsgalat fitoplazma jelenlétét mutatta, mig egy minta

esetében a qPCR vizsgalat szerint pozitiv és a tlunetei alapjan is fertézott (IIL tineti kat.) fat

valasztottam. A kivonast kovetéen a mintakat 1,2%-os agaréz gélen megfuttattam. A gyokérmintak

DNS-ének amplifikacidjat a Optigene Genie I11-mal végeztem.
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6. tablazat: Csalai kajszi

yokérmintak analizise Optigene Genie I1I. késziilékkel. Forras: Sajat

GPCR  |levélminta legél;nmm
o | Ikijelz6  |qPCR |9 Gydkérminta |, Minta
Ultetvény | Minta szam heat m wiblazat grafikon Ontivenc Ttnet A rmazis
sl s A i
eredmény | heatmap | o
EPI/11 Pozitiv hiba negativ Negativ Vv kajszi
EPV/3 Negativ negativ negativ Negativ Vv kajszi
EPV/10 |Negativ |negativ negatfv Pozitiv \Y kajszi
c OB VI/1 [Pozitiv |+ Pozitiv I kajszi
© 7
OB VI/7 |Negativ |negativ \Y% kajszi
OB VI/10 |Pozitiv  |hiba I kajszi
OB VII/8 111 kajszi

Azon fak esetében, ahol a qPCR-rel vizsgalt levélmintak pozitiv eredményt adtak (OB jeld mintak),

ott a gyokerekben is kimutathat6 volt a fitoplazmabdl szarmazé DNS. 2 esetben a negativ qPCR

vizsgalatot a gyokérvizsgalati eredmények is megerdsitették (EP 1/11 és EP V/3).

_Gswvia
—

EPV/3
EPV/10

00:45:00

Amplification
20000 — K+
K+
15000 —
a
2 10000
a
g I r——
b
=}
2 50004 e ————————FPj11
T ———
_,———""_'_'_) ——————
T | T e —
e ——— -
0=
-5000 T T T T T T T T
00:05:00 00:10:00 00:15:00 00:20:00 00:25:00 00:30:00 00:35:00 00:40:00
Time (hh:mm:ss)

6B viI/8

19. abra: Csalai kajszi gy6kérmintak grafikus analizise. Forras: Sajat

A Plant Material Lysis kittel kajszi fak és telepitésre varé oltvanyok gytkerébdl vontam ki

orokitéanyagot. Osszesen 18 mintat vizsgiltam meg, ebbél 10 minta szirmazott 1 éves

oltvanyokbdl és 8 minta a balatonvilagosi tltetvény termé koru tltetvényébdl.

A termdkajszikbdl szarmazé mintak kivalasztasanal szempont volt, hogy a szimptémak alapjan

legyen tiinetmentes és erds fert6zést mutaté minta is, melyek a qPCR vizsgalat sorin pozitiv

eredményt adtak a fitoplazma fert6z6ttségre. 1 minta negativ volt, mind a tlineteket illet6leg mind

pedig a qPCR vizsgalati eredmény alapjan. Ezen kiviil 1 mintat valasztottam, amit a qPCR vizsgalat

44




soran hiba miatt nem sikertlt értékelni. A gyckerekbol szarmazé DNS amplifikaciot kévetéen azok
a mintak, melyek a qPCR-en fitoplazma jelenlétére pozitiv eredményt adtak, fiiggetlentil a
vegetacids id6ben mutatott tiinetek erdsségétdl, pozitivnak bizonyultak a gyokérvizsgalatot
kovetben is. Az a minta, ami negativ volt a qPCR-en a gy6kér vizsgalat soran is negativ eredményt
adott (BV XIII/3). Az a minta, amit hiba miatt nem sikerilt értékelni qPCR-rel a gyokéranalizist

kovetéen pozitiv eredményt adott.

7. tablazat: Balatonvilagosi kajszi gyokérmintak elemzése Optigene Genie 111 késztlékkel. Forras:
Sajat

R
qPCR qPCR qfik | Gyokérminta Mine
Minta szam | kijelz6 tiblazat |5 <C Optigene Tinet o
redmények | heat ma szerint Genie II1 szarmazasa
¢ y P 1Go-10; '
BV X/1 kajszi
BV X/3 ‘ kajszi
. |BVXI/2 ‘ kajszi
o
& [BVXII/3 ‘ kajszi
>
]
A  [BVXIII/2 ‘ kajszi
BV XIV/2 ‘ kajszi

Az oltvanyok vizsgalata két alkalommal tortént, elsé alkalommal 4 magyar el6allitasa mintabol,
majd 6 német és spanyol eléallitasu oltvanybdl vettem gyokérmintakat. Az elGkészitést és Plant
Material Lysis kittel val6 DNS kivonast és az Optigene Genie III-mal torténé amplifikaciot
kovetéen az eredményeket a kapott grafikonok alapjan értékeltem. Mivel a vegetacids id6ben
levélmintak szedésére nem volt lehet6ség, igy az eredményeket nem tudtam viszonyitani mas

mérésekhez.
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Amplification
35000 —
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20. abra: Balatonvilagosi kajszi gyokérmintak grafikus analizise 1. Forras: Sajat
Amplification
50000 — — G191
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p G19/3
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_ BAUE ’// —
, 30000 o K
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21. abra: Balatonvilagosi kajszi gyokérmintak grafikus analizise 2. Forras: Sajat

A 10 minta vizsgalatabol 2 minta lett negativ (1 magyar és a német), mig a tébbi 3 magyar eléallitasa

minta, valamint a spanyol mintak egyértelmten hordozzak a fitoplazma X csoportjara jellemzé

DNS-t.

Amplification

35000 Lady Cot (D) —_— G2
Big red (Sp) G222
30000 < Delice Cot (Sp) G223

Lido (Sp) [— ]
Mambo (Sp) — TG
Tibor (Sp) [—

—

25000 —

20000 -

15000

Fluoresecence

10000+

5000+

T T T T r T T T J
00:05:00 00:15:00 00:25.00 00:35:00 00:45:00
00:10:00 00:20:00 00:30:00 00:40:00

Time (hh:mm:ss)
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22. abra: Német és spanyol el6allitasi oltvanyok gyokérmintainak grafikus analizise. Forras: Sajat

A német és spanyol mintakat az analizist kévetéen megfuttattam 1,2%-0s agardz lemezen. Az

eredmény 6sszhangban van az Optigene késziiléken mért adatokkal.

8. tablazat: Oltvanyok LAMP vizsgalatanak eredménye. Forras: Sajat

Gyo6kérminta -
. s o117, 2 . Lady Cot Bigred Delice Cot Lido Mambo Tibor K+ K-
fajta név eléallitas | Optigene
Genie II1.

Ariel magyar

Valla Must | magyar

Bargarouge | magyar

Farbaly magyar
Lady Cot német
Big Red spanyol

Delice Cot | spanyol

\é@ Lido spanyol

% Mambo spanyol
< | Tibor spanyol
m

23. abra: Oltvanyokbdl kivont DNS futtatasa agaréz lemezen . Forras: Sajat

4.3.5. Rovarmintak fitoplazma fert6z6ttségének vizsgalata

A gyijtott rovarmintakbol is vontam ki DNS-t NucleoSpin Plant IT kittel, valamint Plant Material
Lysis kittel. SULE (2014a) a Cacopsylla pruni fitoplazma fert6zottségének vizsgalatakor
vizsgalatonként 10 levélbolha elegyébdl végzett PCR analizist. Mivel mintatertiletenként sem a 2022
évi gyljtéseimbdl, sem a kora tavaszi 2023-as gyGjtésembdl nem allt ilyen sok egyed
rendelkezésemre, ezért 1, illetve 2 rovarbdl képzet mintaalapokbdl vontam ki DNS-t. A
NucleoSpinnel térténé DNS kivonashoz nem volt sziikség folyékony nitrogénben val6 el6zetes
homogenizalasra. A kivonast kovetéen a detektalast Optigene Genie 11T késziilékkel végeztem.
Mindkét moédszer alkalmas volt arra, hogy a kivonatukbdl a fitoplazma jelenlétét izotermalis
amplifikacioval igazoljuk. A 11 vizsgalt rovarmintabol 7db C. pruni mig 4db C. peregrina minta volt.
Utobbiakat a kora tavaszi mintazas soran nagy szamban sikertlt gydjteni. Az Optigene Genie I11-
mal mar 1-2 rovarbdl allé6 mintabdl is sikeriilt kimutatni a fitoplazma DNS-t. Az eredmények jol

mutatjak, hogy mind a szilvalevélbolha, mind a vandor levélbolha is 100%-ban pozitiv volt a
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fitoplazma tekintetében. Irodalmi adatok hijan tovabbi kutatast igényelne, hogy a Cacgpsylla prunin

kivil van-e mas vektora-e a Ca. Phytoplasma prunorummnak.

9. tablazat: Rovarmintak analizise Optigene Genie II1. késztlékkel. Forras: Sajat

Gytjtott | Optigene | Gytjtés

Mintaszam | Faj darab | Genie III. |ideje Gytjtés helye Névény

G11/8 C. pruni 1 2022 Csala Kajszi

G16/1 C. pruni 2 2023.febr | Csala Mirabolan sarj

G16/2 C. pruni 1 2023.febr | Balatonvilagos Kajszi

G16/3 C. pruni 1 2023.febr | Balatonvilagos Kajszi

G16/4 C. pruni 1 2023.febr | Balatonvilagos Mirabolan sarj
Iszkaszentgyorgy,

G16/5 C. pruni 1 2023.febr | 1km az Kokény
ultetvénytdl

G16/6 C. peregrina |12 2023.febr | Balatonvilagos Kajszi

G16/7 C. peregrina |7 2022 Balatonvilagos Kajszi

G16/8 C. peregrina |12 2023.febr | Balatonvilagos Prunus sp.

G16/9 C. peregrina |12 2023.febr | Csala Mirabolan sarj

G16/10 | C. pruni 2 2023.febr | Csala Mirabolan satj

50000 —

40000 —

30000 —

20000 —

Fluorescence

Amplification

Csala Miraboldn  —— G201

BV Mirabolan
Iszka kikény —— G20/5

00:05:00  00:10:00  O00:15:00  00:20:00  00:25:00  00:30:00

Time (hh:mm:ss)

003500  00:40:00

BV II. G202
BV 1. G203
— G204

BV X —— G20/6

00:45:00

24. abra: Rovarmintak LAMP vizsgalatanak grafikus abrazolasa. Forras: Sajat
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5. Kovetkeztetések, javaslatok

Franciaorszagban az 1920-as évek kézepe, mig Magyarorszagon az 1990-es évek ota ismert, hogy
a kajszik gutatitésszeri pusztulasainak mas oka is lehet a Psexdomonas syringae pv. syringae baktérium

és a Cytospora cinta egytttes jelenlétén kivl.

Kutatasomban tobbek koézott a Cacopsylla pruni Gltetvényekbe vald betelepedésének idépontjat,
illetve a vegetaciés id6ében vald egyedszam valtozasat kivantam figyelemmel kisérni, valamint
megallapitani a vektor altal terjesztett betegség mértékét az ultetvényben, mind makroszképos,
mind molekularis genetikai moédszerekkel. Vizsgalataimmal arra kerestem valaszokat, hogy az
altalam valasztott Gltetvényekben tapasztalhat6 pusztulasok sszefiiggenek-e Cacopsylla pruni vektor

jelenlétével, és az altala terjesztett Ca. Phytoplasma prunorummal.

A kajszit érintéen a csonthéjasok eurdpai sargasagat okozoé fitoplazma a legjelent6sebb gazdasagi
kar okozdja a kortani problémak kézil. Mig az 1990-es évek végén, 2000-s évek elején alig néhany
megyében volt ismert a probléma, addigra napjainkra mar az egész orszag érintetté valt. Az ESFY
kérokozoja valoszintleg mar minden tltevényben ott van, még akkor is, ha lathato tiineteket nem

okoz.

Kutatasom soran tobbféle gytjtési és labor analitikai moédszert kiprobaltam. A gydjtési modszerek
kozil a legmegbizhatobbnak a kopogtatas bizonyult, melynek elénye, hogy a levélbolhak begytjtése
mellett aktualis képet kaphatunk a kilonb6z6 kartevék tltetvénybe vald betelepiilésérdl,
egyedszamuk valtozasarol, valamint fejlédési stadiumaikrdl, ezaltal a védekezés idépontjat és
modjat optimalizalhatjuk. Hatranya, hogy az id6t ra, kell szanni és a hatékonysagot az id6jaras (szél,
csapadék) befolyasolja. A szines ragacslapos megfigyelés sok kartevé detektalasaban és gyéritésében
jatszik fontos szerepet, de a tobb, mint egy éves kutatasi id6 alatt nem sikertlt bizonyitani a C. pruni
tltetvénybe valé betelepiilésének id6pontjara, valamint az egyedszamvaltozasra vonatkozé
felhasznalhatosagat. A levélbolhak életmodjanak egyik legkevésbé ismert része a diapauzalas helye.
Szamos publikacié emliti a fenyGfélékre vald visszahizdédasukat, de ezt sem kopogtatassal, sem

hernyo6vek kihelyezésével nem sikerilt bizonyitani.

A levél-, gyokér- és rovarmintak DNS kivonasara és a fitoplazma jelenlétének igazolasara tobb
molekularis genetikdban hasznalt médszert és eszkozt is kiprobaltam. A DNS mintakbol és nyers
névényi kivonatokbél LAMP vizsgalatot végeztem, amely alkalmasnak bizonyult a fitoplazma
kimutatasara. A laborszintl felhasznalasra mind a NucleoSpin Plant II kit, mind a Plant Material
Lysis kit megfelelének bizonyult, akarcsak az DNS amplifikacidjara alkalmazott Roche Light Cycler

96, vagy az Optigene Genie 111 késziilékek. Uzemi hasznalatra kiviléan alkalmas a révid betanulasi
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és minta feldolgozasi id6, valamint a laboratériumon kiviili hasznalhatésaga miatt a Plant Material

Lysis kit és az Optigene Genie I11.

Vizsgalataim soran lehetéségem nyilt telepités el6tt allé kajszi oltvanyokrodl valé mintak gyGjtésére,
¢és molekularis genetikai médszerekkel valo vizsgalatukra. A vizsgalt mintak 80%-nak esetében a
fitoplazma jelenléte igazolhat6 volt. A termdékoru fert6zott fak kivagasanak a javaslata a probléma
gyors orvoslasa iranyaba mutat, de addig, amig el6zetes vizsgalatok hianyaban allitunk el6, vagy
hozunk be az orszagba fert6z6tt oltvanyokat és azokbdl hozunk létre 4j tltetvényeket, elvetendé
gondolat. A technoldgia elérhetd, akar tizemi korilmények kozott is hasznalhatd. A hazai és a
kalfoldi  szaporitéanyag eléallitok ellendrzésével és a  fert6zott anyatdvek, valamint a
szaporitbanyagok megsemmisitésével a fennalld kortani probléma elsére nem oldédna meg, de az

integralt védekezés elsé 1épcséfokaként felfoghato.

A lehetséges kar csOkkentésére integralt szemlélet alapjan kell gondolni. A vektor biologiajanak
pontosabb megismerésével a védekezést is céliranyosan tervezhetjik. Mivel a koérokozéd altal
fert6zott fak jelen ismereteink alapjan nem gyogyithatoak, igy az elsé 1épés a fitoplazma mentes
szaporitbanyag garantalasa és csak az ilyen jellegti oltvanyok telepitésének engedélyezése. A
kajszigyimolcs  piacossaga és pulton tarthatésaganak prioritasa, valamint az adott fajta
fitoplazmaval szembeni feltételezett érzékenységének mértéke nem minden esetben tamogatjak a
j6 wvalasztast. Célszerd lenne egy atfogdbb vizsgalatot végezni a kilonb6zG kajszifajtak
fitoplazmaval szembeni tolerancigjat illetéleg. A termdékoru tltetvényekben a vektor elsésorban a
mirabolan sarjhajtasokon fordul el6. A kipusztult, de alanyrdl Gjrahajtott névények gyokerestél vald
eltavolitasarol, valamint a gyokérrdl feln6vo sarjak irtasarél minden esetben gondoskodni kell.
Mivel a mirabolan cserjék és egyéb vad Prunus fajok — mint a kékény - az Gltetvényen kivil a
természetes biodiverzitas részét képezik, igy pusztan ndévényvédelmi okbdl azokat kivagni nem
lenne etikus. Viszont ezen fajok felhasznalhatéak rovid tavu elérejelzésre, ugyanis mind a kékény,
mind a mirabolan, akar tobb héttel is hamarabb fakad, mint a kajszi és mint ilyet, a levélbolha
el6szeretettel keresi fel. Februar végétdl mind az iltetvényben, mind tltetvényen kivill keresniink
kell az attelelt egyedeket. A megfigyelésre alapozott kora tavaszi kontakt kezeléssel, valamint a
karosité egyedszamvaltozasanak — akar kopogtatassal — valé nyomon kovetésével, majd ismételt
kontakt, majd a viragzast kbvetSen felszivodo rovardloszeres kezelésekkel a karositéd tltetvényben
val6 jelenléte j6l szabalyozhat6. Az aluminium-szilikat (kaolin) hasznalatanak, mely kajsziban mar
tobb nyugat-eurépai orszagban engedélyezett, a miel6bbi magyarorszagi engedélyezésével a

védekezési mddszerek kiszélesithetGek lennének.

VAN MEG MAS IS AMI TERJESZTI (egyéb bolha)??
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6. Osszefoglalas

A kajszi termesztése nehezitett palya. A késéi termére fordulds, a nagyra névé fak miatti
hektaronkénti strités nehézsége, nagy kézi munkaerdigény, a gyimolcs rovid eltarthatdsagi ideje,
id6jarasbol ered6 megtérilés bizonytalansaga... Csak néhany azokbdl a nehézségekbdl, ami
kockazatossa teszi az eredményes kajszi termesztést. Ezeken felil pedig ott vannak az évrol évre
jelentkez6 megoldhatatlannak tiné névényvédelmi problémak, mint a bakteridlis és gombas

fert6zések miatt jelentkezs pusztulasok és a Ca. Phytoplasma prunorum.

A Kklorézissal, lombvesztéssel, majd késébb részleges, majd teljes pusztulassal jaréd fitoplazmas
betegség megismerése a kozelmultban teljesedett ki, de a j6v6 nemzedékére var, hogy a végleges
megoldast megtalalja. A védekezést mar telepités el6tt kell elkezdeni. Ehhez olyan szintt orszagos
vizsgalatra és ellendrzésre lenne szitkség, ami biztositana a fitoplazma mentes szaporitéanyag
létrehozasat és értékesitését. A jelenetéktelennek tind, az tltetvényben latvanyos karokat nem
okoz6 rovarvektora, a Cacopsylla pruni elleni védekezés pedig csak az egyik szegmense a sziikséges

védekezési megoldasoknak.

A vektor elleni védekezést szamos tényezS neheziti. A természetes taplalékforrasai, mint a vad
Prunus fajok, cosmopolitak fitoplazmaval anélkil képesek fert6z6dni, hogy lathat6 tineteket
okoznanak benntk. A vektor rovid id6t tolt a vad és termesztett Prunus fajokon, de e r6vid id6 alatt

is képes atadni a benne perzisztens médon inkubalédé fitoplazmat.

A fitoplazma fert6zottség felméréséhez az altalam is kiprobalt Nucleospin Plant II. kit, a nyers
kivonat készitésére alkalmas Plant Material Lysis kit és a fitoplazmak ndvényi kivonatban vald
kimutatasara hasznalt LAMP vizsgalat mind gy6kérbdl, mind levélbdl, mind pedig rovarbél gyors
és értékelhet6 eredményt adott. A szemrevételezéssel torténd fertézottség megallapitasa és a
tényleges fert6zottség k6zott nem egyértelmi az Osszefliggés, mivel az egyes pusztuld egyedekbdl

a fitoplazma fert6z6ttség nem volt kimutathat6 annak ellenére, hogy a fa sulyos tiineteket mutatott.

A védekezés kulcspontja az ellenérzétt virus és fitoplazma mentes szaporitbanyag, a korai
beteleptil rovarvektorok elleni vegyszeres (engedélyezés esetén Al-szilikatos) el6rejelzésre

alapozott védekezés, a beteg fak eltavolitasa és mindenekel6tt a feltéré alanysarjak irtdsa.
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9. Melléklet

Nuckleospin Plant II kit felhasznalasi utmutaté

MNucleoSpin® Plant 11

5 NucleoSpin® Plant Il protocols

5.1 Genomic DNA from plant

Before starting the preparation:

*  Check that Wash Buffer PW2 and RMase A were prepared according to
section 3.

+  Preheat Elution Buffer PE to 65°C.

Mote: The NucleoSpin® Plant |1 kits include two different lysis buffers for optimal results
with most common plant species. Please refer to section 2.5 for choosing the optimal
lysis buffer system for your individual plant sample and for information on how to
process even more sample material than recommended in the following protocol.

1 Homogenize sample

Homogenize up to 100 mg wet weight or up to 20 mg dry
weight (lyophilized) plant material (for homogenization Homogenize
methods see section 2.4). samples

Proceed with cell lysis using Buffer PL1 (step 2a) or
alternatively Buffer PL2 (step 2b).

I Cell lysis using Buffer PL1

Transfer the resulting powder to a new tube and add +400 pL PL1
400 pL Buffer PL1. Vortex the mixture thoroughly.

Note: If the sample can not be resuspended easily because
for example the plant powder is soaking up too much buffer,
additional Buffer PL1 can be added. Note that the volumes
of RNase A (step 2a) and Buffer PC (step 4) have fo be

increased proportionally.
Add 10 pL RNase A solution and mix sample thoroughly. +10 pL
RMNase A
Incubate the suspension for 10 min at 65°C.
65°C,
MNote: For some plant material it might be advantageous fo 10 min

increase the incubation time to 30 — 60 min.

Proceed with step 3.




4.3 Cell lysis using Buffer PL2

Transfer the resulting powder to a new tube and add +300 L PL2
300 pL Buffer PL2. Vortex the mixture thoroughly.

Note: If the sample can not be resuspended easily because

for example the plant powder is soaking up too much buffer, +10 L
additional Buffer PL2 can be added. Note that the volumes of RNase A
RNase A, Buffer PL3 (step 2b), and Buffer PC (step 4) have

to be increased proportionally.

Add 10 pL RNase A solution and mix sample thoroughly. 65 °C,

Incubate the suspension for 10 min at 65 °C. 10 min

Note: For some plant material it might be advantageous to
increase the incubation time to 30-60 min.
+75 uL PL3
Add 75 pL Buffer PL3, mix thoroughly and incubate for onice
5 minutes on ice to precipitate SDS completely. 5 min

Proceed with step 3.

3  Filtration / Clarification of crude lysate

Place a NucleoSpin® Filter (violet ring) into a new
Collection Tube (2 mL) and load the lysate onto the
column. Centrifuge for 2 min at 11,000 x g, collect the
clear flow-through and discard the NucleoSpin® Filter.

If not all liquid has passed the filter, repeat the centrifuga-
tion step.

If a pellet is visible in the flow-through, transfer the clear
supernatant to a new 1.5 mL microcentrifuge tube (not
provided).

11,000 x g,
2 min

=

Alternatively, centrifuge the crude lysate for 5min at
11,000 x g and transfer the supernatant to a new tube or pass
the precleared supernatant through the NucleoSpin® Filter to
remove solid particles completely.

4  Adjust DNA binding conditions

Add 450 pL Buffer PC and mix thoroughly by pipetting up +450 uL PC

and down (5 times) or by vortexing.




Bind DNA

Place a NucleoSpin® Plant Il Column (green ring) into
a new Collection Tube (2 mL) and load a maximum of
700 pL of the sample.

Centrifuge for 1 min at 11,000 x g and discard the flow-
through.

The maximum loading capacity of the MucleoSpin® Plant 1|
Column is 700 pL. For higher sample volumes repeat the
loading step.

Wash and dry silica membrane

Add 400 pL Buffer PW1 to the MNucleoSpin® Plant Il
Column. Centrifuge for 1 min at 11,000 x g and discard
flow-through.

Note: Although washing with Buffer PWT increases purity it
can in some cases slightly reduce the final yield.

2™ wash

Add 700 pL Buffer PW2 to the MucleoSpin® Plant Il
Column. Centrifuge for 1 min at 11,000 x g and discard
flow-through.

3™ wash

Add another 200 pL Buffer PW2 to the NucleoSpin®
Plant Il Column. Centrifuge for 2 min at 11,000 x g in
order to remove wash buffer and dry the silica membrane
completely.

(=

¥

Load lysate

11,000 x g,
1 min

+ 400 pL
PW1

11,000 x g,
1 min

+ 700 pL
PwW2

11,000 x g,
1 min

+ 200 pL
PwW2

11,000 x g,
2 min



