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JELOLESEK, ROVIDITESEK JEGYZEKE

3°’NIb-CP az NIb gén 3’ végének és a CP génnek megfelel6 cDNS szakasz

3’P3-6K1-5°CI a P3 gén 3’ végének, a teljes 6K1 génnek és CI gén 5° végének megfeleld
cDNS-szakasz

6K1 els6 6 kD-os fehérje

6Kz masodik 6 kD-os fehérje

A Adenin

Bg Prunus persicae *Babygold 6’

bp bazispar

CABI Centre for Agriculture and Biosciences International

Cad Prunus davidiana x Prunus persica ’Cadaman’ alany

cDNS komplementer DNS

Cl henger alaka zarvanyfehérje, cylindrical inclusion protein

CP kopenyfehérje, capsid protein, coat protein

Cr Prunus persicae ’Cresthaven’

DNS dezoxiribonukleinsav

dNTP dezoxiribonukleotid trifoszfat

EPPO European Plant Protection Organization

FTA Flinders Technology Associates

HC-Pro segitd fehérje és proteaz, helper component protease

kD kilodalton, relativ molekulatomeg

Man mandula magonc alany

Mic Prunus persicae *Michelini’

MRNS hirvivé RNS, messenger RNS

Nla kis sejtmagi zarvanyfehérje, nuclear inclusion ,,a” protein

NIb nagy sejtmagi zarvanyfehérje, nuclear inclusion ,,b” protein

OEPP Office of Executive Policy and Programs

ORF nyitott leolvasasi keret, open reading frame

P1 els6 fehérje, first protein/protease

P3 harmadik fehérje, third protein

PCR polimeraz lancreakcio, polymerase chain reaction

PIPO Pretty Interesting Potyviridae ORF

PPV Plum pox virus, szilvahiml§ virus, sharka virus

RFLP restriction fragment length polymorphism, nukleinsav hasitasos eljaras

RNS ribonukleinsav

RT reverz transzkripcio, forditott atiras

RT-PCR reverz transzkripcios-PCR, forditott atirast kdveté PCR, reverse
transcription-PCR

SSRNS egyszalti RNS, single stranded RNS

TRNS Osszribonukleinsav, total ribonukleinsav

UTR nem-kodold régio

VPg genomhoz kotott protein, viral protein genome-linked
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1. BEVEZETES

Magyarorszagon az almaterméstiek utan a csonthéjas gyiimolcsoket termesztik a
legnagyobb mennyiségben ¢és teriileten. A hazai kornyezeti feltételek valamennyi
mérsékelt égovi gylimolcsfaj termesztéséhez adottak, azonban szémos tényezo
befolyasolja termeszthetdségiliket. Az éghajlat valtozésa és az egyre gyakoribb
sz€lsdséges idojarasi jelenségek mellett a mar ismert, és Ujabb ndvényvédelmi
problémak, koztiik a jelentOs karokat okozé virusfertézések jelentenek nagy gondot.

A szilva (Prunus domestica L.) sokoldalu feldolgozhatosaganak és nagyfoka
okologiai tolerancidjanak kdszonhetden ma is az egyik legnagyobb mennyiségben
termesztett  csonthéjas  gyiimolesfajunk. A szilva hazankban nagyfoku
termésbiztonsaggal rendelkezik, alacsony koltséggel béven és rendszeresen terem,
gépi betakaritasra kivaléan alkalmas. Hazank az 6szibarack (Prunus persica L.) és a
kajszi (Prunus armeniaca L.) gazdasagos termeszthetdségének északi hataran fekszik.
Mindkét faj nagyon kedvelt és keresett gyliimolcs, igy hazankban is viszonylag nagy
feliileten termesztik Oket, az Oszibarack a meggy ¢és a szilva utdn a harmadik
legnagyobb teriileten termesztett csonthéjas gylimolcsiink. B6  fajtavalasztékkal
rendelkeznek, de Magyarorszagon érdemes a helyi (hivosebb) kornyezeti
feltételeknek megfelelo fajtakat termesztésbe vonni, mert a mediterran régidbol érkezd
import barackokkal csak ezekkel a fajtakkal lehet felvenni a versenyt.

A szilva himlé virus (Plum pox virus, PPV, sharka virus) a csonthéjasok
termesztését meghatarozd korokoz6. Sulyos kérokat foleg szilva-, dszibarack- és
kajszilltetvényekben okoz. A fert6ézés kovetkeztében kialakult terméskiesés tobb
milliard eurdra becsiilhetd gazdasagi kart okoz vilagszerte napjainkban is.
Veszélyességét fokozza, hogy a nemzetkozi szaporitdanyag-kereskedelemnek
koszonhetden mara vilagszerte elterjedtté valt, és minden fontosabb csonthéjas
gyiimolcsfajokat termesztd orszagban kimutathatéan jelen van. Magyarorszagon a
PPV el6forduldsa 1948 6ta ismert, a csonthéjas gyiimdlcsdsokben a legveszélyesebb,
legnagyobb karokat el6idéz0 korokozok kozott tartjdk szamon. A betegség
kovetkeztében csokken a termés mennyisége ¢€s mindsége, alacsonyabb az aru
esztétikai €s beltartalmi értéke, szallitaskor a gyiimolcs konnyebben sériil, romlik a
tarolhatosaga. A PPV-vel szembeni védekezési stratégiak a levéltetii vektorok elleni
védekezés, egészséges szaporitdoanyag haszndlata, valamint rezisztens fajtdk
nemesitése. A szilva himlé elleni védekezés kiemelkedd fontossagi modja a

rezisztencianemesités.
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2. CELKITUZES

A PPV megjelenése 6ta nagy gazdasagi jelentdséggel bir, maig kilenc torzsét irtak
le, és a jovoben elképzelhetd, hogy szamolnunk kell meggyen és cseresznyén is
jarvanyos megjelenésével. Dolgozatomban a virus hazai elterjedésnek felmérését,
valamint a hazédnkban jelen 1€v6 torzsek felmérését és gazdandvény preferenciajuknak
vizsgalatat tliztem ki f6 feladatul. A diagnosztikai mddszerek folyamatos fejlodése
hozzajarul a virus elleni kiizdelemhez, igy a molekularis vizsgéalatokon tul a mar
meglévo technikdk pontositdsa, valamint 0j technikak tesztelése is részét képezi a
vizsgalataimnak. Munkam soran hazai termesztési gyakorlatban hasznalt dszibarack
alany-nemes kombinacioknak is vizsgaltam a virussal szembeni ellenallosagat,
eredményeimmel a termesztés sikerességéhez szeretnék hozzajarulni. Munkdm és

dolgozatom fébb céljai ezek utan a kovetkezok:

1. Felmérés készitése Magyarorszag északi megyé€iben a csonthéjas tiltetvények és
hazikertek PPV fertdzottségérdl, a pozitiv mintdkbol szarmazd virusizolatumok
torzsekbe sorolasa, és molekuldris jellemzése, valamint a kiilonb6zd torzsek hazai
elterjedtségének feltérképezése.

2. Oszibarack oltvanyok vizsgalata, mely soran vizsgaltuk, hogy igazolhaté-e, az
alanyfajtanak hatasa a virusfertdzottségre, igazolhato-e a nemesfajtak hatasa a
virusfertdzottségre, és igazolhato-e az alany-nemes kombinaciok hatasa a
virusfertozottségre.

3. Egy iiltetvényben egymas mellett elhelyezkedd szilva, kajszi és 6szibarack fak
virologiai vizsgélatanak elvégzése, a PPV kimutatdsa molekularis modszerekkel, a
virustorzsek meghatarozésa, a vizsgalt csonthéjasokon eléfordulo PPV torzsek
gazdandveény preferencidinak vizsgalata.

4. A korabban mar ismert P3—CI genomi régidoban végzett RFLP vizsgalat
tokéletesitése a leggyakrabban eléforduld PPV torzsek (M, D Rec) azonositasara.
5. A Whatman FTA (Flinders Technology Associates) membran alkalmazasi

lehetdségeinek vizsgalata a mintagytijtés, tarolas és a virusdiagnosztika teriiletén.
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3. IRODALMI ATTEKINTES

3.1. A virus gazdasagi jelentosége és elterjedése

A szilva himlé napjaink egyik legfontosabb csonthéjas gyiimolcsoket érintd
virusos betegsége. Kiilondsen a dél- és kozép-eurdpai orszagokban komoly gazdasagi
kart okoz a szilva-, Oszibarack- és kajszi iiltetvényekben (Németh, 1994). Ez a
gazdasadgi kar nem csak a virusfertézottség miatt eladhatatlannd valt kajszi-, és
szilvatermés okozta bevételkiesésben jelenik meg, hanem az egészségligyi
ellendrzések és a virus felszamoldsara iranyulo intézkedések koltségében is. Egy 2006-
os kutatas szerint a PPV miatti kiaddsok 6sszege vilagszinten eléri a 10 millidrd eurdt
(Cambraet al., 2006). Az okozott gazdasagi kart konnyen tovabb névelheti a PPV mas
virusok jelenlétében (pl. Apple chlorotic ringspot virus) mutatott szinergista hatasa
(Németh, 1994).

A virusfert6zés gazdasagi szempontbol gylimolcskartételével okozza a legnagyobb
problémat (Németh, 1979). A virus termésmennyiség-csokkenést idéz eld egyrészt a
gytimolcshullasbol addéddan, masrészt a fan maradd gyiimolesok 0,2—3,7%-0S
tomegcsokkenésével. Megvaltoznak a fert6zott gyiimolcsok beltartalmi értékei, a
cukorszazalék akar 0,14-2,11%-kal is csokkenhet érzékeny fajtaknal. Ezzel
parhuzamosan a savtartalom 0,14-0,27%-kal n6 (Jordovic és Janda, 1963). A relativ
savanyusag €rzet a cukor-sav ardny jelentds mértékii megvaltozasaval a gylimolcs
¢lvezeti értékét rontja. A megbetegedett gylimolcsok antocidn tartalma csokken
(Gyoérgy, 1976). Izetlen és rostos allomanytiak lesznek a gyiimolcsok. A betegségre
fogékony fajtaknal a fertdzés tartdsan kihat a termés mindségére és mennyiségére, st
akar teljesen tonkre is teheti a fat. Kajszinal a fert6zés kovetkezményeképpen az érés
10-14 nappal kordbban bekovetkezik, a gylimolcsok romlandok, a szallitdst nem
birjadk. A gyiimdlcs foltosodasa, deforméloddsa mindségrontd tényezd, amely az
értékesithetoséget rontja (Hamdorf, 1985). Késébb leirtak a virusfertézést kisérd
tovabbi jelenségként a fak torzsének deformacidja mellett a fertdzott fak
kéreghasadasat is (Zawadzka, 1979). A PPV fontossagat felismerve az EPPO
nemzetkozi szervezet a korokozot az A2 karantén kategoéridba sorolta
(http://www.eppo.int).

A korokozorol szo16 els6é tudomanyos kozlés 1917-18-ban Bulgariaban jelent meg
egy nagy gazdasagi kart okozo szilva himlé jarvanyrol (Atanassov, 1932). Bulgaridban
a kordbban termesztett "Kjlistendil" szilvafajta és mas érzékeny fajtdk olykor 95-

100%-os érés elotti gyiimoleshullast mutattak a PPV fertdzés kovetkeztében, amely
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éves szinten megkozelitdleg a 60 ezer tonnat is elérte (Trifonov, 1974). Az 1987-92-
ben végzett felmérések alapjan a szilvak 24,34%-a, Oszibarackok 15,7%-a, kajszik
10%-a, meggyek 31%-a, cseresznyék 11,74%-a, mandulak 1,5% fertézottnek
bizonyult. Macedonia és Bosznia-Hercegovina teriiletén hasonldé mértékli karokat
figyeltek meg. Jugoszlavia egyes vidékein a szilvafik 90-100%-a mar 1936-ban
virusfert6zott volt, 1955-ben 16 millio fert6zott fat talaltak (Novakovi¢, 1955).
Romaniai adatok ezen tajt 12—77%-os termésmennyiség veszteséget emlitenek a
fertdzott szilvaiiltetvényeken. Moldaviai forrasok szerint a szilva termésvesztesége
16-48%-ra tehet6 (Minoiu, 1975). Az egykori Cschszlovakia teriiletén tortént
felmérések alapjan az erdsen fertdzott teriileteken a fankénti atlagos termésmennyiség
83,4%-kal csokkent (Blattny és Heger, 1965). 1961-ben 90 000 faiskolai novényt
semmisitettek meg PPV fert6zottség miatt (Kralikova, 1963). Spanyolorszagban
1988—1993 kozott 560 000 gyiimdlesfat, Franciaorszagban 1992-ben 27 000 fat,
valamint 1993-ban 100 hektar gyiimolcsost semmisitettek meg a PPV fert6zés
tovabbterjedése és a gazdasagi karok mérséklése érdekében (Roy és Smith, 1994).
Magyarorszagi vizsgalatok alapjan a szilva gylimdlcshullasa elérte a 28,6—37,4%-0t
(Németh, 1979).

A virus felismerését kdvetden agresszivan terjedt el0szor a mediterran régidoban és
a Kozel-Keleten, majd egész Europaban (1. tablazat, 1-2. abra). A kérokozoé els6 hazai
leirasa a kajszi faiskolak ,csillagfoltossag betegsége" néven tortént (Szirmai, 1948).
Majd 1951-ben szilvan (Husz és Klement, 1951), 1963-ban &észibarackon (Németh,
1963), valamint mandulén is azonositottak (Pribék és Gaborjanyi, 1997). A vadon
eléforduld, valamint disznovényként alkalmazott Prunus fajok kozil a PPV
szorvanyos el6fordulasat jelezték P. spinosa fajon (Salamon és Palkovics, 2002).

Leirtdk Egyiptomban (Wetzel et al., 1991a) Dél-Amerikéban, késébb Eszak-
Amerikaban is, és az Indiai szubkontinensen (Thakur et al., 1994). Japanban 2009-ben
jelent meg a PPV (Maejima et al., 2011). A szaporitdbanyagok nemzetkdzi
kereskedelme révén a virus rohamosan terjedt, mara csak Ausztralia és Oceania

teriiletén nincs jelen (Matthews, 2013).



1. tablazat: PPV megjelenése a vilagon kontinensenként idérendi sorrendben (http://www.cabi.org)
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Szlovakia 1950 (Glasa, 2006)
Németorszag 1955 (Roy és Smith, 1994)
Bosznia-Hercegovina 1960s (Roy és Smith, 1994)
Ausztria 1961 (Németh, 1994)
Luxemburg 1961 (Roy és Smith, 1994)
Lengyelorszag 1962 (Roy és Smith, 1994)
Moldova 1962 (Kolber et al., 2001)
Egyesiilt Kiralysag 1965 (Mumford, 2006)
Hollandia 1965 (Verhoeven et al., 2006)
Gorogorszag 1967 (Roy és Smith, 1994)
Svéjc 1967 (Roy és Smith, 1994)
Ukrajna 1967 (Kondratenko és Udovychenko, 2006)
Torokorszag 1968 (Roy és Smith, 1994)
Franciaorszag 1970 (Quiot et al., 1995)
Albania 1971 (Kolber et al., 2001)
Olaszorszag 1973 (Roy és Smith, 1994)
Belgium 1974 (Roy és Smith, 1994)
Spanyolorszag 1981 (Llacer et al., 1985)
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Ciprus 1982 (Roy és Smith, 1994)
Portugélia 1984 (Roy és Smith, 1994)
Szlovénia 1987 (Roy és Smith, 1994)
Litvania 1995 (Staniulis et al., 1998)
Norvégia 1998 (Blystad és Munthe, 2006)

1. abra: A PPV elterjedése Euréopaban (forras: CABI, 2018)

Jelmagyaradzat: Sarga pont: elterjedt, Lila pont: szorvanyos megjelenés

2. abra: A PPV elterjedése a vilagon (forras: CABI, 2018)

Jelmagyarazat: Sarga pont: elterjedt, Lila pont: szorvanyos megjelenés

3.2.

A virus rendszertani besorolasa, jellemzése

A PPV a Potyviridae csaladba, azon beliil is a Potyvirus nemzetségébe tartozo

novénypatogén virus.
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A Potyviridae csaladba kozel 200 bizonyitott és lehetséges faj tartozik, amely az
Osszes ismert novényi virus 30%-at teszi ki (Shukla et al., 1994). Hét nemzetség
alkotja: Potyvirus, Ipomovirus, Macluravirus, Rymovirus, Tritimovirus, Brambyvirus
¢s Bymovirus. Utobbi nemzetségbe tartozo virusok két RNS molekulat tartalmaznak,
melyek hossza 250-300 nm és 500-600 nm, mig a tobbi hat nemzetség tagjai mind
egyszaluak, hosszuk 650-900 nm (King et al., 2011). A csaladba tartozd virusok
mindegyikére jellemzd, hogy a fert6zést kovetden intracellularis szélkerék forméaju
zarvanytesteket hoznak létre a fert6zott novényben (Edwardson et al., 1984). A
Potyvirus és Macluravirus nemzetség tagjai nem-perzisztens modon levéltetvekkel, a
Bymovirus nemzetség tagjai a Plasmodiophorales rendhez tartozé gombakkal, a
Rymovirus és a Tritimovirus tagjai gubacsatkakkal, és az Ipomovirus nemzetség tagjai
dohany molytetiivel terjednek (King et al., 2011).

A Potyvirus nemzetség tagjai egyszalu, linedris, pozitiv RNS-t tartalmaznak.
Virionjaikat 5%-ban nukleinsav és 95%-ban fehérje alkotja, jellemzéen rugalmas
fonal alaktak, 680-900 nm hosszuak, 11-13 nm atméréjiek, €s a megkozelitéleg 2000
CP alegységgel egylitt helikalis formaba rendezédnek (King et al., 2011; Urcuqui-
Inchima et al., 2001). A nemzetség tipustagja a Potato virus Y, azaz a burgonya Y
virus. A nemzetség tagjai altalaban sziik gazdanovénykorrel rendelkeznek, de egyes
virusok akar 30 gazdandvény csaladot is fertézhetnek. A legtdébb potyvirus a
mechanikai atvitel mellett nem perzisztens modon levéltetiivel is terjed, de vannak
egyedek, amelyek ez aldl kivételt képeznek — valosziniileg a helper komponens, vagy
a CP cisztronok mutacioja miatt. Néhany potyvirus maggal is képes terjedni (King et
al., 2011).

A PPV genomja izolatumtdl fiiggéen 9420-9975 (NCBI azonositd: LC333268 -
JQ794501) nukleotid hosszsagu, pozitiv szali RNS (+ssRNS). A genom egy 5’ nem-
kodolo-régiobol (5’UTR), egy nyitott leolvasasi keretbdl (open reading frame, ORF),
és egy 3’ nem-kodolo-régiobol (3°UTR) tevddik Gssze. Az 5° végnél talalhato egy
Potyviridae csaladra jellemz6 genomhoz kotott protein (VPg), mig a 3° véghez egy
poliadenilalt szekvencia kapcsolodik (Hari, 1981; Riechmann et al., 1989). A két vég
kozotti szakasz egy tobb, mint 3000 aminosav hosszu poliproteint kodol, amelyet a
transzlacié soran a virus altal kodolt protedzok fognak hasitani (Urcuqui-Inchima et
al., 2001). A 3. abran lathato géntermékek az 5’-vég feldl a kovetkezok: elsé fehérje
(P1), segitd fehérje és protedz (Hc-Pro), harmadik fehérje (P3), elsé 6 kD-os fehérje
(6K1), henger alaku zarvanyfehérje (Cl), masodik 6 kD-os fehérje (6K>), Kis sejtmagi
zarvanyfehérje (NIa), nagy sejtmagi zarvanyfehérje (NIb), kopenyfehérje (CP)

10
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(Riechmann et al., 1992). A genom ezen kiviil tartalmaz egy PIPO (Pretty Interesting
Potyviridae ORF) elnevezésii, a P3 fehérjével atfedésben 1€vo nyitott leolvasasi keretet
is (Chung et al., 2008).

A PPV a kiilonb6z6 evoltciés nyomasokra — felépitésének koszonhetéen — igen
konnyen reagél genetikai diverzifikacioval. Ezt a hajlamot erdsiti még a leggyakoribb
gazdanovényeinek vegetativ szaporitasa (oltas, szemzés stb.), az ily modon fertdzott
novények orszagokon ativeld kereskedelme és az afidofil tulajdonsaga (James et al.,
2013).

Az 1970-es években a szilva himld virusnak 3 csoportjat kiilonitették el
Chenopodium foetidum gazdanovényen okozott tiinetek alapjan: sarga (yellow), koztes
(intermediate) és nekrotikus (necrotic) torzset (Sutié et al., 1971). Mara a molekularis

analitikai mddszerek megjelenésével a PPV 9 torzsét sikeriilt elkiiloniteni.

PIPO
SUTR 6K1 3'UTR

6K2
N N

vrge] Pi HoPro_ M P3_ ) ci Nla> Nb__ ) cP >=:A,,
L 4 | 4 L 4

3. abra: A PPV genomjanak sematikus abraja

Jelmagyarazat: Genomhoz kétott protein (VPg), az elsé fehérje (Pl), segito fehérje
és protedz (HC—Pro); harmadik fehérje (P3); elsé 6 kD-os fehérje (6K1), henger alaku
zarvanyfehérje (Cl); masodik 6 kD-os fehérje (6K2); Kis sejtmagi zdrvanyfehérje
(Nla); nagy sejtmagi zarvanyfehérje (NIb); kopenyfehérje (CP); poliadnenilalt
szakasz (An) (Riechmann et al., 1992), valamint a PIPO fehérje (Pretty Interesting
Potyviridae ORF) (Chung et al., 2008).

3.3. A PPV torzsek jellemzése

3.3.1. Dideron (D) torzs

A két els6 PPV torzs, amelyet molekularis analitikai mddszerekkel sikertilt
elkiiloniteni egymastol, a D és az M. A D torzset els6ként az 1970-es évek végén egy
dél-kelet franciaorszagi kajszi mintardl sikeriilt leirni (Kerlan és Dunez, 1979). A két

torzs elkiilonitéséhez hasznalt legelterjedtebb nukleinsav alapti moddszer a virus

PCR reakci6 soran keletkez6 243 bp hosszusagi cDNS szakaszon a D tdrzs izolatumai
esetében megtalalhato egy Rsal restrikcios enzim hasitohely, az M torzsnél viszont

nem (Wetzel et al., 1991b). A molekularis modszerek mellett lehetéség van mar D
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torzs-specifikus, monoklonalis ellenanyaggal végzett szeroldgiai elkiilonitésre is
(Cambra et al., 1994).

A D az egyik legéltalanosabban elterjedt torzse a sarka virusnak. A vildgon szinte
mindegyik orszagban jelen van, ahol a PPV-t megtalaltdk és végeztek virustorzs
meghatarozasi vizsgalatokat (Garcia €s Cambra, 2007). A D torzsre a kevésbé
hatékony levéltetli atvitel és gyengébb tiinetek megjelenése a jellemzo (Levy et al.,
2000; Wang et al., 2006). Legtobbszor szilvan és kajszin mutattak ki, de izolatumoktol
¢s foldrajzi helyzettdl fliggden levéltetli atvitelben és gazdandvény preferencidban is
észleltek eltéréseket (Dallot et al., 1997; Candresse és Cambra, 2006; Schneider et al.,
2011; Subr et al., 2013). A D torzson beliili genetikai diverzitas viszonylag alacsony,
az izolatumok kdpenyfehérjét kodolo nukleotidjai és a poliadenilalt végek hasonlosaga

99-96% kozott alakul (Matic et al., 2011).

3.3.2. Marcus (M) torzs

A masik 1979-ben elkiilonitett PPV virustorzs az M, amelyet egy gordgorszagi
Oszibarack mintarol irtak le elészor (Kerlan és Dunez, 1979). Az M torzs
szerologiailag és genetikailag is kiilonbozik a D torzst6l (Boscia et al., 1997; Kerlan
¢s Dunez, 1979). A fentebb emlitett nukleinsav alapi RT-PCR-t koveté RFLP modszer
alkalmazasakor az M — a D torzst6l eltéréen — nem tartalmazza az Rsal hasitohelyet
kodold szakaszt (Wetzel et al., 1991b). Vannak azonban olyan esetek, amikor a D
torzsii izolatum Rsal hasadasi helyén az aminosav sorrend megvaltozik (GTAC-rol
GTGC-re), igy a meggatolt enzimmiikodés kovetkeztében téves M eredményt kapunk
(James ¢és Glasa, 2006). Virustorzsek vizsgalatakor érdemes tehat tobb genomi régiot
is célzo eljarasokat alkalmazni.

Ennél a torzsnél is megfigyelhetdk a kiilonb6zd izolatumok kozotti eltérések. Két
szerologiailag kiilonb6zd altorzset kiilonboztetnek meg: a mediterran régidbol
szarmaz6 M1-et, illetve a kelet- és kozép-eurdpai M2-t. Az altérzsek kozotti teriileti
megoszlas a virustorzs foldrajzi elterjedésének és evolucios kapcsolatainak idébeli
alakulasara enged kovetkeztetni (Myrta et al., 2001). Az M t6rzson beliili genetikai
diverzitas, hasonldan a D torzshoz viszonylag alacsony, az izolatumok kdpenyfehérjét
koédold nukleotidjai és a poliadenilalt végek hasonlosaga 99-100% kozott mozog
(Matic et al., 2011). Az M torzs tagjai altalaban erételjesebb tiineteket valtanak ki,
gyorsabban terjednek levéltetvekkel és konnyebben fertézik az 6szibarackot (Dallot et
al., 1997; Bianco et al., 2004; Llacer és Cambra, 2006). A virustorzsre jellemzo

agresszivitast jol példazza egy kisérlet, melyben egy D, M és Rec virustorzzsel
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fert6zott szilvafan 7 év elteltével csak az M torzset tudtak kimutatni (Predajna et al.,

2012b).

3.3.3. Rekombinans (Rec) torzs

A Potyvirus nemzetségen beliili rekombinaciora elséként a 90-es évek elején
talaltak példat Szerbiaban (mai Montenegro — 06 izolatum) egy Prunus fajon (Cervera
etal., 1993). Késébb, 2001-ben irtak le Nyugat-Szlovakiaban a BOR-3 izolatumot egy
magrol iltetett kajszibarackrol (Glasa et al., 2001). Tovabbi, az el6z6h6z hasonld
rekombinans mintak vizsgélata soran megallapitottdk, hogy ezek az izolatumok egy
kiilon csoportot alkotva képezik a Rec térzset. A Rec izolatumok rekombinacios pontja
az NIb fehérjét kodolod szakaszban talalhatd a 8449 ¢s a 8450 nukleotid kozott. Az 1—
8449 nukleotidig tartd szakasz a D torzsbdl, mig az 8450. nukleotidtdl a 3° végig
terjedd szakasz az M torzsbol szarmazik (Glasa et al., 2004). A CP régiora iranyult
vizsgalati médszerekkel a Rec torzs a rekombinacids pont elhelyezkedése miatt nem
mutathato ki egyértelmiien (M eredményt ad). Az altalunk is hasznalt Rec specifikus
RT-PCR soran a primerek (mD5 és mM3) a rekombindcios pont mentén elhelyezkedd
DNS szakaszokra kapcsolodnak, ezzel 1étrehozva egy 605 bp hosszusagu, csak a Rec
torzsre jellemz6 szakaszt (Subr et al., 2004). Az M t6rzsh6z hasonléan a Rekombinans

torzs tagjai is konnyen fertdzik a szilvat (Subr et al., 2013).

3.3.4. El Amar (EA) torzs

Az EA torzset eldszor 1991-ben sikertiilt leirni egy egyiptomi (El Amar régidobol
szarmazo6) kajszi mintardl (Wetzel et al., 1991a). Tovabbi vizsgalatok soran kideriilt,
hogy az EA torzs 3’ régidja genetikailag igen eltér a tobbi torzs azonos szakaszatol
(81%), valamint hogy a teljes nukleinsav szekvenciaja 79—80%-ban egyezik meg a D,
80%-ban az M, 77%-ban a Rec, és 77%-ban a C torzsekkel (Myrta et al., 2006). Az
EA torzs elkiilonitésére egyarant léteznek szerologiai, és PCR-alapti modszerek
(Hammond et al., 1997; Szemes et al., 2001; Matic et al., 2011).

Annak okéat, hogy az EA torzset eddig csak Egyiptomban sikeriilt azonositani, még
ma is kutatjdk, de az elterjedtség valdos méretének megallapitasat a virustorzs-
vizsgalatok hianya is nehezitheti (James et al., 2013). Egy Egyiptomban végzett
felmérés szerint az EA csak az orszag idésebb kajszi iiltetvényeiben taldlhato meg

(37%), a késobbi telepitésiickben nem (Maghraby et al., 2007).

3.3.5. Cherry (C) torzs
Korabbi megallapitasokkal ellentétben, a PPV képes meggy- és cseresznyefakat is

fertézni; meggyen 1989-ben Moldovaban, mig cseresznyén 1997-ben sikertilt elészor
13
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beazonositani (Kalashyan et al., 1994; Crescenzi et al., 1997). Kés6bb, 2003-ban
Fanigliulo és tarsai megallapitottdk, hogy a meggy- és cseresznyefakrdl szarmazo
virusmintak a tobbi PPV virustorzstdl jelentésen kiilonboznek, mikdzben egymashoz
viszont nagyon hasonloak, igy egyiitt alkotjak a C torzset (Fanigliulo et al., 2003).

A C torzs elkiilonitésére rendelkezésre allnak szeroldgiai és kiilonboz6é molekularis

modszerek (Nemchinov és Hadidi, 1998; Myrta et al., 2000; Szemes et al., 2001).

3.3.6. Winona (W) torzs

A W torzset elészor 2003-ban Kanadaban azonositottak (James et al., 2003; James
¢és Varga, 2005), amikor se az univerzalis PPV 5B antitestek (Cambra et al., 1994), se
széles spektrumi RT-PCR (Wetzel et al., 1991b) segitségével nem sikeriilt azonositani
a 3174-01 jelolésti izolatum torzsbéli besorolasat. Késobb a kanadai mintat kovetden
megtalaltak még Ukrajnaban szilvan (Mavrodieva et al., 2008, 2013), Litvaniaban
szilvan és kokényen (Glasa et al., 2011) és Oroszorszagban szilvan, kokényen, kanadai
szilvan (Prunus nigra) és pelyhes meggyen (Prunus tomentosa) (Sheveleva et al.,
2012). Filogenetikai vizsgalatok soran kideriilt, hogy a W a C torzzsel all a
legkdzelebbi rokonsagban. A W torzs kimutatdsdra ma mar torzsspecifikus primerek
(James és Varga, 2005; Glasa et al., 2011), és monoklonalis ellenanyagok is
rendelkezésre allnak (Croft et al., 2008).

3.3.7. Turkey (T) torzs

A Rec torzs mellett a T a masik példaja a fajon beliili rekombinacids események
kovetkeztében kialakuld torzsnek. Bar a T mintakban tobb rekombinacios pontot is
sikerlilt azonositani, csak egy olyat taldltak, amely minden vizsgalt izolatumban
fellelhetd. Ez a kozos rekombindcids pont a HC-Pro fehérjét kodold région beliil a
genom 1566. nukleotidjanal helyezkedik el. A PPV-T torzs izolatumait eddig csak
torokorszagi kajszi és szilvamintakban sikeriilt azonositani és (Glasa és Candresse,
2005; Serge et al., 2009).

3.3.8. Cherry Russian (CR) torzs

Iddsebb oroszorszagi meggyfakon talaltak rda 2012-ben a PPV egy Gjabb torzsére,
a CR-re, miutan szeroldgiai és molekuldris vizsgalatok alapjan megallapitottak, hogy
a talalt izolatumok kevés hasonlosagot mutatnak a mar ismert PPV torzsekkel (Glasa
et al., 2012). Késobbi filogenetikai vizsgalatok a CR és C torzsek k6zos eredetére
engednek kovetkeztetni, amelynek kovetkeztében mindkét torzs képessé valt

meggyfak és cseresznyék fertézésére (Glasa et al., 2012; Chirkov et al., 2013).
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3.3.9. Ancestor Marcus (AM) torzs
Az AM torzset eddig csak egy izolatum esetében sikeriilt azonositani egy albaniai
szilvamintdban 2012-ben. Genetikai felépitése alapjan egy evolucios elmélet szerint

ez lehet az M to6rzs potencialis 6se (Palmisano et al., 2012).

3.4. A virus gazdanovénykore

A sharka virus szdmos kiilonb6z6 novényfajt fertéz, amelyek kozott termesztett,
disz-, vad- és gyomnovények is vannak. A virus természetes gazdandvényei a Prunus
fajok koziil a kdvetkezok:

Persica x davidiopersica ’Atropurpurea’, Prunus amygdalus, P. armeniaca, P.
avium, P. bessey, P. x blireana, P. cerasifera, P. cerasifera x munsoniana '"Marianna’,
P. cerasus, P. domestica, P. glandulosa, P. institia, P. japonica, P. persica, P. spinosa,
P. salicina, P. tomentosa, P. triloba (Németh, 1979; Llacer és Cambra, 1986;
Kalashyan et al., 1994; Crescenzi et al., 1994; Sebestyen et al., 2008; OEPP/EPPO,
2004). A nem Prunus nemzetségbe tartozo fas szarti gazdandvényei az Euonymus
europaeus ¢és a Ligustrum vulgare (Polak, 2000). A gyiimdlcsésokben megtalalhato
gyomnovények kozil a kovetkezéd fajokat képes fertdézni: Ajuga genevensis,
Campanula rapunculoides, Capsella bursa-pastoris, Cichorium sp., Cirsium arvense,
Clematis sp., Convolvulus arvensis, Datura stramonium, Lactuca serriola, Lamium
album, L. amplexicaule, L. purpureum, Lithospermum arvense, Lupinus albus,
Medicago lupulina, Melilotus afficinalis, Ranunculus acer, R. arvensis, Rorippa
sylvestris, Rumex crispus, Silene vulgaris, Solanum dulcamara, Solanum nigrum,
Sonchus sp., Taraxacum officinale, Trifolium incarnatum, Veronica hederifolia (Kroll,
1973; Milusheva és Rankova, 2001; Virscek et al., 2003; Pribék et al., 1998).

A PPV-t szilvar6l el@szor Bulgariaban irtak le (Atanassov, 1932), majd kés6bb
ugyanitt megtalaltdk kajszin is (Christoff, 1958). Oszibarackrél a vilagon elészor
Németh Mdria irta le hazankban (Németh, 1963). Magyarorszagon a harom fébb
termesztett Prunus faj mellett (kajszi, Oszi szilva) a virus természetes hazai
el6fordulasardl szamoltak be meggyen és cseresznyén (Kolber et al., 1997), mandulan
(Pribék et al., 2000) és kokényen (Salamon és Palkovics, 2002). PPV eseti
eléfordulasat jelezték még 6rdogcérnadn és csattand maszlagon (Pribék és Gaborjanyi,

1997), valamint szamos disznévény Prunus fajon és fajtan is (Sebestyen et al., 2008).
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3.5. A virus tiinetei a fontosabb gazdanévényeken

3.5.1. Tiinetek szilvan

A fertézés kezdetén a leveleken szabalytalanul eloszlo kivildgosodasok vagy
ereket szegélyezd vilagos, klorotikus mintazat lathato, majd késébb a virusra jellemz6
foltok, gytirik ¢és szalagos mintazatok alakulhatnak ki, melyek nagysiga a
gazdandvénytdl fliggden valtozhat (4.a dbra). Magasabb homérsékleten (jellemzden
nyaron) ezek a mintdzatok elhalvanyodhatnak, maszkirozdédhatnak (Németh, 1979).

A gylim6lcsokon a virus gylirli vagy szabalytalan alaku, kékes szini, besiippedd
foltokat hoz létre. A minta megjelenhet az epidermisz feliiletén, sulyos esetben az
alatta elhelyezkedd sejteken, amelyek ilyenkor nekrotizalédnak (4.b &bra). A
gytimolcs rostossa, iztelenné valik, és gazdandvénytdl fiiggben a termések nagy
szazaléka érés elott lehullhat (Németh, 1979).

A szilvafajtdk érzékenysége (€s ezzel a tlinetek sulyossaga) igen valtozd. Az
eurdpai szilvak koziil érzékenynek talalt fajtak: > Althann ringld’, Ageni’, ’Besztercei
szilva’, *Bluefre’, *Caanska rodna’, ’Cambridge Gage’, 'Damson’, ’Early Laxton’,
"Early Transparent Gage’, ’Kirke’, "Monarch’, "Morettini 355°, ’Obilnaja’, ’Olasz
kék’ (Italian Prune), ’Pozegafa’, ’President’, ’Ruth Gerstetter’, ’Victoria’,
"Wangenheimi’, ’Zimmer’s Friizwetsche’, *Zold ringld’. Ezeken az egyedeken a
terméstiinetek sulyosabbak, a gyiimdlcshiis nagyobb mértékben karosodik (Németh,
1986).

Tolerans fajta a ’Besztercei szilva’ Nm. 122 és Nm. 150 klonjai, a *Cacanska
lepotica’, °C. najbolja’, ’C. rana’, *Czar’, ’Ontario’, ’Prune Ageni’, *Washington’,

’Prune d’Ente 707, ’Scoldus’, ’Stanley’, *Weresne’. A tolerancia miatt a termésen

csak feliileti kartétel jelentkezik, a gytimolcshus nem karosodik (Németh, 1986).
Y TR

4. Abra: PPV tiinetei szilva levelén (a) és termésén (b) (Foté: Adam J., Palkovics L.)
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3.5.2. Tiinetek dszibarackon

A PPV az 6szibarack egyik legfontosabb korokozoja, bar joval kevésbé karositja,
mint a szilvat. A héjon eldidézett mintazat rontja az exportlehetdségeket, csokken a
tarolhatosag és a szallithatosag (Németh, 1979).

Kihajtaskor a fertdzés hatasara szabalytalan klorotikus mintdzatok mutatkoznak a
leveleken (5.a abra). A kivilagosodott részek fejlodése az egészséges levélrészektol
elmarad, igy levéldeforméciok alakulnak ki. Késobb ezek a klorotikus részek gytrts,
az erek mentén szalagos mintdzatot vesznek fel. A tlinetek a nyari melegben
elhalvanyulhatnak. A levéltiinetek mértéke nagyban fiigg a gazdandvény
érzékenységétdl (Németh, 1979).

"4 )

5. abra: PPV tiinetei 6szibarack levelén (a) és termésén (b) (Foté: Adam J.)

A gylimdlcsokon a terméshéjtol vilagosabb szini gyliriik jelennek meg (5.b abra).
A vilagos héju fajtadkon ezek a tiinetek teljesen elhalvanyulhatnak. A virusfertézott
gylimolesok kevésbé szallithatok és tarolhatok, mint az egészségesek (Németh, 1979).
Stlyosabb tiinetek figyelheték meg komplex virusfertézések esetén, ha az
6szibarackot a PPV mellett alma klorotikus levélfoltossag virus is fertézi (Apple
chlorotic ringspot virus), a foltok a teljes gytimoélcsfeliiletet beborithatjak, és ha az
elébbi két virus mellett még egy Ilarvirus is megjelenik (Prunus necrotic ringspot
virus, PNRSV), a termés deformalodik, kiilonb6z6 horpadasok és repedések

jelenhetnek meg rajta (Marenaud et al., 1976).

3.5.3. Tiinetek kajszin
A kajszin okozott tiinetek bar nem olyan sulyosak, mint szilvan, de a
gyiimolcshéjon és a csonthéj kiilsején megjelend jellegzetes foltok nehézséget

jelentenek az exportra termelésnél.
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A leveleken nem feltiin klorotikus foltok, gytiriik, szalagos mintazatok jelennek
meg (6.a abra), amelyek nyari melegben elhalvanyulhatnak, elmaszkiroz6dnak
(Németh, 1979).

A kajszi esetében a virusfertézés egyértelmii jele a kédmagon (csonthéjon)
megtalalhatd vildgos mintdzottsdg, ami akkor is megjelenik, ha a gylimolcshéj
tiinetmentes (6.b abra). Mar egész koran, a csonthéj fasodasanak kezdetén kialakul, és
azutan sem tlnik el, miutdn a gyiimolcs rothadasnak indul és a mag kiszarad. A
csonthéj koriili részen a his sokszor szdraz és szivacsos. A gyiimdles kiilsején a
tiinetek a héj szinénél vilagosabb (egyes fajtaknal sotétebb piros) gytirlis, szalagos
mintazatként jelennek meg. Néhany esetben a gytiriik besiippednek és bebarnulnak,
alatta a gyiimdlcs rostos allomanyuva, iztelenné valik. Sulyos esetben a fert6zés
gylimolcestorzulast is eredményezhet. Az érés idopontjat akar 10-14 nappal eldre
hozhatja, és a gyiimdlcsok tarolhatosaga és szallithatosaga romlik. A fert6zott fak
novekedése lassabb lesz, a hajtasok rovidebbek, a torzskorméret pedig csokken

(Németh, 1979).

6. abra: PPV tiinetei kajszi levelén (a) és csonthéjan (b) (Foté: Adam J., Nagy G.)

3.6. A virus természetes terjedése

A virus legfontosabb terjedési moddjai a ndvényi  szovetnedvvel,
miveldeszkozokkel és a levéltetvekkel valo atvitel.

A PPV széleskorii elterjedéséért a nemzetkdzi szaporitéanyag kereskedelemben
alkalmazott vegetativ szaporitasi modok (oltds, szemzés) soran torténd virusatvitel a
felelds. Ahhoz, hogy az eldallitott oltvany virusmentes legyen, mind az alanynak, mind
a nemesnek egészségesnek kell lennie, mert ha csak az egyik is fertdézott, a betegség

az egész novényre atterjed. Az emberi tevékenység altal a virus nagyon sok orszagba
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eljutott, tobbek kozott hazankba is feltehetéen vegetativ uton szaporitott
szilvaalanyokkal hoztdk be Bulgaria fel6l (Németh, 1979).

A szilva himlé virus kisebb tavolsagokon beliili gyors, jarvanyszerii
elterjedésében kulcsfontossagu a levéltetvekkel valé atvitel. Az allati vektorokkal valo
terjedés sikerességét és a fertdzés térbeli terjedésének alakulasat nagyban befolyasolja
a gazdanovény és a PPV-izolatum tipusa (Sutic et al., 1976; Dallot et al., 2004).
Megallapitottak, hogy ugyanazon levéltetiifaj kiilonb6z6 populacioi eltérd virusatviteli
hatékonysaggal rendelkezhetnek (Labonne et al., 1994b). Dél-Eurdpaban és Eszak-
Amerikaban megfigyelték, hogy a virust hordozo levéltetvek nem a kozvetlentil
szomszédos, hanem a kissé tavolabbi fakat latogattak szivesebben (Gottwald et al.,
1995; Gottwald, 2006). Spanyolorszagban Osszetettebb, nagyobb tava (akar 150
méteres) és rovid tavh levéltetlimozgast is tartalmazé fertdzési mintakat azonositottak
(Capote et al., 2010). Egy francia kisérletben az ijonnan fert6zodott fak 90%-a az
el6zdleg fert6zott fa 200 méteres kornyezetében helyezkedett el, de tdvolabbi, akar
600 méteres terjedési tavolsagot is mértek (Labonne és Dallot, 2006). A PPV a Prunus
tapnoveényll levélteti fajokon kiviil a nemzetség tagjain csak probaszivasokat végzo
fajokkal is terjed. A szakirodalom szerint a leghatékonyabb PPV terjesztd levéltetii
fajok az Aphis spiraecola, a Myzus persicae és a Hyalopterus pruni. Tovabbi PPV-
atvitelre képes levéltetiifajok a kdvetkezok: Aphis arbuti, A. craccivora, A. fabae, A.
gossypii, A. hederae, A. idaei, A. nasturtii, A. sambuci, A. spiraephaga, Brachycaudus
cardui, B. helichrysi, B. persicae, Dysaphis plantaginea, D. pyri, Hyalopterus
amygdali, H. pruni, Macrosiphum rosae, Megoura viciae, Metopolophium dirhodum,
Myzus cerasi, M. varians, Phorodon humuli, Rhopalosiphum padi, Sitobion avenae, S.
fragariae, Toxoptera citricida, Uroleucon achilleae, U. sonchi (Krczal és Kunze,
1972; Leclant, 1973; Minoiu, 1973; Fos és Massonié, 1993; Avinent et al., 1994;
Labonne et al., 1994a, 1994b; Pribék és Gaborjanyi, 1997; Gildow et al., 2004;
Labonne és Dallot, 2006).

A PPV a nem-perzisztens, ugynevezett stylet-borne virusok kozé tartozik. Az
allati vektorok a virust a szipokajukkal viszik at egyik novényrdl a masikra. Nincs
inkubacios 1d6, azaz a vektor a felvétel utdn azonnal fertézOképessé valik, de ezt a
képességét viszonylag hamar, mar 1-2 szivas utdn elveszitheti (Horvath, 1972). A
levéltetveken kiviil PPV atvitelre képesek az Empoasca flavescens (z6ld szél6kaboca),
valamint az Aculus fockeaui (csonthéjasok levélatkaja) fajok (Jordovié, 1963; Isac et
al., 1998).
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A szilva himl6 jarvanyok kialakulasaban az afidofil tulajdonsag mellett a virus
természetben eléforduld rezervodrndvényeinek elterjedtsége is szerepet jatszik. A
Prunus spinosa és a Prunus institia fajok mellett a nagy szamban el6forduld
virusgazda gyomnovények, illetve a disz- és vad Prunus fajok is allandé fert6zési
forrasokat jelenthetnek a levéltetvek szamara (Salamon és Palkovics, 2002).

A virus fertdzott maggal torténd terjedésének lehetdségét mind a mai napig
vizsgaljak. Bar az 1960-as években felmeriilt ennek lehetésége (Szirmai, 1961), és
késObb szerologiai vizsgalatokkal alé is tAmasztottak (Németh és Kolber, 1982), tobb
ujabb vizsgalat negativ eredményt adott ezzel kapcsolatban (Pasquini és Barba, 2006;
Milusheva et al., 2008). Szerologiai és molekularis modszerekkel ugyan sikeriilt
kimutatni a virus jelenlétét a maghéjban és sziklevelekben, viszont a riigyecskében és
a gyokocskében nem. A vizsgalt magokbdl kikelt magoncokon nem jelentek meg a
PPV-re jellemzd tiinetek, és RT-PCR vizsgalatokkal sem tudtak kimutatni a fertdzést
(Pasquini et al., 1998; Pasquini et al., 2000).

3.7.  Védekezés helyzete és lehetéségei

A szilva himl6 virus okozta fert6zés elleni védekezés szabalyozasa az Eurdpai
Unidban a 2000/29 EK iranyelv szerint torténik, amely eldirja azokat az eljarasokat,
amelyek betartasaval korlatozhato a virus terjedése.

A szilva himl6 virussal szembeni védekezési stratégiak két eljarason alapulnak. Az
egyik eljaras az inokulumok kornyezetbe vald kijutdsanak megeldzésén, illetve
csokkentésén alapul. Ilyen a karantén intézkedések betartdsa, a fakivagasok a
gyiimolcsdsokben, ndvényutlevéllel rendelkezd szaporitdanyag haszndlata. A masik
eljaras a rezisztens fajtak nemesitése (Németh, 1986).

Legfontosabb az egészséges szaporitdoanyag eldallitdsa virusmentes anyatelepeken.
A virusmentes szaporitdanyag eldallitds egyik feltétele a rendszeres ndvény-
egeészségligyl ellendrzés. A torzsiiltetvényekben mintavételezés, virus kimutatasi
technikdkkal torténd ellendrzés alapjan ndvelhetd a megeldzési intézkedések
hatékonysaga (Jordovic, 1975). Magyarorszagon az 1970-es évek kozepén keriilt
kidolgozasra a virusmentes szaporitdoanyag-eldallitds rendszere és annak hatdsagi
szabalyozasa (Németh, 1994).

A term¢ tltetvényeken a kivagasi eljaras munka- és koltségigényes. A modszert
akkor alkalmazzak, ha mind a vizudlis szemle, mind a laboratériumi eredmények

igazoljak a fertdzés nagymértéki jelenlétét. Mivel ez jelentds arbevétel kieséssel is jar,
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altalaban koltségvetési forrasokbol kiegészité tamogatast kapnak a gazdak (Hadidi,
1998). Ezzel a médszerrel néhany orszagban (Svéjc, Dania, Esztorszag, Hollandia)
ideiglenesen megfékezték és kiszoritottak a korokozot (Németh, 1994), azonban
napjainkban szorvanyosan tovabbra is el6fordul Svajcban ¢és Hollandidban. A
fakivagas nem minden esetben hozza meg a vart eredményt. T6bb eurdpai orszagban
a fakivagast csak azzal a céllal végzik, hogy gazdasagi és ndovénytermesztési szinten
is elfogadhatdé mértékiire korladtozzak a gylimolcsosokben jelenlevd inokulum
mennyiségét (Jenser, 1989).

A stylet-born virusoknal, igy a PPV-nél is nagy hangsulyt kell fektetni a vektorok
elleni védelemre. A virusvektor levéltetvek, kiilondsen az dsszel el6fordulo levéltetvek
ellen ésszeriien, a hasznos €16 szervezeteket kiméld technologiaval kell védekezni. A
tél végi lemosd permetezésekkel, és a vegetacios idOben torténd inszekticides
kezelésekkel, illetve a korona ritkitasaval a fert6zés veszElyét csokkenthetjiik. Fontos
a gyomok elleni védekezés, hiszen ezek nemcsak a virus gazdandvényei, hanem a
virusvektorok altal is kedveltek lehetnek (Németh, 1979). A virusvektorok
tevékenységét hazai viszonyok kozott csak nagy koltséggel és kis novényallomany
esetében lehet megsziintetni (Jenser, 1989).

Fontos, hogy a termdhelyeket a fert6zési gocokon kiviil esé teriileteken alakitsak
ki és az uj telepitéseket szigeteljék el a szilvahimldvel fert6zott helyektdl, a vektorok
betelepedésének elkeriilése érdekében. A repiilési tavolsaghoz képest viszonylag
hosszu virusmeg6rzési id6 (legalabb 60 perc) miatt azonban az izolacids tavolsag
novelése sem jelenthet teljes biztonsagot. Hatékony izolacidnak tekintheté az 1000-
1200 m-es tavolsag a fert6zott helytél (Németh, 1986). A PPV (mint nem-perzisztens
virus) esetében a fertézés nagyobb valoszinliséggel akadalyozhaté meg PPV
inkompatibilis novényekkel takart kornyezetben, mint az izolacids tavolsag
biztositasdval. Ennek az elvnek betartasat a hazankban 1989 utan kialakult
iiltetvénytulajdonosi szerkezet, valamint a term6foldek elaprdzodasa és privatizacioja
nagymértékben neheziti (Jenser, 1989).

A védekezésben nagy szerepe lenne a PPV-vel szemben ellendllo fajtdk
nemesitésének, illetve azok termesztésbe vondsanak (Németh, 1986). A jovOben nagy
jelentdsége lehet a védekezésben a virusellenallod transzgénikus, vagy génszerkesztett
novények elodallitdsanak. A genetikailag modositott ndvények eldallitdsa olcsobb,
hatékonyabb, és talan kevesebb id6t vesz igénybe, mint a hagyomdnyos nemesités. A
novénygenetikai kutatasok egyik célja, hogy rezisztenciagéneket juttassanak be

termésiiket tekintve értékes, de betegségekre fogékony fajtakba. A virusok ellen
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novényi eredetli, virus eredetii, vagy egyéb virus ellendlldé gének épitheték be. PPV
esetében a kopenyfehérje génnel vald transzformdicioval értek el eredményeket
(Horvath, 1972). Génszerkesztéssel a gazdandvény azon génjeit moddosithatjuk,
melyekrdl atirodd fehérjék részt vesznek a virus fertézésében, a fehérje-fehérje
kolecsonhatdsokban.

Tovabbi lehetdségnek tekinthetd a hdterapia, merisztéma tenyésztés, kemoterapia
vagy a premunitas elvének alkalmazasa. Virusmentes szaporitdoanyag eléallitdisdban
alkalmazott mddszerek, a virusmentes anyatelep novény anyaga gyakran hoéterapiat
kovetd merisztéma tenyésztésbol szarmazik. Ezen eljardsok értékes fajtak

megOrzésére is hasznalatosak (Horvath, 1972).

3.7.1. Rezisztencia alkalmazasa

A nemesités altalanos célja a termoOképesség, a piacképesség, valamint az
ellenalloképesség fokozasa. A legeredményesebb modszer a PPV lekiizdésére a
rezisztens fajtak nemesitése lehet. A rezisztencianemesitésben egyarant alkalmazzak
a hagyomanyos nemesitési eljarasokat, valamint a biotechnoldgiai eljarasokat. Az
ellenalloképesség alapjan beszélhetiink a korokozo megtelepedése ellen, valamint a
betegség ellen hatd csoportokrol. A horizontalis rezisztencia a korokoz6 minden torzse
ellen védettséget nyujt, a vertikalis rezisztencia csak bizonyos torzsekkel szemben
érvényesiil. A mennyiségi nem lokalizalodé rezisztencia poligének altal szabalyozott,
mig a mindségi lokalizalt rezisztenciat monogének vagy poligének szabalyozzak.
Altalaban vad fajokban talalhato gének szolgalnak forrasul a fertdzés-ellenallosag
kialakitasanal. Az Oszibarack esetében tobbek kozott a Prunus davidiana fajt
hasznaljak hibrid partnerként. A keresztezéses nemesités soran olyan tulajdonsagok
alakulnak ki, amelyek vagy a virusok bejutdsat, vagy a vektorok tevékenyseégét
akadalyozzak meg. Ilyen példaul a ndvények tulérzékenységre iranyuld nemesitése,
amely sordn a novény helyi szovetelhaldssal lokalizalja a fertdzést. A hiperszenzitiv
reakciokra éplilé nemesitési iranyzat altalaban egy gén altal kodolt (Gaborjanyi et al.,
1999). A PPV elleni védekezés egyik lehetdsége a virust terjesztd levéltetvek elleni
rezisztencia. Myzus persicae és Myzus varians fajokkal szemben az S2678 és az S2605
Oszibarackfajtak rezisztensek. A rovarok altal megszart, fertézott szovetek elhalnak
megakadalyozva a virus tovabbterjedését a ndvényben. Ezen rezisztencia az S 2678
fajtanal a Myzus persicae esetében annak morfoldgiai alakjatol fiigg (Massonie és
Maison, 1979).
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Magyarorszagon szabadfoldi vizsgalatokban természetes fert6zodés feltételei
kozott megfelel tolerancidjunak talaltak a ’Michelini’, *97/68°, ’Incrocio Pieri’,
’Mayfire’ és a ’Kinai 8’ fajtakat (Tobias et al., 1992).

A PPV ellen foleg a nemzetkdzi szaporitdanyag kereskedelem szigoritasaval, a
szaporitdanyag ellendrzésével ¢és rezisztencianemesitéssel tudunk valamelyest
védekezni.

A hazankra vonatkoz¢ szilva himl6 virus elleni védekezési eljardsokat az Europa
Tanacs a novényeket vagy novényi termékeket karosito szervezeteknek a K6zosségbe
torténd behurcoldsa és a Kozosségen beliili elterjedése elleni védekezési
intézkedésekrdl szolo 2000/29. EK iranyelve tartalmazza. Az irdnyelv 1L
mellékletének A része II. szakaszanak értelmében a PPV valamennyi tagallamaba
torténd behurcoldsa €s ott torténd elterjesztése tilos, ha az Prunus sp. iiltetésre szant
novényein fordul elé (vetémag kivételével). Az iranyelv a (IV. melléklet A része II.
szakaszaban meghatarozott) Prunus fajok orszagok kozotti szallitasanal alkalmazandé
kiilonleges eljarasokat is tartalmazza. Az ide vonatkozd mellékletben megadott
fajoknal (a magrol termesztettek kivételével) igazolni kell a ndvény virustél mentes
tertiletrdl val6 szdrmazésat. Ha ez a hivatalos nyilatkozat nem 4ll rendelkezésre, abban
az esetben a novényekrdl igazolni kell, hogy meghatarozott koriilmények kozott,
megfeleld indikatorok, illetve mddszerek alkalmazasaval PPV mentesnek taldltattak.
Harmadik lehetéségként igazolni kell, hogy a novények kozvetlen vonalon olyan
anyagbol szarmaznak, amelyet a legutobbi harom teljes vegetacids iddszak alatt
legalabb egy alkalommal hatosagilag PPV mentesnek talaltak, vagy ez id6 alatt nem
¢észleltek a termdhelyen és annak kdzvetlen kdzelében PPV tlinetes ndvényeket, vagy
a termdhelyen a virusos tiineteket mutaté novényeket kiirtottak.

A PPV elleni rezisztencia egyik forrdsa a vad Prunus fajokban természetes iton
kialakult, ellenallosagért felelés génjének beépitése a termesztett Prunus fajok
genomjaba. Terepen megfigyelt, természetes fertdzési nyomasnal kialakult rezisztens
Prunus fajokat mar az 1940-es évek ota irtak le kutatok (Christoff, 1947; Jordovic,
1968; Syrgiannidis, 1979). Az azdta folyamatosan zajlo vizsgalatok ellenére, nagyon
kevés természetes rezisztenciaval rendelkez6 Prunus fajt sikeriilt azonositani (Kegler
et al., 1998; Martinez-Gomez et al., 2000a). Oszibarack esetében altalaban a Prunus
davidiana fajt hasznaljak hibridizacios partnerként (Kegler et al., 1998; Pascal et al.,
2001).

Kajszi rezisztencianemesitési programokban altalaban észak-amerikai eredetll

genotipusokat hasznalnak (Badenes ¢és Llacer, 2006). Egy kajszi fajtak
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rezisztenciajanak 0sszegzd vizsgalatat végzo kutatas szerint a fajtakat harom csoportba
lehet osztani a rezisztencia ,,stabilitasa” alapjan. Vannak fajtak, melyek egyértelmiien
fogékonyak a PPV-re (pl.: "Bergeron’, ’Canino’), valamint vannak, amelyek minden
provokativ fertdzéses kisérletben ellenallonak bizonyultak (pl.: *Harleyne’, *Orange
Red’, ’Stella’). A harmadik csoportba pedig azok a fajtak sorolhatok, amelyek
rezisztencidgja megkérddjelezhetd (*Goldrich’, ’Harcot’, ’Stark Early Orange’,
"Veecot’) (Martinez-Gomez et al., 2000a).

Szilva esetében rezisztens fajtakrol nem beszélhetiink, 1éteznek azonban Kozép- €s
Dél-Eurdopaban hasznalt gytimolcstiinetet nem mutatd tolerans fajtak (Kegler et al.,
1998; Ogasanovic et al., 1993). Meleg, szaraz évjaratokban azonban a negativ
szembeni tolerancia megsziinik, és hasonléan stlyos gyiimolcstiinetek jelennek meg,
mint a fogékony fajtdkon. Szilvanemesitési programokban jol alkalmazhaté a PPV-re
hiperszenzitiv  reakciot add ’Jojo’ fajta, mely a virusatvitel sikeres
megakadalyozasaval virusmentes tud maradni (Hartmann, 1998; Hartmann és
Neumiiller, 2006).

Mivel a PPV egy gazdasidgi szempontbdl fontos virus, a hagyomanyos
rezisztencianemesités mellett a virus-rezisztens transzgénikus novények eldallitasa is
nagy hangsulyt kapott. A PPV esetében sikertilt a CP fehérje ndvénybeni eldallitasaval
rezisztens szilvafajtat ("HoneySweet’) 1étrehozni (Ravelonandro et al., 1997).

Azokban az orszdgokban, ahol a szilva himld virus karantén korokozonak szamit
gyakori védekezési modszer a fertézott fak kivagasa. Amerikdban egy 10 éves
program keretein beliil, komoly felderitdi munka alapjan a fert6zott fak 200 méteres
korzetében minden Prunus nemzetségli potencialis gazdandvényt kiirtottak, sikeresen

megakadalyozva a virus komolyabb elterjedését (Gottwald et al., 2013).
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4. VIZSGALAT HELYE, ANYAGA ES MODSZERE
4.1. Avizsgalatok helye

4.1.1. A hazai felmérés helyszine

A hazai felmérés soran Magyarorszag északi megyé¢ibdl iiltetvényekbdl és hazi
kertekbdl gytijtottiink mintakat. A felmérésben résztvevd megyék Pest, Borsod-Abatj-
Zemplén, Nograd, Szabolcs-Szatmar-Bereg, Komarom-Esztergom és Gydr-Moson-

Sopron megye voltak (7. abra). A gyljtott mintdkat a Novénykortani Tanszék

laboratoriuméban vizsgaltuk.

7. abra: A hazai felmérés helyszinei (Google Maps)

Jelmagyarazat. a pontok a mintavételi helyeket jelolik (Atkar, Bernecebarati,
Boldogkévdralja, Budapest, Cegléd, Csomor, Erd, Gonc, Gyér-Ménfécsanak,
Kemence, Kistokaj, Kozdrd, Ludasté, Nagykallo, Nyirtelek, Piliscsév, Salgotarjan,
Soskut, Szentendre, Szigethalom, Tata, Tiszadob, Vdmosmikola).

4.1.2. Az alany-nemes kombinaciok vizsgalatanak helyszine

A TET 10-1-2011-0673 palyazatban hasznalt mintak Pest megyébdl, Soskut
terliletéhez tartoz¢ iiltetvénybdl szarmaztak (8. dbra). A vizsgalt parcellak a kdvetkezd
GPS koordinatakon talalhatok: 47.419537, 18.804894 — ’Cresthaven’ (8/1-es
parcella), valamint 47.436812, 18.792126 — "Babygold6’ és *Michelini’ (14/1 és 14/2-
es parcella) (8. abra). A mintakat a Novénykortani Tanszékre szallitottuk, ahol a
laboratoriumi vizsgalatokat végeztiik. A kivant szekvencidk meghatarozasdhoz a
Hollandidban miikodé BaseClear cég Barcode Sequencing szolgaltatasat vettiik

igénybe.
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Babygold6: 14/1-es parcella
* Y Michelini: 14/2-es parcella
3

W\
¥ N\

\

8. abra: Az alany-nemes kombinaciék vizsgalataban részt vevé mintak helye (Google Maps)

4.1.3. A gazdanivény preferencia vizsgalatanak helyszine

A vizsgalt szilva, kajszi és Oszibarack fak Pest megyébdl, Soskut teriiletéhez
tartozd iltetvényekbdl szarmaztak (9. abra). A mintdkat a kovetkezd GPS
koordinatakon talalhaté utkeresztezddést koriilvevo tablakrol gytjtottik: 47.428339,
18.801402. A mintdkat a Szent Istvan Egyetem Kertészettudomanyi Karanak
Novénykortani Tanszékére szallitottuk, ahol a tovabbi laboratoriumi vizsgéalatokat

végeztik.
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9. dbra: A gazdanévény preferencia vizsgalat mintainak szarmazasi helye (GPS: 47.428339, 18.801402)
(Google Maps)

Vialasztasunk azért esett a 10. abran is bemutatott szilva, 0szi és kajszi tablakra,
mert ezen a teriileten az altalunk vizsgalt PPV virus torzsek (M, D és Rec)
gazdandvényei nagyon kozel, egymassal szomszédos tablakon helyezkednek el. A
specidlis kozelség miatt minden altalunk vizsgalt fa azonos kdrnyezeti és iddjarasi
koriilményeknek volt kitéve, tovabba a teriileten elvégzett novényvédelmi kezelések
is (ndvényfajtol fliggden) egységesen zajlottak. A kivalasztott helyszinnek
koszonhetden a levéltetvek altali virusatvitel minden feltétele adott volt, igy a virus
akar probaszivogatasok titjan, nem-perzisztens (stylet-borne) modon is akadaly nélkiil
tovabbterjedhetett, ezzel minden lehetdséget és esélyt megadva a torzsek szabad

terjedésének és keveredésének.

4.1.4. Az FTA technolégia vizsgalatainak helyszine

Az FTA technoldgia vizsgalatat korabban hazai és szlovak mintdkon végeztiik el a
Szlovak Tudomanyos Akadémia munkatarsaival (Predajna et al., 2012a),
dolgozatomban csak a sajat vizsgalatok szerepelnek, melyeket Magyarorszagon

végeztem Bulgéridbol szdrmazd mintakon.
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4.2. Vizsgalatok anyaga

4.2.1. Az északi megyékben végzett felmérés mintai

A vizsgalatokhoz gyljtott mintdk adatait a 2. tdblazat tartalmazza. A mintak
tiinetmentes ¢s tlineteket mutatd fak levelei voltak. A mintdk {iltetvényekbdl,
mintatiltetvényekbdl (tobbszori mintavétel ugyan abbdl az {iltetvénybdl) és hazi

kertekbdl szarmaztak.

2. tablazat: Magyarorszag északi megyéiben végzett felmérésben szereplé mintak adatai

Minta Mintagyiijtés

szama helye Megye gazdanovény
9 Kemence Prunus domestica
10 Kemence Prunus domestica
11 Kemence Pest megye/Eszak Prunus domestica
12 Kemence Prunus domestica
13 Kemence Prunus domestica
14 Kemence Prunus domestica
15 Bernecebarati Prunus domestica
16 Bernecebarati Pest megye/Bszak Prunus domestica
17 Bernecebarati Prunus domestica
18 Bernecebarati Prunus domestica
19 Vamosmikola . Persica vulgaris
20 Vamosmikola Pest megye/Eszak Persica vulgaris
21 Kemence Prunus domestica
22 Kemence Pest megye/Eszak | Prunus avium
23 Kemence Prunus domestica
24 Budapest Pest megye Prunus domestica
25 Boldogkévaralja Prunus cerasifera
26 Boldogkévaralja Prunus domestica 'Big blue'
27 Boldogkdvaralja Prunus domestica 'Big blue'
28 Boldogkdvaralja Prunus domestica 'Big blue'
29 Boldogkévaralja Borsod-Abauj-Zemplén | Prunus cerasifera
30 Boldogkévaralja Prunus domestica 'Big blue'
31 Boldogkévaralja Prunus domestica 'Big blue'
32 Boldogkdvaralja Prunus domestica 'Big blue'
33 Boldogkdvaralja Prunus domestica 'Big blue'
34 Kozard Prunus domestica
35 Kozard Prunus domestica
36 Kozard Nograd Prunus domestica
37 Kozard Prunus domestica
38 Kozard Prunus domestica
39 Kozard Prunus domestica
40 Kistokaj Prunus cerasifera
41 Kistokaj Prunus domestica 'Stanley’
42 Kistokaj Borsod-Abauj-Zemplén | Prunus domestica 'Stanley'
43 Kistokaj Prunus domestica 'Stanley’
44 Kistokaj Prunus armeniaca
45 Nyirtelek Prunus domestica 'Besztercei’
46 Nyirtelek Szabolcs-Szatmar-Bereg | Prunus domestica 'Besztercei'
47 Nyirtelek Prunus domestica 'Elena’
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:;I;aﬁz Mln:]z;%l:]tes Megye gazdanovény
48 Nyirtelek Prunus domestica 'Besztercei’
49 Nyirtelek Prunus domestica 'Besztercei’
50 Nyirtelek Prunus domestica 'Besztercei’
51 Nagykallo-Ludastd s . | Prunus domestica 'Bluefre’
— - zabolcs-Szatmar- —— -
52 Nagykallo-Ludastd Bereg Prunus domestica 'Bluefre
53 Nagykallo-Ludasto Prunus domestica 'Bluefre’
54 Nagykallo-Ludastd Prunus domestica 'Bluefre’
55 Nagykallo-Ludastd Prunus domestica 'Bluefre’
56 Nagykallo-Ludastd Prunus domestica 'Bluefre’
57 Soéskut Pest megye/Nyugat | Prunus domestica 'Bluefre'
58 Salgoétarjan Nograd Prunus domestica
59 Ludast6 Szabolcs-Szatmar-Bereg | Persica vulgaris
60 Szentendre Prunus domestica
61 Szentendre Prunus domestica
62 Szentendre Pest megye Prunus domestica
63 Szentendre Prunus cerasifera
64 Szentendre Prunus domestica
65 Szentendre Prunus cerasifera
66 Tata Prunus domestica
67 Tata Prunus domestica
68 Tata , Prunus domestica
69 Tata Komérom-Esztergom Prunus domestica
70 Tata Prunus domestica
71 Tata Prunus domestica
72 Ismeretlen Prunus salicina
73 Szigethalom Pest megye/Dél Prunus domestica
74 GyO6r-Ménf6csanak | Gy6ér-Moson-Sopron Prunus domestica
75 Soskut Pest megye/Nyugat Prunus domestica 'Bluefree’
76 Piliscsév Komérom-Esztergom Prunus domestica 'Stanley’
77 Piliscsév Prunus domestica 'Besztercei'
78 Cs6mor Prunus domestica
79 Cs6mor Pest megye-Kelet Prunus domestica
80 Csomor Prunus domestica
81 Gonc Prunus domestica
Prunus armeniaca ceglédi
82 Gonc Borsod- Abatij-Zemplén kisérleti fajta -
Prunus domestica ismeretlen
83 Gonc roman fajta
84 Gonc Prunus domestica 'Besztercei'
85 Boldogkévaralja Borsod- Abatj-Zemplén | Prunus armeniaca 'Yellowcot'
86 Atkar Prunus armeniaca ceglédi
87 Atkar Prunus domestica 'Besztercei'
Heves —
Prunus domestica 'Cacanska
88 Atkar lepotica’
89 Bernecebarati Prunus domestica
90 Bernecebarati Pest megye/Eszak Prunus domestica
91 Bernecebarati Prunus domestica
Prunus domestica 'Cacanska
92 Séskat lepotica’
93 Soskut Pest megye/Nyugat | Prunus domestica
94 Soskut Prunus domestica 'Stanley’
95 Soskut Prunus armeniaca
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L\;I;::z Mln;z;i};:]tes Megye gazdanovény
96 Cegléd Prunus armeniaca
97 Cegléd Prunus domestica 'Stanley’
98 Cegléd Prunus domestica "Tuleu Gras'
Pest megye/Dél Prunus domestica 'Cacanska
99 Cegléd lepotica’
100 Cegléd Prunus domestica 'Tuleu Gras'
101 Cegléd Prunus domestica 'Stanley’
102 Erd Prunus domestica
103 Erd Pest megye/Nyugat | Prunus domestica
104 Erd Prunus domestica
Prunus persica 'Suncrest’,
105 Tiszadob 'Cresthaven'
Prunus domestica 'Cacanska
106 Tiszadob Szabolcs-Szatmar-Bereg lepotica — ,
Prunus persica 'Suncrest’,
107 Tiszadob 'Cresthaven'
Prunus persica (var. nectarina)
108 Tiszadob '‘Andosa’
109 Nagykallo Prunus domestica 'Besztercei'
110 Nagykallo Szabolcs-Szatmar-Bereg | Prunus domestica
111 Nagykallo Prunus domestica
112 Nyirtelek Szabolcs-Szatmar-Bereg Prunus domestica
113 Nyirtelek Prunus domestica 'Besztercei’

4.2.2. Az alany-nemes kombinaciok vizsgalataban szereplé mintak
Az &szibarack alany nemes kombinacidk vizsgalatdban a mandula magonc, a
’Cadaman’, a "GF677’¢és a ’Pe-Ma’ alanyok, valamint a Babygold 6°, a ’Cresthaven’

és a ’Michelini’ nemes kombinacioi vettek részt.

4.2.3. Vizsgalt alanyfajtak jellemzése

Az alanyok oltvanyokban megjelend tulajdonsadgai meghatarozo jelentdségliek. Az
oltvany gyokerét az alany alkotja, ezért figyelembe kell venni annak talajigényét,
vizigényét, széarazsagtiirését, hidegtlirését ¢és télallosadgat, novekedési erélyét, a
talajban vald rogzités erdsségét, sarjadzasi hajlamat, betegségekkel ¢és kartevokkel
szembeni ellenallosdgat. Amennyiben a torzset is az alany alkotja, akkor a torzs
szilardsagat, fagytiiré képességét szintén szamitasba kell venni. Az alany nagy hatéssal
van a nemes rész vegetativ €s generativ részeinek alakulasara (Misi¢, 2000).

Mandula magonc alany (Prunus amygdalus)

Mas orszagokkal ellentétben Magyarorszagon a masodik legelterjedtebb
Oszibarack alany. Elsésorban a dombvidéki dszibarack termdétdjakon hasznaljak.
Szaporitasa generativ uton, magrél torténik. Meleg, koves, szaraz, kotott, meszes

talajokra ajanlott (Timon, 1974). Kedveltsége olcsd és egyszerli szaporitasi
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lehetéségében rejlik. J6 az affinitdsa, harmadik-negyedik évben termdére fordulnak
oltvanyai. K6zéperds novekedésti oltvanyt ad, ugyanakkor a raoltott allomény nagyon
heterogén, kiegyenlitetlen ndvekedésii. Nem tiiri a talaj savanyusagat és a tartos
vizellatast (Soltész, 1997). A raoltott dszibarack fokozottan fagyérzékeny, télallosaga
romlik (Gyurd és David, 1990). Erzékenyebb a fonalférgekre, gyokérgolyvara,
fitoftoras gyokérnyakrothadasra és a verticilliumos hervadasra (Soltész, 1997).

’Cadaman’ alany (Prunus davidiana x Prunus persica)

Ez az alany egy a NAIK Gylimolcstermesztési Kutatointézet jogelddjében
eléallitott David-mandula és Oszibarack hibridjei koziil (Prunus davidiana x Prunus
persica) (Mohacsy ¢és Maliga, 1963). Hajtasdugvanyozassal jol szaporithato.
Oltvanyiskoldban késén kell szemezni. A fajtdk ezen az alanyon nagyon erds
novekedéstiek, az 6todik-hatodik években adjék az els6 nagy terméseket és rendkiviil
botermdk. Nagyon jO mésztlird, szarazsagtiird, a Meloidogyne fajokkal szemben
rezisztens (Nagy et al., 1992). Faiskolai hasznalata széles korben elterjedt (Brozik et
al., 2003).

>GF677° alany (Amygdalopersica x hybrida)

Franciaorszagban, Lot-e-Garonne volgyében fellelt természetes mandulabarack-
hibrid (Amygdalopersica x hybrida) (Mohacsy és Maliga, 1963). Faiskolai hasznalata
széles korben elterjedt. Dél-magyarorszagi és kozép-dunantili termétajakon
kozkedvelt alanyfajta (Brozik et al., 2003). Hajtasdugvanyozassal jol szaporithato,
szemzéseredése azonban kedvezétlen. A talaj mésztartalmat 12%  aktiv
mésztartalomig jol elviseli, s6t Spanyolorszagban még 14-25% aktiv mésztartalom
mellett sem mutatott klorozist 3 éves korig. Szarazsagtiiré, ndvekedése 30%-kal
er6sebb a vaddszibarackénal. Kompatibilitdsa jo az észibarack fajtakkal (Timon,
1974). Erés novekedésti, amely tulajdonsaga hatraltatja az érést, kisebb méretii és
gyengébben szinez0dott gylimolcsoket eredményez (Szabo, 2001). Gombaés
betegségekkel (Fusicoccum spp., Corineum spp., Stereum purpureum) szemben
kielégitden viselkedik. Gyokérparazitakat jol tolerald, erds ndvekedésii, bétermd, nagy
fakat neveld alany (Hrotko, 1995). Talajnedvességgel szemben kevésbé érzékeny,
mint a vaddszibarack magonc, de sokkal érzékenyebb, mint a szilvak. Jol birja a
valyogtalajt és meghalalja az 6nt6zést (Timon, 1974).

’Pe-Ma’ alany (Prunus persica x Prunus amygdalus)

Prunus persica ’Mezékomaromi Duranci’ x Prunus amygdalus keresztezésébol
szarmaz6 magoncok koziil szelektaltdk a NAIK Gyiimolcstermesztési Kutatointézet

jogelddjének munkatarsai (Mohéacsy ¢és Maliga, 1963). Hajtasdugvanyozassal

31



10.14751/SZIE.2020.011

szaporithatd, a dugvany gyokeresedése 80% koriili. Az oltvanyiskoldban a
szemzéseredés és az oltvanykihozatal jo, célszerli késon szemezni. Erds-, nagyon erds
novekedésli fakat nevel. A szaraz, meszes talajokat jol tiiri, klor6zisra nem hajlamos

(Nagy et al., 1992).

4.2.4. A vizsgilatban szereplo nemesfajtak jellemzése

Az Oszibarack tOobb évszazados termesztése, hosszu tavi nemesitése soran
napjainkban rengeteg fajtaval biiszkélkedik. Ezen fajtak szamos alakkal, fed6szinnel,
novekedési eréllyel, beltartalmi jellemzdkkel, 6kologiai tulajdonsagokkal és ellenéllo
képességgel rendelkeznek. A fajtak értékét fajtatulajdonsagaik hatarozzak meg (Misic,
2000).

’Babygold 6’

L. F. Hough és C. H. Bailey, New Brunswickban (New Jersey, USA) allitotta el
1961-ben. Allamilag elismert ipari arufajta, melynek Gyurdé Ferenc, Nyéki Jozsef,
Szalai Géza és Németh Maria honositoi (Brozik és Kallay, 2000).

Féaja kozepesen erds novekedésti, hidegigénye kozepes. Levélmirigyei vese
alaktiak. Harang alaku virdgai, kozépidében nyilnak (Té6th, 2001). Rendszeresen és
bdven teremd fajta, érési ideje augusztus kozepe-vége (Szabo, 2001).

Gylimélcse nagy, atlagosan 140-150 g tomegli, gOmb alakd, cslcsa
elgdmbolyodott, kozepesen molyhos héju. Narancssarga alapon bordopiros feddszin
30-50%-ban fedi, foként a napos oldalon (Brozik és Kallay, 2000). Hisa narancssarga,
szilard, édes, j6 izl illatos, durdnci. Magja kozepes méretii. JOI tliri az druva készitést.
Elsésorban ipari célfajta, de gyiimolcsei befott és ivolé készitésén kivill friss
fogyasztasra is alkalmasak, tgynevezett kettds hasznositasu fajta (Hrotkd, 1995).
Lisztharmatra kevésbé fogékony. A téli lehtilésekkel szemben ellenallo (Toth, 2009).

’Cresthaven’

S. Johnston ¢és J. E. Moulton allitotta el6 South Havenben (Michigan, USA) a
'Kalhaven' és 'South Haven 309" keresztezésével 1963-ban (Toth, 2001). Honositoja
Gergely Istvan (Brozik és Kallay, 2000).

Féja kozéperds novekedésti, korosodva szétteriild koronaju. Termdvesszoi kissé
vaskosak, riigyei stirlin, kettesével, gyakran csoportosan allnak. Levélmirigyei vese
alakiak. Harang alaka sotét rozsaszin virdgai késén nyilnak, kiegyenlitetleniil
termékenyliilnek. Augusztus végén, szeptember elején érd, kdzepes terméshozamu
fajta (Szabo, 2001).

Gytimoélcse nagy, atlagosan 150 g tomegii, gdbmb vagy lapitott gdmb alakq, cstcsa

kissé bemélyedt. Héja alig, vagy kozepes mértékben molyhos. Feddszine sarga alapon
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50-70%-ban voros. Husa szilard allomanyt, magvavald, sarga, a mag koriil voros, jo
izi. Magja kozepes, gdombdlyti (Brozik és Kallay, 2000). Az aruva készitést, szallitast
¢s tarolast jol tiri, ezaltal sokoldalian felhasznéalhatdo fajta (Hrotko, 1995).
Lisztharmatra kozepesen fogékony. A téli és tavaszi lehiilésekre kissé érzékeny
(Brozik és Kallay, 2000).

’Michelini’

Ismeretlen eredetli magonc, 1930-ban A. Michelini emelte ki Borghetto Santo
Stefano-ban (Olaszorszag) (Toth, 2001). Allamilag elismert arufajta, melynek Gytrd
Ferenc, Ny¢ki Jozsef, Toth Ferencné, Szalai Géza ¢s Németh Maria honositoi (Bréozik
¢s Kallay, 2000).

Féaja kozéperds-erds novekedésti, szétteriildé koronat nevel. Alacsony-kdzepes
hidegigényii. Vese alaki levélmirigyei vannak, rézsa alaka viragai kozép-koran
nyilnak. Kdzepes, illetve jo termdoképességli, szeptember kdzepén érd fajta (Szabo,
2001).

Gyilimolcse tetszetds, nagy, 120-140 g tomegi, gdmbolyl, csticsa kissé bemélyedt.
Gyengén-kozepesen molyhos héja, fehér alapszinen 70-80%-ban csikozott, piros
feddszinnel boritott. K6zép-kemény allomanyu, izletes, magvavald, husa fehér, a mag
koril piros szinti. Gytimolcse friss fogyasztasra alkalmas, emellett hosszan tarolhatd
(Brozik és Kallay, 2000). Az aruva készitést és szallitast kdzepesen tiiri. Kései érése
és tetszetds gylimolcsei miatt kedvelt, sziireti szezon meghosszabbitasara alkalmas
fajta (Timon, 1974). Tafrinas levélfodrosodasra és baktériumos rakosodasra kevésbé
érzékeny, a téli lehiilésekre kissé érzékeny (Toth, 2009).

A laboratériumban PPV okozta jellegzetes tiineteket mutatd vagy tiinetmentes
dszibarack nemes és alany fajtak leveleit vizsgaltuk. Az allomany egységesen, 2000-
ben kerdilt telepitésre, igy az iltetvény a vizsgalatok idején 14 éves volt. A leveleket
szallitas utan frissen hasznaltuk fel, a mintakbol levélkorongokat esetleges tovabbi
vizsgalatok céljabol -70 °C-on fagyasztva taroltuk. A vizsgalati mintdk darabszdma és

fajtankénti megoszlasa a 3. tablazatban lathato.

3. tablazat: Vizsgalati mintak darabszama és megoszlasa

Nemesfajta
"Cresthaven’ | ’Babygold 6’ | Michelini’
Alanyfajta | *"GF677° 8 8 8
’Cadaman’ 16 12 11
’Pe-Ma’ 0 9 0
mandula magonc | 10 0 9
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4.2.5. A gazdaniévény preferencia vizsgalataban hasznalt mintak

A Kkisérlethez kivalasztott iiltetvények: *Calanska lepotica’ szilva mirabolan
alanyon, 'Redhaven’ §szibarack keser(i mandula alanyon, *Tomcot’ kajszi mirabolan
alanyon. A laboratériumi vizsgalatok elvégzéshez 20-20 farol dszibarack, kajszi és
szilvaleveleket gyujtottiink. Az tltetvények mindegyikét 2000-ben telepitették, par
utélagosan iiltetett csemetét kivéve. A leveleket szallitas utan -70 °C-on fagyasztva

taroltuk. A vizsgalati mintak darabszama ¢és fajtankénti megoszlasa a 10. abran lathato.

Prunus persicae ‘Redhaven’
Keserli mandula alany

+z
o
=2
=

47.428349, 18.801234

Prunus armeniaca ‘Tomcot’

Prunus domestica ‘Ca¢anska lepotica’ Nk ke

Mirabolan alany

10. abra: A gazdandvény preferencia vizsgalataihoz kivalasztott teriilet és a mintak

4.2.6. Az FTA technolégia

A Whatman FTA Card egy kémiai Uton kezelt szlir6papir (membran), mely
alkalmas biologiai mintak gytjtésére ¢és szobahOmérsékleten vald tarolasara
nukleinsav alapt vizsgalatok céljabol. Az FTA Card alkalmas DNS gy(jtésére és
tarolasrara. A felhasznalhatosaga széles korli, hasznaljak torvényszéki vizsgalatok
elvégzésére szexudlis blincselekmények felderitésénél (Fujita és Kubo, 2006), human
virologiaban (Gustavsson et al., 2009) és a novényvédelem teriiletén egyarant (Owor
et al., 2007; Grund et al., 2010).

A DNS mintdk tarolhatosaga sokkal jobb szobahdmérsékleten, mint az RNS
mintaké. Az RNS degradacidja fiigg a tarolasi hdmérséklettdl, illetve a sejttél, amiben
a nukleinsav elhelyezkedik. Az RNS emldésok sejtjeiben sokkal stabilabb, akar 2-3
honapig is tarolhatd szobahdmérsékleten, ellenben a ndvényi sejtekben 1évé RNS-sel,
ami 5-10 napig tarolhaté ezen a moédon (Natarajan et al., 2000). Mas kutatasok szerint
RNS virusok detektalasa ndvényi présnedvdl lehetséges akar tobb honapnyi

szobahémérsékleten valo tarolas utan is (Roy és Nassuth, 2005).
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Az FTA Card vizsgalataban részt vevé mintak Bulgariabdl szarmaztak szilva levél
és virag szovetekbdl (4. tablazat). A dolgozatomban a viragmintak eredményeit

mutatom be. A november 3-an gyiijtott mintak vesszok hajtatasaval lettek eldallitva.

4. tablazat: Az FTA technolégia tesztelésére kapott mintiak adatai

Hely Gyiijtés ideje fajta/alany

1 | Drayanova gytjtemény [ November 3.| Stanley/Brompton
2 | Drayanova gyiijtemény | November 3. | Stanley/Brompton
3 | Drayanova gyijtemény | November 3. Stanley/ SJ A

4 | Drayanova gyiijtemény | November 3. Stanley/Wavit

5 | Drayanova gyiijtemény | November 3. | Stanley/P. cerasifera
6 | Drayanova gyljtemény [ November 3.| Hanita/Brompton
7 | Drayanova gyijtemény | November 3.| Hanita/GF 655-2
8 | Drayanova gylijtemény | November 3. Hanita/ SJ A

9 | Transzformator - labor | November 3. Stanley

10 | Transzformator - labor | November 3. Stanley

11 | Transzformator - labor | November 3. Strinava

12 Haromszog kert November 3. fajtajelolt

13 Haromszog kert November 3. fajtajelolt

14 Haromszog kert November 3. fajtajelolt

15 Francia kert November 3. Reklonda

16 Francia kert November 3. Reklonda

17 Francia kert November 3. Reklonda

18 Francia kert November 3. Reklonda

19 Francia kert November 3. Reklonda

20 Francia kert November 3. Reklonda

21 | Drayanova gyijtemény | Marcius 31. Hanita

22 | Drayanova gylijtemény | Marcius 31. Hanita
23 | Drayanova gyijtemény | Marcius 31. Hanita
24 | Drayanova gylijtemény | Marcius 31. Hanita
25 | Drayanova gyijtemény | Marcius 31. Hanita
26 | Drayanova gylijtemény | Marcius 31. Hanita
27 | Drayanova gyijtemény | Marcius 31. Hanita
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Hely Gyiijtés ideje fajta/alany
28 | Drayanova gylijtemény | Marcius 31. Hanita
29 | Drayanova gyiijtemény | Marcius 31. Hanita
30 | Drayanova gylijtemény | Marcius 31. Hanita
31 | Drayanova gyiijtemény | Marcius 31. Hanita
32 | Drayanova gylijtemény | Marcius 31. Hanita

4.2.7. A vizsgalat soran alkalmazott kit-ek és vegyszerek

A tRNS kivonashoz két kit-et hasznaltunk, ezek a Spektrum Plant Total RNA Kit
(Sigma-Aldrich) és a GeneJET Plant RNA Purification Mini Kit (Thermo Scientific).
A PCR-termékek tisztitasat High Pure PCR Product Purification Kittel (Roche)
végeztik. A reverz transzkripcidbhoz RevertAid reverz transzkriptaz enzimet,
RiboLock ribonukleaz inhibitort, 5x RT puffert és 10 mM-0s dNTP keveréket
hasznaltunk.

A hazai felmérést kivéve a PCR-hez a DreamTaq Green PCR Master Mix-et
(amiben DreamTaq DNS polimeraz enzim, 2X DreamTaq Green puffer, dANTPs és 4
mM MgCl, valamint kiilon kiszerelésben nukledzmentes viz talalhaté — Thermo
Scientific) hasznaltuk fel. A hazai felmérés esetén a PCR-hez Taq DNS polimeraz
enzimet (rekombinans, 5 u/ul); pufferként 10x-es Taq puffer +KCI — MgCl.-ot (pH:
8,8 25 °C-on) adtunk.

Az RFLP soran felhasznalt enzimeket a Fermentas cégtdl szereztik be. A
virustérzsek meghatarozasahoz ECORI, ECORV és Ddel restrikcidos endonukleazokat
hasznéltunk.

Az FTA Card technologia tesztelésénél FTA Whatman Card-ra vittiik fel a
mintakat 1x PBS (10x Foszfat puffer — 800 g NaCl, 20 g KCl, 144 g NaoHPO4 2H-0,
24 g KH2POg4, 8 liter desztillalt viz, pH 7.4) pufferben eldorzsdlve, majd azok
tisztitasahoz FTA tisztit6 reagenst valamint TE oldatot (10 mM Tris, 1 mM EDTA,
pH 8.0) hasznaltunk, ezutan kozvetleniil felhasznalhatok voltak RT-PCR kimutatasi

modszerre.

4.2.8. Felhasznalt primerek
A felhasznalt primereket az IDT (Integrated DNA Technologies) cégtdl

rendeltiik, adataikat a 5. tablazat, a célzott genomi régiot a 11. abra mutatja.
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5. tablazat: A PCR-ek soran felhasznalt primerek

Primer neve Szekvencia (5°-3°) Hivatkozas
Sprimer (for) | GGNAAYAAYAGYGGNCARCC

MA4T (rev) | GTTTTCCCAGTCACGACT 5) (Chen és Adams,
M4 (rev) GTTTTCCCAGTCACGAC 2001)

PP3 (for) TTATCTCCACCAGGARTTGGAGC
PCI (rev) TTGAGTCAAATGGRACAGTTGG
mM5 (for) | GCTACAAAGAACTGCTGAGAG
mM3 (rev) | CATTTCCATAAACTCCAAAAGAC
mD5 (for) | TATGTCACATAAAGGCGTTCTC
mD3 (rev) | GACGTCCCTGTCTCTGTTTG

(Glasa et al., 2002b)

(Subr et al., 2004)

PP3-PCI Sprimer - MA4(T)

PIPO ’
5'UTR a s S & 3'UT
vege] P1 > HcPro P3 cl VPg Nla> Nib ( [CP) >=A,

L4

mM5, mM3, mD5, mD3 |

11. abra: A PPV genomja és a vizsgalatok soran felhasznalt primerek

4.2.9. A PCR késziilék
A polimeraz lancreakciokat az Applied Biosystem GeneAmp 9700, valamint

az Eppendorf Mastercycler Nexus Gradient tipusu PCR késziilékkel végeztiik.
4.3. Vizsgalati médszerek

4.3.1. Osszribonukleinsav-kivonas (TRNS) levélszévetbdl

A folyamat célja az, hogy a novényi szovetekben talalhatd 6sszes novényi €s
viruseredetii ribonukleinsavakat kivonjuk és elkiilonitsiik a tobbi sejtalkototol. Minden
kivondshoz mintanként 100 mg szdvetet hasznaltunk fel. A mivelethez
rendelkezésiinkre allo eszkozoket és vegyszereket a Kit-ek tartalmazzak. A teljes
ribonukleinsav kivonast a gyartok utasitasait alapul véve végeztiik. A mintakbol
kinyert TRNS-t hasznaltuk a tovabbi 1épésekhez. A megmaradt mennyiséget tovabbi
felhasznalasig -70 °C-on fagyasztva taroltuk.
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4.3.2. Reverz transzkripcié

A PCR folyamatahoz dezoxiribonukleinsav sziikséges, ezért cDNS-t, vagyis
komplementer DNS szalat kell késziteni az egyszalu virus nukleinsavbol (+ssRNS-
bol). Mintanként nagyjabol 1500 ng/ul TRNS-t, vagy 2 mm atméroju tisztitott FTA
korongot hasznaltunk, melyhez 1 ul 100 pmol-0s antiszenz primert adtunk, majd 12,5
ul végtérfogatra nukledz mentes vizzel egészitettiik ki. Az elegyet 65 °C-on 6t percig
inkubaltuk, ezutan tiz percig jégen hiitottiik, mely alatt a kovetkez6 elegyet allitottuk
Ossze, és mértiik a mintakhoz: 4 ul 5x RT puffer, 2 ul 10 mM-0s dNTPs, 1 ul (200 u)
RevertAid reverz transzkriptdz enzim, 0,5 pl 20 u RiboLock ribonukleaz inhibitor. A
reverz transzkripcié 42 °C-on egy oran keresztiil zajlott, majd 70 °C-on tiz percig
inkubdlva eliminaltuk az enzimet. Az igy kapott cDNS-t tovabbi felhasznalasig -20

°C-on taroltuk.

4.3.3. Polimeraz lancreakcié (RT-PCR, nested PCR)

A polimeraz lancreakcidk sordn a két vizsgalt genomi régié a virus 3° végéhez
kozel talalhato 3°’NIb—CP géneket kodold, valamint a 3’P3-6K1-5’CI géneket kddolod
volt. A PCR-hez a kovetkezOket mértiik 6ssze 20 pul végtérfogatra:

o 2 ul 10x Taq puffer

e 1,2 ulMgCly

e 1 ul5mM-0s dNTPs

e 0,2 ul 20 pmol/ul antiszenz primer (4. tablazat)

o 0,2 pl 20 pmol/pl szenz primer (4. tablazat)

e 0,2 pul 2,5 u Taq polimeraz enzim

o 14,4 pl nukleaz mentes viz

o 0,8 ul cDNS, vagy nested PCR esetén korabbi PCR termék

A két kiilonb6z6 genomi régidoban végzett PCR vizsgalatok soran ugyanazt a
CDNS-t hasznaltuk, mert az M4T reverz primer a 3’ vég polyA részére tapad, igy a
CDNS-ben mindkét régi6 megtalalhato. A PCR-ek programja az 6. tablazatban
talalhato. A nested PCR sordn cDNS helyett a reakcidelegybe a korabbi NIb-CP PCR
terméke kertilt. A DreamTaq Master Mix esetén a PCR elegy a kovetkezdk szerint
keriilt 6sszemérésre 25 ul végtérfogatra:

s 12,5 ul MasterMix

o 10 pl nukledzmentes viz

e 0,5 pul 20 pmol/ul reverz primer
o 0,5 pul 20 pmol/ul forward primer
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o 1,5 ul cDNS vagy PCR termék (nested PCR esetén)

6. tablazat: A PCR programja az eltéré primerek esetében
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_ El6denaturaci 40 ciklus
Primerek : Vegso
0 Denaturacio ) Lancépités
(for-rev) Primerkotés lancépités
94 °C 94 °C 72 °C
PP3-PCI 5 min 60 sec 50 °C-60 sec 60 sec 10 min
Sprimer-M4 3 min 15 sec 48 °C-30 sec 2 min 10 min
mM5;mD5- 10 mi
i °C- min
mM3:mD3 3 min 30 sec 55 °C-30 sec 60 sec

A folyamat 4 °C fokra hiitéssel zarult. A PCR termékeket rovid idon beliili

felhasznalas esetén 4 °C-on, hosszabb ideig valo tarolas esetén -20 °C-on tartottuk.

4.3.4. A PCR-termék visszaizolalasa és tisztitasa
3 ul PCR-terméket 3 pl festékkel keverve 1%-os agardz gélben (0,5 g agaroz,
1 ml 50x TBE puffer (2,0 M Tris, Borsav, 0,05 M EDTA, pH 8,0, 49 ml desztillalt viz)
futtattuk 3 pl 1 kb DNA Ladder mellett. Ezt kdvetéen a High Pure PCR Product
Purification Kit-tel a gyartd utasitasait kovetve megtisztitottuk a szekvenalasra szant

PCR-terméket.

4.3.5. Torzsmeghatarozas Restrikcids analizissel (RFLP)

Annak megallapitdsdhoz, hogy az egyes mintdk a PPV-nek melyik torzsébe
tartoznak, a PCR-termékeket 3 féle restrikcios endonukleazzal, a Ddel-gyel, az EcoRI-
gyel és az EcoRV-tel hasitottuk. Ehhez az enzimek gyartoinak utasitdsai alapjan
mértiik 0ssze a megadott hozzavalokat (1 pl enzim, 1 pg PCR termék pufferrel
kiegészitve 50 pl végtérfogatra) és inkubaltuk a mintdkat a megfeleld id6tartamig 1

6ra) a megfelel6 hoémérsékleten (37 °C fokon).

4.3.6. Torzsmeghatarozas M, D és Rec torzs specifikus primerekkel

Egy virustorzs kimutatdsahoz torzsspecifikus forward €s reverz primerekre van
sziikség, amelyek a sokszorositani kivant szakasz mindkét végéhez kapcsolodnak a
primerkdtés (anellacio) soran. A D torzshoz tartozo minta esetében a D specifikus
forward ¢és reverz primer kotédik (mD5 és mD3), M torzsnél pedig az M torzs
specifikus forward és reverz primer (mM5, mM3). Az altalunk alkalmazott PCR azért
alkalmas a Rec kimutatasara, mert a vizsgalt régid tartalmazza a rekombinécids pontot

(12. abra). A Rekombinans torzs genomja az NIb génrdl keletkez6 cDNS-en
39



10.14751/SZIE.2020.011

tartalmazza a D torzs forward primerének kotési helyét, az M térzsét azonban nem,
igy 5° vég feldl a D torzs specifikus forward primer (mD5) kapcsolddik hozza. A Rec
torzs genomja az CP génrdl keletkez0 cDNS-en tartalmazza az M tOrzs reverz
primerének kotési helyét, az D térzsét azonban nem, igy 3° vég feldl az M torzs
specifikus reverz primer (mM3) kapcsolodik hozza.

A PCR eredményét 1%-os agardzgélen vald futtatdssal tessziik lathatova. A
gélelektroforézis soran megjelenitett PCR termékeket hosszusaguk alapjan soroljuk
torzsekbe (13. abra). A legrovidebb (459 bp) szakasz az M torzs esetében jon 1étre,
mig a D torzsnél kapjuk a leghosszabb (664 bp) PCR terméket. A Rec torzs esetében
a felszaporitott cDNS szakasz hossza a ketté k6zé fog esni (605 bp).

m5
—
""""" NIb | CP |7 D
D3
mM3
__________ —
NIb | CP |_ M
M3
mD5
__________ * :
NIb ] CP —— Rec
] M3
rekombinacios pont

12. abra: Az NIb génben talalhaté rekombinacios pont és a torzsspecifikus primerek (Subr et al., 2004)
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M PPV-M PPV-Rec PPV-D M

664 bp

— — 605 b
500 DD s e P
— . 459 bp

13. dbra: A PCR eredménye az M, D és Rec torzs esetén (Foto: Adam J.)

4.3.7. Nukleotid szekvencia meghatarozasa és analizise

A PCR termékeket PCR termék tisztitdsa utdn kiildik szekvencia
meghatarozasra Hollandidba, ahol a BaseClear cég Barcode Sequencing szolgaltatasat
vettlik igénybe.

Az 0Osszehasonlitdishoz és a rokonsagi viszonyok megallapitasdhoz egy
korabban végzett hazai kutatis (Adam et al., 2015b) eredményeibdl szarmazd
szekvencidkat (COS azonositoval ellatott izolatumok), egy még nem publikalt
’Goldrich’ fajtaji soroksari kajszirol szdrmazé izolatumot, egy soskutrol szarmazo
korabban vizsgalt (Szathmary és Palkovics, 2010) FN179155-es NCBI azonositoval
ellatott izolatumot, az SK 68-as izolatumot (Palkovics et al., 1993), valamint minden
eddig azonositott PPV t6rzshoz tartozo egy darab izoldtumot hasznaltunk (7. tablazat).
Az Osszehasonlitast és a filogenetikai torzsfat a CLC Sequence Viewer 7.0-as
verziojaval végeztik. A torzsfa elkészitése soran 1000 ismétléses bootstrap analizist
hasznaltunk, mely soran a program 1000 alkalommal rajzolja meg a torzsfat. A
torzstan az elagazdsokban a szamok azt mutatjak, hogy hany alkalommal rajzolta meg

a program ugyan ugy, ahogy a képen latjuk.
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7. tablazat: Az 6sszehasonlitishoz hasznalt referencia izolatumok

NCBI azonosito PPV-Torzs Hivatkozas
AB576080 PPV-D (Dideron) (Maejima et al., 2011)
AY184478 PPV-C (Cherry - SoC izolatum) | (Fanigliulo et al., 2003)
DQ431465 PPV-EA (El Amar) (Glasa et al., 2006)
EU734794 PPV-T (Turkey) (Serge et al., 2009)
HF585104 PPV-M (Marcus) (Vozarova et al., 2013)
HF674399 PPV-M-An (M-Ancestor) (Palmisano et al., 2012)
JX013532 PPV-Rec (Recombinant) (Kajic et al., 2008)
KC020126 PPV-CR (Cherry Russian) (Glasa et al., 2013)
KC347608 PPV-W (Winona) (Sheveleva et al., 2013)

4.3.8. Statisztikai médszerek

Az eredmények statisztikai elemzésére az IBM SPSS Statistics 20
programcsomagot hasznaltuk.

Fiiggetlenségvizsgalat Khi-négyzet-prébaval

E probaval két eseményrendszer és ezen keresztiil két valtozo fiiggetlenségét
teszteltiik (Harnos és Ladéanyi, 2005). A nullhipotézis a valtozok fiiggetlenségét
mondja ki. Esetiinkben a kovetkez6 kérdésekre kerestiik a valaszt
fliggetlenségvizsgalattal:

» Igazolhato-e, hogy az alanyfajtanak hatdsa van a virusfert6zottségre?

» Igazolhato-e, hogy a nemesfajtanak hatasa van a virusfertdzottségre?

+ Igazolhat6-e, hogy az alany ¢és nemes kombinacidknak hatasa van a
virusfert6zottségre?

Amennyiben a szignifikanciaszint kisebb volt, mint az « elséfaju
hibavalosziniiség (p<« ), elutasitottuk a Ho hipotézist, azaz szignifikans dsszefliggest
mutattunk ki. Ha szignifikdns hatast tudunk kimutatni, az azt jelenti, hogy az
alanyfajtak, nemesfajtdk, és kombinacidik kozott kiilonbség van a fertdzottséggel
szembeni ellenalloképesség szempontjabol. Vizsgalatainkban 0=0,05 esetén
szignifikancidrol, a=0,01 érték esetén erds szignifikanciarol beszéliink.

Binaris logisztikus regresszio

A fak fertdzottségét befolyasold tényezok vizsgalatara logisztikus regresszios
modellt is alkalmaztunk, amelyben a vizsgalt esemény (az adott idészakban torténd
megfert6z0dés) bekdvetkezési valdszinliségét becsiiljiik. A logisztikus regresszios

modell szignifikancidja mellett az alanyok, fajtdk, és kombinacidjuk kozotti
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kiilonbségeket az esélyhdnyadossal vizsgaltuk. A nemesfajtdk Osszehasonlitasakor
referenciaszintként a ’Michelini’ nemesfajtat valasztottuk irodalmi adatok alapjan
rezisztenciat mutatdé mivolta miatt. A kombinaciok  Osszehasonlitdsakor
referenciaszintként a mandula magonc x ’Michelini’ kombinaciot valasztottuk az

irodalmi adatok alapjan a mandula magonc PPV-vel szembeni fogékonysagabol és a

e ey

4.3.9. Az FTA technolégia — mintagyiijtéstl PCR-ig

A mintak gytijtését Whatman FTA Card segitségével végeztiik. A névényi mintak
az FTA Card-on 1évé nukleinsav koté membranra blottolassal (radorzséléssel)
keriiltek. A mintakat hagyomanyos postai uton boritékban kaptuk meg Bulgariabol.
Harris Micro-Punch™ segitségével 2 mm atmérdjii korongokat helyeztiink steril 1,5
ml-es Eppendorf csovekbe, mintanként egyet. A mintavevd eszkdzt 2 mintavétel
kozott alkoholos lemosassal fert6tlenitettiik. Ezutan 200 ul FTA Purification Reagent
hozzamérése kovetkezett. Ot perc szobahémérsékleten vald inkubalds utan a reagenst
eltavolitottuk, majd megismételtiik a mosast. A masodik mosas ¢€s eltavolitas utan 200
ul TE puffert (10 mM Tris-HCI, 0.1 mM EDTA, pH 8.0) adtunk a membranhoz, és
szintén 5 perc inkubdlas utan eltavolitottuk azt, majd megismételtiik ezt a 1épést is. A
membran ezutan 1 6ran keresztiil szaradt szobah6mérsékleten a Eppendorf csében. A
szaraz 2 mm atmérdjii FTA Card darabot hasznaltuk a mar korabban leirt RT-PCR

analizishez RNS templatként, a PCR-t 25 ul végtérfogatban végeztiik.
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5. EREDMENYEK ES KOVETKEZTETESEK

A hazai felmérés eredményei
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Munkénk soran 105, a PPV fertdzés jellegzetes tiineteit mutatd és tlinetmentes

mintat gyljtottiink. A mintak gyljtése egy mar folyamatban 1évo vizsgalat kovetkezo

szakaszat képezte, a mintadk sorszama ezért indul a kilences szammal (9. tablazat).

5.1.1. A PCR vizsgalat eredménye

A PCR vizsgalat soran alkalmazott PCI és PP3 primerek - a genom 3’P3—-6K1—5’CI

régidjanak megfeleld - 836 bp hosszii PCR-terméket emeltek ki, mely alapjan 42 minta

bizonyult szilva himl6 virussal fertézottnek (8. tablazat).

8. tablazat: A vizsgalat soran gyiijtott mintak elnevezése, a gyiijtés helyének, az eredeti gazdaniévény

nevének, tovabba a PCR vizsgalat eredményének feltiintetésével

Minta

szAma Mintagyiijtés helye Megye gazdanovény virus +/-
9 Kemence Prunus domestica 4
10 Kemence Prunus domestica +
1 Kemence Pest Prunus domestica +
12 Kemence megye/Eszak Prunus domestica +
13 Kemence Prunus domestica +
14 Kemence Prunus domestica +
15 Bernecebarati Prunus domestica 4
16 Bernecebariti Pest Prunus domestica #
17 Bernecebariti megye/Eszak Prunus domestica -
18 Bernecebarati Prunus domestica 4
19 Vamosmikola Pest Persica vulgaris -
20 Vamosmikola megye/Eszak Persica vulgaris -
21 Kemence Prunus domestica -
22 Kemence meg;;sgszak Prunus avium -
23 Kemence Prunus domestica -
24 Budapest Pest megye Prunus domestica -
25 Boldogkdvaralja Prunus cerasifera +
26 Boldogkdvaralja Prunus domestica 'Big blue’ +
27 Boldogkévaralja Prunus domestica 'Big blue' -
28 Boldogkdvaralja Borsod- Prunus domestica 'Big blue' +
29 Boldogkdvaralja Abarj- Prunus cerasifera -
30 Boldogkévaralja Zemplén Prunus domestica 'Big blue' -
31 Boldogkdvaralja Prunus domestica 'Big blue' +
32 Boldogkdvaralja Prunus domestica 'Big blue' -
33 Boldogkévaralja Prunus domestica 'Big blue' +
34 Kozard Prunus domestica +
35 Kozard Nograd Prunus domestica +
36 Kozard Prunus domestica -
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Minta

szAdma Mintagyiijtés helye Megye gazdandvény virus +/-
37 Kozard Prunus domestica +
38 Kozard Nograd Prunus domestica +
39 Kozard Prunus domestica -
40 Kistokaj Prunus cerasifera -
41 Kistokaj Prunus domestica 'Stanley’ -
Borsod-
42 Kistokaj Abauj- Prunus domestica 'Stanley’ -
- - Zemplé -
43 Kistokaj emplen Prunus domestica 'Stanley’ -
44 Kistokaj Prunus armeniaca -
45 Nyirtelek Prunus domestica 'Besztercei’ A
46 Nyirtelek Prunus domestica 'Besztercei’ -
47 Nyirtelek Szabolcs- Prunus domestica 'Elena’ -
Szatmar- - -
48 Nyirtelek Bereg Prunus domestica 'Besztercei' -
49 Nyirtelek Prunus domestica 'Besztercei' +
50 Nyirtelek Prunus domestica 'Besztercei' -
51 Nagykall6-Ludasto Prunus domestica 'Bluefre’ +
52 Nagykallo-Ludastd Prunus domestica 'Bluefre’ +
53 Nagykallo-Ludasté Szabolcs- Prunus domestica 'Bluefre’ -
Szatmar- -
54 Nagykall6-Ludasto Bereg Prunus domestica 'Bluefre’ -
55 Nagykall6-Ludasto Prunus domestica 'Bluefre’ +
56 Nagykallo-Ludasto Prunus domestica 'Bluefre’ +
L, Pest s ,
57 Soskut megye/Nyugat Prunus domestica 'Bluefre -
58 Salgétarjan Nograd Prunus domestica -
Szabolcs-
59 Ludasto Szatmar- Persica vulgaris -
Bereg
60 Szentendre Prunus domestica -
61 Szentendre Prunus domestica -
62 Szentendre Prunus domestica -
Pest megye -
63 Szentendre Prunus cerasifera +
64 Szentendre Prunus domestica -
65 Szentendre Prunus cerasifera +
66 Tata Prunus domestica +
67 Tata Prunus domestica +
68 Tata Komérom- Prunus domestica +
69 Tata Esztergom Prunus domestica +
70 Tata Prunus domestica -
71 Tata Prunus domestica -
72 Ismeretlen Prunus salicina +
73 Szigethalom Pest Prunus domestica +
megye/Dél
74 Gyér-Ménfbcsanak Gy6r-Moson- Prunus domestica +
Sopron
f Pest . ‘
75 Soskat Prunus domestica 'Bluefre +
megye/Nyugat

45




Minta

széma Mintagyiijtés helye Megye gazdanévény virus +/-
76 Piliscsév Komérom- Prunus domestica 'Stanley’ +
77 Piliscsév Esztergom | prunus domestica 'Besztercei' +
78 Csomor Prunus domestica -
79 Csémér Pest megye- Prunus domestica -
Kelet
80 CsOmor Prunus domestica -
81 Gonc Prunus domestica -
82 Géne Borsod- Prunus gr’menllacia ceglédi )
. kisérleti fajta
Abatj- —
. ; Prunus domestica ismeretlen
83 Gonc Zemplén R -
roman fajta
84 Gonc Prunus domestica ‘Besztercei' -
Borsod- Prunus armeniaca
85 Boldogkdvaralja Abauj- . . +
, Yellowcot
Zemplén
86 Atkar Prunus armeniaca ceglédi -
87 Atkar Heves Prunus domestica 'Besztercei' i
88 Atkar Prunus domestl_cal Cacanska i
lepotica
89 Bernecebarati Prunus domestica -
90 Bernecebarati Pes} Prunus domestica -
megye/Eszak
91 Bernecebarati Prunus domestica -
90 Soskit Prunus domestl_cal Cacanska )
lepotica
93 Soskut Pest Prunus domestica -
94 Soskat megye/Nyugat Prunus domestica 'Stanley' -
95 Soskut Prunus armeniaca -
96 Cegléd Prunus armeniaca +
97 Cegléd Prunus domestica 'Stanley’ +
98 Cegléd Prunus domestllca Tuleu )
Pest Gras
99 Cegléd megye/Dél Prunus dolmestl_cal Cacanska )
epotica
100 Cegléd Prunus domestllca Tuleu )
Gras
101 Cegléd Prunus domestica 'Stanley’ -
102 Erd Prunus domestica -
103 Erd Pest Prunus domestica -
megye/Nyugat
104 Erd Prunus domestica -
105 Tiszadob Prunus' persica Sulncrest, +
Cresthaven
106 Tiszadob Szabolcs- Prunus domestl_cal Cacanska )
, lepotica
Szatmar- Prunus persica 'Suncrest'
107 Tiszadob Bereg s P \ ! -
Cresthaven
108 Tiszadob Prunus persica (var. +

nectarina) 'Andosa’
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Minta

szAdma Mintagyiijtés helye Megye gazdandvény virus +/-
109 Nagykalld Prunus domestica 'Besztercei’
ey Szabolcs-
110 Nagykallo Szatmar- Prunus domestica
. Bereg ;

111 Nagykalld Prunus domestica
112 Nyirtelek Szabolcs- Prunus domestica

Szatmar- - -
113 Nyirtelek Bereg Prunus domestica 'Besztercei'

Jelmagyarazat: +: a PCR vizsgalat soran fertozottnek bizonyult, - a PCR vizsgalat

soran nem bizonyult fertozottnek

5.1.2. A restrikcios analizis eredménye

A PCR soran keletkezett termékeket két féle restrikcidos endonukledzzal
(EcoRl, illetve Ddel) hasitottuk, mivel a hasitasi mintazat alapjan kovetkeztetni lehet
arra, hogy egy adott PPV izolatum melyik torzsbe tartozik. Ha az EcoRI enzim
elhasitja egy helyen a PCR-terméket, akkor az izolatum PPV-D vagy PPV-Rec tipusu,
ha nincs a PCR-terméken hasitohelye, akkor pedig PPV-M tipusunak bizonyul (14.
abra). Ugyanigy a Ddel-gyel vald hasitas soran, ha a PCR-termék egy vagy két
hasitohelyet tartalmaz, akkor PPV-D vagy PPV-Rec tipust izoldtumr6l van sz6, ha
pedig nincs az enzimnek hasitohelye a szekvencian, akkor PPV-M tipusu az izolatum
(15. abra) (Glasa et al., 2002b). A restrikcios analizis soran vizsgalt 27 minta koziil 24
rendelkezik a vizsgalt szakaszon egy ECORI és egy Ddel hasito hellyel, tovabbi 1 minta
esetében az egy ECORI hely mellett két Ddel felismer6 hely talalhat6. Egy minta a
vizsgalt régioban egyik enzim felismerd helyét sem tartalmazza, mig 1 minta PCR
vizsgalata soran a keletkezett PCR-terméket a két enzim koziil csak a Ddel hasitotta
(9. tablazat).

A 10. tdblazat utolso oszlopaban, a sikeresen szekvenalt mintak bazissorendje
alapjan megallapitott torzs lathatd. A szekvencia alapjan meghatarozott torzs szinte
mindenhol Gsszhangban van a Ddel-gyel végzett hasitas eredményével. Két mintat
emelnénk ki, az egyik a 31-es, mely a tobbitdl eltéréen PPV-M tipustinak bizonyult, a
masik a 45-6s, mely az ECORI hasitohely hidnya alapjan az PPV-M tipusba tartozna,
mig a Ddel enzim felismerd hely jelenléte miatt PPV-D izolatumokhoz lenne
sorolhatd. Ez utdbbi izolatum a vizsgalt régio nukleotid szekvenciaja alapjan azonban

egyértelmiien a PPV- D csoporthoz tartozik.
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M 9 10 11 12 13 14 15 16 256 26 31 33 34 3 31 38 45 49 51

14. abra: Hasitas EcoRI-gyel
M 9 10 11 12 13 14 15 16 25 26 31 33 34 35 37 38 45 49 51

15. abra: Hasitas Ddel-gyel
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9. tablazat: A restrikciés analizis soran vizsgalt mintak és a nukleotid szekvencia alapjan meghatirozott

torzsek eredményei

EcoRlI Ddel szekvencia
Sorszam  hasito helyek . hasito6 helyek , .
. torzs , torzs torzs
Szama Szama
D vagy D vagy i
; . Rec . Rec
D vagy D vagy i
10 . Rec . Rec
11 1 D vagy 2 Dvagy — pec
Rec Rec
12 1 D vagy 1 Dvagy e
Rec Rec
D vagy D vagy i
13 . Rec ! Rec
D vagy D vagy i
14 . Rec . Rec
D vagy D vagy
15 1 Rec 1 Rec Rec
D vagy D vagy
16 1 Rec 1 Rec Rec
D vagy D vagy
25 L Rec ! Rec D
D vagy D vagy
26 1 Rec 1 Rec Rec
31 0 M 0 M M
D vagy D vagy
33 1 Rec 1 Rec Rec
D vagy D vagy
34 1 Rec 1 Rec Rec
D vagy D vagy
35 1 Rec 1 Rec Rec
D vagy D vagy
37 1 Rec 1 Rec Rec
D vagy D vagy
38 1 Rec 1 Rec Rec
D vagy
45 0 M 1 Rec D
D vagy D vagy
49 L Rec ! Rec D
D vagy D vagy
>1 L Rec ! Rec D
D vagy D vagy
52 L Rec ! Rec D
55 1 D vagy 1 D vagy D
Rec Rec
56 1 D vagy 1 D vagy D
Rec Rec
63 1 D vagy 1 Dvagy — pec
Rec Rec
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D vagy D vagy

66 Rec . Rec D
D vagy D vagy

67 Rec . Rec D
D vagy D vagy

68 Rec . Rec D
D vagy D vagy

69 Rec . Rec D

5.1.3. Szekvencia analizis és rokonsagi kapcsolat feltarasa

A PCR soran felszaporitott klonozott szakaszok nukleotid sorrendjének

meghatarozdsa utdn a sajat izolatumaink szekvencidit néhdny a nemzetkozi

adatbazisbol szarmaz6 izoldtummal hasonlitottunk Ossze és filogenetikai torzstat is

készitettiink (16. abra). Az adatbazisbol ugy valasztottuk ki az izolatumokat, hogy a 7

vizsgalataink idején ismert PPV torzsbol szerepeljen egy-egy izolatum.

Mivel az 56-0s, a 25-0s, a 16-0s és a 31-es minta esetében a klénozottnal

rovidebb szakasznak kaptuk meg a szekvenciait, a 31-es minta kivételével ezeket ki

kellett hagynunk a torzsfa alkotdsakor. A 31-es minta érdekessége miatt keriilt mégis

a torzsfaba, mivel ez M torzsbe tartozonak tlint az elézetes vizsgalatok alapjan.

PPV-W.PP3PCI

19004 7)o PPV49.PPIPCI

PPV-C.PP3PCI
PPV31.PP3PCI )
PPV-M.PP3PCI PPV-M
PPV-T.PP3PCI

PPV11.PP3PCI
PPV-Rec.PP3PCI
PPV35.PP3PCI

PPV63.PP3PCI

PPV37.PP3PCI

PPV12.PP3PCI PPV-Rec
PPV26.PP3PCI

PPV15.PP3PCI

PPV38.PP3PCI

PPV33.PP3PCI

PPV34.PP3PCI

10001 PPV52.PP3PCI

17} § PPV51.PP3PCI

1413« PPV55.PP3PCI

% —e PPV69.PP3PCI
38! PPV67.PP3PCI PPV-D
3 PPV68.PP3PCI
PPV45.PP3PCI
PPV66.PP3PCI
PPV-D.PP3PCI

0,060

PPV-EA.PP3PCI

16. abra: Az altalunk gyiijtott izolatumok és a nemzetkozi adatbazisbél szarmazo izolatumok filogenetikai

torzsfaja

A torzsfa alapjan is megallapithatd, hogy a kovetkezd mintdk a rekombinans

torzsbe tartoznak: 11, 35, 63, 37, 12, 26, 15, 38, 33, 34; az alabbiak pedig a D torzsbe:
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52,51, 55, 49, 69, 67, 68, 45, 66; a 31-cs minta pedig valoban az M térzzsel mutatja a
legnagyobb hasonlosagot. A szekvencidkat nem toltottiik fel az NCBI adatbazisaba.

5.2. A hazai felmérés eredményeibél levont kovetkeztetések

Az altalunk gyijtott és nukleotid sorrend szintjén is elemzett 23 izolatum koziil 12
a D, 10 a Rec és 1 az M torzsbe tartozonak bizonyult. Igy eredményeink alapjan
megallapithatd, hogy Magyarorszag északi megyéiben a két legelterjedtebb torzs a D
¢és a Rec, de az M torzs is jelen van. A torzsek megoszlasat megyénként tekintve, a D
foként Szabolcs-Szatmar-Bereg megyében ¢és Komarom-Esztergom megyében
elterjedt, a Rec pedig Pest, Nograd és Borsod-Abatj-Zemplén megyékben a
leggyakoribb. Az M torzs képviseldjét is Borsod-Abatj-Zemplén megyébdl gyljtottik
(17. abra).

PPV-Rec \J sl
/ Bonod-Abau]-Zomplen /

/\'\. o
} N " Seabolcs Szatmar- amg§
)
5

J N |ppv-D ?;2 — g\‘ /} L fj\j

\
D\ ? Gyr- M 7 AV
"5 Moson-Sopron Eumm (f\//l“ /\ Pe
/\\ i \’\ Majda-Bihar
o /

3 N\//Fw?/i‘j\f Post Jhx-ngyt
Veszprém Fejér ? G L"\J\ Szoinok f ‘)\
f &‘H / } / b4 j ))

N

55 /[ /“ G
‘ o s g { Bods 0

. Bics. o

LN f Yolna Kiskun <

/ C 4d 7t
N \ s ‘\\ o b)y, J
\ o ,‘\/ v
BY / P o \/ NAA S \/
\'\ g Baranya <-7 {L.(‘/
N ok
et

e g

17. abra: A vizsgalt megyékben jellemz6 torzsek

A nukleotid szekvencia vizsgalata alapjan meghatarozott tdrzsek szinte minden
izolatum esetében Gsszhangban vannak a restrikcios endonukleazokkal végzett hasitas
eredményével. Hairom mintat emelnék ki: az els6 a 11., melynél a vizsgalt szakaszon
2 Ddel hasitohely talalhato, a masodik a 31., mely a cDNS vizsgalt szakaszan a
tobbitdl eltérden, egyik enzim hasité helyét sem hordozza, igy PPV-M tipusunak
bizonyult (Glasa et al., 2002b), a harmadik a 45-6s, mely az ECORI hasitohely hianya
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alapjan az PPV-M tipusba tartozna, mig a Ddel enzim felismer6 hely jelenléte miatt a
PPV-D, vagy a PPV-Rec izolatumokhoz lenne sorolhatd. Ez utdbbi izoldtum a vizsgalt
régi6é nukleotid szekvenciaja alapjan azonban egyértelmiien a D torzshoz tartozik.
Kordbban mar beszamoltak olyan D torzsbe tartoz6 izoldtumrol, mely esetében a
CDNS-t a vizsgalt szakaszon - sajat tapasztalatainkhoz hasonloan - a Ddel restrikcios
enzim hasitotta, az ECORI viszont nem (Szathmary és Palkovics, 2009).

A D, illetve a Rec torzsekbe tartozo izolatumok a 3°P3—6K1-5"CI régionak
megfelel6 cDNS-en altalaban 1 ECORI és 1 Ddel hasité hellyel rendelkeznek (Glasa et
al., 2002Db), ritkan azonban az 1 ECoRI felismeré hely mellett 2 Ddel helyet hordoznak
(Glasaetal., 2002a). Ezzel 6sszhangban vannak sajat eredményeink is, ugyanis a PPV-
D, illetve a PPV-Rec torzsekbe sorolt 22 PPV-izolatum koziil csupan 1 esetében (11.
izolatum) figyelhet6 meg 2 Ddel hely a szekvencian.

A vizsgalt izolatumok koziil a Rec torzs eléfordulasa volt a legnagyobb, mely
alatamasztja a korabbi megfigyeléseket, miszerint a rekombinans izolatumok
eléfordulasa gyakori ebben a régioban (Glasa et al., 2004). Myrta és Boscia (2001)
beszamolt M torzsbe tartozo izolatumrdl szilva gazdandvényen, mely a mi
eredményeinkben is megmutatkozik ’Big blue’ fajtan. Ez igazolja Dallot és
munkatarsai (1997) megallapitasat, miszerint a régioban megfigyelhetd ez a torzs. A
D torzs az irodalmi adatoknak megfelel6en hazankban is képviselteti magat, vizsgalt

mintaink k6zott a masodik legnagyobb gyakorisaggal (18. abra).

4 )

A mintak csoportbeli eloszlasa
PPV-M; 5%
B PPV-Rec; 50%

H PPV-D; 45%
B PPV-Rec
m PPV-D

PPV-M

18. abra: A mintak torzsbeli szazaléka
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5.3. Az alany-nemes kombinaciok vizsgalatanak eredményei

Munkank soran 91 tlinetmentes, illetve PPV jellegzetes tiineteit mutatd ndvényrol

szarmaz6 mintat gytjtottiink Soskuton.

5.3.1. A PCR vizsgalatok eredményei

A 3’P3-6K1-5°CI genomi régioban a PP3 ¢és PCI primerekkel végzett PCR

vizsgalatok sordn a pozitiv mintak esetében megkaptuk a vart 836 bp hosszisagu

szakaszt. A 3’NIb-CP régioban M4T, M4 és S primerekkel végzett PCR vizsgalatok

soran a pozitiv mintdk esetében szintén megkaptuk a megkozelitdleg 1800 bp

hosszusagu szakaszokat. Vizsgalataink soran a 91 mintabdl 45-ben sikeriilt kimutatni

a PPV jelenlétét (10. tablazat).

10. tablazat: A vizsgalt mintak PCR és RFLP eredményei
Mintak:’GF677°-’Cresthaven’

Szam Azonositd PCR Torzs
1 69 Cr GF677 43/1/4
2 68 Cr GF677 43/21/9
3 34 Cr GF677 43/41/5 + M
4 43 Cr GF677 43/41/8
5 19 Cr GF677 43/61/5
6 8 Cr GF677 43/61/8
7 47 Cr GF677 G 43/1/8
8 59 Cr GF677 G 43/21/4

Mintak: *GF677’-’Michelini’

Szam Azonositd PCR Torzs
1 6 Mic GF677 29/1/3
2 14 Mic GF677 29/1/7 + D
3 22 Mic GF677 29/21/3
4 33 Mic GF677 29/21/8
5 40 Mic GF677 29/41/1 + D
6 49 Mic GF677 29/41/9
7 57 Mic GF677 29/61/2
8 91 Mic GF677 29/61/9

Mintak: *°GF677°->Babygold 6’

Szam Azonositod PCR Torzs
1 10 Bg GF677 15/1/3
2 84 Bg GF677 15/1/6
3 83 Bg GF677 15/21/4 + D+M
4 62 Bg GF677 15/21/8 + D+M
5 82 Bg GF677 15/41/3 + M
6 38 Bg GF677 15/41/6 + D
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7 26 Bg GF677 15/61/2 + D+M
8 29 Bg GF677 15/61/6 + D
Mintak: >’Cadaman’-’Cresthaven’

Szam Azonosito PCR Torzs
1 77 Cr Cad 42/1/2 + D+M
2 72 CrCad 42/1/2 R + M
3 78 Cr Cad 42/1/4
4 71 CrCad 42/1/4 R + D+M
5 58 Cr Cad 42/21/10 +
6 76 Cr Cad 42/21/10 R +
7 79 Cr Cad 42/21/4
8 70 Cr Cad 42/21/4 R + D
9 73 Cr Cad 42/41/2 + D
10 75 Cr Cad 42/41/2 R + M
11 74 Cr Cad 42/41/7 + M
12 46 Cr Cad 42/41/7 R + M
13 16 Cr Cad 42/61/4 + D+M
14 9 Cr Cad 42/61/4 R + D+M
15 44 Cr Cad 42/61/7 + D+M
16 36 Cr Cad 42/61/7 R + D

Mintak: >’Cadaman’-’Michelini’

Szam Azonositod PCR Torzs
1 5 Mic Cad 30/1/4
2 15 Mic Cad 30/1/6
3 41 Mic Cad 30/21/2
4 50 Mic Cad 30/21/2 R + M
5 97 Mic Cad 30/21/3
6 55 Mic Cad 30/41/2
7 95 Mic Cad 30/41/6
8 96 Mic Cad 30/41/6 R
9 92 Mic Cad 30/61/4
10 94 Mic Cad 30/61/8
11 93 Mic Cad 30/61/8 R + M

Mintak: >’Cadaman’-’Babygold 6’

Szam Azonositd PCR Torzs
1 89 Bg Cad 13/1/4
2 88 Bg Cad 13/1/9
3 87 Bg Cad 13/21/3
4 61 Bg Cad 13/21/8
5 86 Bg Cad 13/21/8 R + D+M
6 37 Bg Cad 13/41/4 + M
7 90 Bg Cad 13/41/4 R + D+M
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8 85 Bg Cad 13/41/6 + D
9 25 Bg Cad 13/41/6 R + D+M
10 52 Bg Cad 13/61/2
11 11 Bg Cad 13/61/2 R + D
12 28 Bg Cad 13/61/5 + D+M
Mintiak: Mandula-’Cresthaven’
Szam Azonositd PCR Torzs
1 60 Cr Man 46/1/3 + M
2 65 Cr Man 46/1/5
3 66 Cr Man 46/21/5
4 67 Cr Man 46/21/9
5 20 Cr Man 46/41/2 + D+M
6 35 Cr Man 46/41/7 + M
7 45 Cr Man 46/41/7 R + M
8 7 Cr Man 46/61/7 R
9 18 Cr Man 46/61/4 + M
10 64 Cr Man 46/61/7
Mintak: Mandula-’Michelini’
Szam Azonositd PCR Torzs
1 56 Mic Man 31/1/5
2 98 Mic Man 31/1/6
3 99 Mic Man 31/21/3 R + D
4 51 Mic Man 31/21/4
5 42 Mic Man 31/21/6 + M
6 31 Mic Man 31/41/3
7 24 Mic Man 31/41/5
8 13 Mic Man 31/61/6 + M
9 4 Mic Man 31/61/7
Mintak: *Pe-Ma’-’Babygold 6’
Szam Azonositd PCR Torzs
1 30 Bg Pe-Ma 14/17/3
2 63 Bg Pe-Ma 14/17/6
3 80 Bg Pe-Ma 14/27/2
4 81 Bg Pe-Ma 14/27/5 + M
5 39 Bg Pe-Ma 14/27/6 + D
6 54 Bg Pe-Ma 14/37/1 + D
7 27 Bg Pe-Ma 14/47/1 + M
8 1 Bg Pe-Ma 14/37/6
9 12 Bg Pe-Ma 14/47/7 + D+M

Jelmagyarazat: Vastaggal a mintak alany-nemes kombindcioi lathatok, az elsé oszlop

a mintdak csoportonkénti sorszama, a masodik oszlop a mintak oOsszsorszama. Az
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azonosito elnevezésii oszlopban a nemes (Mic-’"Michelini’, Bg-'Babygold 6°, Cr-
‘Cresthaven’) és az alany ("GF677°, Cad-’Cadaman’, Man-Mandula magonc, 'Pe-
Ma’), az iiltetvényben elfoglalt helye (sor/parcella/fa) lathato. Ha ebben az oszlopban
R (rootstock) megkiilonboztetést hasznaltunk, akkor a minta alanysarjrol szarmazik. A
PCR oszlopban a pozitiv mintakat jeloltiik, a torzs oszlopban pedig az RFLP és a
nested PCR eredményét tiintettiik fel.

A PCR vizsgélatok alapjan az oltvanyok alanyfajtara vetitett PPV fert6zottsége
kismértékii eltérést mutatott (19. abra). Alanyfajtakra vetitve 37,50-58,97%-0s
fert6zottségrol beszélhetiink. A *GF677° alanyfajtat tartalmazo oltvanyok 37,50%-0s
fert6zottséggel kicsivel jobb aranyt mutat a tobbihez képest. A szakirodalmi adatokkal
ellentétben a mandula magonc alanyokat tartalmazé oltvanyok nem bizonyultak a
legfogékonyabbnak a virussal szemben. A legtobb fertézott minta a ’Cadaman’

alanyfajtat tartalmazo oltvanyokrdl szarmazott.

Vizsgalt alany-nemes kombinaciok alanyra
vetitett PPV fert6zottségének mértéke
100%
90%
80%
70%
_ 60%
S 50%
40%
30%
20%
10%
0% Mandul
GF677 | Cadaman | Pe-Ma anauia | 5eszes
magonc
‘ B Fert6zésmentes mintak (%) | 62,50% 41,03% 44,44% 57,89% 50,55%
‘ M Fert6zott mintak (%) 37,50% 58,97% 55,56% 42,11% 49,45%

19. abra: Vizsgalt alany-nemes kombinaciok alanyra vetitett PPV fertozottségének mértéke

A kisérletben szerepld nemesfajtak koziil a Michelini’ fajtat tartalmazo
oltvanyok mintai joval alacsonyabb mértékben mutattak fert6zottséget, a tobbi
nemesfajtat tartalmazokhoz viszonyitva (20. dbra). 'Babygold 6’ és a ’Cresthaven’

fajtakat tartalmaz6 oltvanyok mintai kdzel azonos mértékben voltak fertdzottek.
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100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

(%)

Babygold 6
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20. abra: Vizsgalt alany-nemes kombinaciok nemesre vetiett PPV fert6zottségének mértéke

Alany-nemes kombinaciok mintainal a ’Cadaman’ x ’Michelini’, *GF677" x

’GF677° x ’Michelini’ kombindcioknal alacsonyabb mértékben

fertdzddtek meg, a tobbi kombindcidhoz viszonyitva (21. abra). A ’Cadaman’ x

"Cresthaven’ kombinacidk ezzel ellentétben nagyobb ardnyban fert6zédtek meg a

tobbi kombinacidhoz képest.

Vizsgalt alany-nemes kombinaciok PPV
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21. abra: Vizsgat alany-nemes kombinaciok PPV fertozottségének mértéke (%)
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5.3.2. A torzsmeghatiarozas eredményei

A 3’P3-6K1-5’CI genomi régioban elvégzett PCR soran keletkezett 836 bp
hosszusagu termékeket haromféle restrikcios endonukleazzal (Ddel, ECORI és ECORV)
hasitottuk. Ha az ECORV enzim elhasitja a PCR-terméket, akkor az izolatum Rec
tipusu. Ebben a genomi régidban a PPV kilenc jelenleg ismert térzse koziil csak a Rec
¢s a W izolatumoknak van ECORV hasitéasi helye. Ha nincs a PCR-terméken ECORV
hasitohely, akkor hazankban az M vagy D torzsbe tartozik az izolatum, mely tovéabbi
hasitasokkal elkiilonithet6. Ha a Ddel és ECORI hasitohely sem talalhaté a
szekvencian, akkor az izoldtum az M torzsbe tartozik. Ugyanakkor nagyon ritkan
eléfordul, hogy a Ddel-nek egy hasitohelye megtalalhato az M szekvencian is. A PPV-
D torzs nagyszamu izoldtumainak vizsgalatakor azt figyeltiik meg, hogy minden
esetben jelen van az EcoRI és a Ddel hasitohely, ilyenforman elkiilonitheté a harom
torzs, a vizsgalatot azonban kiegészitettiik az ECORV enzimmel (12. tablazat) (Glasa
et al., 2002b). A 45 pozitiv minta koziik 16-on végeztiink el RFLP analizist a torzsek
megallapitasanak érdekében. Az eredmények azt mutatjak, hogy a vizsgalt 16 minta
koziil 10 db az dszibarackon gyakorinak szdmitd6 PPV-M torzzsel, 4 db a PPV-D
torzzsel, 2 db pedig mindkét torzzsel fert6zott volt. Ebben az esetben a részlegesen

hasitott mintak adtak az eredményt, mely kevert fertézésre utal (22. dbra, 11. tdblazat).

11. tablazat: Az RFLP vizsgalathoz hasznalt restrikciés enzimek hasitohelyeinek szama és helye a 836 bp

hosszisagiu PCR terméken

Restrikcios enzimek hasitd helyének szama €s helye a
Térzs PP3-PCI primerekkel felszapoirtott szakaszon
EcoRl EcoRV Ddel
PPV-Rec 1(495bp) 1(145bp) 1(188bp)
PPV-M 0 0 0 V. 1(1880p)
PPV-D 0 V. 1(95bp) 0 1(188bp)
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25 34 37 38 45 50 58 99 M 25 34 37 38 45 50 58 99

22. abra: RFLP vizsgalat ECoRI (bal) és EcoRV (jobb) enzimekkel

Jelmagyardzat: az abran ldathato 8 mintdat EcoRI és EcoRV enzimmel emésztettiik,
kozépen M: marker.

Az eredmény ezek alapjan: Rec nincs, D a 38-as és a 99-es minta, részlegesen
emésztett, ezért M+D a 25-0s, és M a 34, 37, 45, 50, 58-as minta.

A nested PCR soran hasznalt torzsspecifikus primerek az M, D és Rec torzsek
elkiilonitésére alkalmasak. Az elkiilonitést gélkép alapjan végeztiik (23. abra). A 45
pozitiv mintan végzett vizsgalat eredményeképpen 19 PPV-M, 12 PPV-D és 14 D+M

kevert fertdzést diagnosztizaltunk.

M 73 M 85 90 93 99 M

86

74 75 76 77 81 82 83

23. abra: A nested PCR gélképe

Jelmagyardzat: az abran lathato 13 mintat 2,5 %-os agaroz gélben futtattuk. A PPV-

M torzsre jellemzo szakasz 459 bp, a rekombinansra jellemzé 605 bp, a D torzsre

jellemzo 664 bp hosszusagu. A képen az M oszlopok 100 bp felosztasu markert
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jelolnek, a szamok a mintdk sorszamai, pozitiv és negytiv kontroll + és — jellel jelolve
talalhato.

Az eredmény ezek alapjan: Rec nincs, D a 73, 85, 99-es minta, M a 74, 75, 76, 81,
82, 93-as minta, M+D a 77, 83, 86 (halvany), 90-es minta.

5.3.3. Szekvencia analizis és rokonsagi kapcsolatok feltarasa

A szekvencia analizishez a TET38-as mintat valasztottuk, mert az RFLP alapjan
PPV-D torzsbe tartozo izolatum PCR terméke tiszta és erds volt, valamint a D torzs
ritkabb Oszibarackon, mint az M, ezért érdekesebb lehet a késdbbiek soran. A PCR
soran felszaporitott TET38-as azonositoval ellatott izolatum 3°P3-6K1-5°CI genomi
primerrel is) nukleinsav sorrend meghatarozasra Hollandidba. Az adatbazisbol
kivalasztottuk az eddig ismert magyar izolatumokat, valamint minden PPV t6rzsbol
egy reprezentativ izolatumot. Az dsszehasonlitast nem az egész termékkel (836 bp),
hanem egy 689 bp hosszisagl koztes régidval végeztiik el a szekvencia elején és végén
talalhato szekvenalasi bizonytalansagok kisziirése érdekében (3. melléklet). Az
izolatum szekvenciajat az emlitett bizonytalansagok miatt nem toltottiik fel az NCBI
adatbazisaba.

A torzsfat a CLC Sequence Viewer 7.0 szoftverrel, UPGMA moddszerrel
keészitettiik 1000 ismétléses bootstrap analizist alkalmazva. A torzsfa alapjan
megéllapithatd, hogy a TET38-as izolatum a PPV-D torzsbe tartozik, legnagyobb
hasonldsagot a vizsgalt genomi régid alapjan a Sorokséron talalt *Goldrich’ fajtaju
kajszir6l szarmazo, valamint a referencia izolatumul szolgald japan szarmazasu
Prunus mume cv. ’Koushuoujuku’ gazdanovényen megtalalt (Maejima et al., 2011)

mintaval mutatta (24. abra).
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5.3.4. Statisztikai eredmények

Igazolhato-e, hogy az alanyfajtanak hatasa van a virusfertozottségre?

A két valtozd (az alanyfajta és a fertdzottségi valtozo) kereszttablajabol (12.
tablazat) eclvégeztiik a fliggetlenségvizsgalati Khi-négyzet-probat. A megfigyelt
szignifikanciaszint p=0,43. Ebb6l adoddan nem talaltunk szignifikans Osszefliggést.
Mas széval nem volt kimutathatd szignifikdns eltérés az alanyfajtdk kozott a
fogékonysagot/ellendlloképességet illetden.

Kiilon elvégzett logisztikus regresszids elemzéssel sem volt kimutathato
szignifikans kiilonbség az alanyfajtak kozott, mint ahogy ebben az esetben az egész

logisztikus regresszids modell sem volt szignifikéans.

12. tablazat: Vizsgalt alany-nemes kombinacidk alanyra vetitett fertézottségének megoszlasa

Alany Fert6zésmentes Fertozott Osszes
16 22 38

’Cadaman’ 42.1% 57,9% 100,0%
15 9 24

*GF677’ 62,5% 37,5% 100,0%
11 9 20

Mandula 55,0% 45,0% 100,0%
4 5 9

"Pe-Ma’ 44,4% 55,6% 100,0%
.. 46 4 o

Osszesen 50,5% 49,5% 100,0%

Igazolhatd-e, hogy a nemesfajtanak hatasa van a virusfert6zottségre?

A két valtozd (a nemesfajta és a fertdzottségi valtozo) kereszttablajabol (13.
tablazat) elvégeztiik a fliggetlenségvizsgalati Khi-négyzet-probat. A megfigyelt
szignifikanciaszint p=0,008. Ebbdl adoddan erdsen szignifikans Osszefliggésrol
beszéliink. A kisérletben szerepld nemesfajtak koziil a ’Michelini’ fajta joval

alacsonyabb mértékben fertdz6dott meg, a tobbi nemesfajtdhoz viszonyitva.
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Nemes Fertézésmentes Fert6zott Osszes
*Babygold 6’ 1 18 29
37,9% 62,1% 100,0%
’Cresthaven 14 20 34
41.2% 58,8% 100,0%
’Michelini’ - 7 28
75,0% 25,0% 100,0%
Osszesen 46 45 1
50,5% 49,5% 100,0%

Logisztikus regresszios modellben a ’Michelini’ nemesfajtat vettiik referenciaként

az irodalmi adatok alapjan feltételezhetd rezisztencidja miatt. Az esélyhanyados

mindkét masik fajta esetén szignifikansan nagyobb 1-nél, vagyis ezen nemesfajtaknal

szignifikansan nagyobb esély van a fertézottségre, mint a ’Michelini’-nél (14.

tablazat).

Az adatokbdl kiilon elvégzett vizsgalatok alapjan a *Babygold 6’ és a ’Cresthaven’

fajtak kozott nem mutathato szignifikans kiilonbség.

14. tablazat: Vizsgalt alany-nemes kombindciok nemesre vetitett fert6zottségének logisztikus regresszios

elemzése
Regres | Szten- Wald- Szabads | Szignifi Esélyhd | 95%-0s
z-szi6s | derd féle agi fok | kancias nyados konfidenciainterv
egyiitt- | hiba statisz- (df) zint Exp (B) allum Exp(B)
hat6 (S.E) tika Alsod Felsé
(B) hatar hatar
Fajta 9,026 2 0,011
’Babygold 6’ 1,591 0,580 7,513 1 0,006 4,909 1,574 15,314
’Cresthaven’ 1,455 0,558 6,790 1 0,009 4,286 1,434 12,806
Constant -1,099 0,436 6,336 1 0,012 0,333
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Igazolhaté-e, hogy az alany és nemes kombinacioknak hatiasa van a

virusfertozottségre?

A két valtozd (az alany-nemes kombinacio és a fertdzottségi valtozo)
kereszttabldjabol (15. tablazat) elvégeztiik a fliggetlenségvizsgalati Khi-négyzet-
probat. A megfigyelt szignifikanciaszint p=0,004. Ebbdl adoddan erdsen szignifikans
Osszefiliggésrol beszéliink.

A ’Cadaman’ x ’Michelini’, ’GF677° x ’Cresthaven’, ’GF677° x ’Michelini’
kombinaciok alacsonyabb mértékben fert6z6dtek meg a tébbi kombinaciohoz
viszonyitva (16. tdblazat). A ’Cadaman’ x ’Cresthaven’ kombinaciok ezzel ellentétben
nagyobb aranyban fertéz6dtek meg a tobbi kombinaciohoz viszonyitva.

Emlitést érdemel, hogy az kombinéaciokkal végzett statisztikai szdmitasoknal a
kereszttablak bizonyos cellaiban a varhat6 gyakorisag kisebb, mint 6t. Mivel azonban
a minimalis varhato gyakorisag 3,96, a Khi-négyzet-proba eredményét elfogadhatonak

tekintettik.

15. tablazat: Vizsgalt alany-nemes kombinacidokat adé fajtak fertézottségének megoszlasa

Alany x nemes Fertozésmentes Fertozott Osszes

5 7 12
’Cadaman’ x ’Babygold 6’

41,7% 58,3% 100,0%

2 13 15
’Cadaman’ x ’Cresthaven’

13,3% 86,7% 100,0%

9 2 11
’Cadaman’ x *Michelini’

81,8% 18,2% 100,0%

2 6 8
’GF677’ x ’Babygold 6’

25,0% 75,0% 100,0%

7 1 8
’GF677 x ’Cresthaven’

87,5% 12,5% 100,0%

6 2 8
’GF677° x "Michelini’

75,0% 25,0% 100,0%

5 6 11
Mandula x ’Cresthaven’

45,5% 54,5% 100,0%

4 5 9
’Pe-Ma’ x 'Babygold 6’

44.4% 55,6% 100,0%

6 3 9
Mandula x ’Michelini’

66,7% 33,3% 100,0%
.. 46 45 91
Osszesen

50,5% 49,5% 100,0%
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Logisztikus regresszios modellben a mandula magonc x *Michelini’ kombinaciot
vettlik referenciaként (16. tablazat) az irodalmi adatok alapjan a mandula magonc
PPV-vel szembeni fogékonysagabol és a ’Michelini’ rezisztenciajabol kifolyoan.

A GF667 x ’Cresthaven’, ’GF677’ x ’Michelini’ és a ’Cadaman’ x Michelini’
kombinacioknal az esélyhdnyados kisebb ugyan 1-nél (kiilonésen a *GF667° x
’Cresthaven’ esetében), ami nagyobb rezisztencidra utal, de az eredmények statisztikai
értelemben nem szignifikansak. A ’Cadaman’ x ’Cresthaven’ kombinécional az
esélyhanyados szignifikansan nagyobb 1-nél, (Exp(B)=13,000; p=0,013), vagyis ezen
kombinacional szignifikadnsan nagyobb esély van a fert6zottségre a referencidhoz

képest.

16. tablazat: Vizsgalt alany-nemes kombinaciokat ado fajtak fertézottségének logisztikus regresszios

elemzése
95%-0s
Regresz | Szten | Wald- Szab | Szignifi | Esélha | konfidencia-
Zi6s derd féle asagi | kanciasz | nyados | intervallum
egyiitt- hiba statiszti | fok | int Exp Exp(B)
hato (B) | (SE) | ka (df) (B) Als6 | Felsé
hatar hatar
Alany x Fajta 18195 |8 0,020
Cadaman’ x "Babygold 6 1,030 0,918 | 1,258 1 0,262 2800 | 0,463 | 16,929
Cadmen s UiEhae 2,565 1,038 | 6,109 1 0,013 13,00 | 1,701 | 99,375
0
Codlrimein zc b bin 0,811 1,054 | 0,592 1 0,442 0444 | 0,056 | 3,508
GF677" x "Babygold 6 1,792 1,080 | 2,752 1 0,097 6,000 | 0,722 | 49,837
Geey” s wihelial 0405 | 1,080 | 0141 |1 0707 | 0667 | 0080 | 5537
Mandula x “Cresthaven 0,875 0,931 | 0,884 1 0,347 2,400 | 0,387 | 14,881
Pe-Ma’ x "Babygold 6 0,916 0,975 | 0,884 1 0,347 2500 | 0,370 | 16,888
Constant -0,693 0,707 | 0,961 1 0,327 0,500

54. Az alany-nemes kombinaciok eredményeibél levont
kovetkeztetések
Az iltetvénybdl szdrmazd Oszibarack alany, €s nemes mintak vizsgalata soran

bebizonyosodott, hogy a 45 vizsgalt pozitiv minta koziil 19 a PPV-M és 12 a PPV-D
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torzzsel fert6z6dott meg. Tizennégy esetben PPV-M+D kevert fertozést is
diagnosztizaltunk. Eredményeink is aldtdmasztottdk mas kutatok megfigyeléseit,
miszerint §szibarackon a PPV Marcus torzse fordul el6 a leggyakrabban (Dallot et al.,
1997). Rekombinans izolatumot nem mutattunk ki a vizsgalt mintakbol annak ellenére,
hogy a torzsfan is jelzett ‘Soskut kajszi nekrotikus’ azonositoval ellatott izolatumot
ugyanebben az évben (2014) azonositottuk az iiltetvénybdl egy masik parcellan
elhelyezked6 Gonci magyar kajszi allomanybdl, tehat a rekombinans izolatumok is
jelen vannak az iiltetvény egyéb parcellajaban.

Az iltetvény ¢életkora 14 ¢év a vizsgalatok idején, a telepités éve 2000.
Vizsgéalatainkat olyan alloményban végeztiik, ahol kozepesnek mondhat6 a fertézési
nyomas. A virus az lltetvény vizsgalt parcelladiba nem a szaporitéoanyaggal kertilt be,
mert 14 év utan is jelentds szamban vannak egészséges novények, és a fenti esetben
sokkal nagyobb tételben lennének fertdzottek a fak (akar 100%-ban is). A vizsgalatok
soran tanulmanyozott parcellakba a PPV feltehetdéen vektorok utjan keriilt be, és igy
terjedt a korokoz6 az allomanyban.

Az alanyfajtdk megkdzelitdleg egységes szamban voltak fertdzottek.
Alanyfajtanként 37,50-58,97%-0s fertdzottségrol beszélhetiink. A *GF677’ alanyfajta
37,50 %-os fertdzottségével kicsivel jobb aranyt mutat a tobbi alanyfajtahoz képest.
Ez a fajta rezisztensnek bizonyult a PPV-D torzsével szemben (Rubio et al., 2005).
Jelen vizsgélataink ezt nem erdsitik meg, PPV-D torzset a ’"GF677° alanyt tartalmazo
kombinaciokbol is mutattunk ki, azonban kdzvetleniil az alanyrol szarmazo mintaink
nem voltak. A szakirodalmi adatokkal ellentétben a mandula magonc alanyok nem
bizonyultak fogékonyabbnak a virussal szemben, legalabbis nem ezek mutattdk a
legmagasabb fert6zottségi ardnyt. Statisztikai értékelés soran nem taldltunk
szignifikans Osszefliggést. Nem volt kimutathaté szignifikdns eltérés az alanyfajtak
kozott a fogékonysag/ellendlloképesség tekintetében.

A vizsgalt nemesfajtak esetében erds szignifikdns Osszefliggésrdl beszEliink. A
kisérletben szerepld nemesfajtak kozil a ’Michelini’ fajta joval alacsonyabb
mértékben fert6zddott meg, a tobbi nemesfajtdhoz viszonyitva. ’Babygold 6 és a
"Cresthaven’ fajtak esetében szignifikansan nagyobb esély van a fertézodésre.

A kombinaciok esetében a ’Cadaman’ x ’Michelini’, ’GF677° x ’Cresthaven’,
’GF677° x *Michelini’ kombinacidk alacsonyabb mértékben fert6zodtek meg, a tobbi
kombinéciohoz viszonyitva. E harom kombindciondl statisztikailag nagyobb

ellenalloképesség lathato, de az eredmények statisztikai értelemben nem
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szignifikansak. A ’Cadaman’ x ’Cresthaven’ kombinaciok ezzel ellentétben nagyobb
aranyban fert6z6dtek meg a tobbi kombinacidohoz képest, igy a ’Cadaman’ x
’Cresthaven’ kombinacional nagyobb esély van a fertézottségre.

A vizsgalatokbol megallapithatd, hogy az alanyfajtak esetében nem beszélhetiink
rezisztenciarél, még a jobb eredményeket mutatdé *GF677’ fajtanal sem. A nemesfajtak
kozil a ’Michelini’ az irodalmi adatoknak megfeleléen teljesitett. Kombindciok
esetében a "GF677’ x ’Cresthaven’ kimagasld eredményt produkalt, amely tovabbi
kisérletekre és vizsgalatokra ajanlhato. A ’Cadaman’ x ’Cresthaven’ viszont
nagymértéki fertdzodési érzékenységet mutatott. A ’Michelini’ fajtat tartalmazo

kombinaciok Gsszességében is az irodalmi adatoknak megfelelden teljesitettek.

5.5.  Gazdanovény preferencia vizsgalatanak eredményei

A TRNS kivonas mind a 20 szilva és 20 6szibarack minta esetén sikeres volt, de a
kajszi mintdknal nehézségek meriiltek fel, ami miatt csak 12 mintdnal van
eredményilink. A mintak sorszdma, melyekbdl nem sikeriilt a TRNS kivonds a 7. abra

alapjan: 4/1, 4/2, 4/3, 4/4, 4/5, 3/5, 2/5, 1/5. A 25. 4bran ezeket ,,X’-szel jeloltiik.

Prunus persicae ‘Redhaven’
Keser(i mandula alany

negativ
North
PPV-M

PPV-D
47.428349, 18.801234 PPV-Rec
PPV-M+D

PPV-M+Rec

X&OO000O

sikertelen

Prunus armeniaca ‘Tomcot’

Prunus domestica ‘Caganska lepotica’ MoKk ey

Mirabolan alany

25. abra: Vizsgalt mintiakra kapott eredmények

A sikeresen kivont 52 mintabdl dsszesen 42 pozitiv és 10 negativ mintat kaptunk,
azaz a vizsgalt fak 80%-a PPV fert6zott volt (25. abra). A pozitiv mintak aranya
szilvanal 17/20 (85%), 6szibaracknal 18/20 (90%), kajszinal pedig 7/12 (58%).
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Osszesen 25 mintanal allapitottunk meg M, 23 mintanal D, és csak 6 alkalommal
Rec fertzést torzsspecifikus primerekkel végzett RT-PCR alapjan. A 17. tablazatban
abrazoltuk a pozitiv mintdkbol azonositott PPV torzsek gazdandvények szerinti
megoszlasat. Az M torzset legtobb alkalommal (56%) Oszibarackrol, 24 illetve 20%-
ban pedig kajszirdl és szilvardl mutattuk ki. A D torzset egyenld aranyban talaltuk meg
szilva és 6szibarack mintakban (39,1%). Rekombinans torzset csak szilvarol sikeriilt

azonositani (17. tablazat).

17. tablazat: PPV torzsek gazdanévény szerinti megoszlasa

PPV torzs | Szilva Oszibarack | Kajszi
PPV-M 20% 56% 24%
PPV-D 39,1% 39,1% 21,8%
PPV-Rec 100% - -

A vizsgalt mintakbol tobbszor kevert fertdzést azonositottunk, azaz egy farol tobb
virustorzs jelenlétét is sikeriilt kimutatnunk. A 42 pozitiv mintabol 6sszesen 12 esetben
tapasztaltunk valamilyen kevert fertézés (28,6%). A 18. tablazatban a mintak
fertdzésének komplexitasat mutatjuk be. Leggyakrabban az M és D torzsek kozos
fert6zését sikeriilt kimutatni, 6sszesen 9 alkalommal, dszibarackon ¢€s kajszin. Szilva
mintadkon PPV-M ¢és PPV-Rec kevert fert6zést talaltunk. Harom torzses komplex

fertozést, illetve D + Rec kozos fertdzést nem sikeriilt kimutatnunk.

18. tablazat: PPV torzsek egyedi és kevert fert6zésének gazdanovényenkénti el6fordulasa

Szilva Oszibarack Kajszi
Torzs
(db) (db) (db)

M 2 9 2
D 9 4 1
Rec 3 - -
M+D - 5 4
M + Rec 3 - -

A PPV torzsek egyéni és kevert fertézéseinek gazdandvényenkénti megoszlasat a
26. abran mutatjuk be. A vizsgalt szilvamintdkbol azonositott izolatum tipusok

megoszlasa: 53% D, 18% Rec, 18% kevert Rec +M fert6zés, 11% M. Oszibarack
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mintak esetén ugyanez: 50% M, 28% kevert M+D fert6zés, 22% D. Kajszi mintdk
esetében: 57% kevert M+D fertézés, 28% M, 15% D.

100%

90%

80%

70%

K M+Rec
60%

= M+D
50%

M Rec
40% aob
30% oM

20%

10%

0%

Szilva Oszibarack Kajszi

26. abra: A PPV torzsek egyedi és kevert fert6zésének gazdanovények szerinti megoszlasa

5.6. A gazdanovény preferencia vizsgalat eredményeibdl levont

kovetkeztetések

A szilva, kajszi és Oszibarack tltetvényekbdl vett pozitiv mintak PCR termékeinek
elemézésekor sikeriilt gazdandvény preferenciat megallapitanunk. A D, M és Rec
torzsek el6zd fejezetben kozolt megoszlasa a harom tablaban 1ényeges eltéréseket
mutat, igy megallapithatjuk, hogy az altalunk vizsgalt iiltetvényekben a M leginkabb
Oszibarackon volt jelen (56%), amig a D egyenlden magas aranyban volt kimutathato
szilva és Oszibarack mintakbol (39,1%) - igaz viszont, hogy 6szibarack esetén a D
fertdzések fele M torzzsel kozos kevert fertdzésként jelentkezett. Rekombinans torzset
csak szilvan talaltunk, 50%-ban M torzzsel kozos kevert fertézésben.

A 42 pozitiv mintankbol legtobbszor a PPV-M torzset sikeriilt kimutatnunk, mely
adat alatamasztja az M torzs agresszivitasaval kapcsolatos megfigyeléseket (Predajia
et al., 2012b). A vizsgalt virustorzsek altalunk megallapitott gazdandvény
preferencidja nagyon hasonld eredményt mutat a SharCO (Sharka Containment)
nemzetkdzi PPV Project eredményeivel, amelynek keretein beliil t6bb, mint 1300
pozitiv mintandl vizsgéltak gazdandvény szerinti virustorzs eloszlast. A felmérés
korabbi adatai szerint (927 pozitiv minta alapjan) az M és a Rec torzs esetében a mi

kutatasunkhoz hasonlo eredményt kaptak: elobbit legnagyobb aranyban dszibarackbol
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(59%), utobbit pedig szinte kizardlag csak szilvamintakbol azonositottdk (94%). A D
torzs esetében a kutatas erdteljes szilvafertdzottséget (62%) mutatott (Sihelska et al.,
2017). A mi felmérésiinkben a D torzs a szilvaval megegyez6 aranyban fordult el
Oszibarackon is. A két eredmény kiilonbségét a sikeresen kivont kajszi mintak
alacsony szama, valamint a vizsgalt iiltetvények specialis elhelyezkedése, és az ennek
koszonhetd zavartalan virustorzs terjedés is magyarazhatja.

Ha a sajat mintdk gazdandvények szerinti megoszlasat vizsgaljuk, csak részben
kapunk a SharCO Projecttel megegyezd eredményt. Az dszibarack esetében mindkét
kisérlet soran egyértelmii a M torzs kiemelkedd ardnya. Szilva mintdknal a D torzs
nagy aranya ¢€s a Rec torzs jelenléte is megegyezik, de az altalunk vizsgalt mintdkban
az M torzs joval nagyobb szamban volt jelen, mint a nemzetkozi felmérésben. Ennek
oka feltehetdleg az iiltetvények egymdshoz vald kozelségében keresendd. Mivel a
harom ndvényfajt csak a keresztbe futd miiveldutak vélasztjak el egymastol, a kis
tavolsag miatt a sokkal agresszivebb és levéltetvekkel konnyebben terjedd M torzs
nagyobb aranyban jelenik meg a szilvaiiltetvényben. A kajszi esetében is hasonlo
eredményre jutottunk (az altalunk vizsgéalt mintdkban nagyobb volt az M torzs aranya,
mint a nemzetkdzi felmérésben), de itt a kis tdvolsag mellett a sikeresen kivont kajszi
mintak alacsony szama is kozrejatszhatott (Sihelska et al., 2017).

Az Oszibarack esetében a kapott eredményeinket egy szintén Magyarorszdgon
végzett kutatds eredményeivel is 0ssze tudtuk hasonlitani. A fertézések megoszlasa
mindkét esetben szinte teljesen megegyezik; kozel 50%-os M fertzést (korabbi
felmeérés: 42%, sajat felmérés: 50%), kb. 25%-o0s D fert6zést (korabbi felmérés: 27%,
sajat felmérés: 22%), és kb. 30%-0s M ¢és D kevert fertézeést (kordbbi felmérés: 31%,
sajat felmérés: 28%) tapasztaltunk (Adam et al., 2015a).

A szilvamintaink eredményét a CO-SHARKA Eurdpai Unids palydzat keretein
beliil végzett magyarorszagi PPV felmérés eredményeivel vetettiik 6ssze. Az orszag 7
megy¢jebdl szarmazo mintdk alapjan a szilvatiltetvényekben nagyaranyu Rec torzs
fertdzottséget allapitottak meg (59%), €s szinte elenyészd szdmban taldltak csak M
torzzsel fertézott szilvat (Adam et al., 2015b). A mi megfigyelésiink ezzel szemben
az, hogy az M to6rzs majdnem olyan aranyban jelent meg szilvan, mint a Rekombinans,
rdadasul tobbszor kevert M+Rec fertézésként. A nagyobb aranya M fertdzést szilvan
az Oszibarack iiltetvények kozelségének tulajdonitjuk.

A sajat és az el6bb ismertetett kutatdsok eredményeibdl érdemes a mindennapi,

gyakorlati novényvédelem szdmara kovetkeztetéseket levonni. Az eredményeink
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alapjan  megallapithaté, hogy egymashoz kozel elhelyezkedd csonthéjas
tiltetvényekben a PPV kdonnyebb, akadalytalan terjedésével a virustorzsek nagyobb
mértékben keverednek. A tablak kozelsége miatt az egyes virustorzsek a levéltetvek
altal konnyebben megtalaljak maguknak a szamukra megfelelobb gazdandvényt, sot,
a kevert fertdzések aranya is megnovekedhet, ami még tovabb stlyosbithatja a
fogékony csonthéjas gyiimdlcsfajok esetében az izolacids tavolsag betartasa a
virustorzsek szabad terjedésének megakadalyozasara.

A virustorzsek gazdandvény preferenciajat ismerve lehetdség nyilik a célzott
torzsek elleni rezisztencianemesitésre is. A fajtak torzsspecifikus rezisztencidjanak
vizsgalatakor azonban tobb nehézség is felmeriilhet. A virustorzsek
virustorzshoz tartozd, de kiilonbozd izolatumokra eltérd eredményeket adhat. Ilyen
esetet figyeltek meg a ’Goldrich’ kajszifajtanal, amely kiilonb6z6 PPV-M, illetve
PPV-D izolatumokra egyarant mutatott rezisztens, tolerdns ¢és fogékony
tulajdonsagokat (Karayiannis és Mainou, 1994; Karayiannis et al., 1997; Fuchs et al.,
1998; Martinez-Gomez et al., 2000b).

A PPV virustorzsek gazdandvény preferencidjanak okair6l ma még nagyon keveset
tudunk. A pontos mechanizmus megértéséhez, és a tapasztalatok gyakorlatban vald
hasznositasahoz a gazdandvény preferencia molekularis hatterének vizsgélatara lenne

sziikség.

5.7. Az FTA technoldégia vizsgalatinak eredményei ¢és
kovetkeztetések

Az FTA Card vizsgalata soran kimutattuk a PPV jelenlétét a szamunkra kiildott
virag mintakbol, melyeket 2013 ¢és 2014 folyaméan gytjtottek kiilonbozo szilva
mintakrol. 32 mintabol M és Rec izolatumokat mutattunk ki Nested PCR technikaval,
bar az elsé NIb-CP régioban végzett PCR vizsgélat utan 3 mintdban nem tudtunk
kimutatni fert6zést. Hat esetben M + Rec kevert fert6zést detektaltunk, egy esetben
rekombinans torzs egyedi fert6zését mutattuk ki, mig 25 esetben PPV-M torzs fertdzte
a mintdkat. A vizsgalat hatékonynak bizonyult a fertdzések kimutatdsira annak
ellenére, hogy 3 esetben a nested PCR elsd 1épése soran negativ eredményt kaptunk.

A két mintavétel kozott eltelt 5 honap kiilonbség ellenére (1. mintavétel 2013

71



10.14751/SZIE.2020.011

november, 2. mintavétel 2014 marcius) a 3 negativ minta a marciusi gyljtésbol
szarmazott. Az RT-PCR vizsgélatokat 2014 majusdban végeztik. Az RNS
degradacioja ebben a vizsgalatban nem volt szdmottevo, a legidésebb FTA Card 7
honap szobahdmérsékleten valo tarolas utan keriilt felhasznalasra, €s az eredmények
kielégitdek voltak. A levélmintdk vizsgalata soran a mintdk leromlasa sokkal erésebb
volt, 32 mintabol csak 7 esetében sikeriilt virust detektalnunk, igy ebbdl arra
kovetkeztethetiink, hogy a novényi szovetek kozott is van kiilonbség az RNS
a megallapitassal, hogy nem mindegy milyen sejt tartalmazza a vizsgalni kivant

nukleinsavat az FTA membranon (Natarajan et al., 2000).
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6. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

1. Hazai kertekben ¢s iiltetvényekben felmértem a PPV elterjedését. 20 minta
esetében a molekularis vizsgalatok alapjan meghataroztam az izolatumok filogenetikai
helyét és torzsekbe soroltam azokat.

2. Négy alany és harom Oszibarack nemes kombinaci6 PPV fogékonysagat
vizsgalva megerdsitettem, hogy a vizsgalt alanyfajtaknak nincs szignifikans hatasa a
PPV fert6zésre. Tovabba bizonyitottam, hogy a ’Michelini’ fajta szignifikdnsan
kevésbé fogékony a tobbi vizsgalt nemes fajtdhoz képest.

3. Szilvan, kajszin és 6szibarackon megallapitottam a PPV torzsek gazdandvény
preferencidjat, az M torzs dszibarackon, a D és Rec torzs szilvan a leggyakoribb.

4. A P3-CI genomi régioban alkalmazott RFLP vizsgalatot tovabb fejlesztettem az
ECORYV restrikcids endonukledz alkalmazéasaval. Az ECORV hasitohelye a GAT|ATC
nukleotidok kozott talalhatd, és a P3-CI genomi régidban igy mar egyértelmiien

elkiilonithet6k a rekombinans izolatumok.
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7. OSSZEFOGLALAS

A sharka betegséget okoz6 PPV a legstlyosabb veszteségeket okozd novényi
virusok koz¢ tartozik. Szamos gazdasagi szempontbol jelentés csonthéjas
gyiimolcsfajt képes megbetegiteni (szilva, kajszi, 6szibarack, cseresznye, meggy). A
virusfert6zés gazdasagi szempontbol a gyiimolcskartétellel okozza a legnagyobb
problémat. Veszélyességét fokozza, hogy a szaporitdbanyag-kereskedelemnek
koszonhetden mara vilagszerte elterjedtté valt, minden fontosabb csonthéjas
gyiimolcsfajt termesztd orszagban kimutathatoan jelen van. A PPV nagyfoku genetikai
variabilitassal rendelkezik, jelenleg 9 torzsét kiilonboztetjik meg, melyek koziil
hazankban a harom legfontosabb, a D (Dideron) térzs, az M (Marcus) torzs és a Rec
(Rekombinans) torzs fordul eld. A virus termésmennyiség-csokkenést idéz elo,
valamint megvaltoznak a fert6zott gylimolesok beltartalmi értékei. Az EPPO
nemzetkdzi szervezet a korokozot az A2 karantén kategoriaba sorolja 1975 6ta. A PPV
elleni védekezés kiemelkedd fontossagii modja a rezisztencianemesités.

Munkam soran felmérést készitettiink a virus jelenlétének kimutatdsara hazank
¢szaki megyéiben, vizsgaltam gyakorlatban hasznalt alany-nemes kombinéciok
hatasat a virusfertdzés mértékére, felmértem a legstlyosabban kéarositott
csonthéjasokon (szilva, kajszi, Oszibarack) a virus tdrzseinek gazdanovény
preferenciajat, a harom torzs elkiilonitésére szolgalé RFLP modszert tokéletesitettem,
valamint teszteltiink egy 0j moddot a PPV izolatumok gylijtésére, tarolasara és
kimutatasara. Eredményeim az aldbbiakban foglalhatok dssze:

Az északi megyékben végzett felmérés soran 105, a PPV fertdzés jellegzetes
tiineteit mutatd és tiinetmentes levélmintat gytljtottiink. Az RT-PCR vizsgélat soran
836 bp hosszi PCR-terméket emeltek ki, mely alapjan 42 minta bizonyult PPV-vel
fertozottnek. Ezeket a mintadkat RFLP modszerrel, valamint szekvencia analizis
segitségével torzsekbe soroltuk. Az altalunk gytijtott és nukleotid szinten is elemzett
23 izolatum kozill 12 a D, 10 a Rec és 1 az M torzsbe tartozonak bizonyult. igy
eredményeink alapjdn megallapithatd, hogy Magyarorszag északi megyéiben a két
legelterjedtebb torzs a D és Rec, de az M torzs is jelen van. A torzsek megoszlasat
megyénként tekintve, a D torzs foként Szabolcs-Szatmar-Bereg megyében ¢és
Komarom-Esztergom megyében elterjedt, a Rec torzs pedig Pest, Nograd és Borsod-
Abatj-Zemplén megyékben a leggyakoribb. Az M torzs képviseldjét is Borsod-Abauj-
Zemplén megyébdl gyljtottik.
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Az alany-nemes kombinaciok vizsgalata soran 91 tiinetmentes, illetve PPV
jellegzetes tlineteit mutatd Oszibarackfardl szdrmazd mintat gytjtottiink Soskuaton.
Vizsgalataink sordan a 91 mintabol 45-ben sikeriilt kimutatni a PPV jelenlétét. Az
iltetvénybdl szarmaz6 Oszibarack alany, ¢és nemes mintdk vizsgéalata soran
bebizonyosodott, hogy a 45 vizsgalt pozitiv minta koziil 19 az M ¢és 12 a D torzzsel
fert6z6dott meg. Tizennégy esetben M+D kevert fertdzést is diagnosztizaltunk. Az
eredményeken elvégzett statisztikai analizisek soran arra a kdvetkeztetésre jutottunk,
hogy a vizsgalt alanyoknak nem volt hatdsa a virussal valo fert6zdédésre. A nemes
fajtak vizsgalata soran megallapitottuk, hogy a kisérletben szereplé nemesfajtak koziil
a ’Michelini’ fajta joval alacsonyabb mértékben fert6z6dott meg, a tobbi
nemesfajtahoz viszonyitva, a kiilonbség szignifikans volt. A kombinaciok vizsgélata
soran Khi-négyzet probaval a ’Cadaman’ x ’Michelini’, ’GF677" x ’Cresthaven’,
’GF677° x "Michelini” kombinaciok alacsonyabb mértékben fert6z6dtek meg a tobbi
kombinaciohoz viszonyitva. A ’Cadaman’ x ’Cresthaven’ kombinaciok ezzel
ellentétben nagyobb aranyban fert6zédtek meg a tobbi kombinacidhoz viszonyitva.
Logisztikus regresszios modellben a Mandula x ’Michelini’ kombindciot vettiik
referenciaként az irodalmi adatok alapjan a mandula magonc PPV-vel szembeni
fogékonysagabol és a ’Michelini’ toleranciajabol kifolydan. A ’GF667° x
’Cresthaven’, ’GF677 x ’Michelini’, ’Cadaman’ x ’Michelini’ kombinacidknal az
esélyhanyados kisebb ugyan 1-nél (kiilonésen a ’GF667’ x ’Cresthaven’ esetében),
ami magasabb ellenalloképességre utal, de az eredmények statisztikai értelemben nem
szignifikansak. A ’Cadaman’ x ’Cresthaven’ kombinaciéndl az esé€lyhanyados
szignifikansan nagyobb 1-nél, (Exp(B)=13,000; p=0,013), vagyis ezen kombinacional
szignifikdnsan nagyobb esély van a fertdzottségre a referenciahoz képest.

A gazdandvény preferencia vizsgalatdban a vizsgalt szilvamintdkbol azonositott
PPV izolatum tipusok megoszlasa: 53% D, 18% Rec, 18% kevert Rec+M fertdzés,
11% M. Oszibarack minték esetén ugyanez: 50% M, 28% kevert M+D fert8zés, 22%
D. Kajszimintak esetén 57% kevert M+D fert6zés, 28% M, 15% D. A szilva, kajszi és
Oszibarack iiltetvényekbdl szdrmazd mintdk elemzésénél sikeriilt gazdandvény
preferenciat megallapitanunk. A D, M ¢és Rec torzsek fajonkénti eloszlasa a harom
tablaban lényeges eltéréseket mutatott, igy megallapithatjuk, hogy az altalunk vizsgalt
iltetvényekben az M torzs leginkabb Oszibarackon volt jelen (56%), amig a D
egyenléen magas aranyban volt kimutathato szilva és dszibarack mintakbol (39.1%) -

igaz viszont, hogy Oszibarackban a D fertézések fele M torzzsel kozds kevert
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fertézésként jelentkezett. Rekombinans torzset csak szilvan talaltunk, 50%-ban M
torzzsel kozos kevert fertdzésként.

A PPV diagnosztikai modszereinek tokéletesitését és tesztelését célzd vizsgalatok
restrikcidos endonukledzzal végzett RFLP vizsgalata hatékonyan kimutatja a
Rekombinans torzset, valamint az Whatman FTA Card alkalmas a PPV izolatumok
gyljtésére, szobahOmérsékleten vald tarolasara és RT-PCR mddszerrel vald

kimutatasara.

76



10.14751/SZIE.2020.011

8. SUMMARY

Sharka disease caused by PPV is one of the most devastating viral diseases. It
affects many economically important stone fruit species (plum, apricot, peach, cherry
and sour cherry). In economic terms the fruit symptoms cause the greatest problems.
The risk of the virus is aggravated since it has become widespread throughout the
world and is present in all stone fruit producing countries as a result of international
propagation material trade. PPV has great genetic variability, 9 strains have been
differentiated to date, and the three major strains D (Dideron), M (Marcus) and Rec
(Recombinant) are present in Hungary. The infection causes yield loss and negative
changes in nutritional content. PPV has been classified as an A2 quarantine pathogen
since 1975 by EPPO. One of the most important prevention and defense methods
against the virus is the breeding of resistant cultivars.

During my work a survey was conducted in the northern counties of Hungary
measuring the presence of the virus, | studied rootstock scion combinations’ effect on
the infection rate. Also, the host preference of the strains was investigated on the three
most threatened stone fruit species (plum, apricot and peach), the RFLP method was
simplified to separate the three strains and we tested a new method for sample
collection, preservation and virus diagnostics. My results can be summarized as
follows:

During the survey conducted in the northern counties 105 showing symptoms of
PPV infection and symptomless samples were collected. The targeted genomic region
by the PP3 and PCI primers — 3’P3-6K1—5’CI — resulted in an 836 bp long PCR
product. Based on the results 42 samples were positive for PPV. Some of these positive
samples were categorized into strains by RFLP method and sequence analysis. From
23 samples 12 were found to be D, 10 were Rec and only 1 was M. According to our
results D and Rec strains are the most widespread in the northern counties, but M is
present as well. D is dominant in Szabolcs-Szatmar-Bereg and in Komarom-
Esztergom counties, Rec is dominant in Pest, Nograd and Borsod-Abatj-Zemplén
counties. The single M isolate also originated from Borsod-Abauj-Zemplén county.

In our study conducted on rootstock-scion combinations 91 symptomless and
visually infected leaf samples were collected from one orchard located in Séskut. From
91 samples we were able to detect the PPV in 45 samples. From the 45 positive samples

originated from rootstocks and scions 19 were infected by M and 12 were infected by
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D strains. In 14 cases M+D mixed infections were also detected. Based on the
statistical analysis conducted on the results the rootstocks had no effect on the severity
of the infection. During the study of scions we found that the cv. ‘Michelini’ showed
significantly lower chance of infection compared to other scion cultivars.

In case of the ’Cadaman’ x *Michelini’, ’GF677’ x ’Cresthaven’, and *GF677’ x
’Michelini’ combinations the infection rate was lower than in other cases based on the
chi-square test. In contrast the ‘Cadaman’ x ‘Cresthaven’ combination was
significantly more susceptible to the virus. In the logistic regression model, the
reference combination used was the almond seedlings x ‘Michelini’ based on former
studies, because of the susceptibility of the almond seedlings and the tolerance of cv.
‘Michelini’. In case of ’GF667’ x ’Cresthaven’, ’GF677’ x ’Michelini’ and ’Cadaman’
X "Michelini’ combinations the odds ratio (OR) was lower than 1 which shows higher
tolerance, but the results are not statistically significant. In case of ‘Cadaman’ x
‘Cresthaven’ the OR is higher than one (Exp(B)=13,000; p=0,013), hence the chance
of infection is significantly higher compared to the reference.

In the host preference study the results in plum samples are the following: 53% D,
18% Rec, 18% mixed Rec+M and 11% M infection. In peach samples: 50% M, 28%
mixed M+D and 22% D infection. In apricot samples 57% mixed M+D, 28% M and
15% D infection was detected. During the analysis of the results host preference was
detected. The number of D, M or Rec isolates in the three species shows significant
differences. We can conclude that M were mostly present in peach (56%) meanwhile
D were equally detected in plum and apricot samples — however in peach half of the
D infection was in mixed infection with the M strain. Recombinant isolates were only
detected in plum samples, and half of these infections were in mixed infection with the
M strain.

Based on the results of the experiments aiming at improvement of the PPV
diagnostic methods it can be concluded that the RFLP in the 3’P3—6K1—5’CI genomic
region with the ECORV restriction endonuclease effectively detects the recombinant
strain, and the Whatman FTA Card is suitable for collecting PPV samples, storing

them at room temperature and it is applicable to former RT-PCR analysis.
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M3. — A TET38-as azonositoval ellatott izolitum szekvenciaja

A szekvencia 689 bp hosszusagu, az SK 68-as izolatum alapjan a PPV 2985-3673
bp kozotti szakasza, mely a P3 gént kodolo szekvencia 3’ végét, a 6K1 gént és a CI

gént kodolo szakasz 5° végét foglalja magaba.

tcgcagcggtggcgaaaacatataccaaaacctttcatcccgaaagacggegceagatttaggaggcaggtacgac

atctccgttcggtcattacttggcaaccagtacaaacgcctgagagacgtagtccgacggaaaagagacgatgtggtttgt
tatacacaccagtcgatggggaagctattttgcaaagccatcggaatttccacaagttttcttccaagcactcttaaaatgcett
gatatgctcatcgtgttcggtctcttgctttcaataggagccacatgcaactcaatgatcaatgagcataaacatcttaagcaa
cttgccgecgatcgggaagataagaaaaggttcaaaagattgcaagtcttatacacgaggttatcagagaaggttggttge
acaccaacagcagatgaattcctggagtatgtgggaggtgaaaaccetgatttactgaaacatgcagaggatctaattggg
gatggtcaagttgttgttcatcaaagcaagagagactcacaagcaaatttggaacgggttgtagceatttgtagctcttgttatg
atgctgtttgactcggagcgaagtgacggcegtgtacaagattctcaataaacttaaaggcatcatggggagtattgwecag
wytgatcgtcaccagagcttggatgatatagaacatat
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a téman.

Haléasan koszonom a Soéskut Fruct Kft. munkatarsainak és Dr. Nagy Gézanak a sok
segitségét a kisérleti helyszinek biztositasaért, valamint gyakorlati latdsmodjaért mely
sokszor terelte uj utakra munkamat. A gazdandvény preferencia vizsgalata nem
sikeriilt volna Séaray Réka nélkiil, személyében az eddigi legkivalobb hallgatomat
ismerhettem meg. Az FTA membrannal végzett kisérleteimben is nagy tdmogatast
nyujtott Dr. Tobias Istvan, valamint bolgar kapcsolatai, Borjana Stefanova és Kalin
Dragoyski, koszonom nekik segitségiiket.

Koszonettel tartozom a NoOvénykortani Tanszék minden volt és jelenlegi
munkatarsainak szakmai tanacsaikért és baratsagukeért.

Végiil pedig szeretnék koszonetet mondani feleségemnek, Fabian Katalinnak,

szlileimnek ¢és testvéreimnek, akik a hosszii munka soran mindvégig mellettem élltak.
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