SZENT ISTVAN
EGYETEM
D | N

A.D. 1853

KERTESZETTUDOMANYI KAR, BUDAPEST

SZENT ISTVAN EGYETEM
KERTESZETTUDOMANYI KAR

A Bois noir betegség jarvanytana, és hatasa a szolo és a bor

mindségére Magyarorszagon

Doktori értekezés (PhD) tézisei

Ember Ibolya

Go6dollod
2016



A doktori iskola
megnevezése: Kertészettudomanyi Doktori Iskola
tudomanyaga: Novénytermesztési és kertészeti tudomanyok

vezetdje: Prof. Dr. Zamboriné Németh Eva

tanszékvezetd, egyetemi tanar, DSc
Szent Istvan Egyetem, Kertészettudomanyi Kar,
Gyobgy ¢és Aromanovények Tanszék

Témavezetok:

Prof. Dr. Bisztray Gyorgy Dénes

egyetemi tanar, PhD
Szent Istvan Egyetem, Kertészettudomanyi Kar,
SzOlészeti és Boraszati Intézet, SzOlészeti Tanszék

Prof. Dr. Palkovics Laszlo

tanszeékvezetd, egyetemi tanar, DSc
Szent Istvan Egyetem, Kertészettudomanyi Kar,
Novénykortani Tanszék

Kiilso témavezetok:

Dr. Xavier Foissac

Szenior kutatd, PhD, Habilitation to supervise research (HDR)
INRA és Bordeaux-i Egyetem,
UMR 1332 Biologie du Fruit et Pathologie, Villenave d’Ornon, Franciaorszag

Prof. Dr. Jacobus J. Hunter

Szenior kutatd, egyetemi tanar, PhD
Agricultural Research Council Infruitec-Nietvoorbij és Stellenbosch-i Egyetem,
Szo6lészeti és Boraszati Tanszék, Stellenbosch, Dél-afrikai Koztarsasag

A jelolt a Szent Istvan Egyetem Doktori Szabéalyzataban eldirt valamennyi feltételnek eleget tett,
az ¢értekezés miithelyvitdjdban elhangzott észrevételeket és javaslatokat az értekezés

atdolgozéasakor figyelembe vette, azért az értekezés védési eljarasra bocsathato.

Az iskolavezet6 jovahagyasa A témavezetdk jovahagyasa



1. BEVEZETES ES CELKITUZES

A fitoplazmak okozta Sz0l6 Sargasag betegségek vildgszerte karokat okoznak a szOl6- és
boragazatnak. Eurdpaban az egyik leggyakoribb Sz6l6 Sargasag betegség a ‘Candidatus
Phytoplasma solani’ okozta Bois noir (BN, Feketevessz6jiiség), amely betegség kezelése nehézkes
¢és ellen val6 védekezés elsdsorban a megeldzésen alapszik. Az europai és igy a magyarorszagi
tiltetvényekben a Bois noir betegség gyakori, mert korozoja a *Ca. P. solani” endemikus az Euro-
Mediterran térségben (Maixner 2011). A betegség korokozoja vad rezervoarokrol, mint az
aproszuldk és a nagy csalan novényekrdl terjed szolore és mas termesztett ndvényre. Europaban
minimum négy kaboca faj (Cixiidae) a *Ca. P. solani’ vektora. Koziiliikk két faj, a Hyalesthes
obsoletus ¢és a Reptalus panzeri képes a korokozot sz6lore atvinni, azonban tovabbi Cixiidae
csaladba tartozo kabodcafajok vektoratviteli képessége sem kizarhato (Cvrkovic et al. 2013,
Maixner and Mori 2013).

H. obsoletus okotipusok kiilonboz6 ’Ca. P. solani’ genotipusokat képesek atvinni, amely
genotipusok gazdandvényhez is kothetok, ilyenek az apr6 szulakon és a nagy csalanon el6forduld
genotipusok (Langer és Maixner 2004). A fitoplazmak genetikai valtozatossagat el6idézo6 rovar-
fitoplazma kapcsolatokrol viszonylag kevés informacié all a rendelkezésiinkre. A fitoplazma
membranfehérjék fontos szerepet jatszhatnak bizonyos rovarok korokozo atviteli képességének
kialakulasaban (Susuki et al. 2006, Fabre et al. 2011). A koérokozo forrasanak azonositasa,
valamint terjedésének nyomon kovetése €s ez altal az okozott betegség jarvanytani potencialjanak
meghatarozasa egy iltetvényben fontos cél. A multilokusz szekvencia alapti elemezéseket
(MLST) gyakran hasznaljak a baktériumok és torzseik jarvanytani és populacidgenetikai
tulajdonsagainak vizsgalataira. A baktérium torzsek preciz jellemzésére elssorban neutralis
géneket (haztartasi gének) hasznalnak. Azonban funkcionalis markerek alkalmazasaval szélesebb
kord, a jarvanytani tulajdonsagokkal szorosan 6sszefiiggd informaciokkal bovithetok a MLST
jellemzések.

A BN betegséggel szemben a sz616 fajtak eltérden viselkednek. A Chardonnay fajta fokozott
érzekenysége felhivja a figyelmet a betegség okozta karokra és az ellene vald védekezés
sziikségességére. A védekezések alapjat szolgaltathatja egy, a fitoplazmas t6kéknél megfigyelt
jelenség, a beteg novények spontan gyogyulasa (,,recovery”), amely allapot egyes novényeknél
allandosulhat és teljes gyogyulas kovetkezhet be (Caudwell 1961). A BN és Flavescence dorée
(FD) beteg tokék kigyogyulasa lehet spontan vagy indukalt, amely abiotikus stressz vagy kémiai
kezelések hatasara kovetkezik be (Osler et al. 1993, Romanazzi et al. 2009). A kozelmultban

innovativ védekezést dolgoztak ki, amely sordn BN beteg tokék gyogyulasat érték el ugy, hogy



szisztemikusan szerzett rezisztenciat indukéltak kiillonbozd rezisztenciafokozd szerekkel
(Romanazzi et al. 2013).

A BN betegség Magyarorszagon elterjedt (Kolber et al. 2003), azonban kevés informacid all
rendelkezésiinkre a hazai ‘Ca. P. solani’ izolatumok genetikai diverzitasarél, valamint arrdl, hogy
hazankban mely rezervoarok a f6 korokozo forrasok és mely rovarok viszik at a korokozot. A
szOl6termesztésben 6 szempont a jo mindségli végtermék eldallitdsa. Annak ellenére, hogy a
Sz616 Séargasag betegségek okozta karok vildgszerte megfigyelhetok, a BN betegség hatasanak
atfogo vizsgalata, valamint a termés minéségében és a borban okozott hatasainak vizsgalata eddig
még nem tortént meg. A szaporitbanyagoknal fitoplazma-mentesitésre alkalmazott meleg-vizes
aztatason kiviil a BN betegség ellen nem all rendelkezésre megfeleléen hatékony védekezési
technologia. Mivel a ‘Ca. P. solani’ vektor kabdca fajok nem téplalkoznak folyamatosan a sz616n,
igy az elleniik valo inszekticides kezelések nem hatasosak, ezért a BN betegség elleni védekezés

igen nehézkes.

Ezek alapjan a kovetkezd célokat tiiztiik ki:

1. Bois noir betegség jarvanytani vonatkozasainak vizsgalata Magyarorszagon:
e a ‘Ca. P. solani’ torzsek genetikai diverzitdsdnak vizsgalata a hazai borvidékeken,
e a ‘Ca. P. solani’ vektor kaboca fajok eléfordulasanak vizsgalata és atviteli kisérletek
elvégzése,
e ahazai ‘Ca. P. solani’ torzsek szekvencia meghatarozasa 0j generacios szekvenalassal, és

e arovar-fitoplazma fehérje kapcsolatok vizsgalata.

2. Bois noir betegség hatasanak tobb éves vizsgalata a Chardonnay fajta teljesitményére az Egri
borvidéken:

e aVegetativ paraméterekre gyakorolt hatasok,

e atermés mennyiségére és mindségére gyakorolt hatdsok, és

e abor beltartalmara és érzékszervi tulajdonsagaira gyakorolt hatasok vizsgalata.

3. ’Ca. P. solani’-fert6zo6tt Chardonnay sz616 tokék gyogyitasara iranyuld szabadfoldi permetezési

kezelések rezisztencia fokozo készitményekkel az Egri borvidéken.



2. ANYAG ES MODSZER

2.1. Bois noir betegség jarvanytani vonatkozasai Magyarorszagon

‘Ca. P. solani’ torzsek genetikai diverzitasa a magyarorszagi borvidékeken. A fitoplazma
fert6zottség vizsgalatokra az Egri, Tokaji, Kunsagi, Villanyi, Soproni és Etyek-Budai
borvidékekrdl (16 helység, 7 megye) 136 novényi mintat, elsésorban sz616t, vad rezervoar és
potencialis rezervoar ndvényeket, tovabba levendulat és burgonya-féléket gytijtottiink be 2011,
2012 és 2013 években. A DNS kivonast levélérbol végeztiik CTAB modszerrel (Clair et al. 2003).
A fitoplazma specifikus 16S rDNS régio felszaporitasat nested-PCR rendszerben P1/P7 (Deng and
Hiruki 1991, Smart et al. 1996) és R16F2n/R16R2 (Lee et al. 1995) univerzalis inditd
szakaszokkal végeztiik. A pozitiv mintakat restrikcios endonukledzokkal hasitva RFLP modszerrel
vizsgaltuk. A ‘Ca. P. solani’ pozitiv mintédk koziil 46 izoldtumot valasztottunk ki a MLST-alapt
(Multi Locus Sequence Typing) jellemzésekre, amit 5 genetikai marker alapjan végeztiink el: secY,
tuf és yidC (haztartasi gének), valamint vmp1 és stamp (funkcionalis gének). Tovabba 6t Gj markert
fejlesztettiink és azok variabilitasat vizsgalatuk. Ezek a yidC, ligA, priA, alaS és pheT haztartasi
gének voltak, amelyek kivalasztasanak az alapjat a ‘Ca. P. solani’ PO torzs genomja képezte. Az
MLST-re kivalasztott 16kuszok vizsgalata a PCR-t kovetden, direkt szekvendldssal tortént
(Macrogen, Amsterdam, The Netherlands, or Base-Clear, Leiden, The Netherlands). A
szekvenciak szerkesztését és illesztését a Staden Package (Version 3.3) és CLUSTAL W
programokkal végeztiik. A MEGA 6 szoftver alkalmazasaval, a filogenetikai analizist neighbour
joining (NJ) modszerrel végeztiik (Tamura-Nei modell) (Tamura et al. 2011), amely soran minden
vizsgalt gén esetén a szekvencidinkat referencia szekvencidkhoz hasonlitottuk, amelyeket Dr. X.

Foissac ¢és a Stolbur-Euromed Consortium bocsajtott a rendelkezésiinkre.

Magyarorszagi ‘Ca. P. solani’ torzsek rovaratviteli kisérletei. A Cixiidae csaladba tartozo
kabdca fajok fithalozassal lettek begyiijtve 2013-ban, Sopron, Fertdd, Etyek, Monorierdd, Eger,
Andornaktalya és Tolcsva helységekbdl. Az €16 rovarokat (ndvényenként 6t) Madagaszkari
rozsameténgre (Catharanthus roseus, Polka dot XP hibrid) helyeztiik taplalkozni, majd 8-10 nap
utan a rovarokat Osszegyljtottiik morfologiai és/vagy molekuléris fajhatarozésra, valamint a
fitoplazma-kaboca fehérje interakcios kisérletekhez. A Reptalus fajok hatarozasat a citokrom-
oxidaz I gén alapjan PCR-RFLP modszerrel végeztik (Bertin et al. 2010). A Madagaszkari

rozsameténgeken megjelend tiineteket folyamatos megfigyeltiik.

Magyarorszagi ‘Ca. P. solani’ torzsek uj generacios szekvenalasa NGS médszerrel. Annak
érdekében, hogy ujabb genom informaciokhoz juthassunk a rovaratviteli kisérleteink soran atvitt

‘Ca. P. solani’ torzseket (HO11 és REP2) 1j generacios szekvenalasnak (NGS) vetettiik ala. E két



hazai torzs kivalasztasa a stamp csoportba valo besorolasuk alapjan tortént: stamp 11 (HO11) és 111
(REP2) csoport. A Madagaszkari rozsameténgen fenntartott torzsek DNS kivonasat (Claire et al.
2003) kovetden a fitoplazma DNS-t cézium-klorid jelenlétében, stirtiséggradiens centrifugalassal
dusitottuk fel/kiilonitettiik el a tesztnévény DNS-ét61 (Kollar et al. 1990). Ezt kovetden tortént
meg a HO11 és REP2 torzsek lllumina Solexa 0j generacios szekvenaltatasa (UDGGenomed,

Debreceni Egyetem) a KTIA_AIK 12-1-2013-0001 szamt palyazat finanszirozasaban.

Rovar-koérokozo fehérje kapcsolatok vizsgalata. Hazankban a stamp-ST4 és stamp-ST9 (Il
csoport) genotipusok fordultak elé dominansan, ezért vizsgalatainkhoz ezt a két genotipust
hordoz6 hazai ‘Ca. P. solani’ térzset hasznaltuk. A stamp gén centralis hidrofil doménjét kodolo
rész felszaporitasara primereket terveztiink, és a felszaporitott ST4 és ST9 fragmenteket In-Fusion
HD Cloning Kit (Clontech) hasznalataval His6x Tag-et is hordozé pET-28b(+) vektorba (Novagen,
Merck) klonoztuk. A rekombinans fehérjék expressziojat Escherichia coli BL21* (Invitrogen
Corporations) torzsben végeztik. A Hisbx-tag-el jelolt fazidés proteineket nikkel-affinitas
kromatografias modszerrel kotottiikk meg (HIS-Select Nickel Affinity, Sigma-Aldrich) és imidazol
gradiens elucioval mostuk le az oszloprol.

A korokozo-kaboca fehérje kapcsolatok vizsgalatokhoz elsé 1épésben a rendelkezésiinkre allo,
stamp I csoport ellen eléallitott 2A10 monoklonalis antitest (MAb) (Fos et al. 1992) epitop
felismerd képességét ellendriztiik a stamp II, III, és IV csoportba tartozd, Madagaszkari
rézsameténgen fenntartott *Ca. P. solani’ térzsek esetében. Western-blot analizis soran 6xhisztidin
epitopot felismerd anti-His, majd torma-peroxidazzal (HRP) konjugalt anti-egér 1gG-t (Sigma-
Aldrich) hasznaltunk (Fabre et al. 2011a). A kemilumineszcens jelet Super Signal West Pico kittel
hivtuk el6 és rontgen filmen rogzitettiik (Thermo Scientific Pierce Protein Biology).

Az ST4 és ST9 fuzios STAMP és a rovar fehérje kozotti interakciot Dot-Western-blot teszttel
vizsgaltuk (2A10 IgG alkalmazasaval). Ehhez a fehérje kivonasokat vektor: H. obsoletus (apro
szulak, nagy csalan és levendula ndvényekrol gytijtott populaciok), R. panzeri; potencialis vektor:
R. quinquecostatus, R. cuspidatus; és nem-vektor: Euscelidius variegatus, Circulifer haematoceps
fajokbol végeztiik el (Galetto et al. 2011).

2.2. Bois noir betegség hatasa a Chardonnay fajta teljesitményére az Egri borvidéken

A 2012 és 2014 kozott elvégzett harom éves kisérletet a Karoly Robert Foiskola, Szdlészeti és
Boraszati Kutatdintézetéhez tartozd, Kolyukteton fekvo, 0,6 hektaros kisérleti Chardonnay
iltetvényében végeztiik. Az 1,2 m x 3,0 m térallast, Moser-kordonmiivelésii iiltetvényben tokék
terhelése egységesen 18-20 riigy volt. Méréseket harom random blokkban, Gsszesen 15 (3 x 5)
egészséges €s 15 (3 x 5) BN beteg tokén végeztiik el. A kijelolt blokkokban az 6sszes ndvény tiinet

felvételezése minden évben a sziiret el6tt tortént. Tovabba a kijelolt tokék fitoplazma
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fert6zottségének és egészséges statuszanak ellendrzését molekularis vizsgalattal 2011-ben

elvégeztik.

Vegetativ és reproduktiv teljesitmény. A vegetativ paraméterek mérése soran a metszéskori
vesszO tomeget, a vesszo beérést, valamint a levélsodrodas mértékét és a levelek klorofill tartalmat
mértiik. A termés mennyiségi és mindségi paraméterinek megallapitasa soran mértiik: a kotddést
(partasapka és bogyoszam alapjan), a fiirt és kocsany tomeget, a normal ¢és rendellenes bogyok
szamat. A termésmennyiséget a tokénkénti flirtszam, fiirt atlagtomeg, 100 bogyo tomeg értékekkel
alapjan hataroztuk meg, ¢és a tokénként a tiinetes fiirtok szamat is lejegyeztiik. A termés
beltartalmat a vizben oldhat6 szarazanyag-tartalommal (Brix®), a titralhat6 savtartalommal (TA)

(/L borkésavban Kifejezve) és a pH értékkel jellemeztiik.

Kisérleti borok készitése. Harom évjaratban (2012, 2013 és 2014) készitettiink kisérleti borokat,
amelyhez a termést kézi sziirettel, teljes érésben, szeptember elsd felében szedtiik le. A mustokat
a Karoly Robert Foéiskola, Szdlészeti és Boraszati Kutatointézetének kisérleti pincéjében
erjesztették. Az egészséges tokék teljes termése, valamint a BN beteg tékék teljes termése (60
kg/tétel) tételenként harom boraszati ismétlésben lett feldolgozva minden kisérleti évben. A 2013
¢s 2014 években tovabbi kisérleti bor késziilt, amikor is a beteg tokék tiinetes hajtasainak termését
dolgoztuk fel, egy boraszati ismétlésben. A mustok és a borok erjesztése és kezelés minden évben
standard fehérbor készitési technologiaval, azonos modon tortént.

Kisérleti borok beltartalmi vizsgalata. A kisérleti borokban az alapanalizist (alkohol-tartalom,
titralhatosav-tartalom, pH-érték, maradék cukor-tartalom) a Magyar Borkonyv, Borok vizsgalata
cimii fejezet alapjan végezte el a Bordszati Tanszék (SZIE, Kertészettudomanyi Kar). Az dsszes
polifenol-tartalmat Folin-Ciocalteu reagens segitségével, galluszsavban g/l-ben Kkifejezve,
spektrofotometrias modszerrel, illetve a szinintenzitast szintén spektrofotometrias modszerrel
hataroztuk meg.

A savisszetétel és az egyszerl fenolok meghatarozasa HPLC-technika segitségével tortént, amely
vizsgalatok Dr. Szekeres Andrads and Dr. Bencsik Ottd (Szegedi Egyetem) végzett el és az

eredményeket a rendelkezésiinkre bocsatotta.

Kisérleti borok érzékszervi biralata. A profilanalizist 11 birdlo végezte minden évben. Az
egészséges tokék (H), a BN beteg tokék (BN) és a BN beteg hajtasok borait megjelenés (szin és
tisztasag), aroma (intenzitas, mindség, gyiimolcsosség €s fajta jelleg) €s iz (hosszusag, savérzet,
kesertiérzet €s harmonia) szerint jellemeztiik. Az illat és iz hibdkat, valamint az 6sszbenyomast is

feljegyeztiik, a tulajdonsagokat 0-tol (gyenge) 10-ig (kifejezett) terjedd skalan osztalyoztuk.

Statisztikai elemzés. A statisztikai elemzésekhez az IBM SPSS 22. verziot (IBM Corp., Armonk,

NY, USA) hasznaltuk. A vegetativ és reproduktiv, valamint termés mindségi paramétercinek
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eredményeit egytényezés ANOVA; a boranalizis eredményeit kéttényezés MANOVA; a
profilanalizis eredményeit Mann-Whitney U tesztekkel vizsgaltuk. A BN betegséget jellemz6
vegetativ és reproduktiv paramétereket neural network modellel és diszkriminancia analizissel

allapitottuk meg.

2.3. A ’Ca. P. solani’-fertzott sz616 tokék gyogyitasara iranyuld kezelések

A rezisztenciafokozo szerekkel végzett permetezési kisérleteket 2012 és 2014 kozott a 2.2.-ban
leirt teriileten végeztiik el, két kereskedelmi forgalomban 1év6 kisérleti szerrel. A két kezelést és a
kezeletlen kontrolt harom ismétlésben allitottuk be. A kezeléseket glutation és oligoszaharid (3
I/ha), valamint benzotiadiazol (0.2 kg/ha) aktiv hatéanyagt szerekkel végeztiik Romanazzi és mts.
(2009) alapjan. Ezeket a szisztemikusan indukalt rezisztenciat el6idézd szereket 7-10 napos
gyakorisaggal juttattuk ki a hajtasnovekedés kezdetétél a fiirtzarodasig (EL-12-t61 EL-32-ig,
Coombe 1995). A tiinetek el6fordulast és stlyossagat, tovabba a tiinetmentességet minden év
szeptemberében vizualisan értékeltilk. A kezelések hatasara eldidézett és a kontrollnal
természetesen bekovetkezo tiinetmentességet, valamint az eldidézett tiinetmentesség (gyogyulas)
tartossadgat tobb mutatoval jellemeztiik: a gyodgyulas relativ gyakorisdga, a gydgyulast kdvetd
tiinetmentes statusz fenntartasanak hossza (1,2, 3 és 4 év), valamint a tiinetek Gjra megjelenésének
gyakorisaga. A statisztikai értékelést MANOVA és Marascuillo teszttel végeztiik (Marascuillo and
McSweeney 1977).



3. EREDMENYEK

3.1. Bois noir betegség jarvanytani vonatkozasai Magyarorszagon

‘Ca. P. solani’ torzsek genetikai diverzitasa a magyarorszagi borvidékeken. Annak érdekében,
hogy megallapitsuk, mely rezervoarok jatszanak elsddleges szerepet a sz616 névények *Ca. P.
solani’-val torténé megfert6zodésében, 6t magyarorszagi borvidéken mértiik fel a BN 6kologiai
rendszereit. Magyarorszagon megerdsitettilk a ‘Ca. P. solani’ jelenlétét szOlében, zellerben,
burgonya-félékben és apro szulakban, tovabba bizonyitottuk a korokozo jelenlétét levendulaban,
vadszederben, piros arvacsalanban és mezei szilben. Az MLST vizsgalatainkba tobb genetikai
16kuszt vontunk be: tuf és secY haztartasi, valamint vmp1 és stamp funkcionalis markereket, amely
gének a ’Ca. P. solani’ genotipizalasara Europaban széles korben alkalmaznak. Azonban annak
érdekében, hogy szélesitsiik a korokozé és torzseinek diverzitasvizsgalatara hasznalhato markerek
szdmat, munkdnk sordn 0t, eddig még nem vizsgalt, haztartdsi géneket kodolo lokuszt
valasztottunk ki. A markerek variabilitasat reprezentativ ‘Ca. P. solani’ torzseken teszteltiik, az 6t
marker koziil a yidC (sejt membran fehérje integracios rendszer egyik fehérjéét kodold gén)
bizonyult a legvariabilisabbnak és alkalmazhatonak MLST vizsgalatokra.

Az 6t hazai borvidékrél szarmazo6 ‘Ca. P. solani’ izolatum diverzitasanak vizsgalatat tuf, secY,
yidC, vmp1l és stamp gének alapjan végeztiik el és bizonyitottuk a kdvetkezé genotipusok hazai
borvidékeken vald jelenlétét. Hazankban az apr6 szulakhoz kothet6 tuf-bl és a csalanhoz kothetd
tuf-b2 genotipusokat azonositottuk. A fitoplazma fert6zottséget csalanon nem tudtuk kimutatni
hazankban, azonban hazai sz616 mintakban a tuf-b2 (csalanhoz kothetd) tipust azonositottunk. A
vmpl gén vizsgalatok a V2, V9, V13 és V18 genotipusok el6fordulasat igazoltak. A V18 gyakori
genotipus sz616n és nagy csalanon is Europaban. Mind a tuf, mind a vmp1l csalanon eléforduld
genotipusok megtalalasa szO6l6n arra utal, hogy e genotipusok hazankban is nagy csalanrol
terjednek a szdlére. Eurdpa tobbi orszagahoz hasonléan, a secY S1, S4 és S6 genotipusok
gyakoriak hazankban. Altaldban az S1 és S4 apré szuldkon és sz616n gyakori, mig az S6 genotipust
elsdsorban nagy csalanon ¢és sz016n irtak le (Foissac személyes kozlés). Ez 6sszhangban all a mi
hazai eredményeinkkel is, miszerint az S1 és S4 sz616n és aprd szuldkon, mig az S6 genotipust
csak szOlon talaltuk meg. A stamp gén nagyfoku diverzitdsat hazai viszonylatban is igazoltuk.
Sz616n dominansan a stamp ST6 (IV csoport) fordult el6, ezt kdvették a ST4, ST9 és STID (I
csoport) genotipusok. Apro szuldkon az ST4 ¢€s ST9 fordult eld, ami arra utal, hogy e genotipusok
az apré szulakrol, mint fitoplazma rezervoarrdl keriilnek a szdlére. Az ST6 genotipust piros
arvacsalanon és levendulan talaltuk meg, amely arra utal, hogy a piros arvacsalan *Ca. P. solani’
rezervoarként szerepet jatszik e genotipus sz6ldre valo terjedésében. Hazankban a sz616 ndvényen

leggyakrabban el6forduld genotipusok az S6/V18/ST6, S1/V2/ST4 és S1/V2/ST9 voltak.
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Magyarorszagi ‘Ca. P. solani’ torzsek rovaratviteli kisérletei. 2013-ban Magyarorszag négy
helységébdl gytjtott Cixiidae csaladba tartozo kabocafajjal: H. obsoletus, R. panzeri, R.
quinquecostatus és R. cuspidatus végeztiink rovaratviteli kisérleteket. Harom Madagaszkari
rézsameténgen, a kabocak rahelyezését és taplalkozasat koveté 28 nappal fitoplazma tiinetek
(levelek sargulasa és a viragok zoldiilése) jelentek meg. Ennek alapjan elséként bizonyitottuk,
hogy a H. obsoletus képes a ‘Ca. P. solani” ST4 (Il csoport) Stamp genotipust, a R. quinquecostatus
kaboca pedig az ST13 (III csoport) stamp genotipus Madagaszkari rézsameténgre atvinni. A
gyljtések soran megallapitottuk, hogy a H. obsoletus és R. quinquecostatus fajok voltak a
leggyakrabban csapdazott rovarok. Hasonldéan Elekes és mtsai. (2006) megfigyeléséhez a H.
obsoletus populaciokat elsGsorban nagy csalanon lehetett gyijteni, apré szulakon csak néhany

egyed fordult eld.

Magyarorszagi ‘Ca. P. solani’ torzsek uj generacios szekvenalasa NGS modszerrel. Sikeres
atviteli kisérletiink utan elvégeztiik az aprd szulakrol gyijtott és H. obsoletus altal atvitt ST4
(stamp Il csoport), valamint a sz616 melletti vad novényekrdl gyiijtott és R. quinquecostatus altal
atvitt és ST13 (stamp III csoport) genotipusokat hordozéo HO11 és REP2 ko6di magyarorszagi *Ca.
P. solani’ torzsek 0 generacidés genom szekvencia meghatarozasat. A sikeres NGS érdekében a
fitoplazma DNS-t stiriség-gradiens ultracentrifugalassal kiilonitettiik el a novényi DNS-t6l, és
megfeleld mennyiségii és mindségli dusitott fitoplazma DNS-t kaptunk. A szekvencia
meghatarozast elvégeztiik, de részletes genom informaciok még nem allnak rendelkezésre, mert a

genomok de novo Gsszeallitasa még folyamatban van.

Rovar-kérokozo fehérje kapcsolatok vizsgalata. E kisérletben a korokozd és a kompetens
vektor(ok) kozott kialakuld specifikus fehérje kapcsolatokat vizsgaltuk, amelyhez STAMP fehérje
kimutatasra alkalmas monoklonalis antitest (2A10 MADb) allt rendelkezésre. Vizsgalatainkkal
bizonyitottuk, hogy a ‘Ca. P. solani’ stamp I csoportba tartozo torzs ellen eldallitott 2A10 MADb
felismeri mind a négy stamp csoport, ezért alkalmas azok szerologiai kimutatasara is.

A két, hazankban leggyakoribb stamp genotipust (ST4 és ST9) kivalasztva rekombinans STAMP
fuziés fehérjéket allitottuk eld. Bizonyitottuk a STAMP II csoport (fp ST4 és fp ST9) és a H.
obsoletus (apr6 szulak okotipus), valamint a R. quinquecostatus kaboca fajok kozott 1étrejovo
kapcsolatot. Mig a H. obsoletus (nagy csalan dkotipus) és a R. panzeri fajokkal az interakcio
alacsonyabb intenzitast mutatott. Eredményeink arra utalnak, hogy a H. obsoletus apré szulak
okotipusa a stamp Il csoport kompetens vektora. R. quinquecostatus vektoratviteli képességeit
sz616 esetében még nem sikeriilt bizonyitani (Cvrkovic et al. 2013), azonban eredményeink
alapjan (ST13 genotipus atvitele R. quinquecostatus fajjal C. roseus ndvényre, valamint e

genotipus kimutatasa sz616bol) feltételezhetjiik, hogy a R. quinquecostatus lehetséges vektora a
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stamp ST13 genotipusnak. Vizsgalatainkkal els6ként bizonyitottunk in vitro interakciot ‘Ca. P.

solani’ STAMP és H. obsoletus, R. quinquecostatus kabocak kozott.

3.2. Bois noir betegség hatasa a Chardonnay fajta teljesitményére az Egri borvidéken

Vegetativ és reproduktiv teljesitmény. A vegetativ és reproduktiv tulajdonsagok, valamint a
termés beltartalmaban mért értékek szignifikans ndvekedése/csokkenése, az egészséges tokékhez
viszonyitva, harom év atlagaban a kovetkezok voltak: sodrodas okozta levélfeliilet csokkenés (-
28,0%), levél friss- és szaraztomeg (+11,2% és +19,5%), relativ klorofill tartalom (-30,4%),
tokénkénti Ossztermés (-68,4%), 100 bogyo tomeg (-32,5%), fiirtszam/téke (-56,7%), tlinetes
furt/téke (+97,2%), szaraz fiirt/toke (+90,4%), titralhato savtartalom (+16,4%), pH (-2,7%) és
vizben oldhato szarazanyag-tartalom (Brix®) (-6,2%). Méréseinkkel megerésitettiik, hogy a BN
betegség hatdsara csokken a fotoszintetikusan aktiv lombfeliilet, a fert6zott hajtasok nem érnek
be, rajtuk a riigyek életképtelenek, elfagynak. Igazoltuk, hogy a betegség hatasara a
termésmennyiség jelentdsen csokken, amelynek mértéke mind a harom vizsgalt évben meghaladta
az 53%-ot. Vizsgalataink elsoként adnak atfogd, tobb éves konkrét adatokkal aldtdmasztott képet
a sz6l6 (Vitis vinifera, Chardonnay fajta) esetében a BN okozta vegetativ és reproduktiv

teljesitmény valtozasarol.

Kisérleti borok beltartalmi vizsgalata. Elséként bizonyitottuk, hogy a *Ca. P. solani’ okozta BN
negativan befolyasolja a bor mindségét a Chardonnay fajta esetében az Egri borvidéken. A
fertdzott tokék termésébdl késziilt borok kedvezdtlen érzékszervi jellemzdit (magas sav- és
keserliérzet, rozsaszin elszinezddés) a rutin és analitikai vizsgalatokkal is aldtdmasztottuk. A
borban mért paraméterek szignifikans novekedése/csokkenése, az egészséges tokék termésébol
késziilt borokhoz viszonyitva, harom ¢év atlagdban a kovetkezOk voltak: alacsonyabb
alkoholtartalom (-5,3%), mélyebb szin (egyes években rozsaszin/pink elszinezddés) (+22,2%),
emelkedett titralhato savtartalom (+7,9%), emelkedett almasav és citromsav (+4,5% és +6,0%),
emelkedett kalcium és magnézium szint (+8,4%, 4,4%), csokkent vas (-5,4%), emelkedett
hidroxifahéjsav tartalom (kaftarsav +3,6% és kavésav +36,1%), €és csokkent flavonoid tartalom

(katechin -8,9%, epikatechin -14,4%).

Kisérleti borok érzékszervi vizsgalata. A 2012 (jellemzden meleg €s extrém szaraz) és 2013
(kiegyenlitett viszonyok, kivalo évjarat) valamint 2014 (rendkiviil gyenge €évjarat az érési iddszak
rendkiviil csapadékos iddjardsa miatt) évjaratok termésadatai és a bormindségek kozotti
szignifikans kiilonbségeket a vizsgélati eredményeink jol demonstraltdk. A borok érzékszervi

biralata soran tapasztalt negativ hatasok a 2013-as évben voltak a legmarkansabbak. A borok
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emelkedett szerves sav és polifenol tartalma volt felelds a BN fert6zott termés boranak savas
valamint keserli izérzetért. Ezen bor tételek alacsonyabb cukortartamu mustbol késziiltek, igy
alkohol tartalmuk is alacsonyabb volt. A rézsaszin (pink) elszinezddés, foként a 2013-as év BN
fert6zott boraiban, stlyos borhibanak tekinthetd, amely jelentésen csokkentheti e borok paci
értékét.

Osszefoglalasként elmondhatd, hogy a BN fertézés hatdsara kialakulo tSkénkénti
termésmennyiségben, fiirtszdmban és a bogyotdmegben bekovetkezett terméscsdkkenés és az
évjarat kozott szignifikans O0sszefiiggés van. Azaz a BN okozta negativ hatas mértéke erdsen fiigg
az adott év homérsékleti és csapadékbeli viszonyaitol. A sz0l6 szamara kedvezoétlen években
(csapadékos és hiivosebb) a BN betegség hatdsai maszkirozddnak. A BN korokozoja altal fertézott
tokék vegetativ és reproduktiv teljesitménye, valamit a bormindség csokken, ezaltal a

szOldiiltetvény gazdasagos fenntarthatdsaga szdmottevden visszaesik.

3.3. A ’Ca. P. solani’-fertozott sz616 tokék gyogyitasara iranyuloé kezelések

A BN betegségben szenvedd sz6l6tokek gyogyitasra irdnyuld, hdrom éves kisérletet allitottunk be
egy Chardonnay iiltetvényben az Egri borvidéken. A vizsgalatban a glutation és oligoszacharid,
valamint a benzotiadiazol aktiv hatéanyagu szereket alkalmaztunk 3 éven at (2012-2014). Rovid
tava gyogyulds volt tapasztalhato mind a két szer alkalmazasa soran, azonban a kezeletlen
kontrollnal hasonldo méretben tapasztaltunk természetes gyogyulast. A legmagasabb gyogyulasi
szazalékot rovid-tavon (1 év) a glutation és oligoszacharid hatéanyaggal valo kezelés
eredményezte, ezt kovette a kezeletlen kontroll, majd a benzotiadiazol. A szerek hosszabb tavi (a
gyogyulas utani 2, 3, és 4 tiinetmentes év) hatasa eddig nem volt kimutathato. A szerek fitotoxikus
hatasat nem figyeltiink meg. A kezelések hosszabb tdvon fejthetik ki gydgyité hatasukat, ezért

fontos feladatunk a kovetkezd években az alkalmazott kezelések hatdsdnak a megfigyelése.
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4. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

. Els6ként bizonyitottuk komplex modon a *Candidatus Phytoplasma solani’ okozta Bois noir
betegség szignifikansan negativ hatasait a sz6l6 vegetativ és reproduktiv teljesitményére,
valamint a termés beltartalmi mutatdira, Chardonnay fajtan az Egri borvidéken
(Magyarorszag).

. Els6ként bizonyitottuk, hogy a *Ca. P. solani’ okozta Bois noir betegség negativan befolyasolja
a bor mindségét Chardonnay fajta esetében az Egri borvidéken (Magyarorszag).

. Bizonyitottuk, hogy a BN fertézés hatdsdra kialakuld tékénkénti termésmennyiségben,
fiirtszamban és a bogyotomegben bekdvetkezett terméscsokkenés ¢és az évjarat kozott
szignifikans 0sszefiiggés van.

. ‘Ca. P. solani’ torzsek genetikai diverzitdsanak vizsgélatara alkalmas két uj haztartasi gént
kodolo markert fejlesztettiink: a yidC (sejt membran fehérje integracios rendszer egyik fehérjét
kodolo gén) és ligA (NAD(+)-fiiggd DNS ligazt kodold gén) markerek megfeleld variabilitasuk
miatt alkalmazhatéak a multi 10kusz szekvencia-alapi molekularis jellemzésre.

. Elvégeztiik a magyarorszagi ‘Ca. P. solani’ izolatumok diverzitasanak vizsgalatat tuf, secY,
yidC, vmpl and stamp gének alapjan. Vizsgalatainkkal bizonyitottuk a kovetkez6 genotipusok
hazai borvidékeken valo jelenlétét. Tuf: tuf-bl és tuf-b2; secY: S1, S4 és S6; vmpl: V2, V9, V13
¢és V18; stamp: ST6 (IV csoport), ST4, ST9 és STID (II csoport), és szérvanyosan az ST13 és
ST22 (I1I csoport). A sz616 novényen leggyakrabban eléforduld genotipusok az S6/V18/ST6,
S1/V2/ST4 és S1/V2/ST9 voltak.

. Magyarorszagon elséként bizonyitottuk a ‘Ca. P. solani’ fertdzést levendulan (Lavandula
angustifolia). Elséként mutattunk ki ‘Ca. P. solani’ fertézést arvacsalanbol (Lamium
purpureum) és mezei szilbdl (Ulmus minor).

. Atviteli kisérlettel elsdként bizonyitottuk, hogy a Hyalesthes obsoletus képes ‘Ca. P. solani’
ST4 (Il csoport) stamp genotipust, a Reptalus quinquecostatus kaboca pedig az ST13 (III
csoport) stamp genotipus Madagaszkari rozsameténgre taplalkozasa soran atvinni.

. Els6ként bizonyitottuk, hogy a ‘Ca. P. solani’ stamp | csoportba tartozoé torzs ellen eldallitott
2A10 monoklonalis antitest alkalmas a stamp II, III és IV csoportok szeroldgiai kimutatasara.

. Rovar fehérje és ’Ca. P. solani’ membranfehérje (STAMP fp ST4 és fp ST9) kozotti
kapcsolatok vizsgalata soran bizonyitottuk a STAMP II csoport (fp ST4 és fp ST9) a H.
obsoletus (apr6 szuldk oOkotipus), valamint a R. quinquecostatus fajok ko6zott 1étrejovo
kapcsolatot. Ezzel elséként bizonyitottuk a Ca. P. solani’ STAMP és kabdca kozotti in vitro
interakciot.
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5. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

A ’Ca. P. solani’ torzs jellemzések megbizhatosaganak novelése érdekében 1y MLST markert
fejlesztettiink. Ezek koziil a yidC gén mellett megfeleld variabilitasa miatt a ligA is alkalmas lehet
genetikai diverzitas vizsgalatokra, amely gén alkalmazhatosagadt nagyobb szdmu torzs
vizsgalataval lehetne megerdsiteni.

A magyarorszagi ‘Ca. P. solani’ izolatumok genotipizalasanak eredményeként jarvanytanilag
hasznos informacidokhoz juthatunk, amely alapjan megallapithatok a fert6zési forrdsok és nyomon
kovethetd a kérokozo terjedése, ezaltal feltérképezhetd a BN betegség okozta kockazat egy adott
tiltetvényben/teriileten/borvidéken. Hazankban a sz616 a S6/V18/ST6 genotipus komplex
(Europaban ezek a csalanon el6forduld genotipusok) fordult elé leggyakrabban, amit az
S1/V2/ST4 és S1/V2/ST9 (Eurdpéban ezek az apré szulakon eléforduld genotipusok) kovetett. Az
apro szuldk szerepét a S1/V2/ST4 és S1/V2/ST9 genotipusok sz6ldre torténd terjesztésében
igazoltuk. Eurdpai és a hazai eredmények alapjan is feltételezhetd, hogy a S6/V18/ST6 szdldre
torténd terjedésében a nagy csalan és a piros arvacsalan -mint fert6zési forras- fontos lehet.
Azonban e ndvények jarvanytanban betoltdtt szerepét hazai koriilmények kozott is meg kell
erdsiteni. A stamp ST13 genotipus jelenléte sz616n, amely genotipus R. quinquecostatus altali
atvitelét bizonyitottuk madagaszkari rézsameténgre, arra utal, hogy e kabdcafaj is kompetens
vektora lehet a *Ca. P. solani’ kdrokozonak sz616n.

A hazai ’Ca. P. solani’ torzsek magas foku variabilitdsa a polifag vektorok és kiillonbozé
fitoplazma rezervoar novények szerepét és jelentdségét tdmasztja ald a fert6ézés terjedésében.
Tovabba arra utal, hogy e korokozo széleskorti elterjedése nem szaporitdanyaggal tortént, mivel
szaporitdanyaggal torténd behurcolas esetén alacsonyabb genetikai variabilitassal talalkozhatunk.
A sz016n nagy aranyban kimutatott, a nagy csalanhoz kéthetd genotipusok jelenléte e fitoplazma
gazdanovény elsddleges szerepére (f6 fertdzési forras) utal. Emellett az apro szulak, mint masik
fontos, azonban kisebb jelent6séggel biré gazdandvény szerepelt. Sajnos kevés informacio all
rendelkezésre arrol, hogy a hazai H. obsoletus populaciok valamint a nagy csalan rezervoarok
mely ‘Ca. P. solani’ genotipusokat hordozzak, ezért tovabbi vizsgalatok sziikségesek mas
iltetvényekben/régidkban e jarvanytani informaciok megszerzésére.

A ‘Ca. P. solani” STAMP (II csoport) és rovar fehérje kozott in vitro kapcsolatot igazoltuk. Annak
érdekében, hogy e vizsgélatokat kiegészitsiik, azaz a kiillonb6zd csoportba tartozé6 STAMP(ok) és
kiilonboz6 kaboca fajok kozotti interakcid mértékét vizsgalhassuk, a stamp Il (fp_ST6) és IV
(fp_ST13) csoportba tartozé rekombinans STAMP fehérjéket eldallitottuk.

Kilonbozo faktorok, mint a fajta élettartama, a hektaronkénti tdszam, vagy a fitoplazmas
novények szdma az iltetvényben befolyasolja a BN betegségben szenvedd iiltetvény
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produktivitasat, valamit hatassal van a termeszté dontésére abban, hogy hogyan kezelje (eltavolitsa
vagy sem) a beteg tokéket. Pavan és mtsai (2012) szerint -annak ellenére, hogy a BN egy kronikus
betegség- a fertézott tokék (Chardonnay fajta esetén) megtartasa az iiltetvényben gazdasagosabb,
mint eltavolitasuk. Mas részrdl, a jelentOs terméskiesés €s mindségromlas azt a dontést timasztja
ala, hogy a beteg t0kék eltavolitasa az iiltetvénybdl indokolt (Garau et al. 2007, Endeshaw et al.
2012, Rusjan et al. 2012). Vizsgalatainkkal szamottevd terméscsokkenés mellett jelentds
mindséghbeli romlast igazoltunk Chardonnay fajtan a hazai klimatikus viszonyok k6zott. Ez alapjan
kijelenthetd, hogy e mennyiségi és mindségi tényezOk valtozasa negativan befolyasolja a beteg
novényeket tartalmazo szOlGiiltetvény gazdasagos fenntartasat. A vektorokkal kapcsolatban
elmondhato, hogy klimatikus valtozasok rovid és hosszu tavon is megvaltoztathatjak szamos rovar
faj viselkedését, bioldgiai ciklusat (Boudon-Padieu and Maixner 2007). Magasabb homérsékleten
a fitoplazmak felszaporodas a rovarban és/vagy a gazdandvényekben eredményesebb, ami a
magasabb korokozod koncentraciot €s a betegség tlineteinek kordbbi és/vagy sulyosabb
megjelenését okozhatja (Foissac and Wilson 2010, Salar et al. 2013). Az emlitett tényezOk
egylittesen befolyasoljak a ‘Ca. P. solani’ fert6zott tokéket tartalmazo iiltetvény fenntarthatosagat.
A BN a termés és a bor minéségre gyakorolt negativ hatasai hangsulyosabban jelentkeztek abban
az évben, amikor az iddjarasi viszonyok a legoptimalisabbak voltak a sz016 szdmara. A negativ
hatdsok maszkirozodtak a hiivosebb, csapadékosabb években, ami azt sugallja, hogy a sz€lsOséges
1ddjarasi koriilményektél mentes iiltetvények/térségek jobban ki vannak téve a BN negativ
hatasainak. Azonban ezek a feltételezések tovabbi megerdsitést kivannak. Szamos borvidéken a
termés betakaritasa gépi sziirettel torténik, amely soran a beteg fiirtok kivalogatdsa nem megoldott.
Mivel a sz6l6termesztésben a legfontosabb cél a mindségi termés eldallitasa, megfelelé mennyiség
mellett, ezért a BN beteg tokék eltavolitdsa az iiltetvénybdl megalapozottan tanacsolhato.
Kiilonbozd ‘Ca. P. solani’ genotipusok eltéréd modon hathatnak a sz616 fajtakra, ezért fontos cél,
hogy meghatarozzuk mely ‘Ca. P. solani’ genotipusok fordultak el a vizsgalt, egri Chardonnay

kisérleti iiltetvényben, valamint tovabbi borvidékeinken.

A BN ¢s az FD (az egyetlen, sz616n karatén statuszu fitoplazmas betegség Eurdpaban) azonos
tiineteket okoz. A BN beteg tokék jelenlétiikkel maszkirozhatjdk a FD betegség megjelenését és
1d6ben torténd felismerését a hazai iiltetvényekben. Ezért fontos lenne felmérni a BN betegség
hazai elterjedését, és vizsgalni a betegség hatasait tovabbi sz6l6 fajtdkon. Egy hatasos betegség
elleni kezelés kidolgozasa érdekében fontos lenne folyatni a ‘Ca. P. solani’ torzsek genetikai
diverzitasanak, valamint a STAMP-rovar fehérje kapcsolatok vizsgalatait, és a rezisztencia

fokozokkal valo védekezési kisérletet.
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