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Az aranyszinii sargasdag Europdaban a szoldiiltetvenyek egyik legsulyosabb zarlati betegsé-
ge, melynek okozoja a Flavescence dorée fitoplazma (FD). Vektordt, az amerikai szolokabocat
(Scaphoideus titanus) eldszor 2006-ban talaltak meg Magyarorszdagon, azota az orszdg egeész terii-
letén elterjedt (1. dabra). A karosito hatosagi felderitése sordan Zala megyébdl, Lenti korzetébol ér-
kezett, fitoplazma tiineteket mutato mintakbol molekularis technikdkkal FD fitoplazmdt azonositot-
tunk. A Lentibol szarmazo minta aminosav szekvencidja 100%-os hasonlosagot mutatott egy szloven
FD-D izolatummal. A szlovén hatar kozelsége és a szekvencia adatok alapjan feltételezhetd, hogy a
FD fertozés Szlovéniabol keriilt Lentibe kaboca vektorok kizvetitésével.

Kulcsszavak: sz616 aranyszinti sargasag, fitoplazma, sz616, kaboca, real-time PCR

A sz016 aranyszinli sargasag betegséget el6-  letben is (2. szdmu melléklet A rész II. szakasz
szor D-Ny-Franciaorszagban 1949-ben ész-  d) 6. pont). Ez azt jelenti, hogy az, bar az Euro-
lelték. Néhany évtized alatt Europa szamos  pai Unio egyes teriiletein el6fordul, behurcola-
orszagaban megtelepedett, igy Olaszorszag-  sa és terjesztése tilos.

ban (1973), Spanyolorszag-
ban (1996), Szerbiaban (2002),
Svajcban (2004), Szlovéni-
aban (2005), Portugaliaban
(2007), Ausztriaban és Horvat-
orszagban (2009). Eurdpan ki-
viili el6fordulasarol nincsenek
adatok.

A Dbetegség  korokozo-
ja a szOl6 aranyszinii sarga-
sag fitoplazma (Grapevine
flavescence dorée phytoplas-
ma, a legujabb nevezéktan sze-
rint ’ Candidatus’ Phytoplasma
vitis) szerepel az Europai Unio
tagallamainak kozos karantén
listajan, igy az ezzel 6sszhang-
ban alloé 7/2001. FVM rende-
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1. abra. A FD fitoplazma vektoranak az amerikai szél6kabdcanak
(Scaphoideus titanus) elterjedése Magyarorszagon 2007—-2012.
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Az aranyszini sargulas tilinetei juliustol
kezdédden fejlédnek ki. A levelek a fajtatol
fliggben sargulnak vagy vorosodnek, a levélle-
mezek a fonaki oldal felé haromszog alakban
sodrodnak és torékennyé valnak. Az erek k6zot-
ti rész nekrotikus lesz. A vesszok elvékonyod-
nak és gumiszertivé valnak, fasodasuk elmarad,
a fert6zott hajtasok zold kérgén kezdetben feke-
te foltok lathatoak, majd a tél folyaman teljesen
megfeketednek és elhalnak. A viragzat elsza-
rad ¢és lehullik, a filirtképzédés csokken. Késoi
fertézés kovetkeztében a fiirtok szabalytalanok
lesznek, és a bogyok 0sszezsugorodnak. Cukor-
tartalmuk szignifikdnsan kevesebb, savassaguk
pedig tobb lesz, mint az egészséges terméeseke.
(PM 7/79 EPPO).

A Flavescence dorée fitoplazma egyetlen
természetes vektora az amerikai sz6ldkaboca
(Scaphoideus  titanus) [Homoptera: Cica-
dellidae] (Mori és mtsai 2002). Az Euscelidius
variegatus — Kisérleti koriilmények kozott szin-
tén atvitte az FD fitoplazmat 16babra (Vicia
faba) (Caudwell és mtsai 1972). A siiveges ka-
bocardl (Dictyophara europaea) [Hemiptera:
Dictyopharidae] is kimutattak, hogy tivegha-
zi korlilmények kozott képes a fitoplazma at-
vitelére (Filippin és mtsai 2009). Az Orianthus
ishidae polifag kaboca fajbol pedig 2010-ben
detektaltak a FD fitoplazmat (Mehle és mtsai
2010).

2006-ban Magyarorszag déli hataran Csur-
g6n talaltak meg el6szor az FD fitoplazma vek-
torat, a Scaphoideus titanust, majd kovetkezd
évben Bacs-Kiskun, Somogy ¢s Zala megyében
tobb helyen is el6fordult. A legnagyobb kabo-
ca populdciot egy elhagyott sz6ldiiltetvényben a
szerb hatar mellett észlelték (Dér és mtsai 2007).

A fitoplazmak els6 részletes, széles korben
hasznalt és elfogadott csoportositasa a 16S rDNS
egy szakaszanak amplifikaldsa utan, a keletke-
zett PCR termék RFLP (restrikcios fragment
analizis) vizsgalata alapjan tortént (Lee és mtsai
1993, 1998).

2004-ben az IRCPM munkacsoportjanak
ajanlasara bevezették az un. 'Candidatus (Ca)
Phytoplasma’ elnevezést. Az elfogadott szaba-
lyozas szerint az a két fitoplazma nevezhet6 kii-
16n ’Candidatus’ (jelolt) fajnak, amelyeknek

16S rDNS szekvenciai 97,5%-nal nagyobb el-
térést mutatnak, vagy ha 16S rDNS szekven-
ciagjuk ennél kevésbé kiilonbozik, akkor eltérd
vektorral, természetes gazdandvénnyel és mo-
lekularis tulajdonsagokkal kell rendelkezniiik
(IRPCM, 2004).

Europaban a sz616 sargasag betegséget leg-
gyakrabban a 16SrXII Stolbur és a 16SrV Fla-
vescence dorée fitoplazma okozza. Tiineteik
alapjan nem kiilonboztethetéek meg, csak labo-
ratoriumi, molekularis vizsgalatokkal.

Bar a Flavescence dorée fitoplazmat hazank
teriiletén korabban még nem detektaltak szol6-
bdl, de mas, szoldiiltetvény kozelében €16 er-
dei iszalag (Clematis vitalba) és mézgas éger
(Alnus glutinosa) novényekbdl a Flavescence
dor¢e-val nagyon szoros genetikai egyezést mu-
tatd 16SrV-C ¢és 16SrV-D csoportba tartozo
fitoplazmakat mar mutattak ki (Ember ¢és mtsai
2011).

Anyag és modszer

A Zala Megyei Kormanyhivatal Novény-
¢és Talajvédelmi Igazgatosaga altal a korokozo
éves hatosagi felderitésének keretében gytjtott
szOlo és erdei iszalag levélmintak, valamint a
Scaphoideus titanus kaboca mintak Lentibdl
(Zala megye) szarmaztak. A molekularis vizsga-
latokhoz pozitiv kontrollként sz616rdl szarma-
z6 FD izolatumot (Novényvédelmi Szolgalat,
Piemonte tartomany, Torino, Olaszorszag), mig
negativ kontrollként korabban FD-mentesnek
bizonyult sz616 levélmintat alkalmaztunk.

A levélér mintakbol totdl nukleinsavat
Doyle és Doyle (1987) szerint, mig kaboca-
bol High Pure PCR Template Preparation Kit
(Roche) segitségével tisztitottunk.

Az egy csoben zajlo valos idejii nested-PCR
els6 reakcioja 2 pl 10x puffert (100 mM Tris-
HCI pH 8.8, 500mM KCl) 2 mM MgCl,-t, 200
uM dNTP-t, 0.04 uM fU5-, 0.04 uM rU3 primert
(Lorenz ¢és mtsai 1995), 1 U 5°-3’ exonukleaz
aktivitasu Taq polimerazt és 1 pl total nuklein-
savat tartalmazott 20 pl végtérfogatban.

A 94 °C 2 min; 94 °C 30 sec, 50 °C 30 sec,
72 °C 1 min, 20 ciklus; 72 °C 5 min profil lefuta-
sa utan az elsd reakcio elegyéhez 5 pl nested ke-
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veréket pipettaztunk melynek Osszetétele: 0.5 ul
10x puffer (100 mM Tris-HCI pH 8.8, 500mM
KCl), 1.9 pl 25mM MgCl,, 0.4 pl 2.5 mM dNTP,
0.1 pl 100uM F1024-, 0.1 pl 100uM R1112 pri-
mer, 0.5 ul 10uM FAM/TAMRA TagMan proba
(Bianco ¢és mtsai 2004) és 1 U 5°-3’ exonukleaz
aktivitasu Taq polimeraz. A csoveket Rotor-
Gene RG-3000 (Corbett Research) valos ideji
PCR késziilékbe helyeztiik, melyben az aldbbi
profilt allitottuk be: 95 °C 2min; 95 °C 15 sec,
60 °C 1min, 35 ciklus.

Az FD ¢és a Stolbur fitoplazma egyiittes ki-
mutatasat multiplex nested-PCR eljarassal ve-
geztik a Clair és mtsai. (2003), valamint az
EPPO PM 7/79 diagnosztikai protokoll (EPPO
2007) szerint az alabbi inditoszekvenciakkal:

FDOf: 5°-GAA TTA GAA CTG TTT GAA
GAC G-3’

FDOr: 5°-TTT GCT TTC ATA TCT TGT ATC
G-3’

FDOf3b: 5°-TAA TAA GGT AGT TTT ATA
TGA CAA G-3°

FDOr2: 5’-GAC TAG TCC CGC CAA AAG-3’

STOL11f2: 5°-TAT TTT CCT AAA ATT GAT
TGG C-3’

STOLI11r1: 5°-TGT TTT TGC ACC GTT
AAA GC-3

STOL11f3: 5°-ACG AGT TTT GAT TAT GTT
CAC-3

STOL1112: 5’-GAT GAA TGA TAA CTT
CAA CTG-3

Az FD9f3b/FD9r2 PCR termék pGEM-T
Easy vektorba klonozasa a gyarto utasitasai sze-
rint tortént (Promega 1999).

A klonszekvenalast SP6, T7, FDO9f3b,
FDOr2 oligonukleotidokkal, DYEnamic ET
Dye Terminator Cycle Sequencing Kit segit-
ségeével veégeztiik. A szekvenalt mintakat 3KV,
75 sec befecskendezéssel 9KV fesziiltségen
MegaBace 1000 DNS analizaldé rendszeren
futtattuk 100 percig (GE Healthcare, 2006).
A szekvenciakat Lasergene szekvencia anali-
zalo szoftverrel (DNASTAR 2001) illesztettiik
és az NCBI Genbank allomanyanak fitoplazma
szekvenciaival hasonlitottuk Ossze (http://blast.
ncbi.nlm.nih.gov/).

Eredmények és megvitatasuk

A Flavescence dorée fitoplazma zarlati ka-
rosité felderitése a NEBIH, Novény, Talaj- és
Agrarkornyezet-védelmi Igazgatosag (NTAI)
és a megyei kormanyhivatalok novény- és ta-
lajvédelmi igazgatdsagai (NTI), illetve jogeldd
intézményeiben 2004 ota folyamatos. Labora-
toriumunkban az FD ¢és a Stolbur fitoplazma
parhuzamos kimutatasara alkalmas multiplex-
nested-PCR (EPPO 2007) alkalmaztuk. Az el-
mult években beérkezett tiinetes szdldlevel
mintakbol ezzel a modszerrel kizarolag Stolbur
fitoplazmat mutattunk ki. A klasszikus nested-
PCR hatranya, hogy munkaigényes az elso
PCR termék kihigitiasa és a masodikat kdvetd
gélelektroforézis miatt. Ezen feliil a mintak hi-
gitasakor a kontaminacio valosziniisége is igen
nagy. Célunk egy olyan real-time PCR rendszer
optimalizalasa volt, ami fenntartja a klasszi-
kus nested-PCR eldnyeit, azaz a nagyfoku érzé-
kenységet, egy csében zajlik, igy alkalmas nagy
mintaszam vizsgalatara is. Ez ugy kivitelezhetd,
hogy az elsé PCR reakcioban alkalmazott pri-
merek koncentracioja egy nagysagrenddel ki-
sebb, mint a masodik reakcio nested primere-
inek koncentracidja (Olmos ¢és mtsai 1999).
Az egycsoves nested-real-time PCR 10 Ct ér-
tékkel bizonyult érzékenyebbnek, mint a Bianco
és mtsai. altal leirt, nem nested valos ideji PCR.

2013 augusztusaban 2 db, fitoplazma tii-
neteket mutatd minta érkezett a Zala megyei
Lentibél. A klasszikus multiplex-nested-PCR
modszerrel vizsgalva mindkét minta FD po-
zitivnak bizonyult (2. dbra). Az eredménye-
ket real-time-nested PCR-rel is megerdsitettiik.
A Lenti-1. minta FD9f3b/FD9r2 PCR termékét
klonoztuk, majd a klonok egyikét mindkét irany-
ban szekvenaltuk. Az 1170 bp hosszusdgu sza-
kasz legnagyobb homologiat mutatott a gén-
bank HM367597.1 szamu Szlovéniabdl szdrma-
26 FD-D izolatumadval. Ez7 egyetlen nukleotid
eltérest jelentett, amely a SacY transzlokdcios
fehérjében nem okozott valtozast, azaz fehérje
szinten a hasonlosag 100%-os volt (3. dbra).

Az emlitett korzetb6l 2 db Scaphoideus
titanus mintat is vizsgaltunk, melyek egyikébol
szintén FD-t azonositottunk. Az eredmények
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ismeretében a fertdzott teriiletet ismét atvizs-
galtuk és minden egyes tiinetes tOkérél mintat
szedtlink. Az iiltetvény kb. 500 tékéje koziil 28
tiinetes novényrol szedtiink mintat, ebbdl 22 bi-
zonyult pozitivnak mindkét modszerrel (cim-
kép). A teriileten talalhato erdei iszalagrol is
mintat gyljtottiink, mely szintén pozitiv ered-
ményt adott. Az iszalagrol szarmazo izolatum
a szekvenalasi eredmények alapjan a génbank-
ban talalhatd6 FD-C izolatumokhoz all a legko-
zelebb.

2. abra. FD fitoplazma kimutatasa Zala megyei sz6I6mintakbdl multiplex-
nested-PCR moédszerrel 1. Lenti 1., 2. Lenti 2., 3. FD + kontroll, 4. Stolbur
+ kontroll, 5. negativ névényi kontroll, 6. negativ reakcié kontroll, 7. 100

bp DNS marker

A szlovén hatar kozelsége ¢s a szekvencia
adatok alapjan feltételezhetd, hogy a fert6zés
Szlovéniabol keriilt Lentibe kabdca vektorok
kozvetitésével.

Hatosagi intézkedések

A Flavescence dorée fitoplazma fert6zés ko-
vetkeztében a sz616t6kek terméshozama 20-50%-
kal csokkenhet, a beteg novények szama éven-
te megtizszerez6dhet. A fitoplazma zarlati (ka-
rantén) statuszat az indokol-
ja, hogy nagy gazdasagi kar
okoz és az ellene valo védeke-
zéshez jelenleg nem all rendel-
kezésre megfeleld novényveédd
szeres kezelés. Ezert terjedésé-
nek megakadalyozasara, mint
az egész Europai Unioban, ha-
tosagi intézkedéseket kell alkal-
mazni. Ennek alapvetd eszkoze
az egész orszagra kiterjedo fel-
deritési program miikodtetése
a betegséget terjesztdé vektor
nyomonkdvetésére €s a betegség
megtelepedésének jelzésére.

Ahol a korokozd megjele-
nését kimutatja a laboratoriu-
mi vizsgalat — amint ez a Len-

Lenti 1. 13

HM367597 1

Lenti 1. 73

HM367597 61

Lenti 1. aLcic)

HM367597 121

Lenti 1. 193

HM367597 181

Lenti 1. 253

HM367597 241

Lenti 1. chilc)

HM367597 301

Lenti 1. SYS)

HM367597 361

3. abra. A Lenti 1.- és egy Szlovéniabol szarmazé FD izolatum SecY transzlokacios fehérje részleges aminosav

KTIKKIFFTLFITILVYVIGTRIYIPFLDKSYYLPLKLPSDLKFLESIFSSNPSLCILSLG 72

KTIKKIFFTLFIILVYVIGTRIYIPFLDKSYYLPLKLPSDLKFLESIFSSNPSLCILSLG
KTIKKIFFTLFIILVYVIGTRIYIPFLDKSYYLPLKLPSDLKFLESIFSSNPSLCILSLG

VMPYVTASIVIQLSQKVEFPFMKEWQEQGEKGKHKINICTRILTILLSLGHGWTEVQIESP
VMPYVTASIVIQLSQKVFPFMKEWQEQGEKGKHKINICTRILTILLSLGHGWTFVQIESP
VMPYVTASIVIQLSQKVEPFMKEWQEQGEKGKHKINICTRILTILLSLGHGWTEVQIESP

SLLSSDCIFQTLFFLTVGVEISVWLADLITSKGLGNGISILIAIGMVDKLYKTFEYLLET
SLLSSDCIFQTLFFLTVGVFISVWLADLITSKGLGNGISILIAIGMVDKLYKTFEYLLET
SLLSSDCIFQTLFFLTVGVFISVWLADLITSKGLGNGISILIAIGMVDKLYKTFEYLLET

NGLEIQRILILISYFILLILTIILSSAYLKIPINYAINRNNDKIDKYIPIKLNTSGILPI
NGLEIQRILILISYFILLILTIILSSAYLKIPINYAINRNNDKIDKYIPIKLNTSGILPI
NGLEIQRILILISYFILLILTIILSSAYLKIPINYAINRNNDKIDKYIPIKLNTSGILPI

IFADAFLNLIKQISVFFPRNGTFSKYIDIFVRSRSELGIYFFVYVLLIMLEFSFFSSFMTI
IFADAFLNLIKQISVFFPRNGTFSKYIDIFVRSRSELGIYFFVYVLLIMLEFSFEFSSFMTI
IFADAFLNLIKQISVFEFPRNGTEFSKYIDIFVRSRSELGIYFFVYVLLIMLESFESSEFMTI

NPKDVAEHLSKQNAYLKDVQPGLPTVKKIVREMFKITFLGSCEFLTLLAATPDIINYLAGS
NPKDVAEHLSKQONAYLKDVQPGLPTVKKIVREMFKITFLGSCFLTLLAATPDIINYLAGS
NPKDVAEHLSKQONAYLKDVQPGLPTVKKIVREMFKITFLGSCEFLTLLAATPDIINYLAGS

EISQKITEGG 382
EISQKITFGG
EISQKITFGG 370

szekvenciainak 6sszehasonlitasa

60

132

120

192

180

252

240

312

300

372

360



NOVENYVEDELEM 49 (10), 2013

437

ti hataraban 1évé szolGiiltetvényben is tortént — a
megyei kormanyhivatal novény- és talajvédelmi
igazgatosaga 1 km sugaru fertdzott teriiletet, ako-
riil pedig 3 km széles biztonsagi savot, un. puf-
fer zonat jelol ki. E koriilhatarolt teriileten az igaz-
gatosag fokozott ndvény-egészségligyi ellendrzest
veégez. Ez kiterjed a valoszint fertézési forras kor-
nyezetére, azaz a teljes szlovéniai hatarszakasz-
ra. A felszamolasi terv részeként intenzivebbé
valt a Zala megyei szOl6 szaporito-alapanyagok
és oltvanyok latens fertézottségének kiszlirésére
miikodtetett mintavételi program.

Az 1 km sugaru korzetben a laboratdriumi
vizsgalattal igazoltan fert6zott ndvényeken ki-
viil a sz6l6 sargasag jellegzetes tiineteit muta-
to tékéket is meg kell semmisiteni a gyokérze-
tiikkkel egyiitt. A terjedés megakadalyozasahoz
elengedhetetlen a fitoplazmat terjeszté vek-
tor elleni tobb éves novényveédd szeres véde-
kezés a veszélyeztetett teriileteken. Ezekbe be-
letartozik a fertézott teriilet, a biztonsagi sav
és a szlovéniai hatarszakasz, valamint az or-
szag Osszes olyan szaporito- ¢€s iiltetvényanya-
got termd teriilete, ahol jelen van az amerikai
sz6lokaboca. Hazankban minden termeld sza-
mara javasoljuk a terjeszté vektor egyedsza-
manak gyeritését a sz6l6 gondos metszésével,
a nyesedéek elégetésével, a riigyfakadas eldtti
olajos permetezéssel, a tenyészidében pedig a
szo6lokartevok elleni védekezésbe beépitve, a
larvak és az imagok elleni novényveédo szeres
kezeléssel.
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FIRST OCCURRENCE OF GRAPEVINE FLAVESCENCE DOREE IN HUNGARY
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Flavescence dorée is one of the most devastating quarantine diseases in European vineyards, its
causal agent is the Grapevine flavescence dorée phytoplasma. Its leathopper vector (Scaphoideus
titanus) was first reported in Hungary in 2006, since then it has been widely spreaded in all the
Hungarian regions. During the official survey of the pest, FD phytoplasma was identified by using
molecular methods from samples showing phytoplasma symptoms collected in Zala county (Lenti
district). The amino acid sequence showed 100% homology with a Slovenian FD-D isolate. Based
on the Slovenian border vicinity and sequence data we suppose that the FD infection was transmitted
by leathopper vectors from Slovenia.

Keywords: Grapevine flavescence dorée, grapevine, leafhopper, real-time PCR
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