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2. 7. Az 4rpa csikos mozaik - barley stripe mosaic hordeivirus (BSMV)

I. A betegseg

Foldrajzi elterjedés, kartétel: A betegséget eldszor Mc Kinney 1953-ban

irta le az Egyesiilt Allamokban, késtbb az drpa termesztd teriileteken
joérészt mindenhol fellelték. A tineteket mdr a szdzad tizes éveiben
ismerték. A kordbban fizioldgids elvdltozdsnak tartott (false stripe)
betegség fbleg az arpat fertbzi, de néha blzdn is el6fordul. Montana
dllamban alig 9%-os ferttzés mellett is mintegy 55 %-os terméskiesést
észleltek, s nem egyszer abba kellett hagyni a termesztést a fertdzés
miatt. Bdr mér tolerdns fajtékat termesztenek, a termésveszteség még ma
is jelentds. A termesveszteség a fajtatdél is, a fertdzés idejétél is

fligg.

Tinetek: Az drpan az alsé levelek dltaldban tinetmentesek, mig a

fiatal, djonnan kifejloédott leveleken hosszi sdrga csikozottsdg
figyelhetd meg (29. dbra). Néha, az alkalmazott fajtétsl vagy a
torzstol fliggben ezek a klorotikus sédrga csikok el is halnak, a korai
fertdzés a novény teljes pusztuldsat is eredményezheti. A sdrgulds
gyakran az egész nivényre kiterjed. Zabon hasonld tineteket kapunk (30.
dbra). A fert6zott novények novekedése lassi, a novények torpilnek,
rosszul bokrosodnak, a kaldszképzés elmarad. Latens fertdHzés is
el6fordul. A Magyarorszdg-i izoldtum (BSMV-H) tiinetei gyengék, alig
l4thatdk (31. dbra).
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29. abra

A BSMV fertGzés tiinetei

arpan

30. ébra

A BSMV fert6zés tinetei

zabon
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31. dbra
A BSMV orosz (Ru) és magyar (H) torzs fertSzése &rpan (MV7) eltérd

tiineteket okoz




32. ébra.
A BSMV-H torzs

a kukoricat fertozi

33. dbra
A BSMV fertdzése
Chenopodium gquinoa-n

lokédlis 1ézidkat okoz
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Tesztnovényein okozott tiinet: Arpa (Hordeum vulgare): Erfis csikos

mozaik foltossdgot okoz az MV7-es fajtdn. Ugyanez a fajta a virus
felszaporitdsdra is alkalmas gazdandvény (31. dbra).

Bliza (Triticum aestivum): tiinetmentes szisztemikus fert6zés, vagy igen

enyhe tarkulds. Kukorica: Altaldban a BSMV tdrzsek eltérnek a
tekintetben, hogy a csemegekukoricdt ferttzik e ( pl. az Argentina mild
torzs erés tineteket ad, az orosz (Ru) t6rzs nem). Szisztemikus
fertdzése komoly "aberrdcidkat" okoz a kukoricén, a gazda genomba
epulve torzuldsokat, kindvéseket okoz, amelyek Oroklddnek. E
tulajdonsdguk miatt a genetikai kutatds objektumai is. A magyar
izoldtumok (BSMV-H) fert&zése a csemegekukoricén sdrgds foltokat,
csikos mozaikot gyenge torzuldsokat okoz (32. dbra). A BSMV torzseket
az drpan okozott tinetei alapjédn csoportositjdk erds, gyenge vagy
kozepes patogenitdsd torzsekre. Az erds tlneteket add torzsek az drpat
is, a buzdat is fertdzik, a zabot nem, vagy rosszul. Cukorrépa Beta
vulgaris sdrga helyi klorotikus foltokkal vélaszol a fert6zésre.

Lokdlis 1ézids gazda a Chenopodium amaranticolor ill. a C. guinoa (33.

dbra).

Gazdanovénykor, rezisztenciaforrdsok: A BSMV ellen igazi

rezisztenciaforrdst eddig nem taldltak, minden torzs ellen valdban
rezisztens fajtat nem dllitottak el6. A BSMV gazdandvénykore igen tédg.
Bar neéhdny kétszikl novényt is fertdz, mégis az egysziklek jelentdsége
kiemelhetd. F8leg a gyomfajok jdtszanak fontos szerepet. A

kisérletekben fogékonynak taldlt fajok listdjdbdl (Jackson és Lane,
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1981) csak néhdnyat sorolok itt fel: (Agrostidae) Agrostis alba, Apera

spica venti, Phleum pratense, Stipa capillata, (Andropogonae) Sorghum

halepense, (Avenae) Avena abissinica, A. byzantina, (Festucae)

Brachypodium silvaticum, Briza media, Bromus inermis, B. mollis, B,

ramosus, B. sterilis, B. tectorum, Dactylis glomerata, Festuca

pratensis, F. rubra, Melica altissima, Poa annua, P. pratensis,

(Hordeae) Aegilops bicornis, Agropyron caninum, A. repens, Hordeum

bulbosum, H. jubatum, H. leporium, H. murinum, H. vulgare, Lolium

perenne, Secale cereale, Triticum aestivum, T. dicoccum, T. durum, T.

sativum, T. vulgare, (Oryzeae) Oryza sativa, (Paniceae) Digitaria

sanguinalis, Echinochloa crus-galli, Panicum miliaceum, Setaria glauca,

S. italica, (Phlarideae) Anthoxanthum odoratum, (Tripsaceae) Zea mays.

Rezisztencia nemesités szempontjdbdl igen fontos, hogy csak az

Agropyron trachyaculum rezisztensnek tartott faj, a tobbi fogékony. A

vildg mas tdjain, ha nem is minden torzsre, de rezisztens fajtdkat mdr
elodllitottak. Ilyen a Modjo és a Moreval néhdny genotipusa, ahol a
rezisztencidt minimum két recessziv gen mikodeése szabdlyozza, mig
Inouye (1962) szerint egyes fajtdkban a rezisztencia oroklddése
domindns génhez kotdtt. Vasquez et al. (1974) a Modjo és a Moreval
fajtédk keresztezeésel sordn megdllapitotték, hogy az ellendlldképesség a
virustorzsek virulencidjdtdél nagymértékben fiigg. Caroll et al. (1979)
szerint a mechanikai fertdzésre kevéssé fogékony fajtdk (Modjo x

Vantage) maggal sem terjednek, s ez recessziv genhez kotott.

A rezisztencia-nemesités egy UJj lehetdseget, a szomaklondlis variaciok
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felhasznaldsa adja ez esetben. Anthera kultdrabdl felnevelt novényekbol
magunk is megkiséreltiink BSMV fertdzésre rezisztens (3 blizandvényeket

elédllitani (Sdgi, et al., 1989, nem kozolt).

Természetes terjedés, jarvanytani vonatkozdsok: BSMV-vel fertdzott

novények pollenjéb6l virionokat mutattak ki, a pollendtvitelt és a
belsd magdtvitelt kisérletileg is bizonyitotték (Bennett, 1969). A
magdtvitel mértéke a gazda genotipusdtdl, a fertdzés idejétdl és
korilményeit6l fligg. Mértéke meghaladja az 50%-ot is, de elérheti a 87

%-ot is.

Mechanikai Gton konnyen terjed. Azok a fajtdk, amelyek a mechanikai
fert6zésnek ellendlldbbak voltak, kevésbé vitték 4t a kérokozdst maggal
is. A betegség féleg drpan fordul eld, de az Egyesiilt Allamokban Avena
fatua-n is megtaldltdk (Chiko, 1975). A természetes fennmaradast a
magfertézések biztositjdk, mig a vildgméretl elterjedését a nemesitok
kozotti magcserék biztositjdk. A hazai BSMV izoldtumokat is nemesit6
telepekrdl gylGjtottik be, mig a nagyiizemi termesztésben a betegséget
(eddig) nem taldltuk meg. Adott teriileten tovabb szaporitott beteg
vetémag a jarvdny kialakuldsdt is elGsegiti. Az egyes novények
mechanikai dton (sebzés, agrotechnikai miiveletek) fert6zodnek. A
fogeékony fajok felsoroldsdbdl is adddik az a kiovetkeztetés is, ha e
virusbetegség megjelenik éveld fliféléinken, mar lehetelen lesz
megvedeni kultdrdinkat a jarvanyoktdl. Az ével6é fiivek
virusfert6zottségének rendszeres felmérése hazdnkban még nem tortént

meg, véleményem szerint ezek csak mint feltételes virusforrdsok
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(potencidlis virusrezervodrok) szerepelnek.

Védekezes: Legfontosabb eleme a vettmag fertdzottségenek ellendrzése. E

médszerrel az Egyesiilt Allamokban komoly sikereket értek el. A
magfertdzottség elbirdldsa a rendelkezésre 4116 antiszérumokkal és az
érzékeny enzimhez kotott immunoldgiai vizsgdlattal (enzyme linked
immunosorbent assay, ELISA) megoldhaté. Lister (1978) szerint e
médszerrel ezer mag kozlil egy fertdzése is kimutathatd. Ennek alsé
hatdra kb. 50 ng/ml. Magvak fertfzottség vizsgdlatdra a rocket
immunoelektroforézist (34. dbra) is sikerrel lehet alkalmazni
(Gdborjanyi és Tébids, 1984). Ujabban a BSMV kimutatdsdra alkalmassé
tett és dot immunoblot assay (DIA) néven ismertté vdlt szeroldgiai
folt-reakcidval (Nagy és Gédborjanyi, 1990) igen alacsony (50 ng BSMV)

is kimutathatg.

F6leg a vetémagtermesztd vallalatokndl és ndvénynemesitési intézetekben
a vetOmag rendszeres ellendrzése elengedhetetlen kdvetelmény lenne.
Tekintettel arra, hogy a betegség hazankban még nem okozott jelentds
kdrt, nagylizemi tabldkon még nem Jelentkezett, az éveld gyomok még nem
fertdz6dtek meg, még sikeresen védekezhetiink a betegség tomeges

elterjedése ellen a karantén rendszabdlyck betartdsdval.

I1. A kdrokozd

A BSMV hazai izoldtumai fébb tulajdonsdgaikban (fébb tiinetei alapjén,

szeroldgiai reakcidiban, a kopenyfehérje molekulatomegében stb.)
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megegyeztek egymdssal, azokat egységesnek tekintettiik és BSMV-H-ként
jeloltik. Tulajdonsdgait kezdetben avval az izoldtummal hasonlitottuk
Ossze, amelyet Dr. W. Huth bocsdjtott rendelkezésemre. Tekintettel
arra, hogy mindkét izoldtum rendkiviili tulajdonsdgokkal rendelkezik,
ezert azokat kozosen tdrgyalom Nagy és Gdborjanyi (1990) kézirata

alapjéan.

Anyag és médszer

Virus izoldtumok és torzsek. A BSMV magyar izoldtumai (BSMV-H)

szabadfoldr6l gy(jtott tavaszi drpdrdl szarmaztak. A Braunschweig-i
izoldtumot (BSMV-Br) Dr. W. Huth bocsdtotta rendelkezésiinkre. A BSMV
Osszehasonlitd torzsei koéziil az orosz torzs (BSMV-Ru) Dr. J.G.
Atabekov,a Montana torzs (BSMV-Mo) és az Argentina mild (AmIII) Dr.
Beczner L., a Norwich torzs (BSMV-Nw) Dr. Bisztray Gy., a walesi
(BSMV-W), Dr. P. Catheral, a North Dakota torzs (BSMV-Nd-18) Dr.
Jackson, A.0. virusbankjdbdl szérmazott. Az BSMV-vel rokon Poa
szemi-1ldtens virus (PSLV) erfs tiinneteket okozd torzsét még néhai Dr.

Beczner L. bocsdjtotta rendelkezésiinkre.

Inokuldcid. Az é&rpa (Hordeum vulgare cv. GK. Omega) és a biza

(Triticum aestivum cv. Martonvésari 8) nivényeket iiveghdzban neveltiik

fel. A novényeket kétleveles dllapotban mechanikai dton inokuldltuk
fertézott drpa novények 0,1 M -os Sorensen foszfét pufferrel (pH 7,0)
1:2 ardnyban higitott szovetnedvével, vagy egyes esetekben tisztitott

virusoldattal. Abrazivumként Celite-t haszndltunk.
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Virustisztitds. Minden virusttrzs vagy izoldtum tisztitdsdhoz

szisztemikusan fert&zott novények leveleit haszndltuk fel két,vagy
hdrom héttel az inokuldcié utdn. A virusok tisztitdsat Lane (1974)
leirdsa alapjan végeztik. Az els8, magas fordulatszami centrifugdldst
kovetden a mintdkat 10-40 %-os 1xTE-vel (10 mM TRIS; 1 mM EDTA; pH 7,2)
pufferolt linedris cukorgrddiensre rétegeztiik. Az ultracentrifugdlést
Beckman SW 27-es rotorban 21 000 fordulatszamon 105 percig végeztiik 5
c%-on. Cukorgradiens centrifugdlds utdn a BSMV rendszerint két zdéndban
kiilonul el. Tekintve, hogy a BSMV virionok konnyen Gsszecsapédnak
(aggregdlddnak), a két elkiiléniild zéna gyorsabban iilepedd része
feltehetden aggregdlt virionokat tartalmaz (Brakke és Palomar, 1976).
Ezzel szemben a BSMV-Br torzs tisztitdsa sordn a cukorgréadiensben ot
elkilondld zonat ismerthettink fel. A kisérletek egy részében ezt az
Ot frakcidt egyesitettik, magas fordulatszami centrifugdldssal
Ulepitettik, majd 1xTE pufferrben oldottuk. Mds esetekben ISCO gradiens
leszedOvel elkilonitettik a leglassabban iileped6 két cstcsi (top 1 és
top 2), a kozépst- (middle 3) és a leggyorsabban lileped6 alsé (bottom 4
és 5 egyesitett zdna) részekre. Minden elvdlasztott frakcidt
elkilonitve cukorgrddiens centrifugdldssal tovdbb tisztitottuk. Végiil
az uledeékeket 1xTE pufferben oldottuk fel. Az AmIII torzs tisztitdsa
soran a két, virionokat tartalmazd sdvot szintén elvdlasztottuk és
osszehasonlitottuk a Br torzs elkilonitett zdndival. Egy mésik
kisérletben a Br torzs cukor grddiens centrifugdldsa utdn a grédiens 1

ml-es mintdinak fert6ztképességét vizsgdltuk.
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Elektronmikroszképia. A BSMV-H és BSMV-Br izoldtumok tisztitott mintdit

desztilldlt vizes higitds utdn vittiik fel a formvar hartydval fedett
elektronmikroszkdpos rdcsokra, egy percig 2%-os uranil acetdt oldattal

festettik, majd JEOL 100XL elektronmikroszkdppal vizsgdltuk.

Szeroldgia. A BSMV és PSLV antiszérumokat ujzeélandi fehér nyulakban
termeltik Hunter et al. (1986) szerint. Az antiszérumbdl az
immunoglobulint (IgG) Steinbuch és Audran (1969) alapjdn tisztitottuk.

A H és Br izoldtumok, valamint az Bsszehasonlits torzsek (Ru és AmIII),

valamint a PSLV szerolégiai rokonsdgdt két mddszerrel 4dllapitottuk meg.
Az egyik lehetBség a rocket-immunoelektroforézis volt (Gdbor janyi -
Tébids, 1984). Ezt az eljdrast egyben a viruskoncentrdcid mérésére is
felhaszndltuk. A mdsik, szeroldgiai rokonsdg kimutatdsdra alkalmas
modszer a dot immunobinding analizis (DIA) volt. A kozvetett DIA-t
Powell (1987) leirdsa alapjan alkalmaztuk némi médositdssal. A
reakcichoz 200 szoros higitdsd peroxiddz enzimmel konjugdlt disznod-
antinydl IgG-t haszndltunk. A szubsztrétként alkalmazott 0,0l g
3-amino-9-etil-karbazol-t 6 ml dimetil-szulfoxidban oldottuk, majd a
reakcidelegyhez 50 ml 0,02 M natrium acetst (pH 5,1) oldatot és 0,4 ml
tomény hidrogén peroxidot adtunk. A nitrocelluldz membrdnokat ot percig

sotétben inkubdltuk.

A virus kopeny-fehérjék gélelektroforézise. A tisztitott virionokat

Laemmli (1970) féle disszocidciGs pufferben forraltuk vizfiicdsn 2
percig. A mintdk fehérjéit 12,5 %-os,ndtrium dodecil szulfatot

tartalmazé poliakrilamid gélben (SDS-PAGE) vélasztottuk el Larkins és
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Hurkman (1978) szerint. Az elektroforézis utdn a fehérjéket Coomassie
BB R-250-el festettiik meg. Molekulatomeg standardként a BSMV-Nd 18 és a

PSLV és a dohdny mozaik virus kodpenyfehérje szerepeltek.

A virionok egyszdld RNS-einek izoldldsa. A tisztitott virionokbdl a

nukleinsavakat az SDS-fenol-kloroform kivondsi médszerrel tartuk fel
(Swinghammer és Symons, 1977). Etanolos kicsapds utdn a nukleinsavakat
TE pufferben oldottuk, majd 1,5 %-os TBE-vel (90 mM TRIS, 90 mM bérsav,
10 mM EDTA, pH 8,3) pufferelt, nem denaturdlé agaréz gélben
elektroforetizdltuk. Az RNS csikokat etidium bromidos festésseltettiik

lathatévd, és ultraibolya fényben fényképeztiik.

RNS hibridizdlds. Az RNS kivonatokat formaldehiddel és formamiddal

denaturdltuk majd MAE pufferben (0,04 MOPS; 10 mM ndtrium acetdt és 1
mM EDTA, pH 7,0) oldott, 2,2 M formaldehidet tartalmazd 1,5 %-os agardz
gélben elektroforetizdltuk Maniatis et al. (1982) szerint, majd a
nukleinsav sdvokat nitrocelluléz membranon megkotottik (nitrocellulose
bloting). Az el6hibridizdciét és a hibridizdciét Wahl et al. (1979)
szerint végeztik. A membrén sz(ir6t négyszer mostuk, minden esteben
10-10 percig, 65 c®-on 0,1 % SDS-t tartalmazd 2xSSC-ben (0,3 M NaCl és
0,03 M natrium citrat, pH 7,0), majd autoradiografaltuk. A >2P-vel
jelolt DNS kdpiadt (cDNA-t) az AmIII egyfonald RNS-bBl készitettiik
reverz transzkriptdaz enzimel, véletlen kezdés(i, un. "random priming"

médszerrel Taylor et al. (1976) szerint. A be nem épiilt nukleotidokat

kétszeri etanolos kicsapdssal tdvolitottuk el.
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Kettdsfonald RNS kivondsa .A BSMV torzsek és a PSLV kettdsfonald

RNS-einek kivondsdt Morris és Dodds (1979) mddszerének mddositdsdval
végeztik. Szisztemikusan fert6zott novények ot-tiz grammos mintdit
folyékony nitrogénben homogendltuk majd 20 ml kétszeres toménysegu
STE-ben (20 mM TRIS, 200 mM NaCl és 2mM EDTA, pH 7,0) tértuk fel. A
nukleinsavakat fenolos médszerrel vontuk ki (20 ml STE-el telitett 0,1%
8-hidroxikinolint tartalmazd fenollal, 20 ml kloroform-pentanol 24:1
ardnyl elegyével 2 ml 10 %-os SDS-el és 0,2 ml 2-merkapto etanollal). A
CF-11 celluldz oszlop kromatografia utdn a mintakat 1 ug RNAz-A-val 30
percig kezeltik 37 Co—on, majd 10 ug/ul DNAz-I-el 20 percig 30 c°-on
emesztettik 0,03 M MgCl2 jelenlétében. A kettosfonald RNS-eket 1,1 %-os
nem denaturdld agaréz gélben elektroforetizdltuk a kordbban leirtak

szerint.

Eredmények

Virus izoldtumok. Mind a BSMV-Br, mind a -H izolatum mechanikailag

konnyen atvihetd volt. A H izoldtum fertdzése arpdn aprd, sargds
foltokkal tarkitott gyenge szisztemikus mozaik tlineteket okozott, mig a
blizén a fertdzés tiinetmentes maradt. A Br izoldtum fertdzése drpan erods
csikozottsdgot idézett eld, bldzdn silyos sdrguldst és szovetelhaldst
eredményezett. A Br izoldtummal két-hdrom leveles dllapotban
fert6z6dott novények egyharmada az inokuldciét kovetd harom het mulva

elpusztult.

Elektronmikroszkdpia .A BSMV-Br vagy -H izoldtummal fert6zott novények
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nyers szovetnedveében rovid, merev, pdlcika alakd virionock mutathatcék
ki, (35. dbra), amelyek mérete megegyezik a kiilonboz6 szerzok dltal
leirtakkal (Brakke és Palomar, 1976; Hunter et al., 1986). A virionok,
végeinek aggregdldddsa miatt az egyes virionok méretének megallapitdsa

nem konnyl, s e miatt a mért értekek is kisebb eltéréseket mutatnak.

Szeroldgia . A Br és H izoldtumok mintdi a rocket immunoelektroforézis
sordn pozitiv reakciét (precipitdcids csticsot) adtak az antiBSMV
immunoglobulinnal, de az antiPSLV-IgG-vel nem fajlagosan
(aspecifikusan) reagdltak, A dohdny mozaik virus Ul torzse sem
az antiBSMV- sem az antiPSLV-IgG-vel nem reagdalt. A rocket
immunoelektroforézis megfeleld médszernek bizonyult a PSLV és BSMV

fertdzések megkiilonboztetésére.

Az immunkotési pont vizsgdlat (dot immunobinding analysis) szintén azt
mutatta, hogy a Br és a H izoldtumok szeroldgiai tulajdonsagaikban
azonosak a tobbi BSMV torzzsel és kolonboznek a PSLV-t6l. A BSMV és
PSLV szeroldégiai tulajdonsagaival kapcsolatos eredményeink megegyeznek

Hunter és munkatdrsai dltal (1986) leirtakkal.

A kopenyfehér jek gélekektroforézise

A BSMV-Br eés -H izoldtumok kopenyfehérjéinek SDS-PAGE vizsgdlata sordn
csak egy-egy fehérje jelenlétét mutattuk ki. A BSMV-H kopenyfeherje
molekulatomege kb. 25 kD volt, hasonldéan a Ru és Nd 18 torzsekéhez, mig
a Br izoldtum kopenyfehérje molekulattmege 23.5 kD volt. A BSMV-Br

torzs kopenyfehérjéje tehat kisebb, mint a tobbi BSMV torzs fehérjéje,
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de nagyobb, mit a PSLV (23 kD) kopenyfehérje (36. 4bra).

A virion egyszdld RNS vizsgdlata. A BSMV-H izoldtum tisztitott

virionjaibol kivont nukleinsavak agaréz gél elektroforézise soran négy,
elkilondld csikot kaptunk, mig a Br torzs esetén csak harmat . A H
izoldtum hdrom leghosszabb RNS-e és a Br izoldtum két hosszu RNS-e
azonos mozgdsl volt a tobbi Ssszehasonlitd BSMV izoldtum genomikus
RNS-eivel, de kiilonb6z6 a PSLV genomikus RNS-eit&l. Mind a H, mind a Br
izolatum kis RNS-ének molekulatomege 27000 volt, hasonldéan ahoz a 800
nukleotida hosszilsdgd szubgenomikus RNS-hez, amit Jackson et al. (1983)
€s Dolja et al. (1983) mar kordbban leirtak mds virusttrzseknél. A
32P—al jelolt cDNS hibridiz4ldsi kisérletek, amelyekben az AmIII torzs
genomikus RNS-ér6l készitettiink mdsolatot rokonsdgot dllapitottunk meg
a BSMV mds torzsei és a Br valamint a H izoldtumok kozott. A PSLV RNS

nem hibridizadlt a kisérletek sordn. A 37. dbra azt is mutatja, hogy a H

es Br izoldtumok kis nukleinsav komponense virion eredet(i volt.

A kettésfonald RNS-ek vizsgdlata . A BSMV-H és -Br torzs RNS-einek

megfeleld kettb6sfonald, replikativ RNS-eket lehetett kivonni a BSMV-H
€s a -Br izoldtummal fert6zott novényekbdl (38. dbra). Két mésik

kettdsfonald nukleinsav eredete és szerepe tisztdzatlan.

Kovetkeztetések. Az drpa csikos mozaik virus szdmos torzse ismert. E

torzsek nagyrészet mdr korabban jol jellemezték (Lane, 1974, Jackson és
Lane, 1981). Bdr a BSMV j6l megkiilonboztethetd a hozzé hasonld

PSLV-t6l, és a tobbi, nem rokon ndvényi virustél, mégis a BSMV egyes




35. dbra. A BSMV elektrommikroszképos képe. (BSMV-H)

A jel 100 nm hosszisédgnak felel meg.

36. dbra. A BSMV izoldtumok kopenyfehér jéinek molekulatdmeg

kiilonbségei poliakrilamid gél elektroforézisben
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sg RNS

d!\ QQF}

37. dbra

C
A PSLV (A), a BSMV-H (B) és a BSMV-Br (C)

egyszdld nukleinsavainak agardz gél elek-

troforézise

38. édbra
A BSMV-Br (A) és a BSMV-H (B) kettBsszdld

nukleinsavainak agaréz gél elektroforézis g
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torzsei kozott a fizikai-kémiai tulajdonsdgaik alapjdn nehéz
kiilonbséget tenni (Hunter et al., 1986). Egyediili érdekes kivétel ez
aldl a virion RNS-ek elektroforézise (Jackson és Brakke 1973; Lane,
1974). A két-, harom- és négykomponens( BSMV torzseket Jackson és Lane
irték le 1981-ben a virion nukleinsavainak eltérd elektroforetikus
mintdzata alapjdn. Ennek ellenére ma mar tudott, hogy minden BSMV torzs

genomja hdrom komponens(i (Atabekov és Dolja, 1981).

A H és Br izoldtumok pdlcika alaku virionjai nagyon hasonldak egymdshoz
és a tobbi BSMV tﬁrzshdz,illetve a PSLV-hoz. A DIA sordn , valamint a
rocket immunoelektroforézisben azonban mindkét izoldtum kiilonbozott a

PSLV-t61, de hasonld volt a tobbi BSMV torzshoz.

Az egyszdll és kettds fonald RNS-ek mintdzata alapjan a Br izoldtum az
dlkétkomponens( (pseudobipartite) virusok kozé tartozik, mig a H

izoldtum a valddi haromkomponens( (orthotripartite) BSMV torzsek kozé

sorolhaté (Jackson et al. 1983). Virionjaik egyszdld nukleinsava

. 2 5 Py W4 # [4 %
hibridizalt az AmIII torzs RNS-evel keszitett 32P 5el61t cDNS-hez, ami

magasfokld szekvencia-homoldgidt tételez fel.
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2. 8. Az drpa sdrga torpiilés - barley yellow dwarf luteovirus (BYDV)

I1.A betegség

Foldrajzi elterjedés, kdrtétel: Altalédnos vélemény szerint a vildgon a

legelter jedtebb és egyben a legfontosabb drpdt fert6z6 virusbetegseég.
Oswald és Houston (1951) fedezték fel elBszor Kalifornidban. Az
Egyesiilt Allamokban, Kanaddban és Anglidban jdrvanyszer(ien fordult eld
ttbb évben is. A termésveszteség korai fert6zéskor elérheti a 100 %-ot
is. Negyven-Gtven szdzalékos veszteségekrdl gyakran esik szd, az 0szi
drpa termesztését helyenként meghildsithatja a virusfertdzés. A kartetel
a kornyezeti tényeztkttl, a fert6zés idejétdl és a genotipustol

egyardnt figg.

Tinetek: Az 4rpa sdrga torpilés tinetei igen vdltozékonyak, mas
virusbetegségekkel, vagy mikoplazmds fert&zésekkel konnyen
Osszetéveszthetdk. Az inokuldciét kovets 7-20. napon indul meg a
levelek sdrguldsa. Az viruscsoport, amelybe a BYDV is tartozik nevét -
luteovirus - is err6l a tiinetr6l kapta. Az iddsebb levelek is
elsdrgulnak. A sdrgulds a levél apikdlis részén kezdddik, s halad a
levélalap felé. A levélerek melletti szovetrészek kezdetben még zGldek
maradnak, majd csak késtbb vildgosodnak ki. Ha a fert6zés a novenyeket
korai fejlédési dllapotba érte, az egész novény elsdrgul, mig kesei
ferttzés csak a zdszldlevelek sdrguldsdt eredményezi (39. ébra).Az

dltaldnos sdrgulds mellett jellemzd a cslcsi levelek vordses sdrga




40. &bra

A BYDV fertozése
blizan a zdszldle-
velek eszinezOdését

okozza
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elszinez6dése is (40.4bra). A nivekedés er6s gdtldst szenved. A levelek
keskenyebbek lesznek, kisebbek a megszokottndl. A szdrtagok
megrovidiilése bokros kiils6t eredmenyez, ugyanakkor a gyokérzet
feltlnden rosszul fejlédik. Ha a fertBzes koradsszel eri a novényeket,
azok hamar legyengiilnek, s a téli fagyok hatdsdra kipusztulnak. A
varhatdé termésveszteség a tiinetek sdlyossdga alapjan becsilhetd
(Doodson and Saunders, 1970). A fert&zott novények kevés kaldszt
hoznak, gyakran medddk maradnak. A beteg novényrtl kelt magvak
csirdzoképessége kisebb (Panmayotou, 1970). A betegség fellépesét és
kdrtételét renszerint szemrevételezéssel dllapitjdk meg, amely médszer
mar csak azért sem haszndlhatd, mert jorészt a termeltk tolerdns

fajtékat igyekeznek haszndlni.

Tesztnovényeken okozott tiinetek: Avena sativa: sdrgulds, Avena

byzantina: sdrgulds, a csdcsi levelek virdstdése (41dbra). Hordeum

vulgare: a levélcsidcstdl kiinduld sdrgulds.

Rezisztenciaforrdsok: A rezisztens (tolerdns) fajtdk etidp eredetiek

(Bruehl és Damsteegt, 1964). A tolerancidt a Yd2 gén szabdlyozza a
virus replikdcién keresztiil. Két rezisztencia gén is ismert. Az Yd2 a
3. kromoszéman van, mint nem teljesen domindns gén, de egyes
kombindcidkban recessziv génként szerepel. Homozygota formdjaban
csaknem teljesen tolerdlja a virusfertdzést. Faj- és nemek kozotti
keresztezések eredmenyeképp vad, Hordeum ill. Elymus fajokkal is BYDV
tolerdns hibrideket dllitottak eld. Az Yd2 gent mdr bdzdkba is sikerilt

bejuttatni.
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41. dbra
A BYDV fertdzése
zabon vorosodést

idéz eld
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Gazdanovénykor: Tobb, mint szdz egyszik(i gyom €s kulturfa]j, Javarésziik

vdltozik a virustorzsek valtozatossdga és a leveltetvek tdpldlkozdsi

szokdsai miatt.

Természetes terjedés, jdrvanytani vonatkozdsok: Sebzéssel (mechanikai

inokuldcidval), maggal nem terjed. A betegség terjesztésében tobb, mint
hisz levéltetl faj vesz részt. Az dtvitel formdja a cirkulativ,
perzisztens tipusba tartozik. A levéltetvek a kérokozét harminc perces
szivds utdn mar felvehetik, de dltaldnosabb a 12-30 érds felveteli id6.
Hosszabb tdpldlkozds a fert6zés eredményességét noveli. Bar a kdérokozd
a vektorban nem szaporodik, az elst fertdzd szivdsig egy-négy napas
lappangdsi id6 telik el. Mintegy négydéréds fert6z6 tdpldlkozds elég a

fert6zés eredményessegeéhez.

A luteovirusoknak jelenleg mintegy harmincot tagjat ill. feltételezett

képvisel®jét tartjdk szdmon (Matthews, 1979). Ezek az ©ndlld virusok,

vagy virustorzsek egyméshoz hasonlitanak (cf. Rochow és Duffus, 1981).
Az drpa sdrga torpeség virus torzsei a levéltetl vektor szeint

csoportosithaték (Rochow, 1969a,b). Az RM izoldtumokRhopalosiphum

maidis-sal, ritkdn R. padi-val, Macros;phum avenae-val és Sitobium

graminum-mal is terjednek. Az RPV torzs 4ltaldban R. padi-val, néha S.

graminummal, de ritkdn R. maidis-sel és M. avenae-vel is dtvihettk. A

MAV jizoldtumok f6 vektora a M. avenae, de ritkdn a R. maidis, R. padi
és a S. graminum is. A legerfsebb tineteket a PAV izoldtumok adjak,

dltaldban a R. padi és a M. avenae terjeszti, a S. graminum és a R.
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maidis csak ritkdn (10.té&bldzat). A Gill 41tal (1969) leirt SGV

izoldtum a S. graminum-al, R. padi-val, vagy a R. maidis-sal is terjed.
Az ot izoldtum tipus két szeroldgiai csoportba oszthatd. Az RPV és a
MAV izoldtumok antigénjei kiilénboznek a MAV és PAV izoldtumoktoél,
amelyek hasonlésdga szorosabb. Az SGV izoldtumok a PAV csoporttal
hasonld antigéneket tartalmaznak (Rochow és Carmichael, 1979).
Természetesen az egyes izoldtumok nem elkiiloniiltek, hanem keverten is

fertdzik a novényeket (Rochow és Muller, 1974).

10. téblazat.
Az 4rpz sarga torpeség virus atviteli lehetdségei torzstipustdl fliggben

(Rochow 1969a szerint)

Virus torzs thpalosiphon padi| Macrosiphum avenae|Rnopalosiphon maidis

PAV + + -
RPV + + =
MAV - + -
RMV - - +

Egyes levéltetvek vektor tevékenységét a magas hoémérseklet nem

befolydsolja, (pl. Rhopalosjphon padi, vagy Sitobium avenae), mig mds

vektorok (Shizapis graminum) alacsonyabb hdmérsékleten aktivabbak. A |

vedlés nem befolydsolja a vektor tevékenységét, de az utddokba a

kdrokozd nem keril be.
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A virus éves korforgdsa szempontjdbdl a vadon €16, gévels faféléek
kiemelt jelentdséglek, fontosabbak, mint a kultdrnovények (Plumb,
1983). JelentBs az Bszi &rpa, Oszi blza, mint 4dtteleld novény kilonosen
akkor, ha azt kordn vetették, s ha a tél enyhe. A fliveken és 0szi v
vetéseken dttelenek a vektorok, tavasszal mar kozvetlenil fertdzik a
kultirndvényeket. Hazai tapasztalatok szerint (Nagy és Milinkd, 1986)
az 4rpa sarga torpilés jarvényviszonyai a Nyugat-Eurdpaban
megszokottaktol némileg eltér. Hazdnkban mind a kemény, hideg tél, mind
az er6s nydri meleg és szérazsag hatdrt szab a kérokozé jérvédnyszerQ
elterjedésének. Nydron a kukorica iltetvények biztosithatjdk a
kérokozo, illetve a levéltetvek fennmaraddsdt. A jdrvanyok
kialakuldsanak legkedvezobb a hivds 10-18 c® hémérseéklet, a magas
paratartalom. A levéltevek vagy a tdblan fertdznek, nagy sdrga foltokat
okozva, vagy a szelek Gtjan tobbszédz kilométer tdvolsdgot is
bejarhatnak. Jérvanytani szempontbdl ez utdébbi a veszélyesebb, annak
ellenére, hogy a virusterjesztd egyedek szama kicsi. A beteg levelek
sdrga szine miatt a repild tetvek szivesbben keresik fel el6szor a
beteg novényeket, evvel is novelve a ferttzés esélyeit. A masodlagos
terjedésben foleg a szérnyatlan tetvek vesznek részt. A fertdzt gdcban
kozépen a legsdlyosabbak a tiinetek, mert itt tortént az elsd ferttzés.

A gécot koriiloleld novényeken mar enyhébbek a tiinetek.

Védekezés: Legfontosabb a levéltetvek elleni védekezés. Kora 6szi és
késB tavaszi vetéseket keriilni kell. Felszivodo rovaraldszerek

alkalmazésdval védekezhetlink a mdsodlagos terjedés ellen. A kemiai
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védelemre alkalmas a vetés utdni szisztemikus inszekticid granuldtum, a
mdsodlagos terjedés piretroid rovardlészerekkel végezhetd el, ha azt a
levéltetvek nagy szdma sziikségessé teszi (Plumb, 1983).

Nalunk fejlettebb mezégazdasdggal rendelkezd orszdgokban a BYDV
fert6zte sdrga foltokat 1égi fényképezéssel deritik fel (Bayon et al.
1983). A legeredményesebb védekezési mdd a rezisztens ill. tolerdns

fajtak termesztése.

A beteg novényekben a virus koncentrdcid igen alacsony. A betegség
kimutatdsdra ezert legalkalmasabb az ELISA mddszer (Rochow, 1979; Hu
et al., 1985; Lister et al., 1985). A fert&zés kimutatdsdra,
alkalmazhatdé hazai antiszérum BYDV ellen még nem készilt. A tdrzsek jol
elkiildnithetdk monoklondlis ellenanyagok készitésével (Lister és
Rochow, 1979; Diaco et al. 1986; Torrance et al., 1986).
Immunspecifikus elektronmikroszkdpos médszerrel a torzsek is jol
elkilonithetdk (Paliwal, 1977; Diaco et al., 1986), de a médszer
koltseges és sok idot igenyld volta hatdrt szab alkalmazhatdsagdnak.
Dot blot nukleinsav hibridizdldssal igen alacsony (1 ng) virus

mutathats ki. A mdédszert nem tomegvizsgdlatok céljdra dolgoztak ki.
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TII. A kdrokozd

A BYDV és a luteovirusock dltaldnos tulajdonsdgai

A BYDV a luteovirusok jellemzd képviseldje. A csoport az ICTV 1975. évi
tandcskozdsdn nyert ondlldésdgot, csak hdrom taggal képviselve a
csoportot. Jelenleg mintegy 15 mds kdrokozdt allandd tagkeént tartanak
szédmon, mig a csoportnak hdrom feltételes és tovébbi 16 lehetseéges
tagja van (cf. Casper, 1985). Az dllandé tagokat, igy a beet western
yellows virust, (BWYV), a burgonya levélsodrédds virust (potato leaf
roll virus, PLRV) is a legfontosabb, jelentBs gazdasdgi kart okozd
szant6foldi viruskdrokozdk kozott tartjdk szdmon. A rendszerezés, foleg
médszertani nehézségek miatt nem teljes, nem dltaldnosan elfogadott. A
kdrokozé-csoport tagjaira ugyanis jellemzd, hogy csak leveltetvekkel
ter jednek, mechanikai inokuldcidval nem. Jelenlétiik f6leg a floemre
korldtozodik, a floemben a viruskoncentrdcid alacsony, ezért tisztitasi
nehézségekkel kell megkiizdeni. Gyakran a vektordtvitel fajlagossdga,
vektror-specifikus trzsek jelenléte is bonyolitja, gyakran meghildsitja
a vizsgdlatokat. Kiilonosen érvényes mindez a BYDV-ra, amely esetben a
kdrokozd jelenléte évtizedek 6ta ismert hazankban, mégis nem eldontott,
milyen torzsek fordulnak eld. Mindezek okan a BYDV csoport tovabbi
felosztdsa inkdbb szeroldgiai tulajdonsdgok alapjdn torténik. A BWYV
tipusba tartoznak a BYDV RPV és RMV tirzsei, (mint BWYV-ttrzsek) mig a

tipusos BYDV csoportba a PAV, MAV és SGV torzsek (Burnett, 1984;
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Rochow, 1984). A szeroldgiai rokonsdg meghatdrozdsdra legalkalmasabbnak
a kettds ELISA bizonyult a mddszer érzékenysége miatt. Rochow (1984)

szerint a BYDV csoport felosztdsa az aldbbiak szerint médosul:

1. MAV 4tvitel kizdrdlag Sitobium avenae-val,

2. PAV &tvitel foleg Rrogalosgphum padi-val és Sitobium avenae-val,
3. RPV atvitel kizdrdélag R. padi-val;

4. RMV atvitel kizardlag R. maidis-sal;

5. SGV atvitel kizédrdlag Sitobium graminum-mal.

Tekintettel a RPV és RMV BWYV rokonsdgra igazdn csak a MAV, SGV és PAV
tekinthetd "igazi" BYDV tdrzseknek. A torzsek elkiilonitésére
legalkalmasabb mdédszer a momokldn antiszérumokkal végzett
immunpecifokus elektronmikroszkdpia médszere (Diaco et al., 1986a,b). A
modszerrel akar 7,5 pg virus is kimutathatd, kevert fert6zések
bizonyitdsdra is alkalmas. Az eltérd szetotipusﬂ izoldtumokkal
készitett monoklén antiszérumokkal kimutathaté volt, hogy a MAV az RPV

és a PAV kozos epitdppal is rendelkezik.
A virion tulajdonsdgai

A luteovirusok egykomponensliek. A BYDV centrifugdldsakor neha egy fels6
(top) komponenst is megfigyeltek, de ez csak iires fehérjeburok volt. A
virionok hexagondlisak, kb. 24-27 nm nagysdgrendlek. A luteovirus
RNS-ek egyszdliak, kb. 1,8-2,4 x 106 molekulatomeglek. A BYDV RNS

molekulatomege 1,85 x 106 (Brakke és Rochow, 1974). A kopenyfehérje kb.
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23 kD nagysagrendd. (A feltételezett molekulatomeg 22,074, mig a MAV és
az RPV tipusokét rendre 23,50 és 24,45 kD -ban hatdrozta meg Miller et

al.,1988).

Replikacio

A luteovirusok replikdcids menete kevéssé ismert, legtdbb ismeret a
PLRV-al kapcsolatos. A PLRV RNS egyszdld, nem poliadenildlt. A kddolt
fehérje termékek kozttt csak egy (71 kD) ismeretes, de ez nem a
kopenyfehérje. Protoplasztokon taldltak ugyan a kdpenyfeher Je
nagysdgrendjének megfeleld polipeptidet, de ez sem mutatott szeroldgiai

rokonsdgot a kopenyfehérjével.

Barker és munkatarsai (1984) a BYDV-ndl kis-, taldn szubgenomikus
RNS-eket figyeltek meg. Ezek szerepe ismeretlen. A kopenyfehérje gén
egy 17 kD-os nagysdgrendd nyitott leolvasdsi szakasszal (open reading
frame) van atfedésben. Ez is mikodBképes szakasznak felel meg,

valdszinfileg a virus RNS 5' végén taldlhatd fehérjét (VPg-t) kddolja.

A levéltetl-atvitel fajlagossdga és a szerolégiai tulajdonsdgok
elktléniilése kozotti azonossag arra utal, hogy az egyes torzsek kozotti
kiiltnbség a kopenyfehérje génben van. Miller 6s munkatdrsai (Miller et
al., 1988) az RNS kipenyfehérje génjét (CP) kldnoztak (cDNA
formdjdban), majd meghatdroztdk a gen altal kédolt aminosav sorrendet
is. A CP gén a MAV izoldtum esetében az RNS 5' végétdl szamitva kb. a

genom hosszénak felénél (50% €s 60% tdvolsag kozott) foglal helyet.




- 149 -

Nagy hasonldésdgot mutattak ki ugyanakkor mds ikozaéderes virusok
(tomato bushy stunt, turnip crincle, carnation mottle)
kopenyfehérjéinek bdzissorrendjével is. A kopenyfehérje génen (PAV és
RPV+PAV) csak egy bdzis kiilonbség (a 157. ill. 158. hel yen) mér azt
eredményezi, hogy fenilalanin helyett prolin szerepel a

kopenyfehér jében. Az egyes luteovirusok kozotti epitép hasonldség
szerepe igen fontos abbdl a szempontbdl, hogy a termelt kopenyfehérje
blokklohatja mds (luteo) virusttrzsek fertdzését. Keresztvédettség
kialakitdsa azert lenne oly fontos a biotechnoldgiai Uton elBdllitott
(transzgenikus) novényekkel, mert sikeresen lenne kivédhetd egy

természetes fertdzés.

A replikdcid kettdsfonald RNS (dsRNA) képzésén keresztiil valdsul meg.

Gildow és munkatdrsai (1983) az ot ismert BYDV (illetve BWYMV) dsRNA

elemzésekor az izoldtumokat két csopotba osztottdk. A MAV, PAV és a SGV

csoportban ot nukleinsav szdlat kiilonitettek el, ezek molekulatomege
rendre 3,6; 2,05 1,2; 0,55 és 0,50 x 106 dalton volt. A mdsik
csoportban (RPV és RMV) csak négy dsRNS-t mutattak ki, 3,8; 1,65 1,2 és
0,55 x 106 molekulatomegekkel. A 3,6-3,8 nagysdgl hosszabb
nukleinsavszdalak hozzdvetdlegesen megfelelnek a genom egyszdld
nukleinsav (1,85 x 106) replikativ formédjdnak. A kisebbek
feltételezetten a szubgenomikus nukleinsavak kettdsfonald formdi.
Mennyiségeét tekintve a ket hosszabb szdl volt tulsidlyban. A
kettdsfonalld RNS-ek dsszetételében mutatkozd kiilonbségek is

aldtdmasztjdk az un. "BYDV" csoport szeroldgiai, illetve az atviteli

tulajdonsdgokon alapuld megosztdsat.
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Tisztitas

A luteovirusok viszonylag ellendlldak, de az alacsony viruskoncentrdcid
miatt a tisztitds nem egyszerl, tobbnyire a sziovetek enzimes kezelését

igényli. Casper (1985) ajdnlata szerint az aldbbi médszert kdvethet jiik:

1. Fiatal, friss leveleket és szdrakat késes homogendldban apritjuk,
kétszeres mennyiségl 0,5 % merkapto-etanolt tartalmazd 0,1 M Na-citrat
pufferrel (pH 6,0).

2. A feltdrt anyaghoz 2% technikai min&ségl pektin gliikkoziddzt (D'Arcy
et al., 1983 celluldzt és Driselase-t ajanl) adunk, az enzimmel mintegy
3-7 6rén &t kezeljik a roncsolt szoveteket (rdzds kiozben, 37 C° -on).
3. Szlrés gézen. (Célszer( a szdrazanyagot Ujra felhaszndlni,
fagyasztdssal feltdrni, folyékony nitrogénben elporitani).

4. A szGrlethez 0,67 térfogat kloroform : butanol 1:1 ardnyd keveréket
adunk, 15-30 percen keresztiil kevertetjik szobahtmérsékleten, majd 6000
alacsony fordulatszém (6000 ford/pec) mellett centrifugdljuk 10 percig.
5. Szlrés sz(rdpapiron.

6. A virionokat 8% PEG 6000-el és 2% konyhasdval kicsapjuk, négy 6rdn
at pihenni hagyjuk 4 c® -on.

7. A Kkiillepedett virionokat 8000 fordulatszémi centrifugdldssal (20
perc) gy(ijtjik Ossze.

8. A felildszét eltdvolitva az lledéket kevés , 1% Triton-X-100-at
tartalmazé 0,02 M foszfdt pufferrel (pH 7,5) szuszpenddljuk.

9. Ultracentrifugdlds 30.000 fordulaton 4 6rdig 20 %-os cukorpdrnéra.
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Neha a szobahdmérséklet kedveztbb, mint a 4 c® . p Arcy et al. (1983)
szerint a gyckerekben a legmagasabb a viruskoncentracic, ezért érdemes .

a gyckereket is folyékony nitrogénben feldolgozni.

Nukleinsav vizsgdlat

A fenolos médszer BYDV esetén nukleinsav kivondsra nem volt alkalmas.
Brakke és Rochow (1974) &ltal leirtak irdnyaddk lehetnek. A
nukleinsavat vagy 16 éréan 4t 1% SDS-t 0,001 M EDTA-t és ZOO/Jg
bentonitot tartalmazé 0,1 M ammdnium karbondt oldatban (pH 9,0) tartjuk
2 Co—on, vagy 5 percig hatvan fokon melegitjik 1% SDS, 0,5% merkapto
etanol és 0.05 M Na-hidrofoszfdt oldat keverékében, 1mM EDTA 10% cukor
jelenlétében pH 7,4-en. A virionokat centrifugdlédssal lehet

eltavolitani, nitrogén drammal szaritani.

A BYDV virus fajlagos levéltetl vektorok tenyésztésének feltételeit
csak napjainkra tudtuk megteremteni. Pdlydzatot adtunk be a levéltetd
atvitel vizsgdlatdra és az egyes izoldlt virustorzsek tulajdonsdgainak
meghatdrozdsdra. Eddigi eredményeink nem jogositanak fel azok
kOzreaddsdra, ezert e virus legfontosabb tulajdonsdgainak ismertetését

csak pdlyatdrsaim munkdi alapjan foglaltam dssze.
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2. 9. Az ebir tarkuléé betegség - Cocsfoot mottle sobemovirus (CfMV)

I. A betegség

'

Foldrajzi elterjedés, kartétel: Altaldban a csomds ebiren fordul eld,

de ritkdn a blzdt is fertézi (Ser jeant, 1964; Benigno és A'Brook,
1972). Tinetei gabondn nagyon hasonldak a BMV, vagy a WSMv
fert6zéséhez, ezért a kdrtétel pontos felmérése szinte sehol sem
tortent meg. Csak mesterséges fertdzésekre hagyatkozhatunk, ha a
korokozd termésre gyakorolt hatdsat fel kivanjuk mérni. El6forduldsanak
meértéke Magyarorszagon sem ismert. Martonvdsdrrdl, a nemesits teleprol
izoldtla Szirmai 1986-ban. (Bar a virus tulajdonsdgainak leirdsat nem
adta meg, azt virusbankban tartjuk fenn Jelenleg is). A ttbbi hazai

izoldtumot mind Dactylis glomerata-rél izoldltam 1989-ben. Az

izoldtumok koziil a kdrokozd Jellemzésére a D1 izoldtumot haszndaltam,

eredmeényeit Osszevetve Szirmai korabbi izoldtumdval.

| Tinetek: Csomds ebiren tavasszal és Gsszel Jol léathatdk a vildgos
tarkuldsok vagy mozaik foltok, gyakran csikok (42. dbra). A fert6zott
; novenyek kisebbek, satnydbbak, nint az egeészsegesek. Anglidban

 tOpusztuldst és ritkuldst okoz a termesztett tabldkon.

§ Tesztndvényein okozott tinetek: Avena sativa: Sarga foltok, néha

- nekrotizédlnak. Dactylis glomerata: Sargds csikozottsdg, tarkulds. Egyes

fajtak alig mutatnak tineteket. Triticum aestivum: Fogékony. Egyes
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42. dbra,
A CfMV fertézés

tiinetel csomés ebiren
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fajtak CIMV fogékonysdgi viszonyait a 11. tdbldzatban foglaltuk dssze.
A tarkulds, orsd alakd klorotikus foltok mdr az inokuladcid utdn egy
hettel jelentkeznek. Kisérleteinkben kivaldan hasznaltuk a Kincso

fajtdt (43.4bra).

Gazdanodvénykor, rezisztenciaforrédsok: Viszonylag kevés egyszikii novényt

fertdz, nem fert6zi tobbek kozott az Agropyron repenst, Anthoxanthum

odoratum-ot, Bromus arvensist e€s B. mollis-t, Chenopodium fajokat,

Cucumis sativus-t, Datura stramonium-ot, a Lolium perenne-t, Nicotiana

fajokat, Sorghum halepense-t és a S. vulgare var. saccharatum-ot, Zlea

mays-t (Serjeant, 1967).

Természetes ter jedés, jarvdnytani vonatkozdsok: A betegség mechanikai

inokuldcidval konnyen dtvihet6. Ez az oka a sikeres Lema dtviteleknek

is. A veresnyakl drpabogarat (Lema melanopus), és a kéknyakd

drpabogarat (Lema lichenis) a kdérokozé vektorai kiozitt tartjak szamon

(Serjeant, 1967, Catherall, 1970 a). Kisérleteik szerint az imdgoék

hatékonyabb vektorok, mint a ldrviék. Magdtvitele nem ismert.

Védekezés: Kétségtelenil a Dactylis glomerata tekinthetd a CFMV

dttelelésére legalkalmasabb éveld novenynek, amely nemcsak gyomként, de
termesztett novényként is tomegesen fordul eld. Tekintettel arra, hogy
a vetésfehérité bogak alkalmasak az dtvitelre, a védekezés
legkezenfekvébb médja a ldrvadllapotban veégzett vegyszeres kezelés.
Elbnye, hogy megakaddlyozza a bogarak kizvetlen kartételét is. A

vegyszeres védekezés lehetfségeit bévebben a BMV tulajdonsdgainak
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isnertetésekor (2.10) tdrgyalom. A védekezés alkalmas a BMV fertdzések
elkeriléscére is. Anglidban rezisziencidra nemesiléssel is védekeznek a
naluk Jelentdésebb patogén ellen. A vegyszeres védekezes lehet6ségeit

bévebben a BMV ismertetésekor tdrgyalom (2.10).

A CFMV jelenlétének kimutatdsa, virusdtviteli kisérletek

Anyag €s mddszer

? A CIMV jellemzésére a Keszthelyen, 1989-ben Dactylis glomerata-rél

szédrmaz6 Dl izoldtumot vdlasztottuk ki. Az izoldtumokat sziszemikus

fert6zottseégl novényekbdl nyertiik mechanikai dtvitelekkel. Az

? dtvitelekhez, és a korokozd felszaporitésahoz Gszi buzét (Triticum

aestivum cv. Kincs8) haszndltunk, kétleveles allapotban. Az
inokuldcichoz a tinetes leveleket 0.1 M Sorensen féle foszfat puffert
(pH 7,2), abrazivumként Celite-t (500 mesh) alkalmazva. A levélmintakat
az inokuldcid utdn 14 nappal szedtik, amikor a szisztemikus fertdzés
tlnetei mar j61 ldthatok voltak. Az Gj virusforrasok felhaszndldsdval

kezdtik meg tesztntvényeken a tiinetek ellendrzését.

Tesztnovényeken okozott tiinetek: Mechanikai dton inokuldl tunk Agropyron

repens, Avena sativa, Bromus erectus, B. mollis, Chenopodium vulgare,

Ch. guinoa, Echinochloa crus-galli, Hordeum vulgare, Lolium perenne,

Lolium multiflorum, Nicotiana tabacum cv. Samsun és cv. Xanthi -nc,

Panicum miliaceum, Sorghum bicolor, 5. halepense, S. sudanense,

Triticum aestivum és Zea mays tesztnovenyeket, amelyeket iiveghdzi
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korilmények kozott tartottunk fenn. A tineteket kb. hdrom hét mulva

értékeltiik. Visszaferttzéseket nem végeztink. Teljes fajlistdt a 12.

tdbldzat tartalmaz.

Vektoratvitel: Dr Szabolcs Jénossal (Pannon Agrdrtudoményi Egyetem,

Keszthely) 1989-ben végzett kisérletek eredményei (Gaborjdnyi és
Szabolcs, 1990) szerint nemcsak az emlitett két Lema faj, de al.

septentrionis es a L. rufocyanea is alkalmas virusdtvitelre. A

kisérletet junius hdnapban végeztik, szabadftlrsl gyGjtott imagok (44.
€s 45. dbra) faj szerinti vdlogatdsa utdn. Az éheztetett rovarokat
tiznapos egészséges biza nivényekre tettiik, egy napos tdpldlkozds utdn
ellendriztik az esetleg dthurcolt ferttzést. Az atvitel eldtt a
vetésfehéritd bogarak egy napig éheztek, majd azutdn keriilt sor az
ugyancsak egynapos felveteli tdpldlkozdsra. Virusforrdsul a CFMV D1
izolatumdt haszndltuk. Az izoldtumot kordbban ugyancsak Keszthely
térségeben gyljtottem csomds ebirr6l. Egy nap fert6z6 tépldlkozés

elteltével az allatokat minden nap Uj gabondra tettik, hét napig. Az

atvitel eredményességét kb. két hét mulva a tiinetek alapjan értékeltiik.

Eredmények

Tesztnovényeken okozott tiinetek: A CfMV D1 izoldtuma nem ferttzte az

Agropyron repens-t, a Bromus erectust és a B. mollist, a Chenopodium

fajokat, a Lolium perennét é€s a L. multiflorumot, a dohdny fajtdkat, a

- sorghum-ckat és a kukoricdt. Eredményes volt a fert@zés zabon (Avena

sativdn), bdr a tinetek alig ldtszottak, drpdn (Hordeum vulgare), és
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44-45. dbra. A CIMV természetes elterjedéséért a veresnyakd (44. dbra.)
(Lema melanopus, Lema septemtrionis) és a kéknyakd (45. dbra.) (Lema

lychenis és Lema rufocianea) vetésfehérité bogarak egyarédnt felelGsek

(Foté Dr Szabolcs J.)
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bizan (Triticum aestivum). E tesztnoveényeken okozott tinetek (ldsd 12.

tdbl.) megfelelnek a CfMV gazdakor vizsgdlat eredményeivel (Cf. Benigno
és A'Brook (1972). Igen fontos az a koridlmeny, hogy a kukoricdt e virus
nem fertdzi, ugyanis a rozsnok mozaik virus (brome mosaic virus, BMV)
fertézésére a kukoricdk gyors elhaldssal vdlaszolnak, amit mas,
ugyancsak ebirrdl szdrmazé (BMV) izoldtumainkkal gyakran

tapasztalhattunk.

Vektordtvitel: Mind a negy vetésfehérits bogsr faj (Lema melanopus; L.

septentrionis; L. lichenis €s L. rufocyanea) a kérokozét sikeresen

dtvitte. A ferttzoképességiiket a vektorok a kisérlet ideje alatt

? megtartottdk, szemben a BMV kisérletekkel, ahol a Lema fajok egy nap
utén elvesztették virushordozd kepességiiket. A Lema kisérletek

eredmenyeként két (j Lema fajrol (L. rufocyanea és L. septentrionis)

bizonyosodott be azok vektor szerepe.
II. A kérokozé

A CfMV a sobemovirus csoport tagja. A csoport nevét a déli babmozaik
virusrél (southern bean mosaic virus, SBMV) kapta. Az izometrikus
virionok 30 nm dtméréjiek, az egytipusd alegységbdl 4116 kopenyfehér je
molekulattmege 30 kd kordli, a nukleinsav egysz&ld pozitiv RNS fonal,

kb. 1.4 x 10° nagysdgu (Francki et al., 1985).

A sobemovirus csoportnak eddig csak két dllands tagja van, az emlitett

SBMV és a turnip rosette virus (ToRV). A CfMV mas hdrom virussal
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(blueberry shoestring-, rice yellow mottle- €s sowbane mosaic
virusokkal) csak a csoport feltételezett tagjai. A csoportositéds
jelenleg is vita térgya. Kilocnosen érdekes, hogy a csoport egyes
(feltételezett) tagjaindl a genom RNS mellett kis molekulatdmegl
viroidszerl RNS-eket is megfigyeltek (Hull, 1985).

A CfMV RNS molekulatomege 1-1,4 x 106, a kopenyfehérje a virion
tomegének mintegy 75-80%-a, a nukleinsav tartalom 25-20 %-ot tesz ki

(Catherall, 1970; Mohamed és Moshop, 1981; Sehgal, 1981).
A hazai CIMV izoldtum tulajdonsdgai
Anyag és modszer

Szeroldgiai vizsgdlat: A CfMV azonositdsdhoz ismert forrdsbdl szdrmazoé

CEIMV antiszérum hidnydban nem kerUlhetetf sor. A csomds ebirrol
szarmaz6 izoldtumokat azonban brome mosaic virus antiszérumdval kettds
agar gél diffuzids tesztben ellendriztik (von Wechmar és Regenmortel,
1968) alapjan, azert, hogy a tinetileg hasonldé BMV fertdzeéseket az
izoldtumok koziil kizarhassuk. A szeroldgiai ellentrzéshez pH 6,0-s,
0,05 M -os Na EDTA-t tartalmazé 0,04 M -os Na-acetdt puffert
haszndltunk, 1,5%-0s agaréz gelben. A gélek tartdsitdsdra 0,01 %
mennyisegl mertioldtot adtunk a feloldott gélekhez. Az antigént 0,03
M-os acetat pufferel higitottuk. Az eredményeket egy nap utan

érteékeltik.
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Tisztitds: A CIMV virionjai viszonylag ellendlldak. Tisztitdsukra aj
modszert dolgoztunk ki Sehgal (1981) a SBMV tisztitdsdra tett ajanlasai

alapjdn. Ezt a médszert az eredmények kozott tdrgyal juk.

Elektronmikroszkdpos vizsgdlatok: A vizsgalatokhoz részint a kiinduldsi

anyagokbdl "dip" mddszerrel vettiink gyors mintakat, részben pedig a
szaporitds utdn a tisztitott anyaghdl készitettiink higitdsi sorozatot,
a kordbban leirtak szerint (Hill, 1984). Arnyékolds 2%-os uranil
acetdttal tortént. A gyors, PEG-es tisztitési eljardst is felhaszndltuk
az elektronmikroszkdpos mintdk készitése soran.

Nukleinsavak vizsgdlata. Az egyszdld RNS-ek kivondsat és

elektroforézisét Maniatis et al., 1982 leirasa alapjan végeztik. A

modszer részletes ismertetésére a 2.10. fejezetben keriil sor.

Eredmények

Tesztnovények tinetei A CfMV D1 izoldtuma tesztnovényeken a 11.

tablazatban felsorolt tiineteket adta. Ezek kozil legfontosabb, hogy a
Dl izoldtum eredményesen fertézte a bizdt, a zabot és a csomds ebirt,
de nem fertdzte az 4rpdt és a kukoricdt. Néhany biza fajta CfMv
fogekonysdgdval tdjékoztatd jellegl felmérést végeztiink. Ezeket az

eredmenyeket a 12. tdbldzat tartalmazza.
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12. tédblézat

Nehany buzafajta CfMV fogékonysdga

Fajta Tinetes/Usszes Fertdzési %
Jubilenaja 32/92 29
’Urzse 17/59 30
Sztke 56/91 62
Sdgvari 39/62 63
MV 16 58/88 65
MV 17 56/79 71

Tisztitds: Az () tisztitdsi modszert az aldbbiakban kiozoljiik:

1. Friss, (nem fagyasztott) kb. 200-300 g 10-14 napos fert6zés(i buza

(pl. cv. Kincsd) anyagbél indulunk ki.

2. A leveleket aprdra vdgjuk, majd késes homogendldban (Waring

blendor) homogendljuk. Extrahdldé puffer, az eredeti sidly kétszerese,
(pH 7.0) 0,1 M foszfdt puffer 0,1% aszkorbinsav tartalommal.

3. A nedvet gézen sz{rjik.

4. A szirletet 1:8 térfogatnyi butanol:kloroform 1:1 arédnyd
keverékével kirdzzuk , fél dérén at kevertet)jik.

5. Centrifugdlds alacsony fordulatszédm mellett (6000 ford./perc, 10
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percig).
6. A feliiliszdbél a virionokat kicsapjuk 10% PEG és 1% NaCl
végkoncentrdcidban. Az oldatot fél érén &t keverjik, egy ordan 4t

pihentetjik.

Szeroldgiai vizsgdlatok: A brome mosaic virus gyakran fertdzi a

Dactylis glomerata-t, hasonlé tiineteket okozva azon, mint a CiMV. A

szeroldgiai vizsgdlat azt mutatta, hogy a csomds ebirrdl szdrmazd
izolatumok nagycbb része BMV-el ferttzott, és csak kevés izoldtum
mentes ettdl a korokozotdl. Vizsgdlatainkhoz azeért haszndltuk a D1
izoldtumot, mert kétségtelen volt ez esetben a BMV szennyezbdés
elmaraddsa. Igy a szeroldgiai vizsgdlatok eredményei egyediil nem
meghatdrozo, de kizard jelleglek, kilonosen azert, mert a Dactylist
csak e két izometrikus virus fert6zi. Szirmai, kordbbi Dactylis-rél
szdrmazé izoldtuma a BMV fertdzés jelenlétét is bizonyitotta,

. feltehetben kettds fertozésben.

Elektronmikroszkdpos vizsgdlatok: A Dl izoldtum mind tisztitott, mind a

nyers keszitményekben izometrikus, kb. 30 nm atmérsja virionok
 jelenlétét bizonyitotta (46. dbra). Az elektronmikoszkdpos kép nem
 alkalmas pontos virus-meghatdrozdsra, mert a BMV virionjai is hasonlo

| nagysdagliak és alakuak.

~ Nukleinsav vizsgdlatok A fertdzott novenyekbdl a tisztitott virionok

nukleinsav kivondsa utdn egy nagy molekulatomegl ribonukleinsav

jelenlétét lehetett kimutatni, amelynek nagysagrendje megfelel az




46.abra. A CfMV elektronmikroszkdpos képe. A jeldlés 50 nm

hossznak megfelel®.

47. dbra. A CfMV-RNS elektroforézise. Kontroll BMV—RNS
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irodalomban kiztlt értékeknek. Pontos molekulatomeg mérést nem
vegeztink, csak Osszehasonlitdsul a BMV nukleinsavakat is pdarhuzamosan
elektroforetizdltuk a CfMV mintdkkal (47. &bra).

Kovetkeztetések:

A szeroldgiai vizsgdlatok kimutatték, hogy a Dactylis glomarata-rol

szdrmazo kiinduldsi anyag egy része BMV fertdzott volt, de a virus
jellemzésére kivdlasztott D1 izoldtum mentes volt attdl. A tesztnovény
vizsgdlatok eredményei is ezt a tényt bizonyitottdk, s meger@sitettek
azt a feltevésiinket, hogy a vizsgdlt kérokozd azonos a CfMv-al. A. D1
izoldtum tinetei megfeleltek az irodalomban ismert reakcidknak (1ldsd a
tiggelékben). Az elektronmikroszkdpos vizsgalatokkal kizdrhaté volt a
Dl izoldtumban minden mds, nem izomertrikus virus, igy a cocsfoot
streak virus (Smith, 1952) é€s a ryegrass mosaic virus (Mulligan, 1960)
fertdzesének jelenléte. Az izometrikus graminea - virusoktdl a

gazdandvenykdre kiltnbozteti meg az ugyancsak Lema fajokkal terjedd

Phleum mottle virustél (Catherall, 1970 b), ami sem a csomds ebirt, sem
a blizat, sem az drpét nem fert6zi. Hasonldan kiilonbozik az
Ohmann-Kreutzberg és munkatdrsai (1960) &ltalt leirt ryegrass streak
virustol is, ami tdg gazdandvénykire (dohdny, libatop fajok) alapjdn a
BMV egy torzsének tekinthetd (Proll és Richter, 1965). Az egyes
bdzafajtdk CfMV fogeékonysdgdban lényeges eltéréseket mutattunk ki. A
nukleinsav vizsgdlat egy nagymolekulattmegl RNS jelenlétét igazolta, de
nem kizdrt egy rovid nukleinsav létezése sem. E kérdés tisztdzasa

tovabbi vizsgdlatot igényel.
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2. 10s A rozsnok mozaik - brome mosaic bromovirus (BMV)

I. A betegség

Tunetek: A fertfzést kovetd néhdny (3-4) nap milva a blza és az drpa
levelein szabalytalan, ellipszis alaki sirgdszidld foltok alakulnak ki,
amelyek néha sllyosan kdrositjdk a leveleket, a foltok elhalnak. Az
id6s, fertdzott levelek sargulnak, mozaikfoltosak lesznek (48. és 49.
dbra), az ilyen tovek gyenge novekedésGek, kevés kaldszt hoznak, hamar
elhalnak. A tiinetek eltérd erdsseéglek is lehetnek, pl. buzan nekrotikus

és nem nekrotikus tiinetekkel egyardnt taldlkozhatunk (50. dbra).

Foldrajzi elterjedés, kartétel: A betgséget Mc Kinney és munkatdrsai

fedezték fel 1942-ben. Késébb mds nevek alatt GJbdl leirdsra keriilt.
Eurépaban, Afrikdban és Amerikdban egyarant kozonségesen el6fordul. A
kornyez6 orszdgokban Németorszagbdl (Ohmann-Kreutzberg, 1963),
Romanidban (Jildveanu és Ittu, 1986); Jugoszldviaban (Tosic, 1971);

Csehszlovédkidban (Vacke, 1989) irtak le Bromus inermis-rél, Dactylis

glomerata-rél, Lolium multiflorum-rél, Hordeum murinum-rél, blzardl és

rozsral.

A hazai és nemzetkozi (Lane, 1981) irodalom szerint jelentds gazdasdgi
kart nem okoz. Ennek ellenére, hazdnkban egyre tob esetben fordul els,

egyre nagyobb kdrokat okozva. A betegséget Szirmai csak 1986 -ban




48 dbra.

A BMV természetes

fd ferttzése blzén
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49. dbra

A BMV ferttzés

tinetei drpan
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Jelezte Magyarorszdgrél. Az 1978. évben végzett reprezentativ

felméréslnk szerint (Gabor janyi és Nagy, 1988) mozaikos tiineteket

mutatd, tobb, mint szaz minta tobb, mint 75 %-a BMV fert@zését mutatta.

A gyors, jarvényszer( hazai elterjedés véleményem szerint egybeesik a
vetésfehéritd bogdrfajok utdbbi években tapasztalt tomeges
megjelenésével. Tekintettel arra, hogy a Lema fajok ttmeges rajzdsa
majus végére esik, s a tinetek megjelenéséig még egy-két hétre lehet
szémitani, ezért a kifejezett kartétel a Jol fejlédsd tablakon nem
szembetlnG, azt inkdbb a bogar rdgdsdnak tulajdonitjdk. A bogarak
tdpldlkozdsabdl addds komoly kdrtételre mdr Sajé 1894 -ben felhivta a

figyelmet.

Tesztnovényeken okozott tiinet: A gabonafelek mds virusbetegségeitsl a

BMV-t* igen j61 megkiilonbdzteti a kukoricdn okozott tinet (51.4bra).
Féleg a csemegekukoricdk érzékenyek a korai fertdzésre. Az inokuldcigt
kdvetd tiz nap mdlva a levelek széliiknél kezdGdden fokozatosan
hervadnak, a csics elhal, néhdany napon belil a teljes novény epusztul.
Buzan, 4rdn a tlinetek nagymértékben hasonlitanak mds
virusbetegségekére, igy a szabadftldi felismertése meglehetdsen

bizonytalan (von Wechmar és Rybicki, 1985).

Az drpa és a biza igen alkalmas a kdrokozd fenntartéasdra,
felszaporitdsdra. A legtsbb hazai fajta fogékony. Mintegy szdzotven
arpafajtdn és fajtajeldlten végzett felméréseink szerint a genotipusok

kozGtt csak fogékonysdgbeni eltérések voltak (Murdnyi és Gaborjdnyi,

i 1988, nem koztlt). Chenopodium fajokon (C. amaranticolor, C. hybridum)
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50. &bra.
A BMV F1 és F3 tiorzs

fert6zése blzan

51. &bra.
A BMV fert6zés
csemegekukoricadn
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a fert6zés lokdlis 1ézidkat okoz.

Gazdanbvénykdr, rezisztenciaforrdsok: Gazdantvénykore tdg, a Gramineae

i csaldd mintegy Gtven nemzetségét fertdzi. Nehany kétszikd gazdandvénye

is van, igy a Chenopodiumok, Taraxacum, vagy Comelina diffusa és_E.

i communis (Valverde, 1983) a dohdny stb. (Lasd még a fliggelékben). Tobb
ékhelyrél izoldlt torzse is ismert, azonban ezek tulajdonsdgaikban

; hasonldak. Lane (1974)természetes muténsokat, €s kémiai Gton

f el6dl1itott mesterséges variscicdkat kiilonitett el egymastdl.

; Termeészetes terjedés, jarvanytani vonatkozdsok: Schmidt et al. (1963)

4 talajlaké XYFUWY”EEEE- fonalférgekkel laboratdriumi kordlmények kozott
i a BMV-t dtvittek, de ezen fondlférgek természetes szerepe nem ismert. A
f levéltetvekkel végzett kisérletek eredménytelenek maradtak. El&zetes

§ kisérletek adatai szerint (Proesler, 1978) a Lema melanopus

i (Coleoptera, Chrysomelidae) terjeszti, mig Rydén (1989) szerint a

f Phyllotreta vittula is eredmenyesen vitte 4t a fertdzést.

};Kisérleteink (Szabolcs és Gaborjanyi, 1988; Géborjdnyi és Szabolcs,

;;1987) a hazai vetésfehérité bogarak (Lema melanopus, L. rufocyanea, L.

-lichenis és L. septentrionis, sorrend szerint: virosnyakd drpabogér,

¢ vOrdsnyakd zabbogdr, kéknyakd arpabogdr, keéknyakd blzabogdr) mind
:Teredményesen vehetnek részt a kdrokozé terjesztésében. Megjelenésiiket a
; kartetel j8l jelzi (52. dbra). Egynapos éheztetési idBszak utdn a
kifejlett rovarok mdr egynapos felvételi tdpldlkozdsa elegendd volt a

| kérokozé eredményes atviteléhez (53. abra), ugyanakkor, ha az &4llatok
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52. dbra. A BMV fert6zés a vetésfehérits bogarak kdrtétele nyoman

jelenik meg az drpa vetésekben

MV

>3. dbra. Lema fajok &tvitelének igazoldsa. Magyardzat a

szovegben




egeszseéges novényen tdplalkoztak egy napig, ugy elvesztették vektor
Jellegiket. Larvakkal nem végeztiink kisérleteket, de ezek a helyben
taplalkozd rovarck, ha 4t is viszik a kérokozdt, a jarvdny kialakitdsa
szempontjabdl nem annyira lényegesek, mint a nagy tdvolsdgok
megtételére alkalmas szdrnyas kifejlett formdk. A betegséget az érd
gabondkrél a rovarok a kukoricdra hurcolhatjédk, de végil is a fertszési
lénc nydron megszakad, s csak az éveld fivekre korldtozédik. Az évels
flivek, amelyek a Lema fajok fontos tapldlékat képezik és természetes
bdvéhelyiil szolgdl nak ,alkotjdk a fert6zések kinduldsi forrésat, s az
élla{ok teli menedékét. A talajrepedésekben dttelelt elsd imdgck a

b fiivekrol tavasszal, dprilis végén a gabonatébldkra viszik a kérokozﬁt,
majd a ldrvékbdl kikelt utddok gondoskodnak a betegség gyors

t elterjesztésérol. Az imdgdk rajzasa majus kozepére éri el a csdcsot

? (Szabolcs, 1974). Ennek megfelelden igazi BMV fertdzesekkel féleg

? junius elején taldlkozhatunk.

i Lane (1974) szerint a magvak nem terjesztik, azok a leirdsok, amelyek

; mintegy 30 %-0s magdtvitelrdl szamolnak be (von Wechmar és munkatarsai
E (1984) azok a mag feliileti kontamindcidjébdl erednek. A magvak
}'felUIetére tapadt virionokat szeroldgiai médszerekkel, peldaul

; szérummal kezelt agar lemezben kozvetleniil is ki tudtdk mutatni.

; Arankaatvitel lehet6sége nem ismert. Erdekességként emlithetd, hogy a

| blza szarrozsda (Puccinia graminis f. sp. tritici uredospdréinak

é?fEIUletérél a BMV-t izoldlték (Erasmus et al., 1983), igy e szokatlan

| virusdtvitel lehetdsége sem kizart.
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Védekezés: A magfertdzések, lévén azok feliileti jellegliek, konnyen
megsziintethetdk csdvdzdssal. A legfontosabb védekezési mod a vektorok
elleni kiizdelem, ezt egyrészt a koratavaszi imdgok megjelenese, illetve
a larvék kifejl6dése idején lehet legjobban elvégezni (Gdborjanyi és
Szabolcs, 1990). A négy vetésfehéritd bogdrfaj életmdédja igen hasonld
(cf: Szabolcs, 1974). A kémiai védekezésben eredményesek dltalaban a
foszforsav észerek €s azok analdgjai, a piretroid szdrmazekok.
Kéfnyezetkimélési szempontbdl legalkalmasabb a Bancol 50 WP, mert ez
nem kdrositja a Lema fajok természetes rovarellensegeit (Szabolcs,

1987). Ezek: a petéket kdrositd petefiirkész (Anaphes flaviceps), vagy a

larvékat és az imdgdkat pusztitdé Necremnus leucartros fémfirkész, a

Bathytryx maculatus fiirkész, a Pteromalus ribulens fiirkészdardzs, vagy

a Lemophagus curtus. Pékok (karoldpdk), tolvaj poloskék (Nabis ferus),

rablélegyek (Asilidae) vagy a Chysopa perla fétyolka lérva is a Lema

fajok (lérvék) természetes ellenségei. Felhaszndlasukkal kapcsolatos
bioldgiai védekezési médszereket dolgoztak ki, amelyek hazai

megvaldsitdsa folyamatban van (Szabolcs, 1990, személyes kozlés).

»

I1. A kdrokozd

A brome mosaic virus (BMV, rozsmok mozaik virus), a broad bean mottle
virus (BBMV; 1dbab tarkulds virus) valamint a cowpea chlorotic mottle

virus (CCMV, tehénborsd klordtikus tarkulds virus) alkotjdk jelenleg a
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bromovirusok csoportjdt. A csoport nem dllandd-, de feltételezett
tagjali még a Melandrium yellow fleck virus (MYFV, m'elandrium sirga
foltossdg virus), valamint a spring beauty latent virus (SBLV) is. Ez
utobbi két kdrokozd tulajdonsdgait még nem vizsgdlték olyan
részletességgel, hogy azokat a bromovirus csoport dlandd tagjai kozé

sorol jak.

A bromovirusok neviiket tipus képvisel6jiukrol a BMV-rol kaptdk. A
bromovirusok izometrikus virionjai kb. 25-28 nm nagysaglak, a

i multikomponens RNS genom molekulatomegei egymillid dalton korili
értekek, a kopenyfehérje kb. 20 kd molekulatdmegl, 180 aminosavbdl 4116

protein alegységekb6l felépitett (Francki et al., 1985).

? A virionok pH 3 és 6 értékek kozott stabilak, a fert&zott novényekben
1 nagy mennyiségben halmozdédnak fel, onnan viszonylag jél tisztithatok.
! Az osztott genom nukleinsav komponensei egymastol jol elkidlonitheték.
i Az egyes RNS-ek j6 messenger aktivitdsdak, a megfeleld RNS szdlak a
; bromovirus csoporton beliil egymdssal egyes esetekben felcserélhetok.
? Mindezek a tulajdosnsdgok a BMV-t és a CCMV-t alkalmassd tették arfa,
% hogy a molekuldris viroldgiai és genetikai kutatdsok kedvelt tdrgyai

1 legyenek.

L A bromovirusok mdsik ket kepvisel6je a BBMV és a CCMV nem fordulnak eld
g hazdnkban, az eldbbit Anglidban, az utébbit az Egyesiilt Allamokban
| izoldltdk 1dbabrdl, illetve tehénborsdrdl és szgjardl. A csoport

-gfeltételes tagjakent szamontartott MYFV-t Dr. Horvath J. izolalta
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elbszor Keszhely kornyékén, tulajdonsdgait Hollings és Horvath (1981)

irtdk le, mig a Claytonia virginica bromovirusokhoz hasonld kdérokozéjat

Valverde (1985) irta le az Egyesiilt Allamokban.
A kopenyfehérje tulajdonsdgai

A bromovirusok, klilonosen a BMV, f8leg savas kozegben dllandd
virionokat alkotnak, de mar 1 molos kalcium klorid oldatban a BMV
illetve a 4BMV fehérjeburka eltdvolithatd az RNS kicsapdddsa mellett

(Yamazaki és Kaesberg, 1963).

A bromovirusok kopenyfehérjéi mind 180 alegységhb6l épiilnek fel, a

protein alegységek molekulatomegét 20 kd korlili értékben hatdroztak
meg. Az adott molekulatomegek nagy mértekben fliggenek a meghatarozas |
médjatol. A kopenyfehérje magas ionerdsség esetén (1 M kalcium klorid |

vagy ,1,5 M konyhasé oldatban) pH 4,5 és 5,5 kozott aggregdlédik.

A virion labilitdsa miatt az antiszérum el6allitdsa is nehézsegbe
(tkozik, a protein burok a ver semleges kemhatasa miatt lebomlik.
Formaldehides kezeléssel (Hollings és Stone, 1962; Rybicki és von
Wechmar, 1981) azonban a virion-fehérje stabilizdlhaté a szeroldégiai .

tulajdonsdgok megvdltozasa nélkil is.
A bromovirusok nukleinsav komponenseil

A bromovirusok genomja osztott (tobbkomponensl). Az egyes nukleinsav
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tsszetevok jél elkilonithetok. Mind a BMV-, mind a CCMV-al fert6zott
ngvényekb6l négy nukleinsav szdl mutathatd ki. A BMV (Lane és Kaesberg,
1971) és a CCMV (Bancroft, 1971) hasonld nukleinsav osszetételd. A
fertzoképességhez a harom leghosszabb szdl egyiittes jelenléte
szilkséges, a negyedik nem. A negyedik szdl, az RNS 4 is stabil
képzodmény, amely a fertdzott novényekbdl mindig kimutathatd, jelenléte

bizonyithatélag a mdsik hdrom szdl mikodéseének eredmeénye.

A tisztitott virionokban hozzdvetBlegesen azonos nagysdgd nukleinsav
szdlak burkoloddnak be (enkapsziddlddnak). A legnehezebb komponens
(heavy, H) a leghosszabb RNS-t foglalja magdban (RNS-1), a kbzépsd
(middle, M) komponens az RNS-3-at és az RNS 4-et egyiitt, mig a kdnnyd
(light, L) frakcid¢ az RNS 2-t taratalmazza. Az 54. dbra ezt az

enkapsziddléddsi elrendezést mutatja (Lane és Kaesberg, 1971 alapjén).

A BMV-hez hasonldan a CCMV RNS-ek kozil is a hdrom leghosszabb szalra
van szilkség a fertdzoképesség fenntartdsdhoz, mig a BBMV esetén a ket

leghosszabb szal elegendd (Hull, 1972).

A BMV nukleinsavai

A BMV genom hdrom részbdl 411 (RNS 1,2,3), mig az RNS 4 szubgenomikus
jellegd és a kipenyfehérje képzésében kap szerepet. Mindhdarom (mind a
négy) nukleinsav 5' végén metildlt guanozin sapka (cap) foglal helyet,
mig a nukleinsavak 3' vége a tRNS-ekre jellemzd "ldhere" alakzatd

mdsodlagos szerkezetet mutat (cf. Baldzs és Gaborjanyi, 1985). Minden
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A BMV-RNS-ek enkapsziddlssi rendje (Lane és Kaesberg, 1971 alapjén)
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RNS szdl utolsd 193 bdzisa nagyfokd (97-99%) homoldgidt mutat egymdssal
(Ahlguist et al, 1981), aminoacildlhatd. A tRNS-ekhez hasonldan ez is
alkalmas aminosav megkotésere, a BMV nukleinsavai esetében ez a
tirozin. A "cap" szerepe a riboszémdk feliletén vald megtapaddsban van,

eltdvolitdsdval a messenger aktivitds jelentésen csokken.

t Az RNS 1 molekulatomege 1,09; az RNS 2 = 0,99; az RNS 3 = 0,75; végiil
az RNS 4 = 0,26 millid dalton (5°. dbra), ezek rendre 3234, 2865, 2114
| €s 8200 bdzis nagysdglak (Ahlquist et al.,1984). A BMV RNS-ek

] nukleipsav szekvencidit az utdbbi években hatdroztdk meg a cDNS

; technika segitségével (Ahlgquist et al., 1984).
E A BMV génszervezddése

? A BMV multikomponens jellege lehetdvé teszi az egyes RNS-ek 6nalld

? megsokszorozoddsdt (replikdcigjst). A replikdcidhoz sziikséges enzimet,
i az RNS-t61 figgd RNS polimerdz enzimet kimutattdk a fertozott
Eﬁnbvényekbﬁl. Ez az enzim nem a genomhoz kotott, hanem a gazdandvény

| termske (Quadt et al., 1988).

?'A BMV RNS 1 és 2 monocisztronikus messengerként szolgdl, tehdt csak egy
;polipeptid szintezisét kédolja. Ez a fehérje 109 kd, illetve 94 kD
énagységu. Bar a kopenyfehérje cisztron az RNS 3-ban is eldfordul, mégis
E}p vitro sejtmentes fehérjét kédold (transzldcids) rendszerekben csak
Ekbpenyfehérje darabokat termel, egy mdsik fehérje mellett, amelynek

%molekulatﬁmege 32 kD .(3a), és amely nem rokon a kopenyfehér jével,
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szerepeében és felepitéseben hasonld a dohdny mozaik virus
replikdcidjdban ismert 30 kD fehérjéhez. Az RNS 3 és RNS 4 keverékéhol
az utdbbi jobban kotddik a riboszdmékhoz. Az RNS 3 és az RNS 4 nagyfoku
szekvencia azonossdgot mutatnak. Az RNS 4 szubgenomikus jellegli, azaz
az RNS 3-rdél, valdszinlleg annak negetiv szdldrdl irddik le, és a
kopenyfehérjét (20 kD) kddolja. Ez a szubgenomikus RNS keletkezését
feltetelezhetten azok a poliadenilsav darabok segitik elo, amelyek az

RNS 3 szal kozepén taldlhatok.

A bromovirusok felépitése és kifejezOdési rendszere (transzldcids
stratégidja) hasonlit a BMV-re, ugyanakkor rokon vondsockat mutat a
cucumovirusokkal is, replikdcicds stratégidjdban hasonldsdg mutathatd ki
egyes dllatpatogén virusokkal is. A CCMV és a BBMV RNS-ek 3' végei is
tirozin megkotésére alkalmasak, magasfokd homolégidt mutatva a BMV

RNS-ekkel és az uborka mozaik virussal (Lane, 1981).
A bromovirusok genetikai vizsgdlata

A bromovirusok genetikai analizisét megkonnyitette a

; pszeudorekombindcid lehetésége, az a jelenség, hogy a rokon virusok
egyes-, (de megfeleld szerepl) nukleinsav komponenseit kicseréljék. Igy
kerlilt sor arra a kisérletre, hogy a BMV RNS 3 helyébe a CCMV RNS 3
kerUit. A cserével fertdzd rekombindnst kaptak (Banmcroft, 1972), mig a
forditott kombindcié (CCMV RNS 1,2 és BMV RNS 3) nem volt életképes. E

kisérletekbdl adddott az a felismerés is, hogy a kopenyfehérje gén az

RNS 3-ban lokalizdlt, s ugyanitt helyezkedik el az a gén is, amely a




hiperszenzitivitésért, illetve a fert6zés szisztemizdldddsdért felelds.

A bromovirusok génmikodésének feltdrdsdban a rekombindcids nukleinsayv
(cDNA) technika bevezetése Jelentett forduldpontot. A BMV RNS-ekbo6l is
ONS-mdsolatot lehetett késziteni, s bdr ez nem volt fert6zoképes, de
fert6zd6 RNS-eket eredmenyezett (Ahlquist, 1986). Az in vitro
transzkriptek koziil csak az RNS-1 €s az RNS 2 volt sziikséges az 4rpa
protoplasztok fert6zéséhez. Az Uj BMV tGrzseket készitésével lehetové
valt a gének mikddésének vizsgdlata is. Igy pl. az 5' VEég
megvdltoztatdsa a fert6zoképességet is Jelentékenyen mddositotta. A cap
struktira eltdvolitssa pelddul cstkkentette a fert6zoképességet, de

Gj-, nem virus eredet(] cap behelyezésével is ugyanezt az eredményt

erték el.

A génmiktdés ellendrzésének masik lehetdsége a delécids (hidny)
analizisek alkalmazdsdban rejlett. Bujarsky és Kaesberg (1986) olyan
szekvencia hidnyokat (delécidkat) alkalmazott a BMV RNS 3! veégein,
amelyek természetes helredllitdsat (reparaldddsat) figyelhették meg
kettds fertdzések esetén, eldszor bizonyitva a noveénypatogén virusokndl.
a rekombindlddés lehetdségét. Ez a kérdés azért fontos, mert ravilsgit
a multikomponens virusok gazdandvényhez torténg nagyfokd alkamazkodd-

és helyredllité képesség molekuldris bioldgiai folyamataira.
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A hazai BMV izoldtumck jellemzése

Anyag és médszer

A hazai BMV izoldtumok jellemzésére azt a két izolatumot (M12 és F3)

haszndltam fel, amelyet 1987-ben Martonvédsdron, illetve 1989-ben

Nagyvdzsony kornyékén izoldltam blzardl ill. Bromus erectus-rgl. A

kisérletek megkezdése elott az izoldtumokat pozitiv szerolégiai reakcid
alapjan azonositottam ismert, kereskedelmi (Ashcersleben) BMV
antiszeérummal. A két izoldtum Bsszehasonlitdssdnak szikségességet az
adta, hogy az F3 izoldtum a természetes gazdanovenyén elhaldsos

csikokat is okozott, mig az M12 nem (50. &bra)

Tisztitds A blzdn vagy drpan felszaporitott kérokozd tisztitdsat Hull
(1985) alapjén végeztik 4 C%-on, csekély médositdssal az aldbbiak

g2erints:

1. Inokuldcidé utdn 10-12 nappal a leszedett leveleket felvdgtuk,
lemértik.

2. Homogendlds kétszeres mennyiségG 0,1 M Na-acetdt pufferben (pH 4,8).
3. Centrifugdlas K23 centrifugdban (6000 ford, 15 perc).

3. A feliiliszdt dsszegy(ijtjik, PEG 6000-t és NaCl-t adunk hozzs 10%
ill. 0,1 M végkoncentrdcidkban. Egy érdn 4t kevertetjik.

4. Centrifugdldssal (6000 ford/perc, 15 perc) Osszegy(jtjik a

csapadékot.
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5. 0ldas 0,1 M acetédt pufferben (pH 4,8), az eredeti térfogat tized
részében.

5. A folyadékbdl CsCl-al 1,36 g/cm toménységl oldatot készitiink, majd
Beckman R40 rotorban ultracentrifugdljuk 18 érén &t 36 000 fordulatszdm
mellett.

6. A virionokat tartalmazod csikot leszedjik (ISCO), majd legkevesebb
100x térfogatd 0,1 M Na-acetdt pufferrel (pH 5,0) dializédljuk 3-4 dran
at.

7. A 4. és 5 lépeseket ismételjik, majd a maradék virionokat 0,1 M
acetdt fufferben oldjuk, az eredeti sily szdzad részének megfeleld

térfogatban.

Hasonléan J6 eredményt érhetiink el cukor siiriség gradiens

ultracentrifugdldssal is (5. pont).

Elektronmikroszkopia: A tisztitott virusoldatbdél higitdsi sorozatot

készitettink desztillalt vizzel, drnyékolds uranil acetdttal tortént, a

kordbbiakban leirtak szerint.

Szeroldgia: A kiinduldsi mintdkat ismert (Ashersleben-i ill.,
Prdga-Ruzyne-i antiszérumokkal, valamint sajdt BMV-antiszérumainkkal
kettds agar gél diffilzids mddszerrel (Ouchterlony, 1958) ellendriztik.
A mintékat pH 4,8 -as 0,1 M-os acetdt pufferrel készitettik. A
vizsgdlathoz 0,01 % merticldt tartalmd 1%-os agardz gélt haszndltunk,

amit szintén acetdt pufferben oldottunk.
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Az antiszérum készitéséhez cukorgradiens centrifugdlds utédn kapott
tisztitott virusokat haszndltunk antigénként. A virionok eépsegeének
megbrzésére a virusoldatot formaldehiddel kezeltik, kb. 2% formaldehid
végkoncentrdcid bedllitdsdval. A felesleget PBS oldattal (foszfdt
pufferben oldott fizioldgids sddldat) szemben dializissel tdvolitottuk
el Rybicki és von Wechmar (1981) szerint. Az immunizaldst djzeélandi
feher nyulakban végeztiik, Freud féle nem teljes dsvanyolaj adalék
(inkomplet adjuvéns) felhaszndlasdval. Az oltdsokat kb. 20 mg
antigénnel végeztik 1-2 ml-es adagokban, hetente, Osszesen négy
alkalommal. Az els6 vérvétel az elsG oltdst kovetd negyedik héten

tortént.

A kopenyfehrje molekulattmege: Meghatdrozdsdt Laemmli (1970)

modszerével 12 %-os, SDS denaturdld gélben végeztik. A molekulatomeg
Osszehasonlitdsdra dohdny mozaik virus-, BSMV- és PSLV kopenyfehétjéit
haszndltuk. A virusfert6zés kimutatdsdra virusfertdzott és egészségeé
novények présnedvét is felhaszndltuk azokat Weber és Osborn (1969)
pufferrel 1-1 ardnyban higitva. Az Eppendorf centrifugdlds (2 perc)
utdan a feldldszdt tartalmazd cstveket hdrom percig forrd vizfiirdsn
tartottuk. Elektroforézis utdn a géleket Comassie BB-250-el festettiik a

kordbban leirtak (2.1) szerint.
Nukleinsav komponensek vizsgdlata.

Egyszald nukleinsavak kivondsa és elektroforézise A tisztitott

virusoldatbdl az egyszdld nukleinsavakat fenolos médszerrel vontuk ki
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Maniatis et al. (1982) alapjén, az alabbiak szerint:

1. 200 Fl virion oldathoz 200 ul RNS puffert és 400 ul 0,1%
8-hidroxikinolint tartalmazé STE-vel telitett fenolt adunk, (STE = 0,04
M Trisz-HC1l, 0,4 M NaCl, 4 mM EDTA, 0,4 % SDS).

2. Vortex-ben keverjik két percig.

3. Centrifugdlds (Eppendorf centrifugdban) 3 percig (10 000 ford/perc).
4. Avizes fazist Uj csOvekbe pipettdzzuk, majd ZDO/Jl fenolt és 200/ul
kloroform amilalkoholt (24:1) adunk hozz&.

5. Keverés 2 percig.

6. Centrifugdlds 3 percig (10 000 ford/perc).

7. Ha az interfdzisban fehér csapadék van, akkor Gj fenolt és
kloroform-alkoholt adunk hozzd (4.5 és 6. pont szerint).

8. A vizes fdzishoz 400/ul kloroform-i amilalkoholt adunk.

9. Centrifugdlds egy percig (10 000 ford/perc).

10. A vizes fdzishoz Uj amilalkcholt adunk, megismételve a B. és 9.
pontokat.

11. A vizes fédzishoz 1 ml 95 %-os etanolt adunk. Fagyasztds mélyhdttben
18 6rén keresztil -20 C°-on.

12. Kilenc perc centrifugdlds (10 000 ford/perc).

13. A csapadékot mdsfél két percig széritjik vakuumon.

14. Oldés 50 pl TE pufferben ((0,2 M Trisz, 0,01 M EDTA, pH 7,0). A
mintdkat formamiddal kezeljik, 5 percig 65 c®-on denaturdl juk.

15. Elektroforézis 100 V fesziiltség mellett kb. 1 éran &t.

16. Festeés etidium bromiddal, mosds 2x desztilldlt vizzel. Fényképezés

Uv fényben.
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A kettosfonald RNS-ek kivondsa A kivonds szintén fenol-SDS mddszerrel

torténik az aldbbiak szerint:

1. Hisz g fert6zott levelet folyekony nitrogénben elporitunk, hozzdadva
kétszeres mennyiségl (40 ml) 2xSTE puffert (100 mM Tris-HC1, 200 mM
NaCl, 2 mM EDTA, pH 7,1), 0,4 ml 2-merkapto etanolt, 0,5 tf (10 ml)
10%-0s SDS-t és 1,5 tf (30 ml) STEvel telitett fenolt, valamint 30 ml
kloroformot.

2. Razas 30 percig.

3. Centrifugdlas 7-8 000 fordulatszdmon 30 percig, hidegen.

4. A vizes fézist Osszegy(jtjik és 16 %-os etanol koncentrécist
dllitunk be 0,2 tf 95 %-0s etanollal.

5. Két és fél g CF-11 celluldzt 16 %-os aikoholos STE-vel telitiink,
majd az elegyet kromatografdlé oszlopra ontjik.

6. A mintat a celluléz oszlop tetejére ontjik, annak &tfolydsa utdn még
80 ml etanolosSTE vel mossuk.

7. Az oszlopot &tfudjjuk levegdvel, majd a kett6sszdld RNS-eket 3x5 nm
alkoholmentes STE-vel leoldjuk.

8. Az Osszegylijtott mintdkat j61 zardds mlanyag cstben felfogjuk és
ml-enként egy egységnyi T1 RN4zzal kezeljik fél éran &t 37 C%-on.

9. Az oldathoz 1/30 tf 1 M MgClz—et adunk, majd ml-enként egy egység
ONazt. Az enzimes bontds 30 percig tart, 37%-0n.

10. Az enzimes emésztés utdn a mintdkhoz egybarmad tf 0,5 M EDTA-t, 20

%

s etanolt €s 0,5 g Celex-N-1 -et (Biorad) adunk. Rézatas

szobahomérsékleten 20 percig.
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11. A mintdkat az oszlopra ontjik, 20-40 ml etanclos STE-vel mossuk. Az
oszlopot levegbvel &tfidjjuk.

12. Eludléds 2,5 ml STE-vel (0,5 + 1lml + 1 ml adagokban). Az egyes
adagok kozott az oszlopot levegGvel &tfujjuk, vagy az oszlop tartalmiat
az eludld mennyiségoel kémcs6rdzon tsszerdzzuk.

15. A felfogott eludtumot egy percig centrifugdljuk (Eppendorf) a Celex
N-1 eltdvolitdsdra.

13. A mintdkhoz 0,1 tf Na acetdtot (3 M, pH 5,0) adunk, Osszekever ik,

és hat Eppendorf csében elosztjuk. Cstvenként 1 ml 95%-0s etanolt adva

hozzd, a cstveket -20 C° ra, vagy -70 C-ra helyezzik, egy éjszakdra.

Kettdsfonald RNS-ek agaroz gélelektroforézise

1. Az Eppendorf csdvekben levd kifagyasztott mintdkat centrifugdl juk
5-10 percig. A feliiliszdét pipettdval eltdvolitjuk, az Uledéket vékuum

alatt szdritjuk (exiccatorban vagy liofilezd késziilékben).

2. Széritds (30 perc) utdn a csapadékot steril bidesztvizben, vagy a
minta (loading) pufferben oldjuk. Molekulaslly jelzoként e
kiseérletekben ismert virus RNSeket haszndltunk (CMV és MRS).

2. TAE pufferben (40 ml Tris, 40 mM jégecet, 2 mM EDTA, pH 8,0)
forralassal 20 ml 1% agardzt készitink.

3. A gélhez l.Pg/ml etidium bromidot adunk (lolpg/ml oldatbdl 2 ul). A

geleket kiontjik a ragasztdszalaggaal 1e§éIﬁV‘té1cékra. A fésltket a gél

szildrduldsa elott elhelyezziik.
4. Az elektroforézishez TAE puffert alkalmazunk. Minta puffer: 6x
indité puffer, 0,25 % xylene cyanol, 30% glicerin. Minta 14/ul, ebb6l 6

Fl az indité puffer,VB Fl maga a minta. Az elektroforézis ideje 2-3
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6ra, 40 V dllandd fesziiltség mellett. Az aramer0sség dltaldban 25-65 mA
kozott volt.

5. A gélek dblitése TAE pufferben, értékelése UV fény alatt tdrténtA
(LKB 2011 transzillumindtorban). Fénykeépezés Fortepan 200 24 Din, 50-60

mp. expozicids iddkkel.

Eredmények

Tisztitds: A tisztitdsi médszer alkalmas volt JO mindségi és megfelel6
mennyiségld virion elkilonitésére. A cézium kloridos centrifugdlds nem
roncsolta a virionokat, mint az a cucumovirusok esetén ismert (CL.
Lane,»1981). A centrifugdlds, mint ahogy az vérhatd is volt, nem
eredmenyezte a virion frakcidk szétvdldsat sem , ami pl. a szintén

Oszetett genomd cucumo- vagy comovirusokndl bekdvetkezett volna.

Elektronmikroszképia: A tisztitott virusoldatbdl készitett minta

elektronmikroszkdpos képe nagytdmeg(, izometrikus virion jelenlétét
mutatta 50 0000 ill. 100 00C x nagyitdsban (56. abra). Ez a nagysagrend

megfelel a bromovirusok méretének (Francki et al., 1985).

ozerolégia Kiinduldsi anyagaink agar géldiffizids tesztben egyreszt az
Aschersleben-i, majd a sajét-, a martonvésari izoldtummal kordbban
készitett BMV-antiszérummal is pozitiv eredményeket adott. Az F3
izoldtumot Vacke BMV antiszérumdval is azonositottuk, szeroldgiai
kiilonbségeket az egyes izoldtumok nem mutattak. A savas kbzegben

torténd (pH 4,8) kimutathatésdg a virionok stabilitésdra utal, ami a




56. dbra. A BMV elektronmikroszkdépos képe. Jel 50 nm hosszisdg-

nak felel meg.

57. dbra. Szeroldgiai reakcick hazai BMV izoldtumokkal




bromovirusok jellemzd tulajdonsdga.

A kopenyfehérje vizsgdlata: A BMV kopenyfeheérje molekulatitmege

SDS-poliakrilamid gélben kb. 20 kD-nak felelt meg, ami egyezik az
irodalombdl megismert értékekkelekkel (Bockstahler és Kaesberg, 1962).
A virus kﬁpenyfehérjé olyan mennyiségben szaporodott fel a fertdzott
novenyekben, hogy az a fert6zés kimutatdséra alkalmas mddszer alalpjdul
is szolgdlhat, s 361 elkiiltnithetd a BSMV fert&zésektsl (Gédbor janyi és
Nagy, 1987).

Egyszald nukleinsavak vizsgdlata BMV izoldtumaink tisztitott

virionjaibdl kivont egyszdlu RNS-ek elektroforézise négy, egymastol jol
elkilonilé RNS jelenlétét bizonyitotta (58 &bra). Eredményeink jo
egyezest mutatnak az irodalmi adatokkal. Nukleinsavak
molekulattmegeinek eloszldsdban nem talaltunk kiilonbségeket az

izolatumok kozott (F1 és F3).

Kettdsfonald nukleinsavak vizsgdlata. Az F1 izoldtum fert6zesebol

szarmazd mintakban a kettBsfonald RNS-ek elektroforézisének eredményét
az 59. dbra mutatja. Mind a négy egyszald RNS replikdcids formdja
kimutathaté kettésfonald (double strandad RNA, dsRNA) formdjdban is.
Kulonds, hogy a szubgenomikus RNS replikdcids formdja relative milyen
nagy mennyiségben volt jelen a mintdban. Valészind, hogy a mintavétel
idején (inokuldcié utdni 10. napon) a kopenyfehérje termeléshez
szikséges RNS szdl replikdcidja tidlslilyban van a tobbi, genomikus

RNS-ek replikdcicjsdhoz képest.
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58. dbra. A BMV egysz&ld RNS-ek elvélasztdsa agarcdz gél

elektroforézissel

BNy

59. dbra. A BMV kettBsfonald RNS-ek elvdlasztédsa agaréz gél

elektroforézissel
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Kovetkeztetések

A rozsnok mozaik virus hazénkban (j, elterjeddben levO gazdasdgilag
igen jelentds virus betegségnek tlnik. Fellépésére a kordbbiakban
részint azért nem figyeltek fel, mert tiinetei megegyeznek mas
virusbetegségek tiineteivel, mdsrészt azért maradhatott rejtve, mert a
tinetek f6leg mdjus végén, jdnius elején keéiek megjelenni, amikor is
mdr mds gombds eredet( levélbetegségek miatt a BMV fert6zés tinetel nem
14tszanak. Valdszinlleg ezért is tartja az irodalom a BMV-1
gazdasdgilag kevéssé Jelentts kdrokozdnak. Tapasztalataink szerint
azonban egy, a novényeket kora fejlédési dllapotdban ért ferttzes
fejlodésében teljesen visszaveti, a sugos mozaik tinetek mellett
torpentvéssel kell szémolnunk, a kaldszképzés teljesen elmaradhat. A
betegség gyors terjedésének tobb oka is lehetséges: egyrészt a kirokozd
maggal is terjed, a nemesitési anyagok cserejeével tobb esetben 1is
behurcolhatték. A kérokozdé maga is igen virulens, osztott genomid volta
nagy evolicids elényt ad, hamar alkalmazkodik (j gazdantvényeihez.
Gazdandvénykore tdg, fennmaraddsdban részint az 0szi gabonavetések,
részbenaz éveld gyomok Jétszanak f6 szerepet. Az drpa €s a bdza
genotipusok j6 része igen fogékony, ezek kozul nem egy nagylizemi
termesztésben is van. Végezetiil a Lema fajok évjdratonkinti tomeges
elterjedése biztositja a kérokozo nagy tavolsagokra (olykor
orszdghatérokon kiviilre is) vald elterjesztését. A BMV tulajdonsdgainak
leirdsakor a tiineti kilonbségektdl eltekntve nem taldltunk eddig

izoldtumaink kozott lényeges kiilonbsegeket.
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3. A GABONAVIRUSOK ELLENI KFMIAT VFDEKEZES LEHETGSEGET

A virusbetegségek ellen kémiai dton elvileg két formédban is
védekezhetink. Vagy a fert@izés folyamatdt gadtoljuk, vagy a kdérokozd
replikdcidjdt akaddlyozzuk meg a gazdanoveényen beliil. Ennek megfelelBen
a virdsellenes anyagokat hatdsuk médja alapjdn csoportosithatjuk az
alabbiak szerint: a. a virusfertdzés in vitro gatlé anyagai
(inhibitorok), b. a fertézést in vivo g4tld anyagok, c. indukdlt

antivirglis anyagok és d. antivirdlis anyagok, kemoterdpids szerek.

A virusfert6zés in vitro gdtld anyagaira az jellemzs, hogy a fert6zés

folyamatat kozvetlenil gdtoljdk. Hatdsuk nem specifikus, kozvetlenil a

virionok inaktivdldddsat és denaturdldddsst idézik eld. Eredményességiik
a fertdzOképesség gdtldsdban nyilvanul meg, amely a lokdlis lézicdk

szamdnak csotkkenésében jut kifejezésre.

A fert6zés in vivo inhibitorai a fert6zés folyamatédt gdtoljsk a
virionok kozvetlen destrukcidja nélkiil. Hatdsuk visszafordithatd, csak
a fertbzes elGtt alkalmazva eredményes, hatékonysdguk az inkompatibilis
gazada-parazita kapcsolatban mérhetd le, a lokdlis 1ézidk szdmdnak

véltozdsdbdl (Gaborjdnyi és Tdbids, 1986a).

Az indukdlt antivirdlis anyagokra az Jellemz8, hogy a virus-replikdaciét
in vivg gdtoljék. Olyan természetes anyagok, amelyek keletkezését
termeészetes hatésok (stressz vagy fertézés) valtjdk ki, a virionokat

kozvetlenil nem kdrositjsk, de a ndvény rezisztencisjat fokozzdk.
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Hatdsuk nem érvényesiil azonnal, de néhany napon beliil termelddnek.
Féleg inkompatibilis gaza-parazita kapcsolatban mutathatdk ki és

kemoterdpids hatdsuk nincs (Gaborjdnyi és Tdbids, 1986b).

Az antivirdlis anyagok vagy kemoterdpiss szerek, olyan aktiv
virusgdtldk, amelyek vagy a virusreplikscid folyamatédt gdtoljsk, vagy
megakaddlyozzdk a kdérokozd elterjedését a nivényen beliil. Gatoljék a
tinetek megjelenését, vagy a niovényeket a betegséghdl kigydgyitjdk, a
terméskiesést megsziintetik. A fert8zés utdn alkalmazva is hatdsosak.
Antivirdlis aktivitésukat a fogékony gazadtvényben is kifejtik a novény

Jelentdsebb kdrositdsa nélkiil.

E kovetelményrendszernek napjainkig nem tudtunk mindenben eleget tenni.
Az els6 olyan anyagok, amelyeket tdg értelemben antiviralis hatdsudaknak
tekinthetiink (Commoner és Mercer, 1951; Matthews, 1951) nukleinsav
szarmazékok voltak, annak a logikus megfontoldsnak eredményeként, hogy
az analogok virus-nukleinsavba is beépiilhetnek, és igy
megvdltoztathatjdk annak informécidit. A ndvényi virusbetegségek ellen
legsikeresebben haszndlt antivirsdlis anyagokrdl kordbban készitettiink
attekint6 dolgozatot (Gdborjsnyi és Tdbids, 1986b). Természetesen a
virusgdtlé anyagok felosztdsaban nem teljes az egyetértés, ami szamos

esetben fogalmi zavart eredményez.



3. 1. Az 1333, az azadihidrouracil (DHT) gés acianoguanidin (CG) gatlo

hatdsa az arpa csikos mozaik virus (BSMV) ellen

Az antivirdlis szerek kozott g legismertebbek a triazinok. Ezek egyik
fontos keépviseldje az >-azahidrouracil (2,4—dioxo—hexahidroxo—
1,3,4-triazin = DHT), amely Jelentds mérteékben gdtolja, de nem
akaddlyozza meg teljesen a virusreplikdcigt. A DHT €s szdrmazékainak
antivirdlis hatdsat Schuster és munkatérsai (1979) fedezték fel. Eddigi
kisérleteiket Csupan kétszik( novenyeken, féleg burgonydn végezték, a
burgonya X-, v- gs levélsodrédss virusok ellen. Méds gazda-virus
kapcsolatokban a OHT gédtolta az arabis mozaik virust, az uborka mozaik
virust és a dohany gyﬁrﬂsfoltosség virust is. A kezelés akkor volt
igazén hatdsos, ha a fertézést megelszs idGben, vagy nem sokkal az utdn

alkalmaztdk a DHT-t (Schuster és Byhan, 1981).

é Schuster és munkatdrsai (Schuster, 1983; Schuster és Vassiliev, 1983)
| felfigyeltek arra is, hogy eredményesebb virusgdtldst érhetnek el
Eakkor, ha a DHT-t m4s szerekkel, igy guanidin szdrmazékokkal egeészitik
ki. A ndvényi virusok ellen eldszor Schuster €s Vassiliev (1980, 1983)
éalkalmazték a guanidin szarmazékokat, 1gy a cianoguanidint (CG) is,
;miutén antivirsdlis hatsst tapasztaltak a humanpatogén virusokkal
gszemben. Kisérleteikben a burgonya X virus replikdcicdjdnak gdtldsat

itapasztalték. A gétlds mértéke g szubsztituensektsl flggott.

Az emlitett antivirédlis anyagokon kivil még mas vegylulettipusok is
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ismeretesek, de ezektdl eltekintiink, mert ilyenek kisérleteinkben sem
szerepeltek. Altalénosségban azonban elmondhatd, hogy minden virus
ellen egyformdn hatékony antivirdlis anyagot meég nem taldltak, de ilyen
nem is varhatd, hiszen az egyes virusok replikacidja is igen eltérd

utakat kovet.

Az antivirdlis anyagok sordban kordbban a DHT-t és a CG-t kétszika
Qazadanovényeket fert6z6 virusok ellen haszndlték, de nem sziilettek
eredmények az egyszik{ novényekkel, 1gy elsbBsorban gazdasdgilag fontos
gabonafélékkel kapcsolatban. Itt ismertetendé kisérletiink (Talldczy és
Gdborjanyi, 1990) célja elsGsorban az volt, hogy megismerjik e két
koréb?an alklamazott, antivirdlis anyagként ismertté vdlt vegyilet
hatasat egyszik( novényeken; mdsrészt az, hoqy szémot adhassunk a hatds
modjéardél is. A virusellenes hatdst drpa csikos mozaik virus (barley
stripe mosaic virus, BSMV) fertdzéssel szemben alkalmaztuk drpan, mint
szisztemikus gazddn. A fertdzésfogékonysdg alakuldsat lokdlis
gazda-parazita kapcsolatban ellendriztiik. Erre a dohdny mozaik virussal -
(tobacco mosaic virus, TMV) fertézott dohdny novények mutatkoztak
alkalmasnak. Kisérleteinket az L333 3ell szerrel is kiegészitettik, de
ennek ismeretlen Osszetétele miatt nem tudunk beszémolni. Mindharom
anyagot Prof. Dr. Gottfried Schuster (Martin Luther Universitit, Halle)

bocsdjtotta rendelkezésiinkre, amiért kioszénetiinket fejezzik ki.
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Anyag és mddszer

NGvenyek €s virusok. A BSMV kisérletekhez 6Gszi arpa (Hordeum vulgare

cv. MV 7) niovényeket haszndltunk fel. A novenyek elénevelése dtlagos
Uveghdzi korulmények kozott tortént. Egy 14ddba kb. 100-120 magot
vetettink el. A novényeket kéthetes korban inokuldltuk. A ™V
kisérletek sordn a dohdny mozaik virus fertSzésre &-8 leveles

8llpotban 1év6 hiperszenzitiv dohdnyfajtdt (Nicotiana tabacum cv.

Xanthijgg) haszndltunk, kb. 6-8 leveles dllapotban. Az liveghdzi
kisérleteket télen végeztiik, amikor a homérseklet nem haladta meg a

25%C-ot .

A BSMV kisérletekben a virus orosz torzsét (Atabekov és Novikov, 1970)
haszndltuk fel, amely az inokuldcidt kovetd két hét milva erds csikaos
mozaikos tlneteket okozott a fogékony drpa leveleken. A kdrokozdt
inokulum vagy tisztitds céljdra az MV 7-es arpa novényeken tartattuk

fenn.

A virusinokulumot a fogékony novények szisztemikus mozaikfoltossdgot
mutatd leveleinek 1: 4 ardnyd 0,1 M Sirensen féle foszfat nufferes (pH
j 7,0) higitdsdval készitettik. Az inokuldcid eredményessegeét Celite

i (diatomafold) adagoldssal fokoztuk. A novények minden kifejlett levelét
b nechanikai dton inokulsttuk.

»

E A TMV fert6zések sordn a virus tisztitott Ul torzsét haszndltuk kb. iUO
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60. dbra
A dohdny mozaik virus fert6zés hatédsdra kifejlédé lokélis 1ézidk

alkalmasak a fertdzésfogékonysdg mennyiségi jellemzésére
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ﬁg/ml toménységben. A hiperszenzitiv dohsny novények kezelt féllevelein
a kifejl6dott lokdlis 1ézidkat az inokuldcist kovetd harmadik napon
akkor szdmoltuk meg, amikor azok teljes fejlettségiiket elérték ( 60.

Jabra).

Kezelések. A BSMV vizsgdlatokhoz a kezeléseket emelkedd koncentriciét
alkalmazva az elBnevelt novenyeken végeztik. A TMV-vel vegzett
kisérletekben a dohdnyndvényeken csak a félleveleket kezeltilk, a mdsik

fellevél csak csapvizes kezelést kapott €s kontrollként szerepelt.

A 5-azadihidrouracilt (2,4—dioxo—hexahidroxo-l,3,4,—triazin, DHT) és a.
cianoguanidint (diciandiamid, CG) 162 molos desztillalt vizes
oldatban hasznéltuk. Az L333 -Jell készitményt kezdetben 6, 3 és 1,5%
-0s (g/100 ml) oldatban alkalmaztuk, majd miutdn ezek a koncentricig
értekek fitotoxikusnak bizonyultak, a hatdanyag koncentracigt ;3 0,75
€s 0,36 %-ra csokkentettik. Ezek az étékek mar kevésbé voltak toxikusak
az darpén. A dohdny érzékenyebb volt, Igy végil csak a leghigabb
oldatokat (0,36 %) haszndltuk. A kezeléseket naponta egy, illetve az
inokuldcié napjan két alkalommal vegeztik, kb. 25 ml-es oldat
(levélpermet formédjdban torténd) kijuttatdsdval. A kezeldsek ideje
alatt a novényeket alulrdl ontoztik. A hatdnyaggal torténé kezeléseket
a fertdzést (inokuldcidt) megelézd harom, és az inokuldcidt kovetd'
harom napon keresztiil vegeztik, napi egy alkalommal. A

! fert6zes-fogékonysdg ellendrzéséhez csak elbkezeléseket végeztiink.

t Az in vitro hatds vizsgdlata. A szerck in vitro hatdsdnak elbirdldsshoz
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tisztitott TMV inokulumot haszndltunk 200 Hg/ml téménységben, amelyet a
vizsgdlt anyagok 2x102 M koncentrdcidju oldatdval 1:1 aranyban
kevertink, és egy napig 4 Co—on, hGt8&szekrényben tdroltunk. Egy nap
elteltével a fert6zoképesség valtozdsait Xanthi-nc dohdnyokon
ertékeltik a lokdlis 1ézidk szama alapjan. Kontrollként az inokulumot

foszfadt pufferrel higitottuk megfeleld ardnyban.

Az in vitro virusgdtlds és a fertdzeésfogékonysdg mérésére a lokdlis
lézidk szdmdnak vdltozdsat tekintettiik alapul. Kleczkowski (1949)
ramutatott arra, hogy sem a 1€éziészém, sem annak logaritmusa nem
alkalmas kozvetleniil statisztikai analizisre. A lézidszam ugyanis
elvileg nem korldtozott és a kOzépértékek eltérései a kozépértek
novekedésével egyiitt nonek. Kleczkowski-tdl szdrmazik az az
Osszefliggés, amely akkor alkalmazhatd, ha a 16zidszém tiznél nagyobb.
Merésre a féllevél mddszert valasztottuk, ahol a két, kezelt és

kontroll féllevél bioldgiailag azonos, és igy sszehasonlithats.

A 1€zids tesztek matematikai statisztikai vizsgdlata. A 1ézidszémok,

mint normdlis eloszldsu valdszinlségi véltozdk matematikai statisztikai

analizisére a Student-féle ket mintss t-prébét haszndltuk.

A Kleczkowski-féle dsszefiiggés ismeretében a valészinlségi véltozd nem

a 1ézidészédm, hanem az

X; =logyq (yi+c) , ahol
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y; = a lézidszém féllevelenként (i-edik levélre)

c-1 azért valasztottuk Gtnek, mert bar értéke 5-20 kozott szabadon
becslilhetd, de igy X3 -k relativ eltérése nagyobb. Ez pedig szigoritja

a vizsgdlatot.

A médszer lényege az, hogy a kezelt és kezeletlen fellevelekre kapott
valoszinGségi véltozdk kiilonbségeit képezziik levelenként, majd a kapott

kiulonbségek szdrdsat szémitjuk az

képlettel, melyben

Axi = az egy levélre kapott kiilonbség

AX

H

a kilonbseég értékek dtlaga

i

n a parallel kisérletek szdma (levélszam)
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Az ebb6l szdmitott Student-faktor

ertékeét Osszehasonlitva a tdbldzatbdl (Kemény, 1983) vett,
megfeleld (n-1) szabadsagi fokhoz és kiilonbozd szignifikancia
szintekhez tartozé értékekkel, megmondhatjuk, milyen szignifikancia
szinten (azaz milyen valdszin(iséggel) kovetkezetes az eredmény. A

kiserletek mindig 3 levélen folytak, innen n=3 minden esetben.

Az antivirdlis hatds vizsgdlata. A BSMV-vel fertdzott drpdn a

felszaporodott virus kopenyfehérje mennyisége alapjdn mértik a kezelt
es kontroll novények mintdiban a szerek antivirdlis hatdsdt. A mintdkat
az inokuldciét kovetd két hét mulva szedtiik. A leveleket a
feldolgozésig -20 c®-on mélyhlGtében tdroltuk. Minden esetben a
sarjakbol fejlodt levelekbdl is mintdt vettlink, a fert6zést kovetd négy

hét elteltével.

A virusreplikdcid vdltozdsainak jellemzése a kopenyfehér je
mennyiségének meérésre alkalmas rocket-immunoelektroforézis mddszerével
tortént. E mdédszert a BSMV mennyiségi meghatdérozdsdra mdr kordbban

dtalakitottukk (Gaborjanyi és Tébids, 1984).
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A BSMV tisztitdsédhoz két héttel az inokuldcid utan szisztemikusan
fertézgtt novények leveleit haszndltuk fel. A virus tisztitdsat Lane
(1974) leirédsa alapjsn végeztiik. A BSMV antiszérumokat Uj-zélandi fehér
nyulakban termeltik. Az immunoglobulint (IgG) kapronsavas kicsapdssal
tisztitottuk. Az immunoelektroforézishez a Weeke (1973) horizontdlis
késziilékét haszndltuk kb. 0,5 mm vastag 1%-os agardz rétegen. Az
agarézt 0.02 M Verondl pufferben (pH 8,0) oldottuk. Az immunoglobulint
53 C°-on kevertik az agardz oldatba négyzetcentiméterenként kb. Z‘Flft )
szdmolva. Standardként 3,6 mg/ml virus oldatbol linedris higitasi
sorozatot készitettiink. A standard higitdsi értékekkel készitett
géleket haszndltuk fel kés@bb a virustartalom abszoludt értékenek
meghatdrozdsdra. Mintdinkat 1 ml/g extrakciés pufferrel homogendltuk,
majd a homogendtumot Eppendorf centrifugdban dlepitettik 3 percig. A
tiszta fellldszé 15 ul-ét haszndltuk fel a virustartalom
meghatdrozdsdra. A géleket 20 V dllandd fesziltsegen futtattuk egy
¢jszakan keresztil. Mdsnap a gélekbdl a nem precipitdlt immunoglobulint
fizioldgids sdéoldattal mostuk és desztilldlt vizes dblités utan a
fehérjéket Coomassie Brilliant Blue metanolos oldatdval festettik, majd
metanol-ecetsav-viz keverékben a nem kotott festéket kimostuk. A
lemezek szdritdsa utdn a virustartalom értékét a precipitdcios cstcsok
magassagabdl dllapitottuk meg. Minden esetben a lapokon higitdsi

értékeket is haszndltunk tisztitott virus-szuszpenzidbol.



fredmények és értékelés

a. In vitro virusgdtld hatds elbirsldsa lokalis 1ézids tesztben. A

virionokra gyakorolt kizvetlen gatld hatds a virusszuszpenzid
fertézéképességének valtozdsdval volt mérhetd. A féllevélteszt alapjan
kapott credményeket & 13. ténldzat foglalja Ossze. Ez tartalmazza a-
xezelt eés kezeletlen féllevélen mért dtlag lézidszémokat, a
virusinokulum lokdlis lézidk szamdval mért fertképességének szézalékos
csoxkenését. A virionok L 333-al tértént egy napos kezelése mar dtlag
40 %-ra csokkentette a lézidszamot, illetve a bioldgiailag aktiv )
virionok szémat. Az inokulumhoz kevert 10°M azahidrouracil (DHT) a
fertdzOképességet mintegy 78 %-ra cstikkentette. Azonos koriilmények
xdzott a 102M~05 cianoguanidin még hatdsosabb volt. Az dtlagos

fertdzOképesség a cianoguanidin kezelds hatésra dtlag 55 %-ra csokkent.

A kisérleti ercdmények alapjdn Ugy tlnik, hogy mindhdrom szernek
kdzvetlen hatdsa van a virionok stabilitdséra. Ez nem tekinthets valdédi
antivirdlis hatédsnak, hiszen az alkalmazott szerek a virionok kozvetlen
pusztuldsdt oxozzdk. Az L333 kiilonosen kitdnik az alkalmazott anyagok
x0zUl, tekintve, hogy mintegy harmadara csokkentette a fertdzokeépes
virusok mennyiségét. Ilyen csekely szémd adat alapjsn nem szabad
mélyrehatd kivetkeztetéseket levonni, tekintettel arra, hogy az in vivo
kisérlet nem ad felvildgositdst a vegyszer kozvetlen
fertbzésfogékonysdgra gyakororolt hatdsardl, amit eliildnitett

kisérletben tisztdzni kellett.
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13. téblézat
Az L333, az azadihidrouracil (DHT) és g cianoguanidin (CG) kézvetlen
hatdsa a dohdny mozaik virus inokulum fert6zaoképességére hiperszenzitiv

dohdnyokon (Nicotiana tabacum cv. Xanthi-nc), levélemeletek szerint

(1éz16/f611cvél)

Kezelések | Kezeletlen | Kezelt Kezelt/ Szignifikancia
(koncentr.) féllevél fellevél | kezeletlen (%) szint (%)
L333 1 17 40 10
(0,36%)

DHT 37 29 76 20
(10%)

LG 22,7 L 56 1,5
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b. Fert6zesfogékonysdg mérése hiperszenzitiv gazddban in vivo

korulmények kozdtt. Az alkalmazott anyagok ferttzésfogékonysidgot okozd

csokkeneset TMV -vel fertdzGtt dohany novények eltérd kord féllevelein
teszteltik. A kezeléseket mindig a virusinokuldcidt megeldzoen
alkalmaztuk. A lokdlis-1ézids teszt eredményeibl kapott értékeket,

mindhdrom kezelés adatait tartalmazva a 4, tébldzat szemlélteti.

A 14, tdbldzat adatai alapjan megdllapithatjuk, hogy mindhdrom anyagnak
in vivo fertdzésfogékonységot csbkkenté‘hatésa volt, ha az anyagokat a
fert6zés (inokuldcid) eldtt alkalmaztuk. Ez a cstkkends L333
hasznalatakor 26, DHT kezelésre 16, CG kezeléskor 11 % lezidszdm
csokkenésnek felelt meg. Eszreveheté, hogy az in vitro gatléds a
fert6zésfogékonysdgra gyakorolt hatdssal kizel azonos volt az L333 és a
DHT esetében, mig a cianoguanidinnél az elsbbi (;Q vitro gdtlds) tant
nagyobbnak. A két érték hasonldsdga arra utal, hogy az alkalmazott
kezeléseknél nem a novényeken keresztil csokkent a fertbzésfogékonység,
hanem az anyagok voltak kdzvetlen kontakt gdtld hatdsdak. DHT
elokezelésekor azonban tobb esetben megfigyelhetd volt a 1ézidk
atmerdjének csokkenése is, ami kordnbi megfigyeléseink szerint
(Géborjényi és E1 Hammady, 1969) a lézidk aktiv virustartalmanak

csokkeneésével 411 osszefiiggésben.

c. A virus replikdcidt gdtld hatds elbirdlssa in vivo rendszerben. A

15tdblédzatban az kiilGnbGzd koncentrdcidju szerrel kezelt novenymintak

precipitdcids csidcs-magassdgdbdl szémitott abszolut virustartalom, a
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a a dohdny mrzaik virus lézidképzésre

Kezelés | Kezeletlen | Kezelt Kezelt/ Szignifikancia
(konc.) | féllevél féllevel |kezeletlen (%) szint (%)
L333 36,4 27.8 74 0,1

0,36

DHT 43,2 34,8 B4 0,1

10™2M

c6 30,5 26,9 89 -
10”2

¥ nem szignifikans




15. tdbldzat

Az L1333, az azadihidrouracil (DHT) és a cianoguanidin (CG) kiil6nb&zo

oldatainak hatdsa az drpa csfkos mozaik virus kopenyfehér je

felhalmozdddsdra €s az drpa novényeken okozott karositss mértékére

Kezelések |Atlagos abszolut ftlagos reiativ | Fitotoxicitss
virustartalom virustartalom
(mg virus/ml) (%)
L333 1,5 % - - erds
L333 0,75% - - eros
L333 0,36% 0,013 22 kozepes
DHT 107%M | 0,053 89 -
DHT 10°M | 0,063 106 .
DHT 107°M | 0,052 87 gyenge
C6 107 | 0,065 109 .
CG 107°M | 0,058 9% -
6 107 | 0,043 72 -
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kezelt és a «kezeletlen, kontroll novényl minta virustartalmanak
hanyadosa szereoel. A kezelt mintsk szeroldgiei vizsgdlatakor a
precinitdcids csicsok magassdgaibdl ismert koncentrdcidjy standard
segitségével lehet abszolit viruskoncentrécict szémolni. Az antivirdlis
hatds Gsszehasonlithatdsdga végett szémitottunk a kontroll novény
aoszolit virustartaltarmdra vonatkoztatott relativ virustartalmat.
Feltuntettik a kisérletek sordn tett vizudlis megfigyeléseinket is az

anyagok fitotoxicitédsdra vonatkozdlag.

Az 1333-mal kezelt ndvények vizsgdlatakor az 1,5 és 0,75 %-os
xoncentrdcicdhoz tartozd értékek meghatdrozdsdt az erés fitotoxikus
hatds lehetetlenné tette. Bér a 0,36 %-os toménység esetén is
tapasztaltunk gyengébb kdarositd hatast, ez nem akaddlyozta meg a
vizsgélét kivitelezését. A kapott eredményekbll kérdésessé vélik, az

.é L333 -mal kezelt mintdk standarddal valg Usszehasonlitédsdnak Jogosséga,
ri;tekintve, hogy az abszolit virustartalom srékek az elfkisérletek soran

’; megsllapitott érvényességi hatdr alatt vannak (standard higitdsi sor).

% A 15 tablszatra visszatérve, érdékes a DHT oldatok koncentricidinak és

8 virusgdtldsanak kapcsolata. Sgyeldre ismeretlen okbdl a DHT, a

- " " R -3 ——

i varakozdsok ellenére a kizépsd, 1077 M-os koncentracidban mutatta a

- leggyengéob antivirélis hatédst. A két madsik kancentrdcidpan alkalmazva
| hatdsa kdzel azonos volt. E tény értelmezése tovdbbi kisérleteket

Eigényal.

& cianoguanidinnel végzett kezelés eredményeit tekintve kézzelfoghatd



- 221 -

Osszeflgést mutatott: a novekvd vegyszer koncentracidval pdrhuzamosan a
virustartalom cstkkent. Az L333-ra kapott adatokat megvizsgdlva
mondhatjuk, ez tlnik a legradikélisabb hatdsinak, a hdrom vizsgdlt szer
kozul. Sajnos ez a kezelés erfs fitotoxikus hatdssal is parosul. Az
optimdlisan hatdsos és a fitotoxikus koncentricidk meghatdrozdsa minden
antivirélis angyag legnehezebb pontja, hiszen a hatékony koncentrdcid

es a fitotoxikus érték gyakran egybeesik (Dawson, 1984).

Az L333 és DHT kezelés esetében a gyakorlatban strdn eldfordulsd 10-20
% szignifikancia szintet kaptunk, mely azt mutatja, hogy B0-90 %-os
valoszinlséggel volt a bekivetkezd vdltozds a kezelés eredmenye. A
cianoguanidin esetében ez a valdszinliség az ilyen kisérletekben

megszokottndl joval magasabb, 99,5 % .

fgyes anyagok virusgdtld hatdsdnak elbiraldsaban nem egyseges a
vélegmény. Korébgan megfogalmazott veleményink (Gdborjényi et al, 1984)
szerint azonban a virusgdtldoknak szigord értelemben véve csak azokat az
anyagokat tekinthetjik, amelyeknek kurativ, azaz gyogyitd hatdsuk van.
Gyakorlati megfontoldsbdl sem lehet kozémbds, hogy egy adott virusgdtlé
anyag csak a fertGzeés eredményességét csokkenti, vagy alkamas a mar
megbetegedett novények gydgyitdséra is. Ilyen megfontoldsok alapjan~
feldl kell vizsgdlni az un. "antivirdlis" anyagokkal kapott kordbbi
eredmenyeket is. A kisérleteinkben szerepld anyagokkal kapcsolatban is
meg lehetett &llapitani, hogy azok alapvetBen a virusfertdzés in vitro
inhibitorai, s a tovdbbi virusfertézést_és virusreplikdcidt gdtle

hatdsuk is ebbdl az elstdleges virionokat inaktivéld hatdssnsl
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vezethetdk le.

Usszefoglalés

Harom, anlivirdlis haldsdnalke fomert, anyay drna csflkos mozaik virus

p
virus (BSMV) replikdcigt gatld hatdsdt mértiik 4rpa novényeken.
Megdllapitottuk, hogy mind az L333 Jeld anyag, mind az azadihidrouraczil
(DHT) a virus kipenyfehérje felhalmozdddsst csokkentette. Zzt a
vizegdlatol kiendazftel ik voyanczon anyagolke i vibro vicusgallo
hatdsdnak vizsgdlatdval és a dohdny mozaik virus ferttzés-fogékonysdgra

oyakorolt hatdsdnak mérésével hinerszenzitiv dohanyndvényeken.

Megdllapitottuk, hogy a BSMV-3rpa kapcsolatban tanasztalt

virus-felhalmozddds csixkenése inkdbb az in vitro (kbzvetlen inhibitor)
hatdssal és a fertdzeésfogékonysdg in vivo cstkkentsésével magyarazhato,

mintsem a replikdciot nétlé in vivo hatdssal.
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3. 2. A tiazofurin antivirdlis hatdsa az arpa csikos mozaik virusra

Bevezetés

Kordbbi meghatdrozdsunk (Géborjényi és Tdbids, 1986 a,b) szerint
antivirdlis anyagoknak csak azokat az aktiv virusgatldkat tekintjiik,
amelyek a virus replikdcist in vivo gatol jék; vagy megakaddlyozzdk a
virusok elterjedését a ndvényekben. Ezek 3z anyagok vagy gatol jék a
tlnetek megjelenését, vagy a novényeket a betegségbsl kigydgyitjdk. A
fert6zés utan alkalmazva is hatdsosak és aktivitdsukat fogékony
Qazdandvényeken is kifejtik a noveny jelentdsebh kdrositdsa nélkil. A
novényi virusokat gatls anyagok irodalmét dttekintve megéllapithaté,
hogy szinte lehetetlen olyan anyagot taldlini, amely adott
koncentrécidban g kdrokozd Szaporoddsat eredmenyesen gatol ja
fitotoxikus hatds nélkil (Dawson 19683). J& kivételt képeznek ez aldl a
/irazol (ribavirin, 1,7£LD—ribofuranozil -1,2,4~triazol ~4~karboxamid)
S analdgjaik, amelyek megfeleld, gyakorlatban is alkalmazhatg
ntivirdlis anyagokként johetnek szamitdsba (Byhan et al., 1978;

»

awson, 1983; Dawson és Lozoya—Saldana, 1987; Leerch, 1987).

tiazofurin (2—(3—D—ribofuranoziltiazol—4~karboxamid) a ribavirinhez
erkezetileg hasonlg szintetikus szarmazek, amelyet eredmeényesen
szndltak mind a noveényi, mind humdnpatogén virusokkal szemben

awson, 1983; Streissle et al., 1985). Eddig csak €gy novényi virusra

akorolt gétlé hatdssrs] szamoltak be (Caner et al., 1984). Ez g
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korokozd a paradicsom foltos hervadds virusa (tomato spotted wilt
virus) volt. A kisérlet megdllapitdsai szerint a fert6zés utdn az
ismételt tiazofurin kezelések visszaszoritottsk a tlnetek megjelenését

€s csokkentették a vetegség okozta kdrtételt is.

Kiseérleteink célja egyrészt az volt, hogy kideritsiik, alkalmas e a
tiazofurin egy rendszertanilag teljesen kiilonbozd kérokozd, nevezetesen
az arpa csikos mozaik virus,(BSMV) elleni kémiai védekezésre. Mdsrészt
azt vizsgdltuk, hogy a tiazofurin antivirdlis hatédsat kifejti e
egyszik{ novényeken, esetiinkben arpan és bizan. E kisérleti rendszerben
(BSMV-drpa) a tiazofurin antivirdlis hatdsdnak elbirdlasst a

virusreplikdcid gdtldsaval tudtuk Jellemezni.

Az drpa csikos mozaik virus palcika alakd, tobbkomponensi virus hérom
genomikus RNS-t tartalmaz, mindhdrom RNS sz&l 7-metil guanozil "cap"
struktirdt hord az RNS 5°' végen, poli(A) szekvencidkat és tRNS-szerii
struktirat az RNS szdlak 3' végen (Agranovsky et al., 1982; Gustafson
et al., 1982). A kisérleteket Nagy et al., 1988/valamint Nagy et al.,

1989 alapjdn ismertetem.
Anyag és mddszer

A ndvény €s a virus. Az drpa csikos mozaik virus fert6zésére fogékony

drpa (Hordeum vulgare cv. GK Omega és biza (Triticum aestivum) cv.

Martonvdsdri 8 fajtdkat haszndltunk a kisérletek sorén. A tiazofurinnal

kezelt és kezeletlen (kontroll) novenyeket kétleveles
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fejltdési dllapotban inokuldltuk. Inokulum forrdsként Szisztemikuéan
fert6zott novények 0,1 M Sorensen féle foszfdt pufferrel (pH 7,0) 1:1
aranyban higitott présnedve szolgdlt. Abrazivumként Celitet
haszndltunk. A tiazofurint soha sem kevertik kozvetlenil az
inokulumhoz. Altaldban a BSMV Braunschweig-i tirzsét (BSMV-Br)
hasznaltuk, amely er6s csikos mozaikfoltossdgot és levélnekrdzist okoz.
Egy esetben a tiazofurin virusgdtld hatdsdt a magyarorszédgi torzzsel
(BSMV-H) szemben is vizsgdltuk. Ez utdbbi tirzs kétszer-hdromszor olyan
mennyisegben szaporodik fel a fert6zott novényekben, mint mas torzsek,
ugyanakkor a fertézés igen enyhe tlinetekkel jér (Nagy és Gabor3janyi,

1988).

Anyagok és kezelések. A tiazofurint 5x10_3, 10_3, 107 ¢s 1077

koncentrdcidju desztilldlt vizes oldatban, egy csepp Triton-X100
nedvesitészer hozzdaddsa utdn alkalmaztuk levél permet formdjdban (kb.
1 ml/lU novény). A kezeléseket az inokuldcid eldtt és az inockuldcid
utdn kilonboz6 id6pontokban végeztik. Minden kisérletet haromszor,
illetve négyszer ismételtiink meg normdl Uveghdzi korilmeények kozott.

Minden kezelésben 15-20 novényt tartalmazd blokkokat hasznaltunk.

A tinetek megjelenésének €s a virus replikdcidjdnak gdtldsa. A

betegségtiinetek kialakuldsdt a fertdzést kovetd 12.-napon értekeltik. A
tiinetek kialakuldsdnak gdtldsdt a tinetes novények szdzalékos aranyanak
megvdltozdsaval jellemeztik. Ugyanebben az id8ben (amikor a virus
replikdcid tetdzik) vettiink mintékat a virusszaporodds gdtldsanak

megdllapitdsdra. A virusreplikdcidé gatldsdt a BSMV kopenyfeher je
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felszaporoddsa alapjdn birdltuk el. Tuneteket mutato novények
leveleinek fél grammos mintdit 1 ml 0,1 M Sorensen féle foszfat
pufferrel (pH 7,0) homogendltuk. A mintskat alacsony fordulatu
(Eppendorf) centrifigdban ulepitettik, és a feliildszdk 5 pl-es mintdit
haszndltuk fel a virustartalom meghatdrozdsdra. A kopenyfehér jék
mennyiseégét az 4ltalunk kordbban (Gédborjanyi és Tébids, 1984) BSMV-re
kidolgozott rocket immunoelektroforézis mddszerével meértiik. A virus
koncentracicdk meghatdrozasihoz standardként tisztitott virus

Szuszpenzidt haszndltunk.
Eredmények

A kezelések optimdlis ideje. A kezelések legkedvezdbb idépontjat a

fert6zés el6tti- és utdni kiilonbozs iddpontokban 10—3 M tiazofurin
oldattal végzett kezelésekkel dllapitottuk meg. Ezeket a kezelési
id6pontokat a 16. tdbldzatban foglaltuk Ossze. A betegség tiinetek
kialakuldsdnak gdtldsa és a virusreplikdcid leghatdsosabb
visszaszoritdsdt akkor kaptuk, ha a kezeléseket az inokuldcidt
megeldzbleg és azt kdvetdleg végeztik. Hasonld eredményt kaptunk akkor
1s, ha csak fert6zés utdni iddben alkalmaztuk a tiazofurint (inokuldcid
utan hdrom drdval, majd két és négy nap elteltével). Mindkét esetben
azonban a novények jelent6s karositdst figyelhettink meg. Ha az
inokuldcidt kivetd kezelések szamdt megnoveltik, fokozatosan csokkent a
tinetes ndvények szdma. Azok a kezelések, amelyeket csak az inokuldcid
elott alkalmaztunk, hatdstalannak bizonyultak. Hasonldképpen, a

betegség megtelepedése utdn negy nappal végzett kezelések csak gyenge
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6. tablézat

A tiaZofurin hatdsa az drpa csikos mozaik virus (BSMV-Br) fertGzés

tlineteinek megjelenésére €s a virus replikdcidjdra drpa nidvényeken. -

3

(Kezelések az inokuldcidt megel6zd €s azt kivetd iddpontokban 1077 M

koncentrécidban.)

Inokuldcid és Tinetes novények |Virus tartalom|Virus tartalom
kezelés kozti %- ban (Fg BSMV/g) kontroll %-dban
id6szak

-2,-1,0(+3 dra)

+2 és +4 nap 37,8 83 30,0

-2, és -1 nap 80,8 304. 109,6

0 nap (+3 dra) 72,4 2432 87,5

0 (+3 dra)

és +1 nap 57 4 139 50,3

0 (+ 36ra), +2

€s +4 nap 56,2 90 32,4

+2 és +4 nap 60,0 169 Al

+4 nap 86,2 204 73,5

Kezeletlen

(Kontroll) 84,0 217 100,0

-

++

+++ fitotoxikus tiinetek erdssége
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hatasidak voltak.

A legmegfelelébb eredményeket a fertfzés utdni id6szakban kaptunk (a

fert6zes utdn hdrom drdval és egy nappal veégzett iddpontokban).

A tiazofurin optimdlis koncentrdcigja. A tiazofurin legmegfelelsbb

kezelési toménységét koncentracid sorozat készitésével dllapitottuk
meg. A 17. tdbldzat szerint a lU_3 M értek felelt meg legjobban a.
kovetelményeknek. Ez esetben a fertfzott novények durvdn fele mutatott
Csak betegségtiineteket, és ezekben a beteg novényekben a
virus-koncentrdcid is csak a fele volt azoknak az ertekeknek, amelyeket

a kezeletlen (kontroll) ndvényekben mértiink.

A bldza rezisztensebbnek bizonyult tiazofurin kezelésekkel szemben, igy
annak koncentrdcigjat 5x10—3 M ertekre ndvelhettik anélkiil, hogy a
novények jelent®s kdrosoddst szenvedtek volna (18.tdbl.). Igy a virus

koncentrdcié mintegy 70%-os gdtlésdra nyilt lehetdség.

A tiazofurin hatdsa a BSMV-H torzsre. A BSMv magyar torzse (Nagy és
Gabor jényi, 1988) meglehetBsen eltérd tulajdonsdgokat mutat a tobbi BSMV
tOrzshoz hasonlitva. Optimdlis kezelési feltételek mellett a tiazofurin
keveésbé gatolta a BSMV-H szaporoddsét (19. tdbl.), mint az a BSMV-Br
esetéq megfigyelhetd volt. Tekintve, hogy a hazai torzs fert6zése csak
igen gyenge mozaikfoltossdgot okoz a tébldzat eredményei a teljes

blokkot reprezentdl jdk.



- 251 -

17. téblézat
A tiazofurin gdtld hatdsa az drpa csikos mozaik virus (BSMV-Br)

fert6zés tlineteinek kialakuldsdra és a virus replikdcidjdra. (Kezelések

harom draval és egy nanpal az inokuldcid utdan.)

| Tiazofurin Tinetes novények{Virus tartalom|Virus tartalom
| _
| xoncentrdcio %~ ban (ug BSMV/g) |a kontroll %-dban
‘ i
3
; 5x1077 M 12,0 67 23.8
107 M 55,5 140 49,3
107% M 95,0 204 71,9
10_5 M 91,7 218 1151
0 (Kontroll) 96,1 283 100,0
|
i
; +
++

+++ fitotoxikus tlinetek erfssége
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Kovetkeztetések

A ribavirin széles hatdsspektrumd, mind DNS, mind RNS virusok ellen
eredményesen alkalmazott, jél ismert nukleozid analdg. Nagyszamu
novényi virus ellen is kiprébdlték (Byhan et al., 1978; Caner et al.,
1984; Streissle et al., 1985). Jelenleg dltaldanosan elfogadott elmelet
szerint (Leerch, 1987) az RNS szal "cap" strukturdjdnak kialakuldsat
gétolja. Ismerve valamely virus RNS 5'végének szerkezetet,
hozzédvetdlegesen megjdésolhatd, milyen lesz a ribavirin gdtlé hatédsa az

adott virusra.

A tiazofurin a ribavirinhez szerkezetében hasonld anyag kisebb
aktivitdsu a DNS és az RNS virusokkal szemben, mint a ribavirin
(Streissle et al., 1985). Feltételezik, hogy a ribavirinhez hasonloan
fejti ki gdtld hatdsdt. Ismerereteink szerint novényi virusok ellen
csak egy esetben haszndlték. Caner és munkatdrsai (1984) a paradicsom
foltos hervadds betegség tiineteit erdeményesen szoritottdk vissza az
inokuldcid utédn végzett tobbszori tiazofurin kezeléssel, €s a betegség
okozta kartételt is sikerilt csokkenteni, ugyanakkor -feltehetden
médszertani nehézségek miatt- nem vizsgdltdk a kdrokozd szaporoddsanak
valtozdsat. A kisérletben szerepld virus gazdasdgilag Jelentds ugyan,
de rendszertanilag meglehetfs tdvol helyezkedik el az ismert
nGvényvirusoktél, leginkdbb azokkal a mixovirusokkal rokon, amelyek a

gerinceseket fertdzik.

Vizsgdlatainkban a tiazofurin nem mutatott teljes virusgdtld hatdst.



19. tébldzat

A tiazofurin gdtld hatdsa az drpa csikos mozaik virus magyar torzs
(BSMV-H) fert6zési tineteinek megjelenésére és a virus replikacicdjdra.

(Kezelések 10—3 M koncentrécidban.)

Inokuldcié és | Tinetes novények |Virus tartalom | Virus tartalom
kezelés kozti- %-ban (ug BSMV/qg) kontrol %-&ban
1d6szak

=24=1,00+3 dra},

+2 és +4 nap |+++ - 661 68,9

0(+3 déra)

es +1 nap 69,2 699 12,9
Kezeletlen

(Kontroll) 72,9 958 100,0

+

++

.

+++ fitotoxikus tiinetek

gyenge mozaikos tlnetek, értékelhetetlen
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A tiazofurin gdtld hatdsa az arpa csikos mozaik virus (BSMV-Br)

fertézési tineteinek megjelenésére és a virus replikdcidjdra bidza

novényeken. (Kezelések harom 6réval és egy nappal az inokuldcid utdn.

Tiazofurin Tunetes ndvények Virus tartalom| Virus tartalom
koncentricid %-ban (ng BSMv/g) a kontroll %-&dban
107 M I 111 47,1
5x107° M 47,8 71 30,2
0 (Kontroll) 88,5 235 100,0
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Mindazondltal a tinetek kialakuldsdnak gdtldsa és a virus replikdcio
mintegy 50-70 %-os gdtlasa jelentds eredménynek mondhatd. A tiazdfurint
sohasem infiltrdlva juttattuk a novényekbe, taldn ez lehetett (egyik)
oka annak, hogy eredményeink elmaradnak a korabbi vizsgdlatokban
tapasztaltaktdl. Meggy6z&désiink azonban, hogy az antivirdlis anyagok
kijuttatdsdnak természetesebb médja a levelek kezelése, mint az

infiltréléas.

A BSMV mindhdrom genomikus RNS-e 'cap" struktirdt hordoz. A tiazofurin
virusreplikdciét gdtld hatdsa arra utal, hogy valdsziniileg e
jellegzetes szerkezet kialakuldsa a gdtlds (egyik) célpontja. Azok a
kisérletek, amelyeket a ferttzés ideje és a hatékony kezelések
idopontjdnak megvdlasztdsara végeztink is arra utalnak, hogy hasonldsdg
van a tiazofurin és a ribavirin hatdsmddja kozott. Meglepd kiilonbséget
taldltunk azonban a két vizsgdlt BSMV torzs replikdcidjdnak gdtldsdban.
Ez eltérés teljes magyardzatdt még nem tudjuk megadni.

A betegseg tiineteinek visszaszoritdsa sem volt soha teljes. A kezelések
megsziintetése utdn hdrom héttel a fertdzdtt ndvények ujonnan kifejl6do
cstcsi levelein megjelentek a betegség jellegzetes tiinetei. A tiinetek
megjelenese arra utal, hogy a tiazofurin antivirdlis hatdsa csak
idGleges €s csak a kezelt levelekre terjed ki. Mds aciklikus tiazofufinw
analdgok hazai szintézise (Kovdcs et al., 1987) és antivirdlis hatdsuk

elbirdldsa most van folyamatban.
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I. A GABONAVIRUS KUTATAS HEYZETE ES IRANYAT

A gabonafélék virusbetegségeinek kutatdsa és a kdérokozdk
tulajdonsdgainak vizsgdlata Magyarorszégon hosszi ideig elhanyagolt
terilet volt. Minddssze az 4rpa sdrga tOrpilés virus es a kukorica
csikos mozaik virus eléforduldsa volt ismert. Eredményeink e téren
messze elmaradtak még a szomszédos orszdgok viroldgiai kutatdsdnak
eredmenyeit6l is, hiszen mintegy hisz év alatt egyetlen Uj gabonavirus
sem kerlilt leirdsra, vagy jellemzésre. Lényeges valtozdst csak az
1980-as évek masodik felétdl tapasztalhatunk, amikor is felismerve e
kerdéscsoport elméleti fontossdgat és gazdasdgi jelentBségét renare
Jelentek meg dolgozatok Gj virusbetegségek fellépésérdl (Milinkd és
Remete, 1984; Szirmai, 1986; Pocsai és Barabds, 1986; Gdborjanyi és
Nagy, 1988; Nyitrai és Gaborjdnyi, 1988; Gdborjanyi et al., 1988;
Bisztrai et al., 1989) vagy a gabonavirusokkal kapcsolatos Gj kisérleti
eredményekrél (Nagy és Milinkd, 1984; Pocsai et al., 1985; Gaborjdnyi.

¢s Szabolcs, 1987; Szabolcs és Gédborjanyi, 1988; Nagy et al., 1989).

Ezek az trvendetes eredmények adtdk meg feltételét annak, hogy mdr ne
csak az 0) virusok eldforduldsdra vagy a kértételére Osszpontositsuk
figyelminket, de a kérokozdk fébb tulajdonssgai is leirésra
kerlilhessenek, s lehetGségeink szerint felkutassuk azokat a fontos
reszleteket is, amelyek eddig mddszertani okok vagy egyeéb nehézségek
miatt ismeretlenek maradtak. A gabonafélék virusbetegségeirtl irt

monografia jellegd dolgozatomban ezt a hidnyt igyekeztem pdtolni,

»
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osszefoglalva az utdbbi években a betegségekrdl és a kérokozokrdl
OsszegyGjtott ismereteket, és ij eredmenyeket azért, hogy ezek
kiinduldpontként szolgdlhassanak a tovébbi vizsgdlatok szédmdra és

hidnyossdgaival rdmutassanak a legfontosabb feladatainkra.

Napjainkra a hazdnkban ismertté véalt gabonapatogén virusck szdma az
utdbbi években kettdrdl tizre emelkedett, s igen valdszinG, hogy ez a
szam a kozel jovében mds virusbetegségek felismerésével boviilni is fog.
E téren elsBsorban az drpa sdrga mozaik virus el6forduldsdnak
bizonyitdsa és mds-, féleg a kabdcdkkal terjedd virusok

tulajdonsdgainak leirdsa vdrhatd.

Disszertdcidmban részben azokat az eredményeket foglalom dssze,
amelyeket az elmilt 6t esztendd sordn szerzGtarsaimal egyutt mar
kozGltem, de azokat az Uj eredménveket is, amelyek eddig még nem

jelentek meg.
II. A GABONAFELEK VIRUSBETEGSEGEI - GABONAVIRUSOK

1. A hazénkban eddig fellelt gabonavirusok a jelenleg haszndlatos
konzervativ viruscsoportositds szerint hét rendszertani egysegbe
sorolhaték. Egy esetben a virusgenom két egyszald DNS-t tartalmaz. Ez a
geminivirus csoport képviseldjeként ismert biza torpiilés virus (wheat

dwarf virus, WDV). A tdbbi gabonavirus genomja mind egysz&ld RNS.

Az egykomponens( RNS virusok kozott a legismertebb a kukorica csikos
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mozaik virus, vagy mds nevén kukorica torpe mozaik virus (maize dwarf
mosaic virus, MDMV), mint jelenleg a potyvirus csoport egyetlen

(gabonapatogén) képviseldie.

A volt potyvirusok dj rendszertani csoportjsba a levélatkakkal ter jedo
virusok oszthatdk. E csoport (wheat streak mosaic virus group) hdrom
kepvisel6vel is jelen van a hazai virusfldrdban. Ezek a blza csikos
mozaik virus (wheat streak mosaic virus, WSMV); az Agropyron mozaik
virus (Agropyron mosaic virus, AgMV); és a vaddc mozaik virus (ryegrass

mosaic virus, RYMV).

Az osztott genomd virusok koziil a hordeivirusok tipus képviseldje az
arpa csikos mozaik virus (barley stripe mosaic virus, BSMV) fordul el6
hazénkban, mig az drpa sdrga mozaik virus (barley yellow mosaic virus,

BYMV) jelenlétének bizonyitdsa meg tovabbi kisérleteket igényel.

Az izometrikus virusok koziil egykomponensd a mér koran felismert
luteovirus, az érpa sdrga torpiilés virusa (barley yellow dwarf virus,
BYDV), illetve az e néven ismert viruscsoport tagjai. Ugyancsak
egykpmponens( a sobemovirusokhoz sorolhatd ebir tarkulds virus

(cocksfoot mottle virus, CFMV) is.

Az izometrikus rozsnok mozaik virus (brome mosaic virus, BMV) az

osztott genomi virusok egyetlen gabonapatogén képviseldje.

A felsoroltakbgl kitlnik, hogy szinte minden fontos rendszertani
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csoport képviselteti magdt a gabonafélék kérokozdi kozott, igy a
gabonavirusok fogalma nem viroldégiai, hanem agrondmiai csoportositds

P ’
eredménye.

2. A hazénkban Ujoqﬁh felismert virusos eredetl kdérokozék koziil elsd
helyen a biza térpllés virust kell emliteni. E mechanikai dton nem
terjed6 betegség felismerésével és vektoratviteivel eldszor sikerilt
hazdnkban hitelt érdemlfen geminivirusok jelenlétét igazolni.
Eredményeinket aldtémasztja az elektronmikroszkdpos felvétel, illetve a
nukleinsav DNS jellegének bizonyitdsa is. Ez az elsd kabdcdkkal tejeds
virus kérokozd, amellyel Magyarorszdgon eddig dtviteli kisérleteket
végeztek. Kabdcdkkal terjedd betegségekkel kapcsolatos korsdbbi

kisérletink mind mikoplazmds eredet ferttzésekkel voltak

kapcsolatosak.

A kdérokozé fertdzésének tiinetei igen hasonlatosak mas, virus fertdzések
okozta tinetekre, igy elsdsorban az drpa sdrga torpilés betegség
szimptémdira. E kdriilmény, valamint a mechanikai atvitel hidnya
megneheziti a gyakorlatban a a kérokozé felismerését, elterjedésének
ismeretét €s az okozott kér felmérését is. Vektordtviteli kisérleteink
ravildgitottak arra a kiilonbtzdségekre is, amely a blza- és az &rpa
torpulés kozott voltak, feltételezve azt a mar valoszinGsithetd tényt,
hogy a kérokozdnak két eltéré biotipusa (térzse) is van. A biza
torpllés virusa nehezen (vagy nem) vihetd &t drpdra, mig az 4rpa torzs
csak az drpadt fertdzi. Ez utdbbi torzs eldforduldsat is bizonyitottuk

Magyarorszdgon. A geminivirusok megismerésénck Jjelentdségét az adja



-3 -

meg, hogy &ltala olyan, mesterségesen kifejleszthets génvektorhoz
juthatunk, amelyet az egyszika novények biotechnoldgiai

megvdltoztatdsdhoz lehet felhasznalni.

3. A kukorica csikos mozaik virus a legelterjedtebb gabonapatogén virus
Magyarorszdgon. Szinte mindeniitt fellelhetd szant6foldi kdérokozd.
Elterjedtsége ellenére a korokozd tulajdonsdgairsl korsbban alig
tudtunk bdrmit is. Utébbi években feltételezték, hogy ez a virus is egy
tulajdonsdgaiban kizel azonos viruscsoportot jelent. Szeroldgiai
felmérésiink szerint ¢ virus komplexnek legaldb hdrom szerotipusa is
elofordul hazénkban. Ezek az elektronmikroszkdépos kép alapjsdn nem

kilonithetok el.

Az elsd és egyben kukorican a legkdzonségesebb az MDMV-A tipus, amely a

sorghum halepense-t fertézi, természetes gazdandvenye az Echinochloa

Crus-galli és a termesztett cirok fajtak. A kakasldbf(, mint

természetes virusforris jérvénytani szerepére eddig még nem figyeltek

fel.

A mdsodik, szeroldgiailag rokon, de az A torzzsel nem azonos tipus
tulajdonsdgaiban leginkdbb az MOMV-B t&zzsel azonosithatd.
Tesztnovényein okozott tinetei az MOMV-A hoz igen hasonldak, a

kivétellel, hogy a Sorghum halepensét és a kakasldbfiivet nem fertozik.

Legkiilondsebb az un. "T" szerotipus eldforduldsa, amely szeroldgiailag

nem hasonld a kordbbi tipusokkal, ugyanakkor nagyfokd tiineti hasonldésag
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jellemzi a mdr emlitett két tipushoz. Tiineti elkiilonitésre

legalkalmasabb a Sorghum halepense (A csoport), valamint egyes Sorghum

fajtédk (S. bicolor cv. Honey vagy Sorghum dochna cv. technicum

Nagykdlldi). E ritkdbb szerotipus kukoricdn okozott tiinetei alapjan nem
azonosithatd, leginkdbb a cukorndd mozaik virussal mutat hasonlésagot.
Egyes beltenyésztett kukorica vonalak azonban e tipus elkiilonitését is
lehettvé teszik. Tovédbbi feladatot jelent a levéltetii vektorok
fajlagossdgdnak bizonyitdsa, a genomban a segitd (helper) fehér jék
jelenlétének kisérletes kimutatdsa és sikeres bizonyitds esetén a

megfeleld nukleinsav szakasz felhaszndlésa biotechnolégiai célra.

Az MDMV csoport Gszetett volta részben magyarazatot adhat azokra az
eltérésekre is, amelyeket a nemesitok kordbbi kisérleteikben
tapasztaltak, részben pedig osztonzést adnak rezisztencianemesitésben

kozBs feladatok megoldédsdra is.

4. A potyvirusok-tél elvédlasztott Uj rendszertani egyseég, a
leveélatkdkkal terjedt wheat streak mosaic virus csoport harom taggal is
képviselteti magdt a hazai virusflérdban. Tipus kepviseldjiik, a biza
csikos mozaik virus elGszor nemesitd telep lveghdzaiban fordult eld és
keriilt kozlésre a kdérokozd jellemzése nélkiil. Szabadfoldi el&forduldsst
bldzén is, drpan is mi bizonyitottuk. A szabadf&ldrsl gy(jtott mintdkbdl
tesztndvény vizsgdlatokkal, szeroldgiai mddszerrel és
elektronmikroszkdpos felvételek alapjdn azonositottuk és Jellemeztik a
kérokozdt. A blza csikos mozaik virust eddig csak két helyrdl

izolaltuk, ami azonban nem jelenti el6forduldsuk korldtozott voltét;
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csupdn arra utal, hogy tiinetei alapjdn mds virusokkal (elsGsorban a
rozsnok mozaik virussal) konnyen Gsszetéveszthets. Uveghdzi
kisérletekben a hazai bizafajtdk nagyfoku fogekonysdggal tdnnek ki,
szemben azokkal a szabadftldi megfigyelésekkel, ahol a fajtdk nagy
fogekonysdgbeli eltéréseket tiikkroztek. Ennek az eltérésnek oka
els6sorban a szdntéfoldi (atka) rezisztencidban keresends. A

novénynemesités nagy lehetdségét adja az Agropyron repens extrém

rezisztencidja (immunitdsa), amely vadon é16 fajjal mds orszégokban mar

sikerrel dllitottak eld virusellendlld fajtahibrideket.

5. A tarackbiza mozaik virus (Agropyron mosaic virus) és a vaddc mozaik
virus (ryegrass mosaic virus) két olyan virusbetegség amely
Magyarorszdgon még nem keriilt leirdsra. Mindkét kérokozdét a wheat
streak mosaic virus csoport tagjaként tartjdk szdmon. Eldforduldsuk
kozonséges, fOleg tavaszi idBszakban jé1 1dthatd tiinetekkel

jellemezhetd £& gazdanGvényeiken (Agropyron repens és Lolium perenne

ill. Lolium multiflorum). Gazdasdgi kartételiik vitathatd, pontos

felmerések csak a RyMV- al késziiltek. Az AgMV azonban fertdzi a biizat
€s egyes drpa és rozs fajtdkat is, a RyMV pedig szlk gazdandvénykire
ellenére a zabon okoz szisztemikus fertdzést, amelynek kartételét nem
ismerjiuk. Mindkét virusbetegség tinetei lassan fejlédnek ki, és £6
gazdangvényeiken okozott tiineti alapjan nem kiilonithetsk el més
fertozésektdl. Mindkét kdrokozd elektronmikroszkdpos képe hasonlé, csak
a szik gadandvénykor alapjdn lehet azonositani Oket. Gazdanoveénykorik
és tesztnivényeken okozott tineteik alapjdn azonban 36l

meghatdrozhatck. Mindkét kdérokozd gazdanovénykorét dj fajokkal is
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kiegészitettik. Kiemelends £6 gazdanovényeik mellett a Dactylis
glomerata virusrezervodr szerepe, amely éveld 1évén nem csak az

emlitett virusok, de a CIMV és a BMV természetes gazdanovénye is.

6. A helikdlis tdbbkomponensd virusoknak Magyarorszdgon egyetlen
képviseloje fordul eld bizonyitottan, ez az 4drpa csikos mozaik virus. A
reégebben két-, harom-, illetve négy komponensiinek megismert virus
torzseinek nemzetkozi Gsszehasonlitdsa bebizonyitotta a torzsek
hasonldsdgdt és a komponensek szamanak eredetét. A hazai BSMV
izoldtumok -eltéréen a nemzetkozi irodalomban ismertektdl- tobb aj
tulajdonsdgukkal is kitdnnek az Osszehasonlité torzsek koziil. A magyar
torzs (BSMV-H) tiinetei enyhék, ennek ellenére nagyobb mennyiségben
halmozddnak fel a beteg novényekbnben, mint a tébbi (pl. BSMV-Br)
torzs. A magyar torzs patogenitdsa ugyanakkor szelesebb, eredményesen
fertdzi pl. a kukoricdt is, amelyet a hasonlé (pl. orosz) ttrzs nem
fertbz. A maggal és mechanikai dton terjedd koérokozdt tesztnovény
kisérletekkel, szeroldgiai mddszerekkel és elektronmikroszkdpos
felvételekkel azonositottuk ill. Jellemzetik. Az egyszadld nukleinsavak
Osszetétele bizonyitotta a magyar torzs haromkomponensd
(orthotripartite) voltdt, ami természetesen mar magyardzatot nyert a
nemzetkdzi irodalomban. A hdrom nukleinsav komponens mellett a
novenyekben még egy negyedik, szubgenomikus eredetl nukleinsav frakcig
is kimutathatd volt. A kettdsfonald RNS-ek elvdlasztssa soran a
replikativ formdk kimutathatdak voltak. A magyar torzs kopenyfehér je
molekulattmege egyezett mds (pl. az orosz) térzs kopenyfehér je

molekulatomegével, mig a Braunschweig-i izoldtumndl e téren elteréseket
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tapasztaltunk. Vizsgdlataink azt bizonyitjsk, hogy a hazai izoldtum dj
torzset képvisel. E torzs jelentSsége szintén biotechnoldgiai
felhasznalhatdsdgdban rejlik, ugyanis a kdérokozd a sejtmagban
replikdlddik, alkalmas lehet egysziklek géndtvitelére. Az a tény, hogy
a magyar torzs fertdzi a kukoricdt alkalmassd teheti arra, hogy

génvektorként lehessen alkalmazni kukoricdn is.

7. Az ebir tarkulds virus szintén azok kozé a virusbetegségek kozé
tartozik, amelyeket ugyan leirtak hazdnkban, de a kérokozd jellemzésére

nem keriilt sor. Dactylis glomeratardl szarmazd tobb izoldtum

Osszehasonlitdsdval tesztndvény tlnetek, és elektronmikroszkdpos
vizsgdlat alapjdn ez a virus is jellemezhetové vdalt. A virus hatékony

vektoraként ismert Lema melanopussal és Lema lichenissel is eredményes

atviteli kisérleteket végeztiink, kiegészitve az aktiv vektorok sorat

ket mdsik vetésfehéritd bogdrfajjal, a Lema septentrionis-sal és a Lema

rufocyanea-val is. A virion magas nukleinsav tartalma lehetdvé tette az
egyszald nukleinsav jellemzését is. A CIMV nukleinsava egykompoens(i, az
egyes sobemovirusokra jellemz$ viroid szerd nukleinsav feltételezett

jelenléte eldzetes kisérleteinkben nem volt bizonyithatd.

8. Egyik legelterjedtebb és gazdasdgi szempontbdl is egyre jelent@sebb
gabonavirusunk a rozsnok mozaik virus. £z az izometrikus ttbbkomponens
virus 1986 ota ismert hazankban, jellemzésére azonban eddig nem keriilt
sor. Izoldtumaink tesztndvény vizsgdlata, szeroldgiai jellemzése és
elektronmikroszkdpos vizsgdlata lehetdvé tette a kérokozé viroldgiai

leirdsdt, a nukleinsavak elvdlasztdsdt és jellemzését, a kettGsfonald

»
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nukleinsav formdk kimutatdsdt. Vektoratviteli kisérleteinkben igazoltuk

a Lema melanopus és Lema lichenis vetesfehéritd bogarak virusvektor

szerepét, és elfszor sikeriilt eredményes dtviteli kisérleteket végezni

a Lema rufocyanea és a Lema septentrionis fajokkal is. Megdllapitottuk,

hogy a virus megtartd képesség szempontjdbol a két virus (CfMV és BMV)
kiilonbozik egymdstdl, ami aktiv virus-vektor kapcsolatot tételez fel az
egyszerd mechanikai dtvitel helyett. Ismereteink szerint gz
vetésfehérito bogarakkal végzett kisérleteink az elst hazai

rovardtviteli kisérletek voltak.

ITI. A GABONAVIRUSOK ELLENI KEMIAI VEDEKEZES LEHETOSEGEI

A virusbetegségek ellen kémiai Gton elvileg két formdban is

védekezhetiink. Vagy a fert6zés folyamatdt gatol juk, vagy a kdrokozé
anyagokat gy is csoportosithatjuk, hogy azok: a. a virusfertszést
kozvetlen (in vitro) inhibitorai vagy, b. a fert6zést in vivo gatlé
anyagok, c. a virus replikdcidt gdtld indukdlt antiviralis anyagok

vagy d. kemoterdpids szerek.

Ez az 4j felosztds felvetette annak szikségét, hogy egyes, eddig
antivirdlisnak ismert anyagokrdl kideritsiik hatdsuk médjat, és
lehetfség szerint alkalmazzuk azokat a gabonavirusok elleni kémiai

védekezésben.

Az antivirdlis szerek kizétt legismertebbek a triazinok. Fzek egyik
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fontos képviselGje az S-azadihidrouracil (2,4—dioxo—hexahidroxo—l,3,4
triazin, DHT), amely jelentds meértekben, de nem teljesen gatolja a
virusreplikdcidt. Eddig csak kétszik( novényeken alkalmaztsdk. Az un.
"antivirdlis anyagok" mdsik, jelentds csoportjat a guanidin szarmazékok
kepviselik. E vegyiiletcsoportbdl a cianoguanidint alkalmaztuk elészbr
gabonavirusok elleni védekezésben. Kisérleteinket kiegészitettik az
L333 jeld (védett nevd) ugyancsak antivirdlis hatdsardl ismert
anyaggal. Az emlitett vegyiiletek fert6zésfogékonysdgra gyakorolt in
vitro és in vivo gdtlé hatdsat dohdny mozaik virus ellen vizsgdltuk
(inkompatibilis gazda-parazita kapcsolatban), a fogékonysdg
valtozdsait a dohdnyon fejlodott lokalis 16zidk szémdval jellemeztik.
Az antivirdlis - tehdt virus replikdcidt gdtld hatdst - BSMV-vel
fertdzott drpa leveleken mértiik (kompatibilis gazda-parazita

kapcsolatban).

Megdllapitottuk, hogy mindhdrom anyagnak kozvetlen virus-inhibitor
hatdsa van. Hasonldan in vivo fertézésfogékonysdgot cstkkentd hatds is
kimutathatd mindhdrom kezelés esetén. Az L333 és a DHT kezeldsek a
kopenyfehér je felhalmozdddsdt is csokkentették. Mindez ellenére a BSMV
- érba gazda parazita kapcsolatban tapasztalt antivirsdlis hatss inkabb
a kizvetlen inhibitor jellegel és a fert6zésfogékonysdg csﬁkkentésével

magyardzhaté mintsem a replikdcidt gdtls in vivo hatdssal.

A virazolhoz hasonld kémiai szerkezetd tiazofurint (2-3 -
D—ri%furanoziltiazol—A—karboxamid) a humdnpatoldgidbdl ismert

antivirdlis anyag, amit eddig csak egy novényi virus ellen proébsltak
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ki. A tiazofurin BSMV replikdcid gdtldsdt bizonyitottuk &rpa
novényeken. Vizsgdlatainkban a tiazofurin jelentGs -de nem teljes-
virusreplikdcidt gdtld hatdst mutatott. A gdtld hatds mértéke a kezelés
ide)étdl is fiiggott, de a fertdzés utdn alkalmazva is kimutathatd volt
a virusreplikdcidé gdtldsa. A BSMV-H és -Br torzs kozott az antivirél&s‘
hatds mertekében is kiilonbségeket tapasztaltunk. A hatds ugyanakkor

csak idéleges, €s csak a kezelt levelekre terjed ki.

Kisérleteink, annak ellenére, hogy gyakorlati célra haszndlhatd
antivirdlis anyagot nem szolgdltattak, rdmutattak az antivirilisnak
ismert anyagok hatdsdnak mddjéra. Ezek a kisérletek tudomdsunk szerint

az elsd-, a gabonavirusokkal kapcsolatos kémiai védekezési kisérletek.
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Tesztnovény tdbldzatok
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Mechanikai inokuldcidval dtvihetd helikdlis graminea virusok fo

Tesztnbvények

Agropyron repens
Avena sativa
bizanthyna
Bromus arvensis
erectus
inermis
mollis
Echinochloa crus-galli
Dactylis glomerata
Hordeum vulgare
Lolium multiflorum
perenne
Poa pratensis
Panicum miliaceum
Phleum pratense
Sorghum bicolor
capillare
halepense
Secale cereale
Setaria sp.
Triticum aestivum

Zea mays

Wheat streak

mosaaic virus

Maize dwarf

mosaic virus

Agropyron

mosaic virus

(WSMV) (MDMV) (AgMV)
-19,46,51 -20,48,+9 +22,34,36,40
+4,19,46,51 -9 -36 +22,
+47 (4 ?
+20,29, +9 +22
+47 -9 ?
? ? +22
? +20 +22
+47 +9,35,37 +22,34
-21 -9,+20 -36,+22
+20,29,46,51 -9,48 +22
+4,51 +9 +22,34
-4 -9 +22
-20 -2 ?
+46,47,51 +9,37 -22
-20 -9 #L2
+47 +20,21,37,44 +22
+40 +9 ?
-20 torzstsl fiiggs ?
+19,42,47 =3 +34
+46,47 -9,+20,21,37 +22
+4,19,46,47,51 -9,-20,-48 +22,34,36.40
+9,21,37,44 ,48 +22

~20,+19,+47,51



. fogékonysdga tesztndvényeken

Ryegrass mosaic

Dat necrotic

Cocksfoot

virus motle virus streak virus
(RymMv) (ONMV) (CESV)
v -11 +34
+23,50 +11 +34,49
* ? +11 ?
+25 ¥ +34

? ? =34

F -11 +34

Z ? =34

? ? -34

+7,50 -11 +32,34,38,49
-25 ? =34
+25,50 +11 +32,34
+25 -11 +32,34

+25 +11 =34

7 ? =34
-25 -11 +34

? ? ?

? ? ?

T ? ?
-25 -11 =34
7 -11 -6,34
=25 -11 +34
-25 -11 =34




Merev, helikdlis, mechanikai inokuldcidval &tvihetd gramineavirusok

fogékonysdga tesztnovényeken

Természetes és mester-

Barley stripe Poa semilatent Barley yellow

seges gazdandvények mosaic virus virus mosaic virus
(BSMV) (PSLV) (BYMV)

Agropyron repens ? ? ?
intermedium 21 -51 ?
Avenarsativa 51 51 b
fatua 10,51 51 ?
Bromus inermis 51 -51 7
mollis 51 51 ?
tectorum 51 (i 7
Dactylis glomerata 10,51 51 ?
Echinocloa crus-galli 51 ? ?
Festuca pratensis 51 51 ?
rubra (lat.) 51 ? 7
Hordeum vulgare 10,51 51 s
Lolium multiflorum 10,51 51 ?
perenne 10,51 =51 7
Panicum miliaceum 10,51 ? ?
Poa pratensis 51 ? ?
Phleum sp. 51 51 ?
Secale cereaale 51 51 ?
Setaria glauca (lat.) 51 7 ?
viridis 51 ? ?
Sorghum halepense (lat.) 51 s ?
vulgare 51 ? 7
Triticum aestivum 10,(1at.)s1 51 ?
Zea mays 10,51 51 ?




Mechanikai inokuldcidval &tvihetd izometrikus

graminea virusol

Természetes és mester Cocksfoot Cocksfoot Phleum Cyr
séges gazdandveények mottle virus mild mosaic mottle mot
(CfMV) (CEMMV) virus (Cy
(PMV)
Agropyron repens | -8,10,39 ? 8
Avena sativa 8,10,12,28,38,43,45 -14,28+12 -5
Bromus arvensis -12 12,14 s
inermis -8 ? ?
erectus ? 12,28 ?
mollis -12 -12 ?
Dactylis glomerata 10,12,38 6,12,14,27 -5,+6
Echinocloa crus-galli -8 ? 8
Festuca arundinacea +39,-45 ? ?
heterophylla ? -6 ?
pratensis -8,28 14,28 -6
Hordeum vulgare 10 -14,28 Z
murinum 1,8,28,39,45 28 +3,-5
Lolium multiflorum -10,28,45 12,14,28 -11
perenne -10,28,39,45 -6,12,14,28 -6
Panicum miliaceum -8,10 +14 ?
bulbosa ? ? ?
Poa annua -8 14 ?
pratensis -39 14 ?
Phleum pratensis -5,28,39 +6,12,27,-14 1,5,5,6,28
Secale cereaale 8,12,45 14 ?
Setaria glauca -8,45 ? ?
italica -6,8,45 +6,16 ?
viridis +45,-8 . 16 ?
Sorghum halepense -10,39 ? ? 1
vulgare -8,10,39 ? ?
dochna ? ? +8
Triticum aestivum 8,10,12,28,38,39,45 +6,-14,28 5,8
lea mays -8,10,12,39,45 12,14,28 ?




3 virusok fogekonyssga tesztnivényeken

Cynosorus Brome Ryegrass
mottle virus mosaic necrosis
(Cymv) virus virus
(BMV) (RyNV)
- 8 10,30,41 26
+8 10,16,17,24 ,41 26
7 ? 26
-8 17,30,41,10,16, 24 26
? ? ?
? 7 -26
-8 10,16,17 26
-8 16 26
? 16,17 ?
? ? ?
-8 17,41 26
? 2,10,16,17,24,41 26
+8 ? 26
-8 16,17,24,30,41 26
-8 16,17,41, 26
-8 ? 26
? 41 ?
-8 ? ?
? 41 ?
? 24,41 26
8 16,24 26
-8 16 ?
-8 16 (lat.) 26
-8 7 26
? ? (lat.) 26
? 2 26
-8 10 ?
1,8 10,14,16,29 26
-8 2,10,41 26




