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FELHASZNALT ROVIDITESEK

ROVIDITES MAGYAR NYELVU JELENTESE
aa aminosav (amino acid)
ACGT adenin, citozin, guanin, timin
ArMV Arabis mosaic virus
BBWV Broad bean wilt virus
bp bazispar
cDNS komplementer DNS
CMvV Cucumber mosaic virus
CTLV Citrus tatter leaf virus
DNS dezoxiribonukleinsav
dNTP dezoxiribonukleotid
HMV Henbane mosaic potyvirus
HiMV Hippeastrum mosaic virus
HR Hypersensitive response (hiperszenzitiv valasz)
LMoV Lily mottle virus
LMMV Lily mild mosaic virus
LSLV Lily symptomless virus
LVX Lily virus X
LYSV Leek yellow stripe virus
MTBV Enyhe tiineteket okozd Tobacco mosaic virus torzs
NCBI National Center for Biotechnology Information
PCR polimeraz lancreakcid (Polymerase Chain Reaction)
PIAMV Plantago asiatica mosaic virus
RNS ribonukleinsav
RT reverz transzkripciod
SLRV Strawberry latent ringspot virus
SLV Shallot latent virus
STBV Sulyos tiineteket okozo Tobacco mosaic virus torzs
TBV Tulip breaking virus
TEV Tobacco etch potyvirus
TMV Tobacco mosaic virus
TRSV Tobacco ringspot virus
TRV Tobacco rattle virus
ToMV Tomato mosaic virus
ToRSV Tomato ringspot virus
TSWV Tomato spotted wilt virus
uv ultraviola
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BEVEZETES

2013 nyaran dr. Eke Sandor liliomtermeszt6 segitségért fordult a Novénykortani Tanszék
munkatarsaihoz. A Lilium orientale novényeken klordzis, enyhe mozaikos tiinet és gyenge
novekedés volt megfigyelhetd. Ezek a tiinetek utalhatnak tapanyaghianyra (pl. vashiany),
vagy virusos fertdzésre is.

Dr. Eke Sandor Dabas kornyékén, Gyonon évtizedes tapasztalattal termeszt liliomot
vagott viragnak. A csaladi vallalkozas keretein beliil a munka 2 hektaron folyik, korszer
holland tiveghazakban. Szezonban, majus elején akar kilencven fajtat is hajtatnak egyszerre.
A hagymakat talnyomo tobbségben Hollandiabol szerzik be. A talajt fertdtlenitik, a
koérokozok felszaporodasanak elkeriilése érdekében. A friss hagymakat talajlazitoval
elokészitett agyasokba iiltetik, ezutan tézeggel, vagy kokuszdid rostjaval fedik a talajt. A
tdpanyag jelentdés részét szaritott baromfitragyaval poétoljadk és tapoldatot is kap a
késdbbiekben az allomény. A tdpanyagellatds soran, sokéves tapasztalatokon nyugvo, jol
bevalt technolégiat alkalmaznak, igy a hianybetegséget, mint kérokot elvetettiik. A kialakult
tiinetek alapjan igy virusfert6zésre gyanakodtunk.

A vilagon tobb mint 120 vad liliom faj él, jabb lehetdségeket kindlva a nemesitdknek. A
legnagyobb nemesitési munka Hollandidban folyik. A nemesités soran kialakitott 1 fajtanak
tiz év kell ahhoz, hogy bekeriiljon az iliveghdzakba, a termesztésbe. Amit Kivalasztanak
eldszor mikroszaporitassal laboratériumban tovabb szaporitjak és amikor eldszor kikeriil a
talajba, még haromszor eliiltetik és felszedik, hogy 16-18 cm korméretii hagyma legyen
beldle. Harom évig gytijti a hagyma a tartaléktdpanyagot, ennyi id6 kell ahhoz, hogy 4-6
viragh szép ndvényt kapjunk. Ezek alatt az évek alatt a névény szamos virussal fertézddhet,
ami évrol évre gyengitheti a novényt. Mivel a liliomot hagymardl szaporitjuk, igy virusok
okozta fert6z0 leromléds aldozata lehet. Egy fajta 5-10 €v alatt teljesen kikeriilhet emiatt a
termesztésbol. Némely virus mar 6nmagaban is sulyos kéarokat okoz, de a latens korokozok
tinetei is feler6sodhetnek komplex fertdzés esetén. A ndvényhazakban a siird
novényallomanyban, nagyon konnyen terjednek a virusok, a termesztésre szant fajtakat fontos
lenne rendszeresen virusfert6zottségre megvizsgalni, a fertdézott tételeket megsemmisiteni,
hogy elkeriilhessiik a tovabbfertdzodést. Minden liliomtermesztd szdmara fontos lenne a
virusok legalabb nemzetség szintli rendszeres detektalasa, mert a terjedési modok ismeretében

segitséget nyujthat a fert6zo leromlés késleltetésében.
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CELKITUZES

Célul tiiztiik ki, hogy

az irodalmi adatokat felhasznalva, egy Orokitbanyag alapi diagnosztikai
modszert fejlesztiink, amivel detektalhatjuk a liliomot leggyakrabban fert6zo
hat virus nemzetség (Carlavirus, Cucumovirus, Nepovirus, Potyvirus,
Potexvirus, Tobamovirus) korokozoit.

A begytjtott Lilium orientale 'Conca D'or' mintabol a detektalds utan a
korokozok fajszintli azonositasat is elvégezziik.

A kapott szekvenciaadatok alapjan feltérképezziik a rokonsagi kapcsolataikat,
elkészitjiik a filogenetikai torzsfakat.

A begyljtott izolatumok szekvenciait feltoltjik az NCBI adatbazisba.



5 IRODALMI ATTEKINTES

5.1 A keleti liliomon (Lilium orientale) el6fordulé virusok

A keleti liliomon (Lilium orientale) szamos virus eléfordul, ezek kozott jelentdsek a
Lily symptomless virus (LSLV) (Allen, 1972b), a Lily mottle virus (LMoV) (Brierley &
Smith, 1944), a Lily virus X (LVX) (Memelink et al., 1990), a Tulip breaking virus (TBV)
(Asjes et al., 1973), a Cucumber mosaic virus (CMV) (Smith, 1957) és a Plantago asiatica
mosaic virus (PIAMV) (Minskaya et al., 1977). Holland kutatok szerint az LSV és a LMoV a
dominans koérokozo, de gyakran okoz problémat a CMV és LVX is (Derks & Lemmers,
1997).

Kisebb jelent6ségii liliom virusok az Arabis mosaic virus (ArMV) (Asjes & Segers,
1983), a Broad bean wilt virus (BBWV) (Lee et al., 1996), a Citrus tatter leaf virus (CTLV)
(Inouye et al.,1979), a Lily mild mosaic virus (LMMV) (Lee et al., 1996), a Strawberry latent
ringspot virus (SLRV) (Asjes & Segers, 1983), a Tobacco rattle virus (TRV) (Derks, 1975) és
a Tomato ringspot virus (ToORSV) (Lee et al., 1996).

Tovabba eléfordulhat még a liliomon a Tobacco mosaic virus (TMV) (Shew & Lucas,
1991), a Tobacco ringspot virus (TRSV) (Lucas, 1975), a Tobacco etch virus (TEV) (Chen et
al., 2001), a Henbane mosaic virus (HMV) (Alper et al., 1982), a Narcissus mosaic virus
(NMV) (Lee et al., 1996) a Shallot latent virus (SLV) (Bos et al., 1978), a Hippeastrum
mosaic virus (HiIMV) (Jayasinghe & Dijkstra, 1979), a Leek yellow stripe virus (LYSV) (Bos
et al., 1978), a Tomato mosaic virus (ToMV) (Clinton, 1909) és a Tomato spotted wilt virus
(TSWV) (Tehrani et al., 1990) is.

5.2 Fontosabb liliomokat fert6z6 virusok jellemzése
5.2.1 Lily symptomless virus (LSLV)
A Lily symptomless virus-t eldszor Brierley és Smith irta le, 1944-ben az Egyesiilt
Allamokban. Az LSLV Betaflexiviridae csalad, Carlavirus nemzetségébe tartozik.
Partikulumai flexibilis fonal alakuak (1. dbra), hosszuk 640 nm, szélességiik 18 nm. A virus

genomja pozitiv egyszali RNS (Allen, 1972a).



1. abra: LSLV partikulumok (Foto: Civerolo et al., 1968)

A vilag liliom termesztd régidiban széles korben elterjedt. Leggyakrabban mechanikai
uton, szaporitdéanyaggal és levéltetvekkel terjed nem perzisztens modon. Az LSLV vektora
legtobbszor a Myzus persicae és az Aphis gossypi és terjedhet még Cuscuta fajokkal is
(Brierley & Smith, 1944) és (Allen & McWhorter, 1966).

Gazdanovénykore a Liliaceae csaladba tartozod novényekre korlatozodik. Altaldban
szisztemikus tiineteket okoz, de a kialakult szimptomak jelentdsen fiiggenek a novényfajtol és
annak fajtajatol. A virus okozta tlinetek kozt megtalalhato, a levél halvanyzold csikozottsaga
(2. arba), a nekrotikus foltok, valamint barna, megnyult, gylris foltok majd ezek
nekrotizalodhatnak (Asjes, et al., 1973). Az érzékeny fajtak levelein mozaikfoltok jelenek
meg. Ritkan eléfordul, hogy a levélerek elbarnulnak, majd elszdradnak. Boontjes (1978)
vizsgalatai szerint az LSLV-mentes ndvények magasabbak, mint a fert6zott novények,

valamint a viragok jobban szinesednek.

2. abra: LSLV okozta tiinetek liliomon

(Foto:http://www.weedimages.org/browse/detail.cfm?imgnum=5483080)



http://www.weedimages.org/browse/detail.cfm?imgnum=5483080

Tesztnévénye a Lilium longiflorum. A fert6zést koveté 3. héten jelentkeznek a
jellegzetes tiinetek, melyek a leveleken lathato erekkel hatarolt, hosszukas, nekrotikus foltok,
amik idGvel szlirkésbarnava valnak (Brierley & Smith, 1944). A fertézést kdvetden 60-90 nap
elteltével a levelek extrém modon megcsavarodnak ¢és megjelennek a jellegzetes fehér csikok

rajta (3. abra) (McWhorter & Allen, 1967).

3. abra: LSLV fert6zott Lilium longiflorum, (Foto: McWhorter & Allen, 1967)
5.2.2  Lily mottle virus (LMoV) (syn.: Lily streak mottle virus)

Az LMoV a Potyviridae csalad Potyvirus nemzetségébe tartozik. Fonal alakd virionjai
pozitiv, egy szala RNS-t tartalmaznak. (Brierley & Smith, 1944). Leirtak Azsiaban,
Européaban, az USA-ban és Ausztralidban. Tiinetei: levélfoltossag, levélmozaik, klordzis,
sarga csikok a levélen, levéltorzulas, kisebb vordses barnas nekrotikus foltok (4. abra). Egyes
fajtaknal okozhat szintoréses vagy aszimmetrikus viragokat (5. abra). Masfajtaknal el6fordul
barna nekrotikus gytiriisfoltossag.

Enyhébb esetekben akar tiinetmentes is lehet a virus jelenléte mellett a ndvény.
Fertdzott hagymabol fejlodé novények kisebbek, mint az egészségesek. Tiinetek erdsebbek

lehetnek, ha jelen van LSLV is (Asjes et al., 1973).



4. abra: LMoV okozta tiinet Lilium longiflorum *White Heaven’
(Foto: Agoston, 2010)

5. abra: LMoV okozta viragfoltossag tiinet liliomon
(Foto: Agoston, 2010)

5.2.3 Lilyvirus X (LVX)

Az LVX a Tymovirales csalad Potexvirus nemzetségébe tartozik. E16szor Stone irta le
Lilium formosanum-rol, 198-ban, az Egyesiilt Kiralysagban, de mara mar az egész vilagon
elterjedt. Mechanikailag atvihetd. Virionja fonal alaku, kissé tengely irdnyba csavarodott.
Hossza 470nm, atmérdje 13nm. Az LVX pozitiv, egyszala RNS virus. (Stone,1976;
Stone,1980). Az altala okozott tiinetek nagyon enyhék. Ritkan mozaikot okoz, de Lilium
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formosanum-on példaul csak latensen van jelen. Tricyrtis formosana-n Jordan és munkatarsai

(2008) klotrozist és enyhe mozaikot figyeltek meg.
5.2.4 Tulip breaking virus (TBV)

A Tulip breaking virus-t Cayley és Dorothy 1928-ban majd 1929-ben McKay és
munkatarsai azonositottak elséként. Vilagszerte elterjedt a Liliaceae csaladba tartozo
novényeken a liliom mellett, a tulipanon is karosit. A TBV a Potyviridae csalad Potyvirus
nemzetségébe tartozik. A virus partikulumai fondl alaktiak, 740 nm hossziak. Leggyakrabban
mechanikai Uton terjed, illetve levéltetvek nem perzisztens modon is atvihetik. Vektorai a
Myzus persicae, az Aphis gossypii, a Doralis fabae és a Macrosiphum euphorbiae (McKenny,
1931). Terjedésében nagy szerepe van a fertézott hagymaknak, illetve a termesztési folyamat
soran keletkezd sebzéseknek.

Kartétele abban jelentkezik, hogy befolyasolja az antocidn képzdédést az epidermisz
sejtekben, ezéltal a sziromlevelek szine részben megvaltozik (6. abra). Foleg a sotét szirmu
fajtaknal okoz sulyos kart (Dufrenoy, 1931). A fehér és sarga viragi fajtadkon nem okoz

feltiing tiineteket a viragon.

Copyright (c) scutles
hitp:/idavesga
Unauthorized

6. abra: TBV tiinetek liliomon virdgon

(Foto: http://davesgarden.com/community/forums/fp.php?pid=2283908)

A fertdzés erdssége szerint elkiilonithetiink két torzset is. Az egyik a stlyos tiineteket
okoz6 (S-TBV), a masik a gyenge tiineteket okozo (M-TBV) torzs. Az S-TBV torzs galtolja a
sziromlevelek antocian képzését, ezaltal tgynevezet ,teljes torés”, amig az M-TBV csak

csekély mértékli szinelvaltozast okoz. A fert6zott novények nagyrészénél az tgynevezet
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,atlagos torés” esete all fent, ami az S-TBV és a M-TBV egyiittes jelenlétét jelenti. Ilyenkor a
tiinetek is tobbfélék lehetnek (van Slogteren & de Vos, 1966; van Slogteren & Asjes, 1969).
A leveleken okozott tiinetek is igen valtozatosak lehetnek. A fiatal leveleken alig észrevehetd,
mig az iddsebb leveleken feltlind sarga és fehér foltok alakulnak ki (7. abra). Az id6
muléasaval ezek a levelek csavarodnak, visszamaradnak a fejlédésben ¢és ha viragot is hoznak
az altalaban értéktelen lesz. A levélerek sotét szinliek lesznek, el6fordulhatnak benniik fehér

pontok is (Allen. T. C., 1980).

7. abra: Nekrotikus foltok a liliom levelén

(Foto:http://pnwhandbooks.org/plantdisease/node/3499/print)

5.2.5 Cucumber mosaic virus (CMV)

A Cucumber mosaic virus Doolittle valamint Jagger és munkatarsai altal elészor 1916-
ban ko6zolt virus. A Bromoviridae csalad Cucumovirus nemzetségébe tarozik. A virus
genomja harom kiilonbdz6 RNS-b4l all, amik 30 nm atmérdjii izometrikus (ikozaéder) alakt
partikulumokba csomagolodnak (Marrou, et al., 1973). Vilagszerte elterjedt és ismert
kérokozo, de foleg a mérsékelt ovben okoz gondot. A kartétel mértéke is fiigg a ndvény
fogékonysagatodl, illetve a virus torzs fertdzoképességeétol.

Vektorai kozt tobb mint 80 levélteti fajt (33 nemzetségbdl) lehet felsorolni, koztiikk az
Aphis gossypii-t és a Myzus persicae-t is (Kennedy & Eastop, 1962; Edwardson & Christie,
1991). Az atvitel hatékonysagat szamos tényez6 befolyasolja, beleértve a virustorzset, a
homérsékletet, a levéltetli és a névény fajt is (Simons, 1957). A levéltetvek nem perzisztens

modon terjesztik a CMV-t. Vetdmaggal torténd atvitel nem gyakori, de példaul a ,,White
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Acre” borson, Vigna sesquipedalis-on és a Vigna sinensis-en feljegyezték mar (Anderson,
1957). Atvitel torténhet még legaldbb 10 Cuscuta fajjal is.

Rendkiviil polifag korokozd. Gazdandvényei dsszesen, mintegy 1200 novény faj koziil
kertilnek ki, melyek szaznal is tobb csaladba tartoznak (Douine, et al., 1979; Edwardson &
Christie, 1991).

Taiwanon tobb liliom fajrol (L. longiflorum, L. orientale) is azonositottak a CMV-t, de
mar Hollandidbol és Franciaorszagbol (Lilium asiatic) is rendelkezésre allnak ilyen
nukleinsav szekvencia adatok (Chen & Hu, 1999; Chen et al., 2001).

Liliomon nagyon stlyos ndvénytorzulast és mozaikos foltokat okozhat (8. és 9. &bra).

4 3 L

8. abra: CMYV Aaltal okozott levél foltok liliomon
(Foto:http://www.pestid.msu.edu/PlantDiseases/CucumberMosaicViru
s/tabid/96/Default.aspx)

I

9. abra: CMYV liliomon okozott tiinete
(Foto:http://www.pestid.msu.edu/PlantDiseases/CucumberMosaicVirus/tabid/96/Default.aspx)
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A tiinetek erdssége a kiilonb6z6 virustorzsek és liliom fajtdk kozti kapcsolattol fligg
(Choi et al., 1999). A CMV liliomon okozhat levéltorzulast, gyenge ndvekedést, satnyulast,

mozaik és nekrotikus foltokat is. Tiinetei hasonlitanak a gyomirtoszer okozta tiinetekre.
5.2.6 Plantago asiatica mosaic virus (PIAMV)

A Plantago asiatica mosaic virus-t el6szor Oroszorszagban izolaltak, Plantago asiatica-
r6l. Hughes és munkatarsainak (2005) molekularis vizsgalatai szerint a Nandina mosaic
virus egy PIAMYV izolatum. A Tulip virus X nagyon kozeli filogenetikai rokonsagban all ezzel
a virussal (Komatsu et al., 2008). A PIAMV genomja pozitiv, egyszala RNS, a Flexiviridae
csalad Potexvirus nemzetségébe tartozik. Mechanikailag és foképp szaporitdanyaggal terjed.
(Minskaya et al., 1977; Adams et al., 2004).

PIAMV képes megfertézni szamos novényfajt és leggyakrabban nekrozist okoz (10.
abra) (Kostin V. D. & Volkov Y. G., 1976). Japanban izolaltak elész6r PIAMV-t liliomrdl (L.
maximowiczi). A téli, fényszegény id6szakban a liliom levelein nagy Kiterjedésti hosszanti, ér
menti nekrozist valt ki, a novények felkopaszodnak, csdkken a virdgprodukcio, a novények
elhalnak. A tiinetek erds fényintenzitas esetén maszkirozodnak. Az egyes liliomro6l szarmazé
izolatumok nukleotid szekvencidi nagyban hasonlitanak, de patogenitdsban mutatnak eltérést.
Az Lil-es elhalast okoz Nicotiana benthamiana-n, mig a Li6 fert6zi ugyan a névényt, de nem
okoz tiineteket (Ozeki et al., 2006). Hollandidban 2010-ben szamoltak be a virus
megjelenésérél Lilium spp.-r6l. Ebben az évben a fertdzott allomanyokban 80%-0S
virdghozam veszteségrdl szamoltak be (Plant Protection Service of the Netherlands; 2010).
Kutatasok szerint a L. orientale sokkal fogékonyabb a virusra, mint a L. longiflorum (Plant
Protection Service of the Netherlands; 2012). 2012-ben Spanyolorszagbdl szarmazo
liliomhagymak PIAMYV fert6zo6ttségét mutattak ki Angliaban, a kar ott is elérte a 80%-ot (Fera
diagnozis adat, 2012. julius).
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10. abra: PIAMYV tlnet liliomon

(Foto: Pest Report — The Netherlands, 2010. jalius)
(http://www.vwa.nl/onderwerpen/kennis-en-advies-plantgezondheid/dossier/pest-
reporting-eng/pest-reports)

5.2.7 Arabis mosaic virus (ArMV)

Az Arabis mosaic virus-t eldszor Smith és Markham irta le 1944-ben. A virus, a
Secoviridae csaladba és a Nepovirus nemzetségbe tartozik. Az ArMV orokitdanyaga RNS.
Izometrikus partikulumai vannak, melyek 30 nm-es atmérdjiick. Széles gazdandvénykorrel
rendelkezik. Terjesztésért féleg a fonalférgek felelések, elsésorban a Xiphinema
diversicaudatum (Jha & Posnette, 1961.), a Xiphinema diversica (Jha & Posnette, 1959,
Harrison & Cadman, 1959) és a Xiphinema coxi (Fritzsche & Schmidt, 1963). Az ArMV
természetes elterjedése Eurdpara korlatozodik.

A virus gazdag gazdandvénykore miatt, az okozott tiinetek is igen valtozatosak.
Malnan sargulést és torpendvekedést okoz. Szamodcan €s a rebarbaran mozaikos sarga foltokat
képez. Uborkan és salatan klorotikus elhalassal jelentkezik. Zellernél és bokold aranyfanal
(Forsythia intermedia) satnyulast, majd elhalast okoz. Gazdandvényei kozt megtalalhaté még
a cukorrépa, komlo, torma, narcisz, rozsa, bodza, orgona, fehér here és a sz6l6 (Murant,
1970). A liliomféléken a jellemzd tiinet a mozaik foltossag, nekrotikus foltossdg a levélen,

valamint a gytiriis foltossag a hagyma buroklevelén (Asjes & Segers, 1983).
5.2.8 Tobacco mosaic virus (TMV)

A Tobacco mosaic virus okota tiinetekre €és a betegség atvihetéségére az elsé
emlitésére 1886-ban keriilt sor (Mayer, 1886). 1898-ban Beijerinck vizsgalta a korokozot. A
TMV a Tobamovirus nemzetségbe és a Virgaviridae csaladba tartozik. Partikulumai palcika

alakuak és pozitiv egyszalu RNS-t tartalmaznak (Harrison & Wilson, 1999) és (Scholthof &
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Zaitlin,1999). A TMYV partikulumok egyenesek, merevek és palcika alaktiak. Hosszuk kb.
300 nm, atmérdjiik maximum 9 nm. Koriilbelil 2140 kdpenyfehérje alegység és az RNS
alkotja a virus partikulumot (Caspar, 1964).

Az egyik legfontosabb dohanykarosité. Ahol dohanytermesztés folyik, ott szdmolni
kell a megjelenésével (Gooding, 1991). Gazdanovénykore (kozel 200 faj, 30 csaladbol) és az
okozott tiinetek is igen valtozatosak. Nem mindig lehet elkiiloniteni tiineteit mas Tobamovirus
torzsekt6l. A dohanyon mutatja a ,klasszikus” mozaikos tiineteket leginkabb, de nekrotikus
foltok is jellemezhetik (Shew & Lucas, 1991).

A virus atvitele féleg mechanikai uton torténik. Nincs igazi vektora, de egyes
ragészajszerti rovarok feleléssé tehetdk a terjesztésért (Lojek & Orlob, 1969; Harris &
Bradley, 1973). Talajban a fert6zott novényi maradvanyok segitségével torténhet meg az
egészséges novények fertdzddése. A virus kifejezetten ellenalld hosszl ideig fent tud maradni
példaul az emberi ruhazaton vagy az iiveghazi szerkezeteken is (Broadbent & Fletcher, 1963).
Fert6zoképességét akar 50 évig is megorzi (Silber & Burk, 1965). Magas a hostabilitasa is,
hiszen 90°C-on 10 percig tartva is tud még a kezelést kdvetden fertézni (Hariharasubramanian
et al., 1970). Nem vihetd at vetdmaggal (belsé magéatvitel) vagy pollennel, azonban a virus
gyakran jelen van a mag felszinén és csirazaskor akar a fiatal novényt meg is fertdzheti
(Broadbent, 1965). A Cuscuta fajok is terjeszthetik a virust (Hosford, 1967).

5.2.9  Tobacco ringspot virus (TRSV)

A Fromme ¢és munkatarsai altal el6szor 1927-ben leirt Tobacco ringspot virus a
Secoviridae csalad a Nepovirus nemzetségébe tartozik. A virus partikulumai izometrikusak,
28 nm az atmérdjiik €s RNS-t tartalmaznak. Konnyen terjed, vektorai kozt megtalalhatok:
fonalférgek (Xiphinema americanum) (Bergeson,1964), tripszek (Thrips tabaci) (Messieha,
1969), takacsatkak (Thomas, 1969), szocskék (Dunleavy, 1957), dohanybolhak (Epitrix
hirtipennis) (Schuster, 1963) és levéltetvek is (Rani et al., 1969). Gazdanovénykore igen
sz¢les, fas €és lagyszaraak is beletartoznak. Tobb mint 17 ndvénycsalad fajait fertézheti meg.
Vetémaggal vagy gumoval torténd atvitelt 12 novényfajnal irtak le. A szojanal (Glycine max)
akar 100%, mig a sargadinnyénél (Cucumis melo) alig 3% a gyakorisaga (Mandahar, 1981).
Gytirtisfoltossdgot okoz dohanyon, uborkan, liliomon (11. és 12. &bra), hortenzian, iriszen,
muskatlin, valamint nekrotikus foltossdgot afonyan. Sz6jan a bec6t is karositja, ami jelentds
termésveszteséget okozhat. Barna csikok alakulnak ki a levélen, szaron. A névény torékenyé

valik és visszamarad a fejlédésben (Sinclair & Shurtleff, 1975). A TRSV széles korben
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elterjedt, legnagyobb kart dohdnyon okoz, ahol a gylirtisfoltossdg mellett lombozatvesztést,
torpeséget valt ki és rontja a mindséget (Lucas, 1975).
Mivel konnyen terjed, ezért a vildg Osszes olyan helyén megtalalhatd, ahol jelentds

dohany- és disznovénytermesztés folyik és jelen van a Xiphinema americanum is.

11. dbra: Gylriisfoltossag liliomon

(Foto: http://www.missouribotanicalgarden.org/gardens-gardening/your-garden/help-
for-the-home-gardener/advice-tips-resources/pests-and-problems/diseases/viruses.aspx)

12. abra: Gytrisfoltossag liliomon

(Foto: http://www.missouribotanicalgarden.org/gardens-gardening/your-garden/help-
for-the-home-gardener/advice-tips-resources/pests-and-problems/diseases/viruses.aspx)
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5.2.10 Tobacco rattle virus (TRV)

A TRV tiineteirdl eldszor Behrens szamolt be 1899-ben. Quanjer azonositotta a virust
1943-ban. A Virgaviridae csalad Tobravirus nemzetségébe tartozik. A virus partikulumai
palcika alaktiak. A genomja egy nagyobb (180-210 nm) és egy kisebb (50-110 nm) pozitiv
egyszalu RNS-bal all (Visser et al., 1999).

Tiinetei rendkiviil valtozatosak. Burgonyadn gumoszovetben okoz példaul tgy nevezet
»parafas” gytriisfoltokat. Emellett hajtassatnyuldst, torzulast okozhat, valamint a leveleken
megjelennek a mozaikos foltok (Harrison & Robinson, 1981). A TRV-t el6szor 1975-ben,
Hollandiaban irtak le liliomro6l. Derks Lilium hollandicum ’Preludium’-rél jegyezte fel. A
fert6zott novényeken az erek klorotikusak lesznek, valamint kicsi nekrotikus foltok alakulnak
ki a levélen (13. és 14. abra). El6fordul, hogy a levét torzul, csavarodik (Derks, 1975).

13. abra: TRV tiinet Lilium orientale ‘Angelique’-n

(Foto: http://www.insectimages.org/browse/detail.cfm?imgnum=5460035)

14. abra: TRV tiinet liliomon ‘Angelique’ (Lilium orientale)
(Foto: http://www.forestryimages.org/browse/detail.cfm?imgnum=5460034)
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A kardviragon fogazott levél (Cremer & Schenk, 1967), jacinton nekrotikus foltossag
(Van Slogteren, 1958), 0szirozsan gylrisfolt (Anderson, 1954), sargafoltossag a cukorrépan
¢€s a spendton a jellemzo tiinet (Gibbs & Harrison, 1964; Bailiss & Okonkwo, 1979). A mar
emlitett fajok mellett fertdzheti a liliomféléket, a salatat, a hortenziat, a narciszt, a tulipant és
szamos disz- ¢s gyomnovényt. Gazdandvénykore tobb mint 400 egy- és kétszikii novényre
kiterjed 50 csaladbol (Horvath, 1978). Elterjedése kiterjed Eurépara, Eszak-Amerikara,
Japanra és Uj-Zélandra is.

Legalabb 12 kiilonb6z6 fonalféreg faj terjesztheti, a Paratrichodorus (15. abra) és
Trichodorus nemzetségb6l. A TRV gyakran fordul elé Eurdpaban, Eszak-Amerikaban és
Japanban is (Taylor & Brown, 1997). A Paratrichodorus allius 1 6ra felvételi szivas utan akar
tobb honapig is fertézoképes maradhat. A Kifejlett és a fiatal egyedek is fertézhetnek, de
vedléskor elvesztik a fertéz6képességiiket. A virus partikulumjai a fonalféreg nyelécsovének

falan tapadnak meg, igy kertilnek a nyalba (Ayala & Allen, 1968; Taylor & Robertson, 1970).

15. abra: Kifejlett Paratrichodorus pachydermus néstény

(Foto: http://www.dpvweb.net/intro/)

5.2.11 Tomato spotted wilt virus (TSWV)

A TSWV a Bunyaviridae csalad Tospovirus nemzetségébe tartozik. El6szor
Brittlebank irta le 1919-ben. Partikuluma izometrikus, atmérdje 85nm. Atvitelért foleg a
tripsz fajok felelések. Mint lehetséges virusvektor a Thrips tabaci, Thrips setosus, Thrips
parmi, Frankliniella schultzei, Frankliniella occidentalis, Frankliniella fusca és a Scirtothrips
dorsalis is, amelyek perzisztens modon terjesztik a virust (Mound, 1996) (Webb et al., 1998).
A virus mechanikailag is atvihetd (Singh & Krishanareddy, 1996).

Igen polifag virus. Kozel 900 névényfaj 80 csaladbol szerepel a karositott ndvények
kozott. Vilagszerte elterjedt (Goldbach & Peters 1994). Okozott tiinetei a klorotikus és

nekrotikus lokalis 1éziok, hervadas, mozaik foltossag, rendellenes fejlédés, erek sargulasa,
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gyurtisfoltossag, eseteként a virag szintorése. Liliomféléken is klorotikus gytiriis foltokat

okoz, melyek gyakran hosszanti iranyban megnytlnak (16. abra) (Yamamota & Ohata, 1977).

16. abra: TSWYV tiinetek ’Blackberry’ liliomon (Belamcanda chinensis)

(Foto: http://www.invasive.org/browse/detail.cfm?imgnum=5460043)

5.2.11.1 TSWY eléfordulasa kiilonb6z6 liliomokon

o Alstroemeria sp. Peruvian lily (Tehrani et al., 1990)

¢ Belamcanda chinensis (Yamamota & Ohata, 1977)

e Hippeastrum sp. (Smith, 1937)

o Lilium lancifolium Thunb. Tiger lily (Best, 1968)

e Lilium longiflorum Thunb. Easter lily (Tehrani et al., 1990)

5.3 A liliomokat fert6zo virusok rendszertani besorolasa

e Betaflexiviridae csalad
- Carlavirus nemzetség
Lily symptomless virus (LSLV)
Shallot latent virus (SLV)
e Bunyaviridae csalad
- Tospovirus nemzetség
Tomato spotted wilt virus (TSWV)
e Bromoviridae csalad
- Cucumovirus nemzetség
Cucumber mosaic virus (CMV)
e Secoviridae csalad

- Fabavirus nemzetség
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Broad bean wilt virus (BBWV)
- Nepovirus nemzetség
Arabis mosaic virus (ArMV)
Tomato ringspot virus (ToRSV)
Tobacco ringspot virus (TRSV)
Strawberry latent ringspot virus (SLRV)
e Potyviridae csalad
- Potyvirus nemzetség
Lily mottle virus (LMoV)
Lily mild mosaic virus (LMMV)
Tulip breaking virus (TBV)
Hippeastrum mosaic virus (HIMV)
Leek yellow stripe virus (LYSV)
Tobacco etch virus (TEV)
Henbane mosaic (HMV)
e Alphaflexiviridae csalad
- Potexvirus nemzetség
Lily virus X (LVX)
Plantago asiatica mosaic virus (PIAMV)
Narcissus mosaic virus (NMV)
e Virgaviridae csalad
- Tobamovirus nemzetség
Tobacco mosaic virus (TMV)
Tomato mosaic virus (ToOMV)
- Tobravirus nemzetség
Tobacco rattle virus (TRV)
e (Csaladba nem sorolhato:
Capillovirus nemzetség
Citrus tatter leaf virus (CTLV)
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6 ANYAG ES MODSZER

6.1 Vizsgalatok helye

A vizsgalatokat a Budapesti Corvinus Egyetem Kertészettudomanyi Kar,
Novénykortani Tanszékének laboratoriumaban végeztiik
6.2 Vizsgalatok anyaga

A tiinetes Lilium orientale ‘Conca D'or’ névények a dabasi liliomhajtatd {izembdl
szarmaznak (17. abra). A hagymakat Hollandiabol importaltdk vagott virag eldallitasa

céljabol.

1488

17. abra: A tiinetes Lilium orientale 'Conca D'or' (Foto: Pajtli Eva)

6.3 Baktérium torzsek

A klénozashoz az Escherichia coli DH5a és IM109-es torzsét hasznaltuk.
6.4 Primerek

A felhasznalt oligonukleotidok szintézisét az IDT (Bio-Science Kft.) végezte.
6.5 Plazmidok

A PCR fragmenteket pGEM-T Easy (Promega) plazmid vektorba ligaltuk, melyet a
Bio-Science Kft. szallitott.

6.6 Vegyszerek, enzimek, kitek

A Kkisérletek soran felhasznalt oldatokhoz és taptalajokhoz kiilonb6z6, kereskedelmi

forgalomban kaphaté vegyszereket hasznaltunk (Duchefa, Merck, Sigma-Aldrich, Reanal,
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VWR). A reverz transzkriptazt, a DNS-polimerazt, a dezoxiribonukleotidokat (dANTP) a
Biocenter (Fermentas), a GelRed fluoreszcens festéket (Biotium) az Izinta szallitotta. Az RNS
izolalashoz a Spectrum™ Plant Total RNA Kit-et a Sigma-Aldrich-t6l, a PCR-fragmentek
tisztitashoz, a High Pure Purification Kit-et a Roche-tol, a szevenalasra kiildott plazmidok

tisztitasara, a Quantum Prep Plasmid Miniprep Kit-et a Bio-Rad-tdl szereztiik be.
6.7 Nukleinsav szekvencia meghatiarozas

A tisztitott klonokat, Szegeden a BAY-GEN Novénygenomikai, Humdan

Biotechnolégiai és Bioenergiai Intézetben szekvenaltattuk.
6.8 A szekvencia analizishez felhasznalt programok

A szekvencidk paronkénti Osszehasonlitdisdhoz az EMBOSS Needle, Pairwise
Sequence Alignmentet hasznaltuk. A szekvencidk Osszeillesztéséhez és elemzéséhez a CLC
DNA Workbench 6.6 (CLC Bio, Cambridge, MA; Knudsen és mtsai.) és a MEGA 5.1
(Tamura és mtsai., 2011) software csomagokat hasznaltuk. A Maximum likelihood, UPGMA
(Unweighted Pair Group Method) analiziseket hasznaltuk a filogenetikai torzsfak
készitésekor. A szekvencidk paronkénti 0sszehasonlitasahoz a ClustalW2 Multiple Sequence

Alignment-et hasznaltuk (Larkin et al., 2007).
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6.9 Vizsgalatok modszere

6.9.1 Ossznukleinsav kivonas levélszovetbol

Eldorzsolés elétt a leveleket izoamilalkoholos kloroformba (izamilalkohol:kloroform,
1:24) aztattuk, hogy eltavolitsuk a levelek feliiletérdl a viaszt. Az dsszribonukleinsav kivonast
Spectrum™ Plant Total RNA Kit-tel végeztiik, 100 mg levél szdvetbdl a gyartd utasitasa

szerint.
6.9.2 Reverz transzkripcié és polimeraz lancreakcio (RT-PCR)
6.9.2.1 ¢cDNS szintézis

Az Ossznukleinsav kivonatbol, az antiszenz primerek felhasznalasaval reverz
transzkripciot (RT) végeztiink.
A 10 ul végtérfogata reakcioelegy:
Ossznukleinsav 4 ul

100 pM antiszenz primer 1 ul

5X RT puffer (250 mM Tris-HCI (pH 8.3 25°C-on), 375 mM KCI, 2 ul
15 mM MgCI2, 50 mM DTT)

5 mM-0s dNTP Mix 1 ul
RevertAid™ Premium Reverse Transcriptase (200 u/pl) 0,5 ul
RiboLock™ RNase Inhibitor (40 u/ul) 0,25 pul
desztillalt viz 1,25 pul

Az 6ssznukleinsavat az antiszenz primerek jelenlétében 65 °C-on 5 percig inkubaltuk,
majd az elegyeket 5 percen keresztiil jégen hiitottiik. Ezt kovetden adtuk hozza a reakcidelegy
tobbi komponensét, ezutan 60 percen at tarto reverz transzkripcié kovetkezett 42 °C-on, majd
85 °C-on 5 perc alatt inaktivaltuk az enzimet. A cDNS-eket azonnal felhasznaltuk, vagy -20

°C-on taroltuk.
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6.9.2.2 Polimeraz lancreakcio

A cDNS szintézist kdvetden a PCR-t optimalizaltuk pozitiv kontrollok jelenlétében, az
1.-6. tablazatban szereplé antiszenz ¢és szenz primerek segitségével. A PCR-t Applied
Biosystems GeneAmp PCR System 9700 késziilékben végeztiik.
A PCR-analizis 50 pl végtérfogatu reakcidelegye:

cDNS 3ul

10x Taq puffert (750 mM Tris-HCI pH: 8,8; 5ul
200 mM (NH4)SOy4; 0,1 % Tween 20)

25 mM-os MgCl,-ot 3ul

5 mM-o0s dNTP Mix, 2 ul
20 pM szenz primer 1 ul
20 pM antiszenz és 1 pul
Taq DNS polimeraz (5 u/ul) 0,5 ul
desztillalt viz 34,5 pl

6.9.2.3 Potyvirus specifikus PCR

- . . . . Termék
Primer neve Primer szekvencidja Publikalta
hossza
Poty7941
( ) 5’-GGAATTCCCGCGGNAAYAAYAGYGGNCARCC-3° Salamon és
szenz
Palkovics, ~1200 bp
PolyT2
. 5’-CGGGGATCCTCGAGAAGCTTTTTTTTTTTTTTTTT-3 2005
(antiszenz)

1. tablazat: Potyvirus specifikus PCR primerei

PCR paraméterei

1. 94 °C 5 perc (el6denaturalas),
2. 94 °C 15 masodperc (denaturalas),
3. 50 °C 30 masodperc (primer kotodés),
4. 72 °C 2 perc (lanchosszabbitas),
5. 72 °C 7 perc (lanchosszabbitas).
A 2., 3. és a4. 1épés 40 cikluson keresztiil ismétlodik
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6.9.2.4 Potexvirus specifikus PCR

. ' . ‘ Termék
Primer neve Primer szekvenciaja Publikalta
hossza
Potex 1 (szenz) 5’-CAYCARCARGCXAARGAYSA-3’ Gibbs et al., 1998
Potex 3 RC Van der Vlugt et al., ~400 bp
) 5’-GTATBKNGCCATNGTKCC-3’
(antiszenz)
2. tablazat: Potexvirus specifikus PCR primerei
PCR paraméterei
1. 94 °C 5 perc (elédenaturalas),
2. 94 °C 15 masodperc (denaturalas),
3. 43°C 30 masodperc (primer kotodés),
4. 72 °C 0,5 perc (lanchosszabbitas),
5. 72 °C 7 perc (lanchosszabbitas).
A 2., 3. és a4. 1épés 40 cikluson keresztiil ismétlodik
6.9.2.5 Carlavirus specifikus PCR
Primer _ o _ Termék
Primer szekvencidja Publikalta
neve hossza
CarlaCP Gaspar et al.,
5’-GGB YTN GGB GTN CCN CAN GA-3’
(szenz) 2008
~960 bp
PolyT2 Salamon és
_ 5’-CGGGGATCCTCGAGAAGCTTTTTTTTTTTTTTTTT-3 _
(antiszenz) Palkovics, 2005
3. tablazat: Carlavirus specifikus PCR primerei

PCR paraméterei

1. 94 °C 5 perc (elédenaturalas),

94 °C 15 masodperc (denaturalés),

50 °C 30 masodperc (primer kotodés),

72 °C 7 perc (lanchosszabbités).

2
3
4. 72 °C 1 perc (lanchosszabbités),
5
A

2., 3. és a4. 1épés 40 cikluson keresztiil ismétlodik
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6.9.2.6 Tobamovirus specifikus PCR

Primer _ o Publikal Termék
Primer szekvencidja
neve ta hossza

UniTobamo5
5’-GWC GCS GAK TCK GAT TCG TWT TAA ATA TG-3’
(szenz) Kalman et
~700 bp

UniTobamo3 al., 2001
5°-TGG GCC SCT ACC SGS GG-3°

(antiszenz)

4. tablazat: Tobamovirus specifikus PCR

PCR paraméterei

1. 94 °C 5 perc (elédenaturalas),

2. 94 °C 15 masodperc (denaturalas),

3. 60 °C 30 masodperc (primer kotodés),
4. 72 °C 1 perc (lanchosszabbitas),

5. 72 °C 7 perc (lanchosszabbités).

A 2., 3. és a4. 1épés 40 cikluson keresztiil ismétlodik

6.9.2.7 Nepovirus A-tipus specifikus PCR

- . . . . Temlék
Primer neve Primer szekvencidja Publikalta
hossza

NepoA for 5’-GGHDTBCAKTMYSARRARTGG-3’
Digiaro et al., 2006 ~255 bp

NepoA for 5’-GGHDTBCAKTMYSARRARTGG-3’

5. tablazat: Nepovirus A-tipus specifikus PCR

PCR paraméterei

1. 94 °C 5 perc (elédenaturalas),

2. 94 °C 15 masodperc (denaturalas),

3. 50 °C 30 masodperc (primer kotodés),
4. 72 °C 0,5 perc (lanchosszabbitas),

5. 72 °C 7 perc (lanchosszabbitas).

A

2., 3. és a4. 1épés 40 cikluson keresztiil ismétlodik
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6.9.2.8 Cucumovirus specifikus PCR

Primer Primer szekvencidja Publikalta | Termék
neve hossza
CMV-1
(szenz) 5’-CCCCGGATCCACATCAYAGTTTTRAGRTTCAATTC-3" | Chenetal, ~1100 bp
CMV-5 2001
(antiszenz) 5’-CCCCGGATCCTGGTCTCCTT-3’

6. tablazat: Cucumovirus specifikus PCR

PCR paraméterei

1. 94 °C 5 perc (elédenaturalas),

2. 94 °C 15 masodperc (denaturalas),

3. 52°C 30 masodperc (primer kdtddés),
4. 72 °C 1 perc (lanchosszabbitas),

5. 72 °C 7 perc (lanchosszabbités).

A 2., 3. és a4. 1épés 40 cikluson keresztiil ismétlodik

6.9.3 Gélelektroforézis
A PCR-termékeket GelRed nukleinsav festéket tartalmazo 1%-0s TBE-agar6z gélben,
IXTBE elektroforézis-puffer (89 mM Tris-HCl; 89 mM borsav; 2,5 mM EDTA pH: 8,3)
jelenlétében valasztottuk el és ates6 UV fényben tettiik lathatova (UVP, BioDoc-ItTM
System).

6.9.4 Gélbol izolalas és PCR-termék tisztitas
A gélelektroforézissel szétvalasztott termékekbdl a kivant hosszsagu fragmenteket
steril szikével vagtuk ki, hogy a degeneralt primerek miatt képz6dott aspecifikus termékeket
eltavolitsuk. Az izolalt PCR-termékeket a High Pure Purification Kittel tisztitottuk a gyarto

utasitasainak megfelelden.

6.9.5 A PCR-termékek klonozasa

A tisztitott PCR-termékeket ampicillin rezisztencia gént tartalmazé pGEM-T Easy Vector-
ba ligaltuk. Az elegyeket egy éjszakan at, 4 °C-on inkubaltuk.
A 10 p 1 végtérfogati reakcioelegy:

3 w1 tisztitott PCR-termék
1 u1 pGEM-T Easy Vektor (25 ng/ul)
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5 u12x ligaz puffert (60 mM Tris-HCI (pH: 7,8); 20 mM MgCI2) 20 mM DTT; 2 mM
ATP; 10% PEG)
1 nl12,5uT4DNS ligaz (2,5 u/ pl)

A ligalast kovetéen a rekombinans plazmidokat E. coli JM 109-es kompetens sejtekbe
transzformaltuk. A kompetens sejtek eldallitasat és a hésokkos transzformalast Sambrook és
munkatarsai (1989) altal kidolgozott modszer szerint végeztik. A 10 ul ligdtumot 50 pl
kompetens baktérium-szuszpenzidval elegyitettiik, majd 15 percen keresztiil jégen tartottuk.
Ezutan 1 percen keresztiil 42 °C-os szaraz blokkos termosztatban inkubaltuk, majd 2 percig
jégre helyeztiik, utana 300 pl antibiotikum-mentes, folyékony LB taptalaj (10 g/l tripton; 5 g/l
¢lesztOkivonat; 10 g/l NaCl; pH:7.2) hozzdadasat kovetéen 1 6ran keresztiil razattuk, 37 °C-
on, 200 rpm fordulatszammal. Ezt kovetéen 100 pl-nyi szuszpenziét ampicillin tartalma
szilard LB/IPTG+X-Gal taptalajon szélesztettiink (10 g/l tripton, 5 g/l élesztékivonat; 10 g/l
NaCl; 10 g/l agar; 50 pg/ml ampicillin; szélesztés el6tt a lemez felszinén 10 pl (100 mM/ml)
IPTG-t és 40 pul (20 mg/ml) X-Gal-t oszlattunk szét). A kész lemezeket egy éjszakan
keresztiil, 37 °C-on inkubaltuk. A taptalajon csak azok a baktérium sejtek tudtak
felszaporodni, melyek ampicillin rezisztencia gént hordoztak. A ligdlas sikerességét kék-fehér
szelekcioval ellendriztiik. Ezek utan steril fogpiszkalo segitségével, minden lemezrdl 24 fehér
szinii telepet oltottunk le. A fogpiszkaloval egy koloniat leemeltiink, amit egy masterplate-hez

érintettiink, egy éjszakan keresztiil, 37 °C-on inkubaltuk.

6.9.6 A plazmid tisztitasa és az inzert ellenérzése

A sikeres ligalas ellendrzéséhez kolonia PCR-t végeztiink. Minden PCR paraméter
megegyezett a kiindulasi értékekkel, csupan a ¢cDNS helyett vizzel egészitettiik ki, hogy a
végtérfogat 50 ul legyen. A masterplate-rél steril fogpiszkaloval a megfeleld6 PCR elegybe
helyeztink a rekombindns plazmidokat hordozé baktériumokbdl. Az eredményt

gélelektroforézissel értékeltiik.

6.9.7 Klonok tisztitasa
A megfeleld hosszusagl fragmenteket hordozo6 kldénok koziil kivalasztottunk 3-3-at. A
szekvenalasra kivalasztott klonokat a masterplate-r6l, 2 ml 50 p 1/ml ampicillin tartalma,
folyékony LB taptalajt tartalmazo iivegesobe tettiikk. A lezart ivegcsovet egy €jszakan at, 37
°C-on razattuk, 200 rpm-mel. Szekvencia meghatarozashoz a plazmidot Quantum Prep
Plasmid Miniprep Kittel a gyartd utasitdsainak megfelelden izolaltuk. A tisztitott klonokat

szekvencia meghatarozasra kiildtiik el.
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7 EREDMENYEK

Az alkalmazott molekularis vizsgalatok soran a Carlavirus, Potyvirus és a Potexvirus
nemzetségekre végzett vizsgalatoknal a megfelel6 méreti PCR termékeket kaptuk meg. A
Cucumovirus, Tobamovirus, Nepovirus vizsgalatok soran csak a pozitiv kontroll esetében
kaptuk meg a vart hosszusagu terméket. A mintankat igy e virus nemzetségektél mentesnek

tekintjik.
7.1 Carlavirus specifikus PCR eredménye

A reakci6é sordn sikeresen felszaporitottuk a vart ~960 bp hosszi szakaszt, igy
feltételezhetéen a vizsgalt liliomot egy Carlavirus nemzetsége tartozo virus is fertézte. A
Carlavirus-ok esetében a szekvencia meghatdrozas még nem késziilt el. Sajnos igy nem

tudtuk elvégezni a fajszintli azonositast.
7.2 Potyvirus specifikus PCR eredménye

A Potyvirus nemzetségre specifikus reakcid soran sikeresen felszaporitottuk a vart
~1200 bp hossza szakaszt. A szerkvencia elemzés alapjan kijelenthetd, hogy a begyjtott
liliom Lily mottle virus-sal fert6zott. Elvégeztiik az Osszehasonlitdst az NCBI-ban talalhatd

izolatumokkal (7. tablazat).

Virus neve NCBI azonosito Szarmazasi hely Publikalta
Lily mottle virus AF531458 Kina Chen et al., 2002
Lily mottle virus AB570195 Japan Sato et al., 2006
Lily mottle virus FJ618539 Uj-Zéland Shiller et al., 2009
Lily mottle virus AJ564636 Kina Zheng et al., 2003
Lily mottle virus AJ564637 Kina Zheng et al., 2003
Lily mottle virus HM222521 Kina Lietal., 2010
Lily mottle virus AMO048875 Kina Li et al., 2005
Lily mottle virus AB054886 Japan Yamaji et al., 2001
Tulip breaking virus S44147 Hollandia Langeveld et al., 1991

7. tablazat Az LMoV szekvenciaanaliziséhez felhasznalt izolatumok

A mi izolatumunk (Dabas LMoV) a vizsgdlt szakaszon egy kinai izoldtummal
(AF531458) mutatja a legnagyobb hasonlosagot nukleotid szinten (99,89 %). A legnagyobb
szekvencia kiilonbséget a két japan izolatummal (AB570195, AB054886) mutat, ahol 90 %

koriili az azonossag (8. tablazat).

30



1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
: AJ564636 100.00 98.26 99.13 99.24 99.13 98.91 97.50 90.66 89.47 90.34
: AJ564637 98.26 100.00 98.70 98.81 98.70 98.48 97.07 90.12 89.14 89.79
: AB570195 99.13 98.70 100.00 99.89 99.78 99.57 98.15 91.10 89.90 90.77
: AF531458 99.24 98.81 99.89 100.00 99.89 99.67 98.26 91.21 90.01 90.88
: Dabas LMoV 99.13 98.70 99.78 BEN8§ 100.00 99.57 98.15 91.31 90.12 90.99
: FJ618539 98.91 98.48 99.57 99.67 99.57 100.00 97.94 91.10 90.12 90.77
: S44147 97.50 97.07 98.15 98.26 98.15 97.94 100.00 91.31 89.90 90.55
tHM222521  90.66 90.12 91.10 91.21 91.31 91.10 91.31 100.00 97.19 97.84
- AB054886  89.47 89.14 89.90 90.01 90.12 90.12 89.90 97.19 100.00 96.75
10: AM048875 90.34 89.79 90.77 90.88 90.99 90.77 90.55 97.84 96.75 100.00

© 00 N o o B~ W N

8. tablazat A LMoV izlatumok paronkénti dsszehasonlitasa ClustalW2 Multiple Sequence
Alignment-tel

A filogenetikai torzsfan az izolatumok két jol elkiiloniilé agon helyezkednek el. Az
egyik agon a HM222521, AMO048875, AB054886 izolatumok egy kiilonallé csoportot
alkotnak. A masik csoportban a Tulip breaking virus-ként azonositott izolatum is kozeli
rokonsagot mutat az LMoV izolatumokkal. A magyar izolatum legkozelebbi filogenetikai

rokonsagot a kinai (AF531458) és a japan (AB570195) izolatumokkal mutat (18. abra).

73r®* AF531458
69 AB570195
86 Dabas LMoV
57, FJ618539

&, AJ564636
100, L+ AJ564637

S44147
50 HM222521
1oof—+ AMO048875
L AB054886

0,020

18. abra Az LMoV izlatumok filogenetikai torzsfaja (UPGMA)

7.3 Potexvirus specifikus PCR eredménye

A Potexvirus nemzetségre specifikus vizsgalat szerkvencia elemzése alapjan
kijelenthetd, hogy a begyjtott liliom Plantago asiatica mosaic virus-sal is fertézott. A
szekvencia analizis soran kideriilt, hogy a mintdban két kiilonbozé PIAMV izolatum
(PIAMV1, PIAMV2) is jelen van. A két magyar izolatum a vizsgalt régioban 99,50%-0S
azonossagot mutatott. Elvégeztiik az Osszehasonlitast az NCBI-ban talalhato izoldtumokkal
(9. tablazat).
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Virus neve NCBI azonosité Szarmazasi hely
Plantago asiatica mosaic virus 721647 Oroszorszag
Plantago asiatica mosaic virus AB360790 Japan
Plantago asiatica mosaic virus AB360791 Japan
Plantago asiatica mosaic virus AB360792 Japan
Plantago asiatica mosaic virus AB360794 Japan
Plantago asiatica mosaic virus AB360795 Japan
Plantago asiatica mosaic virus AB360793 Japan
Plantago asiatica mosaic virus AB360796 Japan
Plantago asiatica mosaic virus KF471012 Hollandia

Nandina mosaic virus AY800279 Egyesiilt Allamok

Publikalta
Solovyev et al., 1994
Komatsu et al., 2008
Komatsu et al., 2008
Komatsu et al., 2008
Komatsu et al., 2008
Komatsu et al., 2008
Komatsu et al., 2008
Komatsu et al., 2009

Nem publikalt
Hughes et al., 2005

9. tablazat A PIAMYV szekvenciaanaliziséhez felhasznalt izolatumok

Az NCBI-ban talalhato PIAMYV izolatumok koziil 98,01%-0s azonossdgot mutatnak a

Hollandiaban Lilium sp.-rél izolalt izolatummal (KF471012). A magyar PIAMYV izolatumok a

Japanban L. maximowiczii-rél izolalt 6 izolatummal 83 %-ban egyezik, mig a Primula

sieboldii-rol (AB360796) szarmazoval 83,83 %-ban. Az orosz és amerikai Nandina domestica-

1ol leirt izolatummal csupan 80 % koriili az egyezés (AY800279, Z21647) (10. tablazat).

- KF471012
: AB360791
: AB360790
: AB360792
: AB360794
: AB360795
: AB360793

© 00 N oo O A W N PP

1

98.01
83.33
83.33
83.33
83.33
83.08
82.84

10: AB360796 83.83
11: AY800279 80.00

12: 721647

79.60

2 3 4 5 6

PIAMV1 100.00 @8IS@ 98.01 83.33 83.33 83.33
PIAMV2 @8IB8 100.00 98.01 83.33 83.33 83.33

98.01 100.00 84.08 84.08 84.08
83.33 84.08 100.00 100.00 100.00
83.33 84.08 100.00 100.00 100.00
83.33 84.08 100.00 100.00 100.00
83.33 84.08 100.00 100.00 100.00
83.08 83.83 99.50 99.50 99.50
82.84 83.58 99.25 99.25 99.25
83.83 84.58 92.04 92.04 92.04
80.00 81.25 80.25 80.25 80.25

7 8
83.33 83.08
83.33 83.08
84.08 83.83
100.00 99.50
100.00 99.50
100.00 99.50
100.00 99.50
99.50 100.00

9
82.84
82.84
83.58
99.25
99.25
99.25
99.25
98.76

99.25 98.76 100.00
92.04 91.54 92.79 100.00
80.25 80.00 80.25 80.25 100.00
79.60 79.35 77.11 7711 7711 77.11 76.87 77.61 78.61 79.50 100.00

10. tablazat A PIAMYV izlatumok péaronkénti 6sszehasonlitdsa ClustalW2 Multiple

Sequence Alignment-tel

10
83.83
83.83
84.58
92.04
92.04
92.04
92.04
91.54
92.79

11
80.00
80.00
81.25
80.25
80.25
80.25
80.25
80.00
80.25
80.25

12
79.60
79.60
79.35
77.11
77.11
77.11
77.11
76.87
77.61
78.61
79.50

A filogenetikai torzsfan az orosz izolatum teljesen elkiiloniil a tobbitdl (Z21647). A

magyar izolatumok ezzel a moédszerrel is a holland izolatummal (KF471012) mutatjak a
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legkozelebbi rokonsagot. Ehhez a csoporthoz kozel, kiilon allo6 csoportot képeznek a

Japanbol szarmazo izolatumok (19. ébra).

. 221647
sec? AB360790
532 AB360791
” AB360792
AB360794
AB360795
AB360793
055 L+ AB360796
o63* PIAMV2
Ll 1000] ' PJAMV1
KF471012
* AY800279

1000

0,060

19. dbra A PIAMYV izlatumok filogenetikai torzsfaja (UPGMA)
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8 KOVETKEZTETESEK

A dabasi liliom kertészetb6l szarmazo Lilium orientale 'Conca D'or' mintakban
komplex virusfertdzottséget diagnosztizaltunk. A tiineteket a virusok egyiitt okozzak. A
Cucumovirus, Tobamovirus, Nepovirus nemzetségekbe tartozo virust nem detektaltunk.

A Carlavirus nemzetségre specifikus PCR soran keletkez6 PCR termékbdl arra
kovetkeztettiink, hogy egy ebbe a nemzetségbe tartozo virus is jelen van a névényben. A
fajszintli azonositashoz sziikséges szekvencia analizis folyamatban van.

A szekvencia analizis alapjan a Potyvirus nemzetségbe tartozé Lily mottle virus
azonosithatd volt. A magyar LMoV izolatum legkdzelebbi filogenetikai rokonsdgot a kinai
(AF531458) izolatummal mutat. Az NCBI adatbazisban még nem all rendelkezésre magyar
LMoV adat. A mi izolatumunkrol lesz az els6 Magyarorszagrol szarmazé LMoV szekvencia
adat.

A begyljtott mintabol két kiilonboz6é Plantago asiatica mosaic virus (PIAMV)
izolatumot azonositottunk. A két izolatum legnagyobb hasonldsagot a holland Lilium sp.-rél
szarmaz6 izolatummal mutat. Magyarorszagrol elsdként és Eurdpaban negyedikként
szamolunk be a virus megjelenésérdl hajtatott liliomon. A szekvencidk NCBI adatbazisba
valo felt6ltése folyamatban van, igy magyar szekvenciakkal is béviil az adatbazis.

A tiinetes liliomokon nem figyeltiik meg a PIAMV-re jellemz6 nekrotikus tiineteket,
ez azzal magyarazhato, hogy a mintakat nyaron gytijtottiik, amikor a tiinetek maszkirozddnak.
Viszont a téli hajtatas idészakaban, ezekben a tételekben jelentds karra lehet majd szamitani.
Holland vizsgalatok szerint a kar a Lilium orientale esetében a vagottvirag termesztésben 80

%-nal is nagyobb lehet.
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9  (OSSZEFOGLALAS

2013 nyaran dr. Eke Sandor liliomtermesztd segitségért fordult a Novénykortani
Tanszék munkatarsaihoz. A Lilium orientale névényeken klordzis, enyhe mozaikos tiinet és
gyenge novekedés volt megfigyelhetd. A termeld évtizedes tapasztalatdban ¢és korszerii
technologidjaban bizva az abiotikus tényezok altal kivaltott korokokat elvetettiik. A
novényeket karositdé korokozok koziil szamos virus okozhat hasonld tlineteket a keleti
liliomon. Célul thztik ki egy molekularis, Orokitdanyag alapu diagnosztikai moédszer
fejlesztését, amivel minden kétséget kizaréan azonosithatjuk a korokozokat.

Szamos irodalmai adat Osszegylijtése utan Osszeallitottunk egy olyan polimeraz
lancreakcion alapuld detektalasi eljarast, ami alkalmas a Potyvirus, Potexvirus, Cucumovirus,
Tobamovirus, Nepovirus nemzetségekbe tartozo virusok kimutatasara.

A dabasi liliom kertészetbdl szarmazo Lilium orientale 'Conca D'or' mintakban
komplex virusfertdzottséget diagnosztizaltunk. A Cucumovirus, Tobamovirus, Nepovirus
nemzetségekbe tartozd virusokat nem detektaltunk, viszont a Carlavirus nemzetségre
specifikus PCR soran keletkezd termékbdl arra kovetkeztettliink, hogy a nemzetségbe tartozo
virus is jelen van a novényben. A fajszintli azonitashoz sziikséges szekvenciaanalizis
folyamatban van.

A szekvencia analizis alapjan a Potyvirus nemzetségbe tartozo Lily mottle virus is
kimutathaté a mintdban. Az NCBI adatbazisban még nem all rendelkezésre magyar LMoV
adat. A mi izolaltunkrol szarmaz6 LMoV szekvenciaadat az els6 Magyarorszagrol.

A begylijtott mintabol két kiilonboz6é Plantago asiatica mosaic virus (PIAMV)
izolatumot azonositottunk. Magyarorszagrol elséként és Europaban negyedikként szamolunk
be a virus megjelenésérdl hajtatott liliomon. A szekvencidk NCBI adatbazisba val6 feltoltése
folyamatban van, igy magyar szekvenciakkal is boviil az adatbazis.

A tiinetes liliomokon nem figyeltiik meg a PIAMV-re jellemz6 nekrotikus tiineteket,
ez azzal magyarazhat, hogy a mintakat nyaron gyijtottiik, amikor a tiinetek maszkirozodnak.
Viszont a téli hajtatas idészakaban, ezekben a tételekben jelentds karra lehet majd szamitani.
Holland vizsgalatok szerint a kar a Lilium orientale esetében a vagott virag termesztésben 80

%-nal nagyobb is lehet.

Amint elegendd szekvenciaadat all majd rendelkezésiinkre, akkor a koltségek
csokkentése érdekekében, tervezziik kivaltani a szekvenalast restrikcios hasitdoenzimek
hasznalataval, vagy fajspecifikus Nested-PCR-rel. A valtoztatasokkal a modszer

tomegtesztelésre is alkalmas lehet.
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10 KOSZONETNYILVANITAS

Haéldmat és koszondnetemet szeretném kifejezni, mind azoknak, akik segitettek a
dolgozat elkészitése soran. Dr. Palkovics Laszld tanszékvezetd urnak, aki biztositotta a
megfeleld hatteret a munka elvégzéséhez, valamint azért is, hogy dolgozatomat a Budapesti
Corvinus Egyetem Novénykortani Tanszéken irhattam. Szeretném megkdszonni a segitséget a
tanszék Osszes dolgozdjanak is.

Halaval tartozom Agoston Janosnak, aki megosztotta velem tapasztalatait ebben a
témaban valamint higomnak, aki a dolgozat szerkesztésében segitett. Valamint dr. Eke
Sandor, aki bizalommal fordult a Tanszék munkatdrsaihoz segitségért, igy szolgéltatva a
dolgozatom témajat.

Legnagyobb koszontet konzulensemnek Pajtli Eva szeretném mondani, aki id6t és
energiat nem kimélve segitette a munkamat. Az 6 Gtmutatasa adott tamaszt ahhoz, hogy
elvégezzem az éppen aktudlis feladatokat. Koszondom a kitartdsat és tiirelmét, amit

iranyomban tanusitott.
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