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1/ BEVEZETES

Mintegy hérom évvel kezdOdtek meg Afganiszténban azok
a térsadalmi valtozédsok, amelyek fokozatosan lehetdvé teszik,
hogy az afgén nép megkezdhesse azt a kitartd és nagy munkéat,
anellyel behozhatja évszdzados lemaradisit., A gazdasigépités
terliletén nincs fontosabb feladat az elkdvetkezl é&vekben,
mint a kiildnb82z8 szakterlileteken szakmijukat magas szinten
milveld szakemberek kiképzése. A jelen idOszakban tibb széz
fiatal afgin egyetemista kezdte meg tanulményait a klildnbdz0
szocialista orszigok egyetemein., Egy ilyen oktatési program
keretében kaptam lehetOséget arra, hogy a Szegedi Bioldgiai
Kozpont NOvényélettani Intézetében folytassam tanulményaimat.

Szerencsésnek itélem a magam szempontjébél azt a hely-
zetet, hogy az Sz3BK NOvényélettani Intézetében ahhoz a kuta-
técsoporthoz kerliltem, amely a ndvényvirolégia gyakorlati
probléméinak megoldésdra forditja a legtdbb energiit., Kétés
fél éves tanulmdnyutam nyomdn teljesen nyilvénvald szémomra,
hogy hazautazdsom utén, - amennyiben lehetOséget kapok ré& -
ezt a munkdt kell folytatnom.

Tanulményutam els8 felében dltalédnos ismereteket szerez-
tem & nlvényvirolégidbdl, majd megkezdtem kisérleteimet a
burgonya leromlés tlineteit mutatd burgonyatdvek viroldgiai
analizisében,



Kisérleteim sorén azt tapasztaltam - &s doktori érte~
kezésenmben ezeket a megfigyeléseket fejtem ki,~ hogy a le-
romlott burgonya t8vek kSz8tt igen nagy szémban vannak olya-
nok, amelyek a burgonya mir Magyarorszigon ismer virusbeteg-
ségei mellett, Magyarorszigon még nem ismert kdrokozdval,
viroiddal is fertbzdttek.



2/ IRODALMI ATTEKINTES

Szamos ndvényi betegséget, amelyekrSl a késObbiek soran
kiderlilt, hogy viroidok okozzdk, a ndvénykdértannal foglalkozd
kutatdk mintegy 50 éve ismerik. Mdsokat viszont néhdny é&ve
fedeztek fel, A mai napig h&tﬁkﬁlbnbb:& viroidot sikeriilt
meghatdrozni és izoldlni. Valdszinlleg a viroid betegségek
széma a joviben ndvekedni fog, ahogy egyre tdbb kutatd fi-
gyelme fordul a viroidkutatésok felé. Doktori értekezésemben
elsOsorban azokat az eredményeket foglalom Ussze, amelyek a
burgonyat fert®z® potato spindle tuber viroiddal /PSTV/ kap-
csolatosak. Tovdbbad részletesen térgyalom azokat a szimptd-
mékat, amelyeket a PSTV okoz a killdnbdzl gazdanbvényeken.
Ezek kizll is elsUsorban azokkal foglalkozom, amelyeknek diag=-
nosztikai jelentdségiik van.

2.1. A burgonya spindle tuber betegség szimptomolégial &8
gntdag&gi jc;ogtgoggo

A burgonya spindle tuber betegségét elOszOr Martin /1922/
irta le az amerikai Main-ben. A késObbiek sorén t&bb amerikai
&llambdl is beszimoltak arrédl, hogy ez az ujonnan felismert
betegség jelentls kdrokat okoz a burgonyatermesztOknek. Igy
ismeretessé vialt, hogy a burgonya spindle tuber betegsége az



U.8.A észak, észak-keleti részén, valamint Kanadiban elter-
jedt /Diener &s Raymer, 1971/, Hosszu id0n keresztill a bur-
gonya spindle tuber betegségét, mint potato spindle tuber
virus /[PSTV/ ismerték és egylitt emlegették azokkal a bur-
gonya leromlisét okozd kdrokozdkkal, amelyek virustermészete
nyilvénvalé volt. A PSTV £f8ldrajzi elterjedtségére vonatkozdan
még nagyon keveset tudunk. Ez els@sorban azzal magyarézhatéd,
hogy viroidkutatéssal még nem sok orszigban foglalkoznak és
felmérések nem tSrténtek meg. Igy pl. a nyugat-eurdpai orszé-
gokban nincs kdzlemény a PSTV elCforduldsérél. A szocialista
orszégok k&zlUl azonban a Szovjetunidban [Leontieva, 1969/ és
Magyarorszfigon /F8glein, 1979/ ismeretes a PSTV elfforduldsa.
nhqyazorsz&qon el8szdr paradicsomon taldltak viroid betegséget.
A burgonyamintikban sajdt vizsgélataim eredményeképpen mond-
hatjuk, hogy az orszigban a PSTV fertOzés jelen van /Khan
Mohamed &s POglein, 1980/.

A PSTV burgonya tdvek tdrpeségét, a levelek feldlldsdgit
és a levélszélek sodrSdésit srozza. A gumdn pedig a gumdk
sulycsikkenésén kivill a gumdk elnyuldsdt, ill a riigyek kidu-
dorodisdt 1dézi eld /Diener és Reymer, 1971/. A tiietek nagyon
ritkén jelennek meg tipikus formdban és a tlnetek megjelenése
£figg a kdrnyeszeti kOrillményektSl /Goss, 1930/a; Gratz és
S8chultz, 1931/.

Mivel a viroid fertOzbttséget legkdnnyebben paradicsom
ndvényre fertdzve lehet felismerni, fontos a paradicsomon
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zott tlnet leirésa., Dél-Afrikdban taldltak egy un, tomato
bunchey top betegséget /McClean, 1948/, amelynek tlinete
teljesen megegyezik a PSTV paradicsomon okozott tinetével,
és ezért a két helyrdSl izoldlt kdérokozdt azonosnak tekintik
/Diener, 1979/. Ezt azonban kémiai mbédszerekkel még nem ta-
masztottdk ald. A jelenség azonban aldtémasztja azt, hogy a
PSTV-nek a paradicsom is természetes gazdija lehet,

A PSTV erls tilrzse egyes paradicsomfajtdkon /Rutgars,
K=700/ erls tOrplilést okoz. Ezzel egyidOSben a hénaljriigyek
kifakadnak és a ndvény habitusédt rozettissi-. sepriissé teszik
ﬁvoqhﬁsban. Ismeretes tovdbb&, hogy a PSTV fertladtt para~-
dicsomndvények folytonos megviligitds esetén kifehérednek
/¥ang és Hooker, 1977/.

Mis paradicsomfajtdk, mint pl. a Hilda, az erls PSTV
térzzsel fertbzve is gyenge, alig felismerhetd tiinetet mu-
tat /Mihlbach és Singer, 1977/. A viroid tinetek felismerését
neheziti, hogy a tipikus tilinetet okozé tdrzsek mellett olyan
viroidtdrzseket is taldltak, amelyek fogékony gazdandvényeken
a tipikusnil erSsebb, ill gyengébb tiineteket mutatnak /Fer-
now, 1967; Sing, 1970a; Singh &s mtsai, 1970/. A gyenge tdr-
zsek a tesztelt burgonyatdbldkon dltaldban nagyobb gyakorisiag-
gal fordulnak el /S8ingh és mtsai, 1%70/.

Mivel a viroid betegségek szabadfdlddn leginkébb mecha-
nikus uton terjednek /gépek, miiveld eszkbz8k, ill. munkisok



révén; Manzer és Merriam, 1961/, gazdasigi kirtételik igen
jelent8s. Erre vonatkozdan els®sorban amerikai, ill. kanadai
adatokra témaszkodhatunk.

A viroid fertOzbttséyg esetén a gazdasigi kidr a tdven=-
kénti gumdszim csOkkenésében, ill. a gumbk méretének csbk-
kenésében, valamint torzul@séban jelentkezik /Werner, 1926/.

A gazdasigi kar mértéle nagy mértékben fligg a vizsgilt terillet
fertOabttségétOl, Mintegy 4 %$-os fertSzittség esetén 2,6 %-os
terméscsdkkenést tapasztaltak /Le Clerg és mtsai, 1944/.

100 i~os fertdzlttség esetén azonban a t._-o8skiesés 60-70 $~os
is lehet /Le Clerg, 1944; Singh és mtsai, 1971/. Ezek a dol-
gozatok erUsen hangsulyozzdk az ellendrz0 intézkedések fontos=-
sidgit, Megfeleld 6vintézkedések segitségével a kir minimilis~-
ra csdkkenthetl, ezek elmaradisa azonban kataszrofilis hely-
zetet teremthet rdvid iddn beldl.

2.2. Diagnosztikai médszerek

Mivel a viroid fertOzés felismerése a szabadfilddn igen
nehézkes, gyakran lehetetlen a tiinetek maszkirozésa miatt,
ezért a kérokozd felismerése un. indikdtorndvények segitségé-
vel valt lehetdvé. A PSTV vonatkozdséban legmegfelelSbb in-
dikétorndvénynek a Lycopersicum esculantum Mill, cv. Rutgers
paradicsomfajta bizonyult /Fernow &és mtsai, 1969; Singh és



O’Brien /1970/, valamint Singh /1971/ mintegy 100 ndvény-
fajt megvizsgllva, 31 ndvénycsalddbdél local 1lézids gazda~-
ndvényt /Scopolia sinensi/ taldltak a PSTV-fertOzésre., A
legutbbbi i1id0kig a viroid fertOzittség tesztelésére ezt a
két indikétorndvényt alkalmaztik, Mivel a Scopolia sinensis-
-~en local lézidk megjelenése nem mindig reprodukdlhatd,
ezért viroid tesztelésre leginkébb a korédbban emlitett Rut=-
gers paradicsomot hasznéltak.

Viroidmentes burgonya tirzsillominy el8allitésidra azon-
ban igen nagy sz&mu gumdt kellett megvizsgélni., Ezek letesz~
telése indikidtor ndvényen igen munka- &s helyigényes tevé-
kenység. Miutdn azonban magét a viroid RNS~t tisztitds utén
poliakrilamid gélen lathatévd lehetett tenni /Diener, 1971;
Semanchik és Weathers, 1972/. Morris é&s Wright /1975/ egy
poliakrilamid gél-elektroforézisen alapuld viroid meghaté-
rozési eljérdst dolgozott ki. KésObb ezt a mbddszert Morris
és Smith /1977/ tovibbfejlesztette a burgonyandvények viroid
tesztelésére és egy tesztelési programot javasoltak a burbonya
viroid betegség kiklisz8b¥lésére. Schumann és mtsai /1978/
poliakrilamid gélelektroforézist alkalmaztak, amelynek soréan
t8bb mint 20 burgonya minta tesztelhetd le egy slab gélen.
Kisérleteik azt mutattik, hogy a viroidok tesztelése gél-
elektroforézis segitségével sokkal gyorsabb és megbizhatdbb
mint indikétorndvények alkalmazésiaval.



2.3, A viroid fertOzés glottana

A viroidok az eddig felfedezett legérdekesebb kérokozdi
a ndvényvilignak, T.0.Diener, Semanchik amerikai és H.L.
Sénger nyugat-német kutatdék uttdrd munkdi révén ismeretessé
vélt, hogy a viroidok a magasabbrendil ndvényekben, mint sajat
replikédcibéval rendelkez8 meztelen nukleinsavmolekuldk fordul-
nak el /Diener, 1969; Semanchik és Weathers, 1971, Slnger,
1972/. A viroid molekula szerkezeti felépitésének feltirfsi~
ban az utébbi 3-4 évben igen jelentls elOrehaladés tirtént.
ElObb elektronmikroszképos vizsgilatokkal /McClements és
Kaesberg, 1977/, majd biokémiai mbédszerekkel /Singer &s mtsai
1976/ sikeriilt bebizonyitani, hogy a viroidok kovalensen
zart cirkuliris egyszélu RNS molekuldk. A viroid részecskék
természetes kdrnyezetilkben a nagy szému komplementer régibik
miatt Onmagukban csavarodottak, és ezért tulajdonképpen pdl-
cika alakuak.,

Miutdn a viroidokat megfeleld mennyiségben &s tisztaslg-
ban lehetett elvidlasztani, lehetOvé valt a bézis sorrend és
a miscdlagos szerkezet meghatdrozéisa /Gross &s mtsai, 1978/.
Ezek a vizsgilatok bebizonyitottdk, hogy a PSTV 359 bazisbél
4ll, és a bézis sorrend alapjén azt is meg lehetett &llapitani,
hogy a viroid molekuldn beliil hol vannak a parosodott részek
és hol azok a helyek, ahol a nem pdrosodott hurkok taldlhatdk.

Mig a viroid molekula szerkezetének feltdréaséban jelen-



t0s ellrehaladds tértént; a viroid szintézis, valamint a
patogenézis mechanizmusénak tisztézdsa lassan halad.

Diener /1971 és Singer /1972/ munké&i alapjén bizonyi~-
tottnak tinik, hogy a viroidok a sejtmagban szintetizdldd-
nak és valamilyen forméban a kromatinhoz k&tdttek.

A viroidszintézis mechanizmusa még nem tisztizddott.
T6bb dolgozat jelent meg, amelyik azt mutatja, hogy a vi-
roidszintézisben a gazda DNS-nek, mint templétnak szerepe
van /Semancik és Weathers, 972§, Mlihlbach és Singer, /1979/,
azonban az utébbi években még hatékonyabb médszerek alkalma-
zéséval ennek bizonyitdsa nem sikeriilt /Zaitlin és mtsai,
19803 Branch és Dickson, 1980/. Singer legfrissebb, még nem
ktzblt adatai szerint a gazda RNS~tOl figgd RNS polimeriz
segitségével megy végbe a viroid szintézis.

Mivel a viroid molekula in vitro kdrilmények kdzdtt,
mint messenger RNS nem milkddik /Diener, 1974/ és semmilyen
viroid specifikus /esetleg enzim/ fehérje szintézisét a vi~
roid-fertdzétt nbvényekben nem sikerililt felfedezni, nyilvan-
valénak tinik az a feltételezés, hogy a viroid szintézise el-
sGsorban gazda enzimek segitségével tdrténik. Slnger /még nem
kdz8lt eredmény/.

Az elbbbieknél még kevésbé tanulményozott teriilet a
viroidkutatésban a viroid betegség tineteinek biokémiai ma-
gyardzata. /Ez érvényes més virusbetegségekre is; Rodrigues



és Garcia Martinezjy /1978/ szémolt be olyan kisérleti ered-
ményekrSl, amelyek szerint a viroid-fertSzdtt ndvényekben
felbomlik a ndvény hormonhéztartésa., E szerint abcissin sav
halmozbdik fel a giberellin sav rovésira a fertOzitt ndvé-
nyekben., Ezt a jelenséget talén Usszefliggésbe lehet hozni a
viroid~fertOzbtt ndvények tdrpeségével. Més vizsgilatok

/Wahn és mtsai, 1980/ szerint a membran- &és sejtfalszintée
zisben is vdltozésok dllnak be, amire az elektronmikroszkdpos
felvételeken a sejtfal és a membrén deformicidé utal.

A viroid patagomézise vonatkozdsdban az adatok nagyon
szerények még és ezen a terlileten igen sok ismeretnek kell
felhalmozbdnia ahhoz, hogy a viroid betegség tlneteit meg-
értslk,



3] ANYAG ESB HmODSBSBBZER

3.1. Viroid izoldtumok eredete és fenntartésuk

Kisérleteink sorén az Usszehasonlitds céljara a potato
spindle tuber viroidot /PSTV/ haszndltuk. A viroid tdrzs
eredetileg T.0.Diener professzor laboratériumdbdél szérmazik,
de a tOrzset Horst professzortdl kaptuk /Cornell University,
Ithaca, N.Y./. A viroid izoldtumot Lycopersicum esculantum
Mill.C.V, K~700-as paradicsom fajtén /kecskeméti fajta/ sza-
poritottuk é&s tartottuk fenn. Ez a fajta a magyar paradicsom
fajtak kozdtt bizonyult a legfogékonyabbnak. A pamadicsom
ndvényeket antomotikusan szabdlyzott {iveghézban 27°% nappali '
és 24°C gjszakal homérsékleten, 16 Sris megvilagités mellett
Jtéle pbébtvilagitdst alkalmaztunk/ 10,000 lux fényintenzitison

neveltik,

3.2, Viroid k tatdsa biolbgiai SZ éss

A viroid fertfzések bioldgiai tesztelésére a Lycopersicum
esculantum Mill.cv, K=700, valamint a/ ltgers amerikal para-
dicsom fajtit haszndltuk, mint olyan indikétor ndvényeket,
amelyekben a viroidok szisztematikusan elterjednek és tOrpe-
séget, levéldeformicibébt okoznak /Diener és Raymur, 1971;

Farnow, 1967/.

l



- 12 -

Lok&l 1ézi6s indikdtor ndvényként Scopolia sinensis
ndvényeket haszndltunk., A Scopolia nSvényeket fitotronban
tartottuk 4000 lux fényintenzitéson, napi 16 O6r&s megviléa~
gitds mellett 22°C h&mérsékleten /Singh, 19 /. Az egészsé-
ges indikétor ndvényeket a viroldgidban altaldban alkalma-
zott mechanikai ddrzsbléssel fertlztik, A fertdz0 inokulum-
hoz diatdémafdldet /Hyflo Super Cell/ adagoltunk. Az inoku-
lum elkészitéséhez 0,01 M-os foszfiat puffert /pH 7,28 hasz~
ndltunk.

3.3, Viroidban gazdag nukleinsav prepardtum elBéillitésa

A viroid-fertOzdtt paradicsom ndvényeket a fertdzés
utéin 3-4 héttel késObb learattuk. Mérés utdn féliazacskdba
helyezve -20°C-on téroltuk. Hajtatott burgonya gumbk eseté-
ben a mintdkat akkor kezdtilk megszedni, amikor a burgonya-
hajtésok elérték a 25-30 cm-es hosszusfdgot, A burgonyaminté-
kat mérés utidn ugyancsak féliazacskéban fagyasztva téroltuk

a nukleinsavak kivonésflig. A viroidban gazdag nukleinsav pre-

pardtumot Morris és Smith /1977/, valamint Schumann &s mtsai,

/1978] altal kidolgozott mbédszer szerint Allitottuk eld, A
nukleinsav kivonés menete a kdvetkezd:

l. 1 g hajtascsucsot 0,5 ml kivondé pufferben /0,2 M glicin,

0,1 M Na,HPO,, O,6 M NaCl, 1% Na-laurilszulfit, 10 mM 2-
merkaptoetancl; pH 9,5/, 2 ml vizzel telitett fenolban, ami
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0,1% 8~hidroxiquinolint tartalmaz és 2 ml kloroform=butanole
ban /l1:1/ homogeniz&ltunk. A homogenizdlést Vir Tis homoge-
nizétorral végeztiik /45,000 rpmf 30 sec.-ig/ szobahSmérsék-

leten.

2, A homogenizitumot 12,000 g=-n centrifuglltuk 15 percig.
A vizes fazist Pasteur pipettival szedtlk le.

3. Az igy kapott feliiluszbéhoz 1/2 résznyi 10 M LiCl-ot cse~
pegtettink ugy, hogy a végkoncentrécid 2 M LiCl legyen. Ennek
kdvetkestében a nagy molekulasulyu rRNS-ek kapcsolédtak. Ezt
az oldatot 2 6réig hagytuk &llni jégen.

4. Az oldatot 8000 g-n /4°C/ 15 percig centrifugiltuk, majd
a felUluszét desztillilt vizzel szemben egy &jszakin 4t dia-
liz&ltuk 4°c-on.

5. Dializis utén a mintékat 2,5-szeres mennyiségl alkohol-
ban - ami 0,2 M Ha-acetitot tartalmaz -~ kicsaptuk és felhasz~
nédlésig mélyhtitSben taroltuk.

3.4, Viroid kémutatés poliakrilamid gél-elektroforézissel

Erre a célra a Schumann és mtsai /1978/ Altal kidolgozott
gél-technikdt haszndltuk,

A térolt nukleinsavakat az alkoholbdl kicentrifugdltuk
/10.000 g, 4%°c, 15 perc/, és a csapadékot feloldottuk 50 ul
hideg forralt desztillélt vizben, majd egy csepp 75%~0s RNAz~-



mentes cukoroldatot adtunk hozzd, ami brémfenolkék festéket
/10,5 mg/ml/ is tartalmazott,

A mintdkat 5%-ces poliakrilamid slab gélre /11,5 cm x 14 cm
x 0,4 cm! vittik fel, Egy gélen 10 mintahelyet képesztiink ki,
Az elektroforézis puffer 0,12 M Tris, 0.06 M Na-acetdt és
0,3 Na EDTA /pH 7,6/ Usszetételll volt., A slab géleket konstans
dramerSsség /100 mA/ mellett futtattuk addig, amig a brémfe-
nolk&k a gélek aljara nem ért /Altaldban 2,5 &a/.

A géleket az elektroforézis utdn 30 percre festékoldatba
helyeztiik /0,4 M Na-acetdt, 0,4 M ecetsav, 0,025% metilénkék/.
Festés utén folyd vizben mostuk, majd fényképeztilk és kiérté-

keltilk a géddket.

4. A kisérleti eredmények &s azok megvitatidsa

4.1, Az ismert diagnosztikali mbédszerek értékelése, 111.
adaptdcidja

Kisérleteink sorén az egyes diagnosztikai médszereket
két £0 szempont szerint értékeltilks a/ megbizhatdség, b/
gyosasig szerint., Mindkét szempontnak igem nagy gyakorlati
jelentlsége van, killOnbsen akkor, amikor nagy szdmu mintéit
kell megvizsgdlni,



4.,1.1. A viroid fertSzések biolbégiai teszteléssel tdrténd
kimutatisa lehetséges, azonban az &ltalunk vizsgdlt burgo-
nya mintdk a tipikus erfs PSTV tirzstll eltérd tirzseket is
taldltunk, igy az dltalunk haszndlt paradicsom fajtikon a
tlinetek gyakran nem jelentek meg még az optimdlisra bedllitott
Uveghdzi kdrllmények kOzbtt sem. Tapasztalataink szerint a
paradicsom teszt csupdn az erds viroid tOrzsek kimutatdséra
alkalmazhatd megfeleld biztonséggal.

A Scopolia sciensis lokdl lézibés gazdandvény vizsgdlata
sorén tSbb olyan hitrényos tulajdonsigéval ismerkedtiink meg,
amely a Scopolia ndvény alkalmazhatbsigét kérdGjelezi meg.

Azt tapasztaltuk ugyanis, hogy a lokilis 1lézidk megjelenése a
viroiddal t8rténd fertlzés utin nem megbizhatd., Az esetek

nagy tObbségében azt taldltuk, hogynem a beddrzsilt leveleken
/l.ébra/ jelennek meg a nekrotikus foltok, hanem a viroidok
szisztemikusan fertSzik a ndvényt és a felsl leveleken esetle-
gesen megjelennek a lokélis lézidk.isIgy viroidok tesztelésére
a Scopolia sciensis a mi kdrfilményeink kOz8tt nem alkalmas.
Tudomdsunk szerint més viroid laboratériumokban is nehézkes a
Scopolia tesztndvényként vald haszndlata /Zaitlin, személyes
kdzlés/.

4.1.2. A poliakrilamid gél-elektroforézises tesztelés rep-
rodukdlhatbslgit és a vizsgilat gyorsasfgdt az eddig ismert



l.4bra. Burgonya spindle tuber viroid‘éaltal
indukalt nekrotikus 1lézidk Scopolia
simensis levélen /balrdl fertdzdit,

jobbrdl egészséges ndvények/.
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médszerek k8zlll a legjobbnak itéljlik. A poliakrilamid gélek
gyors kiértékelésére gyakran fluoreszciens /PEI/ anyagot
tartalmazd vékonyréteg kromatogriafils lemezeket haszndltunk,

A festetlen géleket erre a lemezre helyezve UV fényben vigu~-
dlisan néhény mésodperc alatt kiértékelhetdSk. /Ugyanis a
nukleinsav sdvok elnyelik az UV sugarakat és igy a fluoreszcens
lapon a ;lvok drnyékat latjuk./ 8Ot, ez a mbdszer azt is le~
hetSvé teszik hogy UV fényben a viroidcsikokat a gélekbBl ki~
vighassuk. /2 sbra/

A poliakrilamid gél-elektroforézises viroid teszt el-
végzéséhez szikséges 1d0 mintegy két nap, ellentétben a pa-
radicsom teszttel, amely 18-21 napot vesz igénybe. A poliak~-
rilamid gél-elektroforézises /PAGE/ teszt tovibbi ellnye a
megbizhatdsdgon és gyorsasigon feliil, hogy kizdrja mis ndvé-
nyi virusok zavard hatéisit a tiinetek megjelenésében. Ugyanis
amikor burgonya homogenizdtummal fertOzzilk a paradicsom teszt-
ndvényeket, elffordulhat, hogy més burgonya virusokkal /bur-
gonya X virusok/ is fertSzziink, Ezek azonban az 5 %-0s poli-
aktilnnid gélen nem lathatdk.

Tovibb& a viroid RNS sdvok gélbSl tdrténd kivigisa és
a géldarab elddrzstlése lehetdvé teszi, hogy a viroid siav
fertbzOképességét bizonyitsuk. Ezzel egyuttal a betegség vi-
roidtermészetét is bizonyitani lehet.

4.2, Uj diagnosztikal mbédszer kidolgozésa

A poliakrilamid gél-elektroforézis technika a viroidok



viroidJ —

2.4bra, Viroid fertdzdtt és egészséges pa-
radicsom 2 M LiCl-ban oldhatd nuk-
leinsavainak elektroforézises képe,
5%~08 poliakrilamid gélen., Az 1.,
2., 6., csatorndn viroid fertdzdtt,
a 4.csatornin egészséges paradicsom,
mintik lathatdk, a 3.csatornén a
gélbdl izolalt ‘viroid ujra elektro-
forézise lathatd,



kimutatdsdra nagyon alkalmasnak bizonyult, azonban gyakorlati
szempontbél tdbb problémét vet fel:

a/ A teszt kivitelezéséhez bizonyos foku jartassig kell a
nukleinsav iz0ldlés és a nukleinsavakkal tSrténd munka teril-
letén. Ezekkel az ismeretekkel d&ltaldban a burgonyanemesitOk
nem rendelkeznek még Magyarorszlgon sem, é&s kilOndsen nem
Afganiszténban,

b/ Tovibb& ehhez a mbdszerhez bizonyos foku technikai felté-
telek is szilikségesek /homogenizétorok, centrifugik és elek=-
troforézis berendezések/. Ilyen eszklzdkkel széleskirl vizs-
gdlatok elvégzésére az egyébként igen jOl felszerelt magyar-
orszdgl ndvényvédd allomdsok sincsenek még felkészllve.

A fenti okok miatt sziikséges volt egy olyan eljdrést ki~
dolgozni, amelynek segitségével viszonylag egyszeril kdrillmények
kozbdtt a viroidfertOzés biztosan kimutathaté.

Yang &s Hooker 1977-ben beszémoltak egy olyan jelenségxr®l,
amely szerint a viroidfertSzdtt ndvények folytonos megvilégi-
tds esetén kifehérednek, albinizmus lép fel. Erre a jelenségre
a nagy viroidkutatd laboratdériumokban nem forditottak elég
nagy figyelmet, Jellemzd erre az is, hogy T.O.Diener /1979/
most megjelent Usszefoglald munkdjéban ezt a dolgozatot meg
sem emlitette., A vircid indukdlt albinizmus jelensége azonban
tdbb figyelmet é&rdemelne,

Megismételve ezeket a kisérleteket azt tapasztaltuk,
hogy a paradicsom ndvények kisdrguldsa nagyon specifikus a



viroid fertSzésre /3.4bra/. A jelenség diagnosztikai célra
tdrténd alkalmazésira létrehoztunk egy olyan klimatizdlt
filkét, amelyben kevert szinl fény segitségével 8-10.000 lux
folytonos megvildgitést tudunk biztositani. Tapasztalataink
szerint 28-30°C-om a leggyorsabb a sirgulds megjelenése. A
sirgulés elsOsorban a fiatal leveleken jelenik meg /4.4bra/.
A sirgulédsos tinet viroid-specifikussigira tObb paradicsomot
fert5z0 virussal fertSztiink paradicsom ndvényeket &s folyto-
nos megvildgitis mellett vizsgdltuk a tilinetek megjelenését
/l.téblézat/.

l.téblézat. Kildnbdzd viroid és virussal fertSzdtt paradicsom

ndvények tinetei folytonos megvildgitéis mellett
/14 nappal a fertOzés utidn/

Virus Tlnetek
Dohdny mozaik virus mozaik és szalagosodis
burgonya X virus enyhe mozaik
uborka mozaik virus enyhe mozaik
PSTV erls tirzs exrls sdrgulés
PSTV gyenge tirzs er®s sdrgulis

A sérgulis megjelenése a viroid-fertdz8tt paradicsomokon

folytonos megviligitis mellett Osszefliggést mutat.,a hOmérsék-
lettel /2.téblazat/.
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3.abra.

Viroid indukalt albinizmus paradicsom
névényen: 1. 15 nappal, 2. 8 nappal,
3. 4 nappal a folytonos megvilagitasra
helyezés utédn. 4. Kontrol, egészséges
névény 15 nappal a folytonos megvila-

gitas utan,



Le Abra, A viroid indukalt albinizmus

megjelenése a fiatal hajtis-

csucsokon.



2.,téblazat, Viroid indukdlt sirgulés megielenése kilSnbd20

hOmérsékleten
HOmérséklet Tinetmegjelenés ideje a
fertSzés utén
22% 18 nap
25°%¢ 14 nap
27% 12 nap
30°% 8 nap
35% S5 nap

3.tédblazat. Viroid indukdlt s&ggglil megijelenése kildnbdzd
fényintenzitison folytonos megviliagitds mellett

30°c-on
e st
Fényintenzlitas Tinetmegjelenés ideje a
fertOzés utén
1000 lux 10 nap
3000 lux 8 nap
6000 lux 8 nap
10000 lux 2=8 nap

10000 lux /16 Orxéas
megvilagitéas/ nincs sérgulés
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A 3.tablazatban feltlintetett kisérletek adataibdl arra
kdvetkeztettiink, hogy a sidrgulis megjelenésében a fényinten=-
zitédsnak nincs jelentSs szerepe, de a folytonos megviliagitis-
nak igen.

Megfigyeltilk tovdbba azt, hogy amennyiben a viroid
fertbzés utédn a ndvényeket 22°c-on tiveghdzban 16 &ris meg-
vilidgitas mellett neveltilk, a tdrpillléses tilinetek nem jelen-
tek meg. Azonban ezeket a ndvényeket folytonos megviligi-
tésra helyezve 130°c-onl a sérgulidsos tiinet robbanésszeriien
4-5 nap alatt kifejldddtt.

Ugy tinik, hogy a viroid szintézis sebességét a foly-
tonos megviligitis ellsegiti. Erre utalnak azok az adatok,
amely szerint a folytonos megviligitids mellett nevelt vi-
roid-fertdzdtt paradicsomban a fertOzOképesség lO-szer na-
gyobb, mint a normdl 16 6rds megvildgitds esetén /Yang és
Hooker, 1977/. Sajat vizsgdlataink ezt aldtimasztjik; ugyanis
azt tapasztaltuk, hogy a 16 Oréds megvilagitéson, ill. foly-
tonos fényben nevelt ndvényekben a viroid koncentrécid erUsen
ki18nbdzik. Ezt a 2 M LiCl oldhatd nukleinsav frakcibk 8 %-os
poliakrilamid gélen t8rténd szétvidlasztisaval bizonyitani is
tudtuk /S5.4bra/.

Kisérleteink alapjén tehdt a viroid-indukélt sdrgulés
jelenségét, mint diagnosztikai szempontbdl fontos tinetet a
PSTV killdnbdzd tdrzseinek kimutatdsdra alkalmazni lehet. E
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viroid]

S.abra. A viroid koncentrécid ndvekedése foly-
tonos megvildgitds alatt, A 2,,4.,6, és
8.csatornén a viroid fertdzdtt paradicsom
minték lathaték 0,3,6 és 9 nappal a foly-
tonos megvilagitédsra helyezés utdn, Az 1.,
3.,5. és 7 csatornén pedig egészséges ni-
vényekrOl szlrmazd minték,
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tesztre a Lycopersicum esculentum Mill.cv. Rutgens és
K=700~-as paradicsomfajtik megfelellek. A paradicsom palén-
tikat két lombleveles korban kell fertSzni, majd folytonos
megvildgitésnak kell kitenni a fertBzdtt ndvényeket, 28-30°C~
on a viroid-fertOzdtt ndvényeken 8 napon beliil sdrgulas ti-
nete jelenik meg, mig a fertOzetlen ndvények z80ldek maradnak.

4.3. Magyarorszigi burgonya mintdk vizsgdlata

Vizsgdlataink célja az volt, hogy megédllapitsuk, Ma-
gyarorszagon eldfordul-e viroid fertbzés a burgonyatdblikon
vagy sem. Ezért az orssig burgonyatermeld kdrzeteibll olyan
mintékat gyljtdttiink be, amelyek keromldsos betegsége gya-
nithaté volt. Jelenlegli kisérleteink nem terjedtek ki arra,
hogy megéllapitsuk, Magyarorszlgon a viroid fertOzés mértékét.

Az orszég killdonbbzd kiérzeteibll /Szabolcs megye, Veszprém
megye, Csongrédd megy/ 120 burgonyagumdt gylijtdttlink Ossze
olyan burqonynt&vyk aldl, amelyek betegnek létszottak. Termé-
szetesen ezek a gumbk mids, a viroidon felilli virusokkal is
fertdzéttek lehettek, azonban ezek azonositéslira nem tdrekedtiink,

A burgonyamintdk fajtamegoszlisdt tekintve elsOGsorban a
hazai fajtdkat vizsgdltuk. A burgonya gumdkat ilveghizban meg-
hajtattuk és poliakrilamid gél teszt segitségével hatiroztuk
meg a viroid-fertabttség mértékét.

Kbzvetlenill burgonya levélbll tdrténd kimutatis sikeres
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volt, azonban a kivont nukleinsav preparitum nem olyan tiszta
mint a paradicsom prepardtum, Ezért az egyes nukleinsav savok
nem olyan élesek /6.&bra/. A viroid sévok azonban felismerhe-
tOek, a gélbll kivaghatdk és tovibbi vizsgdlatra alkalmasak
voltak. A 120 gumd letesztelése sorin az alibbi eredményeket
kaptuk /4.tdblazat/:

4.téblazat. Magyarorszig kildnbdz8 megyéibOl szarmazd
burgonya minték viroid fertbzittsége

Minta szarmazéasi Vizsgdlt gumdk FertOadtt gumbk
helye széma szama

S8zabolcs megye
Kisvardai X-2 40 22
Kisvardai K-3 40 27

Csongréd megye
Kisvardai rézsa 20 8
Desiré 12 3

Veszprém megye
Desiré 8 4

A 4.tdblazat adataibdl lathatd, hogy az atlagos ferts-
zdttség mintegy 53 %~o0s volt., Ez a magas fertOzOttségi arény
azonban csupdn azt jelenti, hogy a burgonya leromlis tilneteit
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viroid

6.4bra. Burgonya tesztelés viroid fertOzésre
poliakrilamid gél segitségével. Az
l., 7. és 9, csatornan lév0 minték

viroidot tartalmaztak.,



mutatd tdHvek kdzdtt més virusfertdzés mellett a viroidok is

jelen vannak.

4.4. A burgonyéban taldlt izoldtumok viroid természetének
bizonyitdsa

A poliakrilamid gélen megjelend extra nukleinsav csik
n;gjolonéso nem elég bizonyiték még a kérokozd viroid termé-
szetére, mivel az un. szatelit virusok RNS-einek hasonld
molekulasulyuk van, A szatelit RNS-ek azonban Snmagukban nem
fertOzOképesek, igy végs® bizonyitékul a vircid természet
bizsonyitaséra a poliakrilamid gélbOl kivagott viroid sév fer-
tOzbképessége szolgdl. A poliakrilamid gél teszt sorin kapott
64 viroid csikot killdn-kiildn paradicsom paléntikra fertOztiik
és ennek eredményeit az 5,tiblazatban mutatjuk be.

5.tablazat. A poliakrilamid gélbOl izoldlt viroid sdvok vissza
fertbzése K-700-as paradicsom paléntikra

Mintdk széma Mintdk széma
Ninchk amely tSrpililést okozott amely kisdrgullst okozott
16 6.megviligités mellett folyt.megviligitis mellett
Kisvardai K-2 14 22
Kisvdrdai K-3 17 27
Kisvardai Rézsa 4 8

Desiré 0 7




A tédblézat adataibbdl azt a kdvetkeztetést vonhatjuk le,
hogy a gélbdl kivagott nukleinsav sivok fertOzOképesek és
folytonos megvilidgitéis mellett valamennyi viroid izoldtum
tinetei megjelentek. Az a tény, hogy 16 O6rds megviligitis
esetén nem minden izoldtum okozott tiinetet, azt mutatja, hogy
az &ltalunk taldlt viroid izoldtumok kdzdtt nem csupldn a PSTV
erds tdrzse, hanem a gyenge tirzsek is elOfordulnakx. A gyenge
tSrzsek ugyanis folytonos megvildgités mellett az erls tir-
zsekéhez hasonld tlneteket okoznak.

4.5, Burgony&rdl izoldlt PSTV &ltal okozott terméscsSkkenés

Az altalunk izoldlt PSTV tlrzsek terméscsbkkentd haté-
sidnak vizsgdlatdban az 1d5 rdvidsége miatt csupén liveghizi
vizsgélatokat tudtunk elvégezni.

A PSTV termésre gyakorolt hatdsdénak vizsgdlatira a PSTV
erfs tdrzsével fertSztUnk paradicsom paléntidkat és ugyanolyan
szému kontroll, fertlzetlen palintival egyilitt a termés be-
éréséig neveltilk Tket., IdSkizben megfigyeltik a virigzéas fo-
lyamatat is.

Kisérleteink soran azt tapasztaltuk, hogy a viroid-
fertOzdtt paradicsomok nivekedése hamar ledll és a kontroll
ndvények magassidgdnak egyharmadidra nOnek /7.4bra/. A virdgzés
dtlagosan 10 nappal kordbban indul meg a fertOzitt paradicso-



7.8bra,

Burgonydrdél izolalt viroid tiinetei
/| t&rpeség, rozettasodis/ K-700-as
paradicsom fajtan., Jobbrdl egészséges,

balrdl fertlzbtt ndvény.
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mon &8s a virdgok szdma 20 $~kal nagyobb, mint az egészséges
ndvényeken.

Megfigyeltik tovabbi, hogy a PSTV fertlzitt paradicsomok
virdgai torzultak, ami a legtibb esetben a természetes meg-
porzést is lehetetlennééteszi /8.&bra/.

A megfigyelt virdgtorzuldsok ellenére azt tapasztaltuk,
hogy a fertSzdtt ndvényeken nagy szému, de igen ap.0d gylimdl-
csdk fejlldtek /9.4bra/. 50 egészséges &s 50 fertSzitt para=-
dicsomrdl szedett termés mennyisége a termés sulydt illetlen
70 %~kal kisebb volt a fertOzdtt ndvényeken, mint az egész~
ségeseken,

Provokativ fertOzéses kisérleteink tehdt azt mutattik,
hogy amennyiben a PSTV fertdzés paldnta kordban éri a ndvé-
nyeket, igen jelentSs terméscsiOkkenést okoz. Az aprd termések
azonban értékesithetetlenek. Igy gyakorlatilag a kér 100 %-os-
nak tekinthetl. Amennyiben a fertdzés a vegeticids idOszak
késObbi szakaszéra esik, a terméscsblkkenés mértéke sokkal kisebb,

Munkém célja els®sorban az volt, hogy megéllapitsuk
Magyarorszégon a viroid betegségnek szerepe~van-e a burgonya
leromlasban., Dolgozatomnak nem célja azonban, hogy a magyar-
orcziqi fertbabttség, ill, a viroid betegség eltorzultsigit
megéllapitsuk, Ezt a feladatot kollegdim a MEM Novényvédelmi és
Agrokémiai Kdzponttal egylittmiikbdve a kdvetkezd években fogjak
elvégezni.
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8.4bra. Balrdl egészséges, jobbrdél wviroid

fertSzbtt paradicsomrél szarmazd

termések.,
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dagyarcorszdgon a burgonya viroidbetegségek eldfordulé-
84rél nem volt tudomdsunk., Megdllapitottuk, hogy az orszag
killonbbz0 kdrzeteibll begyljtidtt burgonya mintdk jelentls
része fertdsbtt a burgonya spindle tuber viroid kilionbdz0
torzseivel.

Munkdnk sordn adaptéltuk és &rtékeltik a kiilldnbdzd
viroid tesztelési mdédszereket, Azt tapasztaltuk, hogy a
poliakrilamid gél-elektroforézises teszt a2 leggyorsabb é&s
legmegbizhatdbb, Indik&tof ndvények alkalmazésa esetén pedig
diagnosztikai célra a folytonos megviligitids mellett megje-
len¥ viroid indukdlt albinizmus jelensége a viroid betegség
felismerésére megbizhatdan alkalmazhaté,
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