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1/  B EVEZETÉS  

Mintegy három évvel kezdődtek meg Afganisztánban azok  

a társadalmi változások, amelyek fokozatosan lehetővé teszik,  

hogy az afgán nép megkezdhesse azt a kitartó és nagy munkát,  

amellyel behozhatja évszázados lemaradását. A gazdaságépités  

területén nincs fontosabb feladat az elkövetkező években,  

mint a különböző szakterületeken szakijukat magas szinten  

mdvelő szakemberek kiképzése. A jelen időszakban több száz  

fiatal afgán egyetemista kezdte meg tanulmányait a különböző  

szocialista országok egyetemein. Egy ilyen oktatási program  

keretében kaptam lehetőséget arra, hogy a Szegedi Biológiai  

Központ Növényélettani Intézetében folytassam tanulmányaimat.  

Szerencsésnek itélem a magam szempontjából azt a hely-

zetet, hogy az SzIK Növényélettani Intézetében ahhoz a kuta- 

tócsoporthoz kerültem, amely a növényvirológia gyakorlati  

problémáinak megoldására forditja a legtöbb energiát. két 

l éves tanulmanyutam nyomon teljesen nyilvánvaló számomra,  

hogy hazautazásom után,  -  amennyiben lehetőséget kapok rá - 

ezt a munkát kell folytatnom.  

Tanulmányutam első felében általános ismereteket szerez-  

te a 71Vl+...yv r o.  t 	• & ~ . r •  ...... 	:.....r..Y  v~~ vtOga.suvi, majd megkezdtem 1Ciserleteilitet a  

burgonya leromlás tüneteit mutató burgonyatövek virológiai  

analizisében.  



r'isérleteim sorAn azt tapasztaltarc. - és doktori érte-

kezésemben ezeket a  megfigyeléseket fejtem  ki,- hogy a le-

roír.lott burgonya tövek között igen nagy számban vannak olya-

nok, amelyek a burgonya mar Magyarországon ismer virusbeteg- 

cégei mellett, Magyarországon még nem ismert kórokozóval, 

viroidual is fertőzöttek. 



2/ IRODALMI ATTEKINTÉS 

Szamos növényi betegséget, amelyekről a későbbiek során 

kiderült, hogy viroidok okozzák, a növénykórtannal foglalkozó 

kutatók mintegy 50 éve ismerik. Másokat viszont néhány éve 

fedeztek  fel, A mai napig hét különböző viroidot sikerült 

megnatározni és izolálni. Valósziníileg a viroiá betegségek 

szarna a jővoben növekedni fog, ahogy egyre több kutató fi-

gyelme fordul a viroidkutatások felé. L)oktori értekezésemben 

elsősorban azokat az eredményeket foglalom össze, amelyek a 

burgonyát fertőző potato spindle -tuber víroiddal /PS`LV/ kap-

csolatosak. Továbbá részletesen tárgyalom azokat a szimptó-

mákat, amelyeket a PSTV okoz a különböző gazuanövényeken. 

Lzek közül is elsősorban azokkal foglalkozom, amelyeknek piag-

nosztikai jelentőségük van. 

2.1. A burgonya spindle_ tuber betegség szimptomológiai és  

gazdasági jelentősége  

A burgonya spindle tuber betegségét először Martin /1922/ 

irta le az amerikai Main-ben. A későbbiek során ttihh amerikai 

államból is beszámoltak arról, hogy ez az ujonnan felismert 

betegség jelentős károkat okoz a burgonyatermesztőknek. Igy 

ismeretessé vált, hogy a burgonya spindle tuber betegsége az 



u.S.A észak, észak-keleti részén, valamint Kanadában elter-

jedt /Diener és Raymer, 1971/. hosszu időn keresztül a bur-

gonya spindle tuber betegségét, mint potato spindle tuber 

virus /PSTV/ ismerték és együtt emlegették azokkal a  bur-

gonya leromlását okozó kórokozókkal, amelyek virustermcszete 

nyilvánvaló volt. A PSTV földrajzi elterjedtségére vonatkozóan 

még nagyon keveset tudunk. Ez elsősorban azzal magyarázható, 

hogy viroidkutatással még nem sok országban foglalkoznak és 

felmérések r'em történtek meg. Igy pl. a nyugat-európai orszá-

gokban nincs közlemény a PSTV előfordulásáról. A szocialista 

országok közül azonban a Szovjetunióban /Leontieva, 1969/ és  

Magyarországon /Föglein, 1979/ ismeretes a PSTV eléfordulása.  

Magyarországon először paradicsomon találtak viroid betegséget. 

A burgonyamintákban saját vizsgálataim eredményeképpen mond-

hatjuk, hogy az országban a PSTV fertőzés jelen van /Khan 

Mohamed és Föglein, 1960/.  

A PSTV burgonya tövek törpeségét, a levelek felállóságát 

és a levélszélek sodródását t5Rozza. P. gumón pedig a gumók  

sulycsökkrné 'n kivül a gumók elnyulását, ill a rügyek kidu-

dorodását idézi elé /Diener és Reymer, 1971/. A tUntek nagyon  

ritkán jelennek meg tipikus formában és a tünetek megjelenése 

függ a környezeti körülményektől /Goss, 1930/a; Gratz es  

Schultz, 1931/. 

Mivel a viroid fertcézöttséget legkönnyebben paradicsom 

növényre fertőzve lehet felismerni, fontos a paradicsomon  ookko- 
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zott tünet leirása. Dél-Afrikában találtak egy un. tomato 

nunchey top betegséget /McClean, 1948/, amelynek tünete 

teljesen megegyezik a PSTV paradicsomon okozott tünetével, 

és ezért a két helyről izolált kórokozót azonosnak tekintik 

/Diener, 1979/. Ezt azonban kémiai módszerekkel még nem tá-

masztották alá. A  jelenség azonban alátámasztja azt, hogy a 

PSTV-nek a paradicsom is természetes gazdája lehet. 

A PSTV erős törzse egyes paradicsomfajtákon /Rutgars, 

K-700/ erős törpülést okoz. Ezzel egyidőben a hónaljrügyek 

kifa]Saanak és a növény habitusát rozettáNs4- seprüssé teszik 

üvegházban. Ismeretes továbbá, hogy a PSTV fertőzött para- 

aicsomnövények folytonos megvílágitás esetén kifehérednek 

/Yang és Hooker, 1977/. 

áfás paradicsomfajták, mint pl. a Hilda, az erős PSTV 

törzzsel fertözve is gyenge, alig felismerhető tünetet mu-

tat /Münlbach és Sanger, 1977/. A viroid dinetek felismerését 

neheziti, hogy a tipikus tünetet okozó törzsek mellett olyan 

viroidtörzseket is találtak, amelyek fogékony gazdanövényeken 

a tipikusnál erősebb, ill gyengébb tüneteket mutatnak /Fer-

now, 1967; Sing, 1970a; Singh és mtsai, 1970/. A gyenge tör- 

zsek a tesztelt burgonyatáblákon általában nagyobb gyakoriság-

gal fordulnak elő /Singh és mtsai, 1970/. 

Mivel a víroiu betegségek szabadföldön leginkább mecha-

nikus uton terjednek /gépek, müvelő eszközök, ill. munkások 



révén; Manzer ás :•►errian , 1961/, gazdasági kártételLik igen 

jelentős. Erre vonatkozóan elsősorban amerikai, ill. kanadai 

adatokra támaszkodhatunk. 

A viroid fertőzöttség esetén a gazdasági kár a töven-

kénti gumószám csökkenésében, ill. a gumók méretének csök-

kenéségen, valamint torzulásában jelentkezik /werner, 1926/. 

A gazdasági kár mértéhe nagy mértékben függ a vizsgált terület 

fertőzöttsógétől. Nintagy 4 %-os fertőzöttség eseten 2,6 %-os 

terméscsökkenést tapasztaltak /Le Clerg és mtsai, 1944/. 

100 s-os fertözöttség esetén azonban a tJ__.i skiesés 60-70 %-os 

is lehet /Le Clerg, 1944; Singh és mtsai, 1971/. Ezek a dol-

gozatok erősen hangsulyozzák az ellenőrző intézkedések fontos-

ságát. hegfelelő óvintózkedések segitségével a kár minimális-

ra csökkenthető,  ezek elmaradása azonban kataszrofális hely-

zetet teremthet rövid időn belül. 

2.2. jiagnosztikai módszerek  

Mivel a viroid fertőzés felismerése a szabadf6laön igen 

nehézkes, gyakran leehetetlen a tünetek maszkirozása miatt, 

ezért a kórokozó felismerése un. indikátornövények segitségé-

vel valt lehetővé. A PSTV vonatkozásában legmegfelelőbb in- 

dikátornövénynek a Lycopersicum esculantum Mill. cv. Rutgers 

paradicsomfajta bizonyult /Fernow és mtsai, 1969; Singh ós 
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C'i3rien /1970/, valamint Singen /1971/ mintegy 100 növény-

fajt megvizsgálva, 31 növénycsaládból local léziós gazda-

növényt /Scopolia sinensi/ találtak a PSTV-fertőzésre. A 

legutóbbi időkig a viroid fertözöttsóg tesztelésére ezt a 

két indikátornövényt alkalmazták. Mivel a Scopolia sinensis-

-en  local léziók megjelenése nem mindig reprodukálható, 

ezért viroid tesztelésre leginkább a korábban emlitett Rut-

gers  paradicsomot használták. 

Viroicimentes burgonya törzsállomány elcllitására azon-

ban igen nagy számu gumót kellett megvizsgálni. Ezek letesz-

telése indikátor növényen igen munka- és helyigényes tevé-

kenység. Miután azonban magát a viroid R4S-t tisztitas után 

poliakrilaxuid gélen láthatóvá lehetett tenni /Diener, 1971; 

Semanchik és Weathers, 1972/. Morris is Wright /1975/ egy 

poliakrilamid gél- elektroforézísen alapuló viroid meghatá-

rozási eljárást dolgozott ki. Később ezt a módszert Morris 

és Smith /1977/ továbbfejlesztette a burgonyanövények viroid 

tesztelésére és egy tesztelési programot javasoltak a burbonya 

viroid betegség kiküszöbölésére. Schumann és ratsai /1978/ 

poliakrilamid gélelektroforczist alkalmaztak, amelynek során 

több mint 20 burgonya minta tesztelhető le egy slab gélen. 

Kísérlete ik ázt mutatták, hogy a viroidck tesztelése gél-

elektroforézis segítségével sokkal gyorsabb és megbizhatóbb 

mint indikátornövények alkalmazásával. 



2.3. A viroid fertőzés élettana 

A viroidok az eddig felfedezett legérdekesebb károkozói 

a növényvilágnak. T.O.Diener, Semanchik amerikai  és H.L. 

Singer nyugat-német kutatók uttörá munkái révén ismeretessé 

vált, hogy a viroidok a magasabbrendű növényekben, cint saját 

replikációval rendelkező meztelen nukleinsavmolekulák fordul-

nak elő /Diener, 1969; Semanchik ós Weathers, 1971, Singer, 

1972/. A viroid molekula szerkezeti felépitésének feltárásá-

ban az utóbbi 3-4 évben igen jelentős előrehaladás történt. 

L1íkb elektronmikroszkópos vizsgálatokkal /McClements ás 

.aesberg, 1977/, majd biokémiai módszerekkel /SEnger és mtsai 

1976/ sikerült bebizonyitani, hogy a viroidok kovalensen 

zárt cirkuláris egyszálu PAS molekulák. A viroid e-szecskék 

természetes környezetükben a nagy számu komplementer régióik 

miatt önmagukban csavarodottak, és ezért tulajdonképpen pal-

cika alakuak. 

Miután a viroidokat megfelelő mennyiségben és tisztaság-

ban lehetett elválasztani, lehetővé vált a bázis sorrend és 

a  másodlagos  szerkezet meghatározása /Gross ás mtsai, 1978/. 

Lzek a vizsgálatok bebizonyitottak, hogy a PSTV 359 bázisból 

áll, és a bázis sorrend alapján azt is meg lehetett állapitani, 

hogy a viroid molekulán bel 7.il hol vannak a párosodott részek 

és hol azok a helyek, ahol a nem párosodott hurkok találhatók. 

Mig a viroid molekula szerkezetének feltárásában jelen- 



tős előrehaladás történt; a viroid szintézis, valamint a 

patogenézis mechanizmusának tisztázása lassan halad. 

Diener /1971/ és Singer /1972/ munkái alapján bizonyi-

tottnak tünik, hogy a viroíaok a sejtmagban szintetizálód-

nax és valamilyen formában a kromatinhoz kötöttek. 

A  viroidszintézis mechanizmusa még nem tisztázódott. 

Több dolgozat jelent meg, amelyik  azt mutatja, hogy a vi - 

roiuszintezisben a gazda DNS-nek, mint tempiátnak szerepe 

van /Semancik és Weathers, /1972/,dünlbach és Sanger, /1979/, 

azonban az utóbbi években még hatékonyabb morfszerek alkalma-

zasával ennek bizonyítása nem síkertilt /Zaitlin és mtsai, 

19ó0; dranch és Dickson, 19dO/. Singer  legfrissebb, még nem 

közölt adatai szerint a gazua RA S-től függő Ri S polifiieráz 

segítségével megy végbe a viroid szintézis. 

.Mivel a viroid molekula in vitro körülmények közÖtt, 

mint messenger R.VS nem működik /Diener, 1974/ és semmilyen 

viroid specifikus /esetleg enzim/ fehérje szintézisét a vi-

roiu-fertőzött növényekben nemi sikerült felfedezni, nyilván-

valónak tünik az a feltételezés, hogy a viroid szintézise el-

sosorban gazda enzimek segitségével történik. Sanger  /még nem 

közölt eredmény / . 

Az előbbieknél még kevésbé tanulmányozott terület a 

viroidkutatásDan a viroid betegség tüneteinek biokémiai ma-

gyarázata. /Ez érvényes mas virusbetegségekre is; Rodtgues 
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és Garcia 1+ar. tlrez1 /] 97í/ szhnolt be olyan kísérleti ered-

ményekről, amelyek szerint a viroid-fertőzött növényekben 

felbomlik a növény hormonháztartiasa. i:. szerint abcissin sav 

haimozódik fel a giberellin sav rovására a fertőzött növé-

nyekben. Ezt a jelenséget talán összefüggésbe lehet hozni a 

viroid-fertőzött növények törpeségével. Más vizsgálatok 

/Wahn és tutsai, 1980/ szerint a membrán- és sejtfalszinté* 

zisben is változások állnak be, amire az elektronmikroszkópos 

felvételeken a sejtfal és a membrán deforuáció utal. 

A viroic patagoaézise vonatkozásában az adatok nagyon 

szerények még és ezen a területen igen sok ismeretnek kell 

felhalmozódnia ahhoz, hogy a viroid betegség tüneteit meg-

értsük. 



—  l~ — 

A  1V  X  fH ts 	r: b 	ci ú iJ  

3.1. Viroid izolfituuiok eredete és  fenntartásuk  

Kisérleteink során az összenasonlitás céljára a potato  

spindle tuber viroidot /PSTV/ nasználtuk. A viroid törzs  

eredetileg 'T'.O.Diener professzor laboratóriumából származik,  

de a törzset Horst professzortól kaptuk /Cornell University,  

Ithaca, N.Y./. A viroid izolátu..iot Lycopersicum esculantum  

Mi11.C.V. 4-700-as paradicsomi fajtán /kecskeréti fajta/ sza-

poritottuk és tartottuk fenn. ;z a fajta a magyar paradicsom  

fajták között bizonyult a legfogékonyabbnak. A paradicsom  

növényeket antomotikusan szabályzott üvegházban 27°C nappali  

és 24 °C éjszakai hőmérsékleten, 16 órás megvilágitas mellett  

/tile pótvilágitást alkalmaztunk/ 10.000 lux fényintenzitáson  

neveltük.  

3.2. Viroid kimutatása biológiai teszteléssel  

A viroid fertőzések biológiai tesztelősére a Lycopersicuzn  

esculantum idill.cv. K-700, valamint a/ Ltgers amerikai para-

dicsorr fajtát használtuk, mint olyan indikátor növényeket,  

amelyekben a víroidok szisztematikusan elterjednek és törpe-

seget, levéldcformációt okoznak /Diener és Rayraur, 19711  

F'arnow, 1967/.  
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Lokál léziós indikátor növényként Scopolia sinensis 

növényeket használtunk. A Scopolia növényeket fitotronban 

tartottuk 4000 lux fényintenzitáson, napi 16 órás z ►.egvílá-

gitás mellett 22°C hőmérsékleten /Singh, 19 /. Az egészsé-

ges ínsikátor növényeket a  virológiában általában alkalma-

zott mechanikai dörzsöléssel fertUztük. A fertözé inokulum-

hoz diatómaföldet /Hyflo Super Cell/ adagoltunk. Az inoku-

lum elkészitéséhez 0.O1 M-os foszfát puffert /pH 7,21 hasz-

náltunk. 

3.3. Viroidban gazdag nukleinsav preparátum előállítása 

A viroid-fertőzött paradicsom növényeket a fertőzés 

után 3-4 héttel később learattuk. Mérés után fóliazacskóba 

helyezve -20°C-on tároltuk. Hajtatott burgonya gumók eseté-

ben a mintákat akkor kezdtilk megszedni, amikor a burgonya-

hajtások elérték a 25-30 cm-es hosszuságot. A burgonyamintá-

kat mérés után ugyancsak föliazacskóban fagyasztva tároltuk 

a nukleinsavak kivonásáig. A viroidban gazdag nukleinsav pre-

parátumot Morris és Smith /1977/, valamint  Schumann 45 mtsai. 

/1978/ által kidolgozott módszer szerint állitottuk elő. A 

nukleinsav kivonás menete a következős 

1. 1 g hajtáscsucsot 0,5 ml kivonó pufferben /0,2 M glicin, 

0,1 M Na2HPO4 , 0,6 M NaCl, 1% Na-laurilszulfát, 10 mM 2-

merkaptoetanolt pH 9,5/, 2 ml vizzel telitett fenolban, ami 
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0,1% 8-hidroxiquinolint tartalr"az és 2 ml kloroform-butanol-

ban /1:1/ homogenizáltunk. A homogenizálást Vir Tia homoge-

nizátorral végeztük /45.000 rpm/ 30 sec. -ig/ szobah& érsók-

leten. 

2. A hornogenizátumot 12.000 g-n centrifugáltuk 15 percig. 

A vizes fázist Pasteur pipettával szedtük le. 

3. Az igy kapott felüluszónoz 1/2 résznyi 10 M LiCl-ot cse-

pegtettünk ugy, hogy a végkoncentració 2 M LiC1 legyen. Ennek 

következtében a nagy molekulasulyu rRNS-ek kapcsolódtak. Ezt 

az oldatot 2 öráig hagytuk állni jégen. 

4. Az oldatot 8000 g-n /4 °C/ 15 percig centrifugáltuk, majd 

a felUlusztit desztillált vizzel szemben  egy éjszakán át dia- 

lizaltu}: 4 0C-on. 

5. Jializis után a mintákat 2,5-szeres mennyiségU alkohol-

tan - ami 0,2 M Ja-acetátot tartalmaz - kicsaptuk és felhasz-

nálásig mélyhdt'3ben tároltuk. 

3.4. Viroid kőmutatás poliakrilamid gól-elektroforézissel  

Erre a célra a Schumann és rntsai /1978/ ilta1 kidolgozott 

gél-technikát használtuk. 

A tárolt nukleinsavakat az alkoholhól kicentrifugáltuk 

/10.000 g, 4 0C, 15 perc/, és a csapadékot feloldottuk 50 ul 

hideg forralt desztillált vizben, majd egy csepp 75%-os RNAz- 
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:mentes cukoroldatot adtunk hozzá, ami brórafenolkék festéket 

/0,5 mg/1,A/  is tartalmazott. 

A mintákat 5%-os poliakrila. Fid sia:J gélre / ik, 5 cm x 14 cm 

x 0,4 cm! vittük fel. Egy gélen 10 mintahelyet képeztünk ki. 

Az elektroforézis puffer 0,12 M Tris, 0.06 	_4a-acetát és 

0,3 ;a EDTA /pH 7,6/ 6sszetátelti volt. A slab géleket konstans 

áramerősség /100 iuA/ mellett futtattuk addig, anzig a brőmfe-

nolkék a gélek aljára nem ért /általában 2,5 ára/. 

A géleket az elektroforézis után 30 percre festékoldatba 

helyeztük /0,4 M Ne-acetát, 0,4 M ecetsav, 0,025% metilénkék/. 

Festés után folyó vizben mostuk, majd fényképeztük és kiérté-

keltök a gé&éket. 

4. A kisérleti eredmények és azok megvitatasa 

4.1. Az ismert  diagnosztikai módszerek értékelése, ill.  

adaptációja  

Kisérleteink során az egyes diagnosztikai módszereket  

két fő szempont szerint értékeltüks a/ n}egnizhatöság, b/ 

gyosaság szerint. Mindkét szempontnak igen nagy gyakorlati 

jeientcsége van, különösen akkor, amikor nagy számu mintát 

kell megvizsgálni. 
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4.1.1. A viroiá fertőzések biológiai teszteléssel történő 

kimutatása lehetséges, azonban az általunk vizsgált burgo-

nya minták a tipikus erős PSTV törzstől eltérő törzseket is 

találtunk, igy az általunk használt paradicsom fajtákon a 

ölnetek gyakran nem jelentek meg még az optimálisra beállitott 

úvegházi körúlmények között sem. Tapasztalataink szerint a 

paradicsom teszt csupán az erős viroiá törzsek kimutatására 

alkalmazható megfelelő biztonsággal. 

A Scopolia sciensis lokál léziós gazdanövény vizsgálata 

során több olyan hátrányos tulajdonságával israerkedtúnk meg, 

amely a Scopolia növény alkalmazhatóságát kérdőjelezi meg. 

Azt tapasztaltuk ugyanis, hogy a lokális léziók megjelenése a 

viroiudal történő fertőzés után nem megbizható. Az esetek 

nagy többségében azt találtuk, hogynem a bedörzsölt leveleken 

/Lábra/ jelennek meg a nekrotikus foltok, hanem a viroidok 

sziszteraikusan fertőzik a növényt és a felső leveleken esetle-

gesen megjelennek a lokális léziók.islgy viroidok tesztelésére 

a Scopolia sciensis a mi kórralményeink között nem  alkalmas. 

Tudomásunk szerint más viroid laboratóriumokban  is nehézkes a 

Scopolia tesztnövényként való használata /Zaitlin, személyes 

közlés/. 

4.1.2. A poliakrilamid gél-elektroforézises tesztelés rep-

rodukálhatóságát és a vizsgálat gyorsaságát az eddig ismert 
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1.ábra. burgonya spindle tuber viroid által 

indukált nekrotikus léziók Scopolia 

sin,ensis levélen /balról  fertőzött, 

jobbról egészséges növények /. 



Liödszerek közül a legjobbnak itéljük. A poliakrilamid gélek 

gyors kiértékelésére gyakran fluoreszciens /PEI/ anyagot 

tartalmazó vékonyréteg kromatográfiás lemezeket használtunk. 

A festetlen géleket erre a lemezre helyezve UV fényben vizu-

álisan néhány másodperc alatt kiértékelhetők. /Ugyanis a 

nukleinsav sávok elnyelik az UV sugarakat és igy a fluoreszcens 

lapon a sávok árnyékát látjuk./ Sőt, ez a módszer azt is le-

hetővé teszik hogy UV fényben a víroictcsikokat a gélekből ki- 

vághassuk. /2.ábra/ 

A poliakrilaniü gél-eiektroforézises viroid teszt el- 

végzéséhez szükséges idő mintegy két nap, ellentétben a  pa-

radicsom teszttel, amely 18-21 napot vesz igénybe. A poliak- 

rilamid gél-elektroforézises /PAGE/ teszt további előnye a 

megbizhatóságon és gyorsaságon felül, hogy kizárja más növé-

nyi virusok zavaró hatását a tünetek megjelenésében. Ugyanis 

amikor burgonya homogenizátummal fertözzük a paradicsom teszt-

növényeket, előfordulhat, hogy más burgonya virusokkal /bur-

gonya X virusok/ is fertőzzünk. Ezek azonban az 5 %-os poli-

akrila iü gélen nem láthatók. 

Továbbá a viroid Riós sávok gélből történő kivágása és 

a géldarab eldörzsölése lehetővé teszi, hogy a viroid sáv 

fertőzőképességét bizonyitsuk. Ezzel egyuttal a betegség vi- 

roidtermészetét is bizonyitani lehet. 

4.2. Ui diagnosztikai módszer kiaolgozasa 

A poliakrilaraid gél-elektroforézis technika a viroidok 



viroid 
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2.ábra. Viroid fert6zt3tt és egészséges pa- 

radiesm 2  M  LiCl-ban  oldható nuk-

leinsavainak elektroforézises képe, 

5-os poliakrilaNiü gAlen. Az 1., 

2., 6. csatornán viroid fertőzött, 

a 4. csatornán e;észséges paradicsoií:, 

r.linták láthatók, a 3. csatornán a 

g©lLől izolált viroid ujra elektro- 

forézise látható. 
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kimutatására nagyon alkalmasnak bizonyult, azonban gyakorlati 

szempontból több problémát vet fel: 

a/ A teszt kivitelezéséhez bizonyos foku jártasság kell a 

nukleinsav izolálás és a nukleinsavakkal történd munka terd-

letén. Ezekkel az ismeretekkel általában a burgonyanemesitük 

nem rendelkeznek még Magyarországon sem, és különösen nem 

Afganisztánban. 

b/ Továbbá ehhez a módszerhez bizonyos foku technikai felté-

telek is szükségesek /homogenizátorok, centrifugák és elek-

troforézis berenuezósek/. Ilyen eszközökkel széleskörű vizs-

gálatok elvégzésére az egyébként igen jól felszerelt magyar-

országi növényvédő állomások sincsenek még felkészülve. 

A fenti okok miatt szükséges volt egy olyan eljárást ki-

dolgozni, amelynek segitségével viszonylag egyszerü körülmények 

között a viroidfertőzés biztosan kímutathatú. 

Yang ás ILooker 1977-ben beszámoltak egy olyan jelenségröfi, 

amely szerint a viroidfertözött növények folytonos regvilági-  

tds esetén kifehérednek, albinizmus lép fel. Lrre a jelenségre 

a nagy viroidkutató laboratóriumokban  nem forditottak elég 

nagy figyelmet. Jellemző erre az  is,  hogy T.O.biener /1979/ 

most megjelent összefoglaló munkájában ezt a dolgozatot meg 

sem emlitette. A viroid indukált albinizmus jelensége azonban 

több figyelmet érdemelne. 

Megismételve ezeket a kisérleteket azt tapasztaltuk, 

hogy a paradicsom növények kisárgulása nagyon specifikus a 
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viroid fertőzésre /3.ábra/. A jelenség diagnosztikai célra 

történő alkalmazására létrehoztunk egy olyan klimatizált 

fülkét, amelyben kevert szinti fény segitségével 6-10.000 lux 

folytonos megvilágitást tudunk biztositani. Tapasztalataink 

szerint 28-300C-oa a leggyorsabb a sárgulás megjelenése. A 

sárgulás elsősorban a fiatal leveleken jelenik meg /4.ábra/. 

A sárgulásos tünet viroid-specifikusságára több paradicsomot 

fertóző virussal fertőztünk paradicsom növényeket ős folyto-

nos wegvilágitás mellett vizsgáltuk a tünetek megjelenését 

/1.táblázat/. 

1.táblázat. Különböző viroid és virussal fertőzött paradicsom 

növények tünetei folytonos megvilágitás mellett  

/14 nappal a fertőzés után/ 

virus 	TUnetek 

A sárgulás megjelenése a viroid-fertőzött paradicsomokon 

folytonos megvilágitás mellett összefüggést mutat.a hőmirsík. 

lettel /2.táblázat/. 
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3.ábra. Viroid indukált albinizmus paradicsor.. 

növényen: 1. 15 nappal, 2. 8 nappal, 

3. 4 nappal a folytonos megvilágitásra 

Helyezés után. 4. rontrol, egészséges 

növény 15 nappal a folytonos zuegvilá-

gitás után. 
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4. ábra. A viroid indukált albinizmus 
megjelenése a fiatal hajtás-
csucsokon. 
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2.táblázat. Viroid indukált sárgulás megjelenése különböző  

hőmérsékleten  

Hőmérséklet 	Tünetmegjelenés ideje a  

fertőzés után  

22°C 	18 nap  

25°C 	14 nap  

27°C 	12 nap  

30°C 	 8 nsp  

35°C 	 5 nap  

3.táblázat. Viroid indukált sárgulás megjelenése különböző  

fényintenzitáson folytonos megvilágitás mellett  

30~C-on  

réc.yiui.a~u`ltóe 	 Ttinetxi■egjelená,s iddja a  
fertőzés után  

	

1000 lux 	10 nap  

	

3000 lux 	8 nap  

	

6000 iux 	8 nap  

	

100(X) lux 	2-8 nap  

10000 lux /16 órás  

megvilágitás/ 	nincs sárgulás  
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A 3. tái,lazatLan feltüntetett kisérletek ac ataíból arra 

következtettünk, hogy a sárgulás megjelenéséden a fényinten-

zitásnak nincs jelentös szerepe, de a folytonos rnegvílygitás-

nak igen. 

Megfigyeltük továbbá azt, hogy amennyiben a viroid 

fertözés után a növényeket 22°C-on üvegházban 16 örás meg-

világitás mellett  neveltük, a törpüléses tünetek nem jelen- 

tek meg. Azonban ezeket a növényeket folytonos megvilági-

tasra helyezve /3ü°C-on/ a sárgulásos tünet robbanásszerben 

4-5 nap alatt kifejlődött. 

Uyy tűnik, hogy a viroid szintézis sebességét a foly-

tonos megvilagitas elősegiti. L.rre utalnak azok az acatok, 

amely szerint a folytonos megvilágitás mellett nevelt vi-

roiu-fertözött paradicsomban a fertözöképesség 1U-szer na-

gyobb, mint a normál 16 órás megvilágitas esetén /Yang  és 

iiooker, 1977/. Saját vizsgálataink ezt alátámasztják; ugyanis 

azt tapasztaltuk, hogy a 16 órás megvilágitáson, ill. foly-

tonos fényben nevelt növényekben a viroid koncentració erősen 

különbözik. Ezt a 2 M LiC1 oldható nukleinsav frakciók 8 % -os 

poliakrilamid gélen történő szétválasztásával bizonyitani is 

tudtuk /5.ábra/. 

r:isérleteink alapján tehát a viroia-inuukált sárgulás 

jelenségét, mint diagnosztikai szempontból fontos tünetet a 

PSTV különböző törzseinek kimutatására alkalmazni lehet. E 
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4 111 etii 111 10  

viroid  

5.ábra. A viroid koncentráció növekedése foly-

tonos megvilágitás alatt. A 2.,4.,6. és  

8. csatornán a viroid fertőzött ;paradicsom  

minták láthatók 0,3,6 és 9 nappal a foly- 

tonos megvilágitásra helyezés után. Az 1.,  

3. # 5. és 7 csatornán pedig  egos nö-

vényekről származó minták.  

^ 	, `~ 
i  

asri  
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*---.7 1-re a  t ycopersicum esculentum Mill.cv. Rutgens és 

4-700-as paradicsomfajták megfelelőek. A paradicsom palán-

tákat két lombleveles korban kell fertőzni, majú folytonos 

megvilágitásnak kell kitenni a fertőzött növényeket. 28-30°C-

on a viroiu-fertőzött növényeken. 8 napon belül sárgulás tü-

nete jelenik meg, mig a fertőzetlen növények zöldek maradnak. 

4.3. Magyarországi burgonya minták vizsgálata 

Vizsgálataink célja az volt, hogy iuegállapitsuk, Ma-

gyarországon előfordul-e viroia fertőzés a burgonyatáblákon 

vagy sem. Ezért az ország burgonyater elíí körzeteiből olyan 

mintákat gyüjtöttünk be, amelyek Leromlásos betegsége gya-

nitható volt. Jelenlegi kiserleteink nem terjedtek ki arra, 

hogy megállapitsuk, Magyarországon a viroiu fertőzés mértékét. 

Az ország különböző körzeteiből /Szabolcs megye, Veszprém 

szegye, Csongrád  megy/ 120 burgonyagumót gyüjtöttünk össze 

olyan burgonyatövek alól, amelyek betegnek látszottak. Termé-

szetesen ezek a gumók más, a viroidon felüli virusokkal is 

fertőzöttek lehettek, azonban ezek azonositására new  törekedtünk. 

A burgonyaminták fajtamegoszlását tekintve elsősorban a 

hazai fajtákat vizsgáltuk. A burgonya gumókat üvegházban meg-

hajtattuk és poliakrilamid gél teszt segitségével határoztuk 

meg a viroid-fertőzöttség mértékét. 

Közvetlenül burgonya levélből történő kimutatás sikeres 
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volt, azonban a kivont nukleinsav preparátum nem olyan tiszta 

mint a paradicsom preparátum. Ezért az egyes nukleinsav sávok 

nem olyan elesek /6.d ra/. A viroid savok azonban feiismerne- 

tóek, a gelbí5l kivághatók és további vizsgálatra alkalmasak 

voltak. A 120 guanó letesztelése során az alábbi eredményeket 

kaptuk /4.táblázat/: 

4.táblázat. Magyarország különböző megyéibéíl származó  

burgonya minták viroiu fertőzöttsége  

Minta sznrmazási 
	

Vizsgált gumók 	Fertőzött gumók 

helye 	száma 	száma 

Szabolcs aieyye 

nisvaruai .<-2 	40 	22 

::isvaruai h-3 	40 	27 

Csongrád megye 

Kisvárdai rózsa 	20 	8 

i)esire 	12 	3 

Veszprém megye 

Desire 8 	 4 

A 4.táblázat adataiból látható, hogy az átlagos fertb- 

zöttség mintegy 53 1.-os volt. Ez a magas fertőzöttségi arány 

azonban csupán azt jelenti, hogy a burgonya leromlás tüneteit 



viroid 

6.ábra. Burgonya tesztelés viroid fertőzésre 

poliakrilarnid gél segitségével. Az 

1., 7. és 9. csatornán lévő minták 

viroidot tartalmaztak. 
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mutatö tövek között más virusfertőzés mellett a viroidok is  

jelen vannak.  

4.4. A burgonyaban talált izolátumok viroici természetének  

bizonyitása  

A poliakrilamid gélen megjelenő extra nukleinsav csik  

megjelenése c.sm elei bizonyitek raeg a kórokozó viroid termé-

szetére, mivel as un. szatelit virusok RNS-einek hasonló  

molekulasulyuk van. A szatelit RNS-ek azonban önmagukban nem  

fertőzőképesek, igy végső bizonyitékul a viroid természet  

:.i ~va,yíi.ó ~úia 

 

u poliaxrílamia gelbol kivágott viroid sáv fer-  

tözőképesséye szolgál. A poliakrilamiü gél teszt során kapott  

64 viroid csikot kifliin-kiulön paradicsom palántákra fertőztük  

es ennek ereaményeit az 5.tbiazatban mutatjuk  be.  

5.táblázat. A poliakriiamiá gélii1 izolált viroid sávok vissza  

fertőzése K-700-as paradicsom palántákra  

mintak  
Minták száma 	Minták száma  

amely törpülést okozott amely kisárgulást okozott  
16 ö.megvilágitás mellett folyt.megvilágitás romellett  

Kisvárdai K-2 14 22  

Kisvárdai K-3 17 27  

Kisvárdai Rözsa . E3  

Desiré 0  7  
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A táblázat adataiból azt a következtetóst vonhatjuk le, 

hogy  a gélből kivágott nukleinsav sávok fertőzőképesek és 

folytonos megvilágitás i:,ellatt valamennyi viroid ízolátum 

tünbtei megjelentek. Az a túny, hogy 16 órás megvilágitás 

esetén nem minden izolátum okozott tünetet, azt mutatja, hogy 

az általunk talált viroid izolátumok között nem  csupán a PSTV 

erős törzse, hanem a gyenge törzsek is előforáulna:a_ A gyenge 

törzsek ugyanis folytonos meyvilágitás mellett az erős tör-

zsekéhez hasonló tüneteket okoznak. 

4.5. durgony&ról izolált PSTV által okozott terméscsökkenés  

Az általunk izolált PSTV törzsek terméscsökkentő hatá-

sának vizsgálatában az idő rövidsége miatt csupán üvegházi 

vizsgálatokat tudtunk elvégezni. 

A PSTV termésre gyakorolt hatásának vizsgálatára a PSTV 

erős  törzsével fertőztünk paradicsom palántákat és ugyanolyan 

szárau kontroll, fertőzetlen palántával együtt a teriaés be-

éréséig neveltük őket. Időközben megfigyeltük a virágzás fo-

lyamatát is. 

Kisérleteink soran azt tapasztaltuk, hogy a viroid-

fertőzött paradicsomok növekedése hamar leáll és a kontroll 

növények magasságának egyharmadára nőnek /7.ábra/. A virágzás 

átlagosan 10 nappal korábban inaul meg a fertőzött paradicso- 



7.dbra. burgonyár31 izolált viroid tünetei 

/törpesóg, rozettdsodás/ x-700-as 

paradicsom: fajtár.. Jobbról egészsÉC;es, 

L alr31 fartőzött növény. 
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mon és a virágok száma 20 %-kal nagyobb, Taint az egészséges 

növényeken. 

MegfiyyeltUk továbbá, hogy a PSTV fertőzött paradicsomok 

virágai torzultak, ami a legtöbb esetben a természetes meg-

:orzást is lehetetlennéáteszi /8.abra/. 

A ::ágfigyelt virágtorzulások ellenére azt tapasztaltuk, 

hogy a fertőzött növényeken nagy számu, de igen ap.5 gyámöl-

csök fejlődtek  /9.ábra/. 50 egészséges és  50 fertőzött para-

dicsomról szedett  termés  mennyisége a termés sulyát illetően 

70 %-kal amisebb volt a fertőzött növényeken, mint az egész-

ségeseken. 

Provokativ fertőzéses kisÁriAteink tehát azt mutatták, 

hogy amennyiben a PSTV fertozés palánta korában éri a növé-

nyeket, igen jelentós termescsökkenést okoz. Az apró termesek 

azonban érteke sitnetetlenec. Igy gyakorlatilag a kár 100 i-os-

nak tekinttietc. Amennyiben a fertozes a vegetációs időszak 

későbbi szakaszára esik, a termescsokkenés mértéke sokkal kisebb. 

Munkám célja elsősorban az volt, hogy megállapitsuk 

Magyarországon a viroiu betegsegnek szerepe-van-e a burgonya 

leromlásban. bolgozatomnak new célja azonban, hogy a magyar-

országi fertőzöttség, ill. a viroid betegreg eltorzultságát 

megállapitsuk. Est a  feladatot  kollegáim a MÉM Növényvédelmi és 

Agrokémiai Központtal egyúttmUködve a következő evekben fogják 

elvégezni. 



8.ábra. 	egószséges, jobbról viroid 

fertőzött paradicsomról szárurazó 

termesek. 
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5/ U SS  Z:a FO G LA L R B  

Aagyarorszago:i a burgonya víroiabeteységek e iőfordulá-

síról aeia volt tudomásunk. _ ayállapítoctuk, hogy az ország  

kül3nb' zú kürzetAibúl begyUjtÜtt burgonya raintak jelentus  

része fertőzött a burgonya spindle tuber viroid különböző  

t:3rzse:ivo1.  

Aunkánk során adaptáltuk és árt skeltüK a különböző  

viroid tesztelési módszereket. Azt tapasztaltuk, hogy a  

~oliakrilamiu 

 

gél-elektroforÉzises teszt a leggyorsabb ós  

legmeghi zhatóbb. Indikátor ntivények alkaluuszása esetén pedig  

diagnosztikai célra a folytonos raegvilágitás mellett megje-

lenő viroid indukált albinizmus jelensége a viroid betegség  

felismerésére negbiznatúan alkalmazható.  
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