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1 BEVEZETES

"A virusbetegségek a gazdasdgi novényeink legalattomosabb
korokozoi kozé tartoznak. Kezdetben alig észrevehetd jelekkel, de
késébb fokozott mindségi romldssal és terméscsokkenéssel terjednek a
legkiilonbozobb  hasznositasu novényeink kozott. Mindez annak
tulajdonithato, hogy a korokozo igazi természete még nem teljesen
tisztdzott, igy felismerése és a védekezés ellene bizonytalan.” (Szirmai,
1948a)

Szirmai Janos a hazai novényvirologia megteremtdje akkor irta e
sorokat, amikor eldszor tapasztalta, hogy a virusbetegségek mar
gytimolesfainkon is megjelentek. A kajszibarack fakat megbetegitd
koérokozdt egyszerti laboratoriumi eszkozokkel még nem tudtak
meghatarozni, mint az lehetséges volt a baktériumok vagy a gombak
esetében. A virusokrol mindossze annyit tudtak, hogy egy rendkiviil
ferté6z6 természetli nukleoproteid-szerli anyag, melynek jelenlétérdl
biztosan csak a gazdandvénybe vald atoltassal gyézddhetnek meg. Ez
a kimutatdsi modszer a fas szaru novényeknél hosszu iddt vett
igénybe, mert az atoltasnak csak egy vagy tobb év mulva lett lathatd
eredménye. Ma mar a legtobb virus fizikai és biokémiai jellemzdit
ismerjiik.

A szazadfordulon figyeltek fel el6szor a csonthéjas gylimolesok
virusos megbetegedéseire. Ezek koziil a legnagyobb jelentdségli a

szilvahimlé virus (plum pox potyvirus, PPV), amely sulyos



termésveszteségeket idéz eld elsOsorban a szilva-, a kajszi- és az
Oszibarack iiltetvényekben (Németh, 1986; Lecoq et al., 1988). A
fert6zott fak gytimolcse kiilseje miatt elvesziti piaci értékét, azonkiviil
ipari felhasznalhatosaga is nagymértékben csokken a megvaltozott
cukor : sav ardny kovetkeztében. Nagy karokat idéz el azaltal, hogy a
gytimdlesok sulya 20-30 %-al is csokkenhet (Jordovi¢ és Janda, 1963),
és a gylimolesok még beérés eldtt lehullanak a fardl. A gytimdleshullas
mértéke 30-60 %, de egyes fajtdknal elérheti a 95-100 %-ot is
(Trifonov, 1974). A kar mértékét fokozza, hogy Kozép-Eurdpaban a
virusra igen <érzékeny Besztercei szilva fajtakor termesztése a
legelterjedtebb, melynek beltartalmi értéke a fert6zés hatasara erdsen
csokken (Gyorgy, 1976).

A PPV gyors elterjedésének oka sokféle terjedési modjaban
keresendd. A virus levéltetvekkel nagyon kdnnyen, nem-perzisztens
moddon terjed, de ismert a pollen- (Trifonov, 1965) és magatvitel is
(Németh és Kolber, 1983). Gyors terjedése és az iiltetvényekben
okozott kéarok miatt a szilvahimld virus a gylimolcstermesztok
figyelmének kozéppontjaba keriilt. Magyarorszagon mar 1960 ota
folyik a csonthéjas termésli fak tesztelése. A novényegészségiigyi
vizsgalatok eredményeinek koszonhetéen tobb ezer szilvafat kellett
kivagni. A kozponti  torzsiiltetvényi  rendszer létrehozédsa
megteremtette a virusmentes szaporitéanyag ellatds alapjait. A
virusmentes szaporitdanyag eldallitasanal alapvetd kovetelmény, hogy
mind a nemes, mind az alany mentes legyen a kérokozoétol. A PPV

egyenetlen  fertdzése  miatt azonban nagyon nehéz a



torzstiltetvényekbdl a virust kiiktatni. A kordbban fert6zddott
novényekben a kérokozd akar harom évig is lappanghat (Németh,
1992).

Napjainkban a PPV mar tomegesen fordul elé az orszag minden
terliletén. Ismeretlen volt azonban, hogy az egyes vidékeken milyen
patotipusok vagy Okotipusok taldlhaték, ezek milyen szerologiai
rokonsagban dllnak egymassal €és mas, Eurdopdban eléforduld
torzsekkel. Hianyosak voltak a koérokozéd terjedésével kapcsolatos
ismereteink is, egyes vektorfajok virusvektor jellege vitatott volt.
Ezért célul taztik ki a hazai PPV izolatumok levéltetii atviteli
viszonyainak vizsgalatat, az izolatumok el6forduldsanak és torzsi
hovatartozasanak tisztazasat; a hazai és a kiilfoldi izolatumok, t6rzsek
szerologiai  rokonsagi  viszonyainak és  osztalyozhatdsaganak
megallapitasat. Ezen alapkutatasi eredmények  Osszességével
szeretnénk hozzéjarulni e gazdasagilag is igen jelentds korokozo elleni

okszert, integralt védekezési modszerek kidolgozasahoz.



2 IRODALMI ATTEKINTES

2.1 A szilvahimlé virus vilaigméreti elterjedése

A korokozé Bulgariabol, szilvafakrél szarmazik, az altala okozott
himlé alaku foltok alapjan kapta a ma is hasznalatos "sarka" (himlo)
elnevezést. A szilvatermesztok 1915 tdjan figyeltek fel eldszor a
betegségre, mégis az elsé tudmanyos kozlemény csak 1932-ben jelent
meg (Atanasoff, 1932). A kdérokozd elsé hazai leirdsa Szirmai (1948a,
b) nevéhez flizddik, mint a kajszi faiskoldak "csillagfoltossag
betegsége"(1. dbra). Késdbb Husz és Klement (1950) a szilva, Németh
(1963) az 6szibarack fertézottségérdl szamoltak be. A PPV nagyfoku
életképességét bizonyitja, hogy Moldavidban és Bulgaridban mar
meggyrél (Kalashyan és Bilkely, 1989), Olaszorszagban pedig
cseresznyérol (Crescenzi et al., 1994) izolaltak. Ujabb adatok szerint
mar dion (Baumgartnerova, 1996), valamint kékényen is megjelent
(Salamon ¢és Palkovics, 1997). Kordbban Van Oosten (1975) a
mandula 28 fajtajat ellendllonak talalta a fertézéssel szemben.

A szaporitdanyagok nemzetkozi kereskedelme révén a betegség
gyorsan terjedt (Matthews, 1991), és most mar egész Europaban
megtalalhat6é (1. tablazat). Az utobbi 10 évben leirtdk Egyiptomban
(Wetzel et al., 1991a), Chilében (Acuiia, 1993), és az Indiai
szubkontinensen (Thakur et al., 1994). Ujabban az Amerikai



1. dbra. A kajszibarack "csillagfoltossag betegsége"
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Egyesiilt Allamokban (Milius, 1999) szamoltak be megjelenésérél, igy

Ausztraliat kivéve mar valamennyi foldrészen jelen van.

2.2 A szilvahimlé virus gazdanévénykore

2.2.1 Természetes gazdandvények

A szilvahimlé virus természetes gazdandvényei kozé nemcsak fas
szarG Prunus fajok tartoznak, hanem lagyszari novények is. A
leggyakrabban el6fordulo, fogékony fajok a kovetkezok:

Capsella  bursa-pastoris,  Celosia  argentea,  Chenopodium
ambrosioides, C. capitatum, C. foetidum, C. foliosum, C. murale, C.
quinoa, Cyamopsis tetragonoloba, FEmilia sagittata, Gomphrena
globosa, Humulus Ilupulus, Hyoscyamus niger, Lupinus albus,
Lycopersicon esculentum, Melilotus albus, M. officinalis, Nicandra
physaloides, Nicotiana acuminata, N. benthamiana, N. bigelovii, N.
clevelandii, N. debneyi, N. glutinosa, N. megalosiphon, N.
occidentalis, N. rustica, N. sylvestris, N. tabacum, Petunia hybrida,
Physalis floridana, P. peruviana, Pisum sativum, Prunus armeniaca,
P. cerasifera, P. domestica, P. glandulosa, P. insititia, P. japonica, P.
mahaleb, P. maritima, P. persica, P. salicina, P. sibirica, P. spinosa,
P. tomentosa, Ranunculus arvensis, R. sardous, Senecio vulgaris,
Sesbania exaltata, Sorbus domestica, Stellaria media, Trifolium

pratense, T. repens, Vicia sativa, V. villosa, Zinnia elegans.
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A teljes fajlistdt Németh (1986), valamint Edwardson és Christie

(1991) munkai tartalmazzak.

2.2.2  Indikator novényeken okozott tiinetek

Chenopodium foetidum: A tesztnovényen megjelend klorotikus és
nekrotikus 1éziok segitségével egyszerien kimutathaté a PPV
jelenléte. A kialakuld 1€ézidk alapjan, ezt az indikator novényt a
korokozo torzsi elkiilonitésére is hasznaltak (lasd késobb).

GF 31 myrabolan hibrid: Az egyéves hajtasok alsé része rozsda-
barnan parasodik, majd a kéreg felhasad. Néhany izolatumon torpiilés
is megfigyelhet6. A novény hosszitdvon nagy pontossaggal
hasznalhato a korokozo kimutatasara (Németh és Kolber, 1980).

GF 305 (Prunus persica cv. Elberta): A levélszovet kivilagosodik a
mésodlagos erek mentén, a fiatal hajtasok torzulnak. Uveghézi
kortilmények kozott a tiinetek 6-48 nap mulva jelentkeznek.

Nicandra physaloides: A levélen feketés-barna lokalis nekrotikus
1éziok keletkeznek (2. abra).

Nicotiana clevelandii: A C. foetidum tesztndvényhez hasonloan, a
tiinetek alapjan a PPV harom torzsét kiillonboztetjiink meg: sarga,
intermedier és nekrotikus térzs. A sarga torzs tiinetei kis klorotikus
foltok, de gyakran a névény tiinetmentes marad, vagy nem fert6zddik
(3. abra). Az intermedier torzs tiinetei hasonléak az el6z6héz, az

inokulalt leveleken gyakran nem alakulnak ki tiinetek, mig a

14



2. ébra. A szilvahimld virus nekrotikus tiinetei Nicandra physaloides

tesztnovényen
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3. abra. A szilvahimlé virus sarga torzsének klorotikus tiinetei

Nicotiana clevelandii tesztnovényen
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szisztémikus fertézésti leveleken elszoértan foltok keletkeznek. A
nekrotikus torzs az inokulalt leveleken klorotikus-nekrotikus foltokat
és torplilést okoz.

Pisum sativus: Egyes fajtakon (pl. P. sativus cv. Gloria) vilagoszold
mozaik alakul ki a levelek erein és azok kornyezetében. A fajtdk nagy
része immunis.

Prunus domestica: cv. Olasz szilva és a Pozegaca fajta: A leveleken
klorotikus foltok, gytirtk, szalagok lathatok.

P. japonica: A novény legtobbszor tiinetmentes marad, de elszoértan
klorotikus foltok fejlédhetnek ki a leveleken.

P. maritima: A kialakulo tiinetek klorotikus foltok, érnekrozis
formajaban mutatkoznak meg.

P. sibirica: 761d foltok és halvany mintdzat lathaté a levélen.

P. tomentosa: Az elsé levelek torzultak. Késébb klorotikus foltok
fejlodnek ki, melyek a nyar kozepére nekrotizdlodnak. Ez a novény
kiilonosen alkalmas tiveghazi tesztelésre.

Sorbus domestica: Sarga foltok, klorotikus levéltiinetek utalnak a

fertézésre (Brunt et al., 1996).

2.2.3 Tinetek f6bb gazdandvényeken

A korokozd 16 gazdandvénye a szilva, az 8szi-, €s a kajszibarack. A
virusfert6zés tiinetei a szilvafdkon koran, mar majusban megjelennek
(4-6. abra). A hajtas csticsan 1€v6 fejletlen leveleken nem, de az alatta

levé kifejlett leveleken megfigyelhetok a jellemzoé kisebb-nagyobb

17



4. é4bra. A szilvahimlé virus sarga, mozaikos tipust tlinetei

szilvalevélen
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5. abra. A szilvahimlé virus gytrisfoltossag tipusu tiinetei

szilvalevélen
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6. dbra. A szilvahimld virus tarka, mozaikos €s gylirlis tipusu tiinetei

szilvalevélen
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gylri alaka vagy szabdlytalan, vildgosabb sargaszold szint foltok,
esetleg szalagok. A jellegzetes tiineteket mutato levelek legnagyobb
aranyban juniusban és juliusban fordulnak eld. A tiinetek erdssége a
nyar masodik felében csokken. Megfigyelések szerint, a Stanley ¢&s
Bluefre fajtdkndl a gytriiket rozsdaszint szegély veszi koriil (Szabo et
al.,, 1991). A vizsgalt szilvafajtak koziil a Tuleu Timpuriu fajtanal
figyeltek meg legkevesebb tiinetes levelet. A tiinetek sok levélen és
nagy feliileten jelentkeztek az Early Italian, a Stanley és a Czar
fajtdknal. A japan szilvafajtdk levelein a tlinetek elmosodottak,
nehezen észrevehetdek voltak. Az ebbe a csoportba tartozd fajok koziil
az Elephant Heart, a Duarte és a Methley levelein figyeltek meg
foltokat. A virustiinetek idébeli megjelenése és erdssége egyrészt
kornyezeti tényezOkre (pl. csapadékhidny), masrészt a fak
termésberakodottsagara (nagy termésberakodast kovetdéen gyengébb
kondicid) vezethetd vissza. A kiilonbozd szilvafajtdk gytimolesein a
PPV altal okozott kar az Albatros, a Besztercei szilva klonok, a
Cacanska Lepotica, a Debreceni Muskotaly, az Olasz Kék valtozatok
¢és a Pescarus fajtak esetében a legszembetlindbb (Szabo et al., 1991).
A gylimolcesfeliileten kialakuld foltok szine az érett gytimolceséhez
hasonlit, csak korabban, még az érés eldtt jelentkezik. Az éréskor
kialakul6 szin és a viaszréteg ezeket a foltokat mar alig észrevehetové
teszi. A fajtdk tobbségénél a kezdeti feliileti foltok a gylimdlesbe
stippednek (7. dbra), a hust szivacsossd, barnulttd teszik. A gytimolcs
hasa a mag kortil, illetve a mag felszine is barnas-pirosra szinezddik

(8. 9. abra). A gyiimélcsok husa izetlen €s rostos, ezaltal kozvetlen
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7. abra. A szilvahimlé virus bemélyedd foltossag tipusu tlinetei a

gyiimdleson
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8. abra. A szilvahiml6 virus tiinetei ringlén
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9. abra. A virusfertdzés hatdsara kialakult barnds foltok kajszi

magokon
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fogyasztésra és ipari feldolgozasra alkalmatlanna valik. A gytimolesok
sokszor még beérés eldtt lehullanak a farél (Németh, 1986). A
gylimolcshullas mértéke a Besztercei Bb. 416-os klonokon elérheti a
100 %-ot (Szabo et al., 1991). A japan szilvafdk egyre hosszabb
idészakra kiterjedd érése is a PPV fertdzésével magyardzhato. A
betegség kart okoz a fas részekben: a fiatal myrobalan hajtasok kérge
megreped és nekrotizalodik (10. &bra); a floém, késébb a xylém
szovetek szine rozsda-barnava valik (Németh, 1986).

A virusfertézés hatasara az Oszibarack levelén érkivilagosodas,
tarsulhat (11. 4bra). A tlinetek iddjarastol fiiggéen &prilis, majus,
junius honapokban a legszembetiinbbbek. Késébb a tiinetek
maszkirozodnak, majd eltlinnek. A termésen gylriik és rajzolatok
képzédnek (12. 4abra), melyek néha bemélyednek és a termés
deformdlodéasat is okozhatjdk. A gyilimoles piaci értéke a rossz
széllithatosdg  kovetkeztében  csokken. Az  @szibarackfajtak
koérokozdval szembeni ellenalldosaga eltérd. A betegség megjelenését
befolyasoljak a termesztési koriilmények, a telepités ideje €s a fajta
fogékonysaga. A hazai iiltetvényekben az Incrocio Pieri, a Kinai-8, a
Mayfire, a Michellini és a 98/68 fajtdk mutattak bizonyos foku
toleranciat (Tobids, 1992; Tobids et al., 1992). A vizsgélatok azt
mutattadk, hogy sokszor a leveleken 1évO tlinetek erdssége nincs
Osszefliggésben a viruskoncentracidval.

Kajszibaracknal a PPV-re érzékenyebb fiatal fak fejlédésiikben

visszamaradnak vagy kipusztulnak (Szirmai, 1961), a gytimolcsok
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romlandok. Az dszibarackhoz hasonléan a rossz szallithatosag
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10. abra. A szilvahiml6 virus rakos tiinetei myrabolan hajtdsokon

27



11. abra. A szilvahiml virus tiinetei az 6szibarack levelén
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12. abra. A szilvahiml§ virus tiinetei az dszibarack gylimolcsokon
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kovetkeztében piaci értékiik csokken (Németh, 1992). Erdds et al.
(1995) felmérései szerint a Magyar kajszi C 235 ¢és a Ceglédi
biborkajszi C244 fajtak toleransak.

Van Oosten (1975) feljegyzéseitdl eltérden, a korokozo a mandulat is
fertézi, de a novényen nem alakulnak ki tiinetek (Pribék ¢&s

Gaborjanyi, 1997).

2.3 Torzsek elkiilonitése

A koérokozd valtozékonysdga igen nagy. Torzseinek -elkiilonitése
tesztnovények segitségével, szeroldgiai tulajdonsagok, illetve
nukleinsav homologia alapjan torténik.

A C. foetidum tesztnovényen okozott tiinetek alapjan harom torzset
kiilonboztethetiink meg (Suti¢ et al., 1971). A sarga vagy klorotikus
torzs 8-11 nap elteltével 2-3 mm-es sarga klorotikus 1éziokat; az
atmeneti (intermedier) térzs 6-10 nap mulva hasonl6 tiineteket okoz,
de a nekrotikus 1éziokat klorotikus udvar veszi koriil (13. abra). A
nekrotikus torzs tiinetei 4-6 napon beliil jelentkeznek, a barna
nekrotikus foltok kifejlédése utan a levél hamarosan elsargul és
lehullik. Roy és Smith (1994) megfigyelései szerint Magyarorszagon
csak az Un. sarga torzs fordul eld, ennek sajat vizsgalataink
ellentmondanak (Pribék és Géaborjanyi, 1997).

Az eltérd tlinettani sajatossagokkal rendelkezd torzseket szerologiai
tulajdonsdgaik alapjan négy csoportba soroljuk: PPV-D, PPV-M,
PPV-El Ammar, és PPV-SoC torzsek. A felosztast Kerlan és Dunez
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(1979)
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13. A szilvahimlé virus intermedier tipusu tiinetei Chenopodium

foetidum tesztndvényen
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szerologiai vizsgalatai alapoztdk meg, amelyekben agargél-diffuzios
tesztekkel két f6 csoportot az un. M és a D szerotipust kiilonboztettek
meg. Kés6bbi molekuldris viroldgiai és szerologiai vizsgalatok
megerdsitették az alapvetd tipusok meglétét és tisztaztadk a PPV
torzsek rokonsagi viszonyait (Wetzel et al., 1991b, Wetzel et al., 1992;
Cervera et al., 1993; Adamolle et al., 1994b; Bousalem et al., 1994a,
b; Cambra et al., 1994; Candresse et al., 1994; Lopez-Moya et al.,
1994a, b; Asensio et al., 1995; Deborré et al., 1995; Lopez-Moya et
al., 1997; Candresse et al., 1998). A PPV-M torzs egy Gorogorszagbol
szarmazo Marcus nevi izolatumrdl kapta a nevét, amely izolatum
sulyos termésveszteségeket okozott Oszibarackon. A PPV-D torzset
egy Dideron nevii izolatumrdl nevezték el, amelyet Franciaorszagbdl
izolaltak, és amely izolatum enyhe tiineteket okozott kajszin. A PPV-
D torzs eléforduldsa a mai napig Nyugat-Eurdpaban altalanos,
levéltetvekkel torténd terjedése kisebb hatékonysagli, mint a Marcus
torzsé (Adamolle et al., 1994a). Az agresszivebb PPV-M t6rzs inkabb
Kelet-Eurépaban és a Balkdnon elterjedt, levéltetvekkel konnyen
atvihetd. Késobb még két torzset kiilonitettek el a a két f6 (D és M)
torzstdl, amelyek nukleinsav homologidja jelentdsen eltért a D és az M
torzset képviseld izolatumoktdl, €s amelyeket napjainkban is csak egy-
egy jellemz6 izolatum képvisel. Az egyik az Egyiptombdl, kajszirdl
szarmazo PPV-El Amar torzs, amely inkabb a PPV-M t6rzshoz all
kozel (Wetzel et al., 1991a). A masik a Moldovabol, meggyrdl gytijtott
PPV-SoC to6rzs, amely egy dél-olaszorszagi, kiilonleges cseresznye

izolatumhoz hasonlit (Nemtchinov et al., 1996). Ujabb adatok szerint,
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a PPV-M torzs két alcsoportra oszthaté (Myrta et al., 2000). Az elsé
alcsoportot a kozép-eurdpai (magyar) izolatumok képviselik, ettdl
kissé eltérnek a nyugat-eurdpai (mediterran) izolatumok.

A szilvahiml6 virus izolatumok koéziil az ,,EMBL/Genbank/DDBJ”
adatbazisbol otnek ismerjiik a teljes nukleinsav sorrendjét (D00424,
D13751, M92280, X16415, X81083). Magyarorszagon eddig csak az
SK68 jell, Dr. Németh Madria altal gy(jtott izoldtumot (adatbanki
szama: M92280) jellemezték (Palkovics et al., 1993). Ez az izolatum a
Kelet-Eurdpara jellemz6 M szerotipust képviseli. A négy torzset €s a
két alcsoportot a hozzajuk tartozd izolatumokkal ma mar PCR
technikaval, enzimatikus tuton, restrikciés endonukleazokkal is meg
tudjuk kiilonboztetni. Az elmult tiz évben a legtobb eurdpai orszagban
nagy hangsulyt fektettek az ott eléforduld PPV izoldtumok szerologiai
és molekularis virologiai médszerekkel torténéd jellemzésére. Ennek
koszonhetden megismerhettiik a jellemzd izolatumok kozotti genetikai
hasonlosag mértékét (14. abra). Magyarorszagon az SK68 jeld
izolatum meghatarozdsa utdn (Palkovics et al., 1993) az a tévhit
uralkodott, hogy hazankban csak az M torzs van jelen. Az altalunk
gyljtott izoldtumok sokszinlisége azt sugallta, hogy az itthoni PPV
populaciéd korantsem ilyen egységes. Ismeretlen volt, hogy a hazai
gytimolesdsokben milyen torzsek fordulnak eld, €s ezek az orszagon

vagy esetleg egy lltetvényen belill milyen aranyban oszlanak meg.
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14. abra. A PPV izolatumok kozotti rokonsagi fokok megéllapitasa a
kopenyfehérje gén nukleotid sorrendje alapjan (Candresse et
al., 1995 utan moédositva). Az izolatumok meghatarozasa:
PPV-06 (Cervera et al., 1993); PPV-Bulgaria (Maiss et al.,
1995); PPV-PS (Cervera et al., 1993); PPV-SK68 (Palkovics et
al., 1993); PPV-El Amar (Wetzel et al., 1991a); PPV-Dideron
(Teycheney et al., 1989); PPV-Rankovi¢ (Lain et al., 1989);
PPV-AT (Timpe et al., 1992); PPV-NAT (Maiss et al., 1989).
Ezen a torzsfan még nem szerepel a 4. torzscsoportba tartozo

PPV-SoC izolatum (Maiss et al., 1995).
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2.4 A szilvahimlé virus természetes terjedési modjai

A szilvahimlé virus terjedése levéltetii vektorokkal, mechanikai titon,
oltassal, a fertézott novény magjaval, virdgporaval, vagy viz
kozvetitésével valdésulhat meg. A PPV epidemioldgidjaban a
legfontosabb szerepet a levéltetvek jatsszak (Krczal és Kuncze, 1972;
Leclant, 1973; Jenser et al., 1980; Labonne et al., 1995; Basky et al.,

1997).

2.4.1 Virusatvitel levéltetvekkel

Mar korabban megallapitottak, hogy magyarorszagi koriilmények
kozott a virus igen gyorsan terjed a szilva-, a kajszi-, és az dszibarack
iltetvényekben. A virusmentesen Kkiiiltetett allomanyok - a kornyezeti
viszonyoktdl fiiggben - elébb vagy utobb fertézddtek. Ennek oka
abban keresend6, hogy a PPV vektoraként szamitasba veheto levélteti
fajok a korokozoét a tipnovény keresése kozben végzett
probaszivasokkal igen révid id6 alatt képesek felvenni, és a virionokat
inkubacids idé nélkiil azonnal képesek leadni. Az irodalmi adatok
tobb virusvektort is meghataroztak, amelyek kore egyre boviil. Nem
ismerték azonban az egyes fajok virusatviteli képességét €s azt, hogy
ezek az Gjonnan megismert fajok milyen szerepet jatszanak a betegség
terjesztésében. Ahhoz, hogy a vektorok virus-epidémidban betoltott
szerepét tanulmanyozhassuk, ismerniink kell az adott korokozo

terjedésének mechanizmusat.

36



2.4.1.1 A virusatvitel formdi, mechanizmusa

A természetben a levéltetvekkel torténd virusatvitelnek négy specialis
formdjat ismerjilk: nem-perzisztens, perzisztens vagy cirkulativ,
szemiperzisztens és propagativ atvitel. A szilvahimlé virus a nem-
perzisztens (stylet-borne) virusok kozé tartozik. A fertézott novény
szovetnedvével valo taplalkozas kozben virusrészecskék tapadnak a
levéltetvek szipokdjara (styletum). Ennél az atviteli modnal - a
cirkulativ moddal ellentétben - a rovar egészséges novényre keriilve
azonnal fertdzéképes lesz, nincs sziikség lappangési iddre. A vektorok
azonban hamar, egy-két szivas utan elveszitik virusatviteli
képességiiket. A PPV a tobbi stylet-borne virushoz hasonldéan a
levélparenchimaban  lokalizalédik, ami  hozzajarul  konnyi
felvételéhez.

A virus ¢s a vektor alapvetd tulajdonsagai a kovetkezOkben
foglalhatdk oOssze: a felvételi szivas utan a rovar azonnal fertézoképes
lesz, inkubacids id6 nincs; a forrasnévényen vald taplalkozas idejének
novekedésével a vektor fertdzdképessége csokken; a virusatviteli
képesség a felvételi szivast megelézO éheztetéssel nodvelhetd; a
vektorok  egészséges novényen vald  szivogatds  kozben
fertézoképességiiket hamar elveszitik; a virusok a vektor szipokajanak
csucsi bardazdaiban helyezkednek el; a virus felvételét kovetd vedlés a
fertézoképességet nagymértékben csokkenti; a vektor testiiregébe
mesterségesen bejuttatott virussal a rovart nem lehet fert6zvé tenni; a
virusok a rovar hemolimfajabol nem nyerhetok vissza (Horvath,

1972).
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2.4.1.2 A virusatvitel molekularis alapjai

A nem-perzisztens potyvirusok levéltetlivel torténd atvitelében két
funkcionalis géntermék jatssza a legjelentdésebb szerepet: a segitd
fehérje és a virus kopenyfehérjéje (lasd még A segitdfehérje és
protedz, ill. A kopenyfehérje c. fejezeteket). E két termék egyiitt
hatarozza meg a virusatvitel sikerességét.

A kopenyfehérje harom részre tagolodik: az N-terminalis, a C-
termindlis és a kozponti régidora. Az N- és a C-vég a molekula
felszinén helyezkednek el, ezért konnyen kapcsolatba 1éphetnek mas
komponensekkel (Shukla et al., 1994), igy befolyasolva a virus
kotodését és megtartdsat a rovar szajszervén (Pirone, 1991). A
levéltettivel atviheté dohdny karcolatos virus (tobacco etch potyvirus,
TEV) izolatumokban az N-terminalis részen harom aminosav
szekvencia mutatkozott konzervativnak: aszparaginsav-alanin-glicin
(Asp-Ala-Gly vagy DAG). Mas potyvirusok esetében a triplet 2. ill. 3.
helye gyakran valtozik, a PPV tripletje pl. aszparaginsav-alanin-leucin
(Asp-Ala-Leu vagy DAL). Atreya et al. (1990) pontmutaciokkal
vizsgaltak a DAG szekvencia és a virusatvitel kozotti 6sszefliggéseket.
Ha a triplet els6 aminosavjat aszparaginsavrol aszparaginra (Asn, N)
valtoztattdk, a mutacié az atvitelre nem volt hatassal. A masodik
aminosavban tortént valtoztatds [alaninr6l treoninra (Thr, T)] mar
drasztikusan érintette az atvitel eredményességét. A harmadik

aminosav helyettesitése glicinrél glutaminsavra (Glu, E), ill. a DAG
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triplet teljes hidnya, kimaraddsa az 4tviteli képesség megsziinésével
jart. Gal-On et al. (1992) szerint a DAG motivum olyan kétéhelyeket
tartalmaz, amelyek segitségével a kopenyfehérje kapcsolddni képes a
segitd komponenshez vagy a levélteti szdjszervéhez. Ezzel
ellentétben, wjabb vizsgalatok azt mutattdk, hogy az alkalmazott
monoklon antitestek nem egy szekvencidlis epitopot, hanem egy
meghatérozott konformaciot ismernek fel. Ugy tinik, hogy a DAG
triplet strukturalis szerepet jatszik, meghatarozza a kopenyfehérje (és a
segitd fehérje) masodlagos szerkezetét, és igy befolydsolja az
atvihetdséget (Blanc et al., 1997; Jayaram, et al., 1998). Lopez-Moya
et al. (1999) szerint a triplet puszta jelenléte nem garantdlja az
atvivoképességet. A folyamatban mas, ehhez hasonlé aminosav
szekvenciak is részt vesznek.

A segitd komponens ugyanolyan - a levéltetvekkel torténd atvitel
szempontjabol lényeges - konzervativ aminosav szekvencidkat
tartalmaz, mint a kopenyfehérje. A KITC (lizin-izoleucin-treonin-
cisztein, Lys-Ile-Thr-Cys) és a PTK (prolin-treonin-lizin, Pro-Thr-Lys)
motivumok a segitd fehérje N-végén helyezkednek el (Thornbury et
al., 1990; Huet et al., 1994). A KITC motivumban okozott mutacidk
azt sugalljak, hogy az N végen 1évé domain a segitd komponens és a
szipoka Osszekapcsolddasahoz sziikséges (Blanc et al., 1998). Sasaya
et al. (2000) szerint a motivumbol csak a lizin (K) sziikséges a
levéltettivel torténd atvitelhez.

Az atvitel mechanizmusara tobb elméletet is kidolgoztak. Az els6 az

un. ,,hid hipotézis”. Govier és Kassanis (1974) szerint a segité fehérje
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hidként koti 6ssze a kopenyfehérjét a styletummal, igy teszi lehetdve,
hogy a virus a segitd fehérjén keresztiil a levélteti szdjszervéhez
kapcsolddjon. A két fehérje kozotti kotés 1étrejottéhez hét aminosav
sziikséges, amelyek az N-termindlis vég 2.-8. aminosavai, ¢s amelyek
a DAG motivumot is magukba foglaljak (Blanc et al., 1997). A DAG
tripletben okozott mutacidk, valoszintlleg a virion €s a segit6 fehérje
Osszekapcsolodasat befolyasoljak (Pirone €s Blanc, 1996). Wang et al.
(1996) etetéses kamrakban taplaltak mesterségesen,
membranhartyakon keresztiil Myzus persicae levéltetveket. A rovarok
taplalékaba virusatvitelt segitd ill. virusatvitelt gatlé komponenseket
kevertek. A virionok szipékaban vald jelenlétét tobbféleképpen
mutattak ki. A sertékbol immunogold jel6lést ultravékony metszeteket
készitettek, amelyeket elektronmikroszkdp alatt figyeltek meg. A 1251
izotéppal  jelolt virionokat tartalmazé novényi szovetnedv
maradvanyokat autoradiografids mddszerrel vizsgaltdk az etetéses
kisérletekben. Az atvitelt segité taplalék (a virion DAG és KITC
domaint is tartalmazott) fogyasztasa esetében a rovarok felvették ¢€s
megoOrizték a virust. A virusatvitelt gatld taplalék (a virion DAG ¢és
EITC domaint vagy mutins DAG motivumot ¢s KITC domaint
tartalmazott) fogyasztasa esetén a virionok nem vagy nagyon ritkan
voltak kimutathatéak a rovarok szajszervében. Ezek az eredmények
Osszeegyeztethetoek a Govier és Kassanis-féle ,,hid hipotézisel”.

Mas feltevések szerint a segitd fehérje modositja a kopenyfehérje N-
terminalis végét, igy kozvetlen kapcsolat alakul ki a virion és a

szipoka kozott (Salomon €s Bernardi, 1995). Egy harmadik elmélet
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szerint a fehérje ,jarulékos” funkcidival stabilizalé hatast fejt ki
(Berger ¢és Pirone, 1986). Egyrészt védi a virionokat az
inaktivalodastol, masrészt szerepet jatszik a fertdzési folyamatban

(Pirone, 1977).

2.4.1.3 A virust terjeszto korabban ismert levéltetii vektorok

A szilvahiml6 virust terjeszté kordbban ismert levéltetli vektorokat a

2. tdblazatban foglaltuk 6ssze:

2. tablazat. A szilvahimld virust terjeszt6 ismert levéltetl vektorok

Levéltetii faj Fé tapnovény  Prunus spp. Irodalom

Aphis arbuti Ferrari Arbutus unedo - Labonne et al. (1995)

Aphis craccivora Koch  polifag néha Leclant (1973)
Massonie (1976)

Aphis fabae Scopoli polifag néha Avinent et al. (1993)

Aphis gossypii Glover  polifag néha Avinent et al. (1993)

Aphis hederae Kalt. Hedera helix - Labonne et al. (1995)

Aphis spiraecola Patch  polifag néha Atanasoff (1935)
Leclant (1973)
Massonie (1976)

Brachycaudus carduinus Prunus domestica + Kuncze és Krczal (1968)

Linnaeus Krczal és Kuncze (1972)

Sutié et al. (1976)

Brachycaudus helichrysi Prunus persica + Atanasoff (1934)
Kalt. Prunus spinosa Christoff (1947)
Prunus cerasifera Vaclav (1966)
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Krezal és Kuncze (1972)

Minoiu (1979)
2. tablazat folytatasa
Levéltetii faj Fé tapnovény  Prunus spp. Irodalom
Dysaphis plantaginea Malus spp. - Labonne et al. (1995)
Pass. Plantago spp.
Dysaphis pyri B. d. F. Pyrus spp. - Labonne et al. (1995)
Galium spp.
Macrosiphum rosae L. Rosa spp. - Labonne et al. (1995)
Dipsacaceae
Megoura viciae Buckton Leguminosae - Labonne et al. (1995)
Myzus persicae Sulz. Prunus persica + Kassanis és Suti¢ (1965)
Kuncze és Krczal (1968)
Suti¢ et al. (1976)
Myzus varians Prunus persica + Leclant (1973)
Davidson Massonie (1976)
Hyalopterus pruni Prunus persica + Minoiu (1979)
Geoffroy Prunus spinosa
Phorodon humuli Prunus persica + Kegler (1962)
Schrank Prunus spinosa Vaclav (1966)
Krczal és Kuncze (1972)
Rophalosiphum padi L. Prunus padus * Labonne et al. (1995)
Gramineae
Sitobium fragariae Rubus spp. - Labonne et al. (1995)
Walker Gramineae
Uroleuchon sonchi L. Sonchus spp. - Labonne et al. (1995)
Lactuca spp.

42




Jelmagyarazat: +: taplalkozik; -: nem taplalkozik; *: csak 6sszel tartdzkodik Prunus

fajokon.
2.4.2  Virusatvitel egyéb médon

A PPV természetes terjedési modjaihoz tartozik a mechanikai tton, az
oltassal és a maggal- illetve pollennel torténd virusatvitel. A
szomszédos fak leveleinek érintkezésével torténd mechanikai
fert6zddésnek viszonylag kicsi a jelentdsége e korokozonal. Annal
nagyobb viszont a faiskoldkban az oltassal, szemzéssel torténd
atvitelnek. Akar az alany, akéar az oltévesszd fertdzott, a betegség az
egész novényre atterjed. Hazankban a PPV gyors elterjedését a
fajtaeldallitok okoztak. Napjainkban az Europai K6zosség eldirasainak
megfeleld virusmentesitési programmal igyekeznek a kérokozd
pusztitasat fékezni, és a tovabbterjedését megakadalyozni. Ha a
gyimolesfa mar megfertézodott, a névény virdgpora is veszelyforrast
jelent. A pollennel torténd atvitel jelentdségét a PPV esetében
Trifonov (1965) irta le eldszor, aki hangsulyozta a méhek fontos
szerepét is. A magatvitel lehetdségét Szirmai (1961) vetette fel
elsdként kajszibarackon, kés6bb Németh ¢és Kolber (1983) szerologiai
(ELISA) vizsgalatai bizonyitottdk hogy a kérokozé valdban jelen van
a magban, ¢s ezaltal beldle beteg névény fejlodik ki. Vizsgalatainkban
a fertdzott mandulafardl szarmazé magokbol kikelé magoncokbdl a
PPV-t nem tudtuk kimutatni. Régoéta ismert, hogy a tavakbol,
vizfolyasokbol szamtalan virus - igy a PPV is — diagnosztizalhatd

(Pocsai és Horvath, 1997; Pocsai et al., 1998). Feltételezhetd ezért,
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hogy stabil virusok az ontdzdvizbe keriilve szerepet jatszhatnak a

novények megbetegitésében (Meyer-Kahsnitz, 1993).

2.5 A Potyviridae csalad molekularis felépitése

A Potyviridae virus csaladba 184 virusfaj tartozik, amelybdl 85
virusfaj allando, 99 virusfaj feltételezett tag (Shukla et al., 1994; Brunt
et al., 1996; Revers et al., 1999; Horvath, 1999). A csaladon beliil 5
nemzetséget kiilonitiink el egymastol. A Potyvirus nemzetség tagjai
nem-perzisztens modon levéltetvekkel, a Rymovirus nemzetség fajai
levélatkakkal, a Bymovirus nemzetség tagjai gombakkal terjednek. A
feltételezett nemzetségek koziil az Ipomovirus nemzetség fajai
fehérlegyekkel, mig a Macluravirus nemzetség tagjai nem-perzisztens
modon levéltetvekkel terjedhetnek. A Potyviridae csaladba tartozo
virusok mechanikailag kénnyen atvihetok, sét egyes fajok maggal is
fertdzhetnek. A Potyviridae csaladra jellemzd, hogy a novényekben
intracellularis forgo kerékszerti (pinwheel) zarvanyokat képeznek. Ez
az elektronmikroszkopos tiinet diagnosztikai értékli. A virionok
hajlékony fondl alakuak, amelyek atméréje és hosszluisaga
nemzetségenként eltérd (11-15 nm, 650-900 nm); altalaban kb. 5%
nukleinsavat és 95% fehérjét tartalmaznak. A virusgenom pozitiv,
azaz messenger tulajdonsagu egyszala RNS, ez aldl csak a Bymovirus
nemzetség kivétel, amelynek osztott genomja két egyszali RNS-bdl
all. A mintegy 150 nukleotidbdl all6, nem kddolo régiot, a 350-360 kD

tomeg, kb. 10000 bazis hosszusagu leolvasasi szakasz koveti. A virus
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RNS 5' végéhez kovalens kotéssel a genomhoz kotott protein (VPg), 3'
végéhez poliadenilsav lancbdl all6 poly(A) farok kapcsolddik. Ez a
poliadenilalt szakasz mintegy 3000-3300 aminosavat kédol. Az un.
nyitott leolvasasi keretben (ORF, open reading frame) a genomrdl egy
kezdd szigndl és egy stop kodon segitségével eldszor egy poliprotein
irédik at. Riechmann et al. (1991) pontosan meghataroztak, hogy a
PPV esetében a transzlacié a masodik start kodonnal kezdddik. A
hosszl prekurzor fehérjét a transzlacié utan a virusgenom altal kodolt
proteindzok hasitjak kiillonbozd géntermékekre, azaz funkcionalis
fehérjékre (15. abra). A keletkezett géntermékek az amino (N-
terminalis) végtdél a karboxi (C-termindlis) vég felé haladva a
kovetkezok: elsé fehérje (P1 protein), segit6 fehérje és proteaz (helper
component protease, HC-Pro), masodik fehérje (P3 protein), elsé 6
kD-os fehérje (6K1), henger alaku zarvanyfehérje (cylindrical
inclusion body, CI), masodik 6kD-os fehérje (6K2), kis sejtmag
zarvanyfehérje (nuclear inclusion body, Nla, amely tartalmazza a VPg-
t), nagy sejtmag zarvanyfehérje (muclear inclusion body, NIb),
kopenyfehérje (capsid protein, CP) (Shukla et al., 1994).

A potyvirusok replikacioja rendkiviil gazdasagtalan, hiszen ahhoz,
hogy egyetlen kopenyfehérje kialakuljon, az egész nukleinsavnak tjra
at kell irédnia. Ennek az a kovetkezménye, hogy egyrészt a
feleslegesen keletkezett termékek zarvanyok formajaban halmozddnak

fel, masrészt kevés szamu virion talalhatdo meg a novényi szovetekben.
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2.5.1 A virus RNS 5'és 3' végeinek nem kodolo szakaszai

A PPV genom 5' és 3' végérol nem irodnak at funkcionalis fehérjék. A
nem kodold szakaszok koziil az 5' vég sokkal konzervativabb, mint a

3' vég. A Potyvirus nemzetség tagjai €s az egyes virusok izolatumai
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15. abra. A PPV genomszervezddése (magyarazat a szovegben)
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kozott nagy kiilonbségek vannak a 3" vég méretében ¢s
szekvenciajaban (Lain et al., 1988; Dolja és Carrington, 1992). A 3'
vég bazis-sorrendje alapjan kiilonboztethetjik meg az egyes
viruscsaladokat egymastdl (Atreya, 1992). Az 5' szakasz két
konzervativ szekvencia motivumot tartalmaz, amelyeket "a" ill. "b"
szakasznak neveziink (Lain et al., 1989). Ezek a konzervativ
szekvencidk hatarozzdk meg az RNS madsodlagos szerkezetét, igy
jelentéségiik a virus replikacidjdban, a transzlacidban és az
enkapszidacidoban van (Carrington és Freed, 1990; Riechmann et al.,
1992). Tobb adat is bizonyitja, hogy az 5° nem transzlalodo szakasz
kozremtkodik a patogenezisben, €s meghatarozott nukleotidjai a
tiinetek kialakitasaban jatszanak szerepet (Simon-Buela et al., 1997;
Palkovics et al., 1998). A 3' végnek is meghatarozd szerepe van a
masodlagos szerkezet kialakitasaban, és a replikacioban is (Jacobson
et al., 1993; Haldeman-Cahill et al., 1998). A 3' véghez kapcsolodd
poly(A) farok hosszatdl fiigg tobbek kozott a virus fertdzoképessége
(Riechmann et al., 1990).

2.5.2 A virus genom altal kodolt fehérjék kifejez6dése

2.5.2.1 Az elsé fehérje

Az N-végtol a C-vég felé haladva, az elsé géntermék egy 35 kD-os P1
fehérje (P1 protein), amelynek szerepe még nem teljesen tisztazott.
Hosszlsdgat és aminosav sorrendjét tekintve a P1 protein N-vége a

legvaltozékonyabb szakasz a potyvirusok kozott. Bizonyitottdk a
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fehérje proteolitikus tulajdonsagat, amelyért a C-termindlis rész a
felelés. Szerepe van a fertézések kialakitasaban és a replikacidoban
(Verhot és Carrington, 1995a, b; Pruss et al., 1997). A P1 proteinnek
ismert nukleinsavko6td tulajdonsaga is (Maiss et al., 1995). A fehérje
zarvanyok formdjaban halmozddik fel az epidermisz sejtekben (Wisler

etal., 1995).

2.5.2.2 A segild fehérje és protedz

Az 52 kD-os segitd fehérje proteaz (helper component protease, HC-
Pro) multifunkcionalis fehérje (Maia et al., 1996). Tulajdonséagai koziil
a legfontosabb, hogy a levéltetlivel torténd virusatvitelben
nélkiilozhetetlen szerepet jatszik (Shukla et al., 1994; Lopez-Moya et
al., 1995; Pirone és Blanc, 1996; Blanc et al., 1998; Sasaya et al.,
2000). Az atvitel sordan a HC-Pro kolcsonhatdsba 1ép a
kopenyfehérjével (Blanc et al., 1997). Atreya és Pirone, (1993) szerint
a fehérje N-termindlis részei azok, amelyek a virusatvitelben
kulcsszerepet jatszanak. A fehérje felszinén olyan konzervativ
aminosav szekvencidkat (KITC, PTK motivumok) talaltak, amelyek
alapvetéen meghatarozzdk a HC-Pro tulajdonséagait (Thornbury et al.,
1990; Huet et al., 1994; Peng et al., 1998; Sasaya et al., 2000). A
KITC szakasz a HC-Pro N-végének 50-54. aminosavatol, a PTK
szakasz a HC-Pro N-végének 307-311. aminosavatdl kezdddik. Ha a

szakaszban az alapvetd aminosavakat masokkal helyettesitjikk, az a
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legtobb esetben a virulencia csokkenését vonja maga utdn (Atreya et
al., 1992; Atreya és Pirone, 1993).

Az N-termindlis rész a betegségtiinetek kialakuldsaért felelds (Atreya
et al. 1992; Dolja et al., 1993; Klein et al., 1994; Gal-On, 2000), Guo
et al. (1998) szerint nélkiilozhetetlen a virus életképességének
megOrzésében, azonkiviil Kasschau és Carrington (1995) szerint részt
vesz a virus nukleinsav sokszorositasaban. Késdbb bizonyitottdk az N-
vég kozEépséd domain-jének szerepét a sejtrol-sejtre torténd mozgasban
(Cronin et al., 1995; Kasschau et al., 1997; Rojas et al., 1997). A HC-
Pro a kopenyfehérjével egyiitt koordinalja a virus felhalmozddasat ¢s
mozgasat a novényben (Andrejeva et al., 1999). A HC-Pro ko6zépsé
szakaszan két, egymastol fliggetlen RNS-k6t6 domaint is kimutattak
(Urcuqui-Inchima et al., 2000). A fehérje proteolitikus tulajdonsaga a
C-terminalis részhez kothetd, amely a HC-Pro fehérjét és a P3 fehérjét
vagja el egymastol (Carrington et al, 1989). A HC-Pro a
citoplazmaban  zarvanyok formdjaban  halmozodik  fel, de
megtalalhatok mas géntermékekkel egyiitt a kloroplasztokhoz kétédve
(Gunashinge ¢s Berger, 1991). Kasschau és Carrington (1998)
kimutattdk, hogy elnyomja a poszttranszkripciondlis gén lecsendesitést

is.

2.5.2.3 A harmadik fehérje

crer

keveset tudunk. Feltételezik, hogy a poliprotein feldarabolasat és a
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replikéciot szabalyozza (Rodrigez-Cerezo €s Shaw, 1991; Riechmann
et al., 1992). A P3 fehérje aminosav sorrendje rendkiviil valtozékony,
csak az N-termindlis végen taldlhatd viszonylag konzervativ rész
(Shukla et al., 1994). A P3 fehérje a fert6zott sejtekben a henger alaku
zarvanyfehérjéhez kapcsolodik (Rodrigez et al., 1993; Langenberg ¢€s
Zhang, 1997). Paprikaban kimutattak, hogy befolyasolja a hervadasos
tiinetek kialakuldsat (Chu et al., 1997). Saenz et al. (2000) szerint a
komplex tiinetekért felelds gének a PPV genom kozépsé részén,
pontosan meghatarozhaté helyen helyezkednek el, a P3 és a 6Kl1
fehérjék karboxi (C) végén.

2.5.2.4 Az elsé és a mdsodik 6 kD-os fehérje

Az els6 és a méasodik 6 kD-os fehérjék (6K1 és 6K2) részt vesznek a
replikacioban (Riechmann et al., 1992; Schaad et al., 1997a), de
szerepilket még teljesen nem azonositottdk. A 6K1 fehérje a P3
fehérjével egylitt befolyasolja a tlinetek kifejlodését (Riechmann et al.,
1995; Séenz et al., 2000).

2.5.2.5 A henger alaku zdrvdanyfehérje

A 71 KD-os henger alaku zarvanyfehérje (cylindrical inclusion body,
CI) a poliproteinrél lehasadd legnagyobb termék. Ezek a fehérjék
alkotjak azokat a potyvirusokra jellemzo tlikerék zarvanyokat,

amelyek a plazmalemma kozelében képzddnek, kozponti részikk a
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plazmodezmaéban talalhaté (Lawson és Hearon, 1971; Restrepo et al.,
1990; Martin et al., 1992); késoébb eltavolodva a plazmalemmatol a
citoplazmaban szabadon gylilnek Ossze vagy az endoplazmatikus
retikulumhoz kapcsoldodnak. Ezért valoszinl, hogy eldsegitik a
virionok sejtrél-sejtre vald terjedését (Calder és Ingerfeld, 1990;
Carrington et al., 1998). A zarvanyokhoz virionok és kdpenyfehérje is
kapcsolodhat (Ammar et al., 1994). Az N-termindlis rész helikéaz
aktivitast mutat (Lain et al., 1990; Rodrigez-Cerezo et al., 1997),
vagyis Mg*" ion jelenlétében, ATP felhasznalasaval képes az RNS szél
masodlagos szerkezetét fellazitani. Egyes aminosav szakaszai a
helikaz-aktivitashoz nélkiilozhetetlen nukleotidk6td képességgel
rendelkeznek. A henger alaki zarvanyfehérjének a szilvahimlé virus
esetében is NTPaz, RNS-kot6 és RNS helikaz aktivitasa van
(Fernandez et al., 1995).

2.5.2.6 A kis sejtmag zarvanyfehérje és a genomhoz kotott protein

A kis sejtmag zarvanyfehérje (nuclear inclusion body, Nla), amelynek
N-termindlis része tartalmazza a genomhoz ko6tott proteint (VPg)
Osszesen 49 kD nagysagu. A transzlacio folyaman kialakulo fehérjék
zarvanyok formajaban halmozdédnak fel a sejtmagban ¢és a
citoplazmaban (Dougherty és Hiebert, 1980; Martin et al., 1992). A
fehérje C-termindlis része olyan vagasi helyeket ismer fel, amelyek
konzervativ aminosavakbol épiilnek fel (Dougherty és Parks, 1989).

Az N-vég proteinaz tulajdonsagi, és a poliprotein nagyrészét ez
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hasitja (Garcia et al., 1989a, b, ¢, 1992). A poliprotein proteolizise
folyaman elészor a 49 kD-os termék keletkezik, amely a sejtmagban
halmozddik fel, majd késébb a 27 kD-os proteinazra és a 21 kD-os
VPg-re hasad. A hasitas utan a VPg a sejtmagban marad, mig a 27 kD-
os proteindz a citoplazmaba keriil, és ott a hasitasokat végzi (Schaad et
al., 1996). A hasitasok elvégzése utan a VPg kovalensen a virus RNS
5' végéhez kotddik. A VPg befolyéasolja a virus hosszatavi mozgasat
(Schaad et al., 1997b). Ujabb adatok szerint az RNS szintézis alatt
inditd szekvencia szerepét tolti be (Paul et al., 1998; Simdén-Buela et

al., 2000).

2.5.2.7 A nagy sejtmag zdarvanyfehérje

Az 58 kD-os nagy sejtmag zarvanyfehérje (nuclear inclusion body,
NIb) a kis sejtmag zarvanyfehérjével egyiitt elokristaly formaban
talalhat6 a sejtmagban, de kisebb mennyiségben a citoplazmdban is
jelen van (Martin et al., 1992; Shukla et al., 1994). A fehérje a glicin-
aszparaginsav-aszparaginsav  (Gly-Asp-Asp, GDD) aminosav
szekvencia alapjan a virus replikacios komplexének alkotdoeleme
(Riechmann et al., 1992; Shukla et al., 1994). A replikicié a
citoplazmaban membranhoz ko6tott komplexként megy végbe (Martin
és Garcia, 1991; Martin et al., 1995). A fehérjék kozott kialakitott
kolesonhatasokon til, a sejtmagban torténd lokalizacioért is felelds (Li

etal., 1997).
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2.5.2.8 A kopenyfehérje

A 30 kD-os kopenyfehérje (capsid protein, CP) egy erésen konzervalt
kozponti magbodl, illetve az N-, és a C-végek valtozékonyabb,
felszinen elhelyezkedd, meghatarozo csoportjaibol (domain) all. A CP
legfontosabb funkcioi kézé - a virion burkolasan tdl - a levéltetvekkel
torténd terjedés (Pirone, 1991; Salomon and Bernardi, 1995), a tiinetek
kialakitasa, €s a sejtrél-sejtre valdo mozgas tartozik (Dolja et al., 1995;
Lépez-Moya és Pirone, 1998; Varrelmann ¢€s Maiss, 2000). Mahajan et
al. (1996) kimutatta a CP replikacidoban betoltott szerepét. A fehérje
N-terminalis vége rendkiviil valtozékony. Olyan epitdpokat tartalmaz,
amelyek alkalmasak a kiilonb6zé torzscsoportok elkiilonitésére
(Shukla et al., 1988). A CP a levéltetvekkel torténd atvitel soran
kapcsolatba 1ép a segité komponenssel, amely Pirone és Blanc (1996)
feltevése szerint a levéltetvek szajszervéhez kapcsolodik. A
levéltettivel  torténd  atvitel bizonyos konzervativ —aminosav
szekvenciakhoz (PPV esetében aszparaginsav-alanin-leucin, Asp-Ala-
Leu, DAL) kothetd, amelyek az N-termindlis rész legelején talalhatoak
(Atreya et al., 1991, 1995; Blanc et al., 1997; Lopez-Moya és Pirone,
1998). Jayaram et al. (1998) vizsgalatai szerint a DAG motivum
szerkezete befolyasolja az atvihetdséget. Az N-véggel ellentétben, a
CP kozépsd része viszonylag konzervativ szekvencidkat tartalmaz. A
CP C-terminalis vége az N-terminalis véghez hasonloan a kiils6 részen
helyezkedik el. A CP-nek ezek a részei nem feltétleniil sziikségesek az
enkapszidacidhoz, eltavolitasuk nem  befolyasolja a  virus

fertézoképességét (Shukla et al., 1994).
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2.6 A szilvahimlé virus elleni védekezés lehetéségei

A Fo6ld népességének robbandsszerli novekedése miatt az egyik
legfontosabb feladattd valt az élelmiszerek elegendé mennyiségének
és megfeleld6 mindségének biztositdsa. Kordbban ezt a kémiai
novényvéddszerek tulzott hasznalataval igyekeztek elérni, ami miatt a
novényvédelmet sokszor érte jogos panasz (Gaborjanyi et al., 1995).
Napjainkban egyre inkdbb olyan irdanyzatok Kkeriilnek el6térbe,
amelyek szem el6tt tartjak a kornyezet kimélését. Ezért érdekiink az,
hogy a novény genetikai adottsagait minél jobban kihasznaljuk. A
novénytermesztés szempontjabol a rezisztens fajtdk telepitése a
leggazdasagosabb. A t6bbi védekezési moddszer (agrotechnikai,
kémiai) csak ezutan kovetkezik. A kdrokozdok elleni integralt
védekezés 1j, molekularis technikdkkal, és kornyezetbarat
technologidkkal boviilt. A mddszer alkalmazasa garantdlja a magas

terméshozamokat, és a mindséget.

2.6.1 A rezisztenciara nemesités hagyomanyos modszerei

A nemesités célja mindig a piacképesség, a termOképesség és az
ellenalld képesség fokozasa. A hagyomanyos nemesités soran vagy a
megfeleld sziildparokat keresztezik egymadssal, vagy kiillonb6zo
szempontok szerint szelektaljak a novényeket. Az ellenalld képességet

a szerint csoportositjuk, hogy a korokozo megtelepedése, vagy a
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betegség kialakulasa ellen hat. A horizontalis rezisztencia nem
specifikus, egy adott kérokozé minden t6rzse ellen védettséget nyujt.
A vertikalis rezisztencia specifikus, csak bizonyos torzsekkel szemben
érvényesiil. A mindségi lokalizalt rezisztenciat monogének vagy
poligének szabalyozzak. A mennyiségi, nem lokalizal6do rezisztencia
poligének altal szabalyozott. A fert6zéssel szembeni ellenallosagot
leggyakrabban vad fajokban talalhato gének felhasznalasaval alakitjak
ki. A keresztezés soran olyan tulajdonsadgok jelennek meg (vastag
kutikula, szdérozottség), amelyek megakadalyozzdak a vektorok
tevékenységét, vagy a virus bejutasat a novénybe. A talérzékenységre
irdnyul6 nemesités a novényekben kialakithat6 hiperszenzitiv reakcion
(HR) alapszik. A HR nyoman a ndvény helyi nekrézisokkal lokalizalja
a fertdzést. A folyamat gyakran a fert6zott levelek lehullasaval,
mindségi, ¢s altaldban egy gén altal szabalyozott. Eredményességét
kornyezeti tényezok is befolyasoljak. Az ellenalld képességnek ezt a
tipusat gyakran uj patotipusok vagy virustorzsek torik at. A
betegséggel szembeni rezisztencia kialakitasakor teljes és tartos
ellendllo képesség alakul ki a korokozé valamennyi torzsével
szemben. Ez extrém rezisztencia formajaban fejezédik ki. Kialakulasa
a virus replikaciojatol és transzlokaciojatol fiigg. Altalaban kevés gén
szabalyozza. A hiperszenzitivitidsra iranyuld nemesités hianyaban a
tolerancidra nemesités, azaz olyan fajtdk eldallitasa keriil el6térbe,
amelyek fogékonyak ugyan, de a fertézésre gyengébb tiinetekkel vagy

kisebb termésveszteséggel reagalnak. A tolerans fajokban azonban a

56



korokozonak lehetdsége nyilik a tulélésre, ami egy masodlagos
fertézes forrasa lehet (Gaborjanyi et al., 1999).

A PPV rezisztens fajtak eléallitdsara mar régota nagy erdfeszitéseket
tesznek. A kialakitott rezisztencia azonban mindig relativ, hiszen a
tolerancia és a virus ellenallosadg foka legaldbb annyira fiigg a
kornyezeti tényezoktél, mint a virus allapotatdl. A virustiineteket
mutatd fak ardnya évrél-évre nd, ezért egyre siirgetobbé valik az
ellenallé valtozatok felkutatasa. Dr. Suranyi DezsOvel a ceglédi
torzsiiltetvényben végzett szeroldgiai levél-, ¢és riigyvizsgalatok
alapjan (Surdnyi et al., 1996), gyakran a tiinetmentes fak is
virushordozok voltak. Legfogékonyabbnak a Korai Besztercei és a
Pozegaca fajtak mutatkoztak, amelyeknek mar riigyeibdl is kimutattuk
a korokozot. Az eddig igen ellenallonak tartott Stanley fajta a
vizsgalatban fogékony volt. A Bt 1, Bt 2, Monfort és Sermina fajtakon
toleranciat figyeltiink meg a fertézéssel szemben. A virust tartalmazé
levelek ugyanis teljesen tlinetmentesek maradtak. Rezisztensnek
talaltuk az Olaszkék K108 és a Ruth Gestetter fajtakat. Tovabbi
vizsgalatok erdsithetnék csak meg e fajtdk virusellendllosagat és a

nemesitésben torténd felhasznalhatdsagat.

2.6.2 A genetikailag mddositott novények

Tobb mint tizendt év telt el azdta, hogy géntechnoldgiai modszerekkel
valamilyen él6 szervezetbdl tetszdlegesen kivalasztott tulajdonsagokat

hordoz6 géneket lehet izoldlni, amelyeket tetszés szerint lehet egy
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masik szervezetbe beépiteni ugy, hogy abban a kivant tulajdonsag
megnyilvanuljon és 6roklédjon (Balazs és Gaborjanyi, 1984). Az
ilyen, biotechnoldgiai modszerekkel 1étrehozott transzgénikus
novények (pl. tolerans vagy rezisztens fajtak) eldallitasa olcsobb, €s
kevesebb id6t vesz igénybe, mint a hagyomanyos -eljarasokkal
nemesitett fajtaké (Tepfer és Balazs, 1997). A kérokozdk ujonnan
megjelend torzsei, biotipusai vagy rasszai azonban igy is mindig U]
kihivast jelentenek a novénynemesitok szamara. A genetikailag
modositott ndvények termesztésbe torténd bevondsa nagy okoldgiai
kockazattal jar, ezért az Osszes géntechnoldgiai tevékenységet,
beleértve a fajtdk engedélyezését torvényekkel kell szabalyozni
(Balézs, 1997).

A génsebészeti kutatasok f6 célja, hogy novényi rezisztenciagéneket
épitsenek be fogékony fajokba. A szomatikus hibridizaci6é lehetové
teszi, hogy olyan fajokat keresztezziink egymdssal, amelyek ivaros
uton nem hibridizalhatok. A hibridizacié soran protoplasztokat
fazionaltatnak egymadssal, majd az ujonnan keletkezett novényeket
regeneraljak és szelektaljak. Altalaban termesztett novények vad
rokonait vagy ezek szarmazgékait hasznaljak fel. A modszer hatranya,
hogy a sejtek egyesitésekor (fizid) t6bb gén is atkeriil a vad fajtabol a
termesztett novénybe, kozottik gyakran olyanok is, amelyek nem
kivanatos tulajdonsdgokat hataroznak meg. Molekularis genetikai
modszerekkel olyan tulajdonsagok valtak orokithetdvé, amelyekért
egy gén (vagy géncsoport) felelds, igy kizarhaté a kedvezdtlen

tulajdonsagok bekeriilése a termesztett fajtaba. A virusok elleni
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védekezés torténhet novényi eredetli-, virus eredetii-, vagy egyéb virus
ellenallésag gének bevitelével. A novényi eredetli rezisztencia gének
azonositdsat vagy transzpozon mutagenezissel, vagy a gének
feltérképezésével végzik. A transzpozonok olyan genetikai elemek,
amelyek bizonyos idOkozonként megvaltoztatjdk helyiiket a
genomban. Az integralddott transzpozon hatdsara a gén elvesziti
mikodoképességét. Az ugralo elemek segitségével mutansokat
allitanak el6, majd a rezisztens novényeket szelektaljak. Ezek az
elemek véletlenszerlien épiilnek be a genomba, és inaktivaljak az
altalunk keresett gént. A térképezésen alapuld génizolalas sokkal
gyorsabb moddszer. A molekularis térképeken jellemzé DNS
szekvenciakat (markerek) tiintetnek fel, és a rezisztencia gének helyét
ezekhez a markerekhez viszonyitva hatdrozzdk meg. A patogéntdl
szarmaztatott rezisztencia kialakitasakor alkalmazott virusgének kore
napjainkban mar rendkiviil széles, de alapvetden fehérje, illetve
nukleinsav altal kivaltott védettséget kiilonboztetiink meg. Az eldbbi
altalaban tobbféle virus ellen hat, de gyengébb hatékonysagu, utdbbi
sziikebb hatasspektrumu, de nagy inokulum tomeg ellen is hatasos
(Szilassy et al., 1999). Az elébbi csoportba tartozik a kopenyfehérje
génnel indukalt virusrezisztencia. Az elsd sikeres kisérlet, a dohany
mozaik virus (tobacco mosaic fobamovirus, TMV) kopenyfehérje
génjének dohanyndvényekbe torténd beiiltetése Powel-Abel et al.
(1986) nevéhez flizédik. A PPV kopenyfehérje gén beiiltetésével a
PPV-NAT izolaitummal szemben Regner et al. (1992), a PPV-D
izolatummal szemben Ravelonandro et al. (1993), a PPV-SK68
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izolatummal szemben Palkovics et al. (1995) valtott ki eldszor
mesterséges rezisztenciat dohanynoévényekben (Nicotiana
benthamiana, N. clevelandii, N. tabacum cv. Xanthi). A ndvényeknek
csak egy része mutatott teljes rezisztenciat. Scorza et al. (1994) a PPV
kopenyfehérje génjével szilva szikleveleket transzformalt és sikeresen
regeneralt transzgénikus névényeket. A C-5 vonalat képviseld szilvafa
sem virushordozo levéltetvekkel, sem oltassal nem volt fertdzhetd
(Ravelonandro et al., 1997). Megallapitottdk, hogy ez a transzgén
keresztezéssel az utddokba is atvihetd (Levy et al. 1998). Wittner et al.
(1998) izolaltak a PPV-SK68 torzs helikaz génjét, majd az enzim
nukleotid-k6td szekvencidiban mutacidét hoztak létre. A mutans
fehérjét kodold szakaszt novényi expresszios vektorba épitették, &s
ezekkel a génkonstrukciokkal Nicotiana benthamiana ndvényeket
transzformaltak. Eloszor indukaltak ilyen mddon rezisztenciat egy
potyvirus helikdz gén beépitésével. A replikdz génnel Iétrehozott
rezisztenciaban nemcsak a replikdaz fehérjének, hanem a fehérjét
kodold gén szekvencidinak is szerepe lehet (Mueller et al., 1995). Guo
és Garcia (1997) a PPV vad tipusu és mutans replikdz génjét épitette
be N. benthamiana dohdnynovényekbe. A vad tipust gént hordozd
novények ellenallbak voltak, azonban magas koncentracidju
inokulummal a rezisztencia konnyen attorheté volt. A kisérletben
hasznalt n6vényi vonalakat tovabb vizsgaltak és megallapitottak, hogy
a benniik kialakitott rezisztencia mitotikusan stabil a novények oltassal
vagy in vitro regeneracioval torténd szaporitasa utdn. A virussal

szembeni fogékonysag Gsszefiiggott a transzgén lecsendesitésével és a
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DNS metilaciojaval (Guo et al., 1999). A mozgasfehérje génnel
indukalt rezisztencia soran a fertézés tiinetei késobb, és enyhébb
formaban jelennek meg. Ezt az ellenallosagot a mozgésfehérjét kodold
A szatellit RNS altal kozvetitett rezisztencia kialakitdsakor is a
tinetek enyhiilése kovetkezik be. Ezekben az RNS-ekben gyakran
torténik mutacid, ezért fennall a veszélye annak, hogy a transzgénikus
novényben 1), fert6zobb torzs keletkezik (Harrison, 1992). A defektiv
interferal6 RNS-ek altal kozvetitett rezisztenciat olyan delécios
virusmutansok valtjak ki, amelyekbdl a replikaciohoz sziikséges
szekvencidk hidnyoznak. Ezek a mutdnsok gétoljdk az ép virusok
replikaciojat. E  génsebészeti eljarasokat a PPV-ellenallosag
molekularis kialakitdsdra még nem alkalmaztak.

A virusok elleni védekezésben egyéb, virusokbol szarmazd
rezisztencia gének is felhasznalhatok, tobbek kozott értelmetlen
(antiszensz) nukleinsavak, antitesteket, vagy ribozimokat kodolo

gének.

2.6.3 Agrotechnikai védekezes

A novényvédelem  leggazdasdgosabb és  kornyezetvédelmi
szempontbol  legmegfelelobb modja a rezisztens novények
termesztése. Az agrotechnikai védekezés csak ezutan torténik. A
gytimolestermesztés soran eldszor figyelembe kell venni a természeti

adottsagokat. A harmonikus viz-, és tapanyagellatassal fokozhatjuk a
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novények természetes ellenalld képességét, a novényhigiéné pontos
betartasaval pedig magasabb terméshozamokat <érhetiink el
(Géborjanyi, 1998).

A kiskertek, a kereskedelmi iiltetvények és a szaporitdoanyagot
szolgéltatd iiltetvények fainak egyre fokozodo fertdzottsége
sziikségessé tette a virusmentes szaporitdanyag ellatas és
virusmentesitési program létrehozasat. A virusmentes szaporitdoanyag
ellatas egyik feltétele a rendszeres novény-egészségligyi ellendrzes
(kulonos tekintettel a virusokra). A torzsfak szabad szemmel végzett
vizsgalatat megneheziti, hogy az ¢szibarackon a tiinetek gyakran alig
¢szrevehetdek, mig a mandula teljesen tiinetmentes marad. Gondot
jelent az is, hogy a fert6zo, eltavolitott tovek szomszédsagaban 1évd
fak - amelyek még kivagas eldtt fertézodtek meg - sokszor csak
évekkel késobb mutatjak a betegség jellemz6 tiineteit (Németh, 1992).
Ezeket az egyszerli vizsgalatokat kiegészitik mas ellendrzési
moddszerekkel is, pl. a PPV-re fogékony csonthéjas gytimdlesfak
évente végzett tesztelésével (szabadfoldi gyorsteszt).

A stylet-borne (nem-perzisztens) virusoknal - igy a PPV-nél is - nagy
hangsulyt kell fektetni a betegséget terjeszt vektorok rajzasanak vagy
nagy tomegben torténd berepiilésének megakadalyozasara. A vektor
populacid egyedszamanak szabalyozasara hasznos parazita- vagy
predatorszervezeteket is alkalmazhatunk. Az iiltetvények telepitésekor
a lehetdségek szerint be kell tartani az izolacios tavolsagot a vektorok
betelepedése miatt. A repiilési tavolsdgokhoz képest viszonylag

hosszii virusmeg6rzési i1d6 (legalabb 60 perc) miatt azonban az
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izolacids tavolsag novelése (1000 m) sem jelenthet teljes biztonsagot.
A nem-perzisztens virusok esetében a fertéz6dés inkabb
inkompatibilis novényekkel boritott kornyezetben akadalyozhaté meg
(Jenser, 1989). Ha a megoévni kivant csemetéket mas kulturaba
iltetjiik (elbujtatjuk), viszonylag hossz ideig megoérizhetjiik a fak
virusmentességét. A levéltetvek ellen hatdsosnak bizonyultak még a
tiikkrozo feliilettel rendelkezo, kiilonbozoé szini foliacsikok. A sorok
kozé helyezett gylrédésmentes miianyag foliacsikok riasztd
(repellens) hatasuak (Basky, 1983). A reflektiv feliiletek repellens
hatasan alapulé virusfertézés csokkentés — az eljaras koltségessége
miatt — csak olyan kultrdkban indokolt, ahol a vektortevékenység az

egész vegetacios ido alatt intenziv.

2.6.4 Kémiai védekezés

A virusok azon természetébdl adoddan, hogy a korokozo és az éltala
megfertdzott sejt bioldgiai egységet alkot, a mar kialakult betegséget
jelenlegi ismereteink szerint gyogyitani nem tudjuk. A gombads ¢&s
baktériumos betegségek ezzel szemben kémiai tton elvileg
lekiizdhetdk. A természetben azonban vannak olyan vegyiiletek,
amelyek a n6vény felszinén moddositjak a virusfertdzeés hatékonysagat,
vagy a novény belsejében a virus in vivo szintézisét befolydsoljak. A
virusfert6zés in vitro gatldo anyagai kozé olyan inhibitorok tartoznak,
amelyek irreverzibilis inaktivaldssal vagy denaturalassal gatoljak a

fertézési  folyamatot. Ezek fenol, fitoalexin, ¢és kiilonbdzo
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enzimcsoportok vegyiiletei. Az in vivo inhibitorok a fertdzési
folyamatot reverzibilisen befolyasoljak anélkiil, hogy a virust
elpusztitanak. Ilyenek a juvenilitds €s a szeneszcencia hormonjai. A
virus bioszintézisét in vivo gatld anyagok kozvetleniil, irreverzibilisen
blokkoljadk a replikacidt. E csoportba tobbek kozott nukleinsav
analdgok, aminosavak, fajlagos fehérjék, antibiotikumok tartoznak.
Hatasuk a fert6zés folyamatat nem érinti (Gdaborjanyi és Tobids,
1986a). A virusbetegségek kémiai anyagokkal torténd lekiizdése
természetes és mesterséges uton valosulhat meg. Ismertek olyan
indukalt antiviralis vegyiiletek, amelyek a virusfertézés vagy mas
stressz hatdséra fejlédnek ki a novényben. Ezek a természetes anyagok
a rezisztencia eléfaktorainak tekinthetok: a virusreplikaciot aktivan
gatoljak (,,b”-protein), illetve a novény betegség ellenallosagat
fokozzak (poliakrilsav, szalicilsav, benzoesav). Az alkalmazott
antivirdlis anyagok a virusreplikdciét aktiv modon visszaszoritd
mesterséges vegyiiletek, amelyek megakadalyozzak a virusok
elterjedését a novényben, gatoljak a virustiinetek megjelenését, és a
terméskiesést megsziintetik a gazdanovény jelentésebb karosodasa
nélkiil. Ezek a kemoterapids szerek fOleg nukleinsav szarmazékok,
tiokarbamidok, uredk, guanidinek és  glicero-foszfokolinok
(Gaborjanyi és Tobias, 1986b). Szamos olyan természetes, majd
mesterséges kémiai anyag hatasat vizsgaltak, amelyek a novényeket ért
elsd fert6zés kovetkezményeként kialakult szisztemikus szerzett
rezisztencia (SAR) elinditoi lehetnek. A szintetikus vegyiiletek koziil

fontos a szalicilsavhoz hasonldé szerkezeti és hatasa, 1,2,3-
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benzotiadiazol-7-trikarboxi-S-metilészter (BTH) hatéanyagu Bion™.
A szalicilsavhoz hasonléan a Bion' V-t is eredményesen alkalmaztak
egyes virusok, Dbaktériumok, illetve gombdk elleni kémiai
novényvédelemben (Kalman és Gaborjanyi, 1998).

A gyakorlatban a szilvahimlé virus elleni vegyszeres védekezés
leginkabb a virusterjeszté levéltetvek szamanak csokkentésére
korlatozodik, mert a fa éveken keresztiil 4ll ugyanazon a helyen, a
levéltetvek mozgasatol fiiggden szinte egész évben fertézodhet. Az
infekcidés nyomas rendkiviil nagy, hiszen alig taldlni olyan iltetvényt,
amelyben, vagy amelynek kézelében ne lenne PPV-vel fertézott fas-,
vagy lagyszard novény. A levéltetvek ellen alkalmazott szerves
foszforsavészter vagy foszfamidon hatdéanyagu inszekticidek a
hozzajuk flizott reményeket nem valtottdk be (Jenser, 1989). A nyari
olajok alkalmasnak bizonyultak ugyan csonthéjas iiltetvényekben,
valamint Prunus faiskolakban a fert6zés visszaszoritasara, de annak
biztonsagos megakadalyozasara nem voltak elegend6ek (Jenser, 1989;
Migliori et al., 1998). Az olajos kezelések hatasara 67-83 %-kal
csokkenhet a virusfertdzottségi szazalék zoldség kulturaban (Basky,

1984b).

2.6.5 Integralt védekezési mddszerek

A gyakorlatban a rezisztenciara nemesitést, az agrotechnikai, a
bioldgiai és a kémiai védekezést soha sem onmagukban alkalmazzuk

(Gaborjanyi, 1986), hanem ezek okszerli kombinacidja, az integralt
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védekezés valosul meg. Az integralt védekezési technologia mindig
szem el6tt tartja a kornyezet megovasat. A szilvahimld virus esetében
is az a legfontosabb, hogy a novény genetikai allomanyaban rejlé
adottsagokat kihasznaljuk. Az orszagban kivald hisa és zamata miatt a
virusra legérzékenyebb Besztercei szilva fajtakor a legelterjedtebb. A
gytimdleshullas mértéke azonban egyes helyeken eléri a 100 %-ot
(Szabo et al., 1991). Ez indokolttd tette, hogy a nemesitésbe és a
termesztésbe mas, kevésbé fogékony, ugyanakkor kevésbé izletes
fajtadkat (pl. Stanley) is bevonjanak. Mar Iéteznek génsebészeti uton
eléallitott PPV rezisztens szilva klonok, ezek azonban még nincsenek
kereskedelmi forgalomban. A transzformalt novényekbe a virus
kopenyfehérje génjét (Regner et al.,1992; Ravelonandroet al., 1993;
Scorza et al., 1994; Palkovics et al., 1995; Ravelonandro et al., 1997),
vagy helikdz génjét (Wittner et al., 1998) iiltették be. Ha a
virusellenallo fajtak iiltetésével a betegséget megel6zni nem tudjuk,
meg kell akadalyoznunk a virus tovabbterjedését. Ezt elsdsorban
agrotechnikai eszkozokkel tegylik. Ha virusmentes szaporitéanyagbdl
indulunk ki, és az allomanyt rendszeresen ellendrizziik, a fertézott
toveket eltavolitjuk, akkor mar ,.csak™ a virusterjesztd levéltetvek
betelepedését kell meggatolnunk. A megvédeni kivant ndvényeket
olyan kornyezetbe helyezziik, ahol a rovarok nehezen taldljdk meg
(eltakarjuk, izolaljuk), vagy elriasztjuk a levéltetveket a novények
kozelébol (foliacsikok, olajos lemosas). Az integralt védekezésnél a
kémiai szerek alkalmazasa, vagyis a vektorok elpusztitisa

elkeriilhetetlen. Ugyelni kell a készitmények helyes megvalasztasara,
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¢s a megfeleld idében torténd kijuttatasra, ezzel is csokkentve a

kornyezet terhelését.

Munkankkal a korokozo lekiizdéséhez, a virus elleni okszerd,

kornyezetkimélé védekezés kidolgozasdhoz kivantunk hozzajarulni,

specidlis feladatok megoldasaval.

A c¢él érdekében a kovetkez6 feladatokat tiiztiik ki:

1.

Kilonféle csapdazasi modszerekkel befogjuk és jellemezziik a
Magyarorszagon eléforduld leggyakoribb levéltetii fajokat. A
rovarok befogasara tobbféle foldrajzi teriiletet valasztunk, hogy az
orszagon bellili éghajlati eltérések ne Dbefolyasoljak az
eredményeket. Megallapitjuk a kiillonb6z6 csapdazasi modszerek
gyakorlati alkalmazhatosagat.

Tobb éven keresztiil aprilistol oktoberig figyelemmel kisérjiik a
leggyakoribb fajok egyedszam valtozasait. A rajzasdinamikai
felmérésekkel egyiddben vizsgédljuk a természetes fertézodés
idejét fogonovények kihelyezésével. Meghatarozzuk mely
levélteti fajok jatszhatnak fontos szerepet a PPV terjesztésében.
Az egyes vektor fajok atviteli képességét, aktivitasat, az atviteli
szézalékok alapjan, pontosan meghatarozzuk. Az egyedszam és az
atviteli szazalékok ismeretében megallapitjuk a fajok vektor-
tevékenységének hatékonysagat.

Izolatumokat  gytljtiink az orszdg valamennyi f6ldrajzi
tajegységérdl. A begyljtott izolatumok segitségével attekintjiik a
virus gazdandvénykorét. Megvizsgaljuk, hogy az Eurdpaban

eléforduld torzsek koziil melyek taldlhatok meg hazankban.
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Biotesztekkel megkiséreljik az irodalombdl ismert torzsek
elkiilonitését.

A hazankban eléforduld torzsek  jelenlétét szeroldgiai
modszerekkel is kimutatjuk. A szeroldgiai vizsgalatokba
molekularis mddszereket is bevonunk. Tisztdzzuk a hazai és a
kulfoldi izolatumok, torzsek rokonsagi viszonyait. Megallapitjuk
a virus izolatumok osztalyozhatésaganak mértékét.

Lehet6ség szerint szabadfoldon teszteljiik a kiilfoldon molekularis
géntechnoldgiaval eldallitott transzformalt szilva novények

virusellenallosagat.
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3 ANYAG ES MODSZER

3.1 A levéltetvek rajzasanak megfigyelési lehetdségei

A levéltetvek szama, a vektortevékenység intenzitdsa, és a novények
virusfertézottsége kozotti  Osszefliggéseket a  szilvahimlé  virus
esetében mar korabban is vizsgaltak (Basky és Géborjanyi, 1994;
Migliori et al., 1998). Sajat vizsgélatainkat a virusterjesztd levéltetvek
rajz6 egyedszamanak felmérésével kezdtik kiilonbozo o6kologiai
adottsdgu teriileteken Rothamsted tipust szivocsapda, valamint

Moericke-féle sargatalas adatok alapjan.

3.1.1 A szivocsapda modszer

A szarnyas levéltetvek rajzasat Rothamsted tipust szivocsapdéaval
kovettik nyomon Szolnokon (16. abra), 1993 és 1996 kozott, a
majustol szeptemberig terjedd idészakban. Magyarorszagon ebben az
idében csak a Szolnoki Talajvédelmi és Novényegészségiigyi Allomas
rendelkezett ilyen késziilékkel. Ez a csapda tipus oranként 3000 m’
levegdt sziv be, 12,2 m magassagbol. Ez az a magassag, amelyen a
tavolsagi repiilés soran a levéltetvek nagyobb hanyada repiil. A
szivocsapda altal gyijtott rovarokat naponta {lritettiik, jol zarhato
tivegekben  75%-0s  alkoholban  taroltuk, és a  fajokat
sztereomikroszkdp alatt Taylor et al. (1969), Taylor (1974, 1980), és
Basky (1993) hatarozokulcsai segitségével meghataroztuk.
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16. abra. A szolnoki szivocsapda
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3.1.2 A sérgatal moédszer

A Moericke-féle (Moericke, 1955) sargatalas modszer egyszeriisége
miatt még ma is széles korben elterjedt. A sdrga szin nem egyforma
intenzitassal vonzza a kiilonboz6 fajokat. A fogasi eredmények sokkal
inkébb a fajok séarga szinre adott reakcioit tiikrozik (Basky és Benydk,
1993). A sargatalakat 1995-ben helyeztiik ki Keszthelyen a Kertészeti
Tanszék gylimolesosében ¢€s Kaban egy burgonyatdbla mellé.
Keszthely klimaja csapadékos, az éves hdmérséklet ingadozas kisebb,
mint az alfoldi (Kaba) szaraz teriileteken. A két kiilonb6z6 kulturdban
elhelyezett talcsapdakkal atfogobb képet kaphattunk a majustdl
oktoberig tartd rajzasi viszonyokrdl. A csapddkat hetente kétszer
uritettiik, a szarnyas levélteti egyedeket kivalogattuk, 75 %-o0s
alkoholban konzervaltuk, és Basky (1984a, 1993) hatarozokulcsai

segitségével meghataroztuk.

3.2 A természetes fert6zodés tesztelése indikator novényekkel

A természetes fert6z0dés idétartamanak megallapitasat a szivocsapdas
és a sargatalas vizsgalatokkal egyidoben végeztik. A szarnyas
levéltetvek  rajzasi  gorbéit a  kihelyezett  fogdndvények
virusfert6zodésével vetettiik Ossze. Ezaltal megallapithattuk, mely
levéltetli fajoknak van szerepe a virus terjedésében. 1993 és 1996
kozott, majustol augusztus végéig Karcagon, egy elhagyott, myrobalan

alanyon all6, PPV-vel erdsen fert6zott Besztercei szilva iiltetvényben
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17. abra. Prunus persica cv. GF 305 (6szibarack) €s Nicotiana

clevelandii (dohany) fogonovények (Foto: Basky Zsuzsa)
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kezdetben 25 db Nicotiana clevelandii dohdnynovényt, késobb 25 db
Prunus persica cv. GF 305 (6szibarack) magoncot és 10 db Nicotiana
clevelandii dohdnynovényt helyeztiink ki egyhetes iddtartamra (17.
abra). A fogo- és indikator novényeket egy hétig tartottuk természetes
kornyezetben (expozicid), azutan vektormentes iiveghazba keriiltek.
Két-harom hénap mulva, a virustiinetek megjelenésekor DAS-ELISA
szerologiai  vizsgalattal mutattuk ki az indikdtor novények

fertézottségét.

3.3 Virusatvitel levéltetvekkel

Az egyes levélteti fajok virusatviteli képességérol konkrét
vizsgalatokban kell meggy6zddniink. Ezek a felmérések alkalmasak az
atvitel aktivitdsanak megallapitasara, a virusatviteli képesség pontos,
szazalékban kifejezett meghatarozasara. A nem-perzisztens virusok
atvitele levéltetvekkel viszonylag egyszeri, mert 2-3 perces
probaszivas elegendd ahhoz, hogy a parenchimaban 1évé virus a rovar
szipokdjan megtapadjon. Eloszor 100 db levéltetvet Petri-csészébe
gytjtottiink. Két éras éheztetés utan a rovarok 5 percig taplalkozhattak
a forrasnovényen. Forrdsként mindig egy PPV-vel fert6zott lagyszara
vagy fas szari novény levelét vagy hajtadsat hasznaltuk. Ezutdn a
szarnyatlan, még szarnykezdeménnyel sem rendelkezd egyedeket
ecsettel athelyeztilk a fogadd (akceptor) ndvényekre. Az akceptor
névény minden esetben 10 db Prunus persica cv. GF 305 magonc

volt. A probaszivas alatt szipokaba keriilt virionok tették lehetéveé,
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hogy olyan vektor fajokat is tesztelhessiink, amelyeknek egyébként
nem tapnovénye a dohany, vagy a csonthéjas gyiimolcsfa levele (3.
tablazat). Két nap elteltével a megmaradt példanyokat pirimikarb
hatéanyagu Pirimor 50D-vel permeteztiik, és az akceptor ndvényeket
tiveghdzba szallitottuk. Az atvitel eredményességét a 2-3 hoénapos
inkubacios 1d6 letelte utan DAS-ELISA szeroldgiai modszerrel
teszteltiik. A vizsgalt levéltetli faj atviteli aktivitasa attol fuggott, hogy

a 10 db magoncbol hany fert6zodott.
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3.4 Virusfenntartas

A virus-vektor kapcsolatok tanulmanyozasa szempontjabol Iényeges,
hogy ne csak a vektor (tdpnovénykor, rajzadsdinamika, &atvivod
képesség), hanem a virus tulajdonsagait is (gazdandvénykor,
atvihetdség, patologiai, szerologiai kiillonbozdség) megismerjiik. Az
alapos vizsgalatok feltétele, hogy a koérokozdt vektormentes
kornyezetben, tiveghazi kortilmények kozott, az egyes izolatumokat
egymastdl elkiilonitve, az erre alkalmas tesztndvényeken fenntartsuk.
Kisérleteinkben csonthéjas gytimolestakrdl (Prunus domestica, P.
cerasifera, P. persica, P. amygdalus) szarmaz6 fert6zott agrészeket,
lagyszara gyomok (pl. Datura stramonium), illetve egy félcserje
(Lycium halimifolium) tiinetes leveleit gytjtottik. Az izolatumok
(kozel 100 db) az orszag legkiillonb6zobb pontjairdl szarmaztak. A
beteg novények présnedvével Nicotiana benthamiana
dohanynovényeket fertoztiink. A lagyszara nodvényekrdl torténd
inokulalasndl 67 mM-os Sorensen-féle foszfatpuffert (pH 7,0)
hasznaltunk. A fas szarti novényekrdl torténd mechanikai atviteleknél
az inhibitorok jelenléte miatt a 67 mM-os foszfatpufferbe (pH 7,0)
aktiv szenet (1 mg/ml) és 3% PEG 6000 oldatot kevertiink. A
sikeresen inokulalt dohanylevelek szovetnedvével, Chenopodium
foetidum tesztnovényeken, egylézios kulturdkat hoztunk létre. Erre
azért volt sziikség, mert a gytjtott novények mas virusokkal, vagy
ugyanazon virus eltérd torzseivel is fertézottek lehetnek. Ha egyetlen

1€ziobol indulunk ki, biztosan egységes, biologiailag tiszta virus
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populécidt kapunk. Ezzel tovabbi munkéankat konnyitjiikk meg. Az egy
1ézi6bol elinditott torzsizolatumokat N. benthamiana és N. clevelandii

tesztnévényeken tartottuk fenn.

3.5 Biotesztek

A hazai izolatumok tiinettanilag és patoldgiailag rendkiviil valtozatos
képet mutattak, ezért sziikségesnek lattuk az izolatumok
tesztnovényeken torténd vizsgalatat. A nagyfoku valtozatossag miatt
feltételeztiik, hogy Magyarorszagon a mar korabban leirt M t6rzson
(SK68 jelli magyar izolatum) kiviil mas torzsek is jelen vannak. A
begytjtott, kozel 100 db PPV izolatumbdl iiveghazi koriilmények
kozott  torzsizolatumokat hoztunk létre. A torzsizolatumok
segitségével a korokozo gazdandvénykorét, a hazdnkban megtalalhato
torzseket, és a torzsek -eléfordulasanak gyakorisdgat kivantuk
elsdsorban meghatarozni. Kerlan és Dunez (1979) agargél-diffuzids
vizsgalatai alapjan az izolatumok koziil 15 jellemz6t valasztottunk ki
(4. tablazat).

Az izolatumok jellemzéséhez a kovetkezd, a PPV indikator
novényekét szamontartott fajokat hasznaltuk: Ammi majus L.
(AMIMA), Chenopodium amaranthicolor Coste et Reyn. (CHEAM),
C. foetidum Schrad. (CHEFO), C. murale L. (CHEMU), C. quinoa
Willd. (CHEQ), Nicandra physaloides Domin (NICPH), Nicotiana
benthamiana Gray (NIOBE), N. clevelandii Gray (NIOCL). A

lagyszariakra vonatkozo, késObbiekben is hasznalt roviditések
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Horvath (1993a, b) munkdjabdl szarmaznak. Az indikator novényeket
tiveghazi koriilmények kozott, mechanikai inokulacioval fertéztiik
meg. A novényi mintdkat 1:2,5 ardnyban higitottuk Sorensen-féle
fosztat pufferben (67mM, pH 7,0). A tiinetmentes ndvényeket DAS-
ELISA rendszerben ellendriztiik.

4. tablazat. A szilvahimlo virus izolatumok eredete

Jelolés Gyiijtés helye Gazdanovény

Lhl Nagymaros Lycium halimifolium Mill.
Pal Becehegy Prunus amygdalus Batch.
Pcl2 Keszthely Prunus cerasifera Ehr.
Pcl3 Budapest Prunus cerasifera Ehr.
Pd3 Fehérgyarmat Prunus domestica L.

Pd4 Fehérgyarmat Prunus domestica L.

Pd7 Fehérgyarmat Prunus domestica L.

Pd9 Ujfehérto Prunus domestica L.
Pd11 Budapest Prunus domestica L.

Pd 14 Becehegy Prunus domestica L.
Pd15 Borsod Prunus domestica L.
Pd16 Borsod Prunus domestica L.
Pd17 Kisar Prunus domestica L.
Pd20 Karcag Prunus domestica L.

Ra* Cagac Prunus domestica L.

* Rankovi¢ izolatum (D szerotipus), 6sszehasonlité homoldg antitest.
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3.6 Szeroldgiai vizsgalatok

A biotesztek sokkal érzékenyebbek a szerologiai eljarasoknal, mégsem
elegendd, ha ezeket a teszteket csak onmagukban alkalmazzuk. A
tesztnévényes vizsgalatokat mindig ki kell egésziteni egyéb,
megbizhaté mddszerekkel. Az orszag kiilonbozd helyeirdl begytjtott,
csonthéjas gylimolesfakrol, valamint lagyszara gyomnovényekrdl
szdrmazo izoldtumok szeroldgiai hovatartozasat eldszor agargél-
diffuziés modszerrel allapitottuk meg (Kerlan és Dunez, 1979). Az
agarozgél diffazids vizsgalatban D tipusu poliklon antiszérumot
hasznaltunk, amely alapjan ki tudtuk valasztani azokat az
izolatumokat, amelyek hlien reprezentdljdk a magyarorszagi
viszonyokat. A kezdeti (tajékozodas jellegli) felméréseket az ELISA
vizsgalatok kovették, amelynek két valtozatat alkalmaztuk. Eldszor a
»dupla antitest szendvics” (DAS-ELISA) mddszerrel kimutattuk a
virus jelenlétét az izolatumokbol, majd ennek az eljarasnak az indirekt

formajaval (IDAS-ELISA) elkiilonitettiik a kiilonb6z6 tipusokat.

3.6.1 DAS-ELISA

A kivalasztott PPV izolatumok ELISA vizsgalata poliklon
antiszérummal kezddédott, kettés rendszerben (double antibody
sandwich - enzyme /inked immunosorbent assay, DAS-ELISA), Clark
és Adams (1977) leirasa alapjan. A poliklon antiszérumot Tobids ¢€s

Papp (1991) allitottdk el Rankovi¢ D tipusi &sszehasonlitd
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izolatuméaval szemben. A  vizsgalatokhoz torma peroxidazt
hasznaltunk, a szinreakcidkat 492 nm hullamhosszon értékeltiik
Labsystems Multiskan RC fotométeren. Pozitiv reakcionak tekintettiik
azokat az extincios értékeket, amelyek meghaladtdk a negativ kontroll

(egészséges novény) értékeinek haromszorosat.

3.6.2 IDAS-ELISA

A monoklén ellenanyagokat indirekt ELISA rendszerben (indirect
double antibody sandwich - enzyme /inked immunosorbent assay,
IDAS-ELISA) hasznaltuk fel Converse és Martin (1993) szerint
Streptococcus aureus Protein A konjugatummal. A monoklén
antiszérumok a PPV 5.15 szamu, D tipust, Spanyol izolatummal
szemben késziiltek Lopez-Moya és Lopez-Abella szivessége folytan, a
kopenyfehérje belsé (3C6 1,5 mg/ml), kozépsé (4DG11 1,3 mg/ml) és
kiilsé (1EB6 1,3 mg/ml) szekvencidinak megfeleléen (Lopez-Moya et
al., 1994a, b). Az eredmények értékelése hasonld volt a DAS-ELISA

modszernél leirtakkal.
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3.7 Molekularis virologiai vizsgalatok

A napjainkban alkalmazott molekularis technikak lehetové teszik,
hogy az eltérd izolatumokat egymastdl torzsi szinten is elkiilonitsiik.
Ha osszevetjiikk az enzimatikus hasitasok és a szerologiai reakciok
eredményeit, nagy biztonsaggal csoportosithatjuk szerotipusuk alapjan
az izolatumokat. A molekularis eljarasok alkalmasak a genom
jellemzd szakaszainak részletes, nukleinsav szintli elemzésére is.

A 15 kivalasztott PPV izolatumot tovabbiakkal egészitettiik ki (5.
tablazat), igy még gazdagabb és még reprezentativabb lett a jellemezni
kivant izolatumok kore. A Dr. Németh Maria altal gy(jtott, valamint
Palkovics et al. (1993) altal molekularisan jellemzett SK68 jel
izolatumot azért vontuk be a molekularis virologiai vizsgalatokba,
hogy az atipikus vagy meg nem hatdrozott izoldtumokkal

osszehasonlithassuk.
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5. tablazat. A molekuldris viroldgiai vizsgalatokban hasznalt

szilvahimlg virus izolatumok eredete

Jelolés Gyiijtés helye Gazdandvény

Dsl Cegléd Datura stramonium L.
Lhl Nagymaros Lycium halimifolium Mill.
Pal Becehegy Prunus amygdalus Batch.
Pcl2 Keszthely Prunus cerasifera Ehr.
Pcl3 Budapest Prunus cerasifera Ehr.
Pd3 Fehérgyarmat Prunus domestica L.

Pd4 Fehérgyarmat Prunus domestica L.

Pd7 Fehérgyarmat Prunus domestica L.

Pd9 Ujfehérto Prunus domestica L.
Pd11 Budapest Prunus domestica L.

Pd 14 Becehegy Prunus domestica L.
Pd15 Borsod Prunus domestica L.
Pd16 Borsod Prunus domestica L.
Pd17 Kisar Prunus domestica L.
Pd20 Karcag Prunus domestica L.
Pd30 Nagymaros Prunus domestica L.
Pd31 Nagymaros Prunus domestica L.

Ra* Cagac Prunus domestica L.
SK68** Erd Prunus domestica L.

* Rankovi¢ izolatum (D szerotipus), §sszehasonlité homoldg antitest.

** M szerotipusba tartozo izolatum, sszehasonlité homolog antitest.
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3.7.1 Virustisztitas

A kiilonféle tisztitasi eljarasokkal nagy mennyiségt, biologiailag tiszta
anyagot lehet eléallitani. A virionokat Lain et al. (1988) mddszerével
kiilonitettiik el a tobbi novényi sejtalkotdtol. A miiveletet a virus
fogékony novényben torténd felszaporitasaval kezdtiik. Erre a célra
olyan gazdandvényt valasztottunk (Nicotiana clevelandii), amelyben a
leheté legnagyobb viruskoncentracio érhetd el. Két héttel a
mechanikai inokulaciét kovetden kezdtiik el a feltarast, amelyet az
oxidacidés folyamatok visszaszoritdsa érdekében mindig alacsony
hémérsékleten végziink. A virionok ndvényi szovetbol torténd
kivonasara citromsavas foszfatpuffert (0,18 M) és kloroformot
hasznaltunk. A feltart  virionokat alacsony  fordulatszamu
centrifugdldssal  valasztottuk el mas sejtalkotoelemektdl. A
szennyezOdésektdl mentesitett szovetnedv nagy higitasban tartalmazta
a virionokat. Ezutan t6bbszori ultracentrifugélassal és visszaoldassal
tisztitottuk a csapadékot, a virionokat a novényi fehérjéktdl
elkiilonitettiik, végiil 28 %-os cukorstirliség-gradiensre rétegeztiik. Ez
a strl oldat Na-borat puffert és cukrot tartalmaz. A kilendiiléfejes
centrifugdban a nukleinsavak {iilepedési allandojuknak megfelelden,
azonos magassagban helyezkednek el. A kivant réteget eltavolitottuk,
majd a tomény cukoroldatbdl 0jboli ultracentrifugalassal iilepitettiik a

virionokat.
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3.7.2 Ossz-nukleinsav kivonas

A gazdanovény sejtjeinek roncsoldsat, ¢€s beldlik a nukleinsavak
kivonasat White és Kaper (1989) szerint is végezhetjilk. Az RNS
virusok sériilékenysége miatt hitott eszkozoket hasznaltunk. A beteg
dohanynovények (Nicotiana benthamiana) sejtalkotéit fenolos
kicsapassal, majd a szennyezéanyagokat kloroformmal tavolitottuk el.
Utolsé 1épésként a novényben taladlhatd 6sszes nukleinsavat abszolut

alkohollal kivontuk.

3.7.3 DNS masolat (cDNS) készitése

A fert6zott novényekbdl kivont 6ssz-nukleinsavbdl vagy a tisztitott
virus szuszpenziobol kiindulva, a megfelelé indité szekvencidkkal
olyan DNS masolatokat hoztunk Iétre, amelyek egyik szila
komplementer a virus nukleinsav nukleotidjaival. A c¢DNS-eket
Amersham c¢DNS kit felhasznaldsaval, a gyartdé utasitdsait kovetve
készitettiikk. A kit tartalmazta a reverz transzkripcidhoz sziikséges

nukleotidokat, enzimeket, és reverz-transzkriptaz puffert.

3.7.4 Polimeraz lancreakcié (PCR)

A virus-kopenyfehérjén talalhatok azok az aminosav szakaszok
(epitopok), amelyek a virus szeroldgiai tulajdonsagaiért feleldsek. A

szerotipusok elkiilonitéséhez ezért azokat a DNS masolatokat
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szaporitottuk fel, amelyek a kopenyfehérjét kodoljak. A polimeraz
lancrekcid  (polimerase chain reaction, PCR) ,Perkin Elmer”
késziiléken tortént. A reakcidelegy tartalmazta a cDNS-t, a plazmidot
(Bluescript® II SK+), a kdpenyfehérje-gén kiemeléséhez sziikséges
foszforilalt oligo-nukleotidokat (unipoty, PPV-CP4), a gyartd
(Promega) altal Osszedllitott puffert és a hostabil Taq polimeraz
enzimet. A kivant DNS szakasz sokszorositasa harom fazisban zajlott:
a DNS denaturalasat (a masodlagos szerkezet fellazitasat) 94 C°-on 15
masodpercig, a két szal szétvalasztasat (anelldlds) 55 C°-on 30
masodpercig, a sokszorositast (polimerizacio) 72 C°-on 2 percig
végeztilk. Ezt a miveletsort 35-szor ismételtik. A PCR termékeket

fenol-kloroformmal extrahaltuk, majd a DNS-t etanollal kicsaptuk.

3.7.5 A DNS hasitasa restrikcids endonukleidzokkal

A polimerizéciéval felszaporitott nukleinsavakat olyan restrikcios
endonukleazokkal [Alul (Promega), Dral (Appligene), Rsal
(Promega), Csp45I (Sful)(Promega)] hasitottuk, amelyek csak a D-
szerotipusba tartozo specifikus szakaszokat ismerik fel (Wetzel et al.,

1991b). Az enzimek miikodéséhez a 20-22 C° volt a legkedvezdbb.

3.7.6  Agarozgél-elektroforézis

A hasitas utan keletkezett DNS-fragmentumokat 1 %-os agardzgélen

elektroforézissel (restriction fragment /ength polymorphisms, RFLP)
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valasztottuk el. A gélben a molekuldk mozgasanak iranyat (negativtol
a pozitiv felé) az elektromos tér toltése, gyorsasagat pedig a molekula
mérete hatdrozta meg. Az egyes fragmentek fluoreszcens festék

(etidium-bromid) hatasara, UV fényben lathatova valtak.

3.7.7 Southern-blot hibridizacié

Az RFLP-vel elvalasztott PCR termékeket Amersham Hybon-nylon
membranra rogzitettik, majd UV fénnyel irreverzibilisen a
membranhoz kotottiik. A Southern hibridizacidhoz sziikséges proba a
T7 quick prime QP (Pharmacia Biotech) kit felhasznalasaval késziilt.
A P izotoppal jelslt proba hibridizalisat a membranhoz kotott
nukleinsavval Sambrook et al. (1989) szerint végeztiik. Az inkubacid
alatt az izotoppal jelolt specifikus DNS-proba a komplementer
nukleinsavrészekhez kapcsolédik. A nukleinsavrészek kozotti

specifikus kotések 1étrejottét rontgenfilmen tettiik [athatova.

3.7.8 A kopenyfehérje gén izolalasa

A kopenyfehérje-gén nukleinsav szintl elemzésc¢hez
(szekvenaldsdhoz) nagy mennyiségli PCR-termékre (cDNS-re) volt
sziikség. A kopenyfehérje-gént agarozgélbol izolaltuk ugy, hogy a
megfelel6 PCR fragmentumot (insert) az agar6zgélbol ,,Whatman
DE81” papirlapba futtattuk, majd abbdl pufferrel [20 mM Tris, 1 mM
EDTA (etilén-diamin-tetraecetsav), 5 M NaCl] kimostuk. Az igy
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kapott tiszta insertet baktérium sejtbdl szarmazo, ampicillin
rezisztencia gént hordozo [Bluescript® II SK+: Amp” (Stratagene Inc.)]

plazmidba kapcsoltuk.

3.7.9 A plazmid és a genomrol késziilt cDNS 6sszekapcsolddasa

A DNS szakasz plazmidba kapcsolasahoz (ligalas) sziikség volt az
inserten kiviil egy defoszforilalt Bluescript II SK+ plazmidra, melyet
az EcoRV helyen hasitottunk (pBSK+/EcoRV). A defoszforilacid
miatt a plazmid nem tudott visszazarédni. A plazmid és a
virusgenomrol késziilt ¢cDNS 6sszekapcesolodasa T4 DNS ligazzal

(Promega) tortént, a gyartd utasitasait kovetve.

3.7.10 A rekombinans plazmid beépitése baktérium sejtbe

A ligalas utan a genetikailag megvaltoztatott (rekombindns) plazmidot
Escherichia coli DHS5o (Stratagene Inc.) plazmidmentes baktérium
sejtekbe juttattuk. A kompetens sejtek eloallitasat és a hdsokkos
transzformalast Sambrook et al. (1989) szerint végeztiik. A baktérium
sejteket antibiotikumot tartalmazé LB taptalajon ndvesztettik. Az
antibiotikummal kezelt taptalajon csak azok a baktériumok voltak
képesek felszaporodni, amelyek ampicilin rezisztencia gént hordoztak.
A lemezeket az un. ,blue-white” szelekcid segitségével elemeztiik.
Azok a telepek amelyekben az insert nem épiilt be a plazmidba, kék

szinliek. Ezek a telepek szamunkra értéktelenek. Azok a telepek,
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amelyekben az insert beépiilése kovetkeztében a plazmidban 1évd
enzim mukodésképtelenné valik, fehér szintiek. A tovabbiakban

ezeket a fehér szinti telepeket hasznaltuk fel.

3.7.11 A plazmid felszaporitasa, klonozas

Az insertet tartalmazo fehér telepeket Sambrook et al. (1989) szerint
folyékony LB taptalajba oltottuk. Az E. coli baktériumokat 37 C°-o0s
razoégépben razattuk, igy szamukra elegendd levegét biztositottunk.
Egy ¢éjszaka alatt a taptalajban oly mértékben képes a baktérium
felszaporodni (klonozas), hogy a benniik 1évé vektor plazmidok

mennyisége elegendd a tovabbi munkéahoz (pl. szekvencia analizis).

3.7.12 A plazmid tisztitasa

A virus-nukleinsavrdl késziilt DNS masolatot tartalmazé plazmidot
eloszor meg kell szabaditani a taptalajtol és a baktérium sejttél. A
vektorok feltarasa kétféle modszerrel, hohatassal vagy alkalikus
lizissel torténhet Sambrook et al. (1989) szerint. A szekvencia
analizishez a plazmidot alkalikus lizissel tisztitottuk. A taptalajt
alacsony fordulatu centrifugéléssal tavolitottuk el, majd a baktérium
sejtfalat lizozimmal roncsoltuk. A szuszpenzidt ezutan lugos [0,2 N
NaOH és 1 % Na-dodecil-szulfat (SDS)], majd savas (5 M K-acetat és
ecetsav) kozegbe helyeztiik. Ezzel a nemkivanatos sejtalkotokat

csaptuk ki az oldatbdl, majd a maradvanyokat centrifugdlassal
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eltavolitottuk. A nagyobb tisztasdg elérése érdekében az oldott
allapotban 1évé DNS-eket kétszer koagulaltuk: elészor abszolut
alkohollal, majd 20 %-os PEG 6000 és 2,5 M NaCl elegyével. A
polietilénglikolos (PEG) oldatot elontottiik, végiil a megmaradt, nagy
tisztasagu tiledéket visszaoldottuk. A genomi RNS-rdl atirt DNS-eket

ezutan mar felhasznalhattuk a nukleinsav analizishez.

3.7.13 A kopenyfehérje-gén nukleotid sorrendjének meghatarozasa

A kopenyfehérje gén nukleotid sorrendjét Sambrook et al. (1989)
szerint, ,,Amersham T7 Sequenase version II” szekvenald kit
felhaszndldsaval hataroztuk meg, a gyarté utasitdsait kovetve. Az
analizis soran, el6szor a lancterminacidés modszerrel elkésziilt cDNS-t
egyszaluva tettiik. Az egyszali DNS kiegészitd (komplementer)
szalanak  elkészitéséhez a kovetkezé  oligonukleotid indito
szekvenciakat hasznaltuk (Palkovics et al., 1993):

unipoty (szensz): 5°-ggaattccegeggaa-3’

PPV-CP1 (szensz): 5’-ggctgatgaagaggaagacga-3’

PPV-CP2 (szensz): 5’-ggccaaaccgcggtcttttggag-3°

PPV-CP3 (szensz): 5’-cgagctccacaatcttgttte-3’

PPV-CP4 (antiszensz): 5’-ctacatcagatacaagggcctgtg-3’

PPV-CP5 (antiszensz): 5’-cactacactccectcacaccgagg-3°

PPV-CP6 (antiszensz): 5’-tgtcaggttgcgetgaattcc-3°

PPV 9347 (szensz): 5’-cctcgecagatacgectttg-3°

PPV 9642 (szensz): 5’-gcatccttttctccge-3°
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A szintézisnél kulcsfontossagu a DNS-polimeraz enzim jelenléte. A
33S-ATP izotéppal jelolt nukleotidokat tartalmazé DNS fragmenteket
nagy felbontoképességli, 6 %-os poliakrilamid gélen, LKB 2010
Macrophor Pharmacia szekvenald berendezésen futtattuk meg, ¢&s
valasztottuk el. A szekvencia adatokat ,,Wisconsin Package Version

9.1 GCG” szamitdgépes programcsomag segitségével dolgoztuk fel.

91



4 EREDMENYEK

4.1 A virusterjeszto levéltetvek rajzasa

A Magyarorszagon eléforduld levéltetli fajok rajzasi viszonyait az
orszagon beliili éghajlati eltérések miatt tobb helyen, kétféle
csapdazasi moédszerrel vizsgaltuk. Megallapitottuk, hogy a kétféle
gyljtési modszer kozott jelentds kiilonbség van. Ez a kiillonb6zdség
legszembetlinbbben a levéltetvek szamaban mutatkozott meg. A
szivocsapda altal beszivott levegd tobb ezer rovar befogéasat tette
lehetévé naponta; mig a sargatalakba csak azok az egyedek keriiltek,
amelyek véletlenszerlien a csapda felé repiiltek és érvényesiilhetett a
sarga szin vonzo hatasa. A fontosabb vektor fajokat mindkét csapda

tipusban felleltiik.

4.1.1 Rajzadsdinamikai vizsgalatok a szivocsapda mddszerrel

A PPV vektoraként szamontartott levéltetvek rajzasat 1993 és 1996
kozott, majustol oktdberig, szivocsapda mddszerrel kovettiikk nyomon.
1993-ban a szolnoki csapda legnagyobb egyedszamban a Hyalopterus
pruni levéltett fajt fogta (6sszesen 2668 egyedet), rajzascsucsa junius
elsd hetére esett. Egyedszamban ezt az Aphis craccivora kovette
(6sszesen 1315 egyed), majd a Brachycaudus helichrysi (6sszesen 746

egyed). A Phorodon humuli, a Myzus persicae, az Aphis fabae és a
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Brachycaudus cardui fajok egyedszama a vizsgalt honapokban
alacsony maradt (18. dbra).

1994-ben a vektor levéltetvek rajzdsa mar aprilis végén elkezdddott
(19. abra). A szivécsapda ebben az évben a B. helichrysi fajt nagyon
magas egyedszdmban fogta (0sszesen 3498 egyedet), rajzdsa majus
masodik hetében tetdzott (2247 egyed). A H. pruni is korabban, majus
utols6 hetében érte el rajzdsanak maximumat (414 egyed). A tobbi
vektorfaj egyedszama ehhez képest jelentéktelen volt. A levéltetvek
rajzasa koran — a M. persicae fajt kivéve -, mar juliusban befejezddott,
igy az altalaban jellemz6 masodik tetézés elmaradt.

1995-ben a H. pruni €s az A. craccivora fajok egyedeibdl hatdroztunk
meg a legtobbet (Osszesen 1661 és 892 egyedet). A rajzas csucsa
mindkét fajnal junius harmadik hetére esett (521 és 462 egyed).
Jelentés volt még az A. fabae és a B. helichrysi eléfordulasa
(0sszesen 488 €s 611 egyed). A rovarok repiilése szeptember végéig
tartott, de az els6 tomeges repiilést nagyon gyenge masodik csucs
kovette (20. dbra).

1996-ban a szolnoki szivocsapda szerint (21. dbra), az 4. craccivora
1682 egyedszdmaval megelézte a H. pruni fajt (1346). Tomeges
megjelenésiik junius utolsdé heteiben kovetkezett be. A tobbi faj
repiilése egészen oktober elejéig elhuzodott, de egyedszamuk

mindvégig 100 alatt maradt.
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4.1.2 Rajzasdinamikai vizsgalatok a sarga talcsapdas modszerrel

A vizsgalatok harmadik és negyedik évében a szivocsapdas
gylijtéseket a sargatdlas moddszerrel egészitettiik ki. Mindkét évben
Keszthelyen ¢és Kaban helyeztiink el sargatalakat. A két teriileten
eltéréek voltak a természeti viszonyok (domborzat, csapadék,
hémérséklet), valamint a tdlakat mas-mas novénykultirdban helyeztiik
el. Keszthelyen a Kertészeti Tanszék gylimolcsosébe, Kaban egy
burgonyatabla mellé tettiik a sargatalakat.

1995-ben Keszthelyen a szines csapddk fajonként kevés egyedet
fogtak (22. abra). A felmérés szerint az Aphis fajok aranya volt a
legnagyobb (6sszesen 446 egyed), de a H. pruni, a B. helichrysi és a B.
cardui fajok is jelen voltak. Az Aphis spp. koziil a legjelentosebbek az
A. fabae (6sszesen 37 egyed), az A. craccivora (6sszesen 38 egyed), az
A. idaei (6sszesen 16 egyed), és az A. sambuci (6sszesen 8 egyed).
Ugyanebben az évben Kabdn azt tapasztaltuk, hogy itt a M. persicae
faj egyedei repiiltek a legnagyobb szamban (23. &bra). Maximalis
egyedszamat (168 egyed) junius legvégén érte el. A tobbi faj (B.
helichrysi, H. pruni, A craccivora, A. fabae, B. cardui, P. humuli)
egyedszama joval ez alatt maradt. 1996-ban Keszthelyen is és Kaban
is a kihelyezett sargatdlak nagyon kevés levéltetvet fogtak, ami
nemcsak a meteoroldgiai tényezdkre, hanem a modszer hianyossagaira
is visszavezethetd. A fajok kis egyedszama miatt, ezeket az adatokat

nem abréazoltuk grafikonon.
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4.2 A természetes fert6zodés idejének megallapitasa

A rajz6 egyedek egyedszamanak felmérésével egyidoben vizsgaltuk a
természetes fert6zddés idotartamat fogonovények kihelyezésével. A
levélteti vektorok tevékenységének intenzitasat dohanyndvényekkel
(Nicotiana clevelandii), valamint Prunus persica cv. GF 305
(6szibarack) magoncokkal teszteltiik. Kezdetben 25 db Nicotiana
clevelandii n6vényt helyeztiink ki, de ezek sériilékenységiik miatt nem
bizonyultak megfeleld indikdtor novényeknek. Kiszaradtak,
elpusztultak az expozicidos idé vége eldtt; ha talélték az egyhetes
idétartamot az {liveghdzban koran eloregedtek, és benniik a
viruskoncentraci6 visszaesett. Késdébb 10 darabra csokkentettiik a N.
clevelandii tesztnovények szamat, de a dohanynovényekkel egyiddben
25 db Prunus persica cv. GF 305 (6szibarack) magoncot is
kihelyeztiink. Az dszibarack olyan jé jelzé ndvénynek bizonyult, hogy
a késdbbiekben teljesen elhagytuk a dohanyndvények alkalmazasat.
1993-ban a vektortevékenység majus masodik hetétdl junius végéig
tartott (24. abra). A legintenzivebb (20 %) junius elsé hetében volt,
ami egybeesik a H. pruni rajzasaval.

1994-ben a fogéndvények fertdézottségi szazaléka hasonld volt az
1993-as évihez, ami azt mutatja, hogy a H. pruni fajnak valdban
fontos szerepe van a virus terjedésében.

1995-ben a fogonovények majustol augusztusig fertézodtek (25. abra).
Az infekcidés nyomads junius végén, julius elején érte el maximumat

(35 %). Ezt a csucsot az A. craccivora és a H. pruni rajzasa minddssze
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egy héttel elézte meg Szolnokon. A juniusi hirtelen visszaesés azzal
magyarazhato, hogy a nyari forrd, esé nélkiili heteket csapadékos
napok valtottak fel, ami megakadalyozta a levéltetvek repiilését.

1996-ban a természetes fertézodés idétartama rendkiviil révid volt
(26. abra). Miajus elején a fogéndvények 45 majd 55 %-os
fertdzottségi szazalékat kovetden a vektortevékenység nem volt

szamottevo.
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4.3  Uj vektor fajok, és aktivitasuk meghatarozasa

Kovetkezd 1épésként meg kellett allapitanunk, mely levéltetii fajok
alkalmasak a virus atvitelére, ezaltal mely fajok jatszhatnak fontos
szerepet a PPV terjesztésében. Az egyes vektor fajok atviteli
aktivitasat az atviteli szézalékok alapjan, pontosan megadtuk. Az
egyedszam és az atviteli szdzalékok ismeretében meghataroztuk a
fajok vektor-tevékenységének hatékonysagat. A rajzasdinamikai
felmérések adatai €s a természetes fert6zodées idejének 6sszevetésekor
megallapitottuk, hogy 1995-ben jalius €s augusztus honapokban,
valamint 1996 ma4jusdban akkor is magas volt a fogondvények
fertozottségi szazaléka, amikor a korabban ismert PPV levélteti
vektorok nem repiiltek. Ennek alapjan feltételeztiik, hogy eddig nem
vizsgalt fajok is szerepet jatszhatnak a virus epidémia kialakitasaban;
atvihetik a korokozoét, és igy potencidlis vektorok lehetnek. Ezért
olyan fajokat is bevontunk a vizsgélatba, amelyek a csonthéjas
iltetvényekben eléforduld gyomnovényeken, illetve nagy teriileteken
termesztett kulturnovényeken képeznek népes kolonidkat. 33
kiilonbozé levéltetii faj virusatviteli képességét teszteltiik. Az atvitel

aktivitasat szazalékban fejeztiik ki (6. 7. tablazat).
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6. tablazat. A vektorfajok 4tviteli aktivitasa

Levéltetii fajok Virus forras Atviteli szazalék
Aphis idaei* Prunus persica cv. GF 305 10
Aphis nasturtii* Prunus domestica 83
Aphis sambuci* Nicotiana clevelandii 22
Aphis spiraephaga® Prunus persica cv. GF 305 10
Brachycaudus helichrysi Prunus domestica 7
Hyalopterus amygdali* Prunus persica 7
Hyalopterus pruni Prunus domestica 13
Mpyzus cerasi* Prunus domestica 16
Phorodon humuli Prunus domestica 23
Rhopalosiphum padi Prunus cerasifera 10
Sitobion avenae* Prunus cerasifera 10
Sitobion avenae* Prunus domestica 10
Uroleucon achilleae* Prunus domestica 83

A *-gal jelolt fajok eddig nem tartoztak a PPV korabban ismert vektorai kzé.
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7. tablazat. A PPV vektoranak nem bizonyul6 fajok

Levéltetii fajok

Virus forras

Acyrthosiphon pisum

Aphis cirsii-acanthoides

Aphis craccivora
Aphis cytisorum
Aphis cytisorum
Aphis gossypii
Aphis nasturtii
Aphis pomi
Aphis pomi
Aphis rumicis

Aphis spiraephaga

Callipterinella tuberculata

Capitophorus elaeagni

Cavariella theobaldi
Chaitophorus salicti
Cryptomyzus ribis
Dysaphis devecta
Hyperomyzus pallidus

Macrosiphoniella oblonga

Macrosiphum rosae

Myzus cerasi ssp. pruniavium

Schizaphis graminum
Schizaphis graminum
Uroleucon cichorii

Uroleucon sonchi

Prunus domestica
Prunus domestica
Nicotiana clevelandii
Prunus persica
Prunus cerasifera
Prunus domestica
Nicotiana clevelandii
Prunus cerasifera
Prunus domestica
Prunus domestica
Nicotiana clevelandii
Prunus domestica
Prunus domestica
Prunus domestica
Prunus domestica

Prunus persica

Prunus domestica

Prunus domestica
Prunus domestica
Prunus domestica
Prunus domestica
Prunus cerasifera
Prunus domestica
Prunus domestica

Prunus domestica

Atviteli szazalék
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0

0
0
0
0
0
0
0
0
0
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A 6. tablazatban csilaggal emeltiik ki azokat a fajokat, amelyek ujak az
eddigi vilagirodalomban. Az Aphis idaei, az A. nasturtii, az A.
sambuci, az A. spiraephaga, a Hyalopterus amygdali, a Myzus cerasi,
a Sitobion avenae, és az Uroleucon achilleae fajokrol elsoként
allapitottuk meg, hogy szipokajukon hordozva alkalmasak a sarka
virus atvitelére, illetve terjesztésére.

Eredményeink szerint nagyon lényeges a forrasnovény kivalasztasa.
Kiilonosen igaz ez a N. clevelandii tesztnévényekre. Az Aphis fajok
kozil az A. craccivora és az A. spiraephaga nem vitték at a PPV-t
errdl a forrasnovényrél. Az A. spiraephaga Ujonnan vizsgalt faj, a
Prunus persica cv. GF 305 (6szibarack) magoncok 10 %-ar6l mutatott
atvitelt, mig a N. clevelandii n6vényekrdl egyaltalan nem. Az A.
craccivora ismert PPV vektor faj, dohanynovényekrél mégsem
mutatott atviteli hajlandésagot. Az A. gossypii is a PPV vektoraként
szamontartott faj, ennek ellenére P. domestica-rol mégis 0 %-o0s
atviteli aktivitast ért el. Ebben az esetben a felvételi taplalkozas, vagy
a probaszivas lehetett sikertelen a szilvan, vagy a virus replikaciojahoz
nem voltak megfeleléek a koriilmények az inkubacids id6é alatt az
tiveghdzban. Egy fajon beliil tehat valtozhat az atvitel sikeressége attol
figgben, milyen forrasnévényre keriiltek a levéltetvek.

Az évek soran megallapitottuk, hogy a hazai faundban a PPV vektorai
koziil az 4. craccivora, a Brachycaudus helichrysi és a Hyalopterus
pruni a leggyakrabban el6forduld fajok. A természetes kornyezetben
1€vé fogondvények legerdsebb fertézodése a fajok koziil — az 1996-o0s

évet kivéve — a H. pruni rajzéscsucsaval hozhato osszefliggésbe. A B,
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helichrysi és a H. pruni szilvan és mas Prunus fajokon, mig az A.
craccivora toképpen pillangosviraga tapndvényeken képez koloniadkat
(Szalay-Marzso, 1969). A H. pruni telepek nyéaron elnéptelenednek, a
szarnyas nemzedékek ugyanis nadra vandorolnak at (27. 28. abra). Az
A. craccivora nem gazdanovényvaltds faj, ennek ellenére jelen van a
csonthéjas gylimolesosokben, amit a keszthelyi sargatalakbdl is
kimutattunk. Ezeknek a jellemzdéen gyakori fajoknak mindossze 7-10
%-os az atviteli aktivitasa az tiltetvényekben ritkan eléfordulo 83 %-os
aktivitast mutatd Aphis nasturtii és Uroleucon achilleae fajokhoz
képest. Ezért meg kell kiilonboztetniink minden levéltetli esetében az
atvitel aktivitasat a vektortevékenység hatékonysdgatol. Ha a
vektorhatékonysagot az egy év alatt szivocsapdaba repiilt, azonos
levélteti egyedek szama, valamint a fajhoz tartozo atviteli szazalék
szorzatanak tekintjik, akkor ezzel az egyszeri elméleti modellel
konnyen szemléltethetjiik, mekkora jelentésége van egy vektor fajon
beliil az egyedszamnak. A B. helichrysi tajbol a szivocsapda 1993-ban
Osszesen 746 egyedet fogott, a faj atviteli aktivitdsa 7 %-os volt. A B,
helichrysi  vektorhatékonysaga az elképzelt modell szerint:
746-0,07=52,2 (52%). A vektorhatékonysag szorzata a P. humuli és a
H. pruni vektorok esetében a kovetkezoképpen alakul: 291-0,23=66,9
(P. humuli 67 %), 2668-0,13=346,8 (H. pruni 347 %). A H. pruni faj
példaja jol mintazza, hogy egy 13 %-os atviteli aktivitdst mutatd
vektor jelentdségét mennyire megndveli az adott faj tomeges jelenléte.
Az A. nasturtii és az U. achilleae hidba rendelkezik kivalo atviteli

adottsagokkal (83 %), a virus terjesztésében mégis sokkal
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27. dbra. A Hyalopterus pruni tomeges megjelenése szilvan
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28. dbra. A Hyalopterus pruni nyari nemzedéke nadon
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eredményesebben, hatékonyabban fognak részt venni az alacsonyabb
aktivitassal rendelkez6, de igen népes fajok.

A vektorologiai vizsgdlatok eredményeit roviden attekintve
elmondhatjuk, hogy meghataroztuk a levéltetvek populacidinak
egyedstiriségét, megfigyeltik a jellemzdé fajok (Aphis fabae, A.
craccivora, Brachycaudus cardui, B. helichrysi, Hyalopterus pruni,
Myzus  persicae,  Phorodon  humuli)  rajzdsi  viszonyait.
Megallapitottuk, hogy hazankban, a korabban PPV vektoranak tartott
fajok kozil az A. craccivora, a B. helichrysi és a H. pruni a
leggyakoribbak. Az atviteli szédzalékok alapjan a legnagyobb vektor
aktivitassal az A. nasturtii és az U. achilleae fajok rendelkeznek. Az
atviteli aktivitas, valamint az egyedszam valtozas adatait §sszevetettiik
a természetes fert6zddés idejével. Az eredmények azt mutattdk, hogy
azoknak a fajoknak a legnagyobb a vektorhatékonysaga, amelyeknek
kicsi ugyan a virusatviteli aktivitasa, de folyamatosan €s nagyszamban
jelen vannak (pl. H. pruni). Az okszeri és kornyezetkiméld
novényvédelmi technologidk megvalasztasakor ezek az adatok
nélkiilozhetetlenek. A vegyszeres védekezés tervezését mindig az
tiltetvény fain €16, vagy az oda berepiilé vektor fajok 1étszamatol kell
fliggévé tenni, de csak abban az esetben kell alkalmazni, amikor a
vesz€lyes fajok migralnak. Ismerniink kell ehhez a vektorok
életmddjat, virusatviteli képességeit, valamint mintavételezésekkel

szemmel kell tartanunk a népesség nagysagat és mozgasat.
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4.4 A PPV torzsek elkiilonitése tesztnovény maddszerrel

A PPV terjedését nemcsak a virus és a vektor kapcsolata befolyasolja,
hanem a kérokoz6 fiziko-kémiai és bioldgiai jellemz6i is. A kdrokozo
tulajdonsagait az orszag kiillonbozo teriileteirdl gytjtott, jellegzetes
tiineteket mutatd csonthéjas gytimolestakrol, illetve vadon termd fas-
és lagyszara novényekrdl szadrmazo izolatumokon tanulmanyoztuk.
Kordbban mar végeztek olyan vizsgalatokat, amelyekben az egyes
PPV izolatumokat a virus kimutatdsara alkalmas indikator
novényekkel kiilonitették el egymastdl (Kerlan és Dunez, 1979). A
modszert a szeroldgiai (agargél-diffuzios) eljarasok kiegészitésére
hasznaltadk, mert a névényeken kialakulo tlinetek nem adtak mddot
minden esetben az egyértelmii csoportosithatosagra. A biotesztek
nagyfoku érzékenysége miatt az Altalunk gy(jtott izolatumok
jellemzését olyan tesztnovényekkel kezdtiik, amelyeket alkalmasnak
gondoltunk az egyes torzsek tiinettani elkiilonitésére.

A vizsgélatokban hasznalt indikator novények nagy tlineti
valtozatossagot mutattak (8. tablazat). Az Ammi majus (AMIMA)
novények a D tipust izolatumokra haromféleképpen reagaltak. Az
izolatumok egy részén (Pd3, Pd4, Pd9, Pd17) lokalis klor6zis alakult
ki, masokon (Pal, Ra) a fertézés szisztemizalodott (29. abra), a
harmadik csoport az M tipusu izolatumokhoz hasonldéan nem fertdzte
a novényt. A Chenopodium quinoa (CHEQ) tesztnévényeken
szisztemikus és lokdlis tlinetek 1is kialakultak a szerotipustol

fuggetlentil. A C. foetidum (CHEFO) novényeket harom esetben nem
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sikeriilt fertézni. Egy esetben (Pd11 izolatum) a sérga torzsre jellemz6
lokalis klordzis, két esetben (Pal, Ra izolatumok) az intermedier
torzsre jellemzd tiinetek (a klorotikus foltok kézepe elhalt) alakultak
ki. Ezek az eredmények nem tamasztjak alda Roy ¢és Smith (1994)
vizsgalatait, miszerint Magyarorszdgon csak az Un. sarga torzs fordul
elé. A C. amaranthicolor (CHEAM) és a C. murale (CHEMU)
novényeket egyik izolatum sem fertézte meg. A Nicandra physaloides
(NICPH) tesztnovényeken lokalis 1éziok alakultak ki, egy izolatumnal
(Lh1) azonban csak tliszirasnyi léziokat figyelhettink meg. A
Nicotiana benthamiana (NIOBE) és a N. clevelandii (NIOCL) az M és
a D szerotipusra adott reakcidi igen valtozatosak voltak, de sem
jellegiikben, sem a tiinetek erdsségében nem mutattak Osszefiiggést a
szeroldgiai csoportosithatdsagot illetden.

A biotesztek alapjan azt tapasztaltuk, hogy a felhasznalt tesztnévények
nem alkalmasak arra, hogy a fert6zés hatdsara kialakuld tiinetek
szerint az eltér6 szerologiai csoportokat megkiilonboztessiik
egymastol. A Suti¢ et al. (1971) altal bevezetett tiinettani csoportositas
(Chenopodium foetidum tesztnévényen okozott klorotikus, nekrotikus,
atmeneti tiinetek) nem vezetett el a tipusok elkiilonitéséhez. Az
izolatumok torzsi hovatartozasanak vizsgalatat ezért a PPV
jellemzésére alkalmasabb ELISA szeroldgiai tesztekkel, enzimatikus

hasitasokkal, majd nukleinsav analizissel folytattuk.
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8. tablazat. A szilvahiml6 virus izolatumok tiinetei tesztnovényeken

Izolatumok Tesztnovények*

AMIMA CHEFO CHEQ NICPH NIOBE NIOCL

Lhl - - LCh PPLL Df S,Dw
Pal LCh/S  LChLL S LL Ch S
Pcl2 - LL S LL ChDf S
Pcl3 - - S LL Vb S
Pd3 LCh LL LCh LL ChDf S
Pd4 LCh LL LCh LL Vb -
Pd7 + LL S LL ChDf S
Pd9 LCh LL S LL Vb S
Pdl1 - LCh S LL(?) Vb S
Pd14 - LL LCh LL ChDf -
Pd15 - LL LCh LL ? S
Pd16 - - LCh LL ? S
Pd17 LCh LL/S LChS  LL VbDf S
Pd20 - LL LCh LL Vb S
Ra S LChLL  S(?) LL Vb S

*A tesztnovények roviditésének magyarazata a szo6vegben talalhato.

Jelmagyarazat: /: lokalis/szisztemikus tiinetek; -: tiinetmentes, szeroldgiailag negativ;
+: tlinetmentes, szeroldgiailag pozitiv (latens); S: szisztemikusan fogékony,
mozaikfoltossag (systemic mosaic); LL: lokalis nekrotikus 1ézié (local lesions); LCh:
lokalis klorotikus tiinetek, lokalis klordzis (/ocal chlorosis); PP: lokalis tliszer(
pontok (pinpoint); Vb: szisztemikus érmelletti mozaik (vein banding); Df: torzulas

(deformation); Dw: torpiilés (dwarfing); ?: .a tiinetek nem kifejezettek.
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29. 4bra. Az Ammi majus tesztndvényen kialakulod szisztemikus

tiinetek
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4.5 A hazai PPV izolatumok szerologiai soksziniisége

A kivalasztott PPV izolatumok nagy tiineti valtozatossagot mutattak
mind természetes gazdandvényeiken, mind a lagyszari indikator
novényeken. A sokszinliség alapjan feltételeztilk, hogy a hazai
izolatumok nemcsak patogenitasukban, hanem szerologiailag sem
egységesek. A vizsgalatokat DAS-ELISA rendszerben folytattuk,
amelyben a Rankovi¢-féle D tipusu Osszehasonlitdo izolatummal
szemben késziilt poliklon antitesteket hasznaltuk. A poliklén szérum
felismerte mindkét szerotipust, a kiilonbségek csak a reakcio
erosségében mutatkoztak meg (9. tablazat). Az izolatumok
monoklon antitestek tették lehetévé. A szérumok egy D tipusu (5.15
jell) izolatummal szemben késziiltek a kopenyfehérje kiilonbozd
(belsd, kozépso, kiilsd) szakaszainak megfeleléen. A kopenyfehérje
belsd, legkonzervativabb epitdpjaival szemben készitett monoklon
antitestek az izolatumokkal eltéréd érzékenységgel reagaltak. Egy
izolatumot (Pd20) nem ismertek fel, ami azt jelenti, hogy ez az
izolatum allt szeroldgiailag a legtavolabbi rokonsagban az eredeti D
izolatummal. A kopenyfehérje kozépsé szakaszan levd epitopokkal
szemben készitett monoklon antitestek sem az emlitett Pd20, sem az
Lhl izolatummal nem adtak értékelhetd reakciot. Feltehetden ez a két
izolatum az M szerotipust képviseli. A kopenyfehérje Kkiilso,

legfajlagosabb régidival szemben készitett monoklon antitestekkel
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kapott eredmények megerdsitik a kordbbi kiilonbségeket (Pd20, Lhl),
ugyanakkor mas kiilonbségekre (Pc13, Pd17) is ramutatnak.

Megallapitottuk, hogy a Magyarorszdgon jelenlévd izolatumok
szerologiailag valoban nem egységesek. Monoklon antitestekkel
eldszor sikeriilt kimutatni, hogy a hazai izoldtumok egyik része az M
(Marcus), masik része a D (Dideron) torzsbe tartozik. A szeroldgiai
tesztekkel nem tudtuk valamennyi izolatumot egyértelmiien
csoportositani, ezért a Pd4, Pd7, Pd14, Pd15 és Pd16 izolatumokat egy
atmeneti tipusba soroltuk. Az IDAS-ELISA modszer onmagaban nem

elégséges a szerocsoportok meghatarozasara.
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9. tdblazat. A PPV izolatumok szeroldgiai reakcidi

1zola- Antiszérumok Szero-
tumok  Poliklon Monoklén (PPV 5.15) tipus
(PPV-D) belsé (3C6) kozépsé (4DG11)  Kiilsé (1IEB6 1,3)
Lhl + +++ - - M
Pal ++ +++ 4+ ++ D
Pcl2 ++ ++ ++ 4+ D
Pcl3 + +++ + - M
Pd3 ++ + +++ -+ D
Pd4 + ++ ++ + ?
Pd7 ++ -+ + ++ ?
Pd9 +++ 4+ +++ ++ D
P11 ++ + 4+ +++ D
Pd14 ++ ++ ++ + ?
Pd15 4+ -+ +++ + ?
Pd16 ++ ++ + + ?
Pd17 + +++ + - M
Pd20 + - - + M
Ra + + ++ +++ D

Poliklon antiszérum extinkcios értékei:
-=0,000 — 0,024 (a negativ kontroll 3x értéke)
+=0,025-0,100

++=10,101 - 0,150

+++=0,151 -

Monokldén antiszérum extinkcios értékei (a kopenyfehérje belsé szekvencidirol):
-=0,000 - 0,025 (a negativ kontroll 3x értéke)

+=10,026 — 0,040

++=10,041 - 0,050

+++=0,051 -
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Monokldén antiszérum extinkcios értékei (a kopenyfehérje kozépsd szekvencidirdl):
-=0,000 - 0,025 (a negativ kontroll 3x értéke)

+=0,026 — 0,040

++=0,041 — 0,050

+++=0,051 -

Monoklon antiszérum extinkcios értékei (a kopenyfehérje kiilsé szekvencidirol):
-=0,000 — 0,024 (a negativ kontroll 3x értéke)

+=0,025-0,100

++=0,101 — 0,150

+++=0,151 -

4.6 A szeroldgiai heterogenitas bizonyitasa nukleinsav
vizsgalatokkal

A hazai PPV izolatumok szerologiai csoportositasat a kopenyfehérje
gén molekularis vizsgalata alapjan pontositottuk. A PPV izolatumok
nukleinsav szintli elemzésével tisztdztuk a kivalasztott sarka
izolatumok szeroldgiai hovatartozasat, valamint feltartuk a hazai és az
europai izolatumok kozotti genetikai azonossagokat €s eltéréseket. A
Franciaorszagbdl érkezd, Michael Ravelonandro ¢s munkatarsai
(INRA) éltal eléallitott, transzformdlt szilva novényeket a karantén
hatésagok érthetetlen okokra hivatkozva visszakiildték, ezért a
molekularis géntechnoldgiaval atalakitott magoncok

virusellenallosagat nem tudtuk szabadf6ldon tesztelni.

4.6.1 A PCR termékek 6sszehasonlitd vizsgalata

A jellemz6 izolatumok (5. tdblazat) kopenyfehérje génjét kétlépcsds

RT-PCR technikaval szaporitottuk fel, majd olyan restrikcios
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endonukledzokkal hasitottuk, amelyek csak a D szerotipusba tartozd
nukleinsavakat ismerik fel. Az izolatumok kopenyfehérje génjének
Dral enzimmel tortén6 hasitasat a 30. dbra mutatja. Ott, ahol a hasitas
megtortént két fragmentum (hasitasi termék) lathato (Pd3, Pc12). Ezek
az izolatumok a D szerocsoportba tartoznak. A Pd4, Pd7, Pd14 és
Pd20 izolatumoknal nem tortént hasitas, a PCR termékek egészben
maradtak. Ezek a fragmentumok a hasitott termékekhez képest tobb
nukleotidot tartalmazd6 DNS lancbdl allnak, hosszisaguk miatt
nehezebben jutnak &t az agardzgél térhalds szerkezetén. Lassu
mozgasuk kovetkeztében az elektroforézis befejezése utan kozelebb
helyezkednek el a felvitel helyéhez (a képen feljebb), mint a kétfelé
hasado, révid fragmentumok. A Pd4, Pd7, Pd14 és Pd20 izolatumok
az M tipusba sorolhatok. Az enzimatikus vizsgélatok lehetdvé tették
az ELISA tesztekkel kapott eredmények pontositasat (10. tablazat).
Nukleinsav szinten is megerdsitettilk azt a megallapitasunkat, hogy a
PPV-M tipus mellett (Pd4, Pd7, Pd14, Pd20, Pd30, Pd31, SK68), a
PPV-D tipus (Pal, Pc12, Pd3, Pd9, Pd11, Pd15, Pd17, Ra) jelenléte is
gyakori Magyarorszagon.

Négy izolatumnal (Ds1, Lhl, Pc13, Pd16), a lancreakci6 soran a DNS
nem sokszorozodott meg olyan mértékben, hogy az UV fényben
lathat6 lett volna. A PCR termékek (vagyis a kopenyfehérje gének)
eredetét azonban radioaktivan jelolt PPV kopenyfehérje specifikus
probaval  sikerrel azonositottuk. Southern-blot hibridizalassal
kimutattuk, hogy a kopenyfehérje génnek megfeleldé nukleinsav

szakaszok ezen izolatumok esetében is felszaporodtak, de csak kis
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Pd3 Pd4 Pd7 Pc12 Pd14 Pd20

30. abra. Néhany szilvahiml6 virus izolatum kopenyfehérje génjének

Dral enzimmel torténd endonukleazos hasitasa
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10. tablazat. A restrikcidos endonukleazokkal tortént hasitdsok

eredményei
Izola- Indité Restrikciés endonukleazok Szero-
tumok  szekvencidk Dral Sful Rsal Alul tipus
Dsl CP1-CP4 -? 0 0 0

unipoty-CP4 - kevés PCR termék - ?
Lhl CP1-CP4 - 0 0 0

unipoty-CP4 0 0 0 A M?
Pal CP1-CP4 + + + 0

CP3-CP4 0 0 0 + D
Pcl2 CP1-CP4 + + + + D
Pcl3 CP1-CP4 -? 0 0 0

unipoty-CP4 - A A A ?
Pd3 CP1-CP4 + 0 0 0

unipoty-CP4 0 + + + D
Pd4 CP1-CP4 - - - - M
Pd7 CP1-CP4 - - - - M
Pd9 CP1-CP4 + 0 0 0

unipoty-CP4 0 + + + D
Pd11 CP1-CP4 - 0 0 0

unipoty-CP4 A + + + D
Pd14 CP1-CP4 - - - - M
Pd15 CP1-CP4 + 0 0 0

unipoty-CP4 0 + + + D
Pdl16 CP1-CP4 kevés PCR termék 0 0

unipoty-CP4 0 0 0 A ?
Pd17 unipoty-CP4 +* +* +* + D
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10. tablazat folytatasa

1zola- Indité Restrikcios endonukleazok Szero-
tumok  szekvencidk Dral Sful Rsal Alul tipus
Pd20 CP1-CP4 - - - - M
Pd30 CP1-CP4 - 0 0 0 M
Pd31 CP1-CP4 - 0 0 0 M
Ra CP1-CP4 + + + 0

CP3-CP4 0 0 0 + D
SK68 CP1-CP4 - - - -

unipoty-CP4 - - - - M

Ra: &sszehasonlitd izolatum, D szerotipus; SK68: Osszehasonlitdo izolatum, M
szerotipus. Jelmagyarazat: A: aspecifikus reakciok; ?: atmeneti (?) tipus; *: hasitja,
de mas, kisebb fragmentek is keletkeztek; o: nem vizsgaltuk.

mennyiségben (31. abra). Mennél nagyobb a homologia foka a Hybon-
nylon membranra rogzitett PPV minta és a PPV specifikus proba
kozott, anndl tobb kotés alakul ki kozottik a komplementaritas
szabdlyai szerint. A radioaktivan jelolt proba annal erdsebb jelet
(nagyobb foltot) hagy a rontgenfilmen, minél tobb minta és proba tud
egymashoz kapcsolddni. A Dsl, Lhl, Pc13, Pd16 izoldtumokat - PPV
eredetiik bizonyitasa utan-, kiilonleges viselkedésiik alapjan egy
atmeneti csoportba soroltuk. Ezek az izolatumok feltételezésiink
szerint a két 6 tipus (M és D) rekombinaciojabdl jottek 1étre. Az RT-
PCR ¢és a Southern-blot hibridizaciés technika segitségével a Datura
stramonium ¢s a Lycium halimifolium n6vényekbol elséként mutattuk

ki a sarka virust.
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4.6.2 Pal izolatum nukleotid sorrendjének meghatarozasa

Magyarorszagon eddig csak a Dr. Németh Maria altal gyujt6tt, SK68
jelt, érdi szilvafarol szdrmazd izolatumot jellemezték molekularis
moddszerekkel, meghatarozva annak teljes nukleinsav sorrend;jét
(Palkovics et al., 1993). Ez az izolatum az altalaban Kelet-Eur6paban
elterjedt PPV-M tipust képviselte. A Balaton-felvidéken altalunk
gylijtott, mandularol szarmazo, Pal jelli izolatum mind az ELISA
szeroldgiai, mind az enzimatikus vizsgalatok szerint a PPV-D torzsbe
tartozott. A szeroldgiai tulajdonsagokért felelds kopenyfehérje gén
nukleotid  sorrendjének  meghatarozasaval lehetévé valt a
magyarorszagi PPV-M és a PPV-D tipusok molekuléris szintt
Osszehasonlitasa. A Pal izoldtum kopenyfehérje génje 87 %-os
azonossagot mutatott az SK68 izolatummal, és 98,8 %-os homoldgiat
az Ra (Rankovi¢) izolatummal. A kdpenyfehérje aminosav sorrendben
a hasonldsag 92 %, illetve 98 % volt.

A Pal izolatum szekvencidjanak ismeretében (32. abra), a sajat és az
irodalmi adatok felhasznalasaval felrajzoltuk az eddig megismert PPV

izolatumok genetikai torzsfajat (33. 34. abra).
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32. abra. A szilvahiml6 virus mandularol szarmazé, Pal izolatum

kopenyfehérje génjének nukleotid és aminosav sorrendje
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33. dbra. Az ismert PPV izolatumok filogenetikai térzsfaja a

kopenyfehérje gén nukleotid sorrendje alapjan
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34. é4bra. Az ismert PPV izolatumok filogenetikai torzsfaja a

kopenyfehérje aminosav sorrendje alapjan
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A tesztnovényeken végzett, a kétféle ELISA (DAS-ELISA, IDAS-
ELISA), valamint a molekularis viroldgiai (RT-PCR, nukleinsav
analizis) vizsgdlatok eredményeinek rovid attekintésekor tobb
megallapitast is tehetiink:

A tesztnovényeken (Ammi majus, Chenopodium amaranthicolor, C.
foetidum, C. murale, C. quinoa, Nicandra physaloides, Nicotiana
benthamiana, N. clevelandii) véltozatos makrotiinetek alakultak ki a
PPV fert6zés hatasara, de a tiinetek nem voltak alkalmasak a t6rzsek
elkiilonitésére. A szerologiai (ELISA) tesztek 6 vonalaiban lehetévé
tették a legfontosabb szerocsoportok elvalasztasat, de a vizsgalat
elvégzese utan maradtak nyitott kérdések. Néhany izolatumot sem a D,
sem az M tipusba nem tudtunk besorolni, ezeket egy atmeneti
csoportba  osztottuk.  Molekularis  virolégiai  modszerekkel
pontositottuk a szerologiai vizsgalatok eredményeit. Négy rendkiviili
tulajdonsdggal rendelkezd izolatumot taldltunk, amelyek jelenléte
kevert tipusok eléforduldsara utalt. ELISA szeroldgiai, és molekularis
RT-PCR technikaval elészor mutattuk ki, hogy a D (Dideron) torzs
megtalalhaté Magyarorszagon. A mandularol szarmazd, D tipusu, Pal
izolatum kopenyfehérje génjének nukleinsav és aminosav sorrendjét
meghataroztuk, majd a szekvencia adatok alapjan megallapitottuk a

rokonsag mértékét mas, ismert izolatumokkal.
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5 UJTUDOMANYOS EREDMENYEK

A szivocsapda és a sarga talcsapda fogasi eredményei eltértek
egymastél, de mindkét csapda tipus egyértelmlien jelezte a
Hyalopterus pruni, az Aphis craccivora, valamint a Brachycaudus

helichrysi fajok gyakorisagat.

A szilvahimld virus atvitelét 12 levéltetti fajjal bizonyitottuk,
amelyek koziil 8 fajt elsdként irtunk le. Az atviteli szazalékok
alapjan a legnagyobb vektor aktivitassal (83 %) az Aphis nasturtii
és az Uroleucon achilleae fajok rendelkeznek. Megallapitottuk,
hogy az atvitel sikeressége egy adott fajon beliil is véltozhat a

forrasnovény fajatdl fliggden.

Egy altalunk kidolgozott mddszerrel kiszdmitottuk a vektor-
tevékenység hatékonysagat. A modell arra hivta fel a figyelmet,
hogy a levéltetvek egyedszamanak nagyobb a jelentésége a virus

terjesztésében, mint az atviteli aktivitasnak.
A Datura stramonium, a Lycium halimifolium ¢és a Prunus

amygdalus fajokrol eldszor igazoltuk, hogy a PPV 1j, természetes

gazdai.
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Tobbféle modszerrel (poliklon, monoklon antitestekkel, a
kopenyfehérje molekularis virologiai vizsgalataval) bizonyitottuk a
hazai szilvahimlé virus izoldtumok szeroldgiai heterogenitasat.
Els6ként mutattuk ki Magyarorszagon a D szerotipus, €s az un.

atmeneti szerotipusok jelenlétét.

Meghatéaroztuk a D szerotipusba tartozé Pal izoldtum nukleotid
sorrendjét, és a szekvencia adatokat a nemzetkozi génbankkal is

kozoltik.

A nukleinsav és az aminosav szekvencia homologia alapjan
megallapitottuk a rokonsag fokat a Pal izolatum, az egyetlen
magyar, molekuldrisan jellemzett SK68 izoldtum, valamint az
Europaban eléforduld, korabban ismert PPV izolatumok kozott.
Az azonossag mértéke alapjan megrajzoltuk az izolatumok

torzsfejlodésének evolucios fajat.
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6 KOVETKEZTETESEK

Munkank soran a csonthéjas tiltetvényekben sulyos
termésveszteségeket el6idézd szilvahimld virus (PPV) és vektorainak
tanulmanyozasat, valamint a virus elleni integralt védekezés
lehetdségeinek feltarasat tliztiik ki célul.

A PPV Eurépabol (Bulgaria) indult el, az els6 feljegyzések 1915-bdl
valok. A koérokozé ma mar Azsidban, Afrikaban, sét az amerikai
kontinensen is jelen van, ezért fontos, hogy a betegség terjedését minél
elébb megallitsuk. A megeldzéshez, a hatékony védekezési mddszerek
kidolgozasdhoz ismerniink kell a PPV tulajdonsagait: a genom
felépitését, mikodését, a  virus patologidjat, szerologiai
csoportosithatdsagat, atviteli lehetdségeit.

A korokozéd epidemioldgidjanak megismerését a virus és a vektor
kapcsolat  feltarasaval  kezdtik, majd hazai izolatumokon
tanulményoztuk a korokozo patoldgiai €s szerologiai jellemvondsait,
végiil molekularis szinten elemeztiik és osztalyoztuk az egyes
tipusokat.

A szarnyas levéltetvek egyedszam valtozasainak tanulmanyozasat két
kiilonb6zé modszerrel, sargatalak kihelyezésével €s szivocsapdaval
végeztilk. A rovarok befogasakor mas-mas eredményt kaptunk attdl
figgden, hogy melyik eljarast alkalmaztuk. A szivécsapdéaval fogott
egyedek és fajok szama joval meghaladta a sargatalakkal fogottakét. A
Rothamsted tipust szivocsapda nagy mennyiségli levegét sziv be, igy

naponta tobb ezer levélteti befogasat tette lehetdvé. Nyildsa olyan
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magassagban talalhat6, amelyen vandorlaskor tartozkodik a rovarok
nagy hanyada. Az egyes fajokon beliil az egyedszam valtozasokrol, a
populécid rajzasardl altalanossagban tajékozodtunk, ha a szivocsapda
adatait figyeltiik. Egy adott gytimdlcsdsben azonban sokkal pontosabb
képet kaptunk a vektorok mozgésardl, ha a sargatalak adatait vettikk
figyelembe. Ezek az eredmények inkabb a helyi viszonyok felmérésére
alkalmasak. Ha a sargatdlas mddszert kiegészitjilk a gylimolcsfakon,
illetve a gyoOkérsarjakon €16 levéltetvek szamlalasaval (gondosan
elkiilonitve egymastol az eltéré fajokat, valamint a szarnyas ¢s
szarnyatlan egyedeket), akkor az iiltetvények fain kolonidkat képezd, a
leveleken szivogatd fajok migracidjanak kezdetét, valamint a
betelepiilé fajok érkezését napra pontosan nyomon koévethetjiik, ami
lényeges szempont a vektorok elleni kémiai védekezés
megkezdésének eldontésében.

A kolonidkban kialakult szarnyas alakoknak - amelyek 4attelepiilve
ujabb kolonidkat alapozhatnak meg - epidemiologiailag nincs akkora
jelentdsége, mint azoknak a fajoknak, amelyek a tapnovény keresése
kozben nagy tavolsadgokat tesznek meg. A nem-perzisztens mddon
atvihetdé virusok jarvanytanaban fontos szerepet jatszanak azok a
vektorfajok is, amelyeknek ugyan nem tapnovényei a csonthéjasok,
mégis a taplalék kivalasztasa érdekében végzett probaszivasok kdzben
fertézhetik az egészséges fakat. A négy év alatt a szolnoki
szivocsapdaban a PPV kordbban ismert vektorai koziil az Aphis
craccivora, a Brachycaudus helichrysi és a Hyalopterus pruni fajok

voltak a leggyakoribbak. Ezen a harom fajon kivil a kabai
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burgonyatabla mellett a Myzus persicae, a keszthelyi kertészetben
Aphis fajok (4. fabae, A. gossypii, A. idaei, A. sambuci) voltak
uralkodok.

A virusterjesztd rovarok repiilését Osszevettik a természetes
fert6zddés idejével. A szilva iiltetvénybe kihelyezett fogéndvények
majus kozepétdl jalius végéig folyamatosan fertézodtek, de az
infekcids nyomas tobb évben is a H. pruni rajzasakor tet6zott. A virus
természetes terjedésében igy e fajnak biztosan jelentds szerep jut.

Az indikdtor novények folyamatos fertézddése ugyanakkor azt
sugallta, hogy a természetes PPV fert6zésben nem egyetlen fajnak van
dontd szerepe, hanem egyidejiileg tobb faj vesz részt az epidémia
kialakitasaban. Eredményes atvitelekkel bizonyitottuk, hogy az ismert
levéltetli vektorokon kiviil mas fajok is alkalmasak a PPV atvitelére és
terjesztésére. A vektorok kozott 8 uj, a vilagirodalomban eddig nem
kozolt fajt talaltunk.

A vizsgalatok azt mutattak, hogy nagyon fontos a forrasnovény
kivalasztasa. Tobb sikertelen kisérlet is bizonyitotta, hogy a lagyszara
Nicotiana clevelandii a PPV esetében rossz forrasnovény (pl. Aphis
craccivora, A. spiraephaga 0 %-os atvitel), ellentétben a Prunus
domestica vagy a P. persica novényekkel. Az A. spiraephaga idealis
esetben - vagyis 6szibarackrol dszibarackra torténd atvitelkor - 10 %-
os aktivitast ért el, mig az A. craccivora ismert PPV vektor faj. Az
atviteli szazalékok meghatarozasakor a leghatékonyabbnak a nyéari
hénapokban burgonyan €16 Aphis nasturtii (83 %) és a cickafarkrdl

gyujtott Uromelan achilleae (83 %) fajok bizonyultak. Ezek azonban
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ritkan eléforduld vektorok, ezért nem alakitanak ki a gylimolcsfakon
tomegesen betegségeket, és nem okoznak jarvanyokat. A H. pruni
atviteli képessége az A. nasturtii és az U. achilleae fajokhoz képest
»~csak” 13%, de olyan nagy tomegben van jelen, hogy jelentds
vektornak tekinthetd.

Egy egyszeri elméleti modell felallitasaval, amelyben a
vektorhatékonysdgot az egy év alatt szivocsapdaba repiilt, azonos
levélteti egyedek szama, valamint a fajhoz tartozo atviteli szazalék
szorzatanak tekintettiik, sulyoztuk a kiilonb6zé vektorok sarka virus
terjesztésében jatszott szerepét. A szorzattal kimutattuk, milyen Oriasi
jelentdsége van egy vektor fajon belil az egyedszamnak. A
vektorhatékonysag szamszerti kifejezésével megallapitottuk, hogy a
virus epidémidjaban azok a levéltetli fajok (H. pruni) kdzremtkddnek
a leghatékonyabban, amelyeknek alacsony a virusatviteli aktivitasa (13
%), ugyanakkor egyedszamuk rendkiviill magas (t6bb ezer) minden
évben. A védekezést ezeknek a vektoroknak a megjelenéséhez kell
igazitani.

A B. helichrysi (sarga szilva-levéltetl) és a H. pruni (hamvas szilva-
levélteti) {6 gazdanovénye a szilva és mas rokon Prunus fajok
(Szalay-Marzso, 1969). A csonthéjas gytimolcsosoket az 4. craccivora
vektor is szivesen latogatja, amint azt a keszthelyi kertészetben
kihelyezett sargatalak is jelezték. Az Aphis fajok dominancidja a
kertészeti kultirdkban szintén nyugtalanito, figyelembe véve, hogy az
atviteli ~ vizsgalatokban  j6  atviteli  képességiikrol  tettek

tantibizonysagot. A sarga szilva-levéltetli természetes tapnovénye a
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szilvan (P. domestica) kiviil a kokény (P. spinosa), a cseresznyeszilva
(P. cerasifera), és a szilvardzsa (P. triloba), mig a hamvas szilva-
levéltetti 6sanydk a szilva, az Oszibarack (P. persica), ritkdbban a
mandula (P. amygdalus), és a kajszi (P. armeniaca) levelén élnek. A
B. helichrysi szarnyas nemzedékei nyaron fészkesvirdgzatuakra, a H.
pruni szarnyas egyedei pedig nadra vandorolnak, és azon alkotnak
kolonidkat. Ez id6ponttél kezdve szdmuk a PPV terjesztése
szempontjabol lényegtelen. Elleniik a védekezést azel6tt kell
elkezdeni, mieldtt a migracié elindulna, vagyis a szarnyas alakok
kirajzananak.

Az A. craccivora nem gazdandvényvaltos faj, ennek ellenére
folyamatosan jelen volt a kertészeti és a szant6foldi kulturakban is.
Ellenik az izolaciés tavolsagok  betartasdval tudunk a
leghatékonyabban védekezni.

Késdbbi munkénk sordn a Magyarorszagon el6fordulé szilvahimld
virus izolatumok t6rzsi hovatartozasat tanulmanyoztuk. Az orszag
kiilonb6zd pontjain gylijtdtt izolatumokon, szeroldgiai és molekularis
modszerek segitségével felmértik a torzsek eléfordulasat &s
elterjedését. A PPV izoldtumok vizsgélata sordn bebizonyosodott,
hogy a hazai izolatumok sem patogenitasukban, sem szerologiai
tulajdonsdgaikban nem egységesek. A begyljtott kozel széaz
izolatummal dohanyndévényeket (Nicotiana benthamiana) fertdztiink,
majd a sikeres inokuldci®é utan a tesztnovényeket {iveghdzi

kortilmények kozott tartottuk fenn.

138



A fas szaru novények kozil manduldrdl (Prunus amygdalus) elészor
sikeriilt bizonyitani, hogy a novény a virus tiinetmentes hordozoja
(Pal izolatum). A Datura stramonium (Ds] izoldtum) gyomfajbol és a
Lycium halimifolium (Lhl izolatum) félcserjébdl szintén eldszor
izolaltuk sikeresen a korokozot; igy eldszor mutattuk ki, hogy a PPV
lehetséges gazdanovényei. A PPV lagyszaru gyomnodvényekben valo
jelenléte alapvetd jelentOségli, mert egyrészt az éveld gyomok
rezervoar novények lehetnek, masrészt a vektor levéltetii fajok a
kérokozot nemesak tapnovényeikbdl képesek felvenni, és azt nemesak
tapnovényeikre tudjak leadni. A vandorlds sordn minél tobb
gazdanovény keriil utjukba, annal tobb esélyiik van arra, hogy a
levélen szivogatva szajszerviikk megfert6zod;jon.

A Nicotiana  benthamiana  dohanynovényeken  fenntartott
torzsizolatumok koziill agargél-diffuzios tesztekkel 15 jellemz6
izolatumot valasztottunk ki. Ezeknek a karakteres fenotipusu
izolatumoknak a tiinettani vizsgalatat a PPV kimutatasara alkalmas
tesztnovényeken végeztik, de a novényeken kialakuld tlineti
variabilitds nem tette lehetévé, hogy az eltérd szeroldgiai csoportokat
megkiilonboztessiik egymastol.

Az izolatumok sokszinliségét ezutan poliklon, majd monoklon
antitestekkel vizsgaltuk tovdbb. A virus géntermékeinek funkcioit
elemezve megallapithatjuk, hogy a levéltetvekkel torténd terjedésért,
valamint a tiinetek kialakulasaért tobbek kozott a kopenyfehérje (CP)
felelés (Pirone, 1991; Salomon and Bernardi, 1995; Lopez-Moya ¢€s
Pirone, 1998; Varrelmann és Maiss, 2000). A kopenyfehérje N-vége
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olyan epitopokat tartalmaz, amelyek alkalmasak az egyes torzsek
elkiilonitésére. A szerologiai vizsgalatok soran a CP felszinen
elhelyezkedd részeit (epitdpok) ismerik fel az immunvélaszban
keletkezett antitestek, majd azokkal kapcsolatba 1épnek. A monoklén
antitestekkel végzett szeroldgiai vizsgalatokban, amelyet egy D
szerotipusnak megfeleld izolatum kopenyfehérje eltérd epitopjaival
(belsd, kozépsd, kiilsd) szemben készitettek nyilvanvalova valt, hogy a
PPV-M szerotipus mellett - amelyet az Lhl, Pcl13, Pd17, Pd20
izolatumok képviselnek -, a PPV-D szerotipus is igen gyakori (Pal,
Pc12, Pd3, Pd9, Pd11, Ra).

Az izolatumok egy részét (Pd4, Pd7, Pd14, Pd15, Pd16) azonban nem
lehetett sem az egyik sem a masik 6 szerocsoportba besorolni. Ezeket
az izolatumokat ezért egy atmeneti tipusba osztottuk. Nyilvanvalova
valt, hogy a hazai PPV populaciéot nem csupan egyféle torzs (M)
képviseli — mint azt kordbban gondoltdk -, hanem a {6 tipusok mellett
mas, atmeneti jelleggli csoportok is jelen vannak.

A PPV izolatumok tovabbi osztdlyozasat molekularis modszerekkel
folytattuk (lasd Anyag és modszer fejezet). A molekularis virologiai
vizsgalatok szerint a hazai izolatumok koziil M torzsbe tartoznak a
Pd4, Pd7, Pd14, Pd20, Pd30, Pd31 és az SK68 jelti, D térzsbe pedig a
Pal, Pc12, Pd3, Pd9, Pd11, Pd15, Pd17 és az Ra jelti izolatumok.

A Dsl, Lhl, Pc13 és a Pd16 jelii izolatumok hovatartozasat kiilonleges
viselkedésiik miatt, molekularis modszerekkel sem Ilehetett
megallapitani. Ez a négy izolatum képviselte a tovabbiakban az

atmeneti csoportot. A két szerotipus ¢éveken keresztiil élt és
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replikdlodott egymés mellett a fas szarG ndvényekben, ezért
feltételezésiink szerint az atmeneti csoport az M és a D torzsbe tartozd
A Pal izolaitum kopenyfehérje gén nukleotid és aminosav
szekvencidjanak meghatarozésaval kozelebb jutottunk a virus
felépitésével, genetikai  valtozékonysagaval és  evoluciojaval
kapcsolatos kérdések megvalaszolasdhoz. A mandulardl altalunk
elsdként izolalt Pal jelli izolatum szeroldgiai vizsgalataink szerint a D
csoport tipus tagja.

A nukleinsav sorrend azonossaga alapjan elhelyeztiik ezt az uj
izolatumot az eddig ismert PPV izolatumok filogenetikai
rendszerében. A Pal izolatum nukleotid sorrendje alapjan a 3.3 jeld, D
torzsbe tartoz6 spanyol izolatummal mutat legk6zelebbi rokonséagot
(99,09 %), igy a molekularis analizis eredményei szintén
megerdsitették, hogy a mandulardl Magyarorszagon elsdként izolalt
PPV a D szerotipushoz sorolhaté.

Az éatmeneti csoportba tartozd izolatumok eredetének tisztdzasa még
tovabbi vizsgalatokat igényel. Az RNS virusok rekombinacios
képességét eloszor az allatokat megbetegitd poliovirusokban figyelték
meg (Hirst, 1962). Késébb ilyen természetes genetikai
atrendezddéseket kiilonbozdé novényvirusokban is kimutattak. Szamos
ezek koziil defektiv interferal6 RNS-eket, vagy szatellit RNS-ek
rekombindcidit hordozza magaban. Az RNS rekombindciok kétfélek
lehetnek:  homolégok  vagy nem  homoldogok.  Homolog

rekombindciorol akkor beszéliink, amikor a ,,sziiléi par” két azonos
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virus, és az atrendez0dés utan keletkezett ,utéd” megérzi a
potyvirusokra jellemzé nyitott leolvasasi keretet (ORF). Az RNS
rekombindcié nem homolog, ha a keletkezd poliprotein hasitdsa mas
moddon megy végbe. A természetes homolog rekombinaciok az RNS-
replikaz enzim 4ltal elkovetett hibak kijavitdsdhoz nyujtanak
segitséget, megkonnyitik az elényOos szakaszok beépitését a
virusgenomba, valamint a hatranyos teriiletek eltavolitasat a genombdl
(Simon ¢és Bujarski, 1994; Nagy és Simon, 1997). A genetikai
informaciok kicserélodése RNS virusok, vagy a virus és a
gazdanovény kozott nagyfoka variabilitas 1étrejottét teszik lehetové.
Az RNS rekombinéciok lényeges 1épést jelentenek a virus evolucidja
szempontjabol, vizsgalatukkal nyomon kovethetd a torzsfejlodés
folyamata (Dolja €s Carrington, 1992; Lai, 1992).

1993-ban, amikor két, a volt Jugoszlavia teriiletérél szarmazd
izolatum (PPV-PS és PPV-066) nukleotid €s aminosav szekvencidjat
meghataroztak, elséként meriilt fel a lehetdsége a potyvirusok kozott
annak, hogy ezek az izoldtumok esetleg rekombindcid Utjan jottek
létre (Cervera et al., 1993). Akkoriban még csak néhany izolatum
(PPV-D, PPV-NAT, PPV-Rankovi¢, PPV-El Amar) szekvencia
adatait ismerték. Amikor ezeket 9sszevetették a PPV-PS és a PPV-06
szekvencidjaval nem vart kiilonbségekre bukkantak. A két 1j izoldtum
bioldgiai tulajdonsagaiban (gazdandvénykor, tiinettani sajatossagok) is
eltért a tobbi izolatumtol. A potyvirusok szekvencia analizise azt
mutatta, hogy a virusok ¢és a virus térzsek kozott olyan helyeken is

kialakulnak kiilonbségek (pl. a kopenytehérje C-végén, vagy a 3° nem
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kodolé szakaszon), amelyeket igen konzervativnak tartanak. Ez
azonban megengedett ebben a nemzetségben.

Az eddig felsorolt PPV izolatumok konzervaltnak tartott szakaszain is
megmutatkoznak ezek a megengedett eltérések, amelyek alapjan
Cervera et al. (1993) harom torzset alakitottak ki. Az elsébe a PPV-
PS, a masodikba a PPV-El Amar, a harmadikba a PPV-D, a PPV-NAT
¢s a PPV-Rankovi¢ izolatumokat osztottdk. A PPV-06 jell izolatum
egyik csoportba sem tartozott. A PPV-06 nukleotid szekvencidjanak
elemzése azt sugallta, hogy ez az izoldtum homoldg rekombinéciot
tartalmaz, amely az altalanosan elfogadott tipusok (D, NAT,
Rankovi¢) és a PS izolatum kozott jott 1étre. A rekombinécié pontos
helyét nem hataroztdk meg, csak annyit tudtak, hogy az
felel meg. Ebben a szakaszban aspecifikus részeket, vagy masodlagos
szerkezetbeli eltéréseket vettek észre. A PPV-66 péld4ja azt mutatja,
hogy a homolog rekombinacioval keletkezé 1) virusoknak nehéz
eredményesen felvenni a versenyt a ,,sziilokkel”.

A novényvirusok mas csoportjaiban gyakran taldlunk példat erre az
eseményre. Revers et al. (1996) moddszeresen keresték az RNS
rekombinacidk el6fordulasat a potyvirus izolatumok kozott. A
potyvirusok szekvencia adatait adatbazisbol vagy egyéb irodalombdl
szerezték be. Elsdsorban a kopenyfehérjét vizsgaltak, mert ez a rész a
leggyakrabban célpontja a szekvencia kutatdsoknak, €s igy rengeteg
adat allt rendelkezésre. A vizsgalatokat a burgonya Y virussal (potato

Y potyvirus, PVY) kezdték. A PVY 6kondmiai jelentdsége miatt az
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analizisbe mas, a potyvirus nemzetségbe tartozé virusokat is bevontak.
El6szor egy egyszerii megkozelitést alkalmaztak a vélt rekombindnsok
gyors kiszlirésére Chenault és Melcher (1994) vizsgalataihoz
hasonloan. Két, a kopenyfehérje végén elhelyezkedé domain nukleotid
sorrendjét  meghataroztdk, majd ezeket evolicios  fakon
Osszehasonlitottdk. Rekombinacié hianyaban az evolacios fak
topologidja, alakja megegyezett. Ha az izolatumokban rekombindcid
jott 1étre, akkor a két evoluciés fa azonos agai megmutattdk a vélt
rekombindcid helyét, de ehhez mindkét facskaban a sziiléknek nagyon
kozeli rokonsagban kellett lennitik. Ezutan statisztikai felmérést
végeztek a kopenyfehérje teljes kddolo szakaszan, igy megerdsitették a
vélt rekombinansok jelenlétét. Ezzel a mddszerrel 109 vizsgalt esetbdl
13 izolatumnal mutattak ki rekombinaciot a CP 3’ nem kddold
szakaszaban, valamint 5 bizonytalan esetet jegyeztek fel.

Erdekes modon, a PPV izolatumok kozott nem sikeriilt wjabb
rekombinansokra bukkanniuk. A jelenség gyakorisaganak okat még
nem tisztaztak. Néhany virus, példaul a tarléorépa mozik virus (turnip
mosaic tymovirus, TuMV) esetében a rendelkezésre allo szekvencia
adatok, vagyis a mintdk kis szdma lehetett az oka annak, hogy nem
sikeriilt benniik rekombinaciét kimutatni. Az adatbazisban azonban
sok PPV izolatum szekvencia adatait lehet megtaldlni. A PPV-66
példaja is azt mutatja, hogy a PPV esetében alacsony gyakorisaggal
torténnek meg homolog rekombindciok. Ennek valészintlleg az a
magyarazata, hogy a két f6 csoport (M és D) az eurdpai kontinensen

foldrajzilag elkiiloniil egyméstél. Bulgaridban €s a Balkanon az M
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tipus gyakori, mig Nyugat-Europara a D torzs jelenléte a jellemzd.
Kevés olyan orszdg van (Franciaorszadg, Ausztria, Csehorszag,
Magyarorszag, Horvathorszag, Szerbia), ahol a D és az M tipus is
megtalalhatd, és épp ezért keveredni tud egymassal. Ha a két térzsnek
nincs maddja arra, hogy egymassal kapcsolatba 1épjen, akkor az eleve
kizarja a rekombinacié lehetéségét. Eddig csak egyetlen PPV
rekombindnst taldltak (PPV-66), amely a volt Jugoszlavia teriiletérdl
szarmazik. Ez az orszag egyike azoknak, ahol a PPV két tipusa egyiitt
fordul el6. Bulgdridban a mai napig csak az M torzs jelenléte
bizonyitott, ezért joggal feltételezhetjiik, hogy a PPV evolucidja
szempontjabol ez a legdsibb forma. A D tipus idében késébb
jelenhetett meg, majd tavoli helyeken (Egyiptom, Moldavia) djabb
torzsek (E1 Amar, SoC) is kialakultak.

A PPV fél évszazados hazai jelenléte, és a kiindulasi goctol (Bulgaria)
valo kis tavolsdga rendkiviil sokszinli viruspopulacio létrejottét tette
lehetdvé. A hazankban el6forduld izolatumok heterogenitasa egyazon
iltetvényen beliil is kimutathaté (Tobias et al., 1999; Pribék et al.,
2000). A fas szara novények folyamatos fertézodése miatt a
kiillonboz6 virustorzsek (Marcus és Dideron) évekig egyiitt €ltek a
noévényben. Igy elvileg lehetdségiik nyilt arr, hogy a két eltéré genom
kozott mutacid, génkicserélddés, vagyis rekombinacié torténjen. Ha
ezeknek a rekombindnsoknak a létrejottét bizonyitani tudjuk az orszag
teriiletén is, ez uj patoldgiai, szeroldgiai, valamint epidemioldgiai
kérdéseket vetne fel. Adamolle et al. (1994a) mar kimutattak, hogy az

M és a D torzs levéltetvekkel torténd atvitele kiillonbozo
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hatékonysagu; ezért joggal feltételezhetjiik, hogy egy Gjonnan létrejott
virus is mas atviteli tulajdonsagokkal fog rendelkezni. Az altalunk
gytjtott, rekombinansnak vélt kiilonleges izolatumok patologidja eltért
a tobbi tipusos izolatumtdl. A nukleinsav analizis soran fény deriilhet
a kiillonbség okdra. Ha ezek az izolatumok valdban homolog
rekombinaciét hordoznak, meg kell allapitanunk a rekombinacid
pontos helyét.

A vilagon nagy eréfeszitéseket tesznek annak érdekében, hogy a PPV
altal okozott, egyre fokozodo gazdasagi karokat csokkentsék, a virus
terjeszkedését  megfékezzék. A betegség  visszaszoritdsanak
leghatékonyabb modja a virusmentes szaporitdbanyag hasznalata
(Németh ¢és Kolber, 1998). Hazankban is — mint a tdbbi
gytimolestermesztd  orszagban — olyan zart, kozpontositott
virusmentesitési rendszereket alakitottak ki, ahol szervezetten végzik a
fajtamindsités, a torzskonyvezeés és a virusellendrzési munkdkat. A
rendszerhez az is szervesen hozzatartozik, hogy a virusmentes
faiskolakbol kikeriilé termékeket igazolassal 1atjak el (certifikacid). A
novényegészségligyi kovetelményeket, az ellenérzés rendszerét,
valamint a virumentesség igazoldsanak rendjét hatdsagi rendeletek
szabalyozzak. A nagy faiskoldkban a novényvédelmi munkékat
kordbban szakmérnokok irdnyitottak, akik szoros munkakapcsolatban
alltak a megyei karantén feliigyeldkkel. Jelenleg a kisebb faiskolakban
(5000 oltvany alatt) a termelés altalaban novényvédelmi szakemberek
nélkiil torténik. Az ellendrzést tovabb neheziti a novényvédelmi

halézat létszamanak leépitése. A faiskolai termelés tobb évet vesz
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igénybe. Az eldallitott oltvanyokra nincs eldrendelés, ezért a faiskolak
nem tudjak kiszamitani a sziikséges igényeket, igy altalaban nem is
tudjak kielégiteni azokat. Az anyagi bizonytalansdg miatt a telepitések
fajtadsszetétele nem megfeleld, ezért a faiskoldknak az eladatlan
készletekre allami tdmogatést kellene kapniuk. A faiskolak helyzetét
az is neheziti, hogy a kozponti torzsiiltetvényeket a termeldktdl
elszakitva, nyereségérdekeltségli vallalatok tartjadk fenn. A jovOben az
alapanyagok eléallitasat, -termelését, -kiadasat, a mindség ellendrzését
és tanusitasat, vagyis a biologiai alapok fenntartdsat, ugyanazon
szervezet kezébe kellene 6sszpontositani. A kézponti torzsiiltetvények
a szervezet tagjai lennének. A rendszert olyan elkotelezett
szakemberek  iranyitandk, akik beszamolasi  kotelezettséggel
tartozndnak a minisztériumnak. Ahhoz, hogy az értékes magyar
szaporitoanyag és a telepitésekbdl szarmazd gyiimdles mindségben
versenyképes maradjon a kiilf6ldi piacokon, a termelést a nemzetkozi
EPPO-, és az Eurdpai K6zosség eldirasaihoz kell igazitanunk. Ehhez
tobbek kozott korszerisiteni kell a virusmentességet megdrzd
technologidkat, j tesztelési modszereket kell kidolgozni, és nem
utols6 sorban folytatni kell a PPV torzsek vizsgalatat. Munkankkal, a
hazai izolatumok el6fordulasanak, és elterjedtségének felmérésével, a
kiilonboz6 torzsek atvihetdségének és molekularis tulajdonsagainak
megallapitasaval, remélhetdleg hozzajarultunk a virusmentességet
mego6rzé novényvédelmi technoldgidk korszertsitéséhez, a virus elleni

okszerti védekezési mddszerek kidolgozasahoz.
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7 OSSZEFOGLALAS

Szivocsapdas ¢€s sargatdlas modszerekkel csapdaztuk a
Magyarorszagon eléforduld leggyakoribb levéltetti fajokat. A
rovarok befogasakor mas-mas eredményt kaptunk attdl fiiggden,
hogy milyen eljarast alkalmaztunk, illetve milyen teriileten
helyeztiik el a csapdakat. A befogott levéltetvek joval nagyobb
egyedszamban fordultak eld a szivocsapddban, mint a
sargatalakban.

A szivocsapdas adatok altalanosabb képet adtak az orszagban €16
levéltetvek populdcioinak valtozasairol, hiszen ez a csapda tipus
nagy teljesitménnyel szivja be abbol a magassagbdl a rovarokat,
amelyben tavolsagi repiiléskor tartézkodnak. A szivocsapdaban a
Hyalopterus pruni, az Aphis craccivora és a Brachycaudus
helichrysi fajokbol hataroztuk meg a legtobbet. Mindharom faj
ismert PPV vektor.

A keszthelyi kertészetben és a kabai burgonyatibla mellett
elhelyezett sargatdlak anyagdban is rendszeresen, nagy szamban
felleltik a Hyalopterus pruni, az Aphis craccivora ¢és a
Brachycaudus helichrysi fajokat. A sargatalak jobban tiikrozik a
helyi viszonyokat, egy adott teriileten eléforduld rovarok
mozgasat, amelynek ismerete elengedhetetlen a vegyszeres
védekezés idozitése szempontjabol. Az emlitett adatok a két
csapda tipus alkalmazhatosdga kozotti kiilonbségekre hivta fel a

figyelmet.
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Meghataroztuk az egyes fajok atviteli aktivitdsat. Az atviteli
szazalék 7 és 83 % kozott valtozott. A PPV atvitelére — az atviteli
aktivitds csokkend sorrendjében - a kovetkezd fajokat taldltuk
alkalmasnak: Aphis nasturtii (83 %), Uroleucon achilleae (83 %)
Phorodon humuli (23 %), Aphis sambuci (22 %), Myzus cerasi
(16 %), Hyalopterus pruni (13 %), Aphis idaei (10 %), Aphis
spiraephaga (10 %), Rhopalosiphum padi (10 %), Sitobion
avenae (10 %), Brachycaudus helichrysi (7 %), Hyalopterus
amygdali (7 %). E fajok koziil a vilagirodalomban elséként leirt
vektor fajok: Aphis idaei, Aphis nasturtii, Aphis sambuci, Aphis
spiraephaga, Hyalopterus amygdali, Myzus cerasi, Sitobion
avenae, Uroleucon achilleae.

Nem tudtunk atvitelt elérni a kovetkezd fajokkal: Acyrthosiphon
pisum, Aphis cirsii-acanthoides, Aphis craccivora, Aphis
cytisorum, Aphis gossypii, Aphis pomi, Aphis rumicis, Aphis
spiraephaga, Chaitophorus salicti, Callipterinella tuberculata,
Capitophorus elaeagni, Cavariella theobaldi, Cryptomyzus ribis,
Dysaphis devecta, Hyperomyzus pallidus, Macrosiphoniella
oblonga, Macrosiphum rosae, Myzus cerasi ssp. pruniavium,
Schizaphis graminum, Uroleucon cichorii, Uroleucon sonchi. A
felsorolt fajok kozott taldlhatd két ismert vektor faj is (Aphis
gossypii, Aphis craccivora). E két faj koziil az Aphis craccivora
vektorndl a forrdsndvény (Nicotiana clevelandii) okolhatdo a

sikertelenségért, amit az Aphis spiraephaga esete is bizonyit
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(Prunus persica cv. GF 305 magoncrol 10 %-os, Nicotiana
clevelandii dohanyn6vényrol 0 %-os atvitel).

A PPV-vel erdsen fertézott Besztercei szilva {ltetvénybe
kihelyezett fogdndvények természetes fertézodésének ideje majus
elejétdl augusztus elsd feléig tartott. Tetdpontja tobbszor
egybeesett a Hyalopterus pruni és az Aphis craccivora
rajzascsucsaval. A vektortevékenység  hatékonysagat az
egyedszam ¢és az atviteli szazalék szorzatanak tekintettik. A
vektorhatékonysag kiszamitasaval megéllapitottuk, hogy a PPV
legfontosabb vektora alacsony atviteli képessége (13%) ellenére a
legnagyobb szdmban jelenlévd Hyalopterus pruni.

Bizonyitottuk, hogy egyetlen levéltetii faj sem tehetd ettdl
fuggetleniil egyediil feleldssé a PPV természetes terjesztéséért. A
korokozo elleni védekezéskor tavol kell tartani mindazokat a
fajokat, amelyek vektornak bizonyultak.A Hyalopterus pruni €s a
Brachycaudus helichrysi a szilvan népes kolonidkban élnek. Nyar
elején elhagyjak az iiltetvényeket, és nyari tapnovényeikre
vandorolnak. Elleniik a migracié kezdetekor, valamint 0&szi
visszatérésiikkor kell védekezniink. Az A. craccivora nem
gazdanovényvaltos faj, ennek ellenére folyamatosan jelen volt a
kertészeti és a szant6foldi kultardkban is. Elleniik az izolacids
tavolsagok betartasaval tudunk a leghatékonyabban védekezni.

A virus rendkiviil nagy tiineti valtozatossagot mutatott nemcsak a
hazai csonthéjas iltetvények fain, hanem a lagyszara

gazdanovényeken is. A begytjtott kozel szaz izoldtummal
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11.

dohanynovényeket (Nicotiana benthamiana) fertdztiink, majd a
sikeres inokulacio utan a tesztnovényeket tiveghazi koriilmények
kozott tartottuk fenn. A tesztnovényeken kialakuld tiineti
variabilitdas nem tette lehet6vé, hogy az eltéré szerologiai
csoportokat megkiilonboztessiik egymastol.

A fas szaru novények koziil mandulardl (Prunus amygdalus)
eldszor sikeriilt bizonyitani, hogy a virus tiinetmentes hordozdja
(Pal izolatum).A Datura stramonium (Dsl izoldtum) lagyszaru
gyomnovénybol, valamint a Lycium halimifolium (Lhl izolatum)
félcserjébol szintén eldszor izolaltuk sikeresen a korokozoét.; igy
eldszor mutattuk ki, hogy a virus lehetséges gazdanovényei.

Az izoldtumok szerologiai soksziniliségét elészér monoklon
antitestekkel mutattuk ki. Az elvégzett szerologiai (IDAS-ELISA)
vizsgalatok szerint a hazai izolatumok egyik része az M (Marcus),
masik része a D (Dideron), harmadik része egy &atmeneti
szerocsoportba sorolhatd. Kisérleteinkkel els6ként bizonyitottuk,
hogy Magyarorszagon nemcsak az M tipus van jelen, hanem a D
torzs is gyakori.

A két f6 szerotipus jelenlétét a nukleinsavak endonukleazos
hasitasaval is igazoltuk. A szerologiai €s a molekularis virologiai
vizsgalatok szerint a hazai izolatumok koziil M torzsbe tartoznak
a Pd4, Pd7, Pd14, Pd20, Pd30, Pd31 és az SK68 jelti, D torzsbe
pedig a Pal, Pcl12, Pd3, Pd9, Pd11, Pd15, Pd17 és az Ra jeli

izolatumok.
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13.
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A Dsl, Lhl, Pcl3 és a Pd16 jeli izolatumok hovatartozasat
kiilonleges viselkedésiik miatt, molekularis modszerekkel sem
lehetett megallapitani. Ez a négy izolatum képviselte a
tovabbiakban az atmeneti csoportot. A két szerotipus éveken
keresztill élt és replikdlodott egymas mellett a fas széara
novényekben, ezért véleményliink szerint az atmeneti csoport az M
A mandularél altalunk elséként izolalt PPV-Pal jeld izolatum
kopenyfehérje  génjének  teljes nukleotid és aminosav
szekvenciajat meghataroztuk, és azt a nemzetkézi génbankban
kozoltikk. A nukleinsav sorrend azonossaga alapjan elhelyeztiik
ezt az 1j izolatumot az eddig ismert PPV izolatumok filogenetikai
rendszerében. A Pal izolatum nukleotid sorrendje alapjan a 3.3
jeli, D torzsbe tartozdé izolatummal mutat legkdzelebbi
rokonsagot (99,09 %).

Az atmeneti csoportba tartozo izolatumok eredetének tisztazasa —
nevezetesen az, hogy a természetben eléforduld kevert fertdzések
eredményezhetik-e rekombinansok 1étrejottét — még nem teljesen

bizonyitott, a kérdés eldontése tovabbi vizsgalatokat igényel.
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8 SUMMARY

Flight activity of the most frequent winged aphids was monitored
by Rothamsted type suction- and by yellow pan trap in Hungary.
Results depend on type of trap and geographical environment. The
suction trap captured much more aphids than yellow pan traps.
Suction trap showed general view about population dynamics of
aphids. This trap was able to collect insects from the level of
flying. Hyalopterus prunmi, Aphis craccivora and Brachycaudus
helichrysi were the most abundant PPV vector aphids in the
suction trap. These aphids were recurrent species every year. All
of them were known as PPV vectors.

Yellow pan traps were placed in orchard of Horticultural
Department in Keszthely and on potato field in Kaba. Hyalopterus
pruni, Aphis craccivora and Brachycaudus helichrysi were found
regularly in yellow traps. The yellow pan traps, showed better the
local situation connected to movement of insects on a given area,
which was very important for timing for pest management. There
were significant differences in results as a consequence of the
application of these two types of traps (Rothamsted type suction
trap and yellow pan trap).

Transmission activities of 33 aphid species were tested. Among
them 12 species proved to be as vectors of PPV. Following aphid
species were able to transmit PPV: Aphis nasturtii (83 %),

Uroleucon achilleae (83 %) Phorodon humuli (23 %), Aphis
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sambuci (22 %), Myzus cerasi (16 %), Hyalopterus pruni (13 %),
Aphis idaei (10 %), Aphis spiraephaga (10 %), Rhopalosiphum
padi (10 %), Sitobion avenae (10 %), Brachycaudus helichrysi (7
%), Hyalopterus amygdali (7 %). Transmission ability of eight
species has not been published before our experiments. New PPV
vectors in our study were Aphis idaei, Aphis nasturtii, Aphis
sambuci, Aphis spiraephaga, Hyalopterus amygdali, Myzus
cerasi, Sitobion avenae, Uroleucon achilleae.

In our conditions, 21 species were not able to transmit the
pathogen: Acyrthosiphon pisum, Aphis cirsii-acanthoides, Aphis
craccivora, Aphis cytisorum, Aphis gossypii, Aphis pomi, Aphis
rumicis, Aphis spiraephaga, Chaitophorus salicti, Callipterinella
tuberculata, Capitophorus elaeagni, Cavariella theobaldi,
Cryptomyzus ribis, Dysaphis devecta, Hyperomyzus pallidus,
Macrosiphoniella oblonga, Macrosiphum rosae, Myzus cerasi
ssp. pruniavium, Schizaphis graminum, Uroleucon cichorii,
Uroleucon sonchi.

Some of them were known vectors too, but probably the source
plant and the conditions were not suitable for transmission (for
example A. spiraephaga transmitted the virus from peach, but not
from Nicotiana clevelandii).

Prunus persica cv. GF 305 (peach) seedlings, as trap plants, for
aphids as well as virus indicator plants of PPV were placed for a
week exposition period into a plum orchard (Prunus domestica

var. Besztercei) totally infected by PPV. The period of natural
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infection was relatively long from the beginning of May until the
beginning of August. In 1993, 1994 and 1995 a positive
correlation was found between the period of natural PPV infection
and the migration of Hyalopterus pruni and Aphis craccivora.

A vector efficiency model was created, whereas vector efficiency
was equivalent of product of transmission activity and aphid
number. In spite of relatively low transmission activity (13 %) of
H. pruni, this aphid — as the most abundant species - had the
greatest vector efficiency in Hungary.

It was stated that not only but many species could be involved in
the epidemy of PPV, therefore we had to protect against all PPV
vectors in the nurseries and the orchard.

Studies on test plants demonstrated that Hungarian PPV isolates
were different, indicating their heterogeneity. More than 100 leaf
samples were collected from PPV infected woody and herbaceous
plants. Isolates were propagated in Nicotiana benthamiana. The
test plants were not adequate to separate the two main (M and D)
serogroup.

The pathogen was isolated first from almond (Prunus amygdalus,
Pal isolate), which did not cause visible symptoms in this plants.
PPV was successfully isolated from Datura stramonium (Dsl
isolate) and Lycium halimifolium (Lh1 isolate) plants, too.
Formerly in Hungary only one (SK68) isolate was characterised as
a typical M type. Serological studies with monoclonal antibodies

demonstrated that in Hungary both M (Marcus) and D (Dideron)

155



11.

12.

13.

serotypes were common. The presence of D serotype was first
demonstrated in our experiments. Some isolates represented
intermedier serotype.

On the bases of restriction profiles — corresponding to the two
main serotype — isolates could be separated into three different
group. The first, M group was represented by an M-standard SK
68 isolate, similarly with Pd4, Pd7, Pd14, Pd20, Pd30, Pd31
isolates. The second, D group was represented by a D-standard Ra
(Rankovi¢) isolate. Pal, Pcl12, Pd3, Pd9, Pdl11, Pd15, Pd17
belonged to the D serotype.

Few isolates (Dsl, Lhl, Pc13 and Pd16) gave much less PCR
product then others. These PCR products gave ambiguous
reactions with the used restriction enzymes too. They showed
intermediate properties, which could be due to the natural
recombination of the two main types. The two main types
recombinated side by side for years in woody plants. According to
our theory the intermediate group, a genetically mixed population
originated from D and M strain of PPV.

Nucleotide sequences of CP region of almond isolate (PPV-Pal)
were determined. It can be also found in EMBL/genBank/DDBJ
database (Acc. No: AJ000340). Comparison of the CP region
nucleic acid sequences of PPV-Pal isolate showed 87 % identity
to SK68 and 98,8 % to Ra isolate. Homology of amino acid

sequences were 92 % and 98 % respectively. These results

156



14.

confirmed that Hungarian PPV almond isolate belonged to the D
serotype.

Comparison of Hungarian PPV isolates by serological or
molecular level were complete correlation and confirmed the
existence of the two major serotype and pointed out the possibility
of the natural recombination of these isolates too. The great
variability of the isolates was probably due to the geographically
short distance from the origin of the virus. Analysis of unique

isolates is still in progress.
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