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1 A KUTATAS ELOZMENYEI, CELKITUZESEK

A hagymas diszndvényeket a lagyszara éveld ndvények kozott targyalja a szakirodalom.
Ezek a novények rendkiviil értékes vagott virdgot szolgaltatnak, valamint tavasszal hajtatott
cserepes szobanovényként keriilnek értékesitésre. Kertépitészeti szempontbdl pedig parkokban és
koztéri kitiltetésekben, viragtartokban talalkozhatunk veliik.

Ezeket a novényeket szabadfoldi koriilmények kdzott monokultiraban nevelik tobb éven
at, és szinte kizarolag vegetativ aton szaporitjdk Oket, mely kedvez a novényi kérokozok —
kiilonosen a virusok — felszaporodasanak.

A novényeket nyugalmi allapotban szallitjak, ezért a virusokra jellemz6é mozaik, levél- és
viragtiineteket csak néhany honap elteltével lehet megfigyelni, amikor a vektorok mar
elterjeszthetik a kornyez6 haszonnévényeken, vagy gyomokon a korokozokat. A masik fontos
szempont, hogy bizonyos virusok latensen vannak jelen a hagymdas ndvényekben, igy még
nagyobb veszElyt jelentenek, egy esetlegesen 11j korokozo behurcoldsaban.

A Potyvirus nemzetség tagjai a mezdgazdasagi termelés minden dgaban jelentds karokat
okoznak. Az elmult években pedig vilagszerte ijabb és Ujabb fajok keriiltek leirdsra az Uj
generacios szekvenalasi technologidknak koszonhetden. Dolgozatomban szeretném feltérképezni
a magyarorszagi hagymas novények potyvirus fertdzottségét, kutatasom témai a kovetkezok:

1. Tulipan fajtak fertdzottségének felmérése az orszag tobb pontjan kerti és koztéri
kitiltetésekben. Szintorést okozo virusfajok azonositasa, a virus fajok orszagos
eloszlasanak ¢és fajtapreferencidjanak vizsgalata. Az azonositott izolatumok
molekularis jellemzése, filogenetikai €és taxonomiai helyzetének vizsgalata,
rekombinacios események keresése, valamint a virustiinetek megfigyelése Darwin-
hybrid ’van Eijk’ tulipanfajtan. Egyes természetes uton fert6zddott ndvények
tiineteinek végig kovetese a tenyésziddszakban.

2. Vagott virag eldallitas céljabol {ltetett szines kaldk virusfertdzottségének
felmérése. A korokozo izolalasa, molekuléris és taxondmiai jellemzése. A fert6zott
novények esetében a tiinetek végig kovetese a tenyésziddszakban.

3. Hajtatott cserepes narciszok virusfertdzottségének felmérése. A korokozok
izolalasa, molekularis és taxonomiai jellemzése. Egyes fertézott novények esetében
a tlinetek végig kovetese a tenyészidészakban.

4. Gyongyike szaporitdoanyag eldallitd iiltetvény virusfertdzottségének felmérése. A
korokozok izolalasa, molekularis €s taxondmiai jellemzése. A fertézott novények

esetében a tiinetek végig kovetese a tenyésziddszakban.



5. Egyéb hagymas disznovények virusfertdzottségének felmérése. A koérokozok
izolalasa, molekularis és taxondmiai jellemzése. Egyes fertdzott ndvények esetében

a tiinetek végig kdvetese a tenyészidszakban.

2 ANYAG ES MODSZER

A mintavételeket 2014-ben Hollandidban, valamint 2017-2018-ban Magyarorszagon
végeztem munkatarsaimmal. A Sternbergia lutea (648), Tulipa Fringed ’Lambada’ (704) és Tulipa
Fringed ’Crystal Beauty’ (705) mintdk a Budai Arborétumbol kertiltek begyljtésre. Minden minta
tiinetes levélbdl szarmazott, 1-5 g tomegii volt. A mintavétel utan a minta hiitve, vagy fagyasztva
(-20 °C) keriilt beszallitasra a laboratoriumba, ahol -70 °C-on taroltuk tovabbi felhasznalasig.

A megszedett mintakat eldszor szerologiai vizsgalatoknak vetettem ald. A pozitiv mintdkat
tovabb vizsgaltam molekulédris mdodszerekkel, ezzel pdrhuzamosan laboratériumi tesztndvényeket
fertéztem, illetve probaltam végig vinni a Koch posztulatumokat. Egyes mintdk esetében
nukleinsav hibridizaciot, vagy elektronmikroszkdpos vizsgalatot is végeztiink, végiil nukleotid
sorrend- és filogenetikai elemzést végeztem, majd rekombinaciokat kerestem.

A laboratoriumi tesztnovényeket, valamint a Koch posztulditumokhoz az egészséges
novények fertézését HORVATH és GABORJANYI moddszere (1999) alapjan végeztik. Az
elektronmikroszkopos vizsgalatokat VAGI PAL végezte HORVATH €s GABORJANYI modszere
(1999) alapjan. A rekombinacids események vizsgalatahoz az RDP program 4.97 verzidjat

hasznaltam (MARTIN és mtsai., 2015, 2017).
2.1.1 Szerologiai vizsgalat

A potyvirus specifikus ELISA kit-et —amely MAb PTY 1 monoklonélis detektalo antitesten
alapul (JORDAN és HAMMOND, 1991) — az Agdia-tol vasaroltuk. Az elsddleges antitest egérben
eléallitott anti-PTY 1 (potyvirus kopenyfehérje klon) IgG, mig a masodlagos antitest az alkalikus
foszfataz enzimmel (AP) konjugalt nytlbol szarmazo egér IgG-t felismerd poliklonalis antitest. A
pozitiv kontrollt az el6allitd cég biztositotta (burgonya Y virus), a negativ kontroll vektormentes
tiveghazban nevelt Chenopodium amaranticolor magonc névénybdl szarmazott. A mintakat két
ismétlésben vizsgaltam, a gyartd utasitisai szerint eljarva. Mindkét antitest 1:100 torténd
higitasban keriilt felhasznédlasra. Az abszorbancia értékeket Labsystems Multiskan MS
spektrofotométeren detektaltam 405 nm-en az 1 mg/ml 4-nitro-fenil-foszfatot (PNPP) tartalmazo
szubsztrat oldat hozzdadéasa utan 15, 30 és 60 perc inkubdcids idd elteltével. Az abszorbancia
értékeket a csak puffert tartalmazé (blank) minta OD értékével korrigaltam. Pozitiv eredménynek

a negativ kontrollok OD értékének haromszorosat, illetve az azt meghalado értéket tekintettem.



2.1.2 Molekularis azonositas, 6ssz-nukleinsav kivonas, RT-PCR

Az 6ssz-nukleinsav kivonast WHITE és KAPER modszere alapjan végeztem (1989). A kapott
nukleinsavakat -70 °C-on taroltam tovabbi felhasznalasig.

A cDNS szintézis 10 pl végtérfogaton tortént. Elsé 1épésként 2 ul 6ssz-nukleinsavat
mértem ki, majd 2 pl steril nukleaz mentes H20-t adtam hozza, végiil 1 ul 100 mM poly T reverz
primert (5’-CGGGGATCCTCGAGAAGCTTTTTTTTTTTTTTTTT-3’) mértem az oldatba
(SALAMON ¢és PALKoOVICS, 2005). A keveréket 5 percig 65 °C-on inkubaltam, majd 2 percre jégre

allitottam. Ez utan a kovetkezd vegyszereket mértem hozza: 1 pul 10 mM dNTPs, 1 pl nukledz
mentes steril H20, 2 ul 5x RT puffer (250 mM Tris-HCI (pH 8,3, 25 °C-on), 250 mM KClI, 20
mM MgCl, 50 mM DTT) (Thermo Scientific), 0,5 ul RiboLock RNase Inhibitor (Thermo
Scientific), 0,5 nl RevertAid Reverse Transcriptase (Thermo Scientific), majd 1 6ran at 42 °C-on
inkubaltam, végiil 2 percre jégre helyeztem, hogy a szintézis megalljon. A cDNS-t -20 °C-on
taroltam felhasznalasig.

A PCR reakci6 50 pl végtérfogaton folyt a kovetkezd dsszetevokkel: 2 ul cDNS, 5 pl 10x
Taq puffer + KCI (100 mM Tris-HCI (pH 8,8, 25 °C-on), 500 mM KClI, 0,8% (v/v) Nonidet P40)
(Thermo Scientific), 3 ul 25 mM MgClz, 2 ul 10 mM dNTPs, 1 pl poty7941 forward primer (5'-
GGAATTCCCGCGGNAAYAAYAGYGGNCARCC-3') (SALAMON ¢és PALKoviIcs, 2005), 1 ul
poly T2 reverz primer, 1 pl Tag DNA Polymerase (rekombinans) (Thermo Scientific), és 35 pl
steril nukledz mentes H20.

A PCR program 3 perc 94 °C-0s denaturalassal kezd6dott, majd a ciklus 30 masodperc 94
°C-os denaturaléssal folytatodott, amit 30 masodperc 50 °C-os anellacio kovetett, végiil 2 perc 72
°C-os polimerizéacidval folytatddott. A ciklus 40x ismétlodott, amit végiil 10 perces 72 °C-os végsod
polimerizacid kovetett, majd 4 °C-ra hiitéssel zarult.

A keletkezett specifikus PCR terméket etidium-bromidos 1%-os TBE agardz gélen tettem
lathatova.

A fenti primerpar a potyvirus nemzetség tagjainal az RNS fliggé RNS polimerdzanak
(RdRp, NIb) C-terminalis végébdl az ultra-konzervativ GNNSGQP motivumtol kezdédden a teljes
kopenyfehérje régiot, a teljes 3’ nem transzlalodo régiot (3°UTR), valamint a polyA vég elsd
néhany bazisat szaporitotta fel. Virusfajtol fliggéen 1400-1800 bp kozotti PCR termék keletkezett.
A specifikus PCR terméket a gélbdl kivagtam, majd High Pure PCR Product Purification Kit-tel
(Roche) tisztitottam ki a gyartd utasitasait kdvetve.

A molekularis azonositasnal pozitiv kontrollként a burgonya Y virus O térzsét hasznaltam
(BAsKY és ALMASI, 2005), melyet cecei tipust paprikan (Capsicum annuum ‘Cecei’) tartottunk

fenn.



2.1.3 Nukleinsav hibridizacio

Az un. "dot-blot" hibridizaciot NEMES KATALIN az Agrartudomanyi Kutatokdézpont
Novényvédelmi Intézetének Virologiai Laboratoriuméaban végezte. Teljes nukleinsav kivonasbol
100 ng-ot (5 pl) 5 pl denaturaléd pufferrel 6sszekevertiink (5 pl formamid, 1 pul 200 mM HEPES,
1 ul 10 mM EDTA, 1,64 ul 35% formaldehid, 0,36 pl H20, 1 ul 10x FDE festék), majd 5 percig
65 °C-on denaturaltuk, utana pedig jégre helyeztiik. A denaturalt mintdkat kozvetleniil Whatman
Nytran N blotting membranra csOpdgtettiik és beszaritottuk, majd UV fénnyel keresztkotottiik a
membranra. A hibridizaciot Northern hibridizacioval megegyez6 modon végeztiik (SAMBROOK és
RUSSELL, 2001). Probanak és a pozitiv kontrollnak a narcisz késdi sargulas virusbol és lovagcsillag
mozaik virusbol szarmazoé tisztitott PCR termékeket hasznaltuk. A tisztitott PCR termékeket
Random Primed DNA Labelling Kit (Roche) felhasznalasaval Digoxigenin-11-dUTP jelenlétében
jeloltiik a gyartd utasitasainak megfeleléen. A proba hibridizaldsa utan a membrant mostuk, majd
elokészitettilk a detektalast. A detektalast Anti-DIG-AP detektald anitesttel végeztik — juhban
eldallitott alkalikus foszfatazzal jelolt Anti-Digoxigenin IgG — 150 mU/ml detektalé antitest, 100
mM almasav, 150 mM NaCl (pH 7,5) jelenlétében. Az abszorbancia értékeket iBright CL 1000
géppel detektaltuk 405 nm-en az 1 mg/ml 4-nitro-fenil-foszfatot (PNPP) tartalmazd szubsztrat

oldat hozzdadésa utan 15 perc inkubacios ido elteltével.
2.1.4 Ligalas, transzformalas, nukleotid sorrend meghatarozas

A tisztitott PCR termékek ligalasa 10 pl végtérfogaton tortént. A keverék a kovetkezd
Osszetevokbol allt: 3 pl tisztitott PCR termék, 1 pl 10x T4 DNA Ligase puffer (300 mM Tris-HCL
(pH 7,8), 100 mM MgClz, 100 mM DTT, 10 mM ATP) (Promega), 0,2 ul pGEM®-T Easy vektor
(Promega), 1 ul T4 DNA Ligase (Promega), 4,8 ul nukleaz mentes steril H20. A ligalas 4 °C-on,
overnight tortént.

Masnap reggel 100 pul Escherichia coli DH5a (SAMBROOK ¢és RUSSELL, 2001) sejtet 10
percre jégre tettem, hogy kiolvadjon. A teljes ligdtumot hozzdmértem a kompetens sejtekhez és
tovabbi 20 percen at jégen tartottam, majd 1 percre 42 °C-on inkubdaltam, és 5 percig ismét jégen
tartottam. Ez utan 400 pl LURIA-BERTANI (LB) taplevest (ATLAS, 2010) mértem hozza, és 1 6ran
at 37 °C-on razatva inkubaltam. 150 pl baktérium szuszpenziot szélesztettem ampicillines (100
mg/1) LB lemezre (1000 ml LB tapleves + 20 g/l bakteriologiai agar) kiegészitve 10 ul IPTG-vel
(100 mM/ml), 40 pl X-Gal-al (20 mg/ml). A kolonidkat overnight 37 °C-on ndvesztettem, majd 1
Orara 4 °C-ra helyeztem a kék-fehér szelekcio eldtt. A fehér koloniakat 3-5 ml ampicillines (100
mg/l) LB taplevesbe oltottam le, majd overnight 37 °C-on razattam. A plazmidokat GeneJET
Plasmid miniprep Kit-tel nyertem ki (Thermo Scientific). Az inzertek nukleotid sorrendjének

meghatarozasat szolgaltatd cégek végezték SANGER modszere alapjan (SANGER és COULSON,
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1975; WALKER ¢és LORSCH, 2013). A nukleotid sorrend meghatarozashoz kezdetben az M13
primereket hasznaltam M13-for (5’-GTAAAACGACGGCCAGT-3%), MIl3-rev (5’-
GGAAACAGCTATGACCATG-3’), de késobb attértem az altalam tervezett sqGMTZ-for (5°-
GGGCGAATTGGGCCCGACG-3’) és sqGMTZ-rev (5’-CCAACGCGTTGGGAGCTCTCCC-
3’) primerekre, melyek 75-77 bazissal kozelebb helyezkednek el a vektor klonozo helyéhez
(Multiple Cloning Site, MCS), igy a kromatogrammok illesztése jobb volt.

2.1.5 Nukleotid sorrend elemzés

A szolgaltatoktol megkapott kromatogramok nukleotid sorrendjét az NCBI GenBank
megaBLAST (MORGULIS és mtsai., 2008) programjaval vizsgaltam, a fajmeghatarozas végett
(ADAMS és mtsai., 2005; WYLIE és mtsai., 2017). Minden virusfaj esetében — ami az adatbazisban
szerepelt — egy referencia szekvencia keriilt kivalasztasra. Ha nem volt 76%-nal nagyobb nukleotid
sorrend egyezés az adatbazisban talalhato szekvencidkkal, akkor a kromatogramokat a CLC
Sequence Viewer 8.0 verzidjaba toltottem be €s a ,,less accurate” opcidval hasonlitottam 6ssze. Ez
utan a keletkezett 0sszehasonlitas konszenzus szekvencidja lett a referencia. A kromatogramok ez
utan a megfeleléen homolog referencidhoz lettek illesztve az Unipro Ugene v1.30
(OKONECHNIKOV és mitsai., 2012) programmal. A “trimming quality threshold” 0, a “mapping
minimum similarity” 50%-nak allitottam be. Minden egyes illesztést ellenériztem, a bizonytalan
bazisok a kromatogram peak-jei alapjan kézzel kijavitottam, a kromatogramok javitott konszenzus
szekvenciait GenBank fajlformatumba mentettem el. A szekvencidk annotacidja, a kodold régio,
a poliprotein hasit6 helyek bejeldlése, valamint a primerek adapter régidinak (5’-GGAATTCCCG-
3’ poty7941 esetében, és 5’-CGGGGATCCTCGAGAAGC-3’ poly T» esetében) eltavolitasa utan
a teljes kopenyfehérje régiot ismételten ellendriztem az adatbazisban megaBLAST programmal.

A keletkezett és ellendrzott nukleotid sorrendek feltoltésre keriiltek az adatbazisba.
2.1.6 Filogenetikai elemzés

Filogenetikai elemzéshez minden esetben a MEGA X programcsomagot hasznaltam
(KUMAR és mtsai., 2018).

El6szor ClustalW modszerrel (LARKIN és mtsai., 2007; THOMPSON ¢és mtsai., 1994)
Osszehasonlitast végeztem gazdandvényenként azokkal az adatbazisban szerepld virusokkal,
melyek legnagyobb nukleotid sorrend azonossdgot mutattak az altalam izolalt virusok teljes
kivétellel, a sulyozasi matrixnal a ClustalW 1.6 verzidjat valasztottam ki.

Az Osszehasonlitds utdn megkerestettem a programmal a legjobban illeszkedd DNS
nukleotid helyettesitési modellt. Legjobban illeszkedé modellként a legkisebb korrigalt Akaike
Information Criterion (AICc) értékli modellt valasztottam ki (NEI és KUMAR, 2000) majd ezzel a
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modellel Maximum Likelihood (ML) filogenetikai torzsfat épitettem (FELSENSTEIN, 1981;
GUINDON ¢és GASCUEL, 2003). A torzsfa megbizhatosagat Bootstrap moddszerrel ellendriztem
(FELSENSTEIN, 1985) 1000x-es ismétlésben. Outgroup-nak minden esetben a dohany karcolatos
virust (Tobacco etch virus, RefSeq: NC 001555) valasztottam, a térzsfakat ehhez az izolatumhoz

,,;oot”-oltam.

3 EREDMENYEK ES KOVETKEZTETESEK

Szeroldgiai vizsgalat esetében minden vizsgalt minta pozitiv lett. A laboratoriumi
tesztnovényeken a 6 hetes megfigyelési iddszak alatt nem lattunk tiineteket.

A koérokozok molekularis azonositasa soran a megvizsgalt 40 mintabol 7 ismert, és 1
ismeretlen potyvirus, 8sszesen 42 izolatumat sikeriilt azonositanunk. Mintanként csak 1 potyvirus
fajt tudtunk azonositani, viszont el6fordult, hogy tobb varians is megtalalhato volt egy névényben,
ami megerdsiti, hogy a virusok kvazi fajok (DOMINGO és mtsai., 2008):

e Tulipan: liliom foltossag virus (13), Rembrandt tulipan szintorés virus (4), tulipan
szintorés virus (16)

e Narcisz: lovagesillag mozaik virus (2), narcisz késoi sargulas virus (2)

e Kala: leopard kontyvirag mozaik virus (1)

e QGyongyike: gyongyike mozaik virus (1), ismeretlen potyvirus, melyet gyongyike
klorotikus foltossag virusnak (2) neveztiink el

e Vetdvirag: narcisz késoi sargulas virus (1).

A virus neve utdn zardjelben az azonositott izolatumok szdma keriilt feltiintetésre.

3.1 Tulipan (Tulipa)

Kisérd tiinetek tekintetében eredményeim jelentds mértékben megegyeztek az irodalmi
adatokkal (DE BEST ¢és mtsai., 2000; BLOEMBOLLENKEURINGSDIENST (BKD), 2010, 2019;
NEMETHY, 1990, 1994a, 1994b). Rembrandt tulipan szintorés virus esetén az ’Absalon’ fajta
levélfondkan hajszal vékonysagu 1-2 mm hosszu lila vonalas mintdzottsdg volt megfigyelhetd,
mig az ’Insulinde’ fajta esetében a csikos lildsbordd mozaik nem csak a levél fonéki, hanem szini
részén is jelentkezett, ugyanez a lila csikozottsag volt megfigyelhetd a virdgszaron is a virdgzas
ideje alatt. A virus faja és a fajtdkon megfigyelt tiinetek kdzott nem volt Osszefiiggés. Egy azon
tulipanfajtan azonos virusfajjal valo fert6z6dés esetén is valtozatos tiinetek jelentkeztek, valamint
kiilonb6z6 virusfajok azonos fajtan okoztak azonos tiineteket is.

Az elektronmikroszkopos vizsgalatok megerdsitik a szerologiai vizsgélatok eredményeit.
A 36/3 (liliom foltossag virus) és Al (tulipan szintdrés virus) mintak esetében a potyvirusokra
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jellemzé, koriilbeliil 780 nm hossza és 14 nm atmérdjti fonal alaku flexibilis virus partikulumokat
azonositottunk.

Molekularis vizsgalataim alapjan harom virusfajt sikeriilt azonositanom —tulipan szintorés
virus (TBV), Rembrandt tulipan szintorés virus (ReTBYV), liliom foltossag virus (LMoV) — ezek
koziil két faj (tulipan szintorés virus, liliom foltossag virus) széleskoriien elterjedt az orszagban.
A populacid vizsgalatok alapjan megallapitottam, hogy tulipan szintdrés virus és liliom foltossag
virus egy populacion beliil azonos mértékben van jelen, és nincs fajta preferencidjuk. A virusok
orszagos eloszlasa véletlenszert, gyakorisaguk azonos.

A Koch posztulatumokat végrehajtva eredményeim az irodalmi adatokkal ellentétben
allnak (DE BEST és mtsai., 2000; KRABBENDAM és BAARDSE, 1966), a Darwin-hybrid ’van Eijk’
fajta fogékony tulipan szintorés virusra, de nagyon enyhe szintoréses tiinetek jelentkeznek a
ndvényeken. Rembrandt tulipan szintdrés virus esetén is sikeres volt a fertdzés, ekkor is enyhe
tiinetek jelentkeztek, igy vizsgalataim alapjan elmondhat6, hogy a Darwin-hybrid tulipanok is
fogékonyak a Rembrandt tulipan szintorés virusra, nem csak a Rembrandt fajtacsoport. Tovabba
a vizsgalt fajtat sikeriilt egyszerre megfertdzni mind harom virusfajjal, igy bizonyitottam, hogy
komplex virusfertdz¢s is lehetséges.

A filogenetikai elemzések soran, mind a torzsfan, mind pedig a torzshalon a harom virusfaj
jol elkiiloniilt, melyet a magas Bootstrap értékek is igazoltak. Tovabba lathatd, hogy mindharom
faj egy kozos Osre vezethetd vissza. A kdpenyfehérjét kodold régid nukleotid sorrend azonossaga
is minden faj esetében 76% feletti, igy eredményeim alapjan a Rembrandt tulipan szintdrés virus
faj szintre emelhetd.

Vizsgalataim RIVAS és munkatarsainak eredményeit tamasztjak ala (2016), a liliom
foltossag virus esetében, ahol két alcsoportot (I. €s II.) sikeriilt azonositani, az izolatumok
filogenetikai helyzete megegyezik a korabbi eredményekkel.

Rekombinécids vizsgalataim alapjan két rekombinans izolatumot sikeriilt azonositani
liliom foltossdg virusban (JN127341, AJ310203), amelyek koziil a JN127341 torzsben két
rekombinacids esemény is tortént. Tulipan szintrés virus esetében harom rekombindns izolatumot
azonositottam (X63630, KF442403, KT923168). Mindkét virus esetében volt olyan rekombindns
izolatum, melynek az egyik sziil6je szintén rekombindns volt. Minden rekombinacios eseményt
legalabb 3 kiilonbozd statisztikai modszerrel vizsgaltam, melyek egyenként is szignifikdns

eredményt adtak.

3.2 Narcisz (Narcissus)

Narcisz esetében két virusfajt azonositottam (lovagesillag mozaik virus és narcisz késoi

sargulas virus). A lovagcsillag mozaik virus esetében a narcisz, mint Gj gazdanovény kertilt
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leirasra. A kisér6 tiinetek ugyan megegyeztek az irodalmi adatokkal (HANKS és CHASTAGNER,
2018), de ezek a tiinetek nem fajspecifikusak, mas virusfajok (Narcissus mosaic virus, Narcissus
latent virus) is képesek ilyen tlineteket okozni, igy vizualisan nem lehetséges a tiineteket okozd
virusfajok identifikalésa.

A hibridizacios vizsgalat soran a narcisz késoi sargulés virus esetében csak a 660 és 661
kédszamu minték adtak pozitiv eredményt, a lovagesillag mozaik virus esetében pedig csak a 644
szamu minta adott pozitiv eredményt.

Filogenetikai elemzés alapjan mind a két virusfaj kiilon kladot alkot a torzsfan, melyet

magas Bootstrap értékek tdmasztanak ala.

3.3 Kala (Zantedeschia)

A beteg novények az egészségesekhez képest latvanyos tiineteket mutattak. A ndvények
levelei sargas, illetve vilagos zold szinti, hosszanti mozaikkal tarkitott, a fehér foltok nem vagy
alig vehetdk észre, a levél formaja keskeny, dardas, a csucs hosszan kinyalo. A spatha a torzsa
hosszaval megegyez0, vagy anndl sokkal rovidebb, kiviil lilas és z61d csikozottsagot mutat, széle
hasadt, nem nyilik szét, hanem a torzsara borul. A névény jellemzden torpiil, a levelek szama az
egészségesnél kevesebb. Az id0 eldrehaladtaval a tiinetek maszkirozddnak, am a levelek széle
sarga, klorotikus marad. A beteg n6vény egy, legfeljebb kettd értéktelen torzsavirdgzatot fejleszt.

Filogenetikai vizsgélataim kimutattdk — mind a kdpenyfehérje gén nukleotid- és aminosav
sorrendjének Osszehasonlitasa alapjan — hogy a ndovény leopard kontyvirag mozaik virussal
fertozott, legkozelebbi rokonsagban egy Uj-Zélandi (EU544542) szintén kalarol szarmazod

1zolatummal all.

3.4 Gyongyike (Muscari)

A kisér6 tiinetek tekintetében eredményeim eltérnek a litvan kutatok megfigyeléseitol
(NAVALINSKIENE és SAMUITIENE, 2001), ugyanis nekrozist nem figyeltem meg a novényeken.
Ugyanakkor zoldes hosszanti mozaik, valamint a novények leveleinek sargulasa szembetiing volt.
Molekularis vizsgalataim alapjan a gyongyike mintakat két virus fertdzte meg, a gyongyike
mozaik virus (Muscari mosaic virus) — amit az ICTV 9. jelentésében feltételesen fogadtak be a
Potyvirus nemzetségbe — valamint a gyongyike klorotikus foltossag virus (Muscari chlorotic
mosaic virus), mely a tudomany szamara 0j fajként kertilt leirasra.

Filogenetikai vizsgalataim alapjan a két virusfaj kiilon-kiilon kladot alkot a torzsfan, —
melyet magas Bootstrap értékek tdmasztanak ald — valamint jol elkiiloniil mas, a kopenyfehérjét

kodolo régid bizonyos szakaszaiban magas homoldgiat mutatd virusoktol.



A magas homoldgiat mutato virusfajok €s az altalam azonositott két virus kopenyfehérjét
kodolo rész paronkénti nukleotid sorrend azonossaga, a szeroldgiai €s filogenetikai eredmények
alapjan javaslom a gyongyike mozaik virus és gyongyike klorotikus foltossag virus faj szintre

emelését.

3.5 Vetovirag (Sternbergia)

A beteg vetovirag novények erds kisérd tiineteket mutattak. A novények levelén hosszanti
sargaszold csikozottsag figyelhetd meg a levél teljes hosszaban, mely tavasszal erdsebb, Osszel
maszkirozodott. A novény fejlédése az egészségestol elmarad, a viragzas gyér volt, vagy a névény
nem virdgzott. A visszahtizodas az egészségeshez képest 10-14 nappal korabbra — majus kdzepére
— tolddott.

Molekularis eredményeim alapjan a narcisz késoi sargulas virus okozta a tiineteket.

Tovabbi vizsgalataim alapjan a vetdviragrol szarmazd izolatum filogenetikailag
legkdzelebb a kecskeméti ’Dutch Master’ narciszrol szadrmazo izolatummal (MK132194),
valamint két Japanbdl szarmaz6 izolatummal (LC158450, LC158451) mutatott kdzeli rokonsagot.
Eredményeim alapjan a vetOvirdg a narcisz késéi sargulas virus 0j gazdandvényeként keriilt

leirasra.

4 UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

1. Elészor bizonyitottam, hogy a lovagcsillag mozaik virus (Hippeastrum mosaic virus),
a gyongyike mozaik virus (Muscari mosaic virus), a gyongyike klorotikus foltossag
virus (Muscari chlorotic mottle virus) és a Rembrandt tulipan szintdrés virus
(Rembrandt tulip-breaking virus), kimutathat6 MAb PTY1 antitest alapii csoport
specifikus ELISA kit-tel.

2. Magyarorszagrol elséként azonositottam a kovetkezd potyvirus fajokat: lovagesillag
mozaik virus (Hippeastrum mosaic virus), leopard kontyvirag mozaik virus (Konjac
mosaic virus), gyongyike mozaik virus (Muscari mosaic virus), gyongyike klorotikus
foltossag virus (Muscari chlorotic mottle virus), narcisz késéi sargulas virus (Narcissus
late season yellows virus), Rembrandt tulipan szintoérés virus (Rembrandt tulip-
breaking virus).

3. Azonositottam Magyarorszagrol szerologiai és molekularis modszerekkel a gyongyike
mozaik virust (Muscari mosaic virus), majd jelenlétét bizonyitottam a Koch

posztuldtumok felhasznalasaval.



4. A tudomany szdmadra 0j virusfajt irtam le a gyongyike klorotikus foltossag virust —
Muscari chlorotic mottle virus — szeroldgiai és molekularis modszerekkel, valamint
bizonyitottam a Koch posztulatumok felhasznalasaval.

5. Narciszrol, mint ) gazdandvény fajrol azonositottam a lovagcsillag mozaik virust
(Hippeastrum mosaic virus).

6. A vetdviragrol, mint 0j gazdandvény fajrél azonositottam a narcisz késoi sargulas
virust (Narcissus late season yellows virus).

7. Els6ként szamoltam be a tulipan liliom foltossag virus (Lily mottle virus)
fert6zottségérol Magyarorszagon.

8. Megallapitottam, hogy tulipan esetében sem a liliom foltossag virusnak (Lily mottle
virus) sem pedig a tulipan szintorés virusnak (Tulip breaking virus) nincs fajta, vagy
fajtacsoport preferencidja, a virusok egyazon tulipdin populacidban azonos
gyakorisadggal fordulnak el Magyarorszagon.

9. Els6ként szamoltam be tulipan szintorés virus (Tulip breaking virus) esetében a fajon
beliili rekombinacioroél, valamint liliom foltossag virus (Lily mottle virus) esetében
tobbszords rekombinacidt tartam fel.

10. Rembrandt tulipan szintorés virus (Rembrandt tulip-breaking virus) esetében javaslom
két filogenetikai alcsoport létrehozasat, liliom foltossag virus (Lily mottle virus)
esetében pedig megerdsitettem a két filogenetikai alcsoport 1étezését (RIVAS és mitsai.,
2016).
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