A buza torpiilés virus (Wheat dwarf virus) etiolégiai vizsgdlata és molekuldris jellemzése
cimlit OTKA palyéazat zardjelentése

A buza torpiilés virus (Wheat dwarf virus, WDV) elso leirdsit kovetden (Vacke 1961) Eurdpa
szamos orszagaban, Kozel-Keleten és Kindban is észlelték jelenlétét, sOt gazdasagi
jelentdségét is. A WDV megjelenése egybeesik az egyetlen ismert vektordnak a csikos
gabonakabd6canak (Psammotettix alienus) paleartikus elterjedésével. Magyarorszagon
elsoként 80-as évek végén irtdk le (Bisztray és Gaborjanyi 1989), majd az utébbi 15 évben a
gabonan a leggyakrabban el6fordul6 virusbetegséget a WDV okozta. Az irodalmi adatok
alapjdan a WDV két torzse ismert, a biizdhoz adaptélodott buza torzs és az arpahoz
adaptélédott arpa torzs.

Munkénk sordn az orszag kiilonb6zo helyeirdl gyljtottiink be virustiinetet mutaté névényeket,
illetve csikos gabonakabdca imagdkat. A novények fertdzottségét ELISA moddszerrel
vizsgaltuk. A kabdécdkat a WDV minkét hazankban el6forduld torzsére (buza és arpa torzs)
egyarant fogékony, izoldtorhdl6 alatt nevelt, jellemzden kétleveles stddiumu zab novényekre
helyeztiik, majd 3-5 hét elteltével ELISA vagy PCR mddszerrel vizsgéltuk a novények
virustartalmat. Virusatviteli teszteket Heves, Kal, Dunakiliti, Siéfok, Martonvasar,
BelsObarand, Pilisjaszfalu és Szentes kozelébdl begylijtott drpa torzs izolatumokkal, valamint
Martonvdasér, Patka, Dalmand, Pula és Szeged kozelébdl begytijtott biza torzs izoldtumokkal
végeztiink. A virusizolatumok begytijtése soran észleltiik, hogy a 2008-as évben 0szi arpaban
az orszag szamos helyén nagymértékii fertdz€s fordult eld, a hevesi gylijtohelytinkon ki is
kellett szantani egy tobb szdz hektéros teriiletet. A 2010-es rendkiviil csapadékos évben
ugyanakkor nem sikeriilt djabb fertdzott teriiletet taldlnunk, aminek részben az is oka lehetett,
hogy az er0s gombafert6zés gyakran elfedte a virustiineteket. Tapasztalataink megerdsitették
azt a szakirodalombdl ismert tényt is, hogy az arvakelés foltok kiilondsen jelentds
virusforrasok lehetnek.

A WDV terjedése novényen beliil és a virus kimutathatosdga

A WDV novényen beliili terjedését mikroizolatorral lokalizalt vektorok segitségével végzett
fertdzést kovetden tanulmanyoztuk (2. dbra). A virusinokulacié a novények kétlevelli
stddiumaban az iddsebb levélen tortént. Megallapitottuk, hogy 3 virushordozé kabdca
biztonsdggal atviszi a virust, melynek jelenléte PCR mddszerrel 11 nappal az inokuléciot
kovetoen mar kimutathaté az inokulélt és az inokulalt levéllel szemben talalhat6 levélbol (3.
abra). A WDV koncentrécidja az inokulkaciot kovetden 4-5 hétig nd, €s a virus jelenléte a
gyokérrendszer €s esetenként a fiatal cstcsi levelek kivételével a novény minden részébdl
kimutathat6 (4. dbra). A tiinetek er0sodésével a virus detektalhatosaga csokkent. Az sz
folyaman fert6zott €s kiils6 homérsékleti viszonyok kozott (izoldtorhdzban) tartott
novényekbdl a virust aprilis végéig tudtuk kimutatni (5. dbra), majd kaldszhanyas idején mér
nem, de ekkorra a legtobb fert6zott novény elpusztult (6. dbra).

A WDV detektdldsa

A virus megbizhat6 kimutatdsdra virus €s virustorzs specifikus inditoszekvencidkat
terveztiink, illetve az irodalomban k6zolt primereket ellendriztiik. Osszesen 42
inditészekvencidat teszteltiink (32 sajat tervezésii és 10 irodalombdl vett), melyek koziil az
arpa torzs kimutatasara a WDV-2100arpa F (5’-ttcgaggcttacggagtatagatgttcat-3) és a
WDV540arpaR (5°- taagccaaccaaacaactcctacgg-3’) indité-szekvenciapér bizonyult a
legmegfelelobbnek. A buzatorzs izolaitumok specifikus kimutatdsara a WDV-CP5F (5°-



cacggatccatggtgaccaacaagg-3’) és a WDV3kozR (5’-cggattacatgtactctaac-3’) primerek
bizonyultak a legjobbnak. A WDV kimutataséara 4 indité-szekvenciapadr is teljes biztonsaggal
alkalmazhaté6 (WDVCPSF —- WDVCP3R, WDVCPSF - WDV3vegR, WDVP1-WDV3veg és
WDVRepF — WDVRepR), de a leggyorsabb kimutatdst a PCR paraméterek (95 °C 20 sec, 55
°C 15 sec, 70 °C 7 sec 20 ciklus) miatt az utolsé pér biztositotta. A WDV gabonabdl torténd
gyors és megbizhaté kimutatdsara egy Sigma kitet (Sigma XNAP2) alkalmaztunk nukleinsav
kivonésra és a WDVRepF (5’-cgccttggactctcttcgeac-3") és WDVRepR (57-
atatactagtgacggatagaccattcaaacg-3’) indit6-szekvenciaparral emeltiik ki a kb. 450 nt hosszu
DNS-szakaszt. Ezzel a mdédszerrel mintegy 2 6rdn beliil eldonthetd egy mintardl, hogy
tartalmaz-e virust vagy nem. (A hagyomanyos ELISA mddszer egy-masfél napig tart, mig a
tobbi PCR vizsgélat 4-5 6rat vesz igénybe.)

A WDV kimutatasdra egy uj eljarast a gordiild koros virusfelszaporitds (rolling circle
amplification, RCA) mddszert is kiprobaltuk, mely a Phi29 DNS polimerdz enzim miikodésén
alapul. A médszer elénye, hogy nem igényel komolyabb laboratériumi felszerelést (pl. PCR
késziiléket) és 30 6rdn beliil eredményt ad.

A WDV gazdandvénykore

Az irodalomi adatok alapjan bizonyitott volt, hogy a WDV biiza térzseket arpa €s buiza
novényekrdl is izolaltdk, viszont ellentmondé adatok voltak arra vonatkozéan, hogy az arpa
torzs fertdzi-e a buzat. Ezért a WDV-HO7 arpa torzs izolatumaval gazdanovénykori
vizsgalatokat végeztiink és a buzdan kiviil szamos fifélét is teszteltiink. Bizonyitottuk, hogy a
Hordeum vulgare, Avena sativa, Avena strigosa, Bromus arvensis, Lolium temulentum,
Phloem pratense, Puccinella distans novények novekedésgatlassal reagdlnak a WDV
fertozésre, az Agrostis stolonifera,Dactylis glomerata, Setaria italica, Lolium multiflorum és
Lolium perenne novények tiinetmentes gazdandvényei a virusnak, mig a Triticum aestivum,
Alopecurus pratensis, Arrhenatherum alatius, Bromus erectus, Bromus inermis, Festuca
pratensis és Poa pratensis novényeket nem fertdzte a WDV-HO7 torzs. Eredményeink
megerdsitették azon irodalmi adatokat, mely szerint az arpa torzs nem fertdzi a buzat. Az
Agrostis stolonifera, Alopecurus pratensis, Arrhenatherum alatius, Bromus erectus, Bromus
arvensis €és a Puccinella distans novények esetén elsoként irtuk le a virus-ndvény kapcsolatot.
Az éarpa torzs két izolatuma , a HO7 és a DO1, kozott — az irodalomban eddig nem ismert -
patoldgiai eltérést figyeltiink meg (7. dbra).

Molekuldris vizsgdlatok

A molekuléris vizsgélatok céljabol 6 buza torzs izolatumot (4 magyar és két ukréan), és 5 arpa
torzs izolatumot (3 magyar, 1 bolgar és 1 ukran) vélasztottunk ki és a teljes genom klénozasa
utdn meghataroztuk azok bazissorrendjét. (1. tdblazat)

A laboratériumunkban meghatarozott WDV izoldtumok szekvencidjat 6sszehasonlitottuk (2.
tablazat).

Megallapitottuk, hogy a hazdnkban a buizardl, illetve arpardl begylijtott WDV izolatumok a
nagy foldrajzi eltérés valamint az izoldldsi id6 tobbéves kiilonbsége ellenére nagy
hasonldsdgot mutattak (99,3% feletti hasonldsdg). A buza és az arpa torzs izoldtumai azonban
mar lényegesen eltérnek egymastol (85 % koriili azonossdg). A génbankban taldlhato teljes
genomra vonatkoz6 adatokkal 6sszehasonlitva megallapitottuk, hogy a biiza térzsek nagy
hasonldsagot mutatnak (98,3 % feletti azonossag), mig az arpa torzsek izoldtumai kozott
nagyobb variabilitds figyelhetd meg (93,3 % - 99,6 % azonossag). Tovéabbi érdekesség, hogy
Odessza melldl buizardl begylijtott WDV izoldtum az arpa térzsbe tartozott, amire mindeddig
nem volt irodalmi adat.



A Génbankban taldlhaté teljes WDV szekvencidk alapjan filogenetikai torzsfat

szerkesztettiink, mely alapjan a biza és az arpa torzs izoldtumai jol elkiiloniilnek egymastdl és

azok tovabbi alcsoportokba sorolhatdk (8. abra).

1.

tablazat A molekuldris vizsgélatokban szerepld WDV izolatumok adatai.

Virus |Gazdanévény[Torzs [[zolalas helye és Lienom [Génbanki

izolatum lideje érete  [szama

WDV-B bliza bliza |Martonvasar 2750 (bp) |AMO040732
(Hun) 2003

WDV-F biiza bliza |[Nagykovdécsi 2750 (bp) [AMO040733
(Hun) 2003

WDV-Pula [biza biza [Pula (Hun) 2750 (bp) [FN806786
2005

WDV- bliza bliza [Martonvasar 2750 (bp) [FN806785

2Marton (Hun) 2008

WDV-g bliza biiza |Glevakha (Ukr) [2749 (bp) [FN806783
2008

WDV- bliza bliza [Mironivka (Ukr) [2749 (bp) |[FN806784

Mironivka 2009

WDV- biiza arpa  |Odessa (Ukr) 2734 (bp) |[FN806787

Odesza 2009

WDV-HO7 [arpa arpa  |Siéfok (Hun) 2734 (bp) [FM210034
2005

'WDV-Heves [arpa arpa  [Heves (Hun) 2734 (bp) [FM999833
2007

WDV- arpa arpa  [Dunakiliti (Hun) 2734 (bp) [FM999832

Dunakiliti 2007

WDV-Bgl7 |arpa drpa  |[Negovan (Bul) [2734 (bp) [AM989927
2006

2. tablazat A WDV izolatumok szekvencia adatainak 0sszehasonlitasa

WDV B |F [2Martonlg  [MinorivkalHO7|Heves|Dunakiliti{Bg17]Odesza
Pula 99.5[99.5(99.2  [99.5[98.7 85.385.5 [85.3 85.4 [85.5
B 99.6099.4  199.6/98.7 85.1[85.3 [85.1 85.2 [85.3
F 99.3  [09.4]08.7 85.285.4 [85.2 85.3 [85.3
DMarton 99.398.4 85.385.2 85 85.1 [85.2
o 08.7 84.9[85.1 [84.9 85 [85.1
Mironivkal 84.9[85.1 [84.9 85.1 [85.2
HO7 99.3 |99 96.3 196.5
Heves 99.4 96.6 196.8
Dunakiliti 96.6 96.9
Bgl7 99.3
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2. abra A mikroizolator alkalmazasa a WDV atvitelénél.

M1 2 3 4 5 6 7 8

3. dbra A WDV kimutatdsa PCR technikaval 11 nappal az inokul4ciét kovetden.
1, 4 — inokuldlt levél, 2, 5 — szemkozti levél, 3, 6 — gyokérrendszer, 7 — egészséges ndvény,
8 — pozitiv kontrol



4. dbra A WDV kimutatdsa 36 nappal az inokulaciét kdvetden.



5. ébra: Izol4torhazi koriilmények kozott az dsszel fertdzott novényekbdl WDV 4prilis végéig
volt kimutathat6 a beteg novénybdl.



7. dbra A WDV-HO7 és WDV-DO01 arpa torzs izoldtumok eltérd patoldgiai tulajdonsédga.
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8. dbra Az ismert WDV izoldtumok filogenetikai torzsfdja



