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Virologiai vizsgalatok a dél-alfoldi régioban termesztett paprika
fajtakon. A dohany enyhe zold mozaik virus (Tobacco mild green

mosaic virus, TMGMY) molekularis azonositasa
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Osszefoglalas

A dél-alfoldi régidban Ho F1 és Nirvin F1 paprikafajtdkon enyhe mozaik tiineteket figyeltiink
meg 2015 tavaszan. A bogydkon jol lathatd novekedésgatlas, egyenetlen szinezddés, foltosodas,
nekrotikus foltok és csikozottsag volt észlelhetd. A korokozé meghatarozasa céljabdl tesztndvény
vizsgalatokat végeztiink Nicotiana tabacum cv. Samsun, N. tabacum cv. Xanthi-nc, Nicotiana
benthamiana, Capsicum annuum cv. Albaregia (L+), Capsicum annuum cv. Fehérozon (L1) és
Capsicum annuum cv. Brendon F1 (L3) névényeken, valamint RT-PCR mddszerrel vizsgaltuk a
korokozot. A Nirvin F1 fajtarél szarmazé mintak a TMV-1,2,3 patotipusba tartoztak és a
kopenyfehérje bazissorrendje alapjan a paprika enyhe tarkulas virussal (Pepper mild mottle virus,
PMMoV) mutatta a legnagyobb azonossagot. A H6 F1 mintakbol szdrmazé tobamovirusok a PO
patotipusba (TMV-0) tartoztak és a szekvencia elemzés utan a legmagasabb azonossagot a
dohény enyhe zold mozaik virussal (Tobacco mild green mosaic virus, TMGMV) mutatta.
Ismereteink szerint a TMGMYV els6 jol dokumentalt eléfordulasa paprikdn hazankban. Génbanki

elérhet6sége KT374283.
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Abstract

In the spring of 2015 mild mosaic symptoms were observed on the leaf of "H6 F1" and
,Nirvin F1”cultivars in the main pepper growing region of South-East Hungary. The symptoms
on the fruits were more obvious, characterized by reduction in size, mottling and color changes,
brown necrotic streaks and spots. In order to identify the pathogen symptomatic fruit samples
were collected and carried to the lab. The reactions on Nicotiana tabacum cv. Samsun, N.
tabacum cv. Xanthi-nc, Nicotiana benthamiana, Capsicum annuum cv. Albaregia (L+),
Capsicum annuum cv. Fehérozon (L1) and Capsicum annuum cv. Brendon F1 (L3) indicated the
presence of tobamovirus isolates belonging into pathotype 0 and/or 3. From the original pepper
fruit total RNA was extracted and conventional RT-PCR method was used to amplify the coat
protein gene. Products of the expected size (700 bp) were obtained and cloned into p-GEM T-
Easy Vector (Promega, USA) and sequenced. According to the sequence data tobamovirus
isolates from Nirvin F1 samples showed highest identity with Pepper mild mottle virus
(PMMoV) and belonged to the pathotype 3 (TMV-1,2,3), infecting the pepper varieties containig
the L3 resistance gene.

Tobamovirus isolates from ,,H6 F1” cultivar were member of pathotype 0 (TMV-0) group and
blast analysis of sequnces showed the highest identity with a Spanish isolate (P04/17, Accession
No. FN594859) of Tobacco mild green mosaic virus (TMGMV) (99%). The sequence of one
isolate was deposited in GenBank (Accession No. KT374283). To our knowledge, this is the first
proven data of TMGMYV isolated from pepper in Hungary.

Keywords: tobamovirus, H6 F1, Nirvin F1, Pepper mild mottle virus, Tobacco mild green

mosaic virus, RT-PCR, patotype

Bevezetés

Az étkezési paprika hazank egyik legfontosabb zdldségnovénye, melynek gazdasagos
termesztését sok esetben virusbetegségek akadalyozzak (Tobias és mtsai, 1978; Tobias és
Molnar, 1981, 1983). Korabban hazankban a paprikatermesztés dontd része szabadfoldon tortént,
de az utobbi idében egyre nagyobb jelentéséggel bir a hajtatott paprikatermesztés. Az iiveghazi
¢és a folia alatti paprikatermesztés elOretorése azzal magyarazhatd, hogy rendelkezésre allnak
minden fajtatipusban azok az 0 fajtdk, melyek nagyobb termésatlaggal és jobb mindséggel
nagyobb jovedelmezdséget biztositanak. A szabadfoldi termesztésben a legnagyobb gondot az

uborka mozaik virus (Cucumber mosaic virus, CMV) és a burgonya Y virus (Potato virus Y,
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PVY) jelentették, addig hajtatasban a tobamovirusok [dohany mozaik virus (Tobacco mosaic
virus), TMV, paprika enyhe tarkulas virus (Pepper mild mottle virus, PMMV) Obuda paprika
virus, (Obuda pepper virus, ObPV)] és a paradicsom foltos hervadas virus (Tomato spotted wilt
virus, TSWV) okozzak (Tobias és mtsai, 1981a,b; Tobids, 1984; Csilléry és Tobias, 1985;
Csilléry és mtsai. 1995; Gaborjanyi és mtsai, 1995; Kazinczi és mtsai, 2001; Horvath és mtsai,
2004). A virusok elleni védekezésben - hazankban a zoldségnovények koziil elsok kozott — a
paprikatermesztésben vezették be a rezisztens fajtak alkalmazasat (Tobias és Gaborjanyi, 1985;

Zatykd és mtsai, 1983). Egyik legnépszeriibb és legjobb TMV-rezisztens paprikafajta a
Fehérdzon volt, mely az L1 rezisztenciagént tartalmazta. Néhany évvel a TMV = rezisztens fajtak

koztermesztésbe keriilését kovetden megjelentek olyan tobamovirusok, melyek az LI
rezisztenciagént tartalmazo fajtakat fertdzték (Tobias €s Csilléry, 1982, 1983, Csilléry és mtsai.
1983). Az 0j tobamovirus patotipusok ellen sikerrel vezették be a Capsicum chinense fajbol
szarmaz6 L3 rezisztenciagén, majd a még agresszivebb patotipusok ellen a C. chacoense fajbol
szarmaz6 L4 gén alkalmazasat. Napjainkban a hajtatasban hasznalt jelentsebb paprikafajtak mar
tartalmazzak az L3 rezisztenciagént, s6t vannak L4 gént tartalmazé fajtak is. A 90-es évek
kozepén a hajtatott paprikdn robbandsszeriien megjelent és oriasi karokat okozott a TSWV
(Csilléry és mtsai, 1995; Géaborjanyi €s mtsai, 1995). A betegség megjelenése Osszefiiggésben
volt a nyugati viragtripsz (Frankliniella occidentalis) hazai felbukkanasaval. A TSWV ellen
hatékony védelmet biztosit a C. chinenese fajbol szarmazé Tsw gén, bar idénként feltlinnek a
rezisztenciat attoré paptotipusok, amelyek ellen jelenleg nincs forgalomban rezisztens fajta (Bese
és mtsai, 2012, Csilléry és mtsai, 2015).

Napjainkban a hajtatasi paprikatermesztés két legfontosabb virusbetegségét a tobamovirusok
és a paradicsom foltos hervadas virus, kiillonb6z6 torzsei okozzak (Bese és mtsai, 2012, 2014;
Csilléry és mtsai, 2012). Jelen dolgozatunkban a dél-alfoldi régidban gytijtott paprikamintak

viroldgiai vizsgalatarol szamolunk be.

Anyag és médszer

Virustiinetek, tesztndvény vizsgalatok

A dél-alfoldi paprikatermesztd régioban egy foliahazban (NirvinF1 - zold bloki bogyoju fajta)
és egy iiveghazban (H6 F1 — fehér kupos bogydji fajta) a szeptember oktober honapokban
kiiiltetett allomanyokban marcius elejétél egyre fokozddd mennyiségben gyenge mozaikos

levéltiineteket figyeltek meg a termeldk. A tlinetes novények behatobb vizsgalata soran
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megallapitottuk, hogy a nagyon enyhe levélmozaikosodas mellett a bogyokon jol lathatd
egyenetlen szinezOdés, foltok, egyes esetekben nekrotikus foltok, csikozottsag, ¢és

novekedésgatlas volt megfigyelhetd (1. abra). Mindkét helyrél 12-12 levél és bogyomintat
szedtiink. Mindkét esetben 5-5 mintat vizsgaltunk RT-PCR és tesztnovény modszerrel a

korokozok azonositasa végett. A tesztnovény vizsgalatokban Nicotiana tabacum cv Xanthi-nc, N.

tabacum cv Samsun, Capsicum annuum cv Brendon, cv. Fehérozon és cv Albaregia hasznaltuk.

A B

=

1.4bra. A HO F1 (A) és a Nirvin F1 (B) paprikafajtak termésén lathato tiinetek

RT-PCR vizsgalatok
Az Ossznukleinsav kivonast a fertézott bogyokbol White és Kaper moddszerével (1989)
végeztik. Az RT-PCR-hez a primereket a kiilonb6z6 Tobamovirus izolatumok
kopenyfehérjéinek homolog régiodira terveztiik, amelyek kb. 700 nt hosszisagu darabot emelnek
ki a PCR soran.
Az oligonukleotidok a kovetkezok voltak:
for 5’>-GATCGCGCGAGTCGTGATTCGTATTTAAATATG-3’
rev 5’-TGGGCCGCCTACCGCGGCGG-3’
PCR reakcid paraméterei a kovetkezOk voltak: denaturalas: 5 perc 95 °C, 30 ciklus: 30 sec 95 °C;
30 sec 60 °C; 1 perc 72 °C; és 10 perc 72 °C a végén. A PCR termékeket High Pure PCR
Purification Kittel (Roche) tisztitottuk, Az igy kapott DNS fragmentumokat pGEM-T Easy
Vector (Promega) plazmidokba klonoztuk, majd ezekkel Esherichia coli baktérium sejteket
transzformaltunk. A klonok bazissorrendjét a Szegedi Biologiai Kutatokozpont Baygen
Genomikai Egység hatarozta meg (Szeged). A kisérleteinkben kapott és a Génbankbdl szarmazd

tobamovirus szekvencidkat az NCBI Blast program segitségével hasonlitottuk ossze.
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Eredmények és megvitatas

A Nicotiana tabacum cv Xanthi-nc és N. tabacum cv Samsun dohanyokon mutatott tiinetek
egyértelmlien egyediill a tobamovirus jelenlétére utaltak. A HoO F1 fajtarol szarmazd
tobamovirusok a PO patotipusba (TMV-0) tartoztak, mivel csak az Albaregia paprikafajtat
fert6zték szisztemikusan. A Fehér6zon valamint a Brendon F1 fajtakon lokalis nekrotikus 16zi6
volt lathaté az inokulalt leveleken. A Nirvin F1 paprikafajtar6l szarmazé mintak szisztemikusan
fertézték a Brendon F1 fajtat, ami alapjan a P3 patotipusba (TMV-1,2,3) soroltuk ezeket a
tobamovirus izolatumokat.

A Nirvin F1 mintakbdl szarmazo virusok bazissorrendje a legnagyobb homoldgiat (99%) egy
PMMoV spanyol rezisztenciatord izoldtummal mutatta (Accession No. X72587), ami alapjan
ezeket a paprika enyhe tarkulds virus izolatumainak tartjuk. A H6 F1 paprikafajtarol gyuijtott
virusizolatumok a legnagyobb azonossagot (99%) egy TMGMYV spanyol izolatummal mutatta
(P04/17, Accession No. FN594859). Ezzel elsoként bizonyitottuk a dohdny enyhe zdld mozaik

virus (Tobacco mild green mosaic virus) hazai el6fordulasat paprikan.
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