AGRARTUDOMANYI KOZLEMENYEK, 2011/43. KULONSZAM

Bogyo melanotikus gytriisfoltossag — rezisztens Capsicum genotipusokon kialakulo
betegség a paradicsom foltos hervadas virussal (Tomato spotted wilt virus, TSWYV)
fertozott bogyon

Salamon Pal — Nemes Katalin — Saldnki Katalin
Mezbgazdasagi Biotechnologiai Kutatokézpont, Godollo
salamon@abc.hu

OSSZEFOGLALAS

A paprika bogyo melanotikus gytiriisfoltossag (pepper fruit melanotic ringspot, FMRS) betegség (Salamon, 2009) etiologiai
vizsgadlatahoz fehér cecei tipusu paprikak hajtatott allomanyaibol gyiijtottiink bogyomintdakat. A begyiijtés folyaman megallapitottuk, hogy az
FMRS tiinetek csak egészséges levélzetii paprika névényeken fordultak eld olyan hajtatohdzakban, ahol a nyugati viragtripsz (Frankliniella
occidentalis) szaporodott el és a névényallomanyok egyedeinek kb. 30 %-dn a TSWV fertézésének tipikus levél —és bogydtiinetei fordultak
elé. A szimptomatoldgiai vizsgalatok eredményei arra utaltak, hogy az FMRS betegség kialakulasaban a paprika genotipusdnak jelentés
szerepe van. Kilenc FMRS-t mutato bogyo beteg részeib6l minden esetben olyan mechanikailag dtviheté virust izolaltunk, amely
tesztnovényeken a TSWV fertzésére jellemzd tiineteket okozott. A TSWV fertézését az FMRS-t mutaté bogyokon RT-PCR mddszerrel is
igazoltuk. A begyiijtott fehér bogyok utoérése alatt a melanotikus gyiiriisfoltok jelentésen ndttek. Az FMRS-t mutato, utoérlelt bogyok
magjairol nevelt novénypopulaciok minden esetben TSWV rezisztens és fogékony egyedekbdl allo, hasado nemzedéknek bizonyultak. Nem
melanotikus sarga gyiiriisfoltossagot mutato harom bogyobal szintén kimutattuk a TSWV-t (egy esetben tobamovirussal egyiitt), de ez utobbi
termésekbdl szarmazo utodgenerdciok csak TSWV fogékony egyedekbdl dlltak. Fentiek alapjan arra lehet kovetkeztetni, hogy az FMRS
betegség a Tsw rezisztencia gént heterozigota formdaban tartalmazo cecei tipusu paprikak olyan bogyoin alakult ki, melyeket tripszek daltal
kozvetitett TSWV fert6zott, azaz az FMRS tiinet a bogyon manifesztalodo hiperszenzitiv reakcio (HR) a TSWV fertézésére.

SUMMARY

Etiology of pepper fruit melanotic ringspot (FMRS) disease (Salamon, 2009) was studied on fruit samples collected in forced pepper
populations. It was noticed that in spite of heavy thrips (Frankliniella occidentalis) infestations and of TSWV epidemy detected in the forcing
houses, FMRS occurred only in plants having healthy foliage. Symptomatological surveys strongly suggested that FMRS appeared
exclusively in specific pepper genotypes. The size of melanotic ringspots has been observed to grow at room temperature during post-
ripening of diseased fruits. A mechanically transmitted plant virus was isolated from symptomatic parts of 9 white pepper fruits affected by
FMRS. On test plants each of the virus isolates caused systemic symptoms characteristic to TSWV. Using cDNA/PCR technique and TSWV
N-gene specific primers a ca. 300 bp long DNA fragment has been amplified from total nucleic acid extracted from symptomatic tissues but
never from asymptomatic parts of the fruits showing FMRS. Plant progenies grown from seeds of FMRS diseased fruits segregated in respect
of resistance and/or susceptibility to TSWV infection. TSWV was also detected in and isolated from three fruits showed non-melanotic yellow
rings (one of them was infected with a tobamovirus, too). Seedlings derived from these firuits proved to be susceptible to TSWV. Based on the
above results we could conclude that the FMRS disease developed on fruits of “cecei” type white peppers that carry a TSWV resistance
gene, most likely the Tsw gene in heterozygous form. These fruits were infected with thrips transmitted TSWV and FRMS appeared as a
hypersentive reaction (HR) manifested in fruits.
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BEVEZETES

A bogyo melanotikus gylirisfoltossag (fruit melanotic ringspot, FMRS) betegség fellépését az elmult
években allapitottuk meg fehér cecei tipusu paprikdk hajtatott allomanyaiban Kecskeméten és Go6dollon
(Salamon, 2009). A betegség olyan hajtatohazakban fordult el6, melyekben a nyugati viragtripsz (Frankliniella
occidentalis) elszaporodasat és a ndovényallomanyok egyedeinek 10-30 %-4n a TSWV fertézésének a paprikan
ismert szisztemikus tiineteit (a csucshajtasok sarguldsa, elhalasa, koncentrikus gylirtisfoltossag a leveleken,
deformaciok és nem melanotikus elhalasok a bogyon) figyeltiik meg. Az FMRS betegség jol fejlett, egészséges
lombozati ndvények termésein alakult ki. A melanotikus gyiriisfoltokbol mechanikailag (szévetnedvvel)
atvihetd virust izolaltunk, amely kiilonbozd tesztndvényeken a TSWV fert6zésére jellemzo tiineteket okozott
(Salamon, 2009). Fentiek alapjan feltételeztiik, hogy az FRMS-t tripszek altal kozvetitett, a bogyon bekdvetkezd
TSWYV fertézések okozhatjdk, de a betegség kialakuldsédban a paprika genotipusanak is jelentds szerepe lehet.
Ebben a dolgozatban azokat az eredményeket ismertetjiik, melyek igazoltak, hogy a beteg bogyokrol szarmazo
virusizolatumok patoldgiai és molekularis tulajdonsagaik alapjan a TSWV-vel azonosithatok és az FMRS
betegség minden vizsgalt esetben TSWYV rezisztens paprika genotipusok termésein alakult ki.
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ANYAG ES MODSZER

Szimptomatolégiai vizsgalatok és anyagbegyiijtés

Az FMRS tiinetek elofordulasanak megallapitasara 2009 nyaran G6dollon nyolc cecei tipusu paprika hibrid
kisérleti hajtatott allomanyaban végeztiink szimptomatologiai felmérést. A kétismétléses kisérlet egy
ismétlésében minden novényegyedrdl feljegyeztiik a levélzeten és a bogyon megfigyelheté virusos tiineteket,
valamint a tripszek elterjedésére utalé bogyoparasodas elofordulasat. A kisérletb6l négy FMRS tiinetet mutato,
szedésre érett bogyot gyljtottiink (G9-12), melyeken a tlinetek valtozasait szobahdomérsékleten torténd utodérlelés
alatt tanulmanyoztuk. 2009 nyaran, Kecskeméten, kisérleti hajtatott paprika allomanyban az FMRS tiineteit
mutatd 6t ndvényrdl gyljtottiink szedésre érett bogyokat (Cal-Ca5), melyeket szobahémérsékleten utdérleltiink.
Utobbi termdhelyen harom, a levélzeten tiinetmentes névény 1-1, mar szinesedd bogyodjat is begyljtottiik (Ca6-
Ca8), melyeken vilagossarga, nem nekrotikus gytriisfoltossag alakult ki.

Virus izolalas és identifikalas

A beteg bogyokat csapviz alatt mostuk, majd tiineteket mutatd részeikbol steril szikével az epidermiszt és a
bogyohiist is tartalmazé kb. 30 mm? nagysagu szovet darabot vagtunk ki. A szvetmintakat 0.5 ml hideg steril
foszfat puffer (0.1 M, pH = 7,0) hozzaadasa utan steril porcellan dérzsmozsarakban homogenizaltuk, majd az igy
nyert szovetnedvvel virofil tesztnévények (Nicotiana benthamiana, N. clevelandii és N. glutinosa)
karborundummal leszort leveleit dorzsoltik be. A tesztnovényeken kialakuld tiineteket 3-4 hétig
tanulmanyoztuk. A virusizolatumok kdozil egy izolatumot (jeldlése Cal) Chenopodium quinoa tesztndvényrol
egylézids passzalas utan N. benthamiana ndvényeken szaporitottuk. A Cal virusizolatum gazdandvénykorét
mechanikailag inokulalt tesztnovényeken részletesebben tanulmanyoztuk.

A Cal-Ca5 jelzésii paprika bogyokon kialakult egy-egy melanotikus gytriisfoltbdl, valamint a Ca6 jelzési
bogyo6 nem nekrotikus sarga gylriisfoltjabol, tovabba ezen bogydk tlinetmentes részeibdl szovetdarabot vagtunk
ki, melyekbdl fenol-kloroformos kivonassal teljes nukleinsav (TNS) kivonatot nyertiink. RT-PCR
vizsgalatokhoz TSWV N-gén specifikus primereket terveztiik (5’-GGG CTA GCG GAA AAC CTC GAC CAG
ATC A-3’; 5°-CCC AGC ATT ATG GCA AGC C-3’), melyekkel az N gén kb. 300 bp hosszi szakasza
amplifikalhat6. Az RT-PCR vizsgalatokhoz pozitiv kontrollként a TSWV borsobol izolalt torzsét hasznaltuk
(Salamon et al., 2009).

A vizsgalt novények genotipusanak tesztelése utodvizsgalatokkal

A Cal-Ca8, valamint a G9 paprika novények utdérlelt bogyoibol szarmazo magokat elvetettiik és a kikelt
szikleveles korti névényeket a TSWV Cal izolaitummal inokuldltuk a szikleveleken. A vizsgalt bogyok
anyandvényeinek TSWV rezisztens vagy fogékony genotipusara az utodok virussal szembeni reakcioi alapjan
kovetkeztettiink.

EREDMENYEK ES KOVETKEZTETESEK

A bogy6 melanotikus gyiiriisfoltossag el6fordulasa és a tiinetek valtozasa utoérlelt bogyékon

Az FMRS betegség stilyos tiineteit el6szor Kecskeméten, kisérleti hajtatott paprika allomanyban észleltiik
2008 6szén (Salamon, 2009). Az eléfordulas gyakorisagat ekkor részletesebben nem mértiik fel. Megfigyeltiik
ugyanakkor, hogy a betegség mindig olyan névényeken jelent meg, melyek levélzete egészséges volt. Az FMRS
(izolalt festékes foltok, kozépen hatarozott inicidlis ponttal) okaként elészor ismeretlen gombas vagy
baktériumos fert6zésre gyanakodtunk, amit a beteg bogyok mikroszkopos mikologiai vizsgalata és a baktérium
kitenyésztési kisérletek negativ eredménye kizart. 2009 tavaszan, ugyanezen a termdhelyen, tripszek
elszaporodasat kovetden TSWV jarvany Iépett fel és az FMRS betegség is ismételten megjelent (/. dbra — Cal-
C5). Fentiek arra utaltak, hogy az FMRS betegség fellépése Osszefiigg a TSWV jelenlétével és kialakulasaban a
paprika genotipusnak is jelentdsége lehet. Utobbi feltételezésiinket tamasztotta ala, hogy a TSWV tipikus
tiineteit mutato, a levélzeten is beteg novények bogyoin sohasem tapasztaltunk melanotikus gytrisfoltossagot,
ugyanakkor az FMRS tiineteket mutatd bogyok egészséges lombozati ndvényeken fordultak eld. Az
allomanyban a fentieken kiviil olyan, a lombozaton tiinetmentes ndovényeket is megfigyeltiink, melyek szinesedd
bogydin nem melanotikus, de szintén pontszert foltbdl kiinduld sarga gytiriisfoltossag alakult ki (. dbra — Ca7-
Cag).

2009 tavaszan G6dollén nyolc cecei tipusu paprika genotipussal végzett kisérletben tapasztaltuk az FMRS
gyakori eldfordulasat foliahdzban, ahol a nyugati virdgtripsz (Frankliniella occidentalis) elszaporodasat
kovetden egyes genotipusokon (4, 7, 8) TSWV jarvany alakult ki. A melanotikus gytiriisfoltossag csak és
kizarélag 5 novény genotipuson fordult eld (1-, 2-, 3-, 5- és 6-os genotipusok) a ndvényegyedek kozel olyan
aranyaban, mint a TSWV fert6zésre utald szisztemikus tiinetekkel megbetegedett tovek szama az FMRS-t6l
mentes 4-, 7- és 8-as genotipusokon (/. tablazat). Az FMRS tiinetet mutato tévek lombja ebben a kisérletben is
egészséges volt. A tripsz kartételi bogydtiineteket mutatd tovek aranyaban (80-100 %) a genotipusok kdzott nem
volt jelent6s kiilonbség.
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1. abra: Betegségtiinetek rezisztens (Cal-CaS, G12) és fogékony (Ca7-Ca8) paprika névények TSWYV-vel spontan fert6z6dott
termésein.

Figure 1: Disease symptoms in resistant (Cal-Ca5, G12) and susceptible (Ca7-Ca8) pepper genotypes naturally infected with TSWV on the
Sfruits

A technikailag (szedésre) érett, fehér cecei tipusu paprikak bogyoéin kialakuld FMRS szimptoémait (/. abra —
Ca3, G12) korabban részletesen ismertettiik (Salamon, 2009). A 2009-ben vizsgalatokhoz begyijtott beteg fehér
bogyokon tanulmanyoztuk a tiinetek valtozasat az utdérlelés alatt. Minden esetben azt tapasztaltuk, hogy a
melanotikus gytirisfoltok mérete a szinesedd bogyokon a tarolas alatt jelentésen nétt (/. abra — Ca3, G12), a
kiilonallo kozeli foltok osszefolytak és a foltok szélétdl tavolabb esetenként uj nekrotikus gyiird, vagy gyirik
alakultak ki (/. abra — Cal-Ca5). A sarga gylrlsfoltossagot mutatd, mar szinesed6 bogyodk foltjai (/. dbra —
Ca7-Ca8) a 2-3 heti tarolas alatt nem barnultak, méretiilk 1ényegesen nem noétt, és széliikk lassan a teljesen
bepirosodd bogyoszinbe olvadt.

Virus izolalas és identifikalas

A begyiijtott paprikabogyok beteg részeibdl nyert szévetnedvvel inokulalt tesztnovények minden esetben
virusok fertézésére utald lokalis és szisztemikus tiinetekkel reagaltak. A megfigyelt szimptomak (klorotikus
nekrotikus lokalis foltok, stlyos szisztemikus sargulas, nekrotikus foltok és 4-6 héttel az inokulaci6 utan teljes
elhalas) a TSWV fertézésére utaltak (2 dbra). Egy sarga gytrisfoltossagot mutatd bogyobol (Ca6) a TSWV-n
kiviil tobamovirust is izolaltunk, amire a N. glutinosa tesztndvényen kialakult, a tobamovirusokra jellemz6
nagyszamu nekrotikus lokalis 1éziok megjelenése utalt. A tobamovirusoktdl mentes tobbi virusizolatum kozott az
akceptor tesztnovények reakcioi alapjan jelentds kiilonbséget nem tapasztaltunk. A részletesebben
tanulmanyozott Cal izolatum a gazdandvénykdri vizsgalat alapjan a TSWV-vel azonos tulajdonsagti virusnak
bizonyult (Salamon, nem k&zolt adat).
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1. tablazat

Virusok fert6zésére utalé betegségtiinetek el6fordulisa ,,cecei” paprika genotipusok hajtatott allomanyaban (Godollé, 2009. 06. 10.)
Levél és/vagy bogyotiineteket mutatd tévek szama (3) (db)*
Genotipus (1) | Tészam (db) (2)
Levéltiinetek (4) Bogyotiinetek (5)
D, NGy, NF ™ D, NF BP MGyF
8x* 60 26 34 26 60 0
1 136 0 136 0 120 20
4 107 40 67 40 100 0
5 143 0 143 0 115 35
2 144 0 144 0 122 45
3 136 0 136 0 105 18
6 139 0 139 0 112 31
7* 60 16 44 16 58 0

*D: deformaciok, NGY: nekrotikus gytirtik, NF: nekrotikus foltossag, BP: barna parasodas, MGyF: melanotikus gytirtisfoltossag,

TM: tiinetmentes

** szegélysorok, a genotipusok felsorolasa a kitiltetés sorainak megfeleld
Table 1: Occurrence of disease symptoms characteristic to viral infections in ,,cecei” pepper genotypes in forced stands

(2) Genotypes, (2) Number of plants, (3) Number of plants showing leaf and/or fruit symptoms, (4) Leaf symptoms, (5) Fruit symptoms
* D: deformations, NGY: necrotic rings, NF: necrotic spots, BP: brown scars, MGyF: melanotic ringspots, TM: symptomless,

** *border rows, the genotypes are listed according to the field arrangement

2. dbra: Betegségtiinetek melanotikus gyiiriisfoltossagot (FMRS) mutaté paprika bogyok szévetnedvével inokulalt tesztnovényeken

Alsé sor: N. benthamiana, K6zéps6 sor: N. clevelandii, Felsé sor: N. glutinosa

Figure 2: Disease symptoms on test plants inoculated with extract of pepper fruits affected by FMRS
N. benthamiana (bottom row), N. clevelandii (middle row) and N. glutinosa (top row)
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3. dbra: A TSWV-Cal izolatummal inokulalt Cal utéd névények reakciéi

R = rezisztens, F = fogékony novények
Figure 3: Reactions of progenies of the pepper plant Cal inoculated with TSWV-Cal
R = resistant plant, F = susceptible plant

A paprika bogyok beteg szovetrészeibdl €s a TSWV-Ps09 izolatummal fertdzott dohanybol (pozitiv kontroll)
TSWYV specifikus primerek felhasznalasaval RT-PCR moddszerrel minden esetben a vart, kb. 300 bp hosszisagu
DNS-t amplifikaltunk. A beteg bogyok tiinetmentes részeibdl és egészséges dohanylevélbdl kivont TNS
preparatumbol a felhasznalt primerekkel amplifikalhato DNS-t nem tudtunk kimutatni.

Rezisztencia vizsgalatok utédelemzéssel

Az FRMS-t mutatd bogydk magjairdl jol fejlodd, egészséges palantakat neveltink. A Cal izolatummal
inokulalt palantak reakcidi azt mutattak, hogy ezek a bogyok minden esetben TSWV rezisztens, feltehetden a
Tsw gént tartalmazo, de erre a génre nézve heterozigdta (Tsw/tsw) anyandvényekrél szarmaztak. A Tsw
rezisztencia gén jelenlétére utalt, hogy az inokulacié utdn a rezisztens palantdkon nekrotikus lokalis 1éziok
alakultak ki és csucsleveleik tiinetmentesek maradtak, mig a fogékony testvérnévényeken lokalis klor6zis, majd
szisztemikus érkivilagosodas, sarga gylirtisfoltossag és sulyos novekedésgatlas 1épett fel (3. dbra). A rezisztens
(R)/fogékony (F) egyedek szama az FMRS tiineteket mutatd bogyonként az alabbi volt: Cal: 8/3; Ca2: 8/5; Ca3:
12/3; Ca4: 10/3; Ca5: 7/4; G9: 6/3. A TSWV-vel fert6zott Ca7 és Ca8 jelzésii — a bogyon nem az FMRS
tiineteket mutatd — ndvények utddai kozott rezisztens egyedet nem talaltunk (Ca7: 0/13, Ca8: 0/14).

A paprikan korabban ismeretlen bogyd melanotikus gytirtsfoltossag (FMRS) betegség eldzetes vizsgalatanak
eredményei arra utaltak, hogy a betegség kialakuldsa Osszefiigg a bogyok TSWV-vel vagy mas tospovirussal
tortént fert6z6désével és a tiinetek kialakuldsat a paprika genotipusa is befolyasolja (Salamon, 2009). A
részletesebb patologiai vizsgalatok és az RT-PCR tesztek minden esetben megerdsitették, hogy az FMRS-t
mutatd bogyok a TSWV-vel fertézodtek. A beteg bogyokon a virus csak a melanotikus foltokbdl volt
kimutathat6, melyek mérete a leszedett bogyok utéérése alatt nétt. Ez arra utal, hogy a melanotikus foltok
novekedésében nem csak a novényen fejlodo termések természetes méretbeli valtozasa, hanem a virus lokalis
terjedése is szerepet jatszik.

Az FMRS betegség elofordulasa és tiineteinek tulajdonsagai egyarant arra utaltak, hogy a melanotikus
gylrisfoltossag csak egyes paprika genotipusok lokalis valaszreakcidja kozvetleniil a bogyon bekovetkezett
TSWV fertézésre. A termésrol kiinduld fertdzések a TSWV-t terjesztd, a virdgon és a fiatal bogyon taplalkozo
tripszek jelenlétében minden paprika genotipuson el6fordulhat. Mivel az FMRS betegség fellépését a TSWV-vel
szisztemikusan fertdzott, fogékony paprika névényeken sohasem tapasztaltuk, a melanotikus gytirtsfoltok pedig
mindig a levélzeten egészséges ndvények bogyoin jelentek meg, feltételeztiik, hogy az FMRS betegség a TSWV
fertdzésére hiperszenzitiv reakcidval (HR) valaszolo, rezisztens paprika genotipusokon Ilépett fel. Az
utddvizsgalatok valoban igazoltak, hogy beteg bogyok olyan anyandvényekrdl szarmaztak, melyek a TSWV-vel
szemben rezisztenciat biztosité gént (Tsw gén, Boiteaux, 1995) tartalmaztak heterozigota formaban. Spanyol
kutatok az Sw-5 gént tartalmazd rezisztens paradicsom fajtak bogyoin allapitottak meg a TSWYV altal okozott
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elhald gytriisfoltossagot (Aramburu et al., 2000). A paprikan tapasztalt sokkal stlyosabb FMRS betegség
tiineteit el0szor Magyarorszagon, fehér cecei paprikakon figyeltiik meg.

Korabbi vizsgalataink szerint a TSWV a hajtatasban fertézhet mar kinevelt, a virussal szemben fogékony
paprika novényeket. Ha a ,,kés6i” fertdzés a levélzeten torténik, a szisztemizalddo virus eldszor a bogyon okoz
sokkszer(i, foként az epidermiszre kiterjedé gylrlis elhalasokat, melyek lényegesen kiillonbdznek az FMRS
tiinetektdl (Salamon et al., 2008). A Ca6-Ca8 bogyok fogékony paprika genotipusok mar kinevelt és egészséges
levélzetli novényeirdl szarmaztak. A termésen bekovetkezd TSWV fert6zés ezen esetekben vilagos centralis
foltbdl kiindulé nem nekrotikus gytirtisfoltossagot idézett eld.

A TSWV-t lokalizald Tsw rezisztencia gént Magyarorszagon tobb nemesitd cég beépitette a cecei tipusu
hibrid fajtakba. Mivel az FMRS tiinet a rezisztens paprikafajtak bogydin a virus altal kivaltott specifikus
valaszreakcioként értelmezhetd, azaz a rezisztencia nem védi meg a fajtat egy sulyos bogydbetegségtol (s6t
annak egyik oka), a tripszek elleni hatékony védekezés a TSWYV ellenallo fajtak termesztésekor sem mell6zhetd.

IRODALOM

Aramburu, J.-Rodriguez, M.-Arino, J. (2000): Effect of tomato spotted wilt virus infection ont he fruits of tomato (Lycopersicon esculentum)
plants of cultivars carrying the SW-5 gene. J. Phytopathology, 148: 569-574.

Boiteaux, L. S. (1995): Allelic relationships between genes for resistance to tomato spotted wilt tospovirus in Capsicum chinense. Theor .
Appl. Genet., 90: 146-149.

Salamon, P. (2009): Fruit melanotic ringspot — a new disease of pepper (Capsicum annuum L.). Journal of Agricultural Sciences, Debrecen
2009/38 Supplement, 55-59.

Salamon P.-Nemes K.-Salanki K. (2009): Paradicsom foltos hervadas virus (Tomato Spotted Wilt Virus, TSWV), a borso (Pisum sativum L.)
j korokozoja Magyarorszagon. “Lippay Janos — Ormos Imre — Vas Karoly” Tudoméanyos Ulésszak 2009. oktober 28-30. Budapest.
334.

Salamon P.-Hirka J.-Horvath J.-Juhasz Z.-Varro6, P.-Milotay P. (2008): Késéi virusfertdzések hajtatott paprikan (Capsicum annuum L.) és
paradicsomon (Solanum lycopersicum L.) — tiinetek a bogyon. 13. Tiszantali Novényvédelmi Forum. Eléadasok — Procedings. 2008.
oktober 15-16. Debrecen. 59-65.

69



