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I. Osszefoglalé

Haszonndvényeink a virusok alland6 tdmadasanak vannak kitéve, melyek ellen no-
vényvédd szerekkel nem védekezhetiink. Gylimolesfaink szaporitdsa a fajtafenntartds miatt
vegetativan torténik, ha az anyatd fert6zott a virus tovabbterjed a szaporitdanyaggal. Magyar-
orszagon az almafak torzsiiltetvényeinek létrehozasa elott éppen ezért kotelezd az anyanove-
nyek vizsgalata, és mentesitése a gylimolcsosoket fertéz6 RNS virusokra.

Célom az volt, hogy olyan RT-PCR alapu médszert dolgozzak ki, melynek segitségé-
vel minél megbizhatobban, olcsobban és gyorsabban lehet a kotelezden tesztelendd virusokat
diagnosztizalni az almafakbol vett mintakbol.

Munkamat azzal kezdtem, hogy az almara optimalizaltam egy RNS-kivonasi eljarast,
majd a tisztitott RNS-bdl reverz transzkripciéval cDNS-t készitettem. A cDNS mindségét ak-
tin primerekkel végzett PCR reakcioval ellendriztem. Az alma virusok kimutatdsdhoz az
NCBI adatbazisban talalhat6 virusszekvencidk dsszehasonlitdsa alapjan terveztem primereket.
Gradiens PCR eljarassal megkerestem a virus primerek miikodéséhez leginkabb megfeleld
hémérsékletet, majd a specifikus primereket kiilonb6zé kombinaciokban is teszteltem. Ebbdl
kideriilt, hogy az almakat fert6z6 4 virusra a duplex PCR jol hasznalhaté mddszer, igy minta-
im diagnosztikai kiértékelésére is ezt hasznaltam.

A fentiekben kidolgozott duplex PCR eljaras a virusok szlirésének az altaldnosan
hasznalt ELISA modszernél hatékonyabb és specifikusabb modja, mellyel almafaink a karan-

tén virusokra tesztelhetok.
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I1.Bevezetés és célkitiizések

A novényvirusok a novényt fertézve és megbetegitve a termés mindségbeli és mennyi-
ségbeli romlasat eredményezik, igy évrol évre jelents gazdasagi kart okoznak. Ezen koroko-
z6k morfologiai, citologiai és hormonalis valtozasokat okoznak a ndvényekben, melyek kii-
16nféle kiilsd €s belsd tlinetekben nyilvanulnak meg. Hatasuk lehet a novény ndvekedésére,
fejlédésére, igy kihatnak az éveld fasszartak élethosszara, a terméshozamra, illetve a termés
mindségére is.

Gazdasagilag fontos novényeink folyamatosan ki vannak téve ezen korokozok tdma-
dasanak. A helyzetet sulyosbitja, hogy a globalis kereskedelemmel a virusok szinte barhova
eljuthatnak gazdandvényeikkel. Mivel a ndvényvéddszerek nem alkalmasak a fert6zott nové-
nyek virusmentesitésére, igy a fertdzés megeldzésével érdemes ¢és kell foglalkozni. Ilyen
modszerek a rezisztenciara nemesités, a virusvektorok elpusztitisa, vagy a virusmentes szapo-
ritbanyagok hasznalata (Horvath és Gaborjanyi, 1999). Az almafak szaporitasa a fajtafenntar-
tas érdekében vegetativan torténik, igy a virusok mar magaval a szaporitdéanyaggal konnyen
atjutnak az Uj ndvényekbe. Ez a probléma kiilonds jelentdséggel bir az alma, mint éveld,
fasszari novény esetén, mivel az alma iltetvények egészségének megdrzése, virusmentes
fenntartasa akar évtizedekig is fontos lehet.

Magyarorszagon az uj gyiimolcsfafajtak nemesitésekor az anyandvényeket kotelezd
bizonyos virusokra szlirni. Almafidk esetében ezek az alma klorotikus levélfoltossag (Sala-
mon, 2007) (Apple chlorotic leaf spot virus - ACLSV), az alma mozaik virus (Apple mosaic
virus - APMYV), az almafa torzsbarazdaltsag virus (Apple stem-grooving virus - ASGV) és az
almafa torzsgodrosodés virus (Apple stem-pitting virus - ASPV). Ha az anyat6 ezen virusok
valamelyikével fert6zott, akkor virusmentesiteni kell, ami altalaban a merisztéma, vagy haj-
tascsucs in Vitro szaporitasat jelenti. Mivel a virusok legtobbje a merisztémaba nem tud be-
1épni, igy az ebbdl nevelt in vitro névények is virusmentesek lesznek. Az ilyen elsddleges te-
nyészetekbdl tobblépéses regeneracioval lehet a virusmentes anyandvényt felnevelni. A vi-
rusmentes kiinduld allomanybol hozzédk l1étre késébb a virusmentes torzsallomanyt
(prebazist), majd a virusmentes torzsiiltetvényeket (bazist). A fajtanemesités folyamatanak
minden szintjén ELISA teszt alapjan szelektaljak ki a fert6zott novényeket. Mivel mar a ne-
mesités is hosszi évekig tart, fontos hogy a szintén sokaig tartd virusmentesitési folyamat
alatt és késdbb is minél hatékonyabb legyen a torzsiiltetvényeken alkalmazott, virusok sziiré-

sére hasznalt diagnosztikai eljaras (Horvath és Gaborjanyi, 1999).
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A virusok detektalasara a kotelez6 hatdsagi szlirések soran foként ELISA teszteket al-
szerek. Mivel a kopenyfehérje konnyen mutalodik és ilyenkor a tesztek mar nem képesek ki-
mutatni a keresett virust, érdemes érzékenyebb eljarast alkalmazni. ELISA teszteket foként
rutin ellendrzésekhez érdemes hasznalni, illetve amikor a fert6zott névényben magas koncent-
racioban van jelen a virus, de mind a mono- mind a poliklonalis ellenanyaggal val6 reakciok
soran gyakran 1épnek fel problémak (Berniak és mtsai., 2009). A fent felsorolt négy korokozo
RNS virus, melyekben az RNS-ek mennyisége nagyobb, mint a fehérjéké, illetve a virus
RNS-ek tartalmaznak az adott virusra jellemz6 konzervativ szakaszokat. Az ilyen ritkdn mu-
talodo konzervativ szakaszokra tervezett specifikus primereket hasznalva a PCR-alapu eljara-
sok az ELISA teszteknél mar hatékonyabbak, ami még hatvanyozddik azzal, hogy az eljaras
soran amplifikaci6 is torténik. Osszességében az RT-PCR alapt médszerek akar szazszor ér-
zékenyebbek lehetnek az ELISA-teszteknél (Berniak és mtsai., 2009). Ezért tehat célszerii a
nukleinsav-alapu diagnosztikai modszerek kidolgozasaval és fejlesztésével foglakozni.

Kisérleteim két f6 céljaként tiiztem ki, hogy:

1/ a négy kotelezden szlirendd virus detektalasdhoz egy az ELISA modszernél hatéko-
nyabb PCR alapu diagnosztikai eljarést fejlesszek ki

2/ az optimalizalt moddszert alkalmazzam kiilonb6z6 hazai izolatorhdzban tartott

prebazis, valamint szabadfoldi termd és torzsiiltetvények almafain.

1. Anyag és modszer

1. Novényi mintak
A kisérleteket magyarorszagi alma mintakon végeztem, melyeket egyiittmiik6do part-
nereink a Corvinus Egyetem kutatoi gylijtottek szabadfoldi termd és torzsiiltetvényekrdl, illet-
ve izolatorhdzban nevelt fajtajeloltekrdl. A vizsgalatba bevontam a 2014-ben Magyarorszag
faja cimet nyert 280 éves godollsi Oreg Vackorfat is, melyrdl levél és fiatal termés mintat is

szedtem. A mintavételtdl a felhasznalasig -70°C-on taroltam a névényi mintakat.

2. RNS kivonas
A mintédk teszteléséhez 0,1-0,15 g névényi szovetbdl tisztitottam RNS-t Gambino és
munkatarsai protokollja alapjan (Gambino és mtsai., 2008). Roviden: dérzsmozsarban homo-

genizalt mintahoz 17 pl B-mercaptoetanolt és 850 ul 65°C-ra elémelegitett extrakcids puffert
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(EB: 2°CTAB+ 2,5%PVP+ 100mM Tris-HCI+ 25mM EDTA+ 2M NaCl) adtam. 10 percre
65°C-os vizfirdébe raktam, idonként vortexeltem oket. Ezutan 850 pul kloro-
form:isoamilalkohol (24:1)-t adtam hozza, majd centrifugaltam (13.000 rpm) 4°C-on 10 per-
cet. A centrifugalas utan kialakult feliilaszot 800 ul kloroform:isoamilalkohol (24:1)-ba mér-
tem, majd ismét centrifugaltam (13.000 rpm) 4°C-on, 10 percig. A feliiliszobol 450 ul-t 250
ul OM LiCl-hoz mértem, 30 percre jégre raktam, majd centrifugaltam (13.000 rpm), 4°C-on,
20 percig. A kialakult csapadékra 450 ul 65°C-ra melegitett SSTE-t (SSTE: 1M NaCl+
0,5%SDS+ 10mM Tris-HCl+ 1mM EDTA) és 450 ul kloroform: isoamilalkoholt mértem,
majd lecentrifugaltam (13.000 rpm) 4°C-on, 10 percig. A feliiluszobol 400 pl-t ramértem 280
ul izopropanol és 30 ul 4M NaAcetat (pHS,2) keverékére, ezt 4°C-on centrifugaltam (13.000
rpm) 20 percig. Az Eppendorf-csovek aljan maradt csapadékot atmostam 1 ml 70% hideg
EtOH-al, 4°C-on centrifugaltam (13.000 rpm) 5 percig. Ezutan 10 percig szaritottam a minta-
kat speed vac-ban, majd a visszaoldast 25-25 ul steril milliQ tisztasagt steril vizzel (MQ)-val
végeztem el.

Az RNS tisztitds sikerességét a mintak 1,2%-o0s agar6z gélelektroforezissel torténd
szétvalasztasaval ellendriztem. Az egyes mintdk toménységét €s szennyezettségét Nanodrop
késziilékben mértem. Egy iiltetvényrdl 6-12 RNS kivonast végeztem. A mindség-ellendrzés
utan a megfeleld mintakat 6sszemérve iltetvénypoolt készitettem. Az 1. abran a Corvinus
Egyetem szabadfoldi torzsiiltetvényrdl szdrmazd Artemisz fajta RNS tisztitdsanak gélképe

lathato.

L. 4. 3.4 3 6 189 W1 12

1. abra
Szabadfoldi torzsiiltetvényekrdl szarmazo Artemisz almafajta RNS tisztitdsanak eredménye: agardz

gélelelktroforezissel szétvalasztott és EtBr-dal festett tisztitott RNS-ek képe UV fényben.
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3. c¢DNS szintézise reverz transzkripcioval

A virusok kimutatasara szolgaldé PCR soran a virus specifikus primerekkel DNS frag-
mentumokat tudunk felszaporitani, amihez a tisztitott RNS-b6l cDNS-t kell el6bb szintetizalni
és csak ezutan kezdhetd el a korokozok kimutatasa a mintakbol.

A reverz transzkripciot a Thermo Scientific Revertaid First strand cDNA synthesis
kitjével végeztem a kitleiras alapjan. Roviden: 0,25 pl random primerhez templatként 500 ng
tisztitott RNS-t adtam, majd MQ-val 3,12 pl-re egészitettem ki az oldatot és jégre tettem.
Gyors centrifugalas utan denaturaltam (5 perc, 65°C). Utana jégen hozzaadtam 1,88 pl-t a ko-
vetkezd keverékbdl: mintanként 1 ul 5x Reaction buffer + 0,5 pul 10 mM dNTP + 0,125 pl
Ribolock RNaz inhibitor + 0,25 pl Revertaid RNS polimeraz enzim. A mintédkat 25°C-on, 10
percig anellaltam, 42°C-on 50 percig, majd 45°C-on 10 percig (cDNS szintézis) inkubaltam,
végll 70°C-on 5 percig inaktivaltam az enzimet. A CDNS-t a PCR reakciokhoz 10-szeresére

higitottam (2ul cc.RT + 18 pl MQ).

4. Primer tervezés Malus domestica aktin mRNS-re

Az irodalomban (Hassan és mtsai., 2006) (Menzel és mtsai., 2002) a virus-kimutatasra
hasznalt protokollokban a cDNS szintézisét egybdl koveti a virus specifikus primerekkel vald
diagnosztikai PCR reakcid. Laborunkban e két 1épés kozé beiktatjuk a cDNS mindségének
ellendrzését szolgalo, altalunk ,,aktin tesztnek” nevezett eljarast. Ehhez sziikséges az almara
specifikus aktin mRNS-re primereket tervezni.

Az NCBI oldalan megkerestem a Malus domestica aktin mRNA szekvencigjat (ID:
AB638619.1). 20 bp hosszu, PCR-hez hasznalhat6 sense és antisense primert terveztem 0gy,
hogy kb. 600 bp-t fogjanak kozre. A primertervezéskor figyeltem arra, hogy a 3’ vég mindig
citozin, vagy guanin legyen, hogy ne legyen sok (> 3db) bazisismétlddés a primerszekvencia-
ban, és hogy az illesztett szekvenciak olyan részeire essen a primer 20 bp-nyi szakasza, ahol
lehetdleg nincs, vagy kevés a kiilonbozd torzsek szekvencidi kozott a variacio (illeszkedési
hiba). A két szakasz alkalmassagat PCR Primer Stats programmal ellenériztem le (hémérsék-

let optimum, stb.).

5. ¢cDNS mingségének ellenérzése (Aktin teszt)

Ahhoz, hogy leellendrizzem vajon sikeres volt-e a reverz transzkripcid €s ezzel megfe-
lel6 minéségii cDNS-t nyertem-e, alma aktin mRNS-re terveztem specifikus primereket, me-
lyekkel PCR reakciot mértem Ossze. Az aktin mRNS darabjanak amplifikalasahoz az alabbi
primereket hasznaltam: Mxdaktinls: GGAACTGGAATGGTGAAGGC; Mxdaktin719as:
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GCTCCAATTGTGATGACTTG. A reakci6 0sszemérésekor a Thermo Scientific Phire DNS
polimerazat hasznaltam. A teszt soran 14,5 ul reakcidelegyhez (1 reakciora: 9,4 ul MQ + 3,0
ul 5xPhire puffer + 0,75 pl (10 pmol/ul) Mxdaktinls primer + 0,75 ul (10 pmol/ul)
Mxdaktin719as primer + 0,3 ul 10mM dNTP + 0,3 pul Phire enzim) 0,5 ul 10xhig ¢cDNS-t ad-
tam. Negativ kontrolként cDNS-es helyett MQ vizet hasznaltam. A PCR reakcid soran el6szor
98°C-on 30 masodpercig denaturaltam a DNS-t. Ezt kovette 35 ciklusban a denaturdlas 10
masodpercig 98°C-on, az anellalas 10 masodpercig 55°C-on ¢és az elongacio 20 masodpercig
72°C-on. Végiil 1 percig 72°C-on lancépitéssel zarult a reakcio. A kapott PCR termékeket

1,2%-o0s agaroz gélen gélelektroforezissel ellendriztem.

6. Primer tervezés a négy alma karantén virusra

Az irodalomban hasznalt primerek szekvenciait (Hassan és mtsai., 2006) (Menzel és
mtsai., 2002) a CLUSTALW programot hasznalva 6sszehasonlitottam az NCBI oldalan talal-
hat6 virusszekvenciadkkal. Mivel ezek a primerek nem tiintek minden esetben elég specifikus-
nak, Ujabbakat terveztem, az aktin primer tervezésénél leirt mddon. A virus primer-
tervezéskor igyekeztem minél tobb virus varians szekvenciat bevonni a tervezésbe, hogy azok
minél reprezentativabban mutassak a kiilonboz6 virusvariansok szekvenciajaban mutatkozo
diverzitast. Arra is figyeltem, hogy primereim és a templatok kozott ne, ill. a lehetd legkeve-
sebb mismatch legyen (Malinowski, 2005). Ezeken kiviil specifikus virusprimereim tervezé-
sekor az aktin primer tervezésénél mar leirt szempontokat szintén figyelembe vettem. A pri-
mertervezéshez az ACLSV esetében 14, az APMYV esetében 13 az ASPV ¢és az ASGV eseté-
ben 6 Genebank-ben talalhato virus szekvencia illesztését vettem figyelembe. A négy virusra
tervezett primerek szekvenciai:
Aclsv6853s: AGACCCCTTCATGGAAAGACAGG;
Aclsv7525as: CTATTTATTATAAGTCTAAACACT
Apmv1295s: CCGTGAGGAGGACAGCTTGG
Apmv1779as: CAGATCTTCATCGATAAGTAGAAC
Aspv1169s: CTGGAACCTCATGCTGCAAACTC
Aspv1553as: CACACATAGCCGCCCCNGTTAGG
Asgv6021s: GAATTGAAAACCTTTGCTGCCAC
Asgv6358as: GACTYCTAACCCTCCAGTTCCAG
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7. Az almavirus primerek anellalasahoz megfelelo homérséklet
megkeresése - Gradiens PCR

a) Alma RT Pool készités: Munkank kezdetén nem kaptunk az adott virusra biz-
tosan pozitiv mintat. Feltételeztem azonban, hogy a kapott levélmintdk kozt megtalalhatd a
négy karantén virus mindegyike, igy a kiilonb6z6 iltetvényekrdl szedett 10 db alma cDNS
(10xhig RT) mindegyikébdl 3 pl-t 6sszemértem, igy Osszesen 30 pl 10xhig Alma RT-Pool-t
kaptam. PCR soran meggy6zddtem rola, hogy a poolbol valéban felamplifikalhato a vizsgalni
kivant virusok mindegyike, tehat a kovetkez6 1épéshez ezt hasznaltam templatként.

b) PCR-Gradiens 45-65°C: A PCR-t beallitottam gy, hogy egymas melletti osz-
lopai 6 kiilonb6z6 homérsékleten végezzek az anellalast, igy egy sort tekintve balrdl jobbra
emelked6 hémérséklet gradienst értem el. A sorokat felosztottam a vizsgalt virusok kozott,
igy az 1. sorban Apmv primereket, a 2. sorban Aspv primereket, a 3. sorban Aclsv primereket,
mig a 4. sorban Asgv primereket haszndltam. Minden sorban a 6 kiilonb6z6 homérsékletre
teszteltem a primereket (1.tablazat), melyek koziil az egyikhez MQ-t adtam templatként, hogy
ez legyen a negativ kontroll. A gradiens PCR soran nyert termékeket gélelektroforezissel elle-

ndriztem 1,2%-os agar6z gélen.

Apmv X | Apmv x| Apmv X | Apmv X | Apmv X |Apmv X
pool pool MQ pool pool pool
Aspv X | Aspv x| Aspv X |Aspv X |Aspv XxX|Aspv X
pool pool MQ pool pool pool
Aclsv x| Aclsv x| Aclsv x| Aclsv x| Aclsv x| Aclsv X
pool pool MQ pool pool pool
Asgv X |Asgv x| Asgv X |Asgv X |Asgv X |Asgv X
pool pool MQ pool pool pool
1. tablazat

A gradiens PCR soran a PCR késziilék kiilonb6z6 pozicidiban dsszemért virusspecifikus primerek és

az annellalas hémérsékletek elhelyezkedése.

8. Diagnosztikai PCR reakci6 a 4 alma virusra
Az eljaras soran a Thermo Scientific Phire Green Hot Start II DNS polimerazat hasz-
naltam. Az egyedi PCR soran 9,4 ul MQ-t, 3,0 ul 5xPhire Green Reaction Buffert, 0,75 ul (10
pmol/ul) virus sense primert, 0,75 ul (10 pmol/ul) virus antisense primert, 0,3 pl 10mM
dNTP-t, 0,3 pl Phire Hot Start Il DNA Polymerase enzimet és 0,5 pl 10xhig cDNS templatot
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mértem Ossze. A PCR kezdeti 1épéseként el6denaturaltam a ¢cDNS-t (98°C-on 30 msp.). Ezt
35 ciklusban kovette a denaturacid (98°C-on 10 msp.), az anellalas (55°C-on 10 msp.), majd
az elongacid (72°C-on 20 msp.). A végsd 1épés, a lancépités (72°C 1 perc) volt. Az
amplifikalt termékeket agardz gélen (1,2%) futtatva ellendriztem.

Multiplex-PCR-ként az altalam kiprobalt kombinaciok a kdvetkezok voltak:
duplex: Aclsv(672bp) x Aspv(384bp); Apmv(487bp) x Asgv(337bp); Aspv(384bp) x
Asgv(337bp)
triplex: Aclsv(672bp) x Apmv(487bp) x Aspv(384bp)
tetraplex: Aclsv(672bp) x Apmv(487bp) x Aspv(384bp) x Asgv(337bp)

9. Virusdiagnosztika alma mintakon duplex-PCR-rel
Mivel a kombinaciok koziil a duplexek jol alkalmazhatonak tiintek, a tovabbiakban ezt

az Osszeallitast hasznaltam a kiilonboz6 magyar tltetvényekrdl szarmazé mintak tesztelésére.

10. PCR termékek tisztitasa és szekvenalasa

A PCR soran keletkezett termékek bazissorrendjét meghataroztattam, hogy igazoljam:
valoban a keresett virusokat szaporitottak fel a virusok kimutatasara tervezett specifikus pri-
mereim. Szekvenalas el6tt a DNS mintaimat a Geneaid PCR DNA Fragments Extraction Kit
hasznalataval (a PCR Clean Up Protocol kitleirds alapjan) tisztitottam meg a mintdkban ma-
radt enzimt6l és be nem épiilt nukleotidoktol. Roviden: 47 pl PCR termékhez 250 pl DF puf-
fert adtam. Ezt az elegyet DF oszlopba pipettaztam at, majd lecentrifugaltam (30 msp., 14.000
rpm). Az atfolyo ledntését kvetden 600 pul Wash puffert mértem a DF oszlop kdzepére és egy
perces allas utan 30 msp-ig 14.000 rpm-en centrifugaltam. Az atfolyot ismét leontottem, majd
centrifugaban szaritottam az oszlopot (3 perc, 14.000 rpm). A DF oszlopra 25 ul Eluciés puf-
fert pipettdztam, ezt 2 percig hagytam allni, majd 2 percig centrifugaltam 14.000 rpm-en. A
tisztitott DNS terméket 1,2%-0s agaroz gélen futtatva ellendriztem, majd BIOMI Kft-vel
meghataroztattam a bazissorrendjét.

Az eredményiil kapott bazissorrendet az NCBI BLAST oldaldnak segitségével hason-
litottam Gssze a specifikus virus primerek tervezéskor mar hasznalt virusszekvenciakkal. Az
0sszehasonlitas eredménye mindig azt mutatta, hogy a PCR reakci¢ altal felsokszorozott DNS

termék valoban a keresett virusbol valo.
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IV. Eredmények és megvitatasuk

1. RNS kivonas
Laborunk sz6l6virusok diagnosztikajaval foglalkozik, mely soran az RNS kivonashoz
a Gambino ¢és munkatéarsai altal kifejlesztett protokollt alkalmazzuk (Gambino és mitsai.,
2008), sz6lére optimalizalva. Ezt a modositott protokollt hasznéltam sajat alma mintaim RNS
tisztitdsakor is — és ahogy az &bran is lathatd, hasonléan jol miikodik akéar alma, akar sz6l6
mintan (2. dbra). Az RNS tisztitdsi mdodszeriinkkel, 0,1-0,15 g névényi szdvetbdl kapott kivo-
nat a szovet mindségétdl fiiggden altalaban 250-500 ng/ pl RNS-t tartalmazott.

Szolo Alma
mintak mintak

A

i 2 3. 4

2. abra
A laborunk altal modositott Gambino és munkatarsai altal kidolgozott RNS kivonasi protokollal tiszti-

tott sz016 és alma mintak gélelektroforetikus képe 1,2% agardz gélen térténd szétvalasztas utan.

2. RT és az RT soran késziilt cDNS minéség ellendrzése aktin
primerekkel

Ahhoz, hogy az almamintdk 6rokitdanyagabol szekvencia specifikusan sokszorozhas-
sam a vizsgalni kivant virusokat, vagy endogén RNS-eket, cCDNS-t kellett készitenem roluk. A
cDNS mindségét az altalam tervezett alma aktin mRNS-re specifikus primerekkel 6sszemért

PCR reakcioval ellenériztem (3. abra).
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M 1. 2. 3. 4 5 6. 7. 8 +K K

3. dbra
Alma mintak cDNS szintézisének mindségellendrzése aktin primerekkel.

M: molsuly marker, +K: j6 cDNS templat, -K: MQ

Az aktin teszt igazolta, hogy az altalunk cDNS szintézisre hasznalt kit jol mikddik és

a keletkezett cDNS mindsége a tovabbi munkanak megfelel.

3. Virus primerek tervezése

Mivel a virusok gyorsan adaptalodnak a kornyezeti valtozasokhoz, Osszevetettem az
irodalomban hasznalt (Hassan és mtsai., 2006) (Menzel és mtsai., 2002) primerek szekvencia-
it az NCBI oldalan talalhaté virusszekvencidkkal. Ebbdl kirajzolddott, hogy érdemes lenne
ujabb, specifikusabb primereket tervezni.

A 4. dbran lathaté a 6db ASPV szekvencia illesztésének részlete, jeldlve rajtuk az alta-
lam tervezett és az irodalomban kozolt PCR primereket. Jol lathatd, hogy az irodalomban
hasznalt virusprimer nem illeszkedik elég jol, és hogy annak 3’vége adenozin. Ezen kiviil el6-
fordultak hosszabb bazisismétlodések is, példaul a Menzel és munkatarsai altal hasznalt Asgv
antisense primer esetében: ,,AACCCCTTTTTGTCCTTCAGTACGAA” (Menzel ¢és mtsai.,

2002). Ezeket a hibdkat szerettem volna sajat primereimben kikiiszobolni.
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Apple stem pitting virus, Referencia: D21828
Oligo tervezés

sarga: Mensel et. al. 2002 cikk

11698: CTGGAACCTCATGCIGCAAACTC
7A1098 L

9
327.1 GCATGTCTGGAATTATGICIG

FEE R w A R R R R R S S N S R T S I N A S

4. dbra
Az NCBI adatbazisban talalhato 6 ASPV virus szekvenciajanak illesztése CLUSTALW programmal.

(részlet)

4. Gradiens PCR

Az Ujonnan tervezett almavirus primerek anelldldsahoz megfeleld hdmérsékletet gra-
diens PCR-el valasztottam ki. A PCR eredményét gélelektroforezissel 1,2%-o0s agardz gélen
ellendriztem. A reakcid 0sszeméréséhez hasznalt MQ viz a negativ kontrollban tisztanak bi-
zonyult, igy a mérések megbizhatdéak. Mindegyik virus specifikus primerpar esetében az
56,7°C-ra beallitott oszlopban miikodtek legjobban a primerek, ezért a tovabbi kisérleteimhez
kivalasztott anellalasi hémérséklet 56°C lett. Az alabbi gélképeken (5. abra) megfigyelheto,
hogy az Aclsv primerek csak gyengén hozzak fel a kivant fragmentet és hogy az Apmv prime-
rek egyéb, nagyobb méretli DNS részeket is felamplifikélnak - de ezek nem zavarjak szamot-

tevden a diagnosztikat.
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Aclsv(672bp): Apmv(487bp):
bp M 455 505 MQ 567 61,8 64,6°C bp M 455 505 MQ 56,7 61,8 64,6°C
600
500 500
Aspv(384bp): Asgv(337bp):
bp M 455 505 MQ 56,7 61,8 64,6°C bp M 455 505 MQ 567 618 64,6°C
—
400 — 400
300 300

5. dbra
A virusprimerek anellalasahoz megfelel6 hdmérséklet megkeresése: a Gradiens PCR termékeinek el-

valasztasa agardz gélen.

5. PCR-virus primerek kiilonb6z6 kombinacidinak tesztelése

Mivel a diagnosztikai modszerek esetében sok minta sziirését kell elvégezni, érdemes
a PCR reakcidkat tobb virusra egyszerre végezni, duplex, vagy multiplex modon. Ilyenkor
figyelni kell arra, hogy a primerek kitapadhatnak az alma endogén mRNS-eire, igy nem a vi-
rus adott darabja, hanem az alma RNS-¢k egy fragmentje amplifikalodik fel. Minél tobb pri-
mert hasznalunk egy multiplex PCR reakcioban, annal jobban né a lehetdsége, hogy mellék-
termékeink fognak keletkezni. A gradiens PCR-rel optimalizalt hdmérsékleten igy a virus
specifikus primerparokat multiplex-PCR-ként is kiprobaltam kiilonb6z6 kombinaciokban és
egyedi PCR soran is. Ezen reakciok termékeit 1,2%-os agardéz gélen vdlasztottam el

gélelektroforezissel (6. abra).
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bp

600
500 Apmv(487bp)
400 Aspv(384bp)
300

6. abra

Virusprimerek kiilonbdz6 parositidsainak probgja.

A gélképen lathato, hogy az egyedi PCR-ek jol sikeriiltek: egyértelmiien kivehet6 raj-
tuk a virus specifikus primerek altal amplifikalt termék, bar az Aclsv esetében itt is gyengébb
a jel. A duplex-PCR-eknél is jol kivehetk a vart mérettartomanyokban a reakcid termékei.
Az Aspv-t és az Asgv-t azért probaltam ki parban, mert koztiik csak 50 bp-nyi méretkiilonb-
ség volt, igy kivancsi voltam, vajon jol lathatéan kiilonvalnak-e ezek a gélképen. Az eredmé-
nyek szerint ezek is jol lathatdan szétvaltak, viszont nagyobb mérettartomanyban tobb mii-
termék is megjelenik az oszlopon, ami neheziti a kiértékelést. Az Aclsv+Apmv+Asgv virusok
detektalasara hasznalt triplex-PCR is jol sikertilt, de e mell¢é a 4. virusra mindenképp kell fut-
tatni még egy tesztet- tehat nem konnyiti/roviditi meg a négy virusra vald szlirést. A tetraplex-
PCR sokféle méretben amplifikalt fel fragmenteket, igy ez nem hasznalhat6 (bar az Aspv és
az Asgv mérettartomanyaiban megjelend fragmentek itt is jol lathatok). A gélkép alapjan az is
megallapithatd, hogy azokban a mintdkban, amelyek Aspv-t tartalmaztak, a vart mérettarto-
manyok mellett sokféle méretben jelennek meg egyéb fragmentek is legyen sz6 egyedi-, dup-
lex-, vagy tetraplex PCR-r6l. Ezt igazolja, hogy a triplex-PCR-ben, és abban a duplex-PCR-
ben melyben Aspv virusprimerek nem szerepeltek, ez a jelenség nem lathatd. A fenti megfi-
gyelések eredményeképp az alma mintdk diagnosztikai PCR-éhez a tovabbiakban az

Aclsv+Aspv és az Apmv+Asgv virusprimerek kombinaciéit alkalmaztam.
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6. Virusdiagnosztika duplex PCR-rel
Az altalam optimalizalt duplex-PCR segitségével teszteltem a magyar iiltetvényekrol

szarmazo6 alma mintakat, és a go6dollsi Oreg Vackort a négy virus jelenlétére. Példaként (7. és

8. abra) izolatorhazban nevelt és szabadf6ldi term6 alma fajtajeldltek mintainak tesztjét mutatom be.

Izolatorhdazban nevelt Szabadfoldi

almafajtak almafajtak

— Aclsv (672bp)
Aspv (384 bp)

7. abra
Duplex-PCR Aclsv (672 bp) és Aspv (384 bp) virusokra, az izolatorhazban nevelt fajtajelolt és sza-

badfoldi term6 almamintaibol.

Izolatorhazban nevelt Szabadfoldi
almafajtak almafajtak
| |
> | > |
& od e o &
MF IS I Y Y
500 —— Apmv (487 bp)
300 —> — Asgv (337 bp)
8. abra

Duplex-PCR Apmv (487 bp) és Asgv (337 bp) virusokra, az izolatorhazban nevelt fajtajelolt és sza-

badfoldi term6 almamintaibol.

Mindségbiztositasi 1épésként néhany kivalasztott mintabol Osszeallitottam
egyedi PCR reakciokat is, majd a PCR termékeket tisztitottam, és ezeket a BIOMI Kft-vel

megszekvenaltattam. A primerek specifikus miikodését igazolta az, hogy minden esetben a

vart virusok szekvencidit kaptam vissza.
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A 2. tablazatban Gsszesitettem az altalam feldolgozott névényi mintakbol kapott ered-
ményeket. Ezen mintak mindegyikén duplex-PCR-rel végeztem el a négy virus detektalasara
optimalizalt diagnosztikai eljarast, és a tablazatban az egyes virusokra kapott pozitiv eredmé-
nyeket a megfeleld cellak sziirke kitoltésével jeleztem. Ahol a virusprimerek altal kozrefogott
fragmentum jelenléte nem volt egyértelmt, a cellat fehéren hagytam. Tehat a tablazatban csak
azon mintak vannak sziirkén jelolve, melyek biztosan pozitivak az adott virusra. Sajnos az
eredmények alapjan levonhat6 az a megallapitas, miszerint az altalam vizsgalt mintavételi he-
lyeken a virusmentesités még egyaltalan nem mondhaté sikeresnek. A gddolléi Oreg Vackor

esetében érdekesség, hogy a négy virus egyike sem jelent meg a PCR termékek gélképén.

TDK_alma mintak PCR virus specifikus oligokkal
ACLSV ASPV ASGV APMV
minta (672 bp) | (384bp) | (337bp) | (487 bp)

Corvinus/ Soroksar, MT-1211_6

Corvinus/ Soroksar, 13_2

Corvinus/ Vamosmikola, Idared

Corvinus/ Vdmosmikola, Golden D

Corvinus/ Breznan, Golden D

Corvinus/ Vamosmikola, Jonagold

Corvinus/ Ujfehérto, bio tabla

Corvinus/ Ujfehérto, rezisztens tabla

Corvinus/ Soroksér, MT-12 44.fa

Corvinus/ Zalaszantd, "Fuji"
Corvinus/ Szarkahegy
Freedom

Vackor

Corvinus/ izoladtorhdz Rosmerta

Corvinus/ izolatorhaz Hesztia
Corvinus/ izolatorhdz Artemisz
Corvinus/ izolatorhaz Cordelia
Corvinus/ szabadféldi Rosmerta
Corvinus/ szabadféldi Hesztia
Corvinus/ szabadféldi Artemisz
Corvinus/ szabadféldi Cordelia

2. tablazat

Eredmény: alma minték tesztje a négy virusra.
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7. A Kisérletek tovabbtervezése

Az ELISA tesztek és a PCR- eljarasok elvégzése soran egy bizonyos korokozo jelen-
1étét vizsgaljuk az adott ndvényben. A szekvenaldsi modszerek rohamos fejlddésével lehetd-
ség nyilik arra, hogy az alma RNS mintak, kiSRNS konyvtarak bazissorrendjét nagy ateresz-
toképességli szekvenalassal hatarozzuk meg ¢és igy megtudjuk, hogy milyen virusok fert6zik
az adott novényt. Igy teljesen 0j patogéneket, illetve olyan korokozokat azonosithatunk, me-
lyeket az adott novényen eddig még nem irtak le. (Visse és mtsai., 2014), (Adams és mtsai.,
2009). A tovabbiakban a mintainkbol késziilt kisSRNS konyvtarak szekvenalasat és a kapott

adatok bioinformatikai analizisét tervezzuk.
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V.Szerzoi hozzajarulas

J Alma mintdk RNS tisztitdsa utan RT-PCR alapt mddszerrel cDNS-t készitettem,
melynek mindségét sajat tervezésii specifikus alma aktin RNS primereimmel ellendriztem.

. Specifikus virusprimereket terveztem Aclsv, Apmv, Aspv €s Asgv almavirusokhoz,
melyek anelladlasahoz optimalis hdmérsékletet Gradiens PCR modszerrel allapitottam meg.

J PCR reakcioval kiprobaltam hogyan miikodnek virusprimereim egyedi-PCR-ben, il-
letve kiilonb6z6 kombinaciokban multiplex-PCR-ben.

. Az optimalizalt duplex-PCR moédszert alkalmaztam kiilonboz6 hazai izolatorhazban
tartott prebazis, valamint szabadf6ldi termd és torzsiiltetvények almafain.
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Koszonetnyilvanitas

Szeretnék els6ként koszonetet mondani témavezetémnek, Vérallyay Evanak, aki 1ép-
ten-nyomon érdeklédve koveti és nagy odafigyeléssel segiti fejlédésemet, munkdm soran
mindig lelkesit és hasznos tanacsokkal 1at el.

Ezuton is szeretném megkdszonni csoportunk minden tagjanak, hogy barmi gondom
legyen is, 6k azonnal segitenek nekem, és jelenlétiikben mindig kellemesen telik a munka.

Halas vagyok csaladomnak, aki mindig magas, de elérhetd elvarasaival hajt elére, és
gimnaziumi bioldgiatanaromnak, aki nem csak tanitotta, hanem meg is szerettette velem ezt a

tudomanytertiiletet.
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Szerzoi nyilatkozat

Név: Varga Tiinde

Neptun azonosité: REMOWG

ELTE Természettudomanyi Kar, Biolégus mesterszak

TDK dolgozat cime: RNS alapt diagnosztikai mddszer kidolgozasa az alma virusfertdzottsé-

gének kimutatdsara

A TDK dolgozat szerzéjeként fegyelmi felelésségem tudataban kijelentem, hogy a dolgoza-
tom 6nallé munkam eredménye, sajat szellemi termékem, abban a hivatkozasok és idézések

standard szabdlyait kévetkezetesen alkalmaztam.

Tudomdsul veszem, hogy plagiumnak szamit;
— 8z0 szerinti idézet kozlése idézbjel és hivatkozas megjeldlése nélkiil;
— tartalmi hivatkozas a forras megjelolése nélkiil;

— mas személy publikalt gondolatainak sajat gondolatként valo feltiintetése.
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a hallgato alairdsa
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