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1. Bevezetés

A fas szarii gytimolesoknek igen nagy gazdasagi jelentdsége van. Vegetativ szaporitasukkal
azonban az alanyokban lappang6 virusokat is megsokszorozhatjuk. A virusfert6zések gyorsan
terjednek, a beteg novényeket pedig jelenlegi tudasunk szerint nem lehet megszabaditani
parazitdjuktol; a gombak és baktériumok ellen jol alkalmazhaté novényvédo szerek ugyanis a
virusoknal nem hasznalhatok. Egyes virusok stlyosan veszélyeztethetik az iiltetvények
allapotat és a j6 mindségli termés eldallitasat, igy komoly gazdasagi karokat okozhatnak. A
fasszaru liltetvények telepitése hosszatdvra szol, ezért korai karosodasuk megelézésére
kiemelten oda kell figyelniink. Ebben kulcsszerepe van a virusmentes szaporitdoanyag
eldallitdsanak és a megfeleld diagnosztikai technikédval torténé monitorozasanak.

Diplomamunkam célja, hogy a ndvényi virusok és a jelenleg hasznalt diagnosztikai eljarasok
altalanos ismertetése utdn bemutasson egy még ujnak szamitd technikat a ndvényi viralis
korokozok kimutatdsara.

2. Irodalmi attekintés

A novények haziasitasa €lelem, szdvet alapanyag valamint orvossag céljabol az elmult 10-
15000 évben jelent meg. Az ember 8000 éve kezdddd vandorlasaval a haziasitott ndvények
terjedése is lassan megkezdddott, mely sordn a ndvények és koérokozoik kapcsolata koevolucios
valtozéasok altal fejlodott. Az elmult 100 év gyorsan valtozo koriilményei azonban jelentdsen
megvaltoztattdk a virus-ndvény kapcsolatok dinamikajat, amely felgyorsitotta a virusok
evoluciojat. A folyamatban nagy szerepe van az éghajlatvaltozasnak, a gyors
népességnovekedésnek, a monokulturas termesztés -elterjedésének és annak, hogy a
vilagkereskedelem altal a novények egyre tavolabb kerililnek attdl a teriilettél amelyhez
evolvalodtak. Ezaltal széles korben terjesztik a korabban bizonyos teriileteken lokalizalt
virusokat is. Az egész folyamat teljesen 0j hatdsoknak teszi ki az Ujonnan betelepitett
termesztett novényeket, hiszen ezek el0szor taldlkoznak az 6shonos novényekben meglévo,
vagy a mar haziasitott névényekre atterjedt de a terlileten 6shonos virusokkal. Mivel az ilyen
virusok nem egylitt fejlodtek a telepitett ndovények Oseivel ezért konnyen okozhatnak nagy
karokkal jar6 jarvanyokat. Ugyanigy az Oshonos ndvények is ki vannak téve az ujonnan
betelepitett termesztett novényekkel érkezd virusoknak, amelyekkel azeldtt soha nem
talalkoztak. Mindez novekvd fenyegetést jelent az ¢€lelmiszer termelésre (Jones 2009,
Roossnick 2013, Boonham ¢és mtsai., 2014), ezért nagyon fontos megfeleld figyelmet szentelni
a témanak.

2.1. A virusokrol altalaban



A virusok obligat intracellularis parazitdk, melyekbdl hianyzik a fehérjeszintézis és az
energiatermelés apparatusa, ezért szaporodasuk a gazdasejt muikodésétol fiigg. A sejtes
Iényekkel ellentétben, melyek novekedés utan osztddnak, a virusok sokszorozodasa a gazdasejt
altal elkészitett szerkezeti elemeik Gsszeszerelddésével torténik (Cann 2005).

A legegyszeriibb virusok egy RNS vagy DNS darabbdl és az azt koriilvevd védo funkcidju
fehérje burokbol (kapszid) allnak, a kettét egytitt nukleokapszidnak is nevezik. Néhanyuk még
egy gazdasejt eredetii lipid rétegbe agyazott viralis proteineket tartalmazo kiils6 membrannal
(envelope) is rendelkezik. A kiilsé burkoknak nagy szerepiik van a fert6zés folyaman, ez segiti
ugyanis a virus megkotodését és bejutasat a sejtbe (Horvath és Gaborjanyi 1999, Lucas 2001).
A kapszid tobbszorosen redundans fehérje elemekbdl all, melybdl nagyon sok van egy
virusrészekcsében, azaz virionban (Cann 2005). A dohdnymozaik virus kapszidja példaul
egyetlen egy fehérjemolekula tobb mint 2000 mésolatabdl épiil fel (Lucas 2001).

A burok 0sszeszerelddésének szimmetriaja alapjan két f6 tipusa viriont kiiloboztetiink meg: a
helikalis €s az ikozahedralis tipust (1. abra). A helikalis szimmetriajiak nagyjabol hosszukésak,
alegységei egyetlen szimmetriatengely koré tekerednek, az ikozahedralis virusok pedig
koriilbeliil gomb alaku részekcsévé épiilnek fel (Cann 2005, Lucas 2001)

1. dbra:Virion tipusok: a) helikalis és b) ikozahedralis virion képe
(forras:http://viralzone.expasy.org)

A virusok orokitbanyaganak legalabb haromféle fehérjét kell kodolnia, amelyre minden
virusnak sziiksége van: az egyik a replikacidhoz sziikséges protein, a masik strukttralis fehérje,
amely a kiilsé burkot alkotja (coat protein, CP), a harmadik pedig egy transzlokacios fehérje
(movement protein, MP), amely a sejtek kozti transzportért felel (Gergerich és Dolja 2006).

2.2. A novényeket fert6z6 virusok

Tobb mint 1000 virusrdl tudjak, hogy képes ndvényeket fertézni. A betegség kifejlodése
azonban a novény és virus talalkozasanak nem feltétleniil kovetkezénye, hiszen a legtobb
esetben a novények képesek kivédeni a virusok karos hatésait (Pallas 2011). Egy tanulmany



szerint a legtobb virusnak az eredeti 6koszisztémajaban, természetes kontextusaban szinte alig
van patogenitasa (Roossnick ¢és mtsai., 2015).

A legtobb ¢él6lény orokitéanyaga kettds szalit DNS (dsDNS), azonban a virusoknal ez elég
ritkan fordul elé. Léteznek egyszalu DNS-t (ssDNS), negativ egyszali RNS-t (SSRNS(-)) és
duplaszalit RNS-t (dsRNS) tartalmazé virusok, azonban a névényi virusok nagy része (kb. 70
%-ban) pozitiv egyszala RNS molekulabol, azaz ssRNS(+)-bdl all. Ennek a rendkiviili
valtozatossagnak koszonhetden €letciklusuk €s szaporodasi ciklusuk is nagyon kiilonbozo lehet
(Gergerich és Dolja 2006, Armijo és mtsai., 2016). Azonban a fobb lépések altalanosan
érvényesek.

2.2.1. A virusok életciklusa, a virusfertozés kialakulasa

Mivel a virusok nem képesek aktivan atjutni a ndvényi kutikulan €s sejtfalon, ezért életciklusuk
elsd 1épése passziv, azaz bejutdsuk a novényi sejtbe csak valamilyen sériilés vagy kozvetitd
altal tud megtorténni. Ezutan a masodik 1épés a citoplazmaban a burokfehérje részleges vagy
teljes eltavolitasa, ami a virus genomjanak replikéciojdhoz €s a transzlaciohoz sziikséges. A
ndvényi virusok tobbségére jellemzd pozitiv egyszali RNS molekulabol a replikacio elsd
1épéseként egy viralis replikaz keletkezik, amely negativ szala RNS-eket hoz 1étre. Ezekrdl a
viralis RNS fiiggé RNS polimeraz (RdRp) tovabbi pozitiv szali RNS-eket készit, melyek
tovabb replikalodnak, vagy transzlalodnak, igy egyre tobb virusrészekese tud Osszeszerelddni
(Gergerich és Dolja 2006,Armijo és mtsai. 2016).

A harmadik 1épés a virionok szomszédos sejtekbe torténd mozgasa a plazmodezmakon at,
melyeket sok virus a tovabbjutas hatékonysaganak novelése érdekében modositani képes. A
plazmodezma csatorndkat a movement protein (MP) célozza, amely aktivan hasznélja a gazda
aktin és endoplazmatikus retikulum halézatat, hogy a sejtek kozotti atjutds mérethatarat (size
exclusion limit, SEL) megnovelje. Ezt vagy ugy éri el, hogy tonkreteszi az aktin
filamentumokat, vagy pedig eltavolitja a dezmotubulust a plazmodezmabol igy novelve az
atmér6jét (Armijo és mtsai. 2016). A plazmodezmakon az egyik sejtbdl a masikba torténd
atjutas kb. 1-3 ora alatt megy végbe. Ez viszonylag lassunak szamit az egész gazdat tekintve,
ezért a novény teljes kolonizaldsdhoz a virusnak a szallitoszovetbe kell kertilnie, ahonnan
gyorsan €s passzivan aramolhat végig a novényben. A virustdl, a novényi védekezéstol és a
koriilményektdl fiiggden napok vagy hetek telhetnek el néhany sejt kolonizalasatol a teljes
novény szisztémas fertdzéséig (Gergerich és Dolja 20006).

A szaporodasi ciklus utolsé 1épése, amikor a virus egy 10j, egészséges novényre keriil at. Mivel
a virusok nagyon gyorsan reprodukalddnak és mutaldédnak, ezért minden egyes szaporodasi

ciklus szamos genetikailag hasonld, de nem azonos varianst hoz létre (Gergerich és Dolja
2006).



2.2.2. A virusok terjedése

A virusok életciklusanak kulcsfontossagu Iépése, hogy jabb és ujabb novényeket legyen képes
megfertézni. Terjedésének egyik kézenfekvé modja maganak a ndvénynek a vegetativ
szervekkel (hagymdk, gumok, rizoma), vagy reproduktiv szaporodasanak segitségével torténd
terjeszkedés(Horvath és Géaborjanyi, 1999). Jelenlegi tuddsunk szerint azonban ritka jelenség,
hogy a virus kozvetleniil a maggal (kb 6 %), vagy még ritkabb esetben pollennel jusson tovabb
az uj novényre (Brault és mtsai., 2010). A mechanikai Uton val6 terjedés a termesztett
novényeknél az oltds vagy a metszEés soran is megtorténhet (Horvath és Gaborjanyi, 1999).

Azonban a legtobb virust a fert6zott ndvényekrdl bizonyos élélények, az ugynevezett vektorok
szallitjak tovabb az egészséges egyedekre (2. abra). A vektorokra jellemzd, hogy valamilyen
moédon képesek attdrni a ndvény sejtfalat, valamint gyakran mozognak a novények kozott
(Brault és mtsai., 2010). Sok esetben a floém nedvvel vagy a gyokérrel taplalkoznak, kozben
szajszervvikkel a virusokat is bejuttatjak (Armijo és mtsai. 2016). A vektorok k6zé tartoznak
példaul a hajtason szivogatd izeltlabuak és a gyokérben ¢l6 tifonalférgek, de bizonyos
ndvénypatogén gombak is (Gergerich és Dolja 2006, Armijo és mtsai. 2016). Ezek koziil
kifejezetten a levéltetvek és a liszteskék a leggyakoribb és leghatékonyabb virusterjesztd
vektorok.

2. abra: Virusokat terjeszto vektorok:a) levéltetii,b) liszteske,c) fonalféreg,d) tripsz
(forrds: http://www.dpvweb.net/)

Annak ellenére, hogy egyes virusok genetikailag kozel allnak egymashoz, gyakori, hogy nem
képesek ugyanazon vektorral terjedni. Azonban ez a specifikus virus-vektor kapcsolat a virusok
szamara igy is a lehet6 leghatékonyabb terjedési mod. A Potyvirus nemzetség tagjai példaul
egy olyan specidlis fehérjét termelnek, amely a viriont a tetvek szédjszervéhez ragasztja. Ez
szinte azonnali fert6zOképességet biztosit, hiszen akar perceken beliil i) névények fertdzodését



valthatja ki. Méas virusok kifejezetten vektoraik sejtjeiben sokszorozddnak. Ezek a virusok mar
tulajdonképpen nem csak névényi, hanem rovar patogénnek is szamitanak. Ilyen kapcsolatban
van pl. a Tomato spotted wilt virus és tripsz vektora, amely ha egyszer megszerzi a virust,
onnantdl fogva egész életében fertdzi vele a ndvényeket (Gergerich és Dolja 2006). A vektorok
igen komoly problémakat okoznak, ezért kiilon védekezési stratégidk épiilnek fékentartasukra.

2.2.3. A virusfertézottség jellemzo tiinetei

A virusfert6zés kialakulasa kozvetlen vagy kozvetett hatdsokkal és karokkal jar. Ez igen széles
skalan mozog, hiszen a latens, tiinetmentes fertdz¢éstol a termelékenység €s az €életeré komoly
csokkentésén at, egészen a ndvény halalaig terjedd tiineteket képesek létrehozni. A leveleken
altalaban olyan elvaltozasok jelentkezhetnek mint a torzulds, csavarodas, foltossag, nekrotikus
1€ziok, lyukak, illetve szokatlan szinezetli mintazatok (3. abra). A gylimolcsokon a méretbeli
csOkkenés és mindségbeli romlds, az alak torzuldsa, valamint egyéb valtozasok mint példaul a
gylrtsfoltossag, pottyok, vagy a vonalmintazat a leginkabb jellemzoek. (Barba és mtsai. 2015)

3. abra: Virusfertézés daltal okozott tiinetek novényeken: a)erek menti klorozis, b)
gyuiriisfoltossag, ¢) mozaikossdg levélen d) mozaikos tiinetek termésen €) levélsodrodis f)
klorotikus léziok Q) koncentrikus gytiriifoltossag (Gergerich és Dolja 2006, Riley és mtsai.,

2002)

Sok virus latensként van jelen a gazddjdban, azaz nem okoz lathatd tiineteket. Azonban
fertozésiik hatasara a novények lassabban ndnek, alacsonyabb termetet érnek el, kevesebb
gylimolcsot teremnek, illetve rovidebb élethosszuk lesz és egyéb észrevétlen hatasok is érik
Oket. Az Ilarvirusok példaul enyhe, de jelentds veszteségeket okoznak az iiltetvényeken, azaltal
hogy csokkentik az liltetvények fenntarthatdsagat. Ezenkiviil a virusok csdkkenthetik a ndvény
altalanos életerejét, amely megndvekedett fagy- és szarazsag érzékenységben, illetve abban
nyilvanul meg, hogy a ndvényben konnyebben valtanak ki betegséget mas virusok. A
virusfert6zés a mindség és piaci érték romlasdhoz is vezethet, amely olyan tulajdonsdgokban
mutatkozik meg, mint a lathaté tulajdonsagok méret-, alak- és szinvaltozas miatt kialakuld
hibai, a csokkent eltarthatdsag, illetve a csokkent fogyasztasi vonzerd (osztaly mindség, iz,
szerkezet, 6sszetétel miatt). (Barba és mtsai. 2015)



2.3. Hogyan védekezik a novény?

A novények tobbféleképpen is képesek korlatozni a virusfert6zések altal okozott betegségek
kifejlodését. Ellenalloképességiik lehet passziv rezisztencia, ami a gazdabol hidnyzo
fogékonységi faktornak koszonhetd, vagy pedig azon védelmi szinteknek tulajdonithato,
amelyeken a virusnak at kell kiizdenie magat. A kérokozonak eldszor is szamos fizikai és
kémiai barrieen kell taljutnia, ha pedig ez sikertilt, akkor szembe kell néznie a ndvény nem
specifikus védekezd reakcidival, amellyel a ndvény a kiilonb6zd patogénekben altalanosan
meglévl molekularis mintdzatokra reagdl. A virusok akkor képesek fert6zést kivaltani, ha az
evoluciod soran virulencia faktorokra tettek szert amelyekkel ellenstlyozni tudjdk ezt az
alapvetd novényi védekezést. Sok esetben azonban a ndvények képesek felismerni ezeket a
virulencia faktorokat és egy ujabb, mar fajspecifikus védelmi szintet hoznak 1étre, amely csak
akkor indukalodik a névényben, amikor az adott tipust virulencia faktort expresszald virussal
talalkozik. A virus azokban a ndvényekben okozhat fert6zést, amelyekben nem fejlodott ki a
specifikus védelmi valasz a korokozo virulencia faktoraira (Pallas 2011).

Ezen kiviil a viralis RNS is beindit egy specifikus valaszreakciot a novényben, amelyet RNS
csendesitésnek, vagy RNS interferencidnak neveziink (4. é&bra). Ennek a védekezési
mechanizmusnak az alapja, hogy a virus replikacioja soran keletkezett duplaszala virus eredetii
RNS-eket a novények képesek felismerni és hatdstalanitani. A folyamatban el6szor a novényi
Dicer komplex a dublaszalu viralis RNS-t 21-24 nukleotid hosszusagu, Kis interferal6 RNS-
ekre (SIRNS) hasitja. Ezutan ezek egyik szala beépiil egy olyan enzim komplexbe (RNS induced
silencing complex, RISC), amely vagy gatolja a szallal komplementer szekvenciak
lebontd nukleazok szamara. A kiiktatott virus RNS-ekr6l igy mar nem képzodik fehérje (Parent
¢és mtsai., 2012).



Virusfertozés és RNS interferencia

4. abra: A virusfertézés kovetkeztében kialakulo novényi RNS interferencia lépései: (1)virus
bejutasa (2)virus eredetii dsRNS-ek keletkezése (3) siRNS-ek keletkezése (4) siRNS szalak
RISC komplexbe épiilése (5) komplementer RNS-ek hatastalanitisa

A novényt tamado virusok megprobaljak kikeriilni ezt a hatékony rendszert és kiilonféle
géncsendesitést gatld fehérjéket,szuppresszorokat termelnek, amely ellen a névénynek ismét
védekeznie kell, azaz egy molekularis fegyverkezési veseny alakul ki virus €s ndvény kozott
(Pumplin és Voinnet, 2013). A virusok gatld fehérjéi a csendesités barmelyik 1épését
tamadhatjak, példdul a virus RNS felismerését, annak hasitdsat, vagy akar a RISC
Osszeszerelddését is (Burgyan ¢és Havelda, 2011). Ezek 6nélldan is géatolhatjdk a ndvény
védelmi mechanizmusat, de a kiilonb6zd virusokbol szarmazé tobbféle médon hatd szupresszor
fehérjék egyiittesen még jobb eredményt érhetnek el. A ndvényt tobb virus jelenléte
érzékenyebbé teheti a fertdzésekkel szemben (Pumplin és Voinnet, 2013).

2.4. Lehet6ségek a virusfert6zés megfékezésére

Kiilonboz0 stratégidkat alkalmazhatunk a virus fertézésekkel szemben, melynél a legfontosabb
szempont a megeldzés. A virusok altal okozott betegségek hatdsa a gylimolestak egészsége és
a termés mindsége szempontjabol olyan jelentds, hogy nemzeti és nemzetkdzi szabalyozo
intézkedések alkalmazasahoz vezetett. (Barba és mtsai. 2015).

Az egyik ilyen intézkedés, hogy a korokozoé altal fert6zott novényeket egészségiigyi zarlat ala
kell helyezni. A karantén szabalyozast elsdsorban azért talaltak ki, hogy megakadalyozzak a
patogének tovabbterjedését ujabb foldrajzi teriiletekre. Eurdpaban és a kornyezd orszagokban
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a nemzetkozi normakat az EPPO (European and Mediterranean Plant Protection Organization)
szervezete hatarozza meg, mégpedig tigy, hogy ajanlasokat tesz azzal kapcsolatban, hogy mely
patogéneket javasolt szabalyozni a tagorszagokban. Err6l a koriilmények, a kockazatok ¢és a
gazdandvény jelentdségének figyelembevételével a korméanyok dontik el, milyen
szabalyozasokat vezetnek be (Barba és mtsai. 2015).

Ha a fert6zés valahol megtortént, fontos a korokozoval fert6zott alanyok mieldbbi
megsemmisitése, azaz a legkomolyabb patogének felszamoldsa még azeldtt, hogy az
megtelepedne és széles korben elterjedne egy terlileten. Az eljards magéba foglalja a
gylimolcsosok és faiskolak gyakori felmérését és a fert6zott fak azonnali eltavolitasat, ugyanis
ha nem cseleksziink id6ben, a starégia mar nem tud igazan hatékony lenni (Barba és mtsai.
2015).

Nagy sziikség van a patogének vektorainak kontrolljara is. Ez torténhet kémiailag, rovarirtd
szerek segitségével, vagy a vektorokra torténd rezisztencia nemesitéssel, de a tobbi kontroll
stratégiakkal egyiitt egy integralt kezelés része is lehet (Bragard ¢s mtsai 2013).

A hosszu életll ével6 novények esetében az adott virusokra tolerdns, vagy rezisztens fajtak
nemesitése is hatékony modszernek szamit, azonban egy sikeres fajta létrehozasa akar
évtizedekbe is telhet (Barba és mtsai. 2015).

Fontos 1épés a megel6zésben a mindsitett termények hasznalata, amivel nem csak a novény
fajtajahoz valo hiiségét, hanem a megfeleld egészségi allapotat is garantaljak. A termesztett
novények esetében a szisztémas korokozok terjedésének legfébb modja a vektorok mellett a
fertdzott szaporitdéanyag (alanyok, tovek, hajtasok, oltott csemeték, riigyek). A vegetativan
szaporitott ndvényekben ugyanis az alany virusai is ugyanugy jelen vannak (Barba és mtsai.
2015). Ez felveti a patogének felszamolasanak jelentoségét a szaporitdanyagban.

2.4.1. Virusmentes szaporitéanyag

A virusmentes szaporitdoanyag eldéllitasa allamilag eldirt feladat, amely soran a nemesitett
fajtakbol virusmentes kiinduldsi dlloméanyt hoznak 1étre (Horvath és Gaborjanyi, 1999).

A virusok elimindlasa a fert6zott fajtakbol hékezeléssel, szovettenyésztéssel, krioterapiaval,
vagy mas modszerekkel torténhet (Barba és mtsai., 2015). A gyiimoélesfaknal jelenleg az egyik
leghatékonyabb modszer a hdkezelés, amely soran a novények vegetativ részeit a virusok
szamara kritikus hdmérsékleten (36—52°C) inkubaljak, majd a hajtascstcsot atoltjak. Mivel a
hajtascsucs virusmentes, annak merisztématenyésztésével akar hokezelés nélkiil is elérhetd a
novények virusmentesitése. Azonban az eliminacié sikere nagyban fligg a virustol, a névény
fajtajatol, valamint a tenyésztési feltételektdl (Dudits és Heszky 2014)

A virusmentesitett alloméanyt izolatorhdzakban nevelik és ha a mentesités utan a karantén
virusokra negativnak bizonyulnak, akkor a ndvények kikeriilnek a kozponti- majd lizemi
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torzsiiltetvényekre. Ezek ellendrzését minden szinten rendszeres ELISA tesztekkel végzik
(Horvath ¢és Gaborjanyi, 1999).

A virusmentesitésités nem csak a korokozok eltavolitasat foglalja magaban, hanem a mentes és
fert6zott novények pontos diagnosztizalasat is (Dudits és Heszky 2014). A novényt tobb virus
jelenléte érzékenyebbé teheti a fert6zésekkel szemben (Pumplin és Voinnet, 2013), ezért
érdemes arra torekedniink, hogy a fajta fenntartasara hasznalt anyandvényekben az ellendrzések
soran a lehetd legtobb virust azonositani €s eliminalni tudjuk. Mindehhez nélkiilozhetetlen egy
érzékeny diagnosztikai modszer hasznalata.

2.5. A fobb virusdiagnosztikai modszerek attekintése

A ndvényi virusdiagnosztikai médszereket harom nagyobb csoportba oszthatjuk: beszélhetiink
bioldgiai, szeroldgiai és nukleinsav alapt diagnosztikarol.

A biologiai mddszereken a gazdandvények tiineteken alapuld diagnodzisat értjikk. A vizualis
vizsgalat gyors megoldast kinal, azonban nem mindig megbizhato, ugyanis eléfordul, hogy a
kiilonbozé virusok hasonlo tiineteket produkélnak, vagy tobb virus egyiitt alakithatja ki a
tiineteket, illetve gyakori az is, hogy a fertdzés ellenére a novény egyaltalan nem mutat
tiineteket (Webster 2004). Rdadasul igy a pontos diagnézishoz évek tapasztalatara és a virus
tiinetek felismerésében jartas szakemberekre volt sziikség. Ezért a hagyomanyos technikak
(inokulalas, elektronmikroszkdpia) mellett kiilonb6z6 molekularis modszerek is vilagszerte
elterjedté valtak (Boonham és mtsai., 2014).

A szerologiai modszerek alapja a specifikus antigén-antitest reakcio. Ide tartozik az enzim
kotott immunszorbens modszer (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay, ELISA) amelyet mar
a 70’-es évek oOta haszndlnak novényi virusok azonositasara. Ezt tobbnyire egy 96 lyuku
polisztirol lemezen végzik, amelybe meghatarozott sorrend szerint tobb, mosasokkal
elvalasztott 1épésben hozzaadjak az antigéneket, a virus coat proteinjét (CP) felismerd
antitesteket majd a megfelel6 szintelen szubsztratot. A modszer a nevét onnan kapta, hogy a
folyamat soran egy antitesthez kotott enzim végzi el a szubtrat szinvaltozasat el61déz0 reakciot.
Ha a mintaban nincs virus, az antitest nem tud antigénhez kotni, igy a mosas utan hozzaadott
szubsztat szine nem valtozik. A virus jelenlétében azonban az antigénhez kozvetleniil (direkt
ELISA), vagy kozvetetten (indirekt ELISA) k6t6d6 antitest-enzim konjugatum szinvaltozast
idéz eld. Ennek mértéke a reakcioképesség fokat jelzi, melyet egy leolvaséd késziilék olvas le
(Albersio és mtsai. 2012, Webster €s mtsai., 2004).
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5. abra: Az ELISA alapelvének rajza.(Gergerich és Dolja 2006)

A korabbi szerologiai vizsgalatokhoz képest, amelyekkel csak kevés szdmi mintat lehetett
egyszerre vizsgalni, az ELISA el6ny0s Ujitasokat hozott, mivel viszonylag rovid id6 alatt nagy
mennyiségli minta kezelésére alkalmas, rdadasul a folyamat nagyon jol szabvanyosithato, az
eredmények pedig konnyen osszehasonlithatoak. gy a modszer hamar a legalapvetébb rutin
virusdiagnosztikai modszerré valt vilagszerte. Hatuliitdje azonban, hogy a virus fehérjék
tisztitasa és az antitestek eldallitasa hosszl, kiszamithatatlan és koltséges folyamat, amelyhez
specialis laboratorium sziikséges. Az ELISA-val a virusok kdpenyfehérjéi alapjan detektalunk,
ez alapjan azonban sokszor nem tudjuk azonositani a kozel rokonsagba tartoz6 virusokat:
példaul ha a virus CP konzervalt, a fajokat nem lehet -elkiiloniteni. Jelenleg a
novényegészségiigyi vizsgalatokat, a szaporitoanyagok hitelesitését és a karantén
ellendrzéseket is ELISA-val vizsgaljak. Ezekben az esetekben fontos lenne, hogy a novényeket
szamos patogén (virusok, viroidok, baktériumok, gombdk) jelenlétére lehessen tesztelni,
azonban az ELISA nem elég rugalmas az ilyen széleskorli vizsgalatokhoz (Boonham és mtsai.,
2014).

A diagnosztikai moédszerek harmadik nagy csoportja a kdrokozok nukleinsav szekvencidinak
kimutatasara épiil. A legnagyobb mértékben elterjedt modszer ezeknél a technikdknal a
polimeraz lancreakcid6 (PCR), amely DNS szakaszok sokszorozadsara alkalmas, ismétlodo
ciklusokbol allo in vitro technika. Ennek folyaman az els6 1épésben a kettés DNS-t magas
hémérsékleten egyszalivd denaturdljuk, majd  miutan alacsonyabb hdmérsékleten a
virusspecifikus inditoszekvenciak a szalakhoz tapadtak, ismét magasabb homérsékleten
komplementer szélat szintetizaltatunk egy polimerdz enzim segitségével. Ezutdn a folyamat
ujraindul és a kdvetkez6 ciklusban az ujonnan szintetizalt szalak is templatként szolgalnak, igy
a primerek altal kijelolt termék exponencialis litemben felszaporodik. A DNS termék jelenlétét
a PCR utan végzett gélelektroforézis mutatja meg. A PCR-t nem csak DNS, hanem RNS
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virusok azonositasdra is hasznalhatjuk, ha az RNS-rdl reverz transzkripcioval DNS-t
szintetizdlunk. A PCR nagyfokt érzékenységének, koltséghatékonysdganak és konnyii
alkalmazhatosaganak koszonhetéen mara széles korben beépiilt a diagnosztikai protokollokba
(Czotter és mtsai., 2015). Azonban a vonzerejét jelentd érzékenység a modszer hatranyava is
valt, ugyanis akéar a kis mennyiségben a csovekbe keriild egyéb DNS szennyezddést is
detektalni lehetett vele. Ezért hamarosan megjelent a tovabbfejlesztett valtozata, a quantitative
real-time PCR (g-PCR), amely lehetévé tette a DNS valos idejii és mennyiségi detektalasat
fluoreszcens szignalok segitségével. A moddszer azt hasznalja ki, hogy a Taq polimerdz a
nukledz aktivitasdnak segtségével képes eltavolitani a DNS-re hibridizalt probat a
komplementer szal szintézise soran. A proba két fluoreszcens festéket tartalmaz: az egyik a
riporter, amely emissziojat a masik festék, a kdzelben 1évé quencher elnyeli. Azonban miutan
a polimeraz elhasitja a probat és az levalik a DNS-rdl, a quencher molekula mar nem tudja
elnyelni a riporter molekula fluoreszcens emissziojat, amelyet igy valos idoben detektalhatunk
a PCR soran (Heid és mtsai., 1996). Mindez azt jelenti, hogy ezzel a technikdval az amplifikacio
¢s a detektalas egy lépésben megoldhatd, azaz elkeriilhetd a PCR csdvek nyitasaval jaro
szennyezddés, valamint sziikségtelenné valik a PCR utan a gélelektoforézis hasznalata (Czotter
¢s mtsai., 2015). Az ELISA-hoz képest a q-PCR gyorsabban elvégezhetd, raadasul
altalanosabban hasznalhato, foként a rutin laboratériumok szamara, amelyek gombak és
baktériumok azonositasat is végzik. (Boonham és mtsai., 2014).

R U g

6. dbra: A PCR és gPCR (Mackay és mtsai.,2002 abrdinak felhasznalasdval)

Bar a legfontosabb moddszerek a kérokozok nukleinsav alapu detektalasaban a PCR technikan
alapulnak, mas modszerek is 1éteznek amelyeket érdemes megemliteni. Ezek koziil szamos
elénye miatt a LAMP-ot (loop-mediatedisothermal amplification) emelném ki. A modszer a
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PCR-el egyenértékli érzékenységet biztosit anélkiil, hogy sziikség lenne egy hdciklusos
berendezésre (Vincelli és Tissserat 2008). A LAMP-hoz legalabb 4 primerre van sziikség,
amely 6 helyet ismer fel a cél DNS-en. A reakcidhoz nincs sziikség hddenaturaciora, ugyanis a
polimerdz allandé hémérsékleten (65 °C) képes amplifikdlni a DNS-t. A technika a nevét
egyrészt izotermalis jellegének, masrészt pedig a reakcid sordn keletkezd hajtiihurkoknak és
egy¢eb Osszetett hurokstrukturaknak koszonheti (Kristof és Maraz 2015). Legfobb eldnye, hogy
képes a DNS-t akar kevesebb mint 30 perc alatt felszaporitani (Boonham és mtsai., 2014),
valamint j6l haszndlhato a kevésbé fekszerelt laboratoriumokban is (Mori és Notomi 2009).

LAMP

primer koto hely

ciklikus szakasz
kiindulasi anyaga G "’-\/)

hurkos szerkezetii
LAMP termékek

7. abra: A LAMP technika(loop-mediated isothermal amplification). A képen jol lathatoak az
amflifikalas soran létrejovo hurkokat képzo termékek. (Dukes és mtsai.,2006 abraja alapjan)

A nukleinsav alapi diagnosztika terén 1 megkdzelitést hozott a metagenomika és az Uj
generacios szekvenalasok (Next Generation Sequencing, NGS) megjelenése. A metagenomika
kozvetleniil a kornyezetb6l vett minta genomjanak szekvendlasdval €és a szekvencidk
vizsgalataval foglalkozik (Antal és mtsai., 2014, Bragg és Tyson 2014), altala kitenyésztés
nélkiil nyerhetiink informaciét az adott kérnyezetben talalhato éldlényekrdl és azok genetikai
sokszinliségérdl (Hutchinson 2007). Az 0j generacids szekvenalasi technikdk megjelenése
elémozditotta a metagenomikai tanulmanyok szamanak nagy mértékli ndvekedését, melyek
segitségével gyorsan és a korabbi évekhez képest egyre olcsobban jutunk rendkiviil nagy
mennyiségli szekvencia adatokhoz (Sebastien és mtsai 2014). Az ,,4j generacios” elnevezés
onnan ered, hogy ezek az ij modszerek torték meg a hagyomanyos (elsé generacios) Sanger-
féle lancterminacios szekvenalas uralmat, hiszen egy kisérletben nagysagrendekkel tobb minta,
akar tobb milli6 read leolvasasara alkalmasak (Barba és mtsai., 2014). A readek leolvasasa utan
a szekvencidkat mar ismert referencia genomokhoz illesztik, vagy atfedd szekvencidk alapjan
de novo ésszeszerelik (Metzker 2009v1)).
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8. dbra Az ujgeneracios szekvenalasi technikakon alapulo virusdetektdlas fobb lépései.

Ez a modszer a novényi virusdiagnosztikdban is 10j lehetdségeket kindl. A ndvényt is
felfoghatunk metagenomként, amelybdl NGS segitségével kiderithetjiilk, milyen viralis
korokozokat tartalmaz. Azaz ahelyett, hogy arra a kérdésre keresnénk a valaszt, hogy bizonyos
virusok benne vannak e a ndvényben (mint pl. az ELISA-nal), arra kaphatunk valaszt hogy mi
minden van benne. A novényi virusok efféle analiziséhez kiillonbozd tipusti nukleinsavakat
célzo stratégidk allnak rendelkezésre. A kimutatott nukleinsav lehet total RNS/DNS, a virus
részecskékbdl tisztitott nukleinsav, duplaszali RNS molekulak (dsRNS), valamint virus eredetii
kis interferald RNS-ek (siRNS) (Roosnick és mtsai., 2015). A totdl DNS vagy RNS kivonas
utan kozvetleniil szekvenalast végeznek, majd bioinformatikai elemzéssel azonositjak a viralis
szekvencidkat. Ezt a modszert egyszerlibb elvégezni a laborban, de a bioinformatikai elemzése
joval bonyolultabb. A részlegesen, vagy teljesen tisztitott virus partikulumokbdl nyert
nukleinsav molekuldk szekvenaldsdra kiillonb6zé egyszeriibb ¢és komplexebb tisztitasi
technikdkat alkalmazhatunk, ez a megkozelités azonban technikailag nagyobb kihivast jelent a
laborban. Az RNS virusok replikacidjakor felhalmoz6dé dsRNS molekuldk konnyen
izolalhatok, mivel megfeleld koriilmények kozott szelektiv affinitdsuk van cellulézhoz, ez a
stratégia azonban csak az RNS virusok ¢és viroidok elemzésére alkalmas. (Sebastien és mtsai
2014) Végiil tekintsiink at a modszert, ami a kis interferalo RNS-ek izolalasan és az azt kovetd
nagy ateresztOképessagli szekvendldson alapul. A siRNS-ek a virusellenes védekezési
mechanizmusa soran kialakul6 21-24 nt hossza koztes molekulak illetve végtermékek. Ezek ha
nem is az Osszes, de a legtobb virdlis korokozot képviselik, amely a fertdzés soran
felhalmozodott a genom szerkezettdl és a célzott virusoktol fiiggetleniil. Ez a stratégia egy
sokoldalu lehetdség, amely lehetévé teszi DNS és RNS virusok valamint viroidok egyidejii
Kimutatasat. A siRNS-cket altalaban méret alapjan valasztjak ki a géltisztitds soran. A
szekvenalas utan a rovid readeket de novo Gsszeszerelik, hogy elég hosszil kontigokat kapjanak
a homologia alapu annotaldshoz. Ezzel a modszerrel mar szamos olyan ndvényi virust sikertilt
azonositani, amelyrdl eddig még soha nem szamoltak be (Sebastien és mtsai 2014).
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Ezeknél a modszereknél nyilvanos genomszekvenciakat tartalmaz6 adatbazisokban elérhetd
virusok szdmanak novekedése kulcsfontossagu a sikeres diagnosztikahoz, hiszen az NGS
(Sebastien és mtsai 2014) Az NCBI-ban jelenleg tobb mint 5500 virus és viroid referencia
genom szekvencigja érhetd el , melyek kozott tobb mint 1400 névényi koérokozo van (2016
aprilisi adat ) azonban ennek ndvekedése varhato a jovében.

Mint minden Gjabb technikandl itt is fontos kérdést vetnek fel a koltségvetési szempontok,
amelyet le kell csokkenteni ahhoz, hogy valoban széles korben alkalmazhat6 legyen a ndvényi
virusdiagnosztikaban. Egy masik fontos gyakorlati szempont az érzékenység, azonban az NGS
megkozelitésrol egyeldre kevés az ilyen jellegli adat és az Osszehasonlitd tanulmany a
hagyomanyos diagnosztikai mdodszerekkel (ELISA, PCR). Mivel a jelenlegi NGS stratégiak
mind legaldbb egy PCR Iépést is tartalmaznak, ezért felmeriilhet a szennyez6dési problémak
kérdése. Ennek elkertilése érdekében szinte biztosan hasznalni kell bizonyos ovintézkedéseket
az NGS technologiaknal is a korabbi PCR technikédkhoz hasonldan. (Sebastien és mtsai 2014)

Az NGS alapu technikdk sok lehetdséget rejtenek magukban, de még kell id6 a fejlédésiikhoz
¢s széleskort elterjedésiikhoz. Valdszinii, hogy az NGS-t eldszor a fasszartak in vitro
szaporitasanal a novényi anyag mindsitéséhez fogjak tudni altalanosan hasznalni. (Sebastien €s
mtsai 2014)

3. A kutatas célkitiizései

Kutatasom célja az volt, hogy az Erdi Gyiimélestermesztési Kutatointézet gyiijteményébdl a
virusmentesités kiilonb6z6 stadiumaiban 1évé ndvényanyag virusfertdzottségét, a kKisSRNS-ek
ujgeneracios szekvendldsa révén felmérjem.

4. Anyagok és médszerek

4.1. A névényi mintak

Kisérletemet izolatorhazban és torzsiiltetvényen nevelt, valamint in vitro tenyészetbdl szarmazo
kajszibarack (3 fajta) és szilva (1 fajta) fakon végeztem, melyekrdl a mintdkat a NAIK
Gyiimolcstermesztési Kutatointézet Erdi Kutaté Allomasan gyiijtottik be. A novények
egészségesek voltak, tiineteket nem mutattak. A mintakat a felhasznalasig —70 °C-on taroltuk.

4.2. RNS Kkivonas
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Az RNS kivonast Gambino és munkatarsai (Gambino ¢és mtsai., 2008) altal kidolgozott leiras
alapjan végeztem a kovetkezoképpen: A kb. 200 mg-os novényi mintakat dorzscsészékben
eldorzsoltem, majd 850 pl 65 °C-os CTAB tartalmu extrakcios puffert és 17 pl B-
merkaptoetanolt mértem rajuk. Eppendorf csévekbe ontdttem a mintékat és 10 percre 65°C-0S
vizfiirddbe helyeztem Oket. Ezutan 850 ul kloroform-izoamilalkoholt pipettdztam rajuk, majd
6vatos forgatas utan 10 percig 4 °C-on centrifugaltam (10 000 rpm). Uj csovekbe 800 ul
kloroform-izoamilalkoholt pipettaztam, amire a feliilusz6t mértem. Ismét 10 percig 4 °C-on
centrifugaltam (10 000 rpm). 450-500 pl- feliiliiszot 250 pl 9M-0s LiCl-ra mértem. Ovatos
forgatas utan 30 percre jégre tettem, majd 4 °C-on 20 percig centrifugaltam (13 000 rpm).
Ezutan a feliiliszot leontottem €s 450 pl 65 °C-ra elomelegitett SSTE oldatot mértem a
csovekbe. Vortexeltem, majd hozzadadtam 450 pl kloroform-izoamilalkoholt. 10 percig 4 °C-on
centrifugéltam a mintdkat (10 000 rpm). Ezutan 400 pl feliilaszot mértem 280 pl izopropanolt
¢s 30 pl 4M-os Na-acetatot tartalmazd csovekbe. Forgattam, majd 20 percig 4 °C-on
centrifugéltam (13 000 rpm). A csapadékot 1 ml 70 %-os etanollal mostam. 5 percig 4 °C-on
centrifugaltam, majd az alkoholt évatosan ledntdttem réla és 10 percig SpeedVac-ban
széritottam. A visszaoldast 25 pl ultratiszta vizben (MQ) végeztem.

4.3. cDNS készitése

Az RNS templatokrdl reverz transzkripcid segitségével komplementer cDNS-t készitettem,
amelyhez a Rever Aid First Strand cDNA Synthesis Kit-et (Thermo Scientific) hasznaltam. A
mintak toménységét Nanodrop késziiléken megmértem, majd minden csébe 500 ng templatot
pipettaztam. A csovekbe 0,25 pl random primert mértem és annyi MQ vizet adtam hozza,
amennyi 3,12 pl végtérfogatra egészitette ki az oldatot. Vortexelés utdn a csoveket
centrifugaltam, majd 5 percre 65 °C-ra, azutdn pedig jégre raktam Oket. Kozben keveréket
készitettem mintanként 1 pl 5x Reakcids pufferbdl, 0,5 pl 10mM dNTP-bél, 0,13 ul Ribolock
RN4z inhibitorbol és 0,25 pl Revertaid reverz transzkriptdz enzimbdl. A denaturalt jégen tartott
mintakhoz ebbdl a keverékbdl adtam 1,88 pl-t, majd a kovetkezOok szerint inkubaltam:

e 25°C — 10 perc

e 42°C — 50 perc

e 45°C — 10 perc

e 70°C — 5 perc.
Az elkészitett cDNS-t tizszeresre higitottam, melyet az RT-PCR alapu virustesztekben
hasznaltam fel.

4.4. Kis RNS konyvtar készités és szekvenalas

A KkisRNS-eket az Osszes RNS-t tartalmazd kivonatbol tisztitottam, amelyet 8%-0s urea
tartalmu poliakrilamid gélen valasztottam el. A gélbdl kivagtam a 19-25 nukleotid nagysaga
RNS-eknek megfeleld RNS-eket tartalmazd mérettartomanyt. A géldarabokbdl 0,3M NaCl
oldatban val6 egy éjszakan keresztiil torténé inkubalassal kinyertem, majd alkohollal kicsaptam
a kisRNS frakciot. Mintanként kb 40-50 pg tisztitott kisRNS-bdl kis RNS konyvtarat

17



készitettem az Illumina Truseq Small RNA Sample Preparation Kit segitségével. A
protokollnak megfeleléen az RNS molekuldk 3’- majd 5° végeihez adapter szekvencidkat
ligaltam. Ezt kovetden reverz transzkripcioval cDNS-t szintetizaltam, RevertAid H Minus
Reverse Transkriptase (Thermo Scientific) enzim segitségével. A cDNS-t mintanként eltérd,
egyedi index szekvencidkat is tartalmazd inditoszekvencidk segitségével amplifikdltam.
Ellendrzésképpen a kapott terméket 8 %-os nativ poliakrilamid gélen futtattam, megfeleld
méretmarkerekkel egyiitt. A konyvtar a vart mérettartomanyban jelent meg, ezt a gélbol
visszaizolaltam, majd 1x TE pufferben oldottam vissza. A kisRNS c¢cDNS konyvtarak
szekvenalasat az UD-Genomed Kft. végezte.

4.5. Bioinformatikai kiértékelés

A bioinformatikai értékelést Molnar Janos (MTA TTK, Enzimologiai Intézet) segitségével
végeztiik, amelynek folyamatat az 1. dbra mutatja be.

A fastq formatumban megkapott kis RNS readek mindségét a FastQC (Andrews 2010)
programmal ellendriztiikk, amely a nagy ateresztoképességli szekvenalasbol szarmazo nyers
szekvencidkkal végez elemzéssorozatot. Az eredményeket grafikonok ¢és tablazatok mutatjak
be, igy gyorsan attekinthetd, hogy van-e barmilyen probléma az adatainkkal miel6tt tovabb
dolgoznank veliik. Informdciot kaptunk példdul az Osszes read mennyiségérol,
méreteloszlasukrol, a bazis tartalomrol és a szekvencidk GC- és N tartalmardl az adott
konyvtarban.

A kovetkezd 1épésben az Illumina NGS adatok trimmeléséhez optimalizalt Trimmomatic
(Bolger és mtsai. 2014) programot hasznaltuk. A program levagta az adaptereket és csak a 19-
26 nt hosszusagu kisRNS szekvencidkat tartotta meg. Ennek eredményeként egy ugynevezett
redundans listat kaptunk, amely az Osszes megfeleld méreti kisRNS taldlatot tartalmazta,
bizonyos readeket tobb kdpiaban is.

A késoébbi  illesztések  megkonnyitése  érdekében a  Picard  (hivatkozas
‘https://broadinstitute.github.io/picard/ ) program segitségével egy nem redundans listat is
létrehoztunk, amellyel kizartuk az 01j informaciét nem tartalmazo szekvenciakat, azaz minden
read-bol csak egyet tartottunk meg. A diagnosztikat a tovabbiakban ezekkel a nem redundans
listakkal végeztiik.
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read-ek fastq fajlként

« mindségellendrzés

— - adapterek levagasa
-_ » 19-26 nt megtartasa

« minden read-bdl egyet

tartunk meg
kontigok
« illesztés NCBI adatbazisra « kontig 6sszeszerelés
- gazda: névény és rovar « 13 és 15 nt atfedésekkel
» vélogatas lefedettség szerint + illesztés NCBI adatbézisra
« téves pozitiv kisziirése + gazda: névény és rovar

+ konszenzus szekvencia
generalasa

9. dbra: A kisérlet bioinformatikai lépéseit és a hasznalt programokat abrazolo folyamatabra.

Munkank soran kétféle megkozelitést alkalmaztunk. Az elsé moddszernél a kis RNS-eket
kozvetleniil illesztettiik virus genomokra, a masik esetben a kis RNS-eket eldszor atfedd
szekvenciak alapjan kontigokka szereltiik 6ssze, majd ezeket illesztettiik a virus genomokhoz.

Az elsd esetben a kis RNS konyvtarunkat a BWA programmal (Li és Durbin 2009) az NCBI
virus referencia genomokat tartalmazé adatbézisara illesztettiik. fgy egy olyan virus talalati
listat generaltunk, amelybdl jol lathato, hogy melyik virusra mennyi szekvencia illeszkedik a
konyvtarunkbol. A sok talalat virus jelenlétére utalhat, azonban ahhoz, hogy kiszlirhessiik a
hibas illesztéseket, az IGV programmal (Robinson és mtsai 2011) lefedettségi abrakat hoztunk
létre. Ehhez az adott kis RNS konyvtarakat a vizsgalt virus NCBI-ban talalhatd referencia
genomjara illesztettiik. Ezutan elkészitettiik a kivalasztott virus adott kdnyvtarra jellemzé
variansanak fasta formatumu konszenzus szekvencidjat a SAMtools programmal (Li és mtsai.,
2009, Li és mtsai., 2011). Az igy generalt virusszekvencidk nem voltak teljesek, de lehetové
tették, hogy konyvtaraink a virus szekvencidkat tekintve dsszehasonlithatoak legyenek.

A masik modszer a de novo kontigdsszerakas, amelyhez a Velvet programot (Zerbino és Birney,
2008) hasznaltuk. A program a leolvasott szekvencidkat 13 és 15 nukleotidos atfedd
részszekvencidk alapjan illesztette nagyobb, Osszefiiggd szakaszokkd, kontigokkd. Ezeket a
MegaBLAST-al (hivatkozas) illesztettiik az ismert virusok adatbdzisdra amelybdl szintén
készitettiink egy talalati listat.
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4.6. Primer tervezés a Cherry virus A (CVA) genomjara

A SAMtools programmal generalt fasta formatumu fajlokat felhasznalva a CLUSTAL Omega
program (Goujon ¢és mtsai.,, 2013) segitségével sajat konyvtaraim szekvenciait
Osszehasonlitottam az adatbazisban talalhato CVA-k szekvencidjaval és az irodalomban a virus
kimutatdsara tervezett PCR-hez hasznalt inditoszekvencidkkal (Noorani és mtsai., 2010).

Az Osszehasonlitas alapjan az irodalomban szerepld inditdszekvencidkat Gjraterveztem ugy,
hogy bizonyos helyeken degeneralt oligonukleotidok legyenek jelen. Ez alapjan kisérleteimben
a kovetkezd inditoszekvencidkat hasznéltam:
CVAMP_F(5400): ATGTCGATCATACCAGTYAAG
CVAMP_R(6791): TTACCTTCTGCACCAACYAC

CIT=Y

4.7. Primerek anellalasi hémérsékletének megallapitasa: Gradiens PCR

Ahhoz hogy megallapitsam, hogy a CVA PCR alapt kimutatisara az altalam tervezett
primerparral milyen anelldlasi hémérséklet sziikséges, gradiens PCR reakciot végezem. A
PCR-hez 10-szeresre higitott CDNS-t hasznaltam (10xRT). Pozitiv kontrol hianyaban
feltételeztem, hogy a mintadim egy része tartalmazza a virust, igy egy, az 0sszes mintamat
reprezentald cDNS keveréket készitettem.

A PCR reakciot 15 pl végtérfogatban mértem 6ssze, amelybdl egy cs6: 9,4 ul MQ vizet + 3 ul
Phire puffert + 0,75 ul 10pmol/ul CVAMP_F-t + 0,75 ul 10pmol/ul CVAMP_R-t + 0,3 pul 10
MM dNTP-t és 0,3 ul Phire DNS polimeraz enzimet (Thermo Scientific Phire Green Hot Start
IT DNS polimeraz) tartalmazott. A cDNS keverékbol 0,5 ul-t mértem a reakcidhoz. A gradiens
PCR reakcidt az alabbi hdmérsékleteken végeztem: 45,5 °C; 51,2 °C; 53,8 °C; 56,2 °C; 61,4
°C és 64,5 °C.

4.8. PCR reakcio a CVA oligokkal

A gradiens PCR reakcid értékelése utdn kivélasztottam a CVA sokszorozédsira optimalis
hémérsékletet és azt hasznalva teszteltem mintdimat a CVA jelenlétére. 15 pl PCR reakcidhoz:
9,4 ul MQ vizet + 3 pl Phire puffert + 0,75 pl 10pmol/ul CVAMP_F-t + 0,75 pl 10pmol/pl
CVAMP_R-t + 0,3 ul 10 mM dNTP-t és 0,3 pl Phire enzimet és 0,5 pl templatot hasznaltam.
A PCR-t reakcional az alabbi beallitast hasznaltam:

98 °C-on 30 mp
98 °C-on 10 mp
55°C-on 10mp 35X
72 °C-on 20 mp
72 °C-on 1 perc
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A termékeket 1,2 %-os agardz gélen valasztottam el

4.9. A PCR termékek tisztitasa és ellenorzé szekvenalasa

Eppendorf csévekbe 800 pul Sephadex G50 gélsziird oszlopot készitettem, ezen tisztitottam a
PCR termékeket, majd ellendrzésként 1,2 %- os agardz gélen valasztottam el Oket. A mintak
bazissorrendjét a Biomi Kft hatdrozta meg Sanger modszerrel, a virusspecifikus
inditészekvencidkat hasznalva.

4.10. Klénozas

A PCR reakciokban a CVA-ra specifikus, foszforilalt primerekkel felszaporitott terméket az
alabbi Iépések soran pBluescript vektorba klonoztam.

4.10.1. Gélbol visszaizolalas:

A CVA-ra pozitiv termékek koziil fajtanként kivalasztottam egyet, majd vastagon ontott 1,2 %-
os agardz gélen futtattam 6ket és UV fény alatt steril szikével kivagtam a mintakat a gélbdl.
Ezutan a Gene JET Gel Extraction Kit (Thermo Scientific) segitségével visszaizolaltam a
termékeket, a kovetkez6 1épésekben: a gélhez 1:1 aranyban binding puffer-t adtam és 10 percig
50-60 °C-on inkubaltam, néhany percenként forgattam. Vortexeltem, majd a visszaoldott gélt
¢és puffert oszlopos csévekbe mértem. 1 percig 13 000 rpm-el centrifugaltam, a sziirletet
kiontdttem, az oszlopra pedig még egyszer ugyanannyi binding puffer-t adtam. Centrifugélés
utan 100 g-hoz 700 pl wash puffer-t mértem és 2-szer egymas utan 13 000 rpm-el
centrifugaltam. Az oszlopot athelyeztem tiszta Eppendorf csovekbe, 5 percig allni hagytam,
ezutan 25 ul eluciés puffert adtam hozza. 1 perc centrifugalas utdn agar6z gélen ellenérzo
futtatast végeztem.

4.10.2. Ligalas

A megfelelden eldkészitett (linearizalt, defoszforilalt és tisztitott) vektort és a gélbdl izolalt
inszertet a T4 ligaz enzim segitségével kapcsoltam 0ssze. Ehhez 6sszemértem csdvenként :

e 1 ul EcoRV emésztett, defoszforilalt pKS Bluescript vektort
e 1 ul vortexelt 10x ligdz puffert

o 1 pulT4ligazt

e 2 ul MQ tisztasagu vizet

e 5 ul tisztitott PCR terméket.

A ligélast 15 °C-on egy ¢jszakan keresztiil inkubaltuk

4.10.3. Transzformalas és baktériumtenyészet felszaporitasa folyékony tapkozegbenleoltas
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Ahhoz, hogy az inszertet tartalmaz6 plazmidot felszaporithassam, a ligatumot DH5a kompetens
baktérium sejtbe transzformaltam. 5 pl ligdtumra 100 pl jégen felolvasztott kompetens sejtet
mértem, majd 20 percig jégen allni hagytam. Ezutan 30 méasodpercig 42 °C- on hdsokkoltam a
baktériumokat, igy membranszerkezetilk megvaltozik és konnyebben fel tudjdk venni a
plazmidot. Hozzamértem 0,5 ml SOC taptalajt és a sejtek regeneralodasahoz 40 percig 37 °C-
on razattam. A kék-fehér szelekcidhoz az Ampicilines agarlemezeket kikentem 40 ul X-Gal-al
¢s 8 ul IPTG-vel, majd a lemezekre 150 pl baktérium szuszpenzidt szélesztettem, amit egy
¢jszakara 37 °C-os termosztatba raktam. Masnap a kin6tt telepek koziil mintdnként 4 fehér
telepet fogpiszkaloval 3 ml LB taptalajba oltottam. A csoveket egy éjszakan at 37 °C-on
razattam.

4.10.4. Plazmid tisztitas

Masnap a taplevesbdl a felszaporitott plazmidot High Pure Plasmid Isolation Kit segitségével
tisztitottam. A taptalajt 1,5 ml-s Eppendorf csovekben egymds utdn kétszer centrifugaltam 3
percig 8000 rpm-en. A feliiluszot ledntottem, a csdveket lefelé forditva szaradni hagytam, majd
az Osszegyltott baktérium sejteket 250 pl szuszpenzidos pufferben finoman forgatva
visszaszuszpendaltam. Hozzdadtam 250 pl lizis puffert és finom forgatds utan 5 percig
szobahdmérsékleten inkubaltam. Jégen hiitott binding pufferbdl 350 pl-t adtam hozza,
forgattam, majd a nyalkas fehérré valt szuszpenzidt 5 percig jégen inkubaltam. Ezutan 10 percig
13 000 rpm-en centrifugaltam. Az atlatszo, tiszta feltiluszot filteres oszlopokra mértem, majd
500 ul moso puffer I-el és 700 pl mosé puffer I1-vel mostam. A mosasi 1épések utan 1 percig
13 000 rpm-el centrifugaltam, a feliiliszot ledntdttem. Ezutan 50 pl eltcios pufferrel elualtam
az oszloprol a DNS-t.

4.10.5. Ligalas eredményességének ellenorzése (Emésztés restrikcios enzimmel és szekvenalas)

Annak ellendrzésére, hogy a pBluescript valoban tartalmazza a CVA megfelel6 nagysagu
darabjat, a tisztitott plazmidot EcoRI-el és HindIll-al emésztettem. A reakcidelegy
reakcionként a kovetkezOket tartalmazta:

e 2 ul Tango puffer

e 0,16 ul HindIII

e 0,16 ul EcoRI

o 5,58 ul MQ desztillalt viz
e 2 ul tisztitott plazmid

40 percig 37 °C-on inkubaltam, majd az emésztetlen és az emésztett mintakat 1,2 %-os agardz
gélen futtattam.

A szekvenalas el6tt a mintat csévenként 150 pl hideg tomény etanol, 20 ul 4M Na-acetat és 1
ul Glycoblue segitségével kicsaptam. A csoveket finoman forgattam, majd éjszakara 20°C-on
hagytam. A centrifugalds utan csapadékként visszamardt DNS-t steril dsztillalt vizben
visszaoldottam. Ezutan hagyomanyos Sanger szekvendlassal meghataroztattam a mintak
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szekvenciajat, majd azokat az NCBI Blast segitségével a virus referencia genom adatbazisdhoz
illesztettem.

5. Eredmények

5.1. RNS Kkivonas

Az RNS kivonashoz minden mintamnal (Ligeti orias izolatorhdz és torzsiiltetvény, Pannonia
izolatorhaz és torzsiiltetvény, Magyar kajszi torzsiiltetvény, Besztercei 122 izolatorhdz és
torzsiiltetvény, valamint in vitro tenyészetekbdl szarmazo Magyar kajszi, Pannonia és Ligeti
orias €s Besztercei 122) a Gambino ¢és munkatarsai altal kifejlesztett protokollt (Gambino és
mtsai., 2008) alkalmaztam. A modszer jol miikodott a csonthéjas mintakon: segitségével 0,15-
0,2 g novényi szovetbdl altalaban 250-500 ng/ul RNS-t nyertem ki. A képen a felsé gélcsik a
28S rRNS-eket jelzi, alatta a 18S rRNS-ek 1athatok.

Magyar kajszi Pannonia Ligeti orias
/‘—_/\—_\

9. 10. 11. 12.

— - — . — - - C—

»-—————.—-—~
: :

10. dbra: In vitro tenyészetekbol szarmazo mintak RNS tisztitasanak eredménye: 1,2 %-0S
agaroz gélen elvalasztott, EtBr-al festett RNS-ek képe UV fényben.

5.2. KisRNS konyvtar készités

A kovetkezd hét mintabol készitettem el kisSRNS konyvtaraimat: Ligeti orids izolatorhaz és
torzsiiltetvény, Pannonia izoldtorhdz ¢és torzsiiltetvény, Magyar kajszi torzsiiltetvény,
Besztercei 122 izolatorhaz és torzsiiltetvény.

Az 0sszes RNS-t tartalmazd kivonatot ureét tartalmazo poliakrilamid gélen elvalasztottam,
majd kivagtam a kisRNS frakcionak megfelelé mérettartomanyban talalhatéo RNS-eket. Ahhoz,
hogy ezt PCR segitségével amplifikalhassam, el0szor 3’ majd 5° adaptereket ligaltam a
KisSRNS-ekhez, amelyeket indexel jelolt primerekkel szaporitottam fel. Az adapterek ligalasa
utan 142-145 nukleotid méretii terméket vartam. Az ellendrzésként végzett nativ poliakrilamid
gélelektroforézis utan késziilt gélképen (3. 4bra) jol latszik, hogy a megfeleld
mérettartomanyban kaptam meg a PCR terméket.
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11. abra: A kisRNS készités lépéseinek és eredményének bemutatasa a Ligeti orids
torzsiiltetvényrol szarmazo mintajan keresztiil.

5.3. Bioinformatika

A KisRNS-ek ujgeneracios szekvenalasaval rengeteg adathoz jutottunk hozza, amelynek
feldolgozasat bioinformatikai modszerek segitségével végeztiik. A kapott szekvencidkrol
elészor eltavolitottuk az adaptereket. A folyamat ellendrzéseként Osszevetettiik a nyers és
trimmelt szekvencidk szamat, amit a 4. dbra mutat be. A diagramrdl leolvashatd, hogy a
trimmelés utan az alkalmas readek szama konyvtaranként 10-14 milli6 read koz¢ teheto.

24



Nyers és trimmelés utani read szamok

12. dbra: Mindségellendrzés: nyers és trimmelt read szamok osszehasonlitasa az elkésziilt
kisRNS konyvtarakban.

Az egyes konyvtarak kisRNS-einek mérettartomany szerinti eloszlasat elemezve észrevettiik,
hogy az izolatorhazakbodl szarmazo mintak esetében nagyobb aranyban jelentek meg a 21 és 22
nukleotid hosszusagu kisRNS-ek a torzsiiltetvényekhez képest. Ennek magyarazatat az RNS
interferencia hémérséklet fiiggésében kereshetjilk. Tobb esetben is megfigyelték, hogy
alacsony hdmérsékleten a novényekben az RNS csendesités mértéke csokken (Romon és mtsai.,
2013; Szittya és mtsai., 2003), magasabb hémérsékleten pedig fokozodik (Chellappan és mtsai,
2005; Szittya és mtsai., 2003).
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Ligeti orids izolatorhaz

Ligeti orids torzsiltetvény
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A mi esetiinkben is valdsziniisithetd, hogy az izolatorhazakban fennall6 melegebb koriilmények
miatt az antivirdlis silencing fokozddott a ndvényekben. Az antiviralis valasz esetében a
nukleinsavat 21 és 22 nukleotid hossziisagira vagod Dicerek aktivak, emiatt ezek a méretii

szerinti eloszldasa.

kisRNS-ek feldisulnak a névényekben (Parent és mtsai., 2012).
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A bioinformatikai kiértékelés kovetkezo 1épéseként az NCBI virus adatbazisara illesztettiik a
trimmelt szekvencidinkat és egy viruslistat generaltunk, hogy lassuk, milyen potencidlis
virusokrdl keletkezhettek a kisRNS-eink. A listabol leolvashatd volt, hogy melyik virusra
mennyi kis RNS szekvencia illeszkedett. A viruslista alapjan a tovabbi munkadhoz és
Osszegzéshez kivalasztottam a leggyakoribbak koziil egy viroidot €s 17 virust, amely
tartalmazta azt a harom karantén csonthéjas virust (PPV, PDV és PNRYV) is, amelyekre az
1zolatorhézakban és torzsiiltetvényeken kotelezd ELISA teszteket végezni

Wirus

Név r |ov: ;H“Ra\" SLR"‘\" GRSLaV |LChV-1|LChV-2 [PBNSPaV

1. Ligeti orids
Tzolitorhiz Velvet (13)

Velvet (15)

egyedi read 4 222

12005465 read 4 5 5 5 40228

read/million
read 482 58.72 47 64 22, 2, 232 232 . 2932 . .57]3350,81

2. Ligeti orids
Térzsiiltetvény Velvet (13)

Velvet (15)

egyedi read 179 188 4 221

read . 505 204 521 4 18869

read/million
read . 45 2! 412 g . 1494 85

3. Pannonia
Izolitorhiz Velvet (13)

Velvet (15)

egyedi read

13294950 read

read/million

read

4. Pannonia

Térzsiiltetvény Velvet (13)

Velvet (15)

egyedi read

11918150 read

read/million
read

5. Magyar kajszi
Torzsiiltetvény Velvet (13)

Velvet (15)

egyedi read 4 : 4 130

13263245 read 4 2 31734

read/million
read 2 50,44 2115 ] 515 ] ] 74| o 219263

6. Besztercei 122
Tzolatorhiz Velvet (13)

Velvet (15)

egyedi read 1954 3 39 141

11863812 read 26751 . 6! 24 32118

read/million
read 28,15 2254,84] 44 22, . . .2 . 4383,11

7. Besztercei 122

Tirzsiiltetvény Velvet (13)

Velvet (15) 7

egyedi read 175 2726

13966548 read 1600 42023

read/million
read 22, 114.56| 3008,83

14. abra: Osszefoglalo tablazat a kis RNS konyvtdrak kiilonbézé virusokra és viroidra kapott read
szamai és a kontigosszerakas eredménye alapjan. Az egyedi read sorban szereplé szam az adott virusra
illeszkedo nem redunddsn,mig a read sorban szereplo szam az adott virusra illeszkedo redundans readek

szama.Hogy e szamokat osszahsonlithassuk a redundans readeket a kényvtar ossz szekvencidjara

normalva (read/million read) is megadtuk.
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Osszegzésként készitettem egy tablazatot, amely megmutatja, hogy mennyi volt a
konyvtarakban az egyes virusokra nézve az dsszes read szam (attdl fiiggetleniil, hogy hanyszor
fordult el6), illetve mennyi volt, ha minden readet csak egyszer szamoltunk (egyedi read). A
konnyebb Osszevethetdség érdekében minden konyvtirra millié read-re normalt értéket is
szamoltam, melyhez az adott virus Osszes read szamanak és a konyvtarra vonatkozo teljes
trimmelés utani read szamanak hanyadosat szoroztam egy millidval.

A tablazatbol ezen kiviil a Velvet program eredményei is leolvashatok: a program segitségével
Osszesen 2 esetben sikertilt viroid és 6 esetben virus genom részleteket felépiteni. Ezek a Peach
Latent Mosaic Viroid (PLMVd), a Cherry Virus A (CVA), a Plum Pox Virus (PPV) és a Little
Cherry Virus-1 (LChV-1) voltak. A legtobb talalat a CVA-ra volt, amely jelenlétét a program
3 kiilonb6z6 konyvtarban is prediktalta, de jelenlétét hazankban eddig nem irtak le. Mivel az
Erdi Gyiimolestermesztési Kutatointézet régota foglalkozik cseresznye és meggy nemesitéssel
ezért ugy gondoltuk érdemes lenne kideriteni, hogy az ezeket fert6z6 CVA vajon atjutott-e a
hazai szilva és barack fajokba, igy kutatdsomat a CVA-ra sziikitettem. A szakirodalomban
talaltam arra példat, hogy szilvan (Safafova és mtsai., 2013; Svanella-Dumas és mtsai., 2005)
¢s kajszibarackon (Marais ¢és mtsai., 2008) is ki tudtak mutatni a virust.

A CVA genomjan a konyvtarak lefedettségét az IGV (Robinson és mtsai., 2011) program
segitségével ellendriztem, azaz a kisRNS konyvtarakat a virus NCBI-ban talalhat6 referencia
genomjara illesztettem, amely képeit a 7. dbra mutatja. Mindkét képen feliil a beosztas mutatja,
a bazisok szamat, alul a sziirke savok pedig egy-egy read-et jeldlnek. A kiilonb6z6 szinti csikok
a bazisok nukleotid varidnsait mutatjak. A képen latszik, hogy a CVA esetében nem csak egy
kisebb szakaszrol keletkezett nagyszamu readrdl van szd, hanem hosszabb régiokat szinte
folyamatosan lefed6 szekvencidkat kaptam a genom egészén. Ebbdl arra kdvetkeztettem, hogy
az eredmény nem tévesen pozitiv hanem valdban a virus jelenlétére utal.
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7371bp

o 1000 b 2000 bp 3000 bp 4000 bp 5000 bp £000 bp 7000 bp
| | | | | | | | |

ol il A H\..\..MI.\-II‘ H ik, s . | \Hll-\ml. ‘..\hm.\u"li |‘I,“UM|L.”I b i n‘hlll- ||‘\|lm T W |‘II.\HH Lo gnd il |I|‘ h th\. ) | ol il

387 bp

5800 bp 5900 bp €000 bp 6100 bp
| | | | | | | |

15. dbra :CVA referencia genomra illesztett kis RNS konytvar képe az egész genomot
(7371bp) és a genom egy kiragadott részét kinagyitva vizsgalva (Besztercei 122 torzsiiltetvény
példajan).

5.4. Primer tervezés CVA-ra

A CVA kimutatasara az irodalomban leirt (Noorani és mtsai., 2010) és a virus movement
protein-jére tervezett inditdoszekvenciakat a Clustal Omega segitségével Osszevetettem az
NCBI-ban taldlhato CVA referencia genommal (GenBank azonosité: FN691959.1) és a sajat
konyvtaraim azon CVA szekvencidjaval, melyeknél ezen a szakaszon szekvencia
informacioval rendelkeztem. Azt tapasztaltam, hogy nem volt teljes az egyezés. Mindkét
inditoszekvencia esetében egy nukleotidos eltérést figyeltem meg a sajat szekvencidimhoz
képest, ezért azokat a tervezésnél kevert bazisokra cseréltem. A szekvencidimban a forward és
a reverz primer esetében is a 18. pozicidban citozin és timin allt, amelyet az Y koddal jeldltem.
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Az altalam moédositott degeneralt sense oligonukleotiddal és az antisense oligonukleotid reverz
komplementerével ellendrzésként ujra illesztést végeztem, melynek képe a 8. dbran lathato.

Oligo tervezés

Noorani és mtsai 2010

Ly

sajat

Sense:

CVAMP F: ATGTCGATCATACCAGTYAAG
Pannonia I ONNNNQ-—=—=====—======—— Frnonnnnnnnnnnnnnnnonnnnnannon-—---—-
Magyar k_t NONN-——————————————————— OO ONNNNNONNNAN ANnnnnnnnnnncgaatc
Ligeti t NOONNANNNOANNNNNnnaccagtrpagaagtttocttCcannn INNNNNA NNNNNNANNNN
Ligeti i - ——————— FFOALOONONNNONNANNAAnNNOnnngagacgaate
gi| 20260783 | ref |NC 003689.1] AGCAGEAATGTCGAT CATACCAGTCALGL ACTTTC TTCARAGACTCCCAGEAGACGRAATC
Pannonia t AGGAGGAAT GTCGAT CATACCAGTTAAGERACTTCC TTCARAGAGTTGCAGEAGAC GARTC
Besztercei t AGGAGGRAT GTCGAT CATACCAGTTRAGAAGTTCC TTCARRGAGTTGCA GEAGAC GRATC
Besztercei i AGGAGGAAT GTCEAT CATACCAGTTRAGE AGTTCC TTCARRG AGTTGCAGEAGAC GAATC
cveMe-r  mmmmm—o ATGTCGAT CATACCAGTYRAG- - e

Antisense:
CVAMP R:TTACCTTCTGCACCAACYAC
C/T=Y

reverz komplementer: GTRGTTGGTGCAGAAGGTAA

Pannonia T babababalosvlialbubiahabobahubobulobabalos vhaBahahshobohohaBahutshababsBulushahshoiudhakehatusohsBohutos buhsRahshobahs]
Ligeti t NNONONNANNNNANANONALNANNANNNN IAANON ANANONN NONONNN ONNANA ONNnn
I\iagyar_k_t NnnnnnnnnnnnInonOnnnOnnOnnnnOnnnnoOnnnnn nonn - nnnn—oOnnn-—nonnnnnnn
Ligeti i NONN-NNFNN—Nnn————-—- NNNANNANNINANNN A TIANN~ AANN— NN NN~ TAN ONNn
gi|20260783 | ref INC 003688.1] GETG-T5GT-TGG—————— TECAGRAGGTRRLTT T-GCTG- GATT-RAACT-TTCAGGCR
Panncnia t GETG-TR-GT-TGE—————— TECAGRLGETRLATTC—goctg-gatn—nnnn-ttcagaca
Besztercel t GETG-TR-GT-TGE—————— TECAGRAGGTARATTT-GCTE—gatt—nnnn-ttCAGACR
Besztercel i GETG-TR-GT-TEE—————— TECAGRAGGTARATTT-Gotg-gatt—nnnn-ttcaggea
CVAME-R ——G-TR -

16. dbra: A tervezett oligonukleotidok szekvencidjanak illesztése Clustal Omega program
segitségével a sajat kisRNS konyvtarakhoz és a CVA NCBI-ban taldlhato referencia
genomjahoz.

5.5. A virus jelenlétének igazolasa

A modositott CVA primerek optimalis anellalasi hdmérsékletét gradiens PCR segitségével
hataroztam meg. A reakcié eredményeképpen kapott terméket 1,2 %-os agardz gélen futtattam.
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A tervezett primerek alapjan kb. 1400 bazisbaros terméket vartam €s a PCR utan valéban ebben
a mérettartomanyban kaptam meg. A PCR reakciot ezek utan 55 °C-ot végeztem.

17. abra: A megfelel6 anelldlasi homérséklet keresésének eredménye: gradiens PCR
termékeinek agaroz gélelektroforézissel térténd elvalasztasa.

Ezutan templatként a kiilonb6z6 mintaimrol készitett cDNS-t hasznalva elvégeztem a virus
diagnosztizalasahoz sziikséges PRC reakciot. A PCR-hez templatként a kivont RNS-rél
készitett tizszeresre higitott cDNS-t hasznaltam. A 10. dbran lathatd, hogy 6sszesen 6 mintanal
sikeriilt egyértelmiien, melléktermék nélkiil felszaporitanom a kivant DNS szakaszt. Mind a két
Besztercei szilva, valamint a kajszibarackok koziil a Pannonia izolatorhazbdl, torzsiiltetvénybdl
€s az in vitro tenyészetekbdl szarmaz6 mintainal sikeriilt amplifikdlnom a megfelelé méretii
terméket. A tobbi esetben vagy egyaltalan nem jelent meg termék, vagy pedig kisebb és
nagyobb méretli DNS szakaszok sokszorozddtak elhanyagolhaté mennyiségben.

Magyar Kajszi Pannénia  Ligeti 6rias K+ K-
in vitro in vitro in vitro

ANUPAY
2V cﬁ' S
oV & oo‘ &’% z‘

R

&

18. abra: CVA virusprimerrel 55°C-on végzett PCR reakcio eredménye 1,2 %-0S
agaroz gélen.
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A futtatds utan tisztitottam a 6 db erds jelet ado PCR terméket, majd bazissorrendjét a
hagyomanyos Sanger szekvenaldssal meghataroztattam.

5.6. A klonozas

A transzformalds utan a tisztitott plazmidokat EcoRI-el és HindllI-al emésztettem, az agar6z
gélre pedig az emésztetlen és emésztett plazmidokat valtakozva vittem fel, melynek gélképét a
11. dbra mutatja. Az emésztett plazmidokat tartalmazé savokban 3 csikot latunk, amelybdl a
legfelso a vektort jeloli, az also két sav pedig a vart CVA szakaszt. Ennek oka az, amit kés6bb
a szekvenalds megerdsitett, hogy vagy EcoRI vagy pedig HindIll hasitohely volt a
szekvencidjaban, ezért nem egy, hanem két sav jelent meg a gélen. A két termék méretének
Osszege megfelel a vart kb. 1400 bazisparos inszert méretének.

Besztercei 122 Pannoénia
torzsiiltetvény izolatorhaz
2Bk bob T8
T e - -
947bp, el e TR s L R
564 bp" \ T /‘

emeésztett

19. dbra: 1,2 %-os agardz gélen futtatott emésztetlen és emésztett plazmidok képe.

5.6. A CVA szekvenciak értékelése

A PCR termékekbdl kapott szekvencidkat a CVA referencia genomhoz illesztettem, amibdl
egyértelmiivé valt, hogy valoban sikeriilt kimutatnom a virust a mintaimbol. A szekvenciakat
egymashoz illesztve az is kidertilt, hogy bazissorrendjiik megegyezik egymassal.

A szekvencidimat az irodalomban leirt mas orszagokbol szarmaz6 CVA mintédkkal is
Osszevetettem ¢&s ott is nagymértékii hasonlosagot taldltam, melyet a 12. dbra szemléltet. A CVA
NCBI adatbankban taladlhatd szekvencidkat elemezve megallapitottam, hogy eléfordulasat
eddig 9 orszdgban: Franciaorszdgban, Németorszdgban, Olaszorszagban, Csehorszagban,
Indidban, Kinaban, Japanban, Ausztralidban és az USA-ban irtdk le (Foissac és mtsai., 2005;
Jelkmann, 1995; Barone és mtsai., 2006; Grimova és mtsai., 2010; Noorani és mtsai., 2010;
Marais és mtsai., 2008; Yamashita és Fukui, 2004; Kinoti és mtsai., 2015; Pokharel és mtsai,
2009). Magyarorszagon ezt a virust még nem mutattak ki, igy a kis RNS-ek szekvenalasa révén
elsoként sikeriilt detektdlnom a CVA-t a hazai iiltetvényekrol.
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Besztercei 122 i RCTGTTTGGGTCTTCT TTACCRRACCCTGRATCTTTTCTCGRGGACE: TATT

Besztercei ACTGTTTGEETCTTCTGEGTTACCARACCCTGARTCTTTTCTCGAGGACE: TATTGT
Pannonia_invitro 1 ACTGTTTGGETCTTCTGEET TGAATCTTTTCT T
Pannonia_i_ ACTGTTTGEETCTTC CAAACCCTGARTCTTTTCTCGAGGAC! T
Pannonia t ACTGTTTGGGTCTTCT TTACCARACCCTGRATCTTTTCTCGAGGACE: TATTGT
Pannonia_invitro_2 ACTGTTTGGGTCTTCT TTACCAAACCCTGAATCTTTTCTCGAGGACE! T

ek ke ke ko

Besztercei 122_i
Besztercei
Pannonia_invitro_1
Pannonia i_
Pannonia_t
Pannonia invitro_2

Besztercei 122_i
Besztercei
Pannonia invitro_1
Pannonia_i_
Pannonia t
pannonia_invitro 2

CAACCCTCCAACTGTGGCTCTCATCGATGTCAGTGTTGATCAGAGC TTTAGGAAGGCTGG
CRACCCTCCAACTGTGGCTCTCATCGATGTCAGTGTTGATCAGAGC TTTAGGAAGGETGG
CRACCCTCCAACTGTGGCTCTCATCGATGTCAGTGTTGATCAGAGC TTTAGGARGEGTGG
CAACCCTCCAACTGTGGCTCT CATCGATGTCAGTGTTGATCAGAGC TTTAGGAAGEETGE
CAACCCTCCAACTGTGGCTCTCATCGATGTCAGTGTTGATCAGAGC TTTAGGAAGGCTGG
CRACCCTCCAACTGTGGCTCTCATCGATGTCAGTGTTGATCAGAGC TTTAGGAAGGETGG

TTTCTTCAAGGET T T: TATCAT T:
TTTCTTCARGGETCCACCACGCT CARCARAGAGCT] TATCATGCC. T:
TTTCTTCAAGGGETCCACCACGCT CARCARGAGCTAGAAGATATCAT GCCAGAAGTAAGAG
TTTCTTCAAGGGETCCACCACGCTCAACAAGAGC! CATGCC TARGAG
TTTCTTCAAGGET T T; TATCAT TARGAG
TTTCTTCARGGETCCACCACGCT CAACAAGAGCT TATCATGCC. T:

B T T T~

20. abra: A Clustal Omega programmal illesztett sajat mintakbol szarmazo CVA szekvenvciak

(részlet).

India_ | FR718888.11
Pannonia invitro 1
France |HQ267856.1]
Pannonia_ invitro 2
Pannonia t
Pannonia i_
Besztercei
Besztercei_ 122 i
Australia_|LNS879388.1|
Australia_ |LN879389.1]|
Czech_|JN676229.11
India_|FR718890.1]
India_ | FR718887.11
France_ |HQ267857.11
India_ | FR718889.1]
India_ | FN691959.1]
India_|FN669547.11
Czech_|JN676228.11
India|FN557255.21
India_|FN669545.11
India_| FN557253.21
India_ | FN669546.11
India_ | FN669548.11
India_ | FN669549.11
India_| FN557254.21
Germany_ | %82547.11
Japan_|AB181355.11

Phylogram

TCARAGCTT TAGGARAGGETGETTTCT TCARAGGTCCACCACGTT CARCAAGAGCTAGRRAG
TCRAGAGCTTTAGGARGGGETGETTTCT TCARGGGETCCACCACGCTCARCARAGAGCTAGRAG
TCRAGAGCTT TAGGARGGGETGETTTCT TCARGGGET CCACCACGCTCARCARGAGCTAGRAG
TCAGAGCTT TAGGAAGGGETGETTTCT TCARGGGT CCACCACGCT CARCAAGAGCTAGRRG
TCAGAGCTTTAGGAAGGGETGETTTCT TCARGGGT CCACCACGCT CARCAAGAGCTAGRRG
TCAGAGCTTTAGGAAGGGETGETTTCT TCARGGGT CCACCACGCT CARCAAGAGCTAGRRG
TCAGAGCTTTAGGAAGGGETGETTTCT TCARGGGT CCACCACGCT CARCAAGAGCTAGRRG
TCAGAGCTTTAGGAAGGGETGETTTCT TCARGGGT CCACCACGCT CARCAAGAGCTAGRRAG
TCAGAGCTT TAGGARAGGGETGETTTCT TCARGGGET CCACCACGCT CARCAAGAGCTAGRRG
TCAGAGCTT TAGGARGGGETGETTTCT TCARGGGT CCACCACGCT CARCARAGAGCTAGRRG
TCAGAGCTT TAGGARGGGETGETTTCT TCARGGGT CCACCACGCT CARCARAGAGCTAGRRG
TCAGAGCTT CCGGARGGGETGETTTCT TCARAGGTCCGCCACGCT CARCARAGAGCCAGRRG
TCAGAGCTT CCGGARGGGETGETTTCT TCARAGGTCCGCCACGCT CARCARAGAGCCAGRRG
TCAGAGCTT CCGGARGGGETGETTTCT TCARAGGTCCGCCACGCT CARCARAGAGCCAGRRG
TCAGAGCTT CCGGARGGETGETTTCT TCARAGETCCGCCACGCT CARCAAGAGCCAGRRG
TCAGAGCTT CCGGARGGETGETTTCT TCARAGETCCGCCACGCT CARCAAGAGCCAGRRG
TCAGAGCTT CCGGARGGETGETTTCT TCARAGETCCGCCACGCT CARCAAGAGCCAGRRG
TCAGAGCTT CCGGARGGGETGETTTCT TCARAGGTCCGCCACGCT CARCARAGAGCCAGRRG
TCAGAGCTT CCGGARGGGETGETTTCT TCARAGGTCCGCCACGCT CARCARAGAGCCAGRRG
TCAGAGCTT CCGGARGGETGETTTCT TCARAGETCCGCCACGCT CARCAAGAGCCAGRRG
TCAGAGCTT CCGGARGGETGETTTCT TCARAGETCCGCCACGCT CARCAAGAGCCAGRRG
TCAGAGCTT CCGGARGGETGETTTCT TCARAGETCCGCCACGCT CARCAAGAGCCAGRRG
TCAGAGCTT CCGGARGGETGETTTCT TCARAGETCCGCCACGCT CARCAAGAGCCAGRRG
TCAGAGCTT CCGGARGGETGETTTCT TCARAGETCCGCCACGCT CARCAAGAGCCAGRRG
TCAGAGCTT CCGGARGGETGETTTCT TCARAGETCCGCCACGCT CARCAAGAGCCAGRRG
CCAGAGTTTCAGGARAGGETGETTTCT TTARAGGCCCACCACGTT CARCAAGAGCCAGRRG
CCAGAGTTTCAGGARAGGETGETTTCT TTARAGGCCCACCACGTT CARCAAGAGCCAGRRG

India_|FR718888.1] 0.03378
Pannonia_invitro_1 0.01594
Pannonia_t 0.01562
Pannonia_i_ 0.00497

Besztercei 0.00953
Besztercei_122 i 0.01377
Czech_|IN676229.1] -0.01968
Pannonia_invitro_2 0.00954
France_|HQ267856.1| 0.00075
Australia_|LN879388.1] 0.00234
Australia_|LN879389.1] -0.00744
Germany_|X82547.1] 0.01975

Japan_|AB181355.1] 0.02224

India_|FR718889.1] 0.00039
India_|FR718890.1] 0.00047

India_IFR718887.1] -0.00069
India_|FN669549.1] 0.00069
France_|HQ267857.1| 0.00455
India_|IFN691959.1] 0.00039
India_|FN660547.1] 0.00026

India_|FN660548.1] 0.00243
Czech_|IN676228.1] 0.00795
Indial FNS557255.2] 0.0012

India_|FN660545.1| 0.00066

India_|FN669546.1] 0.00026
India_|FN557252.2] 0.00019

India_|FN557254.2| 0.00206

21. dbra: Kiilonbozo orszagokbol szarmazo CVA szekvenciak és sajat mintaim Clustal Omega

programmal tortént illesztésének és filogramjanak képe.
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A klonozott CVA darabok szekvencidit a BLAST program segitségével ellendriztem
(illesztettem az adatbazisban talalhat6 CVA genomokhoz), igy kideriilt, hogy mindkettd
gyakorlatilag megegyezik a CVA movement proteinjének szekvenciajaval.

Query 823 CTCGATCATRCCRGTTARGAR CTTOCTT CARRGACT TECACGAGRCGARTOCAGARTT 142
FEETT e e e e e et e e e e e r e e e e e e e e e e et
Sbjecr 1 GTCGATCATRCCRETT AR GRR GTTOCTT CARRGACT TECAGGRGROGARTOCRAGARTT &0

Query 143 TTCATTGRCECRATT CET GOGRAACGACATT TACAECCGATECAR RTECCTTCARTTCCA RS 202
frerrrrerrrrerrrrererrererrrrererrererrrrer e e rer e
Sbjet €1 TTCATTGACECRATT CET GOGAACEGACATT TAC A CCATECAR ATGCCTT CARTTCCA D

[y
Pd
=]

Query 203 GIGCTCRCAGCTETT AR R CTT TC AT CT TCART TGO TATACCTGERRECTECACTEET 2

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Sbjct 121 GIGCTCRCASCTETT AR R CTTTC AT CTTCRART TEETATRCCT GERBRECTECRCTEET 180

Query 2e3 GRRACTRRTCTTRCR R TTCRR TR TCT TT GAT GRACT TGACT TREREECTATCRRGAGE 322

frerrrrerrrrerrrrererrererrrrererrererrrrer e e rer e
Sbjct 181 G TR TETTR O R TT AL TR TCT TTEAT GRA BT TERGT TEEGRGECTRT CRAGRGS 240

Query 323 COCTCTEC TGAGT RCTCARTECT TCATCTTGEAGCARTCATCATATET GT TRCATECTTT 382
frerrrrerrrrerrrrererrererrrrererrererrrrer e e rer e
Sbject 241 COCTCTECTGACT RCTCA RTECT TCATCTT GEAGCAATCATCATATET GT TREATECTTT 300

Query 383 TTCARGCT ARG RO CEAT TR TEECAGRATOGT GTACT TTGAT OCRREETTTC TR 442
FEETT e e e e e et e e e e e r e e e e e e e e e e et
Sbjct 301 TTCARGCTCARCE RO AT TR TR A GR AT T CTACT TTGATOCRREETTTCOTEERE 320

Query 443 Annnh TERCGCAT GO CRR G R TTTITAGTI TICCAGCTACARR CTEEATCREOCTATTAT  S02
FEETT e e e e e et e e e e e r e e e e e e e e e e et
Sbjct 3£l nnnnh TERCECAT GO CRR G AR TTTTR ST TTCCAGCTACARR CTEEATCRECCTATTAT 420

Query 503 CIARTATRGECCRR R TTRATOCARTETOCACERCATGATCC AR ATR TECRCREEECTECTAGE  Sel
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
Sbject 421 CIATATRGECCRR AT TRATOCART GTOCACRCAT GATCC AR RTR TECRC REEECTECT. 480

Juery 5So3 ATTARGTTOGRART TTEATGCARTCRATETTGTICGATRATTOOCRCTTATTCTTCATTIGAT 22
frerrrrerrrrerrrrererrererrrrererrererrrrer e e rer e
Sbject 481 ATTARGTTOGRART TTGATCCAATCAATETTGICGATAATTOCCACTTATTCTTCATTIGAT 540

QJuery €23 ITIGERGTCATCT RO CRECTCRGTRATC AR RGO AC TGO AGACRRR RCR RETEOOGCREAT 22
FEETT e e e e e et e e e e e r e e e e e e e e e e et
Sbjct 541 GEAGTCATETACCRECTCRE TR TR RRCACTECAGACR BR BER BETROOECREAT €00

22. abra: A klonozott szekvencia (fels6)BLAST segitségével CVA MP-re(also) illesztett
képe.(részlet)

5.7. A CVA-rdl

A CVA a Betaflexiviridae csalddon beliil a Capillovirus nemzetséghez tartozik (Noorani €s
mtsai., 2010), azonban a CVA hatasa a gyiimolcsok mindségére és terméshozamara egyelére
még nem pontosan ismert. Valdszinilinek tartjak, hogy bar a virus 6nmagaban nem okoz tiinetet
a novényen, mas virusokkal torténd egyiittes jelenléte azonban sulyos betegségeket idézhet eld
a csonthéjas gyliimolcsfakon (Noorani €s mtsai., 2013). Hasonl6 eset mas, jelentéktelennek tiing
virusoknal is el6fordulhat, ezért a gytimolcsfak metagenomikai modszerekkel torténd virologiai
vizsgalata valoban nagy szerepet jatszhat a virusmentes ndvényi szaporitdanyag eléallitasaban.
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6. Kovetkeztetések

A jelenleg hasznalatos ELISA technikéval a csonthéjas gyiimolcsfak szaporitdanyaganak eldallitasa
soran csak azokat a virusokat tudjuk kimutatni, amelyeket ismeriink és amelyekrdl ellenanyaggal
rendelkeziink. Kutatdsomban egy masféle technikat, a kis RNS-ek 10j generacios szekvenalasat
hasznéltam, mely sordn a mintdimbol sikeriilt kimutatnom egy olyan virus jelenlétét, amelyrol
Magyarorszagon eddig még nem adtak hirt. Eredményeim tehat azt mutatjak, hogy a metagenomikai
megkdzelitésli virusdiagnosztika segitségével valoban mas jellegli kérdésekre kaphatunk valaszt, mint
a hagyomanyos diagnosztikaval. Ezen kérdések megvalaszoldsa a szaporitdanyag virusmentesitésénél
valhat jelent6ssé, ahol nagyon fontos, hogy egészséges és korokozomentes ndvényeket hozhassunk
1étre.
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Osszefoglalo

A vegetativan szaporitott fasszaru novényekkel egylitt az alanyokban megbujé virusokat is
megsokszorozhatjuk. A virussal fertdzott iiltetvények gyogyitasara nincs lehetdség, ezért a
virusmentes szaporitdanyag eldallitasa kulcsfontossagu.

Virusfertdzottség kimutatasdhoz érzékeny diagnosztikai modszerekre van sziikség. Jelenleg a
hatosagok ezeket a vizsgalatokat foként ELISA és PCR modszerekkel végzik, amelyekhez
kell a keresett virus oOrokitdanyaganak bazissorrendjét. Ezzel szemben a metagenomikai
modszerekkel olyan virusokat is kimutathatunk, amelyet addig nem kerestiink.

Célom az volt, hogy egy ilyen metagenomikai modszer: a kisRNS-ek 1j generacios
szekvenalasa segitségével felmérjem izolatorhdzakban, torzsiiltetvényeken és in vitro
tenyészetekben nevelt csonthéjas gyiimolesfak virusfertdzottségét. A kutatishoz az Erdi
Gytlimolcstermesztési Kutatointézet kajszibarack és szilva iiltetvényeirdl gyiijtéttem mintat,
melyb6l RNS kivonast végeztem és kisRNS konyvtarat hoztam létre. A kisRNS-ek
szekvenalasa utan a kapott szekvencidkat bioinformatikai méodszerek segitségével értékeltiik,
mely sordn a kapott readeket kozvetleniil, illetve kontigokka 0Osszeszerelve az NCBI
adatbézisara illesztettilk. Ennek sordn, egy Magyarorszagon eddig még nem leirt virust, a
Cherry virus A-t azonositottam. A virus jelenlétének visszaigazolasahoz virusspecifikus
primereket terveztem, majd optimalizalt PCR segitségével felszaporitottam és a terméket
megszekvenaltattam. A PCR termékeket pBluescript vektorba is klonoztam melynek szintén
meghataroztattam meghataroztattam bazissorrendjét. A kapott szekvenciakat mas orszagokbol
szarmazo szekvencidkkal 0sszevetettem.

Eredményeim azt mutatjdk, hogy a kisRNS-ek 10j generacios szekvenalasaval valdban
detektalhatunk a kotelezden tesztelt virusokon kiviil megjelend egyéb, akar eddig még nem
ismert virusokat is.
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Summary

Cultivated plants are constantly exposed to the attack of plant viruses, against which pesticides
are not effective. Fruit trees are usually propagated by vegetative means, therefore if virus
diagnostic methods are not sensitive enough, viruses can easily pass through the propagation
material. In Hungary, mandatory virus control is carried out mainly by ELISA and PCR
methods, but this way only already known viruses can be detected. My aim was to measure the
viral infection of stone fruit trees grown in isolator houses, stock nurseries and in vitro cultures
by next-generation sequencing of small RNAs. This metagenomic technique enables us to find
viruses that are unknown in our country or have not been described in the particular plant
species so far.

| collected samples from apricot and plum trees in the Research Station of Erd. After RNA
extraction, | have prepared smallRNA libraries, and have sequenced them using Illumina
platform. The resulted sequences were evaluated by bioinformatics methods. During this
analysis we prepared a virus hit list by two different approaches: larger contigs from the small
RNA reads were built, and these contigs, and the resulted reads directly were aligned to the
viral reference genomes in the NCBI by BLAST. As a result, in some of my samples | identified
Cherry Virus A (CVA) an undescribed virus in Hungary. Virus-specific primers were designed
and pieces of the predicted virus were amplified in an optimised PCR reaction. After that PCR
products were cloned and sequenced. My sequences were then compared to virus sequences
from other countries.

My results demonstrate, that besides obligatory tested viruses we can indeed detect new, as-yet
unknown viruses by next-generation sequencing of small RNAs.
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Irodalom

38



Koszonetnyilvanitas

Szeretnék koszonetet mondani témavezetémnek Varallyay Evanak aki szakértelmével és
tapasztalataival, valamint a kutatasomhoz sziikséges koriilmények biztositasaval
nélkiilozhetetlen tdmogatast nyujtott  dolgozatom  elkésziiléséhez. Koszondm a
lelkiismeretességét és segitdkész lelkesedését amivel felém fordult, valamint épitd tanacsait,
amellyel iranyt mutatott és inspiralt.

Halas vagyok Carmen lliescu-nak, hogy a moédszerek elsajatitasaban mindig szamithattam
kedves segitségére. Kiilon szeretném megkdszonni Czotter Nikoletta segitségét, valamint
Varga Tiindének azt, hogy segitett ratalalni a Diagnosztikai Csoportra.

Koszonettel tartozom Molnar Janosnak aki a bioinformatikai értékelésben nyujtott segitségével
jelentds mértékben meggyorsitotta adataim feldolgozasat.

Es végiil de nem utolso sorban szeretném kifejezni szivbdl jové koszonetemet csaladomnak és
barataimnak, akik szeretettel, tiirelemmel és megértéssel fordultak hozzadm tanulméanyaim alatt.

Ko6szondm mindenkinek !
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