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1. Bevezetés

A virusok nagyon gyakori fert6z6i a novényi létforméaknak. A természetben, a
term6foldeken, de valoszinileg még az iiveghazi példanyok mindegyikében is
megtalalhatjuk a nagyszamud névenyvirusok valamelyikét. Egyesek a ndvényi genomba
beéplilt retrovirusként funkcidjukat vesztették. Masok latens modon vannak jelen, és
lehetséges, hogy vizsgalat nélkil soha nem is észlelnék jelenlétiiket. Valamint vannak a jol
és kevésbé jol ismert, betegseégeket, ez altal pedig sulyos gazdasagi karokat okozd
patogének. Els6sorban az utdbbiak detektalasara, azonositasara, leirasara és megfékezéesere

iranyulnak a kutat&sok.

A kilonbozé molekularis  biologiai technikékat felhasznald diagnosztikai
fejlesztésének harom célja van. Az egyik, hogy olyan modszert hozzanak létre, ami a
lehetd leggyorsabb-, legpontosabb- és legkdnnyebben hozzaférheté eredményt produkalja,
elsésorban mez6gazdasagi, terepi és novényvédelmi célzattal. A mésodik, hogy egy
vizsgalat soran, egyidejiileg a leheté legtobb féle korokozora tesztelhetévé tegyenek egy
mintat, lehetdleg egyidejiileg, ez altal is ndvelve a sebességet. Harmadikként pedig olyan
technologiak alkalmazasara fokuszalhatnak, ami az 0j fajok megismerésére, leirasara,
genomjuknak feltérképezésére specializalédik. Mindharom célkitlizésre alkottak és

folyamatosan tokéletesitenek diagnosztikai modszereket. Munkdm soran hasonl6
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ismertetném, beleértve azokat a kulcsfontossagu molekularis aspektusokat, amelyek
azonositasukra Kifejlesztett moddszerek alapjat keépezheti. Ezt kovetéen bemutatom a
virusok diagnosztikajara kifejlesztett modszereket, beleértve a rutin-, és néhany kisérleti
alkalmazasukat is. Miukodésiuket és felhasznalhatdsdgukat vizsgalva fel lehet tenni a
kérdést, hogy mégis melyik lehet a legjobb modszer, és ezt milyen tényezdk alapjan lehet

megitélni?



2. Virusok altalanos jellemzése

A virusok Féldiink legizgalmasabb organizmusai kozé tartoznak. E16 és élettelen
anyagra jellemz6 tulajdonsagaik is vannak, és annak ellenére, hogy még csak nem is
rendelkeznek Onalldban mikodé anyagceserével, €s képtelenek az 6nall6 mozgasra, a
bioldgia tudomanyterlletének minden szintjén megmutatkozik a hatasuk. Kezdve az
Okologiai szempontbdl betdltott parazita szereplkkel, egyes allatpatogén virusok akar
évtizedenként jelent6s epidémiakat, néha pandemiakat okoznak. A sulyosabb jarvanyok a
populécios kolcsonhatasok jelentds atalakulashoz, akar fajok kihalasédhoz is vezethetnek.
Az egyedek szinten torténé kifejez6désiik nem jellemezhet6 csupan a tiinetek leirasaval.
Fontos megfigyelni azok differencidltsagat, a gazdaéllat, vagy -novény reakciojat,
életmiikodésére vald hatasat, illetve hogy az adott fert6zést milyen mas parazita
megjelenése koveti. Mar szinte tényként konyvelhetjik el azt a jelenséget, hogy egy
virusfertézés soha nem folyik le Onmagaban, mindig valamilyen mas parazita is
kozrejatszik egy-egy megbetegedés kialakitasdban. Gondoljunk csak az Allati
megbetegedések soran a gyengiilé immunrendszer miatt megjelend masodlagos
fertézésekre, vagy a novényeknél oly gyakori multiplex infekciéra. Molekularis szinten
vizsgalodva pedig egyre tobbet tudunk egyes virusok felépitésérdl, fertdzés
végbemenetelérdl és a hatterében all6 biokémiai folyamatokrdl. Még ha a gazdaszervezet
képes is volt ©Onall6 védekezésre, és a virus terjedésének megallitasara, annak
orokitéanyaga akar generaciokkal késobb is kimutathatdo a genomjabdl. Mindent

egybevetve ezek a nanométeres nagysagrendii KOrokozok igen nagy jelentdséggel birnak.

Maga az elnevezésik a latin Virus szobol szarmazik, melynek angol megfeleldje, a
poisoneus is arra utal, hogy ezek toxikus, kart okoz6 mikroorganizmusok.
Legegyszeriibben ugy irhatoak le, hogy olyan fert6z6, megbetegedést okozd kdrokozok,
amelyek magas gazdaspecifitassal rendelkeznek és csupan genetikai anyagbol és azt
koriilvevé fehérjeburokbol 4allnak (Lazar, 2011). Onallo reprodukciora, replikéciora,
metabolikus folyamatokra nem képes, ezért a gazdasejt mechanizmusait hasznalja, mind a
genom, mind a fehérjeburok szintéziséhez és Uj virusok termeléséhez. Gazdasejten kivil

virion formajaban van jelen, amely kitartoképletnek felel meg. Olyan parazita, amelyek



minden ¢él6 format képes megfertdzni, tobbek kozott, allati, novényi és bakterilis
szervezeteket, de még gombékat és fitoplazmakat is. Apr60 méretuk miatt
fénymikroszkoppal nem lathatéak, csupan 30-t6l 450 nm-es mérettartomanyba esnek,
amely érték 100-szor kisebb, mint egy atlagos baktériumé. Az 1960-as években kdzel 1600
virusfajt ismertek, amelyeket tébb mint 100 csaladba soroltak be. Napjainkban csak az
ismert virusok szama, 2013-as adatok alapjan kdzel 1740330-ra tehet6 (1.4bra), amely még
csak nem is tartalmazza az egysejtii organizmusok patogénjeit. Egyes becslések szerint az
6ceanokban akar tobb, mint 10%' kiilonboz8 virus részecskét talalhatnank

(http://www.virology.ws).
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1. abra. A Fo6ldon el6forduld, felfedezett virusfajok szama, és annak varhato jovobeli alakulasa

(http://rspb.royalsocietypublishing.org)

A szervezddésiiket tekintve kizarolag onalloak, felépitésiik is rendkiviil egyszert.
Genetikai informéciot tartalmazd orokitdanyagbol, és az azt koriilvevd, fehérjeburokbol,
mas szoval kapszidbdl allnak. Ez a két elem egyuttesen alkotja a viriont. Egyes virusoknal
eléfordul egy harmadik réteg, egy kiilsd, lipoid jellegli, un. peplon, amely szintén a
gazdasejtb6l szarmazik, és védelmi, illetve terjesét segité funkciot tolt be (dr. Horvath,
egyik alapjaul is szolgal. A besorolasuk masik meghatarozoja az o6rokitéanyag kémiai
Osszetevdje, ami alapjan csoportosithatunk egyszali, vagy kétszali, RNS, vagy DNS
virusokat A nukleinsav sorrendben kodolt informacio alapjan lehetnek tovabba szenszek,
antiszenszek, a leolvasas iranydnak megfelelden. Elemeinek szintézis¢hez a gazdaszervezet
enzimrendszerét hasznaljak. Az eredmenyes infekcidt Ot szakaszra oszthatjuk, ezt

részletesebben a 4. fejezetben targyalom (Tvezet, 2014).



Kezdetben a virusok diagnosztikdja a tlinetek megfigyelésén alapult, de ez tébbek
kozott a tobbszords, illetve latens fert6zések miatt sem vezetett hiteles eredményekhez. A
legmegbizhatobb adatokhoz objektiv diagnosztikai eljarasok alkalmazasaval jutunk.
Ilyenek példaul a szeroldgiai, vagy hibridizaciés mddszerek, vagy a technika fejlodésével
az Orokitbanyaguk nukleinsav sorrendjének, genomjuknak a meghatarozasa. A sikeres
azonositast kovetden a megfeleld védekezési eljarast sziikséges végrehajtani a fert6zés
megallitisa  érdekében. Allatpatogén virusok esetén egyre szélesebb korben
alkalmazhatunk terapias eljarasokat, amelyek az orvostudomany szakteruletéhez tartoznak.
A novényvirusok elleni védekezés, nagyon nehézkes. A mar Kkialakult betegség
megfékezése egyelére nem lehetséges. Az egyetlen megoldas a megel6zés, amelynek
végrehajtasa meglehetésen koltséges és munkaigényes folyamat. Vegetativ szaporitas
soran szigoruan ellendrzott virusmentes, illetve virusrezisztens fajtdk hasznalatat, meglévo
tltetvényeken pedig a vektorokat megfékez6 inszekticidek és fungicidek hasznalatat
igényli (Mauck, De Moraes, & Mescher, 2014).

3. A ndveényi virusok és virus- okozta megbetegedések

3.1.Jelentoség

Mas virusokhoz hasonléan a névényi virusok is obligat, intracellularis parazitak,
amelyek gazdasejt nélkil nem képesek o©nall6 replikaciés és reprodukcios
mechanizmusokra. Mivel a gazdandvény génkészletét és enzimrendszerét is felhasznaljak a
szaporodashoz, elény6sebb szamukra, ha ezt fejlettebb szervezetekben teszik, éppen ezért,
a névényvirusok altalaban magasabb rendi, edényes névények patogénjei. Ebbe sajnalatos
modon  beletartozik szinte az 6sszes, ember &ltal termesztett haszon-, kultdr-, és
diszndvény, amelyeket nagyon nagy szamban meg is fertéznek ezek a kdrokozok. Csupén
Europaban kozel 1000 névenyi virusbetegséget irtak le, vilagszerte pedig, egyes becslések
szerint 40 millio Eurd kart okoznak egyetlen év lefolyasa alatt. A termesztett ndvenyek
korében nagyon nagyszamu és gazdasagilag jelentds virus és viroid van jelen. Ha egy
virus, vagy viroid megfertéz egy novényt, annak sem a megfékezése, sem az ellene vald
vedekezés nem lehetséges. Ezért a teriileten torténd terjedésének lelassitasa érdekében
nagyon fontos a korai stadiumban vald azonositasa, és a fertdzott novény eltavolitdsa

(Herranz, Sanchez-Navarro, Aparicio, & Pallas, 2005).
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Minden mezdégazdasagi termelést nagymértékben folytatd orszag vizsgalata soran

magas foku virusfertézottséget tapasztalhatunk.

Példaként emlitve, Indidban, a mogyord (Ultetvényeken, ami ott az egyik
legjelentdsebb termény, a Dohany csikossag virus (TSV) Tobacco streak ilarvirus olyan
gazdasagi karokat okozott, amely szdmtalan gazda megélhetését veszelybe sodorta. Csupan
Anantapur korzetében évi 64 millid ripia kéart eredményezett (Mehta et al., 2013).
Pakisztanban pedig, ahol a burgonya az egyik legfontosabb termény, a novények 83%-a
valamilyen virussal fert6zott. A nagyaranyu fert6zottség mellett aggasztd a kevert
infekcidk kimagaslé aranya (Hameed, Igbal, Asad, & Mansoor, 2014).

Bizonyos virusok koinfekcidja azért kilondsen veszélyes a ndvény szadmara, mert
az RNS interferencian (4.3.1.) alapuld védekezé mechanizmusat szupresszald proteint
kodold virus jelenlétében a tovabbi virusok a normal szintet meghaladé akkumulécidja
tapasztalhat6. Sok helyen nem csak a multiplex fertézések szamos, és szakemberek
szdmara is nehezen azonosithatd tlnetegyuttesét, de még a legelterjedtebb
virusfertdzéseket sem tudjak megfeleléen azonositani a helyi termeldk, igy tudatossag
hidnydban a nem tanusitott, fertdzott példanyok szaporitasaval kritikus mértékiivé
ndvekedhet a virusok jelenléte. Ez sajnos nem egyedi probléma. A vildg minden
orszagaban, nemcsak dnmagukban a virusos megbetegedések terjednek egyre jobban,
hanem a gazdak tajékozatlansaga is segiti az azt okoz6 kdrokozok elszaporodasat. Ennek
megfékezésére szilkséges a diagnosztikai moddszerek fejlesztése, azok gyorsabba és
elérhetobbé tétele, valamint a virusok ellen vald védekezés fejlesztése. A vegetativan
szaporitott novények esetében ez kilondsen fontos, mivel megfeleld diagndzis hianyaban
az anyatOben 1év0 virusok tovabbszaporitodnak. Ez altal pedig egy iiltetvénybe bekeriilve
annak befert6zését és eddig nem megfigyelt betegség megjelenését eredményezhetik
(Elena, Fraile, & Garcia-Arenal, 2014). Kulondsen jelentds ez az oltassal szaporitott
gyumolcsoknél (pl.:sz616). A fajtafenntartas és fajtanemesites érdekében létrehozott klonok
Oreg tére vald raoltdsa, azok koriiltekintd diagnozisanak hidnyaba az esetleg egészséges

tovet és az azt koriilvevo novényeket is megbetegitik (Hajdu, 2011).



3.2.A gazda és a kdrokozo

3.2.1. A gazdanovény

Annak érdekében, hogy megértsiik a ndvénypatogén virusok miikodését, érdemes
szOt ejteni a szamukra relevans novényi miikodésrl és morfologiardl. A legfontosabb
tulajdonsag, amely megkiilonbozteti a ndvényi sejtet a tobbi éldlénytdl, hogy a sejtet
hatarolé plazmalemman kiviil egy elsddlegesen celluldéz tartalma sejtfal is talalhatd. Ez
fontos barrier a sejt élettana szempontjabol, tobbek kozétt a tapanyag és vizforgalom
szabalyozésaban, a sejt védelmében valamit a turgor fenntartasaban van fontos szerepe
(Lang F., 2007). A szomszédos sejteket elvalasztja egymastdl, koztik plazmodezméakon at
torténik az anyag- és informéacidaramlas. A plazmodezméak altalaban a szomszédos sejt
endoplazmatikus retikulumaval kapcsolatot tarté fehérjék altal szabalyozott pdrusok.
Atméréjitk 30-60 nm-re teheté. Rajtuk keresztiil torténik a virusok rovid tavd
transzmisszioja, amelyre kiilonb6zé morfologidju és méretli virusok eltérd stratégiat
alkalmaznak (Hipper, Brault, Ziegler-Graff, & Revers, 2013). A novény, virusok
szempontjabol emlitésre érdemes eleme a szallitdszdvet, azon belil is a floém. Mas széval
a hancs az szovetrendszer, amelyen keresztiil a ndvény a képzédés helyérdl a felhasznalas
helyére széllitia az asszimildtumot, amely leggyakrabban szaharéz tartalmd, illetve
aminosavak és ndvekedési hormonok mozgasat is biztositja. Rajta keresztil térténik a virus
jellegli korokozok gazdan beliili hossz tavu transzportja is. Felépitését tekintve 5
kiilonbozd funkcidju sejttipusbdl all. Koziiliik a legfontosabb a rostacsdtag, amelyek
megnyult, perforalt végfali, 0Osszefiiggd csovet alkotd sejtek. Az Oket korilvevod
kisérosejtek parenchimatikus jellegliek, az anyagok rostacsdbe torténd ki- és bejutisat
biztositjdk. A rostasejtek a nyitvatermdk és pafranyfélék esetében latja el a rostacso
feladatat. Tovabba jelen vannak még hancsparenchima és hancsrost tipusu sejtek, amelyek
a floém taplalo és szilardité miikodését latjak el. A rostacsd elemei kozott kalloz gylirlinek
nevezett, akar 1-14 um atmérdjl, kiszélesedett plazmodezmak talalhatoak, amelyek a

rostalemez nevii képletet alkotjak (Truernit, 2014).



3.2.2. Virusmorfologia és felépités

A novenypatogén virusok felépitése nem kilénbozik az eddig targyalt alapsématol.
Orokitd anyaguk sokféle szerkezetbe rendezddhet. Lehet egyszali DNS (pl.:Geminivirus),
kettdés RNS (pl.:Reovirus), kettds DNS (pl.:Caulimovirus), mind kozul pedig a
leggyakoribb a (+) RNS, ami hozzavetélegesen a novényvirusok 70%-ban fordul eld. Ez
utébbiak jellegzetes szervezédéshez tartozik az 5°-végen egy 'metil-guanozin sapka, vagy
egy kis molekulatomegii, un. VPg fehérje, a 3’-végen pedig egy farok struktura talélhato.
Genomjuk lehet egykomponensii és szegmentalt is. Az utobbi esetében elemei csak egyiitt
fert6zoképesek. A virus részecske mérete tobbnyire a genom méretéhez igazodik. A
sejtalakot a genetikai anyagot koriilvevd fehérjeburok hatarozza meg. A morfologidjuk
igen sokféle lehet, pélcika alakutol, a szférikusig (2.4bra) (Horvath, 1999). A
legelterjedtebb a helikalis forma, ami tébb, mint a ndvénypatogén virusok 50%-nél fordul
eld. Atlagosan 300-500 nm hossz(sagu és 15-20 nm atmér6ji. Ilyen a legismertebb, és
els6ként leirt virus, a TMV. A masodik legéltalanosabb az izometrikus struktira, amely
altaldban 40-50 nm atmér6ji. Vannak olyan virusok, melynek mintha két Osszetapadt
izometrikus alegységbdl alltak volna 6ssze, ezt ikervirionnak hivjuk (Geminiviridae). Az
envelope nem jellemzd a ndvényvirusokra, nagyon kevés rendelkezik koziilik
glikoproteinekkel. Ennek oka az lehet, hogy ez a réteg a gazdasejtbdl torténd kiszabadulas
sorén jon létre, a névényeknél viszont inkdbb a kész virusok sejtek kozotti transzportja
altal torténik a fert6zés (D'Arcy, 2000).

A virustorzsek rokonsdgat a nukleinsav homologia foka hatarozza meg.
Rendszertanuk nem képezi szerves részét a témakornek, igy a tovabbiakban csak a

csaladok és genuszok emlitése szintjén foglalkozok vele.
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2. abra. Kiilonb6z6 morfolégiaval és genom struktiraval rendelkezé virionok. CP=Coat Protein
(kbpenyfehérje), VAP=Virus associated protein (kiegészit6 glikoproteinek) A, Hosszl (2200nm), csavarodott
filamentaris struktara, farki részén egy minor kaszpid molekulaval, egyszald, linearis RNS(+)-sel.
(Closteroviridae) B, Merev, helikalis fehérjeburok, kdzponti csatornajaban egyszalu, linearis RNS(+).
(Tobamoviridae) C, Ikozahedralis ikervirion, benniik egyetlen, osszefliggd, egyszald, cirkularis DNS.
(Geminiviridae) D,lkozahedréalis kapsziddal és szegmentalt, egyszald, linearis RNS(+), 5°-végén VPg
sapkaval, 3° végén pedig PoliA farokkal.(Secoviridae) E, Nagyméretii (45-50 nm), ikozahedralis, tobbrétegii
kapszid, glikoproteinekkel, benne cirkularis, kétszalid DNS genom. (http://viralzone.expasy.orgq)

3.3. Szimptomak

A virus-noveény interakcid kovetkeztében megjelenhetnek a ndvényen morfoldgiai,
fiziologiai, és strukturalis elvaltozasok. Ezeket &sszefoglaldan tlneteknek vagy
szimptomaknak hivjuk. Eszlelésiik még a laikus szemeknek sem nehéz feladat, mivel
legtdbbszor a normalistdl igen eltérd szin és mintazat, illetve beteges kiils6t kdlcsonzo
satnyulas kovetkezik be. Két csoportra kilonithetjik a tiineteket. Lokalis vagy primer és

szisztemikus vagy szekunder szimptéméakra (Ghoshal & Sanfacon, 2015).

3.3.1. Lokalis szimptémak

A lokalis tlnetek az 6sszes kozil a leggyorsabban, Kklorozis, vagy nekrézis
forméjaban jelentkeznek. Néhany nappal, vagy akar 6raval a virus bejutasat kovetéen mar
megfigyelhetéek. Kiilonboz0 méretben, szinben ¢és formaban jelentkeznek ¢és
Osszefoglaloan lokalis lézioknak hivjuk 6ket (3.abra). A klorotikus tiinetek vilagoszold,
sargaszold és sargasfehér, a nekrotikusak pedig fekete, barna, vagy voroses foltok

megjelenésében és a sejtek elhalasaval jarnak (Horvath, 1999).
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3. abra. Leveleken megjelené lokalis szimptémak. A, klorotikus régidk az erek kozott. B, nekrotikus
sejtelhalds. (http://www.agf.gov.bc.ca)

3.3.2. Szisztemikus szimptémak

Ez a tiinetcsoport jellemzéen az inokulaciot kovetéen késébb jelenik meg, ami
jelenthet napokat, heteket, hdénapokat, egyes esetekben akar éveket. A megjelenés
sebessége fugg a ndvény szervezettanatol, koratdl és a kornyezeti feltételekt6l. Sokkal
jellegzetesebbek, jobban azonosithatéak, mint a primer szimptomak. A virusok
klasszifikacidja is sok esetben a novényen megjelend tiinet alapjan torténik (Horvath,
1999). A kovetkezOkben leggyakrabban megfigyelt tiinetcsoportok kozul szemléltetem a
legjellegzetesebbek (4.4bra) (http://www.apsnet.org).
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4. &bra. Szisztemikus szimptomak. A, Oszibarackcsemeték satnyulasa, Szilva térpiilés-(PDV), és Prunusz
nekrotikus gyiiriifoltossag (PNRV) virusok koinfekcioja kdvetkeztében. B, Mogyordlevél koncentrikus
gytriifoltokkal, amit a Paradicsom bronzfoltossag virus okozott. C.Citrus psorosis virus (CPsV) éltal
eldidézett tinetek citromfan. D, Uborka mozaik virus (CMV) nyomai uborkatermésen
(http://www.cals.ncsu.edu) E, Termés elszinez6dés Gszibarackon, Szilva himld virus (PPV) fertézése altal F,

Sz616 levélsorddsas virus (GLRaV) tiinete sz616novényen. G, Vordshere tarkulas virus (RCVMV)-okozta
szisztémas érnekrézis, borséndvényen. (http://www.apsnet.org)

3.4.Terjedés

A novényvirusok virion formajaban is képtelenek az 6nalld6 mozgéasra, infekciojuk
hatékonysaga csak is a terjesztését végzo vektoroktol és szaporitdanyagtol fiigg. Novényrol
novényre, vagy egyik sejtb6l a masikba torténd transzmissziojuk egészen mas stratégian
alapul, mint az allati virusoké. Ennek oka a noveényi sejtek, allati- és bakterialis sejtektol
eltér6 felépitése, és az nyilvanvald tény, hogy a ndvenyek nem képesek aktiv mozgésra,
igy az oket fert6z6 virusok szamara Ujabb problémét vetnek fel a nagyobb tavolsagokra
vald terjedés soran. Az akadalyok ellenére mégis igen hatékony modszereket fejlesztettek
ki az infekcidra. Ezek a néhany 100 nm-es patogének képesek sejtrdl sejtre akar 4-80

um/ora, illetve szallitonyalabban 0,1-0,2 cm/6ra sebességgel is terjedni. (Ersek T., 1998)
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3.4.1. Rovid- és hosszutavu terjedés

Megkilonboztethetlink révid tavu és hosszu tavla transzmissziot. A rovid tava a
virus gazdaegyeden belili, egyik sejtb6l a masikba vald atjutast jelenti. Ez a ndvényi sejtek
kozott kialakuld plazmodezmakon, azaz szimplasztikus Gton at torténik. Ez azt jelenti,
hogy virus nem Iép ki az intercellularis térbe, csak is a sejtek kdzott kialakult csatornakat
hasznalja. A virusok replikacioja legtobbszor a fiatal, fotoszintetizald parenchimatikus
szovetekben torténik. Az innen valo terjedésre, floémbe valo eljutasra hasznaljak a
plazmodezmékat, amelyek a parenchimatikus sejtek kozott még joval Kkisebb
porusméretiick, ez bizonyos esetekben, a preciz reguldciot folytatd ndvények esetében
gatat is vonhat a virus terjedésének. A kisérésejt és a rostasejt k6zott viszont joval nagyobb
atmér6ji, porusos plazmodezmak alakultak ki, joval nagyobb ateresztoképességgel
rendelkeznek, mint a mezofill sejtek kozottiek, igy kénnyebbé teszik a floémbe val6

bejutast.

A hosszl tavu transzport a floémen keresztiil torténik. Ezen a teriileten nem sok az
ismeretiink, ami a szallitoszovetek nehéz hozzaférhetdségébdl, kezelhetdségébdl ¢és
tanulmanyozhatdsagabol is adddik. Leginkdbb a gazdandvény aktiv szallitoszoveteinek
elhelyezkedésétol és szerkezetétdl fiigg a szovetnedvhez vald hozzajutds nehézsége.
Tanulmanyok soran kimutattak, hogy a virus a fert6zott levélbol a rostacsovon at jut el az
egészseges levelekbe. Két formaban is szallitodhatnak, nukleinsav komplexként, és
virionként, azaz kapsziddal burkolva. ezek kozil pedig az utébbi szamit gyakoribbnak.
Egyes virusfajtak, eltér6 modon folytatjadk a vaszkularis transzportot, masok a kapszid
alapjan kiilonithetok el (Hipper et al., 2013).

A hosszU tava transzport tovabbi forméja lehet, amikor a fert6z6 szaporitdbanyag
terjedése altal kovetkezik be egy-egy virusfaj terjedése. Ez torténhet pollen, vagy mag
altal. A mag esetében vagy a belsé endospermiumbdl, vagy a kiilsé perikarpiumbol indul

ki a fert6zés, a mar csirdzé névényben (Jones, 2014).
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3.4.2. Mechanikai atvitel

Mechanikai atviteli formak kozé tartozik az oltas, a szemzés, a sebzés, dugvanyozas
és egyéb vegetativ szaporitoszervekkel torténé atvitel (5.4bra). Ezek mind olyan
virusfertézéseknek a kiinduldépontjai, amelyek emberi hibabol szdrmaznak, azaz a nem elég

koriiltekintd, illetve a szakszer virusdiagnosztikat mell6z6 szaporitasbol erednek.

5. abra. Kiilonb6z6 oltasi mechanizmusok illusztraciéja (http://www.dreamstime.com).

3.4.3. Vektor-medidlt transzmisszié

A gomba-, vagy allatvektor altali terjedési mdd a legdifferencialtabb. A vektorok
lehetnek tobbek kozott a tripszek, a levéltetvek, a fatyolkdk, a poloskdk és a kabocak
(6.4bra). Az izeltlablak &ltali terjesztés altaldban négy dologtdl fiigg. Hogy a ndvenyen
taplalkozo6 allatnak mennyi ideig tart annak nedveibdl kinyerni a fertézoképes virust, majd
ez a fertézoképesség meddig all fenn, ehhez kapcsolodva pedig mennyi idébe telik a
rovarnak egy masik ndvényre vald atjutdsa, egyiittesen mennyi a virus ,,életideje”. Végiil
pedig vannak olyan specidlis virusok, amelyek a vektort koztigazdanak hasznaljak, egyes

elemeik replikaciojat allati sejtekben hajtjak végre (Roossinck, 2015).
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6. dbra. A legjellegzetesebb névényvirus vektorok : kdzépen a virus-vektor interakcié egy Gtjanak
alapsémadja, korilotte: A, Poloska. B, Levélbogar. 35 ismert virus vektora C, Molytetvek. A mozaikos
megbetegedések nagy részének terjesztdi. D, Lepkekabdca. Akar 20 kiilonb6z6 virus vektora lehet. E, PUpos
kabdca. (http://www.cals.ncsu.edu) F, Kaboca. 80 kiilonboz6 fert6zést hordozhat. G, Levéltetvek. Tobb,
mint 150 ismert virus vektoraként a leghatékonyabb terjeszté. H, Tripszek. (D'Arcy, 2000).
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4. A novényi virusfertézés molekularis hattere

4.1. A gazda és a virus genom szervezddése

A virusokat 6nmagukban is felfoghatjuk fert6zést okoz6 nukleinsavaknak. Ahogy
mar korabbi fejezetekben emlitettem a viralis genom felépitése nagyon sokféle lehet, az

RNS, vagy DNS molekulak szerkezetét, szervez6dését és irdnyultsagat tekintve.

A genom egy organizmus OrokitGanyaganak teljes informaciotartalméat jelenti.
Tartalmaz kddolo6 és nem kodold szekvencidkat is. A novényi nukleéris genom csupan 2%-
a tolti be a kodold, azaz gén funkciot. A genom fennmaradd nem kodol6 részének kozel
50%-a pedig ismétlodé szekvenciakbol all. Ennek kilonlegessége, hogy szamottevd
aranyukban retrovirusokat kddol Ezek egyszald, plusz szensz RNS szekvencidk, amelyek
nagyon hasonldak a névenyi virusokhoz, de méar a ndvényi genomba beépilt, mobilis
elemeknek jegyezziikk 6ket. Habar egyes sajat elemeik replikaciojahoz szikséges
szekvencidit sikeresen beépitették a gazda genomjadba, a virussa éplléshez sziikséges
esszencialis génjeik valamelyike hidnyzik. Kordbbi virusfertézés maradvanyinak

szamithatnak, de pontos eredetlik nem ismert (Horvath, 1999).

A virusgenomok az Osszes ¢€l6lény genomjaval Osszehasonlitva a legkisebb
méretiinek szamitanak. Méretilk szamszertien 1500 és 20000 nukleotid hosszusagu kozé
esik. Ennek az az oka, hogy aranyaiban sokkal kevesebb nem kddol6 régiot tartalmaz, és a
gének szama is meglehet6sen alacsony. A novényi virusok atlagosan 5-10 génnel
rendelkeznek, ezek pedig altaldban 4 kiilonb6z6 funkciojt fehérjét kodolnak. Az elsd
csoportba a replikaz komplex enzimjei tartoznak, amelyek polimeraz és helikaz
funkcidjukkal biztositjak a vegetativ forma gazdasejten bellli atirdsat. A masodik csoport
tagjai specidlis, plazmodezmakon keresztiili mozgast segité fehérjeket kodolnak.
Harmadikként beszélhetiink a kopenyfehérjéket kodold génekrdl, amelyek a kapszidot
alkotd polipeptidek termeléséhez sziikségesek. Utolsoként emlithetdek proteinaz tipust
enzimfeherjék, amelyek egyes virusoknal segitik a virusfehérjék termelését és virionna
alakulasat. Ez olyan virusokban van jelen, amelyekben a fehérjék poliproteinként
termelédnek (Ersek T., 1998).
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4.2. Replikacio és transzkripcio, virusfertizés folyamata

Replikacionak a DNS molekula megkett6z6dését hivjuk. Tagabb értelemben a
genetikai informacié aramlasanak folyamata, ami sokféle modon megvalosulhat. A
Iényege, hogy az informacio ugy keril at egyik molekularél a masikra, hogy az egyik

monomersorrendje alapjan alakul ki a méasik monomersorrendje.

A virusok nem rendelkeznek sajat nukleinsav-, és fehérjeszintetizald képességgel.
Anyagaik elballitasahoz a gazdasejt enzimkészletét hasznaljak fel, olyan modon, hogy
atprogramozzak annak mikodését. A virionok Dbioszintéziséhez vezeté folyamatok
Osszesseget produktiv infekcionak hivjuk, amely 5 szakaszara oszthat6: — adszorpcid,
penetrécid, dekapszidacio, eklipszis, maturaco, kiszabadulas (Horvath, 1999).

Az elsé az adszorpciés fazis, melynek sorén a virion és a gazdasejt kozott stabil
kotddés alakul ki. A ndvénypatogén virusok passziv modon, valamilyen vektor
kozvetitésével jutnak el a még egészséges gazdasejthez. Ezt kdvetd 1épés a penetracid a
teljes virion, vagy annak genetikai anyaganak bejutasa a gazdasejtbe. Kilonféle
mechanizmusokkal torténhet, a nukleinsav belovellésétdl kezdve a fagocitdzison at, olyan
vektor hasznalataig, ami egyenesen a sejtbe hatol. Harmadik lépésként dekapszidacio
torténik, ami egyet jelent a virus fehérjeburkanak elemésztésével, egy specialis
kapszidbont6 enzim segitségével torténik a deproteinizalddas. Erre azért van szlikség, hogy
az Uj virusok keletkezéséhez sziikséges nukleinsav teljes egészében hozzaférhetd legyen az
enzimek szamara. A negyedik fazis az eklipszis. Ekkor zajlanak a leglényegesebb
szintetikus folyamatok. A virus nukleinsavban tarolt informacidja alapjan, a gazda
polimeraz enzimjeinek segitségével szintetizalodnak az Uj virus elemei. Ez kulonféle
modokon torténhet. A leggyakoribb, amikor a pozitiv szalrdl el6szor egy negativ szal
szintetizalddik, majd arrdl nagy szamu 0j pozitiv szal képzodik, igy torténik a nukleinsav
wmegsokszorozddasa. Az 6todik szakasz, a maturacié soran a szintetizalodott nukleinsav
és fehérje virionna épulnek 6ssze. Ez a ndvényvirusok esetében nem mindig meg végbe,
mivel a plazmodezmakon at torténd terjedéshez nem feltétleniil sziikséges a virion
létrehozésa. Az utolso fazis a kiszabadulas, amikor megtorténik a fert6zoképes virus, vagy
virion kijutasa a sejtb6l (7.abra) (D'Arcy, 2000).
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7. dbra. A produktiv replikacio folyamata. A (+) RNS virus vektor kozvetitett médon bejut sejtbe, majd ott
megkezdi replikaciojat. Elséként az enzimfehérjéinek expresszidja torténik, majd azok elvégzik a (-), majd
arrél a (+) szalak replikaciojat. Ezt kovetden a kés6i gének termékeként elballitodnak a szerkezeti fehérjék is,
amelyek a (+) ssSRNS-ekkel 6sszeszerelédve fogjak alkotni az uj virionokat. (D'Arcy, 2000).

4.3. Novenyi védekezo reakcio

A novényi szervezetek életében szamos abiotikus és biotikus stresszfaktor van
jelen, amelyek szignifikansan csokkentik a névény produktivitasat és életben maradasi
esélyliket. Az elébbiek kdzé szamos kornyezeti tényez6t sorolhatunk, mint a szarassag, a
magas so tartalom, vagy a tul alacsony- vagy tal magas homérséklet. A biotikus stresszek
kozott pedig szamos patogén hatasa mellett a virusos fertézések is elokeld helyet foglalnak
el. Mint a legtébb stresszhatas, a virusinfekcio is molekularis biologiai folyamatokat indit
el a gazda szervezetében. Szadmos noOvény hiperszenzitiv reakcionak nevezett
mechanizmust fejlesztett ki az elleniik valo védekezésre. Ennek soran sejtfal dsszetételbeli
és fizikai tulajdonsagainak megvaltoztatasaval, valamint szekunder metabolitok
termelésével képes a korokozd terjedését meggatolni. Az infekcié soran pathogenesis-
related proteinek képzddnek, amelyek a korokozo altal termelt proteolitikus enzimek

inhibitoraként, valamint katalitikus enzimként miikodnek(Kumar, 2014).
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4.3.1. RNS interferencia, géncsendesités

Az RNS interferencia (RNSi) jelensége magaba foglalja a szekvencia-spefikus
génreguléciot, dsSRNS-ek kepzését, ez altal pedig a transzkripcid vagy transzlacio gatlasat .
Ez egy evollcidsan stabil védekez6 mechanizmus, melynek soran rovid kétszald RNS

(dsRNS) darabok a citoplazmaban jelen 1év6 specifikus mRNS-ek szekvencia

proteinek (DRB) felismerik, majd feldaraboljak, és 21-24 nt hosszUsagl kisRNSek,
mikroRNS vagy siRNS duplexek keletkeznek. Virusfert6zés soran az utdbbiak képzddnek
a virus RNS-r61, majd interakcidba 1épnek az Argonautaval (AGO) és a hozza kapcsolodo
fehérjékkel, amelyek az RNS-indukalt csendesité komplexet (RISC) alkotjak. Egyik szaluk
beepul a komplexbe és specifitast ad annak. A kisSRNS-sel ,,t61t6tt” RISC fel fog ismerni
minden a kisRNS-sel komplementer szekvencidju RNS-t a sejtben és azt elhasitja, vagy
transzlaciosan gatolja (8.4bra), (Kamthan, Chaudhuri, Kamthan, & Datta, 2015).
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8. dbra. A fent részletezett géncsendesités jelenségét illusztralja az aldbbi folyamatabra. A
folyamatot a sejtmagbol kijuté dsRNS inditja meg, amely a Dicer enzim kdzremiikodésével darabolodik fel.
Az igy képz6dott miRNS és siRNS fragmenteket a RISC-komplexben résztvevé Argonauta fehérje ez altal

megtorténik a géncsendesités (http://elte.prompt.hu).
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Az RNSi és annak szabalyozésban betoltétt kulcsszerepének felfedezése Ota
alapvetévé valt, hogy oriasi jelentésége van a virusdiagnosztika fejlesztésében és a
novényvédelem lehetdségeinek kiterjesztésében (Saurabh, Vidyarthi, & Prasad, 2014). A
virus és gazda kozott koevolucios folyamat zajlik, a virusok kiilonb6zé moédokon reagalnak
a novény védekez6 mechanizmusara, probaljak azt gatolni. Ez a fegyverkezési verseny
vagy a novény teljes rezisztenciajahoz, vagy szisztematikus fertézéshez vezet, eés a

gazdandvény pusztulasat okozza.

5. Torténeti attekintés. Virusdiagnosztika a molekularis
eljarasok elott.

5.1. TMYV felfedezése, virologia fejlodése

A novényi virusok kdzel sem olyan ismertek, mint az intenziven kutatott allati
virusok, az egyik kozilik mégis ikonikussa valt, mégpedig az elséként felfedezett Dohany
mozaik virus (TMV). Ennek a korokozonak sikeriilt els6ként kimutatni a jelenlétét, és
terjedését. 1892-ben, Ivanovsky igazolta, hogy a ,mozaik betegségben” szenvedd
dohanynovény szovetnedvével meg lehet betegiteni egy attdl egyebkent elszeparalt,
egészséges példanyt. Ezt kovetden Beijeric felfedezte, hogy a bakterialis mérettartomanyra
optimalizalt porcelan filteren atsziirt szovetnedv tovabbra is fert6z6képes maradt, igy
bebizonyosodott, hogy olyan nanométeres mérettartomanyba tartoz6 koérokozét vizsgal,
amelyet az eddigi modszerekkel még nem sikerult izolalni (Zaitlin & Mayer, 1998). A
kialakult ,,virus koncepciot”, habar tiinetek és a terjedés modja alatamasztotta, a
mikroszkopos vizsgalatok nem tudték igazolni. Ennek ellenére tovabb folyt a kutatés, és a
megbetegedések vizualisan észlelhetd tulajdonsagai alapjan 1939-ben Holwes publikalt
egy 129 virus tartalmazé klasszifikdciot, ami a kés6bbi évek sordn folyamatosan boviilt
Ujabban leirt fajokkal és 1999-re 977 hivatalosan elfogadott virusra egészilt ki. Habar a
TMV els6 tisztitasat 1935-ben Stanley végezte, rontgen krisztallografiaval, azt a
feltételezését nem sikeriilt megerdsitenie, hogy a fertdzés hatterében a ribonukleinsav
molekula all. Csak kés6ébb, az 1950-es években fedezék fel, hogy valdban RNS a genetikai
informécio hordozoja. A késébbi kutatdsok a ndvényi virus genomjanak és molekularis

bioldgiai hatterének megértésére fokuszaltak (Burnet, 1959).
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5.2. A virusdiagnosztika alapjai

A 60-as évekre mar szamos modszert sikeresen hasznaltak a virusok laboratoriumi
kimutatasara. A rutinszerlien alkalmazott krisztallografia és elektronmikroszkdpia mellett
mar az enzimatikus és immunoldgiai tesztek kidolgozasat is megkezdték. A legelterjedtebb
maodszernek mégis a tesztndvenyek alkalmazésa szamitott. Ennek oka, hogy a virusok
izolalasa még elsOsorban centifugalasos szeparacios technikaval toértént, amivel csupan

annak jelenlétét tudtak igazolni, azonositasara mar alkalmatlan volt (Burnet, 1959).

5.3. Elektronmikroszkdpia

Az elektromikroszkopian alapuld diagnosztika a virusfert6zés kovetkeztében
megjelend élettani valtozasok és szoveti elvaltozasok megfigyelésén alapul. Altalaban nem
onmagaban alkalmazzak, hanem 6sszetett vizsgélatok egy részét képezi. A gyands novényi
sejteket kilonbozo festési eljarasokkal kezelik, majd elektronmikroszkopban vizsgaljak a
meghatarozasara ad lehetéséget. A szférikus virusok azonositasa kilonosen nehézkes.

Mind ezek mellett eléggé draga és id6igényes (Zechmann, Graggaber, & Zellnig, 2011).

5.4. Biotesztek

A biotesztek 1ényege, hogy virusfertézésre érzékeny tesztnovényeket inokulaljak a
vizsgalni kivant korokozoval. Az egyik legnagyobb elénye, hogy a tesztnovényen
megjelend szimptomak alapjan egyértelmiien igazolni tudjak egy ismert virus jelenlétét és
alkalmas a virusaktivitas becslésere is. A végrehajtasa rendkivil id6-, eszkoz-, es
munkaigényes. Megfeleléen izolalt Uveghadzakban, erre a célra termesztett
indikatorndvények hasznalatat igényli. A tesztelni kivant ndvény szdvetnedveébdl készitett
extraktumot az indikatorndvényre juttatjak. Ezt kovetden allandd megfigyelés alatt tartjak,
tigyelve, hogy egyéb fertdzésektdl védve maradjon. A virus jelenlétének
megbizonyosodasa érdekében heteket, fas szarlak esetében akar éveket kell varni a
diagnosztizalhatd tiinet megjelenéséig, amelynek pontos azonositasa nagy hozzaértést
igényel. A mechanikus uton terjedé virusok azonositidsara pedig nem alkalmas. A
nyilvanvald hatranyai ellenére a magas megbizhatdsaga miatt széles kérben alkalmazzak
(Bunikis & Barbour, 2002).
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6.Novényi mintavétel

A hiteles és megbizhato eredmény érdekében elengedhetetlen a jol megtervezett,
megfelel helyrdl-, és idében torténd, reprezentativ mintavétel. Annak fuggvényében kell

megvalasztani a stratégiat, hogy milyen modszerrel végezziik a diagnosztikat.

Ha szabadfdldi mintabol, ismert virus jelenlétét szeretnénk igazolni, figyelembe
kell venni annak expresszidja szempontjabol idedlis évszakot, és az akkumulacio jellemzé
helyét. Példaul a borszo6lét fert6z6 virusok esetében a fertéz6 leromlasos megbetegedés (és
egy¢b Nepovirusok) kimutatdsdhoz a tavaszi lombfakadési idészak a legalkalmasabb, a
hajtascsticsbol, mig a levélsodrodast okozd virus igazolasahoz a késé nyari mintavétel

ajanlott, a levél szoveteibdl (Bunikis & Barbour, 2002).

A szabalyszerii mintavételt kovetden a felhasznalasig torténd tarolasra is tigyelni
kell. A legideélisabb az azonnali porciézas, és -70°C-on, vagy folyékony nitrogénben val6
tarolas. Ez azért szukséges, mert a vizsgalatok targyat képez6 molekuldk rendkiviil
érzékenyek, konnyen bomlanak, igy a minta kdnnyen alkalmatlanna valik a virusok
kimutatasara. Serulékenységik miatt, maguk a diagnosztikai modszerek alkalmazésa soran

1s végig tigyelni kell a megfelel6 homérsekletre €s a szennyezddések elkertilésére.

7. Szerologiai modszerek

A szerol6giai mddszerek alapja, hogy az immunol6giaban ismert antigén-antitest
reakcidt hasznositjak. A virus kiilonbozé fehérjéi, elsdsorban a kdpenyfehérje alkalmas
antigénként valé azonositasra. Allatok vérébe, (legtobbszér nylba), tisztitott novényi
patogént juttatnak, amit annak immunrendszere testidegen anyagnak erzékel, és reakcidba
lép vele. Ezt kovetéen virus proteinjeire specifikus antitestek termelédnek. Az igy
létrehozott antitestek a vérszérumbol kivonva alkalmassa valnak az adott patogén
jelenlétének igazolésara. Az antigén-antitest kapcsolat reverzibilis, er6ssége fiigg a pH-tol,
homérseklettél és egyéb kornyezeti, és oldhatosagi viszonyoktdl. Ez a szeroldgiai

modszerek egyik hatranya is, hiszen az eltér6 koriilmények eltéré eredményhez vezetnek.

A virusdiagnosztikaban attorés Clark és Adams 1977-es publikacioja, amelyben a
Szilva himlé virus (PPV) és az Arabis mozaik virus (ArMV) ELISA-val torténé kimutatasat

részletezték, ezzel egy 0j korszak megteremtdivé valtak (Clark & Adams, 1977).
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Az &ltaluk hasznalt modszer meghatdrozza a modern névenydiagnosztikat. Ezt
megel6zden a diagnozis sokéves tapasztalattal rendelkezd szakértd munkdjat igényelte, aki
képes felismerni €s leirni a virusfert6zés tiineteit az adott novényen, kiegészitve az
indikatornovényekkel torténé komplex és nehézkesen végrehajthaté bioprobak
elvégzésével és egyéb bonyolult technikdk alkalmazasaval. Az ELISA el6tt is hasznaltak
kiilonbozd szerologiai eljardsokat diagnosztikai célokra, példaul az immunspecifikus
elektronmikroszkopiat, vagy a gel-diffizids probakat, de ezek fOként a taxondmiai
kapcsolatok felkutatasara voltak alkalmasak. Ezek a mddszerek szamos hatrannyal
rendelkeztek. Nagy mennyiségli nyers antiszérumot igényelnek, egy adott formatumban
pedig nagyon limitalt a szamuk, igy nagyon kisszdmu minta tesztelhet6 altaluk. Az ELISA
bevezetése, egyszerlibb végrehajthatosdga és a hiteles eredmény elérésez sziikséges 1d6
lerdviditésének eredményeképp forradalmasitotta a virusdiagnosztikat. Tovabbi
fejlesztések a monoklondlis antitestek hasznalatanak bevezetésével folytatodtak, amelyek a
proba érzékenységét és specifitasat novelték és a tesztelési formatum sokoldalisagat
eredményezték. Az ELISA nagyon gyorsan a laboratoriumi tesztek {6 eszkozéveé valt

(Boonham et al., 2014).

7.1. ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay)

Az ELISA, azaz az enzimhez kotott ellenanyag-vizsgalat mikodésének a lényege,
hogy a reagenseket egy milanyag hordozé feliiletéhez kotik, majd erre juttatjdk ra az
antitesteket tartalmazd szérumot. Ezt egy szigorl mosasi lépés koveti. Egész €jszakas
inkubacios lépéseket kdvetel, ezért relative hosszadalmas procedira. (9.4bra). A mosast a
masodlagos antitest-enzim konjugatum betoltése kdveti. A reakciot az enzimmel kapcsolt
antitesteket a szilard fazison lejatsz6dd szinreakcié alapjan kovethetjuk nyomon,
abszorbancia értékek leolvasésa altal (Li, Baysal-Gurel, Abdo, Miller, & Ling, 2015).
Megkilonboztetink indirekt és direkt eljarasokat. Mindkettén beliil tobbféle valtozat
lehetséges. Az indirekt eljaras soran az enzim nem kdzvetlenil az antitesthez kapcsolddik,
hanem egy olyan molekuldhoz, amely felismeri azt. Ez nem annyira specifikus, mint a

direkt mddszer, ahol kozvetlenil létrejon az enzim-antitest (pl.: 19G) kontaktus.
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9. dbra. A direkt-ELISA folyamatanak- és a részt vevé molekuldinak alapsémaja. Az egymast kovetd
1épések, azaz az antitest megkotés, a mosas, jel6lés és a leolvasas szerepe jol megfigyelhet6 az abran. llletve,
hogy a leolvasashoz sziikséges enzim terméke megjelenik az utolsé 1épésben. (http://www.socmucimm.org)

7.2. DAS-ELISA (Double Antibody Sandwich-Enzime-Linked Immuno-Sorbent
Assay)

A direkt eljarasokrol el lehet mondani, hogy nagyon specifikusak, pontosak és
érzékenyek. Egyik véltozata a ndvényvirologiaval foglalkozd laboratériumokban a
leggyakrabban hasznalt DAS-ELISA, vagy kettésszendvics-modszer. Amiben leginkabb
kiilonbozik az egyszerii ELISA-t6l, hogy a hozzdadott megjel6lt antitest tobbnyire
poliklonalis. Ha a ndvényi szdvetmintaban benne van az antigén-szerepet jatsz6 virus-
fehérje, a rogzitett és enzimmel jeldlt antigének kozrezarjak, és létrejon az
Limmunszendvics”. Ezt jabb mosas koveti, majd a rendszerhez juttatjdk az enzim
szubsztratjanak oldatat. A leggyakrabban alkalmazott enzim az alkalikus foszfataz. Ez a
szubsztratjaval reakcioba lépve lehasitja annak foszfatcsoportjat és sarga szinti para-nitro-
fenol keletkezik. A szinvaltozas erdssége aranyos a virus koncentracidjaval (10.abra), (Gan
& Patel, 2013).
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10. dbra. Az ELISA végeredménye. A miianyag hordozé pozitiv eredményt mutatd bemélyedéseiben
szinreakci6 jatszodott le. JOI lathatd, hogy egyes cellakban eltérd a szinerdsség, igy a virusok
koncentraciojardl is informéaciot kaphatunk (http://virology-online.com/general/Test5.htm).

7.3. MIA (Microsphere Immune Assay)

A szerologiai mddszerek fejlédése nem allt meg az ELISA-nal. A nagyobb
hatékonysag érdekében kifejlesztették a multiplex detektalasra képes gyongy mikroszféra
immunprobat, vagy réviden MIA-t. Ez a gyongyok hasznalatan alapulé médszer képes volt
egyidejiileg tobb patogén azonositdsara, szam-szerint akar tobb, mint 500, aminek
eredményei Osszehasonlithatéak az ELISA-ra kifejlesztett modszerekkel. Ezek a sorba
rendezett gyOngyok 6,5 pum atmér6vel rendelkeznek, és a belsejikben 2 fluorokrom
talalhato. Akar 500 kiilonboz6 szinkombinacidju gyongy elérhetd. A gyongyok
paramagnesesek, ami lehet6vé teszi a durva mosasi eljardsok hasznalatat, ezzel
szignifikansan csokkenti a hattérproblémakat a komplex, vagy bonyolult matrixal
rendelkez0 ndvényi patogének esetében. A gyongyokhoz kovalensen kotddni képesek
fehérjék, peptidek, antitestek, poliszaharidok, lipidek és oligonukleotidok is. A kiilonb6zd
virus specifikus antitestek kiilonb6z6 szinnel jelolt gyongyokhoz képesek kotddni, és ezek
pedig Ugy kombinalhatok, hogy az altaluk létrehozott egyéni ,,gyongy készlettel”
novényvirusok specifikus kombinaciojanak kimutatasara lesznek alkalmasak.
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Ez a modszer nagyon hasonld a standardizélt DAS-ELISA-hoz, és mint ilyen
zokkendmentesen integralhato a meglévo folyamatokba. Roviden, a novényi mintakat
standard ELISA pufferel keészitenek el, majd 94-kutas mikrotiter lemezekre juttatnak és
antitesttel kombinalt gydngykészletre inkubalnak. Az inkubacios 1épés sordn a virusokat
egyéni gyongyokhoz kotott antitestek foglyul ejtik. Ezt koveti egy gyors mosés, egy Ujabb
inkubacios lepés és még egy mosas, ami utan a mintak alkalmassa valnak az analizisre. Az
analizis soran a gyongyoket a hozzdjuk kotott kiilonbozd fluorokromok alapjan, 1ézer-
alapt aramlasos citométerrel (lase-based small flow cytometer), vagy LED-alapl
képanalizaloval (LED-based image analyser) azonositjdk. A virusrészecske jelenléte
pozitiv szignalt eredményez a virusspecifikus gyongy fluorokrémjanak koszonhetdéen. A
DAS-ELISA-hoz hasonléan a fluoreszcencia mértéke korrelacioban van a virusok
mennyiségével, igy a mddszer azonositasra és mennyiségi meghatarozasra is alkalmas. Az
elénye viszont az ELISA-hoz képest, hogy mig annak egy tipikus protokolljanak teljesitése
1-2 napig is eltarthat, a MIA akér 3-4 ora alatt elvégezhetd. Mindent egybevetve ez a
gyongy-bazist technoldgia gyors és megbizhatd, multiplex detektalasi képességével a

diagnosztika szdmos teriletén jol alkalmazhat6 (11.4bra),(Boonham et al., 2014).
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11. &bra. A MIA technoldgia attekintése. A mintak rakeriilnek a 96 cellads mikrotiter lemezre (z61d nyil),
amihez hozzéadjak az antitest konjugazumot (piros nyil). Az inkubacio soran a gydngyokhoz kapcsolt
antitestek megkétik a specifikus antigénjiket (kék nyil), és detektalhatd szinreakcidt eredményeznek (fekete
nyil) (Boonham et al., 2014).
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8. PCR alapu modszerek

8.1. Nukleinsav extrakci6

A virus RNS extrakcitja tobbféle médon is torténhet. Altalaban a novényi
szovetekbol els6ként totdl RNS kivonast végeznek. Elterjedt modszer erre a szilikat
tartalmu oszlopon torténd tisztitdas. Ez nagy hozamu, de kevésbé joO mindségii RNS
preparatumot eredményez. Az extraktum spektrofotométerrel mért abszorbancia értéke
sokszor jelez fehérje szennyezO6dést és az aromas, illetve poliszacharid komponensek
nagyaranyl kicsapodasat. Az Ujabban hasznalt RNeasy mddszer ezzel szemben sokkal
kisebb hozamot eredményez, de az az esetek nagy részében mentes a poliszacharid,
fenoloid és fehérje eredetli szennyezddésektdl. Fontos még hozzatenni, hogy a névények
esetében nem sejtlizis, hanem centrifugaval torténé fazis-elkilonités torténik(Gambino &
Gribaudo, 2006).(http://abe.leeward.hawaii.edu).

8.2. PCR (Polimerase Chain Reaction)

A PCR, azaz a polimeraz lancreakcion alapul6 technoldgia jelenleg az egyik
legelterjedtebb diagnosztikai modszerek kozé tartozik. Kdzvetlenul a DNS kimutatdsara
alkalmas, annak nukleinsav hibridizacios képességét kihasznalva. Miikodéséhez feltétleniil
sziikséges egy DNS templat. Az RNS virusok esetében elséként a kivont RNS-rél kell
cDNS-t késziteni, reverz transzkripcids eljarassal. cDNS mellet sziikséges még megfeleld
mennyiségli ANTP és polimerdz enzim. A laboratoriumoknak széleskorti hdstabil DNS
polimeraz enzim valaszték all rendelkezésére, amit a vizsgalat targyanak megfeleléen
valaszthatnak meg (pl. Taq, vagy Pfu). Végul sziikséges egy oligonukleotid primer par
(forward és reverse), amit tobbnyire a kimutatni szandékozott virusgenom konzervalt
régiojabol terveztek. Az igy keszitett elegyet egy harom lépéses cirkulacios folyamatban
(denaturaciora, annellalasra és extenzidora megfelelé homérsékleten) inkubalnak, el6re
megtervezett idStartamig. A folyamat sordn a patogén genom darabjainak szelektiv
amplifikacidja torténik, aminek kdszonhetden a kis mennyiségben jelen 1évd nukleinsav is
kimutathato lesz a mintabdl. Az igy kapott elegyet agardz gelen méret szerint szeparaljak,
amelyben a molekulaméret alapjan szétvalt DNS fragmentek a virusok vizsgalata soran
kapott korébbi adatok alapjan azonosithatoak.(12.4bra), (Bunikis & Barbour, 2002).
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12. &bra. A PCR reakci6 alapsémdja. Els6 1épésben megtorténik a DNS templat denaturacidja. Ezt
kovetden a primerek hozzakotédnek a megfeleld szekvenciakhoz (annellalas), majd az elongécio soran
megtorténik a polimerdz enzim altali ANTP 6sszeszerelés. A folyamat ciklusosan
ismétlddik. (http://en.wikipedia.org)

8.2.1. Elektroforézis

Az eredmények kiértékeléshez és folyamat végbemenetelének -ellendrzésére
tobbnyire agaréz-, vagy poliakrilamid gélelektroforézist hasznalnak. A gél tdménysége
kvantitaiven meghatarozott, a vizsgalat targyanak megfeleléen, benne méret szerint
valasztddnak el a nukleinsav fragmentumok. A PCR termék hosszabol és elrendezésébdl

tudunk kdvetkeztetni a kivonas, vagy azonositas sikerességére (13.4abra).

13. dbra. Az elektroforézishez hasznalt berendezés (bal oldalt), és az eredményeként kapott gélkép
lathaté UV fényben. (jobb oldalt) (http://labtutorials.org)
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A PCR els6 sikeres haszndlatardl a virusdiagnosztikaban az 1990-es évek els6
felében sziletett tanulméany, amelyben mar felhivjdk a figyelmet a rendkivili specifitasa és
érzékenysége altali hasznalhatosagra. Ezt kdvetden nagyon sok, a modszerrel foglalkozé
cikket publikaltak, de meglepden kevés diagnosztikaval foglalkozo laboratériumban valt
rutinszerivé a hagyomanyos alkalmazasa. Erzékenysége nagyon kecsegteté volt a
felhasznalok szémara, de kezdeti kidolgozatlansdga miatt szamos fals pozitiv eredményt
produkalt. Ennek oka példaul, a termikus ciklusok kozoétti folyamat megszakitasa, és a
csovek felnyitasa, hiszen ekkor még a sterilitasra torekvd laboratoriumi kornyezetbdl is
konnyen bejuthatott a rendszerbe idegen DNS, valamint, hogy nem lehetett pontosan
nyomon kdvetni annak mennyiségi valtozasait. A probléméara megoldast hozott a real-time,

vagy kvantitativ (QPCR) kidolgozasa (Boonham et al., 2014).

8.2.1. RT-PCR (Reverse Transcription-PCR)

A reverz transzkripcios-polimeraz lancreakcion alapulé modszer lényege, hogy
reverz transzkriptaz enzimmel az RNS molekularél cDNS-t készitenek. igy lehetséges a
virus RNS molekulainak megsokszorozasa (14.4bra). A virus diagnosztika soréan
elengedhetetlen a hasznélata a nagyszamu RNS virus azonosithatésaga miatt. Magas fokd
szenzitivitasa és specifitdsa miatt nagyon elterjedt. Azonban az eredmény megbizhatdsagat
csokkenthetik a ndveényi extraktumban jelen 1év6 reverz transzkriptaz, illetve polimeraz
inhibitorok. Az érzékenység fenntartdsdnak érdekében az inhibitorokat jol kidolgozott

protokollok alkalmazasaval eliminalni kell (Gambino & Gribaudo, 2006).
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14. &bra. A reverz transzkripcio helye a PCR soran. Az 1. primerrdl reverz-transzkriptaz enzim
segitségével megindul a cDNS szintézis. Majd bekertilve a PCR ciklusba amplifikalddik.
(http://elte.prompt.hu).
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8.3. gPCR (Real-time- vagy kvantitativPCR)

Az eljaras lényege, hogy a DNS amplifikaciojat kvantitativan tudjuk végigkovetni.
A kulcs, hogy a fluoreszcens jel a tubuson belul jon létre, és folyamat soran is vegig
nyomon kdvethetd, a csovek kinyitdsa nélkiil. Ezt ugy érték el, hogy a forward és reverse
oligonukleotid mellett egy harmadik, primer probat is hozzdadnak a rendszerhez, amely a
masik kettd kozotti random helyen kotddik a célszekvencidhoz. Ez csokkenti a nem-
specifikus szignalok megjelenését is, igy pontosabb eredményt kaphatunk. Szamos
verzidja létezik a médszernek. Ezek koziil a legelterjedtebb a TagMan™ amely a Taq
polimerdz 5°-3’ exonukledz aktivitdsan és fluoreszcens rezonancia energiatranszfer

aktivitason alapszik(15. abra).

15. abra. A gPCR eredményeként kapott

e L. .. gorbe. Rajta lathatd, hogy a gqPCR reakcid
Amplifikaciés gorbe mennyiségi meghatarozasa mely ciklusdban milyen értékii fluoreszcens
jelet detektaltak, ez altal kvantitative nyomon
3.04 kovethetd a reakcid (http://gerichtsmedizin.at).
o 257 " . .
g Els6sorban az érzékenység
o L .. L s .. <o
S 0 novelésére tOrekedtek az eljaras
w
§ 1.5+ diagnosztikai tertiletekre valo
o 1.0- kidolgozasa soran. E mellett szamos
egyeéb eldnye is van, féleg a korabban
0.5 T T L L L] L L 1 )
0 6§ 10 15 20 25 30 35 40| elterjedt ELISA-val szemben. Az
PCR ciklus lemtz " .
altalanos  alkalmazhatésdga  rutin

eljarasként jobb, és gyorsabb eredményt is kaphatunk altala. Ez az Ujonnan felfedezett
virusok tesztelése soran is lIényeges szempont. A PCR-hez sziikséges virus specifikus
oligonukleotidok gyartdsa gyorsabb folyamat, mint az (j antitestek gyartdsa egy
szerologiai modszerhez. Valamint még ha az ELISA soran hasznalt reagensek tesztenkénti
koltsége alacsonyabb is, az antitestek gyartasa jelentésen megnoveli, igy a PCR modszer

Osszességében koltségkimélobb (Boonham et al., 2014).
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8.5. Multiplex RT-PCR

Ez a modszer azért kiilonosen nagy elOrelépést jelent a diagnosztikaban, mert
amellett, hogy a PCR minden elényével rendelkezik, szamos virus egyidejii kimutatasara is
alkalmas. Gambino ¢és mtsi. egy tanulmadny sordn 9 szdlovirus egyidejii azonositasat
végezték, Osszehasonlitva a kiilonbozé RT-PCR procedurédk érzékenységet. Az érintett
virusfajok a kovetkezéek voltak: Arabis mozaik virus (ARMV), Sz6l6 padfranyleveliiség
virus (GFLV), Sz6l6 A-virus (GVA), Szélé B-virus (GVB), Rupestris faszoveti
barazdaltsag virus (RSPsV), Sz6l6 foltosodas virus (GFKV), Sz616 levélsodrodas virus-1,-
2.-6s 3 (GLRaV), kombinalva a belsé novényi RNS kontrollal, amelyet indikatorként
hasznaltak az RNS extrakcio és RT-PCR hatékonysagadhoz. A primerek minden egyes
virusok konzervalt régioira specifikusan lettek tervezve, az egyediséguk pedig PCR
termékek szekvendlasaval lett aldtdmasztva. Két novény totdl RNS extrakcids eljarast
(szilika-levalasztas és modositott RNeasy mddszer) értékeltek ki a megbizhaté mRT-PCR
protokol kidolgozasdhoz. Mind a kilenc virus specifikus fragmentet egyidejiileg
amplifikaltak fertdzott mintakbol és azonositottak a specifikus molekularis méretiik szerint
agar6z gélelektroforézissel. A kétlépéses mRT-PCRben a virustol fiiggéen 107 vagy 10
higitasi hatarok kozt volt az extrakrum. 103 természetesen fert6zott és egészséges
sz0lénovények levelébdl, szunnyadod hajtasok floémjébdl, illetve in vitro ndvénykékbol
végezték az analizist. Az eredmények alapjan megallapithatd, hogy az mRT-PCR egy
megbizhatd és gyors moédszer a sz6él6virusok detektalasahoz, nagy mintaszdm mellett
(16.4bra),(Gambino & Gribaudo, 2006).

M 123456 78 91011N
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GLRaV-2 »
GvB

ArMV
GLRaV-3 »
GVA
GLRaV-1 ¥
GFkV
RSPaV
GFLV

16. dbra. Az mRT-PCR eredményeként kapott gélkép. A szamok az egyes mintakat jel6lik, amelyek
kiilonboz6 virussal fertézott sz616bol szarmaztak. A bal oldali skalan a megfeleld bazispar méretnél
elkilonilt DNS-hez tartozo virusok neve talalhaté (Gambino & Gribaudo, 2006)
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9. Nukleinsav hibridizacién alapulé modszerek

A hibridizacids technikak lényege, hogy valamilyen ismert szekvencidju RNS vagy
DNS szakaszt szeretnénk kimutatni egy ismeretlen biologiai mintabol. A virusdiagnosztika
esetében ezéltal azt a feltevést szeretnénk igazolni, hogy a vizsgélt szekvenciaval
rendelkez6 virus jelen van a mintankban, és ha sikeriil ezt igazolni, arrol is
meggy6zOdhetiink, hogy milyen mennyiségben és mindségben van jelen. A molekularis
hatterét az biztositja, hogy a nukleinsav molekulak reverzibilisen denaturalhatéak, a H-hid
kotések mentén. Igy megfelelden magas hémérsékleten szétvalaszthatjuk a kettdsszald
DNS-t, vagy RNS-t, és ha az a feltételezett patogénbdl szarmazik, a vele komplementer
oligonukleotid proba (amelyet kordbban sokszor fluoreszcensen, vagy egyéb mddon
jeloltek) a megfelelé szakaszon anellal az eredeti szalhoz. Ezt a jelenséget nevezzik
hibridizacioénak, amikor a kiilonb6zo eredetli, de komplementer szekvenciaval rendelkezo

szalak hidrogénkotéssel kettds szala format hoznak létre.

A rekombinans DNS technoldgia fejlédése az 1960-as évek elején indult meg,
amikor elkezdték vizsgalni és sikerult is igazolni a DNS renaturacios képességet. Az (j
felfedezést kihasznalva Edwin Southern 1975-ben kidolgozta a Southern-blot (lenyomat)
modszert, ami egy specidlis DNS szakasz kimutatdsara alkalmas egy komplex DNS
mintdban. Ez lehet példaul egy konkrét gén jelenlétének kimutatasa egy faj teljes
genomjabol, ami abban a korszakban atiité sikernek szamitott, de még nagyobb
jelentéséget tulajdonit a modszernek, az hogy elinditotta a hibridizacids technolégidk nagy
iteml fejlodését, ami egyre pontosabb, gyorsabb, és nagyobb mintaszammal dolgoz6
modszerek megjelenéséhez vezetett. Ennek kdszonhetéen ma mar szamtalan eljaras kozil
valaszthatnak a diagnosztikaval foglalkoz6 laboratériumok. Ide sorolhatjuk a Southern-blot
elvén alapuld, RNS kimutatasara alkalmas Northern-blotot, a legkiilonb6z6bb in situ

hibridizacios modszereket, a macro-, és microarray technikakat (Southern, 2006).
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9.1. Microarray

A microarray, vagy DNS-chip az egyik
legujabb valtozata a hibridizacios
technikaknak. Alkalmazasa soran elméletileg
akar 10000 DNS mintdt rogzitenek
kovalensen egy kisméretii hordoz6 membran
feluletére, szabalyos elrendezésben. Az RNS
virusok esetében cDNS mintat hasznalnak,
amelyet reverz transzkriptazzal szintetizalnak.
Mivel ez rendkivil kis mennyiségben készl,
a DNS-chip hasznélata el6tt sziikséges a PCR
reakcioval torténd sokszorositdsuk. Az igy
kapott oldatot inkubaljak a chipen, majd a
nem kotott DNS darabok lemosésat kovetden
chip readerrel vizsgaljak, a pontok altal
kibocsatott fénypontok szine és intenzitasa
alapjan. A proba és a minta viszonya is
megvaltozik. Itt a probat, az el6z6
modszereknél pedig a mintat immobilizaljak

(Horvath, 1999).

Az ismertetett diagnosztika
modszerekkel, a legnagyobb probléma az,
hogy egyszeri préba soran csupan egyetlen,
tesztelésere

DNS-chip

vagy néhany ismert virusfaj

alkalmas. Ezzel szemben a
technologia legnagyobb eldénye, hogy egyetlen

novénybdl vett mintat az dsszes olyan virusra
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kepes tesztelni egyszerre, melynek szekvencia 17 spra. A microarray modszer

adata elérhetd. Ennek megvaldsitasat Nicolaisen folyamatabraja.(Nicolaisen, 2011)

és msti. dolgoztak ki (17.4bra). Tanulmanyukban egy 150 probabol felépilé chipet

hasznaltak, amellyel

52 fajt teszteltek, genuszok széles

korébol valogatva. A

mesterségesen fertdzott novényekbdl torténd mintavételt kovetden elvégezték a cDNS

hibridizaciot és amplifikéacidt, majd felvitték a mintakat a hordozéra.
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Hogy maximalizaljdk a detektalhatd virusok tartoményat, valtozd hosszUuséagu
probakat alkalmaztak, az ismert genomszekvenciaju virusok konzervalt régioibdl. A
rovidebb oligonukleotid szakaszok (20-35-mer prébak) jobb elkiilonithetOséget
biztositottak a kdzel rokon szekvencidk kozoétt, mig a hosszabb, 70-mer probak a kozel
rokon, akdr még azonositatlan szekvenciakat is felismerték, ezzel fokozva a microarray
érzékenységét. Végeredményben 49 fajt sikerilt sikeresen elkilonitenitik (Nicolaisen,
2011).

9.2. LSON (Large-Scale Oligonucleotide Chip)

A hibridizécids technologiak tovabbfejlodését mutatja ennek a technoldgianak a
megjelenése. A nagymennyiségii oligonukleotid probat a tdbbi microarray-hez hasonldan
olyan noévenyvirusok azonositasara tervezték, amelyeknek ismert a genetikai
informécidtartalma. Amiben fejlettebb, hogy nagyobb szdmu virus detektalaséara alkalmas,
mint barmelyik eddigi microarray. 3978 prébat tartalmaz két példanyban, amely egyetlen
eljaras soran tobb, mint 500 ndvényeket fert6z6 virust képes azonositani, a szatellit RNS-
eket és viroidokat is beleértve. Osszesen 20000 fiiggetlen virus nukleotid szekvenciaja all
rendelkezésre a hasznalatdhoz, beleértve az izolalt-, faj- és genusz specifikus prébakat is.
Standard és szabadfoldi mintakat tesztelésére is alkalmas, amit RT-PCR-rel készitettek el0,
és teszteltek. A nagy mintaszam mellett van egy masik eldnye. A proba specifikus, és nem-
specifikus reakcidsablonok alapjan az LSON chip lehetdvé teszi szdmunkra az
azonositatlan virusok diagnosztikajat, igy a modszer kuléndsen hasznos olyan virusok
észlelésére, amelyekre nem szamitandnk a mintdbol. Példaul a dél-koreai
szojaiiltetvényeket vizsgalva, els@sorban olyan virusok eléforduldsat vartak, amelyek
orszagszerte el6fordulnak, de az LSON teszt sordn szdmos egyéb, zoldségeket fert6zo
virusra specifikus primereket is alkalmaztak. Azt a meglepé eredményt kaptak, hogy a
Foldimogyoro klorotikus foltossag virus (PSV) nagy gyakorisdggal van jelen az
ultetvényen (18.4bra). Arra is hasznalhaté ez altal, hogy nyomonkdvessik egyes
ndvényekben a viruspopulacidk ingadozasat, és a nem fajspecifikus virusok feltorekvését
(Nam et al., 2014).
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18. dbra. LSON chip haszndlataval tortént virusazonositas. A piros négyzetben 1év6 fluoreszcens pontok
jelolik a PSV specifikus prébak helyeit, ezzel mutatjak a virus jelenlétét (Nam et al., 2014).

9.3. Poliprobak

Ez nem egy rutinszerien alkalmazott eljaras, de érdekes kisérlete az egyidejlileg
tobb virus tesztelésere fejlesztett molekularis hibridizacion alapuld6 médszereknek. Az ()
stratégia a nem-izotdp felhasznaldsi molekularis hibridizacion alapul. A vizsgalat soran
csonthéjasokbol, konkrétan cseresznyébdl, mandulabdl és szilvabol vettek mintat. A proba
elvégzéséhez a négy nukleinsav szekvencia részletet tandem klonozték, igy lehetévé téve
az egyedi riboprébak szintézisét, amit poliprébanak neveztek el. Ehhez linearizalt
plazmidot hasznélnak fel. Blottolassal juttatjdk fel a probékat egy félig atereszté nejlon
membranra, amelyre elozetesen felvitték a  fertézott  szovetekbol — kinyert
virusszekvenciakat. A nukleinsav szekvencidk negy ilarvirusbol, Alma mozaik virusbol
(ApMV), Prunus nekrotikus gytiriifoltossag virusbol (PNRSV), Szilva torpilés virusbol
(PDV) és Amerikai szilva vonalas mintazottsag virusbdl (APLPV) szarmaztak. A
specifikus egyedulall6 és a poliprobakat kilén membranra hibridizaljak. A detektalas
érdekében kemilumineszcencias jeloléssel latjak el ¢ket. Minden virusra egy specifikus
mono- és harom kiilonb6z6 poliprobat készitettek. Ez altal a modszer érzékenyseget és
multiplex elemzéshez val6 hasznalhatdsagat is vizsgaltak. Arra jutottak, hogy a prébak
novelése mellett nem vesztett az érzékenységébdl, mint az a multiplex PCR, de a szignal
erdssége nagyban fliggott a higitas mértékétdl. Tovabbi nagy elonye, hogy egyidejiileg
DNS és RNS virusok tesztelésére is alkalmas. Szamos elénye mellett a bonyolultsaga és
koltségigénye miatt rutin laboratoriumi tesztekhez vald hasznalhatdsaga vitatott (Herranz
et al., 2005).
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10. Uj generacios szekvenalasi modszerek

Az () generécids szekvendlasnak (Next-Generation Sequencing) kdszonhetéen az
elmult években félelmetes fejlédésen ment keresztul a viroldgia tudomanyterilete. Nagy
hatékonysagu, gyors ¢és koltségkiméld modszert dolgoztak ki, amely a nukleinsav
szekvenalasén, azaz monomersorrendjének meghatarozasan és azok bioinformatikai
analizisén alapul. Az eddigi médszerek legnagyobb hatranya és korlatozo tényezdje abbol
eredt, hogy csak a megfeleléen karakterizalt, virusrészecskék kimutatasdra alkalmasak.
Ehhez sziikséges a kopenyfehérjét felismerd szeroldgiai reagens, és/vagy a keresett
szekvencia pontos ismerete. Ezzel szemben a meélyszekvendlas sordn akar egyetlen
mintabdl egy €l6lény, vagy virus teljes genomjanak lehetséges a meghatarozasa (Massart,

Olmos, Jijakli, & Candresse, 2014).

A hagyoményos nukleotidsorrend meghatarodsra 1977-ben két eljarast is
kidolgoztak parhuzamosan. Az egyik a Sanger-féle enzimatikus lancterminacion alapul6
modszer, a méasik pedig a Maxam-Gilbert-féle kémia degradacioval torténd DNS
szekvenalas. A kettd koziil az elébbi valt egyeduralkodova, nagyobb teljesitménye,
automatizaltsaga, és fluoreszcens detektalhatosdga révén. ElsG generdcids szekvenalas
néven is emlegetik. A 2000-es években megjelend, teljesen mas mechanizmuson alapuld,
még nagyobb hatékonysagli és koltségkimélobb 1j-generacios szekvenalasi modszerek
Kiszoritottdk a Sanger-féle eljarast. Ezeket mas néven nagy ateresztoképességii (high-
throughput) technoldgidnak is hivjuk, mert egy adott mintabdl tobb millié szekvenciat
(read-et) olvasnak le. Ide tartoznak t6bbek kdzott a Roche 454, az Illumina, a SOLID, a
Helicos, és még szamos metdodus. A ndvényvirus diagnosztika soran az elsé kettot

alkalmazzék a leggyakrabban (Barba, Czosnek, & Hadidi, 2014).

A mddszerek diverzitasanak kulcsa az eltér6 nukleinsav tisztitasi technikak
alkalmazasa. A legalapvetébb megkdzelités, amikor a tobblépéses cirkulacios amplifikacio
eredményeként a teljes MRNS mennyiséget kinyerték a mintabdl. Ennek hatranya, hogy a
tetemes mennyiségli szekvencia adat kozott nagyon alacsony a virus szekvencidk
mennyisége. A legnagyobb része a gazdandvény genomjabol szarmazik, ami a

virusdiagnosztika szempontjabdl gyakorlatilag kdrba veszett informacio.
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Ennek megolddsira Adams ¢és mitsai. eldzetesen kivond hibridizaciot végeztek,
egészséges novénybdl, ezzel gyarapitva a nem-ndvényi RNS mennyiséget és hatart szabva
megbizonyosodott, hogy a total mMRNS szekvenalds nem optimalis a virusok befogasara,
mivel a felszaporitasukhoz sziikséges poliA szekvencia sok esetben hianyzik a mintabdl
(Boonham et al., 2014).

10.1. mRNS szekvenalas

A viroldgiai vizsgalatok sorén elterjedt médszerré valt a random cDNS szintézist
kovetd dsRNS izolacio. A ndvényi endogén RNS-ek jellemzéen nem szervezddnek
kétszala stukturaba, szemben a duplikacidra képes virus RNS-sel. Ez a megkdzelités mar
jelentésen alkalmasabb a viralis nukleinsav gazdagitasara. Elofordul, hogy a totdl mRNS
hibridiz&cidval parhuzamosan végzik, majd eredmenyeit dsszehasonlitjdk. Egy tanulmany
sordn borsz616, konkrétan Syrah iiltetvényen figyeltek meg virusos fertézésre utald
tineteket, de az RT-PCR teszt eredménye nem mutatott a szimptomakkal azonosithato
virust. A hibridizacidhoz Life Sciences 454 mélyszekvenalasi technoldgiat hasznaltak.
Tiinetmentes novénybdl vett minta totdl RNS hibridizacidjat kovetden a szekvencia adatok
elemzésébdl megallapitottak, hogy azok tilnyomo tobbsége a ndvényi nukleinsav volt, de
tartalmazott még két jol definialt sz616t fertéz6é virusbol az RSPaV-bol és a GRVFV-bol
szdrmaz0 RNS-t. Azonban az 6sszes fragment, csupan 1%-a volt virdlis eredetii. A
tiineteket mutatd névény total nulkeinsav kivonasat kovetéen 65.587 cDNS fragmentet
kaptak, ezek nagy részét be tudtdk azonositani, de 1527 fennmaradd fragmentum
ismeretlen virusbol szarmazott. A fragmentumokat sorba rendezve bioinformatikai
modszerekkel 6sszedllitpttak egy potencialis virust, melyre a prediktalt szekvencia alapjan
primereket terveztek és PCR reakcioban amplifikaltak. A PCR termék nukleotid sorrendjét
hagyomanyos (Sanger) szekvenalassal allapitottdk meg. Kider(lt, hogy eddig ismeretlen,
de a tertileten széleskdrben elterjedt mafravivirust talaltak, amely GSyV-1 nevet kapta, az
altala okozott betegséget pedig Syrah leromlasnak nevezték el (Al Rwahnih, Daubert,
Golino, & Rowhani, 2009).
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10.2. Kis RNS szekvenalas

A virusok diagnosztikajara a legtobb taktika a ndvényi kis RNS-ek szekvenalasan
és Osszeszerelésén alapul. A virusok mind célpontjai, mind gerjesztéi a géncsendesités
mechanizmuséanak. Az els6 beszamolo egy teljesen 1 virus azonositasarol és teljes genom
0sszeszerelésérél 2009-ben készilt, Kreuze és csapatanak munkdja altal. Direkt fert6zott,
tinetmentes és betegseget mutatd édesburgonya kiSRNS-ének nagy ateresztOképességli
parhuzamos szekvenalasat végezték, Illumina Genome Analyzer-rel. Az infekcid a gyakran
tinetmentes, Edesburgonya enyhe foltossag virus (SPFMV), és az Edesburgonya
klorotikus torpulés virus (SPCSV) altal tortént. Ezeknek a koinfekcidja okozza a sulyos
karokat okoz6 szinergikus édesburgonya virusbetegséget (SPVD). A totdl SiRNS
szekvenalasat kovetéen szekvencia Osszeszereld szoftver segitségével tobb, mint 1000nt
hosszusagu kontigokat hoztak Iétre. Amelyek alapjan egyértelmtien azonosithatova valtak
a vart virus eredetli RNS, ssDNS és dsDNS darabok. Meglepetésikre azonban szamos
kontig, egy eddig ismeretlen, badnavirushoz hasonlé szekvenciabdl szarmazott. Ezekbél
tervezett primerek amplifikacioka és Sanger-féle szekvencia analizisét kovetden
megallapitottdk, hogy sikeresen azonositottak és feltérképeztek egy teljesen Uj
ndvenyvirust (19.abra) (Kreuze et al., 2009).
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19. &bra. Az (jj virus-szekvencidja kontigokbol torténé osszeszerelésének eredménye. A teljes genom
sematikus képe lathatd, a kodold régiok megnevezésével. Alatta pedig a kiilonboz6 hosszisagn siRNS-bol
késziilt atfed6 kontigok sora szerepel.(Kreuze et al., 2009)
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10.3. Teljes virom szekvenalas

Uj virusok felfedezése és leirasa mellett a modszer akar egy teriilet teljes
szekvencia térképezesére is alkalmas. Lehetséges egyetlen eljarassal a teljes virome
szekvencia analizise és leirasa. Egy sulyosan fert6zott dél-afrikai sz6l6iltetvényrdl 44
random kivalasztott n6vénybdl izolaltak dsRNS-t, majd mélyszekvenalassal 6sszegezték a
terilet virus populéaciojat. Erre Illumina Genome Analyzer Il-z hasznaltak. 837
megabazisparnyi szekvencia adatot gyijtottek Ossze, amelyb6l 4 ismert viralis patogént
sikeriilt azonositani. A legelterjedtebbnek a Sz6l6 levélsodrodas virus-3 (GLRaV-3)
bizonyult, kozel 53%-0s gyakorisaggal, ezt sorban kovette a Szdlé rupestris faszoveti
barazdaltsag virus (GRSPaV), a Sz6l6 virus-A (GVA) és a Sz6l6 virus-E (GVE). Az
utobbit korabban még soha nem azonositottak Dél-Afrika ultetvényein (20.4bra), (Coetzee
et al., 2010).

Azonositatlan

GLRaV-3
58.5%

Baktérium és gomba
2.6%

Nem-6sszeszerelt virusok
0.2%

Totiviridae
1.1%
Chrysoviridae

4.5%
GVE
0.9%

GRSPaV
3.8%

20. dbra. A szekvencia talalatok szazalékos dsszehasonlitasa. Lathatd, hogy a kisSRNS-ek analizisét célzo
modszerek milyen nagy hatékonysaggal mutatjak ki a virusokat, aranyaiban jol kisziirve a gazdahoz és egyéb
organizmusokhoz tartozo szekvenciakat (Coetzee et al., 2010).
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11. Kovetkezteteés

A legfontosabb szempontokat figyelembe véve, a legelterjedtebb diagnosztikai

eljarasok elényeit és hatranyait foglalom 6ssze az alabbi tblazatban.

1. tablazat. Legfontosabb eljarasok osszefoglalasa

Csak ismert virus
Kimutatasara
alkalmas

Biotesztek ELISA MmRT-PCR | Microarray NGS
Diagnosztika J| Indikatorndvénye | Virus proteinek, Ismert virus Ismert virus Teljes
n megjelend elsésorban nukleinsav nukleinsav nukleinsav
targya szimptémak kdpenyfehérje szekvencidja szekvencidja szekvencia
Miikodés Szenzitiv Allati antitestek Reverz Nukleinsav Total nukleinsav
tesztndvényekre | antigén-felismeré | transzkripcioval hibridizacio bazissorrend-
Iényege torténd virus- képessége egybekotott meghatéarozas
inokulacié polimeraz
lancreakci6
Azonositas Kiilsé Antitesthez Nukleinsavak Kemilumineszcens | Bioinformatikai
megfigyelés kapcsolt enzim szétvalasztasa szinreakcio analizis
modja altal eldidézett | gélelektroforézis-
szinreakci6 sel
Elényik Megbizhatd Hiteles Erzékeny Pontos Minden, a
Egyértelmi Erzékeny Specifikus Gyors mintaban jelen
Virusaktivitas Specifikus Pontos mennyiség Nagyon nagy 1év6 organizmus
becslésére meghatarozhatd mintaszam, ez altal Kimutatasara
alkalmas Gyors koltségkiméld is alkalmas
Koltségkimél Nem szukséges
Egyidejiileg tobb a virus elézetes
virus tesztelésére ismerete
alkalmas Nagy
hatékonysagu
Gyors és pontos
Hatranyok 1d6-, eszkdz- és Ellenanyag Csak ismert virus Elemzése nagy Nagyon nagy
munkaigényes elballitasa id6- és kimutatasara szakértelmet mennyiségii
Nagyfoku koltségigényes alkalmas igényel adatot
szakértelmet Virus pontos RNS Sziikséges a virus- eredményez
igényel mennyisége nem | érzékenysége és a | nukleinsav el6zetes Elemzése
Mechanikusan meghatarozhat6 névényi bonté ismerete bioinformatikai
terjedd virusok CP gén mutéacidja, enzimek ismereteket
nem mutathat6ak vagy a kapszid kdvetkeztében igényel
ki hianya gyakori a fals
eredménytelenné eredmény
teszi
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12. Osszefoglalés

A novényvirusok olyan aprd, szubmikroszkopos fert6z6 részecskék, amelyek
csupén orokité anyagbol és az azt koriilvevd fehérjeburokbdl allnak. A ndveények nagyon
gyakori elszenved6i a virus okozta megbetegedéseknek. A korai azonositasuk nagyon

fontos a betegségek megallitasahoz, és az altaluk okozott veszteségek minimalizalasahoz.

Ve

elengedhetetlen a megfelelé stratégidk kidolgozasahoz. Nanométeres nagysaguk miatt a
féenymikroszkoppal nem azonosithatdak, de van néhany eljaréas, amivel mar évtizedek 6ta
lehetséges a kimutatasuk. A hatékony ellenérzésiikhoz elengedhetetlen, mind a tiinetekkel
rendelkezé novények, mind a szaporitdanyag helyes diagnozisa és az Gsszes jelen 1évé
virus felderitése Manapsag szamos modszert alkalmaznak a ndvényvirus diagnosztika
teriiletén. Tobbek kozott ELISA, és kiilonb6z6 PCR-alapli megkozelitések, indikator
ndvények segitsegevel vegrehajtott biotesztek, es elektronmikroszkopia. Az ELISA és a
PCR rutin analizisként alkalmazhat6, azonban mindkét modszer csupan egy, vagy néhany
faj egyidejii kimutatasara alkalmas, nem lehetséges veliik 0j virus leirasa, illetve a széles-
spektruma sztirésiik. A biologiai tesztek és az elektronmikroszképia egyarént altalanos
vizsgalatok; azonban nem biztositanak azonositas faj szintli diagnosztizalhatdsagot,
tovabba idéigényesek és nagyfoku szakertelmet igényelnek. A bioprobak nem alkalmasak
mechanikusan terjed6 virusok azonositasara, elektronmikroszkdpban pedig igen nehézkes

a szférikus szerkezett virusok felismerése.

A fejlodés kovetkez6 szintjén, a nukleinsav hibridizacion alapulé mddszerek allnak.
A microarray virus-specifikus probainak hasznalata sordn mar minden olyan korokozo
kimutathato a mintabol, melynek a nukleinsav szekvenciaja rendelkezesre all, és egyszerre
akar probak ezreire tesztelhetd. A diagnosztikai modszerek fejlédésének a csticsan pedig az
Uj-generacids szekvenalas all. Ez nem csupan megbizhat6, gyors és pontos, de
egyértelmiien alkalmas 1j virusok felfedezésére. Mindent egybe vetve, a ndévényi

virusdiagnosztika még szép jovo elott all.
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13. Summary

Plant viruses are very small, submicroscopic infectious particles composed of a
nucleic acid core and a protein coat surrounding. Viruses are common agents of plant
infectious diseases. Early detection of viral diseases is crucial to prevent or minimize the
spread of the virus and potential crop losses. Once the identity of the virus is confirmed,

specific control strategies must be implemented immediately.

Understanding the morphology, genome structure and replication method of viruses
is essential for most of the strategies. Viruses are too small to be seen and identified with a
light microscope, but there are some type of test have used for decades. Correct diagnosis
and detection of plant viruses both in symptomatic plants and for screening propagation
material is of critical importance for effective control. Today numerous methods used for
diagnosis or detection include serological tests (ELISA), different PCR-based approaches,
bioassays using indicator plants, and electron microscopy. ELISA and PCR are appropriate
for routine analysis, however, both methods can only be used for detection of a single or a
few species and are thus not ideal for diagnosis of unknown viruses or for broad range
screening for the presence of viruses. Bioassays and EM are both generic assays; however,
they do not provide identification to species level and furthermore require expertise and are
time consuming. Bioassays do not detect viruses that are not transmissible mechanically,
and spherical viruses are not identified easily using EM. For diagnosis and also for

screening propagation material, high throughput generic methods are needed.

On the next level, the hybridization techniques have appeared. Microarrays with
virus-specific probes could offer such generic assays that in principle could identify every
virus in a sample for which sequence data are available, that means thousands of probes.
And on the top of the evolution of diagnostic methods there is the next generation
sequencing, that isn’t only reliable, accurate and quick, but clearly suitable for the
discovery of new virus species. All in all, the plant virus diagnostics is still standing in

front of a bright future.
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