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1. Bevezetés

A fasszart gylimolcsoket szamos virus betegitheti meg. A jelenleg ismert egyetlen
védekezési mod ellenik a megeldzés. Mivel gylimdlesfaink iiltetésekor hosszutavra
tervezlink, nagyon fontos, hogy mar a szaporitdbanyag eldallitdsanal torekedjliink a
virusmentességre. Hazankban a kedvezd tulajdonsagokkal rendelkezd gylimdlcsfa fajtak
allami elismerésének egyes 1épései, és a szaporitdbanyag eldallitdsa izolatorhdzakban zajlik.
Ezek olyan létesitmények, melyek biztositjak a rovarvektorok altal terjesztett, vagy barmely
egyeb forrasbol eredd fertézéstdl vald elszigeteltséget. A koérokozdmentes kornyezet
fenntartdsanak érdekében az izolatorhdzban nevelt novényeket rendszeresen ellendrzik a
hagyomanyos virusdiagnosztikai moddszerekkel, mint példaul az ELISA, a PCR vagy a
bioteszt. Ezekkel a technikdkkal csak ismert virusokat vizsgalhatunk. Az RNS interferencia
soran keletkezd kis RNS-ek ijgeneracios szekvenaldsa azonban a mintaban jelenlévd Osszes
koérokozot képes kimutatni, igy ez a modszer teljesen 10 tdvlatokat nyitott a ndvényi
virusdiagnosztikaban. Kutatocsoportunk 2016-ban cseresznyét fertdzd virusokat detektélt a

NAIK Erdi Kutatoallomasarol gyiijtott kajszi mintakban, ujgeneracios szekvenalassal.
1.1. Diplomamunkam célkituzései:

o A ceglédi és ujfehértoi kajszi izolatorhazak fertézottségének felmérése az ujonnan
detektalt, eredetileg cseresznyét fert6zd virusok tekintetében, valamint a mintdk
tesztelése tovabbi harom, csonthéjasokat megbetegitd virusra.

e Tiineteket mutatd, Balatonvilagosrdl szdrmazo Toyesi fajta vizsgalata ugyanezen
virusokra.

e A cseresznye aprogylimolcsiiség virus egy fehérjét kodold génjének szekvencia
elemzése, mely vélhetden az RNS interferencia gatlasaban vesz részt. A kajszit fert6z6

virustorzs esetében ez a szekvencia még nem ismert.



2. Irodalmi attekintés

A novények haziasitasat és monokulturas termesztését megelézden, a ndvényi patogének a
nagy fajgazdagsagu teriileteken vadon €16 novényekkel fejlodtek egyiitt. Ezek a koevolucids
folyamatok formaltdk a novények és az Oket fertdzd virusok kapcsolatat. A ndvények
haziasitdsa 10-15000 évvel ezeldtt kezdddott meg, majd az ember vandorldsdnak
kovetkezményeként a termesztett fajok kikeriiltek eredeti kdrnyezetiikbol. A domesztikacios
forropontokon a haziasitott novényeket tamado korokozok az ott dshonos florara jellemzo
alkalmazkodas jellemezte, ahol a gazdanovényt termesztették. Az utdébbi 100 év emberi
tevékenységének hatisara (a klimavaltozds, a novekvd népesség, és a novényekkel vald
kereskedelem) a ndvények, virusok és a virusokat terjesztd vektorok egyensulyanak
dinamikédja folyamatosan, egyre gyorsabb iitemben valtozik, melynek kovetkezménye a

virusok gyors evolucidja (Jones 2009).

2.1 A virusok altalanos jellemzése

A virus olyan fert6z0 genetikai informdaci6, mely 0Onélld anyagcserére nem képes,
replikacidja a fertdzott gazdasejt szintézisrendszerének modositasdval valosul meg. Sejten
kiviili form4juk a virion, mely szerkezetét tekintve két részbdl all: nukleinsavbol, illetve az ezt
koriilvevd kopenyfehérjébol. Utobbit kapszidnak nevezik, mely morfologiai alegységekbdl,
kapszomerekbdl all. A nukleinsavat és a koOpenyfehérjét egyiittesen nukleokapszidnak
nevezik, melyet egyes virusok esetében még egy kiilsd lipidburok (envelope) is hatarol, amibe
glikoproteinek és virus specifikus fehérjék épiilhetnek be. Ez a réteg gazdasejt eredetii, nem a
virustol szadrmazik (Pesti et al. 2001). A kapszid és az envelope hozzdk létre a virusok
1999).

A virusok genomja csak egyfajta nukleinsavat, vagy DNS-t, vagy RNS-t tartalmaz, mely
szerkezetét tekintve lehet linearis vagy cirkularis, egyszalu (ss, single stranded) vagy kétszala
(ds, double stranded), egy- vagy tobb darabbdl allo, osztatlan vagy tobbkomponenst, illetve
pozitiv (+) vagy negativ (-) polaritdsu (Pesti et al. 2001). A ndvénypatogén virusok altaldban

egyszalt (+) RNS genommal rendelkeznek.



A virusgenom altaldban 1-12 gént tartalmaz, melyek kiillonb6zd funkcidju fehérjéket
kodolhatnak: strukturdlis fehérjék, replikaciohoz sziikséges enzimek, transzport fehérjék,
melyek a novényben valo elterjedést segitik, valamint segitd (helper) fehérjék, amelyek a

vektorok altali terjedésben vesznek részt (Horvath & Géborjanyi 1999).
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1. abra
A virusok sematikus abrazolasa. A: helikalis szerkezet(i dohany
mozaik virus, B: kubikalis szimmetriaju tarlorépa sargamozaik virus, C:
binaris szerkezetli bakteriofag (Horvath & Gaborjanyi 1999).



2.1.1. A virusfertozés lefolyasa

A virusok 6nallé anyagcserével nem rendelkeznek, ezért replikacidjukhoz a gazda fehérje-
¢s nukleinsav szintetizalé rendszerét hasznaljak fel. A folyamat sordn a gazdasejtet ugy
programozzék at, hogy az eldsegitse az 01j virionok szintézisét (Horvath & Gaborjanyi 1999).
A virusfertdzés soran bekovetkezd replikacio 1épései a kovetkezok (Horvath & Géborjanyi

1999, Pesti et al. 2001):

1. Megtapadas. A virion és a gazdasejt felszine kozott stabil kotddés jon létre.
2. Bejutds. Novényi virusok esetében ennek elofeltétele a sejtfal sériilése, rovarok,

id6jaras vagy valamilyen mechanikai karosodast okozo tényezd altal.

szabadda valik a nukleinsav, és megkezdddhet a vegetativ virus replikéaciodja.

4. Szintetikus, vagy eklipsz fazis. A virus Orokitdanyaganak sokszorositdsa nukleinsav
polimeréazok segitségével. Ezzel egy idoben megkezdddik a virusfehérjék szintézise.

5. Virusérés. Ebben a fazisban a keletkezett nukleinsav, fehérje és egyéb épitdelemek
érett, fertézOképes virusokka egyesiilnek.

6. Kiszabadulds. Az érési szakasz utdn a fertdzott sejtek szétesésével a virionok

kiszabadulnak.
2.1.2. A virusfertozés kovetkezményei

A ndvényi virusok sejtek kozotti terjedése a plazmodezmakon keresztiil valosul meg, majd
elérve a szallitoszoveteket, az egész novényt képesek megfertdzni. A virusfertézést kovetd
néhdny napban a gazdaszervezetben kiilonbozd fiziologiai, citologiai, morfologiai
elvaltozasok kovetkeznek be, melyeknek lathatd tiineter lehetnek a szin- és forma
modosulasok. Léteznek olyan névényi virusok is, amik hosszu idd, akéar évek multdn okoznak

tiineteket a névényen, ilyenek a fas szari ndovények virusai (Horvath & Gaborjanyi 1999).
2.1.3. A virusok atvitele

A ndvényvirusok természetes terjesztéi a rovarvektorok, mint példaul a levéltetvek,
kabocdk, fonalférgek, de atjutdsuk egyik novényrdl a maésikra torténhet parazita ndvények
segitségével (pl. Cuscuta spp.) is. Kertészeti oltassal a fogékony gazdandvények konnyen
megfertdzhetdk, illetve generativ (mag) €s vegetativ (gumo, hagyma, rizéma) szaporitassal

eldsegithetjiik a virusok terjedését. A novekvo nemzetkozi kereskedelem és a rezisztencia
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hianya a novényekben gyorsitja a koérokozok széles foldrajzi elterjedését (Horvath &

Gaborjanyi 1999).
2.1.4. Viroidok

A viroidok néhany szaz nukleotid hosszu, gyakran masodlagos strukturakat tartalmazo
RNS molekuldk. Jellemzden cirkuldrisak, és nem rendelkeznek kopenyfehérje boritassal
(Flores et al. 2006). Semmilyen fehérjét nem kodolnak, de néhany viroid ribozim aktivitassal
rendelkezik. Szaporodasukhoz a gazdasejt RNS polimeraz II-jét hasznaljak fel (Pesti et al.
2001). Mivel proteineket nem kodolnak, valosziniileg a gazdasejt fehérjéivel 1épnek
interakcidba, hogy a sejtrél-sejtre torténd mozgasuk, ezaltal az egész novény fertdzése
megvalosulhasson (Flores et al. 2006). Az egyedek kozotti atvitel torténhet mechanikusan,

vagy vektorok utjan. Kizarolag ndvényi patogének (Pesti et al. 2001).

2.2. Fas szaru gyumolcsoket fertozo virusok jelentosége

Gytimoélcsfainkat szdmos virus fertdzheti meg. Ezek hatdsa a gazdandvényre fligg annak
genotipusatol, a kérokozé agenstdl, illetve befolyasoljak a kdrnyezeti tényezok. A klimatikus
viszonyok nemcsak az aktudlis év termésmindségére- €s mennyiségére vannak hatdssal, de
iltetvények mennyiségét (Barba et al. 2015).

Egyes korokozok tiinetmentesen vannak jelen a novényben, s ekkor a gylimolcsfak lasst
novekedése, kisebb terméshozam ¢€s gyiimolcsméret mutatja a virusok jelenlétét. Ezek a lasst
valtozasok nem olyan szembetlindek, igy gyakran nem tulajdonitanak nagy jelentdséget ennek
az igen fontos problémanak. Ezzel szemben a nem latens virusfertdzésnek lathatod
ismertetdjelei lehetnek, mint példaul a levelek sodrodasa, nekrotikus elhalasa, elszinezddése.
Hasonl6 tiinetek jelenhetnek meg a gylimdlecsokon is, ezek alakja és mérete megvaltozhat. A
virusok okozta tiinetek kozvetett és kozvetlen gazdasagi veszteségeket okoznak, melyek
példaul a termés piaci mindségének romlasa, a gylimdlcsfak novekedésének és
¢letképességének csokkenése. Ehhez jarulnak hozza a virusmentesités €s az egészséges
novények fenntartdsanak koltségei (Bos 1982, Barba et al. 2015).

Vizsgalatainkat a Prunus nemzetségbe tartozé gyiimolcsfakon végeztiik. E nemzetségbe
tartoz6 gylimolesfak jelentdsen hozzajarulnak az emberi taplalkozashoz, termésiik fogyasztasa

csokkenti az érrendszeri betegségek, valamint a rak kialakuldsanak esélyét.
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A gyiimdlcsok egészségi allapotanak fenntartdsdhoz nagyon fontos, hogy az dket timado
virusok jelenlétét idében detektaljuk, a rovar vektorokat visszaszoritsuk, és kizarolag
virusmentes szaporitdanyaggal dolgozzunk (Barba et al. 2015).

A tovéabbiakban azokrol a virusokrdl lesz szo, melyek jelenlétét kutatocsoportunkkal

részletesen vizsgaltuk hazai izolator hazakban és iiltetvényeken.

2.2.1. Szilva himlé virus (Plum pox virus- PPV)

A szilva himl6 virust a csonthéjasok egyik legpusztitobb korokozojaként tartjak szamon,
kiilondsen veszélyeztetettek a szilva-, dszibarack-, illetve kajszi iiltetvények. A virus tiineteit
Bulgaridban figyelték meg 1917-ben, de hivatalosan csak 1932-ben irtak le. El8szor szilvan,
majd ugyanitt kajszin is jelentkeztek a virusfertdzésre utald tlinetek (Atanasoff 1932,
Rimbaud et al. 2015). Késébb vilagszerte kimutattak jelenlétét kiilonboz6 Prunus fajokban. A
virust hatékonyan terjeszté vektorokként tartjak szamon az alabbi levélteti fajokat: A. fabae,
A. spiraecola, B. persicae és Myzus persicae (Gildow et al. 2004). A rovarok mellett a
fertdzott szaporitdoanyaggal torténd kereskedelem is nagy szerepet jatszott a PPV kiilonb6z6
torzseinek kontinenseken ativeld térhoditasaban ( Anon 2003, Rimbaud et al. 2015).

A virus a Potyviridae csaladba tartozik, genomja csavart palcikaba csomagolt pozitiv
egyszal RNS molekula, melyrdl egyetlen poliprotein expresszalodik, ez utdbbibdl késébb 11
érett fehérje keletkezik proteolitikus hasitdssal (2. abra). A PPV jelenléte a levélben

S'Ig;@r J

\TAYS AV v A%

D i _VPgINIa-pro NIbRdRp | P |

\J T romer
’ P1-pro | HC-pro ?!%:/;JJ 7‘
2. abra

A Potyviridae csalad jellemzo szerkezete és genomszervezédése. Fent:
Envelope nélkiili, helikalis szimmetriaju csavart palcika. Lent: Linearis ssSRNS(+)
genom, ¢és a hasitassal keletkez6 fehérjek (forras: ViralZone.expasy.org, 2018).

V' hasitas (NLA-pro)
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crer

vezethetd vissza. Ez hatdssal van a fotoszintézisre, igy a cukor metabolizmusra is, ami altal n
a gylimolesok savassdga. Nemcsak mindségi, hanem esztétikai romlas is jellemzi a PPV-vel
fertdzott csonthéjasokat. A levelek eltorzulnak, sargaszold gytriik, foltok jelennek meg rajtuk.
A gyiimdlcsokre jellemz0 az érett allapot eldtti lehullas, valamint eléfordulnak klorotikus és
nekrotikus teriiletek, elszinezddések (3. é&bra). A kajszibarack esetében a magon is

megfigyelhetdk a gytiriis elvaltozasok (Rimbaud et al. 2015).

3. abra
A Plum pox virus altal okozott fert6zés tiinetei
(Rimbaud et al. 2015 alapjan).
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2.2.2. Prunus nekrotikus gyiiriifoltossag virus (Prunus necrotic
ringspot virus- PNRsYV)

A Prunus nekrotikus gytirifoltossag virust dszibarackban irtdk le eldszor 1941-ben az
Amerikai Egyesiilt Allamokban (Cochran & Hutchins 1941). A virus a Bromoviridae csalad
Ilarvirus nemzetségéhez tartozik (Herranz et al. 2013). Pozitiv egyszali RNS genomja van,
mely harom részbol all (4. édbra): Az RNS1 és RNS2 a replikdz fehérjéket, az RNS3 a
kopenyfehérjét és mozgasi fehérjét kodolja (Kinoti et al. 2017).

T=3
RNS-1 (3.4kb) onrza  NS-3 (2.2kb)
5'e—] ORF1a —3-OH S«—{ "MP | ORF3b —3OH
RNS-2 (3.1kb) 5 g l ‘.
50—} ORF2a | —3-0H — I 5-OH
IORF2b sgRNA-4 (1.0kb)
4. abra

Az llarvirus nemzetség jellemzo szerkezete és genomszervezodése. Fent: Az
envelope nélkiili, ikozaéderes szimmetriaju virion. Lent: A haromosztatt, linearis
ssRNS(+) genom (forras: ViralZone.expasy.org, 2018).

A csonthéjasokat fert6z6 llarvirus-ok koziil a PNRsV az egyik leggyakrabban eléforduld
patogén szamos orszagban. Széles gazdakorrel rendelkezik, minden Prunus genushoz tartozo
novényt képes megfertdzni, termesztett és vad fajokat egyarant, de komloban és rozsaban is
kimutattdk mar. Az 4ltala okozott tiinetek a fert6zést kdvetd elsé évben mutatkoznak, melyek
a gazda érzékenységétdl, a virus torzstdl €s a klimatikus viszonyoktol fiiggden valtozhatnak.
Néhany novényfaj esetében a korokozo teljesen tiinetmentes, masoknal kisebb levélméret,
klorotikus gytriik, nekrotikus foltok jelennek meg (5. abra), valamint csokken a gylimdlesok
mérete és a terméshozam. Kajszibaracknal az elszinezddott foltok a gyiimdlesokre is
jellemzdek (Pallas et al. 2012).
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A PNRsV konnyen atvihetd egyik novényrdl a masikra vegetativ szaporitassal. Emellett
kiilonboz6 izeltlabuak, példaul tripszek segitségével a tavolabbi teriiletekre eljuttatott,
korokozot tartalmazd pollen az ott €16 €s termesztett, egészséges ndvényeket betegitheti meg.
Néhany esetben ismert a mag altal bekovetkezo virusatvitel, melynek sordn az anyandvény a
magon keresztiil megfertézheti az embriot. Utébbi révén biztositott a virus generaciorol-
generaciora torténd terjedése, ennek figyelembe vételével az ellenilik torténd védekezésnek

nagy jelentdsége van (Pallas et al. 2012, Barba et al. 2015).

5. abra
A PNRsYV tiinetei cseresznyén
(A képet készitette: Jay W. Pscheidt, 1990).

2.2.3. Cseresznye aprogyiimélcsiiség virus 1 (Little cherry virus 1-
LChV-1)

A cseresznye aprogyiimolcsiiség tlinetegyiittes két virushoz kotheté: a LChV-1-hez
valamint a LChV-2-h6z. Az altaluk okozott betegséget elészor Kanadaban, 1933-ban
észlelték, majd néhany éven beliil a legtobb kornyezd tiltetvény megfertdz6dott. Azdta a vilag
szdmos cseresznyetermd vidékén detektalhatd a korokozok jelenléte (Matic et al. 2009).

Amint azt neviik is jelzi, a rajuk legfogékonyabb ndovények a kiilonbozo cseresznyefajtak
(Barba et al. 2015). A fert6zott egyedek gyiimolcsei kezdetben normalis novekedést
mutatnak, majd koriilbeliill 10 nappal a betakaritds el6tt nem érnek tovabb. Ennek
kovetkeztében szinilik halvanyabb lesz az érett termésekhez képest, iziik pedig élvezhetetlen,
igy a megbetegedett fak termései nem eladhatoak (6. abra). Megfigyelték, hogy a sotétebb

gyiimolcsoket termd fajtdkon a tiinetek sokkal erésebben mutatkoznak, mint azokon, melyek
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halvanypiros illetve sarga szinii cseresznyéket hoznak. Néhany fajta esetében a betegség a
leveleken is mutatkozik. Jellemzden augusztus végén észlelhetd a levélfelszin piros, lila,
illetve bronzos elszinezodése, mikdzben az erezet z6ld marad. A virusok altal okozott tiinetek
évrél-évre ¢és teriiletenként is valtozhatnak. Egyes cseresznyefajtdk akar tiinetmentesek is

lehetnek, vagy csak csekély elvaltozasokat mutatnak (Sheets & Pests 1996).

6. abra
A cseresznye aprogyiimolcsiiség egyik tiinete. Fent egy
egészséges, alul pedig egy fertdzott agat lathatunk (forrés:
http://treefruit.wsu.edu/article/little-cherry-disease-basics/, 2018).

Az altalunk vizsgalt LChV-1 a Closteroviridae csalad Velarivirus nemzetségéhez tartozik.
Genomja pozitiv egyszalt RNS, mely 8 nyitott leolvasasi keretet (open reading frame, ORF)
tartalmaz (7. abra). Ezek kodoljak tobbek kozott a kopenyfehérjét, az RNS fiiggd RNS
polimerazt, a helikazt, a metil-transzferazt és a hdsokkfehérjét (Dolja et al. 2006; Wang et al.
2016). Tovabba az egyik ORF régiorol feltételezhetéen az RNS interferenciat gatld silencing
szupresszor fehérje expresszalodik (Katsiani et al. 2017). A LChV-1 a vegetativ tton
szaporitott novények kozott konnyen terjeszthetd, azonban rovar vektora nem ismert. Ennek
ellenére meggy, Oszibarack és mas Prunus fajokban is detektaltdk mar (Barba et al. 2015,
Wang et al. 2016).
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7. abra
A Velarivirus nemzetség jellemzo szerkezete és genomszervezodése. Fent: Envelope
nélkiili fonalas palcika. Lent: A Cukorrépa sargulas virus genomszervezddése (forras:
ViralZone.expasy.org, 2018).

2.2.4. Cseresznye virus A (Cherry virus A- CVA)

A cseresznye virus A a Betaflexiviridaec csaladon beliil a Capillovirus nemzetséghez
tartozik. A virus genomja pozitiv egyszali RNS molekula, mely két atfeddo ORF régioba
rendezédik (8. abra). Az ORFI1 régi6 kddolja az RNS fiiggd RNS polimerazt és a
kopenyfehérjét. Az ORF2-r8l a mozgési fehérje expresszalodik (Jelkmann 1995, Gao et al.
2017).

A virust el6szor Németorszagban azonositottak 1995-ben (Jelkmann 1995). Azoéta a vilag
szamos orszagaban kimutattdk, foként meggy és cseresznye illtetvényeken, ritkdbban
eléfordul azonban mas Prunus nemzetséghez tartozo fajban, igy szilvaban, &szi-, és
kajszibarackban is. Bar vegetativ szaporitassal a CVA konnyen atvihetd az egészséges
novényekbe, nagymértékii elterjedésének ellenére rovar vektorai egyeldre nem ismertek (Gao

etal. 2017).
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Jelenleg nincs bizonyiték arra, hogy a virus jelenléte a vizsgalt egyedekben kapcsolatban
allna a gazdandvényen megfigyelt tiinetekkel. Ennek megallapitasa azonban nem egyszert,
mert a CVA-t a legtobb esetben mas korokozokkal egyiitt azonositottak a mintakbol (Marais
et al. 2012). Jelkmann kutatécsoportja példaul LChV-1 altal fert6zott cseresznyefakban irta le
elészor a virust, de a tiinetek és a CVA jelenléte kozott dsszefiiggést nem tudtak kimutatni
(Jelkmann 1995). Az altalanosan elfogadott allaspont jelenleg az, hogy a Cherry Virus A a
gazdandvényben latens, azonban nincs kizarva, hogy egyes izolatumok az erre fogékony

novényben tiineteket okozhatnak (Marais et al. 2012).

ORF1 CP

sl MT Pro Hel ROEP ..
Genomi RNS [7MP4] 4

Feltételezett g
5" CP ARARARARAY 31

szubgenomi RNS-ek

8. abra
A Capillovirus nemzetség jellemzé szerkezete és genomszervezodése. Fent: Envelope
nélkiili fonalas palcika. Lent: A linearis ssSRNS(+) genom. (forras: ViralZone.expsy.org, 2018)

2.2.5. Oszibarack latens mozaikossdg viroid (Peach latent mosaic
viroid- PLMVd)

Az 6szibarack latens mozaik viroid okozta megbetegedést eldszoér Franciaorszagban 1976-
ban figyelték meg olyan szaporitoanyagokon, melyek Japanbol és Amerikabol szarmaztak
(Desvignes 1976). A fertézés legtobbszor tlinetmentes, de okozhat levélfoltosodast,
mozaikossadgot, a virdgoknal csikos mintdzatot, valamint albinizmust (10. &bra). A
rigyfakadas és termésérés késleltetett, el6fordulhat riigyelhalds, és legrosszabb esetben a

legyengitett fak 1do eldtti oregedése (Flores et al. 2006).
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Kordbban azt gondoltdk, hogy a
viroid kizarélagos gazdaja az 6szibarack,
azonban szilvaban, cseresznyében ¢s
kajszibarackban is detektaltdk mar
(Boubourakas et al. 2009).

A korokoz6 a  Pelamoviroid
nemzetséghez tartozik az Avsunviroidae
csaladon belill. Genomja egyetlen
cirkularis ~ RNS, mely  336-351
nukleotidbdl all, konforméacioja kiagazo

hurkokat tartalmaz (9. abra). A PLMVd

9. abra
Az Avsunviroidae csaladra jellemz6 cirkularis
ssRINS genom (forras: ViralZone.expasy.org, 2018).

horizontélisan terjesztheté példaul vegetativ szaporitdssal, vagy levéltetvek 4ltal, de

vertikalisan, magon keresztiil nem jut 4t az embridba, és pollen Utjan sem terjed (Flores et al.

2006).

10. abra
A PLMVd jellegzetes tiinetei. A bal fels6 képen a levél mozaikossagat lathatjuk. A
tole jobbra 1év6 képen megfigyelheto a felsé viragok rozsaszin elszinezédése az also,

egészségesekehez képest. A bal also kép felso soraban az egészséges gyiimolcsok
lathatdk, alatta az elszinez6dott példanyok. A jobb alsé kép bal oldalan lathato
kerekded magok fert6zott gylimolcsokbol szarmaznak, a jobb oldaliak az
egészségesek (Flores et al. 2006).
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2.3. A novények védekezése

A ndvények a legtobb esetben képesek kivédeni a virusok kéaros hatasait, melynek mértéke
fiigg a novény fogékonysagatol, valamint attdl, hogy a kérokozo6 képes-e atjutni a természetes
fizikai barriereken. A virusok indukalta névényi valaszreakcio a specifikus virusfelismerés,
melynek soran a patogén kodolta virulencia faktorokat a novényi sejtek felismerik. Ennek
kovetkezménye a hiperszenzitiv vagy nekrotikus immunvalasz kialakuldsa a megtamadott
sejtekben, mely a védekezésben szerepet jatszo hormonok (szalicilsav, jAzmonsav, nitrogén-
oxid) szintjére hat, vagy reaktiv oxigénformak képzdédését inditja el a szOvetekben. Sejt
szinten a stresszindukcidé a kalciumion homeosztdzis valtozasat idézi eld, melynek
kovetkeztében megvaltozik a membranpotencial, igy annak permeabilitasa is. Ezek a
hiperszenzitiv reakciok a virusok terjedésének megakadalyozasaban jatszanak szerepet.
Eredményesen csak azok a virusok képesek megfertézni a gazdandvényt, melyek
rendelkeznek nem felismerhetd virulencia faktorokkal (Pallas & Garcia 2011, Mandadi &
Scholthof 2013).

A magasabb rendli névények képesek megvédeni magukat a virusfertézésekkel szemben az
RNS interferencia alapti védekezd folyamataik altal (Ding & Voinnet 2007). Az RNS
interferencidhoz kapcsolédd legismertebb publikacid6 Andrew Fire és Craig Mello
munkdjdhoz kothetd, akik az RNS interferencia felfedezéséért 2006-ban fizioldgiai és
orvostudomanyi Nobel-dijat kaptak (Fire et al. 1998).

A virusok elleni védekezés sordn miikodd RNS interferencia alapvetden két részre
bonthaté (11. &bra). A virusok replikidcidja soran keletkezd kétszali RNS-t a ndvény
felismeri, és 21-24 nukleotid hossza kis interferdld6 RNS (small interfering RNA, siRNS)
molekulakra hasitja. A folyamathoz nélkiilozhetetlenek az RNazIIl enzimek kozé sorolt,
endonukledz aktivitassal rendelkezd Dicer molekuldk. Masodik 1épésként a siRNS-ek egy
multiprotein komplexbe (RNS induced silencing complex, RISC) épiilnek, mely egy nukledz
aktivitassal rendelkezd, kozponti Argonauta (AGO) fehérjét tartalmaz. A RISC a siRNS-sel
az RNS interferenciat megvalositani. A folyamat eredményeként a virdlis RNS-ek
mikodésképtelenné valnak (Hammond 2005).

Felmertil a kérdés, hogy ha a novények kifejlesztettek egy ilyen hatékony védekezési
mechanizmust a virusok ellen, hogyan lehetséges, hogy a virusok mégis képesek szaporodni

¢és elterjedni a novényekben? Nem sokkal Fire és Mello felfedezése utan publikaltak, hogy
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egyes virusok az antiviralis csendesitést hatastalanito fehérjéket, ugynevezett VSR-eket (viral
suppressor of RNA silencing) képesek termelni. Ez bizonyitja, hogy az RNS interferencia egy
természetes ¢és hatékony, virusok elleni védekezd rendszer a novényekben, mely a
korokozokat evolucios nyomas ald helyezi (Anandalakshmi et al. 1998; Burgyan & Havelda
2011).

A Closterovirdae csalad néhany torzsénél mar leirtak VSR funkcidju fehérjéket. Ennek
tapasztaltak, hogy tranziens tesztekben ez a molekula VSR-ként miikodik (Katsiani et al.
2017). Funkcioja feltételezhetéen a siRNS-ek nagy affinitassal vald kotése, még mieldtt a
RISC-be épiilnének. Ennek eredményeként a ndvényben olyan fejlodési rendellenességek
1épnek fel, melyek jellemzden virusfertézésre utalnak (Ye & Patel 2005, Dolja et al. 2006).

Ezt a fontos megfigyelést szeretnénk tovabb vizsgalni kisérleteink soran.
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11. abra
Az RNS interferencia folyamata névényi sejtben.
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2.4. A virusok terjedésének korlatozasa

2.4.1. Novényvédelmi szabalyozasok

A gylimolesfak fajtahiiségének megdrzése érdekében az egyedeket vegetativ uton
szaporitjak, igy a virusok szaporitdanyaggal torténd terjedésének kockazata nd, melyet az
orszagok kozotti kereskedelem fel is gyorsithat. Ennek megeldzése céljabdl, nemzetkozi
egyiittmikodéssel létrejottek olyan ndvényvédelmi szabalyzatok, melyek elsOsorban arra
iranyulnak, hogy kizarjdk a korokozokat azokrdl a foldrajzi teriiletekrdl, ahol korabban nem
ismerték Oket. Ez vonatkozik azokra a teriiletekre is, ahol a betegség eléfordulhat, de terjedése
korlatozott. A szabalyozasok régionként eltérdek lehetnek.

Hazank az European and Mediterranean Plant Protection Organisation (EPPO)
szervezetével miikodik egyiitt novényvédelmi kérdésekben. Az EPPO javaslatot tesz bizonyos
patogének korlatozasara, melyet az adott orszag a sajat koriilményeinek figyelembe vételével
mérlegel és végrehajthat. Az EPPO Utmutat6t kindl a ndvényi szaporitdbanyag mindsitéséhez,
egyes virusok esetében javasolja a fertdzott novények elimindldsat az iiltetvényrdl, vagy ezek
karantén ald helyezését, szabdlyozza a rovar vektorok elleni inszekticidek hasznélatat,
valamint a virusmentes szaporitdanyag-eldallitashoz ¢és rezisztencianemesitéshez nyujt

segitséget (Barba et al. 2015).

2.4.2. Az altalanos tanusitasi eljaras

A szaporitéanyag vegetativ eldallitisa soran fontos a novények egészséges allapotdnak
fenntartasa és a fajtahliség. A tanUsitas biztositja ennek teljesiilését. Az eljaras régionként
bizonyos eltéréseket mutat, altalanos lépései azonban mindeniitt megegyeznek, ezek az

alabbiak:

A mindségi kovetelményeknek megfeleldé novényegyedek kivalasztasa: Ez kizardlag
agrondmiai szempontbdl torténik, a jeloltek egészségi allapota altalaban nem ismert.

A genetikai allomany fenntartasa: A kivalasztott fajtaecgyedeknek a potencialis veszélyt
jelentd korokozoktol mentesnek kell lennie. Minden egyes ndvényt az eldirt diagnosztikai
modszerekkel kell a virusokra tesztelni. A vizsgalt novényeket izolatorhazakban tartjak fenn,
hogy megel6zzék a rovarvektorok altal terjesztett megbetegedéseket, és gyakran egyéni
konténerben nevelik Oket, hogy fonalférgektdl mentes talajt biztositsanak a ndvényeknek (12.

abra).
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A szaporitéanyag eldallitdsa: A virusmentesnek bizonyult fajtat vegetativan szaporitjak a
lehetd legkevesebb 1épésben a fert6zések elkeriilése végett. In vitro mikroszaporitas is
alkalmazhat6 a folyamat gyorsitdsa érdekében. Az eldallitott szaporitdbanyagot tovabbra is
izolalt koriilmények kozott kell fenntartani.

A novények mindsitése: Azok a novények, melyek nem mutatnak tiineteket
mindségromlast okozd betegségekre, illetve ezek eldallitdsa soran szigoruan kovették az

eldirasokat, hivatalos tanusitvanyt kapnak (Barba et al. 2015).

12. abra
Kajszi izolatorhaz Ujfehérton
(fot6: Barath Daniel, 2016).

2.4.3. A szaporitoanyagok eloallitasanak szabalyzasa hazankban

Hazankban a novényfajtak allami elismerését, valamint a szaporitdéanyagok eldallitasat és
formalomba hozatalat a 2003. évi LII. torvény szabalyozza. A torvény felhatalmazza a
kormanyt, hogy rendeletben megallapitsa a szaporitéanyag-mindsités eljarasi rendjét, a
szaporitoanyag-eldallitasnak személyi és targyi feltételeit, és jelolje ki a novénytermesztési
hatésdgot. Erre hivatkozva sziiletett meg a 14/2017. (III. 23.) FM rendelet a gylimoles
szaporitdanyagok eloallitdsarol és forgalomba hozatalar6l, mely szerint az ellendrzési és
minésitési feladatokat a NEBIH, a ndvénytermesztési hataskorben eljaré jarasi hivatal,
valamint ndvény- és talajvédelmi hataskorben eljard jarasi hivatal latja el (2003. LIIL. 30.§).

A rendeletben megszabjak, hogy a szaporitéanyagot olyan rovarmentes létesitményben kell
fenntartani, mely biztositja a légbeli vektorok altali vagy barmely egyéb lehetséges forrasbol

ered0 fertdzéstél valdo mentességet (14/2017. (III. 23.) 8. § 1. bekezdés). Tovabba
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rendelkeznek arr6l is, hogy a mar mindsitett anyandvényeket és szaporitéanyagot olyan
foldteriileteken kell fenntartani, amelyek el vannak szigetelve a 1égbeli vektorok vagy a
gyokerekkel vald érintkezés altal eloidézett fertdzés, a gépek vagy az oltdshoz hasznalt
eszk6zok révén bekovetkezd keresztfert6zés potencialis forrasaitol és barmely egyéb
lehetséges fertézésforrastol (14/2017. (I11. 23.) 8. § 8. bekezdés).

Ugyanezen rendelet 7. §-abol altalam kiemeltek szerint a certifikacids rendszerben torténd
szaporitdanyag akkor mindsithetd, ha az anyandvény megfelel a fajta leirasanak, és ez
ellendrzésre kertlt; illetve megfelel az egészségi allapotra vonatkozd kdvetelményeknek.

A termeldi nyilvantartdsra vonatkozd jogszabalyokat, vizsgalatkoteles karositokat, a
fertdzott ndvények megsemmisitését, valamint a szaporito- €s iiltetvényanyagok vizsgalatat a
7/2001. (I. 17.) FVM rendelet a ndvény-egészségiligyi feladatok végrehajtdsdnak részletes

szabalyairdl irja eld.

2.5. A virusdiagnosztikai modszerek attekintése

A virusok elleni védekezés legfontosabb eleme a megel6zés, a patogének idében torténd
felismerése és azonositasa. Ennek egyik modja a biologiai diagnosztika, mely sordn a virus-
gazdandvény interakciot folyamatosan megfigyelik, és a kialakult tlinetek alapjan
kovetkeztetnek a korokozo jellegére. A vizsgalathoz gyakran alkalmaznak a feltételezett

patogénre fogékony indikatornovényt (Barba et al. 2015).

A tovabbi novényi virusdiagnosztikai modszerek ezzel szemben molekularis modszereken
feltételezik. Az ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) alkalmazdsa a PPV
detektalasara 1977-ben Clark és Adams altal hatalmas attorés volt a virusdiagnosztikdban,
mely teljesen 01 tavlatokat nyitott a virustesztek fejlédésében. A modszer 1ényege a specifikus
antigén-antitest kapcsolat kialakuldsa egy szilard hordozé feliileten, melynek 1étrejottét
szinvaltozas jelzi. Ez a legszélesebb korben alkalmazott diagnosztikai eljaras, mert gyors,
konnyen kivitelezhetd, és azonnal értelmezhetd eredményt ad. Az eljaras koltséges része a
viroidok és virusokbdl szarmazd fehérjék, példaul a kopenyfehérje tisztitdsa a mintabol,

valamint az ennek megfeleld antiszérum eldallitasa (Boonham et al. 2014, Barba et al. 2015).
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A masik elterjedt, virusok detektalasat lehetévé tevd modszer a PCR (Polymerase Chain
Reaction). Ez az ELISA-val szemben sokkal érzékenyebb eljaras, mert a korokozok
elegendo a sikeres reakciohoz. Minden PCR teszthez szilikség van templat DNS-re. Mivel a
legtobb novényi virus RNS genommal rendelkezik, elsé 1épésként reverz transzkripcidval
létre kell hozni az ennek megfeleld, komplementer DNS (cDNS) szélat, melyrél PCR termék
keletkezhet. Amennyiben rendelkezésiinkre all a virus genomjanak bdazissorrendje, arra
specifikus oligonukleotid szekvenciakat (primereket) tudunk tervezni, melyek kiinduldpontjai
lesznek a DNS polimeraz altal katalizalt 1anchosszabbitasnak. Agardz gélelektroforézissel
ellendrizhetjiik, hogy a kivant fragmentumot sikeriilt-e amplifikédlni, illetve jelen van-e a
vizsgalt mintaban (Garibyan & Avashia 2013).

A PCR egyik tovabbfejlesztett valtozata a kvantitativ PCR (qPCR), melynek alkalmazéasa
soran a kivant termék jelenléte és mennyisége mar a reakcido kozben, valos idOben
meghatdrozhat6. A sokszorositani kivant DNS szakaszra leggyakrabban egy komplementer
Tagman probat terveznek, mely a fluoreszcens rezonancia-energiatranszfer elvén lehetdvé
teszi, hogy a Taq polimeraz miikodése soran keletkezd termékrdl fluoreszcens jelet kapjunk
(Boonham et al. 2014).

Egy masik, gyakran hasznalt mddszer a multiplex PCR, mely alkalmas arra, hogy egy
mintat egyszerre tobb virusra teszteljiink kiilonbozd primerparokat alkalmazva. Elénye, hogy
id6takarékos, de optimalizaldsa nehézségekbe iitkozhet, és gyakori a nem specifikus termék

keletkezése (Garibyan & Avashia 2013).

A PCR hatékony diagnosztikai modszer, de a késziilék draga, ezért igény van olyan
tesztekre, melyek kisebb beruhdzast igényelnek, illetve terepen is elvégezheték. A LAMP
(Loop-mediated isothermal amplification) megfelel ennek az elvarasnak, és a modszer masik
elénye, hogy denaturalas nélkiil is képes a kivant szakaszt amplifikalni, igy a teljes reakcid
egy homérsékleten jatszodhat le, mely korilbeliil 65°C. A folyamathoz 6 nukleinsav
szakaszra terveznek primereket, méghozzad 10gy, hogy a szintetizdlodott termékekben
onkomplementer régiok keletkezzenek, igy ezek hurok struktirdkat formalnak (13. é&bra).
Ezaltal lehetévé valik, hogy a lanchosszabbitas ne csak a 3’ végekrdl indulhasson el, hanem a
hurkokrol is, melynek kdszonhetden a folyamat kevesebb, mint 30 perc alatt lejatszodhat

(Notomi et al. 2000, Boonham et al. 2014).
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13. abra
A LAMP vazlatos rajza

(forras: https://www.neb.com/applications/dna-amplification-pcr-and-qpcr/isothermal-amplification,
2018).

Az emlitett diagnosztikai mddszerek mindegyike valamilyen eldzetes ismeretet igényel a
virusok azonositasdhoz (fehérje, nukleinsav szekvencia), azonban el6fordulhat, hogy a
tiineteket olyan patogén okozza, melyrél nem rendelkeziink semmilyen informécioval.

A 2000-es évek elején kifejlesztettek egy olyan metagenomikai modszert, mely lehetoveé
teszi a vizsgalt mintaban 1évé 0Osszes ¢€lolény detektalasat. Az ujgeneracids szekvenalasi
technikdk (Next-generation sequencing, NGS) a hagyomanyos diagnosztikai modszerekkel
szemben, nem igényelnek eldzetes szekvencia ismeretet a vizsgalt szervezetrdl (Barba et al.
2013).

A novényi virusdiagnosztikdban hatalmas attorést jelentett az RNS interferencia révén

keletkezett viralis kis RNS-ek ujgeneracios szekvenalasa, mellyel lehetdségiink nyilik egy
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adott novényi mintdban jelenlévd 0Osszes virus detektildsara. A modszer nagy eldnye a
hagyomanyos szekvenalasi technikdkhoz képest, hogy egyszerre nagy mennyiségii olvasatot
(read-et) képez (Barba et al. 2013, Hadidi et al. 2016). A ndvényi virusdiagnosztikaban
eldszor 2009-ben alkalmaztak 0j virusok azonositasara (Kreuze et al. 2009). Innentdl kezdve
az yjonnan leirt novényi virusok szdma ugrdsszerlien nétt, ez tobbek kozott annak is
koszonhetd, hogy az NGS éra jelentésen csokkent. Az NGS technoldgiat ndvényi virusok
esetében kilonbozo torzsek elkiilonitésére, karakterizalasara, mutaciok feltarasara, szisztémas
terjedés feltérképezésére, evolucids kutatdsokra, és egyéb célu tanulméanyokra alkalmazzak
(Hadidi et al. 2016).

Szamtalan eldonye mellett az jgeneracios szekvendldsnak hatranya, hogy a kapott, nagy
mennyiségli szekvencia Osszeillesztése €s azonositasa kihivast jelent kiilondsen az 0j virusok
esetében. Tobb szoftvercsomag is rendelkezésiinkre 4ll az adatok kielemzésére, de ezek
mindegyike egyféle funkciora specializalodott, példaul szekvencia illesztés vagy
polimorfizmus vizsgalat (Barba et al. 2013), de integralt megoldas még nem sziiletett a
felmeriil6 igények kielégitésére. A jelenlegi allaspont szerint tehit nem az a kihivas a jovore
nézve, hogy az NGS rendszereket tokéletesitsilk, hanem a keletkezett adatmennyiséget
képesek legyiink feldolgozni, és szakszerlien elemezni, az erre alkalmas szoftverek

fejlesztésével (Boonham et al. 2014).
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3. Anyag és modszer

3.1. A novényi mintak

A kisérletek alapjaul szolgalo levélmintdk a NAIK Gyilimolestermesztési Kutatointézet
ceglédi és Ujfehértdi izolator hazaiban nevelt kajszibarack fajtajeloltekrél szarmaznak (14.
abra). A 2016 oktoberében gytijtott leveleket a négy €gtajnak megfeleléen az agak kdzepérol
szedte a csoport. Tovabbi mintagytjtés tortént 2016-ban Balatonvildgoson, Toyesi fajtarol.

Felhasznalasig minden mintat -70 °C-on taroltunk.

14. abra

Tiineteket mutato6 kajszi levelek az uijfehértoi izolatorhazban
(foto: Barath Daniel, 2016).

3.2. RNS kivonas

Az RNS kivonast Gambino optimalizalt modszerével végeztiik (Gambino et al. 2008).
Ehhez 150 mg levélmintat hasznaltunk fel egyedenként az aldbbiak szerint: A leveleket
folyékony nitrogénnel lehiitott dorzscsészében homogenizaltuk, majd 17 pl f-merkaptoetanolt
¢és 850 ul 65 °C-on eldmelegitett CTAB tartalmu extrakcios puffert adtunk hozza. Eppendorf
csovekbe Ontottik at a mintakat, majd erds vortexelést kovetden 10 percig 65 °C-os
vizfurdében razattuk. Hozzdadtunk 850 pl jégen tartott kloroform-izoamilalkoholt, erdsen
razva kevertiik, majd 10 percig 4 °C-on centrifugaltuk (10000 rpm).

Uj Eppendorf csovekbe pipettaztunk 800 pl kloroform-izoamilalkoholt és ramértiik a
feliiluszot a lefugélt mintdkrol. Intenziv keverés utan ismét 10 percig 4 °C-on centrifugaltuk
(10 000 rpm). Uj csévekbe 250 pl 9M-os LiCl-ot mértiink, és hozzaadtunk 450 ul feliilaszot.
Ovatosan dontogetve kevertiik, majd 30 percig jégen tartottuk. Ezt kovetden 20 percig 4 °C-
on centrifugdltuk (13000 rpm). A feliiliszot ledntottiik, és a csapadékra 450 pl 65 °C-ra
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felmelegitett SSTE-t pipettaztunk. Vortexelés utdn 450 pl kloroform-izoamilalkoholt adtunk
hozzé, majd dontdgetve kevertiik és 10 percig 4 °C-on centrifugaltuk (10000 rpm).

Uj csovekbe 280 ul izopropanolt és 30 pl 4M-os natrium-acetatot mértiink, melyre 400 pl
feliiluszot pipettaztunk. Ovatos atforgatast kovetden 5-10 percig szobahémérsékleten
inkubaltuk. Centrifugaltuk 20 percig 4 °C-on (13 000 rpm), majd a feliiluszot ledntottiik. A
csapadékhoz 1 ml 70%-os etanolt adtunk, és 5 percig 4 °C-on centrifugaltuk (13000 rpm). Az
alkoholt ledntottiik a mintakrol €s 10 percig SpeedVac-ben széritottuk oket. Végezetiil az
RNS-t 25 ul steril (MQ) vizben visszaoldottuk, és a koncentraciokat Nanodrop késziilékkel
megmértiik.

Mintanként 3 pl visszaoldott RNS-t FDE festékkel megfestettiink, és 1,2%-o0s agardz gélen

ellendrzd elektroforézist végeztiink.

3.3. RNS keverék készitése

A nagy mintaszam kdnnyebb ¢€s gyorsabb feldolgozasa végett a kivont RNS-ekbdl az adott
fajtakat tartalmazo keveréket, fajtapoolt készitettlink, majd a mintdk koncentracidinak
figyelembe vételével tovabbi, tobb fajtat tartalmazo keveréket készitettiink, és az igy kapott
munkapoolokkal dolgoztunk tovabb (15. 4dbra). Az egyedi RNS-eket tovabb taroltuk, hogy

késobb a virusok jelenlétét kimutaté teszteket az adott fajtara, és egyedre is elvégezhessiik.

N

T I\ ’J T W Egyedi RNS kivonatok
i
X, N

\ RNS keverékek fajtanként (fajtapoolok)

Tobb fajta RNS keveréke (munkapoolok)

15. abra
Az RNS keverékek készitése.
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3.4. RT-PCR alapu virustesztek

A virusok jelenlétének kimutatasara szolgalé PCR tesztek elvégzéséhez a kajszi levelekbdl
kivont RNS keverékekrél cDNS-t kell eldallitani. A templatként szolgdldé RNS kivonatok
koncentracioit a mellékletben talalhato tablazatokban foglaltam 6ssze (37-41. tablazat).

A reverz transzkripciot a Thermo Scientific RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit-
jével végeztiik. Ehhez mintanként 0,5 pg RNS-t hasznaltunk fel, majd hozzamértiink 0,25 pl
random primert és annyi MQ vizet, mely az elegyet 3 ul végtérfogatra egészitette ki.
Vortexeltiik, centrifugaltuk és 5 percig 65 °C-os vizfiirddben inkubaltuk a csdveket. Ezutan
jégre helyeztiik 6ket és kozben Osszemértiik a reakcidhoz sziikséges keveréket az aldbbiak
szerint: 5x reakcio pufferbdl 1 pl-t, 10mM dNTP-bol 0,5 pl-t, Ribolock RN4z inhibitorbol
0,25 pl-t és RevertAid reverz transzkriptdz enzimbdl szintén 0,25 pl-t mértiink 6ssze. A mar
denaturdlt és jégen tartott mintdkhoz hozzadmértiink ebbdl a keverékbdl 2-2 pl-t. A reverz
transzkripcié sordn a mintdkat termosztatban inkubaltuk, 10 percig 25 °C-on, 60 percig
42 °C-on, 10 percig 45 °C-on, majd a reakciot 10 perc 70 °C-on valo inkubalassal allitottuk le. Az
elkésziilt cDNS-eket 10x-esére higitottuk, -20°C-on taroltuk ¢és RT-PCR alapu

virusdiagnosztikai tesztekhez hasznaltuk fel.
3.4.1. Virus-specifikus PCR

A PCR vizsgalatokhoz az irodalomban publikalt, vagy sajat tervezésii virus-specifikus
primereket hasznaltuk. A primereket a kutatocsoport a korabbi kisRNS konyvtarak szekvencia
elemzései, és az adatbazisban taldlhatd virusvaridnsok szekvencidja alapjan tervezte (16.

tablazat).

A reakciohoz sziikséges reakciolegyet az alabbiak szerint mértiik ossze:
MQ: 9,4 ul

Thermo Scientific 5X Phire Green Reaction Buffer: 3 ul

Forward primer (10 uM): 0,75 ul

Reverz primer (10 uM): 0,75 pl

10mM dNTP: 0,3 ul

Thermo Scientific Phire Hot Start I DNA Polymerase (1u/50 pl): 0,3 ul
Templat (10x cDNS): 0,5 pl

Osszesen: 15 pl
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A folyamat a kovetkez0 protokoll szerint zajlott:

98 °C 30 mp
98 °C 10 mp N
hibridizacios
hémérséklet 10 mp \ 40x
(15. tablazat)
72 °C 20 mp
J
72 °C 1 perc
16. tablazat
Virus-specifikus primerek az RT-PCR tesztekhez
Hibridizacios
Hossz
Virus Gén bp) Primer Szekvencia (5’- 3°) homérséklet
P
O
ATGTCGATCATACCA
CVAMP-Fm (5400)
Cherry GTYAAG
mp 1392 62
Virus A TTACCTTCTGCACCA
CVAMP-Rm (6791)
ACYAC
CAGACTACAGCCTCG
PPV_P2 (9292)F
Plum Pox CCAGA
cp 243 62
Virus ACCGAGACCACTACA
PPV _P1 (9534)R
CTCCC
GTTGTTAGATTCCGTC
Little LChV1_9493F
ATTAR
Cherry hsp70 | 796 51
CAGTCGAACTACCAA
Virus-1 LChV1 10288R
GCGTTC
Peach CCCGATAGAAAGGCT
PLMVd F (117-141)
Latent teljes 337 AAGCACCTCG 53
Mosaic genom AACTGCAGTGCTCCG
o PLMVd R (92-116)
Viroid - AATAGGGCAC
Prunus GAGTATTGACTTCAC
cp PNcpinF
Necrotic GACCAC
) 384 56
Ringspot CTTTCCATTCGGAGA
] cp PNcpR
Virus AATTCG

mp= movement protein (a mozgasi fehérjét kodold gén), cp= coat protein (a kopenyfehérjét

kodold gén), hsp70= heat shock protein (a hdsokk fehérjét kodold gén)
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A PCR termékeket a megfeleld pozitiv kontrollal egyiitt (17. tablazat) 1,2%-os agar6z gélen

elektroforetikusan valasztottuk el.

17. tablazat
Az RT-PCR virustesztekhez alkalmazott pozitiv kontrollok forrasa

Virus + Kontroll
Cherry Virus A Pannonia kajszibarack
Plum Pox Virus Tuleu gras szilva
Little Cherry Virus-1 Magyar kajszi
Peach Latent Mosaic Viroid Cresthaven dszibarack
Velencei virologiai allomason mintazott
Prunus Necrotic Ringspot Virus o
tiinetes kajszi

3.5. Northern-blot analizis

Az RT-PCR eredmények megerdsitésére northern-blot hibridizaciot végeztiink a CVA és a
PLMVd esetében. A folyamat a kdvetkezOk szerint tortént:

Denatural6 gél készitése az RNS mintdkhoz.

1,35 g agarozt 66 ml steril vizzel forraltunk, majd koriilbeliil 60 °C-ra visszahiitottik. 9 ml
10X MAE-t ¢és 15 ml formaldehidet egy méréhengerbe Ontbttiink. Miutan a gél lehilt,
hozzaontottiik ezt az oldatot. Igy 90 ml denaturdld gélt készitettiink, melyet tiszta talcaba

ontottiink, belehelyeztiik a féstit, és hagytuk megszilardulni.

A mintdk elokészitése és elvalasztasa.

9 ul RNS preparatumhoz 31 pl mintakezeldt adtunk, mely 1 mintira szamolva 4 pl 10X
MAE-t, 7 pl formaldehidet és 20 pl formamidot tartalmazott. Ezt az adott mintaszammal
megszoroztuk. A mintakezel6hoz 1 pl etidium-bromidot adtunk. Vortexeltiik, majd néhany
masodpercig centrifugéltuk. A mintakhoz 2 pl FDE festéket adtunk, majd 65 °C-on 15 percig
denaturaltuk Oket. Ha a gél megszilardult, a mintakat felvittiik a zsebekbe, és 1X MAE
pufferben 90V-on 2-3 6ran at elektroforetikusan valasztottuk el. Ennek eredményét UV fény

alatt ellendriztik.
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Blottolas.

Elso 1épésben a membrant (Hybond N) olyan méretre vagtuk, mely lefedte a gél zsebek alatti
részét a felvitt mintdk teljes szélességében. Ezt 20X SSC oldattal atitattuk. A feliiletet az
alabbiak szerint készitettiik eld: Egy liveglapra 2 szlirOpapirt helyeztiink, melyek végiikon
20X SSC oldatba értek. Majd egy 20X SSC oldatba meritett sziirdpapirt buborékmentesen
rahelyeztiik az el6zdekre. Erre tettiik rd a gélt, és oldalrdl folidval leszigeteltiik, hogy ne
szaradjon ki a feliilet. A gélre raigazitottuk a membrant, szintén figyelve arra, hogy ne
maradjon levegd kozottilk. A membranra tovabbi 3 réteg szlirOpapirt helyeztiink, majd nagy
mennyiségli papirtorlével és az erre fektetett nehezékkel biztositottuk, hogy a mintdk a
kapillarishatas elvén a gélr6l a membranra keriiljenek. A blottolas egy éjszakan at zajlott.

UV fixalas és prehibridizécio.

A folyamat el6készitése soran bekapcsoltuk a 65 °C-os termosztatot, melyben a 2X SSC
oldatot és a prehibridizaciés puffert felmelegitettik. A mintdkat UV crosslinkerben
rogzitettik a membranhoz. A fixalas utdn 30 percig 2X SSC-ben 65 °C-on mostuk a
membrant, hogy az esetlegesen nem hozzakotddott RNS-t eltavolitsuk. Ezt kovetden a
membrant 1 oran keresztiil 65 °C-on a prehibridizéacios folyadékban inkubaltuk. Ez id6 alatt

elkészitettiik a hibridizaciohoz sziikséges, radioaktivan jelolt probat.

Proba készitése.

A prébadhoz templatként a CVA esetében Pannonia fajtabol késziilt mintat, PLMVd
vizsgélathoz pedig Cresthaven fajtaji Oszibarack mintat hasznaltunk. A reakciot a Thermo
Scientific Decalabel DNA Labeling Kit segitségével végztiik. 1,5 ml Eppendorf csébe
osszemeértiink 5 pl 5X reakciopuffert, 19 pl steril vizet és 1 pl templatot. 10 perc 100 °C-os
hoékezelést kovetden par percig jégen tartottuk. A kovetkezd 1épésben hozzdadtunk 1,5 ul
MIX C keveréket (mely nem tartalmaz dCTP-t), 0,5 pl Klenow polimerazt és 3 pnl
radioaktivan jelolt dCTP-t. 37 °C-on egy Oran at inkubaltuk. Ezt kdvetden 2 pl ANTP-t adtunk
a reakcidhoz, és tjra 37 °C-on tartottuk 5 percig. Végiil 90 °C-on 5 percig hdkezeltiik €s jégre
helyeztiik.

Hibridizacio, mosas.

Egy 14 ml-es Falcon cs6be kimértiik a hibridizacios puffert, majd hozzéadtuk az elkészitett
probat. Ezt a keveréket a membrant tartalmazo csébe Ontéttiik. A hibridizacid egy éjszakan at
65 °C-on tortént. Masnap 65 °C-on elomelegitett 2X SSC ¢és 0,1 %-os SDS oldattal mostuk a

membrant. 4 &jszakas expoziciot kovetden a rontgen filmet eléhivtuk.
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3.6. A Little Cherry Virus 1 p21 régiojanak amplifikalasa és

klonozasa

A LChV-1 egyik ORF régidja feltételezhetben az RNS interferenciat gatld silencing
szupresszor fehérjét kodolja (Katsiani et al. 2017). Ez a szekvencia a kajszit fert6zo
virustorzsekbdl nem ismert. A p21 fehérjét expresszald gén amplifikalasa és klonozédsa utdn

célunk, hogy a szakaszt szekvenaljuk.

3.6.1. A p21 régiora tervezett primerek optimalis annellalasi
homérséekletének megallapitasa

PCR-relhataroztuk meg a kapcsolodasi homérsékletét. Templatként a LChV-1 RT-PCR
virustesztekhez hasznalt pozitiv kontroll c¢DNS-t hasznaltuk, mely 0,5 pg RNS
felhasznaldsaval késziilt. Osszesen 50 pl térfogati keveréket mértiink dssze a reakcidhoz:

5X Q5 puffer 10 pl

10mM dNTP 1 ul

Forward primer (10 uM) 2,5 ul

Reverz primer (10 uM) 2,5 ul

Q5 polimeraz (2u/ pl) 0,5 ul
templat 1,5 pl
MQ viz 32 ul

Forward primer: LChV1 p21F (15328) 5’-STTYGCWWCKCAAGTDAGTAAG-3’
Reverz primer: LChV1 p21R (15998) 5°-ACTTCTACYTTAATGGTAACCTG-3’
Az 6sszemért keveréket 10-10 pl-enként PCR csovekbe mértiik szét, és 6t 1épcsds gradiens

allitottunk be az alabbiak szerint:

98 °C 30 mp

98 °C 10 mp

1.53,6 °C )
2.58,8°C

3.63,8°C 20 mp 40x
4.68 °C >

5.70 °C

72 °C 20 mp

72 °C 2 perc ~
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Ellendrzésként 1,2%-os agaréz gélre 5 pl mintat vittiink fel, melyet 6X DNS mintakezeldvel

festettiink meg ¢és elektroforézissel valasztottuk el.
3.6.2. A p21 régio amplifikalasa

A korabbi RT-PCR virustesztekre LChV-1 pozitiv, 10-szeresére higitott cDNS-ekbol
harmat kivalasztottunk, melyeket templatként hasznaltunk: Magyar kajszi fajta az érdi
torzsiiltetvényrél, Ceglédi kedves fajta a Cegléd 11 izolatorhazbol és egy Ujfehértoi meggy
fajtagylijteménybdl szdrmaz6 minta. A primerek ugyanazok, melyeket a gradiens PCR-hez
hasznaltunk. A reakcidhoz a kovetkezd keveréket allitottuk ossze:

QS5 Puffer 5X 15ul

10mM dNTP 1,5 ul
Forward primer (10 uM) 3,75 ul
Reverz primer (10 uM) 3,75 ul

Q5 polimeraz (2u/ pl) 0,75 ul
templat 1,5 ul

MQ 48,75 ul
Osszesen: 75 ul

A PCR reakciot az alabbi beallitasok szerint végeztiik:

98 °C 30 mp
98 °C 10 mp
58,8 °C 20 mp} 40x
72 °C 20 mp
72 °C 2 perc

Ellenérzésként 1,2%-o0s agardz gélre 5 pl mintat vittiink fel, melyet 6X DNS mintakezelvel

festettiink meg és elektroforézissel valasztottuk el.
3.6.3. PCR terme¢k tisztitasa agaroz gélbol

A sikeresen amplifikalt PCR termékbdl 20 pl-t 1,2%-0s agaroz gélen elvalasztottuk. UV
fény alatt steril szikével kivagtuk, és a Gene JET Gel Extraction Kit (Thermo Scientific)
segitségével visszaizolaltuk a terméket a kovetkezdképpen: A kivagott gélhez 1:1 aranyban
Binding puffert adtunk és 65 °C-on 10 percig inkubaltuk. Vortexelést kovetden a feloldodott
gelt a tisztitd oszlopra mértiik, majd egy percig centrifugaltuk (13000 rpm) €s a sziirletet
eltavolitottuk. Az oszlopra 100 pl Binding puffert mértiink, Gjabb egy percig centrifugaltuk.
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Ezt kovetden 700 pul Washing puffert mértiink hozza és 2 percig centrifugaltuk. Az oszlopot
tiszta, 1,5 ml-es Eppendorf csébe helyeztiik és 20 pl eluciés pufferrel leoldottuk a DNS-t az

oszloprdl. A tisztitds hatékonysagat agardz gélen valo elvalasztassal ellendriztiik.

3.6.4. PCR termék vektorba ligalasa

A tisztitott DNS terméket a CloneJET PCR Cloning Kit (Thermo Scientific) segitségével
vektorba ligaltuk. A reakcidhoz 3 pl tisztitott PCR terméket, 0,5 pl pJET1.2 blunt klénozo
vektort (18. abra), 2X reakci6 puffert, 0,5 ul T4 ligazt és 1 ul MQ vizet mértiink 6ssze, €s 15

percig szobahon inkubaltuk.

Notl
Eco52l
Bglll
Kpn2l
PspXI
Eco88l
Xhol

pJET1.2/blunt

753

Xbal
Bglll

Ncol
Bsu15l

18. abra
A pJET 1.2 blunt klénoz6 vektor térképe
(forras: http://abo.com.pl/pl/p/CloneJET-PCR-Cloning-
Kit/14261, 2018).

3.6.5. Ligalasi reakcio6 transzformalasa E. coli-ba

A ligalasi eleggyel 100 ul DHS5a kompetens baktérium sejtet transzformaltunk. Elso
1épésként Sul ligdtumra ramértiik a kompetens sejteket és 20 percig jégen inkubaltuk. 30
masodpercig 42 °C-on hésokknak tettiik ki 6ket, majd 0,5 ml SOC téptalajt mértiink hozzajuk.
A sejtek regeneralasa 37 °C-on 40 percig tartd razatassal tortént. A szuszpenziobol steril fiilke
alatt 150 pl-t szélesztettiink LB és ampicillin tartalmt agarlemezre, melyet egy ¢éjszakan at
37 °C-on inkubaltuk. A kindtt baktérium kolonidk koziil kivalasztottuk 4 telepet, €s atoltottuk
a fent emlitett Osszetevoket tartalmazd szilard agarlemezre, tovabba ampicillines folyékony

LB taptalajba.
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3.6.6. Plazmidok tisztitasa

A felszaporitott plazmidokat a baktériumokbdl a NucleoSpin Plasmid DNA purification
Kit-telnyertiik ki. A sejteket tartalmazd LB kultarat centrifugaltuk 30 mp-ig (13000 rpm), a
feliiluszot eltavolitottuk. 250 pl Al puffert adtunk az 0sszegylijtott baktérium sejtekhez €s
vortex segitségével reszuszpendaltuk. Ezutan 250 ul A2 puffert adtunk hozza és dontogetve
kevertiik, majd 5 percig szobahdmérsékleten inkubaltuk. Az A3 pufferbdl 300 pl-t mértiink az
elegyhez, dvatosan atforgattuk, majd 5 percig centrifugaltuk. A feliilisz6t a Kit-ben talalhato
oszlopra mértiik és 1 percig centrifugaltuk. 600 ul A4 pufferrel mostuk az oszlopot, 1 percig
centrifugaltuk, majd a szirletet eltavolitottuk. Tovabbi 2 perc centrifugalast kovetden az

oszlopot 1,5 ml-es csdbe tettiik at, és 30 ul AE pufferrel elualtuk a tiszta plazmidot.

3.6.7. Plazmidok restrikcios emésztése

A ligdlds eredményességének ellendrzéséhez a pJET konstrukciot Xbal és Xhol enzimekkel
emésztettiik. Ehhez 2 pl plazmidot hasznaltunk fel, melyhez 10 pl 10X Tango Puffert, 0,4 nul
Xbal és 0,2 pul Xhol enzimet, valamint 5,4 pl MQ vizet adtunk hozza. Egy oran keresztiil 37

°C-on inkubaltuk, az emésztett és emésztetlen mintakat 1,2%-o0s agardz gélen valasztottuk el.

A kivalasztott pozitiv klonok DNS szekvencidjat a BIOMI Kft. hatdrozta meg Sanger

szekvenalassal.
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4. Eredmények és értékelésik

4.1. RNS Kkivonas, ¢és keverékek készitese

Az RNS kivonast minden esetben (Ujfehértdi és ceglédi izolatorhazak, tiineteket mutatd
Toyesi fajta) a Gambino altal kidolgozott protokoll szerint végeztiik (Gambino et al. 2008).
Az RNS koncentraciokat a mellékletben talalhato tablazatokban foglaltam Ossze (37-41.
tablazat).

Az egyedi RNS-ekbol elsé Iépésben fajtanként készitettiink keverékeket, majd a
fajtakeverékekbdl egy tjabb 1épésben, tobb fajta RNS-ét tartalmazd keveréket készitettiink.
Ezzel a vizsgalati mintaszamot csokkentettiik.

Az RNS keverékek készitése a kovetkezd lépések szerint tortént. Az egyedek RNS
kivonatanak koncentraciéit NanoDrop berendezéssel megmértiikk. A fajtakeverékekhez
minden esetben annyi egyedi kivonatot mértiink 6ssze, hogy az 2 ng RNS-t tartalmazzon. A
fajtakeverékek tovabbi dsszemérésekor azt vettiik figyelembe, hogy mennyi mintat szeretnénk
felhasznalni egy keverékcsoport elkészitéséhez. Amennyiben 4 vagy tobb fajtit szerettiink
volna dsszevonni, ugy 2-2 ug RNS-t hasznaltunk fel a keverék készitéséhez, ennél kevesebb
minta esetén 1-1 pg-ot.

Abban az esetben, amikor adott fajtdbol csak egy novény allt rendelkezésre, nem
készitettiik keveréket, azonban a fajtakeverékek tovabbi Osszevondsakor ezek a mintak is
koncentraciojuknak megfeleléen voltak reprezentdlva. A balatonvilagosi Toyesi fajtarol
egyetlen keverék késziilt, mely 4 levélminta RNS kivonatat tartalmazta (ez a 10. munkapool
jelolést kapta).

Az aldbbi tablazatokban (19-22.) Osszefoglaltam az izolatorhazakban fenntartott, €s
altalunk vizsgalt kajszi fajtajeloltek adatait, valamint az RNS kivonatokbol készitett

keverékek jeloléseit.
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19. tablazat
Az Ujfehért6 II. izolatorhaz kajszi fajtajeloltjei, és a belliik késziilt RNS kivonatok
keverékeinek jelolései

Ujfehért6 II izolatorhaz

20. tablazat
Az Ujfehérté IV. izolatorhaz kajszi fajtajeloltjei, és a beléliik késziilt RNS kivonatok
keverékeinek jelolései

Ujfehérto IV. izolatorhaz
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21. tablazat
A Cegléd I1. izolatorhaz kajszi fajtajeloltjei, és a beloliik késziilt RNS kivonatok keverékeinek
jelolései

Cegléd I1. izolatorhaz

37



22. tablazat
A Cegléd II11. izolatorhaz kajszi fajtajeloltjei, és a beléliik késziilt RNS kivonatok keverékeinek
jelolései

Cegléd I11. izolatorhaz

A Bjtakbol keszalt. || - oiakeverekek
A fa sorszama A fa fajtaja keverékek sorszama osszg\r/:Zr:Illslznak
(fajtapoolok, FP) sk, MIP)
13/1 Ceglédi napsugar
13/2 Ceglédi napsugar
13/3 Ceglédi napsugar 21
13/4 Ceglédi napsugar 7
13/5 Ceglédi napsugar
14/1 Ceglédi szilard 2
14/2 Ceglédi szilard
15/1 Mandulakajszi 73
15/2 Mandulakajszi
15/3 Ceglédi bibor 24
16/1 Ceglédi bibor 8
17/1 Harmat nem késziilt keverék
18/1 Korai piros nem késziilt keverék
19/1 Bergeron nem késziilt keverék
20/1 Ceglédi piroska nem késziilt keverék
21/1 Panndnia nem késziilt keverék
22/1 Roxana 25 9
22/2 Roxana
23/1 Ceglédi zamatos nem késziilt keverék

4.2. RT-PCR teszt virus specifikus primerekkel

A kisérlethez el6szor azokrdl az RNS keverékekrdl készitettiink cDNS atiratot, melyek a
legtobb egyed RNS-ét tartalmaztdk, tehdt a munkapoolokrdl. Ezzel id6t és energiat
takarithattunk meg, hiszen a késObbi kutatasi lépések soran elegendd volt azokat a
keverékeket megvizsgalni egy adott virus jelenlétére fajta szinten is, amelyek a keresett
virusra az elsé RT-PCR teszt sordn pozitiv eredményt mutattak. A vizsgalathoz a korabbi

tablazatok alapjan kdvetkez6 munkapoolokat hasznaltuk fel:
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Ujfehérto 11 izolatorhaz-1
Ujfehérté IV izolatorhaz- 2,3
Cegléd 11 izolatorhaz- 4,5,6
Cegléd III izolatorhaz- 7,8,9
Toyesi kajszi-10

A 10 keverék 10-szeresére higitott cDNS-ével végzett RT-PCR eredményeket az alabbi
abrakon lathatjuk, melyek az agardéz gélen elvélasztott, etidium-bromiddal festett DNS
termékek képei UV fénnyel megvildgitva. Markerként a Thermo Scientific GeneRuler 100 bp
Plus DNS Iétrat hasznaltuk.

A PPV-re végzett virusteszt esetében a 3,4,5 és 10 jelzésli keverékek esetében tudtuk a
primerek altal hatarolt, 243 bp hosszl nukleotid szakaszt amplifikalni. Ez azt jelenti, hogy az

ujfehértoi IV. izolatorhazban, a ceglédi II. izolatorhazban és a Toyesi fajtaban is jelen van a

virus (23. abra).

Ujfehérto Il
Ujfehértd IV.

[3] | Toyesi fajta
s

~N
o | Cegléd III.
O

+K

300
200

- - —

23. dbra
Az RNS keverékek RT-PCR tesztje Plum pox virus-ra. A kopenyfehérjét
kodolo génszakaszra tervezett primer parokkal (PPV_P2 (9292) F- PPV_P1 (9534)R)
amplifikalt régi6 hossza 243 bp. A mintak sorszama jel6li a munkapoolokat.
Pirossal vannak kiemelve a pozitiv eredményt mutaté mintak (M: Thermo
Scientific GeneRuler 100 bp Plus DNS marker, -K: negativ kontroll, +K:
pozitiv kontroll).
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A PNRSsV vizsgalat eredményét mutatja a 24. dbra, amin lathatd, hogy tobb minta esetében
egy erds aspecifikus jelet kaptunk koriilbeliil 400 bp magassagban. A vart termékiink azonban
384 bp hosszu, igy a tesztre pozitiv eredményt a 3,4,7 és 10 keverékek mutattak. Ezek alapjan
az ufehértoi IV. izolatorhédz, a ceglédi II. és III. izolatorhdz kajszi egyedei, illetve a Toyesi

fajta fert6zott a virussal.

Toyesi fajta

Ujfehérto Il
Ujfehérto IV.
Cegléd I
Cegléd Il

I 11 I LRI
M 1 2 [3][4] 5 6 [7] 8 9 10 K +K

L )

400 - . — — —

300

24. abra
Az RNS keverékek RT-PCR tesztje Prunus necrotic ringspot virus-ra. A kdpenyfehérjét
kodold génszakaszra tervezett primer parokkal (PNcpinF - PNcpR) amplifikalt régi6 hossza 384 bp. A
mintak sorszama jeldli a munkapoolokat. Pirossal vannak kiemelve a pozitiv eredményt mutaté mintak
(M: Thermo Scientific GeneRuler 100 bp Plus DNS marker, -K: negativ kontroll, +K: pozitiv
kontroll).
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A LchV-1 vizsgélat eredményeként, a virus hsp70 hdsokkfehérjét kodold szakaszara
tervezett primerek altal felszaporitott régiok a 4 és 6 jelolésit RNS keverékekrdl késziilt

mintak esetében jol detektalhatoak. Ezek alapjan a virus a ceglédi II. izolatorhazban van jelen
(25. ébra).

= = . ©
= =
2 2 = = &
g 0 © © Z
S O o ) @
P o ] )
o L) O ) =
I [ I 1| 11 |
M 1 2 3 [4] 5[6] 7 8 9 10 K +K
—
s —
—
—
o= = -
25. abra

Az RNS keverékek RT-PCR tesztje Little cherry virus 1-re. A hsp70 hésokkfehérjét kodolo
génszakaszra tervezett primer parokkal (LChV1 9493F-LChV1_ 10288R) amplifikalt régi6 hossza
796 bp. A mintak sorszama jeldli a munkapoolokat. Pirossal vannak kiemelve a pozitiv eredményt
mutaté mintak (M: Thermo Scientific GeneRuler 100 bp Plus DNS marker, -K: negativ kontroll,
+K: pozitiv kontroll).
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A CVA jelenlétének diagnosztikai vizsgalata soran, a virus mozgasi fehérjét kodolo
szakaszara tervezett primereket hasznaltunk. Az RT-PCR eredményeként 1392 bp hossza
terméket vartunk. A gélelektroforézis alapjan az 1,4,8 €s 9 szamozasu keverékek tartalmazzak

a virust, tehat mindkét vizsgalt ceglédi izolatorhaz, illetve az ujfehértoi II. izolatorhaz
kajszibarackfai fertdzottek (26. abra).

Uj fehérto IV.
Cegléd I
Cegléd Il
Toyesi fajta

<
H Uj fehérto Il
N
w
1=
| W
(o)}
~
[]
L]
o
=
%

1

o

1
1
il
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=4

26. abra
Az RNS keverékek RT-PCR tesztje Cherry virus A-ra. A mozgasi fehérjét kodolo
génszakaszra tervezett primer parokkal (CVAMP-Fm (5400) - CVAMP-Rm (6791)) amplifikalt régio
hossza 1392 bp. A mintak sorszama jeloli a munkapoolokat. Pirossal vannak kiemelve a pozitiv
eredményt mutaté mintak (M: Thermo Scientific GeneRuler 100 bp Plus DNS marker, -K:
negativ kontroll, +K: pozitiv kontroll).
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A PLMVd teljes genomjanak RT-PCR-rel torténd amplifikalésa sordn a 2,4 és 5 jelolést
mintdk mondhatdék pozitivnak az elektroforézis gélkép alapjan. Ennek értelmében az

ujfehértéi 1V. izolatorhaz és a ceglédi II. izolatorhdz egyedeiben van jelen a koérokozd (27.
abra).

Ujfehérto I
Ujfehérté IV.
Toyesi fajta

Cegléd I
Cegléd lIl.

+K

[ ) | [N 1
M 1 [2] 3 [4][5] 6 7 8 9 10 K

27. abra:

Az RNS keverékek RT-PCR tesztje Peach Latent Mosaic viroid-ra. A teljes genomra
tervezett primerparokkal (PLMVd _F (117-141)- PLMVd_R (92-116)) amplifikalt régio hossza 337 bp.
A mintak sorszama jel6li a munkapoolokat. Pirossal vannak kiemelve a pozitiv eredményt mutato
mintdk (M: Thermo Scientific GeneRuler 100 bp Plus DNS marker, -K: negativ kontroll, +K:
pozitiv kontroll).

43



4.3. A fajtakeverékek RT-PCR vizsgalata

A munkapoolokat harom esetben vizsgaltuk tovabb: A LChV-1, CVA ¢és PLMVd
korokozok altali fertdzésre pozitiv eredményt mutatd mintdkat fajta szinten is ellendriztiik
RT-PCR teszttel.

Dontésiinket az alabbi indokokkal tudjuk aldtdmasztani. A CVA ¢és LChV-1 virusok
jelenlétét Magyarorszagon elészor 2016-ban detektalta kutatocsoportunk a NAIK Erdi
Kutatoallomasanak kajszi izolatorhdzabol €s torzsiiltetvényébdl, ezért fontos megvizsgalnunk,
hogy a virusok az orszdg mas teriiletein is jelen vannak-e (Czotter et al. 2017).

A PLMVd jellemzéen 0&szibarack fajtak megbetegedését okozd szubvirdlis agens
(Boubourakas et al. 2009). Magyarorszagon kajsziban még nem irtak le, ennek ellenére az
RT-PCR reakciok kimutatték jelenlétét az altalunk tesztelt mintdkban. Erdemesnek tartottuk
tovabbi vizsgalatokat végezni, hogy pontosabb képet kapjunk az izolatorhazak
fertdzottségérol.

Ehhez a vizsgalathoz wjabb cDNS atiratokat készitettiik azokr6l a fajtakeverékekrol,
melyek RNS-ét a korabban pozitiv keverékek tartalmaztdk. A fajtdk tesztelése sordn
ugyanazokkal a primerekkel és kontroll mintdkkal dolgoztunk, mint amiket a munkapoolok
RT-PCR reakcidindl alkalmaztunk.
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A fajtakeverékek CVA fert6zottségére iranyuld RT-PCR vizsgalat eredményeit a 28. dbran
lathatjuk. Eszerint a Bergeron (FPS8), Korai piros (18/1) és Pannénia fajtdkban (21/1)
detektaltuk a virust.

MP1 MP4 MP8

FP[FP| FP FP FP FP FP FP FP FP 17 [18] 19
M 7 (8|9 10 11 1213 14 2324 /1 |/1| N

MP9

FP 20 | 21| 23
M 25 /1 |/1] /1 K +K

28. abra
Az RNS fajtakeverékek RT-PCR tesztje Cherry virus A-ra. A mozgasi fehérjét kodolo
génszakaszra tervezett primer parokkal (CVAMP-Fm (5400) - CVAMP-Rm (6791)) amplifikalt régio
hossza 1392 bp. A mintak sorszama jeloli a fajtakeverékeket (FP), illetve a fa sorszamat, amennyiben
arrdl nem késziilt keverék. Pirossal vannak kiemelve a pozitiv eredményt mutatd mintak (M: Thermo
Scientific GeneRuler 100 bp Plus DNS marker, -K: negativ kontroll, +K: pozitiv kontroll).
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A LChV-1 vizsgalat eredményét az alabbi gélelektroforézis foton lathatjuk (29. abra). Az
amplifikalt RT-PCR termékek koziil a Ceglédi kedves H-I1. 6/42 (2010) (FP12), Ceglédi
gombolyt H-1. 5/50 (2010) (FP18) és Ceglédi zamatos H-II. 50/65 (2010) (FP20) fajtadkban
jelen van a virus.

MP4 MP6
I 11 1

Fp [FP] FP FP [FP| FP [FP
M 11 [12] 13 14 [18] 19 [20[12/1 K +K

800 —
7007

29. abra
Az RNS fajtakeverékek RT-PCR tesztje Little cherry virus 1-re. A hsp70 hésokkfehérjét
kodold génszakaszra tervezett primer parokkal (LChV1 9493F-LChV1 10288R) amplifikalt
régi6 hossza 796 bp. A mintak sorszama jeldli a fajtakeverékeket (FP), illetve a fa sorszamat,
amennyiben arrél nem késziilt keverék. Pirossal vannak kiemelve a pozitiv eredményt mutatdé mintak
(M: Thermo Scientific GeneRuler 100 bp Plus DNS marker, -K: negativ kontroll, +K: pozitiv
kontroll).
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A fajtakeverékek PLMVd-re torténd tesztelése soran a Roxana (2010) (FP1), a Ny.
F.eml¢ke (FP3), Ceglédi kedves (2010) (IV/KA-2), Roxana (2010) (FP11) és a Ceglédi
kedves H-1. 6/42 (2010) (FP12) fajtak pozitivak a gélképen (30. abra). A Roxana (2010) fajta
tehat az Ujfehérto IV. és a Cegléd I1. izolatorhazban is fertdzottséget mutat.

MP2 MP4

FP| P [FP|[ v/ |[FP|[FP] FP FP
M o[1] 2 [3]ka2l|[11][12] 13 14 K +K

il
|
|

300— —_—

30. abra
Az RNS keverékek RT-PCR tesztje Peach Latent Mosaic viroid-ra. A teljes genomra
tervezett primer parokkal (PLMVd F (117-141)- PLMVd R (92-116)) amplifikalt régié hossza 337
bp. A mintak sorszama jeldli a fajtakeverékeket (FP), illetve a fa sorszamat, amennyiben arrél nem
késziilt keverék. Pirossal vannak kiemelve a pozitiv eredményt mutaté mintak (M: Thermo Scientific
GeneRuler 100 bp Plus DNS marker, -K: negativ kontroll, +K: pozitiv kontroll).
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4.4. Northern-blot analizis

A CVA ¢és a PLMVd esetében northern-blot analizist is végeztliink az RT-PCR tesztek
megerdsitésének érdekében. A PLMVdA jelenléte a hazai kajszi fakban, valamint az
izolatorhazak CVA-val vald fertézottsége 1j, és lényeges informécido lenne a hazai
novényvédelmi kutatdsok terén, ezért fontosnak gondoltuk, hogy az eredményeket mas
virusdiagnosztikai mddszerrel is alatdmasszuk.

A northern-blot eredményeket autoradiografia segitségével tettiik lathatova. A filmet a
membrannal (mely a radioaktivan jeldlt probaval hibridizalt RNS keverékeket hordozza) 4
¢jszakan at exponaltuk -70 °C-on.

A CVA esetében a northern-blot eredmények teljes mértékben igazoljadk az RT-PCR-rel
végzett kisérleteinket (31. abra). igy nagy bizonyossaggal megallapithaté, hogy a Bergeron
(FP8), Korai piros (18/1) és Pannodnia (21/1) fajtdk valoban fert6zottek a CVA-val, tehat az
Ujfehérto 11. és Cegléd I11. izolatorhazakban a virus jelen van.

Az MP4 szamu keveréket az RT-PCR-el ellentétben itt nem vizsgaltuk fajta szinten, mert
ehhez fajtanként elegendé RNS nem 4allt a rendelkezésiinkre. Ez esetben az MP4-es keveréket
vizsgaltuk.

FP|FP| FP MP FP FP 17/18|19 20|21 |FP 23
7 (8|10 4 2324 1|{/1|{/1 /1 25 /1 -k +K
o A > R - ey & -

mage . ‘sp'»#tf;;w |
5 N SN

<o

31. abra
Az RNS fajtakeverékek northern-blot analizise Cherry virus A-ra. 4 éjszakas expozicio.
A minték sorszama jeloli a fajtakeverékeket, illetve a fa sorszamat, amennyiben arrdl nem késziilt
keverék. Pirossal vannak kiemelve a pozitiv eredményt mutaté mintak ( -K: negativ kontroll, +K:
pozitiv kontroll).
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A PLMVd fert6zottség megerdsitése érdekében végzett northern-blot kisérletben, az RT-
PCR tesztre pozitiv mintdk nem a vart eredményt mutattdk. A + kontrollon kiviil egyik sem
hibridizalt az altalunk készitett, radioaktiv izotdppal jeldlt probaval (32. dbra). Ennek lehet az
az oka, hogy a kajsziban a viroid sokkal kisebb mennyiségben van jelen, mint az elsédleges
gazdajaban, az Oszibarackban. Azonban az a magyarazat is elképzelhetd, hogy az RNS
keverékekrol készitett cDNS, vagy az RT-PCR-hez hasznalt reakcidelegy kontaminalodott a
munkafolyamat soran. E kérdés eldontéséhez wjabb kivonatokra és ujabb tesztekre lesz
sziikség.

FP IV/ FP FP FP FP FP FP FP FP 7 FP
1 KA22 3 111213141516 /117 K +K

32. abra
Az RNS fajtakeverékek northern-blot analizise Peach latent mosaic viroid-ra. 4 éjszakas
expozicid. A mintak sorszama jeloli a fajtakeverékeket, illetve a fa sorszamat, amennyiben arrdl nem
keésziilt keverék. Pirossal vannak kiemelve a pozitiv eredményt mutaté mintak (M: marker, -K: negativ
kontroll, +K: pozitiv kontroll).

49



4.5. A Little Cherry Virus 1 p21 régiojanak amplifikalasa és

klonozasa

A LChV-1 kajszit fert6zd torzsében a p21 régid szekvencidja nem ismert. Szeretnénk
megvizsgalni, hogy a kiilonb6z6 gazdandvénnyel rendelkezd agensek kozott mutatkozik-e
eltérés ebben a kodold szakaszban. Ennek megéllapitasara, elsé 1épésként az RT-PCR
tesztekhez pozitiv kontrollként hasznalt Magyar kajszi fajta cDNS-ét hasznaltuk templatként.

Gradiens PCR-rel megallapitottuk a LChV1 p21F (15328)- LChV1 p21R (15998) primer
par optimalis a hibridizaciés homérsékletét (33. abra). Ezzel a kapcsolodéasi hdmérséklettel
végeztiik a p21 fehérjét kifejez6 szakasz amplifikdlasat, melyhez templatként a Magyar kajszi
fajtarol az érdi torzsiiltetvényrdl, a Ceglédi kedves fajtarol a Cegléd 11 izolatorhazbol és egy
Ujfehértoi meggy fajtagytijteménybdl szarmazé mintardl késziilt cDNS-t hasznaltunk. Ezek a
mintaink, a kordbbi PCR tesztekben mind LChV-1 pozitivak voltak.

53,6°C 63,8°C 70°C
58,8°C 68°C

M

700
600

33. abra
A gradiens PCR eredménye. Pirossal van bekeretezve a
primer par optimalis kapcsolodasi homérséklete.
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A reakcio csak a Magyar kajszi fajta esetében miikodott, a tobbinél nem keletkezett PCR
termék (34. abra). Az amlifikalt terméket tartalmazd reakcidelegybdl 20 pl-t tjra
elvalasztottunk gélelektroforézissel, és a megfeleld méretii, 671 bazispar hosszusagh frakciot
visszaizolaltuk a gélbdl. A tisztitott PCR terméket pJET1.2 blunt klénozé vektorba ligaltuk,
majd a ligalasi termékkel kompetens E.coli sejteket transzformaltuk. A szuszpenziobol
agarlemezre szélesztettliink, és a vektort tartalmazo sejttelepekbdl 4-et 0j szilard, illetve
folyékony téptalajba oltottunk. A szilard téptalajon 1évé tenyészetet késobb is
felhasznalhattuk, amennyiben a kisérlet valamelyik fazisaban sziikségessé valt volna.

A folyékony sejttenyészetekbdl kitisztitottuk a klénozott terméket feltehetden tartalmazo
plazmidokat. Ezeket a vektor klonozo helyén 1€v0 restrikcids enzim hasitohelyének megfeleld
restrikcids enzimekkel (Xbal ¢és Xhol) emésztettiik, hogy a ligalas eredményességét
ellendrizziik. A reakcioelegyet elektroforetikusan elvalasztottuk, és a gélképen lathatova
valtak a vektorbdl kiemésztett DNS darabok (35. abra). Mind a négy minta tartalmazta az
inszertet, igy ezeket elkiildhettiik szekvenalasra.

Ceglédi kedves
Ujfehérté meggy

Magyar kajszi

700
600

———
- -

34. abra:

A LChV-1 virus p21 régiéjanak PCR eredménye. A
vart termék csak a Magyar kajszi fajtanal keletkezett.
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35. abra:
A tisztitott plazmidok restrikciés emésztése, agaroz gélen elvalasztva. A
szamok a mintékat jelolik, az EM: emésztett plazmid. A 671 bp magassagnal a
kiemésztett DNS darablathat6, a pJET 1.2 klonozé vektor hossza 2974 bp.

4.5.1. A p21 fehérjét kodolo régio szekvencia elemzése

A kapott szekvencidkat az NCBI adatbazis referencia genomjaihoz hasonlitottuk. Mind a 4
megallapitottuk, hogy az inszert melyik orientdcioban épiilt be a vektorba. Mivel a
szekvenalasnal hasznalt primerhez képest ez forditott orientacidoban tortént, a szekvencia
reverz komplementerét kellett figyelembe venniink a tovabbi elemzések soran. Clustal Omega
programmal szekvencia illesztést végeztiink a vizsgalt DNS szakasz és a referenciagenom
kozott. (36. abra) Mind a 4 esetben azt tapasztaltuk, hogy a p21 fehérjét kodolo gén ATG
transzlacios start kodonja helyett TTG triplettel kezdédik a szekvencia. Ennek alapjan az
altalunk izolalt és beépiilt DNS szakaszrol nem keletkezhetne miikoddképes p21 fehérje.

LChV_1_ORF7 ATGTTACCTCAAGTTTTGGAATG
A68I3_p21_Fw#pJET_1.2_ TACCGGAAAAAATTTTTCCATGAACGAATTACGCAGTTTGTTACCTCAAGTTTTGGAATG
A68l4_P21_FW#pJET_1.2_TACCGGAAAAAATTTTTCCATGAACGAATTACGCAGTTTGTTACCTCAAGTTTTGGAATG
A68I1_p21_Fw#pJET_1.2_ TACCGGAAAAAATT TTTCCATGAACGAATTACGCAGTTTGTTACCTCAAGTTTTGGAATG
A6812_p21_Fw#pJET_1.2_ TACCGGAAAAAATTTTTCCATGAACGAATTACGCAGTTTGTTACCTCAAGTTTTGGAATG

R 00 600 600 600 M0 00 00 0 I W N

36. abra
A p21 fehérjét kodolé régiot tartalmazé plazmidok szekvencidinak illesztése
a referencia genomhoz.
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5. Kovetkeztetések és javaslatok

Az ujfehértoi és ceglédi izolatorhazak kajszi fajtajeldltjeivel végzett kisérletek kimutattak,
hogy az altalunk vizsgalt 6t virustorzs koziil egy vagy tobb minden izolatorhazban eléfordul.
A virusok koziil a LChV-1, a PLMVd és a CVA fert6zottséget fajta szinten is megvizsgaltuk,
a CVA esetében northern-blot hibridizacioval is alatimasztottuk eredményeinket. Az emlitett
harom virus altal okozott tiinetek kajsziban nem ismertek. Latens korokozoként vagy kevert
fertdzésben viszont hozzajarulhatnak a fak gyengiiléséhez, vagy a termés romlasdhoz. Ezért
fontosnak tartjuk, hogy a jovében az RT-PCR tesztekre pozitiv fajtdkat egyed szinten is
megvizsgaljuk, hiszen a fertdzott egyedek vegetativ szaporitdsaval fenndll e virusok
terjedésének veszélye. Tovabbi célunk a jovére nézve, hogy az egyes izolatorhdzakbol
gylijtott mintakat uwjgeneracidés szekvendldssal is megvizsgaljuk, igy szélesebb képet
kaphatunk a virusfert6zottségrol. Az ehhez sziikséges kis RNS konyvtarakat mar
elkészitettiik.

A Toyesi fajtan a levelek klorotikus elvaltozasat és a termésen megjelend gylri alaku
foltokat figyeltilk meg. Az RT-PCR vizsgalatok PPV és PNRsV fert6zottséget mutattak ki.
Mivel a PPV egy EPPO listan szerepld karantén korokozo, és a PNRsV sulyos
termésveszteséget okoz, javasolt a fertdzott egyedek elimindldsa az egészséges fak védelme

érdekében.

A LChV-1 p21 fehérjét kodolo gén amplifikalasa és klonozasa biztatd eredményeket
helyezett kilatasba, azonban a szekvencia-elemzés alapjan kideriilt, hogy a génrdl
miikédéképes fehérje nem keletkezik. Ez tobb kérdést is felvet, tobbek kozott azt, hogy vajon
a kajszit fert6z6 LChV-1 torzsekben miikodik-e egyaltalan ez a silencing szupresszor. Mielott
messzemend kovetkeztetéseket vonnank le a kapott eredményekbdl, érdemes a kisérletet
megismételni akar mar a cDNS szintézistdl kezdve. Amennyiben taldlunk olyan kajszi mintat,
melyben a p21 fehérje miikddoképes, szeretnénk az expresszids mértékét dsszehasonlitani a
mas gazdandvényt fertéz6 LChV-1 torzsek p21 kifejezddésével, és megfigyelni, hogy ezek

koz06tt van-e eltérés.
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6. Osszefoglalas

A gylimdlesfak vegetativ szaporitdsa az ket megbetegitd virusok terjedésének veszélyét
hordozza magaban. Ezért kiemelten fontos feladat a szaporitott fajtdk anyandvényeinek ¢és
utodainak névény-egészségligyi vizsgalata.

Kutatocsoportunk a NAIK tujfehértoi €s ceglédi izolatorhazaiban nevelt kajszi fajtajeloltek,
valamit egy Balatonvilagosrol szarmaz6 fajta virusdiagnosztikai vizsgalatat tlizte ki célul 6t
lehetségesen eléforduld korokozéra nézve. A begylijtott levelek RNS kivonataibol a
mintaszam csokkentése érdekében keverékeket készitettiink, és ezeket tobb Iépésben
vizsgaltuk. El0szor tobb fajtat tartalmazd RNS keverékek RT-PCR tesztjét végeztik el,
melybdl kideriilt, hogy mely izolatorhdzakban van jelen a vizsgalt virus. Kovetkezd 1épésben
a pozitiv eredményt mutato, tobb fajtat tartalmazo6 keverékeket fajta szinten is megvizsgaltuk.
Ezek alapjan megtudtuk, hogy mely fajtak fert6zodtek a korokozoval. Egy virus, a CVA
esetében az RT-PCR tesztet northern-blot hibridizacioval is megerdsitettiik. Az eredményeink
ravilagitanak arra, hogy a hatosagok altal kotelezOen vizsgalandd virusok mellett, olyan

korokozok is jelen lehetnek az izolatorhazakban, melyeket korabban nem diagnosztizaltak.

A LChV-1 p21 fehérjét kodold génjének izolalasat és klonozéasat kdvetden szerettiik volna
megtudni a szakasz szekvencidjat, ugyanis ez a kajszit fertéz6 LChV-1 torzsek esetében nem
ismert. Hosszu tavu célunk, hogy kideritsiik, a kiilonb6z6 gazdandvényeket fert6zo torzsek
p21 fehérje expresszidja kozott van-e eltérés. Elsé eredményeink azt mutatjak, hogy a Magyar
kajszi fajtabol izolalt virus ezen régidjardl nem keletkezik mitkdddképes fehérje, mert az elsd
triplet nem teszi lehetdvé a transzlacio elinditdsat. Az eredmény megerdsitéséhez, és a

kovetkeztetések levonasahoz tovabbi kisérletek elvégzése sziikséges.
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Mellékletek

37. tablazat
Az Ujfehérté II izolatorhaz kajszi egyedeibdl kivont RNS koncentraciok

Ujfehérté 11 izolatorhaz

A fajtakbol A
késziilt fajtakeverékek
A fa L s keverékek LNE . ., | Osszevonasanak LN s
SorszAma koncentracio sorszéma koncentracio SorszAma koncentracio
ng/ul (fajtapoolok, ng/ul (munkapoolok, ng/ul
FP) MP)
KAH-15/1 224.5
KAH-15/2 194,9 7 195,0
KAH-15/3 165,6
KAH-16/1 120,0
KAH-16/2 127,7 8 96,0
KAH-16/3 40,2
KAH-17/1 83,2 . U
KAH-17/2 13,9 9 83,6
KAH-17/3 84,0
KAH-18/1 214.,6
KAH-18/2 108,8 10 138,7
KAH-18/3 92,7

38. tablazat
Az Ujfehérté IV izolatorhaz kajszi egyedeibdl kivont RNS koncentraciok

Ujfehérté IV. izolatorhaz

A lf?st;ili(ltt) o A fajtakeverékek
RNS , RNS Odsszevonasanak RNS
A fa . keverékek ., , . .
, koncentracio CszAm koncentracio sorszama koncentracio
sorszama ng/pl sorszama ng/ul e ng/ul
(fajtapoolok, MP)
FP)
KA-1/1 97,7
KA-1/2 341,9 1 21858
IV/KA-2 107.8 ol
keverék ) 1242
KA-3/1 110,3 ) 125.8 ’
KA-3/2 141,2 i
IV/KA-4/1 158,0
IV/KA-4/2 158,3 5 582
KA-5/1 131,0
KA-5/2 94,0 . 2
KA-6/1 165,6
KA-6/ 1218 5 143,7 3 118,8
KA-7/1 153,5
KA-7/2 105,1 ¢ 12853
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39. tablazat
A Cegléd 11. izolatorhaz kajszi egyedeibol kivont RNS koncentraciok

Cegléd I1. izolatorhaz

A fajtakbol A fajtakeverékek
A fa RNS készilt RNS 0sszevonasanak RNS
rszAm koncentracid keverékek koncentracio sorszama koncentraciod
sorszama ng/pl sorszdma ng/pl (munkapoolok, ng/pl
(fajtapoolok, FP) MP)
1/1 195.8
11 158,15
172 120,5
2/1 157,6
12 1343
2/2 111,0
4 127,2
3/1 97.4
13 102,0
3/2 106,5
4/1 338.6
14 253.,5
4/2 162,3
5/1 166,5
15 167,3
5/2 168,1
6/1 114,1
16 112,4
6/2 110,7 . : 5 125.0
nem készilt
o 1522 keverék
8/1 137,5
17 167,85
8/2 202,2
9/1 113,9
18 111,35
9/2 108.8
10/1 1349
19 167,5
10/2 200,0 6 126 .4
11/1 81,2
20 124,5
11/2 167,8
12/1 265.7 nem kes,zult
keverék

60




40. tablazat
A Cegléd I11. izolatorhaz kajszi egyedeibdl kivont RNS koncentraciok

Cegléd II1. izolatorhaz

A EZJ:;};EM A faj takevyerrékek
A fa NS . ., keverékek LIS , . osszevonlasanak LN .
SorszAma koncentracio SorszAma koncentracio sorszama koncentracio
ng/ul ) ng/pl (munkapoolok, ng/ul
(fajtapoolok, MP)
FP)
13/1 78,9
13/2 117,9
13/3 507,1 21 128,62
13/4 275,3 7 189,5
13/5 163,9
14/1 211,2
14/2 335,0 2 25351
15/1 161,2
152 100,3 % 10,5
15/3 155,8
16/1 157,8 o 1562
17/1 125,1 nem kesziilt 8 124,9
keverék
18/1 163.6 nem késziilt
’ keverék
19/1 180.0 nem késziilt
' keverék
20/1 126.7 nem késziilt
’ keverék
211 2850 nem késziilt
’ keverék 9 137.6
22/1 141,7 55 194.85 0
22/2 108,0 >
23/1 143 1 nem késziilt
' keverék

41. tablazat
A tovabbi felhasznalt RNS Kkivonatok koncentracioi

Felhasznalt novény

RNS koncentracio (ng/pl)

Magyar kajszi 275,1
Toyesi fajtakeverék 130,7
Ujfehértéo meggy (LChV-1 fertézott) 110,0
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