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1. Bevezetés 

A gyümölcstermesztés és fásszárú növényeink szaporítóanyagának el• állítása a hazai 

agráriumban igen nagy gazdasági jelent• séggel rendelkezik. Ezen növényeket a 

fajtatulajdonságok fenntartása érdekében vegetatív úton szaporítják. Mivel ültetvényeinket 

hosszú távra tervezzük kiemelten fontos az egészséges, kiváló min• ségű  szaporítóanyagok 

el• állítása, mind az intenzív, mind a hagyományos gyümölcstermesztésben. E hosszú id•  alatt 

a különböz•  kórokozó és kártev•  szervezetek ellen, a vírusok és fitoplazmák kivételével, 

hatékonyan tudunk védekezni. Mivel egyes vírusok igen komoly gazdasági kárt képesek 

okozni, a vírusmentes szaporítóanyag el• állításra kell törekedni, amihez hatékony 

vírusdiagnosztikai vizsgálatokra van szükségünk. A vírusdiagnosztikában az ELISA-teszt 

(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) és a növényi biotesztek a legelterjedtebbek jelenleg. 

Az ELISA-teszt el• nye, hogy nagy mennyiségű  mintát lehet vele elemezni, viszont kevésbé 

érzékeny. A biotesztek érzékenyebbek az ELISA-tesztnél, viszont id• igényes és korlátozott 

számú minta elemzésére adnak lehet• séget (Horváth és Gáborjányi, 2000). Ezen tesztek 

mellett nagy szerephez jutottak az elmúlt években a vírus nukleinsav tartalmának kimutatásán 

alapuló módszerek, mint például az RT-PCR (reverz transzkripciót követ•  polimeráz 

láncreakció). El• nyük, hogy alacsony nukleinsav-koncentráció mellett is alkalmazhatóak, 

viszont használatukhoz ismernünk kell a vírus örökít• anyagának bázissorrendjét ahhoz, hogy 

specifikus indítószekvenciákat (primereket) tervezhessünk (Czotter et al. 2015a). A legújabb 

diagnosztikai módszerek új generációs szekvenáláson alapulnak, aminek az eredményeként 

megkapjuk a kórokozó és a gazda örökít• anyagának bázissorrendjét is (Czotter el al. 2015a). 

Ezen módszerek segítségével detektálható a gazdanövényben jelenlév•  összes vírus, 

függetlenül attól, hogy jelenlétük ismert volt-e az adott gazdanövényben vagy az adott 

területen. Ezekkel az eszközökkel lehet• ségünk van kimutatni látens, tünetmentes és kevert 

fert• zéseket is, amikor nem tudjuk pontosan, hogy mi – csak az egyik vírus vagy a szimultán 

jelenlév•  vírusok együttese – okozza a tünetet. A megfelel•  érzékenységű  vírusdiagnosztikai 

eljárásokkal tesztelt vírusmentes szaporítóanyag el• állítása mellett kiemelt szerephez kell 

jutnia a vektorok elleni védekezésnek, mivel célunk, hogy a kés• bbiekben megakadályozzuk 

a vektorok által terjesztett vírusok fert• zését. 

Munkám célja a NAIK Gyümölcskutató Intézet újfehértói telepén vírusmentesített in 

vitro meggy fajtajelöltek és az újfehértói meggy törzsültetvény vírusdiagnosztikája. A 

begyű jtött levélmintákból RNS kivonást követ• en, az in vitro minták vírusdiagnosztikáját 
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RT-PCR-rel végeztem el, míg a törzsültetvényr• l származó mintákból RNS kivonást 

követ• en az újgenerációs szekvenálás (NGS) elvégzéséhez kisRNS könyvtárat készítettem. 

A munkám további célja az NGS összehasonlítása a hagyományos bioteszt 

érzékenységével szemben. Ehhez munkatársaim által 2017-ben a NAIK Gyümölcskutató 

Intézet, érdi telephelyér• l származó meggy és cseresznye anyafákról gyű jtött mintákat 

használtam, melyek kisRNS szekvenálása már elkészült, de a bioinformatikai elemzését én 

végeztem. 
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2. Irodalmi áttekintés 

2.1 A vírusok általános jellemzése  

A növények az emberiséggel együtt fejl• dtek, termesztett növényeink gyakran gondos 

nemesít• i munka eredményei. Felhasználásuk széles körben elterjedt az ipartól az 

élelmiszerekig. Ahogy a növények, úgy a kórokozók is fejl• dtek, s• t gyakran a növények és 

kórokozók koevolóciójáról beszélhetünk, ami az évek során az adott körülményekhez 

alkalmazkodva történt. A vírusok terjedésének kedvez az egész világra kiterjed•  

kereskedelem, valamint egy adott területre újonnan betelepített növények termesztése. A 

vírusok terjedését emellett el• segítik a vektorszervezetek számára kedvez• en változó éghajlati 

viszonyok (Jones, 2009).  

A vírusok kódoló nukleinsavból és fehérjéb• l álló fert• z• , szubmikroszkopikus 

intracelluláris obligát paraziták. A nukleinsavban kódolt genetikai információjukat 

fehérjeburok (kapszid), esetenként lipid és glikoprotein burok veszi körbe (Bálint 2006; 

Virányi 2010; Cann 2016). A vírusok nem rendelkeznek saját anyagcserével, mind a felépít• , 

mind a lebontó folyamatok terén a gazdaszervezetre szorulnak, és önmagukban képtelenek a 

replikációra. Életciklusuk egy részében inaktív virionok, amik sejten kívüli, összeszerel• dött 

vírusok, más részében a gazdasejtben replikálódnak, szintetizálódnak és összeszerel• dnek 

(Cann 2016; Virányi 2010; Bálint 2006). A vírusok általában kisebbek, mint a baktériumok, 

továbbá a növényi vírusok általában kisebb méretű ek az állati vírusoknál. A jelenleg ismert 

leghosszabb vírus a Pithovirus sibericum, ami 1,5 µm, és a jelenleg ismert legnagyobb 

genommal rendelkez•  vírusok a Pandora vírusok, amelyek örökít• anyaga 2,8 Mbp, kb. 2500 

gént kódolnak (Cann 2016; Legendre et al. 2014). 

A vírusokon kívül megkülönböztetünk szubvirális elemeket ilyenek a virioidok, 

szatellit vírusok és szatellit RNS-ek. A viroidok obligát intracelluláris paraziták, amik 200-

400 nukleotid méretű , cirkuláris, köpenyfehérje nélküli RNS molekulák (Cann 2016, Glits és 

Folk 2001). A szatellit vírusok nem csomagolódnak össze önálló virionokká. 

Replikációjukhoz szükségük van egy helper vírus replikáz enzimjére. A szatellit vírusok 

hatással vannak az eredeti vírus replikációjára és az általa okozott tünetek megjelenésére 

(Horváth és Gáborjányi, 2000). A szatellit RNS-ek a szatellit vírusokkal ellentétben nem 

alkotnak önálló virionokat, hanem a segít•  vírussal közösen enkapszidálódnak (Roossinck et 

al. 1992). 
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A vírusoknak rendkívül változatos gazdaszervezetei lehetnek, állatokat, növényeket, 

az embert, baktériumokat (köztük fitoplazmákat is), gombákat, és algákat is képesek 

megfert• zni. Egyes vírusok fajspecifikusak, míg más vírusok széles gazdakörrel 

rendelkeznek. A növényi vírusok jelenlegi ismereteink szerint ártalmatlanok az emberekre 

(Dimmock et al. 2007). Napjainkban a leírt vírusok száma - a metagenomikai módszerek 

megjelenésével - folyamatosan n•  (Pallas & Garcia 2011), az NCBI Referencia genom 

szekvenciái alapján 1760 növényt fert• z•  vírus referenciagenomja ismert (http1). 

A vírusok örökít• anyaga változatos: lehet RNS vagy DNS, egyszálú vagy kétszálú, 

irányultsága pozitív vagy negatív (1. ábra). A növényi vírusok örökít• anyaga legtöbbször 

pozitív egyszálú RNS (ssRNS(+)), ritka a kett• s szálú DNS (dsDNS) örökít• anyag. A vírusok 

örökít• anyaga általánosan 4000-10000 nukleotid hosszú. A különböz•  örökít• anyaggal 

rendelkez•  vírusok replikációja eltér•  (Gergerich & Dolja 2006; Virányi 2010). A Baltimore-

osztályzás a vírusok nukleinsavának, replikációjának, transzkripciójának alapján történ•  

csoportosítás, ami a virális mRNS-ek képz• dése szerint osztályozza a vírusokat. Az 

osztályozás 7 csoportra osztja a vírusokat, amint az 1.ábrán látható. 

 

1. ábra: Baltimore-osztályzás (http2) 

Az ICTV taxonómia ezzel szemben a biológiai tulajdonságok (a vírus gazdaszervezeten belüli 

terjedése, terjedésében szerepet játszó vektorok és a gazdaszervezetek rokonsági köre), a 

genomszervez• dés (kódolt fehérjék), az örökít• anyag homológiája alapján rendszerezi a 



8 

vírusokat. A rendszer legkisebb rendszertani kategóriája a faj, majd a nemzetség, az alcsalád, 

a család és a rend következik (Horváth és Gáborjányi, 2000). Jelenleg 10 rendet, ezen belül 

134 családot tartanak számon (ICTV 2017).  

A vírusok örökít• anyagból és a nukleinsavat körülvev•  kapszidból állnak, a kett• t 

együtt nukleokapszidnak nevezzük. A kapszid rendkívül fontos a vírusok okozta fert• zés 

folyamatában, mivel ez segíti a megköt• dést, illetve a sejtekbe történ•  bejutást (Horváth és 

Gáborjányi, 2000). A vírusok alakját az • ket körülvev•  kapszid összeszerel• désének 

szimmetriája alapján különböztetjük meg. Ezek alapján megkülönböztetünk helikális (2. 

ábra), ikozahedrális (3. ábra) és binális vírusokat. A helikális vírusok alegységei csavarmenet 

mentén helyezkednek el (Horne & Wildy, 1961). Az ikozahedrális (szférikus) vírusok 

ikozaéder vagy ehhez hasonló geometriai alakzat mentén kapcsolódnak (Cann 2016, Virányi 

2010). A binális vírusok ikozahedrális fejb• l és helikális „farokrészb• l” állnak. A szférikus 

növényvírusok általában ~30 nm átmér• jű ek, a pálcika vagy fonál alakú TMV vírus 300 nm 

hosszúságú és 18 nm átmér• jű  (Gergerich & Dolja, 2006). 

 

2. ábra: Helikális szimmetria (TMV vírus modellje és elektron mikroszkópikus képe) (http3; 
ICTV 2011) 

3. ábra: Ikozahedrális szimmetria (Corticoviridae családba tartozó vírus modellje és elektron 

mikroszkópikus képe) (http4; ICTV: Corticoviridae) 
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A vírusoknak minimum háromféle fehérjét kell kódolnia a megfelel•  mű ködéshez: a kapszid 

felépítésében résztvev•  köpeny fehérjé(ke)t (CP, coat protein), a replikációhoz szükséges 

polimerázokat, és a mozgáshoz szükséges fehérjé(ke)t (movement protein, MP) (Virányi 

2010; Cann 2016). 

A vírusok nem képesek aktív módon átjutni a növényi sejtfalon. Éppen ezért átvitelük 

a természetben mechanikai sérüléseken keresztül és vektorok által történhet meg. Generatív 

módon maggal vagy pollennel terjedhetnek (Gergerich & Dolja, 2006). A „maggal” való 

terjedés során sok vírusról nem tisztázott, hogy maggal vagy a magházban meghúzódva 

valósul-e meg. Vegetatív szaporodás esetében a vírusok az utódnövényekre átkerülhetnek 

(hagyma, dugvány, rizóma, gumó, inda) (Sastry, 2013, Horváth és Gáborjányi, 2000). A 

vírusok átvihet• k egyik növényr• l a másikra mechanikai úton, például metszéssel, oltással, 

szemzéssel és minden mű vel•  eszköz okozta sérüléssel. A vegetatív módon szaporított 

növények esetében, ha az anyanövény fert• zött volt, akkor a vírus átkerül a szaporítóanyagba. 

A vírusok vízzel, öntöz• vízzel is terjedhetnek (Horváth és Gáborjányi, 2000, Stevens, 1983). 

A vírusátvitel másik lehetséges módját a vektorok képviselik. A vektorok olyan 

szervezetek (gombák, virágos él• sköd• k, ízeltlábúak, fonálférgek, stb.), amelyek a növények 

sejtjeib• l táplálkoznak, így képesek felvenni a vírust, majd továbbjuttatni más növényekre. 

Néhány vírusvektort a 4. ábrán kívánok bemutatni. A gombák közül egyes talajlakó fajok 

lehetnek vírusvektorok, például az Olpidium brassicae, Polymyxa betae vagy a Spongospora 

fajok (Campbell, 1996). A virágos él• sköd• k közül az aranka (Cuscuta spp.) fajokat kell 

megemlíteni. Az ízeltlábúak a legnépesebb csoportja a vírusvektoroknak. A kabócák, 

poloskák, levéltetvek, levélbolhák, liszteskék, pajzstetvek, tripszek, egyenesszárnyúak és 

egyes rágószájszervű  rovarok lehetnek vektorszervezetek. A fonálférgek közül a Longidorus, 

Xiphinema, Trichodorus és a Paratrichodorus nemzetségbe tartozó fajok lehetnek vektorok 

(Horváth és Gáborjányi, 2000; Sastry, 2013). Vírusok általában rendkívül vektor specifikusak, 

nagy genetikai hasonlóságuk ellenére sem képesek ugyanazzal a vektorral terjedni (Gergerich 

& Dolja 2006). 
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4. ábra: Vírusvektorok. a) Metcalfa purinossa (http5) b) Aleyrodes sp. (http6) 
c) Thrips tabaci (http7) d) Xiphinema sp. (http8) e) Rophalosiphum padi 

(http9) f) Cuscuta sp.(http10) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A vírusok vektorok által háromféleképpen terjedhetnek: perzisztens, szemiperzisztens 

és nem perzisztens úton. A nem perzisztens (5. ábra) módon terjed•  vírusok a növények 

felszínhez közeli b• rszövetében (epidermiszében) találhatók. Mechanikailag könnyen 

átvihet• k, így a levéltetvek szájszervén már a próbaszívás során is megtapadhat a vírus, ami 

nem jut be a vektorok szervezetébe. A szájszerven való megtapadás után az állat azonnal 

képes leadni a vírust, nincs inkubációs id• , viszont csak rövid ideig fert• z• képes a vektor. Ide 

tartoznak általában a mozaik vírusok pl: búza mozaik vírus (WSMV). 

A szemiperzisztens (5. ábra) terjedésű  vírusokat a kártev• k hosszabb próbaszívás 

során képesek felvenni, viszont nincs inkubációs id• , így a vektor azonnal fert• z• képes. A 

retenciós id•  körülbelül a pár órától a pár napig tarthat. Ezek a vírusok mechanikailag nem 

vagy nehezen vihet• k át pl: répa sárgaság closterovírus (BYV) (Ng & Folk 2006). 

A perzisztens (5.ábra) terjedés esetében a vektor a vírust mélyebb szöveti rétegekb• l 

(floémb• l) veszi fel, ami bejut az állat haemolymphájába, nyálmirigyeibe. Hosszú inkubációs 

id•  (órák, napok) a jellemz• , emellett a vektor sokáig meg• rzi fert• z• képességét. A kártev• k 

a próbaszívás során nem képesek felvenni a vírust, ehhez hosszabb felvételi szívás szükséges. 

A perzisztens módon terjed•  vírus életciklusa lehet cirkulatív és propogatív. A cirkulatív 

életciklus során a vírusok (5.ábra) fert• z• képességüket akkor érik el, ha az utóbélb• l a 

nyálmirigyekbe jutnak. A vektorok általában egész életükben meg• rzik fert• z• képességüket. 

A látens szakasz pár óráig tart, a felvétel pár óra alatt megtörténhet (Ng és Folk 2006). Ide 

sorolható például a burgonya levélsodródás vírus (PLRV- vektora a Myzus persicae és 

Macrosiphum euphorbiae (Srinivasan & Alvarez 2007)). A propagatív életciklus során, a 

a) b) c) 

d) e) f) 
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cirkulatív életciklushoz hasonlóan, a vírusok képesek a vektor szervezetében replikálódni, s• t 

megfert• zhetik a rovart és egyes vírusok az utódokba is képesek átjutni. Ebben az esetben a 

látens periódus napokig, hetekig is eltarthat. Ezek a vírusok mechanikailag nem vihet• k át pl: 

Maize mosaic nucleorhabdovirus (MMV- vektora Peregrinus maidis) (Barandoc-Alaviar et 

al. 2016; Ng & Folk 2006). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A növény és vírus kapcsolatától függ• en beszélhetünk lokális és szisztemikus 

fert• zésekr• l (Kucsera és Kevei 2010). Lokális fert• zés esetén a vírus a fert• zés közvetlen 

közelében lokalizálódik, míg a szisztemikus fert• zés során az egész növényben képes 

elterjedni. A gazda-kórokozó kapcsolat befolyásolja a tünetek kialakulásának helyét is. A 

gazdán megfigyelhet•  tünetek a következ• k lehetnek leveleken: alakbeli deformitások – 

torzulás, csavarodás, enációk, ráncosodás, hólyagosodás, páfránylevelű ség, kis méretű  levelek 

–mellett nekrotikus és klorotikus léziók, klorózisok, mozaikfoltosság, gyű rű sfoltosság, 

sárgulás, érnekrózis, érkivilágosodás, hálózatosság, csíkosság. A felsorolt elváltozások közül 

a nekrotikus és klorotikus léziók tipikusan lokális fert• zésre utalnak. A növények szárán 

foltok, nekrózisok, internódium-megnyúlás vagy -rövidülés, hervadás, tumorok 

keletkezhetnek. A növények gyökerén vírusfert• zés hatására kialakuló tünetek a legkevésbé 

ismertek. A répa rizománia hatására cukorrépán keletkez•  járulékos gyökerek megjelenése az 

egyik legjelent• sebb, ezen kívül keletkezhetnek foltok és tumorok (Horváth és Gáborjányi, 

2000). A tünetek a terméseken is megjelenhetnek, a gyümölcsökön deformációk, méretbeli 

torzulások, gyű rű sfoltosság, nekrotikus foltok, kövecsesedés, pöttyök és egyéb mintázatok 

megjelenése a leggyakoribb (Barba et al. 2015; Horváth és Gáborjányi, 2000). 

5. ábra: a) nem-perzisztens vírus felvétel b) perzisztens vírusfelvétel      
c) cirkulatív vírusátvitel (Ng és Folk 2006; D'Arcy et al. 2001) 

a) b) c) 
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2.2 Prunus fajokat megbetegítő  vírusok 

A vírusok általános jellemzése után fontos szót ejteni a csonthéjasokat megbetegít•  

vírusokról. A Prunus nemzetségbe tartozó fajokból telepített gyümölcsterm•  ültetvények és a 

szaporítóanyag-el• állítás Magyarországon nagy gazdasági jelent• séggel rendelkezik, éppen 

ezért fontos, hogy már a szaporítóanyagoknál védekezzünk a kórokozók ellen. A hazai 

termelési viszonylatokat az 1. táblázatban kívánom bemutatni (KSH: fontosabb 

gyümölcsfélék termesztése és felhasználása (2014–). 

 

 

 

Hazánkban a 14/2017. (III. 23.) FM rendelet – a gyümölcsszaporító-anyagok 

el• állításáról és forgalomba hozataláról – meghatározza a kötelez• en ellen• rizend•  

kórokozók és kártev• k listáját. A rendelet 2. mellékletének 3. pontjában található azon 

károsítók jegyzéke (2. táblázat), amelyek esetében a kiindulási anyagokon, a prebázis, bázis, 

certifikált anyanövényeken és szaporító anyagokon, C.A.C (Conformitas Agraria 

Communitatis) ültetési anyagokon vizuális ellen• rzést és adott esetben mintavételt és 

laboratóriumi vizsgálatot kell végezni. A rendelet 31. pontja, 46. § (1) meghatározza, hogy a 

hatóság ellen• rzése során a 2. melléklet 3. pontjában felsorolt zárlati kórokozóktól való 

mentességet vizuálisan vizsgálja, majd szükség esetén elvégzi a megfelel•  laboratóriumi 

vizsgálatot. 

 

 

 

 

 

 

1. táblázat: Hazánk gyümölcstermeszt•  területe és a betakarított termés 
alakulása 2016-ban 

Összesen 90.939 ha Összesen 755.410 tonna
Csonthéjas 37.587 ha Csonthéjas 194.883 tonna
Meggy 14.661 ha Meggy 73.591 tonna
Cseresznye 2.757 ha Cseresznye 10.660 tonna

Gyümölcstermő  terület (2016) Betakarított termés (2016)
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2. táblázat: 14/2017. (III. 23.) FM rendeletben meghatározott karantén vírusok 

Prunus amygdalus Prunus armeniaca
Alma klorotikus levélfoltosság vírus  (ACLSV) Alma klorotikus levélfoltosság vírus  (ACLSV)
Alma mozaik vírus (ApMV) Alma mozaik vírus  (ApMV)
Szilva törpülés vírus  (PDV) Kajszi látens vírus  (ApLV)
Prunus nekrotikus gyű rű sfoltosság vírus 
(PNRSV)

Szilva törpülés vírus  (PDV)

Szilvahiml•  vírus (PPV)
Prunus nekrotikus gyű rű sfoltosság vírus 
(PNRSV)
Szilvahiml•  vírus  (PPV)

Prunus domestica és P. salicina Prunus persica
Alma klorotikus levélfoltosság vírus (ACLSV) Alma klorotikus levélfoltosság vírus (ACLSV)
Alma mozaik vírus (ApMV) Alma mozaik vírus (ApMV)
Mirabolán látens gyű rű sfoltosság vírus 
(MLRSV)

Kajszi látens vírus (ApLV)

Szilva törpülés vírus (PDV) Szilva törpülés vírus (PDV)
Prunus nekrotikus gyű rű sfoltosság vírus 
(PNRSV)

Prunus nekrotikus gyű rű sfoltosság vírus 
(PNRSV)

Szilvahiml•  vírus (PPV) Szamóca látens gyű rű sfoltosság vírus (SLRSV)

Prunus avium és P. cerasus Szilvahiml•  vírus (PPV)
Alma klorotikus levélfoltosság vírus  (ACLSV) Viroidok
Alma mozaik vírus  (ApMV) Ő szibarack látens mozaik viroid (PLMVd)
Arabis mozaik vírus  (ArMV)
Cseresznye zöld gyű rű sfoltosság vírus 
(CGRMV)
Cseresznye levélsodródás vírus  (CLRV)
Cseresznye nekrotikus rozsdaszínű  foltosság 
vírus  (CNRMV)
Cseresznye aprógyümölcsű ség vírus 1 és 2 
(LChV1, LChV2)
Cseresznye levélfoltosság vírus  (ChMLV)
Szilva törpülés vírus  (PDV)
Prunus nekrotikus gyű rű sfoltosság vírus 
(PNRSV)
Málna gyű rű sfoltosság vírus  (RpRSV)
Szamóca látens gyű rű sfoltosság vírus  (SLRSV)
Paradicsom fekete gyű rű s vírus  (TBRV)
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2.3 Szaporítóanyag elő állítás szabályozása hazánkban 

Magyarországon a 2003. évi LII. törvény a növényfajták állami elismerésér• l, a 

szaporítóanyagok forgalomba hozatalát és el• állítását szabályozza. Ezen törvény 30.§ (2) 

bekezdésének b), c), e), f) és h) pontjának értelmében, a kormány hatáskörében áll 

rendeletben meghatározni a szaporítóanyag-min• sítés eljárásrendjét, a szaporítóanyag-

el• állítás tárgyi és személyi feltételeit és a növényvédelmi hatóság kijelölése. E törvényre 

hivatkozva született meg a 14/2017. (III.23) FM. rendelet a gyümölcs szaporítóanyagok 

el• állításáról és forgalomba hozataláról.  

A certifikációs rendszerben történ•  szaporítóanyagok el• állításáról a rendelet 7. § (1) 

bekezdés rendelkezik, miszerint a szaporítóanyag min• sítése akkor történhet meg, ha a 

szaporítóanyagot szolgáltató anyanövény megfelel a fajta leírásának és ez ellen• rzésre is 

került (14/2017. (III.23) 7.§ (1) bekezdés). 

A prebázis anyanövények és szaporítóanyagok megfelel•  fenntartásáról a 8.§ (1) 

rendelkezik. Ennek értelmében a prebázis anyanövényeket és szaporítóanyagokat megfelel•  

rovarmentes létesítményben kell fenntartani, ami biztosítja, légbeli vektoroktól és egyéb 

forrásokból származó fert• zésekt• l való mentességet (14/2017. (III. 23.) 8. § (1) bekezdés). 

A bázis és certifikált anyanövények szabadföldi fenntartásáról a 8.§ (8) bekezdése 

kimondja, hogy a szaporítóanyagokat olyan területeken kell fenntartani, ahol légbeli vektorok 

vagy gyökerek érintkezése által, illetve gépek és oltáshoz használt eszközök által 

bekövetkezhet•  keresztfert• zés potenciális lehet• ségeit• l és egyéb forrásoktól el van 

szigetelve (14/2017. (III.23) 8. § (8) bekezdés). 

A fert• zött növények, növényi termékek és egyéb anyagok megsemmisítésér• l, a 

zárlati, a vizsgálatköteles nem zárlati károsítók, az ültetvények vizsgálatát a 7/2001. (I. 17.) 

FVM rendelet a növényegészségügyi feladatok végrehajtásának részletes szabályairól írja el• .  

2.4 Karanténvírusok jellemzése 

2.4.1 Alma klorotikus levélfoltosság vírus (Apple chlorotic leafspot virus-
ACLSV) 

Az alma klorotikus levélfoltosság vírust a Betaflexiviridae családba és a Trichovirus 

genusba sorolják (EPPO-ACLSV). Világszerte általánosan elterjedt, gazdanövényköre széles. 

A Prunus nemzetségbe tartozó fajok közül leírták már többek között meggyen, cseresznyén, 

• szibarackon, szilván, • szibarackon, mandulán, mirabolán szilván, japán szilván. Ezenkívül 
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el• fordulását jelentették már almán, körtén, birsen, japán birsen és madárberkenyén 

(Plantwise-ACLSV). Tünetei változatosak lehetnek a gazdanövény fajtájától és a vírus 

törzsét• l függ• en. Gazdaságilag fontos, napjainkban elterjedt alma fajtákon látens tüneteket 

okoz. Szilván barnás-vöröses színű  kéreghasadást, nekrózist a kambiumban, hajtáspusztulást 

okozhat. A termésen besüpped• , nekrotikus vagy gyű rű s foltok jelenhetnek meg (Németh, 

1979). Cseresznyén és meggyen nekrotikus, besüpped•  foltok jelentek meg a termésen 

PNRS-vel való kevert fert• zés esetén (Németh, 1979). Kajszi esetében rozettás levélállás, a 

termésen besüpped•  foltok jelenhetnek meg (Diekmann & Putter, 1996). Ő szibarack törzsén 

nekrózist okozhat, a levelek hullámos szélű ek, sötétzöld besüpped•  foltokkal (Németh, 1979). 

Terjedése szemzéssel és oltással történik (Garcia-Ibarra et al., 2010).  

2.4.2 Alma mozaik vírus (Apple mosaic virus- ApMV) 

Az alma mozaik vírus rendszertanilag a Bromoviridae családba és a Ilavirus genusba 

tartozik (EPPO-ApMV). Világszerte igen elterjedt. Fás és lágyszárú növényeket is egyaránt 

fert• z, gazdanövényei leggyakrabban a Rosaceae családba tartozó fajok, fás és lágyszárú 

növényeket is fert• z egyaránt. Termesztett növényeink közül az almát, a körtét, a kajszit, az 

• szibarackot, a cseresznyét, szilvát, mandulát, szamócát, málnát, szedret, piros ribizlit és a 

mogyorót fert• zi (EPPO-ApMV). A legelterjedtebb almafajták tünetmentesek. Mezei juhar 

levelén fehéres-szürkés foltok, galagonya levelén sárga klorotikus foltok jelenthetnek meg. 

Szilva leveleken csíkozottságot, rózsaleveleken mozaikos tüneteket mutat. A fogékony 

almafajták levelén krémszínű , kés• bb nekrotizálódó foltok figyelhet• k meg, a levélerek 

sárgulhatnak. A terméseken sárga foltok képz• dnek. Csonthéjasok levelén világos sárga, 

szabálytalan foltok, gyű rű k, sárga érkivilágosodás, tölgyfa leveléhez hasonló formájú levelek 

alakulhatnak ki (Grimova et al. 2016; Németh, 1979; Plantwise-ApMV; EPPO-ApMV). A 

vírus átvitele történhet oltással, szemzéssel, mechanikai úton és maggal (Diekmann & Putter, 

1996). 

2.4.3 Arabisz mozaik virus (Arabis mosaic virus- ArMV) 

Az Arabisz mozaik vírus a Secoviridae családba és a Nepovirus genusba tartozik. A 

vírus az egész világon elterjedt. Gazdanövényköre rendkívül széles. Termesztett növényeink 

közül fert• zheti a cukorrépát, a szamócát, a kajszibarackot, az • szibarackot, a mandulát, a 

szilvát, a meggyet, ezenkívül számos egyéb haszonnövényt, dísznövényt és gyomnövényt. 

Schmelzer (1963) mechanikailag fert• zve 28 családból, 93 különböz•  fajon mutatta ki a vírus 

jelenlétét. A vírus leggyakoribb tünetei a satnyulás, levélfoltosság, deformáltság, enációk 
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megjelenése, fogazott levélszél, rövid ízközök megjelenése, villás elágazás, sárgulás, érmenti 

mozaik foltosság. A sz• l•  növényvédelmében az A-típusú t• kesatnyulás kórokozójaként 

tartják számon, tünete nagyon könnyen összekeverhet•  a fert• z•  leromlással, a két fert• zés 

gyakran együtt jelentkezik. A vírus terjedése történhet szemzéssel, oltással, mechanikai úton, 

maggal és Xiphinema diversicaudatum vektorral (Diekmann & Putter, 1996; Trudgill et al. 

1983; McNamara, 1980, EPPO-Global Database).  

2.4.4 Cseresznye zöld gyű rű sfoltosság vírus (Cherry green ring mottle 
virus- CGRMV) 

A cseresznye zöld gyű rű sfoltosság vírus a Betaflexiviridae családba és a Robigovirus 

genusba tartozik. Az el• fordulását jelentették Európa számos országából, Kanadából, az 

USA-ból, Chiléb• l, Japánból, Ausztráliából, Oroszországból, Koreából és Dél-Afrikából. A 

kórokozó gazdanövényköre Prunus fajokra korlátozódik. Termesztett növényeink közül 

fert• zheti a kajszit, a cseresznyét, a meggyet, az • szibarackot és a nektarint (Plantwise-

CGRMV). A kajszi, • szibarack és cseresznye esetében gyakori a látens fert• zés (Diekmann & 

Putter, 1996). A vírus okozhat deformációkat, nekrózisokat, elszínez• dést a levélen, ezenkívül 

a gyümölcsön léziók jelenhetnek meg és hajtáspusztulást idézhet el• . A fert• zés id• s 

meggyfákon a levelek aszimmetrikus fejl• dését, a levélerek mentén klorózisokat, nekrotikus 

foltokat, sárga elszínez• désű  leveleket és ezeken megjelen•  zöld gyű rű ket okozhat. A 

fert• zött gyümölcsök min• ségi mutatói elmaradnak az elvártaktól: keserű , ízetlen termés 

fejl• dik. A gyümölcsök felületén nekrotikus foltok, gyű rű k  találhatók, amik a gyümölcs 

húsába is megjelennek (Németh, 1979; Parker et al., 1976). A vírus szemzéssel és oltással 

terjed (Diekmann & Putter, 1996). 

2.4.5 Cseresznye levélsodródás vírus (Cherry leafroll virus- CLRV) 

A cseresznye levélsodródás vírus a Secoviridae családba és a Nepovirus genusba 

tartozik. A vírus Európában elterjedt, el• fordulását jelentették az USA-ból, Ázsia több 

országából, Egyiptomból, Tunéziából, Chiléb• l, Peruból, Ausztráliából és Új-Zélandról 

(CABI,EPPO, 2014). Magyarországon az elterjedése szórványos. Gazdanövényköre 

változatos, termesztett növényeink közül fert• zi a diót, a cseresznyét, az almát, a málnát, a 

bodzát, a sz• l• t és a mediterrán országokban az olajfát (EPPO-CLRV; Plantwise-CLRV; Glits 

és Folk, 2001). A fert• zött növények levelei aprók, deformáltak, színük felé sodródnak, 

abnormális színezetű ek, vöröses-sárgás gyű rű s foltosak. Ezenkívül korai levélhullás, 

érnekrózis, erek sárgulása jelentkezhet. Gyakori a törpülés, a hajtás száradás, az ágak elhalása, 

súlyos esetben az egész fa kiszáradhat (Glits és Folk, 2001; Bandte & Büttner, 2001; Jones & 
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Wood, 1978). Fert• zött almafa levelei deformáltan fejl• dik, nekrotikus és klorotikus foltok 

figyelhet• k meg (Woo et al. 2012). A vírus terjedése oltással, szemzéssel, maggal, pollennel 

és vektorokkal (Xiphinema coxi, X. diversicaudatum, X. vuittenezi) mehet végbe (Diekman & 

Putter, 1996; Fritzsche & Kegler, 1964; Flegg, 1969). 

2.4.6 Cseresznye nekrotikus rozsdaszínű  foltosság vírus (Cherry necrotic 
rusty mottle virus- CNRMV) 

A cseresznye nekrotikus rozsdaszínű  foltosság vírus a Betaflexiviridae családba és a 

Robigovirus genusba tartozik. A vírus megjelenésér• l beszámoltak már az USA-ból, 

Kanadából, Chiléb• l, Európa több országából, Indából, Kínából, Koreából, Japánból és Új-

Zélandról. Gazdanövény köre Prunus fajokból áll: kajszi, • szibarack, cseresznye, szilva és 

kései fürtösmeggy (Plantwise-CNRMV, EPPO-CNRMV). A fert• zött növény levelein 

nekrózisok jelenhetnek meg, abnormális elszínez• désű ek és korán lehullanak. A hajtáscsúcs 

elhervad, mézgásodás jelenhet meg, fekélyes sebek képz• dnek, valamint a teljes növény korai 

öregedése jelentkezhet. Cseresznye fa levelein barna nekrotikus foltok képz• dnek, melyek 

kés• bb kihullanak. A levélerek mentén sárga klorotikus elszínez• dés figyelhet•  meg. 

(Németh, 1979; Plantwise-CNRMV). A vírus terjedése oltással és szemzéssel történik 

(Diekmann & Putter, 1996). 

2.4.7 Cseresznye aprógyümölcsű ség vírus 1 és 2 (Little cherry virus-1 és 2- 
LChV-1 és 2) 

A vírus a Closteroviridae családba, az LChV-1 a Velarivirus genusba, míg az LChV-2 

az Ampelovirus genusba tartozik (EPPO-LChV1, EPPO-LChV2). A vírus burok nélküli – 

csak a kapszid veszi körbe –, ezenkívül helikális és rendkívül hosszú, nukleinsava pozitív 

egyszálú RNS (ssRNS(+)) (http11; http12). Az LChV-1 vírus legels•  feljegyzése meggy és 

cseresznye fajokról történt, ezenkívül jelenlétét megfigyelték már kajszibarackon, szilván 

(Marais et al. 2016, Šafářová et al. 2017, EPPO-LChV1). A kórokozót legel• ször 1933-ban 

Kanadában írták le. Az LChV-1-et jelentették Európa számos országából, Kínából, Japánból, 

Koreából az USA-ból, Chiléb• l Új-Zélandról. A vírus hazai el• fordulását el• ször a 

Diagnosztika csoport (Baráth et al., 2018) írta le. Európában a LChV-2-t Horvátországban, 

Németországban, Lengyelországban és az Egyesült Királyságban, Belgiumban írták le, 

emellett az USA-ban, Kanadában, Japánban, Kínában, Ausztráliában, Új-Zélandon és Dél-

Koreában (EPPO-LChV2).  

A kórokozó a növény floemjében található meg. A LChV-1 különböz•  tüneteket 

produkálhat a termesztés helyét• l, fajtától és az évszaktól függ• en. A frissen ültetett fert• zött 
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növények nem mutatnak tünetet, sokáig látens marad a vírus. Kés•  nyáron vagy kora • sszel a 

levelek színén pirosas-lilás vagy bronz színű  elszínez• dés tapasztalható, viszont a f•  levélerek 

megtartják eredeti zöld színüket. A legtöbb tünet viszont a gyümölcsökön tapasztalható (6. 

ábra), a min• séget jelent• sen rontva, eladhatatlanná téve a termést. Kezdetben a gyümölcsök 

fajtára jellemz• en növekednek, viszont szüret el• tt teljesen megállnak a fejl• désben. A 

tünetek között felsorolható az ízetlenség, az alacsony cukortartalom, az egészségeshez képest 

sápadt és kis méretű  termések. ’Bing’ cseresznye termése a normálistól eltér•  színű , méretű , 

formájú és ízű . ’Sam’ cseresznye esetében a levelek érközi bronzos vagy pirosas-ibolyás 

elszínez• dése jellemz• , a termés mérete és íze szintén nem a fajtára jellemz•  (EPPO- Data 

Sheets on Quarantine Pests: LChV). A vírus terjedése oltással, szemzéssel történhet 

(Diekmann & Putter, 1996) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.4.8 Cseresznye levélfoltosság vírus (Cherry mottle leaf virus- ChMLV) 

A cseresznye levélfoltosság vírus a Betaflexiviridae családba és a Trichovirus genusba 

tartozik (EPPO-ChMLV). A vírus Európában, Dél-Afrikában és az USA-ban elterjedt 

(Németh, 1979). Gazdanövényei közé tartozik a cseresznye, a meggy és az • szibarack, amik 

általában tünetmentesek. ’Bing’ cseresznye esetében a levelek kisebbek az egészségeseknél, 

ráncosodnak, torzulnak, klorotikus, nekrotikus foltok és lyukak keletkeznek rajtuk, de a 

levelek nem hullanak le. Cseresznye esetében a gyümölcsök rendkívül aprók, ízetlenek és 

kés• n érnek. A gyümölcsökön apró, szabálytalan, világos barna nekrotikus foltok 

képz• dhetnek. A fák törpe növésű ek, rozettás levélállásúak. A tünetek magas h• mérséklet 

esetén maszkírozódnak (James & Mukerji, 1993; Reeves, 1941; Diekmann & Putter, 1996; 

6.ábra: LChV-1 tünetei levélen és gyümölcsön (EPPO-
LChV1) 
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Németh, 1979). A vírus terjedése oltással, szemzéssel, mechanikai úton és Eriophyes 

inaequalis vektorral történhet (Diekmann & Putter, 1996) 

2.4.9 Szilva törpülés vírus (Prune dwarf virus- PDV) 

A szilva törpülés vírus a Bromoviridae családba és az Ilarvirus genusba tartozik 

(EPPO-PDV). A vírust el• ször Németországban írták le, Magyarországon 1960-as években 

találták meg a kórokozót. Világszerte elterjedté vált, Észak-Afrikában, Észak és Dél-

Amerikában, Ausztráliában, Új-Zélandon, Európa és Ázsia számos országában jelentették 

(Plantwise-PDV; Glits és Folk, 2001). Gazdanövényköre Prunus fajokból áll, kimutatták már 

cseresznyén, mandulán, kajszin, meggyen, • szibarackon, szilván (Diekmann & Putter, 1996). 

A fert• zött növények törpültek, leveleik mozaik foltosak, rozettás állásúak, aprók és 

deformáltak, klorotikus foltok, gyű rű k, csíkok jelenhetnek meg rajtuk. A fás részeken 

mézgásodás figyelhet•  meg. (Glits és Folk, 2001; Plantwise-PDV; Diekmann & Putter, 1996). 

Terjedése oltással, szemzéssel, maggal és pollennel történhet (Diekmann & Putter, 1996). 

2.4.10 Prunus nekrotikus gyű rű sfoltosság vírus (Prunus necrotic ringspot 

virus- PNRSV) 

A Prunus nekrotikus gyű rű sfoltosság vírus a Bromoviridae családba és a Ilavirus 

genusba tartozik (EPPOP-PNRSV). A vírus Észak-Amerikából terjedt szét az egész világon. 

A cseresznye és a meggy a legjelent• sebb gazdanövénye, de fert• zi a szilvát, kajszit, 

mandulát, • szibarackot és más Prunus nemzetségbe tartozó növényeket is, ezenkívül 

fert• zheti a rózsát és a komlót is. Fert• zött növény levéltünetei között említhet•  az 

elszíntelenedés, lyukacsosodás, apró, abnormális színezetű  és formájú levelek megjelenése, 

nekrotikus foltok, klorotikus gyű rű k és foltok. A vírus okozta tünetek két csoportra oszthatók: 

sokk és krónikus tünetek. A lokális nekrózisok (sokk tünet) fiatal leveleken fejl• dhetnek ki és 

a levelek teljes elrongyolódását okozhatják. A krónikus tünetek során a kifejl• d•  gyakran 

er• sen fogazottak, két levélcsúcs is fejl• dhet. A levél fonákán, a levélerek mentén enációk 

fejl• dhetnek. Cseresznye levelén leginkább sokk tüneteket találhatunk (Plantwise-PNRSV, 

Glits és Folk, 2001). Terjedése oltással, szemzéssel, mechanikai úton, maggal és pollennel 

(Diekmann & Putter, 1996; Nyland et al. 1976). 

2.4.11 Málna gyű rű sfoltosság vírus (Rapsberry ringspot virus- RpRSV) 

A málna gyű rű sfoltosság vírus a Secoviridae családba és a Nepovirus genusba tartozik. 

A vírus egész Európában elterjedt, ezenkívül jelentették már Oroszországból, Iránból, 

Üzbegisztánból, Törökországból, Kazahsztánból (EPPO-RpRSV, CABI-RpRSV). 
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Gazdanövénykörét tekintve Prunus fajok közül a cseresznyét fert• zi, ezenkívül temesztett 

növényeink közül fert• zheti a ribizlit a sz• l• t, a málnát, a szamócát és az articsókát (EPPO-

RpRSV, Plantwise-RpRSV). A fert• zött növény levelein mozaikos foltok, érkivilágosodás, 

klorotikus foltok, „olajfoltosodás” és levélsodródás tünetek jelentkezhetnek. Másodlagos 

tünetként a fert• zött növény levelein enációk jelenhetnek meg. A fejl• d•  levelek keskenyek, 

szélük durván fogazott. A vírus terjedése oltással, szemzéssel, mechanikai úton és 

vektorokkal (Longidorus elongatus, Longidorus macrosoma) történhet (Diekmann & Putter, 

1996). 

2.4.12 Szamóca látens gyű rű sfoltosság vírus (Strawberry latent ringspot 

virus- SLRSV) 

A szamóca látens gyű rű sfoltosság vírus a Secoviridae családba tartozik, további 

rendszertani kategóriába egyl• re nincs besorolva. A vírus egész Európában elterjedt, 

ezenkívül Kanadában, az USA-ban, Ausztráliában, Új-Zélandon, Izraelben és Törökországban 

jelentették. Gazdanövényei közé tartozik a szamóca, a málna, a szeder, a piros és fekete 

ribizli, a cseresznye, a szilva, az • szibarack, a kajszi, a bodza, a sz• l•  és más dísznövények 

(EPPO-SLRSV; Diekmann & Putter, 1996). A vírus általában kevert fert• zés során mutat 

tünetet, málnában például arabis mozaik vírussal együtt érkivilágosodást okozhat. 

Szamócában szintén ritkán látható a tünete, általában ArMV-vel kevert fert• zés esetén 

találkozhatunk vele (EPPO-SLRSV, Murant, 1987; Murant and Lister, 1987). 

Franciaországban • szibarack ültetvényben PDV-vel együtt találták meg, ahol rozzetás 

levélállást, törpült növést és hajtás pusztulást okozott (Scotto La Massese et al., 1973). 

Cseresznyén PDV-vel kevert fert• zés esetén a levelek fonáki részén enációk jelentek meg 

(Ragozzino & Alioto, 1992). Önállóan a vírus rozettás levélállást, kés• bbi virágzást okozhat, 

a fejl• d•  levelek keskenyek és aprók maradnak, rajtuk klorotikus foltok jelenhetnek meg. A 

terjedése oltással, szemzéssel, mechanikai úton, Xiphinema diversicaudatum vektorral és 

maggal történhet (Diekmann & Putter, 1996). 

2.4.13 Paradicsom fekete gyű rű s vírus (Tomato black ring virus- TBRV) 

A paradicsom fekete gyű rű s vírus a Secoviridae családba és a Nepovirus genusba 

tartozik. A vírus Európában -Franciaországban kiemelked• en- elterjedt. Brazíliában, 

Canadában, USA-ban, Kenyában, Indiában és Japánban írták le el• fordulását. 

Gazdanövényköre széles, egy és kétszikű  növényeket is fert• z, sok fontos termesztett 

növényünket is. Prunus fajok közül az • szibarackot, a mandulát és a cseresznyét fert• zi. A 
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vírus legjelent• sebb gazdanövényei az • szibarack, a piros és fekete ribizli, a málna és a 

szamóca (EPPO-TBRV; Diekmann & Putter, 1996; Németh, 1979). Fert• zött • szibarack 

levelei torzultak, klorotikus foltok láthatók, mandula levelei keskenyek és hullámos szélű ek és 

enációk találhatók rajtuk (Németh, 1979). Szamóca és ribizli levelein klorotikus gyű rű k és 

foltok jelenhetnek meg (Murant, 1987; Murant & Lister, 1987). A vírus terjedhet szemzéssel, 

oltással, mechanikai úton, maggal, vektorokkal (Longidorus attenuatus és L. elungatus) 

(Diekmann & Putter, 1996). 

2.5 Cherry Virus A (CVA) 

A CVA a Betaflexiviridae családba és a Capillovirus genusba tartozó, helikális, 

pozitív egyszálú RNS vírus (ssRNS(+)) (EPPO-CVA). A vírust Németországban írták le 

el• ször cseresznyén (Jelkmann, 1995). Európa több országában elterjedt, ezenkívül jelentették 

már Kínában, Japánban, Kanadában és az USA-ban (CABI/EPPO, 2007). Magyarországi 

el• fordulását munkacsoportunk (Baráth et al. 2018) írta le el• ször. Látens vírus, önmagában 

nem okoz tünetet csak kevert fert• zésekben, ebben az esetben a többi vírus tüneteit feler• síti, 

éppen ezért nehéz a vírus azonosítása (Marais et al., 2012; Gao et al. 2017). Kevert fert• zést 

írtak le például: az Apple chlorotic leafspot vírussal (ACLSV), az Apricot pseudo chlorotic 

leafspot vírussal (APCLSV), a Cherry green ring mottle vírussal (CGRMV), a Little Cherry 

vírussal (LChV-l és LChV2) (Barone et al. 2006; Isogai et al. 2004).Jelenleg nem ismerünk a 

vírus terjesztéséért felel• s vektort, viszont oltással, szemzéssel átvihet•  a vírus (Marais et al., 

2012; Gao et al. 2017). A legels•  megfigyelt gazdanövénye a cseresznye (Jelkmann 1995), 

majd kés• bb leírták kajszibarackon, • szibarackon, szilván, meggyen, és egyéb Prunus 

fajokon (Jelkmann, 1995; Kinoti et al., 2016; Koinuma et al., 2016; Marais et al., 2008).  

2.6 Gyümölcsfák biotesztelése 

Napjainkban 44 vírust ismerünk, ami Prunus fajokat képes fert• zni (Rubio et al. 

2017). Némely vírus kimutatása lehetséges biotesztekkel indikátornövényeken, ami 

napjainkban is elterjedt eljárás és a gyors diagnosztikai módszerek (PCR-tesztek, ELISA-

módszer) mellett sem vesztette el jelent• ségét. Hátrányai közé tartozik, hogy drága, nagy a 

kézimunka igénye, az id•  és a hely igénye, törzsültetvényeken sem használják rutinszerű en. E 

tulajdonságok ellenére is használatos napjainkban, mivel a tesztnövényeken található tünetek 

alapján egyértelmű en meghatározható a jelenlév•  vírus és tanulmányozásuk lehetetlen lenne 

növények nélkül. A megfelel•  min• ségű , vírusmentes szaporítóanyag el• állítás, 

fajtamin• sítés elképzelhetetlen lenne biotesztek nélkül (Bach és Sz• nyegi, 1996; Horváth és 
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Gáborjányi, 2000). A 14/2017. (III. 23.) FM rendeletben meghatározott karantén vírusokra a 

3. táblázatban foglaltam össze az indikátornövényeket. A használt indikátornövények: 

vadcseresznye (Prunus avium), P. persica GF 305, P. serrulata ’Kwanzan’ és ’Shirofugen’; 

’Sam’, ’Bing’ és ’Canindex’ cseresznye fajták (Diekmann & Putter, 1996). 

Gyümölcsterm•  fáink biotesztje két csoportra osztható, vannak lágyszárú és fás szárú 

tesztek (Legrand, 2015). A csonthéjasok lágyszárú tesztelése során Cucumus sativus, 

Chenopodium quinoa és Celosia argentea növényeket alkalmaznak. A vizsgálatokat 

februártól áprilisig végzik. A felhasznált növényi részeket dörzsmozsárban eldörqzsölik és az 

így kapott szövetnedvvel megfert• zik a tesztnövényt, amit a vizsgálat id• tartamára 

vektormentes növényházba kell helyezni (Lambert et al., 2012; Rowhani et al., 2005; Horváth 

és Gáborjányi, 2000). 

A csonthéjasok fás szárú tesztelése történhet szabadföldön vagy üvegházban. Az 

üvegházi tesztelés során cserepes alanyokra történik a vírusátvitel, ami történhet kett• s 

oltással, kéregátültetéssel vagy gyökéroltással (Legrand, 2015; Horváth és Gáborjányi, 2000). 

A szabadföldi tesztelés során a vírusátvitel történhet egyszerű  szemzéssel, kett• s 

szemzéssel, kett• s oltással, kéregátültetéssel. Az átvitel módjának megválasztása függ attól, 

hogy a kórokozó a fa melyik részében található, a kimutatandó vírustól, az indikátornövényt• l 

és az alanytól és az indikátornövény típusától. Egyszerű  szemzés esetén az indikátorként 

használt alany és a nemes faja ugyanaz vagy szemzéshez kompatibilis, bár egyes gyorstesztek 

elvégzéséhez nem szükséges kompatibilitás. Kett• s szemzést akkor kell alkalmazni, ha nem 

az alany az indikátor. Ebben az esetben vírusmentes alanyon egymás fölé kell szemezni a 

vizsgálandó szemet és az indikátort, majd kihajtás után a vizsgálandó hajtást vissza kell vágni. 

Kett• s oltás esetében az indikátort rá kell oltani a vizsgálandó fa oltóvessz• jére és ezt a 

kombinációt kell az alanyra ráoltani. A kéregátültetés akkor használatos, ha az alany és a 

vizsgált fa különböz•  fajhoz tartoznak. Ilyenkor szem nélküli kéregpajzsot kell készítenünk és 

az alanyon ennek megfelel•  alakú bemetszésbe kell helyeznünk (Horváth és Gáborjányi, 

3. táblázat: Karanténvírusok indikátornövényei (Diekmann & Putter, 1996) 
 

Vadcseresznye GF305 Kwanzan Sam Canindex Shirofugen Bing

CLRV, LChV, 
PDV, PNRSV

ACLSV, ApMV, 
ArMV, CLRV, 
PDV, PNRSV, 
RpRSV, SLRSV, 
TBRV

CGRMV
CNRMV, 
LChV

LChV
PNRSV, 
PDV

CNRMV, 
ChMLV, 
RpRSV
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2000; Legrand, 2015). A szabadföldi gyorstesztek elvégzése kisebb hely és id• igényű , 

valamint nagy tömegben elvégezhet• . A gazdaságilag legjelent• sebb vírusokra van 

lehet• ségünk tesztet beállítani. Ezek közé tartozik a Shirofugen-teszt, ami során P. serrulata 

cv. Shirfugen indikátor növényen PDV és PNRSV vírusokra tudunk tesztet végezni. A GF305 

teszt során P. persica cv. GF305 magoncon vagy magonc alanyon végeznek PPV, PDV vagy 

PNRSV vírusokra tesztet (Genti et al., 1998; Rowhani et al., 2005; Horváth és Gáborjányi, 

2000; Németh, 1979). 

2.7 Újgenerációs szekvenálás 

Az újgenerációs szekvenálás (Next-Generation Sequencing; NGS) napjainkban egyre 

elterjedtebb módszer a vírus diagnosztikában, ami a nukleinsav szekvenálásán és a 

bioinformatikai elemzésen alapul. A módszer nagy hatékonyságú, gyors, korszerű  és 

költségkímél• . A növényvírusok diagnosztikájában az Illumina/Solexa és a Roche 454 fajtájú 

szekvenálások a legelterjedtebbek, ezeken kívül még több fajtája is létezik. Az újgenerációs 

szekvenálással egy adott mintából több millió szekvencia is leolvasható, mivel nagy 

átereszt• képességű , viszont csak pár száz bázispár hosszú nukleinsav fragmentum 

szekvenálható vele (Barba et al., 2014). A kapott szekvenciák további elemzésére 

bioinformatikai módszerekkel van lehet• ségünk. 

A hagyományos módszerekkel ellentétben az újgenerációs szekvenálással akár egy új 

vírus teljes genomja is összerakható, nincs szükség vírusspecifikus antitestekre, vagy genomjuk 

egy darabjának ismeretére, specifikus primerek tervezéséhez (Massart et al., 2014). 

Magyarországon ezzel a módszerrel sikerült els• ként leírni a sz• l•  Pinot Gris Vírust (GPGV) 

(Czotter et al., 2015b), a Cherry Virus A (CVA) és a Little Cherry Virus 1 (LChV-1) vírust 

(Baráth et al., 2018). 
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3. Anyag és módszer 

3.1 RNS kivonás 

Ahhoz, hogy egy mintában vizsgálni tudjuk egy adott vírus jelenlétét, el• ször ki kell 

tisztítanunk a mintából a benne található RNS-t. Ez nem csak a növényi gazda összes RNS-ét, 

hanem az RNS örökít• anyaggal rendelkez•  vírus RNS-ét is tartalmazni fogja. 

A gyű jtött levelek teszteléséhez az RNS kivonást Gambino és munkatársai (2008) 

módszere alapján végeztem. A -70°C-on tartott mintákat folyékony nitrogénbe helyeztem, 

majd 150-200 mg levélmintát dörzscsészében, folyékony nitrogén hozzáadásával 

homogenizáltam. Az így homogenizált mintákhoz 17 µl jégen tartott ß-merkaptoetanolt 

adtam, majd alapos keverés után 850 µl 65°C-ra el• melegített CTAB extrakciós puffert 

(2%CTAB+ 2,5%PVP+ 100mM Tris-HCl (pH 8,0) + 25mM EDTA+ 2M NaCl) pipettáztam. 

A mintákat Eppendorf csövekbe töltöttem, vortexelés után 10 percig 65°C-os vízfürd• ben 

rázattam, közben kézzel döntögetve kevertem. A mintákhoz ezután 850 µl kloroform:izoamil-

alkohol 24:1 arányú keverékét adtam, döntögetve kevertem, majd 15 percig 4°C-on 10.000 

rpm-en centrifugáltam azokat. A minták felülúszóját új Eppendorf csövekbe pipettáztam, 

ehhez hozzámértem 800 µl jégen tartott klorofrom:izoamil-alkoholhoz (24:1), majd 

döntögetve kevertem. Az óvatos keverésre azért van szükség, mert a hosszú nukleinsavak a 

vortexelés miatt összetörnének. Ezt követ• en 10 percig 4°C-on 10.000 rpm-en centrifugáltam. 

A centrifugálás után kialakult felülúszóból 450 µl-t hozzáadtam 250 µl 9M LiCl-hoz, aminek 

a hatására az RNS szelektíven kicsapódott, a DNS pedig a felülúszóba került. Döntögetve 

kevertem, majd 30 percig jégen tartottam. Ezután a mintákat 20 percig 4°C-on 13.000 rpm-en 

centrifugáltam. A felülúszó leöntését követ• en a csapadékra 450 µl 65°C-os SSTE-t (1M 

NaCl+ 0,5%SDS+ 10mM Tris-HCl (pH 8,0)+ 1mM EDTA (pH 8,0)) mértem. Er• s vortexelés 

után 450 µl jégen tartott kloroform:izoamil-alkoholt (24:1) pipettáztam a mintákra, majd 

döntögetve kevertem és 10.000 rpm-en 4 °C-on 10 percig centrifugáltam azokat. A 

centrifugált mintákról 400 µl felülúszóhoz 280 µl izopropanolt és 30 µl 4M-os nátrium-

acetátot mértem. Óvatosan döntögetve összekevertem, majd 10 percig szobah• mérsékleten 

inkubáltam azokat. Ezután 20 percig 4 °C-on 13.000 rpm-en centrifugáltam, majd leöntöttem 

a felülúszót. A keletkezett csapadékra rámértem 1 ml 70%-os etanolt, 5 percig 4°C-on 13.000 

rpm-en centrifugáltam, majd leöntöttem az alkoholt, az esetleges maradékot pedig 

törl• papíron lecsepegtettem. A mintákat 10 percig SpeedVac-ben szárítottam. Miután a 

minták teljesen kiszáradtak, 25 µl Milli-Q (MQ) vízben visszaoldottam, majd vortex 

segítségével elkevertem azokat. Az RNS mintákat 1,2%-os agaróz gélen választottam el 
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elektroforézis során, a kapott gélképen pedig ellen• rizhettem az RNS kivonás sikerességét. 

Az elektroforézishez 3 µl visszaoldott mintát 5 µl FDE festékkel és ehhez hozzáadott 2 µl 

MQ vízzel festettem meg. A minták RNS koncentrációját Nanodrop 2000 UV-VIS 

spektrofotométerrel mértem. A méréshez 2 µl mennyiséget használtam fel mintánként. 

3.2 Keverék készítése a kivont RNS-ekbő l 

A munka egyszerű bbé és átláthatóbbá tétele érdekében az egyedi RNS-mintákból fajta 

keveréket, majd a fajtakeverékekb• l egy ültetvény keverékét készítettem, az RNS 

koncentrációk figyelembevétele mellett azért, hogy az ültetvénykeverékben minden fajta 

reprezentatívan legyen jelen. Továbbiakban az így készített keverékekkel folytattam 

munkákat. Az egyedi mintákat a kés• bbi vizsgálatokhoz -70°C fagyasztóban tároltuk. 

3.3 Az RNS kicsapása 

Az RNS kicsapására azért volt szükség, hogy csökkentsem a használandó minta 

mennyiségét, viszont növeljem a keverék koncentrációját. A fajtakeverékek összemérése után, 

560 µl ültetvény keveréket kaptam. Ehhez hozzámértem 1 µl GlycoBlue-t (ThermoFisher), 30 

µl 4M NaAc és 1,3 ml 70% etanolt. Ezt egy éjszakán keresztül -20°C-on inkubáltam, majd 30 

percig 4°C-on teljes fordulatszámon centrifugáltam. A felülúszó eltávolítása után az 

eppendorf alján kialakult pelletet 70% etanollal átmostam, majd 10 percig SpeedVac 

berendezésben szárítottam és visszaoldottam 100 ml desztillált vízben. 

3.4 cDNS szintézise  

A polimeráz láncreakció (PCR: Polymerase Chain reaction) használatával 

lehet• ségünk nyílik in vitro körülmények között egy adott DNS vagy cDNS molekula 

sokszorosítására. Ahhoz, hogy a mintáimból RNS örökít• anyaggal rendelkez•  vírusokat 

tudjak kimutatni, el• ször az RNS-r• l cDNS-t szintetizáltam, mivel a DNS-függ•  DNS-

polimeráz RNS templátról nem képes szintézist végezni. Ennek során cDNS termék 

keletkezik, ami egy olyan egyszálú DNS molekula, ami a mintában jelenlév•  RNS templátról 

szintetizálódik reverz transzkriptáz enzim hozzáadásával. 

Templátként az RNS mintáimat felhasználva a RevertAid Firts Strand cDNS Synthesis 

Kit (Thermo Scientific) segítségével cDNS-t készítettem reverz transzkripcióval (Czotter et 

al. 2018a). Egy mintára vonatkoztatva, templátként 500 ng tisztított RNS-t használtam, 

amihez 0,25 µl Random Hexamer Primert adtam, amire azért van szükség, mert a mintában 

jelenlév•  összes RNS-r• l képes cDNS-t írni. A keverékhez annyi, nukleázoktól mentes vizet 

adtam, hogy a végtérfogata 3 µl legyen, amit kés• bb a reakcióhoz szükséges keverékkel 5 µl-
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re egészítettem ki. Vortexelést követ• en 65 °C-os vízfürd• ben denaturáltam 5 percig, majd 

jégre tettem a mintákat. 

A reakcióhoz szükséges keveréket a kit leírása alapján összemértem, miszerint 

mintánként 1 µl 5x reakciós puffert (RB: 250 mM Tris-HCl (pH 8.3), 250 mM KCl, 20 mM 

MgCl2, 50 mM DTT), 0,5 µl 10mM dNTP-t, 0,25 µl RiboLock RNáz Inhibitort, 0,25 µl 

RevertAid RT enzimet mértem össze. 

A reverz-transzkripciót az alábbi protokoll szerint végeztem: 

• 25 °C  10 perc -anelláció 

• 42 °C  60 perc 

• 45 °C  10 perc 

• 70 °C  10 perc -enzim inaktiválása/denaturáció 

Az elkészült cDNS-eket tízszeresére hígítottam, ezeket használtam a továbbiakban a 

vírusspecifikus PCR reakciókhoz.  

3.5 A cDNS minő ségének ellenő rzése 

A reverz transzkripció sikerességének és a cDNS min• ségének ellen• rzésére, 

vizsgálataim során a cDNS szintézis után a gazda endogén aktin mRNS-ének kimutatására 

alkalmas tesztet: aktin-tesztet végeztem. A teszt végrehajtásához PCR reakciót használtam, 

amely során olyan, a Malus domestica aktin mRNS-éhez tervezett specifikus primereket 

használtam, melyek a Prunus fajok – így a cseresznye és a meggy aktin mRNS-ét is képesek 

sokszorozni.  

AZ NCBI honlapján megtalálható a M. domestica aktin mRNS szekvenciája 

(AB638619.1), ami alapján hallgatótársam, Varga Tünde tervezett forward és a reverz 

primert. A primerek tervezésekor figyelembe vette, hogy a primerek szekvenciáiban ne legyen 

túl sok (<3 db) bázisismétl• dés és a 3’ vég citozin vagy guanin legyen (Varga, 2016). Az 

amplifikáláshoz használt primereket a 4. táblázatban foglaltam össze. 

 

 

 

 

Primerek Szekcencia (5'-3') Termék hossza(bp) 

Mxd_aktin-F GGAACTGGAATGGTGAAGGC 719 

Mxd_aktin-R GCTCCAATTGTGATGACTTG   

inkubálás (cDNS szintézis) 

4. táblázat: Malus domestica aktin mRNS-re tervezett primerek 
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A reakcióhoz a Phire Green Hot Start II DNA Polymerase (Thermo Scientific) enzimet 

használtam. A reakcióhoz szükséges keveréket a következ• k szerint állítottam össze 15 µl 

végtérfogatban (Varga, 2016).  

Az alábbi protokoll 1 mintára vonatkozik: 

9,4 µl MQ víz 

3 µl 5x Phire Green reakciós puffer  

0,75 µl Forward primer (10 µM) 

0,75 µl Revers primer (10 µM) 

0,3 µl 10mM dNTP 

0,3 µlPhire Hot Start II DNA Polymerase 

0,5 µl templát (10x hígítású cDNS) 

A PCR reakciót az alábbi beállítási protokoll szerint végeztem: 

1. denaturáció: 98°C – 30 s 

2. denaturáció: 98°C – 10 s 

3. anelláció: 55°C – 10 s  

4. elongáció: 72°C – 20 s 

5. végs•  elongáció: 72°C – 1 min 

A kapott PCR terméket a megfelel•  pozitív és negatív (MQ víz) kontrollal együtt 1,2%-os 

agaróz gélen elektroforézissel választottam el. Méretmarkernek GeneRuler 100 bp DNA 

Ladder-t (Thermo Fisher) használtam. 

3.6 Vírusok kimutatása RT-PCR-rel 

RT-PCR használatával csak olyan vírusok kimutatására van lehet• ségünk, amelyek 

jelenlétét ismerjük, illetve feltételezzük, valamint a vírus örökít• anyagát legalább részben 

ismerjük (Boonham et al. 2014).  

A gyümölcsfákat fert• z•  vírusok kimutatásához a PNRSV kimutatására az 

irodalomban leírt primereket használtam, míg a CVA és a LChV-1 vírusokra specifikus 

primereket (indítószekvenciákat) csoportunk tervezte. Az új generációs szekvenálás során 

kapott vírusspecifikus kis RNS readek alapján készített konszenzus szekvenciákat 

összevetettük az NCBI/GenBank adatbázisában szerepl•  szekvenciákkal. A szekvenciák 

illesztésével a legkonzervatívabb régiók kiválasztásával terveztük primereinket a PCR 

reakciókhoz (Czotter et al. 2016). A három vírus kimutatásához használt primerek 

szekvenciáit, tulajdonságait az 5. táblázatban foglaltam össze. 

 

40X 
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5. táblázat: A vírusspecifikus RT-PCR reakciókban használt primerek tulajdonságai 

*MP= movement protein (mozgási fehérje), CP= coat protein (köpenyfehérje), HSP70h= heat 

shock protein 70 homologue (h• sokkfehérje 70 homológ) 

 

A reakcióhoz szükséges keveréket a következ• k szerint állítottam össze 15 µl végtérfogatban.  

Az alábbi protokoll 1 mintára vonatkozik: 

9,4 µl MQ víz 

3 µl 5x Phire Green reakciós puffer  

0,75 µl Forward primer (10 µM) 

0,75 µl Revers primer (10 µM) 

0,3 µl 10mM dNTP 

0,3 µlPhire Hot Start II DNA Polymerase 

0,5 µl templát (10x hígítású cDNS) 

A PCR reakciót az alábbi beállítási protokoll szerint végeztem: 

1. denaturáció: 98°C – 30 s 

2. denaturáció: 98°C – 10 s 

3. anelláció: x. táblázat  

4. elongáció: 72°C – 20 s 

5. végs•  elongáció: 72°C – 1 min 

A kapott PCR terméket a megfelel•  pozitív kontrollal együtt 1,2%-os agaróz gélen 

elektroforézissel választottam el. Méretmarkernek GeneRuler 100 bp DNA Ladder-t és 

Vírus Gén
Hossz 
(bp)

Primer Indítószekvencia (5´-3´)
Anellációs 
hő mérséklet 
(°C)

CVAMP-FM 
(5400)

ATGTCGATCATACCAG
TYAAG

CVAMP-Rm 
(6791)

TTACCTTCTGCACCAA
CYAC

PNcpinF
GAGTATTGACTTCACGA
CCAC 

PNcpinR
CTTTCCATTCGGAGAAA
TTCG 

LChV1_9493F
GTTGTTAGATTCCGTCA
TTAR

LChV1_10288
R

CAGTCGAACTACCAAG
CGTTC

795

405

1391 62

56

51
Little 

Cherry 
Virus-1

Prunus 
Necrotic 
Ringspot 

Virus

Cherry 
Virus A

MP*

CP*

HSP70h*

40X 



29 

GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder-t (Thermo Fisher) használtam. Az alkalmazott pozitív 

kontrollokat a 6. táblázatban foglaltam össze. 

 

Vírus Pozitív kontroll 
Cherry Virus A Pannónia kajszibarack 
Little Cherry Virus-1 Magyar kajszi 
Prunus Necrotic Ringspot 
Virus 

Velencei virológiai állomáson mintázott tünetes 
kajszi 

 

3.7 kisRNS könyvtár készítése 

A kisRNS könyvtárat a TruSeq Small RNA Sample Preparation Kit (Illumina) 

protokollja alapján készítettem. 

A kisRNS-eket a levélmintákból készített összes RNS-t tartalmazó kivonatból 

tisztítottam. A könyvtár elkészítésének els•  lépéseként 8 %-os ureát tartalmazó poliakrilamid 

gélt öntöttem, amit 100V-on 20-30 percig el• futtattam, majd a zsebeket 1x-es TBE pufferrel 

(trisz-borát-EDTA) átmostam. Közben 30 µl RNS-t tartalmazó kivonatot és 30 µl FDE 

festéket összemértem, majd 65 °C-on 20 percig tartó denaturálás után jégre tettem a mintákat. 

20 µl mintát pipettáztam a gél zsebeibe, majd addig futtattam 100 V-on, míg a brómfenolkék 

festék elérte a gél alját. Miután elérte a festék a gél alját, steril petricsészébe 60 ml 1x-es TBE 

puffert öntöttem, amibe 3 µl etídium-bromidot pipettáztam, majd ebbe belehelyezem a gélt és 

annyi puffert töltöttem még rá, hogy az teljesen ellepje. Az etídium-bromidos festésre azért 

van szükség, mert az etídium-bromid a nukleinsavak bázisai közé interkalálódik, ami UV fény 

alatt gerjeszt• dik, így ellen• rizhetjük az RNS-ek jelenlétét. A kisRNS tartományt UV fény 

alatt steril szikével kivágtam (15-30 bp, a brómfenolkék festék felett) (7.ábra).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6. táblázat: Alkalmazott pozitív kontrollok 

7. ábra: kisRNS mérettartományának kivágása. (Czakó 
Dávid, 2017) 
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Steril tű vel 3-4 ponton kilyukasztottam a 0,5 ml-es Eppendorf cs• vet, majd ezt 

belehelyeztem egy 2 ml-es Eppendorf cs• be. A kivágott gél darabot 0,5 ml-es Eppendorf 

cs• ben 2 percig 13.000 rpm-en centrifugáltam, így a gél átcentrifugálódott a lyukakon. Ezután 

rámértem 500 µl 0,3 M-os NaCl oldatot és egy éjszakán keresztül 4 °C-on inkubáltam. 

Inkubálás után a mintákat átöntöttem Spin X cellulóz-acetátos filter cs• be és 16.000 

rpm-en 2 percig centrifugáltam, majd ezt a folyamatot megismételtem még egyszer. A 

mintákra rámértem 600 µl izopropanolt és 1 µl GlycoBlue-t (ThermoFisher). Ezután 2 óra 30 

percig inkubáltam a mintákat -70 °C-on, majd 4 °C-on 20 percig centrifugáltam teljes 

sebességen. A felülúszó leöntését követ• en a cs•  álján kialakult pelletet kétszer átmostam 1 

ml 70%-os etanollal és SpeedVac géppel 10 perc alatt kiszárítottam. A csapadékot 20 µl ultra 

tiszta vízben (kit tartalmazza) oldottam vissza (Czotter et al. 2018b). 

3.7.1 3´és 5´adapter ligálása 

A 3´és 5´adapter ligálásra azért van szükség, mert primerként szolgálnak a kés• bbi 

PCR reakciók során. Jégen hozzámértem 2,5 µl visszaoldott kisRNS-hez 0,5 µl RA3-t (RNS 

3´adapter). 2 percig 70 °C-on denaturáltam, majd jégre tettem. Az el• z• leg összemért 

keverékbe belepipettáztam 1 µl HML-t (ligálási puffer), 0,5 µl T4 RNA Ligase 2-t és 0,5 µl 

RNASE inhibitort. Ezután 28°C-on 1 órán át inkubáltam PCR készülékben, majd pár percre 

jégre raktam. Belemértem 0,5 µl STP-t (stop solution), majd 15 percig 28°C-on inkubáltam és 

jégre tettem. 

Az 5´adapter ligálásához el• ször steril PCR cs• be kimértem 0,5 µl RA5-t (RNS 

5´adapter), majd 2 percig 70 °C-on denaturáltam, utána jégre tettem. Jégen tartva 

belepipettáztam 0,5 µl 10 mM ATP-t és 0,5 µl T4 RNS ligázt. Alapos keverést követ• en a 

keverékb• l 1,5 µl-t hozzámértem a 3´adapter reakcióhoz. 28°C-on 1 órán át inkubáltam PCR 

készülékben, majd jégre raktam (Czotter et al. 2018b). 

3.7.2 Reverz transzkripció 

cDNS készítése azért szükséges, mert PCR reakciók során az RNS nem használható 

templátnak. A reverz transzkripció során egyszálú cDNS szintetizálódik (Wonderlich 2014). 

Steril PCR cs• be belemértem 1 µl RTP-t (RNS RT primer) és 6 µl-t a 3´-5´adapterekkel ligált 

termékb• l. A keveréket 2 percig 70°C-on denaturáltam PCR gépben, majd jégre tettem. 

Elkészítettem az RT reakcióhoz szükséges keveréket: 2 µl 5x reakció puffer, 1 µl ultrapure 

víz, 0,5 µl 12,5 mM dNTP, 1 µl RNase inhibitor és 1 µl Revert Aid H-reverse transzkriptáz 
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hozzáadásával. 5,5 µl RT reakció keveréket hozzápipettáztam a 3´-5´adapterrel ligált/primer 

reakció elegyhez, majd 1 órán át 50°C-on PCR készülékben inkubáltam.  

3.7.3 PCR amplifikálás 

Az el• z•  lépésben szintetizált cDNS-t RNA PCR index (Illumina) szekvenciáinak 

használatával PCR-rel amplifikáltam. Összemértem a PCR reakcióhoz szükséges keveréket az 

alábbiak szerint: 4,25 µl MQ víz, 12,5 µl PML (PCR mix) 1µl RP1 (RNS PCR primer) és 1 µl 

RNA PCR primer index. Az összeállított keverékhez 6,25 µl cDNS-t pipettáztam.  

A PCR reakciót a következ•  beállítás mellett végeztem: 

1. denaturáció: 98°C - 30 s 

2. denaturáció: 98°C - 10 s 

3. anelláció: 60°C - 30 s 

4. elongáció: 72°C - 15 s 

5. végs•  elongáció: 72°C - 10 min 

A PCR terméket ezután 8%-os natív poliakrilamid gélen futtattam. A gél el• futtatása és a 

zsebek mosása után 25µl PCR terméket összekevertem 5 µl Orange DNA-loading dye 

festékkel. Két különböz•  mérettartományú markert használtam, 20 bp DNA ladder-t és 50 bp 

low-molecular-weight ladder-t. A futtatást el• ször 50 V-on végeztem, amint a minták 

bejutottak a gélbe, 100 V-on addig futtattam, amíg a xylén-kék festék elérte a gél alját. Steril 

petricsészébe 60 ml 1xTBE-t mértem, ebbe 3 µl etídium-bromid festéket pipettáztam majd 

belehelyeztem a gélt 5 percre. Az ellen• rzésképpen megfuttatott PCR termék 140-160 bp 

mérettartomány közé kerül az elválasztásnál (8. ábra). 

 

 

 

 

 

 

 

 

140-160 bp 

8. ábra: Ellen• rz•  futtatás 8%-os akrilamid gélen. 
(Czakó Dávid, 2017) 

40X 
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0,5 µl-es steril Eppendorf cs•  alját steril tű vel 3-4 helyen kiszúrtam, majd 

belehelyeztem egy 2 ml-es Eppendorf cs• be. UV fény alatt steril szikével izoláltam a kisRNS 

régiót (140-160 bp) és a kilyukasztott PCR cs• be helyeztem a kivágott gél darabokat. Kétszer 

ismételve, 4 percig 13.000 rpm-en centrifugáltam, majd rámértem 500 µl 0,3 M NaCl oldatot 

és egy éjszakán keresztül 4°C-on inkubáltam. Az inkubációs id•  leteltével a cs•  teljes 

térfogatát átpipettáztam Spin X cellulóz-acetátos filtercs• be, majd 2 percig 16.000 rpm-en, 

majd felpipettáztam és megismételtem újra a centrifugálást. Centrifugálás után rámértem 1 ml 

cc. etanolt és 1 µl GlycoBlue-t, majd 2 óra 30 percig -70°C-on inkubáltam. Ezt követ• en 20 

percig 13.000 rpm-en centrifugáltam 4°C-on. A cs•  alján kialakult pelletr• l leöntöttem a 

felülúszót és kétszer átmostam 70%-os etanollal, majd kiszárítottam SpeedVac vákuum 

centrifugával. A csapadékot 12 µl 1xTBE pufferben visszaoldottam (Czotter et al. 2018b). 

3.8 Bioinformatikai elemzés 

A kisRNS könyvtárak szekvenálását az UD-GenoMed Medical Genomic Technologies 

Kft. (Debrecen) végezte Illumina® HiScanSQ NGS platformot használva. A kapott adatok 

elemzését CLC Genomics Workbench 11 (Qiagen Bioinformatics®) programmal végeztem.  
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4. Eredmények 

4.1 Újfehértói meggy minták vírusdiagnosztikája 

4.1.1 Az újfehértói törzsültetvény vizsgálata 

A NAIK GYKI újfehértói törzsültetvényr• l gyű jtött levélmintákból történ•  RNS 

kivonást Gambino és munkatársai (2008) módszere alapján végeztem. A mintavételezés 2018-

ban történt, a mintázott fajtákat a melléklet 1. táblázatában foglaltam össze. A kivonás 

eredményességét 1,2%-os agaróz gélen történ•  elválasztással ellen• riztem (9. ábra).  

Ezt követ• en megmértem a minták RNS koncentrációját. A kivonás eredményességét 

nagyban befolyásolta a mintázott fa fajtája és a növényi szövet min• sége, emiatt több 

kivonást ismételni kellett, valamint a koncentráció mérés során nagy eltérések mutatkoztak. A 

koncentrációmérés eredményének alapján el• ször fajtakeveréket készítettem, majd az összes 

fajtakeverékb• l egy újabb keveréket (ültetvény keveréket) készítettem. A koncentráció-

különbségekb• l adódó eltérések kiküszöbölésére a keverékeket úgy készítettem el, hogy az 

RNS minták egyenl•  mértékben legyenek jelen a keverékében. Abban az esetben, amikor egy 

fajtáról csak egy fáról származó minta állt rendelkezésemre, nem készítettem keveréket. A 

mellékletben szerepl•  1. táblázat tartalmazza a keverékek koncentrációmérésének adatait. A 

túl nagy térfogatú minta elkerüléséhez az RNS-t kicsaptam, és kisebb térfogatban oldottam 

vissza, így nagyobb koncentrációt kaptam. Munkám folytatásában ebb• l a keverékb• l kisRNS 

könyvtárat készítettem, aminek a szekvenálása jelenleg folyamatban van, amit az UD-

GenoMed Medical Genomic Technologies Kft. (Debrecen) végez, Illumina HiScanSQ NGS 

platformot használva. A továbbiakban a bioinformatikai elemzést és a vírusspecifikus PCR 

reakciókat munkatársaim által 2017-ben a NAIK Gyümölcskutató Intézet, érdi telephelyér• l 

9. ábra: Az Újfehértóról származó meggy mintákból tisztított RNS min• ségének 
ellen• rzése 1,2% agaróz gélen történ•  elektroforetikus elválasztással. (Czakó Dávid, 2017) 
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származó meggy és cseresznye anyafákról gyű jtött mintákból és szekvenált kisRNS 

könyvtárból végeztem. 

4.1.2 Újfehértói in vitro meggy fajtajelöltek vizsgálata 

Az Újfehértón vírusmentesített in vitro meggy fajtajelöltekr• l kapott mintákból készült 

RNS kivonásokat szintén Gambino és munkatársai (2008) protokollja alapján végeztem, majd 

a kivonás eredményességét 1,2%-os agaróz gélen történ•  elválasztással ellen• riztem (10. 

ábra). Ezt követ• en megmértem az izolált RNS koncentrációkat, amiket a fajtajelöltek 

adataival együtt a melléklet 2. táblázatában foglaltam össze. A vizsgálatok folytatásához 

cDNS-t készítettem. A vírusspecifikus PCR reakciókhoz 10-szeres hígítású cDNS-t 

használtam. 

A munkámat PNRSV specifikus PCR-reakció elvégzésével folytattam. A fajtajelöltek 

vírusdiagnosztikájának elvégzése azért volt szükséges, hogy megállapítsuk, hogy mely 

fajtajelöltek esetében volt sikeres a vírusmentesítés, melyikek esetében nem. A sikertelen 

vírusmentesítéseket ismételni kell, a fert• zött egyedeket pedig a továbbiakban nem szükséges 

fenntartani. A vizsgálat eredményét a 11. ábra mutatja., amin jól látszik a fajtajelöltek 

fert• zöttsége. A várt termékünk 405 bp magasságában található. A vizsgált 11 fajtajelölt 

közül csupán egyet találtunk PNRSV vírustól mentesnek. 

10. ábra: In vitro meggy minták RNS kivonásának min• ségellen• rzése 1,2% 
agaróz gélen történ•  elektroforetikus elválasztással. (Czakó Dávid, 2017) 
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4.2 A NAIK GYKI érdi törzsültetvény és a Velencén zajló virológiai 
indexelés eredményeiknek értékelése 

4.2.1 Mintavételezés 

A mintavételezést munkatársaim végezték 2017-ben Érden. Olyan fákról gyű jtöttek 

levélmintákat, melyeket 2016-ban a velencei virológiai laborban bioteszt kísérletekben 

kezdtek el tesztelni. A fák, néhány kivételt• l eltekintve, nem mutattak vírusfert• zés okozta 

tünetet. Phoma pomorum okozta kártétel több esetben el• fordult (Linda 34. sor 46. fa; Valerij 

Cskalov 32. sor 17. fa; Cigány 59 29. sor 1. fa; Érdi jubilleum 29. sor 11. fa). Emellett állati 

károsítók (Melonontha sp., Myzus cerasi) okozta kártétel (Cigány 59 29. sor 1. fa; Piramis: 

36. sor 1. fa) volt megfigyelhet• . A fák kondíciójukat tekintve megfelel• ek voltak, a 33. sor 

17. fán (Katalin) tápanyaghiány tünete volt látható. LChV-1-re utaló bronzosodás volt 

megfigyelhet•  a Germersdorfi 3 (32. sor 8. fa) és a Bigerreau Burlat (33. sor 6. fa) fajták 

esetében (12. ábra). 

 

 

 

 

 

 

11. ábra: Meggy in vitro fajtajelöltek PCR tesztje PNRSV vírusra. (M: Thermo 
Scientific GeneRuler 100 bp Plus DNS marker, -: negatív kontroll, +: pozitív kontroll 

[Velencei virológiai állomáson mintázott tünetes kajszi]). (Czakó Dávid, 2017) 

12. ábra: Germersdorfi 3 és Bigerreau Burlat fajtákon LChV-1-re utaló 
levéltünet. (Baráth Dániel, 2017) 
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4.2.2 Virológiai indexelés értékelése 

A NAIK Gyümölcskutató Intézetb• l származó, Velencén, virológiai f• tesztre 

kihelyezett fák értékelése 2018-ban történt. A bioteszten GF305, Kwanzan, vadcseresznye, 

Canindex, Sam és Bing cseresznye fajtákat alkalmaznak indikátornövényként. A vizuális 

szemrevételezés során több fajta esetében tapasztalható volt, hogy az alany, a szemzett 

vizsgálandó fajta, vagy az indikátor nem eredt meg, illetve el• fordult mű velés okozta kár 

miatt, hogy az adott növény nem volt bonitálható. Ennek eredményét a 7. és 8. táblázatban 

foglaltam össze.  

 

 

 

 

 

 

 

Amint a táblázatban is látható, a meggy fajták indikátorai közül a vadcseresznye és a 

Kwanzan japáncseresznye fajták kivételével, a megeredés nem volt tökéletes. A Canindex 

fajta esetében 3, a Sam fajta esetében 5, a Bing esetében pedig 1 növény nem eredet meg. A 

cseresznye fajták indikátornövényei közül a vadcseresznye esetében 4, a Kwanzan 

japáncseresznye esetében 5 és a Canindex cseresznyefajta esetében 1 növény nem eredt meg. 

7. táblázat: A virológiai f• teszten lév•  meggy fajták indikátornövényeinek 
bonitálhatósága 

Vadcseresznye Kwanzan Canindex Sam Bing
Indikátorok (db) 50 50 30 30 40

Megeredt 
indikátorok (db)

50 50 27 25 39

% 100 100 90 83,33 97,5
Ebbő l tünetet 
mutatott(db)

0 15 0 0 0

% 0 30 0 0  0

8. táblázat: A virológiai f• teszten lév•  cseresznye fajták 
indikátornövényeinek bonitálhatósága 

Vadcseresznye Kwanzan Canindex Sam Bing
Indikátorok (db) 49 43 30 30 40

Megeredt 
indikátorok (db)

45 38 29 30 40

% 91,84 88,37 96,67 100 100
Ebbő l tünetet 
mutatott(db)

0 0 0 0 0

% 0 0 0 0 0
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Néhány fa esetében itt is tapasztalható volt Phoma pomorum és/vagy állati kártétel. 

Leggyakoribb a cserebogár (Melonontha sp) és a fekete cseresznye levéltetű  (Myzus cerasi) 

kártétele volt. A Bigerreau Burlat és Petrus fajták Canindex indikátor növényen, Sunburst 

fajta Sam indikátornövényen és Érdi jubilleum vadcseresznye indikátornövényen találtunk 

levéltetű  okozta kártételt. A tüneti megfigyelés során nem találtunk vírusfert• zésre utaló jelet, 

viszont a Maliga emléke, a Piramis és az Érdi nagygyümölcsű  meggy fajták esetében 

Kwanzan indikátor növényen a levélszél sárgulását, a levél húzottságát tapasztaltuk (13. 

ábra). A f• teszten lév•  egyes indikátor fák adatait a melléklet 3. és 4. táblázatában foglaltam 

össze.  

 

 

 

 

 

 

 

 

4.2.5 A kisRNS könyvtárak bioinformatikai elemzése 

A kisRNS könyvtárban megtalálható a levélmintákból származó összes kisRNS, nem 

csak a növényi endogén szabályzó kisRNS-ek, hanem az RNS interferencia során keletkez•  

siRNS-ek szekvenciáját tartalmazza. Vírusfert• zött fa esetén ilyenkor a jelenlev•  vírus 

szekvenciájával megegyez•  kisRNS-eket is találunk a szekvenált mintában. Az érdi 

törzsültetvényr• l származó mintákból készített kisRNS könyvtár szekvenálástát a UD-

GenoMed Medical Genomic Technologies Kft. (Debrecen) végezte Illumina® HiScanSQ 

NGS platformot használva. A kapott adatok elemzését CLC Genomics Workbench 11 

(Qiagen Bioinformatics®) programmal végeztem. Ennek segítségével lehet• ségem nyílt a 

mintáimban található összes jelenlev•  (akár ismert, akár eddig ismeretlen) vírus kimutatására. 

Az elemzés els•  lépéseként trimmeltem a szekvenciákat. Ennek során eltávolítottam a 

könyvtárkészítés során a kisRNS-ekhez ligált adapterek szekvenciáját a szekvenciavégekr• l 

és eltávolításra kerültek a nem megfelel•  min• ségű  szekvenciák. Ezt követ• en az átfed•  

13. ábra: Piramis fajtán tapasztalt klorotizálódott levélszél, 
deformáltság és húzottság. (Czakó Dávid, 2018) 
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szekvenciákat tartalmazó kisRNS olvasatokból hosszabb szakaszokat építettem össze, amit a 

bioinformatikában „contig”-építésnek neveznek (14. ábra). Ennek során hosszabb szakaszokat 

kaptam, melyeket a referencia vírusgenomokra illesztve nagyobb pontossággal kaphatok 

találatot, csökkentve a hibás illesztések lehet• ségét.  

 

 

 

 

 

 

A kapott szakaszokat ráillesztettem az NCBI vírus-referenciagenomokat tartalmazó 

adatbázisára, így egy találati listát kaptam, ami megmutatta, hogy melyik vírus mutatható ki a 

növényb• l. A kapott listából a legalacsonyabb E-value/értékre való rendezés után, melynek 

maximumát E-5 értékben határoztuk meg, kiválasztottam a potenciálisan jelenlév•  vírusokat. 

Az E-value a találat szignifikancia szintjét jellemzi, minél kisebb az érték annál valószínű bb 

egy adott vírus el• fordulása. Az így kapott találatokat a 9. táblázatban foglaltam össze.  

 

 

14. ábra: „Contig” építés Illumina® platformon történ•  
szekvenálás után (http13) 

9. táblázat: E-value alapján rendezett találatok adatai 

Legalacsonyabb 
E-value Vírus

Contigok 
száma

Legalacsonyabb 
E-value Vírus

Contigok 
száma

1,72E-24
Cherry Virus A

31 3,80E-19

Pepper chlorotic spot 
virus isolate 14YV733 
segment L 10

1,62E-17

Pepper chlorotic 
spot virus isolate 
14YV733 segment L 11 4,13E-08

Cherry Virus A
23

2,14E-05
Nootka lupine vein-
clearing virus 5 5,65E-07

Sweet  potato leaf curl 
Spain virus 2

7,64E-05
Papaya lethal 
yellowing virus 9 2,14E-05

Grapevine Red Globe 
virus isolate Graciano- 9

2,80E-05

Juncus maritimus 
associated virus isolate 
13-FMN-1 6

6,99E-05
Abutilon Brazil virus 
DNA A segment 1

Meggy Cseresznye
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A legalacsonyabb E-értékre való rendezése után, mind a két könyvtár esetében a CVA 

rendelkezett a legalacsonyabb E-értékkel. Az ezen kívül talált vírusokkal való vizsgálatot a 

kevés felillesztett szakasz miatt nem folytattam.  

Ezt követ• en kiválasztottam azt a vírust, amelyikre a legtöbb contigot fel tudtam 

illeszteni, ami a cseresznye és a meggy könyvtár esetében is a CVA volt. Az NCBI 

GenBankból kikerestem a CVA referencia genomját, majd ráillesztettem a trimmelt 

szekvenciákra, így megkaptam, hogy hány read-et tudott a program felilleszteni. Minél 

nagyobb lefedettséget kapunk a referenciára illeszked•  readek elemzése során, annál 

valószínű bb, hogy az illeszked•  readek virális eredetű ek. A bioinformatikai elemzés alapján 

mind a kett•  kisRNS könyvtárból kimutatható volt a CVA jelenléte. A 14. ábrán látható a 

meggy kisRNS könyvtárra való nem redundáns readek illeszkedése. A nem redundáns readek 

illesztése során a program az egyedi szekvenált kis RNS-eket csak egyszer illeszti fel, míg a 

redundáns readek esetében az összes illeszked•  kisRNS-t megjeleníti, ez látható a meggy 

kisRNS könyvtár esetében a 15. ábrán. A nem redundáns illeszkedés során a meggy kisRNS 

könyvtárra 1474, a redundáns illeszkedés során 8218 readet tudott a program felilleszteni. 

 

A 16. ábrán látható a cseresznye kisRNS könyvtárra való nem redundáns readek 

illeszkedése, mely során a program 961 readet tudott felilleszteni. A 17. ábrán a redundáns 

readek illeszkedése látható, mely során 2813 readet tudott a program felilleszteni. 

14. ábra: CVA referenciagenomra történ•  nem redundáns readek illeszkedése a meggy 
kisRNS könyvtár esetében. 

15. ábra: CVA referenciagenomra történ•  redundáns readek illeszkedése a meggy 
kisRNS könyvtár esetében. 
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Legalacsonyabb 
E-valu

Vírus
Contigok 
száma

Legalacsonyabb 
E-valu

Vírus
Contigok 
száma

0,44125 ACLSV 6 0,382415 ACLSV 13
0,12792 ApMV 5 0,143244 ApMV 5
0,000666767 ArMV 10 0,01245 ArMV 15
0,13458 CGRMV 4 0,143244 CGRMV 9
0,03622 CLRV 9 0,048282 CLRV 16
0,18538 CNRMV 6 0,04104 CNRMV 8
0,04104 LChV1 29 0,003765 LChV1 39
0,03622 LChV2 25 0,03622 LChV2 36
0,0386325 ChMLV 27 0,045868 ChMLV 21
0,0579389 PDV 10 0,055525 PDV 9
0,053111 PNRSV 13 0,134848 PNRSV 14
0,010377 RsRSV 6 0,011667 RsRSV 15
0,031391 SLRSV 14 0,12642 SLRSV 26
0,0382415 TBRV 21 0,009685 TBRV 30

Meggy Cseresznye

10. táblázat: Karantén vírusok adatai a bioinformatikai elemzés alapján 

Munkám folytatásában az illesztéseket elvégeztem a 14/2017. (III. 23.) FM 

rendeletben meghatározott karantén vírusokra is. A karanténvírusok adatait a korábban 

említett találati listából a 10. táblázatban foglaltam össze 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Az összefoglalt eredmények alapján a listából kiválasztottam azt a vírust amelyikre a legtöbb 

contigot tudtam illesztést végezni. Ez a cseresznye és a meggy kisRNS könyvtár esetében a 

LChV-1 vírus volt. 

16. ábra: CVA referenciagenomra történ•  nem redundáns readek illeszkedése a 
cseresznye kisRNS könyvtár esetében. 

17. ábra: CVA referenciagenomra történ•  redundáns readek illeszkedése a cseresznye 
kisRNS könyvtár esetében. 
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Az NCBI GenBankból letöltöttem a LChV-1 referencia genomját, majd ráillesztettem 

a trimmelt szekvenciákra. A bioinformatikai elemzés alapján mind a kett•  kisRNS 

könyvtárból kimutatható a vírus jelenléte. Az 18. ábrán a nem redundáns readek illeszkedése, 

a 19. ábrán a redundáns readek illeszkedése látható a meggy kisRNS-re. A nem redundáns 

illeszkedés során a meggy könyvtárra 1201, a redundáns illeszkedés során 3862 readet tudott 

a program felilleszteni. 

A program nem redundáns illeszkedés során (20. ábra) a cseresznye kisRNS könyvtárra 1165, 

a redundáns illeszkedés során (21. ábra) 5705 readet tudott a program felilleszteni. 

18. ábra: LChV-1 referenciagenomra történ•  nem redundáns readek illeszkedése a 
meggy kisRNS könyvtár esetében. 

19. ábra: LChV-1 referenciagenomra történ•  redundáns readek illeszkedése a meggy 
kisRNS könyvtár esetében. 

20. ábra: LChV-1 referenciagenomra történ•  nem redundáns readek illeszkedése a 
cseresznye kisRNS könyvtár esetében. 
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Munkám folytatásaként az újgenerációs szekvenálás során kapott vírusok 

visszaigazolását végeztem vírusspecifikus primereket felhasználva RT-PCR reakciókkal. 

4.2.3 cDNS készítése és minő ségének ellenő rzése „aktin teszttel” 

A vírusspecifikus PCR-reakciók elvégzését megel• z• en, a munkatársaim által 2017-

ben Érdr• l gyű jtött mintákból el• z• leg izolált RNS-ekr• l els•  lépésben cDNS-t készítettem. 

A vizsgált meggy és cseresznye fajták és az RNS koncentráció mérés adatait a melléklet 5. és 

6. táblázatában foglaltam össze. A cDNS szintézis eredményességének vizsgálatára, általunk 

„aktin-tesztnek” nevezett eljárást alkalmaztam, amely során alma aktin mRNS-re tervezett 

specifikus primerekkel PCR-reakciót végeztem. Az alma aktin génjére tervezett 

indítószekvenciák az aktin gén nagyfokú hasonlósága miatt sokszorozni képesek a meggy és a 

cseresznye aktint is, ezért ezek a primerek felhasználhatóak voltak az ezekr• l a növényekr• l 

készített cDNS min• ségének meghatározására. Az aktin teszt eredménye a meggy minták 

esetében a 22. ábrán, a cseresznye minták esetében a 23. ábrán látható. A várt PCR terméket 

719 bp-nál láthatjuk, melynek meghatározásához Thermo Scientific GeneRuler 100bp 

markert használtam. 

4.2.4 RT-PCR tesztek vírusspecifikus primerekkel 

A vírusspecifikus PCR-reakciókhoz 10-szeres hígítású cDNS-t használtam. Az 

eredmények ellen• rzését 1,2%-os agaróz gélen történ•  elválasztással végeztem. A kapott PCR 

termékek méretének azonosításához Thermo Scientific GeneRuler 100bp plus markert 

használtam. 

A CVA kimutatására szolgáló PCR-reakció meggy mintákról készült gélképe a 22. 

ábrán, a cseresznye mintákról készült gélkép a 23. ábrán látható. A vírus kimutatására a 

mozgási fehérjét kódoló génszakaszra tervezett primert használtam. A reakció során keletkez•  

terméket 1391 bp-nál vártam. Az ábrákon látható, hogy a törzsültetvényben megtalálható a 

vírus, a bioinformatikai elemzést meger• sítve. A cseresznye esetében a Tünde és a Bigarreau 

21. ábra: LChV-1 referenciagenomra történ•  redundáns readek illeszkedése a 
cseresznye kisRNS könyvtár esetében. 
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Burlat fajtákból, míg a meggy fajták esetében az Érdi jubilleum, a Pándy 279 és az Újfehértói 

fürtös fajtákból tudtam kimutatni a vírus jelenlétét. 

A karantén vírusok közül a PCR-tesztet LChV-1-re és PNRSV-re végeztem el. A 

LChV1 vírus kimutatására HSP70 h• sokkfehérjére tervezett primert alkalmaztam. A vizsgálat 

eredménye meggy minták esetében a 22. ábrán, cseresznye minták esetében a 23. ábrán 

látható. A terméket 795 bp-nál vártam. A bioinformatikai vizsgálat ellenére, specifikus PCR-

reakcióval nem sikerült kimutatnom a LChV-1 vírust. Annak kiderítésére, hogy miért nem 

sikerült PCR-reakcióval kimutatni a vírust, a trimmelt szekvenciákból az illeszked•  kisRNS-

ek consensus szekvenciáját készítettem. Ahol nem állt rendelkezésre szekvenciaadat, ott a 

program N betű t illesztett be. Ezt követ• en az alkalmazott primerek szekvenciáját 

ráillesztettem a consensus szekvenciára, hogy megtudjam mutatnak-e eltérést. A consensus 

szekvencia hiányzó részei miatt sem a forward (24. ábra), sem a reverse (25. ábra) primer 

esetében nem tudtam pontos összehasonlítást végezni, ezért sem kizárni, sem meger• síteni 

nem tudom annak lehet• ségét, hogy a kisRNS szekvenálás eredményeinek visszaigazolása 

azért nem járt sikerrel, mert a mintákban jelenlev•  LChV1 variáns a primerek szekvencia 

szakaszában eltér a primer szekvenciájától. 

 

A PNRSV specifikus PCR-tesztet els• sorban nem a bioinformatikai elemzés 

visszaigazolására végeztem, hanem azért, mert kíváncsi voltam, hogy vajon az in vitro meggy 

minták er• s fert• zöttségéhez hasonlóan tapasztalok-e er• s PNRSV fert• zöttséget a 

törzsültetvény anyafái esetében. A PNRSV vizsgálatának eredményét a meggy minták 

esetében a 22. ábra, a cseresznye minták esetében a 23. ábra mutatja. A vírus kimutatására 

köpenyfehérjét kódoló szakaszra tervezett primert alkalmaztam. A PCR-reakció során 

keletkez•  terméket 405 bp-nál vártam. A vizsgálat eredménye szerint a törzsültetvényben nem 

található meg a PNRSV vírus. 

NC_001836.1      TCATTAATAAAAGCTTGAAGTTGTTAGATTCCGTCATTAGTCGAAATCATATCTCAAAGG 9533 
10288R           ------------------------------------------------------------ 0 
consesus         NNNNNNNNNNNNNNTTGAAGTTGTTAGATTCCGTCATTANNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN 9529 
9493F            -------------------GTTGTTAGATTCCGTCATTAR-------------------- 21 

24. ábra: A forward primer illeszkedése 

25. ábra: A reverse primer illeszkedése 

NC_001836.1      TTGATTCTTTAGATGAACGCTTGGTAGTTCGACTGTTATTTATATTAGACGGGGTATTTA 10313 
10288R           --------------GAACGCTTGGTAGTTCGACTG------------------------- 21 
consesus         NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNTTGGTAGTTCGACTGTNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNTTTA 10309 
9493F            ------------------------------------------------------------ 21 
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22. ábra: A meggy mintákon végzett PCR vizsgálatok gélképei. (M: Thermo Scientific 
GeneRuler 100 bp Plus DNS marker, -: negatív kontroll, +: pozitív kontroll [(CVA 

Pannónia kajszi, PNRSV Velencei virológiai állomáson mintázott tünetes kajszi, LChV-1 
Magyar kajszi]) (Czakó Dávid, 2018) 

23. ábra: A cseresznye mintákon végzett PCR vizsgálatok gélképei. (M: Thermo 
Scientific GeneRuler 100 bp Plus DNS marker, -: negatív kontroll, +: pozitív kontroll 

[CVA Pannónia kajszi, PNRSV Velencei virológiai állomáson mintázott tünetes kajszi, 
LChV-1 Magyar kajszi]) (Czakó Dávid, 2018) 
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5. Következtetések és javaslatok 

A Velencei Virológiai Laboratórium kísérleti területén beállított f• teszt tüneti 

megfigyelésének összevetése az ugyanarról az anyafáról gyű jtött minták NGS eredményeivel 

mindenképpen fontos információkkal szolgál a jöv•  diagnosztikai eljárásainak 

kidolgozásában. A bioteszt nagy tér-, munka- és id• igénye miatt felvet• dött a kérdés, hogy 

szerepet vállalhat-e az újgenerációs szekvenálás a vírusmentesítési folyamatok ellen• rzésére 

vírusdiagnosztikára beállított biotesztek felváltásában. A kapott eredmények alapján a bioteszt 

érzékenysége nem minden esetben kielégít•  és nem minden esetben egyezik az újgenerációs 

szekvenálás eredményeivel. A biotesztben megjelen•  hibalehet• ségek: id• járási tényez• k, 

mű velési károk, félrevezet•  tünetek, az adott vírusfert• zésre toleráns indikátor zavarhatják a 

vizuális értékelés megbízhatóságát. A növények bonitálhatóságát komplikálttá teszi, ha az 

alany, vagy az indikátornövény a szemzés, mű velés során bekövetkezett sérülés miatt, vagy a 

jelenlev•  vírus fert• zése miatt nem eredt meg. Emellett meg kell említeni a szántóföldi 

biotesztelés során korlátozott mértékben rendelkezésre álló vizsgálati területet, ami a 

csemeték talajuntságához, tápelemhiányához vezethet, tovább növelve a bonitálás 

hatékonyságának csökkenését. A talajok eltér•  tápanyagellátottsága nem egyenletes, ami a 

növények méretbeli különbségét és fenotípusos eltéréseit eredményezheti. 

Az újgenerációs szekvenálás teret nyit már ismert és ismeretlen vírusok kimutatására 

is. Alkalmazása során minden esetben szem el• tt kell tartani, hogy olyan vírusok 

diagnosztikájára kell koncentrálnunk, amik tényleges gazdasági kárt képesek okozni. Az új 

vagy az adott országban eddig ismeretlen vírusokról - amik jelen vannak és voltak - egyel• re 

kevés információ áll rendelkezésünkre. Ide tartozik a Cherry Virus A, mely jelenlegi 

ismereteink szerint kevert fert• zés során más vírusok által okozott tüneteket feler• sítheti, de 

tényleges gazdasági jelent• ségér• l egyel• re kevés információ áll rendelkezésünkre. 

További vizsgálatokat igényel a bioinformatikai vizsgálatok alapján kimutatott LChV-

1 PCR-reakcióval történ•  visszaigazolása. Az általam használt HSP70h fehérjét kódoló 

régióra tervezett primerpár mellett más primerek használatával mindenképpen meg kell 

ismételni a vizsgálatot. A kórokozó kimutatása igen nehéz feladat, egyes esetekben 

tünetmentes maradhat a fert• zés. A LChV1- vírus kimutatására rendelkezésünkre állnak 

indikátor növények, viszont, különböz•  izolátumok eltér•  tüneteket mutathatnak eltér•  

indikátor növényen, például a V2356 izolátum Shirofugen japáncseresznye fán okozza az 

úgynevezett ’Shirofugen stunt disease’ betegséget (Candresse et al., 2013), míg az ITMAR 
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izolátum Kwanzan japáncseresznyén okozza a ’Kwanzan stuning syndrome’ tüneteit (Matic et 

al., 2009). A hatékony diagnosztizálást tovább nehezíti, hogy LChV-1 rendkívül variábilis, a 

vírus nagyfokú genetikai diverzitását írták le (Katsiani et al., 2018), ami megnehezíti az RT-

PCR-rel történ•  visszaigazolást, mivel a magas mutációs ráta lehet• vé teszi olyan variánsok 

létrejöttét, melyek szekvenciája pont ott mutat eltérést, ahol a primerek köt• dnének a templát 

DNS-hez. Cseresznye fában kimutatták a LChV-1 különböz•  genotípusai által okozott kevert 

fert• zést (Katsiani et al., 2018).  

Összefoglalva eredményeimet megállapíthatjuk, hogy a valóban vírusmentes 

szaporítóanyagok el• állításához mindenképpen szükséges a vírus diagnosztikájának további 

tökéletesítése. 
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6. Összefoglalás 

A nagy gazdasági jelent• séggel rendelkez•  csonthéjas gyümölcsfajtákból vírusmentes 

szaporítóanyag el• állítása megkerülhetetlen és nélkülözhetetlen feladat. Ennek 

elengedhetetlen eleme a megfelel•  diagnosztikai és vírusmentesítési eljárás alkalmazása és 

vírusmentes törzsültetvény fenntartása. 

Munkám célja a NAIK Gyümölcskutató Intézet újfehértói telephelyén vírusmentesített 

in vitro meggy fajtajelöltek és az újfehértói meggy törzsültetvény vírusdiagnosztikája. A 

begyű jtött levélmintákból RNS kivonást végeztem, az in vitro minták vírusdiagnosztikáját 

RT-PCR-rel végeztem el, míg a törzsültetvényr• l származó mintákból RNS kivonást 

követ• en az újgenerációs szekvenálás (NGS) elvégzéséhez kisRNS könyvtárat készítettem. 

Az in vitro meggy fajtajelöltek PNRSV vírusra specifikus PCR-reakciójának 

eredményeképpen a fajtajelöltek nagyfokú fert• zöttségét állapítottam meg. A 

törzsültetvényr• l származó mintákból készített kisRNS könyvtár újgenerációs szekvenálása 

jelenleg folyamatban van. 

A munkám további célja az NGS érzékenységének összehasonlítása, a hagyományos 

bioteszttel szemben. Ehhez munkatársaim által 2017-ben a NAIK Gyümölcskutató Intézet, 

érdi telephelyér• l származó meggy és cseresznye anyafákról gyű jtött mintákat vizsgáltam. A 

gyű jtött mintákról korábban már elkészített kis RNS könyvtár bioinformatikai elemzését én 

végeztem. A mintázott fákról 2016-ban a Velencei Virológiai Laboratórium f• tesztet állított 

be a kísérleti területén, ahol 2018. júliusában tüneti felmérést végeztünk. A f• teszten végzett 

tüneti felmérés nem mutatott vírusfert• zésre utaló jelet. Az Érdr• l származó minták 

bioinformatikai elemzése kimutatta a törzsültetvény CVA fert• zöttségét. Munkám 

folytatásában bioinformatikai vizsgálatot végeztem a törzsültetvényben megtalálható, a 

14/2017. (III. 23.) FM rendeletben meghatározott karanténvírusok kimutatására. Ennek során 

az ültetvény LChV-1 fert• zöttségét állapítottam meg. A kimutatott vírusok visszaigazolását 

adott vírusra specifikus PCR-reakciókkal végeztem. A CVA esetében bebizonyítottam az érdi 

törzsültetvény fert• zöttségét, viszont a LChV-1 visszaigazolása nem járt sikerrel. A LChV-1 

fert• zöttség bizonyítására további vizsgálatok szükségesek, melyeket új primerek 

felhasználásával fogunk végezni. Az újfehértói in vitro fajtajelöltek er• s PNRSV 

fert• zöttségének miatt elvégeztem a PNRSV specifikus PCR-tesztet ezen mintákon is, ami 

meger• sítette a bioinformatikai vizsgálat eredményét, egyértelmű en kimutatta, hogy PNRSV 

vírussal az érdi törzsültetvény nem fert• zött.  
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1. táblázat: Újfehértói törzsültetvényr• l származó meggy minták adatai 
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2. táblázat: In vitro meggy fajtajelöltek adatai 
 
 
 
 
 
 
 

Sorszám Fajta konc. (ng/µl)

1 D kései 2 I 58,8

2 D Kései 6 G 118

3 VN7 8/2_4 181,4

4 VN7 8/2_5 221,9

5 VN7 8/8_6 57,2

6 VN7 8/8_1 318,3

7 T2 3/1_1 I 104

8 T2 3/1_12 287

9 T2 9/4_5 B 129,4

10 T2 9/4_1 I 96,1

11 T2 9/5_3 I 35,9
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3. táblázat: Meggy fajták indikátorainak megfigyelése 

* anyafákat kivágták 

Vadcseresznye Kwanzan Canindex Sam Bing

teszten 5 5 3 3 4

megeredt 5 5 2 2 4

tünetek 0 0 0 0 0

teszten 5 5 3 3 4

megeredt 5 5 3 3 4

tünetek 0 0 0 0 0

teszten 5 5 3 3 4

megeredt 5 5 3 1 3

tünetek 0 0 0 0 0

teszten 5 5 3 3 4

megeredt 5 5 3 2 4

tünetek 0 0 0 0 0

teszten 5 5 3 3 4

megeredt 5 5 3 3 4

tünetek 0 0 0 0 0

teszten 5 5 3 3 4

megeredt 5 5 2 2 4

tünetek 0 5 0 0 0

teszten 5 5 3 3 4

megeredt 5 5 3 3 4

tünetek 0 5 0 0 0

teszten 5 5 3 3 4

megeredt 5 5 2 3 4

tünetek 0 5 0 0 0

teszten 5 5 3 3 4

megeredt 5 5 3 3 4

tünetek 0 0 0 0 0

teszten 5 5 3 3 4

megeredt 5 5 3 3 4

tünetek 0 5 0 0 0

19 Pándy 279 29 13

20 Maliga emléke 29 19

17
Érdi 

nagygyümölcsű
7 3

18 Piramis 36/I 36 1

15 Érdi jubileum 29 7

16 Kántorjánosi - -

13 Érdi bő termő 31 1

14*
Debreceni 

bő termő
32 1

11 Cigány 59 29 1

12
Újfehértói 

fürtös
30 1

Sorszám Fajta Sor Fa Eredmélny
Indikátorok
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4. táblázat: Meggy fajták indikátorainak megfigyelése 
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5. táblázat: Érdi törzsültetvényr• l származó meggy minták adatai 
 

Sorszám Fajta Sor Fa
Fajtakeverék 
konc. (ng/µl)

1 Cigány 59 28 1 100,8

2
Újfehértói fürtös

30 1 382,9

3 Érdi b• term• 31 1 248,4
Debreceni 
b •term• *

32 1

4 Érdi jubilleum 29 7 390,2
5 Germersdorfi 7 9 371,1

Érdi 
nagygyümölcsű* 7 3

6 Piramis 36 1 288,5
7 Pándy 249 29 13 280,7
8 Maliga emléke 29 19 190,3
9 Érdi jubilleum 29 11 146,5

10
Újfehértói fürtös

30 3 444,7

11 Érdi b• term• 31 5 88,8

* anyafákat kivágták 

6. táblázat: Érdi törzsültetvényr• l származó cseresznye minták adatai 

* anyafákat kivágták 

Sorszám Fajta Sor Fa
Fajtakeverék 
konc. (ng/µl)

1 Germersdorfi 3 32 1 218,9
2 Valerij Cskalov 32 17 551,5

Bigerreau 
Burlat*

33 1

3 Katalin 33 17 322,5
4 Sunburst 33 33 444,3
5 Carmen 34 12 428,8
6 Vera 34 23 423
7 Tünde 34 34 151,6
8 Petrus 34 40 145,1
9 Linda 34 46 372,7

10 Germersdorfi 3 32 8 110,3
11 Bigerreau Burlat 33 6 110,8
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