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1. Bevezetés

A gyumolcstermesztés és fasszard novényeink szaporitdanyaganak ele allitdsa a hazai
agrariumban igen nagy gazdasdgi jelenteséggel rendelkezik. Ezen novényeket a
fajtatulajdonsagok fenntartasa érdekében vegetativ Gton szaporitjak. Mivel Ultetvényeinket
hosszU tavra tervezzik kiemelten fontos az egészseges, kivald minesege szaporitdanyagok
els allitasa, mind az intenziv, mind a hagyomanyos gyiimdélcstermesztésben. E hosszu ide alatt
a kulénboze korokozd és kéarteve szervezetek ellen, a virusok és fitoplazmék kivételével,
hatékonyan tudunk védekezni. Mivel egyes virusok igen komoly gazdasagi kart képesek
okozni, a virusmentes szaporitéanyag eleallitasra kell torekedni, amihez hatékony
virusdiagnosztikai vizsgalatokra van sziiksegink. A virusdiagnosztikaban az ELISA-teszt
(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) és a ndvényi biotesztek a legelterjedtebbek jelenleg.
Az ELISA-teszt elenye, hogy nagy mennyisége mintat lehet vele elemezni, viszont kevéshé
érzékeny. A biotesztek érzékenyebbek az ELISA-tesztnél, viszont ideigényes és korlatozott
szamu minta elemzésére adnak leheteséget (Horvath és Gaborjanyi, 2000). Ezen tesztek
mellett nagy szerephez jutottak az elmult években a virus nukleinsav tartalmanak kimutatasan
alapuld modszerek, mint példaul az RT-PCR (reverz transzkripciot kovete polimeraz
lancreakcid). Elenyik, hogy alacsony nukleinsav-koncentracid mellett is alkalmazhatoak,
viszont hasznéalatukhoz ismerniink kell a virus 6rokite anyaganak bazissorrendjét ahhoz, hogy
specifikus inditoszekvenciakat (primereket) tervezhessink (Czotter et al. 2015a). A legujabb
diagnosztikai modszerek ) generacios szekvenalason alapulnak, aminek az eredményeként
megkapjuk a kérokozo és a gazda 6rokite anyaganak bazissorrendjét is (Czotter el al. 2015a).
Ezen modszerek segitségével detektalhaté a gazdandvényben jelenléve @sszes virus,
fliggetlendl attél, hogy jelenlétiik ismert volt-e az adott gazdandvenyben vagy az adott
tertleten. Ezekkel az eszkozokkel lehete segunk van kimutatni latens, tlinetmentes és kevert
ferte zéseket is, amikor nem tudjuk pontosan, hogy mi — csak az egyik virus vagy a szimultan
jelenléve virusok egyiittese — okozza a tlinetet. A megfelele érzékenysege virusdiagnosztikai
eljarasokkal tesztelt virusmentes szaporitdanyag el allitdsa mellett kiemelt szerephez kell
jutnia a vektorok elleni védekezésnek, mivel célunk, hogy a kése bbiekben megakadalyozzuk
a vektorok altal terjesztett virusok ferte zését.

Munkam ceélja a NAIK Gylmolcskutatd Intézet ujfehertoi telepén virusmentesitett in
vitro meggy fajtajelltek és az Gjfehértdi meggy torzsiltetvény virusdiagnosztikaja. A

begye jtott levélmintakbdl RNS kivonast kdveteen, az in vitro mintak virusdiagnosztikajat



RT-PCR-rel végeztem el, mig a torzsiultetvényrel szarmazé mintdkbol RNS kivonast

kdvete en az Ujgeneracios szekvenalas (NGS) elvégzesehez kisRNS konyvtarat készitettem.

A munkam tovabbi célja az NGS d&sszehasonlitdsa a hagyomanyos bioteszt
érzékenysegével szemben. Ehhez munkatarsaim altal 2017-ben a NAIK Gyumdélcskutato
Intézet, érdi telephelyérel szdrmaz6 meggy és cseresznye anyafakrdl gyejtott mintékat
hasznaltam, melyek kisSRNS szekvenaldsa mar elkészilt, de a bioinformatikai elemzését én

vegeztem.



2. lrodalmi attekintés

2.1 A virusok altalanos jellemzése

A novények az emberiséggel egyitt fejle dtek, termesztett névényeink gyakran gondos
nemesitei munka eredmeényei. Felhasznalasuk széles korben elterjedt az ipartol az
élelmiszerekig. Ahogy a névények, Ugy a korokozok is fejle dtek, set gyakran a névények és
korokozdk koevolocidjarol beszélhetlink, ami az évek sordn az adott korilményekhez
alkalmazkodva tortént. A virusok terjedésének kedvez az egész vilagra Kiterjede
kereskedelem, valamint egy adott teriiletre Ujonnan betelepitett novények termesztése. A
virusok terjedését emellett ele segitik a vektorszervezetek szamara kedveze en valtozo6 éghajlati

viszonyok (Jones, 2009).

A virusok kodolo nukleinsavbol és feherjébel allo ferteze, szubmikroszkopikus
intracellularis obligat parazitdk. A nukleinsavban kodolt genetikai informaciojukat
fehérjeburok (kapszid), esetenként lipid és glikoprotein burok veszi korbe (Balint 2006;
Viranyi 2010; Cann 2016). A virusok nem rendelkeznek sajat anyagcserével, mind a felépite,
mind a lebonto folyamatok terén a gazdaszervezetre szorulnak, és 6nmagukban képtelenek a
replikaciora. Eletciklusuk egy részében inaktiv virionok, amik sejten kiviili, sszeszerele détt
virusok, mas részében a gazdasejtben replikalodnak, szintetizalédnak és oOsszeszerele dnek
(Cann 2016; Viranyi 2010; Balint 2006). A virusok altalaban kisebbek, mint a baktériumok,
tovabba a noveényi virusok altalaban kisebb méreteek az allati virusoknal. A jelenleg ismert
leghosszabb virus a Pithovirus sibericum, ami 1,5 um, és a jelenleg ismert legnagyobb
genommal rendelkeze virusok a Pandora virusok, amelyek 6rokite anyaga 2,8 Mbp, kb. 2500
gént kodolnak (Cann 2016; Legendre et al. 2014).

A virusokon kivil megkilénboztetiink szubviralis elemeket ilyenek a virioidok,
szatellit virusok és szatellit RNS-ek. A viroidok obligat intracellularis parazitak, amik 200-
400 nukleotid mérete, cirkularis, kopenyfehérje nélkili RNS molekuldk (Cann 2016, Glits és
Folk 2001). A szatellit virusok nem csomagoldédnak ©Ossze 0nallo virionokka.
Replikaciojukhoz szlikségik van egy helper virus replikaz enzimjére. A szatellit virusok
hatassal vannak az eredeti virus replikaciojara és az altala okozott tlinetek megjelenésere
(Horvath és Gaborjanyi, 2000). A szatellit RNS-ek a szatellit virusokkal ellentétben nem
alkotnak 6nallé virionokat, hanem a segite virussal kozdsen enkapszidalédnak (Roossinck et
al. 1992).



A virusoknak rendkivil valtozatos gazdaszervezetei lehetnek, allatokat, ndvényeket,
az embert, baktériumokat (koztik fitoplazmakat is), gombdakat, és algakat is képesek
megfertezni. Egyes virusok fajspecifikusak, mig mas virusok széles gazdakorrel
rendelkeznek. A ndvényi virusok jelenlegi ismereteink szerint artalmatlanok az emberekre
(Dimmock et al. 2007). Napjainkban a leirt virusok szdma - a metagenomikai mddszerek
megjelenésével - folyamatosan ne (Pallas & Garcia 2011), az NCBI Referencia genom

szekvencidi alapjan 1760 novenyt ferte ze virus referenciagenomja ismert (httpl).

A virusok 6rokiteanyaga valtozatos: lehet RNS vagy DNS, egyszalu vagy kétszalu,
irdnyultsaga pozitiv vagy negativ (1. abra). A ndvényi virusok orokiteanyaga legtébbszor
pozitiv egyszali RNS (ssRNS(+)), ritka a kettes szali DNS (dsDNS) 6rokite anyag. A virusok
Orokiteanyaga altalanosan 4000-10000 nukleotid hosszi. A kilénbbze 6rokite anyaggal
rendelkeze virusok replikacidja eltére (Gergerich & Dolja 2006; Viranyi 2010). A Baltimore-
osztalyzds a virusok nukleinsavanak, repliké&cidjanak, transzkripciojanak alapjan torténe
csoportositds, ami a virdlis mRNS-ek képzedése szerint osztalyozza a virusokat. Az

osztalyozas 7 csoportra osztja a virusokat, amint az 1.abran lathato.
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1. dbra: Baltimore-osztalyzas (http2)

Az ICTV taxonomia ezzel szemben a bioldgiai tulajdonsagok (a virus gazdaszervezeten belili
terjedése, terjedésében szerepet jatszd vektorok és a gazdaszervezetek rokonsagi kore), a
genomszerveze dés (kdédolt fehérjék), az orokiteanyag homoldgidja alapjan rendszerezi a



virusokat. A rendszer legkisebb rendszertani kategoridja a faj, majd a nemzetség, az alcsalad,
a csalad és a rend kdvetkezik (Horvath és Gaborjanyi, 2000). Jelenleg 10 rendet, ezen belil
134 csaladot tartanak szamon (ICTV 2017).

A virusok orokiteanyaghdl és a nukleinsavat korllveve kapszidbol allnak, a kettet
egyutt nukleokapszidnak nevezzik. A kapszid rendkivil fontos a virusok okozta ferte zés
folyamatéban, mivel ez segiti a megkote dést, illetve a sejtekbe torténe bejutast (Horvath és
Gaborjanyi, 2000). A virusok alakjat az e<ket korllveve kapszid Osszeszerele désének
szimmetridja alapjan kulonboztetjik meg. Ezek alapjan megkilonboztetiink helikalis (2.
abra), ikozahedralis (3. abra) és binalis virusokat. A helikalis virusok alegységei csavarmenet
mentén helyezkednek el (Horne & Wildy, 1961). Az ikozahedralis (szférikus) virusok
ikozaéder vagy ehhez hasonl6 geometriai alakzat mentén kapcsolédnak (Cann 2016, Viranyi
2010). A binalis virusok ikozahedralis fejbel és helikalis ,,farokrészbe I” allnak. A szférikus
novényvirusok altaldban ~30 nm atmére je ek, a palcika vagy fonal alaki TMV virus 300 nm
hosszusagu és 18 nm atmére je (Gergerich & Dolja, 2006).

2. abra: Helikélis szimmetria (TMV virus modellje és elektron mikroszkdpikus kepe) (http3;
ICTV 2011)

3. abra: Ikozahedralis szimmetria (Corticoviridae csaladba tartozé virus modellje és elektron
mikroszkopikus képe) (http4; ICTV: Corticoviridae)



A virusoknak minimum haromféle fehérjét kell kédolnia a megfelele me kddéshez: a kapszid
felépitésében résztveve kopeny fehérjé(ke)t (CP, coat protein), a replikacidéhoz sziikséges
polimerazokat, és a mozgashoz sziikseéges fehérjé(ke)t (movement protein, MP) (Viranyi
2010; Cann 2016).

A virusok nem képesek aktiv médon atjutni a névényi sejtfalon. Eppen ezért atviteliik
a természetben mechanikai séruléseken keresztill és vektorok altal torténhet meg. Generativ
modon maggal vagy pollennel terjedhetnek (Gergerich & Dolja, 2006). A ,,maggal” vald
terjedés soran sok virusrél nem tisztazott, hogy maggal vagy a maghazban meghlzodva
valdsul-e meg. Vegetativ szaporodas esetében a virusok az utdédndvényekre atkerllhetnek
(hagyma, dugvény, rizdbma, gumo, inda) (Sastry, 2013, Horvath és Gaborjanyi, 2000). A
virusok atvihete k egyik ndvenyrel a masikra mechanikai Gton, példaul metszéssel, oltassal,
szemzéssel és minden mevele eszkdz okozta sériléssel. A vegetativ mddon szaporitott
ndvények esetében, ha az anyandvény ferte z6tt volt, akkor a virus atkerll a szaporitdanyagba.
A virusok vizzel, 6ntdze vizzel is terjedhetnek (Horvath és Gaborjanyi, 2000, Stevens, 1983).

A virusatvitel masik lehetseges modjat a vektorok képviselik. A vektorok olyan
szervezetek (gombak, viragos eleskode k, izeltlabdak, fonalfergek, stb.), amelyek a névények
sejtjeibe | taplalkoznak, igy képesek felvenni a virust, majd tovabbjuttatni mas névényekre.
Néhany virusvektort a 4. abran kivanok bemutatni. A gombak kozul egyes talajlakd fajok
lehetnek virusvektorok, példaul az Olpidium brassicae, Polymyxa betae vagy a Spongospora
fajok (Campbell, 1996). A viragos éleskodek kozll az aranka (Cuscuta spp.) fajokat kell
megemliteni. Az izeltldblak a legnépesebb csoportja a virusvektoroknak. A kabdcak,
poloskak, levéltetvek, levélbolhak, liszteskék, pajzstetvek, tripszek, egyenesszarnylak és
egyes ragoszajszerve rovarok lehetnek vektorszervezetek. A fonalférgek kozil a Longidorus,
Xiphinema, Trichodorus és a Paratrichodorus nemzetségbe tartozo fajok lehetnek vektorok
(Horvath és Gaborjanyi, 2000; Sastry, 2013). Virusok altaldban rendkivil vektor specifikusak,
nagy genetikai hasonldsaguk ellenére sem képesek ugyanazzal a vektorral terjedni (Gergerich
& Dolja 2006).



4. abra: Virusvektorok. 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 virusok vektorok altal haromféleképpen terjedhetnek: perzisztens, szemiperzisztens
és nem perzisztens Uton. A nem perzisztens (5. abra) mddon terjede virusok a névények
felszinhez kozeli berszovetében (epidermiszében) taldlhatok. Mechanikailag koénnyen
atvihete k, igy a levéltetvek szajszervén méar a probaszivas soran is megtapadhat a virus, ami
nem jut be a vektorok szervezetébe. A szdjszerven valé megtapadas utan az allat azonnal
képes leadni a virust, nincs inkubacids ide, viszont csak rovid ideig ferte ze képes a vektor. Ide

tartoznak altaldban a mozaik virusok pl: buza mozaik virus (WSMV).

A szemiperzisztens (5. &bra) terjedése virusokat a karteve k hosszabb probaszivas
sorén képesek felvenni, viszont nincs inkubdcios ide, igy a vektor azonnal ferteze képes. A
retencios ide kortlbelll a par oratol a par napig tarthat. Ezek a virusok mechanikailag nem

vagy nehezen vihete k at pl: répa sargasag closterovirus (BYV) (Ng & Folk 2006).

A perzisztens (5.abra) terjedés esetében a vektor a virust mélyebb szoveti rétegekbe |
(floémbe 1) veszi fel, ami bejut az allat haemolymphajaba, nyalmirigyeibe. Hossz( inkubacios
ide (Orék, napok) a jellemze, emellett a vektor sokaig mege rzi ferte ze képességet. A karteve k
a probaszivas soran nem képesek felvenni a virust, ehhez hosszabb felvételi szivas szlikséges.
A perzisztens modon terjeds virus életciklusa lehet cirkulativ és propogativ. A cirkulativ
életciklus soran a virusok (5.4bra) ferteze képességiiket akkor érik el, ha az utdbélbel a
nyalmirigyekbe jutnak. A vektorok &ltalaban egész életlikben megerzik ferte ze képességiket.
A latens szakasz par Oraig tart, a felvétel par ora alatt megtorténhet (Ng és Folk 2006). Ide
sorolhatd példaul a burgonya levélsodrodas virus (PLRV- vektora a Myzus persicae és

Macrosiphum euphorbiae (Srinivasan & Alvarez 2007)). A propagativ életciklus soran, a

10



cirkulativ életciklushoz hasonléan, a virusok képesek a vektor szervezetében replikalodni, set
megferte zhetik a rovart és egyes virusok az utédokba is képesek atjutni. Ebben az esetben a
latens periddus napokig, hetekig is eltarthat. Ezek a virusok mechanikailag nem vihete k at pl:
Maize mosaic nucleorhabdovirus (MMV- vektora Peregrinus maidis) (Barandoc-Alaviar et
al. 2016; Ng & Folk 2006).

Salivary
gland

Accessory
salivary

gland

5. bra: a) nem-perzisztens virus felvétel b) perzisztens virusfelvétel
c) cirkulativ virusatvitel (Ng és Folk 2006; D'Arcy et al. 2001)

A novény és virus kapcsolatatol fuggeen beszélhetink lokalis és szisztemikus
ferte zésekre | (Kucsera és Kevei 2010). Lokalis fertezés esetén a virus a fertezeés kdzvetlen
kdzelében lokalizalodik, mig a szisztemikus fertezés soran az egész ndvényben képes
elterjedni. A gazda-korokozé kapcsolat befolyasolja a tlinetek kialakuldsanak helyét is. A
gazdan megfigyelhete tinetek a kovetkezek lehetnek leveleken: alakbeli deformitasok —
torzulas, csavarodas, enacidk, rancosodas, hélyagosodas, pafranylevels ség, kis mérete levelek
—mellett nekrotikus és klorotikus 1ézidk, klordzisok, mozaikfoltossag, gye resfoltossag,
sargulas, érnekrozis, érkivilagosodas, haldzatossag, csikossag. A felsorolt elvaltozasok kozil
a nekrotikus és klorotikus 1ézidk tipikusan lokalis fertezésre utalnak. A novények szaran
foltok, nekrozisok, internddium-megnyulds vagy -rovidulés, hervadads, tumorok
keletkezhetnek. A ndvények gyokerén virusferte zés hataséra kialakuld tiinetek a legkevésbé
ismertek. A répa rizomania hatasara cukorrépan keletkeze jarulékos gyokerek megjelenése az
egyik legjelente sebb, ezen kivul keletkezhetnek foltok és tumorok (Horvath és Gaborjanyi,
2000). A tinetek a terméseken is megjelenhetnek, a gylimdolcsokén deformaciok, méretbeli
torzulasok, gyeresfoltossag, nekrotikus foltok, kdvecsesedés, pottyok és egyéb mintazatok
megjelenése a leggyakoribb (Barba et al. 2015; Horvéath és Gaborjanyi, 2000).
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2.2 Prunus fajokat megbetegite virusok

A virusok altalanos jellemzése utan fontos szt ejteni a csonthéjasokat megbetegite
virusokrdl. A Prunus nemzetségbe tartozo fajokbdl telepitett gylimolcsterme Ultetvények és a
szaporitdéanyag-ele allitds Magyarorszagon nagy gazdasagi jelenteséggel rendelkezik, éppen
ezert fontos, hogy mar a szaporitéanyagoknal védekezzink a koérokozok ellen. A hazai
termelési viszonylatokat az 1. tablazatban kivdnom bemutatni (KSH: fontosabb
gyumolcsfélék termesztése és felhasznalasa (2014-).

1. tblazat: Hazank gylmdlcstermeszte terilete és a betakaritott termés
alakulasa 2016-ban

Gyumoblcstermse terilet (2016)] Betakaritott termés (2016)

Osszesen 90.939 ha|Osszesen 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

Hazankban a 14/2017. (Ill. 23.) FM rendelet — a gyumélcsszaporitd-anyagok
eleallitasarol és forgalomba hozatalarél — meghatdrozza a kotelezeen ellenerizende
korokozok és kartevek listajat. A rendelet 2. mellékletének 3. pontjaban talalhatd azon
karositok jegyzéke (2. tablazat), amelyek esetében a kiindulasi anyagokon, a prebazis, bazis,
certifikadlt anyandvényeken és szaporitdé anyagokon, C.A.C (Conformitas Agraria
Communitatis) 0ltetési anyagokon vizualis ellenerzést és adott esetben mintavételt és
laboratériumi vizsgalatot kell végezni. A rendelet 31. pontja, 46. 8 (1) meghatarozza, hogy a
hatosag ellenerzése sordn a 2. melléklet 3. pontjaban felsorolt zarlati kérokozoktol vald

mentességet vizualisan vizsgalja, majd szlkség esetén elvégzi a megfelels laboratériumi
vizsgalatot.
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2. tablazat: 14/2017. (111. 23.) FM rendeletben meghatarozott karantén virusok

Prunus amygdalus

Prunus armeniaca

Alma klorotikus levélfoltossag virus (ACLSV)

Alma klorotikus levélfoltossag virus (ACLSV)

Alma mozaik virus (ApMV)

Alma mozaik virus (ApMV)

Szilva torpulés virus (PDV)

Kajszi latens virus (ApLV)

Prunus nekrotikus gye re sfoltossag virus
(PNRSV)

Szilva torpuilés virus (PDV)

Szilvahimle virus (PPV)

Prunus nekrotikus gye re sfoltossag virus
(PNRSV)

Szilvahimle virus (PPV)

Prunus domestica és P. salicina

Prunus persica

Alma klorotikus levélfoltossag virus (ACLSV)

Alma klorotikus levélfoltossag virus (ACLSV)

Alma mozaik virus (ApMV)

Alma mozaik virus (ApMV)

Mirabolan latens gye re sfoltossag virus
(MLRSV)

Kajszi latens virus (ApLV)

Szilva torpulés virus (PDV)

Szilva torpulés virus (PDV)

Prunus nekrotikus gys re sfoltossag virus
(PNRSV)

Prunus nekrotikus gys re sfoltossag virus
(PNRSV)

Szilvahimle virus (PPV)

SzamOca latens gye re sfoltossag virus (SLRSV)

Prunus avium és P. cerasus

Szilvahimle virus (PPV)

Alma klorotikus levélfoltossag virus (ACLSV)

Viroidok

Alma mozaik virus (ApMV)

» szibarack latens mozaik viroid (PLMVd)

Arabis mozaik virus (ArMV)

Cseresznye z0ld gye re sfoltossag virus
(CGRMV)

Cseresznye levélsodrodés virus (CLRV)

Cseresznye nekrotikus rozsdaszine foltossag
virus (CNRMV)

Cseresznye aprogyumolcse ség virus 1 és 2
(LChV1, LChV2)

Cseresznye levélfoltossag virus (ChMLV)

Szilva torpilés virus (PDV)

Prunus nekrotikus gye re sfoltossag virus
(PNRSV)

Malna gye re sfoltossag virus (RpRSV)

Szamoca latens gye re sfoltossag virus (SLRSV)

Paradicsom fekete gye res virus (TBRV)
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2.3 Szaporitdanyag ele allitas szabalyozasa hazankban

Magyarorszagon a 2003. évi LIl torvény a novényfajtak allami elismerésérel, a
szaporitdanyagok forgalomba hozatalat és elsallitasat szabalyozza. Ezen torvény 30.8 (2)
bekezdesének b), c), e), f) és h) pontjanak értelmében, a kormany hataskoérében all
rendeletben meghatarozni a szaporitdanyag-minesités eljarasrendjét, a szaporitbanyag-
eleallitas targyi és személyi feltételeit és a ndvényvédelmi hatésag kijelolése. E torvényre
hivatkozva sziletett meg a 14/2017. (111.23) FM. rendelet a gyiimdlcs szaporitbanyagok
el allitasardl és forgalomba hozatalardl.

A certifikécids rendszerben torténe szaporitdanyagok ele allitasardl a rendelet 7. § (1)
bekezdes rendelkezik, miszerint a szaporitbanyag minesitése akkor toérténhet meg, ha a
szaporitdéanyagot szolgaltaté anyandvény megfelel a fajta leirasanak és ez ellenerzésre is
keriilt (14/2017. (111.23) 7.8 (1) bekezdés).

A prebazis anyanovények és szaporitdanyagok megfelele fenntartasarol a 8.8 (1)
rendelkezik. Ennek értelmében a prebazis anyandvényeket és szaporitdanyagokat megfelele
rovarmentes létesitményben kell fenntartani, ami biztositja, 1égbeli vektoroktdl és egyéb
forrasokbdl szarmazo ferte zésekte | valé mentességet (14/2017. (111. 23.) 8. § (1) bekezdés).

A bazis és certifikalt anyandvények szabadféldi fenntartasarol a 8.8 (8) bekezdése
kimondja, hogy a szaporitdanyagokat olyan terlleteken kell fenntartani, ahol légbeli vektorok
vagy gyokerek érintkezése Aaltal, illetve gépek és oltashoz hasznalt eszkdzok altal
bekdvetkezhete keresztferte zés potenciélis leheteségeitel és egyeb forrasoktol el van
szigetelve (14/2017. (111.23) 8. § (8) bekezdés).

A ferte z0Ott névenyek, novényi termekek és egyéb anyagok megsemmisitésérel, a
zérlati, a vizsgélatkoteles nem zérlati karositok, az Ultetvények vizsgalatat a 7/2001. (I. 17.)
FVM rendelet a ndvényegészségligyi feladatok végrehajtasanak részletes szabalyairol irja els.

2.4 Karanténvirusok jellemzése

2.4.1 Alma klorotikus levélfoltossag virus (Apple chlorotic leafspot virus-
ACLSV)

Az alma klorotikus levélfoltossag virust a Betaflexiviridae csaladba és a Trichovirus
genusba soroljak (EPPO-ACLSV). Vilagszerte altalanosan elterjedt, gazdanévénykdore széles.
A Prunus nemzetségbe tartozé fajok kozul leirtdk mar toébbek kozott meggyen, cseresznyén,

e szibarackon, szilvan, eszibarackon, mandulan, mirabolan szilvan, japan szilvan. Ezenkivdil

14



eleforduldsat jelentették mar alman, kortén, birsen, japan birsen és madarberkenyén
(Plantwise-ACLSV). Tunetei valtozatosak lehetnek a gazdanovény fajtajatol és a virus
torzsete | fugge en. Gazdasagilag fontos, napjainkban elterjedt alma fajtakon latens tiineteket
okoz. Szilvan barnas-voroses szine kéreghasadast, nekrozist a kambiumban, hajtaspusztulast
okozhat. A termésen besuppede, nekrotikus vagy gyeres foltok jelenhetnek meg (Németh,
1979). Cseresznyén és meggyen nekrotikus, beslppedes foltok jelentek meg a termésen
PNRS-vel valo kevert ferte zés esetén (Nemeth, 1979). Kajszi esetében rozettas levelallas, a
termésen besuppede foltok jelenhetnek meg (Diekmann & Putter, 1996).  szibarack torzsén
nekrdzist okozhat, a levelek hullamos széls ek, sététzold bestippede foltokkal (Németh, 1979).
Terjedése szemzéssel és oltassal torténik (Garcia-1barra et al., 2010).

2.4.2 Alma mozaik virus (Apple mosaic virus- ApMV)

Az alma mozaik virus rendszertanilag a Bromoviridae csaladba és a Ilavirus genusba
tartozik (EPPO-ApMV). Vilagszerte igen elterjedt. Fas és lagyszari ndvényeket is egyarant
fertez, gazdandvényei leggyakrabban a Rosaceae csaladba tartozd fajok, fas és lagyszaru
ndvényeket is fertez egyarant. Termesztett ndvényeink kozil az almat, a kortét, a kajszit, az
eszibarackot, a cseresznyet, szilvat, mandulat, szamdcat, malnat, szedret, piros ribizlit és a
mogyorot fertezi (EPPO-ApMV). A legelterjedtebb almafajtak tiinetmentesek. Mezei juhar
levelén fehéres-szirkés foltok, galagonya levelén sérga klorotikus foltok jelenthetnek meg.
Szilva leveleken csikozottsagot, rozsaleveleken mozaikos tlineteket mutat. A fogékony
almafajtak levelén krémszine, késebb nekrotizalodo foltok figyelhetek meg, a levelerek
sargulhatnak. A terméseken sarga foltok képzednek. Csonthéjasok levelén viladgos sarga,
szabalytalan foltok, gyerek, sarga érkivilagosodas, tolgyfa leveléhez hasonl6 forméaju levelek
alakulhatnak ki (Grimova et al. 2016; Németh, 1979; Plantwise-ApMV; EPPO-ApMV). A
virus atvitele térténhet oltassal, szemzéssel, mechanikai uton és maggal (Diekmann & Putter,
1996).

2.4.3 Arabisz mozaik virus (Arabis mosaic virus- ArMV)

Az Arabisz mozaik virus a Secoviridae csaladba és a Nepovirus genusba tartozik. A
virus az egész vilagon elterjedt. Gazdandvénykore rendkivil széles. Termesztett ndvényeink
kozul fertezheti a cukorrépat, a szamocat, a kajszibarackot, az ¢szibarackot, a mandulat, a
szilvat, a meggyet, ezenkivul szdmos egyéb haszonndvényt, diszndvényt és gyomndvenyt.
Schmelzer (1963) mechanikailag ferte zve 28 csaladbdl, 93 kilénbdze fajon mutatta ki a virus
jelenlétét. A virus leggyakoribb tiinetei a satnyulas, levélfoltossag, deformaltsag, enaciok
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megjelenése, fogazott levélszél, rovid izk6zok megjelenése, villas elagazas, sargulas, érmenti
mozaik foltossag. A szele novényvédelmében az A-tipusu tekesatnyulds korokozojaként
tartjak szamon, tlinete nagyon kénnyen 6sszekeverhete a ferteze leromlassal, a két ferte zés
gyakran egyiitt jelentkezik. A virus terjedése torténhet szemzessel, oltassal, mechanikai Gton,
maggal és Xiphinema diversicaudatum vektorral (Diekmann & Putter, 1996; Trudgill et al.
1983; McNamara, 1980, EPPO-Global Database).

2.4.4 Cseresznye z0ld gye re sfoltossag virus (Cherry green ring mottle
virus- CGRMYV)

A cseresznye z06ld gye re sfoltossag virus a Betaflexiviridae csaladba és a Robigovirus
genusba tartozik. Az elsforduldsat jelentették Eurdpa szamos orszagabol, Kanadabdl, az
USA-bol, Chilébel, Japanbdl, Ausztréalidbol, Oroszorszaghol, Koreabdl és Dél-Afrikabdl. A
korokozo gazdandvénykore Prunus fajokra korlatozodik. Termesztett novényeink kozil
ferte zheti a kajszit, a cseresznyet, a meggyet, az eszibarackot és a nektarint (Plantwise-
CGRMYV). A kajszi, *szibarack és cseresznye esetében gyakori a latens ferte zés (Diekmann &
Putter, 1996). A virus okozhat deformacidkat, nekrozisokat, elszineze dést a levélen, ezenkiviil
a gyumolcson 1ézidk jelenhetnek meg és hajtaspusztulast idézhet ele. A fertezeés ides
meggyfakon a levelek aszimmetrikus fejle dését, a levélerek mentén klorozisokat, nekrotikus
foltokat, sarga elszinezedése leveleket és ezeken megjelens zo6ld gyereket okozhat. A
ferte zOtt gyumolcsok mineségi mutatdi elmaradnak az elvartaktol: kesere, izetlen termés
fejledik. A gyumolcsok feliiletén nekrotikus foltok, gyerek talalhatok, amik a gylmolcs
hisaba is megjelennek (Németh, 1979; Parker et al., 1976). A virus szemzéssel és oltassal
terjed (Diekmann & Putter, 1996).

2.4.5 Cseresznye levélsodrodas virus (Cherry leafroll virus- CLRV)

A cseresznye levélsodrodas virus a Secoviridae csaladba és a Nepovirus genusba
tartozik. A virus Eurdpéaban elterjedt, elsfordulasat jelentették az USA-bol, Azsia tébb
orszagabol, Egyiptombol, Tunéziabdl, Chilébel, Perubol, Ausztraliabol és Uj-zZélandrol
(CABILEPPO, 2014). Magyarorszagon az elterjedése szorvanyos. Gazdandvenykare
valtozatos, termesztett ndvenyeink kozul ferte zi a diot, a cseresznyét, az almat, a malnét, a
bodzat, a sze I+t és a mediterran orszagokban az olajfat (EPPO-CLRV; Plantwise-CLRV; Glits
és Folk, 2001). A ferte zOtt novények levelei aprok, deformaltak, szinik felé sodrddnak,
abnormalis szinezeteek, voroses-sargas gyeres foltosak. Ezenkivil korai levelhullas,
érnekrdzis, erek sargulasa jelentkezhet. Gyakori a torpuilés, a hajtas szaradas, az agak elhalasa,
sulyos esetben az egész fa kiszaradhat (Glits és Folk, 2001; Bandte & Biittner, 2001; Jones &
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Wood, 1978). Fertez6tt almafa levelei deformaltan fejle dik, nekrotikus és klorotikus foltok
figyelhete k meg (Woo et al. 2012). A virus terjedése oltassal, 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 rozsdaszine foltossag virus (Cherry necrotic
rusty mottle virus- CNRMV)

A cseresznye nekrotikus rozsdaszine foltossag virus a Betaflexiviridae csaladba és a
Robigovirus genusba tartozik. A virus megjelenésérel beszamoltak mar az USA-bdl,
Kanadabol, Chilébe |, Eurdpa tobb orszagabdl, Indabol, Kinabol, Koreabdl, Japanbol és Uj-
Zélandrél. Gazdandvény kore Prunus fajokbdl all: kajszi, eszibarack, cseresznye, szilva és
kései furtosmeggy (Plantwise-CNRMV, EPPO-CNRMV). A fertez6tt ndveny levelein
nekrozisok jelenhetnek meg, abnormalis elszineze dése ek és koran lehullanak. A hajtascsucs
elhervad, mézgasodas jelenhet meg, fekélyes sebek képze dnek, valamint a teljes novény korai
Oregedese jelentkezhet. Cseresznye fa levelein barna nekrotikus foltok képzednek, melyek
késebb kihullanak. A levélerek mentén sarga klorotikus elszinezedés figyelhete meg.
(Németh, 1979; Plantwise-CNRMV). A virus terjedése oltassal és szemzéssel torténik
(Diekmann & Putter, 1996).

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

A virus a Closteroviridae csaladba, az LChV-1 a Velarivirus genusba, mig az LChV-2
az Ampelovirus genusba tartozik (EPPO-LChV1, EPPO-LChV2). A virus burok nélkili —
csak a kapszid veszi korbe —, ezenkivll helikalis és rendkivil hosszd, nukleinsava pozitiv
egyszali RNS (ssSRNS(+)) (httpll; httpl2). Az LChV-1 virus legelse feljegyzése meggy és
cseresznye fajokrol tortént, ezenkivil jelenlétét megfigyelték mar kajszibarackon, szilvan
(Marais et al. 2016, Safaeova et al. 2017, EPPO-LChV1). A kérokoz6t legele szér 1933-ban
Kanadaban irtak le. Az LChV-1-et jelentették Eurdpa szamos orszagabol, Kinabdl, Japanbol,
Koreabdl az USA-bAl, Chilébel Uj-Zélandrél. A virus hazai el fordulasat eleszor a
Diagnosztika csoport (Barath et al., 2018) irta le. Europaban a LChV-2-t Horvatorszagban,
Németorszagban, Lengyelorszagban és az Egyesilt Kiralysagban, Belgiumban irtak le,
emellett az USA-ban, Kanadaban, Japanban, Kinaban, Ausztraliaban, Uj-Zélandon és Dél-
Koredban (EPPO-LChV?2).

A korokozé a novény floemjében talalhatd6 meg. A LChV-1 kilénbdze tineteket
produkalhat a termesztés helyéte |, fajtatdl és az évszaktol fugge en. A frissen ultetett ferte zott
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novények nem mutatnak tiinetet, sokaig latens marad a virus. Kése nyaron vagy kora ¢ sszel a
levelek szinén pirosas-lil&s vagy bronz szine elszineze dés tapasztalhato, viszont a fe levélerek
megtartjak eredeti z6ld szinlket. A legtobb tiinet viszont a gyimolcsokon tapasztalhatd (6.
abra), a mine séget jelente sen rontva, eladhatatlanna téve a termest. Kezdetben a gytimolcsok
fajtara jellemzeen novekednek, viszont sziret elett teljesen megéallnak a fejledésben. A
tlnetek kozott felsorolhatd az izetlenség, az alacsony cukortartalom, az egészségeshez képest
sapadt és kis mérete termések. Bing’ cseresznye termése a normalistdl eltére szine, merete,
formaju és ize. ’Sam’ cseresznye esetében a levelek érkdzi bronzos vagy pirosas-ibolyas
elszineze dése jellemze, a termés mérete és ize szintén nem a fajtara jellemze (EPPO- Data
Sheets on Quarantine Pests: LChV). A virus terjedése oltassal, szemzéssel torténhet
(Diekmann & Putter, 1996)

&
@

Pe

6.abra: LChV-1 tunetei levélen és gytimdlcson (EPPO-
LChV1)

2.4.8 Cseresznye levélfoltossag virus (Cherry mottle leaf virus- ChMLYV)

A cseresznye levélfoltossag virus a Betaflexiviridae csaladba és a Trichovirus genusba
tartozik (EPPO-ChMLV). A virus Europaban, Dél-Afrikdban és az USA-ban elterjedt
(Németh, 1979). Gazdandvenyei kozé tartozik a cseresznye, a meggy és az e szibarack, amik
altaldban tiinetmentesek. ’Bing’ cseresznye esetében a levelek kisebbek az egészségeseknél,
rancosodnak, torzulnak, klorotikus, nekrotikus foltok és lyukak keletkeznek rajtuk, de a
levelek nem hullanak le. Cseresznye esetében a gyimdlcsok rendkivil aprok, izetlenek és
késen érnek. A gyumolcsokodn apro, szabalytalan, vilagos barna nekrotikus foltok
képze dhetnek. A fak torpe ndvése ek, rozettds levélallastak. A tiinetek magas he mérséklet
esetén maszkirozodnak (James & Mukerji, 1993; Reeves, 1941; Diekmann & Putter, 1996;
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Németh, 1979). A virus terjedése oltassal, szemzéssel, mechanikai Gton és Eriophyes

inaequalis vektorral torténhet (Diekmann & Putter, 1996)

2.4.9 Szilva térpulés virus (Prune dwarf virus- PDV)

A szilva torpilés virus a Bromoviridae csaladba és az llarvirus genusba tartozik
(EPPO-PDV). A virust eleszér Németorszagban irtadk le, Magyarorszagon 1960-as eévekben
talaltak meg a korokozot. Vilagszerte elterjedté valt, Eszak-Afrikaban, Eszak és Dél-
Amerikéaban, Ausztralidban, Uj-Zélandon, Eurdpa és Azsia szamos orszagaban jelentették
(Plantwise-PDV; Glits és Folk, 2001). Gazdandveénykore Prunus fajokbdl all, kimutattak mar
cseresznyén, mandulan, kajszin, meggyen, ¢ szibarackon, szilvan (Diekmann & Putter, 1996).
A fertez6tt novények torpultek, leveleik mozaik foltosak, rozettas allastak, aprok és
deformaltak, klorotikus foltok, gyerek, csikok jelenhetnek meg rajtuk. A fas részeken
mézgasodas figyelhete meg. (Glits és Folk, 2001; Plantwise-PDV; Diekmann & Putter, 1996).

Terjedése oltassal, szemzéssel, maggal és pollennel torténhet (Diekmann & Putter, 1996).

2.4.10 Prunus nekrotikus gye re sfoltossag virus (Prunus necrotic ringspot
virus- PNRSV)

A Prunus nekrotikus gyeresfoltossag virus a Bromoviridae csaladba és a llavirus
genusba tartozik (EPPOP-PNRSV). A virus Eszak-Amerikabdl terjedt szét az egész vilagon.
A cseresznye és a meggy a legjelentesebb gazdandvénye, de fertezi a szilvat, kajszit,
mandulat, eszibarackot és mas Prunus nemzetségbe tartozé ndvényeket is, ezenkivil
fertezheti a rdozsat és a komlot is. Fertezott novény levéltinetei kdzott emlithete az
elszintelenedés, lyukacsosodas, apro, abnormalis szinezete és formaju levelek megjelenése,
nekrotikus foltok, klorotikus gyere k és foltok. A virus okozta tiinetek két csoportra oszthatok:
sokk és kronikus tinetek. A lokalis nekrozisok (sokk tunet) fiatal leveleken fejle dhetnek ki és
a levelek teljes elrongyolodasat okozhatjak. A krénikus tiunetek soran a kifejlede gyakran
eresen fogazottak, két levélcsucs is fejle dhet. A levél fonakan, a levélerek mentén enaciok
fejle dhetnek. Cseresznye levelén legink&bb sokk tineteket talalhatunk (Plantwise-PNRSV,
Glits és Folk, 2001). Terjedése oltassal, szemzéssel, mechanikai Gton, maggal és pollennel
(Diekmann & Putter, 1996; Nyland et al. 1976).

2.4.11 Malna gye re sfoltossag virus (Rapsberry ringspot virus- RpRSV)

A maélna gye re sfoltossag virus a Secoviridae csaladba és a Nepovirus genusba tartozik.
A virus egész Eurdpaban elterjedt, ezenkivil jelentették mar Oroszorszagbol, Iranbol,
Uzbegisztanbdl,  Torokorszaghol, Kazahsztanbol  (EPPO-RpRSV, CABI-RpRSV).
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Gazdandvénykorét tekintve Prunus fajok kozil a cseresznyét fertezi, ezenkivil temesztett
novenyeink kozul ferte zheti a ribizlit a szel+t, a malnat, a szamocét és az articsokat (EPPO-
RpRSV, Plantwise-RpRSV). A ferte z6tt ndvény levelein mozaikos foltok, éerkivilagosodas,
klorotikus foltok, ,,olajfoltosodas” és levelsodrodas tinetek jelentkezhetnek. Masodlagos
tlnetként a ferte zOtt ndvény levelein enacidk jelenhetnek meg. A fejlede levelek keskenyek,
széluk durvdn fogazott. A virus terjedése oltassal, szemzéssel, mechanikai (ton és
vektorokkal (Longidorus elongatus, Longidorus macrosoma) térténhet (Diekmann & Pultter,
1996).

2.4.12 Szamoca latens gye resfoltossag virus (Strawberry latent ringspot
virus- SLRSV)

A szamodca latens gyeresfoltossag virus a Secoviridae csaladba tartozik, tovabbi
rendszertani kategoridba egylere nincs besorolva. A virus egész Eurdpaban elterjedt,
ezenkiviil Kanadaban, az USA-ban, Ausztraliaban, Uj-Zélandon, 1zraelben és Torokorszagban
jelentették. Gazdandvényei kozé tartozik a szamoca, a malna, a szeder, a piros és fekete
ribizli, a cseresznye, a szilva, az *szibarack, a kajszi, a bodza, a szele és mas disznévények
(EPPO-SLRSV; Diekmann & Putter, 1996). A virus altalaban kevert ferte z&és sordn mutat
tinetet, malndban példaul arabis mozaik virussal egyitt érkivilagosodast okozhat.
Szamécaban szintén ritkan lathatd a tunete, altaldban ArMV-vel kevert fertezés esetén
taladlkozhatunk vele (EPPO-SLRSV, Murant, 1987; Murant and Lister, 1987).
Franciaorszagban eszibarack ultetvényben PDV-vel egydtt talaltak meg, ahol rozzetas
levelallast, torpult novést és hajtas pusztuldst okozott (Scotto La Massese et al., 1973).
Cseresznyén PDV-vel kevert ferte zés esetén a levelek fonaki részén enécidk jelentek meg
(Ragozzino & Alioto, 1992). Onall6an a virus rozettas levélallast, kése bbi viragzast okozhat,
a fejlede levelek keskenyek és aprok maradnak, rajtuk klorotikus foltok jelenhetnek meg. A
terjedése oltassal, szemzéssel, mechanikai Gton, Xiphinema diversicaudatum vektorral és
maggal torténhet (Diekmann & Putter, 1996).

2.4.13 Paradicsom fekete gye re s virus (Tomato black ring virus- TBRV)

A paradicsom fekete gyeres virus a Secoviridae csalddba eés a Nepovirus genusba
tartozik. A virus Eurdpéban -Franciaorszagban kiemelkedsen- elterjedt. Brazilidban,
Canaddban, USA-ban, Kenyaban, Indidban és Japanban irtdk le elefordulasat.
Gazdanovénykore széles, egy és kétszike ndvényeket is fertez, sok fontos termesztett

ndvényunket is. Prunus fajok kozil az «szibarackot, a mandulat és a cseresznyét fertezi. A
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virus legjelentesebb gazdandvényei az eszibarack, a piros és fekete ribizli, a malna és a
szamo6ca (EPPO-TBRV; Diekmann & Putter, 1996; Németh, 1979). Fertez06tt «szibarack
levelei torzultak, klorotikus foltok lathatok, mandula levelei keskenyek és hullamos széle ek és
enaciok talalhatok rajtuk (Németh, 1979). Szamoca és ribizli levelein klorotikus gyerek és
foltok jelenhetnek meg (Murant, 1987; Murant & Lister, 1987). A virus terjedhet szemzéssel,
oltassal, mechanikai Uton, maggal, vektorokkal (Longidorus attenuatus és L. elungatus)
(Diekmann & Putter, 1996).

2.5 Cherry Virus A (CVA)

A CVA a Betaflexiviridae csaladba és a Capillovirus genusba tartozo, helikalis,
pozitiv egyszali RNS virus (sSRNS(+)) (EPPO-CVA). A virust Németorszagban irtak le
ele szOr cseresznyén (Jelkmann, 1995). Eurdpa tobb orszagaban elterjedt, ezenkivil jelentették
mar Kindban, Japanban, Kanaddban és az USA-ban (CABI/EPPO, 2007). Magyarorszagi
els forduldsat munkacsoportunk (Barath et al. 2018) irta le eleszor. Latens virus, 6hmagaban
nem okoz tlinetet csak kevert ferte zésekben, ebben az esetben a tébbi virus tuneteit felere siti,
éppen ezért nehéz a virus azonositasa (Marais et al., 2012; Gao et al. 2017). Kevert ferte zést
irtak le példaul: az Apple chlorotic leafspot virussal (ACLSV), az Apricot pseudo chlorotic
leafspot virussal (APCLSV), a Cherry green ring mottle virussal (CGRMV), a Little Cherry
virussal (LChV-I és LChV2) (Barone et al. 2006; Isogai et al. 2004).Jelenleg nem ismeriink a
virus terjesztéseért felele s vektort, viszont oltassal, szemzéssel atvihete a virus (Marais et al.,
2012; Gao et al. 2017). A legelse megfigyelt gazdandvénye a cseresznye (Jelkmann 1995),
majd késebb leirtdk kajszibarackon, eszibarackon, szilvan, meggyen, és egyéb Prunus
fajokon (Jelkmann, 1995; Kinoti et al., 2016; Koinuma et al., 2016; Marais et al., 2008).

2.6 Gyumolcsfak biotesztelése

Napjainkban 44 virust ismerink, ami Prunus fajokat képes fertezni (Rubio et al.
2017). Neémely virus kimutatdsa lehetséges biotesztekkel indikatornévényeken, ami
napjainkban is elterjedt eljaras és a gyors diagnosztikai modszerek (PCR-tesztek, ELISA-
modszer) mellett sem vesztette el jelente ségét. Hatranyai kozé tartozik, hogy draga, nagy a
kézimunka igénye, az ide és a hely igenye, torzsiltetvényeken sem hasznaljak rutinszersen. E
tulajdonsagok ellenére is hasznalatos napjainkban, mivel a tesztnévényeken talalhaté tiinetek
alapjan egyértelme en meghatarozhat6 a jelenléve virus és tanulmanyozasuk lehetetlen lenne
novények nélkial. A megfelele minesége, virusmentes szaporitbanyag eleallitas,

fajtamine sités elképzelhetetlen lenne biotesztek nélkul (Bach és Szenyegi, 1996; Horvath és
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Gaborjanyi, 2000). A 14/2017. (111. 23.) FM rendeletben meghatarozott karantén virusokra a
3. téblazatban foglaltam 0Ossze az indikatorndvényeket. A hasznalt indikatorndvények:
vadcseresznye (Prunus avium), P. persica GF 305, P. serrulata ’Kwanzan’ és *Shirofugen’;

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

3. tablazat: Karanténvirusok indikatornévenyei (Diekmann & Putter, 1996)

Vadcseresznye GF305 Kwanzan Sam Canindex Shirofugen Bing
ACLSV, ApMV,
ArMV, CLRV, CNRMV,
SIE;SVPII:ICF:QE\\// PDV, PNRSV, CGRMV CL:CI:\IhR\)/MV’ LChv EESSV’ ChMLV,
' RpRSV, SLRSV, RpRSV
TBRV

Gylmolcsterme faink biotesztje két csoportra oszthatd, vannak lagyszaru es fas szard
tesztek (Legrand, 2015). A csonthéjasok lagyszard tesztelése soran Cucumus sativus,
Chenopodium quinoa és Celosia argentea ndvényeket alkalmaznak. A vizsgalatokat
februartol aprilisig végzik. A felhasznalt névényi részeket dérzsmozsarban eldérgzsoélik és az
igy kapott szovetnedvvel megfertezik a tesztnévényt, amit a vizsgalat idetartamara
vektormentes névényhazba kell helyezni (Lambert et al., 2012; Rowhani et al., 2005; Horvéath
és Gaborjanyi, 2000).

A csonthéjasok fas szaru tesztelése torténhet szabadféldon vagy Uveghazban. Az
Uveghazi tesztelés soran cserepes alanyokra torténik a virusatvitel, ami torténhet kettes

oltassal, keregatiltetessel vagy gyokéroltassal (Legrand, 2015; Horvath és Gaborjanyi, 2000).

A szabadfoldi tesztelés soran a virusatvitel torténhet egyszere szemzéssel, kettes
szemzéssel, Kkettes oltdssal, kéregétiltetéssel. Az atvitel mddjanak megvalasztasa fligg attdl,
hogy a korokozé a fa melyik részeben talalhato, a kimutatando virustol, az indikatornévenyte |
és az alanytdl és az indikatorndvény tipusatdl. Egyszere szemzés esetén az indikatorként
hasznalt alany és a nemes faja ugyanaz vagy szemzéshez kompatibilis, bar egyes gyorstesztek
elvégzéséhez nem sziikséges kompatibilitas. Kettes szemzést akkor kell alkalmazni, ha nem
az alany az indikator. Ebben az esetben virusmentes alanyon egymas fole kell szemezni a
vizsgalandd szemet és az indikatort, majd kihajtas utan a vizsgalandd hajtast vissza kell vagni.
Kettes oltas esetében az indikatort ra kell oltani a vizsgalandd fa oltovessze jére és ezt a
kombin&cidt kell az alanyra raoltani. A kéregéatlltetés akkor hasznalatos, ha az alany és a
vizsgalt fa kiilonb6ze fajhoz tartoznak. llyenkor szem nélkili kéregpajzsot kell készitenunk és

az alanyon ennek megfelele alaki bemetszesbe kell helyeznink (Horvath és Gaborjanyi,

22



2000; Legrand, 2015). A szabadfoldi gyorstesztek elvégzese kisebb hely és ideigénye,
valamint nagy tomegben elvégezhete. A gazdasagilag legjelentesebb virusokra van
lehete séguink tesztet bedllitani. Ezek kozé tartozik a Shirofugen-teszt, ami soran P. serrulata
cv. Shirfugen indikator novényen PDV és PNRSV virusokra tudunk tesztet végezni. A GF305
teszt soran P. persica cv. GF305 magoncon vagy magonc alanyon végeznek PPV, PDV vagy
PNRSV virusokra tesztet (Genti et al., 1998; Rowhani et al., 2005; Horvath és Gaborjanyi,
2000; Németh, 1979).

2.7 Ujgeneracios szekvenalas

Az Ujgeneracios szekvenalas (Next-Generation Sequencing; NGS) napjainkban egyre
elterjedtebb moddszer a virus diagnosztikdban, ami a nukleinsav szekvenaldsan és a
bioinformatikai elemzésen alapul. A modszer nagy hatékonysagu, gyors, korszere és
koltségkiméle . A ndvényvirusok diagnosztikajaban az lllumina/Solexa és a Roche 454 fajtaju
szekvenalasok a legelterjedtebbek, ezeken kivil még tébb fajtaja is létezik. Az ujgeneracios
szekvendlassal egy adott mintabol tobb millio szekvencia is leolvashatd, mivel nagy
atereszte képessége, viszont csak par szaz bazispar hosszU nukleinsav fragmentum
szekvenalhato vele (Barba et al.,, 2014). A kapott szekvencidk tovabbi elemzésére
bioinformatikai modszerekkel van lehete ségink.

A hagyoméanyos mddszerekkel ellentétben az Gjgeneracios szekvendlassal akar egy Uj
virus teljes genomja is 0sszerakhato, nincs sziikség virusspecifikus antitestekre, vagy genomjuk
egy darabjanak ismeretére, specifikus primerek tervezéséhez (Massart et al., 2014).
Magyarorszagon ezzel a modszerrel sikerilt elsekent leirni a szele Pinot Gris Virust (GPGV)
(Czotter et al., 2015b), a Cherry Virus A (CVA) és a Little Cherry Virus 1 (LChV-1) virust
(Barath et al., 2018).
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3. Anyag és modszer
3.1 RNS kivonas

Ahhoz, hogy egy mintaban vizsgalni tudjuk egy adott virus jelenlétét, eleszor ki kell
tisztitanunk a mintabol a benne talalhatd RNS-t. Ez nem csak a névényi gazda 6sszes RNS-ét,
hanem az RNS 6rokite anyaggal rendelkeze virus RNS-ét is tartalmazni fogja.

A gyejtott levelek teszteléséhez az RNS kivonast Gambino és munkatarsai (2008)
modszere alapjan végeztem. A -70°C-on tartott mintakat folyékony nitrogénbe helyeztem,
majd 150-200 mg levélmintat dorzscsészében, folyékony nitrogén hozzaadasaval
homogenizaltam. Az igy homogenizalt mintdkhoz 17 pl jégen tartott R-merkaptoetanolt
adtam, majd alapos keverés utan 850 pl 65°C-ra el melegitett CTAB extrakcids puffert
(2%CTAB+ 2,5%PVP+ 100mM Tris-HCI (pH 8,0) + 25mM EDTA+ 2M NaCl) pipettaztam.
A mintékat Eppendorf csovekbe toltéttem, vortexelés utdn 10 percig 65°C-os vizflrde ben
rézattam, kozben kézzel dontogetve kevertem. A mintdkhoz ezutan 850 pl kloroform:izoamil-
alkohol 24:1 aranyu keveréket adtam, dontdgetve kevertem, majd 15 percig 4°C-on 10.000
rpm-en centrifugaltam azokat. A mintak feltldszéjat 0j Eppendorf csovekbe pipettaztam,
ehhez hozzadmértem 800 pl jégen tartott klorofrom:izoamil-alkoholhoz (24:1), majd
dontdgetve kevertem. Az Ovatos keveresre azért van szilkség, mert a hosszd nukleinsavak a
vortexelés miatt 6sszetoérnének. Ezt kovete en 10 percig 4°C-on 10.000 rpm-en centrifugaltam.
A centrifugalas utan kialakult feltiliszébdl 450 pl-t hozzaadtam 250 pl 9M LiCl-hoz, aminek
a hatdsdra az RNS szelektiven kicsapddott, a DNS pedig a fellliszoba kerult. Déntégetve
kevertem, majd 30 percig jégen tartottam. Ezutan a mintékat 20 percig 4°C-on 13.000 rpm-en
centrifugaltam. A felilGszd ledntését kdveteen a csapadekra 450 pl 65°C-os SSTE-t (1M
NaCl+ 0,5%SDS+ 10mM Tris-HCI (pH 8,0)+ 1mM EDTA (pH 8,0)) mértem. Eres vortexelés
utdn 450 pl jégen tartott kloroform:izoamil-alkoholt (24:1) pipettaztam a mintékra, majd
dontogetve kevertem és 10.000 rpm-en 4 °C-on 10 percig centrifugéltam azokat. A
centrifugalt mintakrol 400 pl feluliszéhoz 280 ul izopropanolt és 30 pl 4M-os natrium-
acetatot mértem. Ovatosan dontdgetve osszekevertem, majd 10 percig szobahe mérsékleten
inkubaltam azokat. Ezutan 20 percig 4 °C-on 13.000 rpm-en centrifugaltam, majd ledntdttem
a fellliszot. A keletkezett csapadékra ramértem 1 ml 70%-os etanolt, 5 percig 4°C-on 13.000
rpm-en centrifugdltam, majd ledntottem az alkoholt, az esetleges maradékot pedig
torle papiron lecsepegtettem. A mintadkat 10 percig SpeedVac-ben szaritottam. Miutan a
mintdk teljesen kiszaradtak, 25 upl Milli-Q (MQ) vizben visszaoldottam, majd vortex
segitségével elkevertem azokat. Az RNS mintakat 1,2%-0s agar6z gélen vélasztottam el
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elektroforézis sorén, a kapott gélképen pedig ellenerizhettem az RNS kivonas sikerességét.
Az elektroforézishez 3 pl visszaoldott mintat 5 pl FDE festékkel és ehhez hozzéaadott 2 pl
MQ vizzel festettem meg. A mintak RNS koncentracidjat Nanodrop 2000 UV-VIS

spektrofotométerrel mértem. A méréshez 2 il mennyiséget hasznaltam fel mintanként.

3.2 Keverék keészitése a kivont RNS-ekbe |

A munka egyszere bbé és atlathatdbba tétele érdekében az egyedi RNS-mintakbdl fajta
keveréket, majd a fajtakeverékekbel egy (Ultetvény keveréket készitettem, az RNS
koncentraciok figyelembevétele mellett azért, hogy az ultetvénykeverékben minden fajta
reprezentativan legyen jelen. Tovabbiakban az igy készitett keverékekkel folytattam

munkakat. Az egyedi mintakat a kése bbi vizsgalatokhoz -70°C fagyasztoban taroltuk.

3.3 Az RNS kicsapéasa

Az RNS Kkicsapasara azért volt szilkség, hogy cstkkentsem a hasznadlandé minta
mennyiségét, viszont ndveljem a keverék koncentracidjat. A fajtakeverékek dsszemérése utan,
560 ul tltetvény keveréket kaptam. Ehhez hozzamértem 1 pl GlycoBlue-t (ThermoFisher), 30
il 4M NaAc és 1,3 ml 70% etanolt. Ezt egy éjszakan keresztil -20°C-on inkubaltam, majd 30
percig 4°C-on teljes fordulatszdmon centrifugdltam. A fellluszd eltavolitasa utan az
eppendorf aljan kialakult pelletet 70% etanollal atmostam, majd 10 percig SpeedVac

berendezéshen szaritottam és visszaoldottam 100 ml desztillalt vizben.

3.4 cDNS szintézise

A polimeraz lancreakcio (PCR: Polymerase Chain reaction) hasznalataval
lehete ségunk nyilik in vitro koérilmenyek kozott egy adott DNS vagy cDNS molekula
sokszorositdsara. Ahhoz, hogy a mintdimbol RNS o6rokiteanyaggal rendelkeze virusokat
tudjak kimutatni, eleszér az RNS-rel cDNS-t szintetizdltam, mivel a DNS-figge DNS-
polimeraz RNS templatrél nem képes szintézist végezni. Ennek sordn cDNS termék
keletkezik, ami egy olyan egyszali DNS molekula, ami a mintaban jelenléve RNS templatrol
szintetizalddik reverz transzkriptdz enzim hozzaadasaval.

Templatként az RNS mintaimat felhasznalva a RevertAid Firts Strand cDNS Synthesis
Kit (Thermo Scientific) segitségével cDNS-t készitettem reverz transzkripcioval (Czotter et
al. 2018a). Egy mintara vonatkoztatva, templatként 500 ng tisztitott RNS-t hasznaltam,
amihez 0,25 pul Random Hexamer Primert adtam, amire azért van szlikség, mert a mintaban
jelenléve Gsszes RNS-re | képes cDNS-t irni. A keverékhez annyi, nukleazoktél mentes vizet

adtam, hogy a végtérfogata 3 pl legyen, amit kése bb a reakciohoz szikséges keverékkel 5 pl-
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re egészitettem Ki. Vortexelést kdveteen 65 °C-os vizfiirde ben denaturdltam 5 percig, majd
jégre tettem a mintakat.

A reakcidhoz sziikséges keveréket a kit leirdsa alapjan 0Osszemértem, miszerint
mintanként 1 pl 5x reakciés puffert (RB: 250 mM Tris-HCI (pH 8.3), 250 mM KCI, 20 mM
MgCI2, 50 mM DTT), 0,5 pl 10mM dNTP-t, 0,25 pl RiboLock RN4&z Inhibitort, 0,25 ul
RevertAid RT enzimet mértem 0ssze.

A reverz-transzkripciot az alabbi protokoll szerint végeztem:
e 25°C 10 perc -anelléacio
e 42°C 60 perc
e 45°C 10 perc }inkubélés (cDNS szintézis)
e 70°C 10 perc -enzim inaktivalasa/denaturacio
Az elkészllt cDNS-eket tizszeresére higitottam, ezeket hasznaltam a tovabbiakban a
virusspecifikus PCR reakcidkhoz.

3.5 A cDNS mineségének ellene rzése

A reverz transzkripcid sikerességének es a CDNS mineségének ellenerzésére,
vizsgalataim soran a cDNS szintézis utdn a gazda endogén aktin mRNS-ének kimutatasara
alkalmas tesztet: aktin-tesztet végeztem. A teszt végrehajtdsdhoz PCR reakciot hasznéltam,
amely soran olyan, a Malus domestica aktin mRNS-éhez tervezett specifikus primereket
hasznaltam, melyek a Prunus fajok — igy a cseresznye és a meggy aktin mRNS-ét is képesek

sokszorozni.

AZ NCBI honlapjan megtaldlhato a M. domestica aktin mRNS szekvencidja
(AB638619.1), ami alapjan hallgatotarsam, Varga TUnde tervezett forward és a reverz
primert. A primerek tervezésekor figyelembe vette, hogy a primerek szekvenciaiban ne legyen
tul sok (<3 db) bazisismétle dés és a 3’ vég citozin vagy guanin legyen (Varga, 2016). Az

amplifikalashoz hasznalt primereket a 4. tdblazatban foglaltam Gssze.

4. tablazat: Malus domestica aktin mMRNS-re tervezett primerek

Primerek Szekcencia (5'-3") Termék hossza(bp)
Mxd_aktin-F GGAACTGGAATGGTGAAGGC 719
Mxd_aktin-R GCTCCAATTGTGATGACTTG
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A reakcidhoz a Phire Green Hot Start 1| DNA Polymerase (Thermo Scientific) enzimet
hasznaltam. A reakcidhoz sziikséges keveréket a kdvetkeze k szerint allitottam 6ssze 15 pl

vegtérfogatban (Varga, 2016).

Az alabbi protokoll 1 mintara vonatkozik:
9,4 ul MQ viz
3 pl 5x Phire Green reakcids puffer
0,75 pul Forward primer (10 uM)
0,75 pul Revers primer (10 uM)
0,3 ul 10mM dNTP
0,3 pIPhire Hot Start 11 DNA Polymerase
0,5 pul templat (10x higitasd cDNS)
A PCR reakci6t az alabbi bedllitasi protokoll szerint végeztem:
1. denaturécio: 98°C — 30 s
2. denaturécio: 98°C - 10 s
3. anellacio: 55°C - 10s
4. elongéacio: 72°C-20s
5. végse elongacio: 72°C — 1 min
A kapott PCR terméket a megfelele pozitiv és negativ (MQ viz) kontrollal egyutt 1,2%-0s
agaréz gélen elektroforézissel valasztottam el. Méretmarkernek GeneRuler 100 bp DNA

Ladder-t (Thermo Fisher) hasznaltam.

3.6 Virusok kimutatasa RT-PCR-rel

RT-PCR hasznalataval csak olyan virusok kimutatasara van lehete ségunk, amelyek
jelenlétét ismerjuk, illetve feltételezzik, valamint a virus 6rokiteanyagéat legaldbb részben
ismerjuk (Boonham et al. 2014).

A gyumolcsfakat ferteze virusok kimutatdsthoz a PNRSV kimutatasara az
irodalomban leirt primereket hasznaltam, mig a CVA és a LChV-1 virusokra specifikus
primereket (inditészekvencidkat) csoportunk tervezte. Az (j generdcios szekvenalas soran
kapott virusspecifikus kis RNS readek alapjan készitett konszenzus szekvenciakat
Osszevetettiik az NCBI/GenBank adatbazisaban szereple szekvenciakkal. A szekvenciak
illesztésevel a legkonzervativabb régidk kivalasztasaval terveztiik primereinket a PCR
reakciokhoz (Czotter et al. 2016). A harom virus kimutatdsahoz hasznalt primerek

szekvencidit, tulajdonsagait az 5. tdblazatban foglaltam Gssze.
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5. tablazat: A virusspecifikus RT-PCR reakciokban hasznalt primerek tulajdonsagai

Hossz Anellacios
Virus Gén Primer Inditészekvencia (5°-3")  |he mérseklet
(bp) )
CVAMP-FM |ATGTCGATCATACCAG
Cherry (5400) TYAAG
: MP* | 1391 62
Virus A CVAMP-Rm |TTACCTTCTGCACCAA
(6791) CYAC
Prunus — GAGTATTGACTTCACGA
N_ecrotlc Cp* 405 CCAC 56
Rings pot N CTTTCCATTCGGAGAAA
\Virus P 1TCG
_ GTTGTTAGATTCCGTCA
Little ) LChv1_9493F [
S.he m{ HSP7OR L 795 1 chvi 10288 [CAGTCGAACTACCAAG 51
ILs- R CGTTC

*MP= movement protein (mozgasi fehérje), CP= coat protein (kdpenyfehérje), HSP70h= heat
shock protein 70 homologue (he sokkfehérje 70 homolég)

A reakcidhoz szukséges keveréket a kdvetkeze k szerint allitottam 6ssze 15 pl végtérfogatban.
Az alabbi protokoll 1 mintara vonatkozik:
9,4 ul MQ viz
3 ul 5x Phire Green reakcids puffer
0,75 pul Forward primer (10 uM)
0,75 pl Revers primer (10 uM)
0,3 ul 10mM dNTP
0,3 nIPhire Hot Start 11 DNA Polymerase
0,5 pul templat (10x higitasd cDNS)
A PCR reakcidt az alabbi beallitasi protokoll szerint végeztem:
1. denaturacio: 98°C — 30 s
2 denaturacio: 98°C - 10 s
3 anellacio: x. tablazat
4. elongacio: 72°C-20s
5 végse elongacio: 72°C — 1 min

40X

A kapott PCR terméket a megfelele pozitiv kontrollal egyiltt 1,2%-0s agar6z gélen

elektroforézissel valasztottam el. Méretmarkernek GeneRuler 100 bp DNA Ladder-t és
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GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder-t (Thermo Fisher) hasznaltam. Az alkalmazott pozitiv
kontrollokat a 6. tablazatban foglaltam 6ssze.

6. tdblazat: Alkalmazott pozitiv kontrollok

Virus Pozitiv kontroll
Cherry Virus A Pannonia kajszibarack
Little Cherry Virus-1 Magyar kajszi
Prunus Necrotic Ringspot Velencei viroldgiai allomason mintazott tiinetes
Virus kajszi

3.7 kisRNS konyvtar készitése

A KkisRNS konyvtarat a TruSeq Small RNA Sample Preparation Kit (lllumina)
protokollja alapjan készitettem.

A KkisRNS-eket a levélmintakbol készitett Osszes RNS-t tartalmazd kivonatbol
tisztitottam. A konyvtar elkészitésének else lépéseként 8 %-os ureat tartalmazo poliakrilamid
gélt ontdttem, amit 100V-on 20-30 percig el futtattam, majd a zsebeket 1x-es TBE pufferrel
(trisz-borat-EDTA) atmostam. Kozben 30 pl RNS-t tartalmazdé kivonatot és 30 pl FDE
festéket 6sszemértem, majd 65 °C-on 20 percig tartd denaturalas utan jégre tettem a mintakat.
20 ul mintat pipettaztam a gél zsebeibe, majd addig futtattam 100 V-on, mig a bromfenolkék
festék elérte a gél aljat. Miutan elérte a festék a gél aljat, steril petricsészébe 60 ml 1x-es TBE
puffert ontottem, amibe 3 pl etidium-bromidot pipettaztam, majd ebbe belehelyezem a gélt és
annyi puffert téltottem még ra, hogy az teljesen ellepje. Az etidium-bromidos festésre azért
van sziikség, mert az etidium-bromid a nukleinsavak bazisai kozé interkalalédik, ami UV fény
alatt gerjeszte dik, igy ellenerizhetjik az RNS-ek jelenlétét. A kisRNS tartomanyt UV feny
alatt steril szikével kivagtam (15-30 bp, a bromfenolkek festék felett) (7.abra).

7. bra: kisRNS mérettartomanyanak kivagasa. (Czakd
David, 2017)
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Steril tevel 3-4 ponton kilyukasztottam a 0,5 ml-es Eppendorf csevet, majd ezt
belehelyeztem egy 2 ml-es Eppendorf csebe. A kivagott gél darabot 0,5 ml-es Eppendorf
cse ben 2 percig 13.000 rpm-en centrifugaltam, igy a gél atcentrifugalodott a lyukakon. Ezutan
ramértem 500 pl 0,3 M-os NaCl oldatot és egy éjszakan keresztil 4 °C-on inkubaltam.

Inkubalas utdn a mintékat atontéttem Spin X celluldz-acetétos filter csebe és 16.000
rpm-en 2 percig centrifugaltam, majd ezt a folyamatot megismételtem még egyszer. A
mintakra rdmértem 600 pl izopropanolt és 1 pl GlycoBlue-t (ThermoFisher). Ezutan 2 éra 30
percig inkubaltam a mintakat -70 °C-on, majd 4 °C-on 20 percig centrifugaltam teljes
sebességen. A felulUszo ledntéset koveteen a cse aljan kialakult pelletet kétszer &tmostam 1
ml 70%-os etanollal és SpeedVac géppel 10 perc alatt kiszaritottam. A csapadékot 20 pl ultra

tiszta vizben (Kit tartalmazza) oldottam vissza (Czotter et al. 2018b).
3.7.1 3"és 5"adapter ligalasa

A 3’és 5'adapter ligalasra azert van sziikség, mert primerként szolgalnak a kése bbi
PCR reakciok soran. Jégen hozzamértem 2,5 pl visszaoldott kKisRNS-hez 0,5 pul RA3-t (RNS
3’adapter). 2 percig 70 °C-on denaturdltam, majd jégre tettem. Az elezeleg Gsszemért
keverékbe belepipettaztam 1 pul HML-t (ligélasi puffer), 0,5 ul T4 RNA Ligase 2-t és 0,5 pul
RNASE inhibitort. Ezutdn 28°C-on 1 éran at inkubaltam PCR készulékben, majd par percre
jégre raktam. Belemértem 0,5 pl STP-t (stop solution), majd 15 percig 28°C-on inkubaltam és
jégre tettem.

Az 5"adapter ligalasahoz eleszor steril PCR csebe kimértem 0,5 pl RA5-t (RNS
5"adapter), majd 2 percig 70 °C-on denaturdltam, utana jégre tettem. Jégen tartva
belepipettdztam 0,5 pul 10 mM ATP-t és 0,5 pul T4 RNS ligazt. Alapos keverést koveteen a
keverékbe | 1,5 pl-t hozzdmértem a 3"adapter reakcidéhoz. 28°C-on 1 dran at inkubaltam PCR

készllekben, majd jegre raktam (Czotter et al. 2018b).

3.7.2 Reverz transzkripcio

CDNS készitése azért szlikséges, mert PCR reakciok soran az RNS nem hasznalhat6
templatnak. A reverz transzkripcié soran egyszali cDNS szintetizalodik (Wonderlich 2014).
Steril PCR cse be belemértem 1 pul RTP-t (RNS RT primer) és 6 pl-t a 3"-5"adapterekkel ligalt
termékbel. A keveréket 2 percig 70°C-on denaturaltam PCR gépben, majd jégre tettem.
Elkészitettem az RT reakciohoz sziikséges keveréket: 2 pl 5x reakcio puffer, 1 ul ultrapure
viz, 0,5 pl 12,5 mM dNTP, 1 pl RNase inhibitor és 1 pl Revert Aid H-reverse transzkriptaz
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hozzdadasaval. 5,5 pl RT reakcio keveréket hozzépipettaztam a 3°-5"adapterrel ligalt/primer
reakcio elegyhez, majd 1 6ran at 50°C-on PCR készulékben inkubaltam.

3.7.3 PCR amplifikalas

Az eleze lépésben szintetizalt cDNS-t RNA PCR index (lllumina) szekvenciainak
hasznalataval PCR-rel amplifikaltam. Osszemértem a PCR reakciohoz sziikséges keveréket az
alabbiak szerint: 4,25 pul MQ viz, 12,5 pl PML (PCR mix) 1ul RP1 (RNS PCR primer) és 1 ul
RNA PCR primer index. Az dsszeallitott keverékhez 6,25 pul cDNS-t pipettaztam.

A PCR reakciét a kovetkeze beallitas mellett végeztem:
denaturacio: 98°C - 30 s

denaturacio: 98°C - 10 s

anellacio: 60°C - 30 s 40X
elongéacio: 72°C-15s

o~ w0 N

vegse elongacio: 72°C - 10 min

A PCR termeket ezutan 8%-o0s nativ poliakrilamid gélen futtattam. A gél elefuttatasa és a
zsebek mosasa utan 25yl PCR terméket Osszekevertem 5 pl Orange DNA-loading dye
festékkel. Két kiilonbdze mérettartomanyu markert hasznaltam, 20 bp DNA ladder-t és 50 bp
low-molecular-weight ladder-t. A futtatast eleszér 50 V-on végeztem, amint a mintak
bejutottak a gélbe, 100 V-on addig futtattam, amig a xylén-kék festék elérte a gél aljat. Steril
petricsészébe 60 ml 1XTBE-t mértem, ebbe 3 pl etidium-bromid festéket pipettaztam majd

belehelyeztem a geélt 5 percre. Az ellenerzésképpen megfuttatott PCR termék 140-160 bp
mérettartomany kozé keril az elvalasztasnal (8. abra).

8. dbra: Ellenerze futtatas 8%-os akrilamid gélen.
(Czaké David, 2017)
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0,5 ul-es steril Eppendorf cse aljat steril tevel 3-4 helyen kiszartam, majd
belehelyeztem egy 2 ml-es Eppendorf cse be. UV fény alatt steril szikével izolaltam a kisSRNS
régiot (140-160 bp) és a kilyukasztott PCR cse be helyeztem a kivagott gél darabokat. Kétszer
ismételve, 4 percig 13.000 rpm-en centrifugaltam, majd ramértem 500 pl 0,3 M NaCl oldatot
és egy éjszakan keresztll 4°C-on inkubaltam. Az inkubécids ide leteltével a cse teljes
térfogatét atpipettaztam Spin X cellul6z-acetatos filtercse be, majd 2 percig 16.000 rpm-en,
majd felpipettaztam és megismételtem Ujra a centrifugalast. Centrifugalas utan ramértem 1 ml
cc. etanolt és 1 pl GlycoBlue-t, majd 2 déra 30 percig -70°C-on inkubaltam. Ezt koveteen 20
percig 13.000 rpm-en centrifugaltam 4°C-on. A cse aljan kialakult pelletrel ledntottem a
feluliszot és kétszer atmostam 70%-os etanollal, majd kiszaritottam SpeedVac vakuum

centrifugaval. A csapadékot 12 ul IXTBE pufferben visszaoldottam (Czotter et al. 2018Db).

3.8 Bioinformatikai elemzés

A kisRNS konyvtarak szekvenalasat az UD-GenoMed Medical Genomic Technologies
Kft. (Debrecen) végezte Illumina® HiScanSQ NGS platformot hasznalva. A kapott adatok
elemzesét CLC Genomics Workbench 11 (Qiagen Bioinformatics®) programmal végeztem.
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4. Eredmények
4.1 Ujfehértoi meggy minték virusdiagnosztikaja
4.1.1 Az Gjfehértoi torzsultetvény vizsgalata
A NAIK GYKI ujfehértoi torzsultetvényrel gyejtott levélmintakbol torténe RNS
kivonast Gambino és munkatarsai (2008) mddszere alapjan végeztem. A mintavételezés 2018-

ban tortént, a mintdzott fajtdkat a melléklet 1. tablazatdban foglaltam 6ssze. A Kkivonéas

eredményességet 1,2%-0s agardz gélen torténe elvalasztassal ellene riztem (9. abra).
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v

9. dbra: Az Ujfehértordl szarmazo meggy mintakbol tisztitott RNS mine ségének
ellene rzése 1,2% agar6z gélen torténe elektroforetikus elvalasztassal. (Czakd David, 2017)

Ezt kdvete en megmértem a mintak RNS koncentracidjat. A kivonas eredményességét
nagyban befolydsolta a mintazott fa fajtaja és a ndvényi szovet mineseége, emiatt tobb
kivonast ismételni kellett, valamint a koncentracié mérés soran nagy eltérések mutatkoztak. A
koncentraciomérés eredményenek alapjan ele szor fajtakeveréket készitettem, majd az 6sszes
fajtakeverékbe | egy Ujabb keveréket (Ultetvény keveréket) készitettem. A koncentracio-
kilonbségekbe | adddo eltérések kikiszobolésére a keverékeket Ggy készitettem el, hogy az
RNS minték egyenle mértékben legyenek jelen a keverékében. Abban az esetben, amikor egy
fajtarol csak egy farol szarmazé minta allt rendelkezésemre, nem keszitettem keveréket. A
mellékletben szereple 1. tablazat tartalmazza a keverékek koncentraciomeérésének adatait. A
tal nagy térfogatd minta elkertléséhez az RNS-t kicsaptam, és kisebb térfogatban oldottam
vissza, igy nagyobb koncentréaciot kaptam. Munkam folytatasaban ebbe | a keverékbe | KisSRNS
konyvtarat készitettem, aminek a szekvendlasa jelenleg folyamatban van, amit az UD-
GenoMed Medical Genomic Technologies Kft. (Debrecen) végez, Illumina HiScanSQ NGS
platformot hasznéalva. A tovabbiakban a bioinformatikai elemzést és a virusspecifikus PCR
reakciokat munkatarsaim altal 2017-ben a NAIK Gylimélcskutatod Intézet, érdi telephelyérs |
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szarmazd meggy €s cseresznye anyafakrol gyejtott mintakbol és szekvenalt kisRNS
konyvtarbol végeztem.

4.1.2 Ujfehértdi in vitro meggy fajtajeldltek vizsgalata

Az Ujfehérton virusmentesitett in vitro meggy fajtajeloltekre | kapott mintakbol készult
RNS kivonasokat szintén Gambino és munkatarsai (2008) protokollja alapjan végeztem, majd
a kivonas eredményességét 1,2%-0s agar6z gélen torténe elvalasztassal elleneriztem (10.
dbra). Ezt kdveteen megmeértem az izoldlt RNS koncentraciokat, amiket a fajtajel6ltek
adataival egyutt a melléklet 2. tablazatdban foglaltam 0Ossze. A vizsgalatok folytatasahoz
CDNS-t keészitettem. A virusspecifikus PCR reakciokhoz 10-szeres higitasi cDNS-t

hasznaltam.
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10. &bra: In vitro meggy mintdk RNS kivonasanak mine ségellene rzése 1,2%
agardz gélen torténe elektroforetikus elvalasztassal. (Czakd David, 2017)

A munkamat PNRSV specifikus PCR-reakcio elvégzésével folytattam. A fajtajeloltek
virusdiagnosztikajanak elvégzése azért volt sziikséges, hogy megallapitsuk, hogy mely
fajtajelOltek esetében volt sikeres a virusmentesités, melyikek esetében nem. A sikertelen
virusmentesitéseket ismételni kell, a ferte z6tt egyedeket pedig a tovabbiakban nem szlikséges
fenntartani. A vizsgalat eredményét a 11. dbra mutatja.,, amin jol latszik a fajtajeloltek
ferte zOttsége. A vart termékink 405 bp magassigdban talalhatd. A vizsgalt 11 fajtajelolt

kdzil csupan egyet talaltunk PNRSV virustdl mentesnek.
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11. &bra: Meggy in vitro fajtajeloltek PCR tesztje PNRSV virusra. (M: Thermo
Scientific GeneRuler 100 bp Plus DNS marker, -: negativ kontroll, +: pozitiv kontroll
[Velencei viroldgiai llomason mintazott tinetes kajszi]). (Czakoé David, 2017)

4.2 A NAIK GYKI érdi torzsultetvény és a Velencén zajlo virologiali
indexelés eredményeiknek értékelése

4.2.1 Mintavételezés

A mintavételezést munkatarsaim végezték 2017-ben Erden. Olyan fakrol gye jtottek
levélmintakat, melyeket 2016-ban a velencei viroldgiai laborban bioteszt kisérletekben
kezdtek el tesztelni. A fak, nehany kivételte| eltekintve, nem mutattak virusfertezés okozta
tlinetet. Phoma pomorum okozta kartétel tobb esetben el fordult (Linda 34. sor 46. fa; Valerij
Cskalov 32. sor 17. fa; Cigany 59 29. sor 1. fa; Erdi jubilleum 29. sor 11. fa). Emellett allati
karositok (Melonontha sp., Myzus cerasi) okozta kartétel (Cigany 59 29. sor 1. fa; Piramis:
36. sor 1. fa) volt megfigyelhete. A fak kondiciojukat tekintve megfelele ek voltak, a 33. sor
17. fan (Katalin) tapanyaghiany tinete volt lathatd. LChV-1-re utal6 bronzosodas volt
megfigyelhete a Germersdorfi 3 (32. sor 8. fa) és a Bigerreau Burlat (33. sor 6. fa) fajtak

esetében (12. abra).

12. dbra: Germersdorfi 3 és Bigerreau Burlat fajtakon LChV-1-re utal6
levéltunet. (Barath Daniel, 2017)
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4.2.2 Virologiai indexelés ertékelése

A NAIK Gylmoélcskutatd Intézetbel szarmazo, Velencén, viroldgiai fetesztre
Kihelyezett fak értékelése 2018-ban tortént. A bioteszten GF305, Kwanzan, vadcseresznye,
Canindex, Sam és Bing cseresznye fajtakat alkalmaznak indikatornévényként. A vizudlis
szemrevételezés sordn tobb fajta esetében tapasztalhatdé volt, hogy az alany, a szemzett
vizsgalando fajta, vagy az indikator nem eredt meg, illetve elsfordult mevelés okozta kar
miatt, hogy az adott ndvény nem volt bonitalhat6. Ennek eredményeét a 7. és 8. tablazatban
foglaltam 6ssze.

7. tAblazat: A viroldgiai feteszten léve meggy fajtak indikatornovényeinek
bonitalhatosaga

Vadcseresznye Kwanzan Canindex  Sam Bing

Indikéatorok (db) 50 50 30 30 40
Megeredt

e 50 50 27 25 39

indikatorok (db)
% 100 100 90 83,33 97,5

Ebbe | tinetet
0 15 0 0 0

mutatott(db)
% 0 30 0 0 0

8. tdblazat: A viroldgiai feteszten léve cseresznye fajtak
indikatornévényeinek bonitalhatésaga

Vadcseresznye [ Kwanzan| Canindex | Sam Bing
Indikatorok (db) 49 43 30 30 40
Megeredt
N 45 38 29 30 40
indikatorok (db)
% 91,84 88,37 96,67 100 100
Ebbe | tinetet
mutatott(db) 0 0 0 0 0
% 0 0 0 0 0

Amint a tablazatban is lathatd, a meggy fajtak indikatorai kdzil a vadcseresznye és a
Kwanzan japéancseresznye fajtak kivételével, a megeredés nem volt tokéletes. A Canindex
fajta esetében 3, a Sam fajta esetében 5, a Bing esetében pedig 1 ndveény nem eredet meg. A
cseresznye fajtdk indikatorndvényei kozil a vadcseresznye esetében 4, a Kwanzan

japancseresznye esetében 5 és a Canindex cseresznyefajta esetében 1 ndvény nem eredt meg.
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Néhany fa esetében itt is tapasztalhatd volt Phoma pomorum és/vagy allati kartétel.
Leggyakoribb a cserebogar (Melonontha sp) és a fekete cseresznye levéltete (Myzus cerasi)
kartétele volt. A Bigerreau Burlat és Petrus fajtak Canindex indikator névényen, Sunburst
fajta Sam indikatornovényen és Erdi jubilleum vadcseresznye indikatornévényen talaltunk
levéltete okozta kartételt. A tlineti megfigyelés soran nem talaltunk virusferte zésre utalo jelet,
viszont a Maliga emléke, a Piramis és az Erdi nagygyimdlcse meggy fajtak esetében
Kwanzan indikator novényen a levélszél sargulasat, a levél hlzottsagat tapasztaltuk (13.
abra). A feteszten léve egyes indikator fak adatait a melléklet 3. és 4. tablazataban foglaltam

0ssze.

13. dbra: Piramis fajtan tapasztalt klorotizalddott levélszél,
deformaltsag és huzottsag. (Czako David, 2018)

4.2.5 A kisRNS konyvtarak bioinformatikai elemzése

A kisRNS konyvtarban megtalalhatd a levélmintakbdl szarmazé ¢sszes kisRNS, nem
csak a novényi endogen szabalyz6 kisRNS-ek, hanem az RNS interferencia sorén keletkeze
siRNS-ek szekvencigjat tartalmazza. Virusfertezott fa esetén ilyenkor a jelenleve virus
szekvencidjaval megegyeze kisRNS-eket is talalunk a szekvenalt mintaban. Az érdi
torzslltetvényrel szarmazd mintakbol készitett kisRNS konyvtar szekvenalastat a UD-
GenoMed Medical Genomic Technologies Kft. (Debrecen) végezte Illumina® HiScanSQ
NGS platformot haszndlva. A kapott adatok elemzését CLC Genomics Workbench 11
(Qiagen Bioinformatics®) programmal végeztem. Ennek segitségével leheteségem nyilt a
mintaimban talalhato 6sszes jelenleve (akar ismert, akar eddig ismeretlen) virus kimutatasara.

Az elemzés else Iépéseként trimmeltem a szekvenciakat. Ennek soran eltavolitottam a
konyvtarkészités soran a kisRNS-ekhez ligalt adapterek szekvenciajat a szekvenciavégekre |
és eltavolitasra kerlltek a nem megfelele minesége szekvencidk. Ezt koveteen az atfede
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szekvenciakat tartalmaz6 kisRNS olvasatokbdl hosszabb szakaszokat épitettem dssze, amit a
bioinformatikaban ,,contig”-épitésnek neveznek (14. abra). Ennek soran hosszabb szakaszokat
kaptam, melyeket a referencia virusgenomokra illesztve nagyobb pontossaggal kaphatok

talalatot, csokkentve a hibas illesztések lehete ségét.

De Novo Assembly

14. dbra: ,,Contig” épités lllumina® platformon torténe
szekvenalas utén (httpl13)

A kapott szakaszokat raillesztettem az NCBI virus-referenciagenomokat tartalmazo
adatbazisara, igy egy talalati listat kaptam, ami megmutatta, hogy melyik virus mutathaté ki a
novenybe l. A kapott listdbol a legalacsonyabb E-value/értékre vald rendezés utan, melynek
maximumat E™ értékben hataroztuk meg, kivalasztottam a potencialisan jelenléve virusokat.
Az E-value a talalat szignifikancia szintjét jellemzi, minél kisebb az érték annal valdszine bb

egy adott virus el fordulasa. Az igy kapott talalatokat a 9. tablazatban foglaltam 6ssze.

9. tAblazat: E-value alapjan rendezett taldlatok adatai

Meggy Cseresznye
Legalacsonyabb § Contigok |Legalacsonyabb } Contigok
E-value Virus szama  |E-value Virus szama
Pepper chlorotic spot
Cherry Virus A virus isolate 14YV733
1,72E-24 31 3,80E-19 segment L 10
Pepper chlorotic
spot virus isolate Cherry Virus A
1,62E-17 14YV733 segment L 11 4,13E-08 23
Nootka lupine vein- Sweet potato leaf curl
2,14E-05 clearing virus 5 5,65E-07 Spain virus 2
Papaya lethal Grapevine Red Globe
7,64E-05 yellowing virus 9 2,14E-05 virus isolate Graciano- 9
Juncus maritimus
associated virus isolate
2,80E-05 13-FMN-1 6
Abutilon Brazil virus
6,99E-05 DNA A segment 1
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A legalacsonyabb E-értékre val6 rendezése utan, mind a két konyvtar esetében a CVA
rendelkezett a legalacsonyabb E-értékkel. Az ezen kivil talalt virusokkal val6 vizsgalatot a

kevés felillesztett szakasz miatt nem folytattam.

Ezt kdveteen kivalasztottam azt a virust, amelyikre a legtobb contigot fel tudtam
illeszteni, ami a cseresznye €s a meggy konyvtar esetében is a CVA volt. Az NCBI
GenBankbdl kikerestem a CVA referencia genomjat, majd réillesztettem a trimmelt
szekvencidkra, igy megkaptam, hogy hany read-et tudott a program felilleszteni. Minél
nagyobb lefedettséget kapunk a referenciara illeszkeds readek elemzése soran, annal
val6szine bb, hogy az illeszkede readek viralis eredeteek. A bioinformatikai elemzés alapjan
mind a kette kisSRNS konyvtarbol kimutathatd volt a CVA jelenléte. A 14. abrén lathat6 a
meggy kisRNS kdnyvtarra valo nem redundans readek illeszkedése. A nem redundans readek
illesztése soran a program az egyedi szekvenalt kis RNS-eket csak egyszer illeszti fel, mig a
redundans readek esetében az Osszes illeszkeds kisSRNS-t megjeleniti, ez lathatd a meggy
KisSRNS konyvtar esetében a 15. abran. A nem redundans illeszkedés soran a meggy kisRNS

kdnyvtarra 1474, a redundans illeszkedés soran 8218 readet tudott a program felilleszteni.

1000 2000 3000 4000 5000 000 7000
1 I I I

B
112-

Meggy_CVA_mapped
without duplicate
1474 reads

14. abra: CVA referenciagenomra torténe nem redundans readek illeszkedése a meggy
kisRNS konyvtar eseteben.

1000 2000 3000 4000 5000 8000 7000
1 1

0"
12-

Meggy_CVA_mapped
8218 reads

15. &bra: CVA referenciagenomra térténe redundans readek illeszkedése a meggy
kisRNS konyvtar esetében.

A 16. &bran lathatd a cseresznye kisRNS konyvtarra valo nem redundans readek
illeszkedése, mely soran a program 961 readet tudott felilleszteni. A 17. abran a redundans

readek illeszkedése lathato, mely soran 2813 readet tudott a program felilleszteni.
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1000 2000 3000 4000 5000 /000 7 000
| | | 1

0

12
Cserasznye_CVA_map
pad without duplicates

951 reads - - -
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16. &bra: CVA referenciagenomra térténe nem redundans readek illeszkedése a
cseresznye kisRNS konyvtar esetében.

1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000
1 | | 1 | I} |
g e e

0
13-
Cseresznye_CVA_map

pad
2813 reads

17. 4bra: CVA referenciagenomra térténe redundans readek illeszkedése a cseresznye
KisRNS konyvtar eseteben.
Munkdm folytatdsdban az illesztéseket elvégeztem a 14/2017. (Ill. 23.) FM
rendeletben meghatarozott karantén virusokra is. A karanténvirusok adatait a korabban

emlitett taldlati listabol a 10. tablazatban foglaltam dssze

10. téblazat: Karantén virusok adatai a bioinformatikai elemzés alapjan

Meggy Cseresznye

Legalacsonyabb . Contigok Legalacsonyabb . Contigok
E-v%l u ’ Virus széma? E-vgll u ’ Virus széms
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 LChVv1 29 0,003765 LChVv1 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

Az dsszefoglalt eredmények alapjan a listabdl kivalasztottam azt a virust amelyikre a legtébb
contigot tudtam illesztést végezni. Ez a cseresznye és a meggy kisRNS konyvtar esetében a
LChV-1 virus volt.
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Az NCBI GenBankbdl letoltdttem a LChV-1 referencia genomjat, majd raillesztettem
a trimmelt szekvencidkra. A bioinformatikai elemzés alapjan mind a kette KkisSRNS
konyvtarbdl kimutathato a virus jelenléte. Az 18. dbran a nem redundans readek illeszkedése,
a 19. abran a redundans readek illeszkedése lathatdo a meggy kisRNS-re. A nem redundans

illeszkedés soran a meggy konyvtarra 1201, a redundans illeszkedés soran 3862 readet tudott
a program felilleszteni.

2000 4000 6000 £000 10 000 12000 14 000 16000
| I | I I | |

|
e o e R, i o P L BT e e e e i e B RS
112Meggy_LChV- 0 0 TiLE o el A o
1_mappad without
duplicates
1 201 reads

24

37

18. &bra: LChV-1 referenciagenomra torténe nem redundans readek illeszkedése a
meggy kisRNS konyvtar esetében.

2000 4000 6000 8000 10000 12000 14000 16 000
I 1 1 1

S LR S
112 Meggy LChY- = & =3 Bl :
1_mapped 2
3 882 reads

3

1046

19. &bra: LChV-1 referenciagenomra torténe redundans readek illeszkedése a meggy
kisRNS konyvtar esetében.

A program nem redundans illeszkedés soran (20. abra) a cseresznye kisRNS konyvtarra 1165,

a redundans illeszkedés soran (21. bra) 5705 readet tudott a program felilleszteni.

2000 4000 6000 000 10 000 12000 14 000 16 000
[ | [ | 1 ]

M3-Cseresznye LChV-  © © 10 it FRrie e
1_mapped without i
duplicates
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20. abra: LChV-1 referenciagenomra torténs nem redundans readek illeszkedése a
cseresznye kisRNS konyvtar esetében.
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21. &bra: LChV-1 referenciagenomra torténe redundans readek illeszkedése a
cseresznye kisRNS konyvtar esetében.
Munkam folytatasaként az Ujgeneracios szekvendlds soran kapott virusok

visszaigazolasat vegeztem virusspecifikus primereket felhasznalva RT-PCR reakciokkal.

4.2.3 cDNS készitése és mine ségének ellene rzése ,,aktin teszttel”

A virusspecifikus PCR-reakciok elvégzesét megelezeen, a munkatarsaim &ltal 2017-
ben Erdre | gyejtott mintakbol ele ze leg izolalt RNS-ekre | else lépésben cDNS-t készitettem.
A vizsgalt meggy és cseresznye fajtak és az RNS koncentracio mérés adatait a melléklet 5. és
6. tablazataban foglaltam 6ssze. A cDNS szintézis eredményességének vizsgalatara, altalunk
»aktin-tesztnek” nevezett eljarast alkalmaztam, amely soran alma aktin mRNS-re tervezett
specifikus primerekkel PCR-reakciot vegeztem. Az alma aktin génjére tervezett
inditdszekvenciak az aktin gén nagyfoku hasonlosaga miatt sokszorozni képesek a meggy és a
cseresznye aktint is, ezért ezek a primerek felhasznalhatoak voltak az ezekre | a névényekre |
készitett cDNS mineségének meghatarozasara. Az aktin teszt eredménye a meggy mintak
esetében a 22. abran, a cseresznye mintak esetében a 23. abran lathat6. A vart PCR terméket
719 bp-nal lathatjuk, melynek meghatarozasahoz Thermo Scientific GeneRuler 100bp

markert hasznaltam.

4.2.4 RT-PCR tesztek virusspecifikus primerekkel

A virusspecifikus PCR-reakciokhoz 10-szeres higitdsi cDNS-t hasznéltam. Az
eredmeények ellene rzését 1,2%-0s agardz gelen torténe elvalasztassal végeztem. A kapott PCR
termékek meéretének azonositdsdhoz Thermo Scientific GeneRuler 100bp plus markert

hasznaltam.

A CVA kimutatéséra szolgald6 PCR-reakcié meggy mintakrdl készilt gélképe a 22.
abran, a cseresznye mintakrol készilt gélkép a 23. abran lathatdé. A virus Kimutatasara a
mozgasi feherjét kodold génszakaszra tervezett primert hasznaltam. A reakcio soran keletkeze
terméket 1391 bp-nal vartam. Az abrakon lathato, hogy a torzsiltetvényben megtalalhato a

virus, a bioinformatikai elemzést megere sitve. A cseresznye esetében a Tiinde és a Bigarreau

42



Burlat fajtakbdl, mig a meggy fajtak esetében az Erdi jubilleum, a Pandy 279 és az Ujfehértoi

furtos fajtdkbdl tudtam kimutatni a virus jelenlétét.

A karantén virusok kozil a PCR-tesztet LChV-1-re és PNRSV-re végeztem el. A
LChV1 virus kimutatadsara HSP70 he sokkfehérjére tervezett primert alkalmaztam. A vizsgalat
eredménye meggy mintadk esetében a 22. abran, cseresznye mintak esetében a 23. abran
lathatd. A terméket 795 bp-nal vartam. A bioinformatikai vizsgalat ellenére, specifikus PCR-
reakcioval nem sikerult kimutatnom a LChV-1 virust. Annak kideritésére, hogy miért nem
sikertilt PCR-reakcioval kimutatni a virust, a trimmelt szekvenciakbdl az illeszkede kisRNS-
ek consensus szekvencidjat készitettem. Ahol nem allt rendelkezésre szekvenciaadat, ott a
program N betet illesztett be. Ezt koveteen az alkalmazott primerek szekvencidjat
raillesztettem a consensus szekvenciara, hogy megtudjam mutatnak-e eltérést. A consensus
szekvencia hianyzo részei miatt sem a forward (24. abra), sem a reverse (25. abra) primer
esetében nem tudtam pontos 6sszehasonlitast vegezni, ezért sem kizé&rni, sem megeresiteni
nem tudom annak lehete ségét, hogy a kisRNS szekvenalds eredményeinek visszaigazolasa

azert nem jart sikerrel, mert a mintakban jelenleve LChV1 varians a primerek szekvencia

Ve

NC_001836.1 TCATTAATAAAAGCTTGAAGTTGTTAGATTCCGTCATTAGTCGAAATCATATCTCAAAGG 9533
10288R e 0
consesus NNNNNNNNNNNNNNTTGAAGTTGTTAGATTCCGTCATTANNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN 9529
9493F e GTTGTTAGATTCCGTCATTAR === ————————m e 21

24. abra: A forward primer illeszkedése

NC_001836.1 TTGATTCTTTAGATGAACGCTTGGTAGTTCGACTGTTATTTATATTAGACGGGGTATTTA 10313
10288R ~ —mmmmmmmmmmme e GAACGCTTGGTAGTTCGACTGm—— === ————mm—m e 21
consesus NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNTTGGTAGT TCGACTGTNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNTTTA 10309
9493F e 21

25. abra: A reverse primer illeszkedése

A PNRSV specifikus PCR-tesztet elsesorban nem a bioinformatikai elemzés
visszaigazolasara vegeztem, hanem azért, mert kivancsi voltam, hogy vajon az in vitro meggy
mintdk eres ferte zOttségehez hasonléan tapasztalok-e eres PNRSV fertezOttséget a
torzsultetvény anyafai esetében. A PNRSV vizsgalatanak eredményét a meggy mintak
esetében a 22. abra, a cseresznye mintak esetében a 23. dbra mutatja. A virus kimutatasara
kopenyfeherjét kodolé szakaszra tervezett primert alkalmaztam. A PCR-reakcidé soran
keletkeze terméket 405 bp-ndl vartam. A vizsgalat eredmenye szerint a torzsiltetvényben nem

talalhatdo meg a PNRSV virus.
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22. &bra: A meggy mintakon végzett PCR vizsgalatok gélképei. (M: Thermo Scientific
GeneRuler 100 bp Plus DNS marker, -: negativ kontroll, +: pozitiv kontroll [(CVA
Pannonia kajszi, PNRSV Velencei viroldgiai allomason mintazott tlnetes kajszi, LChV-1
Magyar kajszi]) (Czaké David, 2018)
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23. &bra: A cseresznye mintdkon végzett PCR vizsgalatok gélképei. (M: Thermo
Scientific GeneRuler 100 bp Plus DNS marker, -: negativ kontroll, +: pozitiv kontroll
[CVA Pannénia kajszi, PNRSV Velencei virologiai allomason mintazott tiinetes kajszi,
LChV-1 Magyar kajszi]) (Czako6 Déavid, 2018)
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5. Kbvetkeztetések és javaslatok

A Velencei Virolégiai Laboratorium kisérleti tertletén beéllitott feteszt tineti
megfigyelésének Osszevetése az ugyanarrol az anyafardl gye jtott mintak NGS eredményeivel
mindenképpen fontos informécidkkal szolgal a jove diagnosztikai eljarasainak
kidolgozasaban. A bioteszt nagy tér-, munka- és ideigenye miatt felvete dott a kérdés, hogy
szerepet véllalhat-e az Ujgenerécids szekvenalds a virusmentesitési folyamatok ellene rzésére
virusdiagnosztikara beallitott biotesztek felvaltasaban. A kapott eredmények alapjan a bioteszt
érzékenysege nem minden esetben kielégite és nem minden esetben egyezik az ujgeneracios
szekvenalds eredmenyeivel. A biotesztben megjelens hibalehete ségek: idejarasi tényezek,
me velési karok, félrevezete tlinetek, az adott virusferte zésre tolerans indikator zavarhatjak a
vizualis értékelés megbizhatdsagat. A novények bonitalhatosdgat komplikalttd teszi, ha az
alany, vagy az indikatornévény a szemzes, me velés soran bekovetkezett serilés miatt, vagy a
jelenleve virus fertezése miatt nem eredt meg. Emellett meg kell emliteni a szantofoldi
biotesztelés sordn korlatozott mertékben rendelkezésre all6 vizsgalati teriletet, ami a
csemeték talajuntsdgahoz, tapelemhianyahoz vezethet, tovabb novelve a bonitélas
hatékonysaganak csokkenését. A talajok eltére tapanyagellatottsaga nem egyenletes, ami a

ndvények méretbeli kiilonbségét és fenotipusos eltéréseit eredményezheti.

Az Gjgeneracios szekvenalas teret nyit mar ismert és ismeretlen virusok kimutatasara
is. Alkalmazasa sordn minden esetben szem elett kell tartani, hogy olyan virusok
diagnosztikajara kell koncentralnunk, amik tényleges gazdasagi kart képesek okozni. Az U
vagy az adott orszagban eddig ismeretlen virusokrdl - amik jelen vannak és voltak - egyelere
kevés informacio all rendelkezésunkre. Ide tartozik a Cherry Virus A, mely jelenlegi
ismereteink szerint kevert ferte zés soran mas virusok altal okozott tlineteket felere sitheti, de

tényleges gazdasagi jelente ségére | egyele re kevés informéacio all rendelkezéstinkre.

Tovébbi vizsgélatokat igényel a bioinformatikai vizsgalatok alapjan kimutatott LChV-
1 PCR-reakcioval torténe visszaigazolasa. Az altalam hasznalt HSP70h fehérjet kodold
régiora tervezett primerpar mellett mas primerek hasznalataval mindenképpen meg Kkell
ismételni a vizsgalatot. A korokoz6é kimutatdsa igen nehéz feladat, egyes esetekben
tinetmentes maradhat a fertezés. A LChV1- virus kimutatasara rendelkezéslinkre &llnak
indikator novények, viszont, kilénbdze izolatumok eltére tlineteket mutathatnak eltére
indikator ndévényen, példaul a V2356 izolatum Shirofugen japancseresznye fan okozza az

ugynevezett ’Shirofugen stunt disease’ betegséget (Candresse et al., 2013), mig az ITMAR
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izolatum Kwanzan japancseresznyén okozza a ’Kwanzan stuning syndrome’ tiineteit (Matic et
al., 2009). A hatékony diagnosztizalast tovabb neheziti, hogy LChV-1 rendkivil varidbilis, a
virus nagyfoku genetikai diverzitasat irtdk le (Katsiani et al., 2018), ami megneheziti az RT-
PCR-rel torténe visszaigazolast, mivel a magas mutacios rata lehete vé teszi olyan variansok
létrejottét, melyek szekvencidja pont ott mutat eltérést, ahol a primerek kote dnének a templat
DNS-hez. Cseresznye faban kimutattak a LChV-1 kilonb6ze genotipusai altal okozott kevert
ferte zést (Katsiani et al., 2018).

Osszefoglalva eredményeimet megallapithatjuk, hogy a valdban virusmentes
szaporitéanyagok ele allitasahoz mindenképpen sziikséges a virus diagnosztikajanak tovabbi

tokéletesitése.

46



6. Osszefoglalas

A nagy gazdasagi jelente séggel rendelkeze csonthéjas gyiimdlcsfajtakbdl virusmentes
szaporitbanyag eleallitisa  megkerllhetetlen és  nélkuldzhetetlen feladat. Ennek
elengedhetetlen eleme a megfelele diagnosztikai és virusmentesitési eljaras alkalmazéasa és

virusmentes torzsultetvény fenntartasa.

Munkam celja a NAIK Gyumoélcskutato Intezet Gjfehertoi telephelyén virusmentesitett
in vitro meggy fajtajeloltek és az Gjfehértdi meggy torzsiltetvény virusdiagnosztikdja. A
begye jtott levélmintdkbdl RNS kivonast végeztem, az in vitro mintak virusdiagnosztikajat
RT-PCR-rel végeztem el, mig a torzsiultetvenyrel szarmazé mintakbol RNS kivonast
kdveteen az Ujgeneracids szekvenalas (NGS) elvégzéséhez kisRNS konyvtarat készitettem.
Az in vitro meggy fajtajeloltek PNRSV virusra specifikus PCR-reakcidjanak
eredmeényeképpen a fajtajeldltek nagyfoku  ferte zOttseget ~ allapitottam meg. A
torzsultetvényre | szarmazé mintakbol készitett kisRNS konyvtar Gjgeneracids szekvenalasa

jelenleg folyamatban van.

A munkam tovabbi célja az NGS érzékenységenek 0sszehasonlitasa, a hagyomanyos
bioteszttel szemben. Ehhez munkatarsaim &ltal 2017-ben a NAIK Gyumdlcskutatd Intézet,
érdi telephelyére | sz&rmazdé meggy és cseresznye anyafakrol gye jtott mintakat vizsgaltam. A
gye jtott mintakrol kordbban mar elkészitett kis RNS kdnyvtar bioinformatikai elemzését én
vegeztem. A mintazott fakrél 2016-ban a Velencei Virologiai Laboratérium fetesztet allitott
be a kisérleti teruletén, ahol 2018. juliusdban tuneti felmérést végeztiink. A feteszten végzett
tineti felmérés nem mutatott virusferte zésre utald jelet. Az Erdrel szarmazo mintak
bioinformatikai elemzése kimutatta a torzslltetvény CVA fertezottséget. Munkam
folytatasaban bioinformatikai vizsgalatot végeztem a torzsultetvényben megtaldlhato, a
14/2017. (111. 23.) FM rendeletben meghatarozott karanténvirusok kimutatasara. Ennek soran
az ultetvény LChV-1 ferte zOttségét allapitottam meg. A kimutatott virusok visszaigazolasat
adott virusra specifikus PCR-reakciokkal végeztem. A CVA esetében bebizonyitottam az érdi
torzsultetvény ferte zottségét, viszont a LChV-1 visszaigazolasa nem jart sikerrel. A LChV-1
ferte zOttség bizonyitasara tovabbi vizsgalatok sziikségesek, melyeket (j primerek
felhasznalasaval fogunk végezni. Az Cjfehértoi in vitro fajtajeloltek eres PNRSV
ferte zottségenek miatt elvégeztem a PNRSV specifikus PCR-tesztet ezen mintakon is, ami
megers sitette a bioinformatikai vizsgalat eredményét, egyértelme en kimutatta, hogy PNRSV

virussal az érdi torzsultetvény nem ferte z6tt.
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Melléklet

1. tablazat: Ujfehértoi torzsiltetvényre | szarmazé meggy mintak adatai
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2. tablazat: In vitro meggy fajtajeloltek adatai

Sorszdm |Fajta konc. (ng/pl)
1 D kései 2 | 58,8
2 D Kései 6 G 118
3 VN7 8/2=4 181,4
4 |VN78/2 5 2219
5 |VN78/86 57,2
6 |UN78/81 318,3
7 JT23/1 11 104
8 T2 3/1=12 287
9 |129/458B 129,4
10 |T29/4 11 96,1
11 |129/5 31 35,9
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3. tablazat: Meggy fajtak indikatorainak megfigyelése

Sorszam

Fajta

Sor

Fa

Eredmélny

Indikéatorok

Vadcseresznye)

Kwanzan

Canindex

Sam

Bing

11

Cigany 59

29

teszten

5

[¢,]

megeredt

tlinetek

12

Ujfehértoi
flrtds

30

teszten

megeredt

tlinetek

13

Erdi beterme

31

teszten

megeredt

tlinetek

14*

Debreceni
be terme

32

teszten

megeredt

tlnetek

15

Erdi jubileum

29

teszten

megeredt

tlinetek

16

Kéntorjanosi

teszten

megeredt

tlinetek

17

Erdi
nagygyimaolcse

teszten

megeredt

tunetek

18

Piramis 36/1

36

teszten

megeredt

tlinetek

19

Pandy 279

29

13

teszten

megeredt

tlinetek

20

Maliga emléke

29

19

teszten

megeredt

tinetek
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4. tablazat: Meggy fajtak indikatorainak megfigyelése

Indikatorolke
Sorszam Fajta Sar Fa Eredmeny
Jadezerezzny Ewmzan | Canindex Sam Bing
teszten 3 3 3 3 4
1 Ge:::;‘d 32 1 masaradt 4 3 3 3 4
tinstek 0 0 0 0 0
) . ta=zten 5 4 3 3 4
2 ;t . 32 17 megersdt 3 3 3 3 4
tinatalc 0 0 0 0 0
. teszten 3 4 3 3 4
3+ B‘E""E - 33 1 — 4 4 3 3 4
urlat
tinstek 0 0 0 0 0
tesztan 5 5 3 3 4
4 Katalin 33 17 measeradt 5 1 3 3 4
tinatelc 0 0 0 0 0
teszten 5 3 3 3 4
= Sunburst i3 33 masaradt 5 5 3 3 4
tinstel 0 0 0 0 0
tesztan 5 4 3 3 4
6 Carmen M 12 mesaradt 5 4 3 3 4
tinatelc 0 0 0 0 0
teszten 4 4 3 3 4
7 Vera M 23 mazeradt 4 4 2 3 4
tinatalc 0 0 0 0 0
teszten 3 4 3 3 4
8 Timde 3 34 mazeradt 5 4 3 3 4
tinstek 0 0 0 0 0
ta=zten 5 5 3 3 4
8 Petrus 3 44 masaradt 5 5 3 3 4
tinatalc 0 0 0 0 0
teszten 3 3 3 3 4
10 Linda 3 46 megeradat 5 5 3 3 4
tinstek 0 0 0 0 0

* anyafikat kivagtak
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5. tablazat: Erdi torzsiiltetvényre | szarmaz6 meggy mintak adatai

Sorszam Fajta Sor Fa Fajtakeverek
konc. (ng/ul)
1 Cigany 59 28 1 100,8
) Ujfehértoi furtds 30 1 382.9
3 |Erdi be terme 31 1 248 4
Debreceni
b sterme * 32 !
4 |Erdi jubilleum 29 7 390,2
5 Germersdorfi 7 9 371,1
Erdi
nagygyimolcss * / 3
6 Piramis 36 1 288,5
7 Pandy 249 29 13 280,7
8 Maliga emiéke 29 19 190,3
9  |Erdi jubilleum 29 11 146,5
10 Ujfehértoi furtds 30 3 444.7
11 |Erdi be terme 31 5 88,8

* anyafékat kivagtak

6. tablazat: Erdi torzsiltetvényrs | szarmazo cseresznye mintak adatai

Sorszdm Fajta Sor Fa Fajtakeverek
konc. (ng/pl)
1 Germersdorfi 3 32 1 218,9
Valerij Cskalov 32 17 551,5
Bigerreau
Burlat* 33 .
3 Katalin 33 17 322,5
4 Sunburst 33 33 4443
5 Carmen 34 12 428,8
6 \era 34 23 423
7 Tinde 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
* anyafakat kivagtak
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Kornyezettudomanyi Kar Novényorvos MSc szak végze s hallgatdja nyilatkozom, hogy
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