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1. Bevezetés

A novénytermesztés alapjat a mindségi szaporitdbanyagok jelentik. A vegetativan
szaporitott fajok prebazis és bazis anyandvény-jeldltjei esetében fontos igazolni, azok zarlati
kartevoktol és betegségektdl valdo mentességét. Almafak esetében a kovetkezd négy karantén
virustdl kell a szaporitbanyagnak mentesnek lennie: az alma torzsbarazdaltsag virus, alma
klorotikus levélfoltossag virus, almamozaik virus és az alma torzsgddrosodés virus. Az

ellenérz6 vizsgalatokat jelenleg indikatorndvényeken végzett bioldgiai tesztekkel végzik.

A kutatdsom sordn az almafa virusok kiilonbozé diagnosztizalasi moddszereit, a
szabadfoldi biotesztet, és a nagy ateresztOképességii szekvenaldssal torténd virusdiagnosztikat
hasonlitottam Ossze. A szabadfoldi bioteszteket a NEBIH NTAI Velencei Virologiai
Laboratorium telephelyén allitottak be 2016-ban 10 fajtara. A bioteszt 2. éves eredményeit 11
indikatorfajtan 2018 nyaran értékeltiik. A tesztelt 10 anyafa kis RNS alapu szekvenalasa 2017-
ben tortént, én a szekvenalas adatait elemeztem bioinformatikai modszerekkel. A kapott
eredmények visszaigazolasahoz a mintakbol RNS-t vontam ki, majd cDNS-t készitettem
beldliik a PCR alapu detektalashoz. Az RT-PCR reakcidét mindegyik virus esetében elvégeztem,
a kapott eredményeket nemcsak a nagy ateresztOképességii szekvenalas, hanem a bioteszt

eredményeivel is Osszevetettem.

Kutatasom célja volt 6sszehasonlitani a kiilonb6z6 ellenérzési eljarasokat, a modszerek
elényeit és hatranyait, mely a késdbbi szaporitdbanyag ellendrzéseket jelentdsen

megkonnyitheti.

Munkdm sordn a szabadfoldi biotesztek eredményeit hasonlitottam Ossze egy
molekularis technika, az RT-PCR-rel, és egy j modszer, az nagy ateresztOképességi

szekvenalassal szemben.



2. Irodalmi attekintés

2.1. Virusok altalanos jellemzése

A virusok olyan parazita szervezetek, melyek sulyos megbetegedéseket okozhatnak
mind az emberekben, az éallatokban, és a ndvényekben is, mégis kutatdsukkal a tudomany a
XIX. szazadban kezdett el foglalkozni (Horvath és Gaborjanyi 2000). A névényi virusok ennél
mar sokkal régebben részesei voltak életiinknek. Az elsé irasos feljegyzés egy versben talalhato,
melyet 752-ben irtak. Az 1600-as években késziilt szamos nyugat-eurdpai festményen
megfigyelhetdk kiilonbozo szin foltos tulipanok, melyek egy virusfertdzés kovetkeztében valtak

ilyenné (Salamon 2007, Hull, 2014).

A virusok az €16 anyag szervezddésének legegyszeriibb formai, sajat energiarendszerrel
nem rendelkeznek. A virusok nukleinsavbol és fehérjeburokbol allnak, ezt a burkot lipoprotein
hartya (capsid) hatarolja néhiny esetben. Onallé szaporodasra nem képesek, a gazdaszervezet
sejtjeit hasznaljak erre a célra. Nem rendelkeznek sajat anyagcserével, a gazdasejtet hasznaljak sajat
replikaciojukhoz. Ez a folyamat hat szakaszra bonthatd, az adszorpciora, penetraciora,
dekapszidaciora, eklipszisre, maturaciora és kiszabadulasra. A virusok élete két szakaszra
bonthatd, inaktiv, azaz sejten kiviili nyugalmi allapota (virion), és sejten beliili Onmagat
megsokszorozo vegetativ szakaszra (Glits és Folk 2001, Balint 2006). A virionok felépitése kétféle
lehet, helikalis vagy izometrikus, a helikalis virusok tovabbi két csoportba oszthatok alakjuk
alapjan, amely lehet palcika vagy fonal. Csoportosithatjuk ¢ket nukleinsav alapjan, RNS-t vagy
DNS-t tartalmazo virusokra, illetve, hogy egy (single)- vagy kétszaltiak (double stranded) (Viranyi
2010, Cann 2016)

A nukleinsavak iranyultsadga lehet negativ vagy pozitiv.

Class
| Il 11 v vV VI VI

ssFANA-RT
DHATNA

mRNA

1. abra: Virusok csoportositasa (httpl)
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Jelenleg 189 nemzetségbe (166 nemzetség ¢s 23 csaladi hovatartozasat még meg nem
allapitott nemzettség (1. tablazat)), tobb mint 3600 virusfajrol szamol be az univerzalis virus
taxondmiai rendszer. Ez a rendszer négy kritériumra épiil: (1) a virusgenom tipusa, (2) a
virusgenom egy- vagy kétszalusaga, (3) a forditott transzkripcid (atiras) lehetdsége, (4) a
virusgenom polaritdsa. A legijabb virus taxondmiai kiadvany a virusokat f6 gazdanovényeik
alapjan csoportositja. A ndvénypatogén virusokat 12 csaladba osztjak, ezen beliili 51 nemzetség

talalhatd, ebbdl 34 ndvényi.

1. tablazat: A novénypatogén virusok csaladjai, nemzetségeinek szama/névénypatogén
nemzetségek (Horvath és Gaborjanyi 2000)
Bromoviridae Bunyaviridae Closteroviridae | Comoviridae Geminiviridae
5/5 5/1 2/2 3/3 3/3

Luteoviridae Partitiviridae Potyviridae Reoviridae 9/3 | Rhabdoviridae
3/3 4/2 5/3 5/2
Sequiviridae Tombusviridae | Osszesen: 12

2/2 5/5 51/34

A virus-gazda kapcsolat csak valamilyen vektor

segitségével

alakulhat ki.

Terjesztésiikben a legfontosabb szerepet a rovarok jatsszak, de terjesztdik kozott lehetnek
parazita fajok (Cuscuta spp.) vagy talajlako gombak példaul az Polymyxa betae vagy a
Spongospora fajok (Campbell, 1996). A novénypatogén virusok terjesztéinek 87%-a szivo- és
13%-a ragd szajszervii. Legnagyobb szdmban a levéltetvek, utdnuk a kabodcdk allnak.
Kapcsolatuk a betegségekkel harom féazisban irhato le: a virus felvételére, hordozasara,
leadasara (2. 4bra). Atvitel szempontjabél négy csoportba oszthatjuk oéket, mely szerint
megkiilonboztetiink, nem perzisztens, szemiperzisztens, cirkulativ és propagativ virusokat

(Armijo et al. 2016).



2. abra: Virusvektorok (http2)

A nem perzisztens virusok esetében a korokozé az allat szipokajara tapad, igy az rogton
fertozoképes lesz, ahogy egy egészséges novényre keriil. A vektor a korokozét két-harom
szivogatas idejéig hordozza, ezutan elvesztik terjesztd képességiiket. A virusok a levél
parenchimaban lokalizalodnak, mozaikos tiineteket okoznak, mechanikailag konnyen atvihetok

(pl.: burgonya Y-virus (potato Y potyvirus).

A szemiperzisztens virusok atmenetet képeznek a perzisztens és nem perzisztensek
kozott. Atvitelilk mechanikailag nem, vagy nehezen lehetséges pl: répa sargasag closterovirus
(BYV).

A cirkulativ vagy perzisztens virusok a floémban helyezkednek el, igy egyszeri szivas
alatt nem vehetdk fol, hosszabb szivogatas sziikséges. Sargasag tipusu tiineteket okoznak, és
mechanikailag alig, vagy nehezen viheték at. A propagativ virusok a cirkulativ virusok k6zé
tartoznak. Ezen csoportba tartozo korokozok képesek a szaporodni a terjesztdjiikben, gyakran
benniik is tiineteket okoznak. A vektorok tojasai is gyakran fertézottek, s az allatok egész
¢letilkben hordozok maradnak. Ebbe a csoportba tartozik példaul a burgonya levélsodrodas virus
(PLRV- vektora a Myzus persicae) vagy a Maize mosaic nucleorhabdovirus (MMV- vektora
Peregrinus maidis) (Barandoc-Alaviar et al. 2016).

Amennyiben a virus inokulacid sikeres volt, megkezdddik a fertézés. A fehérjeburok
levalik, igy szabadda valik az RNS, mely magéaban képes meginditani a fertézést. A virus RNS

megkezdi a sokszorzodast a gazdasejt segitségével. A sikeres fertézés szimptomakban
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nyilvanul meg, melynek megjelenési idejét tobb tényezd is befolydsolja. Az elsd tiinet

megjelenése €s a fert6zés kozt eltelt id6t nevezziik inkubacids idének.

A szimptomékat két nagy csoportra oszthatjuk, szemmel lathatd, és szemmel nem
lathatokra. A szemmel lathato, vagy mas néven makroszimptomas csoport tovabbi két csoportra
oszthato, lokalis (3. abra) és szisztemikus (4. abra) fertézésre. Masik csoportositasi forma a

novény fertdzési helye alapjan torténd.

Egy kompatibilis kapcsolatban 1étrejott lokalis fert6zés esetén helyi nekrozisok és/vagy
elszinezddések keletkeznek, ezeket lokalis 1ézidknak nevezziik. Ezen 1€ziok mérete, alakja és

szine igen valtozatos.

3. abra: Lokalis tiinetek (Horvath és Gaborjanyi 2000)

Szisztemikus fert6zés esetén a tlinetek megjelenéséig sokkal tobb id6 telik el, mint
lokalis fert6zés esetében. A lagyszara ndvények hamarabb mutatjak, mint a fasszaruak,
valamint a fiatal novények fogékonyabbak, mint az idések. A leggyakrabb szisztemikus tiinetek
a mozaik, érnekrozis, érkivilagosodas, holyagosodds, madarvanyozottsag, levéldeformacio,

pafranyleveliiség, kinovések (Horvath és Gaborjanyi 2000).



4. abra: Szisztemikus tiinetek (Horvath és Gaborjanyi 2000)

2.2. Az almafélék jelentosebb virusos betegségei

A Malus, mint alma vagy almafa nemzetség, a rozsafélék csaladjaba tartozik. A
nemzetségbe tartozo fajok az egyik legrégebb Ota termesztett ndvényeink, melyet akar egész
évben, mindkét foldtekén eredményesen termesztenek. A 15 almafajbol 2 Europabol, 4 Eszak-
Amerikabol és a tobbi Azsiabol szarmazik. Beltartalmi értékei alapjan az egyik
legkiegyenstlyozottabb gylimdlcsiink, melyet minden korban fogyaszt az ember. Az
almatermesztés korszeriisitése az elmult évtizedekben nagy iitemben fejlodott, mely az integralt
védekezési mod hasznalataval valt lehetévé. Magyarorszagon még nem folytatnak ilyen szintli

kornyezetbarat termesztéstechnoldgiat.

2. tablazat: Magyarorszag éves almatermelése. (http3)

2014 | 779850 | tonna
2015 | 511460 | tonna
2016 | 497108 | tonna
2017 | 459612 | tonna




3. tablazat: 14/2017. (I11. 23.) FM rendelet, Malus Mill. vizsgalati koteles karositoi

Virusok Viroidok

Alma  klorotikus  levélfoltossag  virus | Alma gylimolcshegesedés viroid (ASSVd)
(ACLSV)
Alma torzsbarazdaltsag virus (ASGV) Alma gytimolcsgondorédés viroid (ADFVA)

Alma torzsgddrosodés virus (ASPV)
Alma mozaik virus (ApMV)

Virusszerii betegségek

Fapuhulés, dglaposodas

Alma patkos kéregpusztulas virusszerii
betegség: A gylmolcs betegségei: apro
termés, z6ld rancosodas, a Ben Davis fajta
gylimolcsének egyenetlen felszine,
megvastagodott héj, csillagszerli repedés,
vordsesbarna gytrik, vordsesbarna

szemolcsszerl foltok

2.3. Gyiimolcs szaporitoanyagok eléallitasa és forgalomba hozatala
A novényfajtdk allami elismerésérdl, valamint a szaporitdanyagok eldallitasarol és

forgalomba hozatalarol a 14/2017. (111. 23.) FM rendelet rendelkezik (http4).

A gyiimoles szaporitdbanyagok eldallitasaval, forgalomba hozatalaval kapcsolatos
ellendrzései feladatokat a NEBIH, a novénytermesztési hatiskorében eljard jarasi hivatal,

valamint a névény- és talajvédelmi hataskorben eljaro jarasi hivatal latja el.

Gytimélcs szaporitdanyagot faiskoldban vagy madas szaporitdsra engedélyezett
iiltetvényben szabad eldallitani, valamint csak a hazai Nemzeti Fajtajegyzékben elismert

fajtakat szabad szaporitani (14/2017. (111.23) 3.§ (1), (2) bekezdés).

A certifikaciés rendszerben torténd szaporitéanyag akkor mindsithetd, ha a
szaporitdanyag eldallitasat szolgaldé anyanovény megfelel a fajta leirasanak, és ez ellendrzésre
kertilt, a szaporitdanyag fenntartasa az e rendeletben foglaltak szerint torténik, a szaporitdanyag
megfelel az egészségi allapotra vonatkozo, e rendeletben meghatérozott kovetelményeknek, a
szaporitdanyag termesztési koriilménye - a rovarmentesen termesztett prebazis anyandvény €s

szaporitdanyag kivételével - megfelel a talajra vonatkozo, e rendeletben meghatarozott
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kovetelményeknek, a szaporitdanyag megfelel a mindségi hibak tekintetében az e rendeletben
anyanOvénybdl szaporitottdk, a szaporitasra vonatkozd, e rendeletben meghatarozott egyedi
feltételek teljesiilnek, az oltvany szaporitasi fokozatat az alacsonyabb szaporitasi fokozata

komponens hatarozza meg (14/2017. (I11.23) 7.§ (1) bekezdés).

Az anyandvény ¢és szaporitdoanyag fenntartasara vonatkozd kovetelmények a
certifikacios rendszerben a prebazis anyandvényeket és szaporitdanyagokat olyan, az érintett
nemzetségek vagy fajok szamara kijelolt, rovarmentes létesitményekben kell fenntartani,
amelyek az eldallitasi folyamat soran biztositjak a légbeli vektorok altali vagy barmely egyéb

lehetséges forrasbol eredd fert6zést6l valo mentességet (14/2017. (111.23) 8.9).

Forgalomba hozni csak a NEBIH, illetve a ndvény- és talajvédelmi hataskorben eljaro
jarasi hivatal altal ellendrzott gytimoles szaporitdoanyagot szabad, az ellendrzésnek pedig a a
novény-egészségligyi feladatok végrehajtasanak részletes szabalyairdl szo6ld jogszabalyban

el6irt novény-egészségiigyi kovetelmények alapjan kell torténnie (14/2017. (111.23) 14.8).
2.4. Karanténvirusok jellemzése

2.4.1. Alma klorotikus levélfoltossag virus (ACLSYV)
Az Alma Kklorotikus levélfoltossag virus (Apple chlorotic leaf spot virus) a

Betaflexiviridae csaladba, azon beliil pedig a Trichovirusok kozé tartozik.

Helikalis szimmetriaval rendelkeznek, a virionok mérete 640-760 nm hosszu és 12 nm

széles. A virion linedris, pozitiv, egyszalu RNS-sel rendelkezik.
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5. abra: Trichovirusok virionja és genomszervezédése (http5)

Gazdanovényeik egyarant a citrusfélék, az almaterméstiek, a csonthéjasok is lehetnek
(http6). Terjedése szemzéssel és oltassal torténik (Garcia-lbarra et al. 2010). A betegség
valtozatos tiineteket mutat, melyek lehetnek barnads-vordses szinli kéreghasadas, kambium
pusztulas, illetve hajtaspusztulds, nekrotikus vagy gylrlis foltok gazdandvénytdl fiiggden.
Jellemzéen szilvan, cseresznyén, meggyen, valamint kajszin a termést tamadja, mig
Oszibarackon mar megfigyelhetd a nekrozis a torzson is. Napjaink jelentds almafajtai esetében

latens fert6zés jelentkezik (Németh 1979).

A Trichovirus nemzetséget tijabban a Nidovirales rend Barnaviridae 01j viruscsaladjaba

soroltak (Pringler 1998).

2.4.2. Alma torzsbarazdaltsag virus (ASGV)
Az Alma torzsbarazdaltsag virus (Apple stem grooving virus) a Betaflexiviridae csaladba, a
Capillovirus genusba tartozik. A Capillovirusokra jellemzéen 640 nm hosszu és 12 nm széles
virionnal rendelkezik, mely linearis, pozitiv, egyszala. Ezek a virusok legalabb harom fehérjét
kodolnak (Hisae 2003). Vilagszerte elterjedtek, gazdandvénykdoriik megegyezik az ACLSV-nal
leirtakkal. A betegség tiinete jellemzden a nekrotikus foltok kialakulas. Terjedése torténhet

mechanikusan vagy maggal, nincs ismert vektora (http7, http8).

12



2.4.3. Alma torzsgodrosodés virus (ASPV)

Az ASPV, azaz Apple stem pitting virus szintén a Betaflexiviridae csaladba, tartozik,
de a Foveavirus genusba (http9). Linearis, pozitiv RNS-sel rendelkezik, mely 6t fehérjét kodol.
Virionja legalabb 800nm hosszl, 12-13 nm széles. Gazdandvényei az almatermésiiek, a
Chaenomeles japonica (CNMJA, Valodi japanbirs), Cydonia oblonga (CYDOB, Birs), Malus
domestica (MABSD, Alma), Pyrus communis (PYUCO, Korte) fajok (Govind P. Rao, Arben
Myrta, Kai-Shu Ling 2008). Egyarant jellemz6 ra a mozaik és a gytrisfoltossag is (httpl0,
Hadidi 2011).

2.4.4. Alma mozaik virus (ApMYV)
Az Apple mosaic virus a Bromoviridae csaladba, az llarvirusok k6zé tartozik, melyek
virionjai ikozaéder szimmetriajiiak, amelynek 29 nm hosszl az atmérdje. A virionok belsejében

harom genomi és egy szubgenomi egyszali RNS molekula van (Horvath és Gaborjanyi 1999).

=3
GENOME
RNA-1 (3.4kb) o, TNA-3(2.2kb)
5| ORFia F-3oH S M |—{NOREBIE— 3-OH
RNA-2 (3.1kb) o o_l__y_OH
So—{ “ORF2a , 3-OH
T ' mlg_ sgRNA-4 (1.0kb)

6. abra: llarvirusok virionja és genomszervezédése (http5)

Gazdanovényei igen valtozatosak, melynek kdszonhetden az egész vilagon elterjedt.
Képes fertézni mind fas-, mind lagyszart novényeket is, de legjellemzébb a Malus domestica
(MABSD, Alma) ¢és Rubus idaeus (RUBID, Malna) fajtak fert6zése (httpll). A tiinetek
lehetnek levél deformalodasok, elszinezddések, okozhat rozettas levélallast vagy a teljes

novény torzulast (Grimova et al. 2016, httpll). A gazdanovénytdl fiiggetleniil kiilonbozo
13



formaju nekrotikus de foként klorotikus elszinezddések jelennek meg a leveleken. A tiinetek

nyaron latensek (Grimova et al. 2016).

2.5. Novényi biotesztek
Napjainkban a virusok meghatarozasara mar szamos modszert alkalmazhatunk, melyek
lehetnek szerologiai vizsgalatok, RNS alapi vizsgédlatok vagy szabadfoldi biotesztek

alkalmazasa.

A tesztnovényes viruskimutatds modszere egyiitt fejlodott a  virologiaval,
sziikségességilk még a gyorstesztek megjelenésével sem csokkent, ugyanis a biotesztek
jelentdsége fOleg abban van, hogy a virusok patoldgiai tulajdonsagai csak tesztndvényeken
vizsgalhatok, és eredményei bizonyos esetekben megbizhatobbak, mint a szerologiai és egyéb
vizsgalatoké. A biotesztek 1ényege, hogy virusfertézésre érzékeny tesztndvényeket inokulaljak
a vizsgalni kivant korokozoéval. A fasszaru tesztnovények hasznalata a virusdiagnosztikdban
draga; sok kézi munkat, helyet és id6t igényel (Horvath és Gaborjanyi 2000, Bunikis & Barbour
2002, Legrand 2015).

Az 5/1988. (IV. 26.) MEM szamu rendelet 8. melléklete szerint az allami mindsitésre
bejelentett, a mar koztermesztésben levd €s a kiilfoldrdl behozott novényfajtak virustol és
virusszerli szervezetektél vald mentességének megallapitasat, fertdzottségiik esetén a
koérokozoktol valo mentességiiket a minisztérium altal eldirt és egységes modszerekkel kell
elvégezni. Ezeket a specidlis vizsgalatokat a ndvényvédelmi és agrokémiai allomasok
szakemberei végzik (Bach és SzOnyegi 1996). A tesztelés idétartama, a telepités és szemzés
évét is beleszdmitva, 4 év. A bonitalasok az almastermésiieknél juniustol szeptember kozepéig

tartanak.

Alma virusok kimutatasara tobbféle bioteszt is alkalmazhatd, ezek az almaterméstiek
lagy-, valamint fas szart bioldgiai tesztelése (Bach és Szényegi 1996). Fasszara alanyoknal a
virusatvitel oltassal torténik, jol meggyokeresedett alanyra. Kettds oltast akkor alkalmaznak, ha
az alany, a vizsgalt fa és az indikator azonos fajhoz tartoznak. A kéregatiiltetést akkor kell
hasznalni, ha az alany és a vizsgalt fa nem azonos fajhoz tartozik (Horvath és Gaborjanyi,
2000). Lagy szaru biologiai tesztelés soran hasznalt tesztndvények a kdvetkezok: Cucumis
sativus (mozaik és NEPO virusok), Chenopodium quinoa (alma klorotikus levélfoltossag virus
(apple chlorotic leaf spot trichovirus)); alma torzsbarazdaltsag virus (apple stem grooving

capillovirus) és NEPO virusok és a Celosia argentea (alma klorotikus levélfoltossag virus). A
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vizsgalatokat marcius—aprilis honapokban kell elvégezni. A tesztelésnél hasznalt novényi rész
a virdgszirom, amelyhez 1:5 aranyban stabilizalé puffer sziikséges. Az almastermésiiek
esetében kétféle puffert hasznalnak: 0,01 M Tris/HCI-puffer (pH 8,5) + 0,005 M MgSOs + 1%
koffein; 0,01 M Tris/HCl-puffer (pH 8,5) + 0,005 M MgSOs+ 0,1% NaSOs+ 0,1%
aszkorbinsav + 1% nikotin. A viragszirmokat porcelanmozsarban, a stabilizalo puffer
jelenlétében kell szétdorzsdlni, €s a kapott szovetnedvvel inokulélni a tesztndvények leveleit.
A Cucumis sativus esetében 20, a Chenopodium quinoa és a Celosia argentea esetében 6-6
ismétlés beallitasa sziikséges. A tesztnovényeket a vizsgalat id6tartamara (kb. 20 napra) 20—22

°C-0s, vektormentes tiveghazban kell elhelyezni.

2.6. Nagy ateresztoképességii szekvenalas

A virologia tudomanyanak fejlédése az elmult években jelent6sen felgyorsult. A
virusdiagnosztika egyik Gjabb modszere a nagy ateresztoképességii szekvenalas (HTS). Ez egy
nagy hatékonysagu, és gyors moddszer. Az nagy ateresztOképességli szekvendldson alapuld
metagenomika egyik valtozata sordn nem az Orokitdanyagot vizsgaljuk, hanem a ndvény
védekezO rendszere altal termelt kis RNS-ek szekvenciajat hatarozzuk meg (Adams 20009,
Varvara 2018).

A virus sokszorozodasa kdzben kétszalu RNS molekulak képzodnek, ebbdl keletkeznek
novényi enzimek hatasara a virusspecifikus kis RNS-ek. A modszer ezek szekvenciajat
hatdrozza meg, ¢s mivel a kis RNS virusbol képzddott, igy a ndvényben 6sszes jelenlevd

viruskimutatasat lehetové teszi (Varallyay 2015).

Az tGjgeneracios szekvenalason alapuld modszerek hatranya, hogy koltségesek, bar
koltségeik varhatéan csokkenni fognak a jovében, igy szélesebb korben is elterjedhetnek. Ezen
eljarasokat nagy ateresztOképességii eljarasoknak nevezziik, ugyanis az adott mintabol tobb

millié szekvenciat (read-et) képesek leolvasni (Barba et al. 2014).

Ezzel a mddszerrel mar tobb virust sikeriilt leirni hazdnkban elséként, ilyenek példaul a
Little Cherry Virus 1, Cherry Virus A, Grapevine Pinot Gris Virus (Czotter et al., 2015, Barath
etal., 2018).
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3. Anyag és modszertan

3.1. Mintavételezés

A dolgozatomban vizsgalt novények az NAIK GYKI érdi torzsiiltetvényébdl
szarmaznak. A mintakat munkatarsaim gy(jtotték 2017-ben. Tiz fajta (4. tablazat) egy-egy
egyedérdl szedtek négy levelet. A dontés azért esett ezekre a fakra, mert a NEBIH velencei

viroldgiai laborban ezekrdl a novényekbdl allitottak be biotesztet 2016-ban.

4. tablazat: Vizsgalt fajtak
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Red |Jim | Top | Redwinter | Jonica | Ozark | Florina | Regal | Jeasymac | Jonagold

Elstar | Brian | spur gold prince

A mintak RNS-ébol kis RNS szekvenalo konyvtar is késziilt, melyet az UD Genomed
cég szekvenalt meg nagy ateresztOképességii szekvenalasi modszerrel, az Illumina platformon.

Munkam soran ezeket a szekvenalasi eredményeket elemeztem és igazoltam vissza.

3.2. Bioinformatikai elemzés
A bioinformatika szamitogépes modszerek kidolgozasa és alkalmazisa a biologiai
informacio kezelésére és elemzésére. Sziikebb értelemben: a biologiai Szekvenciaadatok

kezelése és elemzése, ill. a 3D szerkezeti informacid kezelése és elemzése.

A kis RNS-ek tjgeneracios szekvenalasi adatok bioinformatikai elemzése lehetévé teszi
a mintakban 1év0 Osszes ismert és ismeretlen virus kimutatdsat. A mintdk szekvenaldsat a
korabbi években elvégezték, a UD-GenoMed Medical Genomic Technologies Kft. (Debrecen) az
[Mlumina® HiScanSQ NGS platformot hasznalva. A szekvenalt adatok elemzéséhez a CLC

Genomics Workbench 11 (Qiagen Bioinformatics®) programot hasznaltam.

Elészor trimmeltem a szekvencidkat, azaz eltavolitottam a kis RNS-ekhez ligalt
adapterek szekvenciajat a szekvenciavégekrdl, tovabba eltavolitottam a nem megfeleld
mindségli szekvenciakat is. A kdvetkezd 1€pés az Gigy nevezett ,,contig”-€pités, melynek soran
az atfed6 szekvencidkat tartalmazo kis RNS olvasatokrol hosszabb szakaszokat épiilnek, ezaltal
nagyobb pontossdggal kaphato taldlat a virusgenomokra és csokken a hibas illesztések
lehetdsége. Ezeket a szakaszokat az NCBI virus-referenciagenomokat tartalmazo adatbazisara

illesztettem, igy megkaptam, hogy mely virusok mutathatok ki a mintaimbol. A kapott listat a
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legalacsonyabb E-value/érték alapjan rendeztem, mely maximumat E® értékben hataroztuk
meg. Ez a szignifikancia szintet jel6li, minél kisebb az érték, annal valdsziniibb a virus jelenléte.
A lista 6t virus jelenlétét mutatta. Négy vizsgalat koteles:az Alma mozaik virus (ApMV), Alma
klorotikus levélfoltossag virus (ACLSV), Alma torzsgdédrosodés virus (ASPV) és az Alma
torzsbarazdaltsag virus (ASGV), mellett talalatot kaptunk a Citrus concave gum-associated
virusra. Az NCBI GenBankbol kikerestem a virusok referencia genomjat, raillesztettem a
trimmelt szekvenciakra, ez megmutatta hany read-et tudott a program felilleszteni. Minél
nagyobb a lefedettség a referencidra illeszkedd readek elemzése sordn, annal valdsziniibb, hogy
az illeszkedd read-ek viralis eredetick. Készitettem nem redundans read-ek alapjan is
kimutatast. A nem redundans read-ek esetében a program a szekvenalt kis RNS-eket csak
egyszer illeszti fel, mig ellenkezd esetben az 6sszes illeszkedést megjeleniti, ezt szemléltetik az
eredmények 4.2.-es pontban 1év6 abrai. A tovabbiakban e virusok jelenlétét igazoltam vissza

molekularis modszerekkel.

3.3. RNS tisztitas

A levelek tiz fardl szdrmaznak, négy-négy mindegyikrél. A mintdkhoz vegyesen
mindegyik levélbol vettem, Osszesen 1-0,15 g-ot, ezeket folyékony N-be tettem, majd
Osszetortem. 17 pl B-mercaptoetanolt €s 850 pl 65°C-ra elémelegitett extrakcids puffert (EB:
2°CTAB+ 2,5%PVP+ 100mM Tris-HCIl+ 25mM EDTA+ 2M NaCl) adtam hozza. A keveréket
vortexeltem, ezutdn 10 percig 65 °C-os vizbe tettem. Hozzdadtam 850 pl
kloroform:isoamilalkoholt (24:1), ezutan dvatosan dontve megkevertem. 10000 rmp-en 10
percig 4°C-on centrifugaltam. Uj 1,5 ml-es Eppendorf csévekbe 250 pl 9M LiCl-hoz mértem,
ehhez pedig 450 pl foliiluszot adtam a centrifugalt mintakb6l. Ovatos dontogetéssel
megkevertem, ezutan 30 percre jégre tettem. Centrifugaltam (13.000 rpm), 4°C-on, 20 percig,
kozben 65°C-ra melegitettem SSTE-t (SSTE: 1M NaCl+ 0,5%SDS+ 10mM Tris-HCI+ 1mM
EDTA). Leontottem a foliiliszot és a csapadékra 450 pl 65°C-ra melegitett SSTE-t mértem,
majd vortexeltem. Ehhez 450 pl kloroform: isoamilalkoholt mértem, majd lecentrifugaltam
(13.000 rpm) 4°C-on, 10 percig. Ismét Gj Eppendorf csoveket vettem eld, melyekbe mintanként
280ul izopropanolt és 30 ul 4M NaAcetat (pHS,2) keveréket és 400 pl foliiluszot mértem. 5-10
percig szobahdmérsékleten hagytam a mintékat. Ezt kovetden 4°C-on centrifugéltam (13.000
rpm) 20 percig. Ledntottem a foliiliszot, a csapadékra 1 ml hideg etanolt mértem,
centrifugaltam 4°C-on (13.000 rpm) 5 percig. Az alkoholt ledntdttem, majd 10 percig
szaritottam a mintakat speed vac-ben. 25 pl steril milliQ tisztasagu vizbe oldottam vissza a

mintékat, végiil vortexeltem Oket.
17



Minden mintabdl két kivondst végeztem. A tisztitas sikerességét 1,2%-os agardz
gélelektroforezissel torténd szétvalasztasaval ellendriztem. Az egyes mintak toménységét és

szennyezettségét Nanodrop késziilékben mértem.

ST 4 5 6 7 8 910

7. abra: RNS tisztitas eredménye (1-10: 4. tablazatban jelolt fajtak)

5. tablazat: Vizsgalt fajtakbol tisztitott RNS kivonatok koncentraciéja

I.g:la Fajta Sor Fa Koncentracié ng/vl
1 Red Elstar 16 9 158,9
2 Jim Brian 13 13 202,6
3 Top spur 20 41 238,3
4 Redwinter 19 25 128,3
5 Jonica 16 3 147,1
6 Ozark gold 8 13 160,3
7 Florina 13 5 116
8 Regal prince 18 1 175,5
9 Jeasymac 15 9 174,8
10 Jonagold 11 1 306,6

3.4. cDNS szintézise reverz transzkripcioval

A kordbban tisztitott RNS-ekb6l c¢DNS-t kellett szintetizdlni a virusok
diagnosztizalasahoz, ugyanis polimeraz lancreakciot (PCR) nem lehet RNS-sel végrehajtani
(Wonderlich 2014). Ehhez a Thermo Scientific Revertaid First strand cDNA synthesis kitjét

hasznaltam.
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A cDNS szintézishez a RevertAid Firts Strand cDNS Synthesis Kit-et (Thermo

Scientific) hasznéltam.

A szintézishez el6szor 0,25 pl random primerhez 500 ng tisztitott RNS-t adtam, majd
MQ-val 3 pl-re kiegészitettem az oldatot. A kapott oldatot 65°C-on denaturaltam 5 percig, majd
jégre tettem. Jégen hozzaadtam mintanként 2 pl-t a kovetkez6 keverékbol: 1 pl 5x Reaction
buffer + 0,5 ul 10 mM dNTP + 0,125 ul Ribolock Naz inhibitor + 0,25 ul Revertaid DNS

polimeraz enzimet, amit rovid centrifugalas kovettte.
A reverz transzkripciot a kdvetkezd beallitassal végeztem:

25°C: 10 perc anellalas
42°C: 50 perc
45°C: 10 perc

inkubalas

M WD

70°C: 5 perc inaktivalas/denaturalés.

A cDNS-t a PCR reakciokhoz 10-szeresére higitottam (2ul cc.RT + 18 pul MQ) és

hasznaltam a virus specifikus PCR-ekhez.

3.3. Aktin teszt a cDNS mindségének ellenérzésére
Az elkészitett cDNS-ek minéségének ellenérzéséhez aktin tesztet végeztem. Ehhez mar
korabban tervezett specifikus primereket hasznaltam (Varga 2016). Az amplifikalasban

hasznalt primerek:
Mxdaktinls: GGAACTGGAATGGTGAAGGC;
Mxdaktin719as: GCTCCAATTGTGATGACTTG.

A reakcidhoz a Phire Green Hot Start II DNA Polymerase (Thermo Scientific) enzimet

hasznaltam, az ehhez sziikséges keveréket 15 ul végtérfogatban allitottam 6ssze (Varga 2016).

e 94ulMQ

e 3,0 ul 5xPhire puffer

e 0,75 pl (10 pmol/ul) Mxdaktinls primer

e 0,75 ul (10 mol/ul) Mxdaktin719as primer
e 0,3 pul 10mM dNTP

e 0,3 pl Phire enzim

e 0,5 pul 10xhig cDNS.
19



A reakci6 ellenérzésére negativ kontrollként MQ vizet, mig pozitiv kontrollként mar a
csoport egy mar kordbban hasznalt templatjat hasznaltam. A PCR reakcidhoz az alabbi

beallitasokat hasznaltam:

98°C: 30 masodperc denaturalas
98°C: 10 méasodperci denaturalas
55°C: 10 mésodperc anellalas 35X

72°C: 20 méasodperc elongacio

o > e

72°C: 1 perc lancépités

A kapott PCR termékek méretét 1,2%-os agardz gélen gélelektroforezissel ellendriztem.
Méretmarkernek GeneRuler 100 bp DNA Ladder-t (Thermo Fisher) hasznaltam, a terméket 718

bp-nal vartam.

3.5. Viruskimutatas RT-PCR-rel

A virusok kimutatasahoz a csoport altal korabban tervezett az adott virusra specifikus

primereket hasznaltam (Varga 2015) (6. tablazat).

6. tablazat: Virusspecifikus primerek szekvenciaja és tulajdonsagai

. . . ' o Size of the

Virus Primer Name Primer Sequence (5'-3") amplified product
asgv6021s

ASGV g GAATTGAAAACCTTTGCTGCCAC 337bp
asgv6358as GACTYCTAACCCTCCAGTTCCAG
apmv1295s CCGTGAGGAGGACAGCTTGG

APMV CAGATCTTCATCGATAAGTAGAA 487bp
apmv1779as C

ACLSV aclsv6853s AGACCCCTTCATGGAAAGACAGG 672bp
aclsv7525as CTATTTATTATAAGTCTAAACACT

ASPV aspv1169s CTGGAACCTCATGCTGCAAACTC 384bp
aspv1553as CACACATAGCCGCCCCNGTTAGG
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A reakcidhoz elkészitettem egy keveréket az alabbiak szerint:

5x Phire puffer: 3ul

Phire polimeraz: 0,3 ul
10mM dNTP: 0,3 ul
MQ viz: 9,4 ul

Virusspecifikus primer forward: 0,75 ul

Virusspecifikus primer reverse: 0,75 ul

Az eldallitott keverék 14,5 ul térfogatdhoz hozzdadtam 0,5 pl-t templatot. Minden
esetben haszndltam pozitiv és negativ kontrollt. A pozitiv kontrollt egy kordbbi kisérlet
mintaibol mértem Ossze, a negativ kontroll esetében pedig MQ vizet hasznaltam templat

helyett.
Minden esetben ugyanazt a beallitast hasznaltam:

1. denaturacio: 98°C — 30 s

2. denaturécio: 98°C - 10's

3. anellacio: 56 °C—-10s 40X
4. elongacid: 72°C —20 s

5. végs6 elongacid: 72°C — 1 min

Az PCR reakcid eredményességét minden esetben 1,2%-0s agardz gélen

gélelektroforezissel ellendriztem. Méretmarkerként 100 bazispar plus markert hasznaltam.

3.6. Primer tervezés Citrus concave gum-assosiated virus-ra
A bioinformatikai elemzés soran talaltam a mintakban Citrus concave gum-assosiated
virus-ra (CCGaV) illeszkedo readeket is talaltam. Mivel a virust hazankban még nem mutattak

ki jelenlétének igazolasat RT-PCR-rel szerettem volna elvégezni.

A PCR celkészitéséhez specidlis primerekre volt sziikségem. Tervezésiiket a
szakirodalomban ismertetett szempontok szerint végeztem, miszerint hosszuk 18-25 nukleotid
kortil legyen az aspecifikus feltapadast elkeriilendd. Lehetdség szerint igyekeztem C vagy G
véget taldlni a 3> véghez (Wonderlich 2014). Arra is figyeltem, hogy primereim és a templatok

pontosan illeszkedjenek, ne tartalmazzanak mismatch-et (Malinowski, 2005).
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Az NCBI oldalan megkerestem a CCGaV virus RNS szekvenciajat, melyhez kb. 600

bazispart 6sszefoglald sense és antisense primert terveztem.

Primerek RNA1

CCGaV_RNA1_322 F:.CTGTAACTGCTAGGCACTAACTCC
CCGaV_RNA1_1514 R: GGCAGTGGGAGAATAGTAGGTGG

S0 6644
5 ’#.‘ 3
3225 1514as 8881
8. abra: RNAI sense és antisense primer
CCGaV_RNA2_1306_F: TTGTATCATGTCTTCTGAATAGTG
CCGaV_RNA2_2702_R: ACACATAGAACCCATAACTTTTG
53 1276 1577 2629
) 13065 7hs
2703as

9. abra: RNA2 sense és antisense primer

A tervezéshez primer tervezd programokat hasznaltam, majd ellendriztem

specifikussagukat.
General properties: PCR suitability tests (Pass / Warning):
Primer nams: Untitled Single base runs: Pass
Primer sequence: CTETAACTGCTAGGCACTAACTCC Dinuclectide base runs: Pass
sequence length: 24 Length: Pass
Basa counts: G=4; A=6; T=6; C=8; Other=0; Percent GC: Pass
GC content (%): 50.00 Tm [Mearest neighbor): \Warning: Tm is greater than 58;
Muolecular weight (Daltons): 7272.78 C clamp: Pass
nmolfAZ60: 4.52 self-annealing: Pass
micrograms/A260: 32.85 Hairpin formation: Pass

Basic Tm (degress C): 57
5alt adjusted Trm [degrees C): 52
Mearest neighbor Tm (degreses C): 65.01
10. abra: RNA1 forward primer, forras: httpl2
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Citrus concave gum-associsted virus isolate CGW2 segment RNAL, complete

sequUence
Sequence |D: KX960112.1 Length: 6681
Related Information Number of Matches: 1

Gene-zssociated gene details
Range 1: 322 to
345GenBankGraphics Mext Match
Frevious Match
Alignment statistics for match #1
Score Expect
48.1 bit=(24) 0002
Query 1 CTETAACTGCTAGGECACTAACTOC 24

Shict 322 CTETAACTECTASGCACTAACTCC 345

11. abra: RNA1 forward primer, forras: http13

General properties: PCR suitability tests (Pass / Warning):

Primer name: Untited single base runs: Pass

Primer seguence: TTETATCATGTCTTCTEAATASTS Dinucleotide base runs: Pass

sequence length: 24 Length: Pass

Base counts: G=5; &4=5; T=11; C=3; Other=0; Percent GC- Waming: G0 is less than 40;

GG content (%): 33.33 Tm (Mearest neighbor): Warning: Tmi is greater than 58;
Molecular weight {Daltons): 7363.68 G clamp: Pass

nmal/a250: 4.34 Self-annealing: Pass

micrograms,/Az60; 31.96 Hairpin formation: Pass

Basic Trn (degrees C): 51
salt adjusted Tm (degrees Cj: 45
Mearest neighbor T (degrees C): 59.31

12. abra: RNA2 forward primer, forras: http14

Citrus concave gum-associated virus isolste CGW2
segment RNAZ, complete sequence
Sequence ID: KX960111.1 Length: 2703
Related Information Mumber of Matches: 1
Gene-zssociated gene details
Range 1: 1304 to 1327GenBankGraphics Mext Match
Previous Match
Alignment statistics for match #1
Score Expect
42.1 bits{24] 0.002
Query 1 TTGTATCATETCTTCTGAATAGTE 24
R NARRRAR TR

Shict 1304 TTETATCATGTCTTCTGAATAGTG 1327

13. abra: RNA2 forward primer, forras: httpsl5
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4. Eredmények

4.1. NEBIH NTAI Velencei Virolégiai Laboratérium telephelyén beallitott

biotesztek értékelése

A NAIK GYKI érdi torzsiiltetvényrdl szarmazé fajtakat a NEBIH NTAI Velencei

Virologiai Laboratorium vizsgalta bioteszttel. A teszteket 2016-ban allitottak be. A

biotesztekhez 10 almafajtat indikatornovényt hasznaltak, 4-5 egyedet vizsgalva fajtanként.

Tobb esetben nem eredt meg az alany vagy a vizsgalando fajta. A 7. tdbldzat a masodik évben,

2018-ban tortént bonitalas eredményeit szemlélteti, melynek értékelését a velencei kollegakkal

egyiitt végeztem.

7. tablazat: Indikatornovények vizsgalati eredményei 2018

Lord Spy 227 R 12740- Malus Virginia
Lambourne 7A platycarpa Crab

0sszesen teszten 50 50 50 50 50

(db)

megeredt (db) 50 50 49 49 48

% 100 100 98 98 96

Ebb6l  tiinetet 5 5 15 15 0

mutatott (db)

% 10 10 30,6 30,6 0
Pyronia Stayman Golden Gravensteiner | Red
weitchii Delicious Delicious

Osszesen teszten | 50 40 40 40 40

(db)

megeredt (db) 42 39 40 37 40

% 84 97,5 100 92,5 100

Ebbol  tiinetet | 5 0 5 0 0

mutatott (db)

% 11,9 0 12,5 0 0

A tablazatban jol lathatd, hogy a ndvények megeredése nem minden esetben volt

tokéletes. Az R 12740-7A, a Malus platycarpa és a Stayman fajta esetén egy, a Virginia Crab

esetén kettd, a Gravensteiner fajtanal 3, a Pyronia weitchii fajtanal pedig 8 db névény nem eredt

meg.
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A 10 vizsgaland6 fajta koziil négyen lattunk elvaltozast, ezek a Redwinter, Jonica és
Jeasymac és az Ozark Gold. A Redwinter alanyok R 12740-7A és Malus platycarpa
indikatorndvényeik minden egyede tiinetet mutatott. Az R 12740-7A esetében sargulast, a

Malus platycarna vilagos szabalytalan foltokat figyelhettiink meg (14. abra).

- 4

14. abra: a) R 12740-7A tiinet, b) Malus platycarpa tiinet

A Jonica alanyu fajtak esetében a Lord Lambourne, a Spy 227, az R 12740-7A, a Malus
platycarpa és a Pyronia weitchii indikatorok is egységesen sargas foltokat és kanalasodast
mutattak (15. abra). A Spy 227 névényeken torpiilés is megfigyelhetd volt (15. abra).

15. abra: Jonica indikatorai
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Az Ozark Gold alanyl névényeknél egy indikatornovénynél, a Golden Delicious-nél
deformalodott termést figyeltiink meg. A Jeasymac fak Malus platycarpa és R12740-7A
indikatorndvényei mind sargulast mutattak (16. abra).

16. abra: Malus platycarpa és R 12740-7A

A megfigyelt tiinetek alapjan a bioteszt eredményeit a 8.tdblazatban foglaltam 6ssze.

8. tablazat: Biotesztek eredménye 2018

R 12740-7A Malus platycarpa
Redwinter megeredt 5/5 5/5
tlinetek névény,sargul  |szabalytalan
Spy 227 R 12740-7A Malus platycarpd Pyronia weitchii
Jonica megeredt 5/5 5/5 5/5 5/5
kicsik,kanalas fajta kanalas, fajta kanalas, sarga folt
tinetek fajta sargas foltok sargas foltok minden, satnya
Golden Delicious
megeredt 4/4
Ozark gold 3fan
deformalddott a
tinetek termés
R 12740-7A Malus platycarpa
megeredt 5/4 5/5
Jeasymac
sargul,satnya,1 |[tlinetes, sdrga
tinetek letort amorf foltok
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4.2. Bioinformatikai elemzés eredménye

A kis RNS szekvenalas a 10 vizsgalt fajta RNS-énck keverékébol tortént. A
bioinformatikai elemzés soran, a kis RNS-ekbdl Osszeallitott kontigokat elemezve taldlatot
kaptam a CCGaV virusra. Az almafakon kotelezéen vizsgalando ApMV, ACLSV, ASPV és
ASGYV virusokra a kontigok illesztése soran nem kaptam taldlatot. Az irodalombdl azonban
ismert, hogy ezen virusok ellen meglepden kevés kis RNS keletkezik. Mivel még viszonylag
kis szamu read jelenléte is utalhat virusfert6zésre, a kis RNS-eket (redundans €s nem redundans
readeket is) illesztettem e négy virus referenciagenomjara (17-32. abra), ennek eredményét a 9.

tablazatban foglaltam Gssze.

9. tablazat: Readek szama virusonként

nem
Virusok redundans | redundans
CCGaVv
RNA1 1717 6479
CCGaVv
RNA2 2072 14125
ApMV
RNA1 400 1139
ApMV
RNA2 513 1614
ApMV
RNA3 200 431
ACLSV 2458 1037
ASPV 1173 5970
ASGV 1169 2687
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17. abra: A szekvenalt kis RNS kényvtar nem redundans olvasatainak illesztése a CCGaV virus 1-
esgenomjara (RNA1)
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18. abra: A szekvenalt kis RNS konyvtar redundans ovasatainak illesztése a CCGaV virus 1-esgenomjara
(RNA1)
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19. abra: A szekvenalt kis RNS kényvtar nem redundans olvasatainak illesztése a CCGaV virus 2-
esgenomjara (RNA2)

|Rands)
14 125 mmacs

ORI

Pl

Tees

20. abra: A szekvenalt kis RNS konyvtar redundans olvasatainak illesztése a CCGaV virus 2-es
genomjara(RNA2)
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21. abra: A szekvenalt kis RNS konyvtar nem redundans olvasatainak illesztése a ApMYV virus 1-es
genomjara (RNA1)
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111-Alma_Apple
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virusRNA1_trimmed

(Reads)

1139 reads

P

24
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22. abra: A szekvenalt kis RNS konyvtar redundans olvasatainak illesztése a ApMV virus 1-es genomjara
(RNA1)

500
1

111-Alma_Apple
mosaic
virusRNA2_trimmed
(Reads) without
duplicates e

513 reads

24

23. abra: A szekvenalt kis RNS konyvtar nem redundans olvasatainak illesztése a ApMYV virus 2-es
genomjara (RNA 2)

0
111-Alma_Apple
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virusRNA2_trimmed

(Reads)

1614 reads
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24, abra: A szekvenalt kis RNS konyvtar redundans olvasatainak illesztése a ApMYV virus2-es genomjara
(RNA2)

0
111-Alma_Apple
mosaic
virusRNA3_trimmed
(Reads) without
duplicates

200 reads

200 400 600 800 1000
| I

23

25. abra: A szekvenalt kis RNS konyvtar nem redundéns olvasatainak illesztése a ApMYV virus 3-as
genomjara (RNA3)
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26. abra: A szekvenalt kis RNS konyvtar redundans olvasatainak illesztése a ApMYV virus 3-as genomjira
(RNA3)

1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000
1 1 1 1

0
111-Alma_Apple
chlorotic leaf spot
virus_trimmed (Reads)
without duplicates
1037 reads

27. abra: A szekvenalt kis RNS konyvtar nem redundans olvasatainak illesztése a ACLSV virus genomjara

1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000
| 1 1 1

0
111-Alma_Apple
chlorotic leaf spot
virus_trimmed (Reads)
2458 reads

24

28. abra: A szekvenalt kis RNS konyvtar redundins olvasatainak illesztése a ACLSV virus genomjara

7 UIOO 8 C:OO 9 UIOD

0
111-Alma_Apple stem
pitting virus_trimmed
(Reads) without

duplicates

1173 reads

24

47

29. abra: A szekvenalt kis RNS konyvtar nem redundéns olvasatainak illesztése a ASPV virus genomjira

6000 7000 8000 9000
1 I I

0
111-Alma_Apple stem
pitting virus_trimmed

(Reads)
5 970 reads

2

2106

30. abra: A szekvenalt kis RNS konyvtar redundans olvasatainak illesztése a ASPV virus genomjara
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1000 2000 3000 4000 5000 6000
1 1 1 1 1

(R
111-Alma_Apple stem
grooving
virus_trimmed (Reads)
without duplicates
1169 reads

24

83

31. abra: A szekvenalt kis RNS konyvtar nem redundans olvasatainak illesztése a ASGV virus genomjara

1000 2000 3000 4000 5000 6 000
| I

(i
111-Alma_Apple stem -
grooving
virus_trimmed (Reads)
2 687 reads

24

232

32. abra: A szekvenalt kis RNS konyvtar redundans olvasatainak illesztése a ASGV virus genomjara

4.3. Viruskimutatas RT-PCR-rel

A mintakban el8szor a kotelezéen vizsgalando virusok kimutatasat végeztem el. Ehhez
a fak RNS-eb6l cDNS-t szintetizaltam. A virusspecifikus RT-PCR-hez templatként a 10-szeres
higitasu cDNS-eket hasznaltam, a reakciok sikerességét minden esetben 1,2%-os agaroz gélen
gélelektroforézissel ellendriztem. A Thermo Scientific GeneRuler 100bp plus markert

hasznaltam a termékek méretének beazonositasahoz.
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33. abra: ,,Aktin teszt” eredménye (M:marker, +:pozitiv kontrol, -: negativ kontrol, 1-10:4. tablazatban
jelolt fajtak, 11: dsszes keveréke)

A vizsgalt négy virus koziil csupan az APMV-t nem tudtuk kimutatni valamelyik faban.
A 34. abran a vizsgalatok gél képe lathato.

M 1 2 3 45 67 8 9 1011 - +
: — = acLsv

APMV

34. abra: Kotelezéen vizsgalandé virusok kimutatasa_(M:marker, +:pozitiv
kontrol, -: negativ kontrol, 1-10:4. tablazatban jelolt fajtak, 11: 6sszes keveréke)
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A CCGaV esetében ezidaig csak az 1-es RNS-re tervezett primerekkel végeztiik el az
RT-PCR reakcidt. Ennek eredménye szerint egy fajta, a Florina (7-es minta) valoban fertdzott

a korokozoval (35.4bra).
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135. abra: CCGaV RNSI1 kimutatas

A 10 almafajta kiilonb6z6 moddszerekkel végzett virusdiagnosztikdjanak eredményét a

10. tablazatban foglaltam Ossze.

A biotesztek, harom fa esetén mutatta ki virus jelenlétét (Redwinter: ACLSV; Jonica:
ACLSV, ASPV; Jeasymac: ACLSV). A szekvenalt adatok bioinformatikai elemzése 6t virus
jelenlétét mutatta ki, de az elemzés az dsszes fara kiterjedden tortént, nem kiilon egyedenként.
Az RT-PCR pedig, két almafajta fert6zottségét bizonyitotta (Redwinter: ACLSV, ASPV és a
Jonica: ACLSV, ASPV és ASGV).

10. tablazat: Diagnosztikai médszerek eredményei

Bioteszt kis RNS HTS|RT-PCR

CCGaVv
RNS1,
ACLSV CCGaV |ACLSV, ASPV
ACLSV,ASPV RNS2, |ACLSV, ASPV, ASGV
ACLSV,
ASPV,
ASGV,
ACLSV APMV?

O|(IN|OO (D IWIN |-

=
o
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5. Kovetkeztetések és javaslatok

A NEBIH Velencei Virologiai Labor tesztjeinek Osszehasonlitisa kiilonboz6

modernebb tipusu virusdiagnosztikai eljarasokkal érdekes és izgalmas feladat volt.

A vizsgalatok Osszegzéseként elmondhatd, a bioteszt nem mutatta ki az ASGV
jelenlétét. A kis RNS HTS eredménye sem volt teljesen egyértelmii, viszont kimutatott egy
almabdl eddig le nem irt virus, a CCGaV jelenlétét. Az RT-PCR nem tudta kimutatni a 9.
mintaban az ACLSV-t, amelyet a bioteszt detektalt.

A szabadfoldi tesztek jelent6sége tovabbra is nagy fontossagu. Hely-, munka-, és
id6igényiik azonban joval meghaladja az altalam vizsgalt mas modokét. Mivel technikailag is
igen nagy kihivas ennyi szemzést megfeleléen végezni el6fordulhatnak hibak, melyek
befolyasolhatjak a kisérlet bonitalhatosagat. Az abiotikus tényezok, mint iddjaras, csapadék,
talaj nagymértékben befolyasolhatjak a kisérletet, és ezek szabalyozasara nincs teljes kort
lehetdség. A tapanyaghiany, nem megfelelé miivelés akar hibas diagndzist is okozhat, a tiinetek

valtozékonysaga miatt.

Az nagy ateresztOképességli szekvenalas teljesen 0 modjat mutatja meg a
diagnosztikdnak. Az 0j virusok detektalasa, egy adott vizsgalni kivant ndvény Osszes keresett
virusanak, viroidjanak kimutatdsa sokkal gyorsabb, mint mas egyéb modokon, bar elsé sorban
a gazdasagi jelentdséglieket kell szem el6tt tartani. Ezzel a mddszerrel akar olyan virusokat is
kimutathatunk egy orszagban melyeket eddig nem voltak ismertek, ahogyan a CCGaV is. Ezen
betegségeknek nem biztos, hogy gazdasagi jelentdségiik van, az emlitett virusrol kevés
szakirodalom talalhato, gazdasagi jelent6ségét igy nehéz megallapitani. Sajnos a nagy
ateresztoképességl szekvendlas még mindig gyerekcipdben jar a tobbi eljarassal szemben, igy

koltsége jelentdsen meghaladja dket.

Az nagy ateresztOképességli szekvendlds és annak bioinformatikai elemzésével
szemben az RT-PCR-¢ek hasznalata alkalmasabbnak bizonyult. A RT-PCR nagy érzékenysége
mellett a viruskimutatas biztosabbnak mondhato (http16). Mig az RT-PCR kiumtatta az ASGV
jelenlétét az egyik fajtaban, a bioteszt nem. Az ASGV virus nagy gazdasagi jelentdséggel bir
vilagszerte. Kimutatasat szabadf6ldon neheziti, hogy a betegség sokaig latens marad (httpl17).
A masik nagy szeroldgiai vizsgalat az ELISA mddszer, mely szamos elénnyel rendelkezik,
sokoldalu, szamszertsithetd, egyszeri €s érzékeny, de a RT-PCR ¢és ELISA mddszer ASGV

kimutatasi kiilonbségei mégis jelentések (Chrowter 2001). Az RT-PCR-rel lehetéségiink van
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kimutatni a virust az év barmely id6szakdban szedett novényi szovetbdl, mig az ELISA
kisérletek nem mutatnak pontos eredményt a tavaszi honapok kivételével (Kundu 2003). A
karantén virusok kimutatadsara az RT-PCR tokéletesen alkalmas, gyors, megbizhato €s nem is

draga mddszer, emiatt fontos lenne, ha bekeriilne a rutin eljarasok k6z¢é az ELISA teszt mellett.

A dolgozatomhoz elvégzett kisérletek megmutattak, hogy egyik diagnosztikai modszer
sem képes teljes mértékben helyettesiteni a tobbit. A ténylegesen virusmentes szaporitéanyagok

eléallitdsdhoz a diagnosztikai modszerek tovabbi tokéletesitése sziikséges.
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6. Osszefoglalas

A szaporitdanyagok virusmentessége nélkiilozhetetlen a gazdasagban. Ezt pedig a
megfeleld virusdiagnosztikai mddszerek alkalmazasaval, és a virusmentesitési folyamatok

végrehajtasaval lehet kizarolag elérni.

Munkédm soran a szabadfoldi biotesztek eredményeit hasonlitottam Ossze egy
molekularis technika, az RT-PCR-rel, és egy 0j moddszer, az nagy ateresztOképességii
szekvenalassal szemben. Kutatasom célja a NAIK GYKI érdi torzsiiltetvényrdl szarmazé alma
mintak virusdiagnosztikdjanak elkészitése, a kiilonbozé modszerek Osszehasonlitdsdval. A
mintazott fakrol a NEBIH Velencei Virologiai Labor 2016-ban biotesztet allitott be. A masodik
évben végzett bonitalasban én is részt vettem. A masodik évben elvégzett bonitalaskor a tiz

almafajtabol négy fajta mutatott tiinetet.

A korabban elkészitett kis RNS konyvtar bioinformatikai elemzése soran az almafak
esetében kotelezden tesztelendd virusok jelenlétét vizsgaltam, a kis RNS szekvenalas a 10
vizsgalt fajta RNS-ének keverékébdl tortént. Ezutan ennek eredményét igazoltam virus
specifikus RT-PCR-rel. Ehhez a kollégaim altal korabban begyijt6tt mintakbol eldszér RNS-t
tisztitottam, majd cDNS-t készitettem beldle. A kapott CDNS mindségét aktin teszttel
ellendériztem. A CDNS-eket templatként hasznalva virus specifikus RT-PCR reakciokat
hajtottam végre. A vizsgalatok soran végzett PCR-ek sikerességét minden esetben 1,2%-0S

agardz gélen torténd gélelektroforézissel ellendriztem.

A vizsgélatok Osszegzéseként elmondhatd, a bioteszt nem mutatta ki az ASGV
jelenlétét. A kis RNS HTS eredménye sem volt teljesen egyértelmii, viszont kimutatott egy
almabol eddig le nem irt virus, a CCGaV jelenlétét. Az RT-PCR nem tudta kimutatni a 9.
mintdban az ACLSV-t, amelyet a bioteszt detektalt.

A dolgozatomhoz elvégzett kisérletek megmutattak, hogy egyik diagnosztikai modszer
sem képes teljes mértékben helyettesiteni a tobbit. A ténylegesen virusmentes szaporitdanyagok

eléallitdsdhoz a diagnosztikai modszerek tovabbi tokéletesitése sziikséges.
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tették szamomra, hogy idaig eljuthassak, valamint, hogy mindvégig mellettem alltak.
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NYILATKOZAT

Alulirott Fiirton Aliz, a Szent Istvan Egyetem Mezdgazdasag-és Kornyezettudomanyi
Kar Novényorvos MSc szak végzds hallgatdja nyilatkozom, hogy a dolgozat sajat munkam,
melynek elkészitése sordn a felhasznalt irodalmat korrekt modon, a jogi és etikai szabalyok
betartdsaval kezeltem. Hozzajarulok ahhoz, hogy diplomadolgozatom egyoldalas
Osszefoglaloja felkeriiljon a Kar / Intézet honlapjara. A digitélis verzidban (pdf formatumban)
leadott dolgozatom elérhetd legyen a témat vezetd intézetben, illetve a kialakitasra keriilé Kari

kozponti nyilvantartdsdban, a jogi és etikai szabalyok teljes korii betartdsa mellett.

A dolgozat allam- vagy szolgalati titkot tartalmaz: igen nem.

Godollo, év ho nap

hallgato alairésa

A dolgozat készitéjének konzulense nyilatkozom arrdl, hogy a diplomadolgozatot
attekintettem, a hallgatot az irodalmak korrekt kezelésének kovetelményeirdl, jogi €s etikai

szabalyairdl tajékoztattam.
A diplomadolgozatot zarovizsgan torténd védésre javaslom / nem javaslom.
A dolgozat allam- vagy szolgélati titkot tartalmaz: igen nem.

Godolls, év ho nap

konzulens alairasa

intézetigazgato alairasa
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