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6.2 Koles, mint virusrezervoar gyom

Koszonetnyilvanitas ............cccceeeees
I[rodalomjegyzeék..........cccccvvvviinnnnnnn.



1 Bevezetés

A kortan tudomanya egyre nagyobb figyelmet szentel a nehezebben vizsgalhato és
diagnosztizalhatdé novénypatogéneknek, ugymint a virusoknak és fitoplazmaknak.
Vizsgalatukat megneheziti kis méretiik, dinamikusan véltozd genetikai informaciojuk és a
valtozatos tiinetek melyeket produkalhatnak. Tovabba, az a tény, hogy sok esetben
tiinetmentesen lehetnek jelen az adott ndovényben. Mindezek miatt nehezen kovethetd
mozgasuk orszagok ¢és foldrészek kozott. Erre viszont nagyon nagy sziikség lenne, mert a
globalizacid ¢€s a fejlett vilagkereskedelem eldsegiti ezen veszélyes korokozok terjedését, mely
veszélyezteti az addig jol mukodd mezdgazdasagi termeld modelleket. A koérokozok
feltérképezésére és detektilasra szamtalan 1) bioinformatikai és biotechnoldgiai mod all
rendelkezésre. A folyamatosan valtozo6 klima miatt 0j vektorszervezetek jelentek meg, melyek
potencidlis hordozdi és terjesztéi az eddig ismeretlen koroknak. Mindezek Osszessége
megneheziti a jol bevalt termesztési technologidk és kultirndvény vetésszerkezet fenntartasat.
A gazdékat uj kihivasok elé allitja, részben szakitaniuk kell a hagyomanyos névénytermesztési-
¢s védelmi gyakorlatukkal. A jovOben egyre nagyobb fenyegetést jelentd virusokkal és
fitoplazmakkal szemben csak egy Uj tipust, tudasintenziv mezdégazdasagi modell képes
felvenni a harcot.

Munkdm soran, az orszag két kiilonbozd pontjan feltart érdekes korfolyamat vizsgalatat
végeztem biotechnologiai modszerekkel. Modern laboratoriumi  koriilmények kozott
elemeztem a gyijtott novénymintakat. Torekedtem a jelenlévé Osszes patogén virus és
fitoplazma egyértelmii kimutatasara.

Célom az volt, hogy egy évrol évre jelentkezé kukorica vorosodésére, lilulasara tudomanyos
magyarazatot nyujtsak és hitelt érdemlden kimutassam a fitoplazma jelenlétét, melyekre a
tiinetegytittes utalt. Tovabba, hogy a kdles virusrezervoar szerepét vizsgalva visszaigazoljam
az egyszikiiek nagy-ateresztOképességli  szekvenaldsaval kapott virusdiagnosztikai
eredményeit. A két teljesen kiilonbozd eset felderitése €s tanulmanyozasa szolgaltatta a

dolgozatom tém4jat.



2 lrodalmi attekintés

2.1 A kukorica jelentosége
Az altalam vizsgalt két esettanulmanyban olyan korokozok szerepelnek, melyek a kukorica

termesztését veszelybe sodorjak. Ezért indokoltnak tartom, hogy a kukorica jelentéségérdl €s a
vildggazdasagban betoltott szerepérol is szot ejtsek. A kukorica termésatlaga az elmult 6t évben
jelentdsen ingadozott hazédnkban, ezt az 1.4bra szemlélteti. A fliggdleges tengelyen a
hektaronkénti termésatlag lathatd kilogrammban kifejezve, a vizszintes tengelyen a vizsgalt

évek lathatoak. Az ingadozas oka a klimavaltozas, a szaraz, aszadlyos évek szamanak

novekedése.
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1.4bra: A kukorica termésatlaga az elmult 5 évben hazankban (Forras: http1)

A magyarorszagi vetésteriilete nem valtozott jelentdsen az elmutlt 5 évben, termdteriilete egy
millio hektar koriil alakul évente, ez idén sem volt masképp. 2020-ban 989.000 hektaron
termeltek megkozelitéleg kukoricat (http2).

2019-ben a vilag legtbbet termelé orszaga az Egyesiilt Allamok volt 345.894.000 tonnaval,
ezt Kina kovette 260.770.000 tonnaval és a harmadik legnagyobb volumenben termel6 orszag
Brazilia volt 101.000.000 tonnéval (http3). Ezt a mértékli termelést a kukorica sokrétii
felhasznaldsa magyarazza. A vilag kevésbé fejlett térségeiben, mint példaul Kozép- és Dél-
Amerika, Afrika egyes orszagai és Azsia egyes részei, a megtermelt kukorica 75-80% emberi
fogyasztasra keriil. A maradék pedig takarmanyként szolgal. Hazankban ez az arany masként
alakul, a termés jelentOs részét takarmanyként hasznositjak, kivald beltartalmi tulajdonséagai
miatt. Az alacsony fehérje és magas szénhidrat tartalmanak koszonhetéen energiaforrasként
szolgal az abrakot fogyaszto allatok szdmara. A masodik legjelentdsebb felvevd piac az ipar,
mely keményitot, alkoholt és invert cukrot allit eld beléle. A melléktermékek felhasznalasaban

is jelentds potencidl van. Az alacsony viztartalma miatt alapanyagként szolgalhat a szar és a



csuhé a biobrikett gyartashoz. A rosttartalma felhasznalhaté ,,z61d”, lebomlo miianyag
eléallitasahoz (Csajbok, 2012).

2.2 A fitoplazmak jelentésége

Az elmult évtizedben nagy figyelmet kaptak a baktériumszerii, novényeket megbetegiteni képes
prokariota szervezetek, a fitoplazmak. Szamos 11j publikéacio jelent meg a vektorokkal és a
fert6zott novényekkel vald kapcsolatukrol, a foldrajzi terjedésiikrdl €s a rendszerezésiikrol.

Dolgozatomban ezen patogének jellemzdit targyalom részletesebben.

Fitoplazmak torténete

Az els6 fitoplazma okozta tiinetekre utalo feljegyzésnek, az eperfa torpiiléses betegségének
1603-ban Japanban sziiletett leirasat tekinthetjiikk. Akkoriban ez a betegség széles korben
elterjedt volt és jelentds gazdasagi kart okozott a szigeten (Hogenhout et al., 2008). Ehhez
hasonloan virusos megbetegedésnek tartottak a fogazott boszorkany sepriisodés betegséget, a
rizs sarga torpiilés betegségét ¢s altalaban a sargulasos betegségeket 1967-ig. Ezt az indokolta,
hogy a tlinetek nagyon hasonlitottak mar ismert, virusok okozta tiinetekre. A kérokozokat nem
lehetett mesterségesen szaporitani és az is bebizonyosodott, hogy rovarok terjesztik. 1967-ben
egy japan kutatd, Yoji Doi és kutatd csapata elektronmikroszkop segitségével olyan ndvényi
szovetekben, melyekrdl addig azt gondoltak, hogy virus fertdzottek, azonositott baktériumhoz,
vagy inkabb mikoplazmakhoz hasonlité részeket, amik nagy szamban voltak jelen a
hancsszovetekben és a rostacsovekben. Ez a felfedezés oOridsi attdrést hozott a fitoplazmak
kutatasaban, innent6l kezdve MLO (Mycoplasma-Like Organism) szervezeteknek nevezik éket
(Strauss, 2009). Kés6bb molekularis elemzésekkel kimutattak, hogy nem allnak filogenetikai
kapcsolatban a Mycoplasma nemzetséggel, igy 1994-ben javasoltdk, hogy nevezzék at dket.
1994-ben B.B. Sears és B.C. Kirkpatrik kutatok javasoltdk az International Committee on
Systematic Bacteriology (ICSB) szervezetnek a fitoplazma nevet, ami még abban az évben
elfogadasra keriilt. A Candidatus phytoplasma genus név hasznalatara, mint a fitoplazmak ;
elnevezésére 2004-ben tettek javaslatot. A ,,Candidatus” jelentése jelolt, azaz besorolasra var.
Az ideiglenes statuszt az indokolja, hogy csak bizonyos tulajdonsagok alapjan lehet
elkiiloniteni oket: gazdandvény kor, morfologiai bélyegek és bizonyos nukleinsav €s membran
tulajdonsagok. Biokémiai és genetikai modszerekkel viszont nem lehetséges (Firrao et al.,

2005).



Fitoplazmak jellemzoi

A fitoplazmak prokariota szervezetek, melyek a baktériumok doménjébe, Firmicutes torzsbe,
Mollicutes osztalyba, Candidatus Phytoplasma nemzetségbe tartoznak. Sejtfallal nem
rendelkezd (3-rétegli sejthartya), pleomorf baktériumok, méretilk 200-800 nm kozé esik, a
genomjuk 680-1600 kbp nagysagi. Mesterséges koriilmények kozott, taptalajon nem tarthatok
fenn, emiatt tiszta tenyészetek nem hozhatok 1étre beldliik és igy nehezen teljesithetd veliik a
Koch-féle posztulatum. Obligat biotrofok, a ndovények hancsszovetében élnek (Bertaccini,
2007).

A jelenlegi nemzetkozileg elfogadott allaspont szerint, egy fitoplazma abban az esetben
tekintheté 0j fajnak, ha a kovetkezékben felsorolt szempontok teljesiilnek: 1200 bp-nal
hosszabb 16S nukleotid-szekvenciaja kevesebb, mint 97,5%-o0s hasonldosdgot mutat mas,
korabban mar leirt 'Candidatus’ fajéval, ha bizonyitott a molekularis eltérés, mas vektorral
terjed és kiilonbozik a tapnovény koriik (IRPCM, 2004).

A ndvényt megfert6zd fitoplazma fajoktol fiiggden, a fertdzott ndvények valtozatos tiineteket,
tiinetegylitteseket mutatnak. Tobb korokozé egyiittes eléfordulasa is befolyasolja a kialakuld
tiineteket. A viragon el6fordulhat pigment vesztés, ennek okan zoldek lesznek a szirmok.
Jellemzd még levélszerli képzddmények kialakuldsa a viragon, a porzo és a bibe is
deformalodhat. Gyakori a steril viragzat kialakulasa (Cousin et al., 1982).

Jellemzd a levelek sargulasa a megvaltozott szénhidrat szintézis és transzport miatt, satnyasag,
burjanzas és az ugynevezett boszorkany sepriisddés a megvaltozott novekedési metdodusok
miatt (Lee et al., 2000).

A fitoplazmak atvitele lehetséges oltassal, vegetativ Uiton szaporitott ndvényi részekkel és
vektorokkal (Glist et al., 2000), ezek koziil a legfontosabbak a rovarok. A 3 legfontosabb csalad
a Cicadellidae (mezei kabocak), Fulgoridae (lampas kabocak) és a Psyllidae (levélbolhak).
Ezek a szird-szivo szajszervvel rendelkezd rovarok a floémbdl taplalkoznak, a szajszerviikre
specialis fehérjéik segitségével tapadnak a fitoplazma sejtek. Innen a korokozok bejutnak a
rovar hemolimfajaba, innen a nyalmirigybe keriilve megkezdddik a szaporodasuk. Ahhoz, hogy
a kovetkez6é novényt meg tudjak fertdzni egy bizonyos —fitoplazma fajra jellemz6- siirtiséget el
kell érjenek osztodas segitségével, az ez alatt eltelt id6t latens periodusnak nevezik, ez az
id6tartam 2 naptdl 13 hétig valtozhat. Ezutan a rovar 6rok €letére megtartja fertézoképességeét
¢s bizonyos esetekben utodaiba is atorokiti ezt (Christensen et al., 2005).

A rovar ¢és a fitoplazma kozotti kapcesolat igen bonyolult és nem is minden részlete ismert, de

az bizonyos, hogy hatnak egymasra. Egyes esetekben a fitoplazma legyengiti a gazda rovar
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szervezetét, igy romlik a fitnesze. Az is bizonyitott, hogy a fitoplazma javitja a rovar
télallosagat, szaporodd képességét és meghosszabbitja az allat élettartamat (Bressan et al.,
2005).

A novényekkel torténd atvitelben a Cusuta fajoknak van jelentdsége. Néhany fitoplazma
Cuscuta fajokkal viheté at, mint példaul a stolbur fitoplazma (Glits et al., 2000). A
Catharanthus roseus a fitoplazma kutatas altalanos tesztndvénye, mert nagyszamu fitoplazma
képes megfertézni és rajta jellemzd tiinetet kialakitani. Cuscuta fajok hasznalataval
taxondmiailag tavol all6 novényekrdl, még fas szart és gyogyndvényekrdl is atvihetd a
fitoplazma a tesztndvényre. Ezutdn a ndvényrol visszaviheté e modszerrel az eredeti fajra a
fert6zés, és a fitoplazma fajra jellemz6 tiinetek szintén kialakulnak (Pfibylova et al., 2012). A
vilag szdmos részérdl érkezett jelentés, hogy egyes fitoplazma fajok mag segitségével is tudnak
terjedni. Tobbek kozott lucerna, kokusz, lime és paradicsom esetében mar bizonyitott tény

(Galitelli, 2010).

Fitoplazmak elleni védekezés

A fitoplazmak elleni védekezés ma még nagyon kezdetleges és kis hatékonysagu technologia,
de egyre tobbet foglalkozik vele a tudomany. Egyéves szant6foldi kultirdkban anyagi
megfontolasbol nem valt bevett gyakorlattd a védekezés. A jovében viszont komoly gazdasagi
gondokat okozhat példaul a terjedben 1évo és egyre tobbet kutatott kukorica vorosodés (Maize
Redness (MR)) kukorica betegség. Mivel a korokozo leggyakrabban rovarvektor kdzvetitésével
terjed, ezért ezeknek a fajoknak a gyéritése adhat megoldast a problémara. A pontos vektor
fajok megallapitasa tovabbi kutatasokat igényel. Szem el6tt kell tartani az integralt
novényvédelem alapkoveit, amelyben kiemelkedd szerepet jatszhat a vetésvaltas, amely
Kukorica esetében minimum 3 év és a monokultira szigoru keriilése ajanlott. A fajtavalasztas
jelen esetben nem nyujt kelld védelmet, mert jelenleg nem ismert rezisztencia egy fitoplazma
ellen sem. Megfigyelésekkel alatamaszthatd, hogy az eltér6 FAO szamu, vagyis kiilonb6z6
tenyészidejli hibridek fogékonysaga eltéré a MR betegséggel szemben. A kisebb FAO szamuak
kevésbé fogékonyak a nagyobb FAO szamuakéhoz képest, ennek okat a vetésidében kell
keresni. Lehetséges az is, hogy az éveld gyomokban telelnek at a fitoplazmak €s tavasszal innen
indul a fert6zés. Fontos a teriileten pangd viz elvezetése is, csatornak vagy drén csovek
segitségével (http4).

A fitoplazmak elleni védekezésnek a gyakorlatban a tobb évig adott teriileten 1évd gyiimdlcs és
sz610 iiltetvényekben van jelentOsége. A védekezés alapja a megel6zEs, vagyis a prevencid. A

faj kivalasztasa utan nagyon fontos a fajta megvalasztas, ugyanis itt is eltér6 a tolerancia szintje.
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Szaporit6 anyagot csak megbizhat6 forrasbol érdemes beszerezni, mert a mar fertdzott egyedek
kezelése nem jar sikerrel. A fert6zés nem mindig jar tiinetekkel, latensen is el6fordulhat, igy
kiilonosen fontos a fertézés megallapitasara hasznalt megfeleld diagnosztikai modszer. Az
iiltetvény gondozésa is kiemelten fontos feladat, a sarjhajtasok eltavolitasa csokkenti a fert6zés
kialakulasanak esélyét, a gyomrezervoarok gyéritése kiemelkedd jelentdséggel bir. Rendkiviil
fontos a vektorok elleni védekezés, ez torténhet inszekticidekkel €s a buvo-taplalkozo helyeinek
szabalyozasaval (Siile, 2014).

Sztolbur fitoplazma / Potato stolbur (16Sr-XI1) (Candidatus phytoplasma Solani)
Dolgozatomban a kukorica vordsddés betegségért felelds sztolbur fitoplazmaval foglalkozom.
Magyarorszagon eldszor hibasan azonositottdk a betegséget, Szirmai Janos virusként irta le
1956-ban. A kort csattand maszlagon, burgonyan, paradicsomon, paprikdn és dohdnyon is
felismerte (Szirmai, 1956). Dohanyban torténd azonositasa Petroczy nevéhez fiizddik 1958-
ban. Az 1960-as évek végén Horvath egy 0j kultirnévényen, repcén irta le a sztolbur fitoplazma
jelenlétét. Ugyanebben az idGszakban indultak meg a sztolbur fitoplazma vektorainak
vizsgalatai, legnevesebb kutatoja, Kuroli Géza, aki a sargalabti recéskaboca (Hyalesthes
obsoletus) jelentéségét ismerte fel a terjesztésben (Kuroli, 1970).

A sztolbur fitoplazma csakigy, mint minden ismert fitoplazma obligat biotrof, tehat csak €16
szervezetben tud fent maradni. Ez lehet akar rovarvektor, akar gyom gazda vagy éveld kultira
is. Eurépaban és Azsiaban elterjedt korokozo. Gyom rezervoarjaival régota foglalkozik a
tudomany, szamos iras sziiletett ennek kapcsan, ugyanis a szant6foldi kultarnévényeket termeld
teriileteken ez a legjelentésebb fertézési forras. A kukorica gyomok koziil az alabbi fajokban
bizonyitott, hogy fenn tud maradni a Candidatus phytoplasma solani: Convolvulus arvensis,
Polygonum aviculare, Rubus caesius, Solanum nigrum, Datura stramonium, Lepidium draba,

Amaranthus retroflexus, Chenopodium album, Cirsium arvense, Prunus spp. (Viczian, 1998).

Kukorica vorosodés

A vildgon nagyjabol 1 milliard tonna termést takaritanak be beldle, ezzel a legnagyobb
volumenben termelt névény a bolygon (http5). Eppen ezért kiemelkedé fontossagu a kultira
védelme a kiilonb6z0 biotikus és abiotikus karositok ellen. A tudomany igyekszik 1épést tartani
a folyamatosan valtozo6 ¢és terjedd korokozokkal, erre egy kivalod példa az alig egy évszazada
ismert kukorica vorosodés, melyet fitoplazma okoz.

A korokoz6 vorosodést okoz a levélen az erek kozott, veliik parhuzamosan és a szaron, a csdvek

rendellenesen fejlédnek, csokken a szem kotddés mértéke, igy hianyos, toppedt csovek
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fejlodnek, ezaltal szignifikdnsan csokken a termés mennyisége. Ezt a tiinetegyiittest mutatja be

a 2. dbra.

2.abra: Stolbur fitoplazma tiinetei kukorican Fotd: Barath D.

A tudomany jelen alldsa szerint nem okoz a fitoplazmakra jellemzé leveles viragzatot vagy
torpiilést. 1950-t61 szoérvanyosan, kis jelentdséggel kezdett megjelenni a Balkanon, elsGsorban
Szerbidban, Romanidban és Bulgaridban, ezzel parhuzamosan kezdték leirni a tiineteket és
kutatni a korokozot. Kezdetben nem tudtdk egyértelmiien azonositani a tiinetek kivaltojat,
tapanyag hianyra (P, Zn, Mg), vizhianyra, Fusarium fajokra és Fastidious baktériumokra
gyanakodtak (Suti¢ et al., 2002). Nem sokkal az ezredfordul6 utan, Szerbiaban jarvanyt okozott
az akkor még ismeretlen korokozo. A fert6zott teriileteken 40-90%-o0s termésveszteséggel
lehetett szdmolni, ezzel jelentds anyagi kart okozva a gazdaknak (Bekavac et al., 2011). A
megoldast a molekularis diagnosztikai modszerek alkalmazasa hozta, igy sikeriilt azonositani a
“stolbur” fitoplazmat (subgroup 16SrXII-A, ‘Candidatus Phytoplasma solani’ (Duduk et al.,
2006). Jelenleg a kovetkezd rendszertan szerint soroljak be:

Orszag: Bacteria

Torzs: Firmicutes

Osztaly: Mollicutes

1

2

3

4. Rend: Acholeplasmatales
5. Csalad: Acholeplasmataceae

6. Nemzetség: Phytoplasma

7. Faj: Candidatus Phytoplasma solani

Az EPPO Alert (figyelmeztetd) listajan 2016 ota szerepel, ezzel kivanja felhivni a szervezet a

tagallamok figyelmét a terjedében 1évo és veszElyt jelentd korokozora (http4).
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Egy szerbiai kisérlet soran megtalaltak a régionkban jelenlévé vektort, amely a Reptalus
panzeri kaboca. A kutatok erds korrelaciot talaltak az emlitett kaboca populacié dinamikaja és

a tiinetek megjelenése kozott. A R. panzeri életciklusat és fejlédésmentét a 3. abra szemléltetni.

november — marcius
I; larva telel at 6szi gabonaban

o~

szeptember— oktéber
L,-L;: fitoplazma
felvétele

S

e B

rilis— janius
klfe)lett rovarok Tégléipﬁozés Oszi gabonan

atrepiilnek nimfava alakulas L,-1
a kukoricara | i i i

jalius— kukorica fert6zése janius vége- jalius
augusztus— tojasok lerakasa kifejlett rovar

3.abra A Reptalus panzeri életciklusa (Kolber et al., 2016)

A kisérlet rengeteg, a gyakorlat szamara is hasznos eredményt hozott, megallapitottak, hogy a
kukorica vorosddés betegseég évente eltérd erdsséggel jelentkezik és a fertdzott teriiletek mérete
sem azonos. Mivel adott koriilmények kozott a fitoplazma rovar vektorral terjed, ezért a fertézés
mértéke kozvetve fiigg az iddjarastol, keményebb telek utan, csapadékosabb idében, amikor
nagymértékii a rovarok elhullasa, a betegség sem okoz olyan jelentds karokat. Ha azonban az
iddjaras kedvez a rovarok mozgasanak és szaporodasanak, akkor intenzivebben terjed a kor. A
vektor gabona tabldk talajaban telel, €s innen indulva fert6zi a kukoricat, tehat nem kedvez6 a
kalaszos-kukorica vetésforgd kortani szempontbol (3. abra). Azt is megallapitottak, hogy eltérd
hibridek nem azonos fogékonysaggal rendelkeznek a korokozdoval szemben, tovabba a kukorica

fenologiaja is szamit a fert6zés idejében, a fiatalabb kukorica fogékonyabb a fertézésekkel

szemben (Jovic, 2007).

Fitoplazmak kimutatasa PCR (Polimerase chain reaction) és Nested-PCR segitségével
Munkam sordn nagyban tdmaszkodtam a PCR technologidra, mert megfeleld pontossagu €s

alkalmazasa konnyen elsajatithat6. A technika lényege, hogy kis mennyiségii DNS-t gyorsan,

12



in vitro koriilmények kozott lehet nagy szamban sokszorositani. Ha a DNS-t eldre
meghatarozott melegitési ciklusok ald vetjiik, akkor a kettds szald DNS denaturalddik és a
szalak elvalnak egymastol. Megfeleld polimeraz enzimet és elére tervezett primer part
alkalmazva egy adott szakasz felszaporithato, igy kis mennyiségii mintabol nagy mennyiségii
¢és konnyebben vizsgalhato termék keletkezik (Schleif, 1993).

A Nested PCR annyiban tér el a hagyomanyos PCR-t6l, hogy itt 2 Iépcsében alkalmaznak inditd
szekvencidkat igy megné az eljaras érzékenysége és pontossaga. Az els primer par (outer
primers) egy nagyobb méretli fragmentumot amplifikal. A masodik par primer (inner primers)
ezen a mar sokszorozott szakaszon beliil kapcsolddik a kivant régidhoz és ezt sokszorositja, igy
teszi lehetové a fitoplazma pontos azonositasat, illetve detektdlhatdé mennyiségli termék

keletkezését. (Clair, 2003).

2.3 A virusok jelentdosége
A virusfertézések komoly gondot okoznak az agrariumban. A ndvénytermesztés minden

teriiletén megjelenhetnek, ugyanis mind az egyéves, mind az éveld kultirakat szamos virus
fertdzi. A fert6zott novény termésének mennyisége jelentésen csokken, és a mindségiik

romolhat, de sulyosabb esetben a virusok iiltetvények egészének pusztulasat is okozhatjak.

Novénypatogén virusok jellemzése

A virusok olyan obligat, intracellularis parazitak, melyek magasszintii gazdaspecificitassal
rendelkeznek. Felépitésiik igen egyszerli, genetikai informaciot (valamilyen nukleinsavat)
hordoznak fehérje burokba zarva. Méretiik a 30-450 nanométeres tartomanyba esik, ezért
fénymikroszképpal nem is lathatok. Ordkitdanyaguk egyarant lehet DNS vagy RNS, egy, vagy
tobb darabbol allo (osztott vagy osztatlan), egyszalu vagy kétszalu, egyenes vagy cirkularis
alaki. A novényeket fert6z0 virusok altalaban egyszali RNS genommal rendelkeznek.
Reprodukciéra nem képesek gazdaszervezet nélkiil, anyagcseréjiik szempontjabdl sem
nevezhetjlik 6ket szabadon €16 szervezeteknek, ugyanis a gazdaszervezettel allittatjak eld sajat
genomjukat és a sziikséges fehérjéket (Lazar, 2011).

A nyugalmi allapotban 1év6, a gazdasejteken kiviil talalhato egységeit virionnak nevezziik, ezek
akar kitartoképletként is fennmaradhatnak. Alakjukat az 6ket koriilvevo fehérje burok (kapszid)
hatdrozza meg, ez alapjan lehetnek palcika, fonal, helikalis és ovalis alaktiak is. A virusok
replikacioja hat szakaszra oszthat6: adszorpcio, penetracio, dekapszidacio, eklipszis, maturacio,

kiszabadulas (Horvath, 1999).
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Virusok terjedése

A virusok terjedése mas mechanizmussal torténik attol fliggéen, hogy az egyik novényrdl a
masikra, vagy pedig, a mar megfert6zott névényen beliil valo terjedésr6l van-e sz6. Ahhoz,
hogy a virus tuléljen, nagyon hatékony stratégiaval kell terjednie novényen beliil, lokalisan és
szisztemikusan is. A gazdaszervezet minél magasabb szintli kolonizalasa a végso cél. A ndvényi
gazdaszervezet, amint észlelte a virust, szamos mechanizmust indit be és torekszik a patogén
korlatozéasara, s6t mi tobb elpusztitasara. A virus igyekszik kikeriilni vagy legyd6zni ezt a
rendszert. Ez a versengés vagy a novény pusztuldsaval jar, vagy a virussal szemben
nagymértékii tolerancia, és akar rezisztencia is kialakulhat (Hipper et al., 2013).

A virus, a tobbi novény patogénnel Szemben, a gazdaszervezet sejtjeiben, pontosabban
sejtplazméjdban ¢él. A novényi sejtek védettebbek, mint az 4llati sejtek, mert a
plazmamembranon kiviil sejtfal is hatarolja 6ket. A sejtfalon talalhat6 nyilast plazmodezménak
nevezziik. A sejtek kozotti informacid és anyagaramlas €s a virus sejtrdl sejtre valdo mozgasa is
ezen keresztiil valosul meg, méretiik 30 és 60 nanométer kozott valtozik (Tuba et al., 2007). A
fehérje burokba zart virus, de még a lecsupaszitott nukleinsav genom is tul nagy ahhoz, hogy a
plazmodezman atférjen, a patogén viszont mégis ezen a nyilason keresztiil terjed sejtrol sejtre.
Ez ugy lehetséges, hogy a 3 és 15 kozotti virus genom kodolta fehérjébdl egynek, vagy tobbnek
is az a feladata, hogy a virus mozgésat segitse, ezek az un: mozgéasi fehérjék. Ezek a fehérjék,
a plazmodezmat felépitd fehérjékhez kotddve modositjak azok méretét és segitik a virus
atjutasat (Schoelz et al., 2011). Ez a folyamat rendkiviil lasst, sebessége 5—15 pm/ora, de fligg
a kornyezettdl és a virus replikalodo képességétdl is (Gibbs, 1976).

A szisztémikus fert6zés kialakitasdhoz tul lassi folyamat lenne a sejtrdl sejtre valo terjedés,
ehhez a novény egészét behalozo rendszer, a floém fertézése jelenthet megoldast. A floém
rostacsd tagokbol all, melyek elvesztették sejtmagjaikat és a tobbi sejtalkotojuk is
degradalodott, igy valdsitjadk meg az asszimildtum szallitast a termelddés feldl a felhasznélés
felé (Tuba et al., 2007). A virus szamara a rostacsovekbe vald bejutas bonyolultabb, mint a
lokalis fert6zés, mivel itt 6t nagyon kiilonb6zé sejttipuson kell atjutnia a korokozonak. A
folyamat soran be kell jutnia, utazni kell benne és a még nem fertdzott teriileteken ki kell jusson
a rostacsObol. Ezért a terjedési sebessége exponencialisan no, egyes irodalmi forrasok szerint
akar 50-80 mm/ora is lehet, de ez nagyban fligg a szallitddo fotoasszimilacios termékektdl
(Ueki et al., 2007).

A novények kozotti virus atvitel mindig valamilyen vektor segitségével torténik, ezek lehetnek
€16 és ¢lettelen dolgok egyarant. A vektorok soksziniisége jol mutatja a virusok magas szint{i

alkalmazkodasat ¢és kivalo taléléképességét. A legfontosabb aktiv mozgasra képes
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organizmusok, melyek ndvényrdl névényre terjesztik a fert6zést a rovarok, atkak, gombak,
fonalférgek és a plasmodiophoromycotak torzsébe tartozo szervezetek. A vektor szervezetek €s
a virusok kozott bonyolult €s részben ismeretlen reakciok jatszodnak le, viszont minden
atvitelnek van par kozos tulajdonsaga. A folyamat a fertdzott ndvénnyel indul, ezzel fizikai
kapcsolatba 1ép a vektorszervezet. A virus kapszid, vagy burok kiilonleges glikoproteidjei €s
mozgasfehérjéi segitik a vektor szervezetében vagy feliileten valdo megtelepedést. A vektor
szervezet is rendelkezik specidlis receptorokkal és fehérjékkel mely segiti a korokozo
rogziilését. Az atvitel azzal zarul, hogy a vektor megsérti a még nem fert6zott névény
epidermiszét és egyes sejtjeit, igy a virusok rogton a sejtplazmaba kertilnek (Whitfield et al.,
2015).

A terjedési modok koziil ki kell emelni a legegyszeriibbet, a mechanikai atvitelt. Természetes
(homokverés, levelek 0sszedorzsolddése) vagy mesterséges (kaszalads, miiveld eszkdzok)
sebeken keresztiil valosul meg. Ezt a terjedési modot hasznaljak ki a virus mesterséges
atvitelére a tudomanyos kisérletekben (Fischl et al., 1995). A vegetativ ndvényi részekkel
végzett manipulacid: az oltds, szemzés €s a dugvanyozas is eldsegiti a virus terjedést. Akar az
alany, akdr az oltovesszd fertdzott, a betegség az egész novényre atterjed (Németh, 1979).

A virusok terjedése ezen kiviil generativ elemekkel és szaporitdanyaggal is torténhet.
Szerencsére nem sok virus képes bejutni a ndvény generativ szerveibe €s pollennel, maggal
terjedni. Mivel azonban a szisztémdsan fertdzott novény minden vegetativ sejtjében jelen
vannak, ha a szaporitdoanyag vegetativ szaporitassal keletkezik: gumo, oltashoz felhasznalt

novényi rész, a szaporitdanyag is fertézott lesz (Jones, 2014).

Virusok elleni védekezés

A virusok elleni védekezést az a tény neheziti meg, hogy a gyakorlatban csak prevencios
modszerek léteznek. A preventiv eljardsok, technikdk képezik a védekezés gerincét. A
rezisztens vagy tolerans fajtak kivalasztdsa az els6 1épés a védekezés soran. A virologusok
akkor tekintik a novényt rezisztensnek, ha a virus nem tud a fert6zott sejtben replikalodni vagy
sejtrdl sejtre terjedni. A gyakorlatban nem lehet olyan fajtat vagy hibridet valasztani, mely teljes
mértékben virusrezisztens, mert egyszerre tobb patogén virus van jelen. Ezekkel szemben a
novény fogékonysaga eltérd. A nemesitok a fobb, nagyobb gazdasagi kart okozé virusok ellen
probalnak rezisztenciat l1étrehozni, Uj torzsek megjelenése miatt ez egy nehéz feladat. A
virusmentes szaporitbanyag eldallitis fontossigat a Magyar Allam is felismerte és szigora
szabvanyokat allitott fel, melyet a 48/2004 (1V.21) FVM rendelet tartalmaz. Ebben

kultaranként kitér a mintaterekben maximum megtalalhat6 virussal fert6zott ndvényszamra és
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rendelkezik a karantén virusokrol (http6). Ha fellép a fert6zés akkor -egyes jogszabalyban leirt
virusok esetén- karantén intézkedéseket kell foganatositani, ezt a szakhatosag rendeli el ¢és
ellendrzi.

Nagyban csokkentheti a tabla virus terheltségét, ha idoben és megfelel6 modon védekeziink a
betelepiild rovarvektorokkal szemben. Fontos, hogy a hosszabb hatasti inszekticidek nem
hozzak a vart eredményt a perzisztensen terjedé virusokkal szemben, ugyanis a rovar ilyenkor
intenzivebb taplalkozasba kezd és megnd a probaszivasok szama, ami segiti a virus terjedését.
Az adott patogénnel fert6zott gyomok irtdsa is eredményes lehet, mivel a virusok obligat
biotrofok, ezért csak ¢él6 szervezetben képesek fennmaradni, ha a szervezetet erdteljesen
szabalyozzuk, akkor megszakitjuk a virusatvitel korét. A mag fertdtlenitésével a mag felszinén
talalhato fert6z6 agensek ellen tudunk védekezni (Takacs, 2019).

A biotechnoldgiai modszerek koziil figyelmet érdemel a kopenyfehérjegénnel, a szatellit RNS-
sel, az antiszensz (a virus komplementer RNS-ének reverz komplementer szakaszaval)
nukleinsavval és a defektiv interferaldo molekulakkal kialakitott indukalt rezisztencia.

A védekezés masodik szegmense a terapids eljardsok: hdterapia és regeneracids terapia
(merisztéma kultara), kemoterapia (virusellenes anyagok). A virusoknak nincs 06nallo
anyagcseréjiik, ezért az in vivo végzett kemoterapikumok nemcsak a koérokozot, hanem a
gazdasejtet is karositjak. Ennek ellenére egyes virusellenes szerek (pl. Ribavirin, Tiazofurin,
Pyrazofurin) tapoldatba addséaval sikeriilt egyes virusok [pl. burgonya X-virus (potato X
potexvirus), burgonya S-virus (potato S carlavirus)] szaporodasat merisztéma kulturaban
gatolni, vagy megsziintetni. Egyes irodalmi forrasok szerint, metil-benzimidazol-2il-karbamat
tartalmi gombaolo szerekkel is (pl. Benlate, Bartstin) sikeriilt mérsékelni egyes novényvirusok

tiinettani hatasat (Horvath et al., 1999).

Altalanos antiviralis rendszerek

A novények is, mint a legtobb eukaritota szervezet rendelkezik egy belsd védekezési
rendszerrel, mely feladata a novény épségének megdrzése. A rendszer alapelve, hogy
kiilonbséget tud tenni sajat és idegen anyag kozott. A kiils6 forrasbol szarmazo sejtet a szervezet
elkiiloniti és/vagy megsemmisiti. A virdlis fertézésre a novény velesziiletett és adaptiv
immunvalaszt valt ki. A felismerd mechanizmus egy komplex biokémiai folyamat, mely sordn
a virusok molekularis jellegzetességeit az un. mintdzat felismerd receptorok ismerik fel (Pepd,
2011).

Az egyik ilyen ugynevezett antiviralis rendszer az RNS alapu géncsendesités masnéven RNS

interferencia (RNAIi), mely minden eukariéta szervezetben mukodik, feladata a
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génszabalyozas. Kétszali RNS-ek hatasara 1ép miikodésbe, ezeket ismeri fel és darabolja, ami
a folyamat végén a kétszali RNS-sel homolog nukleinsavakat inaktivalja. Amikor a virus a
novényben sokszorozodik, az oOrokitdanyagarol atmenetileg kétszali RNS-molekulak
képzbédnek. Ezt ismeri fel a ndvény védekezé rendszere és darabolja fel kicsi, 21-25 nukleotid
(nt) hosszusagh kétszalu kis interferal6 (small interfering; si) RNS-sé. Ezek egyik szala beépiil
egy enzim-komplexbe. Utdbbi a SIRNS nélkiil nem miikddik, de amint egy SIRNS kotodik
hozza, miikkodése értelmet nyer, s ettél kezdve az enzim-komplex felismer minden olyan RNS-
t, amely a beéplilt kis RNS-sel bazisparosodasra képes, €s inaktivalja azok miikodését vagy ugy,
hogy elhasitja 6ket, vagy gatolja a réluk induld transzlaciot. Mivel a kis RNS a virusrol

keletkezett, igy ez a komplex a virus RNS-eit fogja felismerni, és gatolni azok miikddését.

Az RNSi védelmet nytjt a molekularis parazitak ellen, tehat a virusok ellen is. Emellett pedig
fontos szerepet tolt be az atirddott gének szabalyozasaban is. A rendszer felfoghat6 egy nagy
specialis és finomra hangolt, RNS alapii mindségbiztositasi rendszernek (Shou-Wei et al.,
2004).

2.3.1 Virusdiagnosztika
A viruskutatas €s ezzel a diagnosztika elsé alapkévét az orosz szarmazast Ivanovszky

mikrobiologus és novényfiziologus tette le a dohdny mozaik virus (TMV) vizsgalataval.

Kutatasaival 1892-ben igazolta a ,,mozaik betegség” szovetnedvvel torténd terjedését (Glits et
al., 2000).

Szerolégiai modszerek, ELISA

Ma leggyakrabban szerologiai modszert alkalmaznak a virusok kimutatasara, alapja az antigén-
antitest reakcio. A reakcid lényege, hogy az adott virus kiilonb6zd fehérjéi, elsdsorban a
kopenyfehérjéi alkalmasak antigénként vald azonositisra. Ezt a tesztelni kivant novény
szovetnedv kivonata tartalmazhatja. Az adott virus vizsgalatara specifikus antitesteket
termeltetnek. Ha megfelelé mennyiségii és mindségii antigén és antitest talalkozik, akkor az
szabadszemmel vagy fénymikoroszkoppal jol vizsgalhato csapadékot eredményez, mely egy
pelyhes anyag. A reakci6 erdsen fiigg az oldhatdsagi viszonyoktol, hdmérséklettdl és a pH-tol.
Ez az érzékenység okozza a legnagyobb hatranyat ezeknek a modszereknek. Ezen ismeretek
birtokaban Clark és Adams az 1970-es évek végén kifejlesztette az ELISA (Enzyme Linked
Immunosorbent Assay) modszert, ezzel forradalmasitottdk a ndvényvédelmi virusdiagnosztikat

(Clark et al., 1977).
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Az enzimhez kotott ellenanyag-vizsgalat folyamata egyszerti, ez is indokolhatja a széleskort
alkalmazasat. Tovabb4, szinte végtelen szamban modosithatd és esetre szabhatd. Az eljaras
Iényege, hogy az alap reagenseket egy specialis mlianyag eszkoz feliiletére kotik, utana torténik
a szovetnedv hozzdadas majd mosds ¢és mérés. Az eredményeket a megfigyelhetd
szinvaltozasokkal tudjuk nyomon kovetni. A mddszer hatranya, hogy, mivel a reakcidhoz a
virust felismerd ellenanyagra van sziikség, csak ismert virus jelenléte vizsgalhatd a mintdban

(He, 2013).

RT-PCR (Reverse Transcription PCR)

A PCR technika egyik valtozata az RT-PCR, mely lIényege, hogy a PCR amplifikacié templatja
egy, az RNS templatrol késziilt cDNS (komplementer DNS), ami reverz transzkriptaz enzim
segitségével szintetizalhatd. Mivel a ndvénypatogén virusok jelentds részének RNS az 6rokitd
anyaga, és a PCR reakcid azonban csak DNS templaton milkddik, az RNS virusok
kimutatasanal is ezt haszndljadk. Az ELISA-nal érzékenyebb rendszer, emiatt valhatott
széleskorlien elterjedté. Ezzel a technikaval vizsgalhatéak az RNS virusok és viroidok is. A
modszer hatranya, hogy mivel a PCR reakcidhoz a templatra specifikus inditoszekvenciakat

kell hasznalni, csak ismert szekvenciaju virus jelenlétét lehet vele detektalni a mintaban (Fésts,

1999).

Uj generacios szekvenalas

A hagyomanyos virusdiagnosztikai eljarasokkal szemben ez egy egész mas, Ujabb
megkdzelitési moéd. A modern biokémia, bioinformatika és fizika 6tvozésével jott 1étre az j
generacids, vagy nagy-ateresztd képességli szekvenalds. Elddjének a Sanger szekvenalas
tekinthet6. Azzal Gsszehasonlitva azonban ez egy sokkal nagyobb hatékonysagu eljaras. Mig a
Sanger szekvendlds esetében egyszerre egy nukleinsav szekvencidjdnak meghatdrozasa
torténik, a nagy-ateresztOképességli szekvenaldsndl ez egyszerre tobb, akar szdz millid
molekula is lehet. A technika képes megallapitani az egy mintdban talalhatd Osszes
orokitdanyag nukleinsav sorrendjét, igy az el6bb ismertetett két diagnosztikai eljarassal
szemben nagy eldnye, hogy eddig ismeretlen virus is kimutathaté a mintdbol (Massart et al.,

2014).
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3 Anyag és modszer

3.1 Kukoricavorosodés tiineteit mutaté kukorica fitoplazma
fertozottségének vizsgalata

3.1.1 Mintavételi teriilet

A kukorica vorosodését a NEBIH-hez tartozo fajtakitermeszté allomason vizsgaltuk. Ezen a
terlileten végzi az allami szervezet, a forgalomba hozott vetémag mindsitéshez kapcsolodd
kisparcellas faj- és fajtaazonositd kitermesztést. Az allomds Pest megye kozepén talalhatd
Monorierdd telepiilésen. A szervezet nagy teriileten végzi a feladatat, a fenotipusosan
fitoplazma tiineteket mutatd sorok, vonalak (ahonnan a mintavétel tortént) viszont csak néhany

szaz négyzetmétert foglaltak el az allomas teljes teriiletébol, melyet a 4. abra szemléltet.
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4. abra Monorierdén talalhato NEBIH fajtakitermesztd allomasanak hozzavetéleges teriilete és

a mintavétel pontos helye (Forrds: Google Maps alapjan sajat szerkesztés)

3.1.2 Fertozott egyedek Kivalasztisa
Az allomas teriiletén tobb szaz-ezer vonal, fajta, hibrid, fajtajelolt kitermesztését végzik. Mégis

csak egy kis teriileten egymas mellett 1év6 sorokban fordultak el6 a Stolbur fitoplazmara utald
tiinetet mutatd egyedek, ezt az 5. abra szemlélti. A pontos fajta beazonositasa nem volt
lehetséges, mert a tulajdonosi adatokat bizalmasan kezelték. Ezek kideritésére tovabbi

vizsgélatokra lenne sziikség. A teriiletet bejarva kerestiink rendellenes ndvekedésii
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gyomnovényeket is, melyek tiinetei fitoplazma fertézésre utalhatnak. 6.abra mutatja be az

altalunk gy(ijtott aproszulak (Concolvulus arvensis) 2 kiilonbozo egyedét.

\ SR )

A

p b k)

5. abra Rendellenes novekedésti apro szulak (Convolvulus arvensis) (Foto: Barath D.)

3.1.3 Mintak begyiijtése és tiineti vizsgalata
A tlineteket mutatd 5 sorbol reprezentativ mintavétel tortént 2019.09.19-én. Az alabbi tiineteket

mutato egyedekbd tortént a mintavétel:

20



1. Abnormalis bibe ndvekedés, pollen hidny, deformalt porzd, apro, gyengén telitddott
csovek

2. Voros elszinezodés a levéllemezen, levéléren

3. Koraérett, elszaradt, satnya egyedek
Mintékat gytijtottiink tobb gyomfajrodl is, melyek az alabbi tlineteket mutattak:

1. Klorotikus elszinezddés

2. Megrovidiilt izk6zok, apro bokros novekedés

3. Gyengén fejlodo hajtasrendszer
Mintazott fajok: fenyércirok (Sorghum halepense), apré szulak (Convolvulus arvensis),
kakaslabfii (Echinochloa crus-galli) és fekete csucsor (Solanum nigrum) osszességében 7
gyomndvény egyedbdl tortént mintavétel. Korabbi tapasztalatok alapjan a DNS kivonés a nem
tul szaraz, de tiineteket mutato levelekbdl a leghatékonyabb. A mintavételben a NAIK-MBK
Diagnosztikai csoport munkatarsai ¢és egy a teriiletet jol ismerd korabbi alkalmazott
segédkezett. A leveleket alufoliaba csomagoltuk, majd sorszammal lattuk el, ennek alapjan
egyértelmiien nyomon lehetett kovetni a minta utjat. A felvett adatokat az 1. tdblazat foglalja
Ossze. Az Osszes minta a fertdzottség tiineteit mutatta kivéve a 9. minta. A mintékat -70°C-on

taroltuk a felhasznalasig.

i i ) E k ) i
i/lrln'ta Sorszém Faj gyegle Gytjtés helye Mln_t a’ Tiinet
6dja sorszama mennyisége
K1 1 kukorica -5 11-es sor > egyedrdl +
levélminta
K2 2 kukorica 6-10 50-es sor > egyedrol +
levélminta
K3 3 kukorica 11-15 51-es sor > egyedrol +
levélminta
K4 4 kukorica 16-20 52-es sor > egyedrol +
levélminta
K5 S kukorica 21-25 63-as sor > egyedrdl +
levélminta
Gyl 6 aproszulak 26 63-as sor sorkoz ! egyedrol +
levélminta
Gy2 ! aproszulak 27 64-es sor sorkodz ! egyedrol +
levélminta
Gy3 8 aproszulak 28 63-as sor sorkoz ! e%’ye‘.i“’l +
levélminta
Gy4 o aproszulak 29 63-as sor sorkoz ! e%’ye‘.i“’l -
levélminta
Gy5 10 kakaslabfi 30 30-as sor sorkoz ! egyedrol +
levélminta
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11 o 31 ﬁibrid kukorica I egyedré]
Gy6 fenyércirok tabla 1270-es sor levélminta +
mellett
oy | e ey | 1 el |
mellett
1.tablazat: begyiijtott mintak adatai
3.1.4 DNS kivonas

1. A DNS kivonas a Macherey-Nagel, NucleoSpin Plant Il DNS izolalo kit segitségével
tortént, a gyartd altal megadott protokoll alapjan, a mintazott levelekbdl.

2. ElOkészitettem egy steril dorzsmozsarat és hozza egy pisztillust, folyékony nitrogént
toltottem bele €és ebben elporitottam a 20mg kortili fagyott levéldarabot. A levéldarab
kivagasakor torekedtem arra, hogy levéllemez és levélér is keriiljon a mozsarba.

3. Ezt a port 400 pl PL1-es pufferrel hoztam folyékony éllapotba, az oldatot egy steril
eppendorf csdbe pipettaztam 4t. Vortex segitségével atkevertem a mintat.

4. Majd hozzdmértem 10 pl RNase enzimet. 10 percet kellett inkubalni 65°C-on.
Inkubécid utan a csovet 5 percig centrifugaltam maximalis fordulatszamon, a kovetkezd
1épéshez a feliiliszot hasznéltam fel.

5. A Kithen talalhato specialis lila szinii szlirére mértem a folyadékot majd 2 percig
centrifugaltam maximalis fordulatszamon, ami 13.000 x g volt.

6. 450 pl PC puffert adtam hozza, ezt 6vatosan Ossze kellett keverni.

7. Eloékészitettem egy szintén a csomagban talalhat6 zold szlirdt és erre ramértem az igy
kapott folyadékot. Megint 1 perc centrifugalas kovetkezett maximalis fordulaton.

8. Mosas kovetkezett, harom 1épésben eldszor 400 pul PW1, majd 700 ul PW2, végiil 200
ul PW2 majd centrifugalni az els6 két mosasnal 1 percig, az utolséd esetében, pedig 2
percig.

9. Uj steril eppendorf csébe helyeztem a membrant, amiben megkotédott a DNS. Ezt a
mar 65°C-ra elémelegitett PE pufferbe lehetett leoldani, mintanként 40 pl-t kellett
kimérni. 5 perc inkubacios 1d6 utan, a szer kioldja a szlirébdl a DNS-t, centrifugalas
utan megkaptuk az oldott DNS-t.

10. Az utolsé 1épés a folyamat eredményének ellendrzése volt, agar6z gélen torténd

futtatassal . Az izolalt DNS mintakbdl 2 pl-t 3 ul bromfenolkéket tartalmazdé DNS
festékkel elegyitettem, majd EtBr-dal festett 1,2%-os agardz gélen megfuttattam.
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Elektroforézis utan a géleket lefotoztam. Ez az altalam izoladlt DNS mindségének
ellendrzésére szolgalt.
Osszességében K1-K5 mintakbol 25 egyedben talalhatdo DNS keriilt kivonasra és Gyl-Gy7
mintakbol 7 egyedbdl. Tehat a kiinduld ,,alapanyag” ez a 32 darab minta volt.

3.1.5 Pool-ok elkészitése
A total nukleinsav kivonas utan, konnyen vizsgalhat6 ¢és kezelhetd mintakat kellett 1étrehozni,

mely hiien tiikr6zi egy-egy vonal terheltségét. Kutatdsunk sordn nem az egyes kiilonallo
kukorica egyedek fert6zottségét kivantuk kimutatni, hanem inkdbb a vonalakban, teljes
novényallomdnyban akartuk diagnosztizalni a koérokozé jelenlétét. A kukorica vonalakbol
,keveréket”, pool-t allitottunk eld, mely egyenld aranyban tartalmazta a kiilonallé novényekbol
kivont DNS-t, a gyomokat dnalldan kezeltiik. Tehat a diagnosztikat 12 darab mintaval kezdtiik
meg 5 darab kukorica pool-lal és 7 darab gyom mintaval. Tovabba, a vizsgalati sorba
betetettlink egy kordbban igazoltan pozitiv mintat (pozitiv kontroll) és egy egységnyi sterilizalt

desztillalt vizet, mely a negativ kontroll szerepét toltotte be.

3.1.6 Nested PCR
A nested PCR egy kétlépésben elvégzett polimeraz lancreakcio (Isd. 2.2 fejezet). A modszer

lényege, hogy a két 1épés soran kiilonbozo inditdszekvencia parokat alkalmazunk, igy csak a
fitoplazmara utald végterméket amplifikaljuk, sokszorositjuk fel, ezaltan pontos eredményt
kapunk a korokozo6 jelenlétérdl. Vizsgalataim sordn kettd kiilonb6zd primerpar kombindcioval
kiséreltik meg a fitoplazma kimutatast, annak érdekében, hogy az esetlegesen mutalodott
fitoplazma kimutatasanak esélyét noveljiik. Kivancsiak voltunk, hogy a két eltéré modszer
mennyire mas eredményt hoz és, hogy vajon igazoljak-e a fenotipusosan megjelent tiineteket
¢és ezzel kapcsolatban a korokozo jelenlétét. Minden esetben a 14 darab minta volt a kiindulasi
templat és Q5 DNS polimerazt hasznéltunk. A PCR 6sszedllitasa, egy steril boxban tortént a

kontaminaci6 megeldzése érdekében.

Indito szekvenciak (primerek)

Az altalunk hasznalt primer parokat a 2. tdblazat tartalmazza.

Alkalmazas Név Primer szekvencia (5'-3") Bp Referencia
STOL 11 TATTTT CCT AAAATTGATTGGC | 22 ]
. F2 Claire et al.,
PCRIepes Toror 11 2003
R1 TGTTTT TGC ACC GTT AAA GC 20
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AAG AGT TTG ATC CTG GCT CAG

P1 GAT T 25| Smartetal.
P7 CGTCCTTCATCG GCTCTT 18 1996
fu3 TTC AGC TACTCTTTGTAACA |20 | Lorenzetal.
rus CGG CAA TGG AGG AAACT 17 1995
Nested- STOL 11
PCR Iépés F3 ACG AGT TTT GAT TATGTT CAC | 21 Claire et al..
STOL 11 2003

R? GAT GAATGATAACTT CAACTG |21

2. tablazat A felhasznalt primerek jele, nukleotid sorrendje és mérete

A nested PCR reakciok soran els6 1épésben univerzalis primereket hasznaltunk, majd masodik
1épésként, hogy sziikitsiik a kort és noveljik a kimutatds érzékenységét a 16Sr-Xllcsoport

specifikus inditészekvenciakat alkalmaztunk.

3.1.6.1 PCR: P1-P7, nested PCR: U3,U5 pimer
Elsd 1épésben alkalmazott PCR MIX dsszetétele egy mintara szamolva:

1.MQ: 9 ul (steril desztillalt viz)
2. 5x QS5 puffer: 3ul
3. Forward primer (P1):1 pl
Reverz primer (P7):1 ul
4. 10mM dNTP: 0,3 pl
5. Q5 DNS polimeraz enzim: 0,2 pl
6. templat: 2 pl
A templat DNS-ekhez 13 pl PCR mixet adtunk.
A PCR késziilékben hasznalt protokollt a 3. tablazat szemlélteti

Elo-’ ., | Denaturacio | Annealing | Elongacio Veg’so' .
denaturacid elongacid
Homerscllet 98 98 55 72 72
(%)
1dStartam 30 10 20 60 120
(sec.)
| )
1

40-szer ismétlodik

3.tablazat: Az univerzalis fitoplazma primerek hasznalata esetén hasznalt PCR protokoll
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Masodik Iépésben az elsd PCR reakcié terméket 40-szeresére higitottuk és ezt hasznaltuk a
nested PCR reakci6 templatjaként. Alkalmazott PCR MIX 0sszetétele egy mintara szamolva:

1.MQ: 9 ul (steril desztillalt viz)

2. 5x Q5 puffer: 3ul

3. Forward primer (U5):1 ul
Reverz primer (U3):1 ul

4. 10mM dNTP: 0,3 pl

5. Q5 DNS polimeraz enzim: 0,2 ul

6. templat: 1 pl

Az 1 pl templathoz 14 pul PCR mixet adtunk. A hasznalt protokoll annyiban tér ez az els

1épésben leirtaktdl, hogy ez a primer par 53C°-0s anelldldsi homérsékleten miikodik a

leghatékonyabban, igy ezt alkalmaztuk.

3.1.6.2 PCR:STOL 11 F2, R1, nested PCR: STOL 11 F3,R2

Elsd 1épésben alkalmazott PCR MIX osszetétele egy mintara szamolva:

1.MQ: 8 pl (steril desztillalt viz)

2. 5x QS puffer: 3ul

3. Forward primer (STOL 11 F2):1 pl
Reverz primer (STOL 11 R1):1 ul

4.10mM dNTP: 0,3 pl

5. Q5 DNS polimeraz enzim: 0,2 pl

6. templat: 2 pl

Az 2 pul templathoz 13 pl PCR mixet adtunk. A stolbur specifikus primerek hasznalatakor

hasznalt PCR protokollt a 4. tablazat szemlélteti

Elo-’ .. | Denaturacio | Annealing | Elongacio Veg’so. .
denaturacid elongacid
Homerscklet 98 08 60 72 72
(€%
1dStartam 30 10 20 60 120
(sec.)
| )
1

40-szer ismétlodik

4. tablazat: PCR protokoll
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A nested PCR Iépésben az els6 PCR reakcidé termékek szazszoros higitasat hasznaltuk
templatként a nested PCR reakcidohoz. Az itt alkalmazott PCR MIX 6sszetétele egy mintara
szamolva:

1.MQ: 9 pl (steril desztillalt viz)

2. 5x QS5 puffer: 3ul

3. Forward primer (STOL 11 F3):1 ul

Reverz primer (STOL 11 R2):1 ul

4. 10mM dNTP: 0,3 ul

5. Q5 DNS polimeraz enzim: 0,2 pl

6. templat: 1 pl
Az 1 pl templathoz 14 pl PCR mixet adtunk. A PCR protokoll megegyezett az elsé 1épésben
leirtakkal.

3.1.6.3 Végtermék elemzése

A reakciok utan a végterméket gélelektroforézis segitségével vizsgaltuk. Az agar6z gélt
etidium-bromiddal festettiilk meg, ami egy fluoreszcens festék, amely a DNS és RNS molekulak
bazisai kozé interkaldlodik. A megszilardult gélt 1xXTBE oldatot tartalmazo futtatdé kadba
helyeztem. A gél els6 zsebébe DNS markert vittem fel (Gene-Ruler 100 bp Plus (3ul)). A
marker kiilonb6z06, de ismert méretli DNS darabot tartalmaz, melyek a gélelektroforézis soran
méretiiknek megfelelden valnak szét, és igy ezzel dsszehasonlitva a PCR reakcio soran kapott
termék mérete pontosan leolvashatd volt. A tobbi zsebbe a Nested PCR 1épés végtermékét
vittiik fel 3 ul mennyiségben, hogy az elvalasztas kozben is jol lathatd legyen 3 ul DNS
festékkel festettiik meg. Ezutan aram ala helyeztiik a futtato kadat, nagyjabol 130V fesziiltséget
kellett beallitani. Az elektromos aram hatdsara a kiilonbozé méretli DNS-ek szétvalnak és
méretilknek megfeleld sebességgel vandoroltak. Mivel a primerek kotddési helye ismert volt,
ezért tudtuk, hogy milyen méretii termék jelzi szamunkra a teszt pozitiv voltat, azaz a

fitoplazma jelenlétében specifikus termék keletkezését.
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3.2 Kaoles, mint virusrezervoar gyom vizsgalata

3.2.1 Mintak begyiijtése
A mintékat a kutatocsoport két kiilonallo takarméany kukoricaval bevetett teriiletrdl (Ujmajor

susnyas, Biidos arok, tovabbiakban: US és BA) gytijtotte be. A mintavételi pontok pontos helyét

a 7. abra szemlélteti.

Keszthely
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7.4bra: Mintavételi helyek a koles vizsgalata soran (Google Maps alapjan sajat szerkesztés)

10 Panicum miliaceum egyedrél random modon gytijtottek be levél, gyokér és termés
darabokat. A novények nagyrésze valamilyen jellegzetes virustiinetet mutatott: csavarodott

level, satnyulds vagy klorotikus elszinezddés. A mintdk tételes tartalmat az S5.tablazat

szemlélteti
Teriilet Minta Névén‘)‘/i fész (db) : tiinet
kodja | levél | gyokér | termés
1 4 2 2 torpiilés, csikozottsag
2 4 2 2 torpiilés, csikozottsag
3 3 2 2 torpiilés, csikozottsag
4 2 0 2 csikozottsag
BA 5 4 2 2 torpiilés, csikozottsag
6 4 2 2 torpiilés, csikozottsag
7 3 1 1 torpiilés, csikozottsag
8 4 1 2 torpiilés, penész
torpiilés, klorotikus

; 2 1 ! follfok
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10 4 2 0 torptilés, meddo viragzat
11 4 2 2 nincs
12 4 1 1 enyhe klorozis
13 3 1 1 enyhe csikozottsag
14 3 1 1 enyhe klorozis

US 15 3 1 1 enyhe csikozottsag
16 4 1 1 enyhe csikozottsag
17 2 0 1 enyhe csikozottsag
18 3 1 1 torpiilés
19 4 1 1 torpiilés, klordzis
20 3 0 1 torptilés, csikozottsag

5.tablazat: A gylijtott mintak tételes felsorolasa (Pasztor et al. 2020)

3.2.2 RNS tisztitas
A gyljtott mintakbol fenol-kloroform kivonasi technikaval tisztitottam RNS-t. A fagyasztott

mintakat keramia mozsarban homogenizaltuk. 650 pul extrakcios puffert (100mM glicerin, pH
9,0, 100mM NaCl, 10mM EDTA, 2% SDS, 1% SLS) és 650 ul fenolt adtunk hozza. Az igy
keletkezett elegyet, 5 percig centrifugaltuk. A vizes fazishoz vele megegyezd mennyiségii
fenolt, kloroformot és izoamil-alkoholt (25:24:1) adtunk. 5 perc centrifugalas utan a feliil 1év6
fazishoz 24:1-es aranyban levd kloroformot €s izoamil-alkoholt adtunk majd jabb 5 perc
centrifugalas kdvetkezett. A konnyebb fazist etanol segitségével kicsaptuk majd steril desztillalt

vizben visszaoldottuk. Az igy kinyert RNS-t -70°C-on taroltuk felhasznalasig.

3.2.3 Elegy létrehozasa a kiilonallo mintakbol
Vizsgalatunk célja nemcsak az volt, hogy a kiilonalld egyedek virusfert6z6dottségét

bizonyitsuk, hanem hogy megvizsgéljuk, az adott teriileten n6v6 kolesek virusfertdzottségét
nagy-ateresztoképességii szekvenalassal. Ehhez olyan mintakat készitettiink, melyek jol
reprezentaljadk az adott gyiijtési helyen megtalalhatd koles egyedeket. Elsé 1épésben az egy
novénybdl szarmazo a kiilonbozo f6ld feletti €s alatti szervekbdl kinyert RNS mintdkat mértiik
0ssze egyenld aranyban. Majd az igy kapott egy egyedet reprezentald keveréket vegyitettiik a

tobbi egyedet jol tiikrozé mintaval. gy jott 1étre az adott llomanyt képviseld pool termék.

3.2.4 Virus diagnézis RT-PCR alkalmazasaval
A mintakeverékek és az egyedi mintak RNS-ei szolgaltak templatként a cDNS szintéziséhez,

melyhez a RevertAid First Strand cDNS Synthesis Kit-tet hasznaltuk, random primer parral. A
virusdiagnosztikdhoz az RT-PCR eljaras soran Q5 Hot Start DNS polimerazt hasznaltunk. A

felhasznalt primereket a 6. tablazat szemlélteti.
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Annealing
homérséklet Q5
DNS polimerazzal

Termék

Virus Primer neve Primer Szekvencia (5'-3") .
merete

WSMV_8175F | ACTGCGTGTACGAATCGAGTGAG
WSMV = 1078 bp 55:C
WSMV_9253R | TAGTTTCTACTGTGCTCACGCAAG

BYSMV_158F | ATGGCAAAAGAAGATCATGGATTG
BYSMV = 1286 bp 65°C
BYSMV_1444R | CCTTTAGGAGAAGATCTGGTCAGC

BVG _3508F | ATGAATACGGGAGGTAGAAATGG
BVG = 607 bp 50-C
BVG_4115R | GATGCTCCGTCTACCTATTTCGG

6.tablazat: felhasznalt primerek és azok kiilonb6z6 tulajdonsagai (Pasztor et al, 2020)

A lefuttatott RT-PCR ciklusokat a 7. tdblazat szemlélteti.

30 mp 98-C
10 mp 98-C
40X 20 mp Annealing hémérséklet
60 mp 72:C
2min 72-C
7.tablazat: A PCR sokszorozas soran hasznalt ciklusok id6 és hémérséklet adatai (Pasztor et

al, 2020)

Az igy keletkezett RT-PCR termékeket agar6z gélen valasztottuk el és a megtisztitasahoz
Genelet Gel Extraction Kit-tet hasznaltunk. Az tisztitott DNS terméket klonoztuk és

nukleinsavsorrendjét meghataroztattuk.

3.2.5 PCR termékek tisztitasa
A nested PCR reakcio adott méretii termékeinek bazispar sorrendjét meg szerettiik volna

hatarozni, ehhez ki kellett tisztitani a tobbi termék koziil. Igy tudtunk megbizonyosodni arrol,
hogy valdban fitoplazmarol keletkezett a termék.

Thermo Scientific Gene Jet Gel Extraction Kit-et hasznaltam a tisztitashoz, a mar kidolgozott
protokollt kovetve.

1. A PCR terméket agardz gélen, elektromos dram segitségével szétvalasztottam és a
megfeleld méretii terméket szikével kivagtam és Eppendorf csébe helyzetem, mely
stlyat megmértem, majd meghataroztam a gél feloldasahoz sziikséges Binding puffer
mennyiségét.

2. A mar ismert tomegl termékhez aranyos mennyiségti Binding Buffert adtam. Majd 10
percre 65°C-os vizfiirdobe tettem a mintakat, teljes oldodasig hagytam benne. Ezzel egy

idében az Elution Buffert is a 65°C-os vizflirdore helyeztem, elomelegités céljabol.
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3.2.6

Az igy létrejott oldatot, a megadott jelll szlirGvel ellatott csObe mértem és egy percen
keresztiil centrifugéaltam.

A sziirén atfolyt anyagra a tovabbiakban nem volt sziikségem ezért kidobtam, majd 100
ul Binding Buffert adtam hozza, majd egy percnyi centrifugalas utan lefolyt
mellékterméket is kidobtam.

Otodik 1épésként 700 ul Wash Buffert mértem bele a mintidba, majd 1 percig
centrifugaltam.

A DNS leoldasa volt a tovabbiakban a feladat. Ez utan egy uj Eppendorf csébe
helyeztem a sziir6t, ramértem 23 pl Eluation Buffert, mely oldészerként szolgalt, a hatas
kifejtéséhez vartam 1 percet, aztan centrifugaltam 1 percig.

Ezt a 1épést megismételtem, hogy minden lehetséges DNS-t leoldjak a szlirérdl, és
toményebb terméket kapjak.

A folyamat sikerességét egy ujabb agardz géles futtatassal ellendriztem, ehhez 3 pl

termékhez 1 pul DNS festéket adtam.

Klonozas

Klonozasra azért volt sziikség, mert igy egy adott DNS-t tudunk felsokszorositani, igy a késbbi

szekvenalas pontos eredményt hoz. A kiinduldé anyag a tisztitott PCR termék volt. A

klonozashoz a CloneJET PCR Cloning Kit (Thermo Scientific) gyari szettet hasznaltuk. A

reakciohoz 0sszemértem:

3ul tisztitott PCR terméket

0,5 ul pJET1.2 blunt klénozo6 vektort
2X reakcio puffert

0,5 ul T4 ligazt

1 ul MQ vizet

Ligalasi reakcio transzformalasa E coliba:

1.

Az elkésziilt elegyet 15 percig szobahdmérsékleten inkubaltam, majd 100 ul DHSa
kompetens baktérium sejtbe transzformaltam.

5ul ligatumra rapipettaztam a kompetens sejteket és 20 percig hagytam jégen, majd
30masodpercig 42 °C-on hdsokknak tettem ki 6ket.

0,5 ml SOC taptalajt mértem hozza

A sejtek regeneralasa 37 °C-on 40 percig tarto razatassal tortént.

Az igy 1étrejott szuszpenziobol, LAF boxban 150 ul-t szélesztettem LB és ampicillin

tartalmu petricsészébe, majd egy ¢éjszakan at 37 °C-on inkubaltam.
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6. A létrejott telepek koziil kivalasztottuk 4-et és atoltottuk egy szilard agarlemezre,
tovabba ampicillines folyékony LB taptalajba.

Plazmid tisztitasa
NucleoSpin Plasmid DNA purification Kit-tel nyertiik ki a baktériumokkal felszaporitott
plazmidot.
1. LB kulturat centrifugaltuk 30 masodpercig (13000 rpm), a feliiltisz6 frakciot lepipettaztam.
2. 250 ul A1 puffert adtam hozza és vortex segitségével ujra oldat formaba hoztam.
3. 250 ul A2 puffert mértem hozza ¢és Ovatosan kevertem, ezutan 5 percig

szobahdmérsékleten inkubaltam.

4. A3 pufferbdl 300 pl-t mértem az elegyhez, 6vatosan keverés utan 5 percig centrifugaltam.

5. A feliiluszot a specialis elére megadott oszlopra mértem majd 1 percig centrifugaltam.

6. 600 ul A4 puffer hozzdadéasaval atmostam az o0szlopot, 1 percig centrifugaltuk, a sziirletet
eltavolitottam.

7. 2 perc centrifugalas utan az oszlopot Eppendorf csébe helyeztem at, 30 ul AE pufferrel

eludltam a megtisztitott plazmidot.
Plazmidok restrikcios emésztése
Az utolso 1épésben le kellett ellendrizni, hogy sikeriilte a ligalas, ezért a pJET konstrukciot
Xbal és Xhol enzimekkel emésztettiik.
Ehhez 2 pl plazmidot hasznéltun fel, melyhez hozzaadtam:
e 10 pl 10X Tango Puffert
e 0,4 pul Xbal enzimet
e 0,2 ul Xhol enzimet
e 5,4 ul MQ vizet
Egy oran keresztiil 37 °C-on inkubaltuk, az emésztett és emésztetlen mintakat 1,2%-0s agar6z

gélen valasztottuk el.

4 Eredmények és értékelésiik

4.1 Stolbur fitoplazma vizsgalata kukoricaban
A kukorica vorosodést mutatd egyedek biotechnologiai vizsgalatat végeztiik és ezen fejezet

ezeket az eredményeket targyalja.
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4.1.1 Nested PCR P1-P7 és U3-U5 primerekkel
Ezt a primer valasztast az indokolta, hogy az U3 és US primer gy lett tervezve, hogy a

fitoplazmak DNS-ének konzervativ szakaszahoz kapcsolddjon. Ez a modszer alkalmas a

fitoplazmak jelenlétének altalanos kimutatasara.

1.Lépés PCR reakcio P1-P7 primerrel
2.Lépés Nested 1épés U3-U5 primerrel
A nested PCR 1épés eredményét a 8. abra szeml¢lteti, melybdl a jobb értelmezhetdség véget

csak azt a mérettartomdnyt mutatom be ahova a terméket vartuk.

M 12 3 4 5 6 7 8 910 11 12 + - +

8.abra: P1-P7 ¢és U3-US primerparokkal végzett nested PCR gélfotdja

Jelmagyarazat:

M: 100bp plus marker
1-12: mintak

+: pozitiv kontroll

-: negativ kontroll

Erdekes eredmény, mert a szemmel jol lathato tiineteket produkald kukorica egyedek, ezen
primerparral végzett PCR tesztje nem mutatta a fitoplazma jelenlétét. Tovabba a

vizsgalt 7 gyom egyedbdl, melyek kiillonbozo fajok is voltak, 4 igen erds pozitiv jelet mutatott
mig a 9. minta is pozitivként értékelhetd. Ez a primer par a vizsgalt gyomok fitoplazma

terheltségét mutatta ki.

4.1.2 Nested PCR STOL 11 F2-R1 és STOL 11 F3-R2 primerekkel
Az els6 primerparra szemben az F3-R2 kombinaci6 specifikusan a stolbur fitoplazmara lett

tervezve, igy pontosabb eredményt kaphatunk. Logikailag ez a 1€pés kovetkezik az

altalanosabb primerek utan.

1.Lépés STOL11 F2-R1
2.Lépés STOL 11 F3-R2

Az eredményét a 9. abra szemléleti, melyen egyértelmiien azonosithatok a pozitiv mintak.

6 7 & 910 11 12 +

é&&-‘u—u__



9. abra: STOL 11 F2-R1 és STOL 11 F3-R2 primer parral végzett Nested PCR gélfotdja
Jelmagyarazat:

M: 100bp plus marker

1-12: mintak

+: pozitiv kontroll

-: negativ kontroll

Ezen Nested PCR vizsgalata kimutatta a Stolbur fitoplazma jelenlétét az 6sszes gyombol
szarmazo6 mintaban (6-12). Egy kukorica minta is pozitivnak bizonyult.

A két Nested PCR eredményeit a 8.tablazat-ban foglaltam 6ssze.

minta sorszdma: 1 213/4|5|6|7[8[9]10]11 )12
primer P1-P7 és U3-U5 t+H|+ |+ +
Ssszedlltds: STOL 11 F2-R1 és STOL
11 F3-R2 + + |+ |+ |+ |+ |+ |+
8.tablazat: A két eltérd primer 0sszeallitas soran kapott eredményeket 6sszefoglalo
tablazat.
Jelmagyarazat :

Sarga rublika illetve + jel: Az adott mintabol kimutathat6 a stolbur fitoplazma

A 8. tablazatbol jol latszik, hogy a 6-0s, 7-es, 8-as, 9-es ¢és a 11-es gyom minta mindkét primer
kombinacioban is pozitivnak bizonyult, tehat nagy valdszinliséggel megtaldlhatd benne a
stolbur fitoplazma. A 4-es, 10-es és 12-es minta csak a STOL 11 F2-R1 és STOL 11 F3-R2

primer Osszeallitasban bizonyult pozitivnak.

4.2 Koles, mint virus rezervoar gyom
A kutatod csoportunk Panicum miliaceum novényekbdl gytijtott mintat két Balatonhoz kozeli

kukoricatablarol. A koles, mint gyomndvény volt jelen a parcelldkban és a ruderaris teriileteken,
tipikus virus specifikus tiineteket mutatott. A mintazott térségben nagymeértékii egyszikii
boritottsadg volt megfigyelhetd. A ,,Bliidos-arok” (BA) nevii teriileten a megel6zo évi burgonya
utan vetettek kukoricat. Az ,,Ujmajor-susnyas” (US) tdblan buzat termeltek az el6zd évben.
Kollegdim a tiineteket mutaté ndvényekbdl random mintdkat gyljtottek, azokbol RNS-t
tisztitottak, majd teriiletenként egy-egy HTS-re alkalmas szekvenalhatd kis RNS konyvtarat
készitettek BA és US néven és ezeket a konyvtarakat Illumina platformon szekvenaltattak (ezt
az UD Genomed végezte). A szekvenalas bioinformatikai elemzése 3 kiilonb6zd virus jelenlétét
jelezte: Wheat streak mosaic virus (WSMV), Barley yellow striate mosaic virus (BYSMV),
Barley virus G (BVG). Az imént felsorolt 3 virusbol az elsd kettdt mindkét vizsgalt teriileten,
a BVG virust csak az US terilileten mutatta ki. A kutatasba itt kapcsolédtam be. Feladatom a

kapott eredmények fliggetlen mddszerrel vald visszaigazolasa volt. Munkankbol, egy cikk is
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sziiletett, mely az MDPI kiad6 Plants folydirataban jelent meg ,,Millet Could Be both a Weed

and Serve as a Virus Reservoir in Crop Fields” cimmel, melyben tarsszerz6ként szerepelek.

421 WSMYV hatirozott jelenléte a kolesben
A WSMV eldfordulasa mindkét helyszinen detektalhato (10. abra szemlélteti a Biidos-arokbol

szarmazo eredményeket a 11. dbra pedig az Ujmajor-susnyés eredményeit mutatja) volt. RT-
PCR vizsgalatokkal a kdpenyfehérjét kodold viralis genom szakaszt sikeriilt amplifikéalni.7,

illetve 9 minta volt fert6zott a BA és US teriileten a 10-10 mintazottbol.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 P C+ C-

| | WSMV
1000 — c—— _ : — 1078 bp
500 _ ——

10. dbra: WSMYV kimutatasa a BA teriileten, pozitiv minta mely terméke 1078bp
mérettartomanyban van

Jelmagyarazat:

M: 100bp plus marker

1-10: mintak

P,C+: pozitiv kontroll

C-: negativ kontroll

M 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 P C-

—— __Wsmv
1000 — we— ¢ - 1078 bp
500 — cumm i - -

11. 4bra: WSMYV kimutatasa a US teriileten, pozitiv minta mely terméke a 1078bp
mérettartomanyban van

Jelmagyarazat:

M: 100bp plus marker
11-20: mintak

P: pozitiv kontroll

C-: negativ kontroll
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A poolokban amplifikalt terméket tisztitottam agardz gélbdl és klonoztam, és ennek

hataroztattuk meg a szekvenciajat, ami bizonyitotta, hogy a WSMV jelen van.

4.2.2 Kiilonb6zé BYSMYV torzsek a két Kiilonb6zo helyszinen
A Barley yellow striate mosaic virus-t még nem irtak le hazankban, de a csoportunk a kis RNS

konyvtarak bioinformatikai elemzésével megallapitotta, hogy mindkét helyszinen megtalalhato
az emlitett virus. Tovabba azt is bizonyitottuk, hogy a genomjuk némi eltérést mutat. Ezt
vizsgaltam én RT-PCR segitségével (a Blidos-arokbdl szdrmazo eredményeket a 12. abra, az
Ujmajor-susnyasbol szarmazokat a 13. abra szemlélteti) . A kopenyfehérjét kodold szakaszt
amplifikaltuk harom BA és egy US mintaban, ez bizonyitotta a jelenlétét. A PCR termékeket

tisztitottam, klonoztam és szekvenaltattam. A szekvencidk elemzése azt mutatta, hogy a

genomjuk amplifikalt szakasza csak kis mértékben kiilonbozik.

~ BYSMV
= 1286 bp

12. abra: BYSMV kimutatésa a BA teriileten, pozitiv minta mely terméke
1286bp mérettartomanyban van

Jelmagyarazat:

M: 100bp plus marker
1-10: mintak

P: pozitiv kontroll

C-: negativ kontroll

1 12 13 14 15 16 17 18 19 20 P C-

M
[ — ]
i smni
W

' BYSMV
. oW - 1286 bp

1000 —_ g

500 m— oo
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13. abra: BYSMYV kimutatasa a US teriileten, pozitiv minta mely terméke a 1286bp
mérettartomanyban van

Jelmagyarazat:

M: 100bp plus marker

11-20: mintak

P: pozitiv kontroll

C-: negativ kontroll

4.2.3 BVG, amit még nem irtak le Magyarorszagon
Az Ujmajor-susnyas teriiletrél késziilt a kis RNS konyvtar elemzése a BVG jelenlétét mutatta

ki. RT-PCR alkalmazasaval, BVG specifikus primereket felhasznalva, sikeriilt a kopenyfehérjét
kodolo szakaszt sokszoroznom, de csak egyetlen mintaban, a 18-as szamu névényben (ezt a 14.
abra szemlélteti) . Legjobb tudasunk szerint, egy holland publikdciot leszamitva ezt a virust
még nem irtdk le Eurdpaban. A ndvény melyrdl a 18-as minta szarmazik nem mutatott
semmilyen szemmel lathaté tlinete. A termék tisztitasat itt is elvégeztem, majd kldénoztam és

ezt szekvenaltattuk, ami teljes mértékben igazolta a virus jelenlétét.

RN
RN
RN
N

13 14 15 16 17 18 19 20 P K-

1000 —

: ' BVG
! - o =607 bp

500

LT -

14. abra: BYSMV kimutatésa a US teriileten, pozitiv minta mely terméke a 607bp
mérettartomanyban van

Jelmagyarézat:

M: 100bp plus marker
11-20: mintak

P: pozitiv kontroll

K-: negativ kontroll
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5 Kovetkeztetések

5.1 Fitoplazma vizsgalata kukoricaban
A szemmel jol lathatd tiineteket produkalo kukorica egyedek biotechnologiai elemzése soran

nem sikeriilt teljes bizonyossaggal kimutatni a stolbur fitoplazma fertézést. PCR reakciok
eredményei nem egyértelmiiek, az utobbi esetekben nem jelenthetd ki teljes bizonyossaggal,
hogy az adott egyed fertdzott-e vagy sem. Ennek oka lehet az, hogy a fitoplazmak névényen
beliili eloszlasa nem mindig egyenletes, igy el6fordulhat, hogy ugyan a levélben a fitoplazma
jelen volt és kialakitotta a kukorica levelének voros elszinezodését, de késobb koncentracioja
annyira lecsdkkent, hogy mar nem volt kimutathatd. Azt, hogy a fenotipusosan fertdzottnek
tlind kukorica egyedek stolbur fitoplazma terheltségét nem tudtuk egyértelmiien igazolni, azzal
is indokolhat6, hogy ha az 5 mintabol csak 1-2 lenne fert6zott akkor a mintak keverékében
ennek DNS-e felhigulna és igy ez a modszer mar nem elég érzékeny a kimutatasukra. Ez
azonban az egyedi mintdk tesztelésével ellendrizhetd hipotézis.

A P1P7 _US5U3 primerekkel végzett nested PCR reakcio soran kapott pozitiv mintdk PCR
termékeit gélbol tisztitottuk €s bazissorrendjiilket hagyomanyos Sanger szekvenalassal is
megallapittattuk. A termékek szekvencidjat egymashoz és az NCBI GenBank adatbazisban
talalhatdo  fitoplazma refernciaszekvencidkhoz is hasonlitottuk. Ezen eredmények

bioinformatikai elemzése valaszt adhat a kérdésre.

5.2 Kaoles, mint virusrezervoar gyom
Vizsgalataink soran harom kiilonboz6 virus jelenlétét sikeriilt kimutatni a kisRNS konyvtar

elemzésésel, és ezt visszaigazolni RT-PCR-rel. Ez a tény felveti azt a lehetdséget, hogy a
kultirnévényeinket fert6zd virusok a természetes gyomfloraban maradnak fenn é€s innen
fertdznek a vektorok segitségével. A WSMYV esetében a fertdzés forrasa lehetett akar az el6z6
évben termelt kalaszos gabona, az atteleld természetes flora vagy akar az egyszikli gyomok is.
Sajnos az eldvetemény fajtaja ismeretlen volt, ezért ezek koziil a hipotézisek koziil mind
elképzelhetd. Ismereteink a kdles virus megdrzo és fenntartd szerepérél a WSMV tekintetében
igen szlikosek. A magas fertdzottség miatt kutatocsoportunk valosziniisiti a koles ezen virus
rezervoar szerepét, de azt, hogy ennek van-e szerepe a kukorica fert6zédésének nem tudtuk
bizonyitani. Ehhez tovabbi vizsgalatok sziikségesek.

A BYSMV-t kevesebb alkalommal sikeriilt visszaigazolni, ez azt jelenti, hogy ez a virus nem
volt olyan elterjedt, mint a WSMV, mégis jelen van.

Az informacio sziikossége miatt nehezen magyarazhat6 a BVG jelenléte és hipotézis is nehezen

allithato fel a fennmaradéasira ¢és terjedésére. A BVG fertdzés jelei ismeretlenek,
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valoszintisithetd a csokkent termés és biomassza produkcio. Ahhoz, hogy a gyomok
virusrezervoar szerepét tisztazzuk, atfogod széleskorii orszagos kutatasra lenne sziikség, tobb

gyomfaj bevonasaval.
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6 Osszefoglalas

6.1 Fitoplazma vizsgalata kukoricaban

Munkam soran két teljesen eltérd novénykortani esetet vizsgaltam modern biotechnologiai
modszerekkel a NAIK-MBK Diagnosztikai csoportjahoz csatlakozva.

Az elsd eset a NEBIH Monorierddn talalhaté fajtakitermesztd alloméasahoz kapcsolodik. Azzal
keresték meg a kutatocsoportot, hogy bizonyos kukorica vonalak jellegzetes lila elszinez6dést
mutatnak. Itt kapcsolodtam be a munkajukba, elutaztunk a helyszinre és a tiineteket mutato
kukorica vonalak és gyomok megmintazasaval vette kezdetét a vizsgalat. Irodalmi kutatasunk
eredménye az volt, hogy valoészintileg stolbur fitoplazma okozhatja a kukorica vordsodés
betegséget, igy a tovabbi vizsgalatok ezen korokozd kimutatdsira irdnyultak. A mélyhiitott
mintakbol DNS-t tisztitottam, ezekb6l poolokat készitettem, majd ezekkel az elegyekkel
dolgoztam tovabb. Az altalunk valasztott biotechnoldgiai eszkoz a diagnosztikara a nested PCR
volt. Ezt két eltérd primer Osszeallitassal végeztiik. Els6 alkalommal P1-P7 és a nested PCR
1épésben: U3-US pimer pérositast hasznaltunk. Ezek a fitoplazmék éltaldnos kimutatasara lettek
létrehozva kevésbé specifikusak. Meglepd moddon a jellegzetes tiineteket mutatd kukoricak
koziil egyikbdl sem sikeriilt kimutatni a vizsgalt korokozot, ezzel ellentétben a megmintazott 7
gyomndvénybdl S5-nek pozitiv lett a tesztje, tehat fitoplazmdval terhelt volt. Mésodik
alkalommal STOL 11 F2-R1 és STOL 11 F3-R2 primer Osszeallitassal dolgoztam, ez egy
specifikusan stolbur fitoplazma kimutatasara szolgal6 primer sor. Itt azt az eredményt kaptam,
hogy az Osszes vizsgalt gyom terhelt stolbur fitoplazmaval és csak a 4-es szdmu kukorica pool
volt pozitiv a kukorica mintak koziil. Vizsgalatainkkal nem sikeriilt egyértelmiien kimutatni a
stolbur fitoplazma jelenlétét a jellegzetes tlineteket mutatd kukorica allomanyban. Tovabbi
egyedi novényvizsgalatok lennének sziikségesek. A megmintidzott Osszes gyomndveénybdl

viszont sikerilt kimutatni a korokozot.

6.2 Kaoles, mint virusrezervoar gyom

A masodik eset feltarasa soran a munkatarsaim két Balaton melletti kukoricatablarol (US és
BA) gytjtottek gyom koles (Panicum miliaceum) mintakat. Ezekb6l RNS-t tisztitottunk és kis
RNS konyvtarat készitettek, ezeket bioinformatikai vizsgalatnak vetették ala és harom
kiilonboz6 virus jelenlétét igazoltak: Wheat streak mosaic virus (WSMV), Barley yellow striate
mosaic virus (BYSMV), Barley virus G (BVG). A kutatasban azt a feladatot kaptam, hogy mas

modszerrel igazoljam vissza a virusok jelenlétét. Ehhez cDNS-t szintetizaltam az RNS
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poolokbdl. Majd a kiilonb6z6 virusokra RT-PCR-rel teszteltem a mintakat. A WSMV virus 7,
illetve 9 mintabdl volt kimutathaté a BA és US teriileten a 10-10 mintabol. A BYSMYV jelenlétét
a BA teriileten 3, az US mintakbol pedig 1 esetben sikeriilt visszaigazolni. Ez azért szamit
fontos eredménynek, mert Magyarorszag teriiletén eddig még nem irtak le. A BVG jelenlétét
csak a US teriileten sikeriilt visszaigazolni egyetlen mintaban. Egyetlen eurdpai publikaciot
leszdmitva még nem irtdk le a kontinensen, ezért ez az eredmény is jelentés. Mindharom virus
esetén a termékeket tisztitottam és az igy kinyert orokitéanyagot egy baktérium segitségével
klonoztam, majd a sokszorositott DNS bazissorendjét meghataroztattuk tovabbi vizsgalatok
céljabol. Osszefoglalva elmondhatd, hogy az RT-PCR jol kiegésziti a bioinformatikai

modszereket és teljes mértékben alkalmas az eredmények megerdsitésére.
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