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Roviditések jegyzéke

BRRYV - afonya voros gytriisfoltossag virus (Blueberry red ringspot virus)
BWYYV - Beet western yellows polerovirus

BYYV - Beet yellows closterovirus

CCR - kozponti konzervalt régio (Central conserved region)

CMV - uborka mozaik virus (Cucumber mosaic virus)

CP - kopeny fehérje (Coat protein)

DBALYV - dioscorea bacilus alaku virus (Dioscorea bacilliform AL virus)
EB - extrakciés puffer

FDE - xilene cianol, bromfenolkék, EDTA és deionizalt formamid tartalmu festék
GINV - Grapevine berry inner necrosis virus

GPGV - sz616 Pinot gris virus (Grapevine Pinot gris virus)

HSVd - komlo6 torpiilés virus (Hop stunt viroid)

HTS - high-throughput sequencing

LB - luria-Bertani taptalaj

MMV - Maize mosaic nucleorhabdovirus

MP - mozgasi fehérje (movement protein)

NGS - next generation sequencing

PLRYV - burgonya levélsodrodas virus (Potato leafroll virus)

PSTV - Potato Spindle Tuber Viroid

PVCYV - petinia érkivilagosodas virus (Petunia vein clearing virus)

RT - reverse transcriptase

SDS - sodium (natrium) — dodecil-szulfat

SOC - super optimal broth with catabolite repression

SPCSV -édesburgonya klorotikus satnyulas virus (Sweet potato chlorotic stunt virus)
SVBYV - levélér sargulas virus (Strawberry vein banding virus)

TaBCHYV - tar¢ bacilus alaku virus (Taro bacilliform CH virus)

TBE - tris/borate/EDTA

TCH - terminalis konzervalt hajti (Terminal conserved hairpin)

TCR - terminalis konzervalt régio (Terminal conserved region)

TMV - dohany mozaik virus (Tobacco mosaic virus)
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TSWV - paradicsom bronzfoltossag virus (Tomato spotted wilt virus)

UTR - untranslated region

Contig - az atfed6 szekvenciakat tartalmazo kis RNS olvasatok 6sszeépitése hosszabb
olvasatokka



1.Bevezetés és célkitiizések

A folyamatosan valtozo, globalizalodd agrariumban, foként a novényi szaporitdoanyagok
kereskedelme miatt uj virusok jelenthetnek meg, és emellett a virusok genetikai variabilitasa
miatt az ismert virusok ujabb izolatumai jelenhetnek meg. A megjelend uj patogének a
meglévo, jol mikodé mezdgazdasagi modellekre nagy hatassal vannak. Vilagszerte az
¢lelmiszer ellatast leggyakrabban befolydsold megbetegedések viralis eredetiiek, és a becsiilt
gazdasagi jelentdségiik éves szinten 30 milliard dollar. Tovabba, a virusos megbetegedések
okozta veszteségek egyes esetekben jol bizonyitottak, mas esetekben pedik kevésbé, tehat
sokszor nagyon alabecsiiljiik ket (Trebicki 2020). Fontos, hogy ezen, mar napjainkban is
zajlo fordulatokra, nagymértékii valtozasokra szakmailag felkésziiljiink.

A noévényvédelemben egyre nagyobb figyelmet kapnak a mikroszkopikus méretli patogén
szervezetek, mint a virusok és fitoplazmak, melyek el6fordulasat a globalizacion kiviil a
klimavaltozas is megvaltoztathatja. Az éghajlatvaltozas optimalis feltételeket nyujthat a
vektorszervezeteknek, melyek a virusok legismertebb terjesztéi. Napjainkban folyamatosan
jelennek meg eddig ismeretlen, virusfertézottségre utald gazdasagi problémak. A virusok
vizsgalata nehéz, kis méretiik, dinamikusan valtoz6 genetikai informaciojuk és a valtozatos,
sokszinii tiineteik miatt. Az ujgeneracios szekvenalas (High-Throughput Sequencing -HTYS)
megjelenésével és rohamos fejlddésével azonban még szélesebb tarhaz all a rendelkezésiinkre,
hogy konnyebben és gyorsabban tudjunk detektalni még 10j, és szamunkra ismeretlen
korokozokat. Mig a hagyomanyos diagnosztikai modszereknél (pl. szerologiai vizsgalat-
ELISA, PCR alapu vizsgalat) sziikség van a korokozo eldzetes ismeretére, addig a HTS
technologianal lehetdségiink van teljesen ismeretlen virusok azonositasara is kis RNS-ek
szekvenalasaval és bioinformatikai elemzésekkel (Boonham et al. 2014).

Vizsgalataim soran a HTS technoldgia alkalmazéisaval szerettem volna feltérképezni a
kultarnovények szomszédsagaban él6 gyomnovények, esetemben a Selyemkord (Asclepias
syriaca) virus fert6zottségét és megallapitani, hogy lehet-e szerepe, mint virus rezervoar.
Munkam soran, két kiilonbozé helyr6l szarmazo selyemkord mintat elemeztem. Az egyik
esetben a mintak Mogyorodrol szarmaztak, egy szOl6iiltetvény melldl, a mésik esetben pedig
Keszthelyrdl egy gabonatabla szomszédsagabol. Munkam soran mindkét helyrdl szdrmazo
minta kiSRNS HTS adatait elemeztem, azonban a bioinformatikai modszerekkel azonositott

virusok jelenlétének visszaigazolasat csak a mogyordodi mintakbol szdrmazé végeztem el.



2. Szakirodalmi attekintés
2.1.Novényi virusok

2.1.1. Novényi virusok altalanos jellemzése

Az ¢vezredek sordn sok olyan megbetegedést irtak, le, melyek késObb virus eredetiinek
bizonyultak, azonban az elsé nagy attorést a novényi virusok felfedezésének iranyaban a
dohanynovények mozaikos, és torzulasos tiinetekkel jard6 megbetegedése jelentette. A
betegség leirasaban uttérOknek bizonyult Martinus Beijerinck, Adolf Mayer és Dmitrii
Iwanowski munkassaga, akik a 19. szdzad folyaman egymastol fiiggetleniil kezdték el a
kiilonds korfolyamat kutatdsat. A betegségnek késobb a dohany mozaik virus nevet (TMV)
adtak, és ez lett az els6 hivatalosan leirt névényi virus (Zaitlin 1998). A jelenlegi becslések
szerint a felfedezett virusok szdma megkozeliti a 4000-et. Ebbd] kortilbeliil 1000 az ndvényi
virus, és ezek szdma folyamatosan csak novekszik. A ndvényi virusok tanulminyozasa
nagyon fontos ahhoz, hogy 6ket megismerve elkeriiljikk, vagy legalabb minimalizaljuk, az
altaluk a gazdasagi novényeken okozott, igen stlyos gazdasagi karokat (http8). A napjainkban
uralkod6 vildgkereskedelem kedvezd feltételeket nyujt a virusok terjedéséhez, valamint az
éghajlat valtozas is hozzajarul a virusok és vektoraik elszaporodasahoz (Jones 2009).

A virusok fert6z6 korokozok, melyek mérete a nanométeres tartomanyba tartozik,
fénymikroszkoppal lathatatlanok. Az Osszes ismert €l6lény koziil a legkisebbek, kisebbek,
mint a sejtek, megfigyelésiikhoz elektronmikroszkopra van sziikségiink. A gomb alakt
ndvényi virusok tipikus 4tmérdje 30 nm, néhany fonalas virus pedig elérheti akar a 2000 nm-t
vagy 2 um-t, mig egy tipikus levél mezofillum sejt 50 um.

Minden virus egy fertézOképes obligalt sejtparazita, mely reprodukcidja ra van utalva a
gazdaszervezet sejtjeinek anyagcserefolyamataira. Fennmaradasuk érdekében, reprodukcidjuk
soran a gazdasejt nukleinsav és fehérje szintetizald rendszerét hasznaljak fel. A virusokat nem
lehet tapkozegben nevelni, amiben példaul egy gomba, baktérium, ndovényi vagy allati sejt
minden gond nélkiil fenntarthatd. A sejten kiviil ordkitéanyaguk a lebontd mechanizmusok
szamara nem hozzaférhetd fehérjeburokba csomagolodik, az ilyen virus egységeket nevezziik
virionoknak (Horvath és Gaborjanyi 1999; http8).

A legtobb virus csak egy bizonyos tipusu gazdat tud megfert6zni, mégis minden ¢él6 szervezet
az allatok, a novények, gombak ¢€s a baktériumok is alkalmasak arra, hogy virusok gazdaja
legyen. A ndvényi virusok altalaban széles gazdandvény spektrummal rendelkeznek, azonban

akadnak kozottiik fajspecifikusak is. Az eddig vizsgalt novényi virusok nem képesek allatok



fertézésére, igy artalmatlanok az emberekre (Horvath és Gaborjanyi 1999; Dimmock et al.
2007; http8).

2.1.2. Virusok morfologiaja

A virusok olyan obligat parazitak, melyek egy fehérje burokbodl ¢és kodold nukleinsavbol
allnak (Balint 2006; Cann 2016).

Morfolégiajukat tekintve igen valtozatosak lehetnek (1. abra). Léteznek helikalis, kubikalis
(vagy ikozahedralis), és mas, ezen szerkezetek kozé nem besorolhatd bindlis alakuak is.

Legtobb virus helikalis szerkezetii.

RNS
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1. abra: A virionok morfologidja (http2)

A virusok orokitdanyaga: genomja lehet RNS, vagy DNS. Az RNS genom lehet linearis vagy
cirkularis, egyszal (single stranded- ss) RNS vagy kétszalu (double stranded- ds) RNS. A
DNS genom is lehet linearis vagy cirkularis és egyszali ssDNS vagy kétszalti dsDNS. A
noveényi virusok dontd tobbsége RNS genommal rendelkezik.

A kapszid a virus kiilsé fehérjeburka, mely a genomjat veszi korbe és a nukleinsav védelmét
biztositja. A nukleokapszid koriil tovabbi burok is létrejohet, azonban ilyennel nem
rendelkezik minden virus. A burok foszfolipid membranbdl, szerkezeti fehérjékbdl és
glikoproteinekbdl épiilhet fel. A virusok felépitését a (2. abra) szemlélteti. Azok a virusokat,
amelyek nem rendelkeznek burokkal csupasz virusoknak vagy burok nélkiili virusoknak
nevezziik, és ilyen példaul a dohany mozaik virus (TMV). Azok a virusok, amelyek
rendelkeznek burokkal, azokat burkos virusoknak nevezziik. Ilyen tipust virus a paradicsom
bronzfoltossag virus (TSWYV) (Horvath és Gaborjanyi 1999; Hull 2002; http2). A virusok
megfeleld mikodésiikhz harom féle fehérjét kell kodolniuk: a kopeny fehérjét (coat protein
(CP)), a replikdcidohoz sziikséges polimerazokat ¢€s a mozgédshoz sziikséges fehérjéket

(movement protein (MP) (Cann 2016).
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2. abra: Virusok felépitése (http2)

2.1.3. A virusok reprodukcidja

A virusok oOnmagukban képtelenek a replikdciora, mind a lebontd, mind a felépitd
folyamataikhoz a gazdaszervezetre szorulnak. A  gazdasejtekben replikalodnak,
szintetizdlodnak a fehérjéik (Balint 2006; Viranyi 2010; Cann 2016).

A virusok a sejtek atprogramozésaval érik el, hogy azok eldallitsdk virionjaik épitdelemeit.
Sikeres virusfertdzés esetén 6 szakaszt kiilonboztetiink meg egymastol. A megtapadast
(adszorpciot), penetraciot, dekapszidalodast, az eklipszis fazisat, érés-Osszerendezddés
folyamatat, és a kijutas-Osszerendez6dés folyamatat (http2). A gazdasejtek nemcsak
aminosavakkal, nukleotidokkal 14tjdk el a virusokat, hanem a polimerizacidhoz sziikséges
energiat, tRNS-eket, riboszomakat, enzimeket is szolgaltatnak nekik. A DNS virusok példaul
a penetracio utan sok esetben a sejtek DNS fiiggd RNS polimerazait hasznaljak, hogy DNS-
tiket atirhassak RNS-re (Hull 2002).

2.1.4. A virusok terjedése

A ndvényi virusok képtelenek arra, hogy athatoljanak a ndvényi kutikulan, ezért is altalaban
sebzéseken keresztiil jutnak be a sejtekbe. Esetenként generativ modon maggal €s pollennel is
fertézhetnek. Ha viszont megfertéztek egy adott gazdandvényt, vegetativ modon, példaul
fertdzott szaporitdéanyaggal (pl. rizoma, hagyma, dugvany, gumo), oltassal és metszéssel is a

fert6zott anyandveényrdl a fertézés atjut a szaporitdoanyagba.



A maggal torténd fertézés sordn sok virus esetében még nem tudjuk, hogy a terjedés a
magban vagy a maghdzban meghuzodva torténik-e (Stevens 1983; Horvath és Gaborjanyi
1999; Sastry 2013; http8).

A vegetativ fertézés mellett igen fontos megemliteni a vektorokkal torténd fertézést. A
legfontosabb virusvektorok a novényeken taplalkozo izeltlabtiak (pl.levéltetvek, liszteskék,
poloskaék, tripszek), fonalférgek, arankak (Cuscuta spp.), €s a ndvényeket parazitalé gombak.
Néhany talajlaké gomba is képes virusok atvitelére, példaul a Polymyxa betae, az Olpidium
brassicae vagy a Spongospora fajok. A virusok a legtobb esetben vektor specifitast mutatnak,
vagyis nem képesek tobbféle vektorral terjedni (Campbell 1996; Horvath és Gaborjanyi 1999;
http8).

A virusok vektorok altali terjedése harom féle uton lehetséges: perzisztens, szemiperzisztens
€s nem perzisztens uton.

Azok a vektorok, melyek nem perzisztens méddon terjesztik a virusokat, képesek szinte
azonnal felvenni a virus részecskéket, melyek az epidermisz sejtekben talalhatéak. A virusok
akar egy probaszivas alkalmaval is megtapadhatnak a vektorok szajszervén, majd ezt képesek
szinte azonnal le is adni, ugyanis ebben az esetben nincs inkubacids id6. Azonban e vektorok
nem képesek sokdig megdrizni a fertézoképességiiket. Ebbe a csoportba tartozik a levéltetvek
altal terjesztett virusok tobbsége, amelyek koziil szdmos gazdasagi jelentéséggel bir. A nem
perzisztens virusok altalanossagban mechanikailag is atvihetéek (Day és Irzykiewicz 1954;
Ng és Falk 2006).

A perzisztens modon vald terjedés esetében a vektorok a virusokat a ndvények mélyebb
rétegeibdl, vagyis a floémbdl veszik fel. E mdodon vald terjedés soran a vektorok nem képesek
egyetlen probaszivas sordn felvenni a virust, ehhez hosszabb ideig tart6 tdplalkozasra van
szlikség (par ora). Ebben az esetben felvétel utan a virus képes bejutni az allat
hemolymphdjéba (nyalmirigyeibe), és hosszu inkubécios id6 jellemzi, amely lehet néhany o6ra
vagy néhany nap, tovabba a vektor képes sokaig megorizni a fertdzoképességét. A perzisztens
modon valoé terjedés torténhet cirkulativ €s propagativ médon is. Mindkét esetben a vektorok
egy ¢€leten at megdrzik fertézOképességiiket. A cirkulativ mdédon torténd terjedés esetében a
felvétel par orat vesz igénybe, illetve a latens szakasz is beletelhet néhany oraba. Cirkulativ
modon képes terjedni pl. a Beet western yellows polerovirus (BWYV). A propagativ terjedés
esetében a virusok képesek replikdlodni a vektorok szervezetében, tovabba képesek atadni a
fertdzést az utddaiknak is. A felvétel néhany orat vesz igénybe, azonban a latens iddszak

eltarthat néhany naptol- néhany hétig is. Propagativ modon képes terjedni pl. a Maize mosaic
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nucleorhabdovirus (MMV). A perzisztens €s a nem perzisztens terjedést a (3. abra)
szemlélteti.

A szemiperzisztens moédon terjedd virusokat a vektorok hosszabb probaszivasok soran
képesek felvenni, azonban itt nincs inkubacios id6 és azonnal képesek leadni azt. A virusok
megtartasara orakig vagy napokig is képesek, illetve ezek a virusok mechanikailag nehezen

terjednek. Ebbe a csoportba tartozik a Beet yellows closterovirus (BYV) (Ng és Falk 2006).

Foregut

Salivary
gland

Accessory

salivary
gland

a.)

3. abra: a.) nem perzisztens modon val6 virus felvétel, epidermisz sejtbol

b.) perzisztens modon valo virus felvétel floémbdl (Ng és Falk 2006)

A virusok novénybeli terjedése szempontjabol két mechanizmust kiilonithetiink el. Az egyik a
lokalis terjedés, mely soran sejt-sejt kozotti mozgasrdl beszélink, €és ez altaldban a
plazmodezmakon keresztiil valosul meg. Ez egy aktiv folyamat, mivel ehhez a terjedéshez a
plazmodezmak, a virus és a sejt adott komponenseinek kozremiikodésére is sziikség van. A
hosszabb ~ tavi  mozgds, a  szisztémikus terjedés, mely a  gazdanovény
szallitbedénynyalabjaiban zajlik. Ez egy passziv folyamatnak, mert a terjedés a fotoszintetikus
termékek aramlasaval egyiitt megy végbe a floémben. A sejtrél-sejtre terjedést segiti a
mozgasi fehérje (MP), azzal, hogy a plazmodezmak kozotti interakciot teszi lehetdvé. A
plazmodezma fehérjéihez kapcsolddva megnoveli azok 4teresztOképességet, €s ezaltal
fizikailag teszi lehetdvé a virusok sejtek kozotti atjutasat (Tzfira et al. 2000; Kucsera és Kevei

2010).
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2.2.Uborka mozaik virus (CMV)
2.2.1. Altalanos attekintés

Az uborka mozaik virus (Cucumber mosaic virus, CMV) a Bromoviridae csaladba, azon beliil
is a Cucumovirus nemzetségbe tartozik. Burok nélkiili, ikozaéder alaki novényi virus,

koriilbeliil 28-30 nm-es atmérdvel (4. abra).

4. abra: Uborka mozaik virus virionja (http1)

A CMV virusos megbetegedések felfedezése 100 évre nyulik vissza. Két tudos, Doolittle
Michigan-ben Jagger pedig New York-ban egyidejiileg észlelte az els6 CMV okozta tiineteket
uborka novényeken és mas tokféleken. Azdta a CMV virusok jelenlétét mar tobb mint 100
kiilonboz6 egyszikil €s kétszikli ndvénycsalad, sokféle zoldség, disznovény, lagyszarh és fas
szaru novény kb. 1200 fajan irtdk le (Mochizuki és Ohki 2012).

Ma mar tudjuk, hogy egy vilagszerte megjelend nagyon jelentds virusrdl van sz6, mely
mérsékelt és tropusi éghajlatokon is egyarant eléfordul. Jelentds gazdasagi karokat képes
okozni, mind kertészeti, mind szant6foldi kulttrdkban. Szdmos gazdandvényében szisztémas
tiineteket okoz, azonban el6fordulnak olyan termények is, melyekben tiinetmentesen fertéz. A
CMV tiinetek kiilonfélék lehetnek, attol fliggden, hogy milyen ndvényt fertdznek, illetve,

hogy az adott névény milyen vegetacids periodusban van (http7).

2.2.2. CMV okozta tiinetek

A betegség okozta tiinetek nagyon valtozatosak (5. abra). A CMV dinnye és uborka leveleken
tipikus mozaikosodés tiineteket mutat, valamint a ndvények satnyasaga, torpiilése is
bekovetkezik, amit gyilimolcs hozam csokkenés kovet. A tiinetek kialakulasa fiigg a
gazdandvény és a CMV torzsek speciftasatol is. Mozaikosodas és marvanyos tiinetek a

gyiimolcsokon is megfigyelhetéek. A CMV fertdzés utan par napon beliil uborka kultiraban
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hirtelen bekovetkezé hervadas is kialakulhat (Lecoq és Desbiez 2012; Mochizuki és Ohki
2012).

5. abra: Uborka mozaik virus tiinetei (http7)

A: A szezon elején CMV hatasara bekovetkez6 levélhervadas és lombesokkenés tiineteinek
szemléltetése; B: a fertdzott Cukkini ndvények satnya ndvekedése, és levéldeformacio
lathatéak; C: Sargadinnye ndvényen a hajtascsics satnyulasat mutatja be az abra; D: Sarga
stit6tok termésen zold foltos mintazottsag kialakulasa lathato; E: Tokon a CMV fertdzés a

termésen foltos mintazottsagot mutat

2.2.3. Virus terjedése

A természetben legalabb 75 levéltetli faj képes a CMV atvitelére nem perzisztens modon, de a
CMV-t kozvetithetik Aranka fajok (Cuscuta spp.), illetve néhany esetben ndvényi magvakkal
is terjedhet (Mochizuki és Ohki 2012). Igen jelentds virusvektornak szamit a zold &szibarack
levéltetli (Myzus persicae) és az uborka — levéltetli (Aphis gossypii), melyek szintén nem
perzisztens méodon stylet-borne moédszerrel tudjak kozvetiteni a CMV-t. A nem perzisztens
atvitel lehetdvé teszi a virus vektorok szamara a virus felvételét akéar probaszivasok altal,

melyek igen rovid id6 alatt lezajlanak (kb. kevesebb, mint 60 masodperc). A virust hordozo
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vektorok nem képesek sokaig a virus megtartasara, altalaban egy kovetkezd taplalkozas
alkalmaval mar el is veszitik azt (http 7).

Mivel a virus nagyon széles gazdandvény spektrummal rendelkezik, Szdmos gyomndvény
szolgalhat CMV virusrezervoarként. A gyomok eldsegithetik a virus terjedéséhez. Szamos
éveld, kétnyari, és egyéves novény gyokere, gumoja €s mas foldalatti képzoddményei
menedékként szolgalhatnak a tél soran a CMV-nek, amely a gyomnovényekben gyakran nem
okoz tiineteket (http7).

2.2.4. CMV virus genom felépitése

Kilonb6zé6 CMV virus torzsek 1éteznek, melyek a biologiai sajatossagokban térhetnek el
egymastol. Ilyen sajatossagok példaul a szeroldgia, gazdandvénykor, virulencia, rezisztencia
indukélésa, ¢és a levéltetli atvitel. A CMV torzseket hdrom alcsoportra (IA, IB és II) osztottdk
tiineteket okozhatnak, mozaikosodast, satnyulast, mig a II alcsoport térzsei nagyon enyhe
tiineteket valtanak ki, vagy a fert6zott novények teljesen tiinetmentesek (Mochizuki és Ohki
2012).

A CMV genom 3 egyszali (single stranded) RNS-t tartalmaz (6. abra). Ezek az sSRNS1
(~3,350 nukleotid), ssRNS2 (~3,050 nukleotid) , és ssRNS3 (~2,200 nukleotid). Minden érett
CMYV harom szférikus partikulumbol all, mivel az RNS molekulait kiilon allo fehérje burkok
védik, igy 3 elkiilonithetd gdmbolyl részecskérdl beszélhetiink. Megemlitendd tovabba, hogy
az RNS 3 tartalmazegy RNS 4 szalat is, mely (~1,030 nukleotid) nagysagu, és amely a
kopenyfehérje gént kodolja (http7).

6. abra: A CMV virus harom genomi egyszala RNS-t tartalmaz, melyeket az RNS 1, RNS2
és RNS 3 jelolés szemléltet. Az abran tovabba feltiintettem a genomi RNS-ek 4ltal kodolt
fehérjék elnevezéseit is (http 7)
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Az RNS 1 egyetlen egy fehérjét kodol, amit la fehérjének neveziink. A virus genom
replikaciojaban jatszik fontos szerepet.

Az RNS 2 két fehérjét kodol, melyek a 2a és 2b fehérjék. A 2a fehérjének a virus
replikacidban van szerepe, mivel RNS fiiggd RNS polimerazként mikodik egylitt az la
fehérjével. A 2b fehérjének szerepe a poszttranszkripcionalis géncsendesitésben van, ami a
novény védekezési mechanizmusa. A 2b fehérje gatolja a ndvény géncsendesitési rendszerét,
igy lehetOvé teszi a virus szamara, hogy megfertdzze a fiatal fejlodo szoveteket is.

Az RNS 3 szintén két fehérjét kodol, a 3a fehérjét és kopeny fehérjét. A 3a fehérje fontos
szerepet jatszik a virus sejtek kozotti vandorlasaban, azaltal, hogy megkdti, akadalyozza, és
elmetszi az F-aktint, ami bizonyitottan elengedhetetlen a plazmodezmak méretének
noveléséhez. A kopenyfehérje amellett, hogy a virus kopenyt formalja, segiti a viriont, a
novényben a sejtek kozotti €s a hosszll tdvi mozgasban, valamint a levéltetli atvitelben is
segitséget nyujt.

A CMV torzsek néhany esetben szatellit (sat) RNS-eket is tartalmaznak, melyek nem kodolo,
kis, linearis RNS-ek. A szatellit RNS-ek terjedése és replikacioja a ndvényben teljesen a
CMV-re tamaszkodik, ebbdl kifolyolag a CMV-t helper (segitd) virusnak is nevezik. A
szatellit RNS ugy tud terjedni levéltetvek segitségével, hogy a CMV-be kapszidalodik, és igy
képes vele egyiitt novényrdl novényre eljutni. A satRNS altalaban hozzajarul a CMV tiinetek
modositasahoz, azaltal, hogy felerdsiti vagy gyengiti ket ( Mochizuki és Ohki 2012; http7).

2.3. A viroidok

2.3.1. Viroidokrol altalanosan

A 20. szazad elején gazdasagilag jelentés novényeken figyelték meg a viroidok altal okozott
tiineteket, azonban a virusokkal valdé hasonlosaguk miatt, azt hitték roluk, hogy ndvényi
virusok. A viroidok a természetben a legkisebb patogének, kis 246-401 nukleotidbdl all6, nem
kodolo, o6nalldo replikaciora képes cirkularis RNS-ek, amelyek csak magasabb rendii
novényeket képesek megfertézi. Szamos novényt képesek megbetegiteni, gazdasagi karokat
¢s gylimolcs mindségbeli romlasokat okozva azokon. A viroidok a Pospiviroidae és az
Avsunviroidae csaladba tartoznak, aszerint, hogy a sejtmagban, vagy a kloroplasztiszban
replikalédnak. A viroidok abban kiilonbdznek a virusoktol, hogy nem kdédolnak fehérjéket, de
olyan katalitikus RNS-ek, melyek onmaguk replikalasara képesek. A viroidok specialis RNS

szerkezetet vesznek fel, kozponti konzervalt régidval (central conserved region (CCR)),
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termindlis konzervalt régioval (terminal conserved region (TCR)), vagy egy terminalis
konzervalt hajtli (terminal conserved hairpin (TCH)) alaku régioval rendelkeznek.

Az elsé ténylegesen leirt viroid a burgonyaban talalhaté Potato spindle tuber viroid (PSTV)
volt, melyrdl szintén sokdig azt hitték, hogy virusos megbetegedés. Diener és Raymer
bizonyitottak eldszdr, hogy a kérokozé egy szabad fehérjeburok nélkiili RNS genombdl all, és
hogy a hagyomanyos virus részecskék nincsenek jelen a fertézott névényben. A viroidok
kapcsan felmeriilé molekularis bioldgiai, €és fizikai tulajdonsagu kérdéseket a PSTV —on
vizsgaltak, mely a Pospiviridae csaladba tartozik (Riesner és Gross 1985; Flores et al. 2004;
Flores et al. 2012; Jo et al. 2017; Marquez-Molins et al. 2020).

2.3.2. Koml6 torpiilés viroid (hop stunt viroid — HSVd)

A HSVd, a Pospiviroidae csaladon beliil a Hostuviroid nemzetségbe tartozik, és a sejtmagban
replikalodik egy ugynevezett aszimetrikus ,rolling-circle” mechanizmus szerint. A HSVd egy
egyszalu, cirkularis, 295-303 nukleotidbol all6 RNS molekula. Vilagszerte elterjedt, szdmos
természetes gazdandvénnyel rendelkezik. Gazdandvényei lehetnek a Moraceae félék (eperfa,
fiige), Rosaceae-félék (mandula, alma, korte, szilva stb.), Anacardiaceae-félék (pisztacia),
Malvaceae-félék (kinai hibiszkusz) és a Rutaceae-félék (Citrus fajtak) is. A HSVd a legtobb
gazdandvényen tiinetmentes, azonban néhény esetben kiilénbdz tiineteket is produkalhat. Ot
kiilonb6z6 betegség kialakulasaért is a HSVd-t okoljak, ilyen lehet példaul a citrus cachexia; a
cucumber pale fruit; az dszibarack, szilva, alma, kajszibarck torzulasok; és a komlo6 satnyulas.
A HSVd terjedhet maggal és mechanikai atvitellel is egyarant (Ohno et al. 1983; Sano 2013;
Marquez-Molins et al. 2020).

A citrusokat fertéz6 HSVd-k esetében két varians is létezik, az egyik az arra hajlamos
novényeken képes karokat okozni a madasik pedig nem. A tiinetek jelentkezhetnek
elszintelenedés, kéreg felhasadas, szar hamlés, klorotikus €s satnya ndvekedés tekintetében
egyarant (Hataya et al. 2017; Marquez-Molins et al. 2020; Stackhouse et al. 2021).

A HSVd- t el6szor kozonséges komld novényekben (Humulus lupulus) fedezték fel, ahol a
tokék torpiilését okozta. A komoly gazdasagi karokat okozo betegséget Japanban irtdk le
1940-1950 kozott, majd az 1970- es évekre a komlds kertek 10-20 %-at megfertézte. A
satnyasagra utald valodi jelek csak 10 éves HSVd fertdzés utan valnak szembetlindvé az
iiltetvényekben.

A HSVd genomi RNS-e a plazmodezmakon keresztiil keriil be a sejtbe, és szamos gazdasejt
faktorral interakcioba lépve jut el a sejtmagba, ahol epigenetikai valtozasokat okoz, ezutan

pedig a ,,rolling-circle” mechanizmus szerint megkezdddik a replikédcio. A replikacio soran a
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DNS fiiggéd RNS polimeraz (Polll) atirja a viroid RNS-ket oligomerekké, majd a gazdasejt
RNase enzime hasitja az oligomereket. Végiil a hasitas soran keletkezett monomereket a DNS

ligaz épiti Ossze, az érett viroidok pedig a floémbe tavoznak (Marquez-Molins et al. 2020).

2.4, Sz616 Pinot gris virus (Grapevine Pinot gris virus- GPGV)

A GPGV egy ujonnan felfedezett novényvirus, mely a sz6lé (Vitis vinifera) klorotikus
elszinez6déséért, satnyulasaért, levél deformacios tiinetek kialakulasaért, és mennyiségi
mindségi leromlasokért felelds (7. abra). A vegetacids iddszak elején a fertdzott ndvények
egyértelmil tiineteket mutatnak, majd az i1d6 elérehaladtaval, a nyar folyaman a betegség

leplezetleniil marad fent a leveleken.

a.) klorotikus elszinezddés, b.) satnyulas és bokrosodas, c.) deformaci6 d.) a felvételek Pinot

gris fajtaban késziiltek (http4)

A Dbetegséget elészor 2003-ban Trentino-ban (Eszak- Olaszorszag) fedezték fel, egy
kereskedelmi célu sz6ldskertben, Pinot gris sz6lofajtaban, a GPGV neve is innen ered, annak
elllenére, hogy azdta mar mas sz6léfajtakban is kimutattdk. A GPGV a Betaflexiviridae
csaladon beliil a Trichovirus nemzettség alapito tagja (Saldarelli et al. 2017; Tarquini et al.
2019). Genomja sSRNS-el rendelkezik és 7275 nukleotidbol all (Fajardo et al. 2017). A

GPGYV terjedhet virusvektorral (pl. Colomerus vitis), és fertézott vegetativ szaporitéanyaggal
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(Bertazzon et al. 2015). A lagyszara novények koziil a Silene latifolia subsp. alba and
Chenopodium album is virusrezervoarjai lehetnek a GPGV-nek (Fajardo et al. 2017).

Legkozelebbi molekularisan kimutatott rokona a Grapevine berry inner necrosis virus
(GINV), ez is a Trichovirus nemzetségbe tartozik, és Japanban irtak le elészor. A GPGV-t
leirtdk mar Szlovakidban, Koredban, Szlovénidban, Franciaorszagban, Csehorszagban és
Gordgorszagban is (Bertazzon et al. 2015). A betegség a mai napig nem teljesen tisztazott,
mivel a virusnak tobbféle torzse ismert, illetve a fertdzott kulturak érzékenysége is nagyban

eltér (Fajardo et al. 2017).

2.5. Selyemkoroé (Asclepias syriaca)

2.5.1. Selyemkoro (Asclepias syriaca) szarmazasa, elterjedése

A selyemkoro (Asclepias syriaca) Eszak-Amerikabol szarmazik, a homokos laza talajokat
szereti. Az Asclepias nemzettségnek 140 faja van, legtobbjiik tropusi elterjedésti, azonban
Magyarorszagon ebbdl csak az Asclepias syriaca faj van jelen, a jovoben nem kizart, hogy
mas Asclepias nemzettség tagok is invazivva valnak. Europa teriiletére mar 1629-ben
bekeriilt. 1736-37 koriil mar feljegyezték megjelenését Magyarorszagon is. A selyemkord
dekorativ ndvény lévén nagyon konnyen elterjedt az orszagban, ugyanis tobbféle
hasznosithatosagot tulajdonitottak neki, és a 19. szdzad végén elkezdték intenziv termesztését
is. Fiatal hajtasait megfézve sparga helyett fogyasztottdk, a mag szdéreibdl selymet,
szigeteldanyagot, virdgjabol bort, szorpot, tejnedvét kaucsuk alapanyagként szerették volna
felhasznalni, s6t a virdgja a viragkotészetbe is bekeriilt diszitdelemként. Végiil a selyemkord
nem valtotta be a hozzd flizott reményeket, ugyhogy felhagytak a mezdgazdasagi
termesztésével. Manapsdg mar csak mézként hasznositjdk, ugyanis nagyon izletes méz
készithetd a nektarjabol. A termesztésbdl visszamaradt allomanyai invaziv centrumokka
valtak, és innen terjedt szét a ndvény. Magyarorszadgon a déli teriileteken, leginkabb a Duna-
Tisza koze mentén, és Tolna megyében a leggyakoribb az el6forduldsa. Utak menti és a
pusztasag gyomndvény tarsuldsaiban talalhatd. Az utobbi idében a selyemkord a mivelt
teriiletekre is bejutott, kiilonosképp kukorica, szoja, cirok, gabona, napraforgd, szold, és
takarmanyndvény teriiletekre, komoly termésveszteségeket okozva. Legkedveltebb teriiletei
mégis a degradalt terliletek, vagyis ahol a talajfelszini rétegeket megzavartdk (taposas,
szantds, tullegeltetés), illetve tapanyagfeldusuldsok fordulnak el (miitragyazas, erdoégetés).
Minél jobban noveljiik a degradalt teriiletek szamat, annal inkdbb eldsegitjiik a selyemkoro

terjeszkedését. A selyemkoroval fertézott teriileteket, oridsi koltségek aran lehet csak tartésan
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semlegesiteni, altalaban valamilyen talajbolygatassal, kaszalassal. Kiilonb6z6 szakaszokban a
selyemkérd eredményesen irthatd vegyszeres kezelésekkel, példaul csiranovénykor harom
hetes allapotaig, illetve bimbdzastol-virdgzasig (junius vége-julius eleje). A kezelések
legeredményesebbnek glifozat alapt kezelésekkel bizonyultak (Salamon 1986; Bagi 1999;
Kazinczi et al. 2001).

2.5.2. Selyemkoro (Asclepias syriaca) jellegzetességei

A selyemkord egy éveld novény, mely kinézetre dohanyndvényekre emlékeztet, és megndhet
akar 8-150 cm magasra is (8. abra). Tarackszerli gyokerei a talaj alatt 10-40 cm mélyen
haladnak. Leveleik széles landzsasok, épszéliiek, vaskosak és a levél fonaki részén
molyhosak. Virdgaik bogernyOkben 4allnak, himndsek és a fehértdl a pirosig sokféle
szinvaltozatban is el6fordulhatnak. A termések szarv alakuak, felsziniik pedig lagytiiskés. A
novény mérgezo tejnedvet tartalmaz, mely kivalthat egyenstlyzavart, hasmenést és nehéz
1égzést is. A magok csirazoképességiiket harom évig is megtarthatjdk. A magvak csirazésa
aprilistol majusig zajlik 15 °C homérséklet felett. A kicsirdzott ndvény nagyon gyorsan,
harom hét alatt évelové valik, azonban ebben az évben viragzatot nem hoz, csak a
tarackgyokerei fejlodnek. A selyemkord juniustdl augusztusig viragzik, és igen népszeriinek

szamit ilyenkor a beporzo rovarok korében (Bagi 1999).

8. abra: Selyemkoro félérett terméssel (http5)

A gyomnovény gyors terjedését koszonheti a hatékony reprodukcids képességének, és az

crer

eddig, mint példaul a CMV-nek és a TMV-nek is (Salamon 1986). El6fordulhat rajta tobbféle
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gombas novénybetegség IS, mint példaul rozsdagombak, lisztharmatok, alternaria, cerkospora,

fuzarium, botritisz (Bagi 1999).

2.6. Ujgenericiés szekvenalas

Az ujgeneracios szekvenalas (Next generation sequencing-NGS), és a bioinformatika a 21.
szazad forradalmi talalmanynak szadmit az egész tudoméanyban. A virusdiagnosztikdban is
egyre elterjedtebb, szamos 1j, izgalmas lehet6séget kinal, amely lehet6séget ad a korabbinal
érzékenyebb diagnosztizalasra és a ndvényben 1év 0sszes virdlis kérokozd meghatarozasara.
Az eddigi legismertebb virus detektalasra alkalmas modszerek a reverz transzkripcidt kovetd
polimeraz lancreakcié (RT-PCR) és az Enzyme-linked immunosorbant assay (ELISA) az
1970-80-as években jelentek meg. Szamos eldnnyel rendelkeznek, tobbek kozott azzal, hogy
barmikor konnyen megismételhetéek, és egyszeri felhasznalhatosaggal rendelkeznek, akar
egy tapasztalatlan felhasznal6 szamara is.

Egy ujabb technoldgia megjelenésénél, tehat fontos szempont volt, hogy a mar meglévd
tudast, praktikussagot is nyujtsa, tovabba ezeken kiviil még valami jdonsagot is kinéljon.
Manapsag a legelterjedtebb szekvenalo feliilet az 1llumina, de ezeken kiviil mas platformok is
1éteznek, melyek arban, és a szekvenalds Osszeallithatosagaban, azonositasaban kiilonbdznek
(Boonham et al. 2013; Barba et al. 2014; Massart et al. 2017).

Az NGS nagy ateresztd képességli, tehat akar egy teljes genom is szekvenalhato vele. Az
[lluminénak az elmult par évtizedben sikeriilt jelentds szekvencia hosszat novelni, 35 bp-rol
125 bp-ra. Az NGS platformok mivel a DNS fragmentumok millidit szekvenaljak
parhuzamosan, gyorsan, nagy mennyiségli szekvencia adathoz juthatunk, amelyeket kiilonféle
bioinformatikai modszerekkel elemezhetiink (Behjati és Tarpey 2013; Lu et al. 2016).

Az Gjgeneracids technoldgidnal nincs sziikségiink virusspecifikus antitestekre, vagy genomjuk
egy részének ismeretére, hogy primereket tervezziink rajuk, €s mégis teljes genomokat tudunk
velilk megszekvenalni. A nagy ateresztoképességli szekvenalas legnagyobb eldnye abban
rejlik, hogy a hagyoményos jol ismert technoldgidkhoz (PCR, ELISA stb.) képest nem
igényelnek eldzetes szekvencia informaciot, alkalmazasuk lehetévé teszi 1) korokozok

azonositasat (Massart et al. 2014; Massart et al. 2017).
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3. A vizsgalatok modszerei

3.1. Mintavétel

A tesztelésbe vont novénymintak két kiilonbozd helyrdl szarmaznak, melyek begytiijtését a
virusdiagnosztikai csoport végezte el. Az egyik mintat mogyorodi sz6ldtultetvénybdl, a masik
mintadt pedig keszthelyi gabonatdbla mell6l gyijtotték be selyemkorobol. A mintakat
felhasznalasig -70 °C-on taroltuk.

3.2.Total nukleinsav tisztitas

A begylijtott mintakbol ki kell tisztitanunk az RNS-t ahhoz, hogy vizsgalni tudjuk egy- egy
virus jelenlétét. A mintabdl tisztitott total nukleinsav az RNS és DNS virusok jelenléte mellett
andvényi gazda dsszes RNS-ét és DNS-ét is tartalmazni fogja.

Ahhoz, hogy az RNS-eket az RN-azok aktivitasatol megovjuk, végig jégen kell dolgoznunk.
Ebbdl kifolydlag a steril dorzsmozsarakat is jégen kell lehiiteni, a szikéket pedig leégetni.
Elso 1épésként elokészitettem az Eppendorf csdveket, és ezekbe Eppendorf csovenként 600 ul
fenolt mértem. Tovabba eldre elkészitettem a kivono puffert is, ami 10 mintara 7ml steril
vizet, 1 ml 10XEB-t és 2 ml 10%- os SDS-t tartalmaz. A -70°C-on fagyasztott mintakat
dorzscsészébe helyeztem kb. 200 g-ot 650 pl kivond puffer hozzdadasaval homogenizaltam,
majd a sz&tdorzsolt leveleket pipetta segitségével kiszivtam az eldkészitett fenolos Eppendorf
csovekbe. Ezutan a mintdkat vortexeltem, majd pedig 5 percig, 15000 rpm-en centrifugaltam
dket, 20 °C-on. Uj Eppendorf csovekbe el6készitettem 300 pl fenolt, és 300 ul kloroformot. A
centrifugdlds utan a fenol+kloroformra pipettaztam az eléz6 1épés felsd fazisat, ligyelve, hogy
a két fazis hataran talalhato interfazis (fehérjék), ne keriiljenek bele. A csdveket vortextem,
centrifugaltam 5 percig 15000 rpm-en, 20°C-on. Ujabb Eppendorf csévekbe kloroform: izo
amilalkoholt mértem kb. 500-600 pl-t, majd erre pipettaztam ra a lecentrifugalt felsé fazist.
Ujra vortexeltem a csévek tartalmat, majd 5 percen keresztiil 15000 rpm-en, 20 °C-on
centrifugaltam. A keletkezett feliiliszohoz Na-acetatot adtam, hogy 0,2 M- os legyen, (20 ul 4
M-o0s Na-acetatot), tovabba 1 ml 96%-0s EtOH-t. Par percig jégen inkubaltam a csdveket,
ugyanis a nukleinsavak ekkor csapddnak ki. A csoveket forgatva kevertem, majd 15 percig
15000 rpm-en, 4°C-on centrifugaltam. Ezutan az alkoholt 6vatosan ledntottem, és a mintat 1
ml 70%-0s EtOH-val mostam. A centrifugalas ebben az esetben 3 percen at, 15000 rpm-en és
20 °C-on zajlott. Centrifugalds utan az alkoholt ledntSttem és szaritottam a keletkezett
csapadékot par percig, hogy a maradék alkoholt is eltavolitsam. A tisztitott nukleinsavakat a
szaradast kovetéen 30-50 pl steril vizben oldottuk fel, ezt vortexeléssel segitve és a

tovabbiakban jégen, vagy -20 fokon fagyasztva taroltam.
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A tisztitott nukleinsavak mindségének és mennyiségének ellenérzésére a mintékat EtBr-ot
tartalmazd 1,2% agaréz gélen TBE pufferben torténd elvalasztdsal ellendriztem. Az
elvalasztas utdn UV megvilagitasban lathatova valnak a kiilonb6zé méreti nukleinsavak és
integritasuk ellendrizhetd. A gélen valo elvalasztas eldtt a mintdimat denaturalnom kell 65°C-
on 5 percen at, ehhez 2-3 pl-es mintat kiegészitem 5 pl-re, és hozzamérek még 5 pl FDE-t. A
futtattast 115 V-tal végzem, a végén pedig ellendrizni tudom az RNS kivonas sikerességét a
gélképen.

3.3.Kis RNS konyvtarak bioinformatikai elemzése

A virusfertézott novény (gyom) esetén a szekvenalt mintdban megtalalhato a levélmintabol
szarmazd Osszes KiSRNS, igy nemcsak a novény genomjaban kodolt kisRNS-ek, hanem a
jelenlevé virus szekvencidjaval megegyezd kisRNS-ek is. A mogyorddi sz6ldiiltetvénybdl, és
a keszthelyi gabonatdbla melldl szarmazéd selyemkord mintdk nagy ateresztOképességii
[llumina platformon szekvenalt kisRNS-einek elemzését a Qiagen CLC Genomics
Workbench 20.0.4. programmal végeztem.

A CLC programba a megszekvenalt 50 nukleotid hosszii szekvencidkat importaltam a
szekvenalas eredményéiil kapott fastq fajlokbol. Elsé 1épésként el kell tavolitani a kisSRNS-
ekhez el6zdleg ligalt adapterek szekvenciajat a szekvenciavégekrdl. Ezt nevezziik az elemzés
trimmelés folyamatanak, mely sordn eltdvolitasra keriilnek a nem megfeleld mindségii
szekvenciak is. A bioinformatikai elemzés kovetkezd 1épése a contig épités, ami az atfedd
szekvenciakat tartalmazo kis RNS olvasatok dsszeépitését hosszabb olvasatokkad jelenti. Ezek
a keletkezd szakaszok altalaban nagyobbak, mint 30 nukleotid. Az épités célja, hogy a
kovetkezd 1épéshez, a referencia genomokhoz vald illesztéshez hosszabb szakaszokat

allitsunk eld, ami nagyobb pontosaggal valo illesztést tesz lehetdvé (9. abra).
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9. abra: Contig-ok épitése (http3)

A contig épités soran megkapott szakaszokat (contigokat) BLAST programmal illesztettem az
NCBI virus-referenciagenomokat tartalmazo adatbdzisdra, melyet az adatbazisbol mar
elézdleg letoltdttem. Az illesztés utan kaptam egy listat a novényben eléforduld virusokrol.
Az E-value/érték-ek azt jelzik, hogy az adott szekvencia mennyire valoszinii, hogy az adott
virusrol keletkezett. A taldlatokat az E value alapjan, a legalacsonyabbtol a legnagyobbig
rendeztem a kapott listdban, ugyanis ez az érték minél alacsonyabb, annal nagyobb
valoszinliséggel illeszkedik az adott contig a taldlatul adott virushoz. A késdbbi elemzésekhez
csak a 10-5-nél kisebb E value-val rendelkezé contigokat tartottam meg. E sziirés utan ki
tudtam valasztani a legnagyobb eséllyel eléfordulo virusokat, melyet az (1. és 2. tablazatban)

szemléltetek.
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1. tablazat: E-value érték alapjan rendezett keszthelyi mintakbol szarmaz6 virusok

Keszthelyrol szarmazo selyemkoroé mintak
Legalacsonyabb E-value Virus Contigok szama
2,00 E™ Potato leafroll virus 1
8,44 E® Dioscorea bacilliform 1
9,84 E® Petunia vein clearing virus 1
2,77E® Taro bacilliform 1
321E® Blueberry red ringspot virus 1
321E™ Sweet potato chlorotic stunt virus 1

A keszthelyi minta esetében a Potato leafroll virus mutatta a legkisebb E-value értéket.

2. tablazat: E-value érték alapjan rendezett mogyordodi mintakbol szarmazé virusok

Mogyorodrol szarmazo selyemkoré mintak

Legalacsonyabb E-value Virus Contigok szama
3,03E™ Cucumber mosaic virus RNA 1 21
2,75E% Cucumber mosaic virus RNA 2 21
8,45 E Cucumber mosaic virus RNA 3 15
7,28 E™° Grapevine Pinot gris virus 5
1,53 E* Strawberry vein banding virus 7
3,69 E™ Hop stunt viroid 8

Kovetkezd 1épésben megkerestem é€s letdltdttem az eldzdleg kimutatott virusok referencia

genomjat az NCBI GenBankbdl az egyedi kodjuk alapjan, és a trimmelt szekvencidkat a

referencia genomhoz illeszettem.

3.4.Molekularis diagnosztika

Kutatdsaimban a mogyorddi selyemkéroban talalhato virusok jelenlétének RT-PCR-rel valo

visszaigazolasat végeztem el.
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3.4.1. cDNS szintézis

A mintdmbdl az RNS virusok kimutatasahoz elengedhetetlen, hogy az RNS-t atirjuk ¢cDNS-
s¢, mivel a DNS fiiggd DNS polimerdaz RNS templatrol nem tudja elvégezni a szintézist.
Tehat a reverz transzkriptdz enzim segitségével a templatrol szintetizalnunk kell eldszor egy
CDNS-t. Ebben az esetben a ¢cDNS szintézist selyemkorobol Thermo scientific Revert Aid
Reverse Transzkriptdz Kit-el végeztem, mely a Revert Aid Reverse Transciptase (RT)
enzimet hasznalta a folyamat sordn. Az enzim aktivitasat 42-50 °C koriil meg0rzi, és ez 13 kb
méretli cDNS-ek szintéziséig megfeleld. A szintézis soran, hogy jo mindségli cDNS terméket
kapjunk, nagyon fontos, hogy az RNS-nek meg0rizziik a tisztasagat és sértetlenségét. Ugyanis
az RNS-eket nagyon koénnyen le tudjak bontani az RNase enzimek, amelyek jelen lehetnek
barmely laboratoriumban.

A folyamat kezdetén megvartam, hogy a sziikséges oldatok kiolvadjanak, majd centrifugaltam
is a csoveket. Utdna folyamatosan tigyelniink kell arra, hogy jégen dolgozzunk, és az
oldatokat is ott tartsuk.

Elso 1épésként egy Eppenforf cs6be Osszemértem:

— 1 pl RNS templatot

- 1,75 pl MQ-t

— 0,25 ul Random Hexamer primert
A végtérfogat el kell, hogy érje a 3 pl-t, a MQ-t ennek fliggvényében adjuk a mintankhoz.
Az 6sszemért mintakat 65 °C-on denaturaltam, majd betettem jégre 5 percre. Id6kdzben a Kit
pontos leirasa alapjan 6sszemértem az enzimet tartalmazo keveréket (MIX-et) is.
A MIX 1 mintara vonatkoztatva tartalmaz 1 pl 5x puffert, 0,5 ul 20mM dNTP Mix-et, 0,25 pul
RiboLoch RNase Inhibitort és 0,25 pl Revert Aid RT-t. A tovabbiakban a jégen 1évé mintak
mindegyikéhez 2 pl-t mértem a MIX-bdl, és centrifugaltam dket.
A PCR késziilék beallitasa a protokoll alapjan:

— 25°C 10 perc (anellacio)

— 42 °C 60 perc (cDNS szintézis)

— 45°C 10 perc (cDNS szintézis)

— 70 °C 10 perc (enzim inaktivalas/denaturacio)
A reverz transzkripcids reakcio soran keletkez6 cDNS termékeket higitottam a tizszeresére,

majd -20 °C- on taroltam, a kdvetkezdkben lezajlo PCR reakcioig.
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3.4.2. Gradiens PCR QS5 enzimmel, HSVd és CMV primerekkel

A cDNS szintézis utan, el kellett végeznem egy RT-PCR amplifikalast, melyhez ebben az
esetben a Q5 Hot Start DNS polimerdzt hasznédltam. Egy specidlis, rendkiviil pontos,
hibajavitasi funkcioval is rendelkezd polimerdzrdl van szo, mely miikodésének pontos
koriilményeit optimalizalnunk kell a CMV, HSVd primereire.
Reakcié MIX:

= 65ulMQ

= 20 pl 5x puffer

= 2 ul 10mMdANTP

= 2ulQ5
A vizsgalat a tovabbiakban szétosztva, két Eppendorf cs6ben tortént, melyek végtérfogata 50

ul volt, és ezt a (3. tablazat) szemlélteti.

3. tablazat: A gradiens PCR-hez hasznalt MIX-ek Gsszetétele

44 1l Q5 Mix 44 1l Q5 Mix

1 ul CMV templat 1 ul HSVd templat
2,5 ul Fny1501 (primer) 2,5 ul HSVdF

2,5 ul Fny2160 (primer) 2,5 ul HSVDR

Az 50-50 pl végtérfogatot, 5-5 csoére osztottam, melyeket a PCR késziilékben kiilonb6zo
hémeérsékletet biztositd helyre helyeztem, igy tudtam vizsgalni a CMV és HSVd mintak
esetében optimalis anneling homérsékletet. A vizsgalt anneldlasi homérsékletek a

kovetkezbek voltak: 58 °C, 60,5 °C, 62,5 °C, 64,5°C, 66°C (10. abra).
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10. abra: Vizsgalt hdmérsékletek beallitasai (fotd: Csabai Orsolya 2022)

PCR ciklusok:
= 98°C-30sec
= 098°C-30sec
= (58°C,60,5°C,62,5°C, 64,5°C, 66°C) — 30 sec
= 72 °C—-1min
= 72°C-2min

3.4.3. RT- PCR amplifikalas

Az eldzbekben szintetizalt cDNS-t, lehetdségliink van PCR technika segitségével
felsokszorozni (amplifikdlni). A PCR reakcidhoz a keszthelyi és mogyorodi selyemkord
(Asclepias syriaca) mintakrol készitett cDNS-eket hasznaltuk templatként. A reakciot QS Hot
Start DNS polimerazzal, és a megfelel6 primerekkel végeztem, melyek hasznalatakor hasznalt
megfeleld annelalasi hdmérsékletet a fentiek szerint optimalizaltam.

Az RT-PCR amplifikacio soran, a kiilonboz6 virusok esetében felhasznalt primereket a (4.

tablazat) szemlélteti.

27



4. tablazat: Felhasznalt primerek listaja

Annealing
hémérsékle
Virus/ ] Termék
o Primer neve Primer szekvencia (5°-3") t Q5 DNS
Viroid mérete ‘
polimerazz
al
CTGGGGAATTCTCGAGTTGC
HSVdF c
HSVd 301 bp 63 °C
AGGGGCTCAAGAGAGGATC
HSVdR
CG
GGACGATGATGTTCGACGGT
CMV_RNA1_720F
GC
1824 bp 63 °C
CMV_RNA1_2565 | GTCGAACGAAGCGTCACGA
R GAGG
GTGAACAACGCGAAGATGC
CMV_RNA2_178F G
CMV 1807 bp 63 °C
CMV_RNA2_2005 | GGTTCCATCACCTTAGCTTC
R C
GATGCCATCAAGAAGATGG
CMV_RNA3_207F
CTAC
1807 bp 63 °C
CMV_RNA3_2038 | GCCGTAAGCTGGATGGACA
R ACC
GPGV-10F CAATTGATCCCGTGTAGTGC | 2004 bp 62 °C
CAGGTTCATYTTTGGATTCA
GPGV-2015R 2004 bp 62 °C
AC
GPGV CAGGTACCATGGCTCTGATG
GPGV5578_F_Kpnl 1600 bp 64 °C
AAGAGGAT
TCTAGACTACATACTRAATG
GPGV7177_R_Xbal 1600 bp 64 °C

CACTCTCC
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A 05 PCR reakcidelegy 0sszemérése (a primerek nélkiil):

»= 10 pl 5x puffer

* ] ul 10mM dNTP

= 32ulMQ
= 1 ul QS5 enzim

Ebben az esetben a reakcidelegy OtszOrosét mértem Ossze, négy kiilonbozé reakcidhoz
figyelembe véve az esetenként elé6fordulé mérési hibakat. Eppendorf csévenként 50 ul volt a
végtérfogat primerekkel egylitt, melyeket aztan tovabbi 3 részre osztottam, mivel primer
kombinécionként 3 mintdm volt.

Mindegyik primer kombindaci6 45 pl-t tartalmazott a Q5 PCR elegybdl, és 2,5 pl-t a reverse és

2,5 pl-t a forward primerekbdl. A primerek fajtai kombinacionként eltértek.

A kombinacionként eltéré mintak mérési 1épéseit az (5,6,7,8. tablazatok) szemléltetik.

5. tablazat: HSVd PCR reakcidelegyének tartalma

HSVd

45 pl Q5 reakceid elegy
+2,5 ul HSVdF
+2,5 ul HSVdR

1. Minta 2.Minta 3.Minta
14,5 pl 14,5 pl 14,5 pl
Mix Mix Mix
0,5 ul 0,5 ul 0,5 ul
Asclepias syriaca Asclepias syriaca Pozitiv kontroll minta
(keszthelyi minta) (mogyoro6di minta)
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6. tablazat: CMV PCR reakcioelegyének tartalma

CMV Fmy
45 ul Q5 reakcio elegy
+2,5 ul FnyF
+2,5 ul FnyR
4.Minta 5. Minta 6.Minta
14,5 ul 14,5 pl 14,5 pl
Mix Mix Mix
0,5 ul 0,5 ul Pozitiv kontroll minta
Asclepias syriaca Asclepias syriaca 50 X hig plazmid
(keszthelyi minta) (mogyorddi minta) (FMy MP)

7. tablazat: GPGV 10F 2015R PCR reakcidelegyének tartalma

GPGV 10F_2015R

45 ul Q5 reakcid elegy

+2,5 ul GPGV10F
+2,5 ul GPGV2015R
7.Minta 8.Minta 9.Minta
14,5 ul 14,5 ul 14,5 ul
Mix Mix Mix
0,5 ul 0,5 ul Kontroll minta

Asclepias syriaca

(keszthelyi minta)

Asclepias syriaca

(mogyorddi minta)

50X
M74/4
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8. tablazat: GPGV 5578F_7177R PCR reakcioelegyének tartalma

GPGV 5578F_7177R

45 ul Q5 reakcid elegy
+2,5 ul GPGV5578F Kpn.
+2,5 ul GPGV7177R Xbal.

10.Minta 11.Minta 12.Minta
145 ul 145 pl 145 ul
Mix Mix Mix
0,5 ul 0,5 pl Pozitiv kontroll minta
Asclepias syriaca Asclepias syriaca M74/1
(keszthelyi minta) (mogyorddi minta) 50X

A PCR reakcio beallitasai a kovetkezdek voltak:
Denaturacio: 98 °C - 30s
Denaturacio: 98 °C - 30s

Anellacio:

62 °C

63 °C 30s

64°C
Elongacio: 72°C - 1 min
Végs6 elongacio: 72°C - 2 min
Az RT-PCR soran keletkezett PCR termékeket agardz gélen valasztottam el, és az elektromos
aram altal, méret szerint elvélasztott termékekrdl késziilt képet az eredmények cim alatt
szemléltetem. A tovabbiakban a PCR termékeket tisztitottam a gélbdl, kloénoztam a

nukleinsav sorrend meghatarozasahoz pedig Sanger szekvenalast hasznaltunk.

3.4.4. PCR termék tisztitasa

Az elvalasztott HSVd PCR terméket a gélbdl kivagtam, és Gene Jet Gel Extraction Kit
segitségével izolaltam vissza. A folyamat sordn a Kit mar kidolgozott protokolljat kovettem.
A gélelektroforézist kovetéen a megfeleld mérettartomadnyokban megkapott termékeket
szikével kivagtam a gélbdl és Eppendorf csObe helyeztem. A minta tomegéhez 1:1 aranyban

kell hozzamérni a Binding puffert, tehat a mérlegen térténé mérés utan 50 ul Binding puffert
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adtam az agart tartalmazo elegyhez. Az agart és a Binding puffert taratlmazo6 elegyet ezutan
10 percen keresztiil 65°C-on inkubaltam egy vizfiirddben, hogy fel tudjon oldddni a gél darab.
Ezzel egy idében megkezdtem az Elution Buffer 65°C-ra torténé elémelegitését. A
feloldodott gélt tartalmazd oldatot ezutan felvittem a Gene Jet Gel Extraction Kit specialis
szird oszlopéara, majd centrifugaltam 1 percet. Centrifugalds utdn a szlirén atjutott, cs6 aljan
Osszegyllt oldatra mar nem volt sziikségem a tovabbiakban, ez leginkabb a feloldodott gélt
tartalmazza, tehat hulladékként kezeltem, és kiontdttem. A szlrdt visszahelyeztem a csdbe, ¢és
ujabb adag Binding Puffert mértem ra, centrifugaltam egy percet, ismét ledntottem az atsziirt
folyadékot és visszahelyeztem a szlir6t az oszlopra. A Wash Buffer egy etanollal higitott
folyadék, és kovetkezd 1épésben ebbdl 700 pl-t mértem ra a mintara. Ezt a 1épést is egy perc
centrifugalds kovette, majd a cs6 aljan Gsszegyllt oldat eltdvolitasa. Utolso 1épésként egy 1y
Eppendorf csébe helyeztem a sziirét, és leoldottam a sziirér6l a DNS-t 25 pl 65°C-ra
elémelegitett Elution Buferrel, melyet szintén a sziirére vittem fel, majd ezt is centrifugaltam
egy percig. Az Elution Bufferrel torténd 1épést, még egyszer megismételtem, hogy nagyobb
eséllyel minden lehetséges DNS-t leoldjak a szlir6rél, és toményebb terméket kapjak. Végiil a
mintabdl 5 pl-t 3 ul DNS festékkel vald keverés utan agardz gélen valasztottam el, hogy a

folyamat sikerességét tudjam ellendrizni.

3.5. Klonozas

Célunk a baktérium plazmidba beépiteni a tisztitott PCR terméket, ez esetben a 280 bp hosszl
HSVd szakaszt. Erre azért van sziikség, mert igy a plazmid szekvenalasakor a plazmidra
tervezett primereket hasznalva inditdszekvencianak a teljes klonozott DNS szakasz
szekvenciat meg tudjuk hatdrozni. Ehhez sziikséglink van egy vektorra, melybe a tisztitott
PCR terméket beépithetjiik. Ebben az esetben a klénozashoz mi a CloneJET PCR Cloning Kit
(Thermo Scientific) szettet hasznaltuk. A CloneJET vektort a (11. dbran) szemléltetem.
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11. abra: pJET 1.2/blunt vektor térkép (http6)

A DNS szakasz ligaldsdhoz 0ssze kell mérniink az alabbi 0sszetevoket:

= 1 ul MQ vizet

= 5 ul 2x puffer
= 0,5 ul PJET vektor
= 3 ul tisztitott PCR termék

0,5 pl ligdz enzim

A teljes reakcio végtérfogata végiil 10 pl. Az 6sszemért elegyet 15 percig szobahdmérsékleten
pithenni hagytam, ez 1d6 alatt kell, hogy megtorténjen a PCR termékiink vektorba torténd
integralodasa. Ahhoz, hogy a ligalt plazmidbol megfeleld mennyiség alljon rendelkezésiinkre,
a ligatumot baktériumba kell transzforméalnunk. A plazmidot igy tartalmaz6 baktériumokat
felszaporitva majd nagyobb mennyiségii, egy ligalasi folyamatbol szarmazoé plazmidot (klont)
tudunk tisztitani. A transzformaldshoz kompetens sejtre van sziikségiink, melynek a
sejthartyaja konnyebben atjarhat6. A kompetens sejtek igen érzékenyek, tehat az egész
folyamat soran figyelniink kell arra, hogy 6vatosan banjunk vele. A fagyasztobol (-70 °C)
elévettem 100 pl kompetens sejtet, €s jégen megvartam, hogy kiolvadjon, mely kb. 10-15
percet vesz igénybe.

Jégen dolgozva egy 15 ml-es miianyag csObe belemértem a kompetens sejtet és 5 pl-t a
ligalasi keverékbodl, majd 20 percig hagytam allni a jégen. Ezutan a miianyagcsé, mely
tartalmazza a baktérium szuszpenziot 30 masodpercig 42 °C-on hdésokkot kapott egy vizzel
telitett kadban. A hdsokk utan fiilke alatt a szuszpenzidhoz hozzamértem 0,5 ml SOC-ot, és

raz6gépbe helyeztem razatni 40 percen keresztiil 37 °C-on.
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Ez id6 alatt elévettem egy ampicilint (antibiotikumot) tartalmaz6 LB taptalajt, és
szobahOmérsékleten hagytam, hogy miutdn a raztatobol kikeriil a baktérium szuszpenzio,
szobahOmérsékletli taptalajra szélesztettem. A raztatobol kivett baktériumbol 300 pl-t
szélesztettem szilard téptalajra, majd ezt 37 °C-on hagytam egy egész ¢éjszakara, hogy fel
tudjon sokszorozodni. A mar kindtt telepekbdl néhany koloniat at kellett oltanom 3 ml
folyé¢kony SOC tapoldatba. Az atoltast fogpiszkaldoval végeztem, és négy nagyobb telepet

valasztottam ki ehhez a folyamathoz.

3.6.Plazmid tisztitasa

A plazmidok tisztitdsa soran a baktérium tenyészetek altal felszaporitott plazmidot kell
kitisztitanunk, mely tisztitdshoz a NucleoSpin Plasmid DNA purification Kit-et hasznaltuk.

A tapoldatban felnevelt baktérium tenyészet felét atontottem egy 1,5 ml —es Eppendorf csdbe,
¢és centrifugaltam 3 percig, 8000 rpm-el. A feliilusz6 taptalajt ledntdttem, majd a maradék
tenyészetet szintén ratoltdttem, és megismételtem a fent emlitett 1épéseket. A folyamat utdn, a
csO aljdn megtaldlhatd az Osszes baktérium, amivel a tovabbiakban dolgozni fogok. A
baktérium kulturdhoz, a kinyerés érdekében puffereket kell adnom. Elsé 1épésként
hozzdadtam 250 pl Al Puffert, mely egy RNazt tartalmazd reszuszpendald puffer, ¢€s
hozzéadasa utan az oldatot pipetta heggyel szuszpendaltam. Masodik 1épésként hozzamértem
250 pl A2 Puffert, mely egy lizis puffer (mely a sejtek lizisét eredményezi), és ezt is
szuszpendaltam. Harmadik 1épésként kovetkezett 300 pl A3 Puffer, mely egy neutralizalo
puffer, hatasara szintelenné valik az oldat. Az A3 puffer hatasara sejtekbdl kiszabadult,
denaturdlt DNS nagyon sériilékeny, tehat a csOben taldlhaté oldatot csak &vatos
mozdulatokkal kevertem at. A mintat ezutan centrifugéltam, és csé aljan 1évé fehér szinil
tormelék felett a feliiliszoban pedig megtalalhatd az atlatszo oldat tartalmazza a plazmid
DNS-t. A feliiluszot ramértem egy specialis sziirével rendelkezé oszlopra, majd
centrifugéltam 1 percig. A gylijtdcs6 aljan dsszegylilt folyadékot ledntdttem, és az oszlopra
ramértem 500 pul AW puffert. A csovet ismét centrifugéltam, ledntdttem az aluluszot, és
rapipettaztam az oszlopra 600 ul A4 Puffert. A folyamat utan két 1épésben centrifugaltam,
eldszor 1 percig majd 2 percig. A szlir6t ezutdn attettem egy masik Eppendorf csdbe, €s
hozzaadtam 20-25 pl elucids puffert, majd centrifugéltam 1 percet. Az atsziirt folyadékot, Gjra
ramértem az oszlopra, és centifugéltam 1 percet. A csé aljan 6sszegytilt folyadék tartalmazta a

megtisztitott plazmidot.
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3.7.Tisztitott plazmidok restrikcios emésztése
Ahhoz, hogy leellendrizziik a ligdlas sikerességét, a pJET konstrukciét plazmidot
emészteniink kell az Xbal és Xhol enzimekkel. Az emésztési reakcio elegyet egy emésztetlen
plazmid minta mellett, agar6z gélen elvalasztva lathatova valik a klonozé helyre beépiilt DNS
szakasz, igy ellendrizhetd a klonozas sikeressége. Az emésztéshez elkészitettem a restrikcids
enzimeket tartalmazo keveréket, mely tartalmazott:

= 8 ul 10x Tango Puffer

= 1,6 ul Xbal enzimet

= 0,8 ul XHol enzimet

= 21,6 ul MQ
Egy 0j Eppendorf csébe kimértem 2 pl-t a tisztitott mintabdl és rdmértem 8 pl-t a keverékbdl.
Ezt inkubaltam 37 °C-on, 1 6ran keresztiil vizfirdébe. A folyamat végén az emésztetlen
plazmidot és az emésztési elegyet is elvalasztottam agardz gélen. Az emésztetlen esetében 2
ul-t mértem Ossze a plazmidbol és 2 pl-t DNS festekbdl. Az emésztett esetében, pedig 10 pl-t
pipettaztam az emésztett termékbdl €s 2 pl-t a DNS festékbdl.

3.8. Primer tervezés

Az RT-PCR termékek agar6z gélen vald elvalasztasa utan, a CMV esetében a felhasznalt, a
CMV FNY torzsére specifikus primerek hasznéalatdval nem kaptunk virus specifikus terméket.
Azt gondoltuk, hogy ez esetben a hiba oka az volt, hogy a mintankban jelenlevé CMV varians
szekvencia a primerek tapadasi helyén eltér, ezért azok nem tudnak megfeleléen annelalodni,
és igy a reakcio6 sikertelen lesz. Ennek kikiiszobolésére olyan CMV primerek tervezésére volt
sziikség a tovabbiakban, melyek specifikusak a varidnsukra.

A bioinformatikai elemzések soran, a mintaban levd kisRNS-ekbol 6sszeallitottt CMV-re
illeszkedd contigokat, az NCBI BLASTN algoritmusdnak haszndlataval illesztettem a
referencia genomokra a megfeleld contigokat. A contigok referencia genomra vald
illeszkedése soran egy térképet kaptam. A térképek alapjan a CMV mindharom genomja
esetében kivalasztottam azokat, amelyke egymastol legtavolabb helyezkednek el és
szekvenciajuk alapjan 0j primereket terveztem. A primerek tervezésekor figyelembe kell
venniink, hogy a primerek hossza kb. 21-24 nt hosszu legyen, és 40-50 %-ban tartalmazzon C
vagy G nukleotidokat. A legjobb, ha elkeriiljiik az egymas melletti haromszoros nukleotid
ismétléddéseket, ugyanis ezek nehezitik a primerek bekdtddését, és pontatlansadg léphet fel

genom atirddasakor.
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3.81.CMV RNS 1

A (12,13,14,15,16 és 17. abrakon) szemléltetem a CMV genomok primer tervezése soran a

contigok kivalasztasat, és azok illeszkedését a referencia genomokra.

Contig 156
Query 605 GCTGCGGATTGCAAAGTACAAGCCCACTTTGCTATATCTATTCATGGAGGTTATGATATG 664

L e e O O O O O O O O e O e N e A N N
Sbjct 9 GCAGCTGAATGCAAAGTTCAAGCCCACTTTGCTATTTCTATACACGGAGGATATGATATG 68

Query 665 GGCTTTAGAGGATTATGTGAAGCGATGAATGCTCACGGAACCACTATTTTGAAGGGAACG 724

L e B e B B B B O N N N N N N N
Sbjct 69 GGCTTTAGAGGTTTATGTGAGGCAATGAACGCTCACGGAACTACGATTTTGAAAGGGACG 128

Query 725 ATGATGTTCGATGGTGCGATGATGTTTGACGACCAAGGTGTAATACCCGAACTTAATTGT 784
FEErrrrrrer rrrer trr et et e bt rrrrerrr

Sbjct 129 ATGATGTTCGACGGTGCTATGATGTTTGACGACCAAGGCTTTATTCCTGAACTTAAATGT 188
Query 785 CAGTGG 790

[
Sbjct 189 CAGTGG 194

12. abra: A contig 156-on a primer jeldlése van szemléltetve sarga kiemeléssel

Contig 1139

Query 2525 TCGGAGCAGATTGCCTTTTCCTCGCGTGATGCTTCATTTGACATGCGTTTCTCTAAGATT 2584
Sbjct 1 TCCCAACAGATAGCTITCTCOTCTCGTGACECTICGTTCRACATGCGTTICICTAMGCTT 60
Query 2585 ATTCCTGATGAAACTAGTGATGCTGACACCACATTCCG 2622

L e O e B O O O O N R M
Sbjct 61 ATTCCGGATGAGACCAGTGATGCGGACACAACTTTCCG 98

13. abra: A contig 1139-en a primer jeldlése van szemléltetve sarga kiemeléssel

3.8.2. CMV RNS 2
Contig650

Query 117 GCCAATCTTTTGAACGGCAGTTACGGTGTCGACACTCCCGAGGATGTGGAACGTITTGCGA 176

FEEEEEEE rrrrr N N
Sbjct 5 GCCAATCTGTTGAATGGCTCCTATGGTGTTGACACTCCCGAGGAAGTGGAACGCGTTAGA 64
Query 177 TCTGAGCAACGCGAAGAGGCTGCTGCGGC 205

L L T
spjct 65  CHNGHNCARCGOGAAGRNGENG ccCcoGC 93

14. abra: A contig 650-en a primer jelolése van szemléltetve zold kiemeléssel

Contig5789

Query 1977 TTCAACATGGAAGCTAAGGTGATGGAACCTGCCGTACCATATATTTGTTCGAA 2029

FEErrrrr e e e e et b
Sbjct 3 TTCAACATECANCCTANCCICATCEARGE TGCAGTACCTTACATTTGTTCGAR 55

15. abra: A contig 5789-en a primer jelolése van szemléltetve zold kiemeléssel
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3.8.3.CMV RNS 3

Contig34

Query 120 ATGGCTTTCCAAGGTACCAGTAGGACTTTAACTCAACAGTCCTCAGCGGCTACGTCTGAC 179

FErrrrrr rrrrrrrrrrrrrer e rrrr e e e e e rer et e
Sbjct 201 ATGGCTTTTCAAGGTACCAGTAGGACGTTAACTCAACAGTCCTCGGCGGCGTCGTCTGAC 142

Query 180 GATCTTCAAAAGATATTATTTAGCCCTGAAGCCATTAAGAAAATGGCTACTGAGTGTGAC 239

e rrrrrrrrer e et e e F e F L]
Sbjct 141 GACTTACAGAAGATATTATTCAGCCCCGATGCCATCAAGAAGATGGCTACTGAGTGTGAC 82

Query 240 CTAGGCCGGCATCATTGGATGCGCGCTGATAATGCTATTTCAGTCCGGCCCCTCGTTCCC 299

R R R R N e R A A RN
Sbjct 81 CTAGGTCGACATCATTGGATGCGCGCGGATAACGCCATCTCTGTCAGACCTCTCGTTCCC 22

Query 300 GAAG 303

[
Sbjct 21 CAAG 18

Query 1 GTAATCTTACCACt 14

Sbjct 297 GTAATCTTACCACT 284

16. abra: A contig 34-en a primer jel6lése van szemléltetve kék kiemeléssel

Contig222

Query 1698 TCACCGGTACTGGTTTATCAGTATGCCGCATCTGGAGTCCAAGCCAACAACAAACTGTTG 1757

I T O e e e e e e
Sbjct 432  TCACCGGTTTTGGTTTATCAGTATGCTGCGTCCGGAGTTCAGGCCAACAATAAGTTACTT 373

Query 1758 TATGATCTTTCGGCGATGCGCGCTGATATAGGTGACATGAGAAAGTACGCCGTCCTCGTG 1817

N e e R
Sbjct 372  TATGACCTGTCCGAGATGCGTGCTGATATCGGCGACATGCGTAAGTACGCCGTCCTIGGTT 313

Query 1818 TATTCAAAAGACGATGCGCTCGAGACGGACGAGCTAGTACTTCATGTTGACATCGAGCAC 1877

AR et e e et et
Sbjct 312  TACTCGAAAGACGATAAACTAGAGAAGGACGAGATTGTACTTCATGTCGACGTCGAGCAT 253

Query 1878 CAACGCATTCCCACATCTGGAGTGCTCCCAGTCTGATTCCGTG---TTCCCAGAATCC-- 1932

R AR e R R R R
Sbjct 252  CAACGAATTCCTATCTCACGGATGCTCCC-GACTTAGTCCGTGTGTTTACCGGCGTCCGA 194

Query 1933 --—----—- TCCCTCCGATCTCTGTGGCGGGACGTGAGTTGGCAGTTCTGCTATAAACTGTC 1985

e e el R
Sbjct 193  AGACGTTAAACTACACTCTCAATCGCGAGTGCTGAGTTGGTAGTATTGCTTCAAACTGCC 134

Query 1986 TGAAGTCACTAAACGTTTTTT---ACGGTGAACGGGTTGTCCATCCAGCTTACGGCTAAA 2042

FEEEEEE rrrrrr e e R R RN RN R R AR
Sbjct 133  TGAAGTCCCTAAACGTGTTGTTGCTCGGGGAACGGGTTGTCCATCCAGCTTACGGCTAAA 74

Query 2043 ATGGTCAGTCGTGGAGAAATC-CACGCCAGCAGATTTACAA-ATCTCTGAGGCGCCTTTG 2100
FEETEEErErrrd e e e

Sbjct 73 ATGGTCAGTCGTG--TCTTTCACACGCC-GATGTCTTACAAGATGTC-GAGGTACCCTTIG 18

Query 2101 AAACCATCTCCTAGGTT 2117

FEE TR |
Sbjct 17 AAATCATCTCCTAGATT 1

17. abra: A contig 222-6n a primer jeldlése van szemléltetve kék kiemeléssel
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A tervezés soran az eldzéekben ismertetett szabalyokat kovetve, a (9. tablazatban)

szemléltetett primer szekvencidkat terveztiik meg.

9. tablazat: A mogyorodi selyemkoro mintaban feltételezetten jelenlevd CMV harom RNS-

ére tervezett primerek kdodja és szekvenciai

1 Primer Name Primer Sequence (5'-3')
2 CMV_RNA1l 720F GGACGATGATGTTCGACGGTGC

3 CMV_RNAl 2565R GTCGAACGAAGCGTCACGAGAGG

4 CMV_RNA2 178F GTGAACAACGCGAAGATGCTG

5 CMV_RNA2_ 2005R GGTTCCATCACCTTAGCTTCC

6 CMV_RNA3 207F GATGCCATCAARGAAGATGGCTAC

7 CMV_RNA3 2038R GCCGTAAGCTGGATGGACAACC

A reverz primerek esetében a CMV RNSI1,2 és 3 esetében is a reverz szalak komplementerét

hasznaltuk primerként.

3.9.Gradiens PCR Q5 enzimmel CMV primer kombinaciokkal

Az uj CMV primerek megtervezése utan, el kellett végeznem egy gradiens PCR-t, hogy a
hasznalatuk soran az annelalasi hdmérsékletet optimalizaljam. Ebben az esetben is a Q5 Hot
Start DNS polimerazt hasznaltam, mely egy specialis, rendkiviil pontos, hibajavitasi
funkcioval is rendelkez6 polimeraz. A Q5 enzim mikodésének pontos koriilményeit
optimalizalnunk kell a CMV primer kombinéciokra.
Reakcio MIX:

= 96 ul MQ

= 30 pl 5x puffer

* 3 ul 10mMdANTP

= 3ulQ5enzim
A vizsgalat a tovabbiakban szétosztva, harom Eppendorf csében tortént, melyek végtérfogata

50 ul volt. Az Eppendorf csovek tartalmat a (10. tablazat) szemlélteti.
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10. tablazat: Gradiens PCR 0sszemérése

44 1l Q5 mix

44 ul Q5 mix

44 ul Q5 mix

1 pl templat (mogyorddi pool)

1 pl templat (mogyorddi pool)

1 ul templat (mogyorodi pool)

2,5 ul CMV-RNAL1- 720F

2,5 ul CMV-RNAZ2 -178F

2,5 pl CMV-RNAS -207F

primer primer primer
2,5 ul CMV-RNAL- 2565R 2,5 ul CMV-RNA2- 2005R 2,5 ul CMV-RNAS3- 2038R
primer primer primer

Az 50-50-50 pul végtérfogatot, 5-5-5 csdre osztottam, melyeket a PCR késziilékben kiilonb6z6

homérsékletet biztositdo helyre helyeztem, igy tudtam vizsgdlni a CMV mintdk esetében

optimalis anneling hdmérsékletet. A vizsgalt annelalasi hdmérsékletek a kovetkezdek voltak:

58 °C, 60,5 °C, 62,5 °C, 64,5°C, 66°C.

PCR ciklusok:
= 98°C —-30sec
= 08°C-30sec

= (58°C,60,5°C,62,5°C, 64,5°C, 66°C) — 30 sec

= 72 °C—1min
= 72°C—-2min

A kapott PCR termékeket agaroz gélen elvalasztottam és gélbdl tisztitottam, majd klénoztam

a 3.4- 3.7 pontban leirtak alapjan.
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4. Eredmények és értékelésiik

4.1. Kis RNS konyvtarak bioinformatikai elemzése

A munkam soran, mind a keszthelyi és mind a mogyorédi mintak kis RNS HTS-ének
bioinformatikai elemzését elvégeztem. A szekvenalt olvasatok (read-jei)-bél épitett kontigok
virusreferenciagenomok kozott vald keresésével (BLAST) kaptam egy virus talalati listat.
Ezutan a szekvenalt readeket kozvetleniil illesztettem a contig talalatokat, adott virusok

referencia genomjara. A kapott eredményeket a (11 és 12. tablazatokban) szemléltetem.

11. tablazat: Mogyorddi mintak bioinformatikai elemzésének eredménye

CMVRNS 1| CMVRNS 2 | CMVRNS 3 GPGV SVBY HSVd
Konyvtari ked Az analizis tipusa
NC 002034 NC_002035 NC_001440 NC 015782 NC 001725 NC_ 001351
Contig-ok szdma 21 21 15 5 7 3
Redundéns read-ek széma 4336 1410 9484 529 1179 364
171 Virus hit
RPM 2744 89,2 500,32 29,8 746 23,0
Virus genom lefedettzége (%0) 48% 37% 48,00%, 5% 3995 91%

jelmagyarazat: CMV - Uborka mozaik virus (Cucumber mosaic virus); GPGV - Sz616 Pinot
gris virus (Grapevine Pinot gris virus); SVBV - Levélér sargulas virus (Strawberry vein

banding virus); HSVd - Koml¢ torpiilés viroid (Hop stunt viroid)

12. tablazat: Keszthelyi mintdk bioinformatikai elemzésének eredménye

PLRV DBALV PVCYV TaBCHV BRRV SPCSV
Konyvtari kod Az analizis tipusa
NC_001747 NC_038381 NC_001839 NC_026819 | NC 003138 | NC_004M124
Contig-ok szama 1 1 1 1 1 1
Redundéns read-ek szama 569 3050 1210 628 2667 14814
171 Virus hit

RPM 37,9 2033 20,7 41,9 177,8 987,65
Virus genom lefedettsége (%) 32% 46% 61,00% 50%) 64% 53%)

jelmagyarazat: PLRV- Burgonya levélsodrodas virus (Potato leafroll virus); DBALYV -
Dioscorea bacilus alaka virus (Dioscorea bacilliform AL virus isolate); PVCV - Petunia
érkivilagosodas virus (Petunia vein clearing virus); TaBCHV - Tar6 bacilus alaku virus (Taro
bacilliform CH virus isolate); BRRV - Afonya voros gytirtisfoltossag virus (Blueberry red
ringspot virus); SPCSV - Edesburgonya klorotikus satnyulas virus (Sweet potato chlorotic

stunt virus)
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A kimutatott virusok referencia genomjait az NCBI GenBankbdl kikerestem, ¢és letoltottem,
majd az el6zéekben trimmelt szekvencidkat ezekhez illesztettem. Eredményiil pedig
megkaptam, a referencia genomra illeszkedé read-eket. A (18-23. abrakon) lathatd a
Keszthelyi RNS konyvtarban szekvenalt kisRNS-ek PLRV, DBALV, PVCV, TaBCHYV,
BRRYV, SPCSV virusok nem redundans readjeinek illeszkedései a referencia genomokra.
Minél tobb read illeszkedik a referenciara, anndl nagyobb lefedettséget kapunk és ezaltal

kovetkeztethetiink arra, hogy ezek az illeszked6 read-ek valdban viralis eredetiiek.
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18. abra: PLRYV referenciagenomra torténé nem redundans readek illeszkedése. (Az abra

fels6 részén taldlhatd szamok a nukleotidokat jelolik.)
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19. abra: DBALYV referenciagenomra torténé nem redundans readek illeszkedése (Az

abra felso részén taldlhato szamok a nukleotidokat jelolik.)
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20. abra: PVCV referenciagenomra torténd nem redundans readek illeszkedése (Az abra

felsd részén talalhatd szamok a nukleotidokat jelolik.)
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21. abra: TaBCHYV referenciagenomra torténé nem redundans readek illeszkedése (Az

abra felsd részén talalhat6é szamok a nukleotidokat jelolik.)
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22. abra: BRRYV referenciagenomra térténé nem redundans readek illeszkedése (Az 4bra

felsO részén talalhatd szamok a nukleotidokat jelolik.)
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24. abra: CMV RNS 1 virus referenciagenomra torténé nem redundéans readek
amok a nukleotidokat jelolik.)
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26. abra: CMV RNS 3 virus referenciagenomra torténé nem redundéans readek

amok a nukleotidokat jelolik.)

0 SZ

J4

én talalhat

0 rész

74

illeszkedése (Az abra fels

000

6000

5000

4000

3000

“xea

10

11_34 (Reads)

629 reads

> > anitVww

T vy

dek illeszkedése (Az abra

ans rea

4

dund
k a nukleotidokat jelolik.)

74

r

€no neém re

bra: GPGV referenciagenomra tort

a

27.

0 szamo

0 részén talalhat

fels

44



1000 2000 3000 4000 50]00 solou TDIUIJ
1

277
171_54 (Reads)
1179 reads
) e S
i W i RN L
3 ’; :! A0 1}.;5“:': R H 1
g 8 b !

B i
i
i

o ep e oo mp
ERS: P T [ |

TITIIHE

AT

28. abra: SVBV referenciagenomra tortén6é nem redundans readek illeszkedése (Az abra

felsO részén talalhatd szamok a nukleotidokat jelolik.)
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29. abra: HSVd referenciagenomra torténé nem redundans readek illeszkedése (Az abra

felsd részén talalhatd szamok a nukleotidokat jelolik.)

4.2 HSVd és CMYV primerekkel anellalasi hmérsékletének optimalizalasa

gradiens PCR-rel, Q5 enzim esetén

A QS5 enzimmel végzett hdmérsékleti optimalizalas utan, a gélelektroforézissel elvalasztott
PCR termékek mérete CMV esetében 660 bp koriil, a HSVd termék esetében pedig 280 bp
koriil volt varhatd. A kisérlet eredményeképpen 63 °C-on mindkét primer esetében kaptunk a

megfeleld mérettartomanyban terméket, a vart mérettartomanyokban (30. abra).
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30. abra: CMV ¢és HSVd primerek annellalasi hdmérsékletének optimalizalasa Q5 enzimmel
torténd PCR reakcid soran

4.3. RT- PCR amplifikalas

A megfeleld primerekkel elvégzett RT-PCR amplifikacido utdn kapott termékeket agar6z

géleletroforézissel elvalasztottam. Az RT-PCR soran a HSVd, GPGV, és CMV virusok

jelenlétét szerettilk volna igazolni, melyek visszaigazolasait egyenként a kovetkezé képeken

fogom szemléltetni.

4.3.1. HSVd RT-PCR amplifikalas

A HSVd esetében a PCR terméket 280 bp kornyékén vartuk, az alkalmazott primerekkel a

mogyorodi mintaban sikeriilt amplifikalni ebben a mérettartomanyban, és visszaigazolnunk a

jelenlétét (31. abra).
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==

HSVd~280bp

31. abra: HSVd PCR reakcio eredményességének vizsgalata a reakciotermékek
gélelektroforézissel torténd elvalasztasaval

4.3.2. GPGV RT-PCR amplifikalasa

A GPGV esetétben a GPGVIOF ¢és GPGV2015R primerekkel elvégzett RT-PCR
eredményeképpen, a PCR terméket 2005 bp kornyékén vartuk. Az alkalmazott primerekkel az
adott mérettartomanyban kaptunk PCR terméket a mogyorddi mintaban, visszaigazolva ezzel

a virus jelenlétét (32. abra).

M K M K+

. —
1000 bp =

500 bp -

GPGV1OF_2015R
~2005 bp

32. abra: GPGV PCR reakcio eredményességének vizsgalata a reakciotermékek
gélelektroforézissel torténd elvalasztasaval
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A GPGV esetében a GPGVS5578F ¢és GPGV7177R primerekkel elvégzett RT-PCR
eredményeképpen, a PCR terméket 1599 bp kornyékén vartuk. Az alkalmazott primerekkel az
adott mérettartomanyban kaptunk PCR terméket, amely alatdmasztja a virus jelenlétét a
mogyorodimintaban (33. &bra).

M K M K+
— — —
1000 bp ===
500 bp ===
GPGV
5578F_7177R~. 1599
bp

33. abra: GPGV PCR reakcio eredményességének vizsgalata a reakciotermékek
gélelektroforézissel torténd elvalasztasaval

4.3.3. CMV RT-PCR amplifikalasa

A CMV esetében a CMVFny primerek hasznalatdval vartuk a PCR terméket 600 bp
mérettartomanyban, azonban eredményt nem kaptunk (34. abra). Ennek oka az lehetett, hogy
a mintankban taldlhat6 CMV nem kozeli rokona a CMV Fny varidnsanak, az arra tervezett
primerek nem amplifikaljak a mintaban talalhat6 varianst. Ezért figyelembe véve a mintaban
talalhatd CMV specifikus kis RNS olvasatokat, 1j CMV primerek tervezésére valt
szilkségessé. Mivel a CMV-nek haromosztati genomja van, szerettink volna a
selyemkoroban talalhatd virus mindhdrom RNS-érdl szekvenciainformaciot szerezni. Ehhez

olyan primereket terveztem, melyek specifikusak a variansukra.

48



R

CMV~600bp

34. abra: CMV PCR reakci6 eredményességének vizsgalata a reakcidtermékek
gélelektroforézissel torténd elvalasztasaval

4.4.PCR termeék tisztitasa

Az (35. abran) bemutatott, agardz gélen elvalasztott HSVd specifikus PCR terméket a gélbol
kivagtam, visszaizolaltam Gene Jet Gel Extraction Kit segitségével, majd ezt tjra

elvalasztottam agardz gélen, ezt szemlélteti a fenti abran. A visszaizolalt terméket klonoztam.

35. abra: HSVd specifikus PCR termék tisztitasanak ellenérzése
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4.5. HSVd klénozasa

A HSVd PCR termékeket gélbdl tisztitottam és klonoztam a 3.4-3.7 fejezetben leirtak alpjan.

A klonozés ellendrzése céljabol Xbal és Xhol enzimekkel emésztettem a PJET konstrukciot.
Majd agar6z gélben megfuttattam, mind az emésztett és emésztetlen termékeket is. A gélben,
a zsebekben az emésztett és emésztetlen mintak valtjak egymast. Az emésztetlen termékeket

3000 bp koriil vartuk, az emésztetteket pedig kisebb mérettartomanyban kb. 200-300 bp kortil.

Az agardz gélben torténd elvalasztas eredményét a (36. abra) szemlélteti.

LI

0
0
0
0

36. abra: Emésztett PJET konstrukcid vizsgalata emésztett és emésztetlen plazmid
gélelektroforézissel torténd elvalasztasaval

(Az emésztetlen zsebeket ET-vel jeloltem, az emésztetett pedig EM-el. A piros karikak pedig
a beéplilt, vektorbol kihasitott plazmidokat jelzik)

4.6. Gradiens PCR Q5 enzimmel CMV primer kombinaciokkal

A CMV genom mindharom RNS-ére tervezett primerek kapcsoldodasi homérsékletének

optimalizalasara gradiens PCR reakciot inditottunk. A kapott PCR termékek méretének

ellendrzését agardz gélelektroforézissel végeztem.

46.1 CMV RNS 1

A CMV RNS 1 esetében a gradiens PCR sordn, 58 °C annelalasi hdmérsékleten nem kaptunk
PCR terméket, a tobbi hdmérséklet optimalisnak bizonyult (37. 4bra).
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37. abra: CMV RNS1 gradiens PCR eredménye

4.6.2. CMV RNS 2

A CMV RNS 2 esetében a gradiens PCR soran, minden vizsgalt hémérsékleten kaptunk PCR
terméket (38. abra).

CMYV-RNA2-178F
CMV-RNA2-2005R

M 6 7 8 9 10

-— el - o el

{1

58°C  60.5°C 62.5°C  64.5°C 66 °C

38. abra: CMV RNS 2 PCR termékek

4.6.3. CMV RNS3
A CMV RNS 3 esetében a gradiens PCR soran, 66°C anellalasi hdmérsékleten nem kaptunk
PCR terméket, a tobbi hdmérséklet optimalisnak bizonyult (39. abra).
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39. abra: CMV RNS 3 gradiens PCR eredménye

A CMV RNSI1, RNS2 ¢és RNS 3 esetében is a 63 °C-ot allapitottuk meg optimalis anellalasi
hémérsékletnek.

4.7. Plazmid tiszitas

Mivel a primerek szadmara szinte valamennyi vizsgalt homérsékleti érték optimalisnak
bizonyult, valamint egy kiindulasi PCR mixbdl indultunk ki, ezért RNS-enként a legerdsebb
jelet addo PCR termékeket gélbdl kitisztitottuk, majd a tisztitott PCR terméket agar6z gélen

megfuttatva ellendriztiik a géltisztitas eredményét (40. abra).

— -
_— -
-—— -
——

40. abra: Kitisztitott CMV RNS1,2,3 PCR termékek vizsgalata a reakcidtermékek

gélelektroforézissel torténd elvalasztasaval
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4.8. Restrikcios emésztés

A kitisztitott CMV PCR termékeket, klonoztam, majd a PJET konstrukciot emésztettem, €s
ellendrzésként agardz gélen torténd elvalasztast is elvégeztem. A gélben, a zsebekben az
emésztett és emésztetlen mintak itt is valtjak egymast (41. abra). A CMV RNS 2 esetében
nem kaptunk eredményt a folyamat ismétlése utan sem, ezért a PCR termék szekvenalasa

mellett dontottiink (BIOMI Kft.)

1 2 3 4 5 6
oo 7 8 9
M ET EM  ET . EM. ETo EMALET. EM BT ime w2 M
ol ve— S —_— -
-— [o—
S—— —
- -

S o o=

41. abra: Emésztett PJET konstrukcid vizsgalata emésztett és emésztetlen plazmid
gélelektroforézissel torténd elvalasztasaval. A piros karikak pedig a beépiilt, vektorbol
kihasitott plazmidokat jelzik). Az 1,2,3,4 mintdk a CMV RNSI plazmidot, az 5,6,7,8 mintak a
CMYV RNS 2 plazmidot, a 9,10,11,12 mintdk pedig a CMV RNS 3 plazmidot tartalmazzak.

4.9.Szekvencia elemzés
A kapott klonok szekvencidjat hagyomanyos Sanger szekvenalassal a BIOMI Kft hatarozta
meg. A szekvencidk elemzése alatdmasztotta, hogy a vizsgat mintadinkban valoban a CMV

virus és a HSVd viroid van jelen.

4.9.1. CMV RNS 1

A szekvencia elemzés soran a Genious Prime programot hasznéltam. Az elemzés soran a
megkapott mogyorddi Asclepias syriaca mintambol szarmaz6 CMV RNS1 genomot
hasonlitottam 6ssze NCBI-bol szarmazé CMV RNS1, a Tomato aspermy virus RNS1, Peanut
stunt virus RNS1, és Gayfeather mild mottle virus RNS1 referencia genomokkal. A (42. abra)

bemutatja a genomok kozotti hasonldsagokat.

53



Consensus
Identity

2,NC_002034_Cucumber_mosaic_virus_RNA1
3. CMVRNS1_As_Mogyor@d
4,NC_012134_Gayfeather_mild_mottle_viru...

ﬁ 1. NC_002038_Peanut_stunt_virus_RNA1
5.NC_003837 _Tomato_aspermy_virus_RNAT [ TR TSN RV T ‘\" T T H

42. abra: Kiilonb6z6 virusok (CMV, Mogyorodi As CMV, Tomato aspermy virus,

Gayfeather mild mottle virus, Peanut stunt virus) RNS 1 genom 6sszehasonlitasok

NC_002034_Cucumber_mosaic_vir...

CMVRNS1_As_Mogyorid _

NC_012134_Gayfeather_mild_mot...

NC_003837_Tomato_aspermy_viru...

NC_002038_Peanut_stunt_virus_...
0.04

43. abra: Filogenetikai fa segitségével vizsgalt virusok RNS 1 genomjainak rokonsagi
viszonyai

A Genious Prime program segitségével filogenetikai fa megrajzolasara is lehetéségem volt,
mellyel szemléltethetem, hogy a vizsgalt CMV RNS1 Mogyordodi As minta legkozelebbi
rokonsagban a CMV RNS1 genommal all (43. abra).

4.9.2. CMV RNS2

Az elemzés sordn a megkapott Mogyorodi Asclepias syriaca mintdmbdl szarmazé CMV RNS

2 genomokat is dsszehasonlitottam az NCBI-bol szarmazd6 CMV RNS2, a Tomato aspermy
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virus RNS2, Peanut stunt virus RNS2, és a Gayfeather mild mottle virus RNS2 referencia

genomokkal. A (44. abra) a genomok kozotti hasonldsagokat szemlélteti.

1

25 b)

1250

1.500 1750 2250 2500 2750 3000 1977
! 2250 2500 2750 3277

Consensus
dentity

2.NC_002035_Cucumber_mosaic_virus_RNA2
3. C5716-10#CMV_RNA2_As_Mogyor@d
4,NC_012135_Gayfeather_mild_mottle_viru...

ﬁ 1. NC_002039_Peanut_stunt_virus_RNA2
5.NC_003838_Tomato_aspermy_virus_RNA2

44. abra: Kiilonb6z6 virusok (CMV, Mogyorodi As CMV, Tomato aspermy virus,
Gayfeather mild mottle virus, Peanut stunt virus) RNS 2 genom 6sszehasonlitasok

NC_002035_Cucumber_mosaic_vir...

CS716-10#CMV_RNA2_As_Mogyordd... —

NC_012135_Gayfeather_mild_mot...

NC_003838_Tomato_aspermy_viru...

NC_002039_Peanut_stunt_virus_...
0.05

45. abra: Filogenetikai fa segitségével vizsgalt virusok RNS 2 genomok rokonsagi viszonyai

A Genious Prime program segitségével rajzolt filogenetikai fa felhasznalasaval szemléltetem,

hogy a vizsgalt Mogyorddi As CMV RNS2 mintam a legkdzelebbi rokonsagban a CMV RNS
2 genommal all (45. abra).

4.9.3. CMV RNS3

Az elemzés soran a megkapott mogyorddi Asclepias syriaca mintambol szarmaz6 CMV

RNS3 genomokat is Osszehasonlitottam az NCBI-bol szarmaz6 CMV RNS3, a Tomato
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aspermy virus RNS3, Peanut stunt virus RNS3, és Gayfeather mild mottle virus RNS3
referencia genomokkal. A (46. abra) bemutatja a genomok ko6z6tti hasonlosagokat.

Consensus
Identity

2, CMV_RNS3_As_Mogyor@d
3.NC_012136_Gayfeather_mild_mottle_virus.., [IHITMHINE
4,NC_003836_Tomato_aspermy_virus_RNA3  [XHINHNOMIN

E: 1.NC_001440_Cucumber_mosaic_virus_RNA3

L TR 0 O O A OB R EEre TRl VI R T

46. abra: Kiilonb6z6 virusok (CMV, Mogyorodi As CMV, Tomato aspermy virus,
Gayfeather mild mottle virus, Peanut stunt virus) RNS 3 genom 6sszehasonlitasok

NC_012136_Gayfeather_mild_mot...

NC_003836_Tomato_aspermy_viru...

NC_001440_Cucumber_mosaic_vir...

| kv rNs3_As_Mogyoroa -

006

47. abra: Filogenetikai fa segitségével vizsgalt virusok RNS 3 genomjainak rokonsagi
viszonyai

A Genious Prime program altal elkészitett filogenetikai fa szemlélteti, hogy a vizsgalt CMV
RNS3 Mogyorédi selyemkordban jelenlevéd CMV is legkdzelebbi rokonsdgban a CMV RNS3
genommal all (47. abra).

4.9.4. HSVd

Az elemzés soran a mogyorddi Asclepias syriaca mintabol szarmazé HSVd genomot is
Osszehasonlitottam mas HSVd genomokkal, hogy meg tudjam vizsgélni a kozottik 1évo

hasonlosdgokat. Az Osszehasonlitds sordn hasznalt HSVd genomok szekvencidit
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kultarnovényenként a (Jo 2017) cikkbdl gyijtdttem ki. A szekvenciak citrombol (Citrus),
sz616bdl (Grapevine), Szilvabol (Plum), Kajszibarackbol (Apricot), Gszibarackbol (Peach),
meggybdl (Cherry), almabdol (Apple), komlobol (Hop), gorégdinnyébdl (W.Melon),
uborkabol (Cucumber), hibiszkuszbol (Hibiscus), Szederbdl (Mulberry), pisztaciabol
(Pistachio), fiigébdl (Fig), datolyabol (Jujube), burgonyabdl (Potato), mandulabol (Almond)

szarmaznak. A (48. abra) szemlélteti a kiilonb6zé genomok kozotti hasonldsagokat.

Consensus
Identity AL - I S NS I {1 - I LI T I

1. Pistachio_Tunisia
2. Fig_lran
i 3. Apricot_South_Korea
|~ 4. Almond_Spain
1 5. Cherry_Greece
Ar 6.Plum_South_Korea
,{- 7. Peach_China
= 8. Jujube_China
9. Mulberry_ltaly
[ 10. Cucumber_Germany
11. citrus_china
12. WinterMelon_SouthKorea
13. Wild_Potato_South_Korea
r 14.Hop_apan
J =~ 15. Hibiscus_rosa_ltaly
L’ 16. Apple_Greece
r 17. HSVd_As_Mogyordd

L1s. Grapevine_China

,,
—— =
m

48. abra: Kiilonbozo6 kultirndvényekbdl szarmazé HSVd genomok 6sszehasonlitasa

Hibiscus_rosa_ltaly

Apple_Greece

HSVd_As_Mogyordd

Grapevine_China

Hop_Japan

WinterMelon_SouthKorea

e \\Jild_P otato_South_Korea

—Cucumber_Germany

citrus_china

Mulberry_ltaly

Peach_China

w— Jujube_China
Plum_South_Korea

Cherry_Greece

I_L/-\pricot_South_Korea
Almond_Spain

Fig_Iran

Pistachio_Tunisia

0.005

49, abra: Filogenetikai fa segitségével vizsgalt kiilonb6z6 HSVd genomok rokonsagi
viszonyainak bemutatdsa
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A Genious Prime program segitségével megkapott filogenetikai fa jol szemlélteti, hogy a
keresett HSVd Mogyorodi genom legkdzelebbi rokonsadgban egy sz616bol szarmazé HSVd
genommal all (49. abra). A kapott eredményt alatamaszthatja az is, hogy a mogyorddi minta

sz010 iiltetvény melldl lett begytijtve.
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5. Kovetkeztetések és javaslatok

A termények hozamat direkt modon mindségi és mennyiségi szempontok alapjan is
befolyasoljak a gyomndvények, mivel versenyeznek veliik a vizért, tapanyagokért stb.
Indirekt mdédon is azonban képesek azt befolyasolni, azéltal, hogy a novényi patogének
gazdandvényei, vagy rezervoarjai lehetnek illetve koztesgazdai vagy nyari tapnovényei
lehetnek virus vektoroknak. Abban az esetben, amikor a megfeleld tapndvények nincsenek
jelen, akkor a novénypatogének képesek a gyomndvényeket rezervoarként hasznalni.

A gyomndvények is szamos rovarvektor tdpnovényei lehetnek. A levéltetvek példaul
¢letciklusuk soran atvandorolhatnak kiilonb6z6 ndvénycsalddokra, fajokra is, amelyek
egyarant lehetnek kultirnévények vagy gyomnovények, és ez a tulajdonsaguk hozzasegiti a
virusok konnyi terjedését egyik ndvényrél a masikra (Kazinczi et al. 2001; Wisler és Norris
2005; Alexander et al. 2014).

A selyemkoéroban CMV fert6zéseket mar leirtak évekkel ezel6tt is, de az irodalomban utalés
eddig még soha nem tortént selyemkordt fertdzé szold virusrdl (GPGV), vagy viroid
fertdz¢ésrol. Kutatdsaim sordn selyemkord gyomndvénybdl mégis szamos jelentds virust
(CMV, HSVd, GPGV, SVBV) is sikeriilt kimutatnom virusdiagnosztikai eljarasok
segitségével. Kis RNS HTS moddszerét hazankban nem sok helyen alkalmazzak, csak a
Mezbgazdasagi Biotechnoldgiai Kutatokdzpont Diagnosztikai csoportja végez ilyen jellegii
kimutatdsokat Magyarorszdgon. Az emlitett kutatdcsoport egyik jelentds publikacidja is
bizonyitotta gabonatdbldban gyomnovényként jelenlevé koles, virus rezervodr szerepét,
szintén kis RNS HTS moédszerrel (Pasztor et al. 2020).

A virusok, virodiok reprodukcidja, a gazdandvény normalis sejtmiikodéseire vannak utalva,
raadasul nem rendelkeziink olyan modszerrel, mellyel a virusokat az iiltetvényekbdl képesek
lennénk eltavolitani. A virusos megbetegedések elleni védekezési stratégidk a ndvényi virusok
¢és viroidok esetén a megel6zd kezelésekre iranyulnak, €s csak ezek kombinacidjaval
varhatunk el megfeleld hatdst. Fontos szempontok lehetnek a rezisztenciara nemesités,
vektorok elleni megfeleld védekezési moddszerek alkalmazasa, és mechanikai
gyomszabalyozas.

Kutatasaim sordn bizonyitottuk, hogy a gyomok fertézottek lehetnek virusokkal, és mivel at
tudnak telelni benniik, potencialis fert6zési forrasai a virusoknak, vagyis virusrezervoarként is
miikddhetnek. Novényvédelmi és gazdasagi szempontbdl is tehat fontos megel6zd
védekezésnek bizonyul a gyomndvények megfékezése a miivelt teriileteken, €s a kozeli

ruderalis teriileteken egyarant (Byron et al. 2019).
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6. Osszefoglalas

A virusok képesek megfertozni a termesztett és vadon ¢l6 ndvények minden fajat, az altaluk
okozott megbetegedések pedig hatalmas karokat (alacsonyabb hozam, gyengébb
termékmindség, gazdasagi veszteség) okozhatnak hazankban, és az egész vildgon egyarant.
Rendkiviil fontos feladatunk tehat, hogy megismerjiik, és megértsiik viselkedésiiket,
tulajdonsagaikat, valamint, hogy felismerjik a jelenlétiiket. A virusos megbetegedések helyes
diagnosztizalasa altalaban laboratoriumi vizsgalatokat igényel.

A selyemkoro (Asclepias syriaca), egy olyan invaziv gyom, mely ma mar kultirnévényeink
egyik jellemzd gyomndvénye, és a vektor szervezetek is eldszeretettel fogyasztjak, illetve
koztesgazdaként vagy nyari tdpndvényként hasznaljak fel. Felmeriil benniink a kérdés tehat,
hogy gyomnovényeink is tartalmaznak-e gazdasagi kart okozdé virusokat, vagyis a
selyemkoronak lehet-e szerepe, mint virus rezervoar.

Munkam soran mogyorddi sz6ldiiltetvény mellett talalhatd selyemkord mintakat, és keszthelyi
gabonatdbla melldl gylijtétt selyemkord mintdkat  vizsgaltam  virusdiagnosztikai
modszerekkel. A mintakbol el6szor is kis RNS konyvtarak nagyatereszté képességi
szekvenalasaval nagymennyiségli szekvencia adathoz jutottunk, amelynek bioinformatikai
elemzését végeztem el. Az elemzés soran mindkét helyrdl érkez6 mintak esetében contigokat
(atfedd szekvenciakat tartalmazé kis RNS olvasatok Osszeépitése hosszabb olvasatokka)
épitettiink, és ezeket az ismert referencia genomokhoz illesztve szamos virustalalatot kaptunk,
melyek koziil a legjelentdsebbeket valasztottuk ki. A bioinformatikai elemzéssel kapott
virustalalatok visszaigazolasahoz RT-PCR-t alkalmaztam, a PCR termékek tisztitasa és
klonozasa utani szekvenalasat a BIOMI Kft. végezte el. A visszaigazolast csak a mogyorodi
mintdk esetében végeztem el, a bionformatikai elemzés és az RT PCR reakcié eredményei
egymassal korrelacioban voltak. A keszthelyi mintak esetében tovabbi vizsgalatok
sziikségesek a virusok visszaigazolasara. A Genious Prime program segitségével elvégeztem a
mintdim szekvencia elemzéseit U1gy, hogy mas virusok referencia genomjaival hasonlitottam
Ossze, majd filogenetikai fa segitségével szemléltetem a vizsgalt rokonsagi kapcsolatokat.

A HSVd viroid detektalasa kiilondsen jelentds taldlatnak bizonyult, ugyanis eddig kevés
informaci6 allt rendelkezésiinkre a jelenlétérdl, illetve egy szdldskertbdl szarmazo virussal
mutatott legkozelebbi rokonséagi kapcsolatot, mely 0sszefliggésben lehet azzal a ténnyel, hogy
a mi mintank is egy sz6l6 teriilet melldl szarmazik.

Osszességében elmondhaté, hogy a kutatasaim soran igazoltam szamos virus és egy viroid

jelenlétét gyomndvényben, mely virusrezervoarként is szolgalhat sz616 iiltetvényeken, vagy
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szantofoldi kultarakban, novelve ezaltal a kultirnévények ndvényi virusokkal és viroidokkal

torténd megfertézodésének kockazatat.

61



Irodalomjegyzék

10.
11.

12.

13.

14.

15.

16.
17.

18.
19.

Alexander, H.. M.., Mauck, K. E., Whitfield, A. E., Garrett, K. A., és Malmstrom, C. M., (2014).
Plant-virus interactions and the agro-ecological interface. European Journal of Plant Pathology, 138
(3): 529-547.

Bagi 1.. (1999) A selyemkord (Asclepias syriaca L.)- Egy invaziv faj biologiaja, a védekezés
lehet6ségei.Kitaibelia, 4.évf.2.szam.pp289-295

Barba, M., Czosnek, H., és Hadidi, A. (2014). Historical Perspective, Development and Applications
of Next-Generation Sequencing in Plant Virology. Viruses, 6 (1): 106-136.

Balint M.. (2006) Molekularis biologia I-1I. Miiszaki Kiad6, Budapest, 414p.

Behjati, S., és Tarpey, P. S. (2013). What is next generation sequencing? Archives of Disease in
Childhood - Education & Practice Edition, 98 (6): 236-238.

Bertazzon, N., Filippin, L., Forte, V., és Angelini, E. (2015). Grapevine Pinot gris virus seems to have
recently been introduced to vineyards in Veneto, Italy. Archives of Virology, 161 (3): 711-714.
Boonham, N., Kreuze, J., Winter, S., van der Vlugt, R., Bergervoet, J., Tomlinson, J., & Mumford, R.
(2014). Methods in virus diagnostics: From ELISA to next generation sequencing. Virus Research,
186: 20-31.

Byron, M.., Treadwell, D., és Dittmar P.(2019). Weeds as reservoirs of plant pathogenes affecting
economically important crops. Horticultural Sciences Department.Publication: HS1335

Campbell, R.N. (1996) Fungal transmission of plant viruses. Annual Review of Phytopathology,
34:87-108.

Cann, A.J, (2016) Principles of Molecular Virology. 6th ed., Elsevier, 308p.

Day, M.F., Irzykiewicz, H. (1954) On the Mechanism of Transmission of Non-Persistent
Phytopathogenic Viruses by Aphids. Australian Journal of Biological Sciences 7 (3): 251 - 273.
Dimmock, N.J., Easton, A.J., Leppard, K.N. (2007): Introduction to Modern Virology.6th ed.,
Blackwell Publishing, 536 p.

Fajardo, T. V. M., Eiras, M., és Nickel, O. (2017). First report of Grapevine Pinot gris virus infecting
grapevine in Brazil. Australasian Plant Disease Notes, 12 (1)

Flores, R., Delgado, S., Gas, M.-E., Carbonell, A., Molina, D., Gago, S., & De la Pefa, M.
(2004). Viroids: the minimal non-coding RNAs with autonomous replication. FEBS Letters, 567 (1):
42-48.

Flores, R., Serra, P., Minoia, S., Di Serio, F., és Navarro, B.(2012). Viroids: from genotype to
phenotype just relying on RNA sequence and structural motifs. Frontiers in Microbiology, 3.

Hataya, T., Tsushima, T., Sano T. (2017): Hop stunt viroid. Viroids and Satellites, Pages 199-210
Horvath J. és Gaborjanyi R. (2000): Novényvirusok és virologia vizsgalati modszerek. Mezdgazda
Kiado, Budapest, 426 p

Hull, R (2002). Matthews' Plant Virology. (San Diego, California, USA: Academic Press),1029 p

Jo, Y., Chu, H., Kim, H., Cho, J. K., Lian, S., Choi, H., Kim, S.M., Kim, S.L., Lee B.C., és Cho, W. K.
(2016). Comprehensive analysis of genomic variation of Hop stunt viroid. European Journal of Plant
Pathology, 148 (1): 119-127.

62


https://www.sciencedirect.com/science/book/9780128014981

20.

21.

22,

23.

24,

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.
37.

Jonees, R.A.C. (2009): Plant virus emergence and evolution: Origins, new encounter scenarios, factors
driving emergence, effects of changing world conditions, and prospects for control. Virus Research,
141 (2): 113-130.

Kazinczi G., Horvath J., és Lesemann, D.E. (2002) Perennial plants as new natural hosts of three
viruses. Zeitschrift fiir Pflanzenkrankheiten und Pflanzenschutz. Journal of Plant Diseases and
Protection 109 (3): 301-310.

Kucsera J. és Kevei F. (2010): Mikrobiologia 1. JATEPress, Szeged, 302 p.

Lecoq H., és Desbiez C. (2012) Viruses and Virus Diseases of Vegetables in the Mediterranean Basin.
in Advances in Virus Research, 592 p

Lu, Y., Shen, Y., Warren, W., & Walter, R. (2016). Next Generation Sequencing in Aquatic Models.
Next Generation Sequencing - Advances, Applications and Challenges, 173 p

Marquez-Molins, J., Gomez, G., és Pallas, V. (2020). Hop stunt viroid: A polyphagous pathogenic
RNA that has shed light on viroid-host interactions. Molecular Plant Pathology, 22 (2): 153-162.
Massart, S., Candresse, T., Gil, J., Lacomme, C., Predajna, L., Ravnikar, M., Reynard, J.S., Rumbou,
A., Saldarelli, P., Skori¢, D., Vainio, E.J., Valkonen, J.P.T., Vanderschuren, H., Varveri, C., Wetzel, T.
(2017). A Framework for the Evaluation of Biosecurity, Commercial, Regulatory, and Scientific
Impacts of Plant Viruses and Viroids Identified by NGS Technologies. Frontiers in Microbiology, 8.
Massart, S., Olmos, A., Jijakli, H.,Candresse, T. (2014). Current impact and future directions of high
troughput sequencing in plant virus diagnostics. Virus Research, 188:90-96.

Mochizuki, T., Ohki, S.T. (2012): Cucumber mosaic virus: viral genes as virulence determinants.
Molecular plant pathology 13 (3): 217-225.

Ng, J.CK. és Falk, B. W. (2006). Virus-Vector Interactions Mediating Nonpersistent and
Semipersistent Transmission of Plant Viruses. Annual Review of Phytopathology, 44 (1): 183-212.
Ohno, T., Takamatsu, N., Meshi. T., és Okada, Y. (1983). Hop stunt viroid: molecular cloning and
nucleotide sequence of the complete cDNA copy. Nucleic Acids Research, 11 (18): 6185-6197.
Pasztor Gy., Galbacs Zs.N., Kossuth T., Demian E., Nadasy E., Takacs A.P., Varallyay E.
(2020). Millet Could Be both a Weed and Serve as a Virus Reservoir in Crop Fields. Plants, 9 (8):
954.

Riesner, D. és Gross, H. J. (1985). Viroids. Annual Review of Biochemistry, 54 (1): 531-564.

Salamon P.(1986) Asclepias syriaca L.,az uborka mozaik virus (cucumber mosaic virus) rezervoar
gazdaja Magyarorszagon. .Kertgazdasag, 1986, X VIII (2): 45-59.

Saldarelli, P., Gualandri, V., Malossini, U., és Glasa, M. (2017) Grapevine Pinot gris virus. Springer
International Publishing AG 2017 351. B. Meng et al. (eds.), Grapevine Viruses: Molecular Biology,
Diagnostics and Management., pp.351-363

Sano, T. (2013). History, origin, and diversity of hop stunt disease and Hop stunt viroid. Acta
Horticulturae, 101087-101096.

Sastry, K.S. (2013): Seed-borne plant virus diseases. Springer India, 328 p.

Stackhouse, T., Waliullah, S., Oliver, J. E., Williams-Woodward, J. L., & Ali, M. E. (2021). First
Report of Hop Stunt Viroid Infecting Citrus Trees in Georgia, USA. Plant Disease, 105 (2): 515-515..

63


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/B9780123943149000038
https://www.sciencedirect.com/bookseries/advances-in-virus-research

38.

39.

40.

41.

42.

43.

Stevens, W.A. (1983) Transmission of Plant Viruses. In: Stevens, W.A. (ed.) Virology of Flowering
Plants. Tertiary Level Biology. Springer, Boston, 41-68 p., 183 p.

Tarquini, G., Zaina, G., Ermacora, P., De Amicis, F., Franco-Orozco, B., Loi, N., Martini, M., Bianchi,
G. L., Pagliari, L., Firrao, G., Paoli, E.,D., Musetti, R. (2019). Agroinoculation of Grapevine Pinot
Gris Virus in tobacco and grapevine provides insights on viral pathogenesis. Plos one, 14 (3):
€0214010.

Trebicki, P. (2020). Climate change and plant virus epidemiology. Virus Research, 198059.

Tzfira, T., Rhee, Y., Chen, MH., Kunik, T., Citovsky, V. (2000) Nucleic acid transport in plant-
microbe interactions: the molecules that walk through the walls. Annu Rev Microbiol 54: 187-219.
Wisler, G. C., és Norris, R. F., (2005). Interactions between weeds and cultivated plants as related to
management of plant pathogens. Weed Science, 53 (6): 914-917.

Zaitlin, M. (1998). The discovery of the causal agent of tobacco mosaic disease.Discoveries in Plant
Biology. S.D. Kung and S.F. Yang, eds. World Publishing Co. Ltd. Hong Kong, p 105-110

Internetes forrasok

httpl: https://viralzone.expasy.org/135?outline=all_by species
http2: http://eta.bibl.u-

szeged.hu/3048/5/3A_A%20v%C3%ADrusok%20%C3%Alltal%C3%A1n0s%20jellemz%C3%A9
se%2C%20szervez%C5%91d%C3%A95%C3%BCk%2C%20a%20v%C3%ADrusfert%C5%91z%
C3%A95%20%C3%A95%20a%20vegetat%C3%ADVY%20f%C3%A1zis%20lefoly% C3%Alsa.pdf

http3: https://www.researchgate.net/figure/6-Comparison-of-reference-assembly-and-de-novo-assembly-A-

Reference-assembly-maps_fig4 321179957

http4: https://link.springer.com/chapter/10.1007/978-3-319-57706-7_17
http5: https://hu.wikipedia.org/wiki/Selyemk%C3%B3r%C3%B3_(n%C3%B6v%C3%A9nyfaj)

http6: https://www.thermofisher.com/hu/en/home/brands/thermo-scientific/molecular-biology/thermo-

scientific-molecular-cloning/clonejet-pcr-cloning-kit.html

http7: https://www.apsnet.org/edcenter/disandpath/viral/pdlessons/Pages/Cucumbermosaic.aspx

http8: https://www.apsnet.org/edcenter/disandpath/viral/introduction/Pages/PlantViruses.aspx

64


https://www.researchgate.net/figure/6-Comparison-of-reference-assembly-and-de-novo-assembly-A-Reference-assembly-maps_fig4_321179957
https://www.researchgate.net/figure/6-Comparison-of-reference-assembly-and-de-novo-assembly-A-Reference-assembly-maps_fig4_321179957
https://link.springer.com/chapter/10.1007/978-3-319-57706-7_17
https://hu.wikipedia.org/wiki/Selyemk%C3%B3r%C3%B3_(n%C3%B6v%C3%A9nyfaj)
https://www.thermofisher.com/hu/en/home/brands/thermo-scientific/molecular-biology/thermo-scientific-molecular-cloning/clonejet-pcr-cloning-kit.html
https://www.thermofisher.com/hu/en/home/brands/thermo-scientific/molecular-biology/thermo-scientific-molecular-cloning/clonejet-pcr-cloning-kit.html
https://www.apsnet.org/edcenter/disandpath/viral/pdlessons/Pages/Cucumbermosaic.aspx

Koszonetnyilvanitas

Legelsoként szeretnék koszonetet mondani Dr. Vérallyay Evanak és Nagyné Dr. Galbacs
Zsuzsannanak a munkdm sordn nyujtott szakmai vezetését és a kutatds elvégzéséhez
szlikséges koriilmények biztositasaért.

Koszonettel tartozom tovabba, a munkamba fektetett bizalomért, a rengeteg tanacsért €s a
dolgozatom lelkiismeretes javitasaért.

Koszonettel tartozom Dr. Ban Ritanak a munkédm soran nyujtott segitségért és javaslatokeért.
Koszonettel tartozom az intézet 0sszes dolgozdjanak, akik valamilyen formdban segitették

munkamat.

65



NYILATKOZAT

Alulirott Csabai Orsolya, a Magyar Agrar- és Elettudomanyi Egyetem, Szent Istvan Campus,
Novényorvos szak nappali/levelez6* tagozat végzos hallgatoja nyilatkozom, hogy a dolgozat
sajat munkam, melynek elkészitése soran a felhasznalt irodalmat korrekt modon, a jogi és
etikai szabalyok betartasaval kezeltem. Hozzajarulok ahhoz, hogy
Zarddolgozatom/Szakdolgozatom/Diplomadolgozatom egyoldalas 6sszefoglaloja felkeriiljon
az Egyetem honlapjara és hogy a digitalis verzioban (pdf formatumban) leadott dolgozatom
elérhetd legyen a témat vezetd Tanszéken/Intézetben, illetve az Egyetem kozponti
nyilvantartasaban, a jogi €s etikai szabalyok teljes korli betartdsa mellett.

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

Kelt: 2022. 04. 24. _
-y

Hallgat6
NYILATKOZAT

A dolgozat készit6jének konzulense nyilatkozom arrol, hogy a
Zarodolgozatot/Szakdolgozatot/Diplomadolgozatot attekintettem, a hallgatdot az irodalmi
forrasok korrekt kezelésének kovetelményeirdl, jogi és etikai szabalyairol tajékoztattam.

A Zarédolgozatot/Szakdolgozatot/Diplomadolgozatot zardvizsgan torténd védésre javaslom /
nem javaslom*.

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

Kelt: 2022. 04. 24.

jz(’\.;{k Ra

v

Bels6 konzulens
*Kérjiik a megfelelot alahuzni!

66



