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1. Bevezetés

Hazéank agrartevékenységében fontos szerepet jatszanak fas szard gyiimolcseink.
Ezeket ugyanakkor szamos virus fertdzheti meg. A csemeték iiltetésekor évekre eldére
terveziink, és ezért a korokozok felszaporoddsanak elkeriilése érdekében kiemelt
jelentéséget kell tulajdonitanunk a vegetativ szaporitéanyag virusmentesitésének, hiszen
jelenlegi tudasunk szerint a gombak és baktériumok ellen effektiven miikodé névényvédo
szereink nem hatnak rdjuk. A kivélasztott j6 tulajdonsdgu fafajtdk szaporitéanyagédnak
eloallitasat és nevelését kormanyrendeleteknek megfeleloen, altalaban izolatorhazakban
végzik, hiszen ezek véddvonalat biztositanak a rovarvektorok és mas forrasbol szarmazo
fertézések ellen. A rendeletek tovabba tartalmazzak a hazankban is el6forduld virusok,
viroidok és betegségek magyar nyelvii jegyzékét. A dolgozatomban leirt patogén és korsag
megnevezések eszerint lettek feltiintetve. A koérokozd mentes kornyezet fenntartdsa
érdekében a novényeket iddszakosan ellenérzik hagyomanyos virusdiagnosztikai
modszerekkel, mint példdul a szeroldgiai tesztek és RT-PCR. Ugyanakkor ezek a
technikdk és a biotesztek csak a vizsgaland6 virusra specifikusan alkalmazhatdak. Ezért is
nyitott teljesen Uj tdvlatokat a virusdiagnosztikdban a nagy-ateresztoképességii
szekvenalas, hiszen hasznalataval a mintaban 1év6 0sszes korokozo kimutathato.

Szakdolgozatom témaja a gylmdlcstakat fert6zd virusok é€s a jelenleg hasznalt
diagnosztikai eljardsok dltaldnos jellemzésén tul, egy, hazdnkban egészen ujonnan leirt
cseresznye virus, a cseresznye aprogyimolcsliség virus 1 (Little Cherry Virus 1 - LChV1),
bemutatdsa a kordbban emlitett technikdk alkalmazdsdn keresztiil. A virus cseresznyén,
nevéhez hiven a termés kis méretét, elszintelenedését, édességének elvesztését okozza.
Lathatéan rendellenesség 1ép fel a gyiimolcsérés folyamdn, ami tartés éretlenségben
nyilvanul meg. A virusfertdzottség molekuldris diagnosztikai modszerek hasznalata nélkiil,
csak nagyon késOn, az elsd terméshozatallal detektalhat e tiinetegylittes révén, ami a
profitabilis gylimolcstermesztést évekkel hatrdltathatja. A NAIK MBK Molekuléris
Novénykoértan csoportja 2016-ban detektalta a korokozot érdi izolator hazbol gytijtott

kajszibarack mintdkban, igy egy Uj gazdanovényen.



2. Fas szaruakat fertozo korokozok

2.1. Virusokrol és viroidokrol altalaban

Mindennapjainkban is gyakran hasznalt fogalom a virus. De vajon egy hétkdznapi
ember tudja-e mit is rejt ez a sz6 igazabol? Mar j6 ideje befolyasold tényezoi az €letlinknek
ezek a kérokozok, gondolhatunk itt a 20. szdzadban megjelent hdrom, nagy morbiditdssal
és gyors terjedéssel jard influenza virus pandémidra, mint a spanyolndtha, 4zsiai influenza
vagy az tgynevezett hongkongi influenzajarvdnyokra. A jelenlegi, a vildg és Magyarorszag
szintjén is meghatdroz6 koronavirus fenyegetés pedig olyan gyors gazdasagi és tarsadalmi
atrendezddéseket general, amelyek kovetkezményeit még felmérni sem tudjuk egyeldre.

A virusokkal kapcsolatban inkdbb az éllatokat és ezzel egyetemben az embert
fertdz6 szervezetekrdl hallunk a legtobbet, ugyanakkor ezek az élévilag minden szintjén,
ndvényekben, gombékban, akiar mas mikroorganizmusokban is eléfordulnak. Onallé
anyagcserére €s mozgasra képtelenek €és mégis taldn az egyik legizgalmasabb és
legkiszdmithatatlanabb tarsasagrol van szo, akik vélasztovonalat képeznek €16 és élettelen
kozott. Felépitésiik szerint két csoportra oszthatéak. A “burok nélkiiliek” csak az
informéciot hordoz6 RNS vagy DNS nukleinsavbol és az ezt védo fehérjeburokbdl, avagy
kapszidbdl allnak, melyek egyiittesen hozzak létre a nukleokapszidot. Ilyen példdul a
dohdnymozaik virus. A madsik tipusban a “burokkal rendelkezd” virusok esetében ezt a
nukleokapszid strukturdt még korbeveszi egy gliikkoproteid burok is, mint példaul a
paradicsom bronzfoltossdg virusa esetében (Horvath és Gaborjanyi, 1999). A virusok
életmodjuktol fiiggden ket format dlthetnek, a nukleinsavat és kopenyfehérjét is tartalmazo
nyugalomban 1év6 komplett format, azaz virion allapotot és a gazdandvényben szaporodd
vegetativ virust, amely mar elvesztette kapszid komponensét. A ndvényeket megbetegitd
virusok virionjai valtozatos formakban fordulnak eld. Lehetnek anizometrikusak, mint a
palcika, fondl és henger alakkorbe tartozé fajok. Illetve izometrikusak, mint a gomb vagy
szférikus alaku virusok (1. dbra). Kiillemiik azonban csak l4tszélag sima gdmb, igazabdl
poliéder geometriai idomok, melyek koziil a leggyakoribb az ikozaéder, vagyis a 20
oldallapu alakzat. A fenti tipusok koziil a ndvényeket fert6z6 virusok legtobbszor fonal

alakuaak (Glits és Folk, 2000).
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1. dbra: Virusok morfologidja (Glits és Folk, 2000).

A novények egészségét ugyanakkor nemcsak a virusok veszélyeztetik. Specifikus
korokozéik kozott tartjuk szamon a viroidokat, amelyek neve bér kisértetiesen hasonlit az
elébb targyalt koérokozokéhoz, semmilyen funkciondlis, evoldciés vagy strukturdlis
kapcsolat nem mutathaté ki kozottik (Flores és mtsai, 2015). A viroidok kisméretd,
kopenyfehérje nélkiili, egyszalu cirkuldris ribonukleinsavak (Glits és Folk, 2000). Az els6
viroidot kozel 70 évvel késobb fedezték fel, mint az els6 virust, aminek oka rovid RNS
lancuk lehetett, hiszen ezeket 246434 nukleotid épiti fel (Di Serio és mtsai, 2018).
Kiilonos érdekességiik, hogy a virusokkal ellentétben nem kdédolnak fehérjéket, ezaltal
sajat életciklusuk minden eleme a gazda sejt fehérjéitdl fiigg. Tehat amig egy virus
bekeriilve a sejtbe, annak riboszomdihoz kapcsolddva megtermelteti az 4dltala kédolt
fehérjéket, egy viroidnak ahhoz, hogy replikacioja elkezdddhessen, hozza kell férnie
gazdajanak specifikus enzimeihez, példdul RNS polimerdzokhoz (Flores €s mtsai, 2015).
Felfedezésiik 6ta nagyjdbol 30 viroidot irtak le. Rendszerezésiik sordn, alakjuk és
replikdcids helyiik figyelembevételével, két csalddba: Pospiviroidae és Avsunviroidae,

soroltak be oket (Glits és Folk, 2000; Di Serio és mtsai, 2018).
2.2. Virusok terjedése

A virusok 6néllé mozgasra képtelenek és nem tartalmaznak olyan sajat enzimeket,
melyek segitségével aktivan képesek lennének bejutni a sejtekbe. Ezért passziv moédon,

legtobbszor kiilsé faktorok segitségével keriil sor az atvitelre. A terjedés alapvetden két
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uton valdésulhat meg, vektorok nélkiil vagy vektorok segitségével zajlo virus transzferrel.
Ezen virusatviteli modok, virusoktol fiiggéen eltér6 modon, akar a lehetdségek

kombindlédsdval is lefolyhatnak (Horvath és Gédborjanyi, 1999).

2.2.1. Vektor nélkiili virusatvitel

A vektorok nélkiili virusatvitel lefolyhat emberi kozvetitéssel, vagy anélkiil. A
novény, sajat szaporoddsa sordn, vegetativ vagy reproduktiv szervein keresztiil képes sajat
utddait is megfertézni. Tehat a gumok, hagymak, bizonyos esetben a magok és akér a
pollen is révészként szolgalhat a virusatvitelben. A maggal torténd virusatvitel jelentds
gazdasagi problémakat okoz. Igaz, az datvitel ezen formdja csak egyes virusoknal
lehetséges, de a floémet fertdz6 virusok kivételével szamos korokozé haszndlja ki ezt az
utvonalat (Horvath és Gaborjanyi, 1999).

A sebzéseken keresztiil torténé mechanikai atvitel természetes és mesterséges
modon is végbe mehet. Ez a legegyszeriibb modja a virusok atjutasanak. A sebzésen
keresztiili tvitel eredményességét sok tényezd, mint példaul a gazdandvény tulajdonsagai,
és az adott virussal szembeni ellendllésdga is befolydsolhatja, de a kis koncentraciéban
eléforduld virusok is sikeresen hasznalhatjak az atvitel e modjat. A természetes mechanikai
atvitel klasszikus példdja a dohdnymozaik virus, amely csupdn a szomszédos ndvények
leveleinek érintkezésével is képes terjedni (Horvéth és Gaborjanyi, 1999).

A kedvez6 tulajdonsagokkal rendelkezd fajtak szaporitasa soran a kertészek altal is
gyakran haszndlt médszerek, mint az oltas, szemzés €s dugvanyozas soran is lehetdség
nyilik a korokozok transzferére. S6t a fertézottség, ezen folyamatok sordn az egész
leszaporitott novényre dtterjedhet. A virustranszfer veszélye az ilyen vegetativ
szaporitassal nagyon megnd, hiszen oltassal alapvetéen minden szisztemikus

megbetegedést okozo virus atvihetd (Horvéth és Gaborjanyi, 1999).

2.2.2. Vektor medialt fertozések

A novényi virusok terjedésének legjelentdsebb forméja az allatvektorokkal torténd
virusatvitel. Ilyen allatvektorok, tehat kozvetitok lehetnek a rovarok, férgek, vagy akar a
csigdk is. A leggyakoribb virushordozok a rovarok, amelyek szinte felmérhetetlen
fajszdmukkal, széles elterjedésiikkel és mobilitasukkal szinte mindeniitt megjelen(het)nek.

Altaldban tdplalkozasuk soran fertdz8dnek meg, majd mas novényeken folytatva
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taplalkozasukat, azokat képesek tovabb fertdzni. Altalanosan elmondhaté, hogy a szaré-
szivé  szdjszervvel rendelkezd rovarok virusatvitele nagyobb jelentdségli  a
ragoszéjszerviiekéhez képest. Ezt mutatja az is, hogy a levéltetvek kiemelkedd szerepet
jatszanak a virusok terjesztésében (Horvath és Gaborjanyi, 1999).

Attol fliggden, hogy a virus mennyire alkalmazkodott a vektordhoz négy kiilonb6zd
virusatviteli mechanizmust kiillonboztetiink meg: 1/nem perzisztens (stylet-borne),
2/szemiperzisztens, 3/cirkulativ perzisztens és 4/propagativ atvitelt. A nem perzisztens és
szemiperzisztens atvitelkor a virus nem keriil be a rovar gyomraba, inkdbb a szdjszerven és
az elobél tajékan marad, ezaltal eldsegitve a megfertdzodést kovetd gyors, akar
masodpercekkel késébbi atadast (Whitfield és mtsai, 2015). A perzisztens és a propagativ
atvitel sordn a virusok bekeriilnek a gyomorba €s egyiitt keringenek az allat
hemolimfijaval, igy ataddsi idejiik par masodpercrél napokra, akéar hetekre is
meghosszabbodik (2. dbra). A virusok sokszorozdéddsa a vektorban viszont csak a
propagativ mechanizmus soran torténik (Wang és mtsai, 2019).

Izgalmas ¢és kiemelendd téma, hogy ugyan a virusok nem individudlis “él61ények”,
mégis képesek kifejleszteni olyan stratégidkat, amellyel megndvelik sajit szaporoddsuk
sikerességét. Ehhez eldszor is magukhoz kell csalogatniuk a megfelelé vektort, majd
miutan megfert6z6dott, rabirni arra, hogy egy egészséges ndvényt valasszon taplalkozas
céljabol. Bar a fert6zés alapsémdja ugyanaz, a megvalositas merdben kiillonbozd a négy
tipusndl. A vektor alkalmassaga is eltérd, hiszen a perzisztens modon terjedd virusok
atviteléhez nem elegendoek az epidermalis fehérjek. Ehhez vektorként olyan allatra van
sziikségiik, ami a gazdandvény floémjébdl taplalkozik, ezéltal a novény ezen részével keriil
kapcsolatba tapldlkozdsa sordn (Wang és mtsai, 2019). Mivel az ilyen atvitellel terjedd
virusok hosszabb id6t toltenek vektoruk testében, eldnyiiket szolgéalja annak fenntartasa,
szaporulatinak megnovelése, €s ugyanigy viszonyulnak gazdanovényiikhoz is. Ezzel
ellentétben a nem perzisztens mechanizmussal terjedd virusok a fertdzés soran elpusztitjak
gazdanovényiiket. Ennek sordn érik el azt, hogy a pusztulé névény tobb attraktdns anyagot
kibocsatva magdhoz vonzza a vektort, majd mivel a rovar felismeri, hogy ez a n6vény nem
megfeleld taplalkozasra, céliranyosan egészségeset fog keresni, amin taplalkozva meg is
torténhet a virus terjedése. Ezeknek a virusoknak a fertdzése a gazdandvényen legtobbszor
gyorsan kialakul6 latvanyos tiineteket okoznak, mint a levélfoltossag. Mivel a levéltetvek
ilyen tipusu virusatvitel vektorai, igen gyakran okoznak nagymértékii gazdasagi karokat

(Mauck és mtsai, 2014; Wang és mtsai, 2019).



A szemiperzisztens virusokrdl és kifejezetten arr6l, hogy ezek hogyan
befolyédsoljdk vektoruk tdplalkozasi szokdsait kevés leirds van. Fontos kozvetitdik a
liszteskék (Aleyrodidae), melyekre nemiiktdl és fajuktdl fliggéen kiilonbozé hatdst
gyakorolnak. Mint a legtobb rovarra, a liszteskékre is jellemzd, hogy a him egyedek
kisebbek, mozgékonyabbak, ezdltal a virusok szdmara kedvezébb vektorokként szolgalnak.
A megfigyelt rovarokndl 4ltaldnos jelenségként fordult eld, hogy a him egyedek
taplalkozasi szokésait jobban befolyasoltdk a virusok, mint a ndstényekét. Sokkal tobb
novényt liatogattak meg, a floém elérése gyorsabban, mig maga a tdpldlkozds lassabban
zajlott. Tehat nagyobb mennyiségii novényt tudtak ezaltal sikeresen megfertdzni, ndstény
tarsaikhoz képest. Az a tény, hogy a virusok terjedésiik sordn jobban tdmaszkodnak a him
liszteskékre, aldtdmasztja a feltételezést, miszerint a hattérben bizonyos mértékii
koevoluciot is sejthetiink (Lu és mtsai, 2017).

Egy vektor vagy novény élete soran nemcsak egy virusnak van kitéve. Milyen
befolyasold tényezOk allnak a hattérben, hogy ezek az éldlények melyik virust mikor,
milyen sorrendben adjak tovabb? Természetesen errdl sem 0k donthetnek. Ebben szerepet
jatszhat az, hogy a korokozok versengenek az adott gazdaért, tovabba eléfordulnak olyan
kozos fertézési stratégak, amelyek egyediil nem, csupan egyiitt képesek fertézni. Ez
megtorténhet egyenrangu partnerként, ezaltal egyiitt kialakitva a betegségre jellemzd
szimptomat. Illetve lehetséges az is, hogy a virusnak sziiksége van egy segitd mikrobara az
atadas végbemeneteléhez. A virusok kozotti kompeticid, mind a vektoron és a
gazdanovényen belill is fenndll. Azonban érdemes megjegyezni, hogy ez csak a nem
perzisztens esetekben tud lezajlani, ahol a virus bejutisa a vektorba és tovdbbaddsa a
gazdandvénybe rovid 1idon beliil megtorténik. Ekkor a vektorok nagyobb eséllyel lesznek
Ujabb korokozo fertdzésének kitéve, ami kompeticiot eredményezve eldontheti, hogy
melyikiik adodhat tovabb elsdként. Ilyenkor az els6ként a gazdaszervezetbe jutott virus
jelenléte gatolhatja a masodik €s a késdbb vektorba jutott virusok inokulédlodasat (Allen és

mtsai, 2019).
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2. dbra: Virusok elhelyezkedése a rovarokban dtviteli tipusuk alapjdn
A: nem perzisztens és szemiperzisztens atvitelii virusok a rovar szajszerve koriil maradnak.
B: a cirkulativ perzisztens és propagativ atvitelt virusok bekeriilnek a gyomorba és egyiitt
keringenek a hemolimféaval. C: perzisztens atvitelli virusok sejtkdzotti mozgéasa tubuldris
elemeken keresztiil. ,,HC” - virus protein, ,,CPm” - kis kopenyfehérje, ,,CP” —

kopenyfehérje (Whitfield és mtsai, 2015 utan).

2.3. Virusos megbetegedések jellemzoi /tiinetei gyiimolcsfakon

A virusos megbetegedések a legtobb esetben tiineteket okoznak a novény
kiilonb6z6 szervein, melyek lehetnek makroszképosak (levélfoltossdg), vagy ha szabad
szemmel nem lathatéak, mikroszkdposak, példaul a vezikuldk felszaporoddsa a sejtben
(Horvéth és Gédborjanyi, 1999). A virusok egy része azonban nem generdl tiineteket, ldtens
modon fertéznek, melyek kimutatdsdhoz specidlis diagnosztikai modszereket kell

hasznalnunk (Glits és Folk, 2000).



2.3.1. Lokalis tiinetek

Az ebbe a csoportba sorolhaté megjelend tiinetek a fertézés helyén hamar lathatdéak
lesznek. Ezek kialakuldsdhoz a virusnak a fert6zés helyétdl csak par szomszédos sejtre kell
rovid tdvon mozogniuk. Ezen szimptomak a sikeres virusfert6zést kovetd par ordban,
legkésdbb egy napon beliil mar megjelennek. A leveleken lokalis elszinezddésekként,
1ézi6kként manifesztdlédnak. A zoldes-sdrgds drnyalatd teriiletek klorotikusak vagy
voroses-barnds 1ézidkban nekrotikusak lehetnek (Horvath és Gdéborjanyi, 1999). Az
elszinez6dések mértéke lehet részleges vagy 4ltaldnos, a klorofillképzés nagymértékii
csokkenését mutatva (3. dbra). Gyakori részleges tiinet a foltossdg, ami lehet kerek,

csikszer(i, sévos, gyliriis vagy akar szogletes is (Glits és Folk, 2000).

3. dbra: Virdlis fertozés okozta lokdlis tiinetek cseresznye levélen.

A: Szilva torpiilés virus (PDV) okozta altaldnos klorézis. B: Prunus nekrotikus
gyuriisfoltossag virus (PNRSV) okozta klorotikus és nekrotikus foltok. C: Alma klorotikus
levélfoltossdg virus (ACLSV) okozta klorotikus és nekrotikus foltok. D: Szilva torpiilés
virus (PDV) és PNRSV altal egyiittesen okozott dltalanos klordzis.
(http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0103-90162015000100083)

2.3.2. Szisztemikus tiinetek
Ha a virus bejut a novény széllitészovet rendszerébe, a novény tdvolabbi részébe is
el tud terjedni, a fertdzés szisztemizalodik (4. dbra). A tiinetcsoport megjelenése ez esetben

hosszabb id6t, az inokulaciot kovetden napokat, de inkdbb heteket, sét, egyes esetekben
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éveket vesz igénybe. Altaldban a fiatal, ldgyszdrd novények gyorsabban reagilnak a
fertdzésre, hiszen rendszerint fogékonyabbak iddsebb vagy fasszaru tarsaiknal. A
megjelenés  idOtartamatol fliggéen beszélhetiink latens, illetve akut fazisrol.

Legjellegzetesebb tiinetei kozé tartoznak a mozaikossdg, érnekrdzis, marvanyozottsag és a

kinovések (Horvath és Géaborjanyi, 1999).

4. dbra: BCMYV virus okozta szisztemikus szimptomdk bab niovényeken.

A: érklordzis. B: sdrga marvanyozottsadg. C-F: mozaikossag. G-H: nekrotikus foltok I:
levéldeformacio

(https://www.researchgate.net/figure/Some-symptoms-observed-on-common-bean-plants-in-fields-during-

2015-t0-2017-A-Vein fig2 325211749)

2.4. Szélmalomharc, a novények védekezése virusokkal szemben

A novények szamos stresszhatdsnak vannak kitéve nap mint nap. Ilyen stresszhatds
egy virusfertdzés is. Novények és virusok folyamatos versengésben allnak egymadssal,
hiszen a novények probalnak védekezni a virusfertdzés ellen, mig a virusok ezt igyekeznek
mindenaron megakadalyozni. Ezért feltételezhetden, koevolucios folyamatok révén
rengeteg Uj tulajdonsag, megtévesztési taktika €s kolcsonhatasi lehetdség alakult ki
mindkét félnél (Fraile és Garci’a-Arenal, 2010).

A novények védekezési stratégidiban fordulopontként jelenik meg a fertézés. A
védé mechanizmusok koncentrdlodhatnak a megeldzésre, tehat a rezisztenciara vagy a
fert6zés utani tiinetek csokkentésére, ezaltal novelve a szervezet toleranciajat (Fraile és

Garct’a-Arenal, 2010). Elsddlegesen a ndvények is a megelézésre fokuszalnak. A
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rezisztencia sok formdban létrejohet, velesziiletett, azaz gének dltal vezérelt mddon, vagy
adaptiv formdban, akarcsak az emberi immunrendszerben. Ugyanakkor a novényeknek
nincsenek immunsejtjeik, antitesteik, egyetlen adaptiv = “immunvélaszként” a
géncsendesitést tudjuk megemliteni. Ennek kialakuldsdban kulcsszerepe van a fertdzés
soran a ndovény védekezési folyamataiban résztvevd enzimek termékeiként 1étrejott, a virus
szekvencidjaval megegyezd szekvencidju duplaszdld kis RNS molekuldknak. A
géncsendesités és a tobbi, genetikailag koddolt folyamat azonban nem egymadstol
elkiilontilten zajlik. Erdsithetik, segitik egymas létrejottét, lefolyasat, ezaltal segitve a
rezisztencia kialakulasat (Carr és mtsai, 2018).

A “velesziiletett immunrendszert” rengeteg gén, fehérje és hormon egyiittes
mikodése alkotja. Legismertebb rezisztencia gének kozé tartoznak a domindns R és a
recessziv r gének. A domindns allél altal kodolt faktorok inhibitorként szolgédlhatnak a
virusok fert6zési ciklusanak egy fazisaban, vagy Nucleotide-Binding and Leucine-Rich
Repeat domain proteineket (NLR) kddolhatnak. Ezen fehérjék direkt vagy indirekt médon
ismernek fel specifikus effektor molekuldkat, ezdltal beinditva az effektor indukalt
immunvalaszt. E génszabalyozéasi folyamatoknak koszonhetden a ndvények tartds
védelmet képesek fenntartani még a virusok nagy mutdlodasi képességét is figyelembe
véve (Carr és mtsai, 2018).

A patogén tdmadésok sordn nagymértékben szintetizdlédnak a patogenezis sordn
indukalt (pathogenesis-related - PR) fehérjék. Az, hogy milyen mértékben van szerepiik a
virus elleni védelemben még vitatott, de az biztos, hogy gatoljdk a virusok sejtek kozotti
szimplasztikus mozgésat (Carr és mtsai, 2018).

A rezisztencia kialakuldsaban szerepet jatsz6 hormonok koziil megemlitendd a
jazmonsav, hiszen ennek szintetizdléddsa aktivélo jelként szolgal a véddmechanizmusok
elinditdsdban egyes biotikus tdimadasok sordn. Tovabba szdmos jazmondt jatszik szerepet a
novények egymads kozotti kommunikécidjdban is. Szigndlitvonalainak aktivacidja nagyban
fiigg a COIl F-box fehérje reguldcidjatdl. Ezen utvonalak éltal rengeteg olyan specidlis
metabolit szabadul fel, példdul terpenoidok és alkaloidok, amelyek toxikus hatasuak vagy
proteindz inhibitorként miikddnek és igy hatékonyak a floémbdl szivogato és ragd rovarok
ellen egyardnt. Rizs mintandvényt hasznalva, jazmonatos kezelésekkel jelentdsen
visszaszorithato volt a DNS és RNS virusos megfert6zddések szama (Wu és Ye, 2020).

A megel6z0 bekezdésekben felsorolt védelmi mechanizmusok egy,
virusfertézéseket €s a hozzajuk kapcsolodo stresszhatdsokat el nem szenvedett novényben

inaktivak, vagy csak nagyon alap szinten milkddnek. Ez nem meglepd, hiszen ezek a
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folyamatok nagy energiabefektetést igényelnek, ezédltal a ndvénynek nem érni meg az
alland6é késziiltségi allapotot megdriznie (Carr és mtsai, 2018). A védelem elhiz6dé
fenntartdsa legtobbszor a novekedés visszamaradasat okozza. Ugyanakkor eléfordulhat
olyan helyzet, hogy a novénynek nem marad mds vdlasztdsa, folytonos nyomds alatt
kénytelen tartani “készenléti allapotit”. Erre az esetre rendelkeznek egy szintén
jazmonsavra ¢éplild6 mechanizmussal, mellyel biztositani tudjdk fennmaradasukat ¢és
szaporoddsukat. A kulcsfehérje a JAZ protein, amely képes ideiglenesen géitolni bizonyos
immunfolyamatokat a novekedés serkentése érdekében. So6t, a jazmonsav mas hormonok
szignalutvonalaival is képes szinergisztikusan egyiittmiikddni a védelem és ndvekedés
egyensulydnak optimalizdldsa érdekében. Arabidopsis novényekben megfigyelték, hogy a
giberellinsav jelenléte represszdlja a DELLA fehérjéket, igy aktivdlva a fitokrém
interakcios faktorokat (PIF), ami a novekedésnek kedvez (5. abra). Ugyanakkor a
jazmonsav aktivdlja a DELLA fehérjéket, ezdltal megkotve a PIF molekuldkat. Ennek
hatdsara elindul a JAZ proteinek degradicidja tehat az egyensily ebben az esetben a

védelem felé csuszik el (Wu és Ye, 2020).
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5. dbra: Jazmonsav aktivdlt vdalasz biotikus stresszhatdsra.

(a) A sériilésmentes novényben nyugalmi allapot marad fent, amely alatt a JAZ protein

transzkripcids faktorokhoz kot, ezaltal megelézve a jazmonsav Utvonal aktivalasat. (b) A
sériilt ndvény kiils6 stresszhatasra stimulalt allapotba keriil. A JAZ fehérje a COI1 F-box
poteinhez kapcsolddva aktivdlja az ttvonalat, ezdltal elinditva a védelmi reakciot (Wu és

Ye, 2020 utan).
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2.4.1. Antiviralis RNS interferencia

Az ¢lolények sejtjeiben jelenlevé RNS informacidohordozd ¢€s szabalyozo
feladatokat is ellat a génkifejezddés folyamataiban. Regulacios tevékenységét elsdsorban a
transzkripcid és transzlacid szintjén miikdddé géncsendesités, mas néven RNS interferencia
(RNSi) sordn figyelhetjiik meg. A folyamatra jellemz6 a duplaszalt (ds)RNS-ek képzése,
majd ezek feldaraboldsa Dicer enzimek &ltal 21-24 nt hosszisagu kis interferdld (small
interfering - si) RNS-ekre. Ezek a késdbbiekben effektor komplexekbe épiilve, azokhoz
kotve képesek a veliikk részben vagy teljesen komplementer RNS és DNS szdlakat
felismerni, majd az enzimkomplex aktivitisdval ezeket hasitani vagy transzlacidjukat
géatolni. Ilyen effektor komplex az RNS-indukalt csendesité komplex (RISC), amelynek
Argonauta csalddba tartozo fehérjéihez (Ago) tud kapcsolddni a siRNS. Az RNSi jelensége
ezért fontos szerepet jitszik a novények virusok elleni védelmében (Brodersen és Voinnet,
2006).

2.5. Példak a Prunus nemzetséget fert6z6 viroidokra és virusokra

2.5.1. Alma gyiimolcshegesedés viroid (ASSVd)

Az Alma gylimolcshegesedés viroid (Apple scar skin disease viroid - ASSVd) az
1930-as éveket kovetden jelent meg tavol keleti orszdgokban. Elsdsorban alma és korte
fajokat fertdz, de leirtdk mar Oszi- és sargabarackban, illetve cseresznye fajtdkban is. A
Pospiviroidae csaladba tartozik €s harom leirt gyiimolcsbetegség tiineteit képes okozni. A
Dapple apple disease-t, amely zoldes foltokban manifesztalodik, az Alma
gylimolcshegesedést (Apple scar skin disease), amely barnas sebszerli 1ézidkat okoz és a
Japanese pear fruit dimple-t, amely az érett gyiimolcs deformdlddasat, godrossé valdsat
eredményezi (6. dbra). Fert6zott fak mintaibol konnyen tisztithatéak a viroid RNS-ek, kis

méretiiknek és cirkularitdsuknak kdszonhetéen (Di Serio €s mtsai, 2018).
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6. dbra: Viroidok dltal okozott tiinetek gyiimolcsfdkon.
A-B: ASSVd okozta barnés sebszert 1éziok és zoldes foltok alman. C: ASSVd okozta

g0drosodés kortén. D: Alma gyiimolcsgondorodés viroid (ADFVd) okozta tiinetek alméan.
E-F: Apple Fruit Crinkle Viroid (AFCVd) okozta rdncosodas alma dgon- €s termésen. G:
Komlo torpiilés viroid (HSVd) okozta tiinetek szilvan. H: Korte termésholyagosodds viroid
(PBCVd) okozta felhSlyagosodas korte dgon. I-J: Oszibarack latens mozaik viroid

(PLMVA) okozta albinizmus és klorozis dszibarack levélen (Di Serio és mtsai, 2018).

2.5.2. Prunus nekrotikus gyiiriisfoltossag virus

A Prunus nekrotikus gytirlisfoltossag virus (Prunus necrotic ringspot virus -
PNRSV) a legelterjedtebb és legnagyobb gazdasdgi karokat okozd virus a Prunus
nemzettségben, hiszen pollennel is képes terjedni. Tiinetei koz¢ tartoznak a riigyek és
gyokerek elhaldsa, novekedés elmaradasa fiatal csemetéknél és a gylimolcshozam
csOkkenése (7. abra). Gyakran mds virusokkal egyiitt taldlhat6 meg példaul, a Szilva
torpiilés virus (Prune dwarf virus - PDV) és a Szilva vonalas mintazottsag virus (Plum line
pattern virus - PLPV). Ezen kérokozok koncentracidja évszakosan valtozo, igy nem elég
egy id6pontban mintat gyiijteni, hiszen az eredmények ezaltal megtévesztdek lehetnek.
Ezért altaldban egy szerv két vagy tobb fenoldgiai stddiumaban szokas mintat gyijteni,

példaul egy nyugvo allapotban 1év6 riigybdl, majd az j agakbodl (Zotto és Nome, 1999).
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Egészséges Fertozott

Egészsées Fertézott

7. dbra: PNRSYV virus okozta tiinetek.
Tisztan megfigyelhetd a ndvekedés elmaradasa és a riigyek elhaldsa a jobb oldalon 1évd
virusfertdzott novényeken a bal oldali kontroll novényekhez képest.

(https://www.researchgate.net/figure/Pathogenicity-test-of-two-Prunus-necrotic-ringspot-virus-isolates-Chr3-

and-Pch12-in-their_fig2 8404903)

2.5.3. Szilvahimlé virus

A csonthéjas gylimolcs dllomdanyt vildgszerte hatalmas mennyiségben csokkenti a
szilvahiml9 virus (Plum pox virus - PPV). Rengeteg idot és munkat fektettek a kutatdk a
virus elimindldsadba, eddig sikerteleniil. A gylimolcsfakon megjelend tiinetei nagyon
valtozatosak ezaltal konnyen Osszetéveszthetd mas virusok szimptdmaival is, mint az Alma
klorotikus levélfoltossdg virus (Apple chlorotic leaf spot virus - ACLSV) okozta
tiinetekkel. Altaldban vildgos, sargds-zoldes gytrik, foltok jelennek meg a leveleken vagy
akdr a termés felszinén. Képes deformalni magat a gyiimolcsot, vagy akar pottyoket hagyni
a magon is. Szilvan, de mas csonthéjasoknal is megjelenik, mint az &szi-€s sdrgabarackndl,
vagy a cseresznyénél (8. dbra). Kiilonboz0 biologiai és molekuldris bioldgiai
tulajdonsdgaikat figyelembe véve kilenc kiilonb6z6 PPV virus véltozatot irtak le eddig. A

virus terjedése megtorténhet vegetativ szaporitds sordn, vagy akar levéltetvek altal, nem

perzisztens médon (Umer €s mtsai, 2019).
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Szilva Sargabarack Sargabarack mag Oszibarack

8. dbra: PPV virus okozta tiinetek csonthéjas novényeken

(https://www.researchgate.net/figure/Plum-pox-virus-sharka-symptoms-in-fruits-endocarps-and-leaves-of-

different-Prunus_fig3 325745964 utan)

3. Gyiimolcsfak védelme és tesztelése

3.1. Preventiv eljarasok, a terjedés korlatozasa

A gyimolcsfakat fertdzd virusok vilagszerte komoly gazdasdgi problémakat
okoznak. Az orszagok kozotti kereskedelem révén 1j, addig a térségben nem ismert
virusok bukkanhatnak fel, amelyek mutdlddédssal alkalmazkodhatnak az uj kornyezethez.
Eziltal kiemelkedd fontossagiva valt a szaporitdanyagok virusmentesitése és olyan
korldtozdsok bevezetése, amelyekkel visszaszorithatovd valhat a virusok terjedése. Az
Eurépai Uniéban az Eurdpai és Mediterran Novényvédelmi szervezet (European and
Mediterranean Plant Protection Organization - EPPO) ad javaslatokat a virusmentesités
mikeéntjérdl €s a szaporitdbanyag mindsitésérdl a kormanyok szaméara. Hat {6 virus kontroll
stratégiat alkalmaznak a gylimolesfakat szisztemikusan fertézé virusok ellen: 1/fertézott
novények karantén ald helyezése, 2/virusmentes szaporitdanyag mindsitése, 3/fert6zott
novények kiirtdsa, 4/patogén vektorok csokkentése, S/korokozok eltavolitasa a novénybdl
€s 6/rezisztens vagy tolerdns novény dllomany szelektdldsa (Barba és mtsai, 2015).

A gylimolesfak fajtaazonossagat vegetativ szaporitassal 6rzik meg. A kiszelektalt
anyandvény, ha nem is mutat virusfertézésre utald tiineteket, még nem tekinthetd

virusmentesnek, hiszen szimptomdkat nem okoz6 latens koérokozokat is tartalmazhat.
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Virusmentesitésre hoterapidval kombindlt szovettenyésztési eljarasokat alkalmaznak, mely
sordn merisztéma- vagy hajtdscsics tenyészeteket hoznak létre, amellyel a fertdzott
novénybol virusmentes nyerhetd, hiszen ezen pontokon virusok nem, vagy csak nagyon
ritkdn jutnak 4t. Az igy virusmentesitett novényt biztonsagi okokbdl tesztelik, legtobbszor
ellenanyagon alapulé ELISA moddszerrel. A virusmentes szaporitdanyag mindsitését a
bizonylat (certifikdtum) tartalmazza, amely a szaporitdanyagon 1évd sorszamozott cimkén
jelenik meg. Ez a mindségi bizonyitvdny a szaporitdanyag virusmentességét &s
szadrmazasét jeloli, illetve sorolja fokozatokba (Glits és Folk, 2000).

Gyiimolestaknal, mivel évekkel eldre terveziink, nemcsak a szaporitdoanyag
virusmentességére kell figyelmet forditanunk, hanem a csemeték és a kifejlett novény
€lethosszon at tartd védelmére. Ennek érdekében minimalisra kell csokkenteniink a
lehetséges virusfertdzési lehetdségek szamat. Ahogy mar a kordbbi fejezetekben
emlitettem, a fertézés leggyakrabban allat vektor medialt atadassal torténik. A vektorok
szamat csokkenthetjiilk kémiai eljarasok, repellens anyagok és viricidek haszndlatdval vagy
a gazdandvény izoldcidjaval (Barba és mtsai, 2015). Izolacid torténhet idOben és térben.
Id6beli, ha a gazdandvényt mas-més iddszakokban termesztik, példdul téli és nyari
vetéseknél. Gyilimolesfaknal ugyanakkor csak térbeli izoldciora van lehetdség. Ez
megvaldsulhat izoldcids tdvolsdgok betartdsdval, azonban ez a gyomnovények és a fak
kozotti sziikség szerint akdr kilométeres tavolsdgok kihagyasa miatt egy gazdasagban nem
megvaldsithatd. Ezért dltaldban izoldtorhdzakban helyezik el és nevelik a csemetéket,

ezaltal megeldzve a rovarvektorok kozvetitette megbetegedéseket (Glits €s Folk, 2000).

3.2. Hagyomanyos virusdiagnosztikai eljarasok

A virusmentesnek {télt szaporitbanyagok €s anyandvények tesztelése
virusdiagnosztikai eljardsokkal torténik. Ezen technikdk képzik a virus kontroll alapjat.
Rengeteg modszer tartozik ide, a rutinszerli hasznalatba ugyanakkor csak kevés
integrdlédott be (Boonham és mtsai, 2013). Ma még mindig alapvetden szerologiai €s
nukleinsav analizisen alapulé technikdkkal allapitjdk meg egy adott virus jelenlétét (Glits
és Folk, 2000). Ugyanakkor e modszerek megjelenése el6tt a kutatok a tiinetek
felismérésével, transzmisszids elektronmikroszképidval és biotesztek segitségével

azonositottak a virusokat (Boonham és mtsai, 2013).
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3.2.1. Szerologiai modszerek, ELISA

Az elsé nagy lépést a virusdiagnosztikaban a szerologiai modszerek, ezen beliil is
az enzim kotott immunoszorbens/ellenanyag vizsgdlat (Enzyme Linked Immunosorbent
Assay - ELISA) megjelenése jelentette. A mddszer milanyag feliileten torténd antigén és a
hozza tartoz6 antitest reakcigjanak kozvetett kimutatdsdn alapszik (9. dbra). Az antigén
ebben az esetben a virus valamely fehérjéje, ezekbdl is a legalkalmasabb a kdpenyfehérje,
amely enzimekhez kapcsolt ellenanyagokkal valé taldlkozdsa sordn enzimreakcidt vélt ki,
amelyet szinvéltozdsként kovethetiink nyomon (Glits és Folk, 2000). A technika
folyamatos fejlesztéseken megy keresztiill a mai napig. Virusspecifikus monoklondlis
antitestek termeltetésével sikeresen megnovelték a folyamat érzékenységi- és
eredményességi fokdat (Vidal és mtsai, 2012). Koltséghatékony, konnyii hasznélata mellet
rengeteg minta egyidejii tesztelését teszi lehetévé, ezaltal hamar helyettesitette elodeit a
rutinszer( virus tesztelések és a certifikacié folyamataiban (Boonham és mtsai, 2013). S6t,
nem csak kifejlett novények, de rovar vektorok és szaporitd képletek tesztelésére is

alkalmazzak (Jeong és mtsai, 2014).

Szinvaltozas

‘ I-. >

1 2 345 67 8910Y Szubszrat

Enzim
FelismerQ

O mmOn me

antitest

ss
XXX

I

Fehérje

Beﬁ:ig-i e]lenan}'ag

9. dbra: DAS-ELISA avagy kettds szendvics modszer.

A hagyomanyos ELISA modszertdl eltérden poliklonalis antitestet hasznalnak. A folyamat
soran a milanyag hordozé mélyedéseit feltoltik a vizsgalandé mintakkal. A benniik 1évo
virusok kopenyfehérjéi kapcsolddnak a rogzitett “befogé ellenanyagokhoz”. A szendvics
masik felét egy felismerd antitest alkotja, amely a virusfehérje mas epitopjat detektélja és
koti meg. Végso 1épésként hozzaadjuk az enzim szubsztrat oldatot, amely el6idézi a
szinvaltozast. A mintdk szinének arnyalata informaciot szolgéltat a virus koncentraci6jarol.

(https://www.novusbio.com/application/elisa utan)
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3.2.2. Nukleinsav analizisen alapul6 technikak, PCR

A virusdiagnosztika kovetkezd 1épcséfokat a nukleinsav analizisen alapuld
technikak kifejlesztése jelentette. Ezen modszerek a virdlis RNS vagy DNS felismerésén
alapulnak. Kezdetben, az ellenanyagokhoz hasonlé hibridizdlasi folyamatok sordn
enzimmel vagy izotéppal jelolt, a virus nukleinsavdval komplementer DNS vagy RNS
»probaval” végeztek hibridizalast. Ennek sordn a mintandvény szovetnedvét, vagy az abbdl
tisztitott nukleinsavat egy membranhoz kotik, amit aztdn hibridizdlnak a komplementer,
jelolt nukleinsavval. A membrant ezutdn mossak, igy eltavolitjak a specifikusan kot6do
jelolé molekulakat (Glits és Folk, 2000).

Szintén a virus szekvencia specifikus nukleinsavdnak kimutatisara alkalmas a
polimeraz ldncreakcié (Polymerase Chain Reaction - PCR), ami a virusdiagnosztikdban
talan leggyakrabban hasznalt modszer. A miivelet soran hasznalt hdstabil DNS polimeraz
enzim szekvencia specifikus indité szekvencidk (primerek) jelenlétében tobb amplifikacids
1épésben sokszorozza meg a virus egy adott régidjit, amely ez altal a folyamat végére
kimutathatéva vélik (Jeong és mtsai, 2014). Els6 1épéseként inkubécids elegyet készitenek,
amely a cDNS-t, megfeleld0 mennyiségii vizet, dNTP-t, a virus genomjanak kimutatni
kivant, konzervalt régidjara irt két oligonukleotid primert (forward €s reverse), puffert,
illetve a hozza tartoz6 polimeraz enzimet tartalmazza. Az inkubécio harom f6 fazisbol all:
1/denaturdcié (90°C felett), 2/anellacido (a primerektdl fiiggd hdmérsekleten, altalaban
60°C koriil) és 3/elongacid (optimalis hOmérsékletét a hasznalt DNS polimerdz
mitkddésének homérséklet optimuma hatdrozza meg, ez altalaban 72 °C). A kimutatisra
altalaban agar6z vagy poliakrilamid gélelektroforézist hasznalnak (10. dbra). Az eljarés
végén a reakcid sordn keletkezett termékek méret szerint elvdlaszthatéak, ezaltal
azonosithatéva valnak (Wetzel és mtsai, 1991).

Az RNS virusok esetében az altalinos PCR folyamatot egy reverz transzkripcids
1épés eldzi meg, amely soran cDNS irodik a viralis RNS-rdl, mivel az RNS-rél a PCR-ben
haszndlt DNS polimerdazok nem képesek szintézist inditani. Ezt a tesztet nevezziik RT-

PCR-nek (Jeong és mtsai, 2014)
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10.  dbra: Cseresznye aprogyiimélcsiiség virus 1 (LChV1) kimutatisa RT-PCR-rel
kajszibarack fajtakbol.
A képen a PCR reakciotermékek agardz gélelektroforézissel torténd elvalasztasarol késziilt

kép lathato, “-”: negativ kontroll, “+”: pozitiv kontroll. A pozitiv kontroll és a
kopenyfehérjébol (CP) nyert szekvencia hosszusaga alapjan biztosan megéallapithaté a
virus jelenléte a mintdban. LO-Ligeti 6rids, P — Pannonia, M-magyar kajszi, ih —
izolatorhdz, sn — torzsiiltetvény (stock nursery), Mw- Molekula méret (Molecular weight)

(Barath és mtsai, 2018).

3.3. Nagy-ateresztoképességii szekvenalas

A virusdiagnosztika alapjat képezd szerologiai és nukleinsav analizisen alapuld
technikdk bar rengeteg elonnyel szolgalnak, hasznalatukkal egy mintabdl csak egy
specifikusan keresett virus mutathat6 ki (Adams és mtsai, 2009). Ezért is nyitott teljesen Uj
tavlatokat az elmilt évtizedben kifejlesztett nagy-ateresztoképességii szekvenalas (High
throughput Sequencing- HTS), hiszen altala feltarhatova valt a minta és a benne 1évd
0sszes korokozd genetikai dllomdnya (Barath és mtsai, 2018). A mddszer alkalmazédsan
keresztiil nemcsak tobb virus szimultdn kimutatdsa, hanem 1j, eddig nem ismert patogének
»felfedezésére” is lehetdség nyilik. A modszer alkalmazasa elétt egy mar ismert virus 1j
gazdandvényben vald felismerése honapokra, mig egy teljesen Uj betegség okozdjanak
azonositasa akar évekre is elhuzédhatott, mint példaul a ribizlit fert6z6 Ribiszke atavizmus

virus (Blackcurrant reversion virus - BRV) leirdsa is (Adams és mtsai, 2009).
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A kilonb6z6 HTS modszerek folyamata alapvetden azonos. A mintdk
elokészitésének 1épései: nukleinsavak tisztitdsa, daraboldsa vagy méretbeli szelekcidja, a
szekvencidk felszaporitdsa, cDNS konyvtar készitése, majd a szekvendldsi folyamat és a
bioinformatikai analizis elvégzése. Az eljards egységessé tételének és futamidejének
csOkkentése érdekében tobb elkészitési protokoll és szamitogépes program all a kutatok
rendelkezésére (Maliogka és mtsai, 2018). A kis RNS HTS protokollok optimalizalasdban
Magyarorszdgon a NAIK MBK Molekuldris Novénykortan csoportja is részt vesz. E sordn
2018-ban Cseresznye aprogylimdolcstiség virus 1 azaz Little Cherry Virus 1 (LChV1) -et
mutattak ki kajszibarackban. Ehhez, a ¢cDNS konyvtéar elkészitésére a Truseq kis RNS
konyvtar elokészitési készletet (Truseq Small RNA Library Preparation Kit - Illumina, San
Diego, CA, USA), mig a bioinformatikai analizis elvégzésére tobbek kozott a
Trimmomatic és MegaBLAST programot hasznaltdk (Barath és mtsai, 2018).

HTS-sel kiilonb6zé6 moédon  eldkészitett nukleinsavak  szekvenciaja s
megéllapithatd, melyek koziil tobb is alkalmas virusdiagnosztikdra. Gyilimolcsfak
virusdiagnosztikdja sordn hasznéljdk a siRNS-ek mellett a duplaszdli RNS-ek (dsRNA),
virion- asszocidlt nukleinsavak (Virion-associated nucleic acids- VANA) és a teljes DNS
vagy RNS szekvendldsat is. A technika gyors, érzékeny és pontos eredményeinek
koszonhetéen hamar altalanosan hasznalt modszerré valt a virusok detektdldsa sordn.
Rutinszerli alkalmazasa azonban még varat magara, amiben a jelenlegi magas ar mellett
szerepet jatszik, hogy nagyon fontos figyelniink a mintdk eldkészitésére, hiszen a
szennyezddések és inhibitorok jelenléte megtévesztd eredményeket generalhat (Maliogka

és mtsai, 2018).

4. Cseresznye aprogyiimolcsiiség virus 1 (LChV1)

4.1. Cseresznye aprogyiimolcsiiség (LChD)

A ma mar viladgszerte el6forduld virus okozta betegség, a cseresznye
aprogytimoélcesiiség (Little Cherry Disease - LChD) az 1930-as évek elején iitotte fel a fejét
Kanaddban (Raine és mtsai, 1975). ElsOként cseresznye és meggy fajtdkban irtdk le,
azonban kimutattdk azdéta szilva, mandula és barack fajokban is (Bardth és mtsai, 2018).
Gyors terjedése miatt a feltlinését kovetd 40 évben szinte teljesen megbénitotta a kanadai
cseresznye termesztést (Harper €s mtsai, 2019). A betegséget két virus, a Cseresznye

aprogylimolcstiség virus 1 (Little Cherry Virus 1 - LChV1) és a Cseresznye
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aprogytimoélestiség virus 2 (Little Cherry Virus 2 - LChV2) okozza. Mindkét virus a
Closteroviridae csaladba tartozik. Ugyanakkor az LChV1 a Velarivirus mig az LChV2 az
Ampelovirus genuszba sorolhatd. Mindkét virus atvihetd oltassal, tovabba lehetséges utja a
terjedésnek az allatvektor medialt fert6zés is. Az LChV1-nek ugyan még nem taldltdk meg
a vektordt, de az LChV?2 viaszos pajzstetveken (Pseudococcidae) keresztiil képes dtadddni

szemiperzisztens médon (Tahzima és mtsai, 2019)

11. abra: LChD tiinetei.

A: Cseresznye termésen okozott szimptomak. (Harper és mtsai, 2019) B:
Elektronmikroszképos kép a floém parenchima sejtben 1évo palcika alaka virus
részecskekrol. C: A sejtben 1évo felszaporodott vezikuldk €s virus részecskék “CW™ -
sejtfal (cell wall), “R” - palcika alaku virus részecskék, “Ve” - vezikula. (Raine és mtsai,

1975).
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A fertézést kovetd szimptomak elsdsorban a termésen manifesztalédnak. A virus
jelenléte okozhatja a gyiimolcs elszintelenedését, kis méretét, szogletes alakjat,
édességének elvesztését, tovabba a levelek barnuldsat. Alkalmanként tiinetmentesség is
eléfordulhat. A modern virusdiagnosztikai modszerek megjelenése eldtt a lathatd tiinetek
altal LChD fertdzottnek itélt fak leveleibdl ¢és termésébdl mintat gyljtottek és
elektonmikroszképos vizsgdlatok ald vetették a floém parenchima- és az azt kisérd sejteket
(11. 4bra). A kontroll mintdkhoz képest két abnormadlis struktdira dltaldnos jelenlétét
észlelték.: a Closteroviridae csaladra jellemz0 flexibilis palcika alaka virus részecskéket és

a vezikuldk felszaporoddsat (Raine €s mtsai, 1975; Rott és Jelkmann, 2001)
4.2. LChV1 kutatasa napjainkban

A hagyomdnyos és nagy-ateresztOképességli virusdiagnosztikai modszerek
hasznalatdval sikeriilt mélyebb megértést nyerniink az LChD-t okozé virusokrol.
Candresse €és mtsai 2012-ben sikeresen izoldltdk nagy-ateresztoképességli duplaszalia RNS
(dsRNS) szekvendlassal az LChV1 pozitiv irdnyd egyszdli RNS genomjat meggy
mintdbodl, amellyel tovdbb kutatva Osszefiiggésbe hoztdk mds betegségekkel, példaul a
Shirofugen stunt disease betegséggel is (Candresse és mtsai, 2013). A genom 8 ORF, azaz
nyitott leolvasasi keretet (Open Reading Frame) tartalmaz, melyek koziil a 3° végénél
talalhatd p21 fehérje feltételezhetden szupresszorként miikddhet a viralis RNS okozta

géncsendesités sordn (Katsiani és mtsai, 2018).

24.9% 21.5% 24.9% 27.7% 20.2%
2,7% 17.2% é 22.9% 24.3% 18.2% 16.3%

T ORFia

LB

18.6% 64% | 17.1% 22.8% 11.6%
29.0% 20.5% 30.7% 16.3%

12. dbra: LChVI genom.
“ORF1a” - nyitott leolvasasi keret, “RdRp” - RNS fiiggd RNS polimeraz, “CP” -

kopenyfehérje, “CPd”- kopenyfehérje gén masolat (Candresse és mtsai, 2013).

Tovabbi részleges vagy teljes genom szekvendldsok sordan vizsgalt LChV1
izoldtumok nagy genetikai véltozatossdgot mutatnak (12. dbra). A szekvencidk

Osszehasonlitdsdn alapuld filogenetikai analizis az izoldtumokat négy csoportba sorolta. Az
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igy nyert informacid alapjan a virus tobb konzervalt régidjara primereket terveztek, igy
lehetdség nyilt a mintdk nagyszamu tesztelésére (Katsiani és mtsai, 2018). A virus
kimutatasara foként HTS technikakat alkalmaznak, ugyanakkor a nagy genetikai
variabilitdsbol ¢és a modszer érzékenységébdl addoddan, hamis pozitiv eredmények is
el6fordultak. Ezért hagyoményos virusdiagnosztikai moddszerekkel (példaul RT-PCR)
ellendrzo teszteléseket végeztek (Bardth és mtsai, 2018).

A virus gyors és egyeldre nem tisztazott uton torténd terjedése, és az altala okozott
nagymeértékii terméskiesés indokolttd tette hazankban is a gylimolcsfak és a vegetativ
szaporitdbanyagok eldallitdsdra hasznalt anyafak tesztelését. A NAIK MBK Molekuléris
Novénykoértan csoportja 2016-ban detektalta a korokozot érdi izolator hazbol gytijtott
kajszibarack mintdkban. A kimutatds sordn RT-PCR, Northern hibridizacio és kis RNS
HTS technikdkat alkalmaztak (Bardth és mtsai, 2018). Az eredmények azért is igen
fontosak, mert egy cseh leirassal egyidoben azonositottak a virus egy Uj gazdanovényét, a
kajszibarackot. A virus kutatdsa a csoport szdmdra azonban még nem ért véget, mivel tobb,
a diagnosztikdt megkonnyitd és alapkutatdsi szempontbol is érdekes probléma még
megoldasra var.

Az elmult egy évben lehetdségem nyilt csatlakozni kiilonb6zo cseresznye, meggy
és kajszibarack fajtdk tesztelésébe, mely sordn a LChV1 jelenlétét RT-PCR mddszerrel
vizsgaltuk. Ezaltal betekintést nyertem a virusdiagnosztika folyamatdba €s azon tdl, egy
molekularis bioldgiai labor miikodésébe. A tesztelések sordn taldltunk olyan fajtdkat,

melyek LChV1 fertdzottnek bizonyultak.

5. Kovetkeztetések

A kozelmultban, a virusok terjedése nagymértékben felgyorsult az orszagok kozotti
kereskedelem és a térségekre eddig nem jellemzd 0 fajok betelepitése révén. Ahogyan a
kanadai cseresznyeiiltetvénynél is lathattuk, az altaluk okozta szimptomak felmérhetetlen
gazdasagi karokat képesek okozni a megfeleld6 megel6zési és kezelési technikdk hijan.
Ezéltal kijelenthetjiik, hogy az orszdgok agrartevékenységében kiemelkedd fontossdgu a
virusdiagnosztika alkalmazdsa. Ennek felismerését kovetden tobb orszagos és nemzetkozi
szervezet is alakult, mint példaul a mar emlitett Europaban mikodé EPPO szervezete,
amelyek javaslatokat tesznek az orszdgok kormdnyai szdmdra a virusmentesités

mikéntjérdl. Mivel a mar virusfertdzott ndvények ndvényveédo szerekkel valo kezelése nem
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hozott kecsegtetd eredményeket, az intézkedések foként a fertdzottség megeldzésére
koncentralnak. Gyiimolcsfaiiltetvényeken éaltaldnosan alkalmazzdk a certifikdciot és az
izolatorhdzakban valo elhelyezést, hiszen ez hatékony véddvonalat biztosit a virust
kozvetitd rovarvektorokkal szemben. Elengedhetetlen feladattd valt a kérokozok minél
gyorsabb felismerése és a vegetativ szaporitdanyagok virusmentesitése. Ezek viszont a
bioteszteléseknél és elektronmikroszkopos megfigyeléseknél modernebb technikdk
kifejlesztését igényelte. A szeroldgiai (ELISA) és a nukleinsav analizisen (PCR) alapuld
technikdk a mintdk egyidejii tomeges tesztelését tették lehetdvé, azonban ezek
haszndlatdval csak egy specifikusan keresett szekvencia kimutatdsa lehetséges. A
virusdiagnosztika legijabb eszkoze, a nagy-ateresztoképességli szekvenaldsi mddszerek
alkalmazdsdval azonban feltarhatovd valt a mintakban 1év0 Osszes korokozd genetikai
allomanya, ezaltal felgyorsitva az ismert és Uj korokozok karakterizdldsat, filogenetikai
analizisét. Ugyanakkor az ide tartozé modszerek rutinszerti hasznalata még varat magéra.
A technikdk fejlesztése ¢és optimalizaldsa nemzetkdzi egylittmiikodéssel zajlik.
Magyarorszdgon a NAIK MBK Molekulédris Novénykortan csoportja a kis RNS HTS
protokollok optimalizdldsdaban vesz részt. Mindezt figyelembe véve elmondhatd, hogy jo
tuton jarunk novényeink virusok elleni védelmének megerdsitésében, azonban technikaink
fejlesztése és a virusok terjedési és szaporoddsi dinamikdinak megértése, tovabbi

kutatasokat igényel.
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6. Osszefoglal6

A virusok bar 6nall6 anyagcserére és mozgasra képtelenek, mégis jelentésen befolyasoljak
mindennapjainkat. Felépitésiikben az informaciét hordozé RNS vagy DNS nukleinsavbél és az azt
koriilvevd kapszidbdl allnak. Burokkal rendelkezd csoportjuk ezen feliill még a nukleokapszidot
korbefog6 gliikoproteid burokkal is rendelkezik. Alakjuk valtozatos, lehet pélcika, fondl akar gomb
is. Nem Osszetévesztendoek a neviikben nagyon hasonlité viroidokkal, amelyek kisméreti,
kopenyfehérje nélkiili, egyszalu cirkuldris ribonukleinsavak. Rdadasul a virusokkal ellentétben nem
kédolnak sajat fehérjéket.

A virusok terjedése alapvetden két utvonalon valosulhat meg, vektorok segitségével vagy
anélkiil. Vektor kozbelépése nélkiil az atadas lezajlhat a ndvény vegetativ és reproduktiv szervein
vagy akdr sebzéseken keresztiil. Tovabba emberi kozbeavatkozdsok sordn oltdssal, szemzéssel.
Mégis a virusok terjedésének legjelentdsebb modja a vektor medialt atadds. Ennek leggyakoribb
kozvetitéi a rovarok. A virusokat atadasi modjuk szerint négy csoportba sorolhatjuk: nem
perzisztens, szemiperzisztens, cirkulativ perzisztens és propagativ tipusokba. A sejtekbe passziv
moédon jutnak be és az inokulaciot kdvetden legtobbszor tiineteket generalnak a gazdandvényen.
Ezek lehetnek makroszképosak (klorézis, mozaikossdg) vagy ha szabad szemmel nem lathatéak,
mikroszkdposak (vezikuldk felszaporoddsa a sejtben). Azokat a virusokat, amelyek nem okoznak
detektalhatd tiineteket, latens virusoknak nevezziik.

A novények és virusok dllandd versengésben dllnak egymadssal. Amig a virusok célja minél
tobb novény megfertézése, a novényeké pontosan ennek a megakadalyozasa. Céljuk elérése
érdekében a virusok képesek megviltoztatni vektoruk viselkedését vagy akdr gazdanovényiik
allapotat. A virusok elleni rezisztencia, novényekben adaptiv- vagy akar gének altal vezérelt médon
(jazmonsav aktivalt immunvalasz) is Iétrejohet. Erzékeny novényeknél a virusok képesek elterjedni
az egész novényben, de ekdzben indukalédnak a ndvény védekezdfolyamatai, koztiik az RNS
interferencia. Mivel a virusok ellen novényvédoé szerekkel nem védekezhetiink, a novények
tesztelése ¢és a vegetativ szaporitdbanyagok virusmentesitése alapvetd feladatava valt a
virusdiagnosztikanak. A szeroldgiai és nukleinsav analizisen alapul6 technikdi nagyszdmu minta
egyideju tesztelését tették lehetdoveé. Az elmult évtizedben kifejlesztett HTS technikékkal azonban a
mintaban 1évé Osszes korokozo genetikai dllomdnya kimutathatéva vilt, ezaltal felgyorsitva az
ismert és Uj korokozok karakterizdlasat, filogenetikai analizisét. Ugyan felhaszndlasuk egyre

elterjedtebbé valik, a jovoben tovabbra is sziikség van optimalizaldsukra és fejlesztésiikre.
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6. Summary

Although viruses are unable to metabolize and move on their own, they still
significantly affect our daily lives. Concerning their structure, they are composed of an
RNA or DNA nucleic acid core and a protein coat surrounding it. Some viruses possess an
additional protein coat on top of that. Their morphology is quite diverse, as they can have
multiple shapes, rod, linear/filamental or even spherical. Because of their similar names,
viroids are often mistaken for viruses, even tough there are no evolutionary, structural or
functional relation between them. Viroids are small circular RNAs and they do not code
for proteins, in contrast to viral RNAs.

Plant infecting viruses can be transmitted by vectors, propagative materials (seeds,
pollen) or vegetative reproduction, such as rootstocks or grafts. However, the majority of
these viruses are transmitted to their host plant through insect vectors. Based on acquisition
and inoculation thresholds, four types of transmission relationships were established: non-
persistent, semipersistent, persistent circulative and propagative. Viruses enter cells by
passive transport and after infection they often generate serious symptoms in the host plant.
These symptoms can be macroscopic (chlorosis, mosaic) or microscopic (the sudden
enrichment of vesicules). Latent viruses do not cause visually detectable symptom:s.

Plants and viruses are constantly competing against one another. Viruses endeavour
to infect as many hosts as they possibly can, on the other hand plants are developing new
strategies to prevent it. To reach their goal, viruses are capable of altering their vectors
behaviour and the host plant’s physical state. Resistance in plants can take different forms,
it can be adaptive or genetically determined (jasmonate- mediated defense). In susceptible
plants, viruses are able to spread throughout the entire plant, but in the process, plant
defense mechanisms, including RNA interference, are induced. Virus diagnostics play an
essential role in the detection of viruses and the elimination of them during the production
of the propagation material. Serological and nucleic acid-based techniques made it possible
to test large number of samples simultaneously. However, in the last decade HTS
techniques were developed, and by them the genetic material of all pathogens became
detectable in samples, thus accelerating the characterization and phylogenetic analysis of
known and new pathogens. Although, we are on the right path of protecting our crops

against viruses, our techniques are still in need of further developments.
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