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Roviditések
dsRNS — double stranded RNA - duplaszalit RNS
SSRNS — single stranded RNA - egyszali RNS
MRNS — messenger RNA - hirvivo ribonukleinsav
ELISA — enzime-linked immunosorbent assay — enzim ko6tott immunszorbens modszer
PCR — polymerase chain reaction — polimeraz lancreakcio
HTS — high-throughput sequencing — nagy ateresztéképességii szekvenalas
BCCV-1 — Blackcurrant-associated closterovirus 1 — feketeribizlihez k6t6d6 closterovirus 1
cDNS — complementary DNA — komplementer DNS
NCBI — National Center for Biotechnology Information
nt — nucleotide — nukleotid
bp — base pair — bazispar
ORF — open reading frame — nyitott leolvasasi keret
TNA — total nucleic acid — total nukleinsav
SIRNA — small interfering RNA — kis interferalo RNS
SBS — sequencing by synthesis — szekvenalas szintézissel
CMOS - complementary metal-oxide-semiconductor — komplementer fém-oxid-félvezeto
SMRT - single-molecule real-time sequencing — egymolekulas valos idejii szekvenalas

NGS — next-generation sequencing — ujgeneracios szekvenalas
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1 Bevezetés

A bogyo6s gylimdlesok, mint az afonya, vorosafonya, malna, ribizli, feketeribizli fontos
taplalékforras az emberek szdmara, rendszeresen fogyasztjuk ezeket az emberi egészségre valod
jotékony hatasaik révén. Az elmult évtizedekben megndtt az igény ezekre a gytimdlesokre, ezen
igény kiszolgalasara nagymértékben kezdték termelni leginkabb az afonyat és a vordsafonyat
(Martin, Polashock és Tzanetakis, 2012). A fas szara gylimdlcsok hatalmas gazdasagi
jelentésége miatt fontos tudni, hogy milyen virusok veszélyeztetik azokat, és hogy hogyan
védekezziink ellentik. A virussal fert6zott névényen morfoldgiai és hormonalis valtozasok
mehetnek végbe, aminek eredményeként altalunk felismerhetd tiinetek jelennek meg. Ezek a
tiinetek a termény novekedését, fejlddését, terméshozamat és mindségét, valamint az éveld
novényeknél, mint a bogyos gylimolcsok az élettartamat is befolyasolhatja (Hou, Li és Massart,
2020).

A bogyos gylimolcsokre gyakran ugy hivatkozunk mind a hétkdznapokban mind
gazdasagi ¢és élelmiszeripari szempontbol, mint egy egységes csoport, azonban korantsem
alkotnak monofiletikus csoportot. gy amit 6sszefoglald csoportként bogyds gyiimédlesnek
neveziink az rendszertani szempontbol a Fragaria, a Rubus, a Vaccinium, a Ribes és a
Sambucus nemzetségbe tartozd fajokat takarja (Martin és Tzanetakis, 2015). A bogyos
gyiimolcsok éveld novények, ezért a termeldknek hatalmas anyagi befektetéseket kell tenniiik
az iiltetvények létesitésekor a fold megmiivelésétdl, az liltetésen at, addig, hogy a novény elérje
az érettségét és a maximalis termeldképességét. A felndtt ndovényeket is ugyaniugy gondozni
kell, hogy megtartsak a termel6képességiiket és mindségiiket. Cserébe, ha a betegségeket tavol
tudjak tartani a novényektol, akkor ezek az lltetvények akar tobb évtizeden at is jO termést

hoznak (Martin, Polashock és Tzanetakis, 2012).

A virusfertézés eredhet egy, a vegetativ szaporitdanyagbol vagy fert6zott egyed
atiiltetésébol. Az egyes egyedek kozott pedig vektorok segitségével horizontalisan dtadodhat a
virus, ami noveli a fertdzések szdmat €s a kiilonboz6 virusok keveredésének mértékét egy

példanyon (Hou, Li és Massart, 2020).

A dolgozatom célja, hogy képet adjak a bogyos novényeket fert6zé virusokrol és azok
detektalasi modszereirdl. Ismertetem azokat a kutatdsaimat, melyekbe bekapcsolodva nagy-
ateresztoképességli szekvenalassal kapott bioinformatikai adatokat elemeztem, ezek ezeknek
az eredményét laboratoriumi kisérletekkel ellendriztem kiemelkedé figyelmet forditva a

feketeribizlit fert6z6 BCCV-1 virusra.



2 Virusok jellemzése és jelentosége

2.1 A virusok

A virusok kutatasat a 19. szdzad végén kezdték meg, azonban mar korabban is
megfigyeltek névényeken betegségeket, melyekrdl utdlag ma mar feltételezik, hogy virusok
okozhattak, viszont akkoriban ezt még nem tudtak megallapitani. Dimitrij Ivanovszkij orosz
biologus a dohany mozaikbetegség tanulmanyozasa kdzben talalt ra a virusokra 1892-ben,
ellenben 6 még a baktériumok altal termelt toxinnak hitte azokat. Azért jutott erre a
kovetkeztetésre, mivel miutdn a porcelansziirén (vagy Chamberland-sziirén) atsziirte a
dohényleveleket, maradt az oldatban fert6z6 agens annak ellenére, hogy ezzel a technikaval
baktériummentessé lehet tenni az oldatokat. A virus sz a ,,contagium vivum fluidum” (latinul
a fertdz6 €16 folyadékot jelenti) kifejezésbdl szarmazik, amivel a holland Martinus Beijerinck
(1898) jellemezte a porcelansziirén atsziirt oldatot. Ma Belijerinck felfedezését tekintjikk a

virologia kezdetének (Hull, 2013).

A virusok terjedéséhez elengedhetetlen valamilyen vektor, hiszen a virus 6nerébdl nem
képes az egyik gazdaszervezetrél a masikra eljutni. Ezért jelentds az az 1900 és 1935 kozotti
felfedezés, mely szerint a névényi virusokat leginkabb rovarok terjesztik. Csak ezt kovetden
valt lehetové tanulmanyozasuk biokémiai modon, melyhez a kezdetekben a vizsgalt ndvényben
magas koncentracidban és elég stabil allapotban kellett jelen lennie a virusnak annak érdekében,
hogy az izolalas és az anyagok kémiai jellemzése sikeres legyen, hiszen a fehérjekivonasi és
tisztitasi modszerek ekkoriban még nem voltak kifejlesztve. A felfedezéssel kozel egyidoben
az elektronmikroszkopiaval vagy rontgen krisztallografiaval mar meg tudtdk allapitani a
virusok alakjat és méretét. Az elektronmikroszkopiai technikaval, mely a nehézfémmel valo
arny¢kolas fejlesztésén alapult, novelni lehetett a kontrasztot a virus részei és a kdrnyezd teriilet
kozott. Viszont azzal, hogy fémmel vontak be virusrészeket, elkeriilhetetlentil sériiltek bizonyos
elemei, ez vezetett a magasfelbontasi mikroszkopok ¢és a negativ festési technikak
kifejlesztéséhez a XX. szdzad kozepén. A szdzad masodik felében a kutatdsok a viralis
genomok felépitésére, replikacidjara, valamint a virus, a gazdanovény és a gerinctelen vektorok

kozotti interakciokra fokuszalodtak (Hull, 2013).

A virusok Frederick Charles Bawden kimutatasa alapjan csak fehérjékbdl és
nukleinsavakbol allnak. Nem tekinthetéek élolénynek, mivel nem felelnek meg az altalanos
¢letkritériumok €16 anyaggal szemben tamasztott kévetelményeknek, hiszen nincs benniik
lezajlo anyagcsere folyamat és szaporodasukhoz teljes mértékben a gazdasejtre vannak utalva.
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Egy virus két formaban lehet jelen: virion, illetve vegetativ virus allapotban. A virion a
gazdasejten kiviili inaktiv alak, onmagéaban képtelen a szaporodasra, de ugyanigy nevezzik a
sejtben a kiszabadulasra vard alakot is. A vegetativ virus alak akkor jon 1étre, amikor a virion
forma bejut a gazdasejtbe, ilyenkor a nukleinsavrél masolat késziil (ez az 6rokitéanyaguk), és

az 0j virus elkésziiléséig ez az alak lesz jelen.

Ruger Hull a Plant Virology cimii konyvében a virust igy hatdrozta meg: ,,A virus egy
vagy tobb nukleinsav templat molekuldnak az 0sszessége, ami RNS vagy DNS, altalaban egy
védo fehérje/lipidfehérje burokkal vagy burkokkal boritott, ami képes szabalyozni a sajat
osztodasat, hogy az csak a megfeleld gazdasejten beliill menjen végbe. Gyakran az 6rokitbanyag
egy része horizontalisan transzmittalodik a gazdak kozott. Ezekben a sejtekben a replikacio (i)
a gazdasejt fehérjeszintetizal6 mechanizmusara tamaszkodik, (ii) a ketté¢ hasadas helyett inkabb
a sziikséges anyagok 0sszességébol szervezddik Gssze, (iii) olyan teriileten lokalizalodik, ahol
nincsenek elkiilonitve a folytonos lipoprotein kettdsréteg membran altal a gazdasejt tartalmatol,
¢s (iv) folyamatosan ndvelik varidnsaik szamat a viralis nukleinsavak kiilonb6zo

modosulasaival” (Hull, 2013).

Hershey és Chase 1952-es kisérletei bebizonyitottak, hogy az Escherichia coli-t fert6z6
bakterialis virusnak a viralis DNS-e kertiilt be a sejtbe, mig a fehérje, ami a burkot alkotja, a
gazdasejten kiviil maradt. Az 1960-as évek végeén kezdtek felfedezni més genom tipusokat az
RNS-en kiviil, mint dsDNS ¢és ssDNS. David Baltimore az 1971-es leirt cikkében a genetikai
informaciojuk expresszalasanak modja szerint kategorizalta az allati virusokat. Ezt ma mar
minden virusra, igy a novényeket fert6zd virusokra is alkalmazzuk, és a Baltimore-

osztalyozasként hivatkozunk ra (Baltimore classification ~ ViralZone, 2021).

2.2 A virusok rendszerezése

Minden tudomanyteriileten térekednek az emberek egy rendszer létrehozésara, és ez a
virologiaban sincsen masképp. A virologusoknak a virusok rendszerezése lehetdséget adott arra,
hogy a kutatok kdnnyebben kommunikéljanak egymassal, és ezaltal jobban atlathat6 legyen az
organizmusok rendszere. A rendszerezésnek lehetové kell tennie, hogy az Gjonnan felfedezett
virusokat is be lehessen sorolni a megfeleld helyre, ami altal a rokonsagi kapcsolatot is le lehet
irni. A viruskutatas elején gy gondoltak, hogy az adott novényfajon minden betegség tiinete
mas-mas virustol szdrmazik, azonban az 1930-as évekre bebizonyosodott, hogy egy virus tobb
formaban is jelen lehet az adott gazdandvényben, igy tobbféle tiinetet is képes okozni.

Ugyanilyen moédon mas virusok is okozhatnak hasonlo tiineteket a novényen, és egyes tiinetek
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lehetnek eredményei két vagy tobb virus egyiittes eléfordulasanak is. Ennek kovetkeztében a
korabbi vizsgalati modszereket, melyeknél csak a tiineteket vizsgaltak a virusok azonositasara,
feliil kellett vizsgalni és ki kellett egésziteni. A virus okozta tlinetek helyett ezért ma mar a
szekvenciajuk alapjan soroljuk be Oket, a nemzetkdzi taxonomiai bizottsag (ICTV) altal
feliilvizsgalt rendszerbe. Az 0j virusok azonositasakor azonban folyamatosan felmeriil az a
probléma, hogy a kiilonb6zd virus variansok mégis milyen hatarértéknél tekinthetdek eléggé
kiilonbozének ahhoz, hogy 1j fajnak, csaladnak vagy rendnek tekinthessiik 6ket, és hogy melyik
egységre vonatkozik ez a virus 6rokitéanyagaban. A Baltimore-féle osztalyozas szerint a virus
genetikai informacidtartalmanak tipusa és a replikécio modja szerint osztjuk be a virusokat hét

csoportba (1.abra) (Baltimore, 1971).

Baltimore-féle osztalyozas

| I 1 Vv V Vi VII

MRNS

1. dabra: virusok mRNS szintézis modjan alapulo Baltimore féle osztalyozasa, az dbra a

ViralZone honlap alapjan késziilt (Baltimore classification ~ ViralZone, 2021)

A virusok a genomjuk sokszorozasaval szaporodnak és a genetikai informacié kontrollalt
expressziojaval pedig orokitik azt. Lényeges ezen folyamatok részletes tanulmanyozasa, mivel
a replikacid ¢és transzkripcid kiilonb6z6 modokon mehet végbe. Ezekre a kiilonbozo
modszerekre a virdlis genetikai rendszerként szoktunk utalni. A virélis genetikai rendszernek
két 6 célja van: az 0j genetikai anyag, vagyis a DNS vagy RNS Iétrehozasa, valamint a hirvivo
ribonukleinsav (mRNS) szintetizalasa. Az mRNS rendkiviil fontos a virusok szamara, hiszen
az mRNS szintézis és a transzlacio is a gazdasejt segitségével, riboszomak és kiilonb6zo sejtes
faktorok felhasznalasaval megy végbe. Ezt figyelembevéve a virus célja, az mRNS létrehozasa,
a transzlacio utan elkészilt viralis fehérje mar csak kisebb valtoztatdsokon mehet keresztiil.

Annak kovetkeztében, hogy a mRNS-en 1ényegi modositds mar nem megy végre a szintézis
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utan, a virus orokitéanyagéanak a szerkezete meghatdrozza a mddot, mely alapjan az mRNS
szintetizalodni fog, és ez kulcsfontossdgu a létrehozandd mRNS szempontjabdl. Az 1. abran
lathaté egy Osszefoglalas arrol, hogy a Baltimore-féle rendszerezés — vagyis a virus 6rokitd

anyaga szerinti csoportositasnal — az 6rokitdanyagbdl milyen utvonalon jon létre az mRNS.

2.3 Bogyés gyiimolcsok novényeit fertozo virusok

A bogyods gylimolcsoket igen sokféle virus fenyegeti, és ezek a virusok gyakran nem
egy adott fajra specifikusak. Annak érdekében, hogy megeldzziik a gazdasagi karokat, amelyek
a virusfertdzések kovetkeztében elpusztult vagy karosodott termések miatt alakulnak ki,

tanulmanyoznunk kell ezeket a virusokat.

2011 ota foként a nagyateresztoképességli szekvenalasnak koszonhetden rengeteg Uj
virust irtak le a bogyos gyiimolesok kdrében. A bogyds gylimolesoket fert6zo virusok legtdbbje
pozitiv egyszala RNS virus, de duplaszali DNS virusokat is talalunk koztiik. A virusok gyakran
megtalalhatdbak mind a vadon novekvd, mind a termesztett novényeken (Thekke-Veetil és

mtsai., 2013; Hou, Li és Massart, 2020).

Egy bogyods gylimélesot fertdzé virus igen gyakran at tud terjedni és betegséget tud
kialakitani egy masik a bogyds gylimolcsot termd novényben. Mint ahogy ez megfigyelhetd a
Rubus génuszba tartozo foldiszedren is, amit gyakran fertéz meg foldiepernek vagy malnanak
a virusa. De akdr még az almén leirt virus is megfertdzheti. Ezek mind kihatdssal lehetnek a
termés mennyiségére és méretére, akar 50%-kal is lecsokkenhet, ami jelentds gazdasagi kiesést
okozhat a termel6knek (Blackberry (Rubus spp.)-Virus Diseases | Pacific Northwest Pest

Management Handbooks, évszam nélkiil; Martin és mtsai., 2013).

A virusok jellegzetes tiinetei, ha vannak, akkor a leveken mutatkoznak meg leginkabb.
Gyakran a tiineteket kialakitd virusokbol, ha tobb is jelen van az adott ndvényben, akkor ezek
a tiinetek keveredhetnek, és ezért masképp jelennek meg, emiatt pedig nem lehet mindig tiinet
alapjan egyértelmiien meghatarozni a virust. A tiinetek lehetnek elszinezddések, nekrdzisok,
deformaciok (Horvath és Géborjanyi, 1999). Elszinezddés lehet példaul a mozaik virusok
jellegzetes tiinete, gyakran vilagoszold, sarga foltok jelennek meg a levélen az ilyen
betegségeknél. Ilyenre példa a 2. abran lathato Afonya mozaik virus (Blueberry mosaic virus)
is (Pscheidt és Ocamb, 2021). Az erezet sargulasa is betegségeknek a tiinete, példaul a 3. abran

megfigyelhetd foldi szeder leveleken kiilonb6z6é mintdzatokban az erezet koriilotti sargulas, ezt



egy tobb virus okozta betegségkomplex, a Blackberry yellow vein disease (Martin és mtsai.,
2013).

. ’
3. dabra: a feketeribizliben a sarga erezetiiseget okozo betegségkomplex kiilonbézdo

lehetséges tiinetei. A: tolgyfa levél mintazat,; B és E: gyirisfoltosodasnak a tiinetei;, C:levél

foltosodas,; D és F: erezet sargulasa (Martin és mtsai., 2013)
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2.3.1 Blackcurrant closterovirus 1

A Blackcurrant-associated closterovirus-1 (feketeribizhez k6t6dé closterovirus 1) nevii
virust feketeribizli n6vényben azonositottak és irtak le Zheng és munkatarsai 2018-ban (4. abra),
miutan egy nagy-ateresztOképességli szekvenalasi vizsgélat sordn megtalaltak azt. A virus a
Closteroviridae csaladba tartozik, azon beliil is a Closterovirus génuszba (5. abra). Ebbe a
nemzetségbe tartozé virusoknak, igy a BCCV-1-nek is pozitiv szali RNS-bdl (ssRNS) all a
genomja, valamint jellemz6 a Closteroviridae csaladra a hosszu, csavarodo, rostos virionok

jelenléte is (Zheng és mtsai., 2018; Fuchs és mtsai., 2020).

4. dbra: A feketeribizli névénynek a levele, amirdl leirtak a BCCV-1-et (Zheng és
mtsai., 2018)

Rose leaf rosetie-associated virus (NC 024906)
Strawberry chlorotic fleck-associated virus (NC 008366)
Raspherry leaf mottle virus (NC_0083585)

Citrus tristeza virus (NC_001661)

& Blackeurrant chsterovirus | (MH267701)
Beet yellow stunt virus (NC_001598)

Grapevine leafroll-associated virus 2 (NC_00THE)
Carrot vellow leaf virus (MC 013007)

Mint virus 1 (NC_006944)

Tobacco virus | (NC_027712)

[ Grapevine keafroll-associated virus 3 (NC_ 0466T)
T — Blackberry vein banding-assocmted virus (NC_022072)

— Closterovirus

100

]— Velarivirus

ggI Lettuce miectious yellows virus (NC_003618) .
Blackberry vellow vem-associated virus (NC_006963) }_ Ampemwms
100 Areca palm velarivirus 1 (NC_027121) e
o Grapevine kafroll-associated virus 7 (NC 016436) }_ Crinivirus
|
0.1
5. dbra: a Closteroviridae csalad kivalasztott fajainak filogenetikai fdja a Blackcurrant

Closterovirus 1 hésokk fehérjéje alapjan (Zheng és mtsai., 2018)
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A virus 17320 nukleotidbol all, és ebben 10 nyitott leolvasasi keretet, ORF-et (open
reading frame) tartalmaz (6. abra). Az 1. tablazatban lathaté az ORF-ek szamozasa, hogy mit
kodolnak egyes régiok, és hogy ezek a régiok az 5°-3” iranyban hol talalhatoak. (Zheng és mtsai.,
2018)

1 2,000 4,000 &, 00 B0 10,000 11,000 14,000 16,040 17320
< | | | | I | 1 I ! I3
P
| ‘11 )
L-Pro L-Pro MTR HEL Hsp70h - e
| " L Sa— .
RdRp ph pél CPm . pll p2é
| b I 2 | 4 | 5 L] | 9 l
5,724 10,004 12,069 13661 16,356 17,045
10227 10373 13 I :lll".\ I"'J!NI _‘nl"
6. dabra: a BCCV-1 genomi elrendezddése (Zheng és mtsai., 2018)
1. tablazat: A Blackcurrant closterovirus 1-ben megtalalhato nyitott leolvasdsi keretek

és kodolt fehérjét (Zheng és mtsai., 2018)

ORF régio Mit kodol 5’ kezdépont 3’ végpont
ORFla L-Pro, MTR, HEL 98 8611
ORF1b RdRp 8724 10034
ORF2 p6 10227 10373
ORF3 Hsp70h 10376 12172
ORF4 P61 12069 13661
ORF5 CP minor 13797 14432
ORF6 CP 14599 15240
ORF7 pl7 15308 17763
ORF8 pll 15906 16186
ORF9 p26 16356 17045

2.4 A virusok meghatarozashoz alkalmazott médszerek

A XX. szézad els6 felében a virusokkal fertdzott novényeken megjelend tiineteket
mutaté névényeken a virusok jelenlétét hagyomanyosan biotesztek segitségével bizonyitottak.
Ennek soran a fert6zést mutatdé novények kivonatait atdorzsolték tesztndvényekre, az igy adott

tiineteket megfigyelve (elektronmikroszképon képeken is) azonositani és jellemezni tudtak
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virusokat. Kés6bb ezt az enzimhez kotott ellenanyagvizsgalattal (Enzyme-Linked
ImmunoSorbant Assay, ELISA) egyiitt hasznaltdk. Az ELISA teszteket ma is gyakran
hasznaljak mar ismert virusok kimutatasara, de a koérokozo kimutatasahoz kell specifikus
ellenanyag a virusnak az egy adott, - jellemz6en a kopenyfehérjéjére. A molekularis biologia
fejlodésével a virusokrdl szekvencia informaciokat tudtunk szerezni, igy az ELISA mellett
megjelent polimeraz-lancreakcié (Polymerase Chain Reaction, PCR) alapu diagnosztika is. A
PCR alapt diagnosztika, azonban szintén csak a mar ismert virusok kimutatasara hasznalhato,
mivel indité (primer) szekvenciakat kell alkalmazni, amelyek tervezéséhez ismerniink kell a
virus Orokitbanyaganak (vagy annak egy részének) nukleotid sorrendjét. A diagnosztika
gyakran hasznalja ezt betegségek és korokozok kimutatdsara. Fontos azonban, hogy mind az
ELISA mind a PCR csak ismert virusokra alkalmazhato — a specifikus ellenanyag vagy a
tervezendd primer miatt, 4j virust nem tudunk vele azonositani. A biotesztek nem szolgaltatnak
semmilyen informaciot a virus drokitéanyaganak nukleinsavsorrendjérél, csak tiineteket tudunk
megfigyelni, és az alapjan tudunk kovetkeztetni a virusra, vagy az alapjan tudjuk leirni az uj

virust.

241 Sanger-szekvenalas

A metagenomikai kutatdsok alapja az, hogy a f6ldon kialakult él61ények orokitdanyaga
ugyanolyan alapt, mindet, az RNS-t és a DNS-t is, 6t féle nukleotid épitheti fol, a DNS esetében
adenin (A), timin (T), guanin (G), citozin (C), az RNS-nél pedig adenin (A), uracil (U), guanin
(G), citozin (C). Ezért, hogyha egy mintdban meghatarozzuk az 0Osszes nukleinsav
bazissorrendjét, akkor abbol megallapithatd, hogy milyen élélények voltak a mintdban. Ennek
a kezdete volt az 1977-ben Frederick Sanger altal kidolgozott Sanger-szevenalas (masnéven
lancterminaciés- vagy dideoxi-szekvenalas), egy polimerizacios reakcid, amivel le tudtak
olvasni az ismeretlen DNS szekvenciat (Sanger, Nicklen és Coulson, 1977). Frederick Sanger
modszerét a 2000-es években jelentds mértékben tovabb fejlesztették, leginkabb a szekvenalasi
reakcid leolvasasat automatizaltak, igy egyszerre nem csak egy nukleinsavnak a sorrendje valt

meghatarozhatova.

2.4.2 Nagy-ateresztoképességii szekvenalas

A High-throughput Sequencing (HTS), masnéven az ujgeneracios szekvenalas (NGS)
egy Osszefoglald elnevezés az olyan DNS szekvenalasi technikdkra, amelyek a szekvendlando
mintdban tobb milli6 DNS nukleinsavsorrendjét hatdrozza meg parhuzamosan. A szekvenalas

eredmény¢iil kapott nyers informéciokat, szekvenciakat, ezutan bioinformatikai modszerekkel
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sziikséges analizalni, ahhoz, hogy a mintaban jelenlevd virusokat mar meglévd adatbazissal
Osszehasonlitva azonosithassuk, vagy akar teljesen 0j eddig ismeretlen virusokat irhassunk le
(Behjati és Tarpey, 2013). A HTS modszerekkel lehet vizsgalni a genetikai diverzitast, a kis

crcr

modszereit és a virusdiagnosztikai modszertant (Villamor és mtsai., 2019; Zakaria, Gaafar és

d, 2020).

A viralis genomok igen sokfélék lehetnek azon tul is, hogy RNS vagy DNS épiti fel
azokat, de lehet cirkularis, kétszali, egyszalu vagy akar egy, vagy tobb darabbol 4all6 is. A
mintankban a viralis szekvenciak igen valtozatosak: lehetnek RNS virusok, DNS virusok,
viroidok és a gazda genomjaba integralodott viralis részek is. A viroidok cirkularis RNS-ek,
amik 250-400 nukleotid hossztsaguak, fehérjét nem kodolnak, viszont képesek onmaguk a

gazdasejtben sokszorozodni mar virus jelenléte nélkiil (Steger és Riesner, 2018).

A HTS szekvendlasnal el6szor ki kell tisztitani a mintabol a nukleinsavat (a minta lehet
vektorbol, ndvénybdl, talajbol vagy akar vizbdl is) (7. abra). A nukleinsavak izolalasat kovetden
a HTS a mar emlitett viralis szekvencidk diverzitasa miatt kiilonbozo platformokon végezhetjiik
el, kiilonboz0 kiindulasi anyagokkal. Az egyik ilyen platform az, amikor a mintaban 1évo 6sszes
RNS-t tisztitjuk ki, ezt totdl RNS szekvenalasnak nevezziik. Ilyenkor az dsszes tipusu viralis
szekvenciat detektalni tudjuk, hiszen a DNS virusok fehérjét kodold szakaszair6l is irodnak at
RNS-ek, és az RNS virusokat, viroidokat és az integralt virus szekvencidkat is tudjuk
azonositani. Masik lehetséges modszer a duplaszali RNS-ek (dsRNS) tisztitdsa, ez RNS
virusoknal mindig jelen van a replikacio soran, valamint viroidokra is jol hasznalhat6, azonban
DNS virusokat kevéssé, a genomba integralt virusokat pedig egyaltalan nem tudjuk ezzel a
modszerrel meghatarozni. A mintabol ki lehet tisztitani a virus részleteket, virionokat, ez a
modszer a VANA (virion-associated nucleic acids, vagyis a virion-kapcsolt nuklein sav), és
abbol meg tudjuk hatdrozni a benne levd nukleinsav bazissorrendjét. Viszont a gazdagenomba
integralt virusokat, valamint a viroidokat a kdpenyfehérje (kapszid) hidnya miatt nem lehet igy
kimutatni. Végiil pedig a virusokat ki lehet mutatni gy is, hogy a virus replikécioja soran a
novények védekezd rendszere altal termelt kis RNS-eket szekvenaljuk meg. Ezzel a
szekvenalasi platformmal a total RNS kivonashoz hasonldan azonosithatd az sszes tipusu virus

(Villamor és mtsai., 2019).
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A total nukleinsav, vagy roviditve TNA szekvenalas sordn a mintaban talalhato teljes
DNS és RNS allomanyt megszekvenaljuk. Gyakran ezt a mdodszert valasztjak kimutatasokhoz,

mivel nagy és j6 mindségli a kapott szekvencia adat (Kukurba és Montgomery, 2015).

A dsRNS modszere azon alapul, hogy az RNS virusok a replikéacio soran duplaszalu
RNS-t termelnek, a viralis nukleinsav szekvencidk felszaporitasaval, dusitdsaval a minta
virusspecifikussagat tudjuk novelni (Decker és mitsai., 2019). A jelenleg alkalmazott
protokollok kit-ekre, vagy fenollal, vagy kloroformmal t6rténé kivonasra tamaszkodnak, hogy
kinyerjék a totdl DNS ¢és az RNS-nek egy keverékét, amibdl aztan a dsRNS frakciot
kromatografiaval polimer celluléz lancon felszaporitanak (Maliogka és mtsai., 2018).
Ugyanakkor a TNA a dsRNS moédszerhez képest nagyobb lefedettséget biztosit, a virusgenomot
teljesebben vonhatjuk ki. Mégis a dsRNS modszer ma is gyakran alkalmazott, mivel a kisebb
szamban jelenlevd virusok jobban kimutathatéak vele, mint a teljes nukleinsav kivondssal

(Garcia, Montoya és Gutiérrez, 2020).

A VANA modszernél a virusrészecskéket vizsgaljuk. Pontosabban a virus kapszid altal
megOrzott viralis nukleinsavakat vizsgaljuk, és igy az RNS és a DNS virusok is kimutathatoak
ezzel a modszerrel. Sajnos ez a modszer korlatozva van a kapsziddal rendelkezd virusokra,
valamint a minta feldolgozasa is bonyolultabb, mint a tobbi szekvenalasi modszernél (Maliogka
és mtsai., 2018).

Egy mas megkdzelitési modot alkalmaz6 modszer a kis RNS, vagyis a siRNA HTS. A
kis RNS-ek novények védekezérendszere miatt jonnek létre. A névény védekezd enzimei, a
DICER enzimek a viralis RNS-t ilyen kis méretli (21-24 nukleotid) hosszisagu szekvencidkra
daraboljak. Ezek a molekulak izolalhatoak a fert6zott novényekbdl, és HTS-t kdvetden ujra
alkothato a virus genomja. Ez a modszer hasznalhat6 mind a DNS, mind az RNS genomokra,

csak a szekvenciak kis mérete miatt a genom illesztése nehézkesebb lehet (Maliogka és mtsai.,
2018).

Attol fiiggden, hogy melyik szekvendldsi platformot vélasztjuk a mintankhoz,
befolyasolja, hogy milyen tipusu Orokitdanyaggal rendelkezé virusokat tudunk majd
azonositani (7. abra). Azonban a valasztott szekvenalasi platform alapjan képesek vagyunk
hatarozni a megtalalt virusok genomtipusat, ezért a Baltimore-féle rendszerbe azonnal

besorolhatok, megkonnyitve ezzel az ijonnan felfedezett virusok klasszifikalasat.

A szekvenalast kovetden rovid szekvenciakat kapunk, azaz readeket, melyek a
szekvenalas tipusatol fliggden kiillonbozo eredetii nukleinsavakat tartalmaznak. Ezen readeknek
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az egy mintabol vald Osszességére hivatkozunk konyvtarként a bioinformatikai elemzések
soran. Mivel a szekvenalast csak DNS templaton lehet végrehajtani, ezért a minta RNS-eirél
cDNS masolatot kell késziteni, ezt pedig reverz transzkripcidval tudjuk végrehajtani. Valamint
annak érdekében, hogy ne kelljen minden mintat kiilon szekvenaltatni, lehet egy igynevezett
adapter régiot ligalni, vagyis kapcsolni a cDNS-re. Ez az adapter régio, mint egy vonalkod tud
miikodni az egyes cDNS-eken, és az egy mintdba tartozéknak az adapter régio szekvencidja
meg fog egyezni. Ezért pedig a bioinformatikai adatelemzés soran a kiilonb6zé mintak
elkiilonithetéek egymastol, vagyis kiillonbozd konyvtarakat alkotnak. EQy ilyen szekvenalési
reakcio akar 250 milli6 readet is képes késziteni, ezért megéri az adapter régiokat illeszteni a

cDNS-ek végére (Illumina | Sequencing and array-based solutions for genetic research, 2021).
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2.5 HTS szekvenalasi platformok

A mintakbol kivont nukleinsavak szekvenalasara a cégek kozott verseny alakult ki,
jelenleg az lllumina cég, majd az Ion Torrent a leger6sebb. Mindkett6 nagy kapacitasu és rovid

szekvenciakat képes leolvasni (Marine és mtsai., 2020).

A HTS platformok a Sanger szekvenalasra épiilnek, ezért érthetd, hogy az elsé
platformok is ezeknek a mintéjara épiiltek, igy pedig szintézissel ment végbe a szekvenalas, ezt
SBS-nek roviditjik (sequencing by synthesis). Az adatok mind egyetlen konyvtarrol
szarmaznak, minden beépiilés soran digitalis felvétel késziil, és ezért az adatok is digitalisak

(Mumina | Sequencing and array-based solutions for genetic research, 2021).

Az lon Torrent nem alkalmaz fluoreszcenciat vagy lumineszcenciat, emiatt fény utani
szekvenalasi technologiaként is szoktak ra hivatkozni. A nukleotidok beépiilésekor végbemend
pH valtozaskor protonok szabadulnak fel, amiket egy komplementer fél-oxid vezeté (CMOS)
érzékel (Heather és Chain, 2016).

Az SMS vagyis a kozvetlen egymolekulds szekvendldsnak két tipusa van: az
egymolekulés valos idejii szekvenalas (SMRT) és a nanopore (Oxford Nanopore Technologies).
Ezeknek az eredménye hosszii leolvasasok, a fentebb emlitett két rovid leolvasasi
szekvenalashoz képest, akar 10-250 kb hosszisagut. Mig Osszehasonlitasi alapként a mar
emlitett [1lumina szekvenaldsa 300 bazis leolvasasara képes. Azonban tigyelni kell arra, hogy
ezeknél a technikaknal az egy nukleotid variansra vonatkoz6 hiba arany magasabb lehet (Salk
¢és Kennedy, 2020).

2.6 A szekvenalasi eredmények bioinformatikai vizsgalata

Az elemzés soran el6szor a szekvenalt olvasatokrol ,,readek”-rdl el kell tavolitani a
konyvtarkészités soran a kis RNS-ekhez ligalt adapterek szekvenciajat, igy megkapjuk a
trimmelt readeket, amiket méret szerint rendeziink. A kis RNS readek altalaban 21-24 nukleotid
hosszuak, hiszen ezek a nukleinsavak, a DICER enzimek vagastermékei. A kis RNS readekbdl
atfedd nukletotid részleteik alapjdn a program, de novo Osszeillesztéssel hosszabb, n
contigokat hoztunk létre. A contig az angol contiguous (folytonos) szobdl ered, és az egymassal
atfedo, igy egy nukleotid szekvenciahoz tartozo readeket jelenti. Ezt koveten a contigok kozott
BLAST programmal kereslink olyanokat, melyek megegyeztek az NCBI GenBank
adatbazisaban taldlhatdo novényi gazdat fert6zo virusok referencia genomjaival. Az elemzés

soran egy talalati listat kaptunk, mely tartalmazta azokat a virusokat vagy rokon virusokat,
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melyek nagy valosziniiséggel jelen lehetnek a mintankban. Amennyiben pedig el6zetesen vagy
a BLAST algoritmussal végrehajtott illesztés soran felmeriilt olyan virus, amirdl feltételezziik,
hogy benne lehet, akkor a konkrét virus referencia genomjara illesztjik a trimmelt
szekvenciakat. Ilyenkor lathatova valik, hogy a virusnak mely régiora illeszkednek inkabb az
olvasataink, és ez jelzés értékli lehet arra, hogy a laboratoriumi visszaigazolds sordn hova

tervezziink a PCR reakcioban hasznalt primereket.

A virus jelenlétét azonban nem elég a bioinformatikai eredmények alapjan azonositani, ezért a
laboratoriumi modszerekkel is sziikséges visszaigazolni azt, ehhez viszont virus specifikus

primerekre van sziikség.
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3 Bogyos gyiimolcsoket fertdzo virusok vizsgalata afonyaban
(Sajat kisérlet)

A dolgozatomban a bogyds gylimdlcsoket fertdzo virusok jelenlétét vizsgaltam meg egy
virusfert6zés tiineteit mutatd afonya mintaban. Kisérleteim kezdetén az afonya (Vaccinium
myrtillus) leveleinek RNS kivonatabol késziilt kis RNS konyvtar mar elkésziilt, szekvenalasa
[llumina platformon mar megtortént. En a szekvenalds eredményeinek bioinformatikai
elemzését végeztem el, majd a mintaban feltételezhetéen meglévd virusok tényleges meglétét

vizsgaltam molekularis biologiai modszerekkel.

Munkamhoz a Qiagen CLC Bioinformatics Workbench (CLC) bioinformatikai elemz6
programjat hasznaltam. A programban hasznélt bioinformatikai 1épések igen kiilonbozdek
lehetnek attél fliggden, hogy mire is keressiik a valaszt, az ilyen bioinformatikai elemzések

sorrend;jét pipeline-nak nevezziik.

3.1 Anyagok és modszerek

A Qiagen CLC Bioinformatics Workbench programba importaltam a szekvenalas soran
kapott readeket, majd elemeztem az adatbazisban megtalalhaté névényi virusok potencialis
jelenlétét. Eredményiil egy listat kaptam a mintaban feltételezheten megtalalhato virusokrol.

Ezeknek a jelenlétét szerettem volna visszaigazolni hagyomanyos kisérleti modszerekkel.

A virus kimutatdsahoz sziikséges RT-PCR reakcidhoz virus specifikus primereket
terveztem a kis RNS olvasataink és a NCBI adatbankban hozzaférhetd szekvenciak alapjan. Az
RT-PCR reakcioval valé amplifikalashoz a BCCV-1 virus pozitiv szala RNS-ét at kell irnunk
CDNS-re. A 2. tdblazat alapjan reakcidkeveréket mértiink dssze, igy a tisztitott RN'S mintakbol
a koncentracidjuk fliggvényében 500 ng-ot hasznéltunk, és ezt steril, nagy tisztasagu milliQ
vizzel (mQ) egészitettiink ki 2,75 pl-re. Utana ehhez hozzaadtunk 0,25 ul random primert, igy
a keverék végtérfogata 3 ul. Az RNS mintakat 5 percig 65 °C-on denaturaltuk, és ezt kovetéen
legalabb 5 percre jégre helyeztiik.

2. tablazat: cDNS szintézis
. . Koncentracio Mennyiség .
Felirat Templat m Primer
P (ng/mi) (ml) Q
NO22/1 M311/1 457.6 1,1 1,65 0,25
NO22/2 M311/2 289,9 1,7 1,05 0,25
NO22/3 M311/3 638,6 0,8 1,95 0,25
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Reverz transzkripciondl a denaturdlt mintdinkat Osszemértiik az aldbbi egy
reakciokeverékre vonatkozo eleggyel (3. tablazat), aminek igy a végtérfogata 5 ul. Ezt kovetéen

a mintakat termosztatba helyeztiik a kdvetkezd protokoll szerint (4. tablazat):

3. tablazat.reverz transzkripcio reakciokeveréke
5x reakciopuffer 1ul
10 mM dNTP mix 0,5 ul
Ribolock (RN-az inhibitor) 0,25 ul
RevertAid reverz transzKriptaz ezim 0,25 pl
4. tablazat: reverz transzkripcié protokollja
25 °C 5 perc
42 °C 60 perc
45 °C 10 perc
70 °C 5 perc

Az igy kapott cDNS-eseket 10-szeresen higitottuk, és a tovabbi PCR reakcioban
templatként hasznaltuk. A cDNS-eket mindségi ellendrzésnek vetettiik ala, amit aktin-teszttel
végeztiink. Az aktin gén a sejtekben mindig aktiv, igy az aktin mRNS-e allandéan nagy
mennyiségben jelen van. Sikeres reverz transzkripcional minden mRNS-rél — vagyis mind a
virus, mind a ndvény mRNS-érdl, igy az aktin mRNS-r6l — szintetizdlodnak cDNS szalak.
Emiatt pedig az aktin mRNS sikeresen haszndlhato a cDNS-ek mindségellendrzésére. A
mindségellendrzést pedig aktin specifikus primerekkel végeztiik, az 5. és 6. tablazat PCR

reakcioelegye és protokollja szerint:

5. tablazat: aktin PCR reakcioelegye
cDNS templat 0,3 pl 10xRT
10 uM vv (vitis vinifera) 601s actin (forward) primer 0,75 ul
10 uM vv (vitis vinifera) actin 1200as (reverz) primer 0,75 pl
5x Phire Il. puffer 3ul
mQ viz 9,4 ul
10mM dNTP mix 0,3 ul
Phire II Hot start DNS polimeraz enzim 0,3 ul
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6. tablazat: aktin PCR protokollja

98 °C 30 masodperc

98 °C 10 masodperc

55°C 10 masodperc 35x
70 °C 20 masodperc

70 °C 1 perc

A PCR reakci6 sikerességét pedig 1,2%-os agardz gél elektroforézissel vizsgaltam.

A virus kimutatasahoz sziikséges primerekhez anelldcios hémérséklet optimalizalasa

utan a cDNS-ekkel elvégeztiik a virusspecifikus PCR reakciot (7. és 8. tablazat):

7. tablazat: virusspecifikus PCR reakciokeveréke
c¢DNS templat 0,3 pl 10xRT
10 nM BCCV_13885F (forward) primer 15wl
10 pM BCCV_15917R (reverz) primer 1,5 ul
5x Q5 puffer 6 ul
mQ viz 17,1 pl
10mM dNTP mix 0,6 ul
Q5 Hot start DNS polimeraz enzim 0,3 ul
8. tablazat: virusspecifikus PCR protokollja
98 °C 30 masodperc
98 °C 10 masodperc
51 °C 30 masodperc 35x
72°C 1 perc 40 masodperc
72 °C 2 perc

A PCR reakcid sikerességét ugyancsak 1,2%-0s agardz gélen torténd elvalasztassal
ellendriztem. A PCR reakcid végén akkora termékek keletkezését varjuk, mint amekkora a

primerek altal amplifikalt szakasz, igy a mi esetiinkben ez 2032 bazispar hosszisagu szakasz.

Az agardz gélbe etidium-bromidot (EtBr) kevertiink bele a gél megontése el6tt, igy a
futtatas soran és utan UV fényben a PCR termékek lathatova tehetdek. Az UV fénnyel lathatova
tett PCR termékeket kivagtuk a gélbdl, majd pedig kitisztitottuk azokat a GeneJET Gel
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Extraction Kit (Thermo Scientific) segitségével €és annak protokollja szerint. A tisztitas

eredményességét 1,2%-o0s agaroz gélen vald futtatassal ellendriztiik.

PCR termék ligalasa soran a PCR terméket 0sszemértiik ligdz enzimmel, az aldbbi

reakciomix szerint, majd ezt kvetden inkubalni hagytuk (9. tablazat).

9. tablazat:PCR termék ligaldsi reakcioelegye
2x reakcio puffer 5ul
pJET 1,2 plasmid 0,5 ul
Ligaz 0,5 ul
PCR termék 4 ul

Az inkubalés szobahémérsékleten minimum 5 perc, de altalaban 20 perc.

A ligalast kovetéen a termékiink felszaporitdsahoz baktériumsejtet kellett
transzformalnunk. Ilyenkor a ligdtumra kompetens sejteket mériink, majd hdésokkoljuk a
baktériumokat, aminek kovetkeztében a PCR terméket konnyebben fel tudjak venni. A sejteket
ezutan razatas soran regeneralodni hagyjuk, és utana agarlemezeken szélesztjiik ezeket. Egy
¢jszakan at 37°C-os termosztatba rakjuk. Masnap a kindtt telepeket folyékony taptalajba

oltottuk. Ezeket a csoveket is egy ¢jszakan at 37 °C-on razattuk.

A plazmidokat a NucleoSpin Plasmid kit segitségével és protokollja alapjan tisztitottuk,
ehhez készitettiik el a reakciokeveréket, aminek a végtérfogata 8 ul és ehhez hozzaadjuk a 2 pl
emésztett plazmidot. A tiszta plazmidokat restrikucios enzimekkel emészettiik, Xhol Xbal-gyel,

hogy a ligalas sikerességét ellendrizziik (10. tablazat).

10. Tabldzat: a plazmid tisztitdas reakcioelegye
10x tango puffer 2 ul
Xhol 0,2 ul
Xbal 0,4 ul
mQ 54 ul

3.2 Eredmények

A CLC Genomics Workbench programmal végzett kis RNS konyvtar elemzés hajtottam
végre. Ez alatt a kis RNS readeket trimmeltem, vagyis a szekvenalas el6tt illesztett — és a
szekvenalas soran a kiilonb6z6 konyvtarak elkiilonitésére szolgald szekvencidkat az RNS-ek
végein — adaptereket eltavolitottam. A trimmelt olvasatokbol contigokat épitettem, és ezeket a

BLAST program hasznéalatdval az NCBI adatbdzis referencia genomjaihoz illesztett, ami
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alapjan egy viruslistat kaptunk (11. tablazat). A virus talalati listabol leolvashatd, hogy a kis
RNS szekvencidinkbol generdl contigjaink egyes virusokra milyen mértékben illeszkedtek.
EbbSl a taldlati listabol a 10 Kkisebb E-értékkel rendelkezé és szignifikdns taldlatokat

mentettem le.

11. Tablazat: az afonya mintankban legnagyobb valosziniiséggel megtalalhato virusok

ismétlodo és nem ismétlo readjeinek, valamint az ebbdl épitett contigok szama

NC_040834 NC_022072 NC_029567 NC_003138
Blackcgrrant- Blackber_ry vein Raspberry leaf Blueberry red
associated banding blotch virus ringspot virus
closterovirus 1  associated virus gsp
BCCV-1 BVvBaV RLBV BRRV
nem redundans 908 919 503 789
redundans 1452 1509 855 1136
contig 1 1 1 1

Ezt kovetden pedig ezek kozil is leszikitettiink egy virusra, aminek jelenlétét
laboratoriumi  kisérletekkel igyekeztiink visszaigazolni. Ez a Blackcurrant-associated

Closterovirus 1 (BCCV-1) virus volt.

A virust leir6 cikkben Zheng és munkatarsai a PCR vizsgalatokhoz a kopenyfehérjére
(coat protein - CP) terveztek primereket: pCuClostF12 (14277-14236 nukleotid) és
pCuClostR12 (15634-15653 nukleotid). A mi mintainkban ezek a régiok nem voltak kis RNS-
sel lefedve. Ezért a kopenyfehérjét kodold régioban, a mi mintainkkal jobban egyezd és
hosszabb szekvencidkat jeloltiik ki, €s azokra terveztiik a virus PCR kimutatasahoz primereket

(12. tablézat).

12. tablazat: A tervezett primerek jellemzdi, a primer hossza 2032 bazispar
Pozicioja 1 olifikailt .
. . . . - a Y e, Referencia
Primer neve Primer szekvencia (5'-3") . régio
referencia ARE genom
funkcioja
genomon
13885-
BCCV_13885F CAGAAGTATTCAAKACGAAAG
= 13905 CPm, CP,
15017- 17 NC_040834
BCCV_15917R TCMGGAGTTGCATTGTTGGAYG 15897 P

A RT-PCR reakciohoz a BCCV-1 pozitiv szalit RNS-ét cDNS-re at kell irnunk, ezt
pedig a 3-as és a 4-es tablazatban leirt protokoll alapjan hajtottuk végre.
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A keletkezett cDNS-ek mindségellendrzésére hasznalt aktin specifikus primereket
Osszemértem a 10 szeresre higitott cDNS-sel és a PCR reakcideleggyel a 5-0s tablazat szerint,
majd a majd a 6-os tablazat protokollja szerint végeztem el a PCR reakciot. PCR terméket EtBr

tartalmil, 1,2%-os agar6z gélen valasztottam el (8. abra).

8. abra: aktin primer teszt specifikus PCR termékek gélképe

Az 8. dbra mutatja, hogy a reverz transzkripcido megfeleléen, melléktermékek nélkiil
ment végbe, ugyan 4. mintdban nem sikeriilt felszaporitani a kivant DNS szakaszt. A mintakban

600 bazispar nagysagu termékek keletkeztek.

A virus kimutatasahoz végrehajtottuk a virusspecifikus PCR-t, amihez a reakcidelegyet
a 7. tablazatban leirtak szerint 6sszekevertiik és a 8. tdblazatban protokollja alapjan végeztiik.
A tervezett primerek nagyjabol 2000 bazispar hosszsagi szakaszt fednek le a BCCV-1

genomjan.
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9. dbra: a tervezett primerekkel végrehajtott PCR reakcio termékeinek agaroz gélen

tortend futtatasi képe

A 9. abran lathat6, hogy az elsd és a masodik mintdkban jelen volt a kivant DNS szakasz
2000 bazis koriil, azonban a harmadik mintaban mar nem talaltuk. Ezért az 1-es és a 2-e€S minta
PCR termékeit EtBr tartalmt 1,2%-os agardz gélen futtattuk (10. abra), majd UV fény
segitségével a PCR termékeket kivagtuk a gélb6l. A GeneJET Gel Extraction kit segitségével
tisztitottuk. A futtatds utan kitisztitottuk a PCR termékeket.

Mo 2

NO26 (1
o
(D0 —

10. abra: A PCR termékek EtBr tartalmu gélen valo futtatisa a PCR termék tisztitasahoz

24



A transzformalas utan a plazmidokat Xhol Xbal enzimekkel emésztettiik, majd agaroz

gélre felvaltva vittem fel azokat, el6szor az emésztetlent és utana az emésztettet (11. abra).

v A N "
S o T A
TR R N C o -
U I
- - — - -
J‘Mr“_-'-‘i___'-a —‘--_
e BT B~
{OCO wee  tocomm- - . — 2 =
g - e =
o0

abra: agaroz gélen futtatott emésztetlen és emésztett plazmidok képe

11.
A ligalas eredményeként lathato, hogy az 1-es és az 5-0s helyen felvitt mintak esetén a

klonozas sikeres volt, a PCR terméket sikeresen ligaltuk a plazmidba.

A klont hagyoményos Sanger szekvenalassal szekvenaltattuk, amibdl kideriilt, hogy

sajnos nem a virust, hanem egy endogén afonya mRNS-t amplifikaltunk. Ennek elemzése

jelenleg is folyamatban van.
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4 Konkluazio

A bogyos gylimdlesok az elmult évtizedekben egyre kedveltebbek lettek a fogyasztok
korében, igy értheté modon a termesztésiik mértéke is megndtt. Azonban ezzel egyiitt jar az is,
hogy a gazdasagi jelentOssége ezen novényeknek nagyobb, és emiatt jobban oda kell figyelniink,

hogy ne fert6zédjenek meg kiilonb6z6 virusokkal a termények.

Ehhez ismeriink kell az ezen ndvényeket fert6zd kiilonb6zd virusokat, melyeket

kiilonbozé modszerekkel lehet vizsgalni és azonositani.

A nagyateresztoképességii szekvenalas (HTS) egy forradalmi mddszer, ami eldsegiti a
virusok azonositasat, igy a ndvényi virusdiagnosztikdban is elengedhetetlen szerepe lett.
Azonban mivel még egy friss modszer, ezért nincsenek kidolgozott protokollok sem a HTS
modszerekre, sem az azt kdvetd bioinformatikai elemzésekre. Ez pedig megkoveteli, hogy
kiilonb6zé modszereket kiprobaljunk ki, hogy a legalkalmasabbat megtalaljuk, viszont a

tradicionalis laboratoriumi modszerekkel torténd visszaigazolast nem tudjuk elhagyni.
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Osszefoglalas

A bogyos gylimdlesok egyre ndvekvo kereslete, €s igy mennyisége ¢és gazdasagi
jelentdsége miatt fontos veliik foglalkoznunk. Mivel a novényeket igen sokféle virus fertdzheti
¢s fertdézi meg, igy a ndvénynek és szaporitdbanaganak virusmentessége kiemelt fontossagu.
Ennek meghatarozasa pedig kivaloan alkalmasak a nagyateresztoképességli szekvenalasi (HTS)
modszerek, mivel ezekkel mind a mar ismert virusokat, mind a még ismeretlen, le nem irt

virusokat detektélni tudjuk.

A HTS moédszerek kiilonboz6 tipusainak remekiil hasznalhatoak virusdiagnosztikéara. A
tipusok abban kiiloniilnek el, hogy a szekvendlds alapjaul milyen nukleinsavat haszndlnak,
aminek kovetkeztében a mintak elokészitése tobbféle modon mehet végbe. A megfeleld HTS
technika kivalasztasa fiigg attol, hogy milyen nukleinsav kivonatokat keresiink és kivanunk
alkalmazni. A ndvényi virusoknal hasznaljak a kis RNS, a dsDNS, a TNA és a VANA
modszereket, a VANA-ndl a virionokbol kivont RNS-t szekvenaljuk, mig a masik harom

modszernél a virus RNS-t vagy DNS-t.

A kutatasom folyaman az NAIK-MBK Diagnosztikai csoportja altal kordbban kis RNS
HTS-sel szekvenalt mintaban vizsgaltam a virusfert6zottséget. A bioinformatikai elemzés soran
a mintaban feltételezetten megtalalhato virust, a BCCV-1-et igyekeztem visszaigazolni

hagyomanyos laboratoriumi RT-PCR kisérlettel.

A bioinformatikai elemzés sordn a rendelkezésemre allo konyvtarakban a szekvenalt
readekbdl contigokat épitettem, majd ezeket az NCBI GenBank adatbazisaban elhelyezett
referencia szekvenciakkal hasonlitottam 6ssze BLAST algoritmussal. Az illesztés alapjan a
mintankat valoszinisithetéen megfert6z6 virusra, a BCCV-1-re terveztem primert. A BCCV-1
jelenlétét virusspecifikus RT-PCR-rel ellendriztem, de sajnos a kapott jel egy endogén mRNS-
6l keletkezett. Eredményeim ramutatnak a kisSRNS HTS modszer azon sajatossagara, hogy a
szekvenalasi adatok sordan kapott eredményeket minden esetben sziikséges kisérletesen is

igazolni.
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Summary

Due to the growing need of berry fruits commercially, the quantity needed, and the
economic importance of the fruit has risen and continues to rise, therefore it is necessary to
research these them. These plants can be affected by many different viruses and it is common
for the plants to have diseases, so it is significant that both the plants and it’s reproductive
material. High-throughput sequencing (HTS) is an excellent tool to determine whether these
crops potentially have virus diseases since the HTS method is capable of detecting both known

and unknown virus sequences.

The different types of HTS methods are suitable for virus diagnostics. What
differentiates these techniques is the sort of nucleic acid used as the base of the sequencing,
hence the procedure of the sample preparations will have changes compared to one another. We
choose which HTS method based on the kind of nucleic acid we would like to use and/or look
for. For plant viruses, sSiRNA, dsDNA, TNA, and VANA are used, as well. With VANA the
RNA extracted virions are sequenced, meanwhile for the other three methods the viruses’ RNA
or DNA are used.

During my research, | examined a sample, which was previously sequenced by siRNA
technique by The Diagnostics Research Group of NAIK-MBK. During the bioinformatic
analysis we have found a virus, the BCCV-1, which seemed to be in our sample, possibly, thus

we planned RT-PCR reaction tests to confirm our assumption.

In the course of the bioinformatic analysis, | used the reads to build contigs from them
in the existing libraries and with the BLAST algorithm | fitted the contig to plant virus genomes
from the NCBI GenBank. | choose a virus, the BCCV-1, which was likely to be a virus that
infected our sample according to the similarities, and constructed primers for the virus. I used
the virus specific primers to perform RT-PCR, which failed to detect the virus. My results
highlight the importance of validation processes during SRNA HTS virus diagnostics.
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