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1. Bevezetés és célkituzések

A noOvényvirusok a ndvényt fertdzve, és megbetegitve a termés mindség- ¢&s
mennyiségbeli romlasat eredményezik, igy évrol évre jelentds gazdasagi karokat okoznak. Ezen
korokozok morfologiai, citoldgiai és hormonalis valtozasokat okoznak a ndvényekben, melyek
kiilonféle tiinetekben nyilvanulnak meg. Hatasuk lehet a ndvény ndvekedésére, fejlddésére, igy
kihatnak az éveld fasszaruak élethosszara, a terméshozamra, illetve a termés mindségére is.

Gazdasagilag fontos ndvényeink folyamatosan ki vannak téve ezen korokozok
tdmadésanak. Mivel a ndvényvédd szerek nem alkalmasak a fertézott ndvények
virusmentesitésére, igy a fertdzés megel6zésével érdemes és kell foglalkozni. Ilyen mddszerek
a rezisztenciara nemesités, a virusvektorok elpusztitisa, vagy a virusmentes szaporitdbanyagok
hasznalata (Horvath és Gaborjanyi, 1999). Az almafak szaporitdsa a fajtafenntartas érdekében
vegetativan torténik, igy a virusok mar magéval a szaporitéanyaggal kdnnyen atjutnak az uj
novényekbe. Ez a probléma kiilonds jelentdséggel bir az alma, mint éveld, fasszart novény
esetén, mivel az alma iltetvények egészségének megdrzése, virusmentes fenntartidsa
évtizedekig is fontos lehet.

Magyarorszagon az 0j gyiimolcsfafajtak nemesitésekor az anyandvényeket kotelezd
bizonyos virusokra szlirni. Almafak esetében ezek az alma klorotikus levélfoltossag (Salamon,
2007) (Apple chlorotic leaf spot virus - ACLSV), az alma mozaik virus (Apple mosaic virus -
APMYV), az almafa torzsbarazdaltsag virus (Apple stem-grooving virus - ASGV) és az almafa
torzsgodrosodés virus (Apple stem-pitting virus - ASPV). Ha az anyaté ezen virusok
valamelyikével fert6zott, akkor virus mentesiteni kell, ami &ltalaban a merisztéma, vagy
hajtascsucs in vitro szaporitasat jelenti. Mivel a virusok legtobbje a merisztémaba nem tud
belépni, igy az ebbdl nevelt in vitro ndvények is virusmentesek lesznek. Az ilyen elsddleges
tenyészetekbdl tobblépéses regeneracioval lehet a virusmentes anyandvényt felnevelni. A
virusmentes kiindulé allomanybol hozzdk létre késébb a virusmentes torzsallomanyt
(prebazist), majd a virusmentes torzsiiltetvényeket (bazist). A fajtanemesités folyamatanak
minden szintjén hatdsagilag eldirt ELISA teszt alapjan szelektaljak ki a fert6zott ndvényeket.
Mivel mar a nemesités is hosszu évekig tart, fontos hogy a szintén sokaig tartd virusmentesitési
folyamat alatt, és késobb is minél hatékonyabb legyen a fajtajeldlt torzsiiltetvényeken

alkalmazott, virusok sziirésére hasznalt diagnosztikai eljaras (Horvath és Gaborjanyi, 1999).
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specifikus ellenanyagon alapuld6 modszerek. Mivel a kopenyfehérje konnyen mutalddik és
ilyenkor a tesztek mar nem képesek kimutatni a keresett virust, érdemes érzékenyebb eljarast
alkalmazni. ELISA teszteket foként rutin ellenérzésekhez érdemes hasznalni, illetve amikor a
fert6zott novényben magas koncentracioban van jelen a virus, de mind a mono- mind a
poliklonalis ellenanyaggal vald reakciok soran gyakran 1épnek fel problémak (Berniak és mtsai,
2009). A fent felsorolt négy korokozé RNS virus, melyekben az RNS-ek mennyisége nagyobb,
mint a fehérjéké, illetve a virus RNS-ek tartalmaznak az adott virusra jellemz6 konzervativ
szakaszokat. Az ilyen ritkan mutal6do konzervativ szakaszokra tervezett specifikus primereket
haszndlva a PCR-alaptu eljarasok az ELISA teszteknél mdar hatékonyabbak, ami még
hatvanyozodik azzal, hogy az eljaras soran amplifikacio is torténik. Osszességében az RT-PCR
alapu modszerek akar szazszor érzékenyebbek lehetnek az ELISA teszteknél (Berniak és mtsai,
2009). Ezért tehat célszeri a nukleinsav-alapi diagnosztikai mddszerek kidolgozasdval és
fejlesztésével foglakozni.

Kisérleteim harom {6 céljaként tliztem ki, hogy:

1/ a négy kotelezben szlirendd virus detektdlasdhoz egy az ELISA modszernél
hatékonyabb PCR alapt diagnosztikai eljarast fejlesszek ki,

2/ az optimalizalt modszert alkalmazzam kiilonb6zd hazai izolatorhazban tartott
prebazis, valamint szabadfoldi termd és fajtajelolt torzsiiltetvények almafain,

3/ szekvencidjuk alapjan dsszehasonlitsam az izolatorhazban tartott és a szabadfoldi
fajtajelolt almafakban talalt virustorzseket, és

4/ a mintainkbdl készitett kisSRNS konyvtarak jgeneracios szekvenaldsaval atfogod

képet kapjak a vizsgalt fakat fert6z6 virusokrol.



2. Irodalmi attekintés

2.1 Az almafakat fertozo virusok

A virusok nem sejtes szervezddésti, mikroszkopikus méretii parazita organizmusok,
melyek az egész vilagon tért hoditottak. Minden ¢€l6lénynek, igy a novényeknek is vannak
virusos fertdzései. A virusok a gazdasejten kiviil virusrészecske, virion formajaban léteznek.
Orokitd anyagukat tartalmazé genombol, fehérjeburokbol (kapszid), és bizonyos esetekben
kiilsé lipid burokbol allnak.
védett génallomanyu virion fertdzéképes. Genomjuk lehet egy vagy kétszali DNS, illetve RNS.
Az ismert ndvényvirus-nemzetségekbdl 52-nek (>80%) RNS, és leginkdbb egyszala RNS
(~70%) az 6rokit6 anyaga (Horvath és Gaborjanyi, 1999). Az egyszali RNS virusok evolucidja
igen gyors, konnyen alkalmazkodnak a kornyezeti véaltozasokhoz mindig ujabb és Gjabb virus
variansokat hozva létre. Genomjuk atirdsat az RNS-fliggd RNS-polimeraz enzim végzi, mely
atlagosan minden tizezredik bézisnal hibat vét. A magas hibarata oka, hogy ez a polimeraz
mikodésekor nem igényel bazisparosodast (mig a DNS-fiiggé RNS-polimeraz igen, igy a
duplaszala DNS-genom nagyobb védettséget ¢élvez a mutagén hatasokkal szemben). Az RNS
genomban torténd kisebb szekvencia valtozasok mikroevoluciohoz, a nagyobb szekvencia
valtozdsok -mint a gének uUjrarendezddése, megkettdzddése, kiesése-, makroevolicidhoz
vezetnek. (Roossinck, 2015).

A virusok sikeres fertézésekor a gazdandvény gyakran tiinetekkel reagéal. Kompatibilis
virus-gazdandvény kapcsolatban a virus képes modositani a névény génexpresszidjat. A virus-
fert6zésre adott tiinetek tulajdonképpen ezeknek a molekularis szinten zajlé génexpresszids val-
tozasoknak a fenotipusos megnyilvanulasai. A makroszimptomak szabad szemmel is jol latha-
toak. Lokalisan - klorotikus, ill. nekrotikus levélfoltossag-, vagy szisztemikusan - mozaik, ér-
nekrozis, érkivilagosodas, levéldeformacio,- jelenhetnek meg. A mikroszimptomak szabad
szemmel nem lathato, anatomiai elvaltozdsok — ilyen példaul a kloroplasztiszok degeneralé-
dasa, kromoszoma-abnormalitas, intracellularis, vagy citoplazmatikus zarvanyok kialakulésa,
stb. Megfigyelték, hogy a virusfertézésre vald fogékonysagban vannak bizonyos tendenciak,

ugyanis a fiatal ndvényeket fogékonyabbaknak talaltak az idésebbeknél. Ezen kiviil a lagyszara



novények a fasszartaknal rendszerint gyorsabban képesek reagalni a fertézésekre (Horvath és
Gaborjanyi, 1999).

Csakugy mint ahogy az allatok, ugy a novények is képesek felvenni a harcot az dket
tamado kiilonféle korokozokkal. Az RNS-interferencia a ndvényekben olyan 6si, specifikus
mechanizmus, melynek szerepe van tobbek kozt a virusokkal szembeni védekezésben is. Ami-
kor az gytimoélcsfat tamadd RNS-virusok 6rokitd anyagukat a gazdandvénybe juttatjak, RNS-
fliggd RNS-polimerdz enzimiik komplementer szalat épit egyszali genomjukhoz, igy abbol
duplaszali dsRNS lesz, ami géncsendesitést indukal a novénygazdaban (Ahlquist, 2002). A
dsRNS-t a Dicer enzim 21-25 bazispar hosszasagu kis interferald6 RNS-ekre (siRNS) hasitja.
Tehat az ilyen siRNS-ek felhalmozodasa a szovetekben virusfertozést jelez. A siRNS-ek a tar-
nyitjak. A siRNS a RISC f6 komponensével, az Argonauta fehérjével komplexet alkot, egyik
szala degradalodik, a masik pedig aktivéalja az enzim komplexet. Ha a RISC a beleépiilt siRNS
szekvencidjaval teljesen, vagy kozel megegyezd szekvenciat tartalmazoé RNS-t talal a ndvényi
elnyomasat indukalja. A target RNS-r6l (amennyiben a siRNS viralis eredetli volt — virus RNS-
r6l) igy nemcsak hogy fehérje nem képzddik, de még le is bomlik. Tehat ily mdédon a ndvény
az RNS-interferencidjanak képességét a virusok elleni védekezésre képes hasznalni (1.4bra)

(Molnar és mtsai, 2005).



Virusfertozés folyamata I

1. abra RNS interferencia folyamata a névényben

Az almafakat szamos virus fert6zi, melyek legsulyosabb tlinetei- a gyiimdlcsok
deformalddasa, a terméshozam, illetve a termés méretének csokkenése, éretlentil valo lehullasa
és a fak 1d6 eld6tti kipusztulasa- egyben komoly gazdasagi karokat is okoznak. Kutatdsaimba
négy fontos almafédkat fert6z6 virust vontam be, ezek az alma klorotikus levélfoltossag virus
(Salamon, 2007) (Apple chlorotic leaf spot virus - ACLSV), az alma mozaik virus (Apple
mosaic virus - APMV), az almafa torzsbarazdaltsag virus (Apple stem grooving virus - ASGV)
¢és az almafa torzsgodrosodés virus (Apple stem pitting virus — ASPV), melyek mindegyike
egyszalu RNS virus.

Az ASGV, az ASPV ¢és az ACLSV is a Betaflexiviridae csalad tagjai, melyre jellemzd
a linedris, pozitiv egyszala RNS genom (~ 7 kb), 3° terminalis végén poliA farokkal (2. dbra)

(Internetes forrasok, 1. hivatkozas).



kopenyfehérje

2. abra Betaflexiviridae virionja

A virus fertdzése soran el0szor bejut a gazdasejt citoplazmajaba, ahol megszabadul a
kapszidtol, igy genomja szabadda valik. A genomi RNS-rdl (3. dbra) kozvetleniil transzlalodik
az RNS-fliggd RNS polimeraz (RdRp). Az egyszalu virdlis RNS replikacidval duplaszalit RNS-
t képez, mely ujabb egyszali RNS-eket hoznak létre. A virus szubgenomi RNS-¢ér6l transzla-
l6dnak a kopenyfehérjék és mozgasi fehérjék, melyekbdl ujabb, fertézoképes viruspartikulu-

mok szerelddnek Ossze (Internetes forrasok, 1. hivatkozas).

A _ORF1 =2 :
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3. dbra Betaflexiviridae genomszervezodése

Az ACLSV fertéz almafakat, ¢szibarackot, kortét, sargabarackot, szilvat, cseresznyét.
Az almafa levelein, illetve termésén sarga klorotikus, szalagos elszinezddést okoz. Az ASPV-t
alma ¢és Oszibarack fakon irtak le, jellemzo tiinetei a fatdrzs godrosodése, esetenként aprobb
levelek. Az ASGV virus gazdandvényei lehetnek az alma, berkenye, citrusfélék, birs, liliom,
sargabarack, cseresznye, 6szibarack, korte. Almafak a térzsén barna barazdakat okozhat (Inter-
netes forrasok, 3.4. hivatkozas).

Az eldz6 virusokkal szemben az APMV a Bromoviridae csalad tagja. Ezen csoport tag-
jai szintén pozitiv, egyszalu genomi RNS-sel rendelkeznek, &m ez 3 részre szegmentalt: RNSI,
RNS2 és RNS3-bol all. Burok nélkiiliek, ikozahedralis szimmetridji, gomb alaku virionjuk van,

mely 180 kopenyfehérjébdl all (4. és 5. abra) (Internetes forrasok, 2. hivatkozas).



4. dbra Bromoviridae virionja

A fert6z¢és itt is hasonldan zajlik, mint a Betaflexiviridae esetében. A virus a gazdasejtbe
jutva megszabadul kopenyfehérjéitdl, RNS-érdl 1a és 2a fehérjék expresszalodnak, melyek a
tovabbi replikacidhoz sziikségesek. A virus egyszali RNS-e duplaszaluva replikalodik és a to-
vabbiakban ez hozza létre az 11j egyszali RNS-eket. A kopenyfehérjéket a szubgenomi 4-es
RNS kodolja. A Bromoviridae csalddban a mozgasi fehérjék tubularis struktardk kialakuldsat
idézik eld, ezek segitségével terjednek a virionok sejtrél sejtre (Internetes forrasok, 2. hivatko-

Z4s).

RNS-1(3.4kb)
58— ORF1a | —3-0H

RNS-2 (3.1kb)

5@ 3-0H .
_— szubgenomi RNS-4 (1.0kb)

5. dbra Bromoviridae genomszervezodése

Az APMV kiilonféle Rosales fajokat, dszibarackfat fertéz, de megtamadja a nyirfakat,
komlot is. Széles gazdakorrel rendelkezik, 19 csalad tobb mint 65 fajabol irtak le. Jellemzo
tiinete a mozaikos, sarga levélfoltossag (Internetes forrasok, 5. hivatozas).

Az APMV-hez hasonld, osztott genomtl multikomponens-virusok szamos elényt élvez-
nek. A tobb, révidebb RNS szegment lehetové teszi, hogy megndjon a genom mérete anélkiil,
hogy probléma adddna az enkapszidacioval. A kis virionok konnyebben mozognak, terjednek

a novényben, illetve a vektorokkal. A transzlacid Onellendrzése egyszeriibbé valik és nem
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utolsd sorban a tobb szegmens az RNS-ek gyors rekombinacids ujrarendezddésére ad lehetdsé-
get. A multikomponensii genom a novényvirusok korében gyakori, mivel itt a rovarokkal tor-
ténd virusatvitelkor biztositott, hogy minden genom-komponensbdl legyen a fertdzés helyén

(Vos és mtsai, 1984).

2.2 Virusdiagnosztika jelentosége a novénynemesitéshben

A gytimolcsfak gazdasagi jelentdsége igen nagy. Emiatt szinte alland6 probléma, hogy
a virusok és egyéb korokozok a gytimdlcstermesztésben idordl idore nagy karokat okoznak. Az
gylimolcsfak szaporitasa raadasul a fajtafenntartds érdekében vegetativan torténik, igy a virusok
mar a szaporitéanyaggal is konnyen atjuthatnak az (ij névényekbe. Ez a jelenség kiilonds jelen-
toséggel bir a gazdasagilag fontos, éveld, fasszaru novények esetén, mivel az iltetvények
egészségének megorzése, virusmentes fenntartasa akar évtizedekig is fontos lehet. A virusok
ellen valo védekezés egyetlen hatékony modja a virusmentes szaporitdanyag alkalmazésa, mely
megteremti a feltételeket a névénynek, hogy jo mindségli gyiimolesot teremjen.(Kiss, 1998).
Magyarorszagon mar tobb évtizede allamilag kotelezd gyiimolesfak fajtanemesitésekor torzs-
konyvezéshez az anyandvényeket bizonyos virusokra szlirni. Almafak esetében ezek az AC-
LSV, ASGV, ASPV és APMV. Ha az anyatd ezen virusok valamelyikével fert6zott, akkor vi-
rusmentesiteni kell, ami altalaban a merisztéma, vagy hajtascsucs in vitro szaporitasat jelenti.
Mivel a virusok legtobbje a merisztémaba nem tud belépni, igy az ebbdl nevelt in vitro nové-
nyek is virusmentesek lesznek. Az ilyen elsddleges tenyészetekbdl tobblépéses regeneracioval
lehet a virusmentes anyandvényt felnevelni. Az almafékat a fajtanemesités minden szintjén
tesztelni kell a fent emlitett négy virusra, igy rendkiviil fontos a jol megvalasztott, érzékeny

virusdiagnosztikai modszer alkalmazasa.

2.3. Gyiimolcsfakon alkalmazott virusdiagnosztikai modszerek

Immar tobb mint 120 év telt el azodta, hogy els6ként sikeriilt kimutatni kérokozo,
nevezeten a Dohany mozaik virus (Tobacco mosaic virus, TMV) jelenlétét és terjedését. 1892-
ben Dimitrii Ivanovsky bizonyitotta, hogy a TMV-vel fert6zott dohanyndvény szovetnedvével
a korokozo atvihetd egészséges példanyra (Bos, 1999). Ez a felfedezés szolgal a ma is széles

korben alkalmazott biotesztek alapjaként. Ivanovsky felfedezése utdan a ndvényi virusok
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vizsgalatdhoz 0Osszetett vizsgalatok részeként elektromikroszkopiat alkalmaztak, amely
lathatova tette a virusok okozta élettani és szovettani elvaltozasokat. Elektronmikroszkopban a
¢s mtsai, 2011). Az elektronmikroszkdpids modszer draga, iddigényes €s az egyes virusfajok,
valtozatok nem azonosithatok, igy nagy igény volt mdas virusdiagnosztikai modszerek

felfedezésére.

2.3.1. Biotesztek

Az almafék biologiai tesztelésének szamos modjat ismerik és alkalmazzak. Az egyik
lehetéség, mikor lagy szara tesztnovényekre (példaul Chenopodium quinoa) mechanikai mod-
szerrel, inokuldlva viszik at a virusokat. Teszteléskor a virusfertdzott névény egy részét porce-
lanmozsarban szétdorzsolik, és a kapott szovetnedvvel inokuléljak a tesztnovények leveleit. Ezt
kovetden a tesztnovényeket kb. harom hétre 20-22 °C-os, vektormentes tiveghazban tartjak.

Uveghézi almafék tesztelése torténhet oltdssal vagy kettds oltassal: elséként a tesztnd-
vényt a vizsgalandé fa vesszejére oltjak, majd ezt a kombinéciot tovabb oltjak nyugalmi alla-
potban 1év6, meggyokeresedett, virusmentes alanyra.

Szabadfoldi fak virologiai tesztelésénél is kiilonféle atviteli modszereket alkalmaznak.
Ilyen példaul az egyszerli szemzés (a tesztnovény, illetve a vizsgalando fardl szarmazd szem
3—4 napos Osszetapasztasa), kettds szemzés (egymasra tapasztjak a vizsgalt farol és a tesztno-
vényrdl szarmazo szemeket, majd kovetkezd évben a vizsgalando fa-részrol kihajtd hajtast visz-
szacsipik). A szabadfoldi gyorstesztek aranylag rovidebb 1d6t vesznek igénybe (az egyik leg-
gyorsabb ilyen modszer az un. Shirofugen-teszt, ennek elvégzése 6 hétbe telik). Jelenleg tigy
tudjuk, a gyiimolestermd novények legmegbizhatobb biotesztelési mdodszere a szabadfoldi £6-
teszt. Ezt a modszert kozponti torzsiiltetvények ellendrzésére hasznaljak, mivel hosszl ideig
tart (a teljes teszt hossza 4 év), nagy munka- ¢€s teriiletigényli. (Bach és Szényegi, 1996).

Az biotesztek eldnye, hogy a tesztndvényeken kialakuld tiinetek alapjan egyértelmiien
lathatjuk egy mar ismert virus jelenlétét, emellett a modszer alkalmas virus aktivitas becslésére
is. Am ezeket az eredményeket mas, napjainkban ismert virusdiagnosztikai eljarasok is
konnyen produkaljak, sét, sok szempontbél messze feliilmiljak. igy a biotesztek idejétmultnak
tekinthetdk, rendkiviil nagy az eszkoz-, teriilet- és munkaigényiik, ezenfeliil még hosszu ideig
is tartanak. Nyilvanvalo hatranyai ellenére mégis széles korben hasznaljak megbizhatosaga

miatt (Bunikis és Barbour, 2002).
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2.3.2. Szerologiai tesztek-ELISA

Régota a szerologiai modszerek a legszélesebb korben alkalmazott virusdiagnosztikai

eljarasok (Horvath és Gaborjanyi, 1999). Kozilik a legnépszeriibbek az enzim-kapcsolt
immunszorbens vizsgalatok (Enzyme Linked Immunosorbent Assay, ELISA-tesztek), de
alkalmazzak a gyongy mikroszféra immunprobat (MIA) és a kettés géldiffuziot, dot-blottot, ill.
Western blottot is- bar ez utobbiak féként taxonémiai kapcsolatok felkutatasara alkalmasak. A
szeroldgiai tesztek az immunologidban ismert antigén-antitest reakciok alapjan mikddnek,
segitségiikkel a virus fehérjéi, foként a kopenyfehérje azonosithato.
Ezek eloallitasara kisérleti allatokat tisztitott névényi korokozoval injektalnak be. Mivel a
novényvirust az allat immunrendszere idegen anyagként érzékeli, reakcioba 1ép vele és
specifikus antitesteket termel. Ezen antitestek kivonhatok a vérszérumbol €s felhasznalhatok a
szerologiai tesztek soran.

Az Elisa-tesztek hamar a virusdiagnosztika egy f6 eszkozévé valtak, mivel gyorsabbak
és konnyebben kivitelezhetdek a kordbbi modszereknél. Eleinte poliklonalis antitesteket
alkalmaztak, igy késdbb a monoklondlis antitestek haszndlata tovabb ndvelte a tesztek
érzékenységét, specifitdsat (Boonham és mtsai, 2014). Az Elisa-teszteknél alapvetden indirekt
¢s direkt eljarasok kiillonboztetok meg. Az indirekt Elisa-teszteknél két ellenanyagot
hasznalnak (ellentétben a direkt tesztekkel). A reagenseket egy miilanyag hordozo (altalaban 96
lyuku plate) feliiletéhez kotik. Erre keriil az els6dleges antitesteket is tartalmazo szérum. Mosasi
1épés utan hozzdadjdk a masodlagos antitest-enzim konjugatumot is a reakcidhoz. Abban az
esetben, ha a masodlagos antitest elsddleges antitesthez koét, az enzim aktivalodik,
megvaltoztatja a szinét. Tehat a reakcid a lejatsz6do szinreakcid alapjan jol nyomon kdvethetd
egy fotométerrel a minta abszorbancia-értékeit leolvasva. Ennél az eljarasnal jelsokszorozas
érzékenyebb a direkt Elisa-teszteknél.

Az Elisa-tesztek hatranya, hogy az antigén-antitest kapcsolat reverzibilis, erdssége tobb
tényezo6tdl is fligg (pH, hémérséklet, oldhatdsagi, ill. egyéb kornyezeti viszonyok), az eltérd
koriilmények eltérd eredményhez vezetnek. Bar az ELISA-tesztek se nem olyan érzékenyek, se
nem olyan gyorsak, mint a nukleinsav alapu modszerek, nagyszamu minta vizsgéalatahoz jobban

alkalmazhatéak. A biotesztek szintén érzékenyebbek az Elisa-teszteknél, de a tesztnovények
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felnevelése sokaig tart €s csak kisszamu minta tesztelését teszi lehetévé (Horvath és

Gaborjanyi, 1999).

2.3.3. RNS alapu diagnosztikai modszerek - Polimeraz lancreakcio (Polime-
rase Chain Reaction, PCR)

Jelenleg a polimerdz lancreakcion alapuld virusdiagnosztikai eljardsok a
legelterjedtebbek koz¢é tartoznak. A PCR-reakcioknak szdmos fajtaja van, virusdiagnosztikaban
legnépszeriibbek a reverz-transzkripcios polimeraz lancreakcio (RT-PCR) és a multiplex-PCR.

A reakciohoz feltétlen sziikséges DNS templat. Tehat az RNS virusok esetében el0szor
az RNS-r6l cDNS-t kell késziteni reverz transzkripcioval, ez fog templatként szolgélni a PCR-
nél. A cDNS mell¢ a reakciohoz kell még mérni dezoxinukleotid-trifoszfatokat (ANTP), melyek
a szintetizal6dé DNS épitdkdvei és legalabb egy primer part (forward és reverse). A primerek
kb. 20nt hosszisagu oligonukleotidok, melyek kijelolik a PCR soran felszaporitandd DNS
polimerdz is, ez a szintézist végzd enzim. Az Osszemért elegyet sok egymast kdvetod,
haromlépéses (denaturacid, annelalds, extenzid) ciklus soran inkubdljék, ahol a hdrom lépés
mindegyike eltéré hdmérsékleten megy végbe. A reakcid utdn a mintdkat rendszerint agaroz
gélen valasztjak el molekulaméret szerint. Mivel a PCR-reakcié soran amplifikalddik a virus
orokitéanyaganak egy adott részlete, a korokozo detektalasahoz elég ha a kiindulasi RNS
kivonat csak kis mennyiségii virus RNS-t tartalmaz (Bunikis és Barbour, 2002).

A multiplex-PCR moédszer kettd, vagy akar tobb virus egyidejii kimutatasat teszi
lehetdveé oly mddon, hogy a kiilonféle virusokra tervezett primer parokat egy reakcioba mérjiik
bele. Ha a primerek altal kozrefogott nukleinsav-darabok hossza kelld mértékben eltér
egymastol, agar6z gélen méret szerint elvalasztva a mintat egyszerre detektalhato két, illetve
ugyanezen az elven akar tobb virus jelenléte is. Giorgio Gambino 2015-ben megjelent cikkében
9 szolovirus egyidejii kimutatasat mutatja be nagyon elegansan, egyetlen multiplex-PCR
modszerrel (Gambino, 2015).

A PCR technika eldnye elsdsorban nagyfoku érzékenységében rejlik. Osszességében az
RT-PCR alapti modszerek akar szazszor érzékenyebbek lehetnek az Elisa-teszteknél (Berniak
és mtsai, 2009). Altalinosan alkalmazhaté, az Elisa-teszteknél gyorsabb, illetve a primerek
gyartasa rovidebb idébe telik, mint az 0j antitesteké és koltségkimélobb is (Boonham és mtsai,

2014). A modszer hatranyai koz¢é tartozik, hogy maga a miiszer draga, illetve hogy a primerek
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tervezéséhez ismerniink kell a keresett virusok szekvenciajat (vagy legalabb azok egy részét).
Primer tervezésnél mindig hibaforrast jelent, hogy a mintainkban levd virus genomszekvencigja

eltérhet attol a referenciagenom-résztdl, mely alapjan a primereket tervezziik.

2.3.4. RNS alapti diagnosztikai médszerek - Ujgenerdcios szekvendlds: Illu-
mina szekvendalds

Az Ujgeneracios szekvenalds (Next-Generation Sequencing, NGS) korszerli, nagy
hatékonysagu, gyors ¢és koltségkiméld moddszer, mely nukleinsav szekvenalasan ¢és
bioinformatikai analizisén alapul. Ezt alkalmazva csak néhany szaz bazispar hosszii DNS,
illetve RNS fragmentum szekvenalhatd, d&m mivel nagy ateresztoképességiiek (high-
throughput), egy adott mintabol tobb millio szekvenciat (read-et) le lehet olvasni. Az
ujgeneracios szekvenalasoknak sok fajtaja 1étezik — ezek koziil novényvirusok diagnosztikéja
soran a Roche 454-et és az [llumina/Solexa szekvenaldst hasznaljak leggyakrabban (Barba és
mtsai, 2014).

Az lllumina/ Solexa szekvenalas soran a DNS egyik végére timin talnyuld véget
tartalmazé adapter DNS-t ligdlnak, amely alapjan a DNS-szdlak a szekvenald lemez
komplementer primereihez képesek hibridizalni. Ezek a tovabbiakban templatként szolgalnak,
err6l szintetizdlodik az 0 DNS. A DNS szélakat ,bridge-PCR” modszerrel lokélisan
felamplifikaljak. Ezutan a tényleges szekvenalas ugy torténik, hogy elongacidkor fluoreszcens
dNTP-ket hasznalnak és ezek jelét leolvasva torténik a nukleotidsorrend meghatarozasa. A
modszer kiilonlegessége abban rejlik, hogy a lokalisan 1étrehozott kolonidk nagy mennyiségben
tartalmazzak a keresett szekvenciat. Ebben rejlik az eljaras érzékenysége is: a bazissorrend
leolvasasa utdn a mar ismert szekvencidkhoz illesztik Oket, majd lefedettségiik alapjan
hatdrozzak meg az egyezés mértékét. A kapott szekvencidk bioinformatikai analizissel
vizsgalhatok tovabb.

Az elézbekben targyalt modszerek meghatarozo korlatja volt, hogy csak a mar ismert
virusok kimutatdsara alkalmasak, mert sziikséges hozzéajuk virusfehérjére specifikus antitest,
vagy genomjuk legalabb egy részének szekvencidja, a primerek megtervezéséhez. Ezzel
szemben az Ujgeneracios szekvenalasok hasznalataval egy mintabol akar egy ismeretlen virus
teljes genomja is meghatarozhatd (Massart és mtsai. 2014). 2009-ben az els6k kozott sikertilt
egy addig még ismeretlen virust meghataroznia, illetve genomjat 6sszeszerelnie Kreuze-nak és

munkatarsainak, akik siRNS-extraktum szekvenalasat kovetden Illumina Genome Analyzer
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szekvencia 0sszeszereld szoftverrel tobb, mint 1000 nt hosszu kontigokat szereltek 6ssze. Sok

koziiliik egy addig még ismeretlen ndvényvirusbol szarmazott (Kreuze és mtsai, 2009).
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3. Anyag és modszer

3.1. Novényi mintak

A Kkisérletekhez magyarorszagi alma mintékat hasznaltam fel, melyeket egyiittmiikodo
partnereink, a Corvinus Egyetem kutatoi gytjtottek szabadfoldi termd iiltetvényekrol,
szabadfoldi fajtajelolt torzsiiltetvényekrol, illetve izolatorhazban nevelt fajtajeloltekrol. A
vizsgalatba bevontam az Ev Faja 2013 versenyt megnyert, és 2014-ben az eurdpai Ev fija
versenyen 2. helyezést elért 280 éves godolléi Oreg Vackorfat is. Igy sszesen 21 kiilonbozé
iiltetvényrdl szedett levélmintat hasznaltam fel kutatasom soran (1. tabldzat). A ndvényi

mintakat a mintavételtdl a felhasznalasig -70°C-on taroltam.

1. tablazat A kisérletekhez felhasznalt alma mintak

Fajtajeloltek
Szabadfoldi
Termd dltetvényrdl: Izolatorhazbol: torzsiiltetvényrol: Egyéb:
Soroksar, MT-12 44.fa Rosmerta izolatorhdz Rosmerta_szabadfold (Godollo,
- - Oreg Vackor

Soroksar, MT-12 Il_6
Soroksar, 13 2
Ujfehérto, bio tabla

Hesztia izolatorhaz
Artemisz_izolatorhaz

Cordelia_izolatorhaz

Hesztia szabadfold
Artemisz_szabadfold
Cordelia_szabadfold

Ujfehérto, rezisztens tabla
Vamosmikola, Golden D

Véamosmikola, Jonagold

Vamosmikola, Idared
Zalaszant6, "Fuji"
Breznan, Golden D
Tamasi, Szarkahegy
Ujfehérto, Freedom
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3.2. RNS kivonas

A minték tesztelésé¢hez 0,1-0,15 g ndvényi szovetbdl vontam ki RNS-t Gambino és
munkatarsai protokollja alapjan (Gambino és mtsai, 2008). Roviden: dorzsmozsarban
homogenizalt mintahoz 17 pl B-mercaptoetanolt €s 850 ul 65°C-ra eldmelegitett extrakcios
puffert (EB: 2%CTAB+ 2,5%PVP+ 100mM Tris-HCI (pH 8,0)+ 25mM EDTA+ 2M NaCl)
adtam. 10 percre 65°C-os vizfiirdébe raktam, idonként vortexeltem Oket. Ezutan 850 ul
kloroform:izoamilalkohol (24:1)-t adtam hozza, majd centrifugaltam (13.000 rpm) 4°C-on 10
percet. A centrifugalas utan kialakult feliiliszot 800 pl kloroform:izoamilalkohol (24:1)-ba
mértem, majd ismét centrifugaltam (13.000 rpm) 4°C-on, 10 percig. A feliilisz6t (kb. 450 pl-
t) 250 pul 9M LiCl-hoz mértem, 30 percre jégre raktam, majd centrifugaltam (13.000 rpm), 4°C-
on, 20 percig. Ledntottem a feliiliszot és a csapadékra 450 pl 65°C-ra melegitett SSTE-t (SSTE:
1M NaCl+ 0,5%SDS+ 10mM Tris-HCI (pH 8,0)+ 1mM EDTA (pH 8,0)) és 450 ul kloroform:
izoamilalkoholt mértem, majd lecentrifugaltam (13.000 rpm) 4°C-on, 10 percig. A feliiluszobol
400 pl-t ramértem 280 pl izopropanol és 30 ul 4M NaAcetat (pH 5,2) keverékére, ezt 4°C-on
centrifugaltam (13.000 rpm) 20 percig. Az Eppendorf-csévek aljan maradt csapadékot
atmostam 1 ml 70% hideg EtOH-al, 4°C-on centrifugaltam (13.000 rpm) 5 percig, majd
ledntottem az alkoholt. Ezutan 10 percig szaritottam a mintakat speed vac-ban, majd a
visszaoldast 25-25 pl steril milliQ tisztasagu vizzel (MQ) végeztem el.

Az RNS tisztitas sikerességét a mintdk gélelektroforezissel- 1,2%-o0s agar6z gélen -
torténd szétvalasztasaval ellendriztem. Az egyes mintdk toménységét és szennyezettségét a
teljes spektrum felvételére alkalmas NanoDrop 2000 UV-VIS spektrofotométerrel mértem. Egy
iltetvényrél 6-12 RNS kivonast végeztem. A mindség-ellenérzés utan az RNS-t tekintve

megfelelden tomény mintakat 6sszemérve pool-t készitettem.

3.3. c¢DNS szintézise RT-PCR-rel

3.3.1. ¢cDNS szintézise reverz transzkripcioval

A virusok kimutatasara szolgdld PCR soran virusspecifikus primerekkel DNS
fragmentumokat tudunk felszaporitani, amihez elébb a tisztitott RNS-bol cDNS-t kell

szintetizalni és csak ezutan kezdheto el a korokozok kimutatasa a mintakbol.
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A reverz transzkripciot a Thermo Scientific RevertAid First Strand cDNA Synthesis
Kitjével végeztem a kit hasznalati leirdsa alapjan. Roviden: 0,25 pl random primerhez
templatként 500 ng tisztitott RN'S-t adtam, majd desztillalt vizzel 3,12 pl-re egészitettem ki az
oldatot és jégre tettem. Gyors centrifugalds utdn denaturaltam (5 perc, 65°C). Utana jégen
hozzaadtam 1,88 pl-t a kdvetkezd keverékbdl: mintanként 1 pl 5x Reaction buffer + 0,5 ul 10
mM dNTP + 0,125 pl Ribolock RN4z inhibitor + 0,25 pl RevertAid RNS polimerdz enzim. A
mintakat 25°C-on, 10 percig annelaltam, 42°C-on 50 percig, majd 45°C-on 10 percig (cCDNS
szintézis) inkubdltam, végiil 70°C-on 5 percig inaktivaltam az enzimet. A cDNS-t a PCR

reakciokhoz 10-szeresére higitottam

3.3.2. ¢cDNS mindségének ellenorzése (Aktin teszt)
Ahhoz, hogy leellendrizzem, vajon sikeres volt-e a reverz transzkripcié és megfeleld

minéségli ¢cDNS-t nyertem-e, Malus domestica aktin mRNS-ére terveztem specifikus

primereket, melyekkel PCR reakciot mértem Ossze.
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3.4. Primerek tervezése

3.4.1. Primer tervezés Malus domestica aktin mRNS-re

Az irodalomban (Hassan ¢s mtsai, 2006) (Menzel és mtsai, 2002) a virus-kimutatasra
hasznélt protokollokban a cDNS szintézisét egybdl koveti a virusspecifikus primerekkel
torténd, diagnosztikai PCR reakcid. Laborunkban e két 1épés kozé beiktatjuk a cDNS
mindségének ellendrzését szolgalod, altalunk ,,aktin tesztnek” nevezett eljarast. Ehhez sziikséges
az almara specifikus aktin mRNS-re primereket tervezni.

Az NCBI oldalan megkerestem a Malus domestica aktin mRNA szekvencijat
(AB638619.1). 20 bp hosszli, PCR-hez hasznalhat6 forward €s reverse primert terveztem ugy,
hogy kb. 600 bp-t fogjanak kozre. A primer tervezéskor figyeltem arra, hogy a 3’ vég mindig
citozin, vagy guanin legyen, ¢és hogy ne legyen sok (>3db) bazisismétlodés a
primerszekvenciakban. A két szakasz alkalmassagat PCR Primer Stats programmal
ellendriztem le (hémérséklet optimum, stb.).

Az aktin mRNS darabjanak amplifikdldsdhoz a 2. tdblazatban lathaté primereket

hasznaltam.

2. tablazat Aktin mRNS-re tervezett primerek

Primerek Szekvencia (5'-3") Termék hossza (bp)

Mxd_aktin-F  GGAACTGGAATGGTGAAGGC 719

Mxd_aktin-R  GCTCCAATTGTGATGACTTG

A reakcid 6sszemérésekor a Thermo Scientific Phire Hot Start Il DNA Polymerase-at
hasznaltam. A teszt soran 14,5 pl reakcidelegyhez (1 reakciodra: 9,4 pul MQ + 3,0 pl 5xPhire
puffer + 0,75 pul (10 pmol/pul) Mxdaktinls primer + 0,75 pl (10 pmol/ul) Mxdaktin719as primer
+0,3 ul 10mM dNTP + 0,3 ul Phire enzim) 0,5 ul 10xhig cDNS-t adtam. Negativ kontrollként
cDNS helyett MQ vizet hasznaltam templatként. A PCR reakcio soran eldszor 98°C-on 30
masodpercig denaturaltam a DNS-t. Ezt kovette 35 ciklusban: denaturalas 10 masodpercig
98°C-on, anneldlds 10 masodpercig 55°C-on és az elongacio 20 masodpercig 72°C-on. Végiil
1 percig 72°C-on lancépitéssel zarult a reakcio. A kapott PCR termékeket 1,2%-0s agar6z gélen

gélelektroforezissel ellendriztem.
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3.4.2. Primer tervezés a négy alma karantén virusra

Az irodalomban hasznalt primerek szekvenciait (Hassan és mtsai, 2006) (Menzel és
mtsai, 2002) a Clustal Omega illesztéprogrammal hasonlitottam 6ssze az NCBI, GenBank-ben
talalhat6 virusszekvenciakkal (Fiiggelék 1., 2., 3., 4. abra). Mivel ezek a primerek nem voltak
elég specifikusak ujabbakat terveztem, az alma aktin primer tervezésénél mar leirt modon.
Igyekeztem minél tobb virusvarians szekvencidt bevonni a tervezésbe, hogy azok minél
reprezentativabban mutassak a kiilonbozd variansok szekvencidjaban mutatkozd diverzitast
(Malinowski, 2005). A primer tervezéshez az ACLSV esetében 14, az APMV esetében 13 az
ASPV ¢s az ASGV esetében 6 GenBank-ben taldlhatd virusszekvencia illesztését vettem

figyelembe. A négy virusra tervezett primerek szekvenciai a 3. tdblazatban lathatok.

3. tablazat 4 alma virusra tervezett primerek

Primerek Szekvencia (5'-3") Termék hossza (bp)

ACLSV-F  AGACCCCTTCATGGAAAGACAGG 672

ACLSV-R  CTATTTATTATAAGTCTAAACACT

APMV-F CCGTGAGGAGGACAGCTTGG 487

APMV-R CAGATCTTCATCGATAAGTAGAAC

ASPV-F CTGGAACCTCATGCTGCAAACTC 384

ASPV-R CACACATAGCCGCCCCNGTTAGG™*

ASGV-F GAATTGAAAACCTTTGCTGCCAC 337

ASGV-R GACTYCTAACCCTCCAGTTCCAG**

* N jelentése: A, vagy C, vagy T, vagy G
**Y jelentése: C, vagy T
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3.5.  Alma cDNS pool

A kiilonbozo iiltetvényekrdl szedett 10 fajta alma mindegyikének 10-szeresére higitott

CDNS-éb61 3-3 pl-t 6sszemértem, igy 6sszesen 30 ul 10-szer hig Alma cDNS Pool-t kaptam.

3.6. Gradiens PCR

A PCR-t ugy allitottam be, hogy egymas melletti oszlopai 6 kiilonb6z6 hdmérsékleten
végezzEek az annelalast, igy egy sort tekintve balrél jobbra emelkedd homérséklet gradienst
értem el. A sorokat felosztottam a vizsgalt virusok kozott, igy az 1. sorban APMV primereket,
a 2. sorban ASPV primereket, a 3. sorban ACLSV primereket, mig a 4. sorban ASGV
primereket hasznaltam. Minden sorban teszteltem a 6 kiilonb6z6 hémérsékletre a primereket.
Negativ kontrollként a 3.0szlop szolgalt, ahol a mintakhoz templatként MQ-t adtam. A gradiens

PCR soran nyert termékeket gélelektroforezissel ellendriztem 1,2%-os agar6z gélen (6. abra).

Tannelélési:

Templat: / Pool Pool MQ_ Pool  Pool ' Pool

Lsor: APMV | @ sYaYN: 3
] — - e e
o | C IR )5 N0 7N
> = J, \\v
NS
Ta N
WY

4.sor: ASGV[ L. ’@
@)

)
2

6. abra A gradiens PCR sordan a PCR késziilék kiilonbozo pozicioiban osszemért virusspecifi-
kus primerek és az anneldlasi homérsékletek elrendezése.
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3.7. Multiplex-PCR

3.7.1. Virusprimerek miikodésének tesztelése

Az eljaras soran a Thermo Scientific Phire Hot Start I| DNA Polymerase-at és Phire Green
Reaction Buffer-ét hasznaltam. Az egyedi PCR soran 9,4 ul MQ-t, 3,0 ul 5xPhire puffert, 0,75
ul (10 pmol/ul) forward virusprimert, 0,75 pl (10 pmol/ul) reverse virusprimert, 0,3 ul 10mM
dNTP-t, 0,3 pul Phire polimeraz enzimet és 0,5 pl 10xhig cDNS templatot mértem 6ssze. A PCR
kezdeti 1épéseként elodenaturaltam a cDNS-t (98°C-on 30 msp.). Ezt 35 ciklusban kovette a
denaturacio (98°C-on 10 msp.), az annelalas (55°C-on 10 msp.), majd az elongacio (72°C-on
20 msp.). A végso 1épés, a lancépités (72°C 1 perc) volt. Az amplifikalt termékeket agaroz gélen

(1,2%) valasztottam el.

3.7.2. Virusdiagnosztika alma mintikon duplex-PCR-rel

A multiplex PCR abban kiilonbdzik az egyedi PCR-tdl, hogy ilyenkor egy reakcidohoz kettd
vagy tobb primer part mériink, igy 1d6t és anyagot takarithatunk meg. Idedlis esetben a
kiilonb6zd Osszemért primer parok altal felamplifikalt DNS szakaszok hossza eléggé eltér
ahhoz, hogy késdbb elektroforezissel agardz gélen elvalasszuk a PCR terméket. A multiplex
reakciokat optimalizalni kell: a felszaporitott termékek hossza eltérd kell, hogy legyen, a
primerek egymadssal nem reagalhatnak. Az optimalizéséldhoz kiilonféle kombinaciokban
probaltam ki a négy almavirusra tervezett primerpart:
duplex: ACLSYV (672bp) x ASPV (384bp);

APMV (487bp) x ASGV (337bp);
ASPV (384bp) x ASGV (337bp),
triplex: ACLSV (672bp) x APMV (487bp) x ASPV (384bp),
tetraplex: ACLSV (672bp) x APMV (487bp) x ASPV (384bp) x ASGV (337bp).
Mivel a kombinéciok koziil a duplexek jol alkalmazhatonak tlintek, ezt az dsszeallitast

hasznaltam a tovabbiakban a kiilonb6z6 magyar iiltetvényekrdl szarmazo minték tesztelésére.
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3.8. PCR termék tisztitasa, szekvenalasa

A PCR soran keletkezett termékek szekvenancidjat meghataroztuk, hogy igazoljam: a
virusok kimutatasara tervezett primereim valoban a keresett virusokat szaporitottak fel.

Szekvenalés elétt a DNS mintdimat a Geneaid PCR DNA Fragments Extraction Kit
hasznalataval (a PCR Clean Up Protocol kitleiras alapjan) tisztitottam meg a mintdkban maradt
enzimt6l és be nem épiilt nukleotidoktol. Roviden: 47 ul PCR termékhez 250 ul DF puffert
adtam. Ezt az elegyet DF oszlopba pipettaztam at, majd lecentrifugaltam (30 msp., 14.000 rpm).
Az atfolyo ledntését kovetden 600 ul Wash puffert mértem a DF oszlop kozepére és egy perces
allas utan 30 msp-ig 14.000 rpm-en centrifugaltam. Az atfolyot ismét ledntdttem, majd
centrifugaban szaritottam az oszlopot (3 perc, 14.000 rpm). A DF oszlopra 25 u1 Elucios puffert
pipettaztam, ezt 2 percig hagytam allni, majd 2 percig centrifugaltam 14.000 rpm-en. A tisztitott
DNS terméket 1,2%-0s agardéz gélen futtatva ellenériztem, majd a BIOMI Kft.-vel
meghataroztattam a bazissorrendjét.

Az eredményiil kapott bazissorrendet a virus specifikus primerek tervezésekor mar
hasznalt GenBank - virusszekvencidkkal a Clustal Omega program segitségével hasonlitottam

Ossze (7. ébra).

Hestia, i. AAAGCTTTTGAAAAGAGCCCTTGGGTGGCTTTTGATTTTGCCACCGGTCTTAAAATGAAC
D14995.2 AAAGCTTTCGAAAAAAGTCCATGGGTGGCCTTTGATTTTGCCACTGGTCTGAAAATGAAT
NC 001749.2 AAAGCTTTCGAAAAAAGTCCATGGGTGGCCTTTGATTTTGCCACTGGTCTGAAAATGAAT
JN701424.1 AAAGCTTTCGAAAAAAGCCCGTGGGTGGCATTTGACTTTGCCACCGGTCTCAAAATGAAT
Jo308181.1 AAAGCTTTCGAAAAAAGCCCGTGGGTGGCATTTGACTTTGCCACCGGTCTCAAAATGAAT
AB004063.1 AAAGCTTTTGAAAAAAGCCCTTGGGTGGCATTTGATTTTGCCACCGGTCTAAAAATGAAT
Vamos., Idared AAAGCTTTTGAAAAGAGCCCTTGGGTGGCTTTTGATTTTGCCACCGGTCTTAAAATGAAC
Artemis, sz. AAAGCTTTTGAAAAGAGCCCTTGGGTGGCTTTTGATTTTGCCACCGGTCTTAAAATGAAC
Rosmerta, sz. AAAGCTTTTGAAAAAAGCCCTTGGGTGGCTTTTGATTTTGCCACCGGTCTTAAAATGAAC
Artemis,i. AAAGCTTTTGAAAAGAGCCCTTGGGTGGCTTTTGATTTTGCCACCGGTCTTAAAATGAAC
Jx080201.1 AAAGCTTTTGAAAAAAGCCCTTGGGTGGCTTTTGATTTTGCCACCGGTCTTAAAATGAAC
HEO978837.1 AAAGCTTTTGAAAAGAGCCCTTGGGTGGCTTTTGATTTTGCCACCGGTCTTAAAATGAAC
Véamos ., Jonagold AAAGCTTTTGAAAAGAGCCCTTGGGTGGCTTTTGATTTTGCCACCGGTCTTAAAATGAAC
Hestia,sz. AAAGCTTTTGAAAAGAGCCCTTGGGTGGCTTTTGATTTTGCCACCGGTCTTAAAATGAAC

khkkhkhkkhkkhkhkkh Kkhkhkkhkk Khk kk khkkhkhkkhkkhkhkk KAhkhkkhk hhkkhkkkAhkkhkk Kkkhkkkkh KAhkkAkkkkhk

7. abra PCR technikaval felamplifikalt ASGV virusszekvenciak (sziirkével kiemelve) 6sszeha-
sonlitasa hét, GenBank szekvenia adatbazisban talalt ASGV térzs bazissorrendjével (részlet).

Az Osszehasonlitas soran mindig volt a virustorzsek szekvenciai kozott par bazisparnyi
kiilonbség - aminek oka a virusok gyors adaptacidja, de az eredmény mindig azt mutatta, hogy

a PCR reakci6 altal felsokszorozott DNS termék valoban a keresett virusbol valo.
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3.9. Filogenetikai elemzések

Az izolatorhdzban és a szabadfoldi fajtajelolt almamintakon elvégzett PCR eljaras utan
a felamplifikalt virus darabok szekvenciait Clustal Omega illesztoprogram segitségével

hasonlitottam Ossze.

3.10. KisRNS konyvtar készités

Az almalevél-mintakbdl kivont totdl RNS frakciokbol kisRNS konyvtarakat készitettem
az [llumina TruSeq Small RNA Sample Preparation protokollja alapjan.

A kisRNS konyvtarak készitésekor az total RNS-t tartalmazo kivonatot 8%-os ureat
tartalmazo poliakrilamid gélen méret szerint elvalasztottam, majd UV-fény alatt kivagtam a
kisRNS frakcionak megfeleld mérettartomanyban (xilén-cianol és bromfenolkék festékek

alapjan) talalhato RNS-eket (8. abra).

Freedom Oreg Vackor

8. dbra KisRNS mérettartomanydnak kivagasa a referencia festék (a kék keretezés alatt lat-
hato sotet csik) alapjan, 8%-os, ureas akrilamidgeélbdl

A géldarabokbol azZRNS-t 0,3 M NaCl oldattal nyertem ki (razatas mellett 4°C-on overnight
inkubdléssal), majd alkohollal kicsaptam. A visszaoldott, tiszta kisSRNS-hez 3’ és 5’ végeihez
adaptereket ligaltam. Ezutdn a Thermo Scientific RevertAid H Minus Reverse Transcriptase-
aval RT-PCR soran cDNS-t szintetizaltam, amit az [llumina mintanként egyedi, specialis RNA
PCR primer index szekvenciainak felhasznalasaval PCR-el amplifikaltam. Ellenérzésképp 8%-
os nativ poliakrilamidgélen futtattam meg a cDNS konyvtarakat, melyek az ellen6rz6 festékek

két mérettartomanya kozé (140-160 bazispar) keriiltek az elvalasztasnal (9. dbra).
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Freedom Oreg Vackor
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9. abra KisRNS konyvtarak ellenorzo futtatasa 8%-os akrilamid gélen

Végiil 0,3 M NaCl oldattal (razatas mellett, 4°C-on, overnight inkubdaléssal) visszaoldottam
a g¢lbol a cDNS konyvtarakat, melyek mindségellendrzését a szekvenalast is végzé UD

Genomed (Debrecen) végezte. Tesztjik igazolta, hogy a kisRNS konyvtarak mindsége

megfeleld a szekvenalashoz (10. ébra).
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10. abra Az Oreg Vackor kisRNS konyvtar szekvendlasdanak ellendrzése

3.11. Szekvencia adatok bioinformatikai elemzése

A visszakapott szekvencidk feldolgozasat bioinformatikai modszerekkel végeztiik

programmal készitettiik el.

Molnér Janos segitségével, aki az MTA Enzimolégiai Intézetének munkatarsa. Mivel a kisRNS
szekvencidk végein még ott voltak az adapterek, eldszor ezeket el kellett tavolitani, ezt a

Trimmomatic programmal végeztiik. A kisRNS szekvencidk méret szerinti eloszlasat Glen

A konyvtarainkat a DPV (Descriptions of Plant Viruses) virus-referenciagenomokat
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tartalmazo adatbazisara illesztve egy virus taldlati listat generdltam. A hibds illesztések
kisziirésére lefedettségi abrakat is generdltam. Ehhez az adott kisSRNS konyvtarat a vizsgalt

virus GenBank-ben talalhat6 referenciagenomjara illesztettem. Az elézdekben leirtakon kiviil




genomosszerakast is alkalmaztuk, melyhez Velvet programot (Zerbino és Birney, 2008)

hasznaltuk.

3.12. Uj, specifikus virusprimerek tervezése

A Malna tarkazottsag virus (Raspberry leaf mottle virus, RLMV) virusbdl sok read-et
mutatott ki a szekvenalas, igy kivalasztottam harom olyan konyvtarat, mely nagyszamu RLMV
read-et tartalmaz, ezek a Zalaszantd (Fuji), izolatorhazas, ill. szabadfoldi Rosmerta mintak

voltak (11. &bra).

Néw RLMYV
Lalaszantd, Fuji TS|  «13
v13
b
13193366 | r=ad PR 123148
raa{'.-'mﬂliugv
nrzad | 137334
Rosmerta i1 v13
v13
b
10962883 | readPCRQ 15445
rmadmillic |
n rzad 15300.06
Rosmerta sz v13
v13
b %
11016007 | r=26PCRQ_ 22327
read'millic
nrzad | 2253,72

11. abra 3 alma konyvtar adatai RLMV-re

Ezek SAMtools fajljait illesztettem Clustal Omega programmal egymashoz, illetve az
NCBI, GenBank-ben talalhato referenciagenom (NC_008585.1) Hsp70-et kodolo régiojahoz.

Ahol illeszkedést talaltam, oda primereket terveztem (4.tablazat és 12. abra).

4. tablazat RLMYV-re tervezett virus primerek

Primerek Szekvencia (5'-3") Termék hossza (bp)
RLMV_F GTGTTTGCTCTTACAGTGCGG 340
RLMV_R TTTCGGCGTCAGACAGTATAC
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RIMV Hsp70({11244..13043) GATT TG RCEACTTTTTCRACCETCTCTE T TT TAG T EEEECETEATGOETEITTECTE

40 I8z NN AN NN NN A AN NI AN NN AN A NInnInonmnnmmt gt t tact o
41 T75 1 NN N NN AN N AN AN NN AnnnnInnnnonnnnmnonnonmnnmm gt t tget o
43 T75 5 NN NN AN NN NN AN AN N AN AN O N Innrnngatgegtgt t tgot o

Wl e e o e

EIMV Hsp70({11244..13043) TR T T T T T T A T CC A O CTC T TT TCTT T OO AT CTACERACAR AT
40 Z5=z ttacagtgoCgt tN NN NN NI AN I AN T T I T TR T T AT N T AT N L TN T
41 T75 1 ttaragtgogg NN NNINANNNNNn NN AN AN N A A AN T AN A TN A AN A AN
43 T75 &5 ttacagtgoggt tnnnnNnnnn NN NNnRn NN NNO AN AN NN AN AN AN N AN N AN Annnnn
o ok el ke e ok e e e
EIMV Hap70(1l1244..13043) GITTACT AT AR T A CAT TTCAT COACCETICCAR RGO TARR GECOECCTACTTIC
40 Z5= IR TN NI L FR P I N FIN T FIEL T T A FL AL I NN A AN A N NN N NN AN AN N AN A AN AN annn
41 T75 1 FLTLTIN N TN N FEL TR T T TN T FEL T T AN T L T NN A N A N NN N NN A AN AN I A AN AN N
43:ITE-:5 LTI C T T T T I Tl T T F T I FL T T F I T T E L T FL T FL T T T T T T TIF T TN T TN FIFLTIFLTATL
RIMWV Hsp70(11244..13043) A AT T T AL A T TO T TEC AR CTCCTCT AR TAT CEE T CAR TACCET ECTRL Y
4-'_'I_Z§z FLTLTIN N TN N FRL T T T TN T FEL T T AN T T T NN A N AL A NN N NN A A N N N A AN AN N
41 T75 1 LT L T A F I T L T F L FL I T F I E L FL E L T FL I E T A FL EF L L T I T FIF L T FIFLTIELTATL
43 T75 5 NN AN N AN NN AN AN AN A AN AN A T AR A AN T A A TN A TN A AN
EIMV Hsp70(11244..13043) CTA AT ET CT TR A C T GAT CTC AL A A TR T CACTCT AR A TECATACTET S
40 ZIS= NN AN N AN NN AN AN AN A AN AN A T AR A AN T A A TN A TN A AN
41:IT-‘5_1 TN TN TN T I N A T N T A T TR T TR A I T TN A T T L T T TN A TN I TN AL TN T TL
43 T75 5 IR TN NI L FR P N FN T FEL T T A FL AL T NN A AN A N NN N AN A AN AN AN A AN A nannn
RIMV_Hsp70 (11244 .13043) EFCECTTACTCCCTRAC AR TEEEEET ARR GO ET GETACCCCTTGCCCEATCTEATCEETITA
40 Z5= IR TN NI L FR P I N FIN T FIEL T T A FL AL I NN A AN A N NN N NN AN AN N AN A AN AN annn
41 T75 1 FLTLTIN N TN N FRL T T T TN T FEL T T AN T T T NN A N AL A NN N NN A A N N N A AN AN N
43:ITE-:5 LT L T A F I T L T F L FL I T F I E L FL E L T FL I E T A FL EF L L T I T FIF L T FIFLTIELTATL
RIMV Hsp70({11244..13043) TATET R T T AT A T T CT G E A A h A CTT TTCRACACGCACTETTCCEETETT
40 Z5=z FLFLTIrLF I [ FIF FLFL T T FI P FIFL L EIE) L FL L EIEL T M FL FIEL EL T M L AL EL T CIE L FL FIF L FL AR EY ELFIELTATL
41 T75 1 normmnmnnmmntatactgt ot gacgoCnNInN NN NN NN NN A AN AN A TN A AN N AN
43 T75 5§ nnmnnmnnonntatactgt ot gacgoCnnInMNNNONnNNNNANNANNNN NN ANANANNn

12. abra Virus szekvencidak illesztése RLMV primer tervezéskor

A primer tervezéshez felhasznalt harom alma mintan PCR-rel elvégeztem a virusok
amplifikacigjat a kordbban mar bemutatott modszerekkel (Gradiens PCR, majd egyedi PCR).
Tovabbi terveim kozott szerepel, hogy ezeket a PCR mintakat 1,2%-os agardz gélen megfut-
tatva elvalasztom, €s a megfeleld mérettartomanyban levé termékeket kivagom, tisztitas utan

pedig elkiildom szekvenaltatni.

3.12.1. Primerek tervezése csonthéjasokat tamado virusra

A harom, LChV-1-re nézve legtobb read-et tartalmaz6 csonthéjas kisRNS konyvtarak
SAMtools f3jljait illesztettem az LChV-1 NCBI oldaléan talalhat6 referenciagenomjahoz Clustal
Omega programmal. Azokra a részekre, melyeken nagyfoku illeszkedést talaltam, primereket

terveztem a kordbban mar leirt moédon (5., 6. tablazat és 13., 14. abra).
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5. tablazat LChV-1 Hsp70 fehérjéjére tervezett primerek

Primerek

Szekvencia (5'-3")

LChV-1_Hsp70_F
LChV-1_Hsp70_R

GTTAGATTCCGTCATTAGTC 792
CAGTCGAACTACCAAGCGTTC

NC_001836.1
64 Magyar T
61 Ligeti T
63 Pannni T

NC 001836.1
64 Magyar T
61 Ligeti T
63 Pannni T

13. dbra Virus szekvenciak illesztése LChV-1 Hsp70-fehérjére valo primerek tervezésekor

CTTGAAGTTGTTAGATTCCGTCATTAGTCGAAATCATATCTCAAAGGCATTAGTTTGTAT
TTTGAAGTTGTTAGATTCCGTCATTAATCGAAATCGTATCTCAAAGGCAttagtttgtat
nnnnnagttgttagattccgtcattagnnnnnnnnnnnnnnnnNNNNNNNNNNNNNNNNNN

nnnnnnnnnnnnagattccgtcattagtnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnn
**************R

TGAACGCTTGGTAGTTCGACTGTTATTTA-——————————————————————————————
TGAACGCTTGGTAGTTCGATTGTTATTTA--—————————————————————————————
nnnnnnnnnggtagttcgactgttattnn-------——----------"----—-—-—-—-————-

tgaacGCTTGGTAGTTCGACTgttattnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnNNNNNNNNNN
khkkkkkkhkhkkhkk Kk *kkhkkkkk

6. tablazat LChV-1 kdpenyfehérjéjére tervezett primerek

Primerek Szekvencia (5'-3") Termék hossza (bp)
LChV-1 CP_F GCAAAAGTCAGATGTTGGTG 1096
LChV-1 CP_.R  GACGTGGTCCTAATACTTGC

NC_001836.1
64 Magyar T
61 Ligeti T
63 Pannni T

NC 001836.1
64 Magyar T
61 Ligeti T
63 Pannni T

ATCCAAGCAGAAGTTTACAGCAAAAGTCAGATGTTGGTGAATTTGATGCGACTATTAAAT
ATCCAAACAGAAGTTTACAGCAAAAGTCGGATGTTGGtgnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnt
nnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnngttggtgaatttgatgecnnnnnnnnnnn
nnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnngttggtgaatttgatgennnnnnnnnnn

*kkkk kK

GAGCTCTTCATGTTTCGCAAGTATTAGCGACCACGTCGCGGTAGGAGAAATTAGTGATTAT
GAGCTCTTCATGTYTCGCAAGTATTAGGACCACGTCGTGOTAGGAGAAATTagtgattat
nagctcttcatgtttcgcaagtannnnnnnnnnnnnnnnnnnnnNnNNNNNNNNNNNNNNNn

nnnnnnnnnnnnnntcgcaagtattaggaccnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnn
*kkkkkkkk*k

Termék hossza (bp)

14. abra Virus szekvenciak illesztése LChV-1 kopenyfehérjére valo primerek tervezésekor

Ezeket a primereket hasznalva egyedi PCR-reakcidkat mértem 6ssze, majd a kapott
PCR-termékeket 1,2%-o0s agardz gélen elvalasztottam. A vart mérettartomanyokban megjelend
termékeket kivagtam az agardz gélbdl, vissszaoldottam, majd elkiildtem Oket szekvenaltatni a
Biomi Kft.-hez. A visszakapott szekvencidkat Nucleotide Blast programmal blasztoltam az

NCBI GenBank szekvencia adatbazisahoz.
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4.  Eredmények és megvitatasuk

4.1. RNS Kivonas

Laborunk a sz6lévirusok diagnosztikdjaval foglalkozik; az RNS kivonasi eljarashoz
Gambino és munkatarsai altal kifejlesztett protokollt alkalmazza (Gambino és mtsai, 2008)
sz6lore optimalizdlva. Ezt a moddositott protokollt haszndltam sajat alma mintdim RNS
tisztitdsakor is — és ahogy az abran is lathatd, hasonldan jol mitkddik akar alma, akar sz6l6
mintan (15. dbra). Az RNS tisztitdsi mddszeriinkkel, 0,1-0,15 g ndvényi szovetbdl kapott
kivonat a szOvet mindségétdl fiiggben altalaban 6,3-12,5ug (c=250-500 ng/ul) RNS-t
tartalmazott.

a) b)
Szolo Alma
mintak mintak
A f Artemisz: szabadfoldi mintak
1. 2. C A U

1. 2. 3. 4. 5 6. 7. 8 9. 10. 11. 12,

15. abra Total RNS kivonatok gélelektroforetikus képe 1,2% agaroz gélen torténd szétvalasz-
tas utan. a) Laborunk altal optimalizalt Gambino és munkatarsai altal kidolgozott RNS kivo-
nasi protokollal tisztitott szolo és alma mintak. b) A Corvinus Egyetem szabadfold
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4.2. cDNS minéségellendrzésére és kiilonbozoé virusok kimutatasara alkal-
mas primerek tervezése

4.2.1. Az RT-PCR sordn késziilt cDNS mindségellenorzése aktin primerekkel

Ahhoz, hogy az almamintdk oOrokité anyagdbol szekvencia specifikusan
felsokszorozhassam a vizsgalni kivant RNS virusokat, vagy endogén RNS-eket, cDNS-t kellett
készitenem roluk. A cDNS mindségét az altalam tervezett alma aktin mRNS-re specifikus

primerekkel 6sszemért PCR reakcioval ellendriztem (16. abra).

izolatorhaz  szabadfold

M Ro He Ar CoRo He Ar Co K+K-

16. abra Alma mintak cDNS szintézisének minoségellendrzése aktin primerekkel.

Az altalam tervezett alma aktin mRNS-re specifikus aktin primerek jol miikodtek,
hasznélatukkal a készitett cDNS mindsége jol ellendrizhetd volt. Az ,,aktin teszt” minden
esetben igazolta, hogy az altalunk cDNS szintézisre hasznalt kit jol miikodik és a keletkezett

cDNS mindsége a tovabbi munkanak megfelel.

4.2.2. Virusprimerek tervezése

Mivel a virusok gyorsan adaptdlodnak a kornyezeti valtozasokhoz, mintainkban jelen
lehetnek olyan virusvaridnsok is, melyekre az irodalomban hasznalt primerek nem mitkddnek
jol. Ahhoz, hogy ellendrizzem, vajon az NCBI GenBank oldalan taldlhat6 virusszekvenciakat
figyelembe véve mennyire hasznalhatoak az irodalomban publikalt diagnosztikai primerek,
Clustal Omega programmal Gsszevetettem az irodalomban hasznalt (Hassan és mtsai, 2006)

(Menzel ¢és mtsai, 2002) primerek szekvenciait az NCBI GenBank-ben talalhato
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virusszekvenciadkkal. Ebbdl az Osszehasonlitasbdl kirajzolddott, hogy érdemes lenne twjabb,
specifikusabb primereket tervezni.

A Fiiggelékben az 1. abran lathaté a 6 db ASPV szekvencia illesztésének részlete,
jelolve rajtuk az altalam tervezett és az irodalomban k6zolt PCR primereket. Jol lathato, hogy
az irodalomban hasznalt virusprimer nem illeszkedik elég jol, és hogy annak 3’ vége adenozin.
Ezen kiviil el6fordultak hosszabb bazis-ismétlddések is, példaul a Menzel és munkatarsai altal
¢s mtsai, 2002). Ezeket a pontatlansdgokat szerettem volna sajat primereim esetében
kikiisz6bolni.

A Fiiggelékben az 3. dbran 13 db APMV, a 2. dbran 14 db ACLSV, a 3.abran 13db
AMYV, mig a 4.abran 6db ASGV szekvencia illesztésének részlete lathato, jeldlve rajtuk az

altalam tervezett és az irodalomban k6z61t PCR primereket.

4.3. Viruskimutatas a tervezett virus specifikus primerekkel, kiilonb6zo
kombinacioban

4.3.1. Gradiens PCR

Munkank kezdetén nem volt a karantén virusokra biztosan pozitiv mintank. Feltételeztem
azonban, hogy az Anyag és modszer fejezetben leirt levélmintdkban fellelhetd a négy virus
mindegyike, ezért kiilonbozé termdiiltetvényekrdl szedett 10 alma-mintabol egy cDNS
keveréket mértem Ossze (alma cDNS pool). PCR reakcidval igazoltam, hogy az
iltetvénypoolbdl valdoban amplifikalhatd a vizsgéalni kivant virusok mindegyike, igy a
tovabbiakban ezt tudtam hasznalni templatként, illetve pozitiv kontrollként is.

AzUjonnan tervezett almavirus-primerek annelalasahoz a megfelel6 hdmérsékletet gradiens
PCR-el valasztottam ki. A PCR eredményét gélelektroforezissel 1,2%-os agardz gélen
ellendriztem, negativ kontrollként MQ desztillalt vizet hasznaltam templatként. A PCR soran
keletkezett melléktermékeket, illetve a vart mérettartomanyban megjelend jelek erdsségét
tekintve mindegyik virusspecifikus primerpar esetében az 56,7°C-on miikodtek legjobban a
primerek. Tovéabbi kisérleteimhez ez alapjan az 56°C-ot vélasztottam annelalasi
hémeérsékletnek. A 17.4bra gélképein megfigyelhetd, hogy az ACLSV primerek esetében kevés
terméket kaptunk ¢és hogy az APMV primerek egyéb, nagyobb méretli terméket is
amplifikalnak. Az ACLSV-re specifikus primerek esetében a gyenge jel oka az is lehet, hogy a
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templatként hasznalt pool csak nagyon kis mennyiségben tartalmazza ezt a virust. Ezek a
pontatlansdgok nem zavarjdk szdmottevéen a diagnosztikat, igy a primereket megfelelonek

talaltam a tovabbi hasznalatra.

Aclsv(672bp): Apmv(487bp):
bp M 455 505 MQ 567 618 646°C bp M 455 505 MQ 56,7 61,8 64,6°C
600 = —
500 — 500 —
Aspv(384bp): Asgv(337bp):
bp M 455 505 MQ 567 61,8 646°C bp M 455 505 MQ 567 61,8 64,6°C
400 400
300 300

17. abra A virus specifikus primerek anneldldsahoz megfelelo homérséklet megkeresése: a
gradiens PCR termékeinek elvalasztasa agaroz gélen.

4.3.2. Virusprimerek kiilonbozo kombindcioinak tesztelése PCR-rel

Mivel a diagnosztikai mddszerek esetében sok mintat kell szlirni, érdemes a virusteszteket
tobb virusra egyszerre elvégezni, duplex-, vagy multiplex-PCR reakcioval. Ilyenkor figyelni
kell arra, hogy a primerek kitapadhatnak az alma endogén mRNS-eire, igy nem a virus adott
darabja, hanem az alma RNS-ek egy része amplifikalodik. Azonban minél tobbféle primert
hasznalunk egy multiplex-PCR reakcioban, annal nagyobb a valoszinlisége, hogy melléktermék
is fog keletkezni. A multiplex reakciokat tehat hasznalat el6tt optimalizalni kell, figyelembe
véve, hogy az adott primerpar hasznalataval keletkezett termékek egyértelmiien azonosithatoak

legyenek méret alapjan, illetve, hogy a primerparok egyiittes alkalmazasa soran a lehetd
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legkevesebb melléktermék keletkezzen. Igy tehat a virus-specifikus primerparokat kiprobaltam
multiplex-PCR-ként kiilonb6zé kombinaciokban, és egyedi PCR soran is. A reakciok termékeit

1,2%-o0s agar6z gélen valasztottam el gélelektroforezissel (18. dbra).

bp
600
aia Apr_ﬁv(487bp)
400 Aspv(384bp)
300

18. abra Virusprimerek kiilonbozo parositasainak probdja.

A gélképen lathatd, hogy az egyedi PCR-ek jol sikeriiltek: egyértelmiien kivehetdek
rajtuk a virus-specifikus primerek altal felamplifikalt termékek, bar az ACLSV esetében - a
gradiens PCR-hez hasonloan — ez esetben is gyengébb a jel.

A duplex-PCR-eknél is jol kivehetdk a vart mérettartomanyokban a PCR reakcid termékei.
Az ASPV-t és az ASGV-t azért probaltam ki parban, mert koztik csak 50 bp-nyi
méretkiilonbség volt, igy kivancsi voltam, vajon jol lathatdan kiilonvalnak-e ezek a gélképen.
Az eredmények szerint ezek is jol lathatoan szétvaltak, viszont nagyobb mérettartomanyban
tobb mitermék is megjelenik, ami nehezitheti a kiértékelést.

Az ACLSV, APMV ¢és ASGV virusok egyiittes detektalasara hasznalt triplex-PCR els6
latasra jonak tiinik, habar jobban megvizsgalva az ACLSV primerek altal amplifikalt termék
jele alacsonyabban van kicsivel, mint a duplex, ill. szimplex esetében (valosziniileg ha jobban
szétvalasztom a termékeket, ez kidertilt volna), ez félrevezetd lehet. Ezen kiviil a triplex-PCR-
nél a 4. virusra mindenképpen kiilon reakciot kellene 6sszemérni - tehat nem konnyiti, roviditi
meg a négy virusra valo tesztelést.

A tetraplex-PCR sok kiilonb6z6é méretii aspecifikus termék keletkezett, ami zavarja a
kiértékelést, igy ez nem hasznalhat6. A gélkép alapjan az is megallapithat6, hogy azokban a
mintadkban, amelyek ASPV primert-t tartalmaztak, a vart mérettartomanyok mellett sokféle

méretben jelennek meg egyéb fragmentek is, legyen sz6 szimplex-, duplex-, vagy tetraplex-
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PCR-r6l. Az ASPV-mentes triplex-PCR-ben, és abban a duplex-PCR-ben melyben ASPV
virusprimerek nem szerepeltek, ez a jelenség nem lathato.

A fenti megfigyelések eredményeképp az alma mintdk diagnosztikai PCR-éhez a
tovabbiakban az ACLSV ¢és ASPV, illetve az APMV ¢és ASGV virusprimerek kombinaciojat,

duplex reakcioban alkalmaztam.

4.4. Virusdiagnosztika duplex-PCR segitségével és az iiltetvényekben je-
lenlevé virustorzsek rokonsagi vizsgalata

Az elézoekben bemutatott, optimalizalt duplex-PCR segitségével teszteltem a magyar
iiltetvényekrdl szarmazo alma-mintakat, és a gddollsi Oreg Vackorfat a négy virus jelenlétére.
Példaként a 19. és 20. abran izolatorhdzban nevelt, és szabadfoldi alma-fajtajeloltek

virustesztjét mutatom be.

Izolatorhazban nevelt Szabadfoldi

almafajtak almafajtak

e A —— Aspv (384 bp)

19. abra Duplex-PCR ACLSV (672 bp) és ASPV (384 bp) virusokra, az izolatorhazban nevelt
és szabadfoldi fajtajelolt almamintdkon.
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Izolatorhazban nevelt Szabadfoldi
almafajtak almafajtak

20. abra Duplex-PCR az APMYV (487 bp) és ASGV (337 bp) virusokra, az izoldatorhazban ne-
velt és szabadfoldi fajtajelolt almamintakon.

Mindségbiztositasi [épésként néhany kivalasztott cDNS mintabol 6sszeallitottam egyedi
PCR reakciokat is, majd a PCR termékeket tisztitottam, és ezeket a BIOMI Kft.-vel
megszekvenaltattam. A kapott szekvencidkat az NCBI Nucleotide Blast programjaval
illesztettem a GenBank adatbazis szekvenciaihoz. A primerek specifikus miikodését igazolta
az, hogy minden esetben a vart virusok szekvenciait kaptam vissza.

A 7. tdblazatban Osszesitettem az altalam feldolgozott névényi mintdkbol kapott PCR
eredményeket. Ezen mintak mindegyikén duplex-PCR-rel végeztem el a virusdiagnosztikat, és
az egyes virusokra kapott pozitiv eredményeket a megfeleld cellak piros kitoltésével jeleztem.
Ahol a termék jelenléte nem volt egyértelmi, a cellat fehéren hagytam. A tablazatban tehat csak
azon mintak vannak pirosan jelolve, melyek biztosan pozitivak az adott virusra. Sajnos az
eredmények alapjan megallapithatd, hogy az altalam vizsgélt mintavételi helyeken tobb virus
is eléfordul. A g6dolldi Oreg Vackor esetében érdekesség, hogy a négy virus egyike sem jelent
meg a PCR termékek gélképén. Ez azzal magyarazhatd, hogy a természetben a vackorfa ivaros
szaporodasa soran kikiiszoboli a sziiléi egyedekben levd virusok atvitelét az utddra. Ezzel
szemben fajtanemesitéskor, a vegetativ szaporitds miatt, ha az anyatd fert6zott volt, a virusok

atkeriilnek az utodokba.
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1. tablazat Alma mintak virusdiagnosztikdaja duplex-PCR-rel az almat fertozo négy leggyako-
ribb virusra

PCR virusspecifikus primerekkel

Alma mintak neve
ASPV | ASGV | APMV

Soroksar, MT-12 44.fa
Soroksar, MT-12 1l_6
Soroksar, 13 2

Ujfehérto, bio tabla
Ujfehértod, rezisztens tabla

Vamosmikola, Golden D

Vamosmikola, Jonagold

Vamosmikola, Idared

Termg Ultetvény

Zalaszanto, "Fuji"

Breznan, Golden D

Tamadsi, Szarkahegy

Ujfehérto, Freedom

Godollg, Oreg Vackor

Rosmerta_izolatorhaz

Hesztia_izoldtorhaz

Artemisz_izoldtorhaz

Cordelia_izolatorhaz

Rosmerta_szabadfold

Fajtajeloltek

Hesztia_szabadfold

Artemisz_szabadfold
Cordelia_szabadfold

A PCR tesztek alapjan altalanosan elmondhat6, hogy ha az adott virusra a fajtajeldlt az
izolatorhdzban pozitiv volt, akkor a szabadfoldi is (ez alol az egyetlen kivétel az Artemisz
fajtajelolt, aminek csak az izolatorhazban taladlhaté mintdja pozitiv az ACLSV-re). Néhany
esetben a szabadf6ldi minta virusfertdzést mutatott, mig az izolatorhazban nevelt fa nem, ekkor
a fertdzés valosziniileg a szabadfoldre val6 kitiltetést kovetden tortént: Rosmerta esetén mind a
négy virusra, mig az Artemisznal ASGV-re, APMV-re, illetve a Cordelianal APMV-re. Ahol
az izolatorhazban, és szabadfoldon is ugyanarra a virusra valo fertdzottséget mutat a PCR-teszt,
ott feltételezhetden a fa mar az izolatorhazban fert6zott volt és késObb igy {iltettek ki Oket
szabadfoldre. A tovabbiakban ezt a kérdést a virusok rokonsagi viszonyanak megallapitasaval

vizsgaltam tovabb.
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A PCR-tesztek alapjan fert6zottnek bizonyult alma mintak egy részébdl - melyeket a
filogenetikai elemzésbe be szerettem volna vonni- egyedi PCR reakciok soran amplifikéaltam

az adott virusok egy-egy darabjat. A 21. abran lathato ezek koziil néhany.

ACLSY __ ASGV ASPV
{672 bp) {337 bp) {387 bp)
\ . \ . \

21. abra Izolatorhazas Hesztia és szabadfoldi Cordelia ACLSV virusprimerekkel végzett
egyedi PCR-ének, izolatorhdzas Hesztia és szabadfoldi Artemisz ASGV primerekkel végzett
egyedi PCR-ének, és az utolso két oszlopban izolatorhdzas Hesztia és szabadfoldi Hesztia

Ezeket a mintakat DNS-termék tisztitasa utan megszekvenaltattam a BIOMI Kft.-vel. A
visszakapott szekvencidkat a Clustal Omega illesztOprogrammal hasonlitottam Ossze az
ACLSV, az ASPV ¢és az ASGV virusok esetében. A Clustal Omega tobbszords illesztéssel
(Multiple Sequence Alignment, MSA) dolgozik, mely modszernél a vizsgalatba belevontam a
virusprimerek tervezésekor hasznalt, NCBI szekvencia adatbédzisban taldlt tovabbi torzsek
szekvenciajat, illetve ahol mar elkésziilt, ott a termdiiltetvényekrdl felsokszorozott virus
darabok bazissorrendjét is. Illesztéskor a program filogenetikai fat is készit, mely alapjan a
torzsek rokonsagi viszonyai demonstralhatok. Ezek alapjan szerettem volna megtaldlni a
vélaszt arra a kérdésre, hogy vajon a szabadfoldi fajtajeldltek kitiltetés utan fertéz6dhettek meg,
vagy a virusmentesitési folyamat nem volt tokéletes és mar az izolatorhdzban is virusosak
voltak.

A filogenetikai fak Hesztia fajtajelolt almafak esetén mindharom vizsgalt virusnal azt

mutatjak (Fliggelék 5., 6. és 7. abrai), hogy az izolatorhazas ¢€s szabadfoldi mintak virusai egyiitt
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clusterezddnek. Ugyanez elmondhatd, ha a Cordelia fajtajoltet nézziik ASPV virusra (Fliggelék
7. abra).

Ezek az eredmények tovabb erdsitik a feltételezést, hogy tobb esetben az izolatorhazban
mar fert6zott fakat tiltették ki szabadfoldre, és mar a virusmentesitési folyamat sem volt kelléen
hatékony, illetve az azt segitd virusdiagnosztikai eljaras nem volt megfelelden érzékeny. Haté-
kony diagnosztikai mddszert alkalmazva az izolatorhazas torzsallomanybol a virusfert6zott fak

mar nem kertilhettek volna szabadfoldre fajtajeldltként.

4.5. A KkisRNS konyvtarak szekvenciainak bioinformatikai elemzése

Az alma mintdkbol kisRNS konyvtarat készitve a konyvtar a levélmintankban talalhato
Osszes kisRNS-t tartalmazni fogja, tehat nem csupan a ndvény endogén szabalyozo kisRNS-eit,
hanem az almat fert6z6 RNS virusok ellen a novény védekezérendszere az RNS interferencia
soran keletkez6 kisRNS-eket is. Az alma mintadkbol készitett kisRNS-konyvtarak
bazissorrendjének meghatdrozdsdra nagy ateresztOképességli Illumina szekvendlast
hasznéltam, majd a kapott adatokat bioinformatikai modszerekkel elemeztem. Ily modon 4tfogd
képet kaphatok a mintdimban el6forduld virusokrol, viroidokrdl, eddig még ismeretlen
korokozokrol (Visser és mtsai, 2014), (Adams €és mtsai, 2009), és tovabb vizsgalhatom a
fajtajeloltek virusfertdzottségének okat. Az elemzések soran kidolgozott ,,pipeline” pedig
reményeink szerint optimalizalhat6 lesz a virusmentesitési protokollok folyamatos tesztelésére,
igy hatékonyabb4 tételére.

A konyvtarak szekvenciait el6szor trimmeltiik, tehat eltavolitottuk az adaptereket a
szekvenciavégekrél. Igy a kisRNS szekvenciak hossza mar vélhetden megegyezik a ngvényben
levd kisRNS-ekével. Ellendrzésképpen Gsszevetettiik a nyers €s a trimmelt readek szamat (22.
abra). A diagramrol leolvashatd, hogy a trimmelés utan a tovabbi munkéra alkalmas readek

szama konyvtaranként 8-14 millio, ami megfeleld.
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A nyers és trimmelés utani read szamok
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22. abra Trimmelés elotti és utani read szamok osszehasonlitasa

Kovetkezd 1épésként megvizsgaltuk a kisSRNS-ek méret szerinti eloszlasat. A kiilonb6zd
fajtajeloltek izolatorhdzbol és szabadfoldrél szedett mintdinak kisRNS méreteloszlasat
Osszehasonlitva azt talaltuk, hogy az izolatorhdzban nevelt fak mintdinak esetében a 21-22
nukleotid hosszt kisRNS-ek ardnya mindig sokkal nagyobb volt, mint a szabadfoldi mintdk
esetében (23. 4bra). Ennek a jelenségnek a magyardzata az RNS interferencia hdmérséklet
fliggésében kereshetd. Az izolatorhdzakban melegebb a klima, aminek a hatasara a
novényekben fokozddik az antiviralis silencing mértéke (Chellappan és mtsai, 2005) (Romon
¢s mtsai, 2013) (Szittya és mtsai, 2003). E folyamatban ugyanis a 21 ¢és 22 nukleotid
hossztsagura vago Dicerek (a DCL4 és DCL2) aktivak (Parent és mtsai, 2012).
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41. Rosmerta_l. read
méret

5000000

.#

16171819202122232425262728

43. Rosmerta_Sz. read
méret

10000000

5000000

ST

1617 1819202122 232425262728

42. Hesztia_I. read
méret

4000000

2000000

i

0 .
16171819202122232425262728

44. Hesztia_Sz. read
méret

10000000

5000000

N I -
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45. Artemisz_lI. read
méret
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47. Artemisz_Sz. read
méret
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46. Cordelia_l. read

méret
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i [ —
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48. Cordelia_Sz. read

méret

6000000
4000000
2000000

0 .
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23. abra Fajtajelolt konyvtarak read-méret szerinti osszehasonlitdasa
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A trimmelt kisRNS konyvtar szekvencidkat az NCBI virus-referenciagenomokat

tartalmazo adatbazisara illesztve egy virus talalati listat generaltunk (24. dbra). Ebbdl jol lathato

volt, hogy mely virusokrdl keletkezhettek a kisRNS-ek, illetve melyik virusra mennyi read

illeszkedik a konyvtarakbol.

’ Zalaszanto, Fuji Artemisz, izolatorhaz Artemisz, szabadféld
Sorrend llleszkedd szekvenciaszim Sorrend Illeszkedd Sorrend Referencia genom neve
1 21416 Citrus_yellow_mosaic_virus 1 57013 Citrus_yellow_mosaic_virus 1 53532 Citrus_yellow_mosaic_virus
2 1959 Cucumber_mosaic_virus_isolate 2 12542 Apple_stem_grooving_virus 2 13514 Apple_stem_grooving_virus
3 10155 Apple_stem_grooving_virus 3 8118 Cucumber_mosaic_virus_isolate 3 7440 Cucumber_mosaic_virus_isolate
a 7989 Grapevine_leafroll-associated_virus_1 4 5214 Broad_bean_stain_virus a 3321 Grapevine_leafroll-associated_virus_1
5 2989 Apple_chlorotic_leaf_spot 5 4599 Grapevine_leafroll-associated_virus_1 5 3009 Broad_bean_stain_virus
6 2847 Apple_mosaic_virus_isolate 6 3679 Apple_chlorotic_leaf_spot 6 2696 Southern_bean_mosaic_virus
7 2144 Northern_cereal_mosaic_virus 7 2665 Maize_yellow_dwarf_virus-RMV, 7 1075 Maize_yellow_dwarf_virus-RMV,
8 1869 Avocado_sunblotch_viroid_isolate 8 1575 Northern_cereal_mosaic_virus 8 1069 Wheat_streak_mosaic_virus
9 1866 Broad_bean_stain_virus 9 1397 Apple_stem_pitting_virus 9 907 Northern_cereal_mosaic_virus
10 1726 Apple_mosaic_virus_partial 10 1097 Avocado_sunblotch_viroid_isolate 10 m Avocado_sunblotch_viroid_isolate
1 1461 Apple_mosaic_virus_MP 1 857 Wheat_streak_mosaic_virus 1 747 Barley_stripe_mosaic_virus
12 1335 Mesta_yellow_vein_mosaic 12 853 Southern_bean_mosaic_virus 12 656 Red_clover_necrotic_mosaic
13 1244 Barley_stripe_mosaic_virus 13 843 Red_clover_necrotic_mosaic 13 606 Apple_stem_pitting_virus
14 1039 Wheat_streak_mosaic_virus 14 764 Turnip_mosaic_virus_gene 14 573 Turnip_mosaic_virus_gene
15 957 Apple_mosaic_virus_RNA 15 583 Tomato_leaf_curl_virus 15 519 Cherry_leaf_roll_virus
16 809 Apple_stem_pitting_virus 16 572 Tomato_leaf_curl_virus-associated 16 an Tomato_leaf_curl_virus
17 741 Apple_mosaic_virus_CP 17 526 Rice_stripe_virus_isolate 17 asa Tomato_leaf_curl_virus-associated
18 605 Apple_mosaic_virus_Met 18 420 Citrus_tatter_leaf_virus 18 449 Rice_stripe_virus_isolate
19 548 Apple_mosaic_virus_Mp 19 393 Barley_stripe_mosaic_virus 19 401 Grapevine_leafroll-associated_virus_S
20 486 Apple_mosaic_virus_segment 20 387 Mesta_yellow_vein_mosaic 20 399 Citrus_tatter_leaf_virus

24. abra Virus taldlati lista harom alma konyvtarra

A hibas illesztések kisziirésére lefedettségi abrakat generaltam. Ehhez az adott kisRNS

konyvtarakat a vizsgalt virus GenBank-ben talalhato referenciagenomjara illesztettem. Abban

az esetben, ha nagyobb szamu read tobb helyen is lefedte a genomot, valosziniisithetd a

fertdzottség, am ha csak par helyen lathatd néhany talélat, az inkabb arra utalhat, hogy a novény

valamely endogén RNS-részlete mutat hasonldsdgot a virus 6rokitdanyaganak egy szakaszaval.

Ezt példazza a 25. abra.

vsiRNA count
0
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Artemisz, izolatorhaz

Artemisz, szabadfold
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25. abra Artemisz mintakban talalhato kisRNS-ek illesztése ACLSV referenciagenomra
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A Velvet program segitségével a trimmelt read-eket 13, illetve 15 nukleotidos atfedo
részszekvencidk alapjan nagyobb, Osszefiiggd szakaszokkd, un. kontigokkd probaltuk
Osszeilleszteni. A kapott kontigokat illesztettiik a virusok szekvencia adatbaziséara- és ily médon
is készitettliink egy talalati listat.

A virus talalati lista és a Velvettel kapott eredményeim alapjan a tovabbi munkédmhoz
kivalasztottam a leggyakoribbak koziil 20 virust, melyekre a legtobb kisRNS read illeszkedett
a mintakban és az ezekre kapott eredményeimet egy tablazatban foglaltam 0ssze. Ez a 20 virus
tartalmazta azt a 4 alma virust, melyekre kotelezo sziiréseket végezni fajtanemesitéskor.

A Fiiggelék 8. dbrajanak Osszegz0 tabldzata tartalmazza a Velvet programmal kapott
eredményeket a 20 altalam valasztott virusra. A program 19 esetben tudott felépiteni
virusgenomokat.

Z06ld hattérrel emeltem ki minden konyvtarnal azokat a virusokat, melyekre PCR-
teszttel pozitiv eredményt kaptam. Ezen kiviil a tabladzatbol leolvashatd, hogy az egyes
virusokra nézve mennyi volt a konyvtarakban az 6sszes readek szama. Minden kdnyvtarra van
milli6 read-re normalt érték is szamolva, ami az dsszehasonlitast segiti: ez a virus konyvtarra
vonatkoz6 Osszread-szdmanak ¢és trimmelést kovetd read-szaménak hényadosa, szorozva
millioval.

A kisRNS szekvendlassal és a PCR-el kapott eredmények kozott lathatok eltérések.
Abban az egy esetben (Freedom,-ACLSV), mikor a read-ek alapjan a Velvet programnak
sikeriilt kontigokat épitenie ¢s a PCR mégse mutatta ki a fertézést, valoszinii, hogy a
mintankban levd virusvarians szekvenciaja eltérhet attol a referenciagenom-részlettdl, melyre
a primert terveztem, igy azok nem tudtak kitapadni a cDNS-hez. Ennek viszont a forditottja
gyakrabban figyelhetd meg, nevezetesen hogy a PCR kimutatta a fertdzést, viszont a kisRNS
szekvenalas eredményei ezt nem tamasztjak ald (mind a négy kotelezOen tesztelendd virus
esetében talaltam ilyet, pl. ASGV-Rosmerta szabadfold). Lehetséges, hogy ez az eredmények
kozti eltérés is a szekvencia adatbazis €s a mintdimban rejld virusvariansok szekvencia
kiilonbségeire vezethetd vissza. Méretiiknél fogva, ha a szekvenalas utan visszakapott readek
eltéréseket mutatnak az adatbazis szekvenciaival, akkor illesztéssel nem lehet megtalalni ezeket
a read-cket. Masrészt az is lehetséges, hogy a mintan beliil megtalalhatoak egy virus kiilonb6z6
variansai, és a Velvet program ebbdl kifolydlag nem tudott kontigokat felépiteni beldliik.

A legnagyobb KkisSRNS read-szamot az RLMV virusra kaptam. Ezt a korokozot
almafakon eddig még nem irtak le, és bar a Velvet program nem tudott Osszerakni a roéla
genomot a readszekvencidk alapjan, ennek a virusnak a read-szdma kimagasldéan nagy volt

minden konyvtar esetében. A tovabbiakban szerettem volna kideriteni, vajon valoban
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megtalalhato-e alma mintdinkban az RLMV, vagy esetleg a n6vény valamely RNS-¢n talalhato

az RLMV-éhez hasonlo szekvencia.

4.6. Ujgeneraciés szekvenalassal kapott virusok jelenlétének visszaigazo-
lasa PCR alapu modszerrel

A bioinformatikai elemzések soran a vizsgalt 20 virusra egy-egy fasta formatumu, az
adott konyvtar kisRNS-einek szekvencigjat tartalmazod tn. SAMtools fajlt is generaltunk.
Ennek hossza megegyezik az adott virussal, de csak azokban a poziciokban tartalmaz N-tol
eltérd nukleotid jelolést, ahol illeszkedé kisRNS read-et talalunk. Igy ez a fajl nagyon jol
hasznéalhat6 olyan virusspecifikus primerek tervezésére, melyek a mintdinkba jelenlevd
virusvariansra specifikusak.

Az RLMV tesztelésére, tovabbi PCR-reakcidhoz a virusra specifikus primereket
terveztem a kisRNS szekvenalas adataibol generalt specialis SAMtools fajlok felhasznalasaval.
A legtobb RLMYV read-et tartalmazd konyvtarak (Zalaszantd, Fuji; Rosmerta izolatorhaz és
Rosmerta szabadfold) SAMtools fajljait illesztettem a virus referencia genomjahoz és ha volt,
akkor a nagyfoku illeszkedést mutatd szekvencia szakaszokra primereket terveztem. A
specifikus virusprimerek hozzdadasaval PCR-reakciot mértem ssze. A PCR termékeket gélbol
tisztitottam, majd szekvenaltatni kiildtem, hogy a kapott szekvencidkat késébb Clustal
Omegaval RLMYV referenciagenomra illesztve kideritsem, az amplifikalt PCR-termék a virus
egy darabja-e. A kutatas jelenlegi fazisaban, a szekvenalas eredményét varjuk.

G06dolldén, Diagnosztikai csoportunk csonthéjas gyiimolesfakon (szilvan, dszibarackon
és kajszin) is végzi ugyanazokat a kutatasokat, melyeket én almafékra a szakdolgozatomban
leirtam. Munkatarsaim csonthéjas gytimolcsfak kisRNS konyvtarait elkészitették, majd azok
szekvenciait hasonld bioinformatikai modszerekkel elemeztiik, mint alma konyvtaraimat. A
csonthéjas gyiimolcsfak esetében is volt olyan, eddig csonthéjasokrél még le nem irt virus,
melyet (az RLMV-hez hasonldan) Gijgeneracios szekvenalas segitségével sikeriilt kimutatnunk.
Ez a korokozd a cseresznye aprogylimdlcstiség virus (Little Cherry Virus 1, LChV-1).
Mintainkbol RT-PCR alapti moddszerrel, illetve a mintainkban taldlt LChV-1 varidnsok
segitségével sikeriilt igazolni, hogy az ujgeneracids szekvendlassal kimutatott LChV-1

cseresznyevirust csonthéjas mintaink valoban tartalmazzak (26. dbra).
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LChV-1 genom kopenyfehérjét LChV-1 genom Hsp70-t kédolo

kédolo részére tervezett primerek részére tervezett primerek
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26. abra Ujgenerdciés szekvendldssal ilyen modon bizonyitottan megtalalhatok olyan virusok
is, melyeket az adott névényrél korabban még nem irtak le.
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5. Osszefoglalé

Haszonnovényeink a virusok allandé tdmadasainak vannak kitéve, melyek ellen
novényvédo szerekkel nem védekezhetiink. Gyiimdlestaink szaporitasa a fajtafenntartas miatt
vegetativan torténik, igy ha az anyatd fertézott a virus konnyen tovabbvihetd a
szaporitdanyaggal. Magyarorszagon az almafak torzsiiltetvényeinek létrehozéasa elétt éppen
ezért kotelezd az anyanovények vizsgalata, és mentesitése a gyiimolcsosoket fertdzo RNS
virusokra.

Célom az volt, hogy olyan RT-PCR alapu modszert dolgozzak ki, melynek segitségével
minél hatékonyabban, olcsobban és gyorsabban lehet a kotelezden tesztelendd virusokat
diagnosztizalni az almafakbol vett mintdkbol.

Munkamat azzal kezdtem, hogy az almara optimalizaltam egy RNS-kivonasi eljarast, majd
a tisztitott RNS-bdl reverz transzkripcioval cDNS-t készitettem. A cDNS mindségét aktin
primerekkel végzett PCR reakcioval ellendriztem. Az alma virusok kimutatdsdhoz az NCBI
adatbazisban taldlhaté virusszekvencidk Osszehasonlitdsa alapjan terveztem primereket.
Gradiens PCR eljarassal megkerestem a virusprimerek miikodéséhez leginkabb megfelel6
homérsékletet, majd a specifikus primereket kiilonb6z6 kombinaciokban is teszteltem. Ebbol
kideriilt, hogy az almakat fert6z6 4 virus detektalasara a duplex PCR jol hasznalhatdo modszer,
igy mintaim diagnosztikai kiértékelésére is ezt hasznaltam. A kiilonb6z6 mintakbdl szintetizalt
PCR termékek bazissorrendjét DNS-tisztitas utan hatdroztattam meg. A kapott szekvencidk
alapjan Clustal Omega programmal elvégeztem az egyes virustorzsek szekvencidinak
Osszehasonlitasat, és ez alapjan vizsgaltam leszarmazési viszonyaikat. A levélmintakbol
tisztitott totdl RNS frakciokbol, melyekben a ndvényi gazda-RNS-en kiviil az esetleges
korokozok RNS-ei is megtalalhatok, kisSRNS konyvtarakat készitettem. A kisRNS-ek
bazissorrendjét [llumina szekvenalassal hataroztuk meg. Ez a mddszer lehetdséget ad akar uj,
eddig ismeretlen virusok megtaldlasara, elemzésére. A kapott szekvenciaadatok alapjan
bioinformatikai mddszerekkel a virusgenomra lefedettségi abrat, illetve virus talalati listat
készitettem. A talalati listdkban a virusok némelyikét almabol kordbban még nem irtak le. Ezért
sajat mintdink szekvencia-adatai alapjan egy ilyen virusra specifikus primereket készitettem,
melyek hasznalataval PCR reakci6 soran szeretném alma mintainkbol ezen virust detektalni.

A fentiekben kidolgozott duplex PCR eljaras a virusok szlirésének az altalanosan hasznalt

ELISA modszernél hatékonyabb, és specifikusabb maddja, mellyel almafiink a kdtelezéen
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tesztelendd virusok jelenlétére vizsgalhatoak. A PCR termékek bazissorrendjének

Osszehasonlitasa lehetdvé tette a vizsgalt virusok kiillonbozo torzseinek elemzését is.
6. Summary

Our crop plants are exposed to permanent attack of viruses and against these plant protection
methods are incapable to defend. Propagation of fruit trees is made in a vegetative way because
of maintenance of species — if mother plant is infected, the virus can spread by the propagation
material. That’s why in Hungary, during foundation of apple stock nurseries, it’s obligatory to
examine mother plants for the presence of the most widespread viruses and use curative
treatments to achieve virus free plant material

The aim of my research was to elaborate a diagnostic method based on RT-PCR reaction,
in order to test the presence of these viruses efficiently, in a cheap and fast assay and to get a
picture about the state of viral infection of Hungarian apple plantations.

My work started with the optimization of an RNA extraction method for apple. The
extracted RNA was used to synthetize cDNA using reverse transcription. Quality of cDNA was
tested by PCR reaction made with apple specific actin primers. To detect apple viruses, primers
were designed based on the comparison of virus sequences present in NCBI database. Optimum
annealing temperature of virus primers were determined by gradient PCR test, primer pairs
were tested both individually and in combinations. Becoming evident that duplex PCR is a
suitable method to detect apple viruses | used it on my samples for diagnostic evaluation. PCR
products synthetized from different samples were purified and their sequence was determined.
Alignments of virus sequences from different samples were investigated by Clustal Omega
program to reveal their lineage relationship. | prepared siRNA-libraries using total RNA
fractions purified from leaf samples. These RNA fractions can easily contain RNAs not only
from the host plant but also from pathogens. Sequence of siRNAs was determined by Illumina
sequencing method that can give us a possibility to identify total viral pathogens from our
samples, and even to find and analyse new, unknown viruses. Based on the received sequence
data | made viral genome coverage-figures and virus hit list by using bioinformatics methods.
Some viruses of the hit lists have not been described previously from apple. Thus, based on
sequence data of our samples, | designed specific primers for such a virus. In PCR reaction

(with applying the new designed primers) | wanted to detect this virus from my apple samples.
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According to my results duplex-PCR is an appropriate virus diagnostic method —more
efficient and more specific than ELISA, and suitable for testing our apple trees for the presence
of known viruses. The generated PCR product can serve as a base for analysis of different

strains of examined viruses.
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7. Fiiggelék

Apple stem pitting virus, Referencia: D21828
Oligo tervezés

sarga: Mensel et. al. 2002 cikk

=ajat

Sense:

azpvlleSs: CIGEARACCTICATGCTGCARACTC

JF946775.1 I CIGGEAACCTCATGCIGCARACTCARAGTCCCCCTIGCTRARTTG

ARO45371.1 I CIGEMRACCTCATGCTGCARRCTCARRGTCOCCOCTGCRARATTG

KF9l15809.1 eCATGT-———————————- CIGERRCCTCAT G TGCAGRCTCARRGTCCACC TG OCRRATT:

FRE94186.1 FCATGT-———--——————- CIGELRACCTCATGCTGCARRCTCARAGTCCTCOCTGCRRATTG

D21829.2 I CIGGEARCCTCRTGE LALGTCCACCAGCCRRATTG

EU095327.1 AT GICTGEA AT TATGTICTGEARCCTCATGCTGCAR A CTCAGRGTCOCCCGECCRRTTG
FEREFEEE ******************’*****‘***** FH O EF EEEFEE

Antizense:

aspvl553as: CACRCaTAGCCECCCCHGT TAGE

CCTARCNGGEgCGECTAEGIGIG reverz komplementere: CACACaTAGCCGoCCCHNGITRAGGE

JE948775.1 ATCCATTAGERAGTARTCIGI CTIARATTCCGI —————- CITTACTTCAIATATATTIAT
ABO45371.1 GICCATTAGGRA TR TTTGTT TACGT ITCCT T-——-TCALRTTTCARATCACCGTAT TTAT
KF915809.1 ATCRAT TR A T TR TC AR TCARTTTC - —-TGCART TTCRATTTCT GTACT TAT
FRe94186.1 ATCCATT AR T GAGCCCC AR TTTTATTTTCCCGGART TTCARATTTTICGARATTTIG

D21829.2 AT AT AR A T GAT TAGTTARTTAATTCT O-——--CTGCATTCAATTTCAGTACTTAT

EU095327.1 ATCCATCAGGAAGTGAT TAGTCATTTAATTTCC----GCAATTTCAATTTCCGTAC TTAT
'**.** *****'*.* == === =* .:: =. .:* **:
JF946775.1 GCTTTTARATALAGTTGATCCCARCCT ARCAGGGECGGCTARGTGTGIGTTTCTITT C-AT
AB045371.1 GCTTTIGRATAAAGTTEATCCCGACCT ARETGGGACGGCTAAGTGT GITTAATITCC-AT
KF315209.1 GCTTTITAGTALAGTTGATCCC ACEEINACCEEE AN EEI A BIEIE T TTCT TAAT A ——
FRE94186.1 GGTTTIT TAGALRATTGATCCCARCCT ARGGGGGECGGCTATGTGTGIGTTTTITT CATG
D21829.2 GCTTTITAGTAAAGTTEATCCCAACCT ARCCG GGRCGGCTARGTGT GTGTT TCITT C-AT
EU095327.1 GCTTTITAGTALAGTTGATCCCAACCT ARCAGGGACGGCTBAGTGTGTGCTGTETTACAT
L]

& kkkk # kkk FhkEhkhkhkd kK kk kkk kkdk khkdkhkEk whkkkE hE
L) - - L] L LI

1. abra Az NCBI adatbazisban taldlhato 6 ASPV virus szekvenciajanak illesztése CLUSTAL
Omega programmal (részlet), jelolve az irodalomban hasznalt és az dltalam tervezett pri-
mereket.

50



Apple chlorotic leaf spot wirus, Referencia: D1499%6
0ligo tervezés

sarga: Mensel etc. al. 2002 cikk

Sense

aclsveg853s: AGACCCCTITCATGGARAGLCAGS

gR¥713379.1 A GERAECEEECR CCT CTECR TECRA MR CR COCECR MO ACT R ACTER TACTT CRETCRAR
EUZ23255.1 AEECCRATCET CCCTTECA TEEAR MR OO COEEER ACACT CER ACTER TACTEERETCCD
|RB22E225.1 CRERRCECARR COCCT TCR TEEAR MR (7 CEEECR AT TCT R ACTER CRCTEERETCCR
FC335956.1 CACAACCCARRCCCCT TR TEEAR MR (O CEEER AT COT CEL ACAER CAC TEERETCCD
H99752.1| RRCERRRACRCR CCCCT TCRTEEAR MR CRCCEE0R MO CCT GER AR TACTECRETCCR
M58152.1 CAERLR RCACR CCTCT TR TEEAR MR (A CEER ACCCT CEL ACAER TAC TEERETCCE
AT243438.1 CAERAMCCCAERCOCCT TCR TEEAR AR (R GEECTART CCT CER ACAER TAC TG ERETCCR
JME34780.1 CAEALCCCARRCCCCT TR TEEAR MR (A CECTA AT COT CEL ACAER TET TEERETCCD
JE34761.1 CAERAMCCCAERCOCCT TCR TEEAR AR (R CEECTAAT CCT GER ACAER TET TEERETC LR
AR3Z&223.1 CAZRARCCCARRCOCCT TCR TEEAR AR (R GECECA AT ACT CER ACAER CACTEERE GO LR
HES80332.1 CAEREEECARECOCCT TCR TEEAR MR (R R CCR AT ACT R AC AR CAT TEERETCCR
D14996.1 CAZARCCCAERCOCCT TCR TEEAR AR (R GEEECRAAT TCT GER AR CACTEERE GO LR
FCE47061.1 CRACInC CON O e T RN e T X T CCT GER MO AR CRT TEERETC R
AB3zEzZ4.1 CACALCCCACRCCCCT TR TEEAR AR (O CEEECR AT TCT CEL ACAER TAC TEERETCCD
..ﬁ-. - L T o v o o e o o o o e ******:** - £l L] +.+

Antisense

BclsviSZ2bas: CIATTIATTATAAGTCTRAALCACT

EETETTTICECTTATANTIRETER reverz komplementere: CTATTTATTATRASTCTARLCRCT

gA¥T13373.1 ————————T AT TEETCCTARC AL TR TTEERCTETT TRCRAT CT TRARTEER A TR CCCTR
EOZZ3255.1 AT AT A e T A T AT TT AR TR T CTI TRRA RO TTR R TAT TRR AT AECCTE
|RB3Z26225.1 AT - A TR A AT R TEE TCTT AT TT EERCT CTT TR~ CTTATAR TAR AT AECCTE
FC335556.1 AR CT- AT N AT A TEETATTCAR TT G T CTT TR R~ CTTRATARTRR AT AECCTE
99752 1| AEAET-ATAR A AT R O TEAR TER AT EERCT CTT TR CTTATAR TRAR AT AECCTE
M5E152.1 A AT AT A L CTC AT EET AT TTA-A TR CTCTT TAER-CTTRTARTRR AT AECCTE
ATZ4343B.1 AT AT R G T AT GET AT TT A - A TTEERCTETT TR CTTATAR TAR AT AECCTE
JHez4780.1 A AT AT A L CTC AT EGET AT TTA R TTEER CTETT TAEE-CTTRATARTRR AT AECCTE
Je347el.1 AT AT R G CTCATGET AT TT A R TTEERCTETT TR CTTATAR TAR AT AECCTE
LRZZEZIZ3.1 AR CT-A T N AT R TEETATT TR AT R T CTT TR R~ CTTRTARTRR AT AECCTE
HE38033Z.1 AERET R R CECET R TEETATT TR TT R ET CTT TR~ CTTATAA TAR AT —————

[14936.1 LEAET-RTRR MCACT CATEC TATC TRA TT GERACT CTT TACR-CT TAT AR TAR AT ACCCTE

BS54 70681 AERCT-RTRARRCRCTCRTEETATT TAR TTCEHETE I TR o TR SR TR s e —

RAB3ZE224. AERET-RTRA RERCT CATECTATT TRATT GEA ST GTT TAGRA- CTTRAT AR TAR RTARCCTE
-

L W b o A A A A B R L K ]
L L LLS ¥ ¥ ¥

(e

2. abra Az NCBI adatbazisban talalhato 14 ACLSV virus szekvenciajanak illesztése CLUS-
TAL Omega programmal (vészlet), jelolve az irodalomban hasznalt és az altalam tervezett

primereket.
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Apple mosaic wirus, Referencia: FN435316.1
0ligo tervezés

sarga: Mensel et. al. 2002 cikk

Sense:

apmvl2 953 COGT GAGRRAGGRACAGCTIGG

HG328285.1 RTTCCCGT GRGGGTATTTAAT——-——————= AGTCCATCCGIGAGGAGGACGGECTT GEG
HG328282.1 RARTCCCET GRAGGGATTTAAT ——-——————= GEICCETICCGIGAGGAGEACAGCTT GG
HG328283.1 RRTCCCGT GRAGGGATTTAAT —————————- AGTCCATCCGIGAGGAGGRACAGCTT GGG
HG328284.1 RRTCCCGT GRAGGGATTTAAT ——-——————= AGTCCATCCGIGAGGAGGACAGCTT GEG
EM490197.2 BACTCTCGT GRAGGGA-——————————————— GGICCATCCGIGAGGAGGACGGCTT GEG
FN547927.1 RRCCCCAT GRGGGGTITATCCCGTGAAGGAR-GETCCATCC GTGRAGGRAGGACRAGCTT GGG
FN£3531€6.1 ARCTCCGT GRGGGETTATCCOGTIGARGGAA-GETCCATCCGTIGRAGGAGGACAGCTIGER
HG328281.1 RRCTCCGT GRGGGGTITATCCCGTGAAGGAR-GETCCATCC GTGRAGGAGGACAGCTT GGG
HG328280.1 ARCTCCRT GAGGGEITATCCOGTGARGGAR-GETCCATCC GTIGAGGAGCACAGCTI GEE
HG328270.1 CRCCGI GAGGGGTIIATCCOGT GARGGRARA-GETCCATCCGIGAGGAGGRCAGCTT GGG
HG328264.1 ARCTCCRT GAGGGETTATCCCGTGARGGAL- EGICCAI_GA
TU15608.1 ATCCCCGI GRGIGTIATC--COGTGCAGGGAGETICCATCCGTAGRG GAGGACAGCTTI GGEA
LO3726.1 ATCCCCGTIGRAGTIT-ATC--COGTGCAGGGAGGTICCATCC- GTIGRAGGAGGACRAGCTIGEG

* *.***. . . *. & :*********.********
Antisense:

apmvl779as: CRAGATCTTCATCGATRAGTAGRAC

GITCTACTTATCGATGRAGATCIG reverz komplementere: CAGATCTICATCGATAAGTAGRAC

HE328285. CEAATTTCGCCGCTIGEIGCGARAGTCTTTATGAGGGATTT GTACGTGATARCGAGT GRGT
HE328282. CEAATTTCGCIGCT GEIGCGARAGTCTTTATGAGGGATTT GTACGTGATARCGAGT GRGT
HE328283. CEAATTTCGCCGCT GRIGCGARAGTCTITATGAGGGATTT GTACGTGATARCGAGT GRGT
HE328284. CEAATTTCGCCGCIGEIGCGARAGTCTTTATGAGG GATTT GTACGTGATARCGAGT GRGT
EM430197. CEAATTTCGCCGCTIGEIGCGARAGETCTTTATGAGG GATTT GTACGTGATARCGAGT GRGT

CEAATTTCGCCGCIGEIGCGARAGTCTTTATGAGG GATTT GTACGTGATARCGAGT GRGT
CEAATTTCGCCGCTGECGCGRARAGTCTTTATGAGGGATTT GTACGTGATARCGAGT GRGT
CERATTTCGCCGCTGECGCGARAGTCTITATGAGG GATTT GTACGTGATARCGAGT CAGT
CEAATTTCGCCGCTIGECGCGARAGTCTITATGAGGGATTT GTACGTGATARCGAGT GRGT
CEAATTTCGCAGCTGECGCGARAGTCTTTATGAGGGATTT GTACGTGATARCGAGT GRGT

HE328281.
HE328280.
HE328270.

o
.
pr
e
[
-
el e L

HE328264. CEAATTTCGCCGCTGECGCGARAGTCTTTATGAGGGATTT GTACGTGATARCGAGT GRGT
Ul54a08.1 CERATTTCGCCGCT GRAGCGARAGTCTTTATGAGG GATTT GTACGTGATAR CGRAGT GRGT
LO3726.1 CEAATTTCGCCGCTGEAGCGARAGTCTTTATGAGG GATTT GTACGTGATARCGAGT GRGT

AEkkhhkhhEkdd FEEAE kEhEE AR FEA AR I I A A AR AR A A ek kR kA dh kR hk kR kR

HG3 28285 TACCACCT GTGCARATACCGTCGAATETT CTACT T ATCEATGAAG ATCTGTTAGAT TTAT
HG328282 TACCACCT GTGCAARTACCATCGAACGTT CTACT TATCGATGAAGATCTG TTAGRATTAT
HE328283 TACCACCT GTACARATACCATCGL AT RN AT CEN TEAREATCTE TTACAR TTAT
HG3 28284 TACCACCT GTACARATCCCATCGAATGTT CIACT T ATCEATGAAGATCTGT TAGARTTAT
2M490197 TACCACCT GTGCGAATACCGATGEACGTT CIACTTATCGATGAGE ATATGTTAGAT TIGT

TACCACCAGTIGCARATACCGACGRATGTTCTACTTATCGACGARGATTITIGTTAGARTTAT
TACCACCCGIGCARATACCGACGRAATGTTCTACTCATCGACGARGATTITIGTTAGRARTTAT
TACCACCCGIGCARATACCGACGAATGTTCTACTTATCGACGARGATTIIGTTAGATTIGT
TACCACCCGIGCARATACCGTCGRATGTTCTACTTATCGACGARGATTIIGTTAGRARATIGT
TRACCACCCGIGCARATACCGACGAATGTTCTACTTATCGACGARGATTITIGTTAGRRATIGT

HGE328281.
HG328280.

HG328270.

w
.
-1
o
[
O R

HG328264. TACCACCCGIGCARATACCGTCGRATGTTCTACTTATCGACGARGATITIGTTAGRARATIGT
Ul5408.1 TACCACCGGTIGCARATACCGACGRAATGTTCTACTTATCGATGARGATTITIGTTAGARTTAT
LO3726.1 TACCACCGGIGCA AR TACCGACGRATGTTCIACTTATCGATGRAGATITGTTAGRATTIAT

Kk ckkhkdk ko ok dkdk kku ok h kkkkkkkd kkkkE hd kkk kkhkkkks k4

3. dbra Az NCBI adatbazisban talalhato 13 APMYV virus szekvencidajanak illesztése CLUSTAL

Omega programmal (részlet), jelolve az irodalomban hasznalt és az dltalam tervezett pri-
mereket.
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Apple stem grooving wirus, Referencia:ABR004063
Olige tervezés

Sense:

asgvel2ls: GRATTGRARRRCCTITGCTGCCAC

JEOB0201.1 hE CCTGTCRR R TETIGTACCCGARTTGRR AR CTTITGCTGCCACT TCCAGGCAGRRCTC
HE978837.1 CEACCTIGTCA R TGTI TG TACCCGRARTTGAR R R CTTTT GCTGCCACT TCCAGGCAGRACTC
AROO4063.1 EGAEIIGIEAAAIGIIGIAEEIGAAIIGAAAACEIIIGEIGCCACIICT&GGCAGAACIC
0D14995.2 "“AIIIEI"MIGIIEIIEEI_IIEEAEGEAGE-&AC‘IE
JHT01424.1 UE CITGTCRRA TGTCGTGCCT GRRATT GRARRR CCTITGCTGC CACT TCGAGGCAGRRCTC
Jg3ioelsel.a CEACTTGTCARATGTCGTACCT GRARTTGARR R CCTTT GCTGCCACT TCGAG GCAGRACTC

&k K FhkkEkEkdkEkkEkd Fk kEk FhkEkEkhkEkEkkkd A kA EEk A kA EEF AR FE Ak EkEkAdokEd kA
JEO0B0201.1 ITIGRAC G A TG T GT TC ARG A A GCT TTGTGAGCCATTTGCTGAT TIGGCTOGEGARTT
HE9T7E8837.1 ITTGRA G A TG TR GT TC G A A GCT TTGTGAGCCATTTGC TGAT TTGGCTOGEGARTT
RROO4063.1 TTTGRAT R AT G TACAT TCRAGRA LR GCT TTGTGAGCCATTCGCTGAT TTGECCOGTIGAGTT
D14995.2 ITIGRR G R TG TG T TCRGA R GCT TTGOGAGCCATI TGO CGATT IGECT CGAGRARTT
JHT01424.1 ITIGRAC G A TG T GT TG RGO T TTGTGAGCCATT TGO TEGAC TIGEC TOGIGARTT
Jg3oglel.l ITTGARRC G A TG TACGT TG A GCT TTGTGAGCCATTTGCCGAC TIGEC TOGCGARTT

kk kkkEk ********.*****.******** khkhkkkkEhkEk *k &k FhkkEdk %% **.**
Antizense:

asgve3iBas: GACTYCTRAACCCTCCAGTICCAG

CIGGAACT GRGAGEETTAGRAGTIC reverz komplementere: GACTYCTAACCCTCCAGITCCAG

JEO0g0201.1 CECCT AT GARR R R CAGET AR TAGACAGRATGACTARGAGECTTTTICGTACTGARGE
HES78837.1 AR CGCCTGAT AR R R R GG TA AT AR CAGR R TGACT AAGAGGCTT TTITCGTACTGARGS
ABROO4083.1 ARCRACCTGATGAGRRLCAGETGATCGACAGEATGACT FECTTITTCGTACTGRARAGSE
D14995.2 AR CRCCT AT A GRAR L CAGETGATTGATAGRA TGACCARR R GACTTTTTCGTACTGARGS
JHTO01424.1 AR AT GAT AR R A G AT AT TGATAGGATGACCARGAGGCTT TTTCGCACTGARGS
JQ308181.1 AR CRCCTGATGAR R R R R GETGATTGATAGEATGACT FECTTITTICGTACTGRARAGS
¥k k kkkkkkkk kk khkkkd kk kk kk kkkkd kk kk kkdkdkkkdkd dhkddd kA
JX080201.1 ACRR R A GEEEET TTICGAGECG T TCGEAGAGCART CTERAACTGGAGGEG TTAGRAGTC
HES78837.1 ACRRRRAGGREET TTICGAGRCG T TCGEAGRAGCART CTERAACTGGAGGE TTAGRAAGTC
ABOO4083.1 ACRRRRRGEEET TTICGAGECAGETICGEAGAGTART CTGEALCTGEGAGGEI TAGGAGIC
D14995.2 ACRRRRARGREETITICGAGECAGETTCGGARAGTRRLC
JHTO01424.1 ACRR R R R GREET TTICGAGERCAGETTICGEAGAGTART CTRRALCTGGAGEE TTAGEAGIC
Jo308181.1 ACRRRRRGREET TTICGAGECAGETTCAGAGA GTART CTGRALCTGGAGGETTAGRRAGTC

ik kkkk hkkkkhhhkdhkdhdkdk hkkkk ik kk kk kkdkddk kkdk kbbb h kdkd ok dkdkk

4. abra Az NCBI adatbazisban talalhato 6 ASGV virus szekvencidjanak illesztése CLUSTAL
Omega programmal (részlet), jelolve az irodalomban hasznalt és az altalam tervezett pri-
mereket.
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Phylogram

EU223295.1 0.20902
KC935956.1 0.08634

{ AB326225.1 0.0952

D14996.1 0.10166

[ NC_001409.1 0

D — M58152.1 0

— AJ243438.1 0.08794

— IN634760.1 0.08343

|szabadfold, Rosmerta 0.08831|

HE980332.1 0.08319

— KC847061.1 0.0642

| F— szabadfdld, Cordelia 0.0956 |

Zalaszanté, Fuji 0.04981|

_|: izoldtorhdz, Artemisz 0.0357|
AB326224.1 0.05199

|szabadfbld, Hesztia 0.09401 |

izoldtorhdz, Hesztia 0.04514

Vamosmikola, Jonagold 0.05452

5. abra Az ACLSV virus kiilonbozo mintagytijtési helyeken megtalalt variansainak filogeneti-
kai 6sszehasonlitasa (ahol a fajtajelolteket pirosan, mig a termdiiltetvények mintdit zolden je-
l6ltem).

Phylogram - ASGV

izoldtorhaz, Hesztia 0.10869 |

Vamosmikola, Jonagold -0.0029
_: szabadféld, Hesztia 0.01637 |

D14995.2 0
—____ NC_001749.2 0

JN701424.1 0.04579
S — JQ308181.1 0.04967
AB004063.1 0.07797
izolatorhaz, Artemisz 0.00141
[ Vamosmikola, Idared 0.02913
| S szabadfold, Rosmerta 0.0272
szabadfold, Artemisz 0.01249

e JX080201.1 0.01584
—_— HE978837.1 0.01535

6. abra Az ASGV virus kiilonbozo mintagytijtési helyeken megtalalt variansainak filogenetikai
osszehasonlitasa (ahol a fajtajelélteket pirosan, mig a termdaiiltetvények mintdit zélden jelol-
tem).
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Phylogram

—: izoldtorhaz, Hesztia 0.02913
szabadfold, Hesztia 0.01395

AB045371.1 0.09955

izoldtorhaz, Artemisz 0.07278 |

Vamosmikola, Jonagold 0.07498
{ szabadfﬁld Cordelia 0.10366
izolatorhaz, Cordelia 0.05018 |

szabadf6ld, Rosmerta 0.06991 |
JF946775.1 0.13131

D21829.2 0.06051
— EU095327.1 0.10589
KF915809.1 0.09649
—: FR694186.1 0.11614

|Ujfehértd, rezisztens tabla 0.08408|

7. abra Az ASPV virus kiilonb6zo mintagyiijtési helyeken megtaldlt variansainak filogenetikai
osszehasonlitasa (ahol a fajtajelolteket pirosan, mig a termoiiltetvények mintait zolden jelol-
tem).
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s
Név > S § N S & o >
N &
5?555§/$§$5§5§§5$5§$§
Idared v13
vi5 1
b 718| 145 175 138] 148 130] 125] 119] 128] 113
10473770| read/PCR 834 97| 158 14 24| a623] 121 51 470) 92 03| 12331] 362 247] 1418] 1066] 268] 308 198] 229
read/ million
read 8440 926 1509 134 2,29 44139 1155 487 4487\ 878 888 1177,32] 3456 2358] 13539] 101,78] 2559 2941] 1890| 21,86)
Golden D v13
v15
b 133 152 150 155 145 131) 139] 153] 112
10752678 | read/PCR 1117, 113 155 31 45 126 86 40 113 93| 71| 12523 264| 247| 1764[ 1928] 251) 352| 235] 190,
read/million
read 10388 1051 1442 2,88 419 11,72 8,00 3,72 1051] 865 660] 116464 2362| 2297 164,05 179,30 2334 32,74| 2186| 1767
Freedom v13 1]
v15 1 1 1]
b 2196] 661 736 94| 432 514)  433] 336 286 283 273] 270 266] 261] 260] 246] 245
9764379| read/PCR| 16929| 1370 1502 47, 139 9595 742 76| 1975| 1647 1006| 12100 502[ 439| 3278] 1919] 812 811 502 561
read/million
read 1733,75| 140,31] 153,82 481 14,24 982,65 7599 7,78 202,27| 168,67| 103,03] 1239,20[ 5141 44,96| 33571 19653| 8316 8306 5141| 5745
Vackor v13
v15
b 100 106 189 199] 200 186 179] 214 169] 181 172
12397265| read/PCR 205) 395 157 37 94 189 178 50 139 207, 203 6167 379| 443 2873 846 620[ 425 429 333
read/million
read 1654| 31,86] 12,66] 2,98 758 1525 1436 4,03 1121) 16,70] 1637) 49745 3057| 3573| 231,74] 6824 5001] 34,28| 34,60] 2686
Szarkahegy T56/13-1  v13
v15 1]
b 731 107 108 108] 104 115] 119
13702704 | read/PCR 90, 99 89 18 20| 5545 126 42) 412 106) 124 4966  200[ 146 415 487 196 244 187| 213
read/million
read 657 722 6,50 131 146| 40466 9,20 307 30,07 7,74 905 36241 1460[ 1065 3029 3554| 1430[ 17,81) 1365 1554
Jonagold T55 v13 1 1 1 1
v15 1] 1] 1 1] 1
b 804) 1525 1396 1034 1034 523 726 652) 202 162) 127 118 133] 127 135 128] 148) 117] 127] 123
9135224 read/PCR 2868) 3482] 3283 19021 4794| 2125 1484 2365 411 319 185 11873 333] 220] 1308] 1219] 299] 263| 200] 354
read/million
read 313,95| 381,16] 359,38] 2082,16| 524,78) 232,62 16245 25889 4499] 3492 2025 1299.69] 3645 24,08 14318 13344| 32,73 28,79] 2189| 38,75
Soroksari T56/1-6 v13
v15
b
7731441| read/PCR 52| 56 65] 9 24] 40| 37 17 43| 45 44 3945 110 90 221 189 85] 94 79) 72|
read/million
read 673 724 841 116 310 517 479 2,20 5,56 582| 569 51025 1423| 1164 2858 2445 1099 12,16 1022 931
Zalaszanto, Fuji TS6|  v13
v15 1 1 1
b 406 129 181 850 572 605) 384 105 113 104 104]
13193366 read/PCR 1213 231 265 6068 1591] 2653 121 1138 255 191 101] 18148 269 136 402 384 161 227) 131 150
read/million
read 9194| 1751 20,09| 459,93| 12059| 201,09] 917| 86,26 1933] 1448| 7.66| 137554| 2039| 1031 3047 29,11| 1220] 1721 9,93| 1137
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Név 5 @ §7~/ S f'? e 3 & F % K
§/ g 57 y g %7 § & § § 8§37 58 s es587¢
< g v 9 & I & g & & [ J & &
Rosmerta_i vi3
v15
b 100,
10962883 read/PCR 105 65 4 14 2 82 63 17, 54 69 71| 6445|2100 108] 427] 45| 113] 171| 125 126
read/million
read 958 593 383 1,28 210l 748] 575 1,55 493 629 648 150006| 19,16 985 3895 38,77 1031 1560] 11,40] 11,49
Hesztia_i vi3 1
v15 1
b 595] 114] 101 649 104 116] 120 104) 110] 112 100] 111]
8914740| read/PCR 1993] 284 132 11] 56| 3832 174 21 352|310 209] 16023] 198] 157] 776] 902| 196] 167] 159] 120
read/million
read 22356| 31.86| 1481 1,23 6,28] 429,85| 19,52 2,36) 3949| 3477 2344] 179736 2221 1761] 87,05 101,18] 21,99] 1873 17,84 1346)
Rosmerta_sz vi3
v15
b 587 105 100
11016007 | read/PCR 88| 133, 104 10, 20{ 3740 93] 6| 188 74 89| 24827 138  180] 412 287| 145 200{ 132 115
read/million
read 799 1207 944 091 182| 33951 844 0,54 1707 6,72 808| 225372 1253 1634| 3740[ 2605 1316 1816| 11,98| 1044
Hesztia_sz v13
v15 1
b 110 106 718 101
11779442 read/PCR 179 388 172 5) 23| 7291 256 15 307 69) 75) 7496| 109|140 213 369 107) 130] 116 110]
read/million
read 1520[ 32,94| 14,60 042 195 61896 21,73 127 26,06 586| 637| 63636 925 1189 1808 31,33 908 11,04 985 934
Artemisz_i v13
v15 1
b 421 117 151 619 111 112 126 126] 134 130 144 133 105] 121
11524420 | read/PCR 1272 351 363 31 46] 3951 167 26| 434 177 148 6864) 262 221 2139 371) 296| 264] 205 246
read/million
read 11037[ 30,46[ 31,50 2,69 399| 34284 1449 2,26 3766) 1536| 1284 59560] 22,73| 1918 18561 32,19 2568 22,91) 17,79] 21,35
Cordelia_i vi3
v15 1
b 628| 550|705 289 145 114 117 131  131] 140 123| 123] 131 107] 119| 124
12559253 | read/PCR 2589| 1188 1729 16 56 217, 532) 47 351 230) 238 6136 237|265 1185 279 269 255 191 232
read/million
read 206,14| 9459| 13767 127 446) 1728] 4236 3,74 2795 1831 1895 48856) 1887 2110[ 9435[ 2221| 2142 20,30] 1521 1847
Artemisz_sz vi3
v15 1
b 104 634 129 130 145 142 126] 147 108 135 113
12471169 | read/PCR 285) 223 194 25 49| 4140 123 26) 324 162 104 6569 229] 239 1380, 579 275 254 229 167
read/million
read 2285 1788) 15,56 2,00 393| 33197 9,86 2,08 2598 1299 834] 526,73 1836 19,16] 110,66| 4643 22,05 20,37| 1836 1339
Cordelia_sz vi3
v15
b 188 305) 405) 156 107 100 105
10083778 | read/PCR 438] 533 764 18, 22 75] 239 27 91 101, 88| 3369| 137|157 438] 394 140[ 181 107| 158
read/million
read 4344| 5286) 75,77| 1,79 218 744 2370 2,68 902| 1002] 873 33410[ 1359 1557 4344] 39,07| 1383| 17,95 10,61 1567

8. abra Osszefoglalé tablazat a kisRNS konyvtarak 20 kiilonbézé virusra kapott read szamai
és a genomosszerakas eredménye alapjan.
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10. Tételes szerzoi hozzajarulas

Alulirott Varga Tiinde a dolgozatban leirt munkafolyamatok koziil az aldbbiakat magam

végeztem el:

. Alma mintak RNS tisztitdsa utan RT-PCR alapti modszerrel cDNS-t készitettem, mely-
nek minéségét sajat, specifikus alma aktin mMRNS-re tervezett primereimmel ellendriztem.

. Specifikus virusprimereket terveztem ACLSV, APMV, ASPV és ASGV almavirusok-
hoz, melyek optimalis annelalasi homérsékletét Gradiens PCR moddszerrel allapitottam meg.

. PCR reakcioval kiprobaltam hogyan miikddnek virus primereim egyedi PCR-ben, il-
letve kiilonb6z6 kombinaciokban multiplex PCR-ben.

. Az optimalizalt duplex-PCR modszert alkalmaztam kiilonb6z6 hazai izolatorhazban tar-
tott, valamint szabadfoldi termé- és torzsiiltetvények almafain.

. A fertdzottnek mutatkozé mintakbol felszaporitottam PCR-reakcioval az adott virusok

egy-egy darabjat, majd a PCR termékeket tisztitottam.

. A PCR termékek bazissorrendjének ismeretében filogenetikai elemzést végeztem.
. Alma mintdimbo6l kisRNS konyvtarakat készitettem.
. KisRNS konyvtaraim szekvencia adatai alapjan elvégeztem a mintak bioinformatikai

elemzését (virus talalati listakat, lefedettségi abrakat generaltam).
. Ujgeneracios szekvenalassal csonthéjas mintainkrél kimutatott LChV-1 virusra specifi-
kus primereket terveztem, melyek segitségével PCR-reakcioval sikeriilt igazolnunk mintaink-

ban a virus jelenlétét.

Budapest, 2016. majus 10.
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11. Koszonetnyilvanitas

Szeretnék koszonetet mondani témavezetémnek, Varallyay Evanak, aki lépten-nyomon
koveti, €s nagy odafigyeléssel segiti fejlddésemet, munkam sordn mindig lelkesit és hasznos
tanacsokkal lat el.

Ezuton szeretném megkdszonni Molnar Janosnak bioinformatikai értékelésben, illetve
Carmen Iliescunak, Czotter Nikolettanak és Diagnosztikai csoportunk tobbi tagjanak laborban
nyujtott segitségét.

Halas vagyok csalddomnak és bardtaimnak tadmogatdsukért, és nem utolsd sorban
Kovacs Oktober gimndziumi bioldgiatandromnak, aki nem csak tanitotta, hanem meg is

szerettette velem ezt a tudomanyteriiletet.
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2015 februar 17-én részt vettem az ,,RNS alapt diagnosztikai mddszer kidolgozésa €s
felhasznaldsa alma iiltetvények viroldgiai felmérésében” cimili poszteremmel a Magyar No6-
vényvédelmi Tarsasag altal meghirdetett 61. Novényvédelmi Tudomanyos Napokon a Magyar

Tudomanyos Akadémian (Budapest). A poszter kiallitdsra az alabbi absztrakttal neveztem.

,RNS ALAPU DIAGNOSZTIKAI MODSZER KIDOLGOZASA ES FELHASZNA-
LASA ALMA ULTETVENYEK VIROLOGIAI FELMERESEBEN

VARGA TUNDEI, CZOTTER NIKOLETTAI1, PAJTLI EVA2, BURGYAN JOZSEF1 és
VARALLYAY EVAI

1Diagnosztikai Csoport, Mezdgazdasagi Biotechnologiai Kutatdintézet, NAIK, G6dollé

2No6vénykortani Tanszék, Kertészettudomanyi Kar, Corvinus Egyetem, Budapest

Haszonndvényeink a virusok 4llandé tdmadéasanak vannak kitéve, melyek ellen novény-
véddszerekkel nem védekezhetiink. Gytimolestaink szaporitasa a fajtafenntartds miatt vegeta-
tivan torténik, ha az anyatd fert6zott a virus tovabbterjed a szaporitoanyaggal. Magyar-orszagon
az almafak torzsiiltetvényeinek 1étrehozésa eldtt éppen ezért kitelezé az anyandvények virus-
diagnosztikai vizsgélata, melyet ELISA modszerrel végeznek. A fertézést mutatd novényeket
a szaporitas eldtt virusmentesiteni kell. A diagnosztikai modszerek érzékenységének novelésé-
vel megbizhatobban tesztelhetjiik a virusmentesitési folyamat hatékonysagat, igy csokkenthet-
jiik a szaporitoanyaggal terjedd virusfertdzések eléfordulésat.

Diagnosztikai laboratériumunkban a hasznalt modszereknél (pl. bioteszt, ELISA teszt)
érzékenyebb, pontosabb virusdiagnosztikai modszerek kidolgozasat tiztiik ki célul.

Munkénk soran RT-PCR alapt mddszert dolgoztunk ki az almafajtdk virusmentes anya-
tovein kotelezden tesztelendd virusok diagnosztizalasara.

Az optimalizalt teszt kidolgozasédhoz az orszag kiilonbozd részeirdl szarmazo termd al-
maiiltetvényekrdl, izolator hazban és torzsiiltetvényen fenntartott fajtajeldltekrol szedtliink min-
takat. Az RNS kivonas optimalizaldsa utan a tisztitott RNS-bdl reverz transzkripcioval cDNS-
t készitettiink, melynek mindségét aktin primerekkel végzett PCR reakcidval ellendriztiik. Az
alma virusok kimutatasahoz az NCBI adatbézisban talalhat6 virusszekvencidk dsszehasonlitasa
alapjan terveztiink primereket az almafédkon kotelezéen vizsgalandd virusokra: alma klorotikus
levélfoltossag - ACLSV, az alma mozaik virus -APMV, az almafa torzsbardzdaltsag virus -
ASGYV ¢és az almafa torzsgodrosodés virus — ASPV. A virus primerek mikddésének legoptima-

lisabb hdmérsékletét gradiens PCR-rel hataroztuk meg, majd a specifikus primereket kiilonb6z6
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kombinaciokban is teszteltiik. Ebbdl kideriilt, hogy az almékat fert6z6 4 virusra a duplex PCR
jol hasznalhaté moddszer, igy mintaim diagnosztikai kiértékelésére is ezt hasznaltam.

Eredményeink azt mutatjak, hogy a vizsgalt mintavételi helyeken gyakori a karantén
virusok jelenléte, igy a virusmentesitési folyamat hatékonysaganak javitasara van sziikség. Az
altalunk kidolgozott duplex PCR eljaras a virusok szlirésének az altalanosan hasznalt ELISA
modszernél hatékonyabb és specifikusabb maddja, mellyel a virusmentesitési folyamat monito-
rozhato ¢és tiltetvényeink almaféi a karantén virusok jelenlétére tesztelhetok.

Varga Tiinde az ELTE 1.éves biologus MSc hallgatdja. A projekt a Magyar Kormany
tdmogatasaval, a Kutatdsi és Technologiai Innovéciés Alap finanszirozasaval valosul meg
(KTIA_AIK 12-1-2013-0001: Korszeri genomikai és biotechnoldgiai technikak bevezetése a
sz0106 és gyiimolcs (fasszaruak) egészséges szaporitdanyag eldallitdsban, novényvédelemben és

a fajta nemesitésben) .”
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2015 aprilis 9-én szerepeltem a Pécsi Tudomanyegyetemen altal megrendezett XXXII.
OTDK-n (Biolégiai szekcid, Pécs) az ,,RNS alapt diagnosztikai modszer kidolgozasa az alma
virusfert6zottségének kimutatadsara” cimli dolgozatommal ¢és eldadasommal, mellyel 3.
helyezést értem el.

A konferenciara az alabbi reziimével neveztem.

”» Haszonndvényeink a virusok allandé tamadasanak vannak kitéve, melyek ellen
novényveédd szerekkel nem védekezhetiink. Gyiimdlcsfaink szaporitdsa a fajtafenntartas miatt
vegetativan torténik, ha az anyatd fertdzott a virus tovabbterjed a szaporitdéanyaggal.
Magyarorszagon az almafak torzsiiltetvényeinek létrehozésa elott éppen ezért kotelezd az
anyanovények vizsgélata, és mentesitése a gyiimolcsosoket fertdzé RNS virusokra.

Célom az volt, hogy olyan RT-PCR alapu moddszert dolgozzak ki, melynek segitségével minél
hatékonyabban, olcsébban ¢és gyorsabban lehet a kotelezéen tesztelendd virusokat
diagnosztizalni az almafakbol vett mintdkbol, illetve hogy képet kapjak a magyarorszagi
iiltetvények virussal valo fert6zottségérol.

Munkamat azzal kezdtem, hogy az almara optimalizaltam egy RNS-kivonasi eljarast,
majd a tisztitott RN'S-bdl reverz transzkripcioval cDNS-t készitettem. A cDNS mindségét aktin
primerekkel végzett PCR reakcioval ellendriztem. Az alma virusok kimutatasdhoz az NCBI
adatbazisban taldlhaté virusszekvencidk Osszehasonlitdsa alapjan terveztem primereket.
Gradiens PCR eljarassal megkerestem a virus primerek miikodéséhez leginkabb megfeleld
homérsékletet, majd a specifikus primereket kiilonb6zé kombinécidkban is teszteltem. Ebbdl
kideriilt, hogy az almakat fert6z6 4 virusra a duplex PCR jo6l hasznalhaté mddszer, igy mintdim
diagnosztikai kiértékelésére is ezt hasznaltam. A kiilonb6z0 mintdkbdl szintetizalt PCR
termékeket bazissorrendjét DNS-tisztitas utan hataroztattam meg. A kapott szekvencidk alapjan
Clustal Omega programmal elvégeztem az egyes virustdrzsek szekvencidinak
Osszehasonlitasat, és ez alapjan vizsgaltam leszarmazasi viszonyaikat.

A fentiekben kidolgozott duplex PCR eljards a virusok szlirésének az altalanosan
hasznalt ELISA moddszernél hatékonyabb és specifikusabb modja, mellyel almafaink a
kotelezden tesztelendd virusok jelenlétére vizsgalhatoak. A PCR termékek bazissorrendjének
Osszehasonlitasa lehetdveé tette a vizsgalt virusok kiilonbozo torzseinek elemzését is.

Tovabbi terveimben szerepel, hogy az alma mintdkbdl kisRNS-konyvtarakat készitsek,
melyekben a novényi gazda-RNS-en kiviil az esetleges kérokozok RNS-ei is megtalalhatok. A

kis RNS konyvarak ujgenerdcioés (Illumina platformon torténd) szekvendlasa és annak
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kiértékelése lehetoséget ad a mintdkban eléforduld Osszes viralis kérokozo azonositasara, €s

akar uj, eddig ismeretlen virusok megtalalasara, elemzésére.”
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2016. marcius 21-22-én munkatdrsammal, Baldssy Julidval kdzosen részt vettiink a
g6dolldi Szent Istan Egyetem Mezdgazdasag- és Kornyezettudoméanyi Karan megrendezett

Fiatal Biotechnologusok II. Orszagos Konferencidjan (FIBOK 2016) az alabbi poszteriinkkel.

»CSONTHEJAS GYUMOLCSFAK VIRUSFERTOZOTTSEGENEK VIZSGALATA
METAGENOMIKAI MODSZEREKKEL

BALASSY JULIA1, VARGA TUNDEI1, CZOTTER NIKOLETTA1, MOLNAR JANOS2,
KIRILLA ZOLTAN3, TUSNADY E. GABOR2, PREININGER EVA3 ES VARALLYAY
EVAI

1Diagnosztikai Csoport, Mezdgazdasagi Biotechnologiai Kutatdintézet, NAIK, G6dollé
2Enzimologiai intézet, MTA Természettudomanyi Kutatokozpont, Budapest

3Gylimolcstermesztési Kutatdintézet, Erdi Kutatéallomas, NAIK, Budapest

Gazdasagilag fontos novényeink folyamatosan ki vannak téve ndvényvirusok
tamadasanak, melyek ellen a ndvényvéddszerek nem hatdsosak. A virusok a novényt fertézve
¢€s megbetegitve évrdl évre jelentds gazdasagi karokat okoznak. Gyiimoélcsfaink szaporitasa a
fajtafenntartas érdekében vegetativan torténik, igy ha virusdiagnosztikai modszereink nem elég
érzékenyek, a virusok mar magaval a szaporitdéanyaggal konnyen atjuthatnak az 0y novényekbe.
Magyarorszdgon a hatdsagok az 1) gyiimoélcsfafajtdk nemesitésekor foként ELISA és PCR
modszerekkel végzik a kotelezd virussziiréseket. Ily modon csak a mar ismert szekvenciaju
virusok mutathatok ki. Munkank célja az volt, hogy izolatorhazakban és torzsiiltetvényeken
nevelt csonthéjas gyiimdlcesfak virusfertdzottségét kisSRNS-ek 0j generacios szekvenalasa révén
mérjiik fel. Ezzel a metagenomikai modszerrel eddig ismeretlen, hazankban, illetve az adott
ndvényben még le nem irt virusokat is megtalalhatunk.

A kutatishoz az FErdi Gyiimolcstermesztési Kutatointézet izolatorhazban és
torzsiiltetvényen nevelt, valamint in vitro tenyészetbdl szarmazoé kajszibarack és szilva fakrol
szedtlink mintat, melybdl RNS kivonast végeztiink és kisRNS konyvtarat hoztunk létre. A
kisRNS-ek szekvenalasa utan, a kapott szekvenciakat bioinformatikai modszerek segitségével
értekeltiik.

Kis RNS koényvtarunkat egyrészt az NCBI virus referenciagenomokat tartalmazo6 adatbazisara
illesztve virus taldlati listdt generaltunk, masrészt egy adott virus referencia
genomszekvencidjara illesztve lefedettségi abrat kaptunk, amivel a hibas illesztéseket tudtuk

kisziirni. Velvet programmal a leolvasott szekvencidkat 13 ¢és 15 nukleotidos atfedd
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részszekvencidk alapjan nagyobb, Osszefliggd szakaszokka illesztettiik 0ssze. Ezeket az Un.
kontigokat ismert virusok adatbazisara illesztve ismét kaptunk egy talalati listat.

Ezen moédszer segitségével egyes mintdinkban Magyarorszagon eddig még le nem irt
virusokat, a Cherry virus A-t (CVA) és a Little cherry virus-t (LChV) azonositottuk. A kisRNS
szekvenalasbol szadrmazd szekvenciainformacidk ismeretében e virusokra specifikus
inditészekvenciakat terveztiink, majd gradiens PCR-rel optimalizalt PCR segitségével a
prediktalt mintdkbodl felszaporitottuk a virusokat és hagyomanyos Sanger szekvenalassal
meghatarozva a termék bazissorrend;jét visszaigazoltuk jelenlétiiket. A PCR terméket klonozva
radioaktiv proba készitésére alkalmas konstrukciot allitottunk eld, és a CVA jelenlétét pozitiv
mintdinkbol Northern blottal is sikeriilt kimutatnunk.

Eredményeink azt mutatjak, hogy a kisRNS-ek 0j generacios szekvendlasaval mintainkban
valdban detektalhatunk a kotelezden tesztelt virusokon kiviil megjelend egyéb, akéar eddig még
nem ismert virusokat is. A CVA és a LChV virusok eléfordulasa hazankban eddig nem volt
ismert, a tiinetek kialakitasaban, illetve mas virusokkal egylitt eléfordulva, modositasaban

betoltott szerepének megallapitdsa még tovabbi vizsgalatokat igényel.

Munkénkat az FM céltdmogatasaval végeztiik.”
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Virusfertézottség vizsgalata csonthéjas gyiimolcsfakon
metagenomikai modszerek segitségével

VARGATUNDE?, BALASSY JULIAY, CZOTTER NIKOLETTA?, MOLNAR JANOS?, KIRILLA ZOLTAN?, TUSNADY E. GABOR?, PREININGER EVA’ES
VARAuVA!EVA‘

*Diagnosztikai Csoport, Mezsgazdasagi Biotechnologiai Kutatéintezet, NAIK, Godolls, “Enzimologisi intézet, MTA Terméazettudomanyi Kutatokazpont, Budapest
3Gyiimblestormosztés! Kutatbintézot, Erdi Kutatsallomas, NAIK, Budapost

Diagnosztika Csoport
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ALChV-1 virus jelenlétét csak
kitltetés utan fert6z6dhettek meg.

ami azt mutatja, hogy ezek a fik a szabadfoldre valé
A

taldlt CVA

illesztve kiderllt, hogy bazissorrendjilk szinte teljesen
egymassal (98-100%). Nagy mértéki hasonléség (74-99 %) mutatkozott mds orszdgban leirt CVA
is.

A kisRNS-ek szekvendldsa révén
Magyarorszagon a CVA-t ésa elséként sikk;:ult ekxel;‘ vlmlsol(at
Mintéinkban a Velvet program 4 virus esetében tudott hosszabb kontig szekvenciakat dsszerakni, LChV-1-t még nem ki. | d".'n w"."" ;m"”
ezeka : Peach Latent Mosaic Viroid {PLMVd), Cherry Virus A (CVA), Plum Pox Virus (PPV), és a Little SULERVENYEHTG
Cherry Virus-1 (LChV-1).
ACVA és LChV-1 hatdsaa
Mivel a CVA és a LChV-1 jeleniétét hazinkban eddig nem irtk e, elgszor e virusok
jelenlétét i i 6

Sk mil gyelére még nem pon!osan
ismert. Valdsziniinek tartjak, hogy bér a virusok &
bioldgiai

tineteta
mas virusokkal torténd egyiittes jelenlétik azonban sdlyos betegségeketidézhet el

Tovébbi vizsgalatainkban arra keressiik a vélaszt, hogy vajon ezen virusok
Jjelenléte milyen tiineteket okoz gylmalcsféinkon.

Osszefoglalas

tesztelt virusokon kiviil , mas, eddig nem vizsgalt virusokat detektalhassunk

Munkankataz FM céltamogatasaval végeztilk. Varga Tinde és Balassy Jalia az ELTE biologus MSc hallgatoéja, Czotter Nikolettaa Pannon Egyetem Georgikon
Karan a Festetics doktoriiskola hallgatoja és részt vesz az FM Kutatoi utanpotiast elssegits programjaban.
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