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1. Bevezetés

A csonthéjas gyiimolesfak koziil a kajszi és az dszibarack vilagszerte nagy gazdasagi
jelentéséggel rendelkezik. Eurdpa szerte termesztik dket és a nemesitésnek koszonhetden ezek
az alapjaban véve mediterran jellegii fajok jol alkalmazkodtak hazénk klimatikus viszonyaihoz.
Gyilimolcsiiket tobbnyire nyersen, vagy kiilonb6zo készitmények (lekvar) formajaban
fogyasztjak, de a palinka készitéshez is felhasznaljak.

Kajszi és dszibarack iiltetvényeink szamos patogén korokozé (gomba, baktérium, virus,
viroid) fertdzésének vannak kitéve. A virusfert6zés soran kiilonbozo tiinetek jelentkezhetnek,
amelyek jelentds termésveszteséget okoznak azaltal, hogy a termés mennyisége csokken, vagy
a mindségromlas (gyiimolcs ize romlik, mérete csokken, nem kivanatos elszinezddések
jelennek meg a termésen) kovetkeztében a gylimolcs eladhatatlanna valik. Azonban nem
minden fert6zés kovetkeztében jelennek meg fertézésre utalo tiinetek, egyes virusok, viroidok
tobbnyire latens fertézést okoznak.

A gyiimolesfak a virusok, viroidok szamara rezervoarként szolgalnak és a fajta
fenntartds miatt végzett vegetativ szaporitdsuk (szemzés, oltas) kedvez a korokozok
atjutasanak. A virusok, viroidok ellen nem rendelkeziink hatékony ndvényvédelmi
technologidval, ezért az elleniik vald védekezés sordn a megeldzésre helyezddik a hangsuly.
Kiemelked6en fontos a virusmentes szaporitdoanyag eldallitasa, illetve az ellendrzésére
hatékony virusdiagnosztikai eszk6zok hasznalata, fejlesztése. A  virusdiagnosztikai
vizsgalatoknak szamos kovetelmények kell megfelelnie. A mddszer érzékenysége kritikus
pontnak szamit, ugyanis a nem megfeleld érzékenységli modszerek alnegativ eredményt
adhatnak. Az adott modszernek nagy mennyiségii minta tesztelésére is alkalmasnak kell lennie,
mégpedig rovid 1don belill. A hatdsagok diagnosztikai vizsgélataikat szeroldgiai (ELISA)
valamint RT-PCR alapt technikakkal és biologiai indexeléssel (bioteszt) végzik. Az ELISA és
a PCR vizsgalatokhoz sziikséges az azonositandé korokozo ismerete, mig a bioteszt esetében
az indikatorndvény adott virusra/viroidra specifikus tiinetei alapjan lehet diagnosztikai
vizsgalatokat végezni €s kovetkeztetéseket levonni.

A nagy ateresztOképességii szekvenalasi technikak (high-throughput sequencing - HTS)
lehetéveé teszik a vizsgalt ndvényben jelenlevd Osszes korokozd kimutatasat. A gyiimdlesfak
globalis szaporitéanyag kereskedelme jelentds mértékben felgyorsult, valamint a globalis
klimavaltozas kovetkeztében 0j rovarvektorok megjelenésével a virusok terjedése is novekvo
tendenciat mutat. A HTS-alapu technikék segitségével egyre tobb korokozo kertilt azonositésra,

leirasra olyan orszagokbol, ahonnan eléfordulasarél korabban nem rendelkeztiink adatokkal. A
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novények antivirdlis védekezési mechanizmusat, az RNS interferenciat a virus replikacioja
soran keletkezd duplaszali RNS képzddése aktivalja. A duplaszali RNS az eukariota
szervezetek szamara idegen struktira, amit az RN-az aktivitassal rendelkezé6 DICER (DCL)
enzimek 21-24 nukleotid hosszusagu kis interferald RNS-ekre (SIRNS) hasitanak. A keletkezett
kis RNS-ek nagymértékben illeszkednek a patogén genomjara, ezért a kis RNS-ek HTS alapu
vizsgélata diagnosztikai céllal is alkalmazhatd, amely soran lehetdség adodik ismert virusok
elterjedésének, gazdandvényeinek pontosabb meghatarozésara, valamint 1j virusok
Kimutatasara is.

Féasszara novényekbdl viszonylag kevés 1 generdciés szekvenalas alapu
virusdiagnosztikai vizsgalat késziilt, viszont ezeknek a technikdknak az elterjedésével, a
szekvenalasi koltségeknek a csokkenésével, valamint a diagnosztikai protokollok
standardizalasara valo torekvések altal egyre tobb informaciora tehetiink szert.

Kutatasunk soran az Erdi Gyiimélcs- és Disznovénytermesztési Kutatointézet kajszi- és
Oszibarack fajtainak HTS alapu virusdiagnosztikai vizsgalatdhoz a kdvetkezo célokat tliztiik ki:
1. optimalizaljuk a kis RNS HTS-st, mint virusdiagnosztikai eszkozt a kajszi- €s
Oszibarack vizsgalatara
2. meghatarozzuk a vizsgalt egyedek viromjat, kiilonos tekintettel az esetlegesen
hazankban, vagy az adott fajon eddig még nem leirt virusokra
3. az adott fajtak izolatorhazakban, szabadfoldi iiltetvényeken 1évo egyedinek

virusprofiljabol kovetkeztethessiink a megjelend fert6zések forrasara

4. Osszehasonlitsuk a bioteszt €s a kis RNS HTS, mint diagnosztika eszk6zok
hatékonysagat
5. az azonositott virusok varidnsait is azonositsuk, annak érdekében, hogy kideritsiik, hogy

a tomegteszteléskor az RT-PCR vizsgalatok soran hasznalt primerek milyen hatékonysaggal

képesek kimutatni az adott virus hazdnkban eléfordulé variansait.



2. Irodalmi attekintés

2.1. Kajszi €s Oszibarack termesztésének jelentdsege

A Rosales rend Rosaceae csaladjaba 100 kiilonb6z6 nemzettségbdl all, melybe tobb,
mint 3000 faj sorolhat6 (Shulaev et al., 2008). A Prunus nemzettség tobb, mint 230 fajt foglal
magéaba, melyek Kozép- és Kelet-Azsiabol szarmaznak, de manapsag a vilag minden pontjan
elterjedt¢ valtak. Elterjedésiiknek kdszonhetden népszerli, gazdasagi szempontbol fontos
novényekké valtak. 2015-6s adatok szerint a csonthéjas novények éves hozama meghaladja a
43 milli6 tonna gyiimodlcsot és magot, melynek jelentds részét az Gszibarack (21 millié tonna)
teszi ki, a kajszibol pedig 6sszesen 4 millio tonna termés keriil értékesitésre a vilag orszagaiban.
Csonthéjas novényeket legnagyobb mennyiségben Azsidban termesztik, Kinaban mar 4-5000
évvel ezel6tt is tiltették. Masodik legnagyobb hozam Eurdépabdl szarmazik, melyet Eszak-
Amerika, Dél-Amerika, Ausztralia as Afrika orszagai kovetnek (Rubio et al., 2017).

A csonthéjas gyiimolesfak Azsiabol a kereskedelmi utakon keresztiil érkeztek
Gorogorszagba, majd onnan a mediterran térségeben terjedtek el az idészamitasunk elotti 3.
szdzadban. Ko6zép-Europaba, igy Magyarorszag teriiletére a mediterran orszagokbol, vélhetdleg
tobb tvonalon keresztiil jutottak be.

A kajszi Kozép-Azsibol szarmazik, Magyarorszagon régéta termesztik, az aquincumi
asatasokbol kovetkeztetve az elsé maglelet 1600 évvel ezeldttrdl szarmazik. A K6zép-Europaba
keriilt kajszi fajtdk keveredésébodl kialakult egy jellegzetes kozép-eurdpai fajtakor, melyek
tagjait mara Europa mas térségeiben is termesztik. Magyarorszagon a kedvezodtlen 6koldgiai
koriilmények ellenére a Duna-Tisza kozén talalhato egy jelentds termotaj, ugyanis a XVIII.
szdzadban a kajszi fontos szerepet jatszott a futohomok megkotésében. Magyarorszagon a
kajszi termesztésének a fennsikok és a védett, kiegyensulyozott mikroklimaval rendelkezd
dombsagok kedveznek. Jelentds kajszi termdtajak taldlhatok a Balatonnil, az Eszaki-
Kozéphegység déli részén, a Pilis €s a Godolldi-dombsag teriiletén (Buban et al., 2004).

Hazank klimatikus viszonyaibdl addéddan a hazai nemesitésii fajtdkat termesztik
nagyobb mennyiségben, a kiilfoldi fajtak nem megfeleld adaptacios képessége jelentdsen
megneheziti a kiilfoldi fajtdk honositasat. A magyar fajtak koziil a Magyar kajszi fajtakorhoz
tartozo valtozatok a legnépszertiibbek jo gylimdlcsmindségiiknek koszonhetden. A klimatikus
koriilményekhez jol alkalmazkodo, jo fagytlird képességgel rendelkez6 Korai piros és Kései
rozsa fajtakor gyiimolcsének mindsége alulmarad a Magyar kajszi fajtakor véltozataihoz

képest. Kiemelkedden jo gyiimolcsminéséggel rendelkeznek az Orias, Mandulakajszi és
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Biborkajszi fajtakorok fajtai (Pénzes & Szalay, 2003). A Kozponti Statisztikai Hivatal adatai
alapjan a Gonci magyar kajszi, a Magyar kajszi C.235, Ceglédi 6rids, Bergeron, Pannonia,
Goldrich, Mandulakajszi ¢és Kyoto fajtakat termesztik legnagyobb mennyiségben
Magyarorszagon.

Az O6szibarack Kinadbdl szdrmazik, melyet korai irdsos bizonyitékok is igazolnak.
Eurdpaba feltételezhetden a Fekete-tenger térségébdl terjedt el. Magyarorszagon az dszibarack
termesztés északi hataran helyezkedik el, az éves termés 1970-6ta csokkend tendenciat mutat.
Termesztésében a fagy a legjelentdsebb kockazati tényezd, csapadékmentes idészakokban az
intenziv 6ntdzés elengedhetetlen. Magyarorszagon a Dunantul, a Matra, Biikk és az Alfold déli
része felel meg az Gszibarack termesztéséhez sziikséges kornyezeti feltételeknek (Buban et al.,
2004).

Magyarorszagon elsdsorban kiilfoldi nemesitésii dszibarack fajtdkat termesztenek. A
fajtahasznalat tekintetében szamos paramétert figyelembe kell venni az iiltetvény tipuanak
fiiggvényében. A friss fogyasztasra termesztett fajtak esetében alapkovetelmény a
magvavalosag, a magas cukor és savtartalom mellett a gyiimdlcsoknek gombolyli forméval és
nagy gyiimdlcsmérettel kell, hogy rendelkezzenek. Az ipari fajtdknél kdvetelmény a kdzepes
méret, gdmbolyl alak, és a maghozkotottség. A fajtavalasztas tekintetében a fagytiiroképesség
rendkiviil fontos tényez6 az szibarack esetében (Buban et al., 2004). A Kozponti Statisztikai
Hivatal adatai alapjan a Redhaven, suncrest, Cresthaven, Early Redhaven, Dixired, Mariska,
Babygold 6, Fantasia, Michelini és Champion fajtdkat termesztik a legnagyobb teriileten

hazankban.

2.2. Kajszi és Oszibarack patogén korokozok

A baktériumok, gombak, virusok és viroidok jelentds gazdasagi karokat okozhatnak az
iiltetvényeken, termés mennyiségének csokkenését, mindségének romlasat eredményezhetik,
ezért a fertdzésiik elkeriilése érdekében kidolgozott védekezési stratégidk, illetve hatékony
diagnosztikai modszerek alkalmazasa, fejlesztése kiemelked6 fontossaggal bir (Németh, 1979).
Magyarorszdgon a kajszi és Oszibarackot fert6z0 gazdasagi jelentdséggel rendelkezd

vizsgalatkoteles korokozokat a 14/2017. (II1. 23.) FM rendelet foglalja magéba.



2.2.1. Csonthéjas novényeket fert6z6 baktériumok

Eurépaban a csonthéjas iiltetvényeket karosité baktériumok kozé tartozik az Agrobacterium
rhizogenes és az Agrobacterium tumefaciens, melyek T-DNS transzfer kovetkeztében
gyokérgolyvas megbetegedéseket eredményeznek, de a lombkorona teriiletén is képesek koros
sejtosztodast eredményezni. A tumoros sejtosztddas negativ hatast fejt ki a gazdandvény
novekedésére, termésfejlodésre. Nagy gazdakorrel rendelkeznek, csonthéjas ndvényeken kiviil
Kimutattak tobbek kozott alma és kortefakon, sz616n, céklan, cukorrépan (Lopez et al., 2006).
A Pseudomonas amygdali, Pseudomonas syringae és Pseudomonas viridiflava vilagszerte
elterjedt korokozoknak tekinthetdk, fert6zésiik esetén a hajtdscsucs nekrdzis, levélen és
gylimolcson nekrotikus foltok, a torzson kéregrak jelenhet meg (Lopez et al., 2003). A
Xanthomonas arboricola vilagszerte elterjedt korokozo. Fertdzése soran a gylimolcs- és
levélfoltossag tiineteggyiittes jelenhet meg. A szabalytalan alaku tiinetek jellemzben elészor a
levél fonakon jelennek meg, majd elbarnulnak és a levelek lyukacsossa valnak. A csonthéjas
gyumolcsfakon jelntés karokat képes okozni, szilva, nektarin, kajszi és Oszibarack
gazdanovények tekinthet6k a legfogékonyabbnak, viszont kimutattak cseresznyérol és
meggyrél is (Janse, 2009). A Candidatus Phytoplasma prunorum Eurdpaban jelentds karokat
okoz a kajszi, 0szibarack, szilva, cseresznye, japanszilva és mandula iiltetvényeken (Marcone
& Jarausch, 2010). A fert6zés hatasar az eurdpai csonthéjas gyiimolcesfak sargulasa (Europen
stone fruit yellows - ESFY) tiineteggyiittes jelenhet meg. A fitoplazma fert6zés legnagyobb
mértékben kajszi és japanszilva esetében okozott termésveszteséget. A fert6zés esetén a
gyiimdlcsfak iltetésétol szamitott nyolcadik évben az iiltetvényeken akar 50%-0s is lehet a
termésveszteség. A Candidatus Phytoplasma prunorum altal okozott tiinetek jelentds
mértékben eltérhetnek kiillonb6z6 gazdandvény fajokban, eltérd klimatikus viszonyok mellett,
valamint a fertézést okozo fitoplazma torzs virulencidjanak mértéke is jelentdés mértékben
befolyasolja a tiinetek megjelenését. Fitoplazma fertdzésre utalhat a korai virdgzas, levelek
sargulasa, kanalasodasa, valamint a megnovekedett méretti palhalevelek jelenléte (Marcone &
Jarausch, 2010).

Hazankban a kajszi és Oszibarack szaporitdanyag eldallitihoz hasznalt anyafaknak
mentesnek kell lennie a kdvetkez6 baktériumokatol: Agrobacterium tumefaciens, Pseudomonas
syringae, Pseudomonas viridiflava, Candidatus Phytoplasma prunorum, Xanthomonas
arboricola (14/2017. (111. 23.) FM rendelet).



2.2.2. Csonthéjas novényeket fertéz6 gombak

A Kkajszi és Oszibarackot fert6zé gombak kozé tartozik a Leucostoma cinctum ami
kezdetben a fak egy-egy aganak elhalasat eredményezi, késdbbiekben azonban a fak részleges,
vagy teljes pusztulasat eredményezheti. Fert6zés esetén a kérgen rakos deforméciok figyelhetok
meg. A Leucostoma nem képes egészséges novényt fertdzni, a fagy, metszes, rovarkartétel vagy
egyéb mechanikai sériilés soran keletkezett sebeken kerezstiil képesek fertdzni a
gyumolcsfakat. A Leucostoma fert6zés jelentés mezOgazdasagi hatast fejt ki a csonthéjas
iltetvényeken, legnagyobb mértékben Oszibarackot karositja. A fertézott fak termés
mennyiségében visszaesés tapasztalhato, valamint fogékonyabba valhatnak tovabbi patogének
fertézésének is (Romanazzi et al., 2012). A Verticillium nemzetségen beliil a Verticillium
dahliae rendelkezik a legnagyobb gazdakdorrel, tobb, mint 200 novényt képes fertdzni.
Vilagszerte elterjedt korokozo, elsésorban a mérsékelt és szubtropusi 6vben fordul el6 nagy
gyakorisdggal. A fertdzés kovetkeztében a ndvény novekedése lelassul, a levélerek
elszinez6dnek, a leveleken kezdetben sargulas, majd hervadas figyelhetd meg (Deketelaere et
al., 2017). A Phytophthora cactorum nagy gazdakorrel rendelkezé gomba patogén. A fert6zés
hatdrda a gyiimolcsok rothadasnak indulnak, a levélen rozsdas elszinezddés, hervadas
figyelhetd meg (Eikemo et al., 2010). A Stigmina carpophila legnagyobb mértékben kajszit,
Oszibarackot, nektarint fertdz, de jelenlétét kimutattdk cseresznye gazdandvényrdl is. A
Stigmina fertézés hatasara a levélen kor alaka voroses, lilas elszinez6dott foltok jelennek meg,
melyek 1ddvel elszaradnak és kiesnek, ezaltal a levél lyukacsossa valik. A tiinetek tavasszal,
tartosan hlivos, csapadékos iddjarasi feltételek mellett a legintenzivebbek (Ivanova et al., 2012).
A Taphrina deformans elsésorban a mérékelt égovben az Gszibarackot, nektarint, kisebb
mértékben mandulét fert6z0 patogén gomba. A fertdzés jellemzd tiinete a levélgondorddés,
torékennyé valhat, felszinén sargas, pirosas elszinez8dott rancok jelenhetnek meg (Cissé et al.,
2013). A Podosphaera pannosa a leggyakoribb csonthéjas gyiimolcsfakon eléfordulo
lisztharmat betegség. A fertdzést kovetéen fehéres bevonat jelenhet meg a leveleken és a
gyiimoleson is (Marimon et al., 2020). Kajsz és Oszibarack monilids megbetegedését a
Monilinia laxa, Monilinia fructicola és a Monilinia fructigena okozza. A tiinetek a viragokon,
hajtason €s gyiimolcson jelentkeznek. A rovarkartétel, jégesd, vagy egyéb mechanikai sériilést
kovetden juthatnak be a kérokozok a fejlédd gylimolcsbe, melyen barnas elszinezddés alakul
ki, majd rothaddsnak indul. A fert6zés hajtaselhalast is eredményezhet, ami a teljes novény
pusztulasahoz is vezethet. Eurdépaban leggyakrabban a Monilinia laxa eredményez gazdasagi
karokat (Mari et al., 2012).



Magyarorszagon a szaporitéanyag eldallitishoz hasznalt kajszi és Oszibarack anyafiknak
mentesnek kell lennie a Phytophthora cactorum, Verticillium dahliae a patogén gombaktol
14/2017. (111. 23.) FM rendelet.

2.2.3. Csonthéjas novényeket fertdzo virusok

A HTS-alapt virusdiagnosztikai eszkozokkel egyre tobb csonthéjas novényt fertdzo
virus keriil azonositasra, tobbségiik a Betaflexiviridae, Bromoviridae, Closteroviridae,
Comoviridae, Potyviridae, Secoviridae és Tombusviridae csaladokba tartozik (Villamor et al.,
2016). Kezdetben a csonthéjasokat fert6z6 virusok koziil a legtobbet Europanak azon részérdl
azonositottak, melyek régota jelentds terliletnek tekinthetok gylimolcstermesztés
szempontjabol. Kina nagy jelentdséggel rendelkezik csonthéjas gyiimolcsok termesztésében,
legtobb nemesitett csonthéjas ndvény Kinabol szdrmazik, ezért szamos virus azonositasra kertilt
(Jelkmann, 1995).

A virus altal okozott tiinetek megjelenése €és sulyossaga fligg magatdl a virus
patogenicitasatol, illetve a gazdanovényt6l. A gylimolesfak termés mennyiségét, mindségét
jelentdés mennyiségben befolyasolja a patogének altal okozott biotikus stressz. A leveleken, de
els@sorban a termésen megjelend virus tlinetek csokkentik a virus piaci értékét. Annak ellenére,
hogy a virusok/viroidok jelentds termés veszteségeket képesek okozni, nehéz pontosan
felbecsililni az altaluk okozott gazdasagi karokat. A csonthéjas gylimdlcstak esetében a
szilvahimlé (Plum pox virus - PPV) kartételével kapcsolatban rendelkeziink a legrészletesebb
adatokkal, becslések szerint 30 év alatt 10 milliard dollar koltséggel jart, amelyet a termés
kiesés, a fert6zottség ellenérzése és mentesitési programok eredményeztek (Cambra et al.,
2006). A csonthéjas novények vegetativ szaporitasa kedvez a virusok, viroidok terjedésének,
ami megneheziti az elleniik valé védekezést. Egyes virusok transzmissziojaban rovar, atka és
fonalféreg vektorokat is azonositottak. A stlyos gazdasagi karokat okozo szilva torpiilés virus
(Prune dwarf virus - PDV) és a Prunus nekrotikus gytriisfoltossag virus (Prunus necrotic
ringspot virus - PNRSV) virusok mag atvitellel vertikalis és pollenen keresztiil torténd
horizontalis uton is képesek terjedni (Gao et al., 2017).

Magyarorszagon a hatdsagi szabéalyozds szerint a kajszi és az Oszibarack
szaporitdoanyagban a PPV, alma klorotikus levélfoltossag virus (Apple chlorotic leafspot virus
- ACLSV), alma mozaik virus (Apple mosaic virus - ApMV), kajszi latens virus (Apricot latent

virus - ALV), a PDV, a PNRSV ¢és a szamdca latens gytriisfoltossag virus (Strawberry latent
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ringspot virus - SLRSV), valamint az §szibarack latens mozaik viroid (Peach latent mosaic
viroid - PLMVd) jelenlétét kell vizsgalni és kizarni (14/2017. (111.23.) FM rendelet).

2.2.3.1. Cseresznye virus A (Cherry Virus A - CVA)

A CVA-t els6ként Németorszagban irtak le cseresznye gazdanévénybdl 1995-ben
(Jelkmann, 1995). Rendszertanilag a Betaflexivirideae csalad Capillovirus nemzettségébe

sorolhat6. 7383 nukleotid hosszisagu, pozitiv, egy szali RNS genommal rendelkezik.

ORF1

MET DUF HEL RdARP CpP

39

MP

ORF2
1. abra A CVA genomszervezodése
Az ORF1 kodolja a metiltranszferazt (MET), egy azonositatlan funkcidval rendelkezé domént (domain
of unknown function - DUF), helikazt (HEL), RNS-fiiggé RNS polimerazt (RARP) és a kopenyfehérjét
(CP). Az ORF2 a mozgasi fehérje (MP) kodolaséért felelds (Gao et al., 2016 alapjan modositott sajat
abra).

Genom szervezOdését tekintve hasonlosagot mutat a Capillovirus nemzettség tipus
fajahoz, az alma torzsbarazdaltsag virushoz (Apple stem grooving virus - ASGV). Két atfedo
nyitott leolvasasi kerettel (ORF) rendelkezik (1. abra). Az ORF1 kodolja kereteltolodas nélkiil
a 266 kDa molekulatomegii RNS-fiiggé RNS polimerazt (RNA-dependent RNA Polymerase -
RdRP), metiltranszferazt, helikazt, és a kopenyfehérjét (coat protein - CP). Az ORF2 az 52 kDa
molekulatomegii feltételezett mozgasi fehérje (movement protein - MP) kddolaséaért felelds (1.
abra) (James & Jelkmann, 1998). A CVA gyakran kimutathatd cseresznyébdl (Marais et al.,
2011) és meggybdl (Jelkmann, 1995), viszont mas csonthéjas novénybdl is kimutattak a
jelenlétét: kajszi és Gszibarackbol (Noorani et al., 2010), japancseresznyébél (Safafova et al.,
2013), valamint szilvabol (Katsiani et al., 2018). A virus vilagszerte elterjedt, el6fordulasat
jelentették Németorszagbol (Jelkmann, 1995), Indiabol (Kirby & Adams, 2001),
Olaszorszagbol (Safafova et al., 2013), Franciaorszagbol (James & Jelkmann, 1998), Egyesiilt-
Kiralysagbol (Mandic et al., 2007), Kanadabol (Safafova et al., 2013). Lengyelorszagbol
(Safatova et al., 2013), Szerbiabol (Isogai et al., 2004), Csehorszagbol (Noorani et al., 2013),
Japanbol (Isogai et al., 2004) és Kinabdl (Rao et al., 2009). A CVA kiemelked6en magas
fert6zési ratat eredményezhet, Indiaban a vizsgalt fak 54%-a fert6zott volt (Gao et al., 2017),
Japanban 92%-os fert6zottségrol is beszamoltak (Gao et al., 2016). A magas fert6zottség
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ellenére jelenleg nem azonositottak atvitelében érintett vektor organizmust, a virus terjedése
vegetativ ton, oltassal, szemzéssel megy végbe (Marais et al., 2012). Eddig a gazdandvényein
nem azonositottak CVA fert6zéshez kothet6 tiineteket (Gao et al., 2016). Jelenleg nem ismert,
milyen mértékben jarul hozza a CVA a tlinetek megjelenéséhez, az esetlegesen megjelend
tiinetek mas virussal valo koinfekcionak tulajdonithatoak (Kesanakurti et al., 2017). A CVA
izoldtumok kozott jelentds genetikai heterogenitas tapasztalhatdo, a Kinadbdl szadrmazd
izolatumok teljes genomjanak vizsgéalata soran 81% ¢és 98,2% kozotti nukleotid egyezést
tapasztaltak (Martelli et al., 2012). Az kodold régiok kozott legnagyobb nukleotid eltérést az
RdRP gén szekvenciajaban figyelték meg (79,1 - 90,7%). A pontmutaciok kisebb mértékben
érintették az aminosav sorrendet, konzervaltabb szekvenciat eredményeztek (92,2 - 99,2%)
(Gao et al., 2017).

Filogenetikailag a CVA genotipusok 6 csoportra oszthatok. 75 teljes CVA genom
vizsgalatanak eredményeként megallapithatova valt, hogy még akar az egy egyedbdl szarmazo
kiilonb6zé CVA genotipusok sem feltétleniil egy filogenetikai csoportba klaszterizalédnak. A
cseresznye gazdandveényrdl szarmazo izolatumok az V. csoport (kizardlag nem cseresznye
gazdandvényrdl szarmazd genotipusokat tartalmaz) kivételével barmelyik csoportba
tartozhatnak. A kajszi gazdanovényrdl izolalt CVA genomok a IV és VI csoportba tartoznak,
mig az dszibarack gazdandvényrdl gylijtott szekvencidk az I csoporthoz klaszterizalodtak. A 11
¢és III csoportban kizarolag cseresznye gazdandvényrdl szarmazd izolatumok talalhatok. A
genotipusok kozotti rekombinacios események soran létrejovo rekombindns genotipusok nem
illeszthetdk egyik csoportba se. Rekombindns genotipusokat meggy, cseresznye ¢&s
japancseresznye gazdandvénybdl mutattak ki. A genotipusok egy nukleotidot érint6d
polimorfizmus (single nucleotid polymorphism - SNP) vizsgalatabol lathato, hogy a virus
kopenyfehérjét és mozgasi fehérjét kodold régidiban taldlhatok nagy mennyiségben
konzervalodott SNP-k, melyek megnehezitik a PCR-rel végzett detektalasat (Gao et al., 2017).
Kimutatasara nem rendelkeziink rutin diagnosztikdban hasznalt ELISA teszttel, sem jelenlétére

utald indikatornovénnyel (Keim-Konrad & Jelkmann, 1996).

2.2.3.2. Cseresznye aprogyiimolesiiség virus 1 (Little cherry virus 1 - LChV-1)

Az LChV-1 rendszertanilag a Closteroviridae csalad Velarivirus nemzettségébe tartozik
(Marais et al., 2016). Elsé el6fordulasat Németorszagbol irtak le cseresznye gazdandvényrol (
Matic et al., 2007; Vitushkina et al., 1997). Leggyakoribb gazdandvényeként a cseresznyét és

a meggyet irtak le, de tobb Prunus nemzettségbe tartozo gyiimolcsfabdl is kimutattak jelenlétét.
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Szilvan, Oszibarackon és mandulan figyeltek meg LChV-1 fert6zést Franciaorszagban (R
Tahzima et al., 2017), Olaszorszagban (Lim et al., 2015), Belgiumban (Matic et al., 2007) és
Koreaban (Elena et al., 2008).

A LChV-1 cléfordulasat Eurdpa tobb orszagabol is leirtak, jelenlétét kimutattak
Svajcban, Hollandidban, Nagy-Britanniaban (Keim-Konrad & Jelkmann, 1996),
Lengyelorszagban (Safafova et al, 2016), Franciaorsziagban (Tahzima et al., 2017),
Olaszorszagban (Ludvikova & Sucha, 2011), Gorogorszagban (Serce et al.,, 2011),
Németorszagban (Ruiz-Garcia et al., 2016), Csehorszagban (Tahzima et al.,, 2019),
Torokorszagban (Isogai et al., 2004), Szlovakiaban (Safafova et al., 2016), Spanyolorszagban
(Cho et al., 2018), Romaniaban (Isogai et al., 2004) és Belgiumban (Lu et al., 2015). Eurépan
kiviil is szamos orszagban, koztiik Japanban (Sabanadzovic et al., 2005), Indiaban (Nagar et al.
2009), Koreaban (Bajet et al., 2008), Kinaban (Fiore et al., 2017), Kanadaban (Wood, 1993),
USA-ban (Keim-Konrad & Jelkmann, 1996; Safaiova et al., 2020), Chilében (Safafova et al.,
2016) és Uj- Zélandon (Foster & Lott, 1947) kimutattak a LChV-1 fert6zést (Safafova et al.,
2020).

A LChV-1 és a LChV-2 (Ampelovirus nemzettség) korokozok feleldsek a cseresznyén
megjelend ,,Little cherrry disease” (LChD) tiinetegyiittes kialakulasaért, melyet mar 1933-ban
megfigyeltek Eszak-Amerikaban, Brit-Columbia tartomanyban (Jeger et al., 2017). Eurépaban
csak késobb, 1990-es évektdl gyakorolt erds terméskiesést az LChD cseresznye iiltetvényeken
(Biittner et al., 1994). Az LChD fertézés kovetkeztében a levélen vords elszinezddés,
bronzosodas figyelhetd meg, a gylimolcs mérete csokken (2.4bra), felszinén elszinezddesek
jelenhetnek meg, valamint a gyiimdlcs izletességét is negativan befolyasolja (Candresse et al.,
2013). A betegség tiineteinek stlyossagaban, epidemiologiai vonatkozasaban jelentds
kiilonbségek tapasztalhatok, melyekre magyarazatul szolgalhat a LChV-1 és LChV-2
eléfordulasanak térbeli elkiiloniilése. A LChV-1 Eurdopaban, a LChV-2 pedig inkabb az
amerikai kontinensen fordul el6 (Candresse et al., 2013; Matic et al., 2009).

A LChV-1 fert6zott meggy és cseresznye vizsgalati mintak virusfertézésre utald
tiineteket mutatnak Kwanzan ¢&s Shirofugen (japancseresznye) indikatornovényeken,
ugyanakkor cseresznye ¢és diszcseresznye gazdandvényen tiinetmentesen is képes fertézni
(Mekuria et al., 2013). A LChV-1 hatasara a levél mérete torpiilést mutat az egészséges
novényhez képest, felszinén deforméciok jelenhetnek meg, a szemzés helyétdl fokozatos
nekrozis alakulhat ki, ami végiil az indikatornévény pusztulasihoz is vezethet (Safafova et al.,
2020). Az indikatorndvényeken kialakitott szindromakat a szakirodalom ,,Shirofugen” és

»Kwanzan stunting” néven emliti. Kajszi gazdanévényen az esetek tobbségében tiinetmentes
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fertézés figyelhetd meg, esetenként a levél felszinén enyhe mozaikossag jelenik meg (Katsiani
etal., 2018).

5
o

2.abra A LChV-1 aproégyiimoélcsiiség cseresznyén
Az éabra bal oldalon Lambert cseresznye fajta LChV-1 fert6zott, jobb oldalon pedig egészséges
gylumolcsei lathatok (https://gd.eppo.int/taxon/LCHV 10/photos).

Vegetativ szaporitas (szemzéssel, oltassal) soran atvihetd a fertzés, vektora jelenleg
nem ismert, a LChV-2 esetében terjedésében szerpet jatszik a Phenacoccus aceris és a
Pseudococcus maritimus (Katsiani et al., 2018).

A LChV-1 hosszll (16934 bp), pozitiv egyszali RNS genommal rendelkezik, ami 8
kodolo régiobol all (3. abra). Az ORFla és az ORF1b kodoljak a papain-szerii proteinaz
(papain-like proteinase - P-PRO) helikaz és metiltranszferaz doméneket és az RNS-fliggé RNS
polimerazt (RARP). Az ORF2 egy kis méretii (4 kDa) hidroféb fehérjét kodol, amely részleges
atfedésben van a 70 kDa molekulatomeg HSP70h (hésokk fehérje 70 homolog) fehérjét kodolod
ORF3-mal. Az ORF3-mal atfedésben all6 ORF4 61 kDa molekulatomegii HSP90 fehérjét, az
ORF5 és ORF6 pedig a kopenyfehérjét (CP) és a minor kdpenyfehérjét (CPm) kodolja. Az
ORF7 és ORF8 21 és 27 kDa molekulatomegii fehérjék (p21, p27) kddolasaért felelds (3. abra).
A részleges és teljes genom szekvenciak elemzések alapjan a LChV-1 RdRP, HSP70h ¢és a CP
fehérjéit kodold gének nagy genetikai diverzitassal jellemezhetéek, mig a p21 és p27 kodolo
régiok kisebb variabilitdssal rendelkeznek. A vélhetéleg RNS interferencia szuppresszor
aktivitassal rendelkezd p21 szekvencidk azonban nem mutattak rokonsagot a Velarivirus
nemzettség mas tagjaval, ami vélhetdleg specifikus gazdandvényhez torténd adaptalodas

eredménye (Safafova et al., 2020).
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3. abra A LChV-1 genomszervezdodése
Az ORF1a kodolja a papain-szert proteinazt (P-PRO), metiltranszferazt (MET) és helikdzt (HEL), az
ORF1b pedig az RNS-fiiggé RNS polimerazt (RdRP). Az ORF2 a p4, az ORF3 a hdsokk fehérje 70
homoloég (HSP70h), az ORF4 a HSP90 (p61), az ORFS5 a kdpenyfehérje (CP), az ORF6 a minor
kopenyfehérje (CPm), az ORF7 a p21, az ORFS8 a p27 fehérje kodolasaért felelds (Katsiani et al., 2018
alapjan modositott sajat abra).

55

A szekvencidk filogenetikai elemzése alapjan 5 klaszter kiilonithetd el. Cseresznye
gazdandvényen eléfordulhat kiilonbozé filogenetikai csoportba tartozo LChV-1 genotipusok
egyiittes jelenléte (Bag et al., 2015). A csoportok elkiiloniilésében nem figyelheté meg
korrelacio sem a foldrajzi eredettel, sem az adott gazdanovénnyel kapcsolatban (Lu et al.,
2016). Magyarorszagon a 14/2017.(111.23) FM rendelet értelmében cseresznye és meggy
gazdanovényen a vizsgalatkoteles, nem zarlati karositd koérokozotol kozé tartozik, azaz
jelenlététdl a prebazis anyandvénynek, prebazis, bazis ¢€s certifikdlt szaporitdanyagnak

mentesnek kell lennie.

2.2.3.3. Oszibarack-asszocialt luteovirus (Peach-associated luteovirus — PaL V)

A PaLV rendszertanilag a Luteoviridae csalad Luteovirus nemzettségébe sorolhato. A
Luteoviridae csaladba tartozé virusok mezbégazdasagi szempontbol nagy jelentdséggel
rendelkeznek. 25-30 nm izometrikus kapsziddal rendelkeznek. A fert6zott novény floémjaban
lokalizalodnak, terjedésiikben elsésorban a levéltetvek toltenek be jelentds szerepet (Ali et al.,
2014).

A PaLV virust 2017-ben azonositottak dszibarack mintdk HTS vizsgélataval. Tekintve,
hogy a virust nemrég fedezték fel, gazdandvényeirdl és elterjedésérdl eddig kevés informaciod
all rendelkezésiinkre. Gazdandvényeként a nektarint és az Oszibarackot azonositottak.
Eléfordulasat kimutattdk Graziabol, Spanyolorszagb6l (Sorrentino et al., 2018),
Olaszorszagbol (Xu et al., 2019) és Kinabol (Wu et al., 2017).

Az els6ként szekvenalt grizaiai és spanyol minta 96% nukleotid szekvencia
azonossagot mutatott egymassal. Az 5819 nukleotid hosszusdgi genomjuk 7 ORF-bdl all.
abra). Az ORF1¢és az ORF2 az RNS-fiiggé RNS polimerazt (RARP), az ORF3 a kopenyfehérjét,
az ORF4 a mozgasi fehérjét kodolja (Lenz et al., 2017). Mas luteovirusokhoz hasonldan
megtalalhat6 az N-terminalis részén konzervalt motivumot tartalmazé ORF3a kodolo régio (L.

P.Wuetal., 2017). Az ORF6, ORF7 régio két ismeretlen funkcidju fehérjét kodol (4. abra).
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4. abra A PaLV genomszervezodése
Az ORF1 és ORF2 a replikacioért felelos fehérjéket, az ORF3 a kopenyfehérjét (CP), az ORF4 a
mozgasi fehérjét (MP) az ORF5 a readthrough domént (RTD) kodolja, az ORF6 és ORF7 pedig két
ismeretlen funkcioju fehérjét kodol (Wu et al., 2017 alapjan modositott sajat abra).

3’

A nukleinsav és aminosav sorrend alapjan a luteovirusok koziil filogenetikailag a
cseresznye-asszocialt luteovirussal (ChALV - Cherry-associated luteovirus) all a legkozelebbi
filogenetikai rokonsagba. A PaLV 73%-os nukleinsav hasonlosagot mutat a ChALV-hez
képest, a kodold régiok tekintetében a legkonzervaltabbnak a P2, mig legvariabilisabb a P3a
kodolo régio tekinthet6 a luteovirusok kozott (Wu et al., 2017).

A PalV az eddigi ismeretek alapjan csak latens fertézéshez vezet, nem alakit ki
specifikus tiineteket a fert6zott ndvényeken. Enyhe mozaikossagot ugyan tapasztaltak GF305
tesztndvényeken, viszont a levél tiinetek vélhetdleg a PLMVd-vel valdo koinfekcid

eredményeként jelentkeztek (Bag et al., 2015).

2.2.3.4. Nektarin torzsgddrosodés asszocialt virus (Nectarine stem-pitting-associated virus -
NSPaV)

Az NSPaV elsé eléfordulasat 2015-ben, az Amerikai Egyesiilt Allamokban, Kalifornia
allamban dupla szali RNS-ek HTS vizsgalataval azonositottdk Franciaorszagbdl importalt
nektarin gazdan6vénybdl (Bag et al., 2015). Kimutattak jelenlétét Kinaban (Lu et al., 2016),
Japanban (Candresse et al., 2016), Dél-Koreaban (Jo et al., 2017) és Magyarorszagon (Krizbai
et al.,, 2017) is. Az NSPaV fert6zést tobbnyire Oszibarack és nektarin gazdanovényekrol
diagnosztizaltak, viszont japan kajszibol (Prunus mume) is kimutattak (Candresse et al., 2016).

Az NSPaV pozitiv, egyszala RNS genommal rendelkezik, 4991 nukleotid hosszusagu
genomjanak vizsgalata soran 4 ORF-et azonositottak. Az ORF1 és az ORF2 a P1 és P2 fehérjék
kodolasaért felelds, amelyek az RARP fehérje komplexet kodoljak. Rovid IGR (intergenic
region) szakaszt kovetéen a kopenyfehérjét (CP) és a vélhetdleg rovar vektor altali
transzmisszioba jelentds fuzids fehérjét az ORF3 kodolja. Az NSPaV genomjaba nem talalhaté

meg a luteovirusokra jellemz6 ORF4 kodold régid (5. abra).
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5. abra Az NSPaV genomszervezédése
Az ORF1 és ORF2 a viralis replikdz P1 és P2 fehérjéjét, az ORF3 a kopenyfehérjét (CP), az ORF5 a CP

sajat abra).

Vegetativ szaporitassal (szemzés, oltas) torténd terjedését kisérletesen aldtdmasztottak
(Bag et al., 2015). Filogenetikai vizsgalatok alapjan legkozelebbi rokonsagban a Rose spring-
dwarf-associated virus-sal (RSDaV) all (Bag et al., 2015).

Az NSPaV fertdzott fak esetében a kéreg eltavolitasat kovetden szar godrosodés
tiineteket, mig a kérgen nekrotikus foltokat figyeltek meg (6.4bra). A szar godrosodés tiineteket
mutaté fakbol ugyan nem minden esetben detektaltak NSPaV fert6zést, viszont a tiineteket
mutatd fakbol azonban nem detektaltadk mas patogén jelenlétét, ezért a tiinetek kialakitasaban
bet6ltott szerepe jelenleg még nem tisztazott (Xu et al., 2019). Torzsgodrosodés tiineteket
megfigyeltek NSPaV-vel és Nectarine virus M (NeVM) virussal fer6zott egyedekben, a
koinfekcio kovetkeztében azonban nem vonhaté le egyértelmt kovetkeztetés, hogy melyik
virus fertdzése teheto felelossé a tiinetek kialakitasaban (Villamor et al., 2016). Az Asian prunus
virus 2 (APV2) virussal egyiittesen fertdzott novényeken erésebb mértékben jelentkeztek a
tiinetek, ezért feltételezhetéen az APV2 és az NSPaV koinfekcid szinergista hatast valt ki (Wu
etal., 2017).

6.abra Az NSPaV torzsgodrosodés tiinete
A harom kérgétol eltavolitott nektarin esetében az S-el (symptomatic) jelolt NSPaV fert6zott fakon
torzsgodrosodés tiinetek figyelhetok meg, mig jobb oldalon az egészséges, AS-sel (asymptomatic) jeldlt
tiinetmentes fa lathato (Bag et al., 2015).
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2.2.3.5. Szilva himl6 vagy sarka virus (Plum pox virus - PPV)

A PPV, mas néven sharka virus a Potyviridae csalad Potyvirus nemzettségébe tartozik.
750 nm hossza 15 nm vastagsagl fonal-szerti virionnal rendelkeik (Nikbakht Dehkordi et al.,
2017), melynek pozitiv egy szali 10 kb hosszusagih RNS genomja, 5’ végen VPg, 3’ végén
pedig poli(A) farok talalhato (7. abra). Genomjarol képz6d6 nagy méretii poliproteinje 3 virus
altal kodolt proteaz segitségével proteolitikusan processzalodik az aldbbi fehérjékre: PI,
HCPro, P3, 6K1, CI, 6K2, VPg, Nlapro, NIb, CP. A CI (cylindrical inclusion) fehérje a virus
replikacioban jatszik szerepet (Nikbakht Dehkordi et al., 2017). Genomjat a 3’ végen kodolt
kopenyfehérje (CP) veszi koriil, ami fontos szerepet tolt be a sejtrél-sejtre torténd

transzportjaba, illetve a ndvényen beliil szisztemikus terjedésében (Fernandez et al., 2002).

P1 HC ][ P3 ]@ Cl ' Vpg I ProI NIb ][ CP
5 3
7. abra A PPV genomszervezodése
A PPV RNS-ének 5’ végén VPg, 3’ végén poly(A) farok talalhatd. Az RNS-rdl egy nagyméretii
poliprotein transzlalodik, majd a virus altal kodolt proteazok altal a kovetkezo fehérjékre hasitodik: P1
(proteaz), HC (protedz), P3(replikacioban jelentds fehérje) CI (helikaz), NIb (replikaz), CP
(kopenyfehérje) (Fernandez et al., 2002 alapjan modositott sajat abra).

Filogenetikai analizise alapjan az 1zolatumok 9 tOrzsbe csoportosithatok,
megkiilonboztetiink PPV-D, PPV-M, PPV-Rec, PPV-EA, PPV-C, PPV-T, PPV-W, PPV-CR,
PPV-An variansokat. Legnagyobb elterjedéssel, €s ezaltal legnagyobb gazdasagi jelentdseéggel
a PPV-D ¢és a PPV-M torzsek rendelkeznek (James et al., 2013).

A PPV eldfordulasa a XX. szdzadban Eurdpara korlatozodott, azonban mara sokkal
szélesebb elterjedéssel bir. El6szor Bulgariaban azonositottak, 1917-ben (Atanassov, 1932).
Detektaltdk jelenlétét Afrika, Azsia, Eszak-és Dél-Amerika orszagaiban is (Candresse &
Cambra, 2006). Gazdanovényeit tekintve az Osszes termesztett csonthéjas gylimdlcsfarol
kimutattak PPV fertézést (Clemente-Moreno et al., 2015).

A sharka tiinetek altalaban jellegzetesek, a levélen klorotikus foltok, gytiriik jelennek
meg, érkivilagosodas ¢és a termésen deformaciok (8. abra), nekrotikus foltok figyelhetok meg

(Sochor et al., 2012).
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A)

8. abra A PPV virus tiinnetei

A.) PPV fert6z¢és tiinetei kajszi gyiimolcson és levélen, B.) 6szibarack gyiimdleson és levélen (Rubio et
al., 2017).

A csonthéjas novényeket fert6zo virusok koziil a legnagyobb gazdasagi kartétellel a
PPV rendelkezik, ezért a 10 legjelentésebb ndvényi patogén virus kozé soroljak (Scholthof et
al., 2011). A PPV jelent6s mértéki patogenicitasahoz az alabbi tulajdonsagai jarulnak hozza.
Szamos levéltetii faj szerepel vektoraként, ezért gyors terjedésre képes, amit nehéz ellendrzés
alatt tartani. A fertdzott gylimolcsfakon sulyos tlineteket képes kialakitani, ami fogékony fak
esetében akar 100%-os termésveszteséggel is jarhat. Terjedésében a vegetativ szaporitas
jelentés mind lokalis, mind pedig globalis tekintetben. Legtobb gylimolcs termd vidéken
karantén statuszdbol addddan ellendrzés alatt tartjdk az import ndvényeket, mégis nehéz
megakadalyozni az elterjedését a PPV altal még érintetlen iltetvényeken (Scholthof et al.,
2011). A gazdanovényei altalanossagban fogékonynak tekinthetdk, kevés rezisztencia forras all

a termeldk és a nemesitok rendelkezésére (Dicenta et al., 2000).

2.2.4. Csonthéjas novényeket fertéz6 viroidok

A viroidok novényeket fert6z6 szubviralis elemek. Kis méretii, fehérjét nem kodolo
RNS molekuldk. Rovid, cirkularis RNS-lik autonom moédon replikalodnak, a szatellit RNS-
ektdl eltéréden nem szorulnak helper virus jelenlétére. 2020-ig 44 viroidot azonositottak, melyek
két csaladba oszthatok szerkezetiik, gazdasejten beliili lokalizaciojuk és replikacios
mechanizmusuk tekintetében (Adkar-Purushothama & Perreault, 2020). A Pospiviroidae
csaladba tartozo viroidok (példaul a Potato spindle tuber viroid (PSTVd)) tartalmaznak
szerkezetiikben konzervalt motivumokat, mint a kozponti konzervalt régié6 (CCR). A
sejtmagban replikalodnak aszimmetrikus ,,rolling-circle” mechanizmussal. Replikacidjuk soran
nem képesek replikativ intermedierjeik katalitikus hasitasara, helyette a gazdasejt nukleaz és
ligdz enzimeit hasznaljak monomer viroidok l1étrehozasara. Az Avsunviroidae csaladba tartozo
viroidok ezzel szemben nem rendelkeznek kozponti konzervalt régidval, a kloroplasztiszban

replikalodnak és akkumlaldédnak, szimmetrikus ,,rolling-circle” mechanizmussal replikdlodnak
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(9/B. éabra). Monomer RNS-eik replikativ intermedierjeikb6l sajat hammerhead ribozim

aktivitasuknak kOszonhetéen hasitodnak (Motard et al., 2008).

2.2.4.1. Oszibarack latens mozaik viroid (Peach latent mosaic viroid - PLMVd)

A PLMVd az Avsunviroidae csalad Pelamoviroid nemzetségébe tartozik. Replikacioja
¢s a gazdanovényben valo felhalmozodasa kovetkeztében feltiing tiineteket alakithatnak ki a
gazdandvényben. A viroid nevébdl adodoan gyakran eredményez latens fert6zést, amely soran
iddvel eltiinnek, vagy egyaltalan nem jelentkeznek a viroid jelenlétére utald levéltiinetek. A
tiinetek sokszor a késon, a fert6zést6l szamitva 2 év elteltével jelentkeznek. A PLMVd a
kovetkezd tiinetek kialakulasat eredményezheti: levél felszinén mozaikossag, foltok,
legszembet(in6bb esetben a teljes levél felszinét érinté albind fenotipus (peach calico - PC)
jelenik meg. A fert6zés hatdsdra a virdgokon rozsaszin csikok alakulhatnak ki, kései
lombfakadas, viragzas és termés érés kovetkezhet be, a termésen pedig deformaciok és
elszinezddés jelenhet meg, a mag alakja lekerekitetté valik (Desvignes, 1986). A levéltiinetek
detektalasara a GF-305 Oszibarack indikator bizonyult a legalkalmasabbnak (Hernandez &
Flores, 1992). A viroid altal okozott észibarack latens mozaik szindroma (peach latent mosaic
-PLM) a fak ¢€lettartamanak csokkenésehez €s a fokozott fogékonysagot eredményez a biotikus
¢és az abiotikus stresszre. El0sz0r Franciaorszagbdl irtdk le a viroid altal okozott PLM (peach
latent mosaic) szindromat, de Japanbol és az Egyesiilt-Allamokbol is beszamoltak hasonld,
PLMVd-hez kéthetd tiinetegyiittesrél (Hernandez & Flores, 1992). A fert6zott szovetbol nem
mutattak ki cellularis patogén korokozot, ezért a korokozot virusnak tekintették (Ambro’s et
al.,, 1998). A vélt virus partikulumok tisztitasara tett kisérletek azonban sikertelennek
bizonyultak, tovabba a fertézés a hdkezeléssel szemben rezisztensnek bizonyult, ezért
feltételezték, hogy viroid okozhatja a PLM szindromat. Gélelektroforézissel igazoltak a kis
molekulatomegt, cirkularis RNS-ek jelenlétét a tiineteket mutatd novényekbdl, melyek az
egészséges novényekbdl nem voltak detektalhatok (Hernandez & Flores, 1992). A PLMVd
szekvenciajaban azonositottak konzervalt régiokat a kivagodasért felelds hammerhead
strukturat kialakitd régioban, mely hasonlosagot mutat az Avsunviroidae csaladba tartozo
Avocado sunblotch viroid (ASBVd) hammerhead régidjanak szekvenciajaval. Az ASBVd-vel
ellentétben a PLMVd ketté helyett egy hammerhead régidéval rendelkezik (Delgado et al.,
2005). A PLMVd elagazasokban gazdag térszerkezetét tekintve jelentdsen eltér a palcika alaku
viroidoktol (Motard et al., 2008) (9/A. abra). Az elagazasokban gazdag régido mellett

rendelkezik egy majdnem teljesen kétszalti, hurokban (loop A) végz6édé hammerhead-Karral,
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amelyben a hammerhead strukttrakat és hasitasi helyet alkoté nukleotidok egymassal szemben
helyezkednek el (Flores et al., 1992). Az clagazasokban gazdag régioban a P7 és P8 karok
kozott 1étrejovo kapcesolat eldsegiti a viroid térszerkezetenék kialakitdsat, valamint annak
fenntartasaban, stabilitasanak novelésében is fontos szerepet tolt be (Flores et al., 2006).

A PLMVd replikacidja szimmetrikus rolling-circle mechanizmussal megy végbe (9/B.
abra). A fert6zott novényben tulnyomo tobbségben cirkuldris monomer formaban van jelen. A
gazdanovény RNS polimerazanak segitségével ismétlodo atirast végez a pozitiv (+) polaritasa
szalrol, ezaltal negativ polaritasu (-) multimer RNS-ek képz6dnek. A multimer szal hasitodik a
hammerhead ribozim aktivitdsdnak koszonhetden. A hasitott, azonos hosszisagu, negativ
polaritasut monomer viroidok ligalédnak, igy ismét cirkularis szerkezetet vesznek fel (Flores et
al., 1992). A negativ polaritasu cirkularis monomer templatként szolgal a pozitiv polaritasu
multimer szal eléallitasahoz. A multimer szl monomerekre hasitodik, melyek ligdlodva pozitiv

polaritasu cirkularis viroidokat hoznak 1étre (Desvignes, 1986).
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9. abra A PLMVd térszerkezete és replikacioja

A.) A PLMVd egyszalu cirkularis RNS genomja bonyolult masodlagos szerkezettel rendelkezik, a P1-
P11 a bazisparosodasra képes karokat jeldlik. A nyilak a viroid hammerhead ribozim hasitohelyeit, a
fekete és fehér téglalapok a hammerhead motivumok konzervalt nukleotidjait, a fekete és fehér zaszlok
a pozitiv és negativ polaritasi hammerhead szerkezetet jelolik. B.) Az Avsunviroidae csaladra jellemz6
szimmetrikus rolling-circle replikaciés mechanizmus. A pozitiv polaritasi monomer replikaciojaval a
sziirkével jeldlt negativ polaritasi multimer szal keletkezik, ami hasitodik, majd negativ polaritasu
cirkularis monomerekkeé ligalodik. A negativ polaritasit monomerrdl a feketével jelolt pozitiv polaritdsa
multimer szal keletkezik, ami hasitodik, majd pozitiv polaritdsti multimer monomerekké ligalodik
(Motard et al., 2008).
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A fertézott gazdandvényen beliil a PLMVd kimutathat6 a hajtasbol, levélbol, kéregbdl,
gyokérbdl és gylimolesbol (Flores et al., 1992). A Pospiviroidae csalad tagjaival (PSTVd)
ellentétben képes bejutni a hajtascsticsba is. Horizontalis terjedését a vegetativ szaporitas, a
fert6zott riigyekkel végzett szemzés segiti el6. A PLMVd kozmopolita korokozénak tekinthetd,
elterjedésének mértéke vélhetdleg Osszefiiggésben 4allhat a szaporitdanyag globalis
kereskedelmének kialakuldsaval. Levélteti vektoron keresztiil is Iehetséges a viroid
transzmisszidja, viszont csak kis hatékonysaggal. Sem magatvitellel (vertikalis terjedés), sem
pollennel nem terjed a PLMVd, pollenbdl és magbdl molekularis diagnosztikai modszerekkel

a viroid nem mutathat6 ki (Flores et al., 2006).

2.4. Az RNS interferencia

Az evolucid sordn a novények szdmos védekezési mechanizmust fejlesztettek ki a
patogén korokozok ellem, mint példaul a hiperszenzitiv reakcid, a szisztémas szerzett
rezisztencia, az ubiquitin/26S proteaszéma rendszer, valamint az RNS interferencia (Csorba et
al., 2015).

A novényi antiviralis védekezés f6 mechanizmusa az RNS interferencia, ami az
eukaridta szervezetekre jellemzd evolucidsan konzervalt génszabalyozd mechanizmus. Az
RNS interferencia mechanizmusa szamos fizioldgiai funkcio ellatasat teszi lehetové. Részt vesz
fejlédésbiologiai, DNS hibajavitasi, biotikus és abiotikus stressz vélasz esetén végbemend
folyamatok szabalyozasaban, valamint védelmet biztosit az adottt szervezet szdmara idegen
nukleinsavak (virusok, transzpozonok) tamadéasa ellen (Csorba & Burgyan, 2016). A
géncsendesitési folyamat megvalosulhat poszttranszkripcios (PTGS - posttranscriptional gene
silencing) és transzkripcios szinten (TGS - transcriptional gene silencing). A PTGS végbe
szekvencia specifikus gatlasaval. A TGS esetén a célgének atirasa gatlédik a kromatin
epigenetikai modositasa altal (Basu et al., 2014). Az RNS interferencia kulcsszerepldi a kis
RNS-ek, melyek endogén, vagy exogén eredetiiek lehetnek.

A kis RNS-ek biogenezisiik, illetve hatasmechanizmusuk alapjan osztalyozhatok. Két
f6 RNS interferencia utvonalat kiilonboztetiink meg, a génexpresszios szabalyozasban a miRNS
(mikro RNS), mig az antiviralis védekezésben a siRNS (small interfering RNA) ttvonal jatszik
szerepet (Kuo & Falk, 2020). A miRNS-ek a novények genomjaban kodoltak, a siRNS-ek a
novények antivirdlis védekezési mechanizmusa sordn képzddnek, de endogén génrdl is

atirodnak. A SiRNS-ek az endogén prekurzorbol képz6dé mikro RNS-ekkel (miRNS)

22



ellentétben a célzott RNS-sel teljes komplementaritassal képesek bazisparosodasra (Basu et al.,
2014).

Az antiviralis RNS interferencia folyamata harom részre, iniciacids, effektor és
amplifikacids fazisra oszthatod. Az iniciacids szakaszban megy végbe a siRNS-ek képzddése és
effektor molekulakba vald beépiilése (Csorba & Burgyan, 2016). A siRNS ttvonal kezdd 1épése
a viralis RNS-ek felismerése. A szervezet szamara idegen duplaszla RNS-ek, vagy hajtii
szerkezettel rendelkezé RNS-ek, melyek az RNaz III csaladba tartozé Dicer-szerii (Dicer-like
- DCL) ribonukleazok altal 21-24 nukleotid hosszisaghi SiIRNS-ekre hasitodnak a
citoplazmaban (Morgado, 2020). Arabidopsis thaliana modellnévényben 4 DCL fehérjét
azonositottak (DCL1-4), az antiviralis védekezés soran a DCL2 és DCL-4 jatszik szerepet. A
DCL fehérjék tartalmaznak helikdzt, PAZ domént, két RNaz III doméneket és két duplazalu
RNS-kotéhelyet. A PAZ domén és a duplaszalit RNS kotdhelyek felelosek a duplaszala RNS
kotésében €s pozicionalasdban, hogy az RNS molekula hozzaférhetd legyen az RNaz III
enzimek szamara, melyek katalitikus hasitasuk eredményeképpen 3’ végen 2nt tilnyulo véggel
rendelkezé 21-24 nt hosszusagl siRNS-eket hoznak 1étre (Bernstein et al., 2001). A DICER
enzimek makodéséhez sziikséges az RNS-ek poziciondlasdban szerepet jatsz6 duplaszali RNS-
koto fehérjék kozremiikodése (Double-stranded RNA binding - DRB) (Eamens et al., 2012). A
SIRNS-ek a 3’ végén metilalddnak a HUA Enhancer 1 (HEN1) altal, majd a HASTY (HST)
fehérje segitségével kijutnak a sejtmagbol a citoplazmaba (Peragine et al., 2004).

A DCL enzimek hasitasa altal keletkezett duplaszalti SIRNS-ek egyik szala beépiil az
RNS indukalt géncsendesitési komplexbe (RNA-induced silencing complex - RISC), mig a
masik szal lebomlik. A RISC effektorai az RN-az H endonukleazokhoz tartozd6 Argonauta
(AGO) fehérjék, melyek képesek elhasitani a beépiilt SIRNS-sel komplementer RNS-eket, ami
AGO fehérjét azonositottak (AGO1-10). A kis RNS-ek mérete és az 5° végen elhelyezkedd
nukleotid tipusa alapjan épiil be a kiilonb6zé AGO fehérjékbe. Az AGO1,2,3,5,7 és 10 a PTGS
alapu génszabdlyzasban vesz részt, mig az AGO4, 6, 9 a TGS-ben jatszik szerepet, az AGOS8
pszeudogénnek tekintheté (Mallory & Vaucheret, 2010).

Az amplifikdcios fazis sordan az endogén és a viralis RNS-fliggd RNS polimeraz
aktivitasaval felerdsiti az antiviralis RNS interferenciat (Kuo & Falk, 2020). Arabidopsis
thaliana esetében 6 RDR fehérjét azonositottak: RDR1,2,3a,3b,3¢ és 6 (Wassenegger & Krczal,
2006). Az AGO-k hasitasi termékeit képesek az RDR fehérjék felismerni és polimeraz
aktivitasuk 4ltal a hasitott RNS-bdl duplaszalu RNS keletkezik, ezéaltan ismételten templatként
szolgalnak a DCL enzimeknek (elsdsorban a DCL-2-nek) és masodlagos siRNS-ek képzddnek
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(Branscheid et al., 2015). A nagy mennyiségben keletkezett viralis siRNS-ek HTS alapu

vizsgalata hatékony virusdiagnosztikai vizsgalatok végrehajtasat teszi lehetévé (Kreuze et al.,

2009).
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10. abra Az antiviralis RNS interferencia mechanizmusa
A virus duplaszala RNS-ét DCL enzimek 21 - 24 nukleotid hossziisagi siRNS-ekre hasitjak, melyek

hasitodik, vagy transzlacioja gatlodik (Burgyan & Havelda, 2011 alapjan modositott sajat abra).

A virusok replikdciojuk fenntartdsa érdekében kiilonb6zd mechanizmusokat
fejlesztettek a novények antiviralis védekezési mechanizmusa ellen. Egyes virusok kodolnak
RNS interferncia gatlé szuppresszor fehérjéket (viral suppressors of RNA silencing - VSR). A
szuppresszor fehérjék nagy diverzitassal rendelkeznek, ezaltal az RNS interferencia minden
fazisdban képesek kifejteni gatldo hatasukat. Képesek megakaddlyozni az RNS hasitast, a
transzkripcios szinten képesek szabalyozni az RNS interferencia komponenseinek expresszidjat
(Csorba et al., 2015). Az RNS interferencia iniciacios fazisanak gatlasanak egyik hatékony
mechanizmusa a duplaszalu kis RNS-ek megkotése. Szamos virus, koztiik a Grapevine leafroll-
associated virus 3 rendelkezik P19 szuppresszor fehérjével, melynek hatasara nem képesek a

kis RNS-ek beépiilni az effektor komplexbe (Gouveia & Nolasco, 2012). A Polerovirus
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nemzetségre jellemzé PO szuppresszor fehérje F-box motivuman keresztiil képes eléidézni az
effektor fazisban kozponti szerepet jatsz6 AGO fehérjék destabilizaciojat, majd ezt kovetden
az autofagia mechanizmusan keresztiil torténé lebomlasat (Baumberger et al., 2007). A P1
szuppresszor fehérje képes kotddni az AGO fehérjéhez, ezzel meggatolva annak mukodését
(Giner et al., 2010). A viralis szuppresszor fehérjék egyes esetekben tobb ponton is képesek
gatolni antiviralis géncsendesités mechanizmusat. A Turnip crinkle virus p38 szuppresszor
fehérjéje képes megkotni a Kis RNS-eket, kotddni az AGO1 és AGO2 fehérjékhez, gatolni az
elsddleges siRNS képzddést, valamint képes eldidézni a miR168 taltermelddését, melynek
hatasara az AGOL1 fehérje kifejezddésének mértéke lecsokken (Varallyay & Havelda, 2013). A
Potyvirus nemzettség tagjaira jellemzé Hc-Pro szuppresszor aktivitassal rendelkez6 fehérje
szintén szamos ponton képes gatolni az RNS interferenciat. Képes megkdtni a duplaszala RNS-
eket, gatolja a HEN-1 metiltranszferdzt, megakadalyozza az elsddleges siRNS képzddést, a
miR 168 fokozott transzkripcidjat kovetden pedig az AGO1 expresszidjat csokkenti (Endres et
al., 2010).

2.3. Virusok elleni védekezés, virusdiagnosztikai modszerek

A gombak és baktériumok fertézésével szemben rendelkezésre allnak fungicid, illetve
baktericid hatdsu vegyszerek, ezek azonban a virusfertézéssel szemben hatastalanok. Ebbdl
adddodan virusfertdzés megeldzésére helyezddik a hangsily. Vegyszeres védekezéssel a virusok
terjedésében fontos szerepet jatszo rovar vektorok ellen lehet fellépni, valamint a nemesitéssel
rezisztens fajtak kialakitasaval lehet megeldzni a fertdz¢€s altal okozott tiinetek sulyossagat. Az
itetvények létrehozasahoz elengedhetetlen a virusmentes szaporitéanyag eldallitdsa, amely
virusmentesitési modszerek fejlesztésével, kiilonbozd protokollok kombindcidival tehetd

hatékonyabba (Naidu & Hughes, 2014).

2.3.1. Virusmentesitési technologiak

A csonthéjas novények vegetativ szaporitdsabol addédoan a prebazis iiltetvények
izolatorhdzban 1évé anyandvényeinek patogén mentessége rendkiviil nagy jelentdséggel bir,
hiszen a virusok/viroidok a fert6zott anyafarol szarmazé szaporitdbanyagon keresztiil képesek
tovabb terjedni. A szaporitdéanyag patogénmentesitéséhez alkalmazott technikak kozé tartozik
a termoterapia, kemoterdpia €s a merisztéma tenyésztés, illetve az emlitett moddszerek

kiilonb6z6 kombinacioi (Panattoni et al., 2013).

25



A termoterapia sordn a novényt még a fiziologiai tolerancia kiiszobén beliil, ndvénytol
fliggden 35°C - 54°C kozott tartjdk meghatdrozott ideig. A termoterdpidhoz hasznalt
homérsékletet, illetve a hokezelés idotartamat gy hatdrozzak meg, hogy a kezelés soran a
novény még ¢életbe maradjon, a korokozo viszont elpusztuljon. A virusok érzékenyebbek a
hémérséklet novelésére a ndvényi sejteknél, azonban a termoterdpia soran alkalmazott
héstressz szovetkarosodashoz vezethet (Spiegel et al., 1993). A héterapiaban a legyakrabban
hasznalt hdmérsékletet 35°C - 38 °C kozott allitjak be. A 35 °C feletti hOmérsékleten a virus
kopenyfehérjében talalhaté hidrogén és diszulfid hidak felszakadnak, majd felbomlanak a
nukleinsavak foszfodiészter kotései is. A termoterapia eredményeként a viralis replikaz gatlasa
kovetkeztében a virus infektivitdsa is lecsokken. A novények belsd kornyezetét érintd
valtozasok (pH, ionerd) hatasara a litikus enzimek aktivitdsa nd, kompeticié alakul ki a
riboszomahoz kotédéshez a viralis RNS és a messenger RNS kozott (Panattoni et al., 2013). A
legjelentdsebb virusmentesitd hatdsat a parenchimaban lokalizalodott virusok ellen fejti ki
(Grout, 1990).

A termoterédpian belill a masik virus mentesitési modszer a krioterdpia, amely soran
folyékony nitrogén kezelésnek teszik ki a hajtascsucsot, majd kiolvasztast kovetéen a
hajtascstucsbdl teljes névényt regeneralnak (Panattoni et al., 2013).

A novények esetében alkalmazott antivirdlis kemoterdpias eljardsokat a human
gyogyaszatbol vették at. A kemoterapias szerek hatékonysagéaval kapcsolatban lagyszaraakon
tobb vizsgalatot végeztek fas szart novényekhez képest (Panattoni et al., 2013). Hatékony
antiviralis hatast valthatnak ki az inozin monofoszfat dehidrogenaz (IMPDH) inhibitorok, S-
adenozilhomocisztein hidroldz (SAH) inhibitorok és a neuraminiddz (NA) inhibitorok.
Elséként az IMPDH inhibitorok koz¢é tartozd Ribavirin nukleozid analdogot alkalmaztak
virusmentesitésre, ami a Respiratory syncytial virus kezelésére kifejlesztett szintetikus
guanozin nukleozid analdg. A Ribavirin a virus replikaciojanak gétlasaval fejti ki antiviralis
hatasat. A Ribavirint 9 kiilonb6z6 viruscsaladba tartozd virus esetén sikeresen hasznaltak
virusmentesitésre in vitro szovettenyészeteken (Panattoni et al., 2013).

A virusmentes novény eldallitasahoz hasznalt szovettenyésztési technikdk soran
izolaljak a novény hajtasanak egy kisméretii részét, ami lehet hajtascstcs, merisztéma, vagy
szomatikus embrid, majd kontrollalt koriilmények kozott, megfeleld médiumban teljes ndveényt
regeneralnak az adott szovetbol (Hollings, 1965). A hajtascstcsban, valamint a merisztémaban
fertdzott novény esetében alacsonyabb a virus koncentracio, a virusok egy része kizarodik a

merisztémabol, ezért a szovettenyésztéshez kisebb méretli kiinduldsi szovetdarab esetén
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hatékonyabb a virusok eliminacidja. A virusmentesitési hatékonysagot nagyban ndveli, ha
termoterapiat kovetden torténik a hajtascsucs, vagy merisztéma izolalas. Hajtascsucs esetén 5-
10 mm, merisztéma izolalas soran 0,2-0,7 mm méreti szovetdarabot izoldlnak a
virusmentesitésre kijelolt novénybol. A szovettenyésztési technikak iddigényesek, kis méretii
merisztémak, és hajtascsticsok esetében is tobb honap, mire a teljes ndvény regeneracidja
végbemegy. A szomatikus embriogenezis a mikroszaporitasi technikak kozé tartozik, amely
soran portokbol, levélbdl izolalt explantdtumokat kallusz képzdédést indukalé médiumba
helyezik, majd differencialodasi folyamatokon keresztiil az embridobdl teljes novény
regeneralodik (Popescu, 2010). Magyarorszagon a patogén mentesitést a termoterapia és
kemoterapias modszerek optimalizalasara is. A virusmentesitésen atesett novények a 14/2017.
(111.23.) FM rendelet értelmében izolatorhazban 1évé prebazis iiltetvényekre, majd bazis
iltetvényekre keriilnek. A prebazis anyandvény prebazis szaporitdbanyag eldallitasara szant
anyandvény, melyrdl prebazis szapopridanyag allithatd eld. A prebazis szaporitdanyag altal
bazis anyandvény allithaté el6. A bazis anyandvény alkalmas bazis szaporitdéanyag
eldallitasdra. A bdazis szaporitéanyagot prebazis kiindulasi allapotu szaporitd alapanyagbol
allitjak el6 a fajta azonossagéanak, pomologiai jellemzdinek, ndvény-egészségiigyi allapotanak

megOrzését biztositd modon.

2.3.2. Virusdiagnosztikai modszerek

Az iltetvények virologiai allapotdnak felméréséhez, illetve a virusmentesités
hatékonysaganak ellendrzésére nagy érzékenyseégii virusdiagnosztikai modszerek alkalmazasa
szikkséges (Naidu & Hughes, 2014). A virusdiagnosztikaban alkalmazott modszereket
csoportosithatjuk specifikus (szeroldgiai, molekularis biologiai tesztek) és nem specifikus
(biotesztek, elektron mikroszkopia) technikdkra. Az adott virus/ viroid kimutatasara fejlesztett
specifikus technikdkhoz sziikséges az adott korokozo eldzetes ismerete, ezzel szemben a nem
specifikus technikakhoz ez nem sziikséges, viszont a patogén azonositasa biologiai/fizikai
paraméterek alapjan az esetek tobbségében csak nemzetség szinten valosulhat meg (Pecman et
al., 2017).
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2.3.2.1. Nem specifikus virusdiagnosztikai modszerek

A gazdasagi karokat okoz6 virusokkal valo fert6zddés legtobbszor az adott kdrokozod
jelenlétére specifukus, vizudlisan detektalhatd tiinetek megjelenését eredményezi a
gazdandvényen, amely diagnosztikai értékkel rendelkezik. A tiinetek kialakulasat azonban
szamos tényezd befolyasolhatja, fligghetnek az adott virus torzstdl, a gazdandvény fajtol és
fajtatol, a fert6zodéstol eltelt idétartamtol és a kornyezeti tényezoktdl. Kedvezdtlen iddjarasi
tényezok, a talaj egyenldtlen asvanyi anyag €s tapanyag ellatottsaga, egyéb patogének, rovarok,
atkak kartétele, 1égszennyezés, illetve herbicid kezelés is eredményezhet virusfertézéshez
hasonlo6 tlineteket. A vizualis tiinetek alapjan végzett virusdiagnosztikat tovabb neheziti, hogy
kiilonboz6 virusok fert6zése soran hasonld tlinetek jelentkezhetnek, mas esetekben pedig
ugyanazon a gazdandvényen egy adott virus kiilonb6z0 torzsei eltérd tiineteket alakithatnak ki.
A fasszarh ndvények biologiai indexelése soran a vizsgélati mintdkat a vizsgalatkoteles
virusokra specifikus tiineteket mutatod indikatorndvényekre szemzik, majd az inkubaci6s ido
(ami 3 évet is igénybe vehet) leteltével értékelik a tiineteket (Bock, 1982).

A ndvényi mintdk elektronmikroszképos vizsgalataval a mintdban jelen 1évé virusok
morfoldgiaja alapjan van lehetdség virusok azonositasara. A mdodszer hatranya, hogy koltséges,
nagy mennyisegli minta, valamint alacsony koncentracioban jelen 1év0 virusok vizsgalatara
nem alkalmas, iddigényes, tovabba csak nemzetség, illetve csalad szintjén azonosithatdak a

mintaban jelenlévo virusok (Milne, 1991).

2.3.2.2. Specifikus virusdiagnosztikai modszerek

A specifikus virusdiagnosztikai modszerek kozé tartoznak a szeroldgiai és a nukleinsav
amplifikacio alapa technikak. Az antigén-ellenanyag kolcsonhatason alapulo jelzéses eljarasok
koziil a leggyakrabban az ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay) teszteket hasznaljak.
Tobb valtozata ismert, rutin diagnosztikaban leggyakrabban alkalmazott modszer a DAS-
ELISA (double antibody sandwich enzyme-linked immunosorbent assay). A DAS-ELISA
technologia alapja a szilard fazishoz kotott antitesthez kotédo antigén detektalasara egy masik,
antigénhez szintén kot6do, enzimmel jelzett antitest hasznalata. Az enzimreakcié olyan
kromogén vagy fluorogén szubsztrdt hozzdadasaval megy végbe, amely a reakcid soran
mérhetd szinvaltozast eredményez. Az ELISA tesztek elterjedése forradalmasitotta a ndvényi
virusdiagnosztikai vizsgalatokat, a moddszer bevezetése nagy mennyiségli minta

koltséghatékony vizsgalatat tette lehetévé (Torrance & Jones, 1981). A monoklonalis antitestek
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alkalmazéasa ndvelte a vizsgéalatok specificitdsat és a szenzitivitast is. A moddszer elényds
tulajdonsdgainak koszonhetéen a haszndlatat bevezették a szaporitdanyag eldallitdshoz
sziikséges anyafak és a nemesitéssel eldallitott Gj gylimolcsta fajtak zarlati és vizsgalatkoteles
virusainak sziirésére. A Kanadaban végzett PPV eradikaciojat célz6 program soran egy €v alatt
1 millid6 csonthéjas mintat teszteltek ELISA-val (Boonham et al., 2014). A hatékony
virusdiagnosztiakai vizsgélatok végzéséhez megfeleld mindségi specifikus antitest eléallitasa
sziikséges, amihez eldszor virion izolalassal, vagy a virus kopenyfehérjéjének expresszalasaval
tisztitott antigénhez kell hozzajutni (Steel et al., 2010). Az ELISA specificitisa az esetek
tobbségében nem alkalmas a kiilonboz6 virus torzsek elkiilonitésére, a konzervalt szerkezeti
kopenyfehérjék esetén a faj szintii elkiilonités is problémaba iitkozik (pl.: Geminiviridae csalad
Begomovirus nemzettség) (Boonham et al., 2014).

A nukleinsav kimutatas alapi modszerek hasznalata egyre nagyobb teret nyer a
szerologiai eljarasokkal szemben. Ezek a moddszerek is alkalmazhatok a szaporitéanyag
eloallitds sordn az anyandvények certifikaciojadhoz  sziikséges  virusdiagnosztikai
vizsgalatokhoz és az iiltetvények virologiai felméréséhez.

A nukleinsav  hibridizdciés  technikdk nagy érzékenységli, megbizhatd
virusdiagnosztikai médszerek. Novényi virusok, viroidok kimutatdsara az RNS detektalasra
alkalmas Northern-blot technologia valt ismertté. Az RNS-ek gélelektroforézissel vald
elvalasztasat kovetd hibridizalas ndveli a specificitast, viszont a dot-blot hibridizalasi technikak
nagy mennyiségli minta egyiittes vizsgalatat teszik lehetévé. A virdlis RNS-ek detektalasa az
adott virusra/viroidra specifikus radioaktiv (*’P izotop) vagy fluorescensen jeldlt probaval
végezhetd. A nem radioaktiv jeloléshez biotin és digoxigenin molekuldk hasznalhatok. A
biotinnal jeldlt nukleinsavakat nagy affinitassal képes kotni az avidin, illetve a sztrepatividin, a
digoxigenin pedig az uridin nukleotidokhoz képes kapcsolddni (Pallas et al., 1998).

A nukleinsav hibridizacios technikdk helyett azonban a polimerdz lancreakcio alapu
modszerek terjedtek el legszélesebb korben. Egy adott virus kimutatdsahoz sziikséges primerek
tervezéséhez sziikséges a korokozo részleges, vagy teljes genomjanak ismerete. A primerek
szintézise lényegesen gyorsabban végrehajthatdé az ELISA reakcidkhoz sziikséges
monoklonalis antitest eldallitdsdhoz képest. A PCR (Polymerase Chain Reaction) reakcio nagy
szenzitivitasanak kdszonhetden alacsony koncentracidban jelen 1évd virusok detektalasat is
lehetdve teszi, viszont a nagy érzékenysége miatt kis mértekli kontaminacio is vezethet téves
pozitiv eredményhez (Boonham et al., 2014). A reakci6é soran amplifikalt termék detektalasa
megvalosithatd gélelektroforézissel végzett elvalasztasi technikakkal, illetve fluoreszcencia

méréssel valos idejiit PCR technikak esetében (Mumford et al., 2000).
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A nagy mintaszam gyors vizsgalatat lehetévé tevd valos idejii PCR eljarasok kozott
virus diagnosztikdban a TagMan mddszert alklamazzék a legszélesebb korben. A reakcid soran
a Taq polimeraz 5°- 3° exonukledz aktivitasa altal képes elbontani a templathoz k6tédo probat.
A proban egy riporter és egy kioltd fluorofor csoport talalhatod, melynek elbomlasat kovetden,
a fluorescens rezonancia-energiatranszfer (FRET) jelenséget kihasznalva detektalhato a termék
mennyiségi novekedése (Boonham et al., 2009). A gyors, megbizhato, megfeleld érzékenységi,
nagy mennyiségii minta tesztelésére alkalmas diagnosztikai modszerek fejlesztése mellett egyre
nagyobb igény meriilt fel az alacsonyabb eszkozigényli, akar terepi koriilmények kozott
elvégezhetd izotermalis amplifikacio alapt vizsgalatok fejlesztésére. A LAMP (loop-mediated
isothermal amplification) reakcidhoz egy belsé €s egy kiilsé primerpar sziikséges, valamint a
szal athelyezédést indukald Bstl polimerdz, ami lehetdvé teszi a denaturacid nélkiilli DNS
amplifikaciot. Az 65°C-on végbemend amplifikacié soran folyamatosan megy végbe az (j
szalak szintézise, igy bonyolult, eldgaz6, kihurkoldodasokban gazdag konkatamer DNS
keletkezik. A keletkezett termék detektalhat6 agaroz gélen végzett elvalasztassal, fluorescencia
intenzitds méréssel, illetve terepi koriilmények kozott is kiértékelhetd kolorimetrias reakcidval

is (Notomi et al., 2000).

2.3.2.3. Nagy ateresztoképességli szekvenalasi (high throughput sequencing - HTS) technikak

virusdiagnosztikai alkalmazasa

A HTS technologidk alkalmazéasa 1) lehetdséget nyitott a ndvényi virusdiagnosztika
teriiletén, ugyanis tObb minta egyiittes vizsgalatat teszi lehetové, segitségével a mintakban 1évo
Osszes patogén kimutathatd. A HTS alapu szekvenalasi reakciok végrehajtasahoz tobb platform
all rendelkezésre. A leggyakoribban az Illumina platformon végzett szekvenalas tekinthetd. Az
[Nlumina rovid szekvencidk leolvasasat teszi lehetévé, a szekvenaldsi reakcid pedig szilard
fazishoz kotve, hid amplifikacios modszerrel, szintézissel megy végbe. A reakciohoz hasznalt
nukleotidok 4 kiilonb6zd fluorescens jeloléssel vannak elldtva, igy a beépiilt nukleotid
fluorescens jel detektalasaval hatarozhaté meg a vizsgalt minta nukleotid sorrendje. A SOLiD
(Sequencing by Oligonucleotid Ligation and Detection) szekvenalasi technologia sordan a
szekvencia meghatarozas 4 fluoroforral jeldlt, oktamer oligonukleotidok ligalasaval torténik
(Maliogka et al., 2018; Schuster, 2008).

Elészor 2009-ben végeztek HTS-sel novényi mintdkon diagnosztikai vizsgalatokat. A
HTS technologidk eldnye a szeroldgiai és nukleinsav amplifikacid alapt modszerekkel
szemben, hogy a mintaban jelen 1év0 Osszes virus/viroid kimutathaté (Adams et al., 2009;
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Kreuze et al., 2009). A névényi virusdiagnosztikaban tobbnyire az Illumina és Ion Torrent
platformokon végeznek vizsgalatokat (Boonham et al., 2014; Maliogka et al., 2018). A HTS
vizsgalatokhoz kiilonboz6 modszerrel el6készitett mintdk hasznalhatok: total RNS,
riboszomalis RNS-ektdl mentesitett RNS, duplaszala RNS, kis RNS, izolalt virus
partikulumokbol tisztitott RNS, poliadenilalt RNS (Pecman et al., 2017). Kiilonboz6 tipusi
RNS izolatumok szekvenaldsa adott virusok kimutatasara eltérd hatékonysaggal alkalmazhato.
Izolalt duplaszali RNS szekvenalasaval a pozitiv, szimpla- és duplaszala RNS genommal
rendelkez0 virusok hatékonyabban diagnosztizalhatok, mint a negativ, egyszala RNS
genommal rendelkez6 virusok (Roossinck et al., 2015). Az izolalt virionokbdl tisztitott RNS
kivonatbol a virus teljes szekvencidja rekonstrualhatd, de a nem enkapszidalodott virusok,
viroidok ezzel az eljarassal nem azonosithatok (Kutnjak et al., 2015). A poliadenilalt RNS-
ekbdl nagy hatékonysaggal kimutathatok a poli(A) farokkal rendelkez6 RNS virusok, mig a
poli(A) farok nélkiili virusok ezzel az eljarassal nem detektalhatok (Wu et al., 2015). A
legelterjedtebb, legaltalanosabban hasznalt diagnosztikai modszerek kozé tartozik a kis RNS-
ek és az rRNS depletalt RNS-ek HTS vizsgalata. A nagy mennyiségben jelen levé rRNS-ek
eltavolitasaval 10-szer nagyobb virdlis RNS koncentracio érhetd el, ezaltal hatékonyabb
konszenzus szekvencia épithetd 1étre a szekvenalt Kis RNS-ekbdl, a readekbdl (Adams & Fox,
2016). A kis RNS-ek izolalasara kidolgozott protokoll tobb névényfaj esetében is sikeresen
alkalmazhato, ezaltal széles korli virus diagnosztikai vizsgalatot tesz lehetévé. A novények
védekezési mechanizmusa, az RNS interferencia soran keletkez6 kis RNS-ek szekvenalasa

nagy hatékonysaggal alkalmazhat6 virusok, viroidok kimutatasara. (Kutnjak et al., 2017).
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3. Anyag ¢és mddszer

3.1. Mintagytjtés

A vizsgalatainkhoz sziikséges levélmintakat kajszi €és Oszibarack fakrol gyljtottiik, a
NAIK Gyilimoles- és Disznovénytermesztési Kutatoéintézet Elvira majorban talalhato
izolatorhdzaibdl ¢és torzsiiltetvényeirél. A leveleket a fak négy égtijnak megfeleld agarol
szedtiik, annak érdekében, hogy reprezentativ képet kaphassunk a fak fert6zottségének
mértékérdl. Vizsgalatainkhoz Ligeti orias, Pannonia és Magyar kajszi fajtakbol gytijtottiink
leveleket. Az dszibarack esetében Springcrest és Cresthaven dszibarack fajtak izolatorhazbol,
illetve torzsiiltetvénybdl szarmazé egyedeirdl gylijtottiink levélmintdkat. A kajszi fajtakabol és
a Springcrest 6szibarack fajta esetében hajtascsticsbol regeneralt in vitro névényekrdl is
gyujtottiink mintdkat. Az izolatorhdz atfogobb virusdiagnosztikai vizsgalatahoz tovabbi 10
fajtarol (Flavortop, Nektar H, Venus, Incrocio Pieri, Cresthaven, Redhaven, Champion,
Suncrest, Aranycsillag, Apolka) gytjtottiink levélmintakat, melyek a vizsgalat idejében a
NEBIH Velencei Virologiai Allomasan bioteszt vizsgalat alatt alltnak. A mintakat a begytijtést
kovetden hiitve szallitottuk, majd feldolgozasig -70 °C-on taroltuk.

3.2. RNS izolalas

Fasszara novények esetében az RNS izolalas tobb nehézséggel jar a lagyszartiakhoz
képest, mivel magasabb a poliszacharid és polifenol tartalmuk, melyek nagy molekulatomegii
komplexek létrehozasaval képesek megkotni a nukleinsavakat, ezzel csokkentve az izolalas
hatékonysagat. Az RNS izolalast Gambino modositott CTAB-alaptu protokollja alapjan
végeztiik (Gambino et al., 2008).

1. Az extrakcios puffert (2 % CTAB, 2,5 % PVVP-40, 100 mM Tris-HCI (pH 8,0), 25 mM EDTA
(pH 8), 2 M NaCl) vizfiirddben 65°C-ra melegitettiik.

2. 150-200 mg levélminta homogenizalas soran a fak mind a négyagarol gytljtott levelét
felhasznaltuk, majd dorzsmozsarban folyékony nitrogénben porra 6rolt levelekhez 850 ul
65°C-os extrakcios puffert és 17 pl 2% B-merkaptoetanolt adtunk.

3. A homogenizalt mintakat 2 ml-es Eppendorf csovekbe helyeztiik, vortex segitségével
razattuk, 10 percig 65°C-os vizfiirdében inkubaltuk, majd 5 perc elteltével ismételten vortex-el

homogenizaltuk.
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4. 850 ul 4 C°-os kloroform-izoamil alkoholt adtunk a csdvekhez, majd dvatosan elkevertiik a
csovek forgatasaval.

5. A mintakat 10 000 rpm-en 10 percig 4 °C-on centrifugaltuk.

6. Uj 2 ml-es Eppendorf csévekbe 800 ul kloroform-izoamil alkoholt adtunk.

7. Centrifugalast kovetden a feliiltszot 800 ul kloroform-izoamil alkoholhoz mértiik.

8. A mintakat 10 000 rpm-en 10 percig 4 °C-on centrifugaltuk.

9. Uj 1,5 ml-s Eppendorf csoévekbe 250 pl 9 M LiCl-ot mértiink. A centrifugalast kvetéen a
feliiliszot a 1,5 ml-es Eppendorf csévekbe mértiik, majd dvatosan forgatva elkevertiik.

10. A mintakat 30 percig jégen inkubaltuk, majd 13 000 rpm-en 20 percig 4°C-on
centrifugaltuk.

11. A feliiluszot eltavolitottuk, majd 450 ul 65 °C-0s SSTE (0,5% SDS, 10 mM Tris-HCI (pH
8,0), 1 M NaCl) puffert mértiink a csovekbe, majd intenziv keveréssel visszaoldottuk a
csapadékot.

12. A csovekbe 450 pl kloroform-izoamil alkoholt (24:1) mértiink, majd dvatosan
Osszekevertiik.

13. A mintakat 10 000 rpm-en 10 percig 4 °C-on centrifugaltuk.

14. Uj 1,5 mL-es Eppendorf csévekbe 280 pl izopropanolt és 30 ul 4M natrium acetatot adtunk.
Centrifugalas utan a feliiliszot ramértiik az elékészitett csovekbe, dvatosan forgatva kevertiik,
majd szobahdmérsékleten inkubaltuk 10 percig.

15. A mintakat 13 000 rpm-en 20 percig 4 °C-on centrifugaltuk.

16. Eltavolitottuk a feliiluszot, majd 4°C-0s 70%-os etanollal mostuk a csapadékot.

17. A mintakat 13 000 rpm-en 5 percig 4 °C-on centrifugaltuk.

18. Leontottiik a mintdkrdl az etanolt, a maradék etanolt pedig vakuum centrifugéval (5 perc)
tavolitottuk el a csapadékrol.

19. A csapadékot 25 pl steril MilliQ vizben visszaoldottuk és -20 °C-on taroltuk.

3.3. RNS keverékek (poolok) eldallitasa

Annak érdekében, hogy minél tobb egyed virologiai statuszardl informéaciot
gyljthessiink, a kis RNS szekvenalashoz mintakeverékeket (poolokat) készitettiink az egyedek
RNS izolatumaibdl. A poolok készitéséhez az egyedi RNS-eket egyenld aranyban
(koncentracioban) mértiik 0ssze. A kajszi esetében hat keverékeket készitettiink fajtak (Ligeti
oOrias, Panndonia és a Magyar kajszi) izolatorhazbol, illetve torzsiiltetvénybdl szarmazo

egyedeib6l. A Cresthaven és Springcrest észibarack izolatorhazbol és torzsiiltetvényébdl
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szarmazd mintakbol négy keveréket, az izolatorhdz tiz, bioteszt vizsgalat alatt allo fajtaibol
(Flavortop, Nektar H, Venus, Incrocio Pieri, Cresthaven, Redhaven, Champion, Suncrest,

Aranycsillag, Apolka) egy keveréket készitettiink.

3.4 Kis RNS konyvtar készités

A kis RNS konyvtarakat az RNS keverékek felhasznalasaval, a Truseq Small RNA Library
Preparartion Kit (Illumina) optimalizalt protokollja alapjan készitettiik (Czotter et al., 2018).
El6szor a kisRNS frakciot izolaltuk az RNS kivontokbol, majd 3’ és 5° adaptereket ligaltunk a
Kis RNS-ekhez. Reverz transzkripcioval cCDNS-t irtunk, melyet PCR-rel amplifikaltunk. Végiil
g¢lbol izolaltuk és tisztitottuk a kis RNS konyvtar megfelel6 mérettartomanyba esé frakcigjat
(11. &bra).

1. A kis RNS konyvtarak készitéshez 10-30 pg RNS keveréket hasznaltunk fel. Az RNS-eket
denaturaltuk 65 °C-on 20 percig, majd 8%-os ureat tartalmazo poliakrilamid gélen valasztottuk
el Oket.

2. A kis RNS frakciot tartalmazo géldarabot steril szikével izolaltuk a gélbol.

3. 2 ml-es Eppendorf csébe helyeztiink 0,5 ml-es csdveket, melyek aljat 4 helyen steril tiivel
atlyukasztottuk. A 0,5 ml-es csovekbe helyeztiik a kis RNS frakciot tartalmazo géldarabokat.
4. Centrifugaltuk a csoveket 2 percen keresztiil 13 000 rpm-en, melynek hatéséara az dsszetort
géldarabok a 2 ml-es Eppendord csévekbe keriiltek.

5. A 0,5 ml-es Eppendorf cs6 eltavolitasat kovetéen 350 ul steril 0,3 M NaCl-t mértiink a
csovekbe, majd egy éjszakan keresztiil 4°C-on razattuk a csoveket alacsony fokozaton.

6. Az oldatban 1év0 kis RNS-eket Spin X acetatos filtercsovon keresztiil szirtiik at, 13 000 rpm-
en centrifugaltuk 2 percen keresztiil.

7. Az acetatos filtercsovon atsziirdd6 oldatot ismételten ramértiik a filtercsére, majd 2 percen
keresztiil centrifugaltuk 13 000 rpm-en keresztiil, ezzel eltavolitottuk a géldarabokat az
oldatbol.

8. Az elualt oldathoz 350 ul 100% izopropanolt és 1 pul GlycoBlue (Invitrogen) reagenst adtunk.
9. Inkubaltuk a csoveket -70°C-on 3 6ran keresztiil.

10. A precipitalodott RNS-t maximalis fordulatszamon centrifugaltuk 4°C-on 20 percen
keresztiil.

11. Eltavolitottuk a feliiltiszot, majd 1 ml 4°C-0s 70%-os etanollal mostuk a csapadékot.

12. Leontottiik az etanolt a csapadékrol, majd szobahdmérsékleten vakuum centrifugaval

elparologtattuk a maradék etanolt.
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13. Vissza oldottuk a csapadékot 12 pul MQ tisztasagu vizbe.

14. A 3’ adaptereket ligalasahoz steril PCR-cs6be 2,5 ul tisztitott kis RNS-t és 0,5 ul 3> RNS
adaptert mértiink, majd denaturaltuk 70°C-on 2 percig.

15. Hozzaadtunk 1 pl ligalasi puffert (HML), 0,5 ul RN4z inhibitort és 0,5 pl T4 RNS ligaz 2-
t (trunkalt).

16. A ligalast 28°C-on végeztiik 1 6ran keresztiil.

17. Az inkubacios id6 leteltével 0,5 ul STOP (STP) reagens hozzaadasaval leallitottuk a ligalasi
reakciot.

18. Inkubaltuk 28°C-on 15 percen keresztiil a csdveket.

19. Uj PCR-cs6be mértiink 0,5 pl RNS 5” adaptert (RA5), majd 2 percen keresztiil denaturaltuk
70°C-on.

20. Egy j PCR cs6be 0,5 ul 10 mM ATP-t és 0,5 pl T4 RNS ligazt mértiink, majd hozzaadtuk
adenaturalt 5’ adaptert, majd alapos keverést kovetden hozzaadtuk a 3’adapterrel ligalt kis RNS
frakciohoz.

21. Az 5’ adapter ligalast 28°C-on végeztiik 1 éran keresztiil.

22. Az adapterekkel ligalt reakcioelegyhez 1 pl RT Primert (RTP) adtunk, majd 2 percen
keresztiil 70 °C-on denaturaltuk.

23. Denaturalast kovetden 1 pul RNaz mentes vizet, 2 pl 5x toménységii reakcio puffert, 0,5 ul
12,5 mM dNTP mixet, 1 ul RNaz inhibitort és 1 pl Revert Aid H- reverz transzkriptazt mértiink
PCR csovekbe.

24. Az RT-reakcioelegybdl 5,5 pl-t adtunk a primert és 3°-5” adapterekkel ligalt mintainkhoz,
majd 50 °C-on inkubaltuk 1 6ran keresztiil.

25. Uj steril PCR csovekbe a PCR reakciohoz 4,25 pl MilliQ vizet, 12,5 ul PCR mixet (PML),
1 ul RP1 (RNA PCR Primer 1) primert és 1 ul RPIX (RNA PCR Primer Index x) indexelt
primert és 6,25 pl cDNS templatot adtunk.

26. A PCR reakciot a kovetkezd ciklusokat hasznaltuk:

30s - 98°C
10s - 98°C
30s - 60°C 16 x
15s - 72°C
10s - 72°C

27. A PCR terméket 8% -os poliakrilamid gélen valasztottuk el. 25 pl PCR termékhez 5 pl
Orange DNS festéket adtunk. A vart molekulatdmegii termék azonositdsdhoz 20 és 50 bp
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alacsony molekulatomegili markert hasznaltunk. Az elvalasztast kovetéen etidium bromiddal
festettiik a géleket, majd UV fény alatt izolaltuk a 145-160 nukleotid tartomanyba es6 kis RNS
frakciorol készitett PCR termeéket.

28. 2 ml-es Eppendorf csbe helyeztiink 0.5 ml-es csoveket, melyek aljat 4 helyen steril tiivel
atlyukasztottuk. A 0.5 ml-es csdvekbe helyeztiik a kis RNS frakciot tartalmazé géldarabokat.
29. szobahomérsékleten centrifugaltuk a csdveket 4 percen keresztiil 13 000 rpm-en, melynek
hatasara az Osszetort géldarabok a 2 ml-es Eppendord csévekbe kertiltek.

30. A 0,5 ml-es Eppendorf csé eltavolitasat kovetéen 350 pl steril 0,3 M NaCl-t mértiink a
csovekbe, majd egy éjszakan keresztiil 4°C-on razattuk a csoveket alacsony fokozaton.

31. Az inkubalést kdvetden az oldatot Spin X acetatos filtercsovon keresztiil sztrtiik at, 13 000
rpm-en centrifugéltuk 2 percen keresztiil.

32. Az acetétos filtercsovon atsziirddo oldatot ismételten ramértiik a filtercsére, majd 2 percen
keresztiil centrifugdltuk 13 000 rpm-en keresztiil, ezzel eltavolitottuk a géldarabokat az
oldatbol.

33. Az elualt oldathoz 350 pl 100% etanolt és 1 ul GlycoBlue (Invitrogen) reagenst adtunk,
majd -70 °C-on inkubaltuk 2,5 6ran keresztiil.

34. A precipitdlodott RNS-t maximalis fordulatszamon centrifugaltuk 4°C-on 20 percen
keresztiil.

35. Ovatosan eltavolitottuk a feliiliszot, majd egymés utan kétszer mostuk 1 ml 70%-0s
alkhollal a cspadékot.

36. Leontottiik az etanolt a csapadékrol, majd szobahdmérsékleten vakuum centrifugaval
elparologtattuk a maradék etanolt.

37. Visszaoldottuk a csapadakot 12 pl steril 1x toménységii TE puffeben, majd a szekvenalasra
kész kis RNS konyvtarakat -20 °C-on taroltuk.

38. Az 10j generacids szekvenalast az UD Genomed (Debrecen) cég végezte Illumina

HiScan2000 platformon.
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Azizolalt RNS keverékbdl poliakrilamid gélelektroforézissel izolaltuk és tisztitottuk a kis RNS frakciot.
A kis RNS-ekehez adaptereket ligaltunk, a 3’ adaptert kék, az 5 adaptert piros szinnel jeldltem. Ezt
kovetéen ¢cDNS-t szintetizaltunk, majd narancssarga és zold szinnel jeldlt primerekkel PCR-reakciot
veégeztiink. A PCR-terméket poliakrilamid gélen elvalasztottuk, majd gélbol izolalast végeztiink (sajat

abra).

37



3.5. Kis RNS HTS eredményének bioinformatikai elemzése

A kajszi mintak kis RNS HTS szekvenalasi eredményének elemzését a szekvenalas
mindség ellenérzésével kezdtikk, melyet a FastQC programmal végeztink. Az adapter
szekvenciak eltavolitasahoz Trimmomatic programot hasznaltunk (Bolger et al., 2014). Az
egyedi, nem redundans adatokat tartalmaz6 kis RNS listat a BBmap Dedupe programmal hoztuk
létre, eltavolitva az ismétl6do readeket. A virus/viroid azonositashoz a kis RNS-eket BWA aln
programmal illesztettiik az NCBI RefSeq virusokat és viroidokat tartalmazo referencia
szekvenciaihoz (Li & Durbin, 2009). Az illeszkedd kis RNS olvasatok (readek) darabszamat
Samtools idxStats programmal hataroztuk meg.

A. Kajszi kis RNS konyvtarak bioinformatikai elemzése

BBMap Dedupe

FastQC Trimmomatic

Samtools/bcftools

T6.GCT.GGAT

MegaBLAST

CLC- Minéség- CLC - de novo
ellenérzés assembly

CLC- Redunddns
readek

CLC - Nem Redunddns
readek

12. abra Kajszi és 6szibarack kis RNS konyvtarak bioinformatikai elemzése

A.) A kajszi kis RNS konyvtarak mindségellendrzését FastQC programmal végeztiik, a zold szinnel
jelolt mindségellendrzési kovetelményeknek megfelelt readek kék szinnel jeldlt adaptereit eltavolitottuk
a Trimmomatic programmal. A BBmap Dedupe programmal a redundéans readeket eltavolitottuk, a
kiilonbozo szinek az eltérd szekvenciaju readeknek felelnek meg. A BWA aln programmal illesztettiik a
kék szinnel jeldlt referencia genomokra a kiillonbozé szinekkel jelolt nem redundans readeket. A
Samtools/bcftools program segitségével konszenzus szekvenciat hoztunk létre. A Velvet progrmmal
sargaval jelolt kontigokat épitettiink, melyeket MegaBlast programmal illesztettiink a kék szinnel jeldlt
referncia genomokra. B.) Az szibarack kis RNS konyvtarak bioinformatikai elemzését CLC Genomics
Workbench szoftverrel elemeztiik. A minéségellenérzést és trimmelést kovetéen de novo assembly
modszerrel sargaval jelolt kontigokat épitettiink, melyeket BLAST programmal illesztettiik a kékkel
jelolt referencia genomokra. A referencia genomokra illesztettilk a redundans és nem redundans
readeket is (sajat abra).
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A referencia genomra illeszkedé kis RNS readekbdél a Samtools/bcftools program
segitségével konszenzus szekvenciat tudtunk késziteni, ami a legnagyobb mértékben
reprezentalja a mintankban eléfordulé virus/viroid szekvenciajat. A referenciagenom azon
pontjain, ahol nem talalhatok illeszked6 kis RNS readek N-nel helyettesiti a program, igy az N-
ek ¢és a referencia genom hosszabol kiszdmolhat6 az adott virursa illeszkedd readek lefedettségi
értéke. Masik megkozelités szerint a kis RNS-ekbdl az atfedd szakaszaik alapjan hosszabb
,.kontig” szekvenciakat hoztunk létre Velvet programmal és a kontigokat illesztettiik az NCBI
adatbazisban talalhaté novényi virusok referencia genomjaira. A kontigokat k-hosszisaga
monomer szekvencia részekbdl, kmerekbdl hoztuk létre. A kontig épitéshez 13, 15 és 17 kmer
értékeket hasznaltunk. A kapott kontig szekvenciakat MegaBLAST programmal illesztettiik az
NCBI RefSeq adatbazisara (Morgulis et al., 2008) (12/A. abra).

Az 6szibarack kis RNS konyvtarakat CLC Genomics Workbench (Qiagen)
programcsomaggal elemeztiik. CLC beépitett funkcidival elvégezhetd a szekvenaldsi adatok
mindségellendrzése, az adapter szekvenciak trimmelése. A readek atfeddé régioibol de novo
assembly modszerrel kontigokat készitettiink, melyeket BLAST program segitségével
illesztettiink a referencia genomokra. Azokra a virus genomokra, amelyekre talalatot kaptunk,
illesztettik a kis RNS szekvencidkat is (lefedettségi 4abrakat készitettiink), hogy
meggy6zOdjlink a talalat hitelességérol (12/B. abra).

A bioinformatikai elemzése soran pozitiv virustalalatként értékeltiik, ha az adott virusra
illeszked6 nem redundans readek és a normalizalt redundans readek (redundans read szam /
1000000) szama elérte a kiiszobértéket (200 read), kaptunk kontig taldlatot és a readek
referencia genomra vetitett lefedettsége 40% feletti értéket adott.

3.6. Kis RNS HTS eredményének visszaigazolasa RT-PCR-rel

3.6.1. ¢cDNS szintézis

A kis RNS szekvenalas bioinformatikai vizsgalataval kapott virus/viroid talalatok
megerdsitése érdekében RT-PCR alapl visszaigazolast végeztiink. A szekvenalas alapjaul
szolgald RNS keverékekbdl, valamint az egyedi RNS kivonatokbdl RevertAid First Strand
cDNA Synthesis kit (Thermo Scientific) segitségével cDNS-tkészitettiink.

1. A reakciohoz maximalisan 2,75 pul RNS templatot és 0,25 pul Random Primert mértiink 0,5
ml-es Eppendorf csébe, majd denaturaltuk 65 °C-on 5 percen keresztiil, majd jégbe helyeztiik

tovabbi 5 percre.

39



2. Ezt kovetden 1 pl 5x Reakcié puffert, 0,5 ul 10mM dNTP-t, 0,25 ul RiboLock RNaz

inhibitort és 0,25 pl RevertAid reverz transzkriptaz enzimet adtunk az RNS-ekhez.

3. A cDNS szintézist a kovetkez6 hémérséklet beallitasokkal végeztiik:

25°C -
42 °C -
45°C -
70°C -

4. A cDNS-eket felhasznalasig -20°C-on taroltuk.

3.6.2. PCR vizsgalat

10 perc
60 perc
10 perc
10 perc

A PCR-alapt diagnosztikdhoz a szakirodalomban kozolt, illetve sajat tervezésli primereket

hasznaltunk (1-2 tablazat). A primerek tervezéshez az adott virus szekvenciait gytijtottiik 6ssze

az NCBI GenBank adatbazisabol, majd Clustal Omega program segitsével illesztettiik az

adatbazisbol nyert szekvenciakat a kis RNS HTS elemzés soran a szekvenalt readekbdl készitett

konszenzus szekvencidra. Az illesztés alapjan olyan 20-25 nukleotid hosszusagh konzervativ

régiokat kerestiink, ami 3’ végen guaninra vagy citozinra végzddik, és lehetdleg minél kevesebb

ismétlodo nukleotidot tartalmaz. A primerek minéségét az NCBI Primer-BLAST programjaval

ellendriztiik, hogy kizarjuk a forward és reverse primer sajat magaval, illetve az egymassal valo

anellalodasat. A primer tervezésnél torekedtiink a forward és reverse primer anellacios

hémérséklete kozti kiilonbséget minimalizalni. A PCR reakcidkhoz hasznalt primerek

paramétereit a kovetkez6 tablazatokban lathatok (1-2. tablazat).
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1. tablazat A PCR vizsgialatokhoz felhasznal primerek neve, szekvenciaja,

referenciagenomon val6 pozicija és az amplifikalt termék mérete

Virus név Primer neve Primer szekvenciaja Pozcié a Termék mérete
genomon
PPV_P1(9534)r ACCGAGACCACTACACTCCC 9534-9515 427 bp
PPV PPV_F3(9108) GGAATGTGGGTGATGATGG 9108-9126
PPV_P2(9292)f CAGACTACAGCCTCGCCAGA 9292-9311 242bp
PPV_P1(9534)r ACCGAGACCACTACACTCCC 9534-9515
NSPaV_F 2588 TATCTCGACAACCTTGTGATCG 2588-2609
NSPaV 1752 bp
NSPaV_R_4339 CTTGTTCACCGGTAGGACTTC 4319-4339
PaLV PaLV_F 2430 CACTGGTCAATGTGGCATGATCC 2430-2452 1132 bp
PalLV_R_3561 CTGAGGAGCTGCGTCTACC 3543-3561
PLMVd PLMVd_F(117_141) CCCGATAGAAAGGCTAAGCACCTCG 117-141 337 bp
PLMVdAR(92_116) AACTGCAGTGCTCCGAATAGGGCAC 92-116
CVAMP CVAMP-Fm(5400) ATGTCGATCATACCAGTYAAG 5400-5420 1391 bp
CVAMP-Rm(6791) TTACCTTCTGCACCAACYAC 6791-6772
LChV1_12165F GCAAAAGTCAGATGTTGGTG 12165-12184 1096 bp
LChV1l_13261R GACGTGGTCCTAATACTTGCG 13261-13241
LChVL LChV1_9493F GTTGTTAGATTCCGTCATTAR 9493-9512 795 bp
LChVv1_10288R CAGTCGAACTACCAAGCGTTC 10288-10268

2. tablazat A PCR vizsgalatokhoz felhasznal primerek olvadasi hémérséklete (Tm), az

amplifikalt kédol6 régié funkcidja, a primer forrasa, illetve az adott virus/viroid

referenciagenomja

Virus név Primer neve Tm(°C) | Amplifikalt régio funkcidja Prlmer_ Referencia genom
referencia
PPV_P1(9534)r . o Wetzel et al.,
oy PPV _F3 (9108) 65°C kapszid fehérje 1991 \C o045 1
PPV _P2(9292)f 6200 kapszid fehérie Wetzel et al., -
PPV_P1(9534)r 1991
NSPaV E::&Eﬁiii ogoc  |Kapszid fehgl‘l,’rjr:ad‘through sajat tervezés | NC_027211.1
PaLV_F 2430 ORF3a, kapszid fehérje, ., ,
PaLV AV R 3561 65°C mozgéi’i fehério L sajat tervezés | NC_034970.1
PLMWd PLMVd_F(117_141) 53°C teljes genom Jo etal.,, 2015 NC_003636.1
PLMVAR(92_116) ’ -
CVAMP CVAMP-Fm(3400) 62°C feltételezett mozgasi fehérje | sajat tervezés NC_003689.1
CVAMP-Rm(6791) -
LChv1_12165F 51°C kapszid fehérje
LChV1l_13261R ., .
LChV1 LChvL 9493F o I sajat tervezés NC_001836.1
LChV1_10288R

1. A PCR vizsgalatokhoz a reakcioelegyet a kontaminacié elkeriilése érdekében laminéris
boxban mértiik 6ssze. Munkank soran steril PCR csoveket, steril sziirés pipettahegyeket
hasznaltunk.

2. A templatként hasznalt cDNS-ekbdl tizszeres higitast készitettiink.
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3. A DNS amplifikaciot a diagnosztikai vizsgalatokhoz Thermo Scientific Phire Green Hot
Startll DNS polimeraz enzimmel végeztik. A reakcidhoz 9,4 pl MQ vizet, 3 ul 5X Phire
puffert, 0,75 ul - 0,75 ul forward és reverse primert (10 pmol/ ul), 0,3 ul dNTP-t (10mM), 0,3
ul Phire polimerazt adtunk.

A PCR reakciot a kdvetkezod beallitdsokkal végeztik:

98°C - 30 mésodperc

98°C - 10 masodperc

*oC - 10 masodperc 40X
72°C - 20 masodperc

72°C - 1 perc

*Virus primer specifikus anellacios hdmérséklet alkalmazasa

4. A kapott PCR termékeket agar6z gélelektroforézissel valasztottuk el.

3.7. PCR-termék tisztitasa és szekvenalasa

Az adott virusra pozitiv PCR tesztet mutatd mintak szekvencia meghatarozasadhoz a
PCR reakciot egy hibajavitasi funkcioval rendelkezé DNS polimerazzal, Q5® High-Fidelity
DNA Polymerase (NEB) enzimmel megismételtik. A Q5 DNS polimeraz nagy masolasi
pontossaggal, valamint 3'—5" exonukleaz aktivitassal bir. A PCR-termékeket 1.2%-o0s agar6z
gélen valasztottuk el, majd steril szikével kivagtuk a gélbdl. A PCR-termék izolalasat Thermo
Scientific GenJET Extraction Kit protokollja alapjan végeztiik. A PCR-terméket 30 ul MQ
vizbe oldottuk vissza. A PCR-termékek Sanger szekvenalasat forward és reverse iranybol a

BIOMI Kft. végezte.

3.8. Klonozas

Annak érdekében, hogy a szekvencia vizsgalatokhoz a PCR reakcid sordn sokszorozott
virus/viroid szekvencidjat a termék teljes hosszusagaban meghatarozhassuk, a Q5 polimerazzal
felsokszorozott, Thermo Scientific GenJET Extraction Kittel izolalt PCR terméket CloneJET
PCR Cloning Kit (Thermo Fisher Scientific) pJET1.2/blunt vektorba klénoztuk.

1. A ligalast 10 pl végtérfogatba végeztiik, 5 pl 2Xpuffert, 4 pl tisztitott PCR terméket, 0,5 pl
pJET1.2/blunt plazmidot és 0,5 ul ligdz enzimet adtunk a reakcidelegyhez.

2. A reakcioelegyet 20 percen kersztiil inkubaltuk szobahdmérsékleten.
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3. Az inkubaciés id6 leteltével 200 ul jégen felolvasztott DHS5a. kompetens sejtekhez 5 pul
ligdtumot adtunk, majd 6vatosan 6sszekevertiik a ligdtumot a baktériumszuszpenzidval.

4. 20 percig jégen inkubaltuk a szuszpenzidt, majd 30 masodpercig hdsokkoltuk 42°C-0s
vizfirdében, majd azonnal jégre tettik.

5. 500 ul folyékony antibiotikum mentes SOC taptalajt hozzaadasat kovetden 40 percig 37°C-
on raz6 termosztatban inkubaltuk a csdveket.

6. A szuszpenziobol 200 pl-t szélesztettiink ampicillin antibiotikumot tartalmaz6 LB taptalajra.
7. A lemezeket 37°C-on inkubaltuk egy éjszakan keresztiil.

8. Az inkubalast kovetden ellendriztikk, hogy néttek-e telepek. A pJET1.2/blunt vektor ligalt
inzert hianyaban egy Escherichia coli szamara letalis restrikcios enzimet expresszal, ami a
transzformalast kdvetden elpusztitja a baktérium sejtet, igy csak az inzerttel ligalodott vektort
tartalmazo baktériumok képeztek telepeket.

9. Minden lemezrdl 4 egymastol jol elkiilonithetd telepet oltottunk le folyékony ampicillin

tartalmu LB taptalajra, majd 37°C-on razattuk.

3.9. Plazmid izol4alas baktériumtenyészetbol

A rekombinans plazmidokat a plasmid DNA purification kit (MACHEREY-NAGEL)
segitségével izolaltuk a baktériumokbodl. A protokoll végén az izolalt plazmidot 50 pul MQ
tisztasagll vizbe oldottuk vissza. Xbal (5’ T|CTAGA 3’) és Xhol (5’ C|TCGAG 3’) (Thermo
Fisher Scientific) restrikcios enzimekkel emésztettiik a plazmidokat, ezzel ellendriztiik, hogy a
megfelelé mérettartomanyba esé inzert ligalodott-e a plazmidokba. Az emésztéshez 1 oran
keresztiil inkubaltuk 37°C-os vizfiirddben a reakcioelegyeket, majd 1.2%-os TBE agardz gélen

gélelektroforézissel torténd elvalasztast végeztiink.

3.10. Szekvencia elemzések

A szekvenalt PCR-termékek és klonok nukleinsav, illetve aminosav szekvencidk

illesztéséhez az interneten elérhetd Clustal Omega (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/)

programot, filogenetikai elemzésekhez pedig MEGA 6.0 (Tamura et al., 2013) szoftvert
hasznaltuk. A filogenetikai fakat Neighbor-Joining modszerrel készitettiik 1000 bootstrap
ismétléssel. A GenBank adatbazisba 44 izolatum nukleinsav szekvencigjat toltottik fel (M3,

M4. melléklet).
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3.11. Northern-blot analizis

A Northern blot vizsgalatokhoz 1-3ug izolalt RNS-t hasznaltunk. 4.5 pl RNS mintdhoz
15,5 ul 10XMAE puffer, formaldehid, formamid, 10mg/ml EtBr tartalmu mintakezel6 oldatot,
majd 20 percen keresztiil 65°C-on denaturdltuk a mintdkat. Az RNS-ek elvalasztasat hiitott
helységben (4°C) torténd gélelektroforézissel végeztiik 1,5%-os agardz gélen, MAE pufferben
(0,IM MOPS (pH 7,0), 40 mM Natrium-acetat, 5 mM EDTA). Az elvalasztast kovetden a gélt
Amersham HyBond-NX membranra (GE Healthcare) blottoltuk kapillaris modszerrel. A
blottolast egy éjszakan keresztiil végeztiik, amelyhez 20X SSC puffert hasznaltunk (3 M NacCl,
0,3 M natrium-citrat (pH 7,2)). Az inkubacids id6 leteltével az RNS-eket UV fénnyel
megvilagitva keresztkotottik a nitrocelluloz membranhoz. A membrant 65°C-on 15 percig
mostuk 2X SSC (0.3M NacCl, 30mM natrium-citrat (pH 7,2)) pufferben, majd Church pufferben
(0,5 M Na2HPO4 pH 7,2), 1% BSA, 1 mM EDTA, 7% SDS) 1 6ran kersztiil prehibridizaltuk
szintén 65°C-on. A virus/viroid specifikus radioaktiv P32 jelzett DNS proba készitését a
Decalabel Kit (Thermo Scientific) segitségével készitettiink, amihez a kovetkezd
reakcioelegyet készitettiink: 5 pl 5X Decalabel puffer, 1 pl tisztitott virus/viroid specifikus
PCR-termék és 19 pl MQ tisztasagu viz. A keveréket 10 percig forraltuk, majd azonnal jégre
tettiik. Miutan visszahitilt a reakcioelegy 1.5 pul MixC-t, 0.5 plKlenow DNS polimerazt és 3 pl
[0-P32]-dCTP-t mértiink hozza, majd 37°C-os vizfiirdében inkubaltuk 1 6ran kersztiil. 2 pl
dNTP (10mM) hozzaadasat kovetden 5 percig inkubaltuk 37°C-on, majd 5 percig 96°C-on
denaturaltuk, végiil jégbe helyeztiik. Az elkésziilt DNS prébat 15 ml hibridizalé (Church-
puffer) pufferbe kevertiik. A membrant egy éjszakan keresztiil hibridizaltuk a Church pufferhez
sooldattal mostuk a membrant (2xSSC — 0.1xSSC 0.1%SDS), majd rontgen filmet helyeztiink
amembranra. A jel erdsségétdl fliggden par 6ran, vagy akar tobb napon keresztiil is exponaltuk,

majd sotét szobaban elhivtuk a filmet.
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4. Eredmények

4.1. Kajszi és 6szibarack fak virusfertdzottségének felmérése kis RNS HTS-sel

Munkénk soran izolatorhazbodl és szabadfoldi torzsiiltetvényeibdl szarmazo kajszi és
6szibarack mintakat vizsgaltunk kis RNS HTS-sel. Kajszi fajtak koziil a Ligeti 6rias, Pannonia
és Magyar kajszi fajtak egyedeit reprezentald kis RNS konyvtarakat készitettiink (Magyar
kajszi fajta esetében csak a torzsiiltetvényrdl szarmazo egyedekrdl). Oszibarack mintakbol 5
kis RNS konyvtarat készitettiik: Springcrest, valamint Cresthaven fajtak izolatorhazbdl és
torzstiltetvénybdl szarmazd egyedibdl és az Oszibarack izolatorhaz 10 fajtajat reprezentald

keverékbol készitettiink (3.tablazat).

3. Tablazat A kis RNS konyvtarak készitéséhez felhasznalt kajszi és dszibarack fajtak

Kis RNS Ultetvény poolok kis RNS kényvtarakhoz
Konyvtar Fajta izolatorhiz / Tesztelt fik (db)
neve torzsiiltetvény
1 LO ih Ligeti 6rids izolatorhaz 3
2 LO ti torzsiiltetvény 2
3 P ih Pannonia kajszi izolatorhaz 3
4 P ti torzsiiltetvény 2
— Magyar kajszi "imlétorhé,z 4
5 M ti torzsiiltetvény 2
1 Sc_ih . izolatorhaz 4
= Springcrest P .
2 Sc tii torzsiiltetvény 2
3 Ch_ih Cresthaven izolatorhaz 4
4 Ch tii torzsiiltetvény 2
10 fajtabol allo keverék:
1_Flavortop
2 Nektar H
3_Venus
4_Incrocio Pieri
5 6szi_th |5_Cresthaven izolatorhaz 10
6_Redhaven
7_Champion
8_Suncrest
9_Aranycsillag
10_Apolka

A fak virusfert6zottségének meghatarozasahoz a csoportunk altal fasszart novényekre
optimalizalt kis RNS konyvtar készitési protokollt kovettikk. A szekvendlds eredményét
bioinformatikai mddszerekkel elemeztiik a kajszi mintdk esetében csoportunk altal publikalt
modszerekkel (Czotter, et al., 2018), mig az Oszibarack mintak esetében a Qiagen CLC

Genomics Workbench programcsomagot hasznaltuk.
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4.2. Kis RNS HTS eredményének bioinformatikai elemzése

A HTS eredményeképpen kapott szekvencidk mindségellendrzését kovetden kajszi
konyvtarak esetében 11918150-13294950 kozotti read szamot (atlagosan 12620899 read),
6szibarack konyvtarak esetében 9776381-18111452 kozotti (atlagosan 13292328) olvasatot,
readet kaptunk (M2. melléklet). Ezt kovetden, ugynevezett trimmelés soran eltavolitottuk az
adapter szekvenciakat, ezaltal megkaptuk a kis RNS-ck szekvenciajat. A trimmelt readek
elemzése sordn mennyiségében nem tapasztaltunk jelentds valtozast a szekvenalt readek
szamdhoz képest, kajszi esetén 10394694-12463256 (atlagosan 11493787), dszibarack esetén
9655292-17779344 (atlagosan 13031372) kis RNS readet kaptunk. A szekvenalt kis RNS-ek
koziil az ismétlod6 szekvencidk sziirésével megkaptuk a nem redundans kis RNS-ek
darabszamat. A kajszi konyvtarak nem redundans Kis RNS-einek szama 537920 és 1691987
(atagosan 1050748 read) kozott valtozott, mig az dszibarack konyvtaraknal 9746998-2592339
kozotti read szamot (atlagosan 1574118 readet) kaptunk. A kajszi konyvtarak elemzése soran a
Velvet programmal 3 kiilonbozd beallitds mellett (kmerl3, kmerl5, kmerl7) 3444-16284
(atlagosan 9319) kontig szekvenciat épitettiink a kis RNS-ek atfedé szakaszaibol, mig az
6szibarack konyvtarak kis RNS-eib6l 401-8363 kozotti (atlagosan 3686) kontigot épitettiink a
CLC Genomic Workbech szoftverrel. A szekvenalt kis RNS konyvtarak szekvenciait
feltoltottik a GEO adatbazisba (kajszi konyvtarak azonositdja: GSE114251, Gszibarack
konyvtarak azonositéja: GSE130859).

4.3. Kajszi fak kis RNS HTS-sel megallapitott virusfertézottsége

A kajszi és Oszibarack kis RNS konyvtarak bioinformatikai elemzése soran pozitiv
virustalalatként értékeltiik, ha az adott virusra illeszked6 nem redundans readek és a normalizalt
redundans readek (redundans read szam / 1000000) szama elérte a kiiszobértéket (200 read),
kaptunk kontig talalatot és a readek referencia genomra vetitett lefedettsége 40% feletti értéket
adott.

A kajszi mintak elemzése soran talalatot kaptunk a CVA, LChV-1 és PPV virusokra (4.
tablazat). A Pannonia fajta izolatothazbol (P_ih) és torzsiiltetvénybol szarmazo egyedei (P_tii)
iIs CVA-t fert6zottséget mutattak (13/A. abra). A P_ih konyvtar esetében mind a harom kmer
értek mellett kaptunk kontig talalatokat a CVA-ra, kmerl3 esetében 2, kmer15-nél 3 és kmerl7
beallitas mellett 1 db kontigot kaptunk. A virusra illeszked6 kis RNS-ek vizsgalatakor 3082

nem redundans és 1143 normalizalt redundans readet kaptunk, melyek 76,1 %-ban fedték le a
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CVA referencia genomot (NC 003689.1). A P _tii konyvtar esetében kmerl3 és kmerl5
beallitasok mellett 5, illetve 3 CVA-ra illeszkedd kontigot kaptunk. Ebben az esetben a 3298
referencia genomra illeszthetd nem redundéns és 1366 normalizalt redundans read 78,8%

lefedettségi értéket mutatott.

4. tablazat Kajszi kis RNS konyvtarak bioinformatikai elemzése

. . . . K
Kis RNnSe\':g"thar Bioinformatikai elemzés Viruso
CVA |LChv-1 PPV
kmer13 0 0 0
kontig blast kmer15 0 0 0
kmer17 0 0 0
1 LO ih
Lo d o Nemn redundéns 92 198 111
Redundans* 11 52 21
lefedettség % 17,7 15,7 15,5
kmer13 0 0 9
kontig blast kmer15 0 0 5
.. kmer17 0 0 0
2_LO_tii
read bwa Nem redundéns 106 227 1542
Redundans* 13 261 216
lefedettség % 20,4 17,6 78,0
kmer13 2 0 0
kontig blast kmer15 3 0 0
. kmer17 1 0 0
3 P ih
read bwa Nem redundans 3082 200 145
Redundans* 1143 68 30
lefedettség % 76,1 15,9 19,0
kmer13 5 0 0
kontig blast kmer15 3 0 0
.. kmer17 0 0 0
4_P_tii
read bwa Nem redundans 3296 227 161
Redundans* 1366 175 57
lefedettség % 78,8 17,6 21,2
kmer13 0 2 11
kontig blast kmer15 0 22 67
5 M ti kmer17 0 2 50
u
- read bwa Nem redundans 85 6028 9325
Redundans* 11 771 1925
lefedettség % 19,2 91,2 94,0

Sziirke kijeloléssel a kontig talalatokat, kékkel a kiiszob érték feletti illeszked readek szamat, valamint
a lefedettséget jeloltiik. Redundans*: normalizalt redundans readek szama (redundans read szam
/1000000), bwa: kis RNS-ek referencia genomra illesztését végzd program, kmerl3/15/17: kontig
épitéshez hasznalt k hosszusagu szekvencia részletek.

A kis RNS-ek méreteloszlasat tekintve a 21 nukleotid hossziisagu kis RNS-ek voltak
jelen a legnagyobb mennyiségben (13/B.abra).
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13. 4bra Pannoénia fajta kis RNS konyvtarak virologiai elemzése
A.) A Pannonia fajta izolatorhazbol és torzsiiltetvénybdl készittt kis RNS konyvtarak CVA referencia
genomra illeszked6 kis RNS-einek lefedettsége. B.) Panndnia kis RNS konyvtarak CVA referencia
genomra illeszked6 kis RNS-einek méreteloszlasa. S: sense, pozitiv szalra illeszked6 kis RNS-ek, as:
antisense, negativ szalra illeszked6 kis RNS-ek

A Magyar kajszi torzstiltetvénybdl (M_tii) készitett konyvtarbol kimutattuk a LChV-1
¢s a PPV jelenlétét is (4. tablazat). A kmerl3 (2 kontig), kmerl5 (22 kontig) és kmerl7 (2
kontig) beallitasok mellett kaptunk kontig talalatokat a LChV-1-re (4. tablazat). Az illeszkedd
readek vizsgélataval 6028 nem redundéans, 771 normalizalt redundéans readet kaptunk, melyek
91,2 %-ban fedték le a referencia genomot (NC 001836.1)(14/A.abra). A kis RNS-ek
méreteloszlasat vizsgalva a 21 nukleotid hosszisaguak voltak jelen a legnagyobb

mennyiségben (14/B. abra).
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14. abra Magyar kajszi fajta kis RNS konyvtarak virologiai elemzése
A.) A Magyar kajszi fajta torzsiiltetvénybdl azonositott LChV-1 referencia genomra illeszkedd kis RNS-
ek lefedettsége. B.) A Magyar kajszi fajta torzsiiltetvénybdl azonositott LChV-1 referencia genomra
illeszkedd kis RNS-ek és méreteloszlasa. S: sense, pozitiv szalra illeszked6 kis RNS-ek, as: antisense,
negativ szalra illeszked6 kis RNS-ek.

A P _tii és a Ligeti Orias torzsiiltetvénybdl (LO _tii) is kaptunk kiiszob értéket meghalado
nem redundans read szamot, a LO _tii esetében is 200 feletti normalizalt redundéans read szamot
a LChV-1-re, azonban a readek lefedettsége nem érte el a 40%-ot, tovabba egyik kmer értékkel
sem kaptunk kontig talalatot (4. tablazat).

A PPV-re mindharom kmer beéllitassal (kmer13:11, kmer15:67, kmerl7: 50) kaptunk
kontig talalatokat a Magyar kajszi fajta esetében (4.tablazat). A M_tii konyvtarbol 9325 nem
redundans és 1925 normalizalt PPV referencia genomra (NC_001445.1) illeszkedd readet
azonositottunk. A LO_tii konyvtar vizsgalata soran is kimutattuk a PPV jelenlétét, kmerl3 és
kmker15 beallitasok mellett 9 és 5 PPV referencia genomra illeszkedd kontigot kaptunk. 1542
nem redundans és 216 normalizalt PPV-re illeszkedo readet kaptunk a konyvtar elemzése soran,

melyek 78%-ban illeszkedtek a referencia genomra.
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4.4. Oszibarack fajtak kis RNS HTS-sel megallapitott virusfertézottsége

Az 6szibarack konyvtarak bioinformatikai elemzése soran kimutattuk a PaLV, NSPaV,
PPV virusokat és a PLMVd viroidot (5. tablazat).

A PalLV-t azonositottuk a Springcrest izolatorhazbol és torzsiiletevénybdl (Sc_ih,

Sc_tii), a Cresthaven torzsiiltetvénybdl (Ch_tii) készitett konyvtarakbol, valamint az 6szibarack

izolatorhaz 10 fajtajabol készitett konyvtarbol (6szi_ih). Hairom konyvtar esetében tapasztaltuk

PaLV-re illeszthet6 kontigok jelenlétét (Sc_ih: 17 kontig, Sc tii: 13, Oszi_ih: 41), a Cr_ih

konyvtarbol viszont nem kaptunk kontig taldlatot, annak ellenére, hogy 1012 nem redundéns és

307 normalizalt redundans readet kaptunk (15/A. abra), melyek 76,9%-os lefedettséget

mutattak (16/C. abra). Az Sc_Ih esetében 2368 nem redundans és 1296 normalizalt redundans

PaLV referencia genomra (NC_034970.1) illeszked6 readet talaltunk (5.tablazat), melyek

93,9%-ban fedték le a referencia genomot (16/A. abra). A Sc_tii esetében 2547 nem redundans

¢és 1759 normalizalt redundans PaLV specifukus readet kaptunk (5. tablazat), melyek 94,3%-0s

lefedettséget mutattak (16/B. abra).

5. tablazat Oszibarack kis RNS kényvtarak bioinformatikai elemzése

Kis RNS knyvtir Bioinformatikai elemzés Virusok Viroidok
neve PPV NSPaV PaLV ChaLVv PLMVd
virus/viroid specifukus kontig (db) 94 2 17 0 0
1scih nem redundans read (db) 3867 1353 2368 677 17
- redundans* 4908 462 1296 197 3
lefedettség % 68,3 89,7 93,9 48,3 51,6
virus/viroid specifukus kontig (db) 1 0 13 1 0
3 Se tii nem redundans read (db) 637 166 2547 714 6
- redundans® 122 46 1759 312 1
lefedettség % 52,0 32,4 94,3 51,2 29,1
virus/viroid specifukus kontig (db) 0 0 0 0 14
3 chih nem redundéns read (db) 102 56 1012 244 2817
- T redundans* 34 9 307 47 43915
lefedettség % 14,2 13,5 76,9 29,4 99,1
virus/viroid specifukus kontig (db) 0 0 0 0 20
4 Ch tii nem redundéns read (db) 143 1291 95 66 3586
- redundans® 33 350 16 14 63289
lefedettség % 17,1 81,5 16,5 12,1 100
virus/viroid specifukus kontig (db) 0 16 41 1 89
s 6szi ih nem redundans read (db) 509 1627 3076 848 5462
- T redundans* 79 239 670 125 38197
lefedettség % 43,9 93,6 98,5 61,1 100

Sziirke jeloléssel a kontig talalatokat, kékkel a kiiszobérték feletti illeszked6 readek szamat, valamint a
lefedettséget jeloltik. Redundans*: normalizalt redundans readek szdma (redundans read szam

/1000000)
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Az 6szi_ih konyvtarbol is kimutattuk a PaL'V-t, 3076 nem redundans és 670 normalizalt
redundans illeszkedd readet talaltunk (5. tablazat), melyek 98,5%-ban lefedték a referencia
genomot (16/D. abra).
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15. abra Oszibarack kis RNS konyvtarak bioinformatikai elemzése.
Az adott virusra, viroidra illeszkeddé normalizalt redundans readszamokat abrazoltuk a lefedettség
fliggvényében. A kontig taldlatok darabszamat a pontok atmérdjének aranyaban abrazoltuk. Kis RNS
konyvtarak: Sc_ih: Springcrest izolatorhaz, Sc tii: Springcrest torzsiiltetvény, Ch_ih: Cresthaven
izolatorhaz, Ch_tii: Cresthaven torzsiiltetvény, 6szi_ih: 6szibarack izolatorhaz

Azokban a konyvtarakban (Sc_ih, Sc tii, Ch tii, 6szi_ih), melyekbdl kimutattuk a
PaLV-t, talalatot kaptunk a ChalV virusra is, a Sc_tii és az 6szi_ih konyvtarakbol pedig még
1-1 ChaLV-re illeszked6 kontigot is talaltunk (5. tablazat). A kontig egyezés, a kiiszobérték
feletti nem redundans, normalizalt redundéns read szdmok és lefedettségi értékek ellenére
feltételezziik, hogy a ChaLV-re illeszkedd readek és kontigok a PalLV-vel valdé kozeli
filogenetikai rokonsag eredményeképpen adtak talalatot a ChalV virusra.

Az NSPaV virus jelenlétét kimutattuk az Sp ih, Ch_tii és az 6szi_ih konyvtarakbol,
kontig talalatot azonban csak a SC ih (2 kontig) és az 6szi_ih (16 kontig) konyvtarakban
figyeltink meg (5. tablazat, 15/B.abra). A Sc_ih konyvtarbol 1353 nem redundans és 462
normalizalt redundans readet (89,7% lefedettséggel) (16/E. abra), az 6szi_ih konyvtarbol pedig
1627 nem redundans és 239 normalizalt redundans NSPaV jelenlétére utald readet (93,6%

lefedettséggel) mutattunk ki (16/G. abra). Annak ellenére, hogy a Ch_tii konyvtar elemzése
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soran nem talaltunk NSPaV specifikus kontigot, 1291 nem redundans és 350 normalizalt
redundéans read illeszkedett a referencia genomra (NC 027211.1) 81,5%-os lefedettséggel
(16/F. abra).
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16. abra Sense és antisense kis RNS readek eloszlasa
PaLV, NSPaV, PPV és PLMVd referencia genomra illesztett kis RNS readek eloszlasa. Kékkel a
pozitiv, pirossal a negativ szalrdl keletkezett kis RNS-ek darabszama lathato a fiiggdleges tengely
mentén, a vizszintes tengelyen a referencia genom hosszat tiintettem fel. A: Sc_ih, B: Sc_tii, C: Ch _ih,
D: 6szi_ih, E: Sc_ih, F: Ch_tii, G: 6szi_ih, H: Ch_ih, I: Ch_tii, J: észi_ih, K: Sc_ih

A Sc_ih és Sc_tii konyvtarakban talaltunk PPV fert6zésre utald kontigokat (Sc_ih: 94
kontig, Sc tii: 1 kontig). A Sc_ih esetében sokkal magasabb nem redundéans (3867 db) és
normalizalt redundans read (4908 db) szamokat figyeltiink meg, mint a Sc_tii esetében (nem
redundans read szam: 637, normalizalt redundans read szam: kiiszobérték alatti) (15/C. abra),
valamint a readek lefedettsége is 16%-kal magasabb volt a Sc_ih konyvtarban (16/K. abra).

A Ch_ih, Ch_tii és 6szi_ih konyvtarak elemzése soran kimutattuk a PLMVd-t (15/D.
abra). Mindharom konyvtarnal taldltunk a viroid genomra (NC 003636.1) illeszkedd
kontigokat (Ch_ih: 14, Ch_tii: 20, észi_ih: 89), valamint magas nem-redundans (Ch_ih: 2817,
Ch_tii: 3586, 6szi_ih: 5462) és normalizalt redundans read szamokat (Ch_ih: 43915, Ch_tii:
63289, Oszi_ih: 38197), melyek Ch_ih esetében 99,1%-ban (16/H. abra), Ch tii és 6szi ih
esetében pedig teljesen lefedték a referencia genomot (16/1/J. abra) (5. tablazat).
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4.5. A kajszi fajtak kis RNS HTS-sel kapott eredményeinek visszaigazolasa
molekularis biologiai modszerekkel

A kis RNS konyvtarakhoz hasznalt egyedek RNS-kivonataibdl, illetve az egyedi RNS-
ek keverékeibdl reverz transzkripcidval szintetizalt CONS-t felhasznalva virus specifikus PCR-
rel validaltuk a kis RNS konyvtarak virusdiagnosztikai elemzése soran kapott virusok

el6fordulasat.

4.5.1. A CVA elofordulasanak visszaigazolasa

A CVA virust a Panndnia fajta izolatorhdzbol és torzsiiltetvénybdl készitett kis RNS
konyvtarabol (P_ih és P_tii) mutattuk ki bioinformatikai vizsgalatokkal, melyek verifikalashoz
PCR-t végeztiink. A konyvtarkészitéshez hasznalt RNS keverékek koziil a P_ih és a P _tii
mintakbol kimutathatd volt a CVA RT-PCR-rel (17/A. abra). Northern-blot vizsgalattal is
alatdmasztottuk a fertdzést a Panndnia izolatorhdzbdl és a torzsiiltetvénybdl szédrmazod
mintakeverékek esetében (17/B. abra). A Pannonia fajta pooljait alkotdo egyedek RT-PCR
vizsgélata soran mind az izolatorhaz (3/3), mind pedig a torzsiiltetvény (2/2) minden egyedénél
CVA fert6zést tapasztaltunk (17/C. abra). A fertézés forrasanak felderitése érdekében a
virusmentesités soran 1étrehozott in vitro kajszi vonalak RNS kivonatait RT-PCR-rel tesztelve

4 in vitro Pannodnia in vitro névénybdl 2 esetben kimutathatd volt a CVA (17/D. abra).
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17. abra A CVA jelenlétének visszaigazolasa
A Ligeti orias, Pannonia és Magyar kajszi fajtak izolatorhazbol, torzsiiltetvénybdl szarmazo mintak
keverékeinek CVA fert6zottségét RT-PCR-rel igazoltuk viszza a CVA mozgasi fehérjéjére (MP)
tervezett primerek segitségével (A). A CVA jelenlétét Northern-blottal is vizsgaltuk, loading
kontrollként riboszémalis RNS-ek (rRNS) lathatok (B). A keverékekhez felhasznalt egyedek
kivonatainak CVA fert6zottségét (C) és a kajszi fajtak in vitro szovettenyésztett vonalainak mintait is
teszteltik CVA-ra RT-PCR-rel (D).

4.5.2. Kajszibol azonositott CVA varians filogenetikai vizsgalata

A Pannonia fajta izolatorhdzbol szarmazé egyedébdl izolalt CVA mozgési fehérjét
klonozott virus szekvencidkat feltoltottik a GenBank adatbazisba (M3. melléklet). A
filogenetikai elemzés soran a kajszirdl szarmazdé CVA klon szekvencia (MH321189) a nem
cseresznye gazdandvényrdl szarmazd izolatumokkal egylitt klaszterizalodott (5.csoport),
valamint kozeli rokonsadgot mutatott kanadai, illetve japan kajszi gazdandvénybdl izolalt CVA
szekvenciakkal (18. abra). A kajszi gazdanovény eredeti CVA szekvenciak paronkénti
illesztése a kanadai 13C256 N6 izolatum kivételével (92%) jelentés homoldgiat mutattak (98-
99%).
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18.abra CVA filogenetikai vizsgalata
A fekete korrel jelolt magyar CVA izolatum a filogenetikai fan az V. csoportba tartozd szekvenciakkal
mutatott kdzeli rokonsagot. Ures korrel jeloltiik a kajszi gazdanovényrdl szarmazd CV A szekvenciakat.

4.5.3. A LChV-1 jelenlétének visszaigazolasa

A kis RNS konyvtéarak vizsgalata soran a Magyar kajszi torzsiiltetvénybdl kimutattuk a
LChV-1 virus jelenlétét. A virus kopenyfehérjét kodold szakaszanak amplifikalasara tervezett
primerekkel végzett PCR pozitiv reakciot adott a torzsiiltetvényrdl szarmazé Magyar kajszi
egyedek keverékének esetében, mig az izolatorhdzbol szarmaz6é minta nem mutatott LChV-1
fertézést (19/A. abra). A mintakeverék egyedeinek PCR-vizsgalata soran a két szabadfoldi
minta koziil csak az egyik esetében tapasztaltunk LChV-1 fert6zést (19/B. abra). A Ligeti Orias,
Pannodnia, Magyar kajszi fajtak szaporitdanyaganak eléallitasi alapjaul szolgal6 in vitro vonalak

vizsgalata soran sem detektaltunk LChV-1 virus fertzést.
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19. abra LChV-1 fertozés igazolasa RT-PCR-rel
Ligeti orias, Pannonia és Magyar kajszi fajtak izolatorhazbol, torzsiiltetvénybdl szarmazd mintak
keverékeinek (A) és a keverékeket alkotd egyedek (B) LChV-1 fertdzottségének vizsgalata RT-PCR-
rel.

4.5.4 A Magyar kajszi fajtaban azonositott LChV-1 filogenetikai vizsgalata

A LChV-1 kopenyfehérjét (CP) és a HSP70h fehérjét kodolo régiojanak filogenetikai
vizsgélata sordn a Magyar kajszi torzsiiltetvénybdl szarmazé LChV-1 varidns szekvenciat
cseresznye (Prunus avium), meggy (Prunus cerasus), szilva (Prunus domestica), kajszi (Prunus
armeniaca) és 6szibarack (Prunus persica) gazdanovényrdl szarmazd LChV-1 izolatumokkal
hasonlitottuk 6ssze (20. abra). A Magyar kajszi LChV-1 klon kdzeli rokonsagot mutatott a
Kwanzan satnyulds szindromaért (Kwanzan stunt disease) felelds Olaszorszagbol, meggy
gazdandvényrdl izolalt LChV-1 szekvenciaval (EU715989).

A varians azonositasakor az adatbazisban nem szerepelt kajszit fert6z6 LChV-1
szekvencia. AzoOta tobb szekvencia informacidval rendelkeziink kajszit fert6z6 LChV-1
variansokrol, melyek vizsgéalatdval megallapithato, hogy a kajszi gazdandvényrdl szdrmazéd
amerikai és cseh izolatumok kozeli rokonsdgot mutatnak a magyar LChV-1 szekvenciaval,
viszont a csoporthoz nem kizarolag kajszi, hanem meggy és cseresznye gazdandvényrodl
szarmazo LChV-1 szekvencidk is tartoznak. A Magyar kajszi torzsiiltetvényrdl szarmazo
izolatum CP és HSP70h szekvencidk nagymértékii homologiat mutattak a magyar nemesitési,
Csehorszagbdl szarmazo Madarska (MN242217.1) €s Magiar kajszi (MN242216.1) fajtakbol
izolalt LChV-1-el, valamint egyiitt klaszterizalodott a Marlen (MN242218.1) és VP-LE-12/6
(MN242215.1) fajtakkal (20. abra). A HSP70h gén tekintetében a cseh Magiar kajszival
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(96,61%), a CP esetében a Madarska fajtaval (96,69%) tapasztaltuk a legnagyobb szekvencia
egyezest.

A cseh Velkopavlovicka kajszi fajtardl izolalt LChV-1 szekvencia (MN24219.1) kiilon
klaszterizalodott a tobbi kajszibol izolalt LChV-1-t6l. A Magyarorszagrol szarmazé LChV-1-

gyel 6sszehasonlitva a CP génre nézve csak 74,49%, HSP70h kodolo régioval Gsszevetve pedig
78,89% egyezést kaptunk.
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) 20. abra LChV-1 filogenetikai vizsgalata
Osszevetettilk a Magyar kajszirol szarmaz6 LChV-1 CP és HSP70h kodolo régiok szekvenciajat az
adatbankban talalhat6 csonthéjas novényekrél szarmazo LChV-1 szekvenciakkkal.

4.5.5. A PPV jelenlétének visszaigazoldsa

RT-PCR-rel megerdsitettiik a Ligeti orias és a Magyar kajszi torzsiiltetvénybdl a PPV

jelenlétét, azonban az izolatorhazbol nem volt kimutathaté sem a Ligeti Orids, sem a Magyar
kajszi fajtak egyedeibdl (21. abra). A Ligeti orias és a Magyar kajszi esetében a 2-2 vizsgalt
egyedbdl csak 1-1 esetben detektaltuk a virust, a Magyar kajszi esetében a PPV mellett LChV-

1 fert6zést is kimutattunk.
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21. abra A Kkajszi fajtakban talalt PPV fertozés RT-PCR visszaigazolasa
A kajszi egyedek vizsgalata soran a Ligeti orias, és a Magyar kajszi fajtak torzsiiltetvényeib6l, 1-1 egyed
esetében detektaltunk PPV fertdzést.

4.6. Az 6szibarack fajtak HTS-sel kapott eredményeinek visszaigazolasa molekularis
biologiai mdodszerekkel

Az 6szibarack konyvtarak bioinformatikai vizsgalata soran azonositottuk a PaLV,
NSPaV, PPV virusok és a PLMVd viroid el6fordulasat. A kis RNS HTS diagnosztikai
vizsgalattal kapott eredmények visszaigazolasat RT-PCR-rel, illetve Northern blot vizsgalattal

klonoztuk. A kapott szekvenciakat feltoltottiik a GenBank adatbazisba (M4. melléklet).

4.6.1. A PaLV jelenlétének visszaigazolasa

A PaLV molekuléris biologiai validalasahoz RT-PCR reakcid soran a virus 1132 bp

crer

kodolo géneket fedi le. A Springcrest fajta izolatorhazbdl és torzsiiltetvényébdl, Cresthaven
fajta esetében pedig az izolatothazbol készitett mintakeverékébdl igazoltuk vissza a PaLV

fertézést (22/A. abra).
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22. abra PaLV jelenlétének visszaigazolisa

RT-PCR-rel visszaigazoltuk a Springcrest izolatorhazbdl, torzsiiltetvénybdl, és a Cresthaven izolatorhaz
mintakeverékekbdl a PaLV jelenlétét (A). A vizsgalt Springcrest in vitro egyedek mindkét esetben
fert6zottek voltak (B). A PaLV fertdzott poolok egyedei koziil nem minden esetben volt kimutathato a
virus (C). Az izolatorhaz 10 fajtajabol 4 esetben mutattuk ki a PaLV-t RT-PCR-rel (D) és Northern-
blottal (E). A szamok a kovetkezé Oszibarack fajtakat jelolik: 1: Flavortop, 2: Nektar, 3: Venus, 4:
Incrocio Pieri, 5: Cresthaven, 6: Redhaven, 7: Champion, 8: Suncrest, 9: Aranycsillag, 10: Apolka. A
Norther-blotthoz a probat a PaLV ORF3a, kopenyfehérjét (CP) és mozgasi fehérjét (MP) kodolo régidira
terveztiik.

A Springcrest izolatorhazbdl készitett keverék egyedeinél 4-bél 3 esetben, a
torzsiiltetvény esetében a két egyed koziil csak egy esetben, mutattuk ki a fertézést (22/C. abra).
A Springcrest in vitro novények tesztelése soran mindkét vizsgalt egyednél kimutattuk a PaL'V-
t (22/B. abra). A Cresthaven izolatorhazban talalhatd egyedei k6zott 2 esetben kaptunk pozitiv
talalatot. Az izolatorhaz 10 fajtijat reprezentald keverék 10 egyede koziil a Cresthaven,
Champion, Suncrest és Aranycsillag fajtakbol kaptunk UPCR terméket (22/D. abra), amit
Northern blottal is megerésitettiink (22/E. abra). A Northern-blot vizsgalatokhoz készitett
probat is az ORF3a, CP és MP kodold régidkra terveztiik.
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4.6.2 Az NSPaV jelenlétének visszaigazolasa

A HTS-sel diagnosztizalt NSPaV virust RT-PCR-rel igazoltuk vissza. A reakci6 soran

c sy

amplifikaltuk.
A.) Springcrest Cresthaven
M ih ta ih td - B.) Springcrest
in vitro -+
haaend | — 1752 bp .
1500 bP s = .
1500 bp —— 1752 bp
c) Springcrest Cresthaven
’ ih ti ih ta
M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 - +
——
1500 bp emw = T — - 1752 bp
D.
) M1 2 34 567 8 910 - +
1500 bp e

s el e 1752bp

23. abra NSPaV fertdzés visszaigazolisa
RT-PCR-rel visszaigazoltuk a Springcrest izolatorhazbol és Cresthaven torzsiiltetvénybdl az NSPaV
jelenlétét (A). A Springcrest fajta in vitro novényeibdl is kimutathato volt a virus (B). A Sc_ih pool
minden egyede fertézottek voltak (C). Az izolatorhaz 10 fajtaja koziil 2 fajta esetében kaptunk PCR-
terméket NSPaV virusra (D). A szamok a kovetkezo 6szibarack fajtakat jelolik: 1: Flavortop, 2: Nektar,
3: Venus, 4: Incrocio Pieri, 5: Cresthaven, 6: Redhaven, 7: Champion, 8: Suncrest, 9: Aranycsillag, 10:
Apolka (D).

A kis RNS konyvtarakhoz készitett keverékek koziil a Springcrest izolatorhazbol és a
Cresthaven torzsiiltetvénybdl szarmazo mintakbol mutattunk ki NSPaV-t (23/A. abra). A
Springcrest izolatorhaz mintakeverék mind a 4 egyede fert6zott volt, mig a Cresthaven
torzsiiltetvény pool egyedei koziil csak egy esetben detektaltuk a virust (23/C. abra). A
Springcrest fajta in vitro egyedeinek tesztelése soran mindkét esetben kimutathaté az NSPaV
(23/B. abra). Az izolatorhaz 10 fajtaja koziil Champion és Aranycsillag esetében kaptunk PCR-

terméket NSPaV virusra (23/D. abra).
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4.6.3 A PPV jelenlétének visszaigazolasa

A Springcrest fajta izolatorhazabol és torzsiiltetvényébdl készitett kdnyvtarakbol
kaptunk kontig talalatot a bioinformatikai elemzés soran PPV-re, melyet RT-PCR-rel

visszaigazoltunk a virus képenyfehérjét kodolod szakaszat amplifikald primerek segitségével.

Springcrest Cresthaven
ih ta ih ta
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 - +

A)

R === 427 pb

B.) Springcrest
in vitro - +

_— == 427pb

24. abra PPV jelenlétének visszaigazolasa
RT-PCR-rel visszaigazoltuk a PPV jelenlétét Springcrest izolatorhazbol, torzsiiltetvénybdl szarmazd
mintakbol (A), valamint in vitro Springcrest mintakbol is egy esetben (B).

A Springcrest izolatorhdz 0sszes vizsgalt egyede, mig a torzsiiltetvény esetében csak 1
egyed mutatott pozitiv PCR reakciot (24/A. abra). A két Springcrest in vitro novény vizsgalata
soran 1 esetben kimutattuk a PPV wvirust (24/B. abra). A GenBank szekvenciaival
Osszehasonlitva 99%-0s homologiat mutatott az M torzsbe tartozé izolatummal (M92280.1). A
referencia genommal (NC_001445.1) 96%-o0s nukleinsav és 99%-0S aminosav egyezést

kaptunk.

4.6.4 A PLMV(d jelenlétének visszaigazolasa

A PLMVd jelenlétét visszaigazoltuk RT-PCR-rel (25/A. abra) és Northern blot
analizissel a Cresthaven izolatorhazbdl, torzsiiltetvénybdl szarmazd egyedek keverékeibdl
(25/B. abra). A Cresthaven mintakeverékek minden egyede PLMVd fert6zottséget mutatott
(25/C. abra). Az 6szibarack izolatorhaz 10 fajtajat reprezentald keverék RT-PCR (25/D. abra)
¢s Northern-blot vizsgalata alapjan 6 (Venus, Incrocio Pieri, Cresthaven, Champion, Suncrest

¢és Apolka) fajta mutatott PLMVd fert6zést (25/E. abra).
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25. abra A PLMVd fert6zés visszaigazolasa

Visszaigazoltuk a Cresthaven izolatorhazbdl és torzsiiltetvényb6l a PLMVd jelenlétét RT-PCR-rel (A)
¢és Northern-blottal (B). A Cresthaven keverékek minden egyede viroid fert6zottséget mutatott (C). Az
Oszibarack izolatorhaz 10 fajtajat reprezentald keverékbdl 6 esetben mutattuk ki a PLMVd-t RT-PCR-
rel (D) és Northern-blottal (E). A Northern-blotthoz tervezett probat a PLMVd genomra terveztiik.
rRNS: riboszomalis RNS. A szamok a kovetkez6 6szibarack fajtakat jelolik: 1: Flavortop, 2: Nektar, 3:
Venus, 4: Incrocio Pieri, 5: Cresthaven, 6: Redhaven, 7: Champion, 8: Suncrest, 9: Aranycsillag, 10:
Apolka.

4.6.5 A Gyiimolcs- és Disznovénytermesztési Kutatointézet dszibarack izolatorhazanak

viroldgiai felmérése

Az Gszibarack izolatorhazban vizsgalataink soran jelentds mértéki fapusztulast (28%)
tapasztaltunk. Az izolatorhdz virologiai stdtuszanak meghatarozasa érdekében az Gszibarack
mintakban kis RNS konyvtarak HTS vizsgalatokkal detektalt virusok jelenlétét RT-PCR-rel
vizsgaltuk az izolatorhaz egyedeiben (26. abra). Az izolatorhaz 89 egyedébdl 65 (73%) fa
esetében detektaltunk virus/viroid fertézést, 15 faban PPV-t, 19 fanal PaLV-t, 17 egyedben
NSPaV-t, 15 esetbhen PPV-t és 59 faban PLMVd-t mutattunk ki. A PLMVd el6fordulasa az
izolatorhaz soraiban egyenletesen oszlott el, mind a 4 sorban jelentés a PLMVd fert6zottség
volt megfigyelhetd, ezzel szemben az NSPaV és PalV fert6zottség az izolatorhaz 3. és 4.

soraban volt a legjelentdsebb mérték.
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26. abra Az 6szibarack izolatorhaz virologiai felmérése
PLMVd esetében Northern-blottal (sarga), NSPaV (lila), PaLV (zold) és PPV (kék) RT-PCR-rel mértiik
fel az izolatorhaz egyedeinek virus/viroid fertozottségének mértékét. Az elpusztult egyedeket sziirke
négyzetekkel jeloltiik.

4.6.6 Az 6szibarack fajtakban azonositott PaLV variansok filogenetikai vizsgalata

Az izolatorhdz virusdiagnosztikai vizsgalatat kovetden tobb dszibarack fajta egyedeibdl
is kimutattuk a PaLV-t. A Champion, Aranycsillag, Suncrest, Elvira, Springtime, Springcrest,
Redhaven, Michelini fajtakbol mutattuk ki a PaL'V virust, majd a PCR-termékeket klonoztuk
¢és szekvenaltattuk. A filogenetikai vizsgéalat soran a PaLV-vel kozeli rokonsagot mutatd
ChaLV virustol elkiiloniiltek a PaLV szekvencidk, csak 81% homoldgiat mutattak a vizsgalt
génszakaszra nézve (ORF3a, CP, MP). A GenBank adatbazisban talalhat6 szekvencidkat
Osszevetve a klon szekvencidkat 96 - 100 % kozotti hasonlosagi értékeket kaptunk. A spanyol
IVIM18 PaLV izolatum (KY635989) kiiloniilt el leginkabb a filogenetikai a fan, 96% egyezést
mutatott az adatbanki és az izolatorhazbol azonositott PaLV varidnsok szekvencidival. A
Gruziabol és Kinabol szarmazdé PalV szekvenciak egyiitt klaszterizalodtak (27. abra). A
legkozelebbi rokonsdgot a Cresthavenl,2 (MK929579, MK929582) és a Suncrest3
(MT396257) szekvencidknal figyeltiik meg. Egyes fajtak esetében megfigyeltiik, hogy az adott
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fajta egyedeibdl izolalt PaLV szekvenciak egyiitt klaszterizalédnak (Michelini, Springcrest,

Cresthaven), mig mas esetekben az egyedeknél nem tapasztaltunk fajta szerinti szeparaciot a
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27. abra PaLV filogenetikai elemzése
Kékkel jeloltiik az izolatorhazbol szarmazo PaLLV szekvenciakat, pirossal a referencia genomot, zolddel
az adatbankbol szarmazo6 PalLVszekvenciakat.

4.6.7.Az 6szibarack fajtakban azonositott NSPaV variansok filogenetikai vizsgalata

Az NSPaV kopenyfehérjéjét kodold 1752 nukleotid hosszisagh klonozott szekvencidit
Osszevetve a GenBank adatbazis szekvencidival az érdi NSPaV szekvencidk elkiiloniilten
klaszterizalodtak a filogenetikai fan. Az adatbankbdl szarmazd szekvenciak alapjan nem
kovetkeztethetiink az NSPaV virus fert6zés forrasara (28/A. abra). A 411 bp hosszusagh
részlegesen kopenyfehérjét kodold szekvencidk elemzése soran a Szobrél szérmazod
szekvenciakat (KY829024.1, KY626337.1) (Krizbai et al., 2017) 6sszehasonlitottuk az érdi
mintakbol izolalt NSPaV szekvenciakkal (28/B. abra). Az magyar (érdi és a szobi) NSPaV
szekvencidk monofiletikus csoportot alkottak, kivéve az Aranycsillag (MK941144) és a
Cresthaven (MK941146) fajtakbol izolalt NSPaV szekvenciak.
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28. abra NSPaV filogenetikai elemzése

Filogenetiakai vizsgalatokkal hasonlitottuk 6ssze az érdrél szarmazdé 1752 nt hosszusdgua NSPaV
szekvencidkat a GenBank-ben taldlhaté NSPaV szekvencidkkal (A), tovabba révidebb, 411 bp
hosszisagiira vagott szekvencidk alapjan is készitettiink filogenetikai fat, hogy a GenBank
Magyarorszagrol szarmazo szekvencidival is Osszevethessiik az érdi NSPaV mintdkat (B). Kékkel
jeloltiik az izolatorhazbodl szarmaz6é NSPaV szekvencidkat, pirossal a referencia genomot, zélddel az
adatbankbol szarmazd, narancssargaval pedig a kordbban Magyarorszagrol publikalt szekvencidkat.
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4.6.8. Az 6szibarack fajtdkban azonositott PLMVd térszerkezeti vizsgélata

A PLMVd egyszalu, cirkularis RNS molekuldja erds masodlagos szerkezettel
rendelkezik. Az egymassal szemeben elhelyezkedd nukleotidok bazisparosodassal elagazo
duplaszalu karokat formalnak, melyek hurkokban végzédnek (29. abra). A Cresthaven
izolatorhazbol és torzsiiltetvényébdl szdrmazé PLMVdA klonok (MK929592, MK929593)
szekvencidjaban eléforduld pontmutaciokat a referencia genom szerkezeti dbrajara illesztve azt
tapasztaltuk, hogy a pontmutaciok jelentds része a kihurkolddott szerkezeti elemekben
talalhatdo, melyek a molekula stabilitdsanak fenntartdsdban nem rendelkeznek jelentds
szereppel. Ezzel szemben a kivagodasért felelés hammerhead doménekben nem figyeltiink meg
SNP-ket. A viroid duplaszali karjain azonositottunk olyan pontmutacié parokat, melyek
tovabbra is képesek egymadssal bazisparosoddsra, nem eredményeznek valtozast a viroidra
jellemzd masodlagos szerkezetben. 11 pontmutacid part figyeltiink meg a PLMVd kldénokban,
melyek koziil 3 Wobble bazisparosodassal (G-U) kapcsolddott egymassal (29.4bra).
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29. abra PLMVd pontmutaciok elhelyezkedése
761d szinnel jeldltiik a Cresthaven izolatorhazbol, pirossal a torzsiiltetvénybdl szarmazé pontmutaciokat
a PLMVd térszerkezetére illesztve. A bekarikazott pontmutacio parok esetében tovabbra is megmarad
a bazisparosodas az egymassal szemben elhelyezkedé nukleotidok kozott (Motard et al., 2008 alapjan
modositott abra).

A kis RNS HTS soran a referencia genomra illeszked6 readek vizsgalataval szamos
pontmutaciot azonositottunk. Az izolatorhazban eléfordulo PLMVd genetikai variabilitdsanak
felmérése érdekében PCR-termék szekvendlast végeztiink azokbol az dszibarack fajtakbol
(Venus, Andosa, Maria Bianca, Fantasia, Baladin, Early Redhaven, Springtime, Ob 166/1,
Elvira, Starking Delicios), melyek kozott volt elpusztult egyed, az ¢l6 egyedeibdl pedig
kimutattuk PLMVd fertézést. A PLMVd szekvencidkban jelentds genetikai heterogenitast
tapasztaltunk, egyes egyedken beliill is szamos viroid varians volt megfigyelheté. A
legszembet{inébb mutaciot, egy 12 nukleotid hosszisag inzercidt az Ob166/1 fajtabol izolalt
PLMVd szekvenciaban azonositottuk (30/A. ébra). Az inzercid egy kihurkolodo régiot képez a
fenotipus kialakitasaban fontos szerepet jatszo6 mutacioval (AJ550912.1 - PC-C40), az
inzerciok szekvenciajaban azonban nem tapasztaltunk homologiat (30/B. abra). Az inzercid
szerkezetét tekintve jelentds valtozast okoz a terminalis hurokban, ugyanis 7-tel tobb nukleotid
képes kapcsolddni a vele szemben elhelyezkedé komplementer nukleotiddal, valamint a PC-

C40 PLMVd varidnshoz képest is egy zartabb térszerkezetet hoz 1étre.
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30. abra PLMVd mutaciék
A.) A PLMVd klénokban szamos muticid6 megfigyelhetd, ugyanakkor konzervativ szakaszokon
(melyek a viroid replikacidjahoz és stabilitasanak fenntartasahoz sziikségesek) nem lathatok SNP-k. B.)
Az Ob 166/1 fajtaban detektalt 12 nt hosszisagi PLMVd inzerci6 poziciéjat tekintve megegyezik a PC-
C40 varianssal, de szekvenciajaban attol eltér, ezért eltéré térszerkezetet is eredményez. Az A.) és a B.)
abran is kék keretben jeldltem az inzerciot a PLMVd szekvenciajaban.

A kis RNS konyvtarak készitéséhez felhasznalt dszibarack fajtdk egyedeibdl a PLMVd
PCR-termékeket klonoztuk és Sanger szekvenalast végeztiink, hogy filogenetikai elemzést
végezhessiink a fajtdk 1-1 viroid variansat reprezentald szekvenciakbol. A filogenetikai fan
lathat, hogy a Cresthaven és az Ob fajtakbol szarmazo viroid szekvencidk elkiiloniilten
csoportosulnak a Champion, Venus, Apolka, Incrocio Pieri és Suncrest fajtaktol. A két vizsgalt
inzerciés mutans, a peach calico fenotipust okozé PC-C40 és az Ob166/1 fajtdbol szdrmazé

PLMVd is kiilon klaszterizalodott (31. abra).
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31. abra PLMVd filogenetikai elemzése
A PLMVd szekvencidk rokonsagi viszonyainak vizsgalata soran az érdi dszibarackokobol izolalt
PLMVd szekvencidkat hasonlitottuk dssze egymassal, illetve a piros szinnel jeldlt referencia genommal
(NC 003636.1) és a zolddel jelolt peach calico fenotipust okozdé PC-C40 (AJ550912.1) izolatummal.
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4.6.9. A PLMVd jelenlétének bioteszt vizsgalata GF305 indikatorndvényen

Az Oszibarack izolatorhdz 11 fajtajanak (Flavortop, Nektar H, Venus, Incrocio Pieri,
Cresthaven, Redhaven, Champion, Suncrest, Apolka, Aranycsillag, Elberta) egy-egy egyedét a
NEBIH Velelencei Virologiai Laboratoriumban bioteszttel vizsgaltak a 2016-2019 kozotti
iddszakban. Az dszibarack szabadfoldi viroldgiai vizsgalatahoz a Kwanzan, GF31 mirabolan
hibrid és GF305 indikatorokat hasznalnak, melyek 4-5 egyedére végeznek szemzést a vizsgalati
fajtabol. A PLMVd hatésagilag vizsgalatkoteles korokozonak mindsiil, bioteszt vizsgalatokon
a GF305 indikatornovény alkalmas a viroid tiinet alapti diagnosztikajara. Az indikatorok
bonitalasat (tiinet alapu vizsgalatat) a szemzéstol szamitott 3 év leteltével végzik. A vizsgalt fak
esetében nem voltak lathatoak a viroid jelenlétére utalo tiinetek, annak ellenére, hogy a teszten
1év6 anyafak keverékébdl kimutattuk HTS-sel a PLMVd-t, tovabba a mintakeverék 6 fajtajabol
RT-PCR-rel és Northern-blottal is megerdsitettiik a jelenlétét (25/D. abra). A bioteszttel
vizsgalt GF305 indikatornovényekbdl gyiijtott mintak RNS-eibdl a szemzett fajtak szerint
készitettiink keverékeket, majd Northern-blot vizsgalatot végeztink PLMVd-re specifikus
radioaktiv DNS-probaval, hogy igazoljuk a viroid transzmissziojat. A Venus, Incrocio Pieri,
Cresthaven, Champion, Suncrest és Apolka fajtdkkal szemzett indikatorokbdl, valamint a HTS
vizsgélatokban nem szerepld, viszont szintén az érdi Oszibarack izolatorhazbdl szarmazo
Elberta fajtaval szemzett GF305 indikatorbol is kimutattuk a PLMVd transzmisszidjat (32/A.
abra). Tovabbiakban vizsgaltuk, hogy a kiillonb6zé &szibarack fajtdkkal szemzett
indikatorokbol készitett keverék egyedei milyen mértékii viroid fert6zottséget mutatnak (32/B.
abra). A Northern-blot vizsgalatokbol lathatd, hogy a viroid fertézott fajtak szemzésével a
GF305 indikatorok mindegyikébe atjutott a PLMVd.
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32. abra PLMVd transzmisszi6 vizsgalat
Az ¢rdi izolatorhaz 11 anyandvényével szemzett GF305 indikatorabol készitett mintakeverékek
Northern-blot vizsgalataval igazoltuk a PLMVd transzmisszidjat (A). A mintakeverékek egyedeit is
vizsgaltuk, hogy meghatarozzuk, milyen aranyban jut at a viroid fert6zés a vizsgalati fajtarol az indikator
noévénybe (B). A Northern-blotthoz tervezett probat a PLMVd genomra terveztiik. rRNS: riboszomalis
RNS.
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4.7. Uj tudoményos eredmények

1. AKkis RNS HTS alapu szekvenalas bioinformatikai elemzését, valamint az eredmények
visszaigazolasat kovetden megallapitottam, hogy a kis RNS HTS hatékony
virusdiagnosztikai médszer a kajszi- és 6szibarack mintak esetében is.

2. Kajszi mintdk vizsgédlata soran kimutattam a CVA ¢és LChV-1 virusokat, melyek
magyarorszagi el6fordulasardl eddig nem rendelkeztiink ismeretekkel. A LChV-1
fertdzést kajszi gazdandvényrdl az elsok kozott irtuk le.

3. Oszibarack mintak elemzése soran el3szor mutattam ki a PLMVd és a PaLV jelenlétét
hazankban.

4. A kajszi és Oszibarak izolatorhazban nevelt egyedek vizsgalata soran kimutattam a
CVA, LChV-1, PaLV, NSPaV ¢és PLMVd korokozokat, amely alapjan fert6zott
szaporitdbanyaggal torténd fert6zésre kovetkeztethetiink.

5. Az O6szibarack izolatorhazban megfigyelt jelentds fapusztulds okanak vizsgalatakor
megallapitottam, hogy nagymértékii PLMVd fert6zés 6nmagaban nem tehetd feleldssé

az izolatorhazban tapasztalt fapusztulasért.
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5. Kovetkeztetések ¢€s javaslatok

A gytimoélcsfa iiltetvények viromjanak HTS alapt vizsgalataival lehetdség adodik 1j
korokozok leirasara (Bag et al., 2015), vagy adott gazdandvényen (Safafova et al., 2016), illetve
adott foldrajzi teriileten ismeretlen virusok kimutatasara (Sorrentino et al., 2018). A
virusoktol/viroidoktol mentes iiltetvények létrehozéasahoz a szaporitbanyag
patogénmentesitése, ¢s annak diagnosztikai nyomonkdvetése elengedhetetlen a hosszi
¢lettartamu iltetvények létrehozasahoz. A szaporitdanyag eldallitishoz az izolatorhazak
anyafait ezért a 14/2017. (I11.23.) FM rendeletben elbirt virusokra/viroidokra kotelez6é tesztelni.
Azonban a szaporitéanyag globalis kereskedelme, valamint a klimavaltozas hatasara megjelend
uj rovar vektorok kedveznek a virusok/viroidok terjedésének. Az adott teriileten, vagy
gazdandvényen ujonnan megjelend virusok/viroidok érintettek lehetnek bizonyos tlinetek
kialakuldsédban, vagy fertdzésiik kovetkeztében fogékonyabba tehetik a gazdandvényt mas
virusok fertézésére, ezaltal sulyosabb tiinetek megjelenését idézhetik eld.

A kiilonb6z6 szekvenalasi technikak fejlodésének, valamint a vizsgalatok koltségeinek
csOkkenésének kdszonhetden egyre nagyobb teret hoditanak a metagenom szintli diagnosztikai
eljarasok. A HTS technologiak egyre novekvo népszeriisége ellenére Magyarorszagon fasszart,
mezdgazdasagilag jelentds novényeken kevés metagenomikai eredmény 4ll rendelkezésiinkre,
hazankban sz616 (Czotter et al., 2018) és észibarack (Krizbai et al., 2017) mintakbol végeztek
HTS vizsgalatokat. Mivel nem rendelkeziink ndvényvédelmi technoldgiaval a virusok/viroidok
fertdzésével szemben, ezért az 1izolatorhazak virologiai felmérése kulcsfontossagu szereppel bir
a szaporitdanyag eldallitds tekintetében. A NAIK Gyilimdlcs- és Diszndvénytermesztési
Kutatointézet Elvira majorban talalhatdé kajszi és 0Oszibarack izolatorhdzaibol,
torzstiltetvényeibdl végeztiink kis RNS HTS vizsgalatokat, hogy meghatarozzuk a vizsgalt
fajtak viromjat. A csoportunk altal optimalizalt fasszari ndvények kis RNS HTS-alapu
virusdiagnosztikai protokolljat sikeresen alkalmaztuk kajszi és Oszibarack mintdk virologiai

vizsgélatahoz.

5.1. Kajszi virusdiagnosztikai kovetkeztetések

Az 5 kajszi konyvtar kis RNS HTS vizsgalata soran kimutattuk a CVA, a LChV-1 és a
PPV virusok jelenlétét. A CVA specifikus kis RNS readek méreteloszlasat tekintve tulnyomo

tobbségben 21 nukleotid hossziisdguakat azonositottunk, mig a LChV-1 esetében a 21 nukleotid
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hosszusagi kis RNS-ek mellett a 22 nukleotid hosszusagu kis RNS-ek is jelentés mértékben
képzddtek a DCL2/4 enzimek hasitasanak eredményeképp (Parent et al., 2012).

A kis RNS HTS vizsgalatok soran talalatot kaptunk a CVA virusra a Pannénia fajta
izolatorhazbol (P_ih) és torzsiiltetvénybdl (P tii), LChV-1 virusra pedig a Magyar kajszi
torzsiiltetvénybdl (M _tii) készitett konyvtarakbol. A P ih és P tii  konyvtarakbol
visszaigazoltuk a CVA-t RT-PCR-rel és Northern-blottal, M_k konyvtarbol pedig a LChV-1-
et RT-PCR-rel. A konyvtarak elemzése soran kaptunk kiiszobértéket meghalado LChV-1
genomra illeszkedé nem redundéans és redundans readeket a Ligeti orias torzsiiltetvénybdl
(LO tii) és a P_tii konyvtarakbol is, azonban RT-PCR-rel nem tudtuk visszaigazolni a LChV-
1 a konyvtarak készitéséhez felhasznalt RNS keverékbdl. A kajszi HTS vizsgalatoknal
alkalmazott protokoll esetében akkor kaptunk megbizhat6, RT-PCR-rel visszaigazolhat6 virus
talalatot, amennyiben a meghatarozott kiiszob értékeknek nem csak a virusra illeszked6 readek
darabszama felelt meg, hanem kaptunk kontig talalatot é¢s 40% feletti lefedettségi értéket is.
Ezen eredményeink alapjan a CVA és a LChV-1 magyarorszagi el6fordulasat elsoként irtuk le,
a LChV-1 fertdzést kajszi gazdandvényen az elsék kozott detektaltuk (Safatova et al., 2017,
Barath et al., 2018). A HTS technoldgidk eldnyei ellenére hazankban a virusdiagnosztikai
vizsgalatok tobbségét ELISA-val, RT-PCR-rel és biotesztekkel végzik, melyek ismeretlen
virusok detektalasat nem teszik lehetdvé. A virusok azonositdsahoz specifikus tiinetek
kialakuldsa nyujthat segitséget, azonban a CVA eddigi ismeretek alapjan latens fertézést okoz,
de a LChV-1 is sokszor tiinetmentes fert6zéshez vezet, ezaltal a gyiimolesfak fertézottségének
mértéke joval magasabb lehet. Egy japan felmérés soran a vizsgalt fak 92%-a CVA
fert6zottséget mutatott (Isogai et al., 2004).

A CVA fertézés vélhetdleg szaporitdoanyagon keresztill torténd fert6zéssel mehetett
végbe, mivel nem csak a szabadfoldi P_tii, hanem az izolatorhazbol szarmazo P_ih poolbdl is
Kimutattuk, tovabba 2 minta esetében az in vitro novényekbol is. A P ti és P_ih
mintakeverékek egyedeinek vizsgélata soran minden egyed CVA fertdzottnek bizonyult, ami a
virus nagy mértékii virulenciajanak tulajdonithato (Gao et al., 2017). A Magyar kajszi fajta
esetében nem szaporitéanyagon keresztiil torténd fertézésre kovetkeztethetlink, ugyanis az
izolatorhazbol nem, csak a torzsiiltetvénybdl készitett poolbol mutattuk ki a LChV-1 virust,
valamint az in vitro névényekbdl sem detektaltuk a jelenlétét. A mintakeverék egyedeinek
vizsgalataval pedig csak egy esetben tapasztaltunk LChV-1 fert6zést. Az iiltetvényen talalhatok
LChV-1 fert6zésre fogékony cseresznye és meggy gyiimolcsfak, melyekrdl feltételezhetden
metszéssel, vagy eddig azonositatlan vektor szervezeten keresztiil juthatott at a virus a Magyar

kajszi fajtara.
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Magyarorszagon a 14/2017. (II1.23.) FM rendelet értelmében a CVA nem tartozik a
hatdsagilag vizsgalatkoteles virusok kozé. A CVA eddigi ismereteink alapjan latens fert6zést
eredményez, ugyanakkor nem tisztdzott a szerepe mas virusokkal torténd koinfekcio esetében,
a gazdandvény ¢€lettartamara gyakorolt hatasa, tovabba az sem, hogy a CVA fertdzés milyen
hatést fejt ki a gazdandvényre biotikus és abiotikus stressz esetén. A CVA fertdzés hatasara
bekovetkezd novényélettani valtozasok megismerése sziikséges, hiszen vilagszerte elterjedt,
széles gazdakorrel és magas fert6zési rataval rendelkezik (Gao et al., 2017). A 14/2017.(111.23)
FM rendelet szerint a LChV-1 vizsgalatkoteles korokozonak mindsiil cseresznye és meggy
gazdandvényen, a kajszi azonban nem all hatosagi kontroll alatt. A LChV-1 fert6zést kajszibol
csak 2017-ben irtak le, ezért kartételérdl kajszi gazdandvényen még nem rendelkeziink
ismeretekkel (Safafova et al., 2020).

A CVA és a LChV-1 szekvencidk filogenetikai elemzésével a virusok gazdandvényhez
mértékben befolyasolta a virus gazdandvénye, mint az izoldtum szarmazasi helye. A CVA
mozgasi fehérjét kodolo gén klonozott szekvencidjanak filogenetikai vizsgélata sordn a
Pannoénia fajtar6l szdrmazo CVA izolatum az V. csoportba klaszterizalodott, ahova a nem
cseresznye gazdandvényrdl szarmazd izolatumok sorolhatok. Az V. csoportba tobb kajszi
gazdanovénybdl izolalt CVA szekvencidval is kozeli filogenetikai rokonsagot figyeltiink meg.

Az Amerikai Egyesiilt Allamokbo6] és Csehorszagbol szarmazo kajszi gazdandvényrél
izolalt LChV-1 szekvenciak tobbsége nagy mértékii homoldgiat mutattak a Magyar kajszirol
szarmaz0 izolatummal CP és HSP70h kodolo régiok esetében. A magyar LChV-1 izolatum erds
patogenicitassal rendelkezhet, ugyanis egylitt klaszterez6dott az olasz ITMAR szekvenciaval
(EU715989.1), amely a ,Kwanzan stunt disease” korkép kialakitasaért felel6s, azonban a
megbetegitd képességének becslése érdekében mas kodold régiok vizsgalata, koztilk az RNS
interferencia szuppresszor funkcioval rendelkezd p21 is sziikséges. A LChV-1 Eurdpa szerte
elterjedt korokozonak tekinthetd. Sporadikus el6forduldsabol adédoan nehéz meghatarozni a
virus fertézésének kiindulasi pontjait (Safafova et al., 2020). A fertdzés forrasanak egyértelmii
megallapitdsdhoz a rendelkezésiinkre allo adatbanki szekvencidk nem nyujtanak elegendd
bizonyitékot. A LChV-1 nagy genetikai variabilitasabol adéadoan megneheziti az RT-PCR-rel
végzett virusdiagnosztikai vizsgalatat, a HTS-sel végzett elemzések altal azonosithatok a virus
genomban el6forduld mutaciok is, ezaltal lehetdség nyilik hatékonyabb diagnosztikai primerek
tervezésére is (Katsiani et al., 2018).

A LO ti és a M_k konyvtarakbol kimutattuk a PPV jelenlétét. A fertdzott fajtak

1zolatorh4azbol szarmazo egyedeibdl nem azonositottuk a PPV jelenlétét, ezért feltételezéseink
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szerint nem a szaporitdanyaggal, hanem a szabadf6ldon tortént a fert6zédés. A 14/2017.
(II.23.) FM rendelet alapjan a PPV vizsgalatkoteles korokozod, fertézése az iiltetvényeken
jelentOs gazdasagi karokat okozhat. A M_k RNS keverék egyedei koziil abbol mutattuk Ki a
PPV-t, ami LChV-1 fert6zottséget is mutatott. Késébbi mintavétel alkalmaval tapasztaltuk,

hogy feltételezhetden a kombinalt virusfertézésnek koszonhetéen a Magyar kajszi fa elpusztult.

5.2. Oszibarack virusdiagnosztikai kovetkeztetések

Munkénk soran az 5 dszibarack kis RNS konyvtar HTS vizsgalataval kimutattuk a
PaLV, NSPaV, PPV virusok és a PLMVd viroid jelenlétét. Magyarorszagon az NSPaV és a
PPV elofordulasarol rendelkeztiink korabbi ismeretekkel, a PaLV és a PLMVd fertozését
viszont csoportunk irta le el6szor. Az Oszibarack kis RNS konyvtarak bioinformatikai
elemzését a kajszi konyvtarakkal ellentétben CLC Genomics Workbench szoftverrel végeztiik.
A bioinformatikai eredmények értékelése soran a redundans és nem-redundans read szam,
lefedettségi érték és kontig talalat koziil legalabb 3 kiiszobértéket meghaladd paraméter
esetében kaptunk RT-PCR-rel visszaigazolhatd virus/viroid talalatot. A PaLV-re kaptunk
kontig talalatokat a Springcrest izolatorhazbol és torzsiiltetvénybdl, valamint a 10 fajtabol
készitett kis RNS konyvtarbol. A Cresthaven izolatorhdzbol nem kaptunk kontig taldlatot,
viszont magas PaLV-re illeszked6 readszamokat és lefedettséget tapasztaltunk. A Springcrest
fajtdbol mind az izolatorhazbol, mind pedig a torzsiiltetvénybdl visszaigazoltuk a PalLV-t,
Kimutattuk az in vitro névényekbdl is ezért szaporitdbanyagon keresztiil torténd fertézésre
kovetkeztettiink. A Cresthaven izolatorhaz egyedeibdl szintén visszaigazoltuk a PalLV-t,
azonban a torzsiiltetvényben talalhato egyedekbe nem jutott at a virus. A kozeli filogenetikai
rokonsagban allé virusok vizsgalata soran a homolog szekvenciakrol keletkezé kis RNS-ek,
kontigok eredményezhetnek téves virus taldlatot, amelyet az illeszked6 readek, kontigok
részletesebb elemzésével kikiiszobolhetliink. A PaLV-vel nagymértékli homologiat mutatd
ChaLV-re kaptunk virus talalatot azokbol a konyvtarakbol, amelyekbdl kimutattuk a PaL V-t is,
azonban a PaLV-nél kevesebb ChalLV genomra illeszkedé read szamot és lefedettséget
kaptunk. A ChaLV-re kapott kontig illeszkedett a PaLV referencia genomra is, ezért a ChalL'V-
t téves virus talalatnak értékeltiik.

Az NSPaV fertézés forrasat nem tudtuk egyértelmiien meghatarozni a Springcrest és
Cresthaven fajtak kis RNS konyvtarainak elemzése alapjan, mert a Springcrest esetében csak
az izolatorhazbol, Cresthaven fajtabodl pedig csak a torzsiiltetvénybdl mutattuk ki a virust. A

szaporitdanyagon keresztiil torténd fertézést alatamasztja, hogy a Springcrest izolatorhazbol
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készitett mintakeverék minden egyede fertdzottnek bizonyult és az in vitro névényekbdl is
detektaltuk a virust, a felvetést viszont nem tamasztja ala, hogy a Springcrest torzsiiltetvény és
a Cresthaven izolatorhaz egyedeibdl nem detektaltuk a virust.

A PaLV és az NSPaV virusokat csak par éve azonositottak ezért tiinetek kialakitasaban
vald részvételiikrdl, gazdasagi jelentdséglikrdl nem 4all rendelkezésre kelld informécio.
Magyarorszagon egyik virus sem tartozik a vizsgalatkoteles virusok kozé. Az Amerikai
Egyesiilt Allamokban import nektarin fakon torzsgddrosodés tiineteket (Bag et al., 2015),
Magyarorszagon Szobi észibarack iiltetvényen intenziv levél sargulas tiineteket figyeltek meg
NSPaV fertézott fakon (Krizbai et al., 2017). Mindkét esetben HTS-alapti vizsgalatokkal
detektaltdk az NSPaV fert6zést.

A Springcrest izolatorhazbol és torzsiiltetvénybdl, és in vitro novényekbdl detektaltunk
a PPV, Cresthaven izolatorhazbol és torzsiiltetvénybdl pedig a PLMVd fertézést, melyek a
14/2017. (111.23.) FM rendelet értelmében vizsgalatkoteles korokozonak mindsiilnek. Azaltal,
hogy izolatorhazbdl ¢és torzsiiltetvénybdl is kimutattuk a koérokozok jelenlétét,
szaporitdanyagon keresztiili fertdzédésre kovetkeztethetiink. A Cresthaven izolatorhazbol és
torzstiltetvényrdl szarmazdé PLMVd-t klonozott szekvencidinak elemzésével nagy genetikai
heterogenitast tapasztaltunk. A PLMVd replikaciojaban a kloroplasztiszban kodolt DNS-fliggd
RNS polimerazt hasznalja, ami nem rendelkezik hibajavitasi mechanizmussal, valamint a DNS
helyett a viroid RNS-ét is elfogadja templatként, ezért a PLMVd kiemelked6en magas mutacios
rataval rendelkezik (Gago et al., 2009). A nagy mértékii genetikai variabilitas ellenére a
replikdcioban részt vevé hammerhead régiok, valamint a molekula stabilitasdban részt vevo P7-
P8 karon talalhato szekvenciak konzervativnak tekinthetok (Flores et al., 2006). A Cresthaven
izolatorhazbol és torzsiiltetvénybdl szarmazo szekvencidkat a PLMVd térszerkezetére vetitve
11 pontmutacid part azonositottunk, melyek tovabbra is képesek voltak bazisparosodasra, ezzel
fenntartasaban.

Az Oszibarack izolatorhazban jelentds fapusztulast tapasztaltunk, ezért a virologiai
allapotanak atfogobb vizsgalata érdekében az izolatorhaz egyedeit RT-PCR-rel teszteltiik
PaLV, NSPaV ¢és PPV virusokra, Northern-blottal pedig PLMVd-re. Az izolatorhaz 89
egyedének 73%-abol kimutattunk virus/viroid fertézést. A legnagyobb mértékii fert6zottséget
PLMVd esetében tapasztaltunk (66%), 21%-ban PaLV, 19%-ban NSPaV és 16%-ban PPV
jelenlétét hataroztuk meg. Az izolatorhazban tapasztalt fapusztulas kivaltd okat nem tudtuk
egyértlemiien meghatarozni, hiszen az elpusztult egyedeket nem tudtuk bevonni a

mintavételiinkbe, valamint a pusztulast mutatd fajtdk €16 egyedeibdl szdmos esetben nem

75



mutattuk ki virusok/viroid jelenlétét. Az izolatorhdz fainak pusztuldsaban a magas virus/viroid
fertézottség ellenére vélhetéleg mas patogén korokozo is szerepet jatszhat.

A kiilonboz6 6szibarack fajtakrol szarmazo klonozott virus és viroid szekvencidkat
Osszehasonlitottuk a GenBank adatbazis szekvenciaival. A filogenetikai elemzés sordn a PaLV
szekvenciak 96-100% egyezést mutattak. Az NSPaV szekvencidk filogenetikai vizsgalataval
az Aranycsillag (MK941144) és a Cresthaven (MK941146) szekvenciak kivételével a magyar
NSPaV szekvencidk monofiletikus csoportot alkottak. A szobi szabadfoldi liltetvényrdl izolalt
NSPaV szekvenciakkal is nagymértékli homologiat mutattak az érdi izolatorhazbol szarmazé
NSPaV szekvenciak, ezaltal feltételezhetden kozos forrasbol tortént az NSPaV fertozés.

A GenBank adatbazisban kevés PalLV és NSPaV szekvencia all rendelkezésre

filogenetikai vizsgéalatokhoz. A virusok variabilitdsanak, izoldtumok homoldgia viszonyaik
késdbbi elemzése érdekébe a kapott szekvencidkat feltoltottiik a GenBank adatbazisba.
A PLMVd szekvencidk vizsgalata soran az Ob166/1 fajtabol azonositottunk egy 12 nukleotid
hosszusagu inzerciot, ami lokalizaciojat tekintve megegyezik a peach calico (PC) fenotipust
indikatorndvényen albind tlinetek megjelenéséhez vezet levélen és a gyiimdleson is. Az
inzerciot tartalmazé RNS-rél képzodd viroid eredetii kis RNS-ek az RNS interferencia
mechanizmusan keresztiil képesek a kloroplasztisz biogenezisében fontos szerepet jatszod
HSP90 mRNS-ének degradaciojara (Navarro et al., 2012). Az Ob166/1 klénbol azonositott
inzercid szekvenciaja a PC inzerci6 szekvencidjaval nem mutatott homoldgiat, ezért a régiorol
keletkez6 siRNS-ek nem vezetnek a HSP90 degradaciojahoz, igy albind levéltiinetek sem
jelentek meg.

Az 6szibarack izolatorhdz 11 fajtaja bioteszt vizsgalat alatt all a NEBIH Velencei
Virologiai Laboratoriumban. A vizsgalt fajtakbol készitett kis RNS konyvtarbol kimutattuk a
PaLV-t, NSPaV-t és PLMVd-t, viszont az indikatorndvényeken nem tapasztaltunk virus/viroid
fertézésre utald tiineteket. A PLMVd fertézés kimutatasara a GF305 indikator alkalmas, a
PaLV-re, NSPaV bioteszt detektalasara jelenleg nem ismert specifikus indikatornévény. A
Northern-blot vizsgalata alapjan Venus, Incrocio Pieri, Cresthaven, Champion, Suncrest €s
Apolka vizsgalati fajtaval szemzett GF305 indikatorokbol mutattuk ki a PLMVd-t.
Vizsgalatunkkal igazoltuk, hogy a viroid képes atjutni a vizsgalati mintar6l az
indikatorndévénybe, mivel mind az izolatorhdz anyafair6l, mind az indikatornévénybdl
kimutattuk a PLMVd jelenlétét. A PLMVd szamos esetben latens fertdzést eredményez, ezért
tiinetek hidnyaban az indikdtornévények diagnosztikai alkalmazésa téves negativ eredményhez

vezethet.

76



77



6. Osszefoglalas

Magyarorszagon a kajszi és Oszibarack jelentds gazdasagi novénynek tekinthetd. Az
iiltetvényeken a virusok/viroidok fertézése jelentds termésveszteséget, az elpusztult fak potlasa
pedig tovabbi jarulékos koltségeket eredményez. A hosszu élettartamu iiltetvények Iétrehozasa
érdekében a szaporitbanyag virusmentesitése, illetve virusdiagnosztikai vizsgalata
kulcsfontossagu szereppel bir.

A metagenomikai vizsgalatok a szerologiai, RT-PCR, illetve hibridizacios

technologiakkal szemben képesek a vizsgdlati mintaban jelen 1évO Osszes korokozd
kimutatasara. A metagenomikai eljarasok egy specidlis valtozata, a kis RNS-ek szekvenalasa
hatékonyan alkalmazhaté virusok/viroidok diagnosztikai vizsgalatara. A kis interferaldé RNS-
ek a novények antiviralis védekezése soran képzddnek, melyek a virusok kompementer RNS-
szekvenalasaval lehetdséglink adodik a vizsgalt mintak viromjanak meghatdrozésara.
PhD munkam céljanak tiztik ki, hogy kis RNS HTS modszert optimalizaljuk kajszi és
6szibarack mintak vizsgalatara, melynek segitségével felmérést végezhessiink az Erdi
Gytimoélcs- és Diszndvénytermesztési Kutatointézet izolatorhdzainak és torzsiiltetvényeinek
viroldgiai allapotarol.

A kajszi és Oszibarack fakat vegetativ modon szaporitjak, ami kedvez a koérokozok
terjedésének. A szaporitéanyag eldallitisdhoz hasznalt anyafdk virusmentességének
ellendrzése kiemelkedden fontos jelentdséggel bir az egészséges iiltetvények létrehozasahoz. A
HTS vizsgalatokat izolatorhazbdl és torzsiiltetvénybdl szarmazo kajszi és 8szibarack mintakbol
veégeztiik. A kajszi virologiai felméréshez Ligeti 6rids, Pannonia és Magyar kajszi fajtakbol, az
Oszibarack vizsgalatokhoz pedig Springcrest és Cresthaven fajtakbol, valamint az észibarack
izolatorhaz tovabbi 10 NEBIH Velencei Viroldgiai Allomasan bioteszt vizsgalaton 16v6
fajtajabol gytjtottiink levélmintdkat. A mintdkbol mddositott CTAB-alapti protokollal RNS
mintékat izolaltunk, majd az egyedi RNS-ekbdl keverékeket készitettiink. Az RNS poolokbol
5 kajszi €és 5 Oszibarack kis RNS konyvtarat készitettem, melyeket Illumina platformon
szekvenaltattunk. A kajszi kis RNS konyvtarak bioinformatikai elemzésével kimutattam a
CVA, LChV-1 és a PPV, §szibarack konyvtarakbol pedig a PaLV, NSPaV, PPV és PLMVd
jelenlétét. Igazoltam a CVA, LChV-1, PaLV és PLMVd el6fordulasat Magyarorszdgon, melyek
jelenlétérdl nem rendelkeztiink korabbi ismeretekkel. A bioinformatikai elemzéssel kapott
virus/viroid talalatokat RT-PCR-rel, CVA-ra, PaLV-re és PLMVd-re Northern-blottal is
visszaigazoltam. Az izolatorhdzbdl is kimutattam a CVA, PaLV, NSPaV, PPV és PLMVd
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jelenlétét, ezért szaporitdbanyagon keresztiil torténd fertézodésre kovetkeztettem. A PCR-
termékeket klonoztuk, majd Sanger szekvenalast kovetden filogenetikai elemzéseket végeztem,
a szekvencidkat feltdltottem a GenBank adatbazisba.

Az Oszibarack izoladtorhazban magas fapusztulast tapasztaltam, ezért teszteltem az
izolatorhaz egyedeit PaL'V, NSPaV és PPV virusokra, valamint PLMVd viroidra. A legnagyobb
fertdzottséget a PLMVd esetében figyeltem meg, de vizsgalataink alapjan nem bizonyithato,
hogy az izolatorhazban tapasztalt fapusztulas a virus/viroid fertézés kovetkezménye. A viroid
szekvencidk elemzése soran nagymértékii genetikai variabilitast tapasztaltam. Azonositottam
pontmutacid parokat, melyek a PLMVd térszerkezetére vetitve egymassal szemben
helyezkedtek el, a mutaciok bekovetkeztével tovabbra is képesek voltak bazisparosodasra,
szekvenciainak vizsgalata sordn azonositottam egy 12 nukleotid hosszlsdgl inzerciot, ami
azonos poziciéban talalhaté, mint a ,,peach calico” fenotipust eredményezd inzercio,
szekvenciajat tekintve azonban attol eltérést mutat.

A NEBIH Velencei Virologiai Alloméasan az érdi izolatorhazban 1évé Gszibarack
fajtakat bioteszt alapti virusdiagnosztikai vizsgalatokkal is elemzik. Vizsgéalataimmal
kimutattam, hogy a fert6zott vizsgalati mintarol atjutott a PLMVd a GF305 indikator ndvénybe,
az indikatorok bonitdladsa soran azonban nem tapasztaltam PLMVd specifikus tiineteket, mert
a GF305 csak bizonyos PLMVd varidnsok diagnosztikajara alkalmas.

A kis RNS HTS modszert sikerrel alkalmaztam kajszi és Oszibarack mintak
virusdiagnosztikai felmérésére, a kapott bioinformatikai eredmények visszaigazolhatok voltak
molekularis biologiai technikdkkal. A HTS vizsgalatok segitségével azonositottam
Magyarorszagon ismeretlen virusok, viroid el6fordulasat, ezaltal pontosabb képet kaptunk az

izolatorhazak és torzsiiltetvények viroldgiai allapotarol.
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7. Summary

Apricot and peach are economically important fruit trees in Hungary. Virus or viroid
infections can lead to serious crop losses and the replacement of died trees causes additional
charges. The virus elimination and diagnostics possess has high importance in order to create
long life plantations.

In contrast to serologic, RT-PCR or hybridization assays, metagenomic methods are
able to detect every pathogen in the investigated sample. Small RNA sequencing is a special
version of metagenomics, which can be applied to virus/viroid diagnostics. During the plants’
antiviral defense mechanism small interfering RNAs are produced, which can trigger
degradation of target RNAs, or mediate translation repression. Small RNA sequencing is a
powerful method to determine the whole virome of the sample.

During my PhD work we set as a goal to optimize small RNA HTS method for apricot
and peach samples, which can help to assess the sanitary status of the certified plantations at
the Fruitculture Research Institute. Apricot and peach trees are propagated vegetatively, which
is favorable for the pathogens’ spreading. The surveillance of the mother trees is essential for
healthy plantations, because mother trees are the source of propagation material. HTS
experiments were performed from apricot and peach samples deriving from isolator house or
stock nursery. In the case of apricot virological survey Ligeti 6rids, Pannonia, Magyar kajszi
cultivars were sampled. Springcrest, Cresthaven and further 10 cultivars were investigated,
which are under biotest examination in the Virological Research Station of NEBIH. RNA
isolation from leaf samples was performed by modified CTAB protocol, then pools were
prepared from individual RNAs. 5 apricot and 5 peach small RNA library were constructed
from RNA pools, then the libraries were sequenced using lllumina platform. During the analysis
of apricot-derived small RNA libraries CVA, LChV-1 and PPV viruses were detected. In the
case of peach-derived libraries PaLV, NSPaV, PPV and PLMVd were identified. The
occurrence of CVA, LChV-1, PaLV and PLMVd was not described before in Hungary. Virus
or viroid hits detected by small RNA HTS were verified by RT-PCR, in the case of CVA, PaLV
and PLMVd Northern-blot validation was performed also. | assumed propagation material-
derived infections, because CVA, PaLV, NSPaV, PPV and PLMVd were detected from isolator
house. PCR-products were cloned, then Sanger sequencing was done to be able to perform
additional phylogenetic analysis and the received sequences were deposited to GenBank
database.
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Because of the large-scale decay of peach trees in the isolator house PaLV, NSPaV,
PPV viruses and PLMVd viroid were tested individually. The highest infection rate was
observed by PLMVd but according to our results the viroid mediated decay is not proved. The
PLMVd possesses high genetic variability. Certain point mutation pairs were identified, which
did not cause conformational changes within the structure of the viroid because they kept the
base pairing property. During the examination of PLMVd 12 nt long insertion was detected at
the same position as in the case of peach calico insertion, but sequence homology was not
noticed. Peach cultivars are under biotest examinations in the Virological Research Station of
NEBIH. PLMVd transmission to GF305 indicator was justified, however PLMVd specific
symptoms were not developed. GF305 indicator gives reliable diagnostic results only for certain
PLMVd strains.

Small RNA HTS was successfully applied to survey infection rate of apricot and peach
cultivars, because the bioinformatical results could be confirmed by molecular diagnostics
assays. With the help of HTS, unknown viruses and a viroid were described in Hungary,
therefore we obtained a reliable picture of the virological status of isolator houses and stock

nurseries.
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M2. Kis RNS konyvtarak statisztikédja

Kis RNS , .
. szekvenalt read szam .
Konyvtar , kontig szam
readek szama -
neve redundans nem redundans
1_LO_ih 12005469 11130126 1285768 10302
2 LO_sn 12622682 11047585 607256 5351
3_P_ih 13294950 12463256 1130809 11215
4 P_sn 11918150 10394694 537920 3444
5 M_sn 13263245 12433276 1691987 16284
1_Sc_ih 12 694 033 12 532 238 1688 213 4578
2_Sc_ti 9776 381 9 655 292 1 550 262 4499
3_Ch_ih 13 276 321 12 879 660 974 698 401
4 Ch_ta 12 603 454 12 310 332 1 065 078 589
5_0szi_ih 18 111 452 17 779 344 2 592 339 8 363
M3. CVA és LChV-1 klon szekvenciak
s R e ol e I vl I
CVA Pannénia MH321189 | NC_003689.1 5400-6791 mogasi fehérje 1275/1392(92%) | 421/463(91%)
LChv-1 Magyar kajszi MH321190 | NC_001836.1 |  12165-13261 coat protein 1011/1097(92%) |  338/365(93%)
LChv-1 Magyar Kajszi MH321191 | NC_001836.1 |  9493-10288 HSP70 753/796(95%) 251/265(95%)

93



M4. PaLV, NSPaV, PLMVd, PPV klonozott szekvenciak

Pozicié a . , .
virus/viroid fajta izoldtum Gene B::{nlf referencia | Kodolé régié Nukleotid egyezés Amln,osz-iv
neve azonosito genomon (%) egyezés(%)
Springcrest HUEI_Springcrest MK929580 98,1% (1110/1132) | 97,6%(538/551)
Springcrest HUES_Springcrest MK929581 98,1% (1110/1132) | 97,6%(538/551)
Cresthaven HUEI_Cresthavenl MK929579 98,8% (1118/1132) | 98,4%(542/551)
Cresthaven_ih HUEI_Cresthaven2 MK929582 98,8% (1118/1132) | 98,4%(542/551)
Michelini HUEI_Michelinil MT396251 96,8% (1096/1132) | 95,1%(524/551)
Redhaven HUEI_Redhaven MT396252 96,8% (1096/1132) | 94,9%(523/551)
Champion HUEI_Champion2 MT396253 98,5% (1115/1132) |  98%(540/551)
Champion HUEI_Champion3 MT396254 98,2% (1112/1132) | 97,6%(538/551)
Champion HUEI_Champion MK929583 98,4% (1114/1132) | 98,2%(541/551)
PaLV Champion HUEI_Champion4 MT396255 2430-3561 | ORF3a, CP, MP | 98,5% (1115/1132) |  98%(540/551)
Suncrest HUEI_Suncrest MK929584 96,8% (1096/1132) | 95,1%(524/551)
Suncrest HUEI_Suncrest2 MT396256 98,4% (1114/1132) | 98,2%(541/551)
0, 0,
Suncrest HUEI_ Suncrest MT396257 99% (1121/1132) 98,6%(543/551)
0, 0,
Suncrest HUEI_Suncrest4 MT396258 98,5% (1115/1132) |  98%(540/551)
Aranycsillag HUEI_Aranycsillag MK929585 98,4% (1114/1132) | 97,8%(539/551)
Aranycsillag HUEI_Aranycsillag? MT396259 98,5% (1115/1132) | 97,6%(538/551)
Aranycsillag HUEI_Aranycsillag3 MT396260 96,8% (1096/1132) | 95,1%(524/551)
Springtime HUEI Springtime MI396261 97,9% (1108/1132) | 96,9%(534/551)
Elvira HUEI Elvira MT396262 98,5% (1115/1132) |  98%(540/551)
Springcrest HUEI_Springcrest MK941145 93,4% (1637/1752) | 93,4% (491/526)
Cresthaven HUES_Cresthaven MK941146 94,4% (1654/1752) | 93,2% (490/526)
Michelini HUEI_Michelini MT424631 93,8% (1644/1752) | 94,1%(495/526)
Regina HUEI_Regina MT424632 93,7% (1642/1752) | 94,1%(495/526)
NSPaV Champion HUEI_Champion2 MT424633 | 2588-4339 |7 R;:)‘i:i:‘:"“gh 93,6% (1639/1752) | 93,2% (490/526)
Champion HUEI_Champion MK941143 94,8% (1636/1752) | 93,2% (490/526)
Suncrest HUEI_Suncrest MT424634 94% (1646/1752) | 94,1% (495/526)
Aranycsillag HUEI_Aranycsillag MK941144 94% (1646/1752) | 92,4% (486/526)
Aranycsillag HUEI_Aranycsillag2 MT424635 93,6% (1639/1752) | 93% (489/526)
Cresthaven HUEI_Cresthaven MK929592 85,8% (289/337)
Cresthaven HUES_Cresthaven MK929593 87,2% (294/337)
Venus HUEI_Venus MK929588 95,6% (322/337)
Incrocio_Pieri HUEI_Incrocio_Pieri MK929589 94,4% (318/337)
PLMVd 1-337 - -
Cresthaven HUEI_Cresthaven MK929590 85,2% (287/337)
Champion HUEI_Champion MK929586 92,9% (313/337)
Suncrest HUEI_Suncrest MK929591 95,6% (322/337)
Apolka HUEI_Apolka MK929587 94,7% (319/337)
Springcrest_lh HUEI_Springcrest MK934763 95,8% (365/381) 99,1%(121/122)
PPV 9154-9534 CcpP
Springcrest_Sn HUES_Springcrest MK934764 96,1% (366/381) 99,1%(121/122)
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