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A MUNKA ELŐZMÉNYEI, A KITŰZÖTT CÉLOK 

A kajszi és az őszibarack ültetvényeink számos patogén 

kórokozó (gomba, baktérium, vírus, viroid) fertőzésének 

vannak kitéve. A vírusfertőzés a termés mennyiségének 

csökkenését, minőségének romlását eredményezheti, látens 

fertőzés esetén viszont nem jelentkeznek a vírus jelenlétére 

utaló tünetek. A vírusok, viroidok elleni védekezés során a 

megelőzésre helyeződik a hangsúly. Kiemelkedően fontos a 

vírusmentes szaporítóanyag előállítása, illetve az 

ellenőrzésére hatékony vírusdiagnosztikai eszközök 

használata, fejlesztése.  

Magyarországon a bioteszt, PCR és ELISA módszerekkel 

végeznek hatósági virológiai vizsgálatokat. A nagy 

áteresztőképességű szekvenálási (high-throughput 

sequencing - HTS) technikák segítségével viszont a vizsgált 

mintában jelen lévő összes kórokozó kimutatható.  A HTS-

alapú technikák segítségével egyre több kórokozó került 

leírásra olyan országokból, ahonnan előfordulásáról 

korábban nem rendelkeztünk adatokkal. 

A HTS alapú vírusdiagnosztika egy speciális ága az RNS 

interferencia során keletkező kis RNS-ek szekvenálása. Az 

RNS interferencia az eukarióták konzervált antivirális 



védekezési mechanizmusa. A vírusok replikációja során 

duplaszálú RNS-ek keletkeznek, melyeket az RN-áz 

aktivitású DICER enzimek 21-24 nukleotid hosszúságú kis 

interferáló RNS-ekre (small interfering RNA - siRNS) 

hasítanak (Csorba & Burgyán, 2016). A kis RNS HTS alapú 

vizsgálatokkal lehetőség adódik a vizsgált minta viromjának 

meghatározására, ezáltal a bővebb ismereteket szerezhetünk 

egyes vírusok/viroidok lehetséges gazdanövényeiről, illetve 

elterjedtségének mértékéről. Kutatásunk során az Érdi 

Gyümölcs- és Dísznövénytermesztési Kutatóintézet kajszi- 

és őszibarack fajtáin végeztünk kis RNS HTS alapú 

vírusdiagnosztikai vizsgálatokat.  

PhD munkám céljaként tűztem ki, hogy:  

1. Optimalizáljuk a kis RNS HTS-t, mint vírusdiagnosztikai 

eszközt a kajszi- és őszibarack vizsgálatára.  

2. Meghatározzuk a vizsgált egyedek viromját, különös 

tekintettel az esetlegesen hazánkban, vagy az adott fajon 

eddig még nem leírt vírusokra. 

3. Az adott fajták izolátorházakban, szabadföldi 

ültetvényeken lévő egyedeinek vírusprofiljából 

következtethessünk a megjelenő fertőzések forrására. 



4. Összehasonlítsuk a bioteszt és a kis RNS HTS, mint 

diagnosztika eszközök hatékonyságát. 

5. Az azonosított vírusok variánsait is azonosítsuk, annak 

érdekében, hogy kiderítsük, hogy a tömegteszteléskor az RT-

PCR vizsgálatok során használt primerek milyen 

hatékonysággal képesek kimutatni az adott vírus hazánkban 

előforduló variánsait. 

  



ANYAG ÉS MÓDSZER 

A vizsgálatainkhoz szükséges levélmintákat kajszi és 

őszibarack fákról gyűjtöttük, a NAIK Gyümölcs- és 

Dísznövénytermesztési Kutatóintézet Elvira majorban 

található izolátorházaiból és törzsültetvényeiről. 

Vizsgálatainkhoz Ligeti óriás, Pannónia és Magyar kajszi 

fajtákból gyűjtöttünk leveleket. Az őszibarack esetében 

Springcrest és Cresthaven őszibarack fajták izolátorházból, 

illetve törzsültetvényből származó egyedeiről gyűjtöttünk 

levélmintákat. Az izolátorház átfogóbb vírusdiagnosztikai 

vizsgálatához további 10 fajtáról (Flavortop, Nektár H, 

Venus, Incrocio Pieri, Cresthaven, Redhaven, Champion, 

Suncrest, Aranycsillag, Apolka) gyűjtöttünk levélmintákat, 

melyek a vizsgálat idejében a NÉBIH Velencei Virológiai 

Állomásán bioteszt vizsgálat alatt álltak. 

A levélmintákból RNS izolálást végeztünk Gambino 

módosított CTAB-alapú protokollja alapján végeztük. 

(Gambino et al., 2008). Annak érdekében, hogy minél több 

egyed virológiai státuszáról információt gyűjthessünk, a kis 

RNS szekvenáláshoz mintakeverékeket (poolokat) 

készítettünk az egyedek RNS izolátumaiból. A poolok 

készítéséhez az egyedi RNS-eket egyenlő arányban 



(koncentrációban) mértük össze. A kajszi esetében hat 

keverékeket készítettünk fajták (Ligeti óriás, Pannónia és a 

Magyar kajszi) izolátorházból, illetve törzsültetvényből 

származó egyedeiből. A Cresthaven és Springcrest 

őszibarack izolátorházból és törzsültetvényéből származó 

mintákból négy keveréket, az izolátorház tíz, bioteszt 

vizsgálat alatt álló fajtáiból (Flavortop, Nektár H, Venus, 

Incrocio Pieri, Cresthaven, Redhaven, Champion, Suncrest, 

Aranycsillag, Apolka) még egy keveréket készítettünk.  

A kis RNS könyvtárakat az RNS keverékek 

felhasználásával, a Truseq Small RNA Library Preparartion 

Kit (Illumina) optimalizált protokollja alapján készítettük 

(Czotter et al., 2018). Először a kisRNS frakciót izoláltuk az 

RNS kivontokból, majd 3’ és 5’ adaptereket ligáltunk a kis 

RNS-ekhez. Reverz transzkripcióval cDNS-t szintetizáltunk, 

melyet PCR-rel amplifikáltunk. Végül gélből izoláltuk és 

tisztítottuk a kis RNS könyvtár megfelelő mérettartományba 

eső frakcióját.  

A kis RNS könyvtárak bioinformatikai elemzése során 

illesztettük a kis RNS szekvenciákat, illetve a kis RNS-ek 

átfedő szakaszaiból épített kontigokat az NCBI RefSeq 

adatbázisára. A kajszi és őszibarack kis RNS könyvtárak 



bioinformatikai elemzése során pozitív vírustalálatként 

értékeltük, ha az adott vírusra illeszkedő nem redundáns 

readek és a normalizált redundáns readek (redundáns read 

szám / 1000000) száma elérte a küszöbértéket (200 read), 

kaptunk kontig találatot és a readek referencia genomra 

vetített lefedettsége 40% feletti értéket adott.  

A kapott vírustalálatokat RT-PCR-rel igazoltuk 

vissza, a CVA, PaLV és PLMVd esetében Northern-blot 

visszaigazolást is végeztünk. A PCR reakciókhoz 

szakirodalomban publikált primerek mellett saját tervezésű 

primereket is használtunk. Annak érdekében, hogy a 

szekvencia vizsgálatokhoz a PCR reakció során sokszorozott 

vírus/viroid szekvenciáját a termék teljes hosszúságában 

meghatározhassuk, a Q5 polimerázzal felsokszorozott, 

Thermo Scientific GenJET Extraction Kittel izolált PCR 

terméket CloneJET PCR Cloning Kit (Thermo Fisher 

Scientific) pJET1.2/blunt vektorba klónoztuk. A szekvenált 

PCR-termékek és klónok nukleinsav, illetve aminosav 

szekvenciák illesztéséhez Clustal Omega, filogenetikai 

elemzéséhez pedig MEGA 6.0 szoftvereket használtunk.   



EREDMÉNYEK 

Kajszi fák kis RNS HTS-sel megállapított 

vírusfertőzöttsége 

A kajszi minták elemzése során találatot kaptunk a 

következő vírusokra: Cherry Virus A (CVA), Little cherry 

virus 1 (LChV-1) és PLum pox virus (PPV). A Pannónia fajta 

izolátotházból és törzültetvényből származó egyedei is CVA 

fertőzöttséget mutattak, melyet Northern-blottal és RT-PCR-

rel is megerősítettünk. A Pannónia fajta egyedeinek 

vizsgálata esetében minden esetben kimutattuk a CVA 

fertőzést, továbbá két in vitro növényből is azonosítottuk a 

vírust. A filogenetikai elemzés során a kajsziról származó 

CVA klón szekvencia a nem cseresznye gazdanövényről 

származó izolátumokkal együtt klaszterizálódott, valamint 

közeli rokonságot mutatott kanadai, illetve japán kajszi 

gazdanövényből izolált CVA szekvenciákkal.  

A Magyar kajszi törzsültetvényből készített könyvtárból 

kimutattuk a LChV-1 jelenlétét. A vírus HSP70h és 

köpenyfehérjét kódoló szakaszának amplifikálására tervezett 

primerekkel végzett RT-PCR-rel a két szabadföldi minta 

közül csak az egyik esetében tapasztaltunk LChV-1 fertőzést. 

A Magyar kajszi klón filogenetikailag közeli rokonságot 



mutatott a kajszi gazdanövényről származó amerikai és cseh 

izolátumokkal, valamint a Kwanzan satnyulás szindrómáért 

felelős Olaszországból, meggy gazdanövényről izolált 

LChV-1 szekvenciával. A Magyar kajszi törzsültetvényről 

származó izolátum CP és HSP70h szekvenciák nagymértékű 

homológiát mutattak a magyar nemesítésű, Csehországból 

származó Madarska és Magiar kajszi fajtákból izolált LChV-

1-el. 

A Ligeti óriás és a Magyar kajszi törzsültetvényből 

kimutattuk a PPV fertőzést. A vírus RT-PCR-rel történő 

visszaigazolása során a Ligeti óriás és a Magyar kajszi 

esetében a 2-2 vizsgált egyedből csak 1-1 esetben detektáltuk 

a vírust, a Magyar kajszi esetében a PPV mellett LChV-1 

fertőzést is kimutattunk. 

 

Őszibarack fajták kis RNS HTS-sel megállapított 

vírusfertőzöttsége 

Az őszibarack könyvtárak bioinformatikai elemzése során 

kimutattuk a követekző vírusokat: Peach-associated 

luteovirus (PaLV), Nectarine stem-pitting-associated virus 

(NSPaV), Plum pox virus (PPV), és viroidok közül pedig a 

Peach latent mosaic viroid-ot (PLMVd).  



A PaLV-t azonosítottuk a Springcrest izolátorházból és 

törzsületevényből, a Cresthaven törzsültetvényből készített 

könyvtárakból, valamint az őszibarack izolátorház 10 

fajtájából készített könyvtárból. A PaLV RT-PCR alapú 

visszaigazolása során a vírus 1132 bp hosszú régióját 

amplifikáltuk, mely a vírus ORF3a, köpenyfehérjéjét és 

mozgási fehérjéjét kódoló géneket fedi le. A Springcrest 

izolátorházból készített keverék egyedeinél 4-ből 3 esetben, 

a törzsültetvény esetében a két egyed közül csak egy esetben, 

az in vitro növények vizsgálata során mindkét növényből 

kimutattuk a PaLV fertőzést. A Cresthaven fajta 

izolátorházban található egyedei között 2 esetben kaptunk 

pozitív találatot. Az izolátorház 10 fajtáját reprezentáló 

keverék 10 egyede közül a Cresthaven, Champion, Suncrest 

és Aranycsillag fajtákból kaptunk pozitív PCR terméket, amit 

Northern blottal is megerősítettünk.  

Az NSPaV vírus jelenlétét kimutattuk az Springcrest 

izolátorházból és a Cresthaven törzsültetvényből, valamint az 

őszibarack izolátorház 10 fajtájából készített könyvtárakból. 

A NSPaV RT-PCR alapú visszaigazolása során a vírus 1752 

bp hosszúságú, köpenyfehérjét és a read-through fehérjét 

kódoló régióját amplifikáltuk. A Springcrest izolátorház 



mintakeverék mind a 4 egyede, valamint mindkét tesztelt in 

vitro növény fertőzöttnek bionyult, míg a Cresthaven 

törzsültetvény mintakeverék egyedei közül csak egy esetben 

detektáltuk a vírust. 

A Springcrest izolátorházból és törzsültetvényből 

detektáltuk a PPV jelenlétét, melyet a köpenyfehérje 

amplifikálására tervezett primerek segítségével RT-PCR-rel 

megerősítettük.  

A Cresthaven izolátorházból és törzsültetvényből készített 

kis RNS könyvtárakból kimutattuk a PLMVd-t. A PLMVd 

jelenlétét visszaigazoltuk RT-PCR-rel és Northern blot 

analízissel a Cresthaven izolátorházból, törzsültetvényből 

származó egyedek keverékeiből. A próbát és a PCR-

primereket a teljes viroid genom kimutatására, 

amplifikálására terveztük. A Cresthaven mintakeverékek 

minden egyede PLMVd fertőzöttséget mutatott.  

A Cresthaven izolátorházból és törzsültetvényéből 

származó PLMVd klónok szekvenciájában előforduló 

pontmutációkat a referencia genom szerkezeti ábrájára 

illesztve azt tapasztaltuk, hogy a pontmutációk jelentős része 

a kihurkolódott szerkezeti elemekben található, melyek a 

molekula stabilitásának fenntartásában nem rendelkeznek 



jelentős szereppel. A viroid duplaszálú karjain azonosítottunk 

olyan pontmutáció párokat, melyek továbbra is képesek 

egymással bázispárosodásra, azaz nem eredményeznek 

változást a viroidra jellemző másodlagos szerkezetben. 

Az őszibarack izolátorház 10 fajtáját reprezentáló keverék 

RT-PCR és Northern-blot vizsgálata alapján 6 fajta mutatott 

PLMVd fertőzést.  

Az őszibarack izolátorházban vizsgálataink során jelentős 

mértékű fapusztulást tapasztaltunk. Az izolátorház virológiai 

státuszának meghatározása érdekében az őszibarack 

mintákban a kis RNS könyvtárak HTS vizsgálatokkal 

detektált vírusok jelenlétét RT-PCR-rel vizsgáltuk az 

izolátorház egyedeiben. Az izolátorház 89 egyedéből 65 fa 

esetében detektáltunk vírus/viroid fertőzést, 15 fában PPV-t, 

19 fánál PaLV-t, 17 egyedben NSPaV-t, 15 esetben PPV-t és 

59 fában PLMVd-t mutattunk ki.   

A PaLV klónozott szekvenciák filogenetikai vizsgálata 

során egyes fajták esetében megfigyeltük, hogy az adott fajta 

egyedeiből izolált PaLV szekvenciák együtt 

klaszterizálódnak (Michelini, Springcrest, Cresthaven), míg 

más esetekben az egyedeknél nem tapasztaltunk fajta szerinti 

szeparációt a filogenetikai fán.  



Az NSPaV köpenyfehérjéjét kódoló klónozott 

szekvenciáit összevetve a GenBank adatbázis szekvenciáival 

az érdi NSPaV szekvenciák elkülönülten klaszterizálódtak a 

filogenetikai fán. A részleges köpenyfehérjét kódoló 

szekvenciák elemzése során a Szobról származó 

szekvenciákkal az érdi minták monofiletikus csoportot 

alkottak.  

A PLMVd szekvenciákban jelentős genetikai 

heterogenitást tapasztaltunk, egyes egyedken belül is számos 

viroid variáns volt megfigyelhető. Az Öb166/1 fajtából egy 

12 nukleotid hosszúság inzerciót azonosítottunk, amely 

pozícióját tekintve megegyezett a peach calico fenotípus 

kialakításában fontos szerepet játszó mutációval, 

szekvenciáját tekintve viszont attól eltér.  

Az őszibarack izolátorház 11 fajtájának (Flavortop, Nektár 

H, Venus, Incrocio Pieri, Cresthaven, Redhaven, Champion, 

Suncrest, Apolka, Aranycsillag, Elberta) egy-egy egyedét a 

NÉBIH Velelencei Virológiai Laboratóriumban bioteszttel 

vizsgálták a 2016-2019 közötti időszakban. A bioteszt során 

a hatóságilag vizsgálatköteles besorolású PLMVd-t a GF305 

indikátornövényen megjelenő tünetek alapján vizsgálták, 

amely alapján a vizsgált minták esetében nem voltak 



láthatóak a viroid jelenlétére utaló tünetek. A bioteszten lévő 

anyafák keverékéből kimutattuk HTS-sel a PLMVd-t, amit 

Northern-blottal is visszaigazoltunk. A Venus, Incrocio Pieri, 

Cresthaven, Champion, Suncrest, Elberta és Apolka fajtákkal 

szemzett GF305 indikátorból kimutattuk a PLMVd 

transzmisszióját. A GF305 indikátornövények Northern-blot 

vizsgálatokból látható, hogy a viroid fertőzött fajták 

szemzésével a GF305 indikátorok mindegyikébe átjutott a 

PLMVd. 

Új tudományos eredmények 

1. A kis RNS HTS alapú szekvenálás bioinformatikai 

elemzését, valamint az eredmények visszaigazolását 

követően megállapítottam, hogy a kis RNS HTS 

hatékony vírusdiagnosztikai módszer a kajszi- és 

őszibarack minták esetében is.  

2. Kajszi minták vizsgálata során kimutattam a CVA és 

LChV-1 vírusokat, melyek magyarországi 

előfordulásáról eddig nem rendelkeztünk 

ismeretekkel. A LChV-1 fertőzést kajszi 

gazdanövényről az elsők között írtuk le. 

3. Őszibarack minták elemzése során először mutattam 

ki a PLMVd és a PaLV jelenlétét hazánkban.  



4. A kajszi és őszibarack izolátorházban nevelt egyedek 

vizsgálata során kimutattam a CVA, LChV-1, PaLV, 

NSPaV és PLMVd kórokozókat, amely alapján 

fertőzött szaporítóanyaggal történő fertőzésre 

következtethetünk.  

5. Az őszibarack izolátorházban megfigyelt jelentős 

fapusztulás okának vizsgálatakor megállapítottam, 

hogy nagymértékű PLMVd fertőzés önmagában nem 

tehető felelőssé az izolátorházban tapasztalt 

fapusztulásért.  

 

KÖVETKEZTETÉSEK ÉS JAVASLATOK 

A különböző szekvenálási technikák fejlődésének, 

valamint a vizsgálatok költségeinek csökkenésének 

köszönhetően egyre nagyobb teret hódítanak a metagenom 

szintű diagnosztikai eljárások. A csoportunk által 

optimalizált fásszárú növények kis RNS HTS-alapú 

vírusdiagnosztikai protokollját sikeresen alkalmaztuk kajszi 

és őszibarack minták virológiai vizsgálatához.  

Az 5 kajszi könyvtár kis RNS HTS vizsgálata során 

kimutattuk a CVA, a LChV-1 és a PPV vírusok jelenlétét. A 

kis RNS HTS vizsgálatok során találatot kaptunk a CVA 



vírusra a Pannónia fajta izolátorházból és törzsültetvényből, 

a LChV-1 vírusra pedig a Magyar kajszi törzsültetvényből 

készített könyvtárakból. Ezen eredményeink alapján a CVA 

és a LChV-1 magyarországi előfordulását elsőként írtuk le, a 

LChV-1 fertőzést kajszi gazdanövényen az elsők között 

detektáltuk. A CVA fertőzés vélhetőleg szaporítóanyagon 

keresztül történő fertőzéssel mehetett végbe, mivel nem csak 

a szabadföldi, hanem az izolátorházból származó Pannónia 

fajtából is kimutattuk, továbbá 2 minta esetében az in vitro 

növényekből is, míg a LChV-1 esetében nem 

szaporítóanyagon keresztül történő fertőzésre 

következtethettünk, ugyanis az izolátorházból nem, csak a 

Magyar kajszi törzsültetvényből készített keverékből 

mutattuk ki a vírust. A CVA és a LChV-1 szekvenciák 

filogenetikai elemzésével a vírusok gazdanövényhez való 

adaptációjára következtethettünk. A vizsgált szekvenciák 

homológiáját nagyobb mértékben befolyásolta a vírus 

gazdanövénye, mint az izolátum származási helye. A Ligeti 

óriás és Magyar kajszi fajták törzsültetvényeiből kimutattuk 

a PPV jelenlétét, az izolátorházból származó egyedekből 

viszont nem, ezért szabadföldi fertőződsére 

következtethetünk.  



Az 5 őszibarack kis RNS könyvtár HTS vizsgálatával 

kimutattuk a PaLV, NSPaV, PPV vírusok és a PLMVd viroid 

jelenlétét. Magyarországon az NSPaV és a PPV 

előfordulásáról rendelkeztünk korábbi ismeretekkel, a PaLV 

és a PLMVd fertőzését viszont csoportunk írta le először. A 

Springcrest fajtából mind az izolátorházból, mind pedig a 

törzsültetvényből visszaigazoltuk a PaLV-t, kimutattuk az in 

vitro növényekből is ezért szaporítóanyagon keresztül történő 

fertőzésre következtettünk. Az NSPaV fertőzés forrását nem 

tudtuk egyértelműen meghatározni a Springcrest és 

Cresthaven fajták kis RNS könyvtárainak elemzése alapján, 

mert a Springcrest esetében csak az izolátorházból, 

Cresthaven fajtából pedig csak a törzsültetvényből mutattuk 

ki a vírust. A PaLV és az NSPaV vírusokat csak pár éve 

azonosították ezért tünetek kialakításában való 

részvételükről, gazdasági jelentőségükről nem áll 

rendelkezésre kellő információ. A Springcrest izolátorházból 

és törzsültetvényből, és in vitro növényekből detektáltunk a 

PPV, Cresthaven izolátorházból és törzsültetvényből pedig a 

PLMVd fertőzést, melyek a 14/2017. (III.23.) FM rendelet 

értelmében vizsgálatköteles kórokozónak minősülnek. 

Azáltal, hogy izolátorházból és törzsültetvényből is 



kimutattuk a kórokozók jelenlétét, szaporítóanyagon 

keresztüli fertőződésre következtethetünk. A Cresthaven 

izolátorházból és törzsültetvényből származó szekvenciákat a 

PLMVd térszerkezetére vetítve 11 pontmutáció párt 

azonosítottunk, melyek továbbra is képesek voltak 

bázispárosodásra, ezzel hozzájárulva a viroid stabilitásában 

jelentős elágazódásokban gazdag konformációjának 

fenntartásában. Az őszibarack izolátorházban jelentős 

fapusztulást tapasztaltunk, ezért a virológiai állapotának 

átfogóbb vizsgálata érdekében az izolátorház egyedeit RT-

PCR-rel teszteltük PaLV, NSPaV és PPV vírusokra, 

Northern-blottal pedig PLMVd-re. Az izolátorházban 

tapasztalt fapusztulás kiváltó okát nem tudtuk egyértleműen 

meghatározni, hiszen az elpusztult egyedeket nem tudtuk 

bevonni a mintavételünkbe, valamint a pusztulást mutató 

fajták élő egyedeiből számos esetben nem mutattuk ki 

vírusok/viroid jelenlétét. Az izolátorház fáinak pusztulásában 

a magas vírus/viroid fertőzöttség ellenére vélhetőleg más 

patogén kórokozó is szerepet játszhat. A PLMVd 

szekvenciák vizsgálata során az Öb166/1 fajtából 

azonosítottunk egy 12 nukleotid hosszúságú inzerciót, ami 

lokalizációját tekintve megegyezik a peach calico fenotípust 



eredményező inzercióval. Az Öb166/1 klónból azonosított 

inzerció szekvenciája a PC inzerció szekvenciájával nem 

mutatott homológiát, ezért a régióról keletkező siRNS-ek 

nem vezetnek a kloroplasztisz biogenezisében fontos 

szerepet játszó HSP90 mRNS-ének degradációjához, így 

albínó levéltünetek sem jelentek meg. Az őszibarack 

izolátorház fajtáiból készített kis RNS könyvtárból 

kimutattuk a PaLV-t, NSPaV-t és PLMVd-t, viszont a 

NÉBIH Velencei Virológiai Állomásán vizsgált fajták  

indikátornövényeken nem mutattak vírus/viroid fertőzésre 

utaló tüneteket. Vizsgálatunkkal igazoltuk, hogy a PLMVd 

képes átjutni a vizsgálati mintáról az indikátornövénybe, 

azonban a viroid számos esetben látens fertőzést eredményez, 

ezért tünetek hiányában az indikátornövények diagnosztikai 

alkalmazása téves negatív eredményhez vezethet. 
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