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l. Bevezetés és célkitiizések

A ndvényvirusok a ndvényt fertézve, ¢s megbetegitve a termés mindségbeli €s meny-
nyiségbeli romlasat eredményezik, igy évrol évre jelentds gazdasagi kart okoznak. Ezen kor-
okozok morfolégiai, citologiai és hormonalis valtozasokat okoznak a ndvényekben, melyek
kiilonféle kiilso és belsod tiinetekben nyilvanulnak meg. Hatasuk lehet a novény novekedésére,
fejlodésére, igy kihatnak az éveld fasszaruak élethosszara, a terméshozamra, illetve a termés
mindségére is.

Gazdasagilag fontos novényeink folyamatosan ki vannak téve ezen koérokozok tdma-
dasanak. A helyzetet sulyosbitja, hogy a globalis kereskedelemmel a virusok szinte barhova
eljuthatnak gazdandvényeikkel. Mivel a ndvényvédd szerek nem alkalmasak a fertdzott noveé-
nyek virusmentesitésére, igy a fertdzés megeldzésével érdemes és kell foglalkozni. Ilyen
modszerek a rezisztenciara nemesités, a virusvektorok elpusztitisa, vagy a virusmentes szapo-
ritdbanyagok hasznalata (Horvath és Gaborjanyi, 1999). Az almafak szaporitasa a fajtafenntar-
tas érdekében vegetativan torténik, igy a virusok méar magaval a szaporitdoanyaggal konnyen
atjutnak az uj novényekbe. Ez a probléma kiilonos jelentéséggel bir az alma, mint éveld,
fasszari novény esetén, mivel az alma iltetvények egészségének megdrzése, virusmentes
fenntartasa akar évtizedekig is fontos lehet.

Magyarorszagon az uj gyiimolcsfafajtak nemesitésekor az anyandvényeket kotelezd
bizonyos virusokra sziirni. Almafdk esetében ezek az alma klorotikus levélfoltossag (Sala-
mon, 2007) (Apple chlorotic leaf spot virus - ACLSV), az alma mozaik virus (Apple mosaic
virus - APMV), az almafa torzsbarazdaltsag virus (Apple stem-grooving virus - ASGV) és az
almafa torzsgodrosodés virus (Apple stem-pitting virus - ASPV). Ha az anyat6 ezen virusok
valamelyikével fert6zott, akkor virusmentesiteni kell, ami altalaban a merisztéma, vagy haj-
tascsucs in vitro szaporitasat jelenti. Mivel a virusok legtobbje a merisztémaba nem tud be-
1épni, igy az ebbdl nevelt in vitro novények is virusmentesek lesznek. Az ilyen elsddleges te-
nyészetekbdl tobblépéses regenerdcioval lehet a virusmentes anyandvényt felnevelni. A vi-
rusmentes kiindulé allomanybol hozzédk l1étre késébb a virusmentes torzsallomanyt
(prebazist), majd a virusmentes torzsiiltetvényeket (bazist). A fajtanemesités folyamatdnak
minden szintjén ELISA teszt alapjan szelektaljak ki a fert6zott novényeket. Mivel mar a ne-
mesités is hosszu évekig tart, fontos hogy a szintén sokdig tartd virusmentesitési folyamat
alatt, és késobb is minél hatékonyabb legyen a fajtajeldlt torzsiiltetvényeken alkalmazott, vi-

rusok sztirésére hasznalt diagnosztikai eljaras (Horvath és Gaborjanyi, 1999).
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A virusok detektalasara a kotelez6 hatdsagi szlirések soran foként ELISA teszteket al-
szerek. Mivel a kopenyfehérje konnyen mutalodik és ilyenkor a tesztek mar nem képesek ki-
mutatni a keresett virust, érdemes érzékenyebb eljarast alkalmazni. ELISA teszteket foként
rutin ellenérzésekhez érdemes hasznalni, illetve amikor a fert6zott névényben magas koncent-
racioban van jelen a virus, de mind a mono- mind a poliklondlis ellenanyaggal val6 reakciok
soran gyakran 1épnek fel problémak (Berniak és mtsai., 2009). A fent felsorolt négy korokozo
RNS virus, melyekben az RNS-ek mennyisége nagyobb, mint a fehérjéké, illetve a virus
RNS-ek tartalmaznak az adott virusra jellemz6 konzervativ szakaszokat. Az ilyen ritkan mu-
talodo konzervativ szakaszokra tervezett specifikus primereket hasznalva a PCR-alapu eljara-
sok az ELISA teszteknél mar hatékonyabbak, ami még hatvanyozddik azzal, hogy az eljarés
soran amplifikaci6 is torténik. Osszességében az RT-PCR alapt médszerek akar szazszor ér-
zékenyebbek lehetnek az ELISA teszteknél (Berniak és mtsai., 2009). Ezért tehat célszerl a
nukleinsav-alapu diagnosztikai modszerek kidolgozasaval és fejlesztésével foglakozni.

Kisérleteim harom {6 céljaként tliztem ki, hogy:

1/ a négy kotelezden szlirendd virus detektalasdhoz egy az ELISA modszernél hatéko-
nyabb PCR alapt diagnosztikai eljarast fejlesszek ki,

2/ az optimalizalt moddszert alkalmazzam kiilonb6zé hazai izolatorhazban tartott
prebazis, valamint szabadfoldi termd és fajtajelolt torzstiltetvények almafain,

3/ szekvencidjuk alapjan Osszehasonlitsam az izolatorhazban tartott prebazisban és a

szabadfoldi fajtajelolt almafakban talalt virustorzseket.
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Il.  Anyag és modszer

1. Novényi mintak

A kisérleteket magyarorszagi alma mintakon végeztem, melyeket egyiittmtikodo part-
nereink, a Corvinus Egyetem kutatoi gyiijtottek szabadfoldi termé és fajtajelolt torzsiiltetvé-
nyekrél, illetve izolatorhazban nevelt fajtajeloltekr6l. A vizsgalatba bevontam a 2014-ben
Magyarorszag faja cimet nyert 280 éves godolldi Oreg Vackorfat is, melyrdl levél és fiatal
termés mintat is szedtem. A mintavételtdl a felhasznalasig -70°C-on taroltam a ndvényi min-

takat.

2. RNS kivonas

A mintak teszteléséhez 0,1-0,15 g ndvényi szovetbdl tisztitottam RNS-t Gambino és
munkatarsai protokollja alapjan (Gambino és mtsai., 2008). Roviden: doérzsmozsarban homo-
genizalt mintahoz 17 ul B-mercaptoetanolt és 850 ul 65°C-ra elomelegitett extrakcids puffert
(EB: 2°CTAB+ 2,5%PVP+ 100mM Tris-HCIl+ 25mM EDTA+ 2M NaCl) adtam. 10 percre
65°C-os vizfiirddbe raktam, idonként vortexeltem Oket. Ezutan 850 pul kloro-
form:isoamilalkohol (24:1)-t adtam hozza, majd centrifugaltam (13.000 rpm) 4°C-on 10 per-
cet. A centrifugalas utan kialakult feliiluszot 800 pl kloroform:isoamilalkohol (24:1)-ba mér-
tem, majd ismét centrifugaltam (13.000 rpm) 4°C-on, 10 percig. A feliiliszobol 450 ul-t 250
ul OM LiCl-hoz mértem, 30 percre jégre raktam, majd centrifugéltam (13.000 rpm), 4°C-on,
20 percig. A kialakult csapadékra 450 pl 65°C-ra melegitett SSTE-t (SSTE: 1M NaCl+
0,5%SDS+ 10mM Tris-HCl+ 1mM EDTA) és 450 ul kloroform: isoamilalkoholt mértem,
majd lecentrifugaltam (13.000 rpm) 4°C-on, 10 percig. A feliiluszobol 400 pl-t ramértem 280
ul izopropanol és 30 ul 4M NaAcetat (pHS,2) keverékére, ezt 4°C-on centrifugaltam (13.000
rpm) 20 percig. Az Eppendorf-csovek aljan maradt csapadékot atmostam 1 ml 70% hideg
EtOH-al, 4°C-on centrifugaltam (13.000 rpm) 5 percig. Ezutan 10 percig szaritottam a minta-
kat speed vac-ban, majd a visszaoldast 25-25 pl steril milliQ tisztasagu steril vizzel (MQ)-val
végeztem el.

Az RNS tisztitds sikerességét a mintak 1,2%-os agardz gélelektroforezissel torténd

szétvalasztasaval ellendriztem. Az egyes mintdk toménységét €s szennyezettségét Nanodrop
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késziilékben mértem. Egy iiltetvényrdl 6-12 RNS kivonast végeztem. A mindség-ellendrzés
utan a megfeleld mintdkat 6sszemérve iiltetvénypoolt készitettem. Az 1. dbran a Corvinus
Egyetem szabadfoldi torzsiiltetvényrdl szarmazd Artemisz fajta RNS tisztitdsanak gélképe

lathato.

. 2. 3.4 3 & T8 % 10.11 12

1. abra
Szabadfoldi torzsiiltetvényekrdl szarmazo Artemisz almafajta RNS tisztitdsanak eredménye: agar6z

gélelektroforezissel szétvalasztott és EtBr-dal festett tisztitott RNS-ek képe UV fényben.

3. c¢DNS szintézise reverz transzkripcioval

A virusok kimutatasara szolgdldo PCR soran a virus specifikus primerekkel DNS frag-
mentumokat tudunk felszaporitani, amihez a tisztitott RNS-bdl cDNS-t kell elobb szintetizalni
¢s csak ezutan kezdhetd el a korokozok kimutatdsa a mintakbol.

A reverz transzkripciot a Thermo Scientific Revertaid First strand ¢cDNA synthesis
kitjével végeztem a kitleiras alapjan. Roviden: 0,25 pl random primerhez templatként 500 ng
tisztitott RNS-t adtam, majd MQ-val 3,12 ul-re egészitettem ki az oldatot és jégre tettem.
Gyors centrifugalas utan denaturaltam (5 perc, 65°C). Utana jégen hozzaadtam 1,88 ul-t a ko-
vetkezd keverékbdl: mintanként 1 ul 5x Reaction buffer + 0,5 xl 10 mM dNTP + 0,125 ul
Ribolock RNaz inhibitor + 0,25 ul Revertaid RNS polimeraz enzim. A mintakat 25°C-on, 10
percig anellaltam, 42°C-on 50 percig, majd 45°C-on 10 percig (cDNS szintézis) inkubaltam,
végiil 70°C-on 5 percig inaktivaltam az enzimet. A cDNS-t a PCR reakciokhoz 10-szeresére
higitottam (2ul cc.RT + 18 ul MQ).
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4. Primer tervezés Malus domestica aktin mRNS-re

Az irodalomban (Hassan és mtsai., 2006) (Menzel és mtsai., 2002) a virus-kimutatasra
hasznalt protokollokban a cDNS szintézisét egybdl koveti a virus specifikus primerekkel vald
diagnosztikai PCR reakci6. Laborunkban e két 1épés kozé beiktatjuk a cDNS mindségének
ellenérzését szolgald, altalunk ,,aktin tesztnek nevezett eljarast. Ehhez sziikséges az almara
specifikus aktin mRNS-re primereket tervezni.

Az NCBI oldalan megkerestem a Malus domestica aktin mRNA szekvenciajat (ID:
AB638619.1). 20 bp hosszu, PCR-hez hasznéalhat6 sense és antisense primert terveztem ugy,
hogy kb. 600 bp-t fogjanak kozre. A primertervezéskor figyeltem arra, hogy a 3’ vég mindig
citozin, vagy guanin legyen és hogy ne legyen sok (> 3db) bazisismétlddés a primerszekven-
ciaban. A két szakasz alkalmassdgat PCR Primer Stats programmal ellendriztem le (homér-

séklet optimum, stb.).

5. ¢DNS minoségének ellendrzése (Aktin teszt)

Ahhoz, hogy leellendrizzem vajon sikeres volt-e a reverz transzkripcio és ezzel megfe-
lel6 minéségii cDNS-t nyertem-e, alma aktin mMRNS-re terveztem specifikus primereket, me-
lyekkel PCR reakciot mértem dssze.

Az aktin mRNS darabjanak amplifikalasdhoz az alabbi primereket hasznaltam:
Mxdaktinls: GGAACTGGAATGGTGAAGGC;

Mxdaktin719as: GCTCCAATTGTGATGACTTG.

A reakci6 Osszemérésekor a Thermo Scientific Phire DNS polimerazat hasznaltam. A
teszt soran 14,5 ul reakcidelegyhez (1 reakciora: 9,4 ul MQ + 3,0 ul 5xPhire puffer + 0,75 pl
(10 pmol/ul) Mxdaktinls primer + 0,75 pl (10 pmol/ul) Mxdaktin719as primer + 0,3 ul
10mM dNTP + 0,3 ul Phire enzim) 0,5 ul 10xhig ¢cDNS-t adtam. Negativ kontrolként cDNS-
es helyett MQ vizet hasznaltam templatként. A PCR reakci6 soran elészor 98°C-on 30 ma-
sodpercig denaturaltam a DNS-t. Ezt kovette 35 ciklusban a denaturdlas 10 masodpercig
98°C-on, az anellalas 10 masodpercig 55°C-on és az elongacid 20 masodpercig 72°C-on. Vé-
giil 1 percig 72°C-on lancépitéssel zarult a reakcid. A kapott PCR termékeket 1,2%-0s agardz

gélen gélelektroforezissel ellendriztem.
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6. Primer tervezés a négy alma karantén virusra

Az irodalomban hasznalt primerek szekvenciait (Hassan és mtsai., 2006) (Menzel és
mtsai., 2002) a CLUSTALW programot hasznalva osszehasonlitottam az NCBI oldalan talal-
hat6 virusszekvencidkkal. Mivel ezek a primerek nem tiintek minden esetben elég specifikus-
nak, Ujabbakat terveztem, az aktin primer tervezésénél leirt modon. A virus primer-
tervezéskor igyekeztem minél tobb virus varidns szekvenciat bevonni a tervezésbe, hogy azok
minél reprezentativabban mutassak a kiilonb6z6 virusvaridnsok szekvencidjaban mutatkozo
diverzitast. Arra is figyeltem, hogy primereim és a templatok kozott ne, ill. a lehetd legkeve-
sebb mismatch legyen (Malinowski, 2005). Ezeken kiviil specifikus virusprimereim tervezé-
sekor az aktin primer tervezésénél mar leirt szempontokat szintén figyelembe vettem. A pri-
mertervezéshez az ACLSV esetében 14, az APMYV esetében 13 az ASPV és az ASGV eseté-
ben 6 Genebank-ben talalhato virus szekvencia illesztését vettem figyelembe. A négy virusra
tervezett primerek szekvenciai:

Aclsv6853s: AGACCCCTTCATGGAAAGACAGG;
Aclsv7525as: CTATTTATTATAAGTCTAAACACT
Apmv1295s: CCGTGAGGAGGACAGCTTGG
Apmv1779as: CAGATCTTCATCGATAAGTAGAAC
Aspv1169s: CTGGAACCTCATGCTGCAAACTC
Aspv1553as: CACACATAGCCGCCCCNGTTAGG
Asgv6021s: GAATTGAAAACCTTTGCTGCCAC
Asgv6358as: GACTYCTAACCCTCCAGTTCCAG

7. Az almavirus primerek anellalasahoz megfelelo homérséklet
megkeresése - Gradiens PCR

a) Alma RT Pool készités: Munkank kezdetén nem kaptunk az adott virusra biz-
tosan pozitiv mintat. Feltételeztem azonban, hogy a kapott levélmintdk kozt megtalalhato a
négy karantén virus mindegyike, igy a kiilonbozd iiltetvényekrdl szedett 10 db alma cDNS
(10xhig RT) mindegyikébdl 3 pl-t 6sszemértem, igy dsszesen 30 ul 10xhig Alma RT-Pool-t
kaptam. PCR soran meggy6zddtem réla, hogy a poolbol valdban felamplifikalhat6 a vizsgalni

kivant virusok mindegyike, tehat a kovetkezd 1épéshez ezt hasznéltam templatként.
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b) PCR-Gradiens 45-65°C: A PCR-t beallitottam gy, hogy egymas melletti osz-
lopai 6 kiilonb6z6 homérsékleten végezzeék az anellalast, igy egy sort tekintve balrdl jobbra
emelkedd hémérséklet gradienst értem el. A sorokat felosztottam a vizsgalt virusok kozott,
igy az 1. sorban Apmv primereket, a 2. sorban Aspv primereket, a 3. sorban Aclsv primereket,
mig a 4. sorban Asgv primereket hasznaltam. Minden sorban a 6 kiilonb6zé homérsékletre
teszteltem a primereket (1.tablazat), melyek koziil az egyikhez MQ-t adtam templatként, hogy
ez legyen a negativ kontroll. A gradiens PCR soran nyert termékeket gélelektroforezissel elle-

ndriztem 1,2%-0s agar6z gélen.

Apmv X Apmv X
1.Sor: APMV Apmv x P p |
pool pool poo
2.50r: ASPV S Aspv x Aspv X
pool pool pool

Aclsv x Aclsv x Aclsv x Aclsv x Aclsv x
pool pool MQ ' pool pool

3.50r: ACLSV

Asgv x Asgv x Asgv x Asgv x
pool pool MO pool

4.50r: ASGV

1. tablazat
A gradiens PCR soran a PCR késziilék kiilonb6z06 pozicidiban dsszemért virusspecifikus primerek és

az annellalas hémérsékletek elhelyezkedése.

8. Diagnosztikai PCR reakcio a 4 alma virusra

Az eljaras soran a Thermo Scientific Phire Green Hot Start II DNS polimerazat hasz-
naltam. Az egyedi PCR soran 9,4 ul MQ-t, 3,0 ul 5xPhire Green Reaction Buffert, 0,75 ul (10
pmol/ul) virus sense primert, 0,75 ul (10 pmol/ul) virus antisense primert, 0,3 ul 10mM
dNTP-t, 0,3 ul Phire Hot Start Il DNA Polymerase enzimet ¢s 0,5 ul 10xhig cDNS templatot
mértem Ossze. A PCR kezdeti 1épéseként elddenaturaltam a ¢cDNS-t (98°C-on 30 msp.). Ezt
35 ciklusban kdvette a denaturacié (98°C-on 10 msp.), az anellalas (55°C-on 10 msp.), majd
az elongacidé (72°C-on 20 msp.). A végsd 1épés, a lancépités (72°C 1 perc) volt. Az
amplifikalt termékeket agaroz gélen (1,2%) futtatva ellendriztem.

Multiplex-PCR-ként az altalam kiprobalt kombinaciok a kovetkezdk voltak:

9|0 1dal



duplex: Aclsv(672bp) x Aspv(384bp);
Apmv(487bp) x Asgv(337bp);
Aspv(384bp) x Asgv(337bp),
triplex: Aclsv(672bp) x Apmv(487bp) x Aspv(384bp),
tetraplex: Aclsv(672bp) x Apmv(487bp) x Aspv(384bp) x Asgv(337bp).

9. Virusdiagnosztika alma mintakon duplex-PCR-rel

Mivel a kombinacidk koziil a duplexek jol alkalmazhatonak tlintek, a tovabbiakban ezt

az Osszeallitast hasznaltam a kiilonbozd magyar iiltetvényekrdl szarmazé minték tesztelésére.

10. PCR termékek tisztitasa, szekvenalasa, a keresett virusok
szekvenciainak visszaigazolasa

A PCR soran keletkezett termékek bazissorrendjét meghataroztattam, hogy igazoljam:
a virusok kimutatasara tervezett specifikus primereim valdban a keresett virusokat szaporitot-
tak fel.

Szekvenalas elétt a DNS mintdimat a Geneaid PCR DNA Fragments Extraction Kit
hasznalataval (a PCR Clean Up Protocol kitleirds alapjan) tisztitottam meg a mintdkban ma-
radt enzimt6l és be nem épiilt nukleotidoktdl. Roviden: 47 ul PCR termékhez 250 ul DF puf-
fert adtam. Ezt az elegyet DF oszlopba pipettaztam at, majd lecentrifugaltam (30 msp., 14.000
rpm). Az atfoly6 ledntését kovetden 600 u1 Wash puffert mértem a DF oszlop kdzepére és egy
perces allas utan 30 msp-ig 14.000 rpm-en centrifugaltam. Az atfolyot ismét ledntéttem, majd
centrifugaban szaritottam az oszlopot (3 perc, 14.000 rpm). A DF oszlopra 25 ul Elucids puf-
fert pipettaztam, ezt 2 percig hagytam allni, majd 2 percig centrifugaltam 14.000 rpm-en. A
tisztitott DNS terméket 1,2%-o0s agardz gélen futtatva ellendriztem, majd BIOMI Kft-vel
meghataroztattam a bazissorrendjét.

Az eredményiil kapott bazissorrendet a Clustal Omega oldaldnak segitségével hasonli-
tottam Ossze a specifikus virusprimerek tervezéskor mar hasznalt virusszekvenciakkal (2. ab-

ra).
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D14995.2 TAACACCTGATGAGAAACAGGTGATTGATAGAATGACCAAAAGACTTTTTCGTACTGAAG
JN701424.1 TAACACCTGATGAAAAGCAGGTGATTGATAGGATGACCAAGAGGCTTTTTCGCACTGAAG
JQ308181.1 TAACACCTGATGAAARAAACAGGTGATTGATAGGATGACCAAAAGGCTTTTTCGTACTGAAG
AB004063.1 TAACACCTGATGAGAAACAGGTGATCGACAGGATGACCAAAAGGCTTTTTCGTACTGAAG
2.Asgv_10-14#Asgv TAACGCCTGATGAARAACAGGTAATAGACAGAATGACTAAGAGGCTTTTTCGTACTGAAG
1.Asgv_4-5#Asgv TAACGCCTGATGAAAAACAGGTAATAGACAGAATGACTAAGAGGCTTTTTCGTACTGAAG
JX080201.1 TAACGCCTGATGAAAAACAGGTAATAGACAGAATGACTAAGAGGCTTTTTCGTACTGAAG
HE978837.1 TAACGCCTGATGAAAAACAGGTAATAGACAGAATGACTAAGAGGCTTTTTCGTACTGAAG

EE EE &x EE * * * % * % ok ko k * * * * EE EE

2. abra

PCR technikaval felamplifikalt Asgv virusszekvencidk (sziirkével kiemelve) sszehasonlitasa hat, az

NCBI szekvenia adatbazisban talalt Asgv térzs bazissorrendjével (részlet).

Az Osszehasonlitds sordn mindig volt a virustorzsek szekvenciai kozott par bazisparnyi
kiilonbség - aminek oka a virusok gyors adaptacioja, de az eredmény mindig azt mutatta,

hogy a PCR reakci0 altal felsokszorozott DNS termék valoban a keresett virusbdl valo.

11. Az izolatorhazas- és szabadfoldi fajtajelolt mintakban talalt
virustorzsek szekvenciainak osszehasonlitasa

Az izolatorhazas- és szabadfoldi fajtajeldlt almamintakon elvégzett PCR eljaras utan a
felamplifikalt virusfragmentumok szekvenciait ClustalOmega illesztéprogram segitségével
hasonlitottam 0ssze. Illesztéskor a program filogenetikai fat is készit, mely alapjan a torzsek
rokonsagi viszonyai demonstralhatok. Ezek alapjan szerettem volna megtalalni a valaszt arra
a kérdésre, hogy vajon a szabadfoldi fajtajeldltek kitiltetés utan fert6z6dtek a virusokkal, vagy
mar az izolatorhdzban is virusosak voltak és esetleg a virusmentesitési folyamat nem volt to-

kéletes?
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I1l. Eredmények és értékelésiik

1. RNS kivonas

Laborunk a szolévirusok diagnosztikajaval foglalkozik; az RNS kivonasi eljarashoz
Gambino és munkatarsai altal kifejlesztett protokollt alkalmazza (Gambino és mtsai., 2008)
szOlore optimalizalva. Ezt a médositott protokollt hasznaltam sajat alma mintaim RNS tiszti-
tasakor is — €s ahogy az abran is lathatd, hasonldan jol miikddik akar alma, akar sz616 mintan
(3. abra). Az RNS tisztitasi modszeriinkkel, 0,1-0,15 g névényi szévetbdl kapott kivonat a
szovet mindségétdl fliggden altalaban 250-500 ng/ ul RNS-t tartalmazott.

Szolo Alma
mintak mintak
A |
.. Z 3. 4.

3. dbra
A laborunk altal optimalizalt Gambino és munkatarsai altal kidolgozott RNS kivonasi protokollal tisz-

titott sz616 és alma mintak gélelektroforetikus képe 1,2% agardz gélen torténd szétvalasztas utan.

2. RT és az RT soran késziilt cDNS minéség ellendrzése aktin
primerekkel

Ahhoz, hogy az almamintak 6rokitéanyagabol szekvencia specifikusan sokszorozhas-
sam a vizsgalni kivant virusokat, vagy endogén RNS-eket, CDNS-t kellett készitenem roluk. A
cDNS mindségét az altalam tervezett alma aktin mRNS-re specifikus primerekkel 6sszemért

PCR reakcioval ellendriztem (4. abra).
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M 1. 20 3. 4 5 6. 7 8 +K -K

4. dbra
Alma mintak cDNS szintézisének mindségellendrzése aktin primerekkel.

M: molsuly marker, +K: j6 cDNS templat, -K: MQ

Az aktin teszt igazolta, hogy az altalunk cDNS szintézisre hasznalt kit jol miikodik és

a keletkezett cDNS mindsége a tovabbi munkéanak megfelel.

3. Virus primerek tervezése

Mivel a virusok gyorsan adaptalodnak a kdrnyezeti valtozasokhoz, dsszevetettem az
irodalomban hasznalt (Hassan és mtsai., 2006) (Menzel és mtsai., 2002) primerek szekvencia-
it az NCBI oldalan talalhaté virusszekvenciakkal. Ebbdl kirajzolodott, hogy érdemes lenne
ujabb, specifikusabb primereket tervezni.

Az 5. abran lathat6 a 6db ASPV szekvencia illesztésének részlete, jelolve rajtuk az al-
talam tervezett és az irodalomban kozolt PCR primereket. Jol lathato, hogy az irodalomban
hasznalt virusprimer nem illeszkedik elég jol, s hogy annak 3’vége adenozin. Ezen kiviil el6-
fordultak hosszabb bazisismétlddések is, példaul a Menzel és munkatarsai altal hasznalt Asgv
antisense primer esetében: ,,AACCCCTTTTTGTCCTTCAGTACGAA” (Menzel és mtsai.,

2002). Ezeket a hibdkat szerettem volna sajat primereimben kikiiszobolni.
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Apple stem pitting wvirus, Referencia: D218528
0lige tervezés

garga: Mensel et. al. 2002 cikk

zajatc

Sense:

aspvlleSs: CIGERLACCTCATGCTGCARLCTC

JE946775.1 GCRTGT-——————————- “IEE%;::I“ VTG TGCRARCTCARRAGTCCOCCOCTGCTRAATTG

ARO45371.1 GOATGET————m - CIGELACCTCATGCTECARACTCARLG CCCTIGCRARATTG

KF9l5809.1 GCATGT-——————————- CIGEARCCTCAT G TGCAGRCTCARAGTCCACC TG CCRATTG

FRE94126.1 GCRTGT-——————————- CIGGELACCTCATGCTGCARRC CCTCCIGCRRATTG

D21229.2 GOATGET————m - CIGGEMAACCTCATGE

ET095327.1 ORI GICTGGA AT TATGICTGEARCCTCAT GO TECARECTCA GRGTCOCCCGE CCRRTTS
FHEEEEF ******************.*****.***** FH EEF REFEEE

Anti=zense:

aspvl553as: CACACaTAGCCGoCCCNGTTRGS

CCTARCNGGEgCEGCTAEGTGTE reverz komplementere: CACRACaATAGCCGcCCCNGITAGS

JF946775.1 ATCCATTAGGARGTAATCTGT CITAAATTCCGT-—-——- CTTTACT TCATATATAT TTAT
ABO45371.1 GTCCATTAGGAAGTAAT TTGTTTACGT TICCIT----TCAATTTCAATCACCGTAT TTAT
KF315809.1 ATCAATTAGGARATAAT CAATCAATCAATTTCC---TGCART TTCAATTTICT GTACT TAT
FRE94186.1 ATCCATTAGGARGTGAGCCCCGAATT TTATT TTCCCGGAAT TTCAATTTTCGARAT TTTG
D21829.2 AT CCATCAGGARGTGAT TAGTT AATTAATTCT C--- -CIGCATTCAATTTCAGTACTTAT
EU095327.1 ATCCATCAGGARGTGAT TAGTCATTTAATTTCC- - ~GCARTTTCAATTTCCGTACTTAT
.**.** *****.*.* == ::: =* .:: =. .:* **:
JF946775.1 GCTTTTARATAAAGTTGATCCCALCCT ARCAGGGECGGCTATGTGT GTGTT TCTTTC-AT
LBO45371.1 GCTTTIGAATAAAGTTGATCCCGACCT ARTTGGEACGGCTARGTGT GTTTAATTTCC-AT
KF315809.1 GCTTTITAGTAAAGTTGATCCC ARG CEEE NGO A BIENE T TTCT TART A-—
FRE94186.1 GGTTTITIAGAARATTGATCCCAACCT ARBGGGEECGGCTATGIGI GIGITTITTICATG

D21829.2 GCTTTTTAGT AR AGTTGATCCCARCCT AR CCGGEECGECIAT GTGT GTIGITICTITT C-AT
ET0585327 GCTTTITTAGTARAGTTGATCCCARCCT ARCAGGE EEGEIG&aIaIaIGEIaIaIIA“&I

¥ kEkEkE Akdk Fhkhkhkkhkhk ok kkdk *** ***** i******
[L] L LLJ

[

5. dbra
Az NCBI adatbazisban talalhatd 6 ASPV virus szekvencigjanak illesztése CLUSTALW programmal

(részlet), jeldlve az irodalomban hasznalt és az altalam tervezett primereket.

A 6. abran 14 db ACLSV szekvencia, a 7. abran 13 db APMV szekvencia, mig a 8. abran 6 db
ASGV szekvencia illesztésének részlete lathato, jelolve rajtuk az altalam tervezett és az iroda-
lomban ko6zo6lt PCR primereket.
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Apple chlorotic leaf spot wirus, Referencia: D14996

0ligoe tervezés

garga: Mensel etc. al. 2002 cikk

Sense

aclaved53=:

ga¥713375.1
ElZ23255.1
|RB3Z2EZZ25.1
FC335956.1
H33752.1|
M58152.1
ATZ43438.
JH&E34780.
JNE34781.
RAR3ZBZZS.
HESB033Z2.
L14556.1
EC2470e1.
AR3ZEZZ4.1

B e

[

Antisense

AelsvThZ2has:

AGRCCCCTITCATGGARAGACAGS

ACEACCEEECRCCT CTECR TEEAR AER (D CEEECR ACACT CER A TEA TR CTT CAETCAR
AGECCRARTCETCCCTTECR TEEAR AER (2 GEEEER ACACT GEA RO TEA TR CTRERETCCR
CLAELACECAER COCCT TCA TEREAR MR CR CEE A0 AT TCT GER AC TER CAC TR AR TOCR:
CRERARGECARRCCCCT TCATRERR AR (R CREECRAT CCT GERACACR CRCTEERETCCR
ARCRARRCACR COCCT TCRTEEAL AOR (A CEECR ACCCT GRALCACR TACTRERETCCR
CREARARCAER CCTCT TCA TRERR AR CREGEECRACCCT GERACACR TRCTEERETCCR
CLAELACECAER COCCT TCR TEREAR MR CR CEECTR AT CCT CER ACACR TRCTEERETOCR
CRERARGECARRCCCCT TCATRERR AR CREGEETRAT CCT GERACACR TET TRERETCCR
CLAELACECAER COCCT TCA TEEAR MR CR CEECTR AT CCT CER AC AR TET TRERETCCR:
CRERARGECARRCCCCT TCATRERR AR (R CEEECRATACT GER ACACR CRC TEEREECCR
CAELECECAEECCCCT TCR TEEAR MR CR CEE A0 ATACT CER ACACR (AT TEERETOCE:
CREARGECARRCCCCT TCATRERR AR CR CEEECRAT TCT GERACACR CRC TEEREECCR
CRERnc O OO CT IO e AR e e R AT CCT EEL ACACR (AT TEERETOCR
CLACARCECAER CCCCT TCR TRERR MR CR CEECCR AT TCT CER ACACR TRC TEERE TOCR:

- o A A el o e e i e BRI Ty ET - L
aE & BB - L L

CTATTTATTATAAGTCTARACACT

EETETTTECECTTATARTANATEE reverz komplementere: CTATTTATTATARSTCTARRCACT

gh¥713375.1
EU223255.1

EC335556.1
H99752_11

MoElEZ. 1

AJZ43438.1
JH&e34780.1
JN&347e1.1
AR3Z6223.1
HESB033Z2.1
14556 1

ECB470e1.1
AR3Z6224.1

——— T AT T T T A TR TT R T TT TRC AT CT TRR R TEER R TR O CTE
T AT AT A R T A T AT TT AR TT R I T T TR A CTTRA A TATTRAR AT REOCTE
A AT TR T R T T T T AR T TT R G GT T TR R CTTATER TRR AT RECCT S
A AT AT e T R T T AT T AR TT R T GTT TACR - CTTAT 2R TRR AT RECCT S
A RCT-A TR T R e TR TR AT R CT CT T TR R CTTAT R TRR AT RECCT S
A AT AT R R T AT T AT T A AT TR I T TACA-CTTAT 2R TRR ATRECCT S
AR AT R R T AT T AT T2 A TTC R CTETT TACE-CTTATER TRR AT RCCCTE
A AT AT R T AT T AT T2 R TTE R T T T TACA—CTTAT2ER TRR AT RECCTE
AR AT R R T AT T AT T2 R R TTE R T ETT TACE-CTTATER TRR AT RCCCTE
A AT AT e T A T T AT T TR A TR T T T TR CTTAT2ER TRR AT RECCTE
ACRCTAR R T A TEEIATT TR TT ARG GT T TA - CTTATRAR TAR AT —————
A AT TR T A T T AT TR TT R CT CTT TR CTTAT2AR TRR AT RECCTE
ACRCT-ATAAMGACTCATCC TATT TRATTC SIS e G AR TR AATAG . C—
A AT AT e T A T T AT T TR TT R CT G T TACA—CTTATER TRR AT RECCTE
L ]

L W b o A A A EL Rl ) R
LLS ¥ ¥ ¥

6. abra

Az NCBI adatbazisban talalhato 14 ACLSV virus szekvencidjanak illesztése CLUSTALW program-

mal (részlet), jelolve az irodalomban hasznalt és az altalam tervezett primereket.
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Apple mosaic virus, Referencia: FN435316.1
Oligo tervezés

sarga: Mensel et. al. 2002 cikk

Sense:

apmvl12953: CCGT GAGGAGERCAGCTIGE

6328285.1 ATTCCCGT GRAGGETATTTAAT-————————- AGTCCATCCGTGAGGAGEACEECTT GEE,
6328282.1 BATCCCGT GRAGGGATTTAAT-—-——————- GETCCETCCGTGAGGAGEACAGCTTGEE
HE328283.1 BATCCCGT GRAGGGATTTAAT-—-——————- AGTCCATCCGTGAGGAGEACAGCTT GGG,
HE32B284.1 BATCCCGT GRAGGGATTTAAT-—-——————- AGTCCATCCGTGRGGAGGACAGCTT GGG,
EM490197.2 ACTCTCGT GRABEGRA--——————=————— - GGTCCATCCGTGAGGAGER CEECTTGEE
FN547927.1 BACCCCATGRGGEGTTATCCCETGRARGGAR-GETCCATCCGTGAG GAGEACAGITT GEE.
FN£35316.1 BACTCCGT GAGGEETTATCCCETGARGEAR-GETCCATCC GTGAG GAGEA CAGCTT GEE.
HE328281.1 BACTCCGT GRAGGEGTTATCCCETGARGGAR-GETCCATCCGTGAG GAGEACAGCTT GEE.
HE328280.1 BACTCCGT GAGGEGTTATCCCETGARGGAR-GGTCCATCCGTGAGGAGGL CAGCTT GGG,
HE328270.1 CACCGT GAGGGETTATCCCGTGARGERR-GETCCATCC GTGAGEAGER CAGCTT GGG
HG328264.1 BACTCCET GAGGGGTTATCCCGTGRARGEA R-GETCCA TR G A CRG NG G T a2
U15608.1 ATCCCCETGARTGTATC - CCOTECARGGABSTCOATCORTAGAG CAGGA CAGCTT G6CA
LO3726.1 ATCCCCET GAGTT -ATC--CCETGCAGGGAGETCCATCC-GTGAG GAGEA CAGCTT GGG,

* * kkk . . * * vhkkkkkhhk Fkdkhhhdk
Antisense:

apmvl779as: CAGATCTITCATCGATRARGTRAGRRC

GITCTACTTATCGATIGRAGATICTG reverz komplementere: CRGATCTTCATCGATAAGTAGAAC

G328285.1 CGAATTTCGCOGCTGETGCGARAGTCTTT ATGAGG GATTT GTACG TGATARCGAGT GAGT
G328282.1 CGAATTICGCTGCT GRIGCGARAGTCTTT ATGAGG GATIT GTACGTGATAACGAGT GAGT
HG328283.1 CGAATTICGCCECT GETGCGARAGTCTTT ATGAGGGATTT GTACGTGATARCEAGT GAGT
HG328284 .1 CGAATTTCGCOGCTGETGCGAAAGTCTTT ATGAGG GATTT GTACG TGATAACGAGT GAGT
AM490197.2 CEAATTICGCCGCTGETGCGARGETCTTT ATGAGGGATTT GTACGTGATARCGAGT GAGT
FNS47927.1 CGAATTICGCCECTGETGCGARAGTCTTT ATGAGGGATTT GTACGTGATARCGAGT GAGT
FN435316.1 CEAATTICGCCGCTGECGCGARAGTCTTT ATGAGGGATTT GTACGTGATARCGAGT GAGT
HG328281.1 CGAATTTCGCCGCTGECECGARAGTCTTTATGAGGGAT T GTACGTGATARCGAGT CAGT
HG328280.1 CEAATTTCGCOGCTGECGCGAAAGTCTTT ATGAGG GATTT GTACG TGATAACGAGT GAGT
HG328270.1 CEAATTTCGCAGCTGECGCGARAGTCTTT ATGAGGGATTT GTACGTGATARCEAGT GAGT
HG328264.1 CGAATTICGCCGCTGECGCGARAGTCTTT ATGAGGGATTT GTACGTGATARCGAGT GAGT
U15608.1 CEAATTTCGCCGCT GRAGCGARAGTCTTT ATGAGG GATTT GTACG TGATARCEAGT GAGT
L03726.1 CGAATTICGCCGCTGEAGCGAAAGTCTTT ATGAGGGATTT GTACGTGATARCGAGT GAGT
khkkhkhkdhd hhkhdd dhhhkdk hddkdrhhhkdkkdhdahkhhkdd kb kb hkkhhddkdah hEkd

HG328285. TACCACCTGTGCARATACCGTCGAATGTT CTACTT ATCGATGARGATCTGTTAGAT TTAT
HG328282. TACCACCT GTGCARATACCATCGAACGTTCTACT TATCGATGAAGATCTG TTAGAATTAT
HG328283. TACCACCT GTACARRTACCATCGAATEINCI AT CEH T GANGETCTE T TAGAA TTAT
HG328284. TACCACCT GTACAAATCCCATCGAATGTT CTACTT ATCGATGAAGATCTGT TAGRATTAT
AM490197. TACCACCTGTGCGARTACCGATGEACGTT CTACTT ATCGATGAGGATATG TTAGAT TTGT

TACCACCAGTGCARATACCGAD AAI.:TI"IA"IIAI GACGAAGATTIGTTAGRATTAT
TACCACCCeT AR A TACCGRCGAATGTTCTACTCATCGACGRAGATTTGTTAGRATTAT
T CACCCGT R A A T OO GRCGA ATGT T CTACTTATCGACGRAGATTITGTTAGRTTIGT
TACCACCCGT AR A T A OO GTCGA AT GTTCTACTTATCGACGRAGATITG TTAGRATTGT

HG328281.
HG328280.

wn
res
=1
(Y]
[x}
-
il e el it e

HE328270. TACCACCCBTGCARATACCGACGARTGTT CTACTT ATCGACGARGATI TG TTAGAATTST
HE328264 . TACCACCCGIGCARATACCGTCEAATGTT CTACTT ATCGACGARGATITG TTAGAATTST
UL5608.1 TACCACCEGTGCARATACCGACGARTGTT CTACTT ATCEATGARGATI TG TTAGAATTAT
L03726.1 TLCCACCEGTGCARATACC GACGAATGTT CTACTT ATCGATGAAGATT TG TTAGAATTAT
kkkkkkk kk ok kkk kk 2 ok _h kkkkkkkh kkkkk kdh kkk hhhhhkdh. ok &

7. abra

Az NCBI adatbazisban talalhato 13 APMV virus szekvencidjanak illesztése CLUSTALW programmal

(részlet), jeldlve az irodalomban hasznalt és az altalam tervezett primereket.
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Apple stem grooving virus, Beferencia:AB004063
Oligo tervezés

Sense:

asgvel2ls: GRATTGRAARRCCTITGCTGCCAC

JX080201.1 CGACCTGTCARATGTTGTACCCGAATT GRARACTTITGCTGCCACT TCCAGGCAGRACTC
HE978837.1 CGACCTGTCAAATGTTGTACCCGAATT GAAAACTTIT GCTGCCACT TCCAGGCAGAACTC
AB004063.1 CEACTTGTCAARTGTTGTACCT GAATT GRAAACCTIT GCTGCCACTT CTAGGCAGRACTC
D14995.2 CGATTIGTCAAATGTIGTICCT GG IEEIEEEAET T CCAGECAGRACTC
JN701424.1 CGACTTGTCAAATGTCGTGCCT GRATT GAAAACCTTT GCTGCCACT TCGAGGCAGAACTC
Jg3oelel.l CEACTTGTCAARTGTCGTACCT GAATT GRAAACCTTT GCTGCCACT TCGAGGCAGRACTC

ok ok Ak kkhkkhhhkd &k dk hhkkdkhhkkhkhkokdk Fhk khkkrkhkhkhhkhkhokd Ak hhkkhkk khkkd
JX080201.1 TTTGARCGAATGTACGT TCAGARRGCT TTGTGAGCCATTTGCTGAT TTGGCTCGEEARTT
HE978837.1 TTTGAACGAATGTACGT TCAGARAGCT TTGTGAGCCATTIGC TGAT TTGGC TCGGEAATT
AB0O04063.1 TTTGAAT GARTGTACAT TCAGARRGCT TTGTGAGCCATTCGCTGAT TTGECCCRTGARTT
D14995.2 TTTGARCGAATGTACGT TCAGAARGCT TTGCGAGCCATTTGCCGATT TGECT CGAGRATT
JN701424.1 TTTGAACGAATGTACGT TCAGEAAGCT TTGTGAGCCATTTGC TGACTTGEC TCGTGAATT
JQ308181.1 TTTGAACGRATGTACGT TCAGERAAGCT TTGTGAGCCATTIGCCGACTTGEC TCGCGRAATT

Fhkkkhkdk dEkkdhhdkd dhkdkdkd khkkkhkhkkd Fhkdkkdkkhkd ko kk kkkdkk kEk Ak k Kk

Antisense:
asgvb3sBas: GACTYCTARCCCTCCAGTICCAG

CIGGARCTGEAGEGITAGRAGTC reverz konmplementere: GACTYCTALRCCCTCCAGTTCOCAG

JEO080201.1 AL CGCCTGATGRARA R L O GG T AR TG ARG A TGRACTARGAGECTTTITOGTACTGARGS
HES878837.1 AL CGCCT GATGRAR R R L A GG TR AT AR CA AR TGACT RAGAGGCTTTTTCGTACTGARGE
ABOO4083.1 ALCRCCTGATGAGRRACAGGTGATCGACAGEATGACT GECTTTITCGTACTGARGS
D145995.2 AL CRCCT GATGAGRRLCAGETGATIGATAGRA TGRACCARRR GRCTTTTTCGTACTIGARGE
JHT01424.1 AL AT GATGRAR R A GO A GG TGAT TGATAGEA TGACCARGAGGCTT TTTCGCACTGARGE
J308181.1 AL CRCCTGATGRRRR L CAGGTGATTGATAGRATGACT GECTTTITCGTACTGARGS
¥k ok kkkkkkkk kk kkkkk kk kk kk kkkkd Kk kk kkkddkdEkEd Fhkkhkhkhkik A
JX080201.1 EEAA&GGGEGIIIIEGAEEEGGEITEGE GRGCRAT CTGERACTGRAGEETTAGRAAGTC
HES78837.1 ACRRRRAGEEEET TITCGAGGCGGEITCGGAGRAGCRAAT CTRRAACTGGAGGE TTAGAAGTC
ABOO4083.1 ACAAAAAGGGGTTII_a FECAGETTCGGAGAGTAAT CTGRAACTGEAGGET TAGRAGTC
D14595.2 ACRRRRR GEEET TITCGAGGCAGETTCGGRARAGTRAC
JHTO01424.1 ACRRRARGEEET TITCGAGGCAGETTCGGAGAGTAAT CTRRAACTGGAGGE TTAGRAGTC
Jg308181.1 ACRRR R GG ET TITCGAGGCAGETTCAGRGA GTRAAT CTGGAACTGGAGGE TTAGRAGTC

kkkkkk khkkkkhhhkkkhhkdk hhhdkdk kk kdk hdk dkdkdkdhbkbbbkhhddkddhdk kkkk

8. dbra
Az NCBI adatbazisban taladlhatdo 6 ASGV virus szekvencidjanak illesztése CLUSTALW programmal

(részlet), jeldlve az irodalomban hasznalt és az altalam tervezett primereket.
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4. Gradiens PCR

Az Gjonnan tervezett almavirus primerek anellalasdhoz megfeleld homérsékletet gra-
diens PCR-el valasztottam ki. A PCR eredményét gélelektroforezissel 1,2%-o0s agardz gélen
ellendriztem. A reakcid Osszeméréséhez hasznalt MQ viz a negativ kontrollban tisztanak bi-
zonyult, igy a mérések megbizhatoak. Mindegyik virus specifikus primerpar esetében az
56,7°C-ra beallitott oszlopban miikkddtek legjobban a primerek, ezért a tovabbi kisérleteimhez
kivalasztott anellalasi hdmérséklet 56°C lett. Az alabbi gélképeken (9. abra) megfigyelhetd,
hogy az Aclsv primerek csak gyengén hozzak fel a kivant fragmentet €¢s hogy az Apmv prime-
rek egyéb, nagyobb méretli DNS részeket is felamplifikalnak - de ezek nem zavarjak szamot-

tevéen a diagnosztikat.

Aclsv(672bp): Apmv(487bp):

bp M 455 505 MQ 557 61,8 64,6°C bp M 455 505 MQ 56,7 61,8 64,6°

600 —

500 500 —
Aspv(384bp): Asgv(337bp):

bp M 455 505 MQ 567 61,8 64,6° bp M 455 505 MQ 567 61,8 64,6°C
— —

400 — 400 —

300 300 =

9. abra
A virusprimerek anellalasahoz megfelel6 homérséklet megkeresése: a Gradiens PCR termékeinek el-

valasztasa agar6z gélen.
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5. PCR-virus primerek kiilonb6z6é kombinacidinak tesztelése

Mivel a diagnosztikai moédszerek esetében sok minta szlirését kell elvégezni, érdemes
a PCR reakcidkat tobb virusra egyszerre végezni, duplex, vagy multiplex modon. Ilyenkor
figyelni kell arra, hogy a primerek kitapadhatnak az alma endogén mRNS-eire, igy nem a vi-
rus adott darabja, hanem az alma RNS-¢k egy fragmentje amplifikalodik fel. Minél t6bb pri-
mert hasznalunk egy multiplex PCR reakcioban, annal jobban né a lehetésége, hogy mellék-
termékeink fognak keletkezni. A gradiens PCR-rel optimalizalt homérsékleten igy a virus
specifikus primerparokat multiplex-PCR-ként is kiprobaltam kiilonb6zd kombinaciokban és
egyedi PCR soran is. Ezen reakciok termékeit 1,2%-os agar6z gélen valasztottam el

gélelektroforezissel (10. dbra).

bp
600
- Apm.v(487bp)
400 Aspv(384bp)
300

10. abra

Virusprimerek kiilonbdz0 parositdsainak probaja.

A gélképen lathatd, hogy az egyedi PCR-ek jol sikeriiltek: egyértelmiien kiveheto raj-
tuk a virus specifikus primerek éaltal amplifikalt termék, bar az Aclsv esetében itt is gyengébb
a jel. A duplex-PCR-eknél is jol kivehetdk a vart mérettartomanyokban a reakcio termékei.
Az Aspv-t és az Asgv-t azért probaltam ki parban, mert koztiik csak 50 bp-nyi méretkiilonb-
ség volt, igy kivancsi voltam, vajon j6l lathatéan kiilonvalnak-e ezek a gélképen. Az eredmé-
nyek szerint ezek is jol lathatéan szétvaltak, viszont nagyobb mérettartomanyban tobb mii-
termék is megjelenik az oszlopon, ami neheziti a kiértékelést. Az Aclsv+Apmv+Asgv virusok
detektalasara hasznalt triplex-PCR is jol sikeriilt, de e mellé a 4. virusra mindenképp kell fut-

tatni még egy tesztet- tehat nem konnyiti/roviditi meg a négy virusra vald szlirést. A tetraplex-
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PCR sokféle méretben amplifikalt fel fragmenteket, igy ez nem hasznalhat6 (bar az Aspv és
az Asgv mérettartomanyaiban megjelend fragmentek itt is jol lathatok). A gélkép alapjan az is
megallapithatd, hogy azokban a mintdkban, amelyek Aspv-t tartalmaztak, a vart mérettarto-
manyok mellett sokféle méretben jelennek meg egyéb fragmentek is legyen sz6 egyedi-, dup-
lex-, vagy tetraplex PCR-r6l. Ezt igazolja, hogy a triplex-PCR-ben, és abban a duplex-PCR-
ben melyben Aspv virusprimerek nem szerepeltek, ez a jelenség nem lathato. A fenti megfi-
gyelések eredményeképp az alma mintdk diagnosztikai PCR-éhez a tovabbiakban az

Aclsv+Aspv és az Apmv+Asgv virusprimerek kombinacioit alkalmaztam.

6. Virusdiagnosztika duplex PCR-rel

Az éltalam optimalizalt duplex-PCR segitségével teszteltem a magyar iltetvényekrol
szarmaz6 alma mintakat, és a godollsi Oreg Vackort a négy virus jelenlétére. Példaként (11.

¢s 12. abra) izolatorhdzban nevelt és szabadfoldi termd alma fajtajeldltek mintdinak tesztjét

mutatom be.
Izolatorhazban nevelt  Szabadfoldi
almafajtak almafajtak
l |
ey i O
.o dy e &
bp MY IS FITE I Y
— Aclsv (672 bp)
g
500 — — D ———— — — Aspv (384 bp)
N ey

11. abra
Duplex-PCR Aclsv (672 bp) és Aspv (384 bp) virusokra, az izolatorhazban nevelt fajtajelolt és sza-

badfoldi term6 almamintaibol.
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Izolatorhdzban nevelt Szabadfoldi
almafajtak almafajtak

12. dbra
Duplex-PCR Apmv (487 bp) és Asgv (337 bp) virusokra, az izolatorhazban nevelt fajtajelolt és sza-

badfoldi term6 almamintaibol.

Mindségbiztositasi [épésként néhany kivalasztott mintabol osszeallitottam egyedi PCR
reakciokat is, majd a PCR termékeket tisztitottam, és ezeket a BIOMI Kft-vel
megszekvenaltattam. A primerek specifikus miikodését igazolta az, hogy minden esetben a
vart virusok szekvenciait kaptam vissza.

A 2. tablazatban Osszesitettem az altalam feldolgozott névényi mintakbdl kapott ered-
ményeket. Ezen mintak mindegyikén duplex-PCR-rel végeztem el a négy virus detektalasara
optimalizalt diagnosztikai eljarast, és a tdblazatban az egyes virusokra kapott pozitiv eredmé-
nyeket a megfeleld cellak piros kitoltésével jeleztem. Ahol a virusprimerek altal kozrefogott
fragmentum jelenléte nem volt egyértelmi, a cellat fehéren hagytam. Tehat a tablazatban csak
azon mintak vannak pirosan jeldlve, melyek biztosan pozitivak az adott virusra. Sajnos az
eredmények alapjan levonhat6 az a megallapitds, miszerint az altalam vizsgalt mintavételi he-
lyeken a virusmentesités még egyaltalan nem mondhaté sikeresnek. A godolléi Oreg Vackor

esetében érdekesség, hogy a négy virus egyike sem jelent meg a PCR termékek gélképén.
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TDK_alma mintak PCR virus specifikus oligokkal

ACLSV ASPV ASGV APMV
minta (672 bp) | (384 bp) | (337 bp) | (487 bp)
Corvinus/ Soroksdr, MT-1211 6

Corvinus/ Soroksdr, 13 2

Corvinus/ Vadmosmikola, ldared

Corvinus/ Vamosmikeola, Golden D

Corvinus/ Breznan , Golden D

Corvinus/ Vdmosmikola, Jonagold
Corvinus/ Ujfehértd, bio tébla
Corvinus/ Ujfehértd, rezisztens tibla
Corvinus/ Soroksdr, MT-12 44.fa

Corvinusg/ Zalaszantd, "Fuji”
Corvinus/ Szarkahegy

Freedom
Godolléi Oreg Vackorfa

Corvinus/ izoldtorhdz Rosmerta
Corvinus/ izoldtorhdz Hesztia
Corvinus/ izoldtorhdz Artemisz
Corvinus/ izolétorhdz Cordelia
Corvinus/ szabadfaldi Rosmerta
Corvinus/ szabadfaldi Hesztia
Corvinus/ szabadfaldi Arternisz
Corvinus/ szabadfaldi Cordelia

2. tablazat

Eredmény: alma mintak tesztje a négy virusra.
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7. A felamplifikalt virustorzsek rokonsagi vizsgalata

A fert6zottnek bizonyult alma mintakbol, melyeket a filogenetikai elemzésbe be szerettem
volna vonni, egyedi PCR reakcidk soran felamplifikdltam az adott virusok egy-egy darabjat. A
13. abran lathato ezek koziil néhany 1,2 %-os agardzgélen megfuttatva:

ACLSV  ASGV ASPV
(672bp) (337 bp) (387 bp)

13. abra

Izolatorhdzas Hesztia és szabadfoldi Cordelia Aclsv virusprimerekkel végzett egyedi PCR-
ének, izolatorhazas Hesztia és szabadfoldi Artemisz Asgv primerekkel végzett egyedi PCR-
ének és az utolso két oszlopban izolatorhazas Hesztia és szabadfoldi Hesztia fajtajeloltek Aspv
virusprimerekkel végzett egyedi PCR-ének eredménye lathato 1,2%-os agarozgélen. Ezeket a
mintakat DNS-fragment tisztitas utan megszekvenaltattam a BIOMI Kft.-vel.
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A felamplifikalt virustorzsek szekvencia-darabjait ClustalOmega illesztéprogrammal ha-
sonlitottam 6ssze az Aclsv, az Aspv és az Asgv virusok esetében.

A vizsgalatba belevontam a virusprimerek tervezésekor hasznalt, NCBI szekvencia adat-
bazisban talalt tovabbi torzsek szekvenciajat, illetve ahol mar elkésziilt, ott a termdiiltetveé-
nyekrél felsokszorozott virusfragmentumok bazissorrendjét is.

Az Aclsv és az Asgv esetében a filogenetikai fak nem mutattak kdzelebbi rokonsagot az
izolatorhazas és a szabadfoldi fajtajeloltek virusai kozott (13. és 14. abrak), igy valoszintileg
ezen esetekben az izolatorhazban és szabadfoldon kiilon fert6zodtek meg az almafak. Az
ACLSYV virusoknal szembet(ind, hogy a szabadfoldi mintak egylitt clusterezédnek — illetve ez
elmondhat6 az ASGV esetében is. Ez tovabb erdsiti azt a feltételezést, hogy tortént virusferto-

zés a szabadfoldi kitltetést kovetden.

Phylogram _ ACLSV

AY713379.1 0.19605
_|: EU223295.1 0.15631
I X99752.1 0.1163
AB326225.1 0.09503
{ KC935956.1 0.08652
—— AJ243438.1 0.08855
ING34760.1 0.02387
_|: ING34761.1 0.02513
M58152.1 0.09484
szabadf5ldi. Rosmerta
HE980332.1 0.08548
KCB47061.1 0.06621
Zalaszantd, Fuji
izolatorhiz, Artemisz
_: AB326224.1 0.05242
 — szabadfsldi, Cordelia
| I szabadfoldi, Hesztia
D14996.1 0.10146

AB326223.1 0.06161
Vamosmikola, Jonagold

_|: izolitorhaz, Rosmerta
izolatorhdz, Hesztia

13. abra

Aclsv virus filogenetikai faja (- ahol az izolatorhazas és szabadfoldi fajtajelolteket vordssel, mig a
terméiiltetvények mintait zolddel jeloltem).
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Phylogram _ ASGV

D14995.2 0.07098
? IN701424.1 0.04595
JQ308181.1 0.04951

ABO04063.1 0.07773

izolatorhaz, Hesztia
—E Vamosmikola, Jonagold
szabadféldi, Hesztia

izolatorhdz, Artemisz

— szabadfaldi, Rosmerta
L szabadfoldi, Artemisz
 E— JX080201.1 0.01586
L HE978837.1 0.01533

— WVamosmikola, Idared
L izolatorhdz. Rosmerta

14. abra

Asgyv virus filogenetikai faja (- ahol az izolatorhazas és szabadfoldi fajtajelolteket vorossel, mig a ter-
moiiltetvények mintait zolddel jeloltem).

Az Aspv virus filogenetikai elemzésénél a Hesztia és a Cordelia fajtajeloltek estében a
szabadfoldi- és az izolatorhdzas mintdkban talalt virustdrzsek az illesztések alapjan kozeli ro-
konsagban allnak (15. abra), ezért lehetséges, hogy esetiikben a fa mar az izolatorhazban fer-

t0zott volt és késobb igy iiltették ki 6ket szabadfoldre.

Phylogram _ Aspv

1zolatorhaz, Heszha

—: szabadftldi, Hesztia

ABO45371.1 0.09955
1zolatorhdz, Artemisz
Vamosmikola, Jonagold

szabadfsldi, Cordelia
{ izolatorhaz, Cordelia
szabadfsldi, Rosmerta
JF946775.1 0.13131

D21829.2 0.06051
—: EU095327.1 0.10589

KF915809.1 0.09649
— FR694186.1 0.11614

Ujfehérto, rezisztens tabla

15. abra

Aspv virus filogenetikai faja (- ahol az izolatorhazas és szabadfoldi fajtajelolteket vordssel, mig a ter-
mdiiltetvények mintait zolddel jeldltem).
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Ezen fajtajeldltek esetében felmeriil a gyant, hogy mar maga a virusmentesitési fo-
lyamat sem volt kellden hatékony, illetve hogy az azt segit virusdiagnosztikai eljaras nem
volt megfeleléen érzékeny. Hatékony diagnosztikai modszert alkalmazva az Aspv virussal
fertdzott izolatorhazas torzsallomanybdl ezek a fak mar nem keriilhettek volna szabadfoldre

fajtajeloltként.

14.A Kisérletek tovabbtervezése

Eddigi munkamban az ELISA-tesztet, illetve a PCR-eljarast emlitettem, mint a virusdiag-
nosztika lehetséges modjait. Ezek elvégzése soran csak egy bizonyos korokozo jelenlétét tud-
tuk vizsgélni az adott ndvényben, rdadasul egy olyan kérokozdét, melyre primert tudunk ter-
vezni, tehat melynek genomjat mar tobbnyire feltérképezték. Am a szekvenalasi modszerek
rohamos fejlédésével lehetdség nyilik arra, hogy az almabol késziilt RNS mintak, KiSRNS
konyvtarak bazissorrendjét nagy ateresztOképességli szekvenalassal hatdrozzuk meg. Ehhez a
modszerhez nem sziikséges primerek tervezése.

Az RNS-interferencia a ndvényekben olyan 0si, specifikus mechanizmus, melynek szere-
pe van tobbek kozt a virusokkal szembeni védekezésben is. Amikor az almafat timad6 RNS-
virusok az 6rokitéanyagukat a gazdanovénybe juttatjak, a ndvény RNS-fiiggé RNS-polimeraz
enzime a virus egy szali RNS-¢hez komplementer szalat €pit, igy abbol duplaszala dsRNS
lesz (Ahlquist és mtsai., 2002). A dsRNS-t a Dicer enzim 21-25 bazispar hossztsagu kis
interferald RNS-ekre (siRNS) hasitja. Az ilyen siRNS-ek felhalmozodasa a szovetekben vi-
rusfertézést jelez, PTGS-t aktival. A siRNS-ek a target RNS-ek szekvenciaspecifikus degra-
az Argonauta fehérjével komplexet alkot, egyik szdla degradalodik, a masik pedig aktivalja az
enzimkomplexet. Ha a RISC a beleépiilt siRNS szekvenciajaval teljesen, vagy koézel meg-
hasitja azokat, vagy a transzlacié elnyomasat indukalja. A célzott RNS-r6l (amennyiben a
siRNS virdlis eredetli volt — virus RNS-r6l) igy nemcsak hogy fehérje nem képzddik, de még
le is bomlik. Tehat ily modon a névény az RNS-interferenciajanak képességét a virusok elleni

védekezésre képes hasznalni (16. dbra) (Molnar és mtsai., 2005).
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Virusfertozés folyamata —

15. abra

Az RNS interferencia mechanizmusa

Az alma mintadkbol kisRNS-konyvtarat készitve a konyvtar nem csupan a névény endogén
szabalyozo kisRNS-eit, de az almat fert6z6 RNS-virusok orokitéanyaganak darabjait is tar-
talmazni fogja. Ezért a késObbiekben nagy ateresztoképességli szekvenalasi modszerekkel
szeretném az alma mintaikrol készitett kisRNS-konyvtarakat szekvenaltatni. gy nem csak a
mar ismert virusokrol, de arrdl is informaciot nyerhetiink majd, hogy milyen egyéb RNS-
virusok fertézik almafainkat, akar olyan korokozokat is azonosithatunk, melyeket almabol
eddig még nem irtak le (Visse és mtsai., 2014), (Adams és mtsai., 2009).

Az 1ij generacids szekvenalasok korszert, alacsony koltségli, gyors eljarasok, melyek bar
csak néhany 100 bazisparnyi DNS, illetve RNS fragmentumokat képesek szekvenalni, am mi-
vel nagy ateresztoképességii modszerek, parhuzamosan sok mintan képesek egyszerre dol-
gozni. Az 0j generécids szekvenalasi modszerek koziil az Illumina/ Solexa szekvenalast sze-
retném mintaimon alkalmazni, mely soran a DNS egyik végére timin tulnyuld véget tartalma-
z6 adapter DNS-t ligdlnak, mely alapjan a DNS-szalak a szekvenald lemez komplementer
primereihez képesek hibridizalni. Ezek a tovabbiakban templatként szolgalnak, errdl szinteti-

zalodik az 0j DNS. Az DNS szalakat ,,bridge-PCR” moédszerrel lokalisan felamplifikaljak.
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Ezutan a tényleges szekvenalas ugy torténik, hogy az elongaciokor fluoreszcens dNTP-ket
hasznalnak ¢és ezek jelét leolvasva torténik a szekvencia meghatarozéds. A moédszer kiilonle-
gessége abban rejlik, hogy a lokalisan 1étrehozott kolonidk nagy mennyiségben tartalmazzak a
keresett szekvenciat. Ebben rejlik az eljaras érzékenysége is: a bazissorrend leolvasasa utan a
mar ismert szekvenciakhoz illesztik 6ket, majd lefedettségiik alapjan hatarozzak meg az egye-
z¢és mértékét. A kapott szekvenciak bioinformatikai analizissel vizsgalhatok tovabb.

A kisRNS konyvtar készitésének a 1ényege, hogy a Kinyert KisSRNS kivonathoz specifikus
adaptert kell ligalni és a jelet PCR reakcioval kell felamplifikalni. Mar két kisRNS konyvtarat
sikertilt elkészitenem (probaképp egy tjfehértéi Freedom almaiiltetvény, illetve a G6dolloi
Oreg Vackorfa mintajabol), a jovében a fajtajeldltek és a termdiiltetvények mintdin szeretném
ugyanezt elvégezni.

Elséként a teljes RNS-frakciot 8%-os, ureas akrilamid-gélen méret szerint elvalasztottam,
majd UV-fény alatt, a referenciaként szolgalo xilén-cianol és bromfenolkék festék alapjan ki-

vagtam a kis RNS mérettartomanyt (16. abra).

Freedom Oreg Vackor

=0

16. abra
KisRNS mérettartomanyanak kivagasa a referencia festék (a kék keretezés alatt lathatod sotét
csik) alapjan, 8%-0s, ureas akrilamid gélbdl

A kivagott géldarabokbol visszaoldtam és kicsaptam a kisRNS-t. Ebbol készitettem el
a kis RNS-konyvtarakat az [llumina TruSeq Small RNA Sample Preparation Kit-et hasznalva:

* A KiSRNS-¢k 3’végéhez adaptereket ligaltam.
* Az 5’ végi adaptert kiilon, kovetkezd 1épésként ligaltam.

* Reverz transzkripcioval cDNS-t készitettem.
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* A cDNS konyvtar szekvenciait PCR reakcioval amplifikaltam, egyedi index-
szekvenciaval lattam el.

* A kisRNS konyvtarakat PCR reakcioval felszaporitottam.

A kisRNS konyvtarak mindségének ellendrzéseképpen 8%-os akrilamid gélen megfuttat-
tam a mintakat. A vart termékek az ellendrz6 festékek két mérettartomanya, 140 és 160 bazis-

par kozt helyezkedtek el (17. abra):

Freedom Oreg Vackor
160 bp i v - v
o | — = | ¢ = dvd] v
140 bp : P v,

17. abra
KisRNS konyvtarak ellenérzé futtatasa 8%-os akrilamid gélen

A kivagott géldarabokbol a kisSRNS konyvtarakat kivontam, majd szekvenalasra kiildtem.
A szekvenalas elott a kisRNS konyvtarak mindségellendrzését a szekvenalast végzé UD
Genomed (Debrecen) végezte. Tesztjiikbol (18. és 19. abra) latszik, hogy a kisRNS konyvta-

raim jol sikeriiltek, habar a Freedom-konyvtar koncentracioja alacsony lett.
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Freedom
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1 4 15 4.20 424.2 Lower Marker
2 141 1.47 15.8
3 ) 1,500 2.10 2.1 Upper Marker
18. abra

Az Gjfehértoi Freedom alma tltetvénypool kiSRNS konyvtar szekvenalasanak ellenérzése
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19. abra

¢
3

Az Oreg Vackor kisRNS konyvtar szekvenalasanak ellenérzése

Munkémat az almamintakbol késziilt kisSRNS konyvtarak szekvenalasaval és a kapott ada-

tok bioinformatikai analizisével tervezem folytatni.

Ezen eredmények birtokaban atfogo képet kaphatunk a mintainkban el6fordulo virusokrol,

viroidokrél, még ismeretlen kérokozokrdl és tovabb vizsgalhatjuk a fajtajeloltek virusferto-

zottségének okat. Az elemzések soran kidolgozott ,,pipeline” pedig reményeink szerint opti-

malizalhatd lesz a virusmentesitési protokollok folyamatos tesztelésére, igy hatékonyabba té-

telére.
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IV. Osszefoglalo

Haszonnovényeink a virusok alland6 tamadasanak vannak kitéve, melyek ellen novény-
védo szerekkel nem védekezhetiink. Gylimolesfaink szaporitasa a fajtafenntartas miatt vegeta-
tivan torténik, ha az anyatd fert6zott a virus tovabbterjed a szaporitéanyaggal. Magyar-
orszagon az almafak torzsiiltetvényeinek létrehozasa elott éppen ezért kotelezd az anyanove-
nyek vizsgalata, és mentesitése a gylimolcsosoket fert6z6 RNS virusokra.

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

Munkamat azzal kezdtem, hogy az almara optimalizaltam egy RNS-kivonasi eljarast,
majd a tisztitott RNS-bdl reverz transzkripcidval cDNS-t készitettem. A cDNS mindségét ak-
tin primerekkel végzett PCR reakcioval ellendriztem. Az alma virusok kimutatdsdhoz az
NCBI adatbazisban talalhat6 virusszekvencidk 6sszehasonlitasa alapjan terveztem primereket.
Gradiens PCR eljarassal megkerestem a virus primerek mitkddéséhez leginkabb megfeleld
hémérsékletet, majd a specifikus primereket kiilonb6zé kombinacidkban is teszteltem. Ebbol
kideriilt, hogy az almakat fert6z6 4 virusra a duplex PCR jol hasznalhaté mddszer, igy minta-
im diagnosztikai kiértékelésére is ezt hasznaltam. A kiilonb6zé mintdkbol szintetizalt PCR
termékek bazissorrendjét DNS-tisztitas utdn hataroztattam meg. A kapott szekvencidk alapjan
Clustal Omega programmal elvégeztem az egyes virustorzsek szekvenciainak sszehasonlita-
sat, €s ez alapjan vizsgéltam leszarmazasi viszonyaikat.

A fentiekben kidolgozott duplex PCR eljaras a virusok sziirésének az altalanosan hasznalt
ELISA moddszernél hatékonyabb és specifikusabb maddja, mellyel almafaink a kdtelezéen tesz-
telendd virusok jelenlétére vizsgalhatéak. A PCR termékek bazissorrendjének osszehasonlita-
sa lehetdvé tette a vizsgalt virusok kiillonbozo torzseinek elemzését is.

Tovabbi terveimben szerepel, hogy az alma mintikbol kisRNS-konyvtarakat készitsek. Uj
generacios szekvenalassal (Next Generation Sequencing - NGS) szeretném feldolgozni ezeket
a konyvtarakat, melyekben a névényi gazda-RNS-en Kiviil az esetleges korokozok RNS-ei is
megtalalhatok. Ez a modszer lehetéséget ad akar 0j, eddig ismeretlen virusok megtalalasara,

elemzésére.
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V. Summary

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

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

My work started with the optimization of an RNA extraction method for apple. The ex-
tracted RNA was used to synthetize cDNA using reverse transcription. Quality of cDNA was
tested by PCR reaction made with apple specific actin primers. To detect apple viruses pri-
mers were designed based on the comparison of virus sequences present in NCBI database.
Optimum anelling temperature of virus primers were determined by gradient PCR test, primer
pairs were tested both individually and in combinations. Becaming evident that duplex PCR is
a suitable method to detect apple viruses | used it on my samples for diagnostic evaluation.
PCR products synthetized from different samples were purified and their sequence was de-
termined. Alignments of virus sequences from different samples were investigated by Clustal
Omega program to reveal their lineage relationship.

According to our results duplex-PCR is an appropriate virus diagnostic method —more ef-
ficient and more specific than ELISA, and suitable for testing our apple trees for the presence
of known viruses. The generated PCR product can serve as a base for analysis of different
strains of examined viruses.

In the future | would like to prepare siRNA-libraries from apple samples, where RNAs not
only from the host plant but also from pathogens are present. New generation sequencing
(with Illumina platform) of siRNA-libraries and their evaluations give us a possibility to iden-
tify total viral pathogens from our samples, and even to find and analyse new, unknown virus-
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