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Osszefoglalas

A gylimoélesfakat fert6z6 virusok igen fontos szerepet jatszanak a kajszi megbetegitésében. Az
egyre gyakrabban hasznalt metagenomikai modszerek az ismert és karantén korokozokon kiviil
olyan virusok kimutatasat is lehetdvé teszik, melyek jelenléte az adott fajon, vagy adott
orszagban eddig nem volt ismert. Munkacsoportunk egy ilyen metagenomikai modszerrel, a kis
RNS-ek tjgeneracios szekvenalasaval irta le a Little Cherry Virus 1 (LChV-1) és a Cherry Virus
A (CVA) virusokat kajszin, hazdnkban. Az igy kapott eredményeiket RT-PCR-rel, a CVA
esetében Northern blotttal is igazoltuk. A virusdarabok klonozasa és Sanger szekvenalasa utan a
hazai variansok filogenetikai rokonsagi viszonyait, valamint a virus magyarorszagi elterjedését is

megallapitottuk.
Kulcsszavak: NGS, kajszi, LChV-1, CVA, virusdiagnosztika
Abstract
Orchards can be affected by viral infections, which may have an important role to cause
diseases on apricot. With new metagenomic approaches we can prove the presence of all viruses
present in the investigated plant, including the ones not described on a particular host, or country

yet. Our workgroup has demonstrated the presence of Little Cherry Virus 1 (LChV-1) and Cherry
Virus A (CVA) from Hungarian apricot trees with the use of Next-Generation Sequencing (NGS)
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of small RNAs. Our results were confirmed by RT-PCR, and by Northern blot in the case of
CVA. After cloning and Sanger sequencing of viral fragments we investigated their phylogenetic

relationships and we determined the spreading of these viruses at different part of Hungary.

Keywords: NGS, apricot, LChV-1, CVA, virus diagnostics

Bevezetés

Csonthéjas iiltetvényeink szamos patogén, koztiik virusok fert6zésének vannak kitéve. A
virusfertézés soran megjelend tlinetek kovetkezményeként csokkenhet a termés mennyisége,
romolhat a minésége. A virusok ellen nem 4all rendelkezésiinkre megfeleld novényvédelmi
technoldgia, az egyetlen védekezési mod a megelézés, ami az Oket terjesztd vektorok elleni
védekezésre és a vegetativan szaporitott gylimdlcsfak esetében, a virusmentes szaporitdoanyag
haszndlatdra korlatozodik. Ebbdl kifolydlag az iiltetvény telepitésekor hasznalt szaporitdanyag
virusdiagnosztikdja kiemelkedden fontos szereppel bir. A virusdiagnosztikat hagyomanyosan
ELISA ¢és PCR vizsgalatokkal, valamint biotesztekkel végzik. Ezek a vizsgalatok alkalmasak az
adott korokozo kimutatasara, amennyiben rendelkezésiinkre all a virus kopenyfehérjét felismerd
antitest, vagy a virus specifikus primerek tervezéséhez a virus 6rokitd anyaganak szekvencidja.

A metagenomikai modszerek hasznélata ezzel ellentétben nemcsak egy adott, hanem az
Osszes, jelenlevd virus kimutatasara alkalmas. Ilyen metagenomikai modszer a vizsgalt minta
total RNS-ének, vagy a fert6zés soran keletkezett virus specifikus kis RNS-einek ujgeneracios
szekvenalasa, melyekkel uj, illetve az adott orszagban, vagy adott gazdandvényen még nem
azonositott virusok jelenlétének igazolasa is lehetséges (Barba és mtsai, 2013; Czotter és mtsai,
2016).

Vizsgalataink soran Erdr8l gytjtott kajszi mintakon végeztiink virusdiagnosztikai felmérést
kisRNS-ek Gjgeneracios szekvenaldsaval, majd az igy azonositott Cseresznye A virus (Cherry
virus A — CVA) és a Cseresznye aprogyiimolcsiiség virus 1 (Little cherry virus 1 — LChV1)
jelenlétét vizsgaltuk RT-PCR-rel a NAIK GYKI Ceglédi és Ujfehértéi telephelyén.

Anyag és modszer
Kisérleteinkhez 2014, 2016, 2017-ben  gy(jtdttiink  levélmintdkat a  NAIK

Gylimolestermesztési  Kutatointézet érdi, ceglédi és ujfehértdi izolator hazaiban nevelt

gylimolesfakrol. Egy farol négy levelet szedtink (a négy égtijnak megfeleléen, az agak
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kozepérdl) és a felhasznalasig -70 °C-on taroltuk. Az igy begy(jtott mintakbol 150 mg-ot
hasznaltunk fel RNS kivonashoz, melyet Gambino optimalizalt moédszerével végeztiink
(Gambino és mtsai, 2008).

A kivonatokbol RNS keverékeket, ,,poolokat™ allitottunk el6. Az igy kapott RNS keverékbdl
az Illumina TrueSeq Small RNA kit-jének altalunk modositott protokollja alapjan kisRNS
konyvtarat készitettiink, majd a kisRNS konyvtarakat Illumina platformon szekvenaltattuk. A
bioinformatikai elemzések utan, a kapott eredményeket virus specifikus RT-PCR-rel igazoltuk
vissza. Ehhez az adott RNS keverékrdl reverz transzkripcioval cDNS-t szintetizaltunk a Thermo
Scientific RevertAid First Strand cDNA Synthesis kit segitségével. Az RT-PCR-hez a Thermo
Scientific Phire Green Hot Start I DNS polimerazat, a Cherry virus A tesztelésére a mozgasi
fehérje, mig a Little cherry virus 1 esetében a HSP70 hdsokkfehérje, illetve a kopenyfehérje
génekre tervezett inditészekvencidkat hasznaltuk. Az amplifikalt termékeket 1,2%-os agardz
gélen elektroforézissel valasztottuk el. Azokat a poolokat, melyekben a keresett virust
detektaltuk, fajta poolokra bontva vizsgaltuk tovabb RT-PCR-rel a New England Biolabs Q5
polimerazat hasznalva. Az igy amplifikalt termékek szekvencidjat pJET vektorba valé klonozas
utan hagyomanyos Sanger szekvenalassal hataroztattuk meg. A filogenetikai elemzésekhez a
MEGAG6 program Maximum Likelihood algoritmusat hasznaltuk. A virusok Northern Blottal
valé kimutatdsdhoz 2 pg RNS-t valasztottunk el agaréz gélen. Nitrocellul6z membranra blottolas

utan radioaktivan jeldlt virusspecifikus probaval hibridizaltuk.

Eredmények

Az Erdrél gytijtott kajszi levélmintaink 0j generacios szekvenaldsa sorén taldlatot kaptunk a
CVA és a LChV-1 virusokra. A CVA jelenlétét igazoltuk izolatorhazbol és torzsiiltetvénybol
szarmaz6 Pannénia kajszibol, a LChV-1 virust pedig torzsiiltetvényben talalhaté Magyar
kajszibdl mutattuk ki.
amplifikalt darabjanak szekvencidjat a GenBank adatbazisaban talalhaté szekvencidkhoz
hasonlitva megallapithatjuk, hogy a hazai izolatumot a nem cseresznye gazdandvényrdl izolalt
CVA szekvencidk kozé tudjuk besorolni. A CVA jelenlétét nemcsak RT-PCR-rel, hanem

Northern blottal is sikeriilt visszaigazolnunk.
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1. abra. CVA virusra specifikus radioaktiv probaval visszaigazoltuk a CVA virus
jelenlétét az Erdrdl gyiijtott Pannonia kajszi izoldtohazban (i) és torzsiiltetvényen (t)

nevelt egyedében is

A LChV1-et kajszi gazdarol el6szor 2017 tavaszan Csehorszagban irtak le, kutatocsoportunk
ezzel egyidejlileg azonositotta. A Magyar kajszi mintdban azonositott LChV-1 virus
az NCBI GenBank adatbazisaval, amely alapjan a hazai izolatum az olasz japanszilvarol izolalt
LChV-1 szekvenciaval (EU716000.1) mutatott legnagyobb hasonldsagot. Mivel ezen virusok
jelenléte hazankban, a LChV1 jelenléte pedig kajszin eddig ismeretlen volt, meg szerettiik volna
vizsgalni, hogy vajon jelenlétiik elszigetelt, vagy esetleg az orszag mas tajain is eléfordulnak-e?
A kérdés megvélaszolasahoz tovabbi kajszi levélmintikat gyiijtdttink Erdrél, Ceglédrél és
Ujfehértorol. A mintazott fak virusfertézottségét a levélmintikbol izolalt RNS-ek RT-PCR
vizsgalataval allapitottuk meg.

A CVA fert6zbttség elterjedésének vizsgalatakor az Erdrél szarmazo kajszikon tiz poolbol hat
esetében tapasztaltunk CVA fertdzottséget. A virus mind az izolatorhazban, mind az 1j és oreg
torzsiiltetvényen jelen volt. Az Gjfehértdi és ceglédi izolator hazak fait vizsgalva tiz poolbol négy
esetben talaltunk CVA fert6zottséget.

A LChV-1 kajszibarackon vald elterjedésének vizsgalata soran az Ujfehértoi és Ceglédi
izolator hazakbol gylijtott poolozott mintak koziil tizbdl két esetben mutattuk ki a virust. A
LChV-1-et tartalmaz6 poolok tovabbi vizsgalata sordn a Ceglédi kedves, Ceglédi gombolyil és
Ceglédi zamatos fajtakon tapasztaltunk LChV-1 fert6zést. Az érdi kajszibarackok LChV-1

tesztelése soran csak a régi torzsiiltetvényrdl gytijtott mintakbol sikeriilt igazolnunk a virus
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jelenlétét, az izolatorhazban az 1j torzsiiltetvényen és a termdiiltetvényen ez a virus nem volt

kimutathato. A régi torzsiiltetvényen a Gonci magyar fajtanal talaltunk LChV-1 fertézést.

Megvitatas

Csoportunk ujgeneracios szekvenalassal végzett virusdiagnosztikai eredményei alapjan
els6ként azonositottuk a CVA és a LChV-1 virusok jelenlétét Magyarorszagon.

A LChV-1 virus kajszibarackr6l valé diagnosztizalasa nagy jelentdséggel bir, ugyanis
gazdandvényének eddig a meggyet és a cseresznyét tekintették, a LChV-1 fert6zést
kajszibarackrol csak egy Csehorszagbol szarmazo publikacié igazolja (Safatové és mtsai, 2017).
A virus régota fertézhet kajszi fakat, azonban ez a virus nem szerepelt a kdtelezéen szlirendd
karantén korokozok kozott, igy jelenléte kajszin idaig rejtve maradt.

A kajszibol izolalt, klonozott CVA mozgasi fehérje szekvenciajanak filogenetikai vizsgélata
soran azt tapasztaltuk, hogy a nem cseresznye gazdandvényt fert6z6 csoport tagjaihoz hasonlit
legjobban. A CVA esetében mar izolatorhal6 alatt 1év6 kajszikbdl is kimutattuk a virus jelenlétét
(Erden, Cegléden és Ujfehérton is), ami felveti annak a lehetdségét, hogy a CVA fertdzés a
szaporitdanyag kozvetitésével tortént. Mivel a virus jelenlétét egy kiindulasi anyagként szolgalo
in vitro kultiraban is igazoltuk, a tovdbbiakban mindenképpen szeretnénk megvalaszolni azt a
kérdést, hogy vajon a PPV-re jol miikodo virusmentesitési protokollok hatékonyak-e a CVA
eliminalasara, vagy a CVA mentesitésre egy ett6l eltér6, 0j virusmentesitési protokoll
kidolgozasa sziikséges?

A LChV-1 virus elterjedésének vizsgalata soran, Erden csak a régi torzsiiltetvényben tudtuk a
virus jelenlétét kimutatni, Cegléden viszont az izolatorhald alatti fakbol is. Mig Erden azt
feltételezziik, hogy a fertdzés szabadfoldon, vektorok kozvetitésével mehetett végbe, Cegléden
ennek megéllapitdsa tovabbi vizsgéalatokat igényel. A CVA és a LChV1 els6dleges gazdai a
meggy ¢és cseresznyefak. Mivel mind az érdi, és az ujfehértdi kajszi gylijtemények kozelében
cseresznye és meggy iltetvények talalhatok, felmeriil annak a lehet6sége, hogy a virus ezen
fakrol jutott a kajszikra virusvektorok kozvetitésével. Ennek a hipotézisnek a vizsgalatara a
cseresznye ¢s meggy liltetvények, illetve génbank vizsgalatat kezdtiik el, hogy megallapithassuk,
vajon a CVA és a LChV1 jelen van-e ezeken az iiltetvényeken. A molekularis vizsgalatok
eredményeinek elemzését kovetden pontosabb képet kapunk a CVA és a LChV-1 elterjedésérol.
CVA ¢és LChVI1 fert6zott fak virusmentesitési protokolljainak optimalizalasaval pedig azt

reméljiik, hogy a sikeriil jelenlétiiket visszaszoritani és a tovabbi elterjedésiiket megakadalyozni.
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