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Roviditések jegyzéke

DNS dezoxi-ribonukleinsav

RNS ribonukleinsav

PCR polimeraz lancreakci6 (polymerase chain reaction)

RNSi RNS interferencia

siRNS kis interferaldo RNS

RT-PCR reverz transzkripcios PCR

qPCR valos idejii PCR

HTS nagy ateresztOképességli szekvenalas

RpRSV malna gylriisfoltossag virus (raspberry ringspot virus)
ArMV Arabis mozaik virus (Arabis mosaic virus)

RMD malna mozaikos megbetegedése (Raspberry Mosaic Disease)
RBDV malna bokros torpiilés virus (raspberry bushy dwarf virus)
BRNV fekete mélna nekrdzis virus (black raspberry necrosis virus)
CMV uborka mozaik virus (cucumber mosaic virus)

RLMV malna levéltarkulas virus (raspberry leaf mottle virus)
RVCV malna érklordzis virus (raspberry vein chlorosis virus)

RYS malna sarga foltosodas (raspberry yellow spot)

RYNV Rubus sarga érhaldsodas virus (Rubus yellow net virus)
RVCV malna érklordzis virus (raspberry vein chlorosis virus)
CLRV cseresznye levélsodrodas virus (cherry leaf roll virus)
SLRV szamoca latens gylriisfoltossag virus (strawberry latent ringspot virus)
TBRV paradicsom fekete gytiriis virus (tomato black ring virus)
APMV alma mozaik virus (apple mosaic virus)

ORF nyitott leolvasasi keret

RCA Rolling circle amplification

SYLSV Spiraea yellow leafspot virus

NCBI National Center for Biotechnology Information

dNTP deoxy-nukleotid trifoszfat



Bevezetés
Novényi virusok

A viroldgia mérfoldkdve a dohdnymozaikvirus felfedezése volt 1892-ben, ugyanis ez volt az
elsé olyan kérokozo, amelyet elkiilonitettek a baktériumoktol €s késObb a virus nevet adtak
neki [1, 2]. Annak ellenére, hogy jelenlétiik ismert és az Ujonnan megjelend ndvényi
megbetegedéseknek kozel felét virusok okozzak igen keveset tudunk diverzitasukrol, 6kologiai
szereplikr6l. A virusok elterjedését rdadasul a mezOgazdasagi tevékenységek is
befolyésolhatjak [3]. Ez napjainkban jelentds kérdés, hiszen a szarazfoldi teriiletek kozel
harmadén mezbégazdasagi iiltetvényeket, vagy lltetett legeloket taldlunk és ez varhatéan még
inkabb boviilni fog, ahogy a human populacié ndvekszik [4]. A vadon €16 ndvényekbdl virusok
keriilhetnek a termesztett novényekbe, de akar forditva is torténhet ez az aramlas és a vadon
¢l novényeket is fertdzhetik az odahurcolt ndvényi virusok. A kutatdsok foként a virusok
termesztett novényekben betoltott szerepérdl szolnak, azonban miikodésiik, terjedésiik
megértését jelentdsen korlatozzak hianyos ismereteink a virusfajok vadon €16 ndvényi
kozosségekben valo eléfordulasarol. Mivel altalaban a tiineteket okozd virusokat irtdk le és
kutattdk a haszonndvényekben is, igy a tlinetmentes korokozokrol még kevesebbet lehet tudni.
Ezek megismerése azért is fontos, mert bizonyos virusok egyes ndvényekben képesek tiineteket

eldidézni, mig mas gazdafajokban nem [5].

Manapsag 15037 referencia virusgenom taldlhatdo meg az NCBI (National Center for
Biotechnology Information) adatbazisaban, ezek koziil 1821 fertdzi a szarazfoldi novényeket
(Embryophyta klad) [6]. Ez a szam folyamatosan ndvekszik a metagenomikai kutatdsoknak
hala. A virusok a termesztett novényekre igen nagy veszElyt jelenthetnek, a mezégazdasagban
bekovetkezd gazdasagi veszteségek 10-15%-at okozhatjdk [7]. A ndvényi virusok tobbféle
uton is bejuthatnak a sejtekbe. Terjedhetnek mechanikai sériiléssel, rovar, vagy fonalféreg
vektorok segitségével, illetve akar novényparazita gombak révén is [8]. A gazdasejtbe keriilés
utdn megtorténik a virusgenom transzlacidja, replikécidja, majd az utddrészecskék
Osszeallitasa, véglil pedig a gazdaszervezet invazidja a virusrészecskék, vagy a
ribonukleoprotein komplexek sejtkozotti mozgasa révén. Ez utdn kiilonb6zd vektorokkal
keriilhet at 0j gazdaszervezetbe a virus, vagy bizonyos estekben a gazdandvény kovetkezo

generacigjat is fertdzheti a magon keresztiil [9].



RNS interferencia

A novények fo védekezési mechanizmusa a virusok ellen az RNS interferencia (RNSi). Ez az
eukariotadk kozott széles korben elterjedt szabalyozasi mechanizmus, mely sordn a ndvény
felismeri az idegen RNS-eket ¢és azokat szekvenciaspecifikusan lebontja, vagy meggatolja
transzlaciojukat a sejtekben [10]. A géncsendesités igen valtozatos, torténhet
poszttranszkripcionalisan a célzott mRNS degradaciojaval, vagy a transzlacio
szekvenciaspecifikus gatlasaval. Ezen kiviil beszélhetlink transzkripcios géncsendesitésrdl is,
mely a hisztonfehérjék metilaciojat jelenti, igy a célgének atirddasanak gatlasa révén valosul
meg [11, 12]. A géncsendesités folyamatat a duplaszala RNS molekulak jelenléte inditja el,
melyek a virus replikdcioja soran keletkeznek. Ezeket a citoplazmdban jelen levd Dicer
enzimek hasitjak kis interferadlo RNS-ekre (siRNS), melyek 21-24 nukleotid hossziak. A
siRNS-ek egyik szala egy RNS indukalt ribonukleoprotein komplexbe, a RISC-be kotodik. A
RISC katalizdlja a célzott RNS hasitdsit az RNS interferencia soran. A RISC egyik
legfontosabb tagja az Argonaute fehérje, mely endonukleotikusan hasitja a siRNS-sel
[11, 13, 14]. Ezt a mechanizmust felerdsiti, hogy az igy létrehozott SRNS-ekbdl RNS-fliggd
RNS-polimerazok duplaszalua RNS-t hoznak Iétre, melyeket Gjabb Dicer enzimek hasitanak és
ujbol bekeriilnek az RNS csendesités folyamatdba [14]. A géncsendesités a korokozora
specifikus immunmechanizmusokat indukal, igy ezt a folyamatot a ndvényi adaptiv

immunitashoz soroljak [15].

A novényi védekezés elkeriilése érdekében a virusok is kifejlesztettek kiilonbozd
mechanizmusokat. Ilyenek az RNS interferenciat gatlo viralis szupresszorok (VSR), melyek
rendkiviil sokfélék és az RNSi Gtvonal tobbféle effektoranak aktivitasat képesek gatolni mint
példaul a virus RNS felismerését, hasitasat, vagy a RISC Gsszeszerelddését, vagy az RNS

amplifikaciot [16].

Novényi virusdiagnosztika

A virusokat a baktériumokkal, vagy a gombakkal ellentétben nem lehetséges eltavolitani
kiilonb6zé novényvédd szerekkel. Esetiikben a kiilonbozd virusvektorok elleni védekezés,
valamint a virusok detektalasa a legfontosabb, hogy létre lehessen hozni virusmentes
szaporitdéanyagot ¢és el lehessen tavolitani a fert6zott egyedeket. Szamos diagnosztikai modszer

rendelkezésiinkre all mar a virusok kimutatasahoz. [17—-19].



A legegyszeriibb diagnosztikai mddszer a tiineteken alapul6 vizsgalat, mely a beteg névény
szemrevételezésével torténik. Ez azonban az esetek tobbségében nem egyértelmii, hiszen a
virustorzs, a gazdandvény faja, vagy fajtdja, és a kornyezet is jelentésen befolyasolhatja a
tiineteket. Ezen kiviil virusszeri tiinetek is megjelenhetnek a novényeken kedvezotlen iddjarasi
koriilményekre, szennyezddések, peszticidek, €s nem virusos korokozok altali fert6zések
hatasara is. Bizonyos virusok, vagy a virusok nyugvé formai pedig nem feltétlen okoznak
lathaté tiinetet. Ezen kiviil kiilonb6zd virusok okozhatnak hasonld tiineteket. Tehat ez a
modszer az esetek tobbségében nem elegendd, azonban fontos kiegészitd informacidkat

nyerhetlink vele a diagnosztizalashoz [17].

Az egyik gyakran hasznalt médszer a virusok mechanikai, vagy vektoroktranszmisszioval vald
fertdzése kiillonbozd fogékony indikatorndvényekre. Ez rendkiviil iddigényes moddszer és
szamos nehézség adodik ebben az esetben is a virusok felismerésénél, hiszen szintén a

tiineteken alapul a diagnosztika [17].

Elektronmikroszkdp segitségével a virusrészecskék lathatova tehetdek, morfologidjukat lehet
meghatarozni, ami alapjan szintén sok virust el lehet kiiloniteni egymastol. Ennek a
modszernek hatranya, hogy az alacsony koncentracioban jelenlévé virusok nehezen
megtalalhatoak és igen koltséges, munkaigényes modszer, amely nagy gyakorlati tapasztalatot

igényel [17].

A szerologia modszerek, mint az ELISA tesztek, specifikus, allati antitesteket hasznalnak fel a
korokozo antigénjére reagaltatva. Ezeket a modszereket rutin diagnosztikai eljarasként
alkalmazzak. A fert6zés mértékére az ELISA reakcio soran kialakuld szinreakcié intenzitasa,
az optikai siirisége alapjan lehet kdvetkeztetni. Eldnye, hogy érzékeny modszer és egyszerre
sok minta vizsgalhatdé vele, valamint kis mennyiségli antitest elegendd hozza és félig
automatizalhat6 az eljaras. Hatranyai k6z¢ tartozik azonban, hogy rendelkezniink kell az adott
virus fehérjéjét felismerd ellenanyaggal. Ezen kiviil el6fordulhat hamis pozitiv eredmény is a
nem specifikus reakcidk, vagy keresztreaktivitas eredményeképp €és kozel rokon virusok nem

kiilonithetoek el hasznalataval [18].

Az utdbbi években azonban egyre inkdbb a nukleinsavak kimutatdsan alapuld molekularis
moddszerek keriilnek elétérbe. Ilyenek a kiilonbozd PCR-en alapuld technikdk. Az ilyen
modszerek esetén a kiilonb6zd virusszekvencidra specifikus primerek segitségével el lehet
kiiloniteni a rokon virusokat is, valamint reverz-transzkripcios PCR (RT-PCR) segitségével az

RNS virusok is kimutathatdéak. Multiplex PCR segitségével egyszerre tobb RNS-t, vagy DNS-



t is ki lehet mutatni egyetlen reakcio sordn, nested PCR-rel, vagy kooperativ amplifikacioval
(co-operational PCR) pedig a nagyon alacsony koncentraciéban jelen levo virus is kimutathato.
Ez utébbi moédszerek 1ényege, hogy egy cél RNS vagy DNS szakaszbol két primer par
segitségével két kiillonb6zé hosszisaghh  fragmentumot amplifikalhatunk, melyek
szekvenciajukban atfednek egymassal, igy a PCR reakcioban tobb templat keletkezik, melyrdl
atirodhat a kivant termék. A valos idejii PCR (qPCR) segitségével jelentdsen redukalhatjuk a
detektalasra szant iddt, és a viruskoncentraciot is meghatarozhatjuk, az izotermalis
amplifikacidos modszerekkel pedig nem sziikséges a PCR reakcidk esetében hasznalt harom

kiilonbozoé homérséklet alkalmazasa sem a DNS sokszorozasa soran [18, 20].

A legtobb adatot egy novényi viromrdl nagy ateresztoképességli szekvendlas (HTS)
segitségével nyerhetjiik. Ez a technoldgia tobb minta egyiittes vizsgalatat is lehetdvé teszi,
melyekbdl minden jelenlévd korokozd kimutathatod. ezen kiviil jelentdsen lecsokkenti a
detektalas idejét, mivel tobb millid nukleotid szekvenciat kapunk rovid idén beliil, és 1) virusok
kimutatasa is lehetséges altala. A HTS soran kapott hatalmas mennyiségli adat elemzéséhez
azonban bioinformatikai mddszerekre van sziikség. Kiilonboz6 nukleinsav templatokkal
torténhet a szekvenalas, ki lehet mutatni mind a siRNS-eket, mind a mintaban talalhato dsszes
RNS-t, dupla szala RNS-t, vagy virusszeri részecskét (VLP). A leginkébb koltséghatékony
eljaras a jelenlegi HTS technoldgidk koziil az Illumina szekvenalas, melynél optikai
detektalassal torténik a beépitett bazisok azonositasa. Ezzel a szekvenalo eljarassal érhetjiik el
a legkisebb hibaaranyt. Azonban a HTS 6nmagaban még nem ad elegendd bizonyossagot egy
virus jelenlétérdl. Nincs egységes megegyezés arrdl, hogy hany, az adott virusgenomra
illeszkedd szekvencia sziikséges egy novény fertdzottnek nyilvanitasahoz , igy mindenképpen

sziikséges a talalt korokozo jelenlétének egy fliggetlen modszerrel valo kimutatasa is [19, 21].



Rubus fajok ¢€s virusaik

1. abra Véros malna (Rubus idaeus)

A termesztett malnadk (Rubus idaeus, R. occidentalis) a roézsafélék (Rosaceae) csaladjanak
Rubus nemzetségébe tartozd ndvények. A Rubus genus 15 alnemzetségbdl all, koziilik a
malnak az Idaeobatusba tartoznak. JellemzOen kisebb és kevésbé erdteljes ndvények, mint
kozeli rokonuk a szeder (Rubus fruticosus), és a szarukon tiiskék talalhatoak. A Rubus fajokat
jellemzden vegetativ ton szaporitjak, igy fokozottan kitettek virusfert6zéseknek mind a

szaporitas, mind a fejlédés, mind pedig a termésképzés idészakéaban [22].

Gazdasagilag is igen jelentds ndvény a malna, 2018-ban a globalis termelése meghaladta a
820 000 tonnat, amelyet 125 000 hektaron termesztettek [23]. Egy 2020-ban készitett felmérés
szerint vilagpiaci szinten malnatermesztésben a vezetd orszdgok Oroszorszag, Mexiko és
harmadikként Szerbia. Ez a hdrom orszag termeli a vilag teljes malnatermésének kozel 50%-at
[24]. A vOros malna (Rubus idaeus) kereskedelmi céli nemesitése koriilbeliil 200 évvel ezel6tt
kezd6dodott és a jelenlegi fajtak tobbsége ugyanazzal a csiraplazmaval rendelkezik, amely az
1800-as évek veégére €s az 1900-as évek elejére nyulik vissza. Tehat a Rubus fajok miivelésbe
vonasa a genetikai diverzitds csokkenését okozta és a modern fajtdk genetikailag nagyon
hasonloak egymaéshoz [23]. Az 1980-as években Magyarorszag is az egyik legjelentésebb
malnatermesztd volt, azonban azota a termdteriilet mérete és a termelt mennyiség is jelentésen
csokkent. Az 1990-ben még 7000 hektarnyi malnatermesztd teriilet 2014-re mindossze 500
hektarra csokkent, és az éves termelés egy- haromezer tonna koriil mozog. Ennek oka tobbek
kozott, hogy a gyiimdlesfajok koziil szinte a legmagasabb az egy hektarra jutd termelési

koltsége [25].

A 2000-es évek eldtt teljes, vagy részleges molekularis adatok a Rubus fajokat fertézo

virusokrol egyediil a fonalférgek altal terjesztett betegségekrdl voltak, mint példaul a malna
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gytirtisfoltossag virus (raspberry ringspot virus — RpRSV) vagy az Arabis mozaik virus (Arabis
mosaic virus — ArMV). Azonban az ijabb diagnosztikai modszerek mint a HTS térnyerésével
lehetévé valt sok korokozo kimutatasa €s szekvencidjanak megismerése. Ugyanakkor sok virus
esetében csupan néhany izolatumot vizsgaltak, igy ezen virusok sokféleségérdl igen
korlatozottak az ismereteink €s a diagnosztizalasukhoz hasznalt mdédszerek megbizhatosaga

sem tudott [26].

A malna megbetegedéseit foként a kiilonbozo viruskomplexek okozzak. Ilyen példaul a malna
mozaikos megbetegedése (Raspberry Mosaic Disease - RMD), amelyet kiilonb6z6, az
Amphorophora nemzetségbe tartozo levéltetvek altal terjesztett virusok eredményeznek. A
tiinetek a jelenlévd virusoktol és a novénykultaratol is fliggenek. A legstlyosabb tiineteket
fekete malnan (Rubus occidentalis) tapasztaltak, ahol jelentds terméscsdkkenéshez is vezethet
a fertdzés. Voroés malnan kevésbé stilyos megbetegedést okoz, a vadon termd és termesztett
szeder novényeknél pedig gyakran tlinetmentes, habar a terméshozam és a gyiimdlcsok
mindségének csokkenéséhez vezethet. Ha a ndvény emellett malna bokros torpiilés virussal
(raspberry bushy dwarf virus - RBDV) is fert6zott, akkor stlyos tiineteket is mutathat, mint
példaul klorozist €s fiirtelhullast. Egyéb Rubus fajok is lehetnek ezen virusok rezervoarjai, de

egyeldre nem ismert a hatasuk mas gazdandvényekre [26].

Ahhoz, hogy egy malna ndvényt vegetativ ton tovabb szaporitsanak komoly tanusitasi
rendszeren kell végigmennie, hogy a fajtajahoz hil, és virusoktol, valamint egyéb betegségektdl
mentes szaporitdanyagnak mindsitsék. Eldszor is ki kell véalasztani a fajtabol a megfeleld
egyedet vizualis szemrevételezés alapjan, majd egy magallomany létrehozasédhoz a novényeket
tesztelik. A virusmentesités soran hokezelésnek, vagy merisztéma tenyésztésnek vetik ala a
novényeket és ezutan, ha bizonyitottan mentesek a legfontosabb virusoktol, akkor
hasznalhatoak torzsiiltetvény alapitdsdhoz. Az igy létrehozott {iltetvényt ezutin olyan
koriilmények kozott tartjak fenn, hogy csekély legyen a fertdzddés esélye kiillonbozo
levegdben, vagy talajban terjedé vektorok altal. Ehhez minden ndvényt kiilon cserepekben,
sterilizalt termdkdzegben, szigoru ellendrzés alatt tartanak, hogy levéltetvek, gombak mint
példaul a koronagomba (Agrobacterium tumefaciens), a levélgomba (Rhodococcus fascians),
¢s a lisztharmat (Peronospora rubi), valamint egyéb rovar kérokozok mint a malnavesszo-
szunyog (Resseliella theobald) ne fertdzhesse meg a ndvényeket. A malnak allapotat
rendszeres szemrevételezéssel ellendrzik. Ezen kiviil minden ndvényt egyenként tesztelnek a
kovetkezd korokozok jelenlétére: ArMV, RpRSV, RBDV, fekete mélna nekrozis virus (black

raspberry necrosis virus- BRNV), uborka mozaik virus (cucumber mosaic virus - CMV), malna

10



levéltarkuléds (raspberry leaf mottle virus - RLMV), mélna érklordzis virus (raspberry vein
chlorosis virus - RVCV), malna sarga foltosodas (raspberry yellow spot - RYS), Rubus sarga
¢rhalosodas virus (Rubus yellow net virus — RYNV), malna érklor6zis virus (raspberry vein
chlorosis virus - RVCYV), cseresznye levélsodrodas virus (cherry leaf roll virus - CLRV),
szamoca latens gyuriisfoltossag virus (strawberry latent ringspot virus - SLRV), paradicsom
fekete gytirlis virus (tomato black ring virus - TBRV ), alma mozaik virus (apple mosaic virus
- APMV), Sphaerulina rubi és a kiillonb6zé Rubus fajokat fertdzo fitoplazmak. Minden olyan
ndvényt, amely a diagnosztikai tesztek alapjan negativ volt az eléz6leg emlitett koérokozokra
athelyeznek egy hasonld koriilményeket biztositdo, de elszepardlt helységbe. A
szaporitdanyagbdl vett dugvanyokat szintén a fertdzéseket minimalizal6 koriilmények kozott

nevelik, hogy certifikalt novényeket hozhassanak 1étre beldliik [27].

A korokozok kimutatasat tobb modszer kombindlasaval szoktdk végezni. Illyen a mechanikus
atoltas lagyszart indikator ndvényre, vagy oltds fas szart indikatorokra, és a tiinetek vizudlis
megfigyelése. A specifikus virusokat molekuldris vagy szeroldgiai tesztekkel azonositjak,

melyeket altalaban a lagyszara indikatorok kivonatain végeznek el [27].

Badnavirusok

2. dbra Badnavirus felépitése [28]

A ndvényi pararetrovirusok koz¢, a Caulimoviridae csalddba tizenegy nemzetség tartozik. Ezek
két kiilonb6z6 virion morfoldgiaval rendelkeznek. A Caulimovirus, Soymovirus, Solendovirus,
Cavemovirus, Petuvirus, Rosadnavirus és Vaccinivirus nemzetségbe tartozo fajok jellemzden

50 nm-es izometrikus (ikozaéderes), mig a Badnavirus és Tungrovirus genus tagjai bacilliform
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(120-150 x 30 nm) részecskékkel rendelkeznek, amelyek kopenyfehérjét és kettds szalt DNS-
t tartalmaznak (2. abra). A részecskéket nem veszi koriil membran. Replikacidjuk a
retrovirusokhoz hasonléan RNS intermedieren keresztiil torténik. A természetben altalaban
rovarvektorok terjesztik ezen virusokat, a Caulimovirusokat altalaban levéltetvek, mig a

Badnavirusokat jellemzden lisztbogarak [29-31].

A Badnavirusok koz¢ jelenleg 69 virus tartozik [32]. Ezen virusokkal fertdzott novények egyik
fo tiinete, hogy klorotikus elvaltozasok jelennek meg a névényi részeken. Jellemzd tovabba
ezekre a virusokra, hogy cirkularis, kettds szala DNS-iik a replikacidhoz szilikséges reverz
traszkriptazt is kodolja. Elsdsorban tropusi €s szubtropusi teriiletek ndvényeinek jellemzo
virusai, ahol komoly koérokozo6i néhany termesztett novénynek is mint példaul a banan (Musa
sp.), kakad (Theobroma cacao), citrustélék (Citrus sp.), cukornad (Saccharum officinarum),
fekete bors (Piper nigrum), taro (Colocasia esculenta), yam (Dioscorea sp.), azonban a

mérsékelt éghajlaton is eléfordulnak [9, 30].

A tipikus genomi strukturdjuk harom nyitott leolvasasi keretbdl (ORF) all, és az dsszes gént
ugyanazon a szalon, de nem folytonosan kodoljak. Az els6 ORF fajtol fliggden 399 és 927
bazispar hossziisagu, a masodik a legkisebb, 312 és 561 bazispar kozotti, miikodésiikrol pedig
nem tudunk sokat. A legtobb kutatds a harmadik ORF-re iranyul, amely hossza 5100 és 6000
bazispar kozott lehet és egy poliproteint kodol, amelybdl az aszparaginsav-protedz
posztranszlacios hasitasa révén négy, vagy ot termék keletkezik: mozgasi és burokfehérje,

aszparaginsav proteaz, RNaz H, valamint reverz transzkriptaz [30, 33].

A Badnavirusokra jellemzd, hogy amellett, hogy fert6z6képes, episzomalis formaban vannak
jelen a ndvényben, képesek inaktiv formaban, a genomba integralodni illegitim rekombinécio
révén [9, 34, 35]. Az endogén forma abiotikus stressz hatdsara képes ujra fertézoképes,
replikal6do formava alakulni [30]. Leggyakrabban azonban csupan kisebb szakaszok épiilnek
be a gazdafaj genomjdba, melyek nem okoznak betegséget, és szereplik lehet a
virusrezisztencidban is [36]. A nemzetség tagjai igen heterogének genetikailag és
szeroldgiailag, még ugyanazon faj egyedei is viszonylag alacsony nukleotid azonossaggal
rendelkeznek [37]. Ez a sokszinliség és az endogén forma lehetséges eléforduldsa jelentdsen

megnehezitik mind a szerologiai, mind pedig a nukleinsav-alapu kimutatasukat is [30].

Tehat a Badnavirusokat nem konnyii diagnosztizalni, hiszen nagyon kiilonbozd tlineteket
idézhetnek eld a gazdafajokon, melyek stilyossaga nagymértékben fligg abiotikus tényezoktol

is mint példaul a ndvény tdpanyagellatottsiga. Ezen kiviil sziik gazdaspektrummal
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rendelkeznek, igy az indikator ndvényekre vald atviteliik is nehézkes. Ezért tehat a tiinetek
vizualis vizsgalata nem elégséges a virusdiagnosztiahoz. Kimutatdsukra leggyakrabban PCR-
en alapuld modszereket szoktak alkalmazni, azonban ezek sem idedlisak, hiszen a legtobb
esetben nem lehetséges ilyen modon elkiiloniteni a virus endogén és episzomalis formajat. Az
eddigi ismereteink alapjan az egyik legjobb modszer az ilyen cirkulédris genommal rendelkez6
virusok kimutatasara a Rolling circle amplification (RCA), az in situ hibridizaci6, az RT-PCR

és az IC-PCR [30, 31, 38].

Rubus sarga érhalosodas virus

A RYNV a Caulimoviridae csaladba, a Badnavirusok kozé tartozik[39]. Kiilonb6z6 Rubus
fajokat képes fertdzni, melyeken a levélerezet elszinez6dését okozza. Ahogy a neve is utal ra
halézatszerli klor6zist okoz leveleken, ami miatt halvanyzold szinli lesz a névény €és néhany
levél lehet lefelé gorbiild, de sok esetben tiinetmentes marad a fertdzés [40]. A BRNV-vel, a
RLMV-vel ¢s a raspberry leaf blotch virus-sal (RLBV) egyilittesen fertdzve kialakithatja a

malna mozaikos megbetegedését. Ez az esetek tilnyomo részében mar kiilonbozo tiinetekkel
jar egytitt [41].

Eddig malnaban (Rubus idaeus) és a szederben (Rubus fruticosus) detektaltdk a jelenlétét
Eszak-Amerikdban és Europaban [42, 43]. A hibrid ndvényekben szintén eléfordul [23].
Eurdpaban a nagy malnatetii, Amphorophora idaei, Eszak-Amerikaban pedig az A. agathonica
terjeszti félig perzisztens modon [43]. Ezek a tetvek egyéb malnat fert6zd virust is terjesztenek

¢s 1gen gyakoriak [44].

A RYNYV esetében is bizonyitottak mar, hogy a legtobb Badnavirushoz hasonloan képes a
gazdagenomba integralddni [34]. Az endogén RYNV szekvenciak rendkiviil sokfélék lehetnek.
Akar szinte a teljes virusgenom szekvencidja, akar csupan kis szekvenciafragmentumként is
eléfordulhat a virus a névényi genomban. Thien Ho és munkatarsai kutatdsuk alapjan azt
feltételezik, hogy ezen endogén virusok hidnyos genomjuk miatt nem képesek reaktivalodni
[23]. Ez igen jelentds lehet a certifikdcid sordn hasznalt ndvényi virusdiagnosztika
szempontjabol, hiszen el kell kiiloniteni, hogy a RYNV-re pozitiv teszt egy fertdzésre képes,
vagy egy nem veszélyes endogén virust mutat ki. Egy kézelmultban végzett kutatas Glen Dee
malna fajtat tesztelte az eredeti, Jones és munkatarsai altal tervezett diagnosztikai primerekkel
(RYNIF ¢és RYNIR), majd tobb masik, részben altaluk tervezett primerrel [45]. Ez egy
kereskedelmi szempontbdl fontos malnafajta, melyet virustesztelt névényként tartanak fenn.

Azt talaltdk, hogy ezen malna genomjaban legalabb két, kiilonb6z6 RYNV eredetli beépiilt
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szekvencia van és ezeket az eredeti, a virus diagnosztikai kimutatdsara hasznalt primerekkel
nem lehet kimutatni. Ezen kiviil elkiilonitettek olyan primereket, amelyek segitségével meg
lehet kiilonboztetni az integralt és a funkcionalis, fert6z0 virusgenomot [45] (fert6zd virust

kimutat6 primerek: RYNIF/RYNIR [43], epiBS-2604F/2715R[23]).

A RYNV részleges szekvencidjat eldszor a 2000-es évek elején deritették fel (GenBank:
AF468454). Vizsgalataikban a novényeken virusszerii tiinetek jelentkeztek, majd
elektronmikroszkop segitségével bacilliform alaki részecskéket figyeltek meg (3.4bra). A
virusgenom egy erdsen konzervalt részét degenerdlt Badnavirosokra specifikus primerek
segitségével szekvenaltak ¢és az eredményeik megerdsitették, hogy a RYNV Badnavirus [43].
Az els6 genom szekvencidt (RYNV-Ca, GenBank: KF241951) két PCR amplikonbol
illesztették 6ssze 2008-ban [46], majd 2015-ben vords malndbol szekvenaltdk RCA modszerrel
eldallitott DNS felhasznaldsaval [39]. Ezek utan tobb RYNV szekvenciat is publikéaltak mar
siRNS [33, 47] vagy teljes genom szekvenalas segitségével (MN245240).

3. abra "Baumforth's Seedling A" malnabol (epiRYNV-BS) szarmazo RYNV bacilliform részecskéi,
melyeket a Cukorndd bacilliform virus elleni ellenanyaggal kotottek meg és foszfotungsztinsavval
festettek [48].

Az egyik legalaposabban jellemzett RYNV varianst, Kanadaban a virusra jellemzd tiineteket
mutatd malna mintakbol szekvenaltak (kanadai (Ca) izolatum néven, GenBank azonosito:
KF241951.1), melynek genomja 7932 bazisparbdl all és hét feltételezett nyitott leolvasasi
keretet (ORF) tartalmazott, melyek koziil 6t a sense (pozitiv) szélon taldlhato. Az ORF1
szekvencidja egy potencidlisan 210 aminosavbol all6, 24 kDa-os, az ORF2 egy 17 kDa-os (153
aminosav) fehérjét kodol. Az ORF3 pedig egy 1971 aminosavbol felépiild, 210 kDa
molekulatomegii, nagy poliproteint kodol, ami a badnavirusok egyik jellemzdje, mig a

negyedik ORF egy 15 kDa-os (136 aminosav) fehérjét kodol. Az ORF4 atfed az ORF3 kodolo

crer
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¢s potencidlisan egy 152 aminosavbol allo, 17 kDa-os fehérjét kodol. Az ORF3 elemzésébdl
kideriilt, hogy a RYNYV igen hasonlit a Badnavirus nemzetség mas tagjaira, melyeknél az ORF3
mozgasfehérjét, kopenyfehérjét, aszparaginsav-proteazt, reverz transzkriptazt és ribonukleaz
H-t tartalmazé poliproteint kddol. Az antisense szdlon két 10 kDa-ndl nagyobb OFR-et
feltételeznek, az ORF 6 egy 145 aminosavbodl allo 16,2 kDa-os, mig az ORF7 egy 143
aminosavbol allo, 16,7 kDa-os fehérjét kodolhat, amely egy cinkujjszerii motivumot tartalmaz,
mely gyakran a DNS, RNS, fehérje, vagy lipid szubsztratok megkdtésében részt vevo struktiara
kialakitasaban vesz részt. A nem kodolod szakaszok hasonldak voltak mas Caulimoviridae
csaladba tartozo virus ezen régidihoz, azonositottak egy TATA box-ot, az ehhez kapcsolddo
CAP jelet, egy hexamer motivumot, egy as-1-like szekvenciat és egy GATA box motivumot

[33].

Egy masik kutatds Eurdbaban gyiijtott méalna mintdkbol igazolta vissza a virus jelenlétét
(Baumforth's Seedling A (BS) izolatum néven, GenBank azonosito: NC _026238.1), azonban
tobb eltérést is tapasztaltak a kanadai mintakhoz képest. Ilyen példaul, hogy a genom rovidebb
volt, 7836 bazispar hosszusagu, és a két varians szekvencidja csupan 82%-os egyezést mutatott
egymassal. A BS izolatum genomja csak 6t ORF-et tartalmazott, melybdl az elsé 90%-ban, a
masodik csak 81%-ban, a harmadik szintén 90%-ban egyezett meg a kanadai minta azonos
szdmu ORF-jeivel, mig a negyedik 67%-0s egyezést mutatott a kanadai minta hatodik ORF-
jével. Az antisense szalon itt csupan egy ORF régiot taldltak, mely egy 69 aminosavbdl allo
fehérjét kodolhat (7,3 kDa molekulatomeg). Tehat ezen virusbol hidnyzott az eldzdleg
azonositott ORF5 és ORF7. Az ORF5-hoz hasonl6 rovid régiot talaltak ugyan, de hianyzott
beldle egy start €s egy stop kodon, igy ez nem valdodi ORF és ehhez hasonléan az ORF7-tel
homoldgiat mutatd rovid szakaszok is elofordultak. Azt feltételezik, hogy ez a két varians a

foldrajzi elszigeteltségnek koszonhetéen alakulhatott igy ki [39].

Azota tobb teljes RYNV genom szekvencia is elérhetd mar (GenBank: OK666525, MZ358192,
MN245240), amelyek igen hasonléak a RYNV BS szekvenciajahoz. A kanadai szekvencia

crer

az ORF3 egy részének 370 bazisparnyi forditott ismétlddését tartalmazza [45].
Thien Ho és munkatarsai 2024-ben megjelent cikkiikben elkiilonitenek hat endogén RYNV
vonalat is. Ezeket azon malna fajtakrol nevezték el, amelyekben elsdnek megtalaltak oket.

Mind a hat vonal genomja hidnyos volt, €s jelentds kiilonbségeket mutattak szekvencidjukban

[48].
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Célkittizés

Diplomamunkdm célja tiineteket mutatdé Rubus ndvények viromjanak felderitése nagy
ateresztoképességli szekvenalas segitségével. Tovabbi célom volt a HTS segitségével detektalt
Rubus sarga érhaldsodas virus (RYNV) jelenlétének igazolasa molekularis modszerekkel, és
annak megallapitasa, hogy a RYNV episzomalis, fert6zd, vagy a genomba épiilt és csak

potencialisan fert6z6 alakja van-e jelen.
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Mobdszerek

Mintagyijtés

Kutatasunk soran a NEBIH velencei Kutatéallomasan és poloskei fajtakisérleti telepén

gyljtottiink levélmintakat kiillonbozé malna fajtakrol és indikatorokrol Az alabbi tdblazatban

(1.) lathatoak, hogy mely fajtakat vizsgaltuk. A 2018-bol, Velencérdl szarmazd mintdk egy

fertddi "Esterhazy’ fajta és biotesztjének indikator ndvényei: "Malling’, *Norfolk’ fajtak, €s a

fekete malna voltak. A 2021-es mintak harom tiineteket mutaté névény: egy vords malna

(fertddi, ismeretlen fajta), egy szeder ("Theodore Reimers’ fajta) és egy fekete malna voltak.

1. tablazat: Tiineteket mutatd malnak €s azok indikatorai, melyeket kutatasunk soran vizsgaltunk.

Helyszin | Ev Faj Fajta Darabszam Gyltjtés
helyszine
Velence | 2018 | Vords malna (Rubus | Fertddi Esterhazy 2 izolatorhaz
Idaeus) »anyanovény”
Voros malna (Rubus Malling 2 izolatorhaz
Idaeus)
Voros malna (Rubus Norfolk 2 izolatorhaz
Idaeus)
Fekete méalna (Rubus - 2 izolatorhaz
occidentalis)
2021 | Voros mélna (Rubus Fertddi, de nem 1 izolatorhaz
Idaeus) ismert fajta
Fekete malna (Rubus | Rubus occidentalis 1 izolatorhaz
occidentalis) RVB12-06
Szeder (Rubus Theodore Reimers 1 izolatorhaz
fruticosus)
Poloske | 2019 | Vords mélna (Rubus Blissy 1 ultetvény
Idaeus) (1996)
Voros mélna (Rubus Himbo queen 1 ultetvény
Idaeus) (1996)
Vords malna (Rubus Summit 1 ultetveny
Idaeus) (1996)
Voros mélna (Rubus Fert6di narancs 2 ultetvény
Idaeus) (2017)
Voros mélna (Rubus | Fertddi 7054/6/1 1 ultetvény
Idaeus) (2017)
2021 | Voros mélna (Rubus | Fertddi 7054/6/1 1 ultetvény
Idaeus)
Voros mélna (Rubus Fert6di zamatos 1 ultetvény
Idaeus)
Vords malna (Rubus Esterhazy 2x 1 tltetvény
Idaeus) bétermd
Voros mélna (Rubus Fert6di narancs 1 ultetvény
Idaeus)
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A mintak -70 °C-on voltak elhelyezve a tovabbi felhasznalasig.
Nukleinsav tisztitas

DNS tisztitas
A fagyasztott levélmintakbol DNS-t tisztitottam a NucleoSpin Plant II Genomic DNA

Purification (Thermo Fisher Scientific) segitségével. Az izoldlas soran a gyartd utasitdsait

kovettem.

RN tisztitas

A begylijtott levél mintakbol RNS-t tisztitottunk. Az RN-azok aktivitdsanak minimalizalasara
a folyamat soran végig jégen dolgoztam. Elészor a fagyott leveleket folyékony nitrogénben
steril dorzsmozsarban eldorzsoltem, majd hozzaadtam 17 pl B - merkaptoetanolt és 850 ul 65
°C-on elomelegitett extrakcids puffert. Az igy kapott elegyeket 10 percre 65 °C-os vizflirddbe
helyeztem. Ezutan 850 pl kloroform : izoamilalkohol (24:1) keverékét adtam a mintakhoz,
majd ovatos kevergetés utan 10 percig 4 °C-on 10000 rpm-en centrifugéltam oket. Az igy
elvalasztott elegy feliilluszojat ramértem 800 pul kloroform : izoamilalkoholra és megismételtem
az el6z6 1épést. Ezutan a feliiluszobol 450 pl-t kimértem és hozzaadtam 250 ul 9M-os LiCl-ot,
majd 30 percig jégen tartottam a mintdkat. Ezt kdvetden 20 percig 4 °C-on 13000 rpm-en
centrifugaltam oket, majd a feliiliszot leontve a csapadékra ramértem 450 pl 65 °C-ra
felmelegitett SSTE-t. Vortexelés utan rdmértem meég 450 pl kloroform : izoamilalkoholt.
Ezutan Ujra centrifugéltam a mintékat 10 percig 4 °C-on 10000 rpm-en, és mintanként 450 ul
feliiliszot mértem ra a 280 pl izopropanolt és 30 ul 4M-os Na-acetatot tartalmazé elegyre,
majd szobahémérsékleten (20-25 °C) inkubaltam 10 percig. Ujra 20 perces centrifugalas
kovetkezett 4 °C-on 13000 rpm-en. A feliiluszét ledntve a csapadékra 1 ml hideg etanolt
ontdttem, majd centifugalast (5 perc, 4 °C, 13000 rpm) kdvetden ledntdttem az alkoholt és 10
percen keresztiil szaritottam a mintakat. Ezutan 30 pl steril vizben oldottam vissza azokat. A
felhasznalasig -20 °C-on taroltuk a mintdkat. Az RNS tisztitds hatékonysagat
gélelektroforézissel ellendriztem. A mintdkat FDE-vel (xilene cianol, bromfenolkék, EDTA és
deionizalt formamid tartalmu festék) kezeltem (2 pl RNS + 5 pul FDE), majd 1,2%-os, Etidium-
bromidot tartalmaz6 agardéz gélen valasztottam el. A nukleinsavak integritasat UV fényben

ellenériztem.
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Nagy-ateresztOképességli szekvenalds €s a kapott szekvencidk bioinformatikai

elemzése

A mintak nagy-ateresztoképességli szekvenalasa a korabbi években tortént. Munkdmat a
szekvenciaadatok bioinformatikai elemzésével kezdtem. Azért, hogy tobb mintat egyszerre
tudjunk vizsgalni, az RNS szekvenalds tobb minta keverékével (pool-okkal) tortént. Ezek az
egyedi RNS-eket egyenld ardnyban tartalmaztak. A nagy-ateresztoképességii szekvenalds a
2018-es velencei mintakbol a siRNS-ekbdl, mig a 2021-es velencei mintakbol ribodepléciot,
vagyis az TRNS-ek eltavolitasat kovetden, az 6sszes RNS-bol tértént Illumina HiScan2000

platformon. A szekvenalast a NOVOGEN végezte.

A kapott szekvencidk mind a ndvényi, mind pedig a virusbol szarmazé siRNS-eket, illetve
RNS-eket tartalmazzak. A kis RNS konyvtarat és az RNS konyvtarat is a CLC Genomics
Workbench programmal [49] elemeztem. Ennek sordn a szekvenalds soran hasznalt adapter
szekvencidkat eltavolitottam a szekvencia végekrdl, valamint a nem elfogadhatd mindségi
szekvencidkat is trimmeltem, és kigylijtottem az egyedi, nem redundans szekvencidkat. Ezt
kovetden az atfedd szakaszokat illesztettem Ossze de novo assembly modszerrel, hosszabb
szakaszokat, ugynevezett kontigokat hozva létre. Az igy kapott szekvencidkat az NCBI
ndvényi virus referencia genomokhoz illesztettem. A kapott lista tartalmazta a mintdkban
potencidlisan jelenlévd virusokat, valamint a hozzdjuk tartoz6 E értékeket, amik minél
kisebbek annal valosziniibb, hogy az dsszehasonlitds nem a véletlen miive és a kontig az adott
virusgenom egy szakaszit tartalmazza. Ezek alapjan a siRNS konyvtar esetén a 10~-ennél
kisebb, RNS kdnyvtar estében a 1071%-ennél kisebb E értékekkel rendelkez6 kontigokat sziirtem
le. A virusokra illeszkedd kontigokbol konszenzus szekvencidkat hoztam létre, melyeket az
adott virus referenciagenomjahoz illesztettem és kiszdmoltam, hogy a kapott szekvencidk
milyen mértékben fedik le az adott virusgenomot. A virusokra illeszked6 kontigokat az NCBI
adatbazis nukleotid szekvenciaihoz BLAST analizissel hasonlitottam. Ezutan a kapott virus

jelenlétét fiiggetlen modszerrel igazoltam vissza.
A HTS eredmények fliggetlen modszerrel vald visszaigazoldsa

cDNS szintézis

A mintéban taldlhaté RNS-ek vizsgalatdhoz cDNS-t kell szintetizalni, mivel a PCR reakcioban
hasznalt DNS-polimerdaz csak DNS templatot ismer fel. A RevertAid First Strand cDNA
Synthesis Kit-et (Thermo Fisher Scientific) hasznaltam az RNS templatokrol torténd reverz

transzkripcidhoz (RT). Minden eppendorf csdbe 2,75 pul templatot és 0,25 ul random hexamer
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primert mértem ki, majd centrifugdlas utan 5 percig 65 °C-on melegitettem a mintédkat. Ezutan
5 percig jégre helyeztem 6ket. Az RT-PCR reakcié mintanként 1 pl 5x reakcios puffert; 0,5 ul
10 mM-os deoxy-nukleotid trifoszfatot (AINTP); 0,25 ul RiboLock RNase Inhibitor-t; 0,25 pl
RevertAid Reverse Transcriptase-t és az el6zdleg denaturalt, majd jégen tartott mintakat

tartalmazta. A reverz transzkripcid az alabbi homérsékleteken zajlott (2.tablazat).

2.tablazat: A cDNS szintézishez hasznalt PCR beallitasok.

25°C 10 perc
42°C 60 perc
45°C 10 perc
70°C 10 perc

Végiil tizszeresre higitottam a cDNS-t steril viz (Mili-Q) segitségével.

A ¢cDNS mindségének ellendrzése (aktin teszt)

A cDNS szintézis sikerességének ellendrzéséhez aktin tesztet végeztem, melyhez a PCR

reakciohoz az elegy a kovetkezdket tartalmazta mintanként:

- 9,5 ul Mili-Q

- 3 pl Phire puffer

- 0,75 pl Mxd_aktin-F (GGAACTGGAATGGTGAAGGC) primer
- 0,75 pl Mxd_aktin-R (GCTCCAATTGTGATGACTTG) primer
- 0,3 ul 10mM-o0s ANTP

- 0,2 pl Phire Hot Start polimeraz

- 0,5 pl templat cDNS

A PCR beallitasok az alabbi tablazatban (3.) lathatoak.

3. tablazat: Az aktin teszthez hasznalt PCR beallitasok.

98°C 30 masodperc

98°C 10 masodperc

55°C 10 masodperc 40 X
72°C 20 méasodperc

72°C 1 perc

Ellendrzésként 1,2-os agaroz gélen 6 pl-t valasztottam el a mintakbol.
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Primerek tervezése

A virus visszaigazolasahoz elsdként primereket terveztem a Genious Prime program [50]
segitségével. A bioinformatikai elemzés soran kapott kontigok és az NCBI adatbazisdban
talalhato referenciagenomok alapjan 21-23 nukleotid hossziusagu primereket terveztem. Ennek
soran a kovetkezd szempontokra figyeltem, hogy a primerek megfelelden kotddjenek és a PCR
soran az atiras pontos legyen: lehetleg ne legyen egymdas melletti haromszoros nukleotid

ismétlddés és citozinra vagy guaninra végzodjenek (4.tablazat).

4.Téblazat: A PCR reakciok soran hasznalt primerek jellemzdi.

Elhelyezkedés a

Primer név Primer szekvencia (5'-3") referencia genomon
(NC_026238)
RYNV_243F GTACCCTTGTAGCCGTTAGCAG 243 — 264 nt
RYNV_1033R CCTGCCACCTAGGGTTCATCCG 1033 - 1012 nt
RYNV_3040F GCATGGAGAAGCTGTTCCCAG 3040 — 3060 nt
RYNV_4283R GCTGGCTTCATACTCCACTGG 4283 — 4263 nt
RYNVG6-F [34] CGTGATAACGGTTTGGTTTT 6183 — 6202 nt
RYNVG6-R [34] CGTAAGCGCAGATTTCTTCC 6645 — 6626 nt

RYNV_1010F GACGGATGAACCCTAGGTGGC 1010 -1030 nt
RYNV_1651R CTGAGAGAGAGCTCGGCATCC 1651 - 1632 nt
RYNV_5004F CTTTACAACACCATTGTAGAG 5004 - 5020 nt
RYNV_5514R GCAGCCTATGGTTCTTCAGGCG 5514 - 5496 nt
RYNV_7029F GTGCAGGAGGAGATCTCCTGT 7029 - 7049 nt
RYNV_7364R CGTTTACGTCCTTCCACGTGGC 7364 - 7343 nt

Ezen primereket kiilonbdz6 kombinaciokban is alkalmaztam, hogy a hidnyz6 genomi részeket

is amplifikalhassam. Ezek a melléklet 1. tdblazatdban lathatoak.

Gradiens PCR

A tervezett primerek optimalizaciojdhoz gradiens PCR-t végeztem. A kontaminécio elkeriilése
érdekében a PCR reakcidelegyet lamindris fiilkében mértem 0Ossze ¢és steril, sziirés

pipettaheggyel dolgoztam.
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A rekacidelegy a kovetkezdket tartalmazta:

- 10 pul: 5 X Q5 polimeraz puffer

- 1 pul: 10 mM dNTP

- 33 ul: Mili-Q desztillalt viz

- 1 ul: Q5 Hot Start DNS-polimeraz
- 1 pl: Templat DNS/ vagy cDNS

- 2,5 pl: Forward primer

- 2,5 pl: Reverse primer

Az igy kapott keveréket 5 eppendorf csébe mértem ki. A PCR reakcidohoz 5 kiilonb6zd
annellalasi hémérsékletet hasznaltam: 56 °C; 59,1°C; 62,5°C; 64,2°C; 66°C és a kovetkezd
tablazatban (5.) 1athat6 bedllitdsokkal dolgoztam.

5.tablazat: Gradiens PCR reakcidokhoz hasznalt beallitasok.

98°C 30 masodperc
98°C 10 masodperc
56-66 °C 20 masodperc 40 X
72°C 20 méasodperc
72°C 2 perc

Az anelldlasi homérséklet optimalizdlasa utdn, a tovabbiakban 66°C-os anelldlési
homérsékletet hasznaltam ¢és 15 pl végtérfogatt PCR reakcioelegyet allitottam Gssze

mintanként.

A PCR termeékeket 1,2% Etidium-bromidot tartalmaz6 agar6z gélen valo elvalasztas utan UV
fényben tettem lathatéva, melyhez a PCR terméket az elvalasztas el6tt DNS festékkel kevertem

Ossze. A gélelektroforézisek 1,2-os agardz gélen, 130 V-on torténtek.

PCR termékek tisztitasa

A gélelektroforézis utan a DNS-t UV fénnyel lathatéva tettem és a megfeleld méretii DNS
termékeket steril szikével kivagtam a gélbdl. A DNS tisztitdst a NucleoSpin Gel and PCR
Clean-up kit (Themo Fisher Scientific) segitségével végeztem, és a folyamat soran a gyartd
utasitasait kovettem. A mintdkat 25 pl elicios pufferben eludltam. A tisztitds sikerességét
gélelektroforézissel ellendriztem, melyhez 4 pl DNS-t 3 ul DNS festékkel kevertem 0ssze és

az elvalasztast 1,2%-o0s Etidium-Bromidot tratalmazé agardz gélen végeztem.
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Klonozas

Notl
Ecob52l
Bglll
Kpn2l
PspXl
Ecogsl
Xhol
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4. abra: pJET plazmid felépitése[51]
Ahhoz, hogy az amplifikalt termékek szekvencidjat meghatarozhassuk, klénoztam dket. Ennek
elsd Iépéseként a tisztitott PCR terméket ligaitam a Thermo Scientific CloneJET PCR Cloning
Kit (Themo Fisher Scientific) segitségével pJET plazmidba. A reakcidelegyhez a kdvetkezoket

mértem Ossze mintanként:

- 5 ul: 2X puffer

- 0,5 pl: pJET 1.2/blunt plazmid vektor
- 0,5 pl: ligdz enzim

- 1 pl: Mili-Q desztillalt viz

- 3 ul: tisztitott PCR termék

Az igy kapott 10 pl elegyet 10 percig szobahdmérsékleten inkubaltam. Ezutan a ligdtumot
DH5a kompetens baktériumokba transzformaltam. A transzformélashoz 100 ul kompetens
sejthez 5 ul ligdtumot adtam és 20 percig jégen inkubaltam. Ezt kovetéen 42°C-on,
vizfirdében, 30 masodpercen keresztiil hésokkoltam a baktériumokat. Ezutdn 500 pl SOC
taptalajt mértem hozza a mintakhoz és 40 percig 37°C-os termosztatban razattam oket. Végiil
100 pl szuszpenzidt szélesztettem ampicillin antibiotikumot tartalmazd LB taptalaj tartalmt
agar lemezre, melyeket egy éjszakara (12 6ra) 37°C-os inkubatorba helyeztem. Mivel az inzert
a vektorban egy letalis gént expresszald gén helyére épiil be, igy csak azok a baktériumok

képesek életben maradni, melyek tartalmazzdk a ligalt plazmidot. A kindtt telepek koziil
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masnap kettét leoltottam és 3 ml folyékony ampicillin tartalmt LB taptalajon 37°C-os razo

termosztatban inkubaltam dket 12 6raig.

A plazmidokat a felszaporitott baktériumtenyészetb6l a Plasmid DNA Purification Kit
(Thermo Fisher Scientific) segitségével tisztitottam a kit altal irt protokoll szerint. A plazmidot
végiil 50 pl elicids pufferben eludltam. A ligalas sikerességét restrikcids enzimekkel vald

hasitassal ellendriztem. A reakcidelegy a kdvetkezdket tartalmazta mintanként:

- 2 ul: 10 X Tango puffer

- 0,2 pl: Xhol (5” CITCGAG 3’) enzim
- 0,4 pul: Xbal (5° T|ICTAGA 3°) enzim
- 3,4 ul: Mili-Q

- 4 ul: plazmid

Az emésztéshez 30 percig 37 °C-os vizflirdében tartottam a reakcidelegyet. Az emésztés €s a

plazmid tisztitas sikerességét gélelektroforézissel ellendriztem.

Szekvencidk elemzése ¢és filogenetikai fa készitése

A vizsgalni kivant szakaszok bazissorrendjének meghatarozasa Sanger-szekvenaléssal tortént,
szlikség esetén mindkét irdnybdl, a pJET kit forward és reverse primerét hasznalva. A
szekvenalast a BIOMI Kft. végezte. A szekvencidk mindségenek ellendrzéséhez a Chromas
2.6.6 programot hasznaltam. A BLAST analizishez az NCBI adatbazist, és az online BLAST

programot hasznaltam.

A filogenetikai elemzést a MEGA programmal [52] végeztem, melyben Maximum Likelihood
madszert alkalmaztam a torzsfak elkészitéséhez 1000 bootstrap ismétléssel. A filogenetikai
fahoz kiilcsoportnak egy kozeli rokon badnavirust véalasztottam, a Spiraea yellow leafspot
virus-t (SYLSV) ¢és az 4ltalam talalt virus variansok szekvenciait az NCBI génbankban

talalhato teljes RYNV szekvencidkhoz hasonlitottam.

Az szekvenalt részeket szintén BLAST analizissel hasonlitottam az NCBI adatbéazisban
talalhato nukleinsav szekvencidkhoz, illetve a ’Summit’ vords malna fajta esetében a Ho et al.

2024-es cikkében [48] szerepld szekvencidkhoz.
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A virus episzomalis jelenlétének ellendrzése
Ahhoz, hogy ellendrizziik, hogy a virus episzomalis formaban van-e jelen RCA-t végeztiink a
phi29-XT RCA Kit (New England Biolabs) segitségével. A reakcidelegy a kovetkezoket

tartalmazta mintanként:

- 4 ul 5X puffer

- 2 uldNTP

- 3 ul Mili-Q desztillalt viz
- 2 ul RYNV_243F primer
- 2 ul RYNV 3040F primer
- 5 ul DNS templat

A DNS templat a *Theodor Reimers’ szeder és a ’Fertddi 7054/6/1° malna novényekbdl
szarmazott. 95 °C-on 3 percen keresztil denaturdltam a mintdkat, melyeket ezutdn
szobahdmérsékleten, vagy jégre helyezve hagytam kihiilni (15 percig). Ezt kdvetden az 1 pl
phi29-XT DNS-polimerazt adtam hozzajuk, majd 37, illetve 42 °C-on 18 oran keresztiil
inkubaltam a reakcioelegyet. A reakcio befejezéséhez 65 °C-on 10 percig tartottam az elegyet.
Ezutan 10 pl Mili-Q vizzel higitottam a mintdkat. Ezek utdn 5 pl DNS-t emésztettem 37 °C-on
30 percen keresztiil 1 pul puffer és a kovetkezd enzimek hozzaadasaval: Ndel I, EcoR I, BamH
I (Thermo Fisher Scientific). A reakcid sikerességét 1,2%-os agardz gélelektroforézissel

ellendriztem.
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Eredmények

Bioinformatikai elemzés

siRNS HTS eredményének elemzése

A siRNS HTS soran 37.859.690 50 nukleotid hosszusagu szekvenciaolvasatot kaptunk
eredményként. Ebbdl a trimmelés utan 34.895.339 olvasatot kaptam, melybdl 3.544.779 egyedi

(nem redundéns) volt. Ezen olvasatok felhasznalasaval sszesen 6370 kontigot épitettem.

Az alabbi tablazatban (6.) lathatoak az elemzés soran 10-ennél kisebb E value-val rendelkezd

virusok:

6. tablazat: siRNS szekvenalas elemzése soran kapott virus talalatok jellemz6 paraméterei.
Jelmagyarazat: RPM - read/million ((virusra illeszked6 olvasatok + dsszes olvasat) x 10°), BVF -
Blackberry Virus F, DNAYV - Dioscorea nummularia-associated virus, PCSV - Pepper chlorotic spot
virus, SICVV - Sida chlorotic vein virus, SLSV - Soybean latent spherical virus.

Si-RNS konyvtar BVF | DNAV | PCSV | RYNV | SiICVV | SLSV
Kontigok 1 1 1 13 1 1
Nem-redundans olvasatok 558 576 952 1119 217 311
Redundéans olvasatok 3500 | 2721 4669 6036 689 678
RPM 100 77,98 133,8 | 172,97 19,74 19,43
Virélis lefedettség (%) 50,6 | 53,09 | 57,41 | 53,66 48,3 40,12

A ribodepleted RNS szekvenalas eredményének elemzése

A teljes RNS szekvenalds eredményeként 21.595.210 150 nukleotid hosszlisagli pérositott
(paired) szekvenciaolvasatot kaptunk, melybdl a trimmelés utan 21.453.289 olvasat maradt.

Ezekbdl 6sszesen 23721 kontigot tudtam dsszeilleszteni.

A szekvencidkat az NCBI adatbazisban taldlhatoé virus referenciagenomokra illesztettem,
melynek eredményeként tobb virus jelenlétére kaptunk talalatot (E érték <107'%): Pepper
chlorotic spot virus (PCSV), Melon severe mosaic tospovirus (MSMV), Chrysanthemum stem
necrosis virus (CNV), Zantedeschia mild mosaic virus (ZaMMYV), Rose yellow vein virus

(RYVV) és RYNV. Az adott virusokra illeszkedd szekvencidk azonban igen kis mértékben
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fedték le a kiilonbozd virusgenomokat (<5%), kivéve a RYNV esetében, amelyre dsszesen 171

olvasat és négy kontig illeszkedett, a viralis lefedettség pedig 68,1% volt.

Tehat egy virus, a RYNV esetében mind a siRNS, mind pedig az RNS szekvenalas
eredményeképpen taldlatot kaptam. Ezen virus NCBI adatbazisban taldlhato
referenciagenomjahoz illesztettem a szekvenciaolvasatokat, igy az alabbi dbrakon (5-6. dbra)
lathato, hogy ezek milyen mértékben fedik le a virusgenomot. A bioinformatikai elemzés soran
kapott tobbi virusra illeszkedé kontigokat BLAST analizissel hasonlitottam az NCBI
adatbazisban taldlhato nukleotid szekvencidkhoz és azt talaltam, hogy novényi genomokhoz,
illetve a RYNV-hez kozel rokon virusokhoz hasonlitottak leginkabb. Igy a mintakbol a RYNV

jelenlétét igazoltam vissza fliggetlen modszerrel.
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5. dbra: A redundans olvasatok illesztése a referenciagenomra a siRNS konyvtar esetén
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6. abra: A redundans olvasatok illesztése a referenciagenomra az RNS kényvtar esetén

RYNYV jelenlétének visszaigazolasa a mintdkban fliggetlen modszerrel
A nukeinsav tisztitds minden esetben sikeresnek bizonyult, mind a DNS, mind az RNS izolalés

esetében.

A virus visszaigazolasat a HTS soran keletkezett szekvenciakbodl léterehozott kontigokra
tervezett primerekkel kezdtem, amelyek a referenciagenomra is illeszkedtek
(RYNV_243F/RYNV1033R ¢s RYNV_3040F/RYNV4283R). A HTS-hez is hasznalt, RNS-

bdl szintetizalt cDNS felhasznéladsaval nem sikeriilt amplifikalnom a kivant termékeket ezen
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primerek segitségével, semmilyen termék sem keletkezett a PRC soran. Azonban a novényi
levelekbdl kinyert DNS keverékbdl, amely a 2021-es velencei mintdkat tartalmazta, sikertilt
visszaigazolnom a virust az altalam tervezett primerek segitségével. A gradiens PCR
sikeresnek bizonyult. Ahogy a 8. &bran lathatdé minden annelldlasi hdfok esetében
amplifikalodott a megfeleld méretli termék, azonban a legtobb termék 66 °C-on keletkezett,
igy a tovabbiakban ezen a homérsékleten végeztem a PCR reakciok soran az annelldlast. A
RYNVG6-F/ RYNVG6-R [34] primerpar, nem amplifikalt megfelelé méretii termékeket, azonban

az 0sszes altalam tervezett primer segitségével siker(lt a virus megfelel6 részeit felsokszorozni.

RYNV_243F/ RYNV_3040F/ 100+
RYNV_1033R RYNV_4283R

O

- camn oy GNP AEb>

56 | 59,162,9/64,2| 66 |56 | 59,1 62,9|64,2| 66
oC oC oC OC OC oC oC OC oC oC

8. abra: Gradiens PCR a RYNV 243F/RYN 1033R és a RYNV _3040F/RYN _4283R primerparok
optimalizdciojahoz.
Az alabbi képen (9.4bra) lathatd, hogy a virusgenom 6t kiilonboz6 részét sikeriilt a tervezett
primerekkel amplifikalni. A primereket kiilonb6z6 kombinaciokkal is alkalmaztam, hogy a
hianyzé genomi régiok szekvenciajat is megismerhessik, ahogy az a melléklet 1. tAblazataban
lathatd, azonban az esetek tobbségében nem amplifikaltdk a megfeleld hosszasagh
szakaszokat, illetve az amplifikalt termékek szekvenciai nem a virusgenomra, hanem névényi
genomreészletekre illeszkedtek. A RYNV_3040F/ RYNV_1033R primerparral felsokszorozott
termék a virusgenom kiilonboz6 részeire illeszkedett, a virusgenom elején 560 bazispar, a

genom kdzepén 997 bazispar hosszUsagu szakaszokra.
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7364 243. Szekvenalt szakaszok

. ORF1:
(I_)IEFKI. R 1010 Nyitott leolvasasi
7029

1033 keretek (ORF)

ORF2: HP: hipotetikus fehérje
HP

1651

RYNV

5514
~7836 bp

3040

ORF6:HP

\
ORF3:

polyprotein

5004

4283

9. abra: A 'Theodor reimers' szeder fajtabol szarmazo virusgenombol amplifikalt, majd szekvenalt
szakaszok. A szamok a referenciagenomon valo elhelyezkedést jelolik, hogy hanyadik nukleotidnal
kezdddik az adott szakasz.

A 2021-es velencei mintak keverékébol tehat sikeresen amplifikéltam a virus kiillonb6zé
részeit, majd a kiilonb6z6 malna fajtakat egyedenként is vizsgaltuk két primerpar segitségével
(RYNV_243F/RYNV _1033R és a RYNV_3040F/RYNV _4283R), melyek az ORF 1-2 és az
OREF 3 egy részét fogjak kozre. Az alabbi képen (10.4abra) lathato a velencei minték tesztelése
a virus jelenlétére. Ezen mintak esetében a 2021-ben gyiijtdtt ndovényeket teszteltem. Azt
kaptam eredményiil, hogy az RNS-szekvenalas esetében a keverék alapjat képezé ndvények

koziil csupan a *Theodor Reimers’ fajta bizonyult fertézottnek.
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10. abra: 2021-ben Velencén gytijtott malna mintak RYNV jelenlétére tesztelve a
RYNV _243F/RYNV _1033R primerparral.
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A kovetkez6 képen a Poloskén 2018-ban gytijtott egyedek virustesztje lathatd (11. dbra). Az

abran lathato, hogy ezen egyedek koziil négy ndvény volt fertdzott.
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11. abra: 2019-ben Poloskén gytijtott malna mintak RYNV jelenlétére tesztelve a
RYNV 243F/RYNV 1033R és a RYNV 3040F/RYNV 4283R primerparokkal.

A 2021-ben gylijtétt malna ndvények tesztje lathaté a kovetkezd képen (12.abra), mely
novények koziil mind a négy fertdzottnek bizonyult. Ezen ndvények kozott a *Fertddi 7054/6/1°
fajta ugyanazon ndvény, mint amit 2019-ben is mintaztak, és az ismételt mintagyijtés

alkalmaval a 2018-ban még negativnak mutatkozé mintaban is kimutattuk a RYNV jelenlétét.
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12. abra: 2021-ben Poloskén gytjtott malna mintak RYNV jelenlétére tesztelve a
RYNV 243F/RYNV 1033R és a RYNV 3040F/RYNV 4283R primerpdrokkal.

A PCR temékek tisztitasa, illetve a klonozasa minden esetben sikeres volt. Ezutan a plazmid
tisztitas, majd a klonozott termékek szekvenalasa is sikeresnek bizonyult, igy az 6sszes RYNV-

et tartalmazé mintabol egy 790 bazispar, és egy 1200 bdazispar hossziisdgi szakasz
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szekvenciajat hataroztam meg. Ezen kiviil a *"Theodor Reimers’ szeder fajtabol tovabbi harom

régiorol is nyertiink szekvenciaadatokat. Ezek hossza 641, 510 és 335 bazisparnyi volt (9.4abra).

Filogenetikai elemzés

A RYNV 243F/RYNV _1033R és a RYNV_3040F/RYNV_4283R primerparokkal kilenc
minta esetében sikeriilt amplifikélni a virus részeit. Az alabbi abran (13. dbra) lathaté az ORF1-
bdl és kisebb részben az ORF2-bdl szdrmazd 790 bazispar hosszisagl szakasszal készitett
torzsfa. Megfigyelhetd, hogy a magyar mintak nagyjabol egyiitt klaszterezodnek, leginkabb
egy ¢szak-amerikai varidnsra hasonlitanak. A legtavolabb a ’Himbo queen’ vorés malna

fajtabol szarmazo6 varians lathat6 a torzsfan, mely a kanadai izoldtummal klaszterezodik.

70|
R. idaeus ‘Fertédi narancs’ - HU

100 R idaeus ‘Fertédi zamatos' - HU

R. idaeus ‘Summit’ - HU

R. idaeus (MN245240) - Chile

o R. idaeus ‘Fertédi 7054/6/1" - HU

R. idaeus ‘Fertédi narancs’ - HU

100| R. idaeus ‘Blissy’ - HU

R. fruticosus ‘Theodor Reimers’ - HU

100| R. idaeus ‘Himbo queen’ - HU

R. idaeus (KF241951) - Kanada

99 R. fruticosus (MZ358192) - BiH

100|1 R idaeus ‘Baumforth’s Seedling A’ (NC026238) - USA

6L R. idaeus 'Lloyd George'(OK666525) - UK

Spiraea yellow leafspot virus (MWO080369)

0.10

13. abra: ORF1-bol és ORF2-bdl szekvendlt szakasszal készitett filogenetikai torzsfa.
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Az 14. abra a virusgenom ORF3-as rész¢ébol szekvenalt 1243 bazispar hossziasagu szakaszbol
készitett filogenetikai fat mutatja. Ezen régid esetében négy vords malna fajtabol (CFertddi
zamatos’, Fertddi narancs’, *Fertddi 7054/6/1°, Esterhazy botermd’) szarmaz6 virusszekvencia
teljes mértékben megegyezett egymassal. Ezen a torzsfan is egyiitt helyezkednek el a magyar
mintak, azonban a chilei mintatdl tavolabb. A "Himbo queen’ vilagfajtabol szarmazo virus

pedig ezen fa alapjan is kiilon klaszterezodik a magyar nemesitésti mintaktol.

R. fruticosus ‘Theodor Reimers’

R. idaeus ‘Fert6di zamatos’ ‘Fertédi narancs’ ‘Fertédi 7054/6/1' ‘Esterhazy b6termd’
100

R. idaeus ‘Blissy’

R. idaeus ‘Summit’

R. idaeus ‘Fertédi narancs’

R. idaeus ‘Baumforth’s Seedling A’ (NC026238) - USA

%2 101 R, idaeus 'Lioyd George'(OK666525) - UK

R. fruticosus (MZ358192) - BiH

100| R. idaeus ‘Himbo queen’

R. idaeus (KF241951) - Kanada

]
BE

R. idaeus (MN245240) - Chile

Spiraea yellow leafspot virus (MW080369)

0.10

14. abra: ORF3-bol szekvenalt szakasszal készitett filogenetikai torzsfa.

A szazalékos hasonlosagokat, melyben az altalunk kapott szekvencidkat hasonlitottam 6ssze
egymassal, valamint az NCBI adatbéazisban 1év0 teljes RYNV szekvenciakkal a melléklet 2.

és 3. tablazataban tiintettem fel.

A virus episzomadlis el6forduldsanak ellendrzése

Ahhoz, hogy megbizonyodhassunk arrol, hogy a virus episzomalis formaban is jelen van a
mintdkban RCA-t végeztiink, amely azonban nem igazolta vissza a virus jelenlétét, mivel
kisebb termékek keletkeztek, mint amit az irodalomban leirtak alapjan vartunk, illetve az
emésztés soran sem hasitotta a terméket az Ndel enzim a vart nagyjabol 8 kilobazis hosszu, az

EcoRI enzim pedig a vart 4200, 1400, 1250 és 900 nuleotid hosszusagl szakaszokra [45].
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Diszkusszio

A diplomamunkam soran Rubus fajokat vizsgaltam kétféle HTS modszerrel. A két szekvenalas
eredménye nem Osszevethetd, mivel kiilonb6zé mintakbol szarmazd RNS-bdl indultak ki.
Mindkét HTS segitségével nyert szekvencia adatok egy virus jelenlétére utaltak bizonyosan. A
tobbi virusra (6. tablazatban lathatdak) illeszkedd kontigok szekvencidjat az NCBI
adatbazisaval Osszehasonlitva nagyrészt ndvényi genom részleteket, illetve a Rubus sarga
¢rhaldsodas virushoz rokon badnavirusokat kaptam eredményiil, igy ezen virusok jelenléte
erésen megkérddjelezhetd a gyljtott malna mintdkban. A HTS habéar jelentés mértékben
felgyorsitja a virusok detektalasat és a ndvényi viromok megismerését, azonban mindenképpen
sziikséges utolag, fliggetlen moddszerrel visszaigazolni a kapott eredményeket, hiszen a
bioinformatikai elemzés soran is el6fordulhatnak hamis pozitiv talalatok. Ezt a hibat a virusok
jobb megismerésével, a kiilonbdz0 variansok szekvenciaadataival és ezaltal a génbank

folyamatos kiegészitésével, pontositasaval lehetne kikiiszobolni [53, 54].

A RYNV jelenlétét sikeresen visszaigazoltam a HTS-t6l fiiggetlen modszerrel is. A
filogenetikai elemzés soran kapott eredmények alapjan elmondhat6, hogy a magyar fajtak
egyiitt klaszterezOdnek, €s elkiiloniilnek az NCBI adatbazisaban talalt eddigi teljes RYNV
szekvenciaktol. Kivétel ebbdl a szempontbol a "Himbo queen’ vOords malna fajta, amely
mindkét torzsfa alapjan egy kanadai varidnshoz hasonlit inkabb. Ez egy vildgfajta, mely ez
alapjan valdszinlileg mar a virussal fertézotten érkezhetett az orszagba. A leszarmazas
pontosabb megértéséhez azonban sziikséges volna a teljes genom szekvenciajat ismerniink a

magyar mintak esetében is.

A RYNV, mivel maés badnavirusokhoz hasonléan képes integralodni a gazdandvény
genomjaba, igy az altalunk talalt virusszekvencia sem egyértelmii, hogy az episzomalis, vagy
az endogén formabdl szarmazik-e [34]. Ennek kideritése érdekében RCA-t végeztiink, mely
madszerrel lehetséges legegyszerlibben igazolni, hogy az aktiv forma van jelen a névényben,
hiszen igy csupan korkoros DNS-t lehet amplifikalni, amely a virus episzomalis forméajara
jellemzd [38]. Az RCA negativ eredményt mutatott, amely arra utal, hogy endogén forméaban
van jelen a vizsgat magyar mintakban a virus. Azonban fontos megemliteni, hogy az RCA kit,
amivel dolgoztam még ) mddszer volt a kutatdcsoportunk szamadra, és nem volt megfeleld
pozitiv kontroll a miikodésének megerdsitéséhez, igy az ezzel kapott eredményeket

fenntartasokkal érdemes kezelni.
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McGavin ¢és munkatarsai kutatasuk soran elkiilonitettek diagnosztikai primereket, amelyek a
fertézOképes format képesek kimutatni. Ezeket a primereket nem tudtuk a kutatasunk soran
hasznalni, mert a RYNV genom célzott részén a mi varidnsaink szekvencija eltért az altaluk
tesztelt varidnsokétol, igy ezek nem illeszkedtek a HTS sordn kapott kontigok szekvencidira.
A szakirodalomban hasznalt diagnosztikai primerpar (RYNV6F/RYNV6R) sem amplifikalt
megfeleld hosszusagu szakaszokat, amely szintén megerdsiti azt az elképzelést, hogy a vizsgalt
mintakban csupan endogén forméban van jelen a virus [45]. Erre utal az is, hogy a primerek
kombindldsaval sem kaptunk megfeleld termékeket a PCR sorén, igy lehet, hogy toredékes
formaban van jelen a ndvényi genomban és Osszefiiggd szakaszokat ezért nem sikeriilt

felsokszoroznunk.

A szekvendlt virusrészletek igen nagy eltérést mutattak egymashoz képest, tobb varians csupan
80-85%-0s hasonldsagot mutatott egymassal, ami utalhat arra, hogy a gazdagenomba épiilve
jelentésen megvaltoztak ezen részek, hiszen a novény szempontjabol nem birtak funkcidval. A
Badnavirusok esetében azonban eléfordulnak fajon beliil is igen nagy eltérések, az ICTV
(International Committee on Taxonomy of Viruses) a konzervativ reverz transzkriptdz és

ribonukleaz H kodold régidban 80%-nal kevesebb egyezésnél hatarol el egy 0 fajt [30].

Ho et al. 2024-es cikkében vizsgalt *Summit’ vords malna fajtaban talaltak két kiilonb6zo
endogén RYNV szekvenciat, amelyek tobb, mint 99%-0s egyezést mutattak az altalunk
vizsgalt *Summit’ malnabol szdrmazdé RYNV szekvencidkkal, tehat ezen fajta esetén igen
valdszinli, hogy a szaporitas soran mindig tovabbadodik a beépiilt virusszekvencia is [48].
Ezzel a fajtaval egyiitt klaszterezddnek a magyar fajtak is, igy lehetséges, hogy ezek genomjaba
is a nemesités soran kerliltek a virusrészek, habar nem sokat tudunk a nemesitésiikrdl, hogy

mely fajtak felhasznalasaval hoztak létre ezeket.

Az eldbbi eredményeknek ellentmond, hogy a 2018-ban még nem fert6zott *Fertddi 7054/6/1°
fajta 2021-ben mar fert6zottnek bizonyult a virusteszt alapjan, illetve a *Fertddi narancs’ fajta
nem minden egyedébdl sikeriilt amplifikalnunk a virus részeit. gy az egész fajtat valosziniileg
nem ¢érintik az integralodott RYNV szekvencidk, vagy lehetséges, hogy a virus mégis
episzomalis formaban volt jelen ezen esetekben a novényekben. Ezen kiviil a virusgenom igen
kiilonboz6 régioirdl is sikeriilt amplifikalnunk részeket, amely szintén inkabb az episzomalis
jelenlétre utalhat, azonban az is lehetséges, hogy a virusgenom jelentds része integralodott a

novényi genomba.
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Ahhoz, hogy megbizonyosodjunk arr6l, hogy a virus endogén formdban van jelen és
felderitsiik, hogy a novényi genom mely részén helyezkedik el és mekkora része talalhaté meg
egyben, érdemes lenne inverz PCR segitségével vizsgalni az eddig szekvenalt virusrészeket.
Ezzel a mddszerrel az ismert virusrészek koriilotti régiokat lehet amplifikalni és akar nested
PCR-rel megsokszorozva a PCR termék mennyiségét, szekvenalas segitségével
megismerhetnénk az integralodott virusgenom kornyezetét [55]. Ezaltal arra is fény deriilne,
hogy mekkora részek taldlhatéak meg intakt allapotban, ami lényeges lehet, abbol a
szempontbol, hogy a virus képes lehet-e reaktivalodni. Eddigi kutatasok sordn azt talaltak, hogy
olyan mértékben degradalodtak ezek az endogén RYNV formak, hogy valoszintileg nem tud a
virus yjra a fertdzoképes allapotba keriilni, azonban mas badnavirusoknal eléfordul ez utobbi
jelenség, ami miatt diagnosztika szempontbol is jelentOs lehet a beépiilt formait is megismerni
[30, 48]. Badnavirus mentes ndvényeket termo- és kemoterdpidk segitségével szoktak
eldallitani, mely moddszereket merisztémacslicsbdl szaporitott in vitro kulturak esetében
kombindltan is szoktak alkalmazni [31]. Més badnavirus estében az integralddott formak
inaktivalasat CRISPR/Cas9 rendszer segitségével torténd genomszerkesztéssel is végzik [56].
Ezekre a mddszerre azonban csupan akkor lenne sziikség, hogyha az endogén virus valoban
veszElyt jelent a ndvényekre. Ezen kiviil az integralodott formdnak a névényi immunitasban is

lehet szerepe, igy mindenképpen érdemes tovabb vizsgalni az endogén szekvencidkat is [36].

Ezen kiviil a virus vektorokkal valo tejedésének utvonalat is Iényeges lehet vizsgalni, hiszen
eddig csupan malna és szeder novényekrdl irtak le és lehetséges, hogy az Amphorophora idaei,
valamint az 4. agathonica levéltetveken kiviil egyéb Rubus fajokat parazital6 izeltlabl vektora

is 1étezik a virusnak [42].

Osszességében tehat elmondhaté, hogy sikeresen visszaigazoltam a virus jelenlétét mind
velencei, mind pedig p6loskei malna, illetve szeder fajtakon. Mivel eddigi ismereteink alapjan
a virus nem képes reaktivalodni és fertdzni az integralodott formaban, igy lényeges lenne
tovabbi vizsgéalatokban megallapitani, hogy a mintdkban a virus endogén vagy episzomalis

forméban van-e jelen.
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Osszefoglalas

Diplomamunkam soran egy, a Badnavirus nemzetségbe tartozo DNS virussal foglalkoztam, a
Rubus sarga érhalosodas virussal (Rubus yellow net virus - RYNV). A RYNV malnat (Rubus
idaeus, R. occidentalis), szedret (Rubus fruticosus), valamint hibrid novényeket is fertdz,
melyeken a szovetek elszinez6dését okozza a levélerek mentén. Eszak-Amerikdban és
Eurdpaban is leirtdk jelenlétét, azonban hazai eléforduldsa még nem volt ismert. Sok esetben
tiinetmentes maradhat jelenléte, de egylittesen fertézve mas virusokkal a mélna mozaikos
megbetegedését (RMD) okozhatja. Ez az esetek tobbségében mar tiinetekkel jar egyiitt és
terméscsokkenéshez vezethet.

Kutatisunkban a NEBIH velencei Kutatoallomasan és poloskei fajtakisérleti telepén gytijtott
Rubus novények viromjat vizsgaltuk nagy-ateresztd képességii szekvenalds segitségével. A
bioinformatikai elemzés soran talalatot kaptunk a RYNV-re.

A szakirodalomban kozzétett diagnosztikai primerekkel nem tudtuk a megfelelé6 méretii
virusfragmentumokat amplifikalni, ezért a szekvenaldsi adatok alapjan 10j primereket
terveztiink. A novényi mintakbol tisztitott DNS-t templatként hasznalva, az altalunk tervezett
primerek segitségével sikeresen visszaigazoltuk a RYNV jelenlétét. A virus cirkuldris
genomjabol, kiilonbozd régiokbol, 6t szakaszt sikeriilt amplifikdlnunk, amelyeket pJET
vektorba klonoztunk és Sanger-szekvenalas segitségével meghataroztuk bazissorendjiiket. A
filogenetikai elemzés sordn azt talaltuk, hogy a magyar mintak kiilon klaszterez6dnek az NCBI
adatbazisban talalhat6 teljes RYNV szekvencidktol, kivéve egy vilagfajtat, a "Himbo queen’
vOoros malnabol izolalt varianst.

Az irodalombol ismert, hogy a RYNV képes beépiilni a gazdandvény genomjaba. Rolling
circle amplificaton-t (RCA) végeztiink annak megallapitdsara, hogy jelen van-e a magyar
mintakban a virus episzomalis formaban. A negativ RCA, illetve mas eredmények is arra
utalnak, hogy a virus endogén szekvenciaival van dolgunk. Ez igen fontos lehet diagnosztikai
szempontbol, hiszen eddigi ismereteink alapjan a virus nem képes reaktivalodni, igy 1ényeges
megkiilonboztetni a fertdzéképes format az endogén szekvenciaktol.

Tehat elsokeént sikeriilt detektdlnunk a RYNV jelenlétét Magyarorszagon, amely azonban

valdsziniileg a névényi genomba integralodva fordult eld.
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Abstract

Detection and study of Rubus yellow net virus variants in Hungary

Rubus species are propagated vegetatively, making them more vulnerable to viral infections,
as the virus is passed from the mother plant to the cultivars. So development of diagnostic

techniques is important to be able to reliable check the virus-free propagation material.

I studied the presence of a DNA virus of the genus Badnavirus, Rubus yellow net virus
(RYNV). RYNV can infect raspberry (Rubus idaeus, R. occidentalis), blackberry (Rubus
fruticosus) and hybrid plants, causing chlorosis of tissue along the veins in the leaves. Its
presence can be asymptomatic in many cases, but co-infection with other viruses can cause
raspberry mosaic disease (RMD), which in the majority of cases is already associated with
various symptoms. RYNV occurs in North America and Europe but has not been known to be

present in Hungary.

Rubus plants were collected at the Virology Station at Velence and the Variety Experimental
Station at Poloske of NEBIH (National Food Chain Safety Office). The virome analysis of the
samples was performed using high-throughput sequencing and the bioinformatic analyses

indicated the presence of RYNV.

Using diagnostic primers published in the literature, we could not amplify product at the
expected size, so we designed new primers based on sequencing data. Using DNA, purified
from the samples, as a template, we successfully confirmed the presence of RYNV using
primers which we designed. From the circular genome of the virus, we were able to amplify
five different regions, which were cloned into a pJET vector and their sequence was determined
by Sanger sequencing. The virus has been found in nine cultivars, which sequences clustered

together, except for one variant isolated from the world variety, red raspberry 'Himbo queen'.

It is known from the literature that RYNYV can integrate into the genome of the host plant. RCA
was performed to determine whether the virus was present in the Hungarian samples in
episomal form. The negative RCA, as well as other results, suggest that in the samples the virus
is present in its endogenous form. This could be very important from a diagnostic point of view,
since, based on our current knowledge, the virus cannot reactivate from its genome integrated

form, so it is important to distinguish the infectious form from the endogenous sequences.

Thus, we first detected the presence of RYNV in Hungary, but it is likely to have occurred

integrated into the plant genome.
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Mellékletek

1. tablazat: A virusgenom hidnyz6 részeit ezen primer kombinaciok segitségével probaltam

amplifikalni.
For_ward Reverse primer Siker
primer

RYNV_243F | RYNV_4283R nem
RYNV_243F RYNV6R nem
RYNV_3040F | RYNV_1033R igen

RYNV6F RYNV_1033R nem
RYNV_1010F | RYNV_3283R nem
RYNV_3040F | RYNV_5514R igen
RYNV_5004F | RYNV_7364R nem
RYNV_7029F | RYNV_1033R nem

2. Szazalékos hasonldosagok a RYNV 243F/RYNV _1033R primerparral amplifikalt, 790
bazispar hosszusagu szakaszok szekvencidi, illetve a teljes RYNV genomok ezen része

kozotti hasonldsdg meghatarozasahoz.

. .. | Ester- | Fert6-
Teodor igngel hazy | di | Blis- | Himbo | sum- | Fertsdi 1K9F5214 MN245 | Mz358 | NC026 | OK666
reimers 1 bOte,,r- na- sy queen mit narancs 1 240 192 238 525
mo rancs
Teodor
99,75 | 74,24 | 8393 | 9952 | 82,12 | 84,18 | 99,36 |8212| 8380 | 7806 | 77,01 | 78,03

reimers
Fertodi | gg 75 7411 | 8367 | 9927 | 8212 | 8393 | 9936 |8212| 8355 | 7806 | 77,01 | 78,03
7054/6/1 il ] 1 ] 1 1 1 1 ] 1 i) ]
Esterhazy | 2,54 | 7411 88,12 | 7379 | 70,37 | 8800 | 7389 |7037| 87,74 | 66,07 | 66,92 | 66,67
bétermd
:aegﬁ‘é; 8393 | 8367 | 8812 8347 | 80,08 | 99,75 | 8357 |80,08| 99,36 | 7500 | 75.86 | 75,61
Blissy 99,52 | 99,27 | 73,79 | 83,47 8167 | 8373 | 9889 |81,67| 8334 | 77,61 | 77.46 | 77,58
';:J’:ebr? 82,12 | 82,12 | 70,37 | 80,08 | 81,67 80,33 | 81,76 | 1000 | 8020 | s6.85 | 86,96 | 86,57
summit | 8418 | 8393 [8800| 99,75 | 83,73 | 80,33 8382 | 8033 99,62 | 7513 | 7599 | 7573
[faegﬂ‘é; 9936 | 99.36 | 7389 | 8357 | 9880 | 8176 | 8382 8176 | 8344 | 7783 | 7768 | 7781
KF241951 | 8212 | 82,12 | 7037 | 80,08 | 81,67 | 100,00 | 8033 | 81,76 80,20 | 86,85 | 86,96 | 86,57
MN245240 | 8380 | 8355 | 87,74 | 99,36 | 8334 | 8020 | 99,62 | 8344 | 80,20 75,00 | 75,86 | 75,61
Mz358192 | 78,06 | 78,06 |66,07| 7500 | 77.61 | 8685 | 7513 | 77,83 | 86,85 | 75,00 97,32 | 97,06
NC026238 | 77,91 | 77.91 | 66,92 | 75,86 | 77,46 | 86,96 | 7599 | 77.68 | 86,96 | 75.86 | 97.32 98,72
OKe66525 | 78,03 | 78,03 | 66,67 | 7561 | 77,58 | 8657 | 75,73 | 77.81 | 8657 | 7561 | 97,06 | 98,72
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3. Széazalékos hasonlosagok a RYNV_3040F/RYNV_4283R primerparral amplifikalt, 1243
bazispar hosszusagu szakaszok szekvenciai, illetve a teljes RYNV genomok ezen része
kozotti hasonlosdg meghatarozasahoz.

Fertodi_705 Teo-
. 461/ - . MWO | MZ35 | NC_0 | OK66
Blis- Jamatos/ Fertodi | Himbo | KF2419 [ MN245 80369 | 8192 | 26238 | 6525, Sur_n- do_r
sy narancs | queen 51.1 240.1 mit | Rei-
narancs, a1 2 a1 1
mers
E botermo
Blissy 99,94 99,72 86,66 86,64 83,50 | 68,10 | 83,78 | 84,51 | 84,51 | 99,76 | 99,70
Fertodi_7054_6_1/
zamatos/narancs, | 99,94 99,78 86,72 86,70 83,56 | 68,10 | 83,84 | 84,57 | 84,57 | 99,82 | 99,76
E_botermo

Fertodi_narancs 99,72 99,78 86,49 86,48 83,34 | 68,10 | 83,70 | 84,35 | 84,35 | 99,60 | 99,70
Himbo_queen 86,66 86,72 86,49 99,52 85,38 | 68,95 | 83,89 | 84,62 | 84,22 | 86,61 | 86,47
KF241951.1 86,64 86,70 86,48 99,52 85,29 | 68,76 | 83,72 | 84,44 | 84,04 | 86,52 | 86,46
MN245240.1 83,50 83,56 83,34 85,38 85,29 69,71 | 81,48 | 82,04 | 81,88 | 83,38 | 83,32
MW080369.1 68,10 68,10 68,10 68,95 68,76 69,71 68,29 | 68,38 | 68,00 | 68,10 | 68,10
MZ358192.2 83,78 83,84 83,70 83,89 83,72 81,48 | 68,29 97,43 | 97,35 | 83,66 | 83,60
NC_026238.1 84,51 84,57 84,35 84,62 84,44 82,04 | 68,38 | 97,43 99,12 | 84,39 | 84,33
0OK666525.1 84,51 84,57 84,35 84,22 84,04 81,88 | 68,00 | 97,35 | 99,12 84,39 | 84,33
Summit 99,76 99,82 99,60 86,61 86,52 83,38 | 68,10 | 83,66 | 84,39 | 84,39 99,58

Teodor Reimers | 99,70 99,76 99,70 86,47 86,46 83,32 | 68,10 | 83,60 | 84,33 | 84,33 | 99,58
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