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1 Bevezetés és célkituzések

Gyomnovények minden mezdgazdvasagilag mivelt terlileten, vagy annak kozelében
megjelenhetnek ¢és kart okozhatnak. Kozvetlen kartételiik mellet gondot okozhatnak
ndvénypatogének ¢és kartevok alternativ gazdaiként is. A rezervodr szerep leginkabb a
novénypatogén virusok esetében kiemelt, ezek a koérokozok akar tiinetek okozasa nélkiil
fennmaradhatnak a gyomnovényeken. Igy a rezervoar névények virusok fennmaradasaban,
terjedésében és megjelenésében betoltott szerepe gyakran aldbecsiilt, vizsgalata sok esetben
hattérbe szorul. A gyomnovények fert6zési kiindulopontokkd valhatnak, melyekrdl a virusok
atterjedhetnek a kultarndvényekre is (Power & Mitchell, 2004; Wisler & Norris, 2005a). Ebben
nagy szerepe lehet kiilonboz0 virusvektor rovarfajoknak, melyek felszaporodasaban ugyancsak
nagy jelent0sége lehet a gyomndvényeknek. A virusrezervoarok vizsgédlata nagyban
hozzajarulhat a kultirnovények virusfertdzottségének mélyebb megértéséhez ¢és a
novénypatogén virusok terjedésének feltardsahoz (Wisler & Norris, 2005b). Az egyre nagyobb
szamban megjelend invazidés gyomnovények (6zonndvények) kiilondsen nagy szereppel
birhatnak vektorok, valamint 0j virusok, varidnsok megjelenésében és elterjedésében (Najberek
et al.,, 2022). A ndvényviroldgiai kutatdsok eddig leginkabb a kultirndvényekbdl gyiijtott
mintak vizsgalatara koncentraltak. Mostanra egyre tobb kutatés irdnyul a gyomndvények viralis
korokozok fennmaradéasaban és terjedésében betdltott szerepének feltarasara, azonban ez még

egy mélyebb megismerésre varo teriilet (Ma et al., 2020).

Kutatdsom kozéppontjaban egy Magyarorszagon egyre nagyobb mértékben elterjedt invaziv
gyomnodvény, a selyemkord virusrezervodr szerepének vizsgalata 4ll. Ennek vizsgalata
mindeddig kevéssé kutatott teriilet, am jelentdsége a hordozott korokozdk potencidlis,
kornyezetre, igy akar kultarnévényekre gyakorolt hatasa miatt nem elhanyagolhat6. Kutatdsom
soran két helyszinrdl, egy sz0l6 és egy meggy iiltetvényrdl gyljtott selyemkord mintdk
vizsgalatara koncentraltam. Els6dleges célom a selyemkoérd ndvények viromjanak
meghatarozasa nagy ateresztOképességli szekvenalas segitségével, majd az igy kapott

eredmeények fiiggetlen modszerekkel torténd elemzése és visszaigazolésa volt.



2 Irodalmi attekintés

2.1 A kozonséges selyemkoro (Asclepias syriaca)

A selyemkord rendszertanilag az Apocynaceae csalddba, azon beliill az Asclepiadoidae
alcsaladba tartozik. Magyarorszagon ennek az alcsaladnak Oshonosan csak két faja, a
kozonséges méreggyilok (Vincetoxicum hirundinaria) és a magyar méreggyilok (Vincetoxicum
pannonicum) taldlhaté meg. Az Asclepias nemzettségbe Osszesen 140 faj tartozik, melyek koziil
jelenleg csak az Asclepias syriaca gyomndvénnyel taldlkozhatunk hazankban (Bagi, 2008;

Berki & Csecserits, 2021).

A selyemkoro 80-150 cm magasra megndvo éveld, lagyszara novény. Levelei 1andzsa alaktak,
ép széliiek, atellenesen helyezkednek el. A viragai kétivaruak, ottagiak, fehéres vagy vordses
szinliek, jellegzetes bogernyd viragzatot alkotnak. TiiszOtermése hengeres, enyhén szarv
alakuan gorbiilt, felszine molyhos. A magjai lapitottak, hosszl repitdszorrel rendelkeznek, mely
elésegiti a sz¢€l altali terjedését (1. abra). A gyodkerei altaldban 10-40cm mélyen vizszintesen
futnak, azonban akar tobb, mint 3m mélyre is lenyulhatnak a talajban, melynek kdszonhetéen
hatékonyan képes vizet és tapanyagokat elvonni més novények eldl. Rizomaszeriien
megvastagodott tarackgyokerei segitségével hatékonyan szaporodik vegetativ titon is (Bagi,

2008; Sarkany et al., 2008).

Gyors novekedésének, vegetativ szaporodasanak ¢és nagyfoku alkalmazkodoképességének
kdszonhetden veszélyes invaziv fajnak tekinthetd. 2017 o6ta szerepel az Europai Uni6 szamara

veszélyt jelentd idegenhonos invazios fajok jegyzékében (httpl).

v

1. abra: A selyemkoro termése és magjai (Grob Borbéla felvétele).



2.1.1 A selyemkoro elterjedése

A selyemkérd Eszak-Amerika keleti részén &shonos, jelenleg megtalalhaté Azsidban és
Eurdpaban is (2. éabra). Eurdpai spontan terjeszkedése valoszinlileg a Mediterraneumbol
indulhatott, feltehetden a 17.szazad elsé felében. Magyarorszagi elterjedésérél az 1730-as
¢vekbdl szarmazik az els6 adat (Rozsa & Nagy, 1997). A magyarorszagi tomeges elterjedését
nagyban megalapozta az 1970-es és 1980-as években kezd6do szant6foldi intenziv termesztése.
Ekkor mezOgazdasagi felhasznalasanak nagy jovot josoltak. Alkalmasnak tartottdk tobbek
kozott selyem helyettesitésére, szigetelési célokra, valamint felhasznaldsa kaucsuk
alapanyagként is szamitasba jott. Ezeknek az elvarasoknak végiil nem felelt meg, igy a ndovény
termesztésével felhagytak, a megmaradt alloményok pedig invéazids centrumokkd valtak.
Jelenleg a felhasznalasa csak a virdgkotészetre és a méhészetre korlatozodik, invaziv
gyomnovényként pedig rengeteg kart okoz. Leginkabb a laza, degradalt, tipanyagban gazdag
talajokon fordul eld, jol tiiri a szdrazsagot és konnyen alkalmazkodik a kiilonb6z6 klimatikus
¢s edafikus tényezokhoz (Bagi, 2008). Nem csak a mivelt teriileteken jelenthet gondot,
konnyen kolonizalhat természetes vegetaciokat is, igy terjedése természetvédelmi szempontbol

is figyelmet érdemel (Bakacsy & Bagi, 2020; Berki & Csecserits, 2021).

2. abra: A selyemkoro elterjedése (http2)

2.1.2 A gyomszabalyozas lehetdségei

A selyemkord gyomszabdlyozasa kifejezetten nehéz. A mechanikai médszerek alkalmazasa
(kaszalas, legeltetés, tovek kihtizasa, tarcsazas) onmagaban nem elég hatékony, sokszor még a
kolonizaciojat is segiti (Bagi, 1999; Bakacsy & Bagi, 2020). Bioldgiai védekezési modszerek
kifejlesztésére, erre alkalmas fajok vizsgalatdra ugyan mdar vannak kutatdsok, azonban az

eredményes biologiai gyomszabdlyozas kidolgozdsa még varat magéra (Toth, 2017). A kémiai
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védekezés legtobbszor glifozat hatdanyaggal torténik. A herbicides kezeléseket a fiatal
csirandvény ellen vagy a bimbdzas és virdgzas kozotti idoszakra kell idéziteni. Az egyszeri
kémiai védekezés csak rovidtdvon bizonyul hatasosnak, a teriilet hosszutavu
gyommentesitéséhez ismételni kell a kezeléseket. Hatékony gyomszabalyozas kémiai és
mechanikai modszerek egyiittes alkalmazasaval elérhetd, azonban ez nagyon koltséges. A
koltséghatékony ¢és eredményes gyomszabalyozasi mddszer kidolgozdsa még varat magara

(Bagi, 1999; Bakacsy & Bagi, 2020; Csecserits et al., 2020).

2.1.3 A selyemkoro karositoi, lehetséges rezervoar szerepe

A selyemkoronak tobb kartevoje €s korokozoja is ismert, alternativ gazdanovényként szerepe
lehet tobb kérositd megjelenésében, terjedésében ¢és fennmaraddsdban. A selyemkoro
szOrozottségének, nagy levélszildrdsaganak és tejnedv termelésének kdszonhetden a kartevok
kevésbé kedvelik. Europaban gyakran megfigyelhetd rajta két levéltetli faj, az uborka levéltetii
(Aphis gossypii) és az oleander levéltett (Aphis nerii)(Bagi, 1999; Berki & Csecserits, 2021).
Az oleander levéltetli ismert CMV vektor, igy nagy jelentdésége lehet a selyemkoro
virusrezervoar szerepének kialakitasaban is. A nyugati virgatripsz (Frankliniella occidentalis),
mely fontos vektora a paradicsom foltos hervadasat okozo TSWV-nek, gyakran fogyasztja ezt
a gyomnovényt (Bagi, 1999). Tovabbi kartevéi kozé tartozik a vordsfoltos bodobacs
(Spilosthetus equestris) €és a vadpaprika bodobacs (Tropidothorax leucopterus)(Berki &
Csecserits, 2021). A selyemkorot tobb ndvénypatogén gomba is képes megtadmadni. Tobbek
kozott lisztharmat-, alternaria -, botritisz -, cerkospora- és a fuzarium-fajok is képesek

megfertézni (Bagi, 1999).

Viralis korokzok koziil eddig a CMYV, a tobacco mosaic virus (TMV), az alfalfa mosaic virus
(AMYV), az arabis mosaic virus (ArMV) ¢€s a grapevine pinot gris virus (GPGV) keriilt
kimutatasra selyemkoro mintakbol (Bagi, 1999; Bellardi & Rubies-Autonell, 1999; Demian et
al., 2022; Kazinczi et al., 2002; Salamon, 1986; Salamon et al., 1989). Tovabbi selyemkorot
fert6z6 virusok még nem ismertek az irodalomban, igy ennek az invaziv gyomndvénynek a

virusrezervoarként betoltott szerepe €s ezzel okozott kartétele még mélyebb megismerésre var.

2.2 Az uborka mozaik virus (CMYV)

Az uborka mozaik virus a Bromoviridae csaldd tagja, a Cucumovirus nemzettség névado
koérokozoja. Virionja 28-30 nm atmérdjii, csonkolt csticst ikozaéder alaku (3. abra). Genetikai

allomanyat 3 pozitiv szimpla szl RNS alkotja (Mochizuki & Ohki, 2012). Elsé leirasara 1916-



ban kertilt sor, azdta szamtalan kutatés targyat képezte ez a korokoz6 (Doolittle, 1916; Jagger,
1916). Gazdasagi szempontbdl az egyik legmeghatarozobb ndvényi virusként tartjak szamon,
jelentdségét tovabb noveli, hogy gazdandvénykore rendkiviil széles. 100 csaladba tartozo, tobb
mint 1000 novényfajt, koztiik egysziklieket és kétszikiieket, lagyszartakat és fasszartakat
egyarant képes fertozni (Jacquemond, 2012). A széles gazdandvénykort a genom
valtozékonysaga és mutaciokkal szembeni tolerancidja teszi lehetové. Szamos kultirnovény
veszélyes korokozdja, a legnagyobb kart zoldség- és diszndvény-termesztésben okozza.
Vilagszerte elterjedt, kiilondsen a mérsékelt és a tropusi kliman jellemz6 (Jacquemond, 2012;

Mochizuki & Ohki, 2012).

T=3

3. abra: Az uborka mozaik virus felépitése (http3)

2.2.1 ACMV elterjedése

A CM V-t sikeresen terjesztik levéltetli fajok nem perzisztens médon. Tobb, mint 75 levéltetiifaj
lehet vektora, ezek koziil kiilondsen nagy szerepe van a zold dszibarack levéltetiinek (Myzus
persicae) €s az uborka levéltetiinek (Aphis gossypii) (Mochizuki & Ohki, 2012). Terjedése ezen
kiviil torténhet maggal, él0skddd ndvények segitségével, valamint mechanikai uton is. A
maggal valo terjedés pontos folyamata, a virus magon beliili elhelyezkedése még nem minden
gazdandvény esetében ismert (Jacquemond, 2012; Palukaitis et al., 1992). CMV fertézhet
gyomndvényeket is, melyeken akar tiinetek okozésa nélkiil, latensen is fennmaradhat. Ezek a
vad fajok fert6zési forrasként szolgalhatnak. Tobb gyomndvény képes maggal is terjeszteni a
virust, nagy szereplik lehet a korokozo6 egész évben valo fennmaradasaban, valamint a levéltetii
vektorok felszaporodasahoz és elterjedéséhez is hozzdjarulhatnak. A gyomndévények CMV

rezervoar szerepe még kevéssé kutatott teriilet, nem minden névényfaj esetében ismert, azonban



elmondhaté, hogy a CMYV elleni védekezés egyik jelentds pontja a megfelelé gyomszabalyozas

(Jacquemond, 2012).

2.2.2 ACMV genomszervezodése

sy

virusrészecskébe csomagolt. Az RNS szalak hossza kiilonb6zd: az RNS1 3,3, az RNS2 3,0 és
az RNS3 2,2 kb méreti (Mochizuki & Ohki, 2012).

A 3 RNS szal 6sszesen 5 fehérjét kodol (4. dbra). Az RNS1 monocisztronikus, az 1a fehérjét
hatarozza meg. Az RNS2 ¢és az RNS3 bicisztronikus, az RNS2 a 2a ¢és 2b, az RNS3 a 3a ¢s 3b
géneket kddolja. A transzlacio a 2b és 3b gének esetében az altaluk meghatarozott szubgenomi
RNS4 és RNS4A molekuldkrol torténik. Az 1a (helikdz és metiltranszferaz domén) és 2a (RdRp
domén) fehérjék replikaz komplexet alkotnak, a virus sikeres replikacidja csak mindkét fehérje
jelenléte esetén megy végbe. A 2b fehérje pedig a ndvényi géncsendesitési rendszerét képes
gatolni. A 3a mozgasi fehérjeként (movement protein, MP) fdleg a virus sejtrdl sejtre torténd
terjedésében jatszik szerepet, a 3b pedig a kopenyfehérje kialakitasaért felel. Az egyes gének
kifejezddésre, ezt koveti az 1a €s a 2a (replikacids komplex), mig a 3a fehérjérdl keletkezik a
legkisebb mennyiség. A virus altal fert6zott novény szovetekbdl mind az 5 fehérje kimutathato

(Jacquemond, 2012; Moyle et al., 2018).

Az RNS-ekkel egyiitt gyakran el6fordulnak 332-405 nukleotid hosszt szatellit RNS molekulak
is. Ezek a linearis RNS molekuldk nem képesek 6nallod replikdciora és enkapszidaciora,
terjedésiikhoz a CMV fehérjéit hasznaljak fel. Ezek a szatellit RNS-ek nagyban
befolyasolhatjak a CMV altal okozott tiinetek stlyossagat (Kouadio et al., 2013).

RNA-1 (3.4kb) RNA-3 (2.2kb)
5'e—] ORFla —3-OH Se—] MP | — 3"-OH
RNA-2 (3.1kb) 5 e 3-
50— ORF2a —3"-OH 3on

4. abra: Az uborka mozaik virus genomszervezddése (http3)



Szeroldgiai, patologiai és szekvenciabeli hasonldsagok alapjan kiillonb6zé CMV torzseket
kiilonithetiink el. Ezek a torzsek alapvetden 2 alcsoportba sorolhatéak (I, II). Az 1. alcsoportba
tartoz6 torzsek hdmérsékleti optimuma magasabb, mig a II. alcsoportba tartozo6 izolatumoké
alacsonyabb. Az I. alcsoportot az RNS3 5° végén talalhaté nem atirodo régio alapjan tovabbi
két alcsoportba lehet osztani (IA ¢és IB). Az IA és IB alcsoportba tartozd torzsek altdban
virulensebbek, mint a II alcsoport tagjai. Az IA alcsoport valosziniileg Azsiabol szarmazhat és
innen terjedhetett el a tobbi kontinensen is. Az IB ¢és a II torzsei vilagszerte megtalalhatdéak

(Mochizuki & Ohki, 2012; Roossinck et al., 1999).

2.2.3 CMV altal okozott tiinetek

A tlinetek kialakuldsaban mindegyik fent bemutatott virdlis fehérjének szerepe lehet. A
legéltalanosabb tiinet a szisztemikus mozaikfoltossag, melynek stlyossdga nagyban fiigg a
gazdanovénytol €s a fertézo CMV torzstol is. A fert6zott novények levelein ezen kiviil okozhat
nekrotikus foltokat és deformaciot is (Mochizuki & Ohki, 2012). Paradicsom esetén jellegzetes
tiinet a pafranyleveliiség, a levelek keskenyedése. Nem csak a leveleken, hanem a terméseken
¢s a viragokon is képes tiineteket okozni. A tiinetek kialakuldsat és sulyossagat nagyban
befolyasolhatja mas virusok jelenléte is. Ismert, hogy Potyvirusok és CMV egyiittes jelenléte

sulyos tlineteket okozhat (Jacquemond, 2012).

2.3 Jingmenvirusok

A Jingmenvirusok egy Gjonnan létrehozott, jelenleg még bizonytalan besorolasti taxon, melybe
kb. 30-35nm atmérdji, burokkal rendelkezd, pozitiv egyszalit RNS virusok tartoznak (5. abra).
Ezek a korokozok kozeli rokonsagban allnak a Flaviviridae csaladba sorolhat6 virusokkal, ezért
az irodalom gyakran ,,flavi-like” virusokként hivatkozik rajuk(Colmant, Charrel, et al., 2022a).
Az International Committee on Taxonomy of Viruses adatbazisaban (http4) a Flaviviridae

csaladban taldlhatéak meg, mint még besorolasra vard hasonld virusok.
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VP4 protein?
E protein?

5. abra: A Jingmenvirusok feltételezett felépitése (http4).

A Flaviviridae csaladba tobb human- és allat-egészségiigyi kockazatot jelentd virus tartozik,
pl.: Sargaldz virus, Dengue virus, Nyugat nilusi virus, Zika virus. A Jingmenvirusok
flavivirusoktdl vald elkiilonitését az eltéré genomszerkezetiik indokolta. A flavivirusok
genomja 11 kb méretii és egyosztatll, mig a Jingmenvirusoknak hasonlé méretli, azonban 4-5
szegmensbdl allo genommal rendelkeznek. Az elsé és a harmadik szegmensen egy-egy nyitott
leolvasasi keret (ORF) talalhatd, melyek nem strukturalis fehérjéket kodolnak (NSP1 és NSP2).
Ezek homologok a flavivirusok NS2b-NS3 komplexével (RNS fliggé RNS polimeraz (RdRp)
¢és metiltranszferaz domén) és az NS5 fehérjével (szerin protedz és helikdz domén), melyeknek
a virus replikacidjaban van szerepe. A masodik és a negyedik szegmensek 2-2 strukturalis
fehérjét kodolnak (VP1 és VP4, VP2 és VP3), melyek a burok, a kapszid és membranfehérjék
felépitésében vesznek részt, ezek evolucios eredete még ismeretlen(Gao et al., 2020; Kobayashi
etal., 2021; Temmam et al., 2019).

A szegmentalt €s a nem-szegmentalt genom RNS virusok altalaban taxondmiailag kiilonb6zo
csaladokba sorolhatoak be. A tobb szegmensbdl 4ll6 genomszerkezet valosziniileg egymastol
fiiggetlentil tobbszor alakulhatott ki az evolucio sordn. Az osztott genomszerkezettel rendelkezd
Jingmenvirusok és az egyosztati genomu flavivirusok kozotti evolucids kapcsolat 1j
kutatasoknak adhat alapot a szegmentalt genomszerkezeti virusok kialakulasaval, leszarmazasi

viszonyaival kapcsolatban.(Lucia-Sanz & Manrubia, 2017; Qin et al., 2014)

A Jingmemvirusok névado koérokozoja és egyben tipusfaja a Jingmen tick virus (JMTV), melyet

2014-ben irtak le. El6szor egy, a Kinaban talalhaté Jingmen varosbol gytjtott Rhipicephalus
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microplus kullancs fajbol mutattak ki(Qin et al., 2014). 2014-t6l kezdve egyre béviil a
Jingmenvirusok kozé sorolhaté fajok szama, ami leginkabb a HTS moédszerét alkalmazo
kutatasoknak koszonhetd. Evrél évre egyre tobb faj keriil leirasra, illetve a gazdafajok,
melyekbdl kimutattdk oket, és azok szarmazdsi helyei is egyre valtozatosabba valnak
(Kobayashi et al., 2021). Jelenleg az Antarktisz kivételével minden kontinensrél kimutattak ide

sorolhat6 virusokat(Colmant, Furlong, et al., 2022).

A legtobb Jingmenvirusnak allati gazdafajai ismertek. Az eddig leirt gazdafajok csoportja igen
valtozatos, talalhatoak koztiik izeltlabuak (pl.: kullancs, szinyog, levéltetii stb.) és emldsok (pl.:
denevérek, szarvasmarhak, majmok, ember) is egyardnt. A virusok ezen csoportjara egyre
nagyobb figyelem iranyul, melynek legfobb oka, hogy gazdafajai k6zott jelentds szdmban
talalhatok olyanok, melyek az ember kozelségében €lnek, igy az ide tartoz6 virusok potencialis
human egészségligyi kockazatot hordoznak magukban. A fokozddd tudomanyos érdeklddés
ellenére e virusok tilnyomo tobbsége részletes kutatdsi program targyat nem képezte, igy
jelenleg a legtobb informacionk err6l a virus csoportrol metagenomikai kutatasokbol
szarmazik, ezért pontos biologiajuk, gazdafajaik, vektoraik még nem tisztazottak(Colmant,
Charrel, et al., 2022b). Allati gazdafajokon kiviil néhany esetben kimutattak Jingmenvirusként

besorolt korokozokat novényi €s gomba mintakbol is(Gaafar & Ziebell, 2020a).

2.3.1 Wuhan aphid virus 2 (WHAV2)

A Wuhan aphid virus 2 rendszertanilag egy, a Jingmenvirusok kozé sorolt ssRNS (+), 4
szegmensli genommal rendelkezd korokozd. Eldszor Hyalopterus pruni és Aulacorthum
magnoliae levéltetl fajokbdl irtdk le a kinai Wuhan vérosaban, 2013-ban(Gaafar & Ziebell,
2020b; Shi et al., 2016). 2020-ban Franciaorszdgban zoldborsd (Pisum sativum) mintakbol
mutattak ki, ekkor fedezték fel elészor ndvényi gazdafajbol, ez jelentette a virus elsé Europai
¢észlelését(Colmant, Furlong, et al., 2022; Gaafar & Ziebell, 2020b). Gaafar és Ziebell
tanulmanya alapjan a virust 2012-ben Németorszagban és 2013-ban Ausztridban gytijtott
z0ldborsd mintdkbol is kimutattak, azonban ezen eredmények publikalasara még nem keriilt
sor. A levéltetiibol és a zoldborsobdl meghatarozott WHAV?2 szekvencidk nagy hasonlosagot
mutatnak, ami tovabbi kérdéseket vethet fel a virus kapcsolatarol a novényi és allati
gazdakkal/vektorokkal/rezervoarokkal kapcsolatban (Colmant, Furlong, et al., 2022). A virus
eddig HTS szekvenaldst alkalmazé kutatdsok soran keriilt kimutatdsra, részletesebb
vizsgalatarol még nincs adat az irodalomban, igy a jelentdségérdl, gazdafajairdl,

rezervoarjairdl, biologidjarol és az altala okozott tlinetekrdl nagyon kevés informacié all
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rendelkezésiinkre. Az NCBI adatbazisaba eddig csupan szegmensenként 3 szekvencia kertilt
feltoltésre. A WHAV?2 genomszervezddése a Jingmenvirusoknal ismertetett szerkezetet koveti
(6. dbra). Az els6 és a harmadik szegmens nem strukturalis fehérjéket kodol (NSP1 és NSP2),
mig a masodik €és a negyedik szegmens strukturalis fehérjék kodolasaért felelés (VP1, VP2,
VP3, VP4)(Colmant, Charrel, et al., 2022a).

m WHAV2
WHYC-2

Insect

75 470
117 2841 == 137 2588 105 896 1082 2569
L IE

NSP1
908 aa

1 3053 1 et 2169 1 2818 1 2850
221 1573

6. abra: A WHAV?2 genomszerkezete(Colmant, Charrel, et al., 2022a).

2.4 A nagy ateresztoképességii szekvenalas a virusdiagnosztikaban

A virusdiagnosztikai modszerek fejlddése, tobbek kozott a nagy ateresztoképességii
szekvenalasi technikak (Hight Throughput Sequencing — HTS) megjelenése, 1j lehetdségeket
nyitott meg a molekularis genetikai vizsgalatok teriiletén. A HTS az eddigieknél érzékenyebb
modszer a ndvényi virusok kimutatdsara. A virusdiagnosztikaban eddig a PCR-alapt ¢és a
szerologiai tesztek szamitottak a legelterjedtebb vizsgalati modszereknek, melyek
megbizhatosdguknak, egyszerli hasznalatuknak és kedvezd aruknak kdszonhetden jelenleg is
fontos modszertani alapjat képezik a kutatdsoknak. Ezeket a fiiggetlen modszereket az altalam

végzett kutatas soran a HTS-el kapott eredmények visszaigazol4sara hasznéltam.

Az HTS elonye a fent emlitett modszerekkel szemben abban rejlik, hogy mig a szeroldgiai
tesztekhez specifikus ellenanyagokra van sziikségiink az adott korokozo kimutatasara, a PCR
soran pedig ismerniink kell az adott patogén szekvencidjanak legalabb egy részét, hogy
primereket tervezhessiink, addig a HTS hasznalatahoz nincs sziikség semmilyen eldzetes
informaciora. Képes meghatdrozni a mintdban lévd Gsszes virust és viroidot, vagyis a
gazdaszervezet viromjat. Alkalmas a teljes genomok megszekvenaldsara specifikus primerek
vagy antitestek nélkiil. Ennek kdszonhetden nem csak célzottan, mar ismert korokozok
kimutatasara, hanem akar eddig ismeretlen virusok/viroidok azonositisara is alkalmas. Az
utobbi években a HTS haszndlatanak kOszonhetden nagymértékben felgyorsult az 1)

virusok/viroidok leirdsa, szekvencidinak meghatdrozdsa. A modszer csupan a korokozok

cres
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az altaluk esetlegesen okozott tlinetek és pontos biologiajuk tovabbi virologiai vizsgalatokkal

allapithaté meg.

A HTS tobb platformon is elvégezhetd, ezek koziil a legnépszeriibb az [llumina platform. A
modszerrel egy idében akdr tobb szdz millid nukleinsav sorrendjének a meghatdrozasa is
lehetséges, az eredmények értékeléséhez azonban bioinformatikai elemzésekre van sziikség. A
HTS soran kapott eredményeket minden esetben érdemes fliggetlen modszerekkel

visszaigazolni (pl.: szeroldgiai tesztek, RT-PCR) (Lebas et al., 2022; Massart et al., 2017).
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3 Anyag és modszertan

3.1 A vizsgalt mintak

A vizsgalatokhoz felhasznalt selyemkoro mintdkat egy kecskeméti sz610sbdl és egy Csopakon

talalhaté meggy iltetvénybdl gytiijtotte be a Genomikai kutatocsoport (7. abra).

7. abra: A mintavételi helyszineken készitett képek. Bal oldalon a kecskeméti, jobb oldalt
pedig a csopaki teriilet lathato.

A kecskeméti helyszinen két idopontban, 2022. jalius 15-én 3 egyedbdl (egyedenként 2 levél)
¢s 2022. szeptember 8-an 5 egyedbdl (egyedenként 2 levél) keriiltek begytijtésre a mintdk. A
csopaki mintavétel két helyszinen tortént. Az 1. helyszinen 3 egyedrdl (egyedenként 2-3 levél),
mig a 2. helyszinen 4 egyedrdl (egyedenként 2-3 levél) tortént mintavétel. A csopaki és a
kecskeméti mintak koziil tobb is virusos megbetegedésre utalo tlineteket mutatott (8. abra). A

begylijtott mintakat -70 °C-on taroltuk.
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8. abra: Virusos megbetegedésre utalo tiineteket mutatd
mintak

3.2 Total nukleinsav tisztitas

A begytijtott, -70 °C -on tarolt ndvényi mintak virusdiagnosztikai vizsgéalatanak elsd 1épése a
total nukleinsav tisztitds, mely sordn a novényben taldlhatd Osszes RNS és DNS, igy a
gazdanovény és a benne talalhatd virusok nukleinsavai is kivonasra keriilnek. A nukleinsavak

bomlésanak megeldzése érdekében végig jégen dolgoztam.

A fagyasztott mintdkat folyékony nitrogénbe tettem, majd a levelekbdl kb. 200g-ot lehiitott
dorzsmozsarba helyeztem €s szarazon eldorzsoltem. A tovabbi homogenizalashoz mintanként
0,7 ml steril vizet, 0,1 ml 10xEB-t és 0,2 ml 10% SDS-t tartalmazo6 kivond puffert adtam. A
kivon6 pufferrel eldorzsolt mintdt 600ul fenolt tartalmazé eppendorf cs6be mértem, majd
vortexelés utan 5 percig 15000rpm-en centrifugaltam. Uj eppendorf csSbe 300 pl fenolt és 300
ul kloroform:izoamilalkoholt mértem, majd a centrifugalas soran elvalt feliiluszot is
hozzapipettaztam. A mintat vortexelés utan ismét 5 percig 15000 rpm-en centrifugaltam. A
vizes fazist 600 pl klorofom:izoamilalkoholt tartalmazé eppendorf csdbe mértem és vortexelés
utan 5 percig 15000rpm-en centrifugaltam. A feliiliszohoz 20 ul 4M-os Na-acetatot, valamint
Iml 96%-o0s EtOH-t adtam ¢és par percig jégen inkubaltam. A mintakat az eppendorf csévek
forgatasaval kevertem, utana 20 percig 15000rpm-en, 4°C -on centrifugaltam. A centrifugalas
utan az alkoholt ledntdttem és a mintahoz Iml 70%-o0s EtOH-t mértem. 3 perc 15000 rpm-en
torténd centrifugdlds utdn az alkoholt ledntSttem, a csoveket pedig 10 percig 65°C-on
szaritottam. A szaritott mintdkat 30 ul desztillalt vizben visszaoldottam €s a tovabbiakban -

20°C -on taroltam.
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A total nukleinsav tisztitas sikerességét gélelektroforézissel ellendriztem. 2 pl mintat FDE-vel
megfestve 65°C -on 5 percig denaturaltam, majd 1,2%-os agar6z gélen 115V-on futtattam. A

gélképeket UV fény alatt vizsgaltam.

3.3 Poolok készitése

A késobbi vizsgalatok elvégzéséhez a tisztitott nukleinsavakbdl keverékeket, poolokat hoztam
l1étre. ElOszor egyed poolokat készitettem az egy egyedhez tartozd levelekbdl szarmazo
nukleinsavakbol. Mivel a csopaki mintavétel tobb helyszinrdl, a kecskeméti mintavétel pedig
tobb id6pontban tortént, ezért ennek megfeleléen hoztam 1étre a helyszin és id6pont poolokat.
A csopaki mintdk esetében helyszinenként kiilon, valamint egy, az egész csopaki mintat
reprezentalo teriilet poolt hoztam létre (1. tablazat). A kecskeméti mintakbol a gytijtés idépontja
szerint két poolt, valamint az egész kecskeméti mintat reprezentald teriilet poolt alakitottam ki
(2. tablazat). A total nukleinsav tisztitds utan a mintdk koncentraciojat NanoDrop
spektrofotométer segitségével mértem meg, majd ez alapjan szadmoltam ki a poolok

Osszeméréséhez sziikséges mennyiségeket.

1. tablazat: A csopaki teriileten gyiijtott mintakbol tisztitott nukleinsavak poolozésa.

Csopak
1. minta
1. egyed pool
2. minta
= .
= 3. minta
2
T 4. minta 2. egyed pool Lhelyszin pool
=
- 5. minta
6. mint
minta 3. egyed pool
7. minta
8. minta a d |
. egyed pool i
: : Terlilet pool
9. minta (tiinetes) ’
10. minta
11. minta
< _ 5. egyed pool
9 12. minta i
2 2.helyszin pool
= 13. minta
= 6. egyed pool
14. minta
15. minta
: 7. egyed pool
16. minta (tlinetes)
17. minta
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2. tablazat: A kecskeméti teriileten gy(ijtott mintakbdl tisztitott nukleinsavak poolozasa.

Kecskemét
1. minta
- 1. egyed pool
2. minta
£ -
i > minta 2. egyed pool 1.1d§ \
0 - . egyed poo . ladpont poo
=z 4. minta pontp
= -
5. minta
- 3. egyed pool
6. minta
7. minta
- 4. egyed pool
8. minta
- Teriilet pool
9. minta 5 g |
- . egyed poo
10. minta
.E .
S 11. minta .
=) - 6. egyed pool 2. Idépont pool
= 12. minta
o -
13. minta
14. minta 7. egyed pool
15. minta (tinetes)
16. minta

3.4 A HTS bioinformatikai elemzése

4

A teriilet poolokat DNéazos kezeléssel készitettem eld az I[llumina platformon torténd
szekvenalasra. A szekvenalasra kiildott mintak tartalmazzak valamennyi szervezet, igy mind a
novényi, mind a virdlis korokozok RNS-ét, a HTS eredménye pedig lehetdvé teszi ezek
kimutatasat. A kapott szekvencidk elemzését a CLC Genomics Workbench (Qiagen) program
segitségével végeztem el. ElsOként ellendriztem a kapott szekvencidk mindségét, majd
trimmeltem az olvasatokat (readeket). A trimmelt olvasatok atfedd szakaszai alapjan hosszabb
szekvencidkat, igynevezett kontigokat hoztam létre. A kontigokat az NCBI referenciagenom
adatbazisdhoz illesztettem, melynek eredményeképpen egy listat kaptam a mintdban
potencialisan el6forduld virdlis korokozokrol, valamint ezek valdszinliségérdl, melyet az E-
value jelez. A kapott eredményeket a hozzajuk tartoz6 E-value alapjan rendeztem, majd a
tovabbi vizsgélatokat a legvaldsziniibb, vagyis 0 E-value értékkel rendelkezd korokozodkkal
folytattam. Ezen virusok kontigjaibol konszenzus szekvencidkat hoztam létre, melyeket kiilon
az adott virus, NCBI adatbazisbol letoltott referenciagenomjdhoz illesztettem. A
bioinformatikai elemzések altal kimutatott virustalalatokat fliggetlen modszerekkel igazoltam

vissza (szeroldgiai gyorsteszt, RT-PCR).
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3.5 CMV kimutatasa szerologiai gyorsteszt segitségével

A kecskeméti és csopaki mintakon egyed szinten ellendriztem a CMYV jelenlétét egy szerologiai

gyorsteszt, a LOEWE FAST-Stick Lateral Flow Kit alkalmazésaval.

A teszthez -70 °C-on tarolt selyemkoro leveleket hasznaltam. A fagyott levelekbél 1-1,5 cm?
nagysagu részt eltavolitottam és a kit altal biztositott zarhatéo miianyag tasakba helyeztem, majd
homogenizaltam. A homogenizalt mintahoz a kit-hez mellékelt miianyag pipettaval hozzdadtam
a puffert és elkevertem a novényi mintaval, majd egy pipettanyi mennyiséget egy eppendorf
csObe mértem. A tesztcsikot a rajta lathato jelzésig belehelyeztem a mintat és puffert tartalmazo
eppendorf csébe, majd 5 perc elteltével értékeltem a teszt eredményét. A tesztcsikon minden
esetben meg kell jelennie egy kontroll vonal, pozitiv eredmény esetén, pedig megjelenik egy

teszt vonal. Az eredmény csak akkor értékelhetd, ha a kontroll vonal megjelenik.

3.6 cDNS szintézis

Az éltalam is vizsgalt RNS virusok PCR-rel valo kimutatasdhoz elsé 1épésben komplementer
DNS-t (cDNS-t) kell szintetizalni. Ennek oka, hogy a PCR soran miik6dd enzim, a DNS fiiggd
DNS polimeraz csak DNS templaton tud dolgozni. A cDNS szintézis soran az RNS templatrol

reverz transzkriptdz enzim segitségével késziil a cDNS.

A cDNS szintézishez a Thermo Scientific Revert Aid Reverse Transcriptase €s a Thermo
Scientific Maxima H Minus Reverse Transcriptase kiteket hasznaltam. A revert aid reverz
transzkriptaz rovidebb szakaszok cDNS szintézisére alkalmas RNS templatrol (13 kb), mig a
Maxima H Minus reverz transzkriptaz a hosszabb szakaszokat is képes megbizhatdan atirni (20
kb méretig). A szintézis soran kiilonds figyelmet kell forditani az RNS sértetlenségére, ezért

végig jégen dolgoztam.
3.6.1 cDNS szintézis Thermo Scientific Maxima H Minus Reverse
Transcriptase kit-tel

Els6 1épésként kiolvasztottam az RNS templatként hasznalt mintdkat, majd 0,5ml-es eppendorf
csObe Osszemértem 3 pl RNS templatot 1 pl random hexamer primert és 9,5 ul MQ-t. A mintak

centrifugaldsa utan 65 °C-on 5 percig inkubaltam, majd jégen tartottam Oket.
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A kit altal eldirt protokollt kovetve az el6zdleg inkubalt, majd jégen tartott mintakhoz egyenként

a kovetkez6ket mértem Ossze:

- 1 ul ANTP

- 4 ul 5x puffer

- 0,5 pul RiboLoch RNase Inhibitor

- 1 ul Macima H Minus Reverse Transcriptase (200 U/ul)

A reakciohoz sziikséges optimalis hdmérsékleteket az alabbiak szerint beallitott PCR késziilék

biztositotta:
20 °C 50 °C 65 °C 85°C
10 perc 30 perc 10 perc 5 perc

3.6.2 cDNS szintézis Thermo Scientific Revert Aid Reverse Transcriptase

kit-tel

Az elézbéekhez hasonldan elsd 1épésként kiolvasztottam az RNS templatokat, majd 0,5ml-es
eppendorf csébe O6sszemértem 1 pl RNS templatot 0,25 pl random hexamer primert és 1,75 pl

MQ-t. A mintdk centrifugaldsa utan 65 °C-on 5 percig inkubaltam, majd jégen tartottam Oket.

A kit altal el6irt protokollt kdvetve az el6zdleg inkubalt, majd jégen tartott mintdkhoz egyenként

a kovetkezOket mértem Ossze:

- 0,5 ul ANTP

- 1 pl 5x puffer

- 0,25 pl RiboLock RNase Inhibitor

- 0,25 pl Revert Aid Reverse Transcriptase (200 U/pul)

A reakcidhoz sziikséges optimalis hdmérsékleteket az alabbiak szerint beéllitott PCR késziilék

biztositotta:
25°C 42 °C 45 °C 70 °C
10 perc 60 perc 10 perc 10 perc
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3.7 Aktin teszt

A cDNS szintézis soran amplifikalt cDNS mindségét aktin teszttel ellendriztem. 0,5 ul cDNS
templathoz mintanként a kovetkezoket mértem hozza: 9,5 ul MQ, 3 ul 5xPhire puffer, 0,75 ul
Vvactin, 0,75 pl Vvactin, 0,3 ul dANTP, 0,2 pl Phire Hot Start Polymerase.

A PCR reakcio a kovetkezo beallitasokon zajlott:

98 °C 98 °C 72 °C 72 °C

30 masodperc 10 masodperc 10 masodperc 1 perc

40X

A teszt ellendrzésére 1,2%-0s agardz gélen 6 pl mintat futtattam.

3.8 Primerek tervezése

A Dbioinformatikai elemzések sordn a kapott olvasatokbol épitett kontigokat az NCBI
adatbazison taldlhat6 referencia genomhoz illesztve (BLAST) primereket terveztem a CMV ¢és
a WHAV2 PCR-rel valé visszaigazolasdhoz. A primerek tervezését a Genious Prime
programban végeztem el. A program lehetséges primer kombindacidkat tervezett, melyek
szelektalasakor a megfeleld kotddés €s pontos atiras érdekében a kovetkezd szempontokat
vettem figyelembe: 21-24 nt hosszusag, C vagy G nukleotid végzddés és az egymas melletti
haromszoros nukleotid ismétlédések elkeriilése. A csopaki mintak esetén a CMV kimutatasahoz
a kutatocsoport mar korabban megtervezett primereit hasznaltam. A tervezett primerek
szekvenciai a 3. tablazatban lathatoak, a 9-15. abra pedig szemlélteti a referenciagenomon valo

elhelyezkedéstiket és az amplifikalt termékek méretét.
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(U) Primer pairs

(0) Primer pairs for

3. Tablazat A felhasznalt primerek. Zolddel jelolve lathatdak az altalam tervezett primerek.

Pozicidja a Termék
Virus |Primer elnevezése| Primer Szekvencia (5'-3') referencia- |Referenciagenom mérete
genomon
CMVRNA1 429F [TCGGAGGAAGTTGGGTCACAC  |429-449
INC 002034 1942 bp
CMVENA1 2401R |GACAGAATCGGCTGTTCGAAC  [2401-2381 | —
CMVRNA2 356F [TGATGATGAGCTCCTTGTCGC [356-376
CMVRNA2 2616R [[GTCAGTTCCGAACCATCCAC  [2616-2596 | 002032 2260 bp
CMVRNA3 416F [TTCCACTGATGCTGAAGGGTC |416-436
CMVENA3 2032R |AGCTGGATGGACAACCCGTTC  [2032-2012 | —°0 440 Lele bp
CMV oMy RNAL 720F [GGACGATGATGITCGACGGTGC [720-741
NC_002034 1845 b
CMV_RNA1 2565R |GTCGAACGAAGCGTCACGAGAGG [2565-2543 | — P
CMV RNA2 178F |GTGAACAACGCGAAGATGCTG |178-198
CMV_RNA2 2005R [GGTTCCATCACCTTAGCTTCC  [2005-1985 | —0 02032 1827 bp
CMV_RNA3 207F [GATGCCATCAAGAAGATGGCTAC [207-229
NC_001440 1831 bp
CMV_RNA3 2038R |GCCGTAAGCTGGATGGACAACC [2038-2017
WHAV2segl 771F ATCACCTATGGTACAGAAGTC [771-791
WHAV?Z2 1 2162 INC 028382 1391 b
- B GCTGTGTGTTCGTCCGACATG  [2162-2142 | — P
WHAV2seg2 692F TGCTCTGAACAAGTGAGCAGC  [692-712
ﬁHAV2569271888 GAGGAGTGTAGTAAGGBATCG  [1888-1868 | — 20-00 1196 bp
WHAV2 HAVZseq3 411F CAGGAATTGTTGGATGACCGG  |411-431
2HAV256Q3—2362 GTTAAGICTTCTGACGICATC  [2362-2342 |'o—029393 1951 bp
WHAV2seg4 11F [TAATTGTGTTGTGGATTATAC |[11-31
NC_ 028387 2493 b
gHszseg472504 CACGAAGACTCTCTGTTATAG  [2504-2484 | — P
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9. abra: A CMV RNSI-re tervezett primerek altal felamplifikalt régio (kék vonal) a
referenciagenomon.

Job GgHAdRRpVMID 4FR5E=13
Primer 1 -

> >
> >—F pacoca

[

CrisZqp) >

3yRS7u7EgGh

crus2gp2 I
HP_519631.1 [ e =
uuuuuuu ]

4

oo 200 [see  |see  [see  eea  |7ee |see

00 1K

|1e |1zea [1306 ji400 |isel

1600|1700

1800 11,900 |2k

4
_[2108_|2208 [2300 |248e |25es |2ge0 |2700 2800 | 3ese

10. abra: A CMV RNS2-re tervezett primerek altal felamplifikalt régié (kék vonal) a
referenciagenomon.
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00 200 1300 400 500 600 700 800 200 1K 1,100 1,200 1,300 1,400 1,508 1,600 1,700 1,600 1,900 2 K 2,216

Genes i oo [i X- 24
30 =3
NP 407 76,1 S S s s 2 NP_B40777.1
& > > > | Cucuno_coat
(U) Primer pairs for job y8EVkgkFBKOjkwGWDPY1pHbtNJIZb i-LWg o o Li -2
. .~ &
Priner 1E3 =]
3 100 200 300 400 |500 600 |700 |s00 |900 LK [tiee  |12ee  [13e8  |14e@  [Lsee |68 [17e@ (1868 1308 |2 K | 2,216

11. abra: A CMV RNS3-ra tervezett primerek altal felamplifikalt régio (kék vonal) a
referenciagenomon.

Genes [ J oo x
Rsez7_
P Bes..

lcopping 2-OMTase_ P _RaRp-like
Flovi NE5_thumt | ey S
nucleic acid substr. conserved polymeras.. Il
SAN binding site (ch Heep ] conservad polymeras.. Il
() Erimer pairs for 3ob ARTaWCEG=KTrEMmUREXERTTo TWT eaThkg T ] oo x
Primer 1 4
& 9
L |tee  [200 [see |4e@ [see |€@e |70@ |see [s0e 1K  |110@ [1.200 |1.300 [1.460 (1508 [1.€00 [1.70@ [1600 [1.900 |2K  |2.06 [2.200 [2.300 |2400 [2.50@ |2.600 2706 |2.800 | 3.053

12. abra: A WHAV?2 szegmens 1-re tervezett primerek altal felamplifikalt régié (kék vonal) a
referenciagenomon.

Genes (777 00 x
> > > > > >
YP_pe9179385.1 > > - VP 85175365 | > > >
eg > > |
\P_pa.
(U) Primer pairs for job srhs63MGIqSZKHUVAvVIpwzuTpUh VWIIA o L -]
e &
Primer 1 B 4
1 |168 |zea |ze8 ) 580 23 |70 | B0 | 500 LK |i.109 1200 [L3oe  |l480  |L5e@ 1680 (L7008  |1.800 1508 [2 2189

13. abra: A WHAV?2 szegmens 2-re tervezett primerek altal felamplifikalt régio (kék vonal) a

200 300 400 so8 [gea el 200 Eaad 1K 1,180 1,208 1,308 [1400 |1.560 1,600 |L.7ea 1,800 1,908 2 K |2.100 |2.200 [2.300 |2.400 |2500 |2.508 2,818
Genes [ [i -3
RS027 3.
YP_B@s17. =
P-loop containing N = =
P-loop containing N.. T
ATP binding site [ch. |
(0) Primer pairs for job HREDRIsQVrhxgsaHy-fitbHEB4sc7-iang oo
5
Primer 1% 4
L |10 |200 [300 |400 spe 600 (706 |S66 (960 1K (1100 (1,200 [1.300 (1400 (1500 1600 L7090 (1800 [1900 |2 K  |2100 (2200 (2300 |2400 [2500 |2600 |  2.818

14. abra: A WHAV?2 szegmens 3-ra tervezett primerek altal felamplifikalt régio (kék vonal) a
referenciagenomon.

uP2 > > -

¥P_pes..

(0) Erimer pairs for job WMOSmMQAHDABQKQIUBLQSpN_VPZRS_Caouw 0o U L
Primer 1

N -

Ly <

b hoe  |sve js00 |00 |see  |eve  |7ee  |eeo  [see |1k paee p.2ee 1see j1.400 |10 JLeve |i7e0 l.eve [19ee ek  |2100 |2.2ee |2360 |2.40e |[25ee |eve | 2ecd

15. abra: A WHAV?2 szegmens 4-re tervezett primerek altal felamplifikalt régio (kék vonal) a
referenciagenomon.

3.9 Gradiens PCR, RT-PCR

Az altalam tervezett primerek miikodésének optimalizalasat gradiens PCR segitségével
végeztem el. A kontaminacio elkeriilése érdekében laminaris fiilkében, steril, szlirOs
pipettahegyekkel dolgoztam. Az RT- PCR validalasdhoz Q5 Hot Start DNS polimerdz (New
England Biolabs) és TaKaRa Ex Premier DNS polimeraz (TaKaRa) enzimeket is hasznaltam.
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3.9.1 Gradiens PCR QS5 enzimmel

Eldszor egy reakcidelegyet készitettem, mely 2 ul mintara vonatkoztatva a kovetkezoket

tartalmazta:

- 31 ulMQ

- 20 ul 5xQS5 puffer

- 2 ul 10mMdNTP

- 2 ul Q5 enzim (2000 U/ml)

A reakcidelegyhez 2 pl mintat, 2,5 pl forward primert és 2,5 pl reverz primert adtam. Az 50 ul
veégtérfogatl elegyet 5 csdbe mértem szét, majd ezeket kiilonb6z6 annellalasi héfokokra (58°C,
60,5°C,62,5°C,64,5°C, 66°C) allitott PCR késziilékbe helyeztem. A PCR reakcid soran

alkalmazott idGintervallumokat a gyart6 javaslata alapjan valasztottam meg.

40X
|
98 °C 98 °C 58-66 °C 72°C 72 °C
30 masodperc 30 masodperc 30 masodperc 7 perc 10 perc

3.9.2 Gradiens PCR TaKaRa enzimmel

Mintanként 50 pl végtérfogata reakcoelegyet mértem Ossze, mely a kovetkezdket tartalmazta:

- 19 ulMQ

- 2,5 pl forward primer

- 2,5 pl reverz primer

- 1 ul cDNS templat

- 25 pl Takara Ex Premier DNS polimeréaz

Az 50 pl végtérfogati elegyet 5 csObe mértem szét, majd ezeket kiilonb6z6 annellalasi
héfokokra (55°C, 57°C,61,2°C,64°C, 66°C) allitott PCR késziilékbe helyeztem. A PCR reakcid

soran alkalmazott id6intervallumokat a gyarto javaslata alapjan valasztottam meg.
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98 °C 98 °C 55-66 °C 68°C 68 °C

1 perc 10 masodperc 15 masodperc 3 perc 4 perc

40X

A gradiens PCR soran meghatarozott optimalis annellaldsi hémérséklettel PCR reakciot

végeztem, mintanként 15 ul végtérfogatban.

A PCR eredményeinek értékelésére 1,2% -os agardz gélen, 130V-on futtattam. A
gélelektroforézishez a Q5 enzimmel végzett reakcid esetén a mintdkat DNS festékkel festettem
meg, mig a TaKaRa Ex Premier DNS polimeraz kit tartalmazza a festéket is, igy azokat a

mintakat kiilon festés nélkiil futtattam meg.

3.10 PCR termék tisztitasa

A PCR soran pozitiv eredményt mutatdé mintak gélbdl valo tisztitdsdhoz a kapott PCR-
termékeket steril szikével UV fény alatt kivagtam. A termékek visszaizolalasat NucleoSpin Gel
and PCR Clean-up Kit (Thermo Fisher Scientific) segitségével végeztem el, a gyartd utasitasait
kdvetve. A tisztitas soran a kit kidolgozott protokolljat kdvettem, majd 25 pl elucids pufferben
oldottam vissza a mintakat. A tisztitas sikerességének ellendrzésére a mintakbol 5 pl-t 3 pl DNS

festék hozzaadasaval 1,2%-o0s agardz gélen futtattam meg.

3.11 Klonozas

A gélbdl tisztitott PCR termékeket Thermo Scientific CloneJet PCR Cloning Kit segitségével
PJET1.2/blunt vektorba klonoztam (16. abra). A ligaldshoz a reakcidelegy a kovetkezdket

tartalmazta:

e 3 ul tisztitott PCR termék

e 1ulMQ

e 5 ul2X puffer

e 0,5 ulpJET 1.2 blunt vektor

e 0,5 pulligdz enzim
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16. abra: pJET vektor felépitése

A reakcioelegyet szobahOmérsékleten inkubaltam 10 percig, majd DHS5a kompetens

baktériumsejtekbe transzformaltam.

A transzformalds soran 5 ul ligatumot adtam 200 pl kompetens sejthez. A kapott szuszpenziot
20 percig jégen tartottam, majd 42 °C -os vizfiirddben 30 masodpercig hdsokkoltam, utana ujra
jégre tettem. A mintdkhoz 500 pl SOC téaptalajt adtam, majd 37 °C -os razd termosztatba
helyeztem 40 percig. A kapott szuszpenziobdl 200 pl-t ampicillint tartalmazo LB taptalajon
sz¢lesztettem és egy ¢jszakan at 37 °C -on inkubaltam. A taptalajon csak azok a baktérium
képesek felnoni, melyek tartalmazzék az inzerttel ligalodott vektort, hiszen az inzert beépiilése

megakadalyozza a vektorban talalhato letalis gén expressziojat.

A taptalajon felnétt telepek koziil 4-et folyékony ampicillin tartalmt LB taptalajra oltottam le,

majd 37 °C -os razo termosztatba helyeztem.

3.12 Plazmid tisztitasa a baktériumtenyészetbdl

A baktériumtenyészetbdl a plazmidok tisztitdsat NucleoSpin Plasmid Kit (Thermo Fisher
Scientific) segitségével végeztem el, a gyartd utasitasait kovetve. A tisztitott plazmidokat 50 ul
elticios puffer-ben oldottam vissza. A ligalas sikerességét a plazmidok restrikcios enzimekkel

valo emésztésével ellendriztem. Az emésztéshez a kovetkezo reakcidelegyet mértem Ossze:
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e 2 ul 10x Tango Puffer
e 0,4 ul Xbl enzim

e 0,2 ul XHol enzim

e 34ulMQ

A reakcioelegyhez 4 pl plazmidot mértem, majd 37 °C -os vizflirddben 30 percig inkubéltam.
Az emésztés sikerességét gélelektroforézissel ellendriztem, melyhez 1,2%-o0s agaroz gélt

hasznaltam.

3.13 Sanger szekvenalas és a szekvenciak elemzése

A mintak szekvencidinak meghatarozésa Sanger szekvenalassal tortént, melyet a BIOMI Kft.
végzett el. A mintdk szekvenalasa forward és reverz iranybol is megtortént. A kapott
szekvencidk mindségének ellendrzésére Chromas 2.6.6 programot hasznaltam. A forward és a
reverz szekvencidk Osszeillesztését az NCBI adatbazis segitségével végeztem el. A forward és
reverz primerek is maximum 800-900 bp méretig végezték el a szekvenalast. Amennyiben az
insert mérete nagyobb volt, mint amit a két irdnybdl sikeriilt megszekvenalni, akkor a kdztes

szakaszok szekvenaldsdhoz 0j primerek tervezeséré volt sziikség.

Az 6sszeillesztett szekvenciakat az NCBI adatbazisaban talalhato szekvenciakkal hasonlitottam
0ssze, majd a Genious Prime program segitségével filogenetikai fat készitettem. Kiilcsoportnak
egy, az adott virussal kozeli rokonsagban allo virus szekvenciajat valasztottam. A filogenetikai

fa készitéséhez maximum likelihood modszert alkalmaztam, 1000 bootstrap beallitassal.
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4 Eredmények

4.1 Total nukleinsav tisztitas

Kutatasom els6 1épéseként a kecskeméti és a csopaki helyszinrdl gyiijtott mintakbol total
nukleinsavat tisztitottam. 1,2%-o0s agardz gélen futtatva megfeleld mindségii €s tisztasagu total
nukleinsavat izolaltam. A nukleinsav tisztitas a gélelektroforézis alapjan minden minta esetében
mértem meg, majd ez alapjan szamoltam ki a poolok Osszeméréséhez sziikséges

mennyiségeket.

iw
B B -

17. abra: A csopaki mintak total nukleinsav tisztitdsanak ellendrzése gélelektroforézis
segitségével.

A totél nukleinsav tisztitast kovetden a mintavételi teriileteket reprezentald poolokat DNazos
kezeléssel készitettem el az [llumina platformon torténd szekvenalasra, mely 1,2%-os agardz

gélen futtatva, a gélkép alapjan mindkét poolnal sikeres volt (18. dbra).
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18. abra: A kecskeméti (bal oldal) és a csopaki (jobb oldal) teriilet poolok DNazos kezelése a
gélkép alapjan sikeres volt.

4.2 Bioinformatikai elemzések

Az RNS HTS eredményeként a csopaki konyvtarban 22,7 milli6 olvasatot kaptam eredményiil,
ez a szam a trimmelés utan 22,3 milliora csokkent. A kecskeméti konyvtarban16,8 millid
olvasatot kaptam, melyek szdma trimmelés utan 16,4 milli6 16.87.824 volt. Az olvasatokbol
létrehozott kontigokat az NCBI adatbazisaban talalhaté referenciagenomokhoz illesztettem,
mely eredményeként egy virustaldlati listat generaltam Az 4. tablazatban lathatoak a 0 E-value
értékkel eredményiil kapott virusok. Ezen virusok mindegyikére sikeriilt legalabb 1 kontigot

épiteni.

4. tablazat: AZ RNS HTS bioinformatikai elemzése soran kapott virusok (E-value=0).

RNA cmMv CMV CMV WHAV2 WHAV?2 WHAV2 WHAV2
se
a RNA1 RNA2 RNA3 segl seg2 seg3 segd
kon'tlgok 6 4 11 . ) ) .
szama
Kecskemét| virdlis
lefedettség 100 100 100 - - - -
(%)
kontigok 1 2 2 1 1 1 4
szama
Csopak virdlis
lefedettség| 97,392 81,54 97,756 99,8 98,25 99,86 88,66
(%)

A tovéabbiakban a kecskeméti teriilet mintdiban a CMV, a csopaki teriilet mintdiban pedig a
CMYV ¢és a WHAV?2 visszaigazolasat végeztem el. Ezen virusokra taldlatul kapott szekvencidkat

kozvetleniil az NCBI adatbazisbol letoltott referenciagenomokhoz illesztettem, melynek
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eredményeként megkaptam az adott virusgenom lefedettségét (19-21. abra). A vizsgalt virusok

viralis lefedettsége mind 80% felett volt.

i

21. abra: A CMV RNS1-3 lefedettsége a csopaki konyvtar eredményei alapjan.

WHAV?2

Szegmens3 Szegmens4

20. abra: A WHAV2 szegmens 1-4 lefedettsége a csopaki konyvtar eredményei alapjan.
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4.3 c¢DNS szintézis

A bioinformatikai eredmények RT-PCR-el val6 visszaigazolasahoz a tisztitott nukleinsavakbol
cDNS szintézisre volt sziikség. A cDNS mindségének ellendrzésére a 3.7 fejezetben leirtak
alapjan aktin tesztet végeztem. A teszt alapjan a cDNS szintézis sikeres volt, minden esetben

megfelelomindségii terméket kaptam (22. 4bra).

- WAy W v ey

22. abra: A kecskeméti mintakbol szintetizalt cDNS aktin tesztje.

4.4 CMV visszaigazolasa

A CMV visszaigazolasat két fiiggetlen modszer segitségével végeztem el. Az egyes selyemkoro
egyedek virusfert6zottségét Lateral flow szeroldgiai gyorsteszttel allapitottam meg. A teriilet
poolokbol szintetizalt cDNS felhasznélasaval pedig RT-PCR segitségével végeztem el a virus

jelenlétének validalasat.

4.4.1 Lateral flow szerologiai gyorsteszt

A lateral flow szeroldgiai gyorstesztet a csopaki €s a kecskeméti teriiletrél szarmazd 7-7
selyemkord egyeden végeztem el az RNS izolalasdhoz is hasznalt fagyasztott novényi
anyagokbol. A teszt soran minden esetben megjelent a tesztcsikon a kontroll vonal (23. 4bra),
igy az eredmények értékelhetdek voltak. A teszt alapjan a kecskeméti teriiletr6l mind a 7
egyedet, a csopaki teriiletrdl pedig a 7 egyedbdl 5-6t talaltam fertézottnek (5. tablazat). A
csopaki mintavételi teriileten mindkét virusos megbetegedésre utald tlineteket mutatd egyed
fertdzottnek bizonyult. A maradék 3 egyed tlinetmentessége ellenére bizonyult fertézottnek. A
csopaki teriilet 1. helyszinérdl gylijtott mintak koziil 2, a 2. helyszinrdl gytlijtott mintdk koziil
pedig 3 bizonyult CMV-vel fertdzottnek.
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23. abra: Pozitiv lateral flow teszt. A tesztcsikon jol lathato a kontroll vonal és alatt a pozitiv
eredményt mutaté teszt vonal is.

5. tablazat: A kecskeméti €s a csopaki teriiletrdl gylijtott selyemkord egyedeken végzett
lateral flow szerologiai gyorsteszt eredményei. A gyorsteszt alapjan a pirossal jelolt
egyedek bizonyultak fertézottnek.

Kecskemét

1. id6épont

2. id6épont

4.4.2 RT-PCR

1. helyszin

2. helyszin

RT-PCR segitségével a kecskeméti és a csopaki teriiletet reprezentald poolokbol sikeresen

visszaigazoltam a CMV mindharom RNS-ének jelenlétét. A kecskeméti teriilet esetén 1j

primerek tervezésére volt sziikkség, melyek optimalis annellaldsi hdmérsékletének

megallapitasara gradiens PCR-t végeztem. Az RNS1 és az RNS2 minden vizsgalt h6fokon (58-

66 °C) (24. abra), mig az RNS3 csak 66 °C-on adott pozitiv eredményt. Ennek alapjan a

tovabbiakban 66 °C -os annellalasi hdmérséklet beallitasaval végeztem el a PCR reakciokat.
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58°C 60,5°C 62,5°C 64,5°C 66°C

24. abra: A tervezett primerek annellalasi hdmérsékletének meghatarozasa a kecskeméti pool,
CMYV RNSI esetében.

A CMV kecskeméti teriiletrdl valo kimutatasara tervezett primerek annellalasi homérsékletének
optimalizalasa utan az RT-PCR segitségével amplifikalt termékek mérete az RNS1 esetében

1942 bp, az RNS2 esetében 2260 bp, az RNS3-nal pedig 1616 bp volt (25. 4bra).

——
—
—
————
——
—r

25. abra: A CMV RNS1, RNS2 és RNS3 visszaigazoldsa a kecskeméti teriiletr6l RT-PCR-el.

A csopaki teriiletr6l mar el6zdleg, a kutatdcsoport altal tervezett primerek alkalmazasaval
sikerlilt RT-PCR-el visszaigazolnom a CMV jelenlétét. Mindhdrom RNS esetén koriilbeliil

1800 bp hosszu terméket vartam, melyek jol lathatdak a gélképen is (26. 4bra).
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26. abra: A csopaki pool-ban a CMV mindharom RNS-¢ét sikeresen
visszaigazolam. Az RNS 1 esetében 1845 bp, az RNS 2-nél 1827 bp, az RNS 3-
nal pedig 1831 bp méretli terméket sikeriilt amplifikalni.

4.4.3 Klonozas és restrikcios emésztés

Mindkét teriilet esetén a PCR termékeket gélbdl tisztitottam és klonoztam a 3.8 és 3.9
fejezetekben leirtak alapjan. A klonozas ellenérzésére Xbal és Xhol enzimeket hasznalva
emésztettem a PJET konstrukciot. Az emésztett €s az emésztetlen termékeket is 1,2%-0s agardz
gélen futtattam meg. A gélelektroforézis sordn az emésztetlen (ET) és az emésztett (EM)
mintakat egymast valtva vittem fel a zsebekbe. A gélképek alapjan a ligalas sikeres volt, igy

alkalmasak voltak a Sanger szekvenalasra, melyet a Biomi Kft. végzett el. A sikeres restrikcios

emésztést mutatd gélképet az 27. dbra szemlélteti.

—
—_—
R —
—_——
—_—
—_—
—
S—
~~
~

RNS1 RNS2 RNS3

27. abra: CMV RNSI1, RNS2, RNS3 ligalasanak ellendrzése restrikcids emésztéssel.
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4.4.4 Filogenetikai elemzések

A PCR termékek tisztitdsa, klonozasa és a klonok tisztitdsa sikeres volt, a mintak Sanger

szekvenalasat kiils6 vallalkozoként a Biomi Kft. végezte el.

A filogenetikai fa elkészitéséhez az NCBI adatbazisaba feltoltott, kiillonbozo foldrajzi régidkbol
¢s gazdandvényekbdl izolalt CMV szekvenciakat hasznaltam. Kiilcsoportnak a CMV-vel kozeli
rokon, szintén a Cucumovirus nemzettségbe tartozd Peanut stunt virus (PSV)
referenciagenomjat valasztottam. A kapott filogenetikai fa alapjan elmondhat6, hogy a
kecskeméti és a csopaki teriilet poolokbol meghatarozott CMV szekvencidk kiilonb6zo
alcsoportokba tartoznak (28. dbra). A kecskeméti izolatum az IB. alcsoportba, mig a csopaki
izolatum a II. alcsoportba sorolhatd. A kecskeméti izolatum egy spanyol, paradicsombol
kimutatott szekvenciaval, mig a csopaki egy magyar, fehér herébdl meghatarozott

szekvenciaval klaszterezodik egyiitt.

—— L esculentum_ESP @

- r ]
8 Asyriaca_HU_K \‘;

5 b | glutinosa_HU ‘; IB. aICSOport

e C_sativus_JP
89 f

i £
Bjuncea_JP px..

R.sativus_IRN &
56

C.sativus_MY 1A. alcsoport

81

7 e | scul2NtUM_USA @

e | sculentum_IT @

«
T.repens_HU &
84 *

57

A.syriaca_HU_CS \\:f

II. alcsoport

C.sativus_IN g%

100

Alstromeria_NL 3

L saligna_USA f

PSV

28. abra: Filogenetikai fa a CMV szekvencidk leszarmazasi viszonyainak feltarasara. Az

altalam izolalt virusok két kiilon alcsoportba tartoznak.
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4.5 WHAV-2 visszaigazolasa

A WHAV-2 visszaigazolasat RT-PCR-el végeztem el, melyhez 0j primereket terveztem. A
primerek optimalis annellalasi homérsékletét gradiens PCR segitségével allapitottam meg. PCR
reakcioval a virus elsé és masodik szegmensét sikertilt visszaigazolnom. A gradiens PCR soran
a tervezett primerek minden vizsgalt h6fokon (55-66 °C) megfeleléen miikddtek (29. édbra). A

tervezett primerek segitségével a PCR soran a szegmens 1 1391 bp, a szegmens 2 1196 bp

hosszu szakaszat sikeriilt amplifikaltam (230. abra).
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29. abra: Gradiens PCR a WHAV?2 els6 szegmensének visszaigazolasara tervezett
primerekkel. A tervezett primerek minden vizsgalt h6fokon miikodtek.
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30. abra: WHAV?2 visszaigazolasa RT-PCR-el.

A szegmens 2 esetében nem csak a csopaki teriiletpool-bol, hanem az egyes egyedekbdl is

sikeriilt visszaigazolnom a virus jelenlétét (31. abra). A PCR alapjan a 7 egyedbdl 4-et talaltam
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fertozottnek. A 4 fert6zott egyedbdl 2 az elsé €s 2 a masodik mintavételi helyszinrdl gyiijtott

mintak koziil keriilt ki. A virusfertézésre utald tiineteket mutatd 2 egyed koziil 1 bizonyult
WHAV-2-vel fert6zottnek.
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31. abra: WHAV2 szegmens 2 kimutatasa a selyemkoro egyed poolokbol. A 7 egyedbdl 4
bizonyult fertdzottnek. A bekarikazott mintak esetében kaptunk a vart méretben (1196 bp)
PCR terméket.

4.5.1 Filogenetikai elemzések

A filogenetikai fa készitését elvégeztem a szegmens 1 és a szegmens 2 szekvenciaival is (32.
abra). Az NCBI adatbazisaba eddig csupan szegmensenként 2 szekvencia kertilt feltoltésre errdl
a virusrol, igy az elemzésekhez kis szamu referencia genom 4allt rendelkezésre. Mindkét
dendrogram alapjan az altalam vizsgalt, selyemkorobdl izolalt virus a Kindban levéltetiibol
izolalt virus szekvencidjaval klaszterezOdik egyiitt, mig a Franciaorszagban zdldborsobol
kimutatott virus kiilon helyezkedik el ezektdl. A kis mintaelemszam miatt ezek az eredmények
kevésbé reprezentativak, azonban felvethetik azt a kérdést, miszerint biztosan magabdl a

novénybdl izolaltam-e a WHAV-2-t, vagy esetleg valamilyen izeltlabu szennyezddés lehetett a

mintdkon, mely hordozta a virust.
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32. abra: A WHAV?2 szegmens 1 (bal oldal) és szegmens 2 (jobb oldal) szekvenciaival
készitett filogenetikai fak.
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5 Kovetkeztetések és javaslatok

Az irodalomban mar ismert, hogy a Magyarorszagon invaziv gyomndvényként terjedd
selyemkoro virusrezervoar szereppel birhat, azonban ez a szerep még nem teljesen feltart. A
CMV bizonyitottan képes fertézni a selyemkordt, ezt az altalam vizsgalt kutatds is
megerdsitette. Eredményeim tovabba hozzajarultak a kiilonbozo alcsoportokba tartoz6 CMV

torzsek magyarorszagi elterjedésének megismeréséhez.

A hatarozatlan besoroléasu, Jingmenvirusok koz¢ tartoz6 WHAV2-t elsdként Kindban irtak le.
Eurdpai jelenléte egy franciaorszagi mintabol valé kimutatdsanak koszonhetden mar ismert a
szakirodalomban, azonban Magyarorszagi megjelenésérdl eddig még nem volt tudomasunk.
Kutatdsom sordn Magyarorszagon elséként izolaltam a WHAV2-t, valamint ez volt a virus els6
selyemkorobol torténd kimutatdsa is. A filogenetikai elemzések soran az altalam izolalt
WHAV2 a virttal ellentétben nem a ndvényi mintdbol izolalt, hanem a levéltetiibol
meghatarozott szekvencidkkal klaszterez0dott egyiitt. A kevés elérhetd, NCBI adatbézisdba
feltoltott szekvencia miatt kis mintaelemszammal tortént a dendrogram készitése, igy az
eredmények is kevésbé reprezentativak. Ugyanakkor ezek az eredmények felvetik azt a kérdést,
hogy vajon valéban magabol a selyemkord novénybdl, vagy valamilyen, a mintdkon talalhato
izeltlabu szennyezO0désbdl mutattam-e ki a koérokozdt. Az altalam meghatirozott WHAV?2

szekvenciak az NCBI adatbazisaba feltoltve segithetik ennek a virusnak a tovabbi vizsgalatat.

Eredményeim tehat megerdsitik, hogy a gyomnodvények fontos szereppel birhatnak a
ndvénypatogén virusok terjedésében, valamint hozzdjarulnak a kozonséges selyemkord
virusrezervoar szerepének mélyebb megismeréséhez. Kutatasom alapjan elmondhatd, hogy ez
az invaziv novény fontos szereppel birhat novénypatogén virusok fennmaradasaban €s akar 0;j

virusok megjelenésében is, ezzel novelve a miivelt teriileteken okozott kartételét.
Tovabbi kutatasi iranyok

Az altalam végzett kutatds eredményei megerdsitik, hogy a selyemkord virusrezervoar szerepe

fontos kutatasi tertilet, vizsgalatat érdemes a jovoben folytatni.

A tovabbiakban mindenképpen érdemes lehet a CMV, nem csak teriileteket reprezentald
poolokbdl, hanem a selyemkoro egyedekbdl torténd visszaigazoldsa RT-PCR-el. Az amplifikalt
termékek tisztitasa és klonozdsa utan a Sanger-szekvenalassal meghatirozott szekvenciak

filogenetikai elemzése pontosabb képet adhat a koérokozé adott teriileten valo variabilitasarol.
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A WHAV?2 részletesebb vizsgalatanak publikalasa még nem tortént meg a szakirodalomban, igy
ez a korokozo tobb jovobeli kutatas alapjat képezheti. A harmadik és a negyedik szegmens
figgetlen modszerekkel vald visszaigazolasa és szekvencidinak elemzése jelenleg is
folyamatban van. A kutatdsom soran felmeriilt kérdés, miszerint valéban ndvényi eredetiick-e
az altalam izolalt korokozok, tovabbi vizsgalatok elvégzését teheti sziikségessé. A
kutatocsoport a mintavétel soran a selyemkoro novényekrdl levéltetii mintakat is begytijtott, igy
ezek vizsgdlata valaszt adhat erre a kérdésre. A korokozo altal jelentett kockazat a kutatas
jelenlegi fazisdban még nem felmérhetd, mivel az altala okozott tiinetek és az esetleges tovabbi
gazdaszervezetek kore még nem kertilt felderitésre. A WHAV2 tovabbi tulajdonsagainak
megismerésére irdnyzott részletes kutatdas a fentebb emlitett okok miatt 0 és akar

novényvédelmi szempontbdl jelentds adatokkal gazdagithatja a szakirodalmat.

A bioinformatikai elemzések soran felmeriilt egyéb virusok visszaigazoldsa €s vizsgalata is a

kutatés jovobeli céljai kozé tartozik.
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6 Osszefoglalas

A ndvényi virusfertézésekkel szemben jelenleg nincs rendelkezésiinkre allo névényvédelmi
technologia. Ezért a gyomndvények, mint virusrezervoarok altal jelentett kockdzat felmérése
kulcsfontossagu lehet a novénypatogén viralis korokozok terjedésének és fennmaraddsanak
megelozésében. A virusrezervoar szerep megismerése kiilonosen fontos lehet az invaziv
novények esetén, melyek 0j virusok vagy varidnsok megjelenésében is nagy szerepet
jatszhatnak. A selyemkord (Asclepias syriaca) Eszak-Amerikabol szarmazé invaziv
gyomnovény, mely Magyarorszagon egyre nagyobb teriileten van jelen. Kedveli a bolygatott,
tapanyagban gazdag talajt, igy gyakran megjelenik mezdgazdasagi mivelés alatt allo
terlileteken is, ahol gyomnovényként nagy kéarokat okozhat. A szakirodalomban ismert, hogy
elterjedt és jelentds karokat okozo ndvénypatogén virusok, mint példaul az uborka-mozaikvirus
(CMV) ¢és a dohany-mozaikvirus (TMV) gazdandvénye lehet, igy elterjedése egy uj fert6zési
forras megjelenésének veszEélyét hordozza magédban. Az j vizsgalati modszerek, tobbek kozott
a nagy ateresztOképességli szekvenalasi technikdk (HTS) fejlddése, lehetdvé teszi a

selyemkoron eléforduld tovabbi virusok kimutatasat és diagnosztikai vizsgalatat.

Diplomadolgozatomban egy Kecskeméten talalhatd szOl6sbdl és egy Csopakon talalhatd
meggyiiltetvénybdl gylijtott selyemkoérd mintdkat vizsgdlatam. A begyljtott selyemkord
novények levelei koziil tobb is virusos megbetegedésre utald tlineteket mutatott. A mintakbol
total nukleinsavat tisztitottam, majd DNaz-os kezelés utan a mintak szekvenalasa Illumina
platformon tortént. A kapott szekvencidk elemzését a CLC programban végeztem el. A
bioinformatikai elemzés tobb virus lehetséges jelenlétét mutatta ki, melyek koziil két virus
RNS-¢ét fliggetlen modszerekkel is visszaigazoltam. Az uborka mozaik virus (CMV) jelenlétét
mindkét mintavételi teriiletrdl szdrmaz6é mintdkbol RT-PCR és lateral flow szeroldgiai
gyorsteszt segitségével is validaltam. A csopaki mintdban a Wuhan aphid virus 2 (WHAV-2),
jelenleg bizonytalan besorolast Jingmenvirusok kozé tartozd, ssRNS (+), 4 szegmensii
genommal rendelkezd korokozo jelenlétét RT-PCR-el igazoltam vissza. A WHAV-2-t eddig, a
szakirodalom alapjan, csak levéltetli fajokbol és zdldborsobol mutattak ki. Magyarorszagi
jelenléte és selyemkord gazdandvénye eddig még nem volt ismert. Eredményeim ravilagitanak
arra, hogy a selyemkoérd jelentds szereppel birhat virusrezervoarként, ezzel novelve invaziv

gyomnovényként okozott kartételét.
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8 Roviditések jegyzéke

CMV — uborka mozaik virus (Cucumber mosaic virus)

EB — extrakcios puffer

FDE - xilene cianol, bromfenolkék, EDTA és deionizalt formamid tartalmu festék
GPGV - sz016 Pinot gris virus (Grapevine Pinot gris virus)

HSVd — koml6 torpiilés virus (Hop stunt viroid)

HTS — nagy ateresztOképességii szekvenalas (high-throughput sequencing)
NSP — nem sturkttralis fehérje (non structural protein)

MP — mozgéasi fehérje (movement protein)

RT — reverz transzkriptaz

SOC — super optimal broth with catabolite repression

TMV — dohany mozaik virus (Tobacco mosaic virus)

VP — viralis fehérje (viral protein)

WHAV?2 — Wuhan aphid virus 2
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