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1. A KUTATAS ELOZMENYEL CELKITUZESEK

Magyarorszdgon az almatermésiick utdn a csonthéjas
gylimolcsoket termesztik a legnagyobb mennyiségben €s teriileten. A
hazai kornyezeti feltételek valamennyi mérsékelt égovi gyiimolcsfaj
termesztés¢hez adottak, azonban szamos tényezd befolyasolja
termeszthetdségiiket. Az éghajlat valtozdsa és az egyre gyakoribb
sz€lsOséges iddjarasi jelenségek mellett a mar ismert, és Ujabb
novényvédelmi problémak, koztik a jelentés karokat okozo
virusfertézések jelentenek nagy gondot.

A szilva (Prunus domestica L.) sokoldalt feldolgozhatdsaganak
¢és nagyfoku 6kologiai tolerancidjanak koszonhetéen ma is az egyik
legnagyobb mennyiségben termesztett csonthéjas gylimolesfajunk. A
szilva hazankban nagyfoku termésbiztonsdggal rendelkezik, alacsony
koltséggel boven és rendszeresen terem, gépi betakaritasra kivaloan
alkalmas. Hazank az Oszibarack (Prunus persica L.) és a kajszi
(Prunus armeniaca L.) gazdasagos termeszthetdségének ¢északi
hataran fekszik. Mindkét faj nagyon kedvelt és keresett gytimolcs, igy
hazéankban is viszonylag nagy feliileten termesztik 6ket, az 6szibarack
a meggy ¢s a szilva utdn a harmadik legnagyobb teriileten termesztett
csonthéjas gylimdlcsiink. BO fajtavalasztékkal rendelkeznek, de
Magyarorszagon érdemes a helyi (hiivosebb) kornyezeti feltételeknek
megfeleld fajtdkat termesztésbe vonni, mert a mediterran régidobol
érkezd import barackokkal csak ezekkel a fajtakkal lehet felvenni a
versenyt.

A szilva himlé virus (Plum pox virus, PPV, sharka virus) a
csonthéjasok termesztését meghatarozd korokozd. Stulyos karokat
foleg szilva-, Oszibarack- és kajsziiiltetvényekben okoz. A fertézés
kovetkeztében kialakult terméskiesés tobb milliard eurdra becsiilhetd

gazdasagi kart okoz vildgszerte napjainkban is. Veszélyességét
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fokozza, hogy a nemzetkézi szaporitdoanyag-kereskedelemnek
kdszonhetden mara vilagszerte elterjedtté valt, és minden fontosabb
csonthéjas gylimolcsfajokat termesztd orszagban kimutathatdan jelen
van. Magyarorszagon a PPV cléfordulasa 1948 6ta ismert (Szirmai,
1948), a csonthéjas gyiimolcsosokben a legveszélyesebb, legnagyobb
karokat eldidézd korokozok kozott tartjdk szamon. A betegség
kovetkeztében csokken a termés mennyisége ¢és mindsége,
alacsonyabb az aru esztétikai és beltartalmi értéke, szallitaskor a
gyimdlces konnyebben sériil, romlik a tarolhatésaga. A PPV-vel
szembeni védekezési stratégidk a levéltetli vektorok elleni védekezés,
egészséges szaporitdanyag hasznalata, valamint rezisztens fajtak
nemesitése. A szilva himl6 elleni védekezés kiemelkedd fontossagu
modja a rezisztencianemesités. A PPV megjelenése Ota nagy
gazdasagi jelentOséggel bir, maig kilenc torzsét irtak le, és a jovoben
elképzelhetd, hogy szamolnunk kell meggyen és cseresznyén is
jarvanyos megjelenésével. Dolgozatomban a virus hazai
elterjedésnek felmérését, valamint a hazankban jelen 1évd torzsek
felmérését és gazdandveény preferencidjuknak vizsgalatat tiiztem ki £6
feladatul. A diagnosztikai modszerek folyamatos fejlodése hozzajarul
a virus elleni kiizdelemhez, igy a molekularis vizsgalatokon til a mar
meglévd technikdk pontositdsa, valamint 1) technikak tesztelése is
részét képezi a vizsgéalataimnak. Munkdm sordn hazai termesztési
gyakorlatban hasznélt dszibarack alany-nemes kombinacioknak is
vizsgaltam a virussal szembeni ellenallosagat, eredményeimmel a

termesztés sikerességéhez szeretnék hozzajarulni.

Munkam ¢és dolgozatom fobb céljai ezek utan a kovetkezok:
o Felmérés készitése Magyarorszdg északi megyéiben a

csonthéjas tiltetvények és hazikertek PPV fert6zottségérdl, a
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pozitiv mintdkbol szarmazd virusizolatumok torzsekbe
soroldsa, és molekularis jellemzése, valamint a kiilonb6z6
torzsek hazai elterjedtségének feltérképezése.

Oszibarack oltvanyok vizsgélata, mely soran vizsgaltuk, hogy
igazolhatd-e, az alanyfajtanak hatidsa a virusfertdzottségre,
igazolhato-e a nemesfajtak hatasa a virusfert6zottségre, és
igazolhat6-e az alany-nemes kombinaciok hatdsa a
virusfert6zottségre.

Egy iiltetvényben egymas mellett elhelyezked6 szilva, kajszi
¢és Oszibarack fak viroldgiai vizsgalatanak elvégzése, a PPV
kimutatasa molekularis modszerekkel, a virustorzsek
meghatdrozasa, a vizsgalt csonthéjasokon eléfordulo PPV
torzsek gazdandvény preferencidinak vizsgalata.

A korabban mar ismert P3—CI genomi régioban végzett RFLP
vizsgalat tokéletesitése a leggyakrabban el6fordulo PPV
torzsek (M, D, Rec) azonositasara.

A Whatman FTA (Flinders Technology Associates) membran
alkalmazasi lehetdségeinek vizsgalata a mintagytjtés, tarolas

¢s a virusdiagnosztika teriiletén.

2. ANYAG ES MODSZER

A vizsgalt mintak gyiijtése és tarolasa

A hazai felmérés sordn Magyarorszdg ¢északi megyéibol

iltetvényekbdl és hazi kertekbdl gytijtottiink 105 darab mintat. A

felmérésben résztvevd megyék Pest, Borsod-Abauj-Zemplén,

Nograd, Szabolcs-Szatmar-Bereg, Komarom-Esztergom és GyOr-

Moson-Sopron megye voltak. Az 0&szibarack alany nemes

kombinaciok vizsgalatdban a mandula magonc, a ’Cadaman’, a

’GF677°¢és a ’Pe-Ma’ alanyok, valamint a ’Babygold 6°, a
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’Cresthaven’ és a ’Michelini” nemes kombinacioi vettek részt,
Osszesen 91 mintat vizsgaltunk ezekben a kombinaciokban. A PPV
torzsek gazdanovény preferencidjanak vizsgalatdhoz kivalasztott
iiltetvények: ’Calanska lepotica’ szilva mirabolan alanyon,
’Redhaven’ 6szibarack keserli mandula alanyon, *Tomcot’ kajszi
mirabolan alanyon. A laboratériumi vizsgalatok elvégzéshez 20-20
farol 6szibarack, kajszi és szilvaleveleket gytijtottiink. A fent emlitett
vizsgalatokban szerepld mintakat -70 °C fokon taroltuk gytijtés utan.
Az FTA Card vizsgalatdban részt vevd mintdk Bulgériabol
szarmaztak szilva virag szovetekbdl. 32 mintat vizsgaltunk, melyek
gyijtése 2013 és 2014-ben tortént, ezeket a mintakat
szobahdmérsékleten taroltuk.
Molekularis médszerek, RT-PCR és Nested-PCR

A TRNS kivonashoz mintanként 100 mg szovetet hasznaltunk fel.
A mivelethez rendelkezésiinkre allo eszkozoket és vegyszereket a
Kit-ek tartalmazzak. A teljes ribonukleinsav kivonast a gyartok
utasitasait alapul véve végeztik. A mintdkbol kinyert TRNS-t
hasznaltuk a tovabbi Iépésekhez. A megmaradt mennyiséget tovabbi
felhasznalasig -70 °C-on fagyasztva taroltuk. A PCR folyamatdhoz
dezoxiribonukleinsav sziikséges, ezért cDNS-t, vagyis komplementer
DNS szalat kell késziteni az egyszali virus nukleinsavbol (+ssRNS-
bdl). Mintanként nagyjabol 1500 ng/ul TRNS-t, vagy 2 mm atmérdji
tisztitott FTA korongot hasznaltunk, melyhez 1 pl 100 pmol-0s
antiszenz primert adtunk, majd 12,5 pl végtérfogatra nukleaz mentes
vizzel egészitettiik ki. Az elegyet 65 °C-on 6t percig inkubaltuk,
ezutan tiz percig jégen hiitottiikk, mely alatt a kovetkezd elegyet
allitottuk Ossze, és mértiikk a mintdkhoz: 4 pl 5x RT puffer, 2 pl 10
mM-os dNTPs, 1 pl (200 u) RevertAid reverz transzkriptdz enzim,
0,5 ul 20 u RiboLock ribonukledz inhibitor. A reverz transzkripci6 42
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°C-on egy 6ran keresztiil zajlott, majd 70 °C-on tiz percig inkubalva
eliminaltuk az enzimet. Az igy kapott CDNS-t tovabbi felhasznalasig
-20 °C-on taroltuk. A polimerdz lancreakciok soran a két vizsgalt
genomi 1égid a virus 3° végéhez kozel talalhatdo 3’NIb—CP géneket
kodolo, valamint a 3’P3—6K1-5"CI géneket kodold volt. A PCR-t és
a Nested-PCR-t 20 ul végtérfogaton végeztiik a primereknek
megfeleld kotddési hémérséklet és a PCR termék hosszanak
megfeleld lancépitési iddtartam megvalasztasaval. A PCR soran
felhasznalt primerek az aldbbiak voltak: Sprimer, M4T és M4 (Chen
és Adams, 2001), PP3 és PCI (Glasa et al., 2002) valamint mM5,
mM3, mD5 és mD3 (Subr et al., 2004).
Torzsmeghatarozas RFLP és RT-PCR modszerekkel

Annak megallapitasahoz, hogy az egyes mintak a PPV-nek melyik
torzsébe tartoznak, a PCR-termékeket 3 féle restrikcios
endonukleazzal, a Ddel-gyel, az EcoRIl-gyel és az EcORV-tel
hasitottuk. Az igy kapott hasitasi minta alapjan elkiilonitheté a harom
leggyakrabban  el6fordulo  torzs. PCR-rel egy virustorzs
kimutatasahoz torzsspecifikus forward és reverz primerekre van
sziikség, amelyek a sokszorositani kivant szakasz mindkét végéhez
kapcsolddnak a primerkdtés (anellacio) sordn. A D torzshdz tartozo
minta esetében a D specifikus forward és reverz primer kdtédik (mD5
¢s mD3), M torzsnél pedig az M torzs specifikus forward és reverz
primer (mM35, mM3). Az altalunk alkalmazott PCR azért alkalmas a
Rec kimutatasara, mert a vizsgalt régio tartalmazza a rekombinacios
pontot. A Rekombindns torzs genomja az NIb génrdl keletkezd
CDNS-en tartalmazza a D torzs forward primerének kotési helyét, az
M torzsét azonban nem, igy 5’ vég feldl a D torzs specifikus forward
primer (mDS5) kapcsolodik hozza. A Rec torzs genomja az CP génrdl

keletkez6 cDNS-en tartalmazza az M torzs reverz primerének kotési
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helyét, az D torzsét azonban nem, igy 3’ vég fel6l az M torzs
specifikus reverz primer (mM3) kapcsolédik hozzd. A PCR
eredményét 1%-os agardzgélen valo futtatassal tessziik lathatova. A
gélelektroforézis soran megjelenitett PCR termékeket hosszusaguk
alapjan soroljuk torzsekbe. A legrévidebb (459 bp) szakasz az M torzs
esetében jon létre, mig a D torzsnél kapjuk a leghosszabb (664 bp)
PCR terméket. A Rec torzs esetében a felszaporitott cDNS szakasz
hossza a kett6 koz¢ fog esni (605 bp).
Nukleotid szekvencia meghatarozasa és analizise

A PCR termékeket PCR termék tisztitasa utan kiildiik szekvencia
meghatdrozasra Hollandidba, ahol a BaseClear cég Barcode
Sequencing szolgaltatasat vettiik igénybe. Az Osszehasonlitast és a
filogenetikai torzsfat a CLC Sequence Viewer 7.0-as verzidjaval
végeztik. A torzsfa elkészitése sordn 1000 ismétléses bootstrap
analizist hasznaltunk, mely sordn a program 1000 alkalommal rajzolja
meg a torzsfat.
Statisztikai modszerek

Az eredmények statisztikai elemzésére az IBM SPSS Statistics 20
programcsomagot hasznéltuk. Fiiggetlenségvizsgalat Khi-négyzet-
probaval: E probaval két eseményrendszer és ezen keresztiil két
valtozé fliggetlenségét teszteltik (Harnos és Ladanyi, 2005). A
nullhipotézis a valtozok fliggetlenségét mondja ki. Esetiinkben a
kovetkezd kérdeésekre kerestiik a valaszt fliggetlenségvizsgalattal:
. Igazolhato-e, hogy az alanyfajtanak hatasa van a
virusfertézottségre?
. Igazolhato-e, hogy a nemesfajtanak hatdsa van a
virusfert6zottségre?
. Igazolhato-e, hogy az alany és nemes kombinacidoknak hatésa

van a virusfertdzottségre?



Amennyiben a szignifikanciaszint kisebb volt, mint az els6faju
hibavalosziniiség (p<), elutasitottuk a HO hipotézist, azaz szignifikans
Osszefiiggést mutattunk ki. Ha szignifikdns hatdst tudunk kimutatni,
az azt jelenti, hogy az alanyfajtak, nemesfajtak, és kombinacioik
kozott kiilonbség van a fertdzottséggel szembeni ellenalloképesség
szempontjabol. Vizsgalatainkban o=0,05 esetén szignifikanciarol,
a=0,01 érték esetén erds szignifikanciardl beszéliink.

Binaris logisztikus regresszid: A fak fert6zottségét befolyasolo
tényezOk  vizsgalatara logisztikus regresszidos modellt s
alkalmaztunk, amelyben a vizsgalt esemény (az adott id6szakban
torténd megfert6zodés) bekdvetkezési valosziniiségét becsiiljiik. A
logisztikus regresszidos modell szignifikancidja mellett az alanyok,
fajtak, és kombinaciojuk kozotti kiilonbségeket az esélyhdnyadossal
vizsgaltuk. A nemesfajtadk Osszehasonlitasakor referenciaszintként a
’Michelini” nemesfajtat valasztottuk irodalmi adatok alapjan
rezisztenciat ~ mutatd  mivolta  miatt. A kombindciok
Osszehasonlitdsakor referenciaszintként a mandula magonc x
’Michelini’ kombinécidt valasztottuk az irodalmi adatok alapjan a

mandula magonc PPV-vel szembeni fogékonysagabol és a

crer

3. EREDMENYEK ES KOVETKEZTETESEK

Az északi megyékben végzett felmérés soran 105, a PPV fertézés
jellegzetes tiineteit mutato és tiinetmentes levélmintat gytijtottiink. Az
RT-PCR vizsgalat soran alkalmazott PCI és PP3 primerek — a genom
3’P3-6K1-5’CI régidjanak megfelel — 836 bp hosszii PCR-terméket
emeltek ki, mely alapjan 42 minta bizonyult PPV-vel fertézottnek.

Ezeket a mintakat RFLP modszerrel, valamint szekvencia analizis
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segitségével torzsekbe soroltuk. Az altalunk gyiijtott és nukleotid
szinten is elemzett 23 izolatum koziil 12 a D, 10 a Rec és 1 az M
torzsbe tartozonak  bizonyult. gy eredményeink alapjan
megallapithatd, hogy Magyarorszag ¢&szaki megyéiben a két
legelterjedtebb torzs a D és Rec, de az M torzs is jelen van. A torzsek
megoszlasat megyénként tekintve, a D torzs foként Szabolcs-
Szatmar-Bereg megyében ¢és Komarom-Esztergom megyében
elterjedt, a Rec torzs pedig Pest, Nograd és Borsod-Abatj-Zemplén
megyékben a leggyakoribb. Az M torzs képviseldjét is Borsod-Abar;-
Zemplén megyébdl gyljtottiik.

Az alany-nemes kombinaciok vizsgalata soran 91 tiinetmentes,
illetve PPV jellegzetes tiineteit mutatd Oszibarackfardl szdrmazd
mintat gyljtottiink Soskuton. Vizsgalataink soran a 91 mintabol 45-
ben sikeriilt kimutatni a PPV jelenlétét. Az iiltetvénybdl szarmazd
Oszibarack alany, és nemes mintak vizsgalata soran bebizonyosodott,
hogy a 45 vizsgalt pozitiv minta koziil 19 az M ¢és 12 a D torzzsel
fert6z0dott meg. Tizennégy esetben M+D kevert fertdzést is
diagnosztizaltunk. Az eredményeken elvégzett statisztikai analizisek
soran arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a vizsgélt alanyoknak
nem volt hatdsa a virussal vald fertdzédésre. A nemes fajtdk
vizsgalata soran megallapitottuk, hogy a kisérletben szerepld
nemesfajtak koziil a Michelini’ fajta joval alacsonyabb mértékben
fert6z0dott meg, a tobbi nemesfajtdhoz viszonyitva, a kiilonbség
szignifikans volt. A kombinaciok vizsgalata sordan Khi-négyzet
probaval a ’Cadaman’ x ’Michelini’, ’GF677° x ’Cresthaven’,
"GF677° x ’Michelini’ kombinaciok alacsonyabb mértékben
fertdzodtek meg a tobbi kombinacidhoz viszonyitva. A ’Cadaman’ x
"Cresthaven’ kombinacidk ezzel ellentétben nagyobb aranyban

fert6z0dtek meg a tobbi kombindcidhoz viszonyitva. Logisztikus
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regressziés modellben a Mandula x *Michelini” kombinaciot vettiik
referenciaként az irodalmi adatok alapjan a mandula magonc PPV-vel
A *GF667° x ’Cresthaven’, ’GF677° x ’Michelini’, ’Cadaman’ x
’Michelini’ kombinacioknal az esélyhanyados kisebb ugyan 1-nél
(kiilonosen a *GF667° x ’Cresthaven’ esetében), ami magasabb
ellendlloképességre utal, de az eredmények statisztikai értelemben
nem szignifikdnsak. A *’Cadaman’ x ’Cresthaven’ kombinacional az
es¢lyhdnyados szignifikdnsan nagyobb 1-nél, (Exp(B)=13,000;
p=0,013), vagyis ezen kombinacional szignifikdnsan nagyobb esély
van a fert0zottségre a referenciahoz képest.

A gazdandvény preferencia  vizsgdlatdban a  vizsgalt
szilvamintakbol azonositott PPV izolatum tipusok megoszlasa: 53%
D, 18% Rec, 18% kevert Rec+M fertzés, 11% M. Oszibarack mintak
esetén ugyanez: 50% M, 28% kevert M+D fert6zés, 22% D.
Kajszimintak esetén 57% kevert M+D fertdzés, 28% M, 15% D. A
szilva, kajszi és Oszibarack iltetvényekbdl szdrmaz6d mintak
elemzésénél sikeriilt gazdandvény preferenciat megéllapitanunk. A
D, M ¢és Rec torzsek fajonkénti eloszldsa a harom tablaban lényeges
eltéréseket mutatott, igy megallapithatjuk, hogy az altalunk vizsgalt
iltetvényekben az M torzs leginkdbb Oszibarackon volt jelen (56%),
amig a D egyenlden magas aranyban volt kimutathat6 szilva és
dszibarack mintakbol (39.1%) - igaz viszont, hogy 6szibarackban a D
fertdzések fele M torzzsel kozos kevert fertézésként jelentkezett.
Rekombinans torzset csak szilvan talaltunk, 50%-ban M t6rzzsel
kozos kevert fertézésként.

A PPV diagnosztikai mddszereinek tokéletesitését és tesztelését
célzd vizsgalatok eredményeként megallapithatjuk, hogy a genom

3’P3-6K1-5’CI régidjanak ECORV restrikciés endonukledzzal

11



végzett RFLP vizsgalata hatékonyan kimutatja a Rekombinans

torzset, valamint az Whatman FTA Card alkalmas a PPV izolatumok

gyljtésére, szobahdmérsékleten vald tarolasara ¢és RT-PCR

modszerrel vald kimutatasara.

1.

2.

4, UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

Hazai kertekben ¢és iltetvényekben felmértem a PPV
elterjedését. 20 minta esetében a molekularis vizsgéalatok
alapjan meghataroztam az izolatumok filogenetikai helyét és
torzsekbe soroltam azokat.

Négy alany ¢és harom 0&szibarack nemes kombinacié PPV
fogékonysagat vizsgalva megerdsitettem, hogy a vizsgalt
alanyfajtdknak nincs szignifikdns hatdsa a PPV fert6zésre.
Tovabba bizonyitottam, hogy a ’Michelini’ fajta
szignifikdnsan kevésbé fogékony a tobbi vizsgalt nemes
fajtdhoz képest.

Szilvan, kajszin és Oszibarackon megallapitottam a PPV
torzsek gazdandvény preferencidjat, az M torzs dszibarackon,
a D és Rec torzs szilvan a leggyakoribb.

A P3-CI genomi régioban alkalmazott RFLP vizsgélatot
tovabb fejlesztettem az ECORV restrikcios endonukledz
alkalmazasadval. Az ECORV hasitohelye a GAT|ATC
nukleotidok kozott talalhatd, és a P3-CI genomi régidban igy

mar egyértelmiien elkiilonithet6k a rekombinans izolatumok.
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