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UJ DIAGNOSZTIKUM A SZILVA HIMLO VIRUSARA

Palkovics Laszl6, Burgyan Jozsef és Balazs Ervin
Mezdgazdasagi Biotechnoldgiai Kutatékézpont,
2101 Gédélls, Szent-Gyérgyi Albert u. 4.

A csonthéjas gyimdlcsok termesztését talin legjobban gdtlo virusbetegség azonositdsdra
szendvicshibridizdcids tesztet fejlesztettiink ki. A nukleinsav hibridizdcié az RNS—-RNS hibridizdcion
alapul, amikor a kimutatando virus RNS-t két in vitro szintetizdlt komplementer RNS ejt csapddba.
Ezek koziil az egyik (elfogo RNS) biotinnal jelolt, és szildrd fazishoz (ELISA lemez) kéti a
szendvicskomplexet, lehetdvé téve az extenziv tisztitdsi lépéseket, mig a mdsik szintetikus RNS-be
digoxigeninnel jelolt nukleotidokar épitiink. A digoxigenin elleni antitestekhez kototr alkalikus
foszfatdz konjugdtum segitségével a virus kimutatdsdit az ELISA technikdban mdr jol ismert
kolorimetrikus reakciéval végezziik el. A fentiekben emlitett ,, szendvicshibridizdcios teszt” segitsé-
gével a kimutathatosagi hatdr 107 virus RNS molekula/minta. Kiilonbozd gytimolesfajok riigymintdit
vizsgdlva a szendvicshibridizdcids teszt az ELISA tesztben negativnak mutatkozé mintdk 50%-dban
virusfertézottséger mutatott ki és érzékenységében a kidolgozotr diagnosztikum megkozelitette a

legérzékenyebb radioaktiv jelolésii modszerek érzékenységét.

A novénypatogének kimutatdsara a vilagon
mindeniitt széles korben elterjedtek az immuno-
16giai alapi diagnosztikumok. Az elmilt évti-
zed 6ta szinte kivétel nélkiil minden karantén
laboratériumban hasznéljak az ELISA technika
legkiilonbozébb formdit (Van Regenmortel
1981). A ndvényi virusok detektildsira is éppen
a moédszer egyszeriisége és megbizhatdsiga mi-
att az ELISA technikdkat haszndljak. A techni-
ka clterjedésével egyidében deriilt ki, hogy az
ELISA alkalmazdsidnak korldtai vannak. Szi-
mos kérdés vetddott fel, igy tobbek kozott a
rendszer alkalmazhatatlansiga a fehérjeburok
nélkiili ,,virusok”, a viroidok kimutatisira. A
legtobb virus kimutatdsihoz ma még csak polik-
lonélis ellenanyaggal rendelkeziink, amelyek a
novényekben talilhaté fehérjékkel keresztreak-
ciét adva megnchezitik a virus detektaldsat
(Jacgle és Van Regenmortel 1985). Kozismert
az is, hogy néhany virus igen alacsony titerben
taldlhaté meg a fertézott névényben, mig masok
instabilak a névényi szoévetnedvben és ezért kimu-
tatdsuk rendkiviil nchéz, de hdtriltatja a novényi
virusok kimulatdsat az is, bogy egyes virustor-
zsek nagyon rossz immunogénnck bizonyulnak.

A molekuliris biol6gia technikai fejlédésé-
vel lehetévé vélt a névényi virusok klénozasa,
elsédleges szerkezetének meghatdrozdsa és
olyan mddszerck alkalmazasa, amelyek nagy
biztonsdggal képesek kimutatni néhiny pél-
dinyban jelenlévé nukleinsav szakaszt is. Az
Orion Biotechnoldgiai Cég bevezette a human
papilléma virus kimutatdsara a kettds szendvics
nukleinsav-hibridizdciés tesztet, amelynek elvét
kovetve fejlesztettik ki mddszeriinket a Ma-
gyarorszagon silyos kdrokat okozd szilva himlé
virus kimutatdsdra (Syvinen, Laaksonen és S6-
derlund 1986, Varveri €s mtsi. 1988). A médszer
leirasat és felhasznalhatosdgit a kovetkezGkben
ismertetjiik.

Anyag és modszer
A virus izoldldsa és tisztitdsa

A szilva himl6 virusinak (PPV) a hazai
f16rdbal (szilvérol) izolalt torzsét tiszta kultiira-
ba hoztuk a megfeleld lagyszari teszinovények
alkalmazasaval, majd Nicotiana clevelandii-n
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szaporitottuk fel, és alapvetGen Lain és munka-
tirsai (1988) mdédszere szerint tisztitottuk. A
virus tiineteit mutat$ fertézott névényeket 2-3
héttel az inokuldlds utin 0,18 M Mcllvain’s
citromsav-foszfat (pH:7) pufferben homogeni-
zaltuk, majd 7500 rpm alacsony fordulatii cent-
rifugélassal a szovettdrmeléket eltdvolitottuk. A
virusrészecskéket magasabb fordulatszami dif-
ferencial ultracentrifugaldssal és czt kovetS ala-
csonyabb fordulatszdmi centrifugilds véltoga-
tisdval tisztitottuk. A tisztitott virust végiil 10—
40%-o0s cukor stniséggradiens centrifugilds
utdn kaptuk meg. Hasonlé cukor gradiens és
detergens kezelés utdn nyertiik a mar burokfe-
hérjéjétél megszabaditott virus RNS-t. Az igy
nyert nagy tisztasagi virus teljes genomjat kép-
z6, 10 kilobazis méretli egyszild RNS-t hasz-
ndltuk fel a molekuldris klénozishoz.

A klonozas lépései

A PPV genomjit képzé nukleinsav 3’ végén
egy poliadenildlt régid talélhato. fgy a komple-
menter DNS (cDNS) elsé szilat oligo dT (15
mer) primerrel (kezdd nukleotidokkal) inditot-
tuk. Az elsé szdl cDNS-ét avian myeloblastosis
virus (AMV) reverse transzkriptiz enzimjével
szintetizdltattuk. A mdasodik szal szintézisét
Gubler és Hoffinan (1983) munkéja alapjdn
végeztilk, RNase H és DNS polimeriz I segit-
ségével. Az igy kapott kettdsszdli (ds) cDNS-t
T4 fag DNS polimerdzénak segitségével ,tom-
pa” végiivé alakitottuk dt. Az Sma I restrukciés
enzimmel linearizilt és defoszforildlt pUC-18-
as klénozé vektorba épitettilk be a virusszek-
venciat tartalmazd kettdsszali cDNS-t T4 fig
DNS ligdzanak segitségével. Az igy létrehozott

ANTI DIG-AP KONJUGATUM

DIG RNS PROBA

rekombindns plazmidot a szokdsos transzforma-
ciés modszer segitségével (CaCl; kezeléssel és
42 °C-os hdsokkal) bejuttattuk JM101-es Eseri-
chia coli sejtekbe. Az ampicilint tartalmazé
szelekcids tiptalajon kivilasztottuk azokat a
rekombindns klénokat, amelyek virusspecifikus
szekvenciat hordoztak. A diagnosztikum fej-
lesztésére a klénok koziil a pPPV-72-t valasz-
tottuk ki, amely nukleinsavjdnak bazissorrend-
jét meghatdroztuk. A pPPV-72-es kl6n nukleo-
tid sorrendjénck meghatirozdsat a dideoxinuk-
leotid lancterminiciés modszerrel végeztik el
Sénger és munkatarsai (1977) nyoman. A szek-
vendlasnal a Boeringher Manheim pUC szekve-
ndlé kittjét alkalmaztuk a gyartd elSirdsai sze-
rint. A nukleinsav sorrend adatait GCG version
6.2-es program felhaszndldsdval szdmitégépen
értékeltiik ki.

Eredmények és megvitatisuk
A diagnosztikum elvi felépitése

Az elmilt években elsésorban a humanvi-
rolégidban terjedtek el a nukleinsav hibridizéci-
on alapul6 diagnosztikumok. Ezek egy része
oldatban t6rténd hibridizacién alapul, mig més-
részrél szildrd fizison torténd hibridizaciét al-
kalmaznak. Az eldbbi hatisfokéban feliilmilja
a rogzitett rendszerekét. Az altalunk aldbbiak-
ban részletezett médszer fclhaszndlja az oldat-
ban torténd hibridizacié clényeit, misodik 1é-
pésben rogziti a kialakult hibrideket a szilard
fazishoz. A szilard fézis lehet nitrocelluléz
membrin vagy a mér tébb, mint egy évtizede
széles korben elterjedt ELISA lemez (1. dbra).
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1. dbra. A nukleinsav hibridizacion alapuld diagnosztikum elvi felépitése
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A szilva himlé virus diagnosztikumdnak
kialakitdsa

a) APPV genom beépitése RNS transzkrip-
ciés vektorba:

A virdlis RNS 3’ végérdl késziilt 2400
bézispar hosszisidgl cDNS-t két részre bontot-
tuk fel és beépitettiik pAM18, illetve pAM19
transzkripcids plazmidba (2. dbra). Errél a pa-
ros prométerii (T7 és SP6-os) RNS transzkrip-
ciés vektorba szubklénozott két fragmensrdl
szintetiziltattuk az egyik esetben a biotinnal
jelolt (elfogé RNS-t), mig a masik esctben a
digoxigeninnel jelolt nukleotidok beépitésével a
proba RNS-t. A transzkripcié elvét foglalja
Ossze a 3. dbra.

b) A virus RNS detektaldsanak receptszeri
leirasa:

L. RNS transzkripcio; A 200 pl végtérfogati
reakcidelegy 2 pg Hind III restrikciés enzimmel
linearizalt pAM19 BIO plazmidot, 20 ul 10 x
transzkripciés puflfert, S pl humén placenta
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ribonukledz inhibitort (100 u Amersham), 4 ul
25 mM ribonukleotid mixet, 3 ul T7 RNS
polimerazt (60 u Amersham) tartalmazott. A
reakcié 37 °C-on egy ordig tortént. A DNS
templat elbontdsa S ul RQ 1 DNaz (5 u Prome-
ga) jelenlétében tortént 37 °C-on, 20 perc alatt.
A reakci6 ledllitdsa utin a nukleinsavat fenol-
kloroformos extrakciéval tisztitottuk, majd al-
kohollal kicsaptuk.

1I. Fotobiotinildcio; A szintetizalt, kicsapott
ribonukleinsavat steril desztillalt vizben oldot-
tuk vissza, végkoncentricidjat 1 pg/ul-re llitot-
tuk be. Sotétben fotobiotin-acett oldatot (Bre-
sa) adtunk hozza azonos térfogatban, majd 15
percig megvilagitottuk a jégbe agyazott Eppen-
dorf csében 1évé reakcidelegyet 10-15 cm ti-
volsdgrél 1000 W-os Hg-gdz lampaval (HgMI
1000 DI Orion). A reakcié elegyet 0,1 M Tris-
HCI (pH 9,0) oldattal 100 pl-re egészitettiik ki.
Azonos térfogati 2-butanollal 6sszerdztuk,
majd centrifugdldssal a két fazist elvalasztottuk.
A felsé fazist eltavolitottuk és ezt a butanolos
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2. dbra. A PPV genom térképe és a diagnosztikumhoz felhasznalt fragmensek szubklénozéasa
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extrakciot megismételtiik. Az igy megtisztitott,
jelolt nukleinsavhoz 0,5 térfogat 7,5 M ammo-
nium-acetitot adtunk, majd hidrom térfogat ab-
szolit alkohollal kicsaptuk. A kicsapott nukle-
insavat centrifugédlissal Gsszegyiijtottiik, majd
steril vizben oldottuk a biotinilalt RNS-t.

HI. Digoxigeninnel jelolt RNS elédllitdsa;
A 100 pl végtiérfogati reakeioelegy 1 ug Sac 1
restrikcidés enzimmel linearizalt pAM18 DIG
plazmidot, 10 pul 10 x transzkripcios puffert,
3 ul humdin placenta ribonukledz inhibitort
(60 u Amersham), 10 pl 10 x DIG-ribonukleotid
mixet (Boeringer), valamint 2 pul T7 RNS poli-
merdzt (40 u Amersham) tartalmazott. Areakcid
37 °C-on egy 6riig tartott. A DNS templit
elbontdsa 3 ul RQ1 DN4z (5 u Promega) jelen-
1étében 37 “C-on, 20 pere alatt tortént. Ezutin
100 ul 1,5%-0s SDS oldalot adtunk a reakcide-
legyhez, majd Biogél P-30 (Bio-Rad) oszlopon
tisztitottuk. A jelélt RNS koncentracidjat meg-
mértiik.

IV, Radioaktiv RNS préba clédillitdsa; Az,
SO w végtérfogati reakadeleey g Sac |

DIG-jeldh
transzkriptum

3. abra. A transzkripcid elve

restrikciés cnzimmel lincarizdlt pAM18 DIG
plazmidot, 5 pl 10 x transzkripcios puffert, 2 pl
human placenta ribonukledz inhibitort (40 u
Amersham), 5 ul SmM-os CTP néikiili ribonuk-
leotid mixet, 5 ul 500 uM CTP-1 2 pl radioaktiv
CTP-t (0,8 MBq), valamint 2 ul T7 RNS poli-
merdzt (40 u Amersham) tartalmazott. A 37
"C-on egy oran at végbement reakeio ledllitasa,
a DNS templit clbontisa ¢s tisztitisa az clozo
pontban leirtakkal azonos mddon toriént.

V. Hibridizdcio nylon membrdnon; A tisz-
titott virus RNS-bdl desztilldlt vizzel, illetve
0,5%-0s SDS oldattal tizszeresére higitott Ni-
cotiana clevelandii szovetnedvvel higitisi sort
készitettink. A membrinra (Hybond, Amers-
ham) 1-1 pl-t cseppentettiink, majd hdrom per-
cen it UV fénnyel az RNS-t a membranhoz
kotottik. A membrint 42 °C-on 10 ml hibri-
dizacioés oldatban rizattuk, amely 2,5 ml 20
x SSPE-t, 1 ml 50 x-¢s Denhardts oldatot,
0,4 wl ¢lesztd RNS-t (10 mg/ml), 5 ml for-
mamidot ¢s 1,1 ml desztllalevizet taitalmazott.
A7 clohibridizicia utin radioaktiv. RNS probit
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adtunk az oldathoz (10 pl-t, amely 2 millié
cpm-nek felelt meg). A radidaktiv proba je-
lenlétében egy éjszakdn dt rizattuk a membrént,
majd 3 x 10 percen 4t 2 x-es SSC-t és 0,1%
SDS-t tartalmazd oldatban mostuk a membrant
és autoradiogréifidval tettilk lathatévd a hibri-
dizacié eredményét.

VI. Hibridizdcié ELISA lemezen; AzELISA
lemezeket (Nunc Maxi Sorp) 10 pg/ml sztrep-
tavidinnel (Immunoselect) 50 mM Tris-HCl ol-
datban (pH 7,5) egy éjszakan 4t 4 °C-on ér-
zékenyitettilk. A lemezeket haszndlat elStt 4 x
1 percig 0,05% TWEEN-t tartalmazé PBS ol-
dattal, majd 2 x 1 percig PBS oldattal mostuk.
Rezervoironként 40 pl 0,5%-os SDS-sel vagy
Nicotiana clevelandii szGvetnedvvel higitott
tisztitott szilva himl§ virus RNS-t kevertiik
ossze 80 pl hibridizaciés oldattal (40 mM Na-
foszfat puffer pH 7,0, 4 x SSC, 1 x Denhardt’s,
20% deionizilt formamid, 2% dextran szulfit,
0,5% SDS, 10 ug éleszté RNS, 1010 molekula
biotinildlt RNS préba 1010 molekula digoxi-
genin jelolt RNS préba). A rezervodrokra 60
pl paraffinolajat rétegeztink, majd a le-
mezt 60 °C-on négy 6ra hosszat rizatva inku-

baltuk, majd 37 °C-on két 6rit rizattuk. A
lemezeket az inkubdcié utin rezervodronként
200 wl 0,1% SSC-t és 0,2% SDS-t tar-
talmazd oldattal 60 °C-on mostuk, majd 3 x
2 percig 0,05% TWEEN-t tartalmazé PBS ol-
dattal 37 °C-on mostuk. Ezt kovetSen rezer-
vodronként 120 pl 1:1000 higitdsi anti-digo-
xigenin alkalikus foszfatiz konjugitummal in-
kubdltuk négy 6rdn it 37 °C-on. Az inkubici6
utdn a rezervoirokat az el6z6h6z hasonldan 3
x 2 percig 200-200 ml 0,05% TWEEN-t tartal-
mazd PBS oldattal mostuk. Rezervoarokba 120
pl p-Nitrofenil-foszfat szubsztratot adtunk (1 tab-
letta 30 pl szubsztrit pufferben oldva, Sigma).
Az inkubicié egy éjszakdn 4t sotétben, szoba-
hémérsékleten tortént. Az extinkcibs értékeket
405 nm-en Labsystem Multiscan Plus ELISA
fotométerrel mértiikk meg.

A szendvicshibridizacid érzékenységét
Osszehasonlitottuk az elérhetd legérzékenyebb
radioaktiv dot-blot hibridizdciés mddszer ér-
zékenységével (4. dbra). Az eredményeink azt
mutatjdk, hogy az {j moddszer biztonsigosan
55 pg virus RNS-t, vagyis 107 virus RNS
molekuldt tudott kimutatni, ami megkdzeliti a

80y 40rg 8ng 4ng 2ng 0.4ng 02rg 40pg D pg 4pg 2pg Neg. kontr.

|. Desttillalt vizzel készitett virus RNS higitasi sora

Il. 0,5%-0s SDS oldattal tizszeresére higitott Nicotiana clevelandii szévetnedvvel készitett tisztitott virus

RNS higitasi sora

4. abra Radioaktiv dot-blot hibridizacié Hybond membranon
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1. tablazat

Kiildnb62z6 médszerek 6sszehasonlitasa a szilva himlé virus kimutatasara

Avizsgdh ndvsnyig | - meﬁn\ciz:éggé'(tdb) Pozitiv eredmények
ELISA teszt Hibridizacids teszt Radioaktiv teszt

Myrobalan 18 0 13 16
Vadészibarack 11 o] 1 8
Mandula 10 0 5 10
Kajszi 1 0 1 1

(db) 40 0 20 35
Osszesen

(%) 100 0 50 87,5

radioaktiv vizsgdlati maédszer hatirértékét (2
pg virus RNS) (4. dbra). Az 1j diagnosztikai
cljaras tisztitott virus csetében meghaladta az
ELISA médszer irodalomban leirt hatdrérieket
(1-2 ng). Ot csonthéjas novényfaj esetében el-
végzett Gsszehasonlild vizsgilat eredményei bi-
zonyftottdk az uj diagnosztikum fokozott ér-
zékenységél. A nyers nukleinsav kivonatokat
meghajtatott rigymintdkbol készitettiik, ame-
lyek iizemi iiltetvényekbdl szdrmaztak. Ezck-
nél a mintikndl egyetlen esetben sem sikeriilt
ELISA teszttel virusfertézést kimutatni, mig a
radioaktiv vizsgilatok 87,5%-os, a szendvicshib-
ridizacids teszt 50%-os fertézottséget mutatott
(1. tdblazat).

Eredményeink jol tamasziottdk ald azt a
korabbi megfigyelést, hogy a mér széles kdrben
eltefjedt ELISA moédszer érzékenysége szilva
himld virus esetében nem elégséges, mig az
altalunk kidolgozott Gj diagnosztikai eljaris
megkozeliti a legérzékenyebb radioaktiv eljards
érzékenységét, ezért a szendvicshibridizdcios
mddszer gyakorlati bevezetését mindenképpen
indokoltnak tartjuk.

Készénetnyilvanitas

Az ismertetett médszer az OMFB timoga-
tdsdval késziilt (91-97-07-0113). Az Gsszeha-
sonlité ELISA vizsgdlatok magas szintl elvég-
zéséért és a mintdk rendelkezésre bocsatasaért

dr. Kélber Maridnak (N6vény- és Talajvédelmi
Szolgélat) mondunk koészonetet.
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NOVEL METHODS FOR PLUM POX VIRUS DETECTION

L. Palkovics, J. Burgyin and E. Baldzs
Agricultural Biotechnology Center,
H-2101 Szent-Gyorgyi Albert Street 4. Godolls, Hungary

A new non racioactive sandwich hybridization technique was designed to simplify the analysis
of large number of plant samples. Plant material was homogenized in 0.5% SDS and added directly
to the hybridization reaction, in which a pair of identifying probes was used. One of the probes was
biotinylated capture RNA specific for plum pox virus hungarian strain (PPV-SK68), the other RNA
probe was synthesized from a plasmid bearing the adjacent sequence of PPV—SK68 and was labelled
with digoxigenine. Both purified viral RNA and crude extracts from PPV infected plants were used
as a target for sandwich hybridization. The hybridization reaction was carried out in streptavidin
coated ELISA plate.

After extensive washing the viral RNA was detected by the conventional color reaction using
DIG-AP conjugate (Boehringer). In comparative experiments we have shown that this non
radioactive detection systemn is more sensitive than conventional ELISA technique and we were able
to detect virus specifis RNA in 50% of ELISA negative samples.

A NEMATICID, A REZISZTENS ES FOGEKONY BURGONYAFAJTA
ES AZ UGARSZAKASZ HATASA A GLOBODERA ROSTOCHIENSIS
POPULACIODINAMIKAJARA SZABADFOLDI VISZONYOK KOZOTT
SPANYOLORSZAGBAN

Salazar, A. and Ritter, E.:

Influence of nematicide, resistant and susceptible potato cultivars and bare fallow on the
population dynamics of Globodera rostochiensis Woll. Rol under field conditions in Spain.

Annals of Applied Biology, 1992, 121 (1): 161-166.

A fogékony Desirée és a rezisztens Ciamant fajtikat termesztették kezeletlen és nematicid-
kezelésid parcellikon. Vizsgdltik a burgonyafonalféreg okozta fert6zottség mértékét a cisztik és
Cletképes tojasok szimdnak meghatdrozisival kezdetben €s a termesztés végeztével. A szaporodis
mértckekben élesebben jelentkezick a kiilonbségek, mint a cisztak €s tojasok szimanak alakuldsa-
ban. A rezisztens fajtandl a nematicides kezelésre nem jelentkezett kimutathaté szignifikdns hatds.
A fogckony fajtibol 4116 parcellikon sok dj cisztit figyeltck meg, fiiggetleniil attél, hogy végeztek-e
ncmaticides kezelést vagy sem. Osszességében azonban a fogékony fajtaknél jéval kevesebb cisztit
taldltak a nematiciddel kezelt dllomédnyokban.

Kolesei Tamas



