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1. Bevezetés és célkitiizés

1.1 Problémafelvetés, témavalasztas indoklasa

2021-ben lettem figyelmes egy Demjén melletti diilében talalhato '"Turan' szél6fajtaval
telepitett parcellaban egyedi tiineteket mutatd sz6lotékékre. A lombozat szokatlanul voros volt
mar augusztusban is, vesszOik pedig laposan, torzan és szabalytalanul névekedtek (1. dbra). Az
ott dolgozok elmondasa alapjan Grapevine fanleaf virus-sal (GFLV) volt fert6zott az allomany.
A kutatas célja eredetileg az lett volna, hogy meghatdrozzuk ennek az egyedi tiinetnek az
okozojat (korokozd virusait) molekularis moddszerek segitségével. A teriilet tulajdonosa
azonban feleldsségteljesen felszamolta az iiltetvényt. igy a MATE Névényvédelmi Intézet,
Genomikai Kutatocsoport laborjanak fagyasztojaban talalhatd két hasonldan egyedi tiineteket
mutatd sz6lOmintdival kezdtiik meg kisérleteinket. Az egyik minta egy 'Rizlingszilvani'
(‘Szilvani') fajtarol, Zala varmegyébdl szarmazott és hasonlo tiineteket mutatott (2. abra), mint
a fentebb emlitett "Turan'. Masik mintank 'Furmint' fajtarol, a Kecskeméti Kutatdintézetbdl
szarmazott. Az eredeti szarmazasi helyét nem tudtuk kideriteni, azonban a kutatointézetbe
klonszelekcid miatti virustesztelés miatt keriilt. Ez utobbi esetben az okozott tiinetek nem voltak
olyan mértékiiek, mint a "Turdn' vagy 'Szilvani' fajtdknal. Ismert, hogy a GFLV az emlitettekhez

hasonlo, de nem ennyire sz€élsOséges tiineteket képes okozni a sz616n.

1. abra: Egyedi tiineteket mutat6 'Turan' 2. abra: Egyedi tiineteket mutaté 'Szilvani'

sz0lovessz0 (Fotd: Utassy) szOlovesszOk (Foto: Varallyay)



1.2 Célkitiizés
Kutatasunk soran célul tliztiik ki:
1. A 'Szilvani' és a 'Furmint' szO6l6fajtdk virusprofiljdnak meghatdrozasat, nagy
ateresztoképességli szekvenalas segitségével, kiillonos tekintettel a nepovirusokra.

2. Az igy kapott eredmények fiiggetlen modszerekkel torténd visszaigazolasat ¢és

elemzését.
3. A sz6lémintakban eléforduld nepovirus (GFLV, GDefV, ArMV) varidnsok molekularis

jellemzését.



2. Szakirodalmi attekintés

2.1 A sz616 gazdasagi jelentosége

A sz0616 (Vitis spp.) a legrégebbi kultirnévényeink kozé tartozik. Régodta elterjedt
ndvény Magyarorszagon, az itt ¢16 népek mar tobb mint 2000 éve foglalkoznak termesztésével
a torténelmi borvidékeken. A sz6l6 fontos gazdasagi novény, vilagszerte széles korben
termesztik, elsOsorban gyiimolcséért, melyet feldolgozatlan (friss gytimoélcs), illetve
feldolgozott (bor, szeszes ital, mazsola) formaban is fogyasztanak. A bor, mely beldle késziil
jelentds kulturdlis és gazdasagi értéket képvisel €s a vilag élvezeti cikkeinek listajan az esd
helyek egyikét foglalja el. A jelenleg elérhet6 2023-as adatok szerint 7 201 944 hektaron folyik
termesztése a vilagon (O1V, 2023). Magyarorszagon a termdteriilet nagysaga az elmult években
csokkend tendenciat mutat, a 2024-es adatok szerint 6sszesen 58 258 hektar (HNT, 2024), mely
nagyrészt borvidéki teriileteken talalhaté. Tertiileti eloszlasa a 22 hazai borvidéken: 1. Kunsagi
—19161,4814 ha; 2. Matrai — 5 819,2568 ha; 3. Egri — 5 360,9752 ha; 4. Tokaji — 5 027,1906
ha; 5. Balatonboglari — 3 403,5076 ha; 6. Villanyi — 2 276,2207 ha; 7. Szekszardi — 2 135,5121
ha; 8. Tolnai — 1 990,4450 ha; 9. Balatonfiired-Csopaki — 1 792,0948 ha; 10. Hajos-Bajai —
1728,4956 ha; 11. Etyek-Budai — 1 603,2733 ha; 12. Soproni — 1 291,4446 ha; 13. Badacsonyi
— 1152,4354 ha; 14. Neszmélyi — 868,7664 ha; 15. Biikki — 743,1046 ha; 16. Csongradi —
706,3187 ha; 17. Zalai — 641,6742 ha; 18. Balatonfelvidéki — 638,8018 ha; 19. Pannonhalmi —
559,6487 ha; 20. Pécsi —484,5763 ha; 21. Somldi —453,9861 ha; 22. Moéri —419,0844 ha (HNT,
2024).

Az egészséges szaporitdanyag alkalmazasa és kivalasztdsa az alapja a mindségi és
hatékony szd6ldtermesztésnek. Ezeket szigortan sziirik a gazdasagilag jelentds virusokra.
Latens modon lehetnek jelen a novényekben a fertdzés szisztemikus jellege miatt, ebbdl
kifolyolag a tlinetmentes szaporitdoanyaggal konnyen tovabb tudnak terjedni, miutan pedig
bekeriiltek az iiltetvénybe jelentds gazdasagi kart tudnak okozni. Egyetlen mddja a kartétel
csOkkentésének, ha a terjedésnek elejét vesszilk a korokozomentes szaporitbanyag
eldallitasaval, ami az alkalmazott diagnosztikai médszerek megbizhatosagatol és pontossagatol

nagymértékben fligg.



2.2 Nematodak

A Foldon a fonalférgek torzse példanyszamaval az els6, fajszdmaval a harmadik helyen
all. Eletformajukat tekintve lehetnek parazitak (é16skddék) vagy szabadon él6k, mint ndvényi
nedvszivok. A fitonematoda kartevok jelentds szerepet toltenek be a névényvédelemben. A
4000-et is meghaladja az eddig leirt fajok szama. Jelentds kartételt, sulyos termésveszteséget a
vandorlo gyokérkarositd életmodot folytatd egyes Longideridae és Trichoderidae csalad fajai
okozhatnak. Megtamadhatjak a szarat, riigyet és gyokérzetet, de ndvényi virusvektorokként is
fontos szerepet jatszanak. Neheziti az iiltetvények védelmét, hogy a hazai szdldiiltetvények
fonalféreg Osszetételérdl, fajairdl kevés adat all rendelkezésre. A nematocid készitmények
haszndlata az elsddleges eljaras a fonalférgek elleni védekezésben elsdsorban a kertészetekben
¢s a mezOgazdasagban. A fitonematoda fajok sok mindenben eltérnek egymastdl, azonban a
szdjszurony mindegyikre jellemzd, ez fajonkén eltérd, de a szajbdl kiléve mindegyiké képes a
novényi sejtet megsérteni. Az elsé kartevé fonalférget a buzarol irtak le 1743-ban, ez volt a
buza-fonalféreg (Anguina tritici), kovette ezt a 20. szazad masodik felében tobb gazdasagilag
fontos nematoda csoport leirasa, mint a gyokérgubacsképz6 fonalférgek (Meloidogyne spp.), a
cisztaképz6 fonalférgek (Heterodera spp.) és a levélfonalférgek (Aphelenchoides spp.).
Virusvektorként ismertek azok a fajok, melyek hossza szajszuronnyal rendelkeznek, ilyenek a
Longidorus spp., Xiphinema spp. és a Trichodorus spp.. Kizarélag a Dorylaimida rendbe
tartoz6 fitonematodéak képesek virusterjesztésre és két asszocidcios forma alakult ki az atvihetd
virusok ¢és a fonalférgek kozott. Poliéderikus, illetve izometrikus partikulummal rendelkezd
virusok atvitelére csak a Longideridae csaladba tartozod Xyphinema és Longidorus fajok
képesek, mig a megnyult, palcika alaku, illetve tubularis partikulummal rendelkezd virusokat a
Trichodoridae csaladba tartozo6 Trichodorus fajok képesek terjeszteni. Azt, hogy mely
rendekbe tartoz6 fajok képesek vagy nem alkalmasak virusok atvitelére dsszefiiggésben van a
kiilonbozé fonalféreg fajok eltérd szdjszervi felépitésével. Mutatkozhatnak eltérések a
virusatviteli képességben az eltérd ivaru fonalférgek és a kiilonbozd fejlddési stddiumban 1€vo

egyedek kozott is (Andret-Link et al., 2017; Darago6, 2014).

10



2.3 A sz6lot fertozo virusok, viroidok és az altaluk okozott tiinetek

A vilag szamos részén vizsgaljdk a szOlo betegségeinek eredetét, igy a virusokat,
viroidokat is, melyek komoly gazdasagi kart okozhatnak. Az egészséges szaporitéanyag fontos
alapja a virusok elleni védekezésnek, mivel ndvényvédodszer elleniik nem all rendelkezésre.
Napjainkig tobb mint 100 kiilonb6z6 virust azonositottak a sz616bdl, legyen az Vitis vagy
Muscadinia nemzetségbe tartozo névény. Koziiliik kozel 30 virust hoznak kapcsolatba a négy
nagy tiinetcsoport komplexszel: a sz616 korai virusos leromlasat okozo (grapevine degeneration
and decline) 12 eurazsiai/eurdpai/mediterran- és négy amerikai nepovirust; a levélsodrodast
(leafroll) okozo 6t; a faszoveti bardazdaltsagot okoz6 (grapevine rugose wood) hat, €s a latens

foltossagot (grapevine fleck) okozo négy virust (Martelli, 2017).

Osszehasonlitasképp 7 szOlot fertdzd viroidrél van tudomasunk, azonban ezek koziil

csak kettd esetén tapasztalunk elvaltozast a novényeken.

A sz016t fertdzd virusok tobbsége pozitiv vagy negativ egyszala RNS genommal
rendelkezik. Néhanyan koziilik duplaszala RNS genommal rendelkeznek és nemrégiben DNS
genommal rendelkezd virusok is megjelentek. Vektorok kozott tartjuk szamon a talajlako

fonalférgeket, a kagylos- és viaszos pajzstetveket, az atkakat és a kabocakat (Martelli, 2017).

A tiinetek szamos modon jellemezhetdk. Tobbek kozott deformaltsaggal a leveleken és
a vesszOkon, elszinezddésekkel a leveleken — mint vordsodés, sargulads, klordzisos- vagy
vilagos foltossag, gylriisfoltossdg és vonalas mintdzottsdg —, bardzdaltsaggal és/vagy
gddrosodéssel a faszovetben, a partasapkak lehullasanak késleltetése, a torpiilés és a leromlés
szintén virusfertézésre utalhatnak. Megrovidithetik a szOldiiltetvény életképessegét ¢€s
negativan hathatnak a termés mindségére €s mennyiségére is (Cseh et al., 2008; Varallyay,

2023).

A harom {6 betegségkomplex (fert6z0 leromléds, levélsodrodas és faszoveti
barazdaltsag) fobb korokozdi vagy izometrikus virionnal rendelkezd virusok, amelyek koziil a
legfontosabbakat a fonalférgek terjesztik (nepovirusok), vagy fonal szerli virionnal rendelkezd
virusok, amelyeket a teknds- vagy viaszos pajzstetvek terjesztenek (closterovirusok és
vitivirusok). A negyedik tiinetcsoport (grapevine fleck) virusainak nem ismertek a vektorai

(Martelli, 2017).

A fertdzott sz6ld-szaporitdanyagok a feleldsek a szo6lot fert6zd ndvényi virusok és a
rokon korokozok nagy tdvolsagra torténd terjedéséért. Koziiliik tobb faj mar vilagszerte

elterjedt, és olyan teriiletekre is eljutott, ahol a sz616miivelés terjeszkedik. Tovabbi 50 virusnak
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bizonyitott jelenléte a széloben, azonban ezek megismeréséhez, biologiajuk megértéséhez

tovabbi kutatasok és vizsgalatok sziikségesek.

2.3.1 A sz616 korai virusos leromlasa (grapevine degeneration and decline)

A fert6z6 leromlas feltételezett korokozoiként a Nepovirus nemzetségbe sorolt
izometrikus virionnal rendelkez6 virusokat (kivéve a Strawberry latens ringspot virus-t, amely
a Secoviridae csalad nem meghatarozott tagja) ismerik el, amelyek koziil soknak (a sz616t
fert6zOk koziil nyolcnak) van ismert fonalféreg vektora. E virusok genomja osztott, két,

egyszalu, pozitiv iranyultsdgii RNS molekulaval rendelkeznek.

Koziiliik eddig 16 faj teljes genomszekvenciajat hataroztak meg: Arabis mosaic virus
(ArMV), Cherry leafroll virus (CLRV), Grapevine Anatolian ringspot virus (GARSV),
Grapevine Bulgarian latent virus (GBLV), Grapevine chrome mosaic virus (GCMV),
Grapevine deformation virus (GDefV), Grapevine fanleaf virus (GFLV), Raspberry ringspot
virus (RpRSV), Strawberry latent ringspot virus (SLRSV), Tomato black ring virus (TBRV),
Tobacco ringspot virus (TRSV), Tomato ringspot virus (TORSV), Artichoke Italian latent virus
(AILV), Grapevine Tunisian ringspot virus (GTRSV), Peach rosette mosaic virus (PRMV) és
Blueberry leaf mottle virus (BLMoV) (Varallyay, 2023). E szekvencidk &sszehasonlitd
elemzése feltarta, hogy az RNS2 szintjén torténd rekombinacido hatékony evollcios
mechanizmusa ezeknek a virusoknak, ami interspecifikus hibridek és 0j virusfajok kialakulasat
eredményezi (Martelli, 2014). Ez utobbira példa a GCMV, amely a TBRV és a GARSV kozotti
rekombinans (Digiaro et al., 2015), valamint a GDefV, amely a GLFV ¢és az AtMV kozotti
rekombinans (Elbeaino et al., 2012).

A degenerativ betegségekben szerepet jatszé virusokat oOvilagi nepovirusoknak
nevezziik, mivel — a GFLV kivételével, amelynek elterjedése az emberi tevékenység miatt
vilagméretii — ezen a foldrajzi teriileten fordulnak eld, és vektoraik azonos teriileti elterjedéstiek.
fgy a degenerativ betegségek és a hozzijuk kapcsolodé korokozok a kontinentalis és mediterran
Eurépaban uralkodnak, ahonnan valoszinlileg szarmaznak, mig mas, ,,sz0l0hanyatlasnak™
nevezett betegségek esetében a kivaltd virusok és vektorok elsésorban Eszak-Amerikdban
talalhatok. A sz0l6 korai virusos leromldsa amerikai gyokereit az bizonyitja, hogy szinte
kizarolag az Egyesiilt Allamok északi részén és Kanadaban termesztett Vitis vinifera és V.
labrusca fajtaknal fordulnak el6. A kivalto virusok (TORSV, PRMV ¢és ToRSV) eredete, mas
foldrajzi teriileteken valo jelenléte visszavezethetd véletlenszeri behurcolasukra, és a vektorok

elterjedése, amelyek nagyrészt Eszak-Amerikéra korlatozodnak (Martelli, 2017).
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A Nepovirus nemzetség (Picornavirales rend, Secoviridae csalad, Comovirinae
alcsalad) tagjait harom alcsoportba (A, B, C) soroljak szeroldgiai tulajdonagok, az RNS2
becsomagoldodasa, hossza és genomszervezddése, a proteindz hasitasi helyek specificitasa és a

kopenyfehérje (CP) gén szekvencia filogenetikai elemzése alapjan (Elbeaino et al., 2012).

2.3.1.1 Arabis mosaic virus (ArMV)

Az ArMV az A tipusu tOkesatnyulas betegség korokozdja, szerologiailag rokon virus a
sz016 fert6z6 leromlés korokozojaval. A vildgon eldszor a volt Jugoszlavia teriiletén
azonositottak 1963-ban, sz616r6l el6szor 1964-ben irtak le (Panjan and Saric, 1963). A fert6z6
leromlashoz nagyon hasonlitanak a koérokoz¢d éltal eldidézett tiinetek, rendszerint egyiitt
fordulnak el6 a sz616ben. Az ArMV széles gazdanovénykort tudhat maganak, ebbe beletartozik
szamos kiilonb6zd gyomndvény is. Fonalférgek vesznek részt a virus terjesztésében, elsésorban
a Longidorus caespiticola, a Xiphinema coxi és a Xiphinema diversicaudatum, valamint ezen
kiviil ismeretes még a maggal, oltdssal és fertdzott szaporitéanyaggal vald terjedése is.
Hagyomanyos virologiai vizsgalatoknal alkalmazott legfontosabb tesztnovénye a Nicotina
glutinosa, amelyen pettyeket és feltind klorotikus gylirtizottséget okoz. Fas szaru
indikatornovényei a Vitis vinifera cv. Pinot Noir, az FS 4 (Siegfriedrebe) és a Vitis rupestris cv.
St. George (Cseh et al., 2008).

2.3.1.2 Grapevine fanleaf virus (GFLV)

A Grapevine fanleaf virus (GFLV) a sz616 fert6z6 leromlas korokozoja. Osztott
genomja két pozitiv egyszali RNS-bdl all. A vildg mar minden szdlétermesztd teriiletén
megjelent a virus. Az 0sszes fajtat képes fertzni, a sz6l6 legjelentdsebb virusa. Nemcsak a
tokék élettartamara, de a produktivitsukra is hatassal van. Egyszerre tobb torzse is jelen lehet
a sz6ldben és rendkiviil valtozatos tiineteket okozhat. Fert6zést kovetden megfigyelhetd a tokén
a n¢hany éven beliili leromléas vagy a gyors pusztulas. A kovetkezd tiinetek jelennek meg a
vesszokon: az izkoz rovid, szalagos, ellaposodott hajtasok ¢€s fiirtok, villas elagazasok és dupla
ndduszok kialakulasa. Jellemzdek a kiilonb6z6 levéldeformaciok, pafranylevélre emlékeztetd
lefutast levelek, a levél széle erésen fogazott, aszimmetrikus levéllemez, valamint gyakori a
klorotikus foltok megjelenése. Két torzse ismert, a Grapevine fanleaf virus — yellow mosaic
strain (GFLV-YM), vagyis a sarga mozaik torzs és a Grapevine fanleaf virus — vein banding
strain (GFLV-VB), azaz az ér menti szalagosodas torzs. Azon tokék, melyek a sarga mozaik
torzzsel fertdzottek kromsarga elszinezddést mutatnak és ez mar kora tavasszal megmutatkozik.
Teljesen elsargulhat a levéllemez vagy az érkozi és érmenti teriileteken kiterjedt foltok

jelenhetnek meg. Er mellett végigfutd, sarga, szalagszerii, hosszanti lefutasu klorotikus
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mintazat, illetve sarga foltok figyelhet6k meg az ér menti szalagosodas térzsnél. Nyaron ¢&s
Osszel kiilondsen jol latszanak ezek a tlinetek. A sarga mozaik és az ér menti szalagosodas
torzsek enyhe levéldeformaciot is okoznak, a vilagossarga elszinezédésen feliil. A fertézott
egyedeken kisebb és kevesebb lesz a riigyek szdma. A fert6zott bogyokban gyakran nem
fejlédik mag, vagy kicsik maradnak, Osszeaszalddnak, kiszaradnak. A GFLV els6sorban
fonalférgekkel terjed, Xiphinema index vagy X. italiae egyedekkel. Az atvitel szemiperzisztens
nem cirkulativ. De ismert a maggal és a szaporitéanyaggal torténd terjedése is. Fas szaru
indikatorndvényei a Vitis rupestris cv. St George, az FS 4 (Siegfriedrebe) és a Vitis vinifera cv.
Chardonnay. Legfontosabb lagyszara tesztnovénye a Chenopodium quinoa, melyen
levéldeformaciot, szisztémikus klorotikus pontokat és ritkan lokalis 1ézidkat idézhet el (Cseh

et al., 2008).

2.3.1.3 Grapevine deformation virus (GDefV)

A Grapevine deformation virust elészor Torokorszagban irtak le 2003-ban Vitis vinifera
cv. Kara Dimrit fajtarlol (Cigsar et al., 2003). A GDefV egy nemrégiben felfedezett
rekombinans virus. A GFLV és az ArMV rekombinacidjabal jott 1étre, szerologiailag tavoli
rokonsagot mutat az ArMV-vel, a GFLV-vel viszont nem (Elbeaino et al., 2012). A virusgenom
RNSI1 szal szekvenciajat 2012-ben (Elbeaino et al., 2012), az RNS2 szalét pedig 2005-ben
(Abou Ghanem-Sabanadzovic et al., 2005) hataroztak meg. (Cigsar et al.,, 2003)
megallapitottak, hogy az altalik vizsgalt négy kiilonbdz6 ndvénycsalad 12 novényfajabol 10-et
tudott megfertézni. A C. foetidum kivételével, amely tiinetmentesen volt fert6z6dott, minden
Chenopodium fajnal klorotikus vagy nekrotikus lokalis elvaltozasokat okozott, amelyeket
késobb a levelek szisztemikus foltosodasa és deformalodasa kovetett. A C. amaranticolor
reakcioja feltlinden hasonlo volt az ArMV és a GFLV Altal kivaltott reakcidkhoz. Ezekkel a
virusokkal ellentétben azonban nem okozott tiineteket a Gomphrena globosa és a legtobb
vizsgalt Nicotiana fajon. A kozelmultban végzett vizsgalatok ramutattak a GDefV feltételezett
,»sZUl01 szerepére” egyes amerikai GFLV-izolatumokban el6forduld interspecifikus
rekombinacids eseményekben, kiilondsen a homing (2AHP) és a mozgasfehérje (2BMP)
doménekben (Mekuria et al., 2009). A nepovirusok 2Ccp doménjében a fajok kozotti
rekombinacids események eléforduldsa valoszintitlennek tiint, mivel egy olyan doménrdl van
sz0, amely a virus és a vektor kozotti kapcsolatok meghatarozasaban is szerepet jatszik.
Egyendre tisztazatlan, hogy a GDefV terjedésében Xiphinema vagy mas fonalféregfajok részt
vesznek-e, de a GDefV és az ArMV CP-jének hasonlosaga miatt a X. diversicaudatum egy

potencialis vektorfaj lehet. Bar a nepovirusoknal nem ritkék az interspecifikus rekombinaciok,
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ezek altalaban olyan genomi régiokat érintenek, amelyek nem befolyasoljadk a fajok
rendszertani hovatartozasat. Ezért a GDefV esete elég szokatlan, hiszen a rekombindcios

események hatasara egy 01j virusfaj keletkezett (Elbeaino et al., 2012; Vigne et al., 2008).

2.3.2 Levélsodrodas (leafroll)

A levélsodrodas Dbetegség szO6l0rél  szOlore  torténd  atvihetdségét  eldszor
Németorszagban bizonyitottak (Scheu, 1936). Egy évtizeddel kés6bb Harmon és Snyder (1946)
Kaliforniaban leirtak egy sz6l6 oltvanyokkal atvihetd betegségét az 'Emperor' sz6léfajtan,
melyet ,,White Emperor” betegségnek neveztek el (Harmon and Snyder, 1946). Ez a betegség
tovabbi egy évtized mulva, ismét Kalifornidban, a levélsodrodas betegséggel azonosnak
bizonyult. igy az 1960-as évek elején a levélsodrodas betegség fertz6 jellegét megallapitottak,
de korokozoja még mindig ismeretlen volt. A fert6zott német sz6l6kben felfedezett fonal alakt
virusszerli részecskék jelentdségét figyelmen kiviil hagytdk, annak ellenére, hogy feltiind
hasonlosag mutatkozott egy Closterovirus a Citrus tristeza virus (CTV) altal fert6zott
citrusfélékkel. Az attorés néhany évvel késébb kovetkezett be, amikor Japanban closterovirus-
szerli részecskéket taldltak levélsodrodas tlineteket mutatd sz6ldben, és jelenlétiiket
Osszefiiggésbe hoztak a betegséggel. A levélfodrosodassal dsszefiiggd két, szerologiailag eltérd
tulajdonsagu closterovirust 1984-ben Svijci kutatok részleges jellemezték. Ezeket a virusokat
L. tipusu” és ,II. tipusu” virusoknak nevezték el. Az ezt kovetd években a levélsodrodassal
fert6zott szOlokben talalt, feltételezhetéen Uj closterovirus-fajok szdma gyorsan nétt, ami
sziikségesseé tette statuszuk és nevezéktanuk feliilvizsgalatat. A virusfajok szdmat hatra
csokkentették, és neviiket a Grapevine leafroll-associated virus (GLRaV) elnevezésben
hataroztak meg, amelyet egy arab szam kovet, pl. GLRaV-1, GLRaV-2, GLRaV-3 és igy tovabb
(Boscia et al., 1995).

Sok éven at tigy gondoltdk, hogy a levélsodrodas nem terjed az iiltetvényben, és a
kiilonb6z6 orszagokbol szarmazo, ezzel ellentmondé jelentések nem kaptak elég figyelmet.
Akkor tortént elérelépés, amikor kideriilt, hogy a Grapevine virus A-t (GVA), amelyet
akkoriban a ,,rovid closterovirus” kategoriaba soroltak, a Pseudococcus longispinus viaszos

pajzstetii terjeszti (Rosciglione et al., 1983).

A Grapevine leafroll-associated virus 3 (GLRaV-3) vektora a Planococcus ficus.
Kés6bb megallapitottak, hogy az atvitel nem fajspecifikus (tobb vektor) és semi-perzisztens. A
closterovirusok hajlékony, fonal alaka virionnal rendelkeznek, a Closteroviridae csalad fajai
négy nemzetségbe sorolhatok: Closterovirus (vektorai a levéltetvek), Ampelovirus (vektorai a
viaszos- és egyéb pajzstetvek), Crinivirus (vektorai a liszteskék) és Velarivirus (vektor
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ismeretlen). A sz6l6t fertéz6 closterovirusok a Closterovirus, Ampelovirus és Velarivirus
nemzetségekbe tartoznak, és genomjuk mérete (13 700 és 18 500 nukleotid kozotti) valamint
szerkezete (6 és 12 gén kozott) eltéré (Martelli, 2014). Ezek a kiilonbségek feltehetden egy
egymast kovetd modosuldsokon, ugymint nukleotidok delécié miatti elvesztésén, idegen
forrasbol szdrmazo szekvencidk megszerzésén, génduplikacion, majd diverzifikacion és
genom-biparticion ment keresztiil (Dolja et al., 2006). Bar a levélsodrodas ma a sz616 egyik
legelterjedtebb virusos betegsége a vilagon, ugy tiinik, hogy az Ovilagbol szarmazik, ahol a

betegség valdsziniileg mar joval a filoxéra megjelenése el6tt is el6fordult.

2.3.3 Faszoveti barazdaltsag (rugose wood)

A faszoveti barazdaltsag egy oltassal terjedd betegség, amelyet eldszor Olaszorszagbol
(Graniti and Martelli, 1965), majd nem sokkal késébb Magyarorszagrol (Martelli et al., 1967)
jelentettek. Egy Osszetett betegségrol van sz6, amellyel kapcsolatban a V. rupestris LN33 és
Kober 5BB indikatorokon megjelend eltéré reakciok alapjan négy kiilonbozo tiinetegyiittest
azonositottak: Rupestris torzsrothadas (RSP), Kober térzsrothadas (KSG), Corky bark (CB) és
LN33 torzsrothadas (LNSG). A faszoveti barazdaltsag etiologidja sokaig bizonytalan maradt,
mignem egy tiineteket mutatd sz616bdl mechanikus inokulécioval sikeriilt egy olyan virus
izolalasa, amelynek részecskéi hasonlitanak a closterovirusokéhoz. Ez aladtdmasztotta a
feltételezett virusos jelleget. E virus nevét, amelyet eredetileg Grapevine stem pitting-
associated virusnak neveztek el, késdbb Grapevine virus A-ra (GVA) valtoztattak. Hamarosan
mas hasonld virusokat is azonositottak a fertdzott szélokben, amelyek koziil négyet, a
Grapevine virus B (GVB), a Grapevine virus D (GVD), a Grapevine virus E (GVE) és a
Grapevine virus F (GVF) a GVA-val egyiitt a Vitivirus nemzetségbe, mig egy tovabbi fajt, a
Grapevine rupestris stem pitting-associated virus-t (GRSPaV), az ij Foveavirus nemzetségbe
soroltak. A faszoveti barazdaltsag ¢s feltételezett korokozoi kozotti kapcesolat alapjan a
GRSPaV ¢s a GVA a Kober torzshorzsoldssal, a GVB ¢és a GVD a Corky barkkal hozhat6
Osszefliggésbe, mig az LN33 torzsrothaddshoz nem tarsul specifikus virus. Egyel6re nincs
bizonyiték az ok-okozati Osszefiiggésre két tovabbi vitivirus esetében, amelyeket a
kozelmultban olyan szdlotokékben talaltak, amelyek vagy torzshorzsolast (GVE), vagy
oltvany-6sszeférhetetlenséget (GVF) mutattak. Attorést jelentett a faszoveti barazdaltsag
jarvanytanaban, amikor kisérleti Gton megallapitottak, hogy a GVA-t a Pseudococcus
longispinus terjeszti (Martelli, 2014). Ez jelentette az elsé bizonyitékot arra, hogy az addig

DNS-virusok vektoraiként ismert viaszos pajzstetvek képesek RNS-virusokat is atvinni.
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Késobb megallapitottak, hogy a closterovirusokhoz hasonléan a vitivirusok atvitele is semi-
perzisztens, és nem fajspecifikus. A vitivirusok vektorai gyakran azonosak az ampelovirusok

esetében azonositott fajokkal (Martelli, 2014).

A vitivirusok és a foveavirusok rendkiviil hajlékony, fonalszeri virionnal rendelkeznek,
amelyek morfologidja hasonlit a closterovirusokéra, amelyekkel hasonld evolucids uton
fejlédhettek, ugyan tigy, mint a Trichovirus nemzetség fajai. Ez utobbi virusok azonban nem
vesznek részt a faszoveti bardzdaltsag tiinetegyiittesei egyikének kialakitasaban sem, de két
kiilonb6z6 faj, a Grapevine berry inner necrosis virus (GINV) és a Grapevine pinot gris virus
(GPGV), amelyeket atka vektor terjeszt, patogén a szOlére. A GRSPaV a faszoveti
barazdaltsagot okozo virusok koziil a legelterjedtebb, a Foveavirus nemzetség egyik
meghataroz6 faja. A GRSPaV mechanikusan nem terjed, a pollenszemekben vald jelenléte
ellenére nem bizonyitott a magrol valo terjedése, €s nincs ismert vektora sem. Egy carlavirus
¢s egy potexvirus kozotti 6si rekombinacios eseménybdl fejlodhetett ki. A multban kiilonb6zo
Vitis-fajokban maradhatott fenn, és mikdzben alkalmazkodott hozzajuk, tobb valtozatcsoportja
alakult ki. A négy f6 varianscsoport koziil kett6 a V. riparia és a V. rupestris (amerikai fajok),
mig a masik kettd a V. sylvestris és a V. vinifera fajokhoz (6vilagi fajok) kotheto(Martelli,
2017).

2.3.4 Latens foltossag (grapevine fleck)

Azon virusos betegségek tartoznak ebbe a tiinetcsoportba, melyek okozoi latensen
vannak jelen az amerikai alanyokban €s eurdpai szOldfajtakban, igy ezeken szabad szemmel
tiinetek nem lathatok, a fertdzés azonban indikatorfajokkal kimutathatd. A betegséget eldszor
1962-ben irta le Kaliforniaban Hewitt (Hewitt et al., 1972). Magyarorszagon elsoként Lehoczky
¢és Farkas igazoltak el6fordulasat 1981-ben (Lehoczky and Farkas, 1981). A koérokozo a
Grapevine fleck virus (GFkV), a Maculavirus nemzetség tipusfaja, a Tymoviridae csaladba
tartozik. A virus a floémben lokalizalodik, mechanikailag nem, szaporitdanyaggal azonban
terjed (Cseh et al., 2008), és kisérleti uton aranka-fajokkal atviheté (Martelli et al., 2002). A
Vitis rupestris cv. St. George novényekre oltassal atvihetd €s ezen tiineteket okoz. A harmad-
¢s negyedrendii erek kozelében jelennek meg attetszo foltok, ezek a leveleket a fény felé tartva
jol kivehet6ek. Az intenziven foltosodd levelek folfelé pondorodnek, csavarodottak, rancosak
és eltorzulhatnak (Cseh et al., 2008). A virion 30 nm atmérdji, izometrikus szimmetriaju, a
virusgenom egy pozitiv egyszalia RNS-bdl all (Abou Ghanem-Sabanadzovic et al., 2003). Ezen

tulajdonsagokkal osztozik harom tovabbi virus a Grapevine rupestris vein feathering virus
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(GRVFV) a Grapevine asteroid mosaic-associated virus (GAMaV) és a Grapevine redglobe
virus (GRGV), ezek a GFkV-vel kozosen a ,,fleck-komplexet” alkotjak (Martelli, 2014).

2.3.5 Pararetrovirusok és a DNS virusok megjelenése a széloben

Egészen néhany évvel ezeldttig csak néhany nem RNS genommal rendelkezd virust
fedeztek fel a sz6léndvényekben. Az attorés akkor kovetkezett be, amikor az ujgeneracios
hanyatlasa altal érintett sz6l6iiltetvényekben egy badnavirust, a Grapevine vein clearing virus-
t (GVCV) sikeriilt kimutatni (Caulimoviridae csalad). Ezt hamarosan kovette a Geminiviridae
csalad egy feltételezett tagjanak, a Grapevine red Dblotch-associated virus (GRBaV)
jelenlétének a felfedezése — elszor az Egyesiilt Allamokban (12 kiilonboz6 allamban) és
Kanadaban, majd Svéjcban —, olyan sz6lében, amely levelei vords foltos elszinezddést
mutattak, illetve egy masik badnavirus, a Grapevine roditis leaf discoloration-associated virus
(GRLDaV) azonositasa a lombozat elszinezddésével érintett gordg szOolében és egy dél-
olaszorszagi, tlinetmentes borszolében. E virusok epidemioldgidjardl nem sokat tudunk, kivéve
azt, hogy a GRBaV-t a virginiai kaboca (Erythroneura ziczac) és a lucernakaboca (Spissistilus
festinus) terjeszti. Ez utobbi vektor valdsziniileg epidemiologiai jelentdséggel bir Kozvetett
bizonyiték van arra vonatkozoan, hogy a GRBaV terjed, amint azt vadon ¢16 Vitis fajokban,
példaul V. californica x V. vinifera hibridekben val6 kimutatasa mutatja (Perry et al., 2016).
Bizonyitékok vannak a GRLDaV ¢és a GRBaV fert6zott szol6kre gyakorolt karos hatdsara is
(Martelli, 2017) .

2.3.6 Viroidok

A viroidok a gazdaszervezetben autonom replikacioval rendelkezd szubvirdlis
koérokozok. Fehérjeburokkal nem rendelkeznek, cirkuldris RNS-sel birnak, ez 246-375 nt
nagysagu lehet, mely sokkal rovidebb, mint a legkisebb virusgenom. Hasonldan a virusokhoz
a viroidok 1s csalddokba, nemzetségekbe és fajokba sorolhatok. Két csalad ismert, a
Pospiviroidae és az Avsunviroidae, amelyeknek megkiilonboztet jellemzdik vannak. A
Pospiviroidae csaladra jellemzé a kozponti konzervalt régid jelenléte a masodlagos
szerkezetben és a nuklearis replikacido, mig az Avsunviroidae csalad fajai egy elagazo
masodlagos szerkezettel rendelkeznek, amelybdl hianyzik a kozponti konzervalt régio, jellemzo
aribozimek jelenléte és a plasztidalis replikacio. Egészen a kdzelmultig 6t sz8l6fertdz6 viroidot
ismertek, amelyek mindegyike a Pospiviroidae csaladba tartozik: Grapevine yellow speckle
viroid 1 (GYSVd-1), Grapevine yellow speckle viroid 2 (GYSVd-2), Australian grapevine
viroid (AGVd), Hop stunt viroid (HSVd) és Citrus exocortis viroid (CEVd). A szél6viroidok
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listajanak legujabb kiegészitései a Grapevine latent viroid (GLVd) és egy viroidszerti RNS,
amely szerkezeti hasonlosagot mutat az Avsunviroidae csalad tagjaival, ezek bioldgiai szerepe
a sz6lében még nem tisztazott. Csak a GYSVd-1 és a GYSVd-2 patogén a szbldre, és sarga
foltnak nevezett betegséget okoznak. Egy masik, ,,érsavozodas” (vein banding) néven ismert
betegség bizonyitottan ezen viroidok és a GFLV egyiittes fert6zésének eredménye (Martelli,
2017).

2.4 RNS rekombinacio

A rekombinacié €s mutacid fontos forrasai a valtozékonysagnak. Az RNS virusok

c sy

crer

utobbi a fajon beliili genetikai valtozékonysaghoz kozvetleniil hozzajarul. Két eltér6 RNS
molekula asszocidlodasa torténik meg az RNS rekombinacié sordn, ennek kovetkeztében
létrejohetnek 1) genetikai kombinaciok. Az RNS rekombinacionak harom tipusat
kiilonboztetjiik meg: 1. Homolog: két olyan hasonl6 vagy kozeli rokon RNS molekula kdzott
megy végbe, melyek szekvencidja erésen homolog, a 1étrejott rekombinans molekula pedig a
szll6i molekuldk szerkezeti felépitését és szekvenciajat megdrzi. 2. Aberrans-homoldg: két
szekvencidjaban hasonlé6 RNS molekula kdzott jon 1étre, a rekombinans molekula duplikaciot
vagy delécidt hordoz, szerkezetében eltér a sziiléi molekuldktol. 3. Nem-homoldg:
szekvencidjukban eltérd RNS molekuldk k6zott torténik meg. Leggyakrabban templat cserével
valosul meg az RNS virusoknal a rekombinaci6. Természetes koriilmények kozott homolog és
nem-homoldég rekombinaciét is szamos ndvényi virusnemzetségnél feljegyeztek. A
nepovirusok kozott szamos kritériumnak kell megfelelni, hogy a nemzetségbe soroljanak egy
virust. Fajok elkiilonitésének tobb kritériuma van. A Picarnovirales rend, Sarcoviridae csalad
tagjainal e kritériumok kozé tartozik tobbek kozott a 70-80% kozotti kopenyfehérje (CP)
aminosav szekvencia azonossag és a 75-85% kozotti konzervalt protedz-polimeraz régid
szekvencia azonossag (ICTV, 2011). Fontos feltétele az RNS rekombinacié bekovetkeztéhez,
hogy ugyanazon sejtben helyezkedjenek el a rekombinalodd6 RNS-ek (Lai, 1992; Nagy and
Simon, 1997; Simon and Bujarski, 1994)
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2.5 Hazai széloiiltetvények virusfertozottsége

Nehéz kovetkeztetni a hazai sz6l6iiltetvények virusfertdzottségére a filoxéra vész elotti
1dokbol. Azelott az iiltetvények vegyes Osszetételiek voltak és a sz6l6t dugvanyokrol
szaporitottak. A kutatok a ligeti sz616t (Vitis sylvestris) vizsgalataval tudnak kovetkeztetni arra,
hogy a jarvany el6tti idokben milyen lehetett a hazai szdldket fert6z6 virusok faji dsszetétele,
mivel a ligeti sz616 magas vizallasu, mocsaras ¢l6helyénél fogva nem volt kitéve az 1875-ben
lezajlott filoxéra jarvanynak. Azonban a legujabb kutatdsok sem tudtak az utobbi 10-15 évben
leirt virus fajokat kimutatni ebbdl a fajbol (Fabian, 2020). A filoxéravész 6ta oltvanyokkal
szaporitotjak a sz6lI6t, igy fontossa valt az egészséges szaporitdoanyag hasznalata. Hazankban a
60-as években kezdték meg a sz6ldvirusok kutatasat Lehoczky Janos és munkatérsai, szamos
koérokozd elsd leirasat tettétk meg Magyarorszagon. A kutatasok foként a patogének
kimutatasara, jellemzésiikre, életmdodjuk megismerésére iranyultak, mindezek ismerete
lehetdséget nyujtott egy, a fertdzott sz016tokek kisziirésére szolgald rendszer kidolgozasara.
Azonositottak eddig hazankban: a GFLV, az ArMV, a TBRV, a GCMV, a GBLV, az AMV, a
GFkV,aGPGV, aGSyV-1,aGLRaV 1-4,a GVA, a GVB és a GRSPaV virusokat. Erdekesség,
hogy a GLPV korokozot sz6lén még csak Magyarorszdgon irtdk le. Magyarorszagon ezen
munkaknak ko&szonhetéen a szaporitdéanyag eldallitds soran a szOlévirologiai vizsgalatok
kotelezOvé valtak. A szaporitéanyagok ellenérzését a 87/2006.(X11.28) FVM rendeletben
foglaltak szerint kell végezni. Annak ellenére, hogy tobb mint 100 virus el6forduldsa ismert a
szO0l6ben, nagyon kevés a vizsgalatkoteles patogének szama, csupan ArMV-, GFLV-,
GLRaV1l-, GLRaV3-, GVA- ¢s GVB-mentesnek kell lennie a szaporitbanyagoknak. A
kozeljovOben szamitani lehet egyes virusok hazai megjelenésére, mint példaul a RpRSV, a
SLRSV, a TRSV vagy a ToRSV. Ezek egyre nagyobb veszélyt jelentenek a sz6l16
szaporitdbanyag virusmentességének elérésében. Azaltal, hogy folyamatosan kutatjuk é&s
azonositjuk az Ujonnan megjelend novényi virusokat, illetve tokéletesitjiik a kimutatasukra
hasznalt modszereket, a jovoben idoben fel tudjuk ismerni a fertézéseket. Mindennek
eredményeképpen, a termeldknek a legkisebb kart okozva, a fertdzott tokéket idében ki tudjuk
vonni az lltetvényekbdl (Cseh et al., 2012, 2008; Jaksa-Czotter, 2019).
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2.6 Nagy ateresztoképességii szekvenalas a virusdiagnosztikaban

A nagy ateresztéképességli szekvenalasi technikdk (HTS - High Throughput
Sequencing) a molekularis genetikai vizsgalatok teriiletén 1) lehet6ségeket teremtettek. Ezek
az eddigieknél joval érzékenyebb moddszerek, melyek alkalmasak novényi virusok
kimutatdsara. A virusdiagnosztikaban a legelterjedtebb vizsgalati modszereknek eddig a
szeroldgiai és a PCR-alapu tesztek szamitottak. Ezeket a fliggetlen modszereket jelenleg is
sz¢éleskorben hasznaljak és a kutatasok fontos modszertani alapjat képezik megbizhatosaguknak
¢és kedvez6 aruknak koszonhetéen. A HTS el6nye abban rejlik, hogy mig a szerologiali
modszerek esetében egy adott korokozd kimutatasdhoz specifikus ellenanyagra van sziikség, a
PCR soran pedig a patogén szekvencidjanak legalabb egy részét ismerniink kell a
primertervezés érdekében, addig a HTS hasznalatahoz semmilyen eldzetes informaciora nincs
szlikségiink. Képes meghatarozni a gazdaszervezet viromjat, azaz a mintaban 1évo 6sszes virust
¢s viroidot. Antitest vagy specialis primerek nélkiil is alkalmas a teljes genom
megszekvenalasara, igy nem csak célzottan, mar ismert patogének kimutatasara alkalmas,
hanem azonosithatok vele akér eddig ismeretlen virusok, viroidok, illetve 0j virus variansok is.
Nagymértékben felgyorsult az 0j virusok és viroidok szekvencidinak meghatarozasa ¢€s leirasa
az utdbbi években a HTS hasznalatanak kovetkeztében. Nem szabad elfelejteniink, hogy a HTS
csak a patogének szekvencidir6l ad informéciot, igy csak tovabbi vizsgalatokkal allapithaté meg
a korokozok jelentdsége, pontos bioldgidjuk és az altaluk esetleg okozott tiinetek. Tobb
platformon is elvégezheté a HTS, melyek koziil az [llumina a legnépszeriibb, ezzel lehetséges
akar tobb szaz millid6 nukleinsav sorrendjének a meghatarozasa is egy iddben, azonban
bioinformatikai programok, programcsomagok sziikségesek az eredmények kiértékelésehez. A
sz010 esetében a virus eredetli kis RNS-ek mélyszekvenalasara els6 esetben 2010-ben keriilt
sor, mely soran a Vitis vinifera cv. Pinot Noir ENTAV 115 klon kiilonb6z6 szerveib6l izolalt
kis RNS-ck elemzésével azonositottak a sz616ben jelen 1évé virusokat (Pantaleo et al., 2010).
A HSVd és GYSVd-1 viroidakat ugyanezzel a kis RNS alapti modszerrel irtak le 2009-ben
Ezzel megerdsitették, hogy mas taxonok korokozoinak kimutatdsiban is alkalmazhatok az nagy
ateresztoképességii szekvenalasi technikak (Navarro et al., 2009). Azonban minden esetben
sziikséges fliggetlen modszerekkel visszaigazolni a HTS soran kapott eredményeket (Jaksa-

Czotter, 2019; Lebas et al., 2022; Massart et al., 2017)
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3. Alkalmazott mdédszerek (anyag és modszer)

3.1 Vizsgalatok helye
Vizsgalatainkat 2022. decemberétdl 2024. szeptemberig G6dollén a Magyar Agrar- és
Elettudomanyi  Egyetem Novényvédelmi  Intézet Genomikai Kutatocsoportjanak

laboratoriumaban végeztiikk. A PCR-termékek, klonok nukleotid sorrendjének meghatarozasat

Go6dollén a BIOMI Kft. végezte.

3.2 Vizsgalat anyaga
3.2.1 A vizsgalt mintak

Vizsgalataink alapjat két sz616t6kérdl szarmazo minta szolgaltatta: az egyik a MATE
Sz6lészeti és Boraszati Intézet Kecskeméti Kutaté Allomasanak tiveghazabol, 'Furmint’ fajtaja
sz6lotokerdl, a masik egy Zala varmegyei, szabadfoldi szoldiiltetvénybdl, 'Szilvani' fajtaja
tokérdl szarmazott. Az RNS kivonas és a kisRNS konyvtarak elkészitése mar kordbban
megtortént. Az RNS kivonds mindkét novényegyed esetén hajtatott vesszOkon fejlodott
hajtasok also-, illetve felso leveleibdl, a hajtascsticsbol, a bimbobol és a kacsbol tortént. A
kivonatokbol egyedenként RNS keverék késziilt, majd megtortént a kisRNS tisztitas, melybol
szekvenalhatd konyvtar késziilt. Kisérleteinkhez a poolozott tisztitott RNS kivonatot
hasznaltuk. A vizsgélatokba diplomamunkam készitése soran az elkésziilt kisSRNS konyvtarak

szekvenalasi eredményeinek elemzésének kezdetekor kapcsolodtam be.

3.2.2 A vizsgalat soran alkalmazott enzimek, kitek

A reverz transzkripciohoz egyrészt RevertAid First Strand ¢cDNA Synthesis Kitet
(Thermo Fisher Scientific), masrészt Maxima H Minus First Strand cDNA Synthesis Kitet
(Thermo Fisher Scientific) hasznaltuk. A polimeraz lancreakcidhoz Phire Hot Start 11 DNA
Polymerase (Thermo Fisher Scientific) Q5 High-Fidelity DNA Polymerase (New England
Biolabs), TaKaRa Ex Premier DNA Polymerase (2X) (Takara) és DreamTaq DNA Polymerase
(Thermo Fisher Scientific) polimerdz enzimeket hasznaltunk. A méretiik megallapitasahoz
GeneRuler 100 bp Plus DNA (Thermo Fisher Scientific), illetve Lambda DNA/EcoRI plus
Hind Il (Thermo Fisher Scientific) markereket alkalmaztunk. A PCR termékek gélbdl valo
tisztitasahoz NucleoSpin Gel and PCR Clean-up Kitet (Themo Fisher Scientific), a PCR-
termékek klonozasdhoz a CloneJET PCR Cloning Kitet (Thermo Fisher Scientific) hasznaltuk.
A klonozott PCR-termékek baktérium sejtekbdl valo tisztitasahoz a Plasmid DNA Purification
Kitet (Thermo Fisher Scientific), az inzert beépiilésének ellenérzéséhez Xhol és Xbal restrikcios

endonukledzokat (Thermo Fisher Scientific) hasznaltunk.
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3.2.3. Felhasznalt primerek

Vizsgalatunk soran sajat tervezési és egy darab szakirodalmi primert is alkalmaztunk (1-2. tablazat).

1. tablazat: A nepovirusok kimutatdsara hasznalt sajat tervezésii primerparok

Virus/ . . Pozici()ja. a . Termék | Anellalas | Elongacié VB
v Primer elnevezése Primer szekvencia (5'-3") referencia Referenciagenom . v .o elongacio | Felhasznalas | Hivatkozas
Novény genomon mérete | hémérséklete ideje ideje
NeoorNGL | NePORNSL 300F | GCGGAGGCTAAGGAACTCCGC | 300-320 | NC 003615 GFLV RNAL | - Nem 5,ill.7 | 3,ill.10 |FurmintRNSL| Ebbena
P NepoRNS1-2 7317R | GACAAACAACACACTGTCGCC | 7317-7297 |NC 017939 GDefV RNAL Pl mikadstt min min egész munkéban
NepoRNS2_674F | AGAGCTGCGGCACTCTTTGCC | 674-694 |NC_003623 GFLV_RNA2 Furmint, Ebben 2
NepoRNS2 3078 bp 66 °C 1 min 2 min Szilvani ,
NepoRNS1-2 7317R | GACAAACAACACACTGTCGCC | 3752-3732 |NC_006056 ArMV_RNA2 ONSD munkaban
NepoRNS1 2684F | GCTAGATGAGATGAACCTTCC | 2684-2704 |NC_017939 GDefv RNAL Furmint, Ebben 2
NepoRNS1 1583 bp 62,5 °C 3 min 10 min Szilvani ,
NepoRNS1 4261R | GGAAATTCCACGAAGCCTTTG | 4261-4245 |NC_017939 GDefv RNAL RNS kszepe | Munkiban
NeoorNGL | NePORNSL 300F | GCGGAGGCTAAGGAACTCCGC | 300-320 |NC 003615 GFLV RNAL | .o o6 oc win | 1omin | FUrmintRNSL | Ebbena
P NepoRNSL 4261R | GGAAATTCCACGAAGCCTTTG | 4261-4245 |NC 017939 GDefV RNAL P 5* vég munkéban
NepoRNSL 4191F | CAAAGGCTTCGTGGAATTTCC | 4191-4198 |NC_003615 GFLV_RNAL Furmint, Chbena
NepoRNS1 12 20 i 10 mi ilvani !
ePORNSL |\ ohoRNS1-2 7317R | GACAAACAACACACTGTCGCC | 7317-7297 | NC_017939_GDefv RNAL | S120PP | 382°C 3 min 0 min Rﬁsziga}nvlég munkaban
NeoorNGL | NeDORNSL 300F | GCGGAGGCTAAGGAACTCCGC | 300-320 |NC 003615 GFLV RNAL | , o Nem smin | 10 min Szilvani Ebben a
P NepoRNSL 4381R | CAACACTTAACCGCGACGTTG | 4381-4368 | NC 017939 GDefV RNAL Pl mikedst RNSI 5° vég | munkéban
NeooRNSy | NepoRNS2 21F CTTACGTTACCGTGATTTCAC 21-41 | NC 003623 GFLV RNA2 | Nem smin | 10 min Szilvani Ebben a
P NepoRNS2 3770R | CTAGGCAAGTGTGTCCAAAGG | 3770-3752 | NC_006056 ArMV_RNA2 Pl mikedst RNS2 munkéban
NeooRNSy |NeDORNS2 674F | AGAGCTGCGGCACTCTTTGCC | 674-694 | NC 003623 GFLV RNA2 | . o 05 oC amin | 10 min Szilvani Ebben a
P NepoRNS2 3770R | CTAGGCAAGTGTGTCCAAAGG | 3770-3752 | NC_006056 ArMV_RNA2 P : RNS2 munkéban
NeoorNGL |NeDORNSL 249F | CGAAGGATCCCAGTGCTGCTG | 249-262 | NC 006057 ArMV_RNAL | oo 05 oC smin | 10 min Szilvani Ebben a
P NepoRNSL 3172R | GCAACAGCCTCACTTGGAGTG | 3172-3156 | NC 017939 GDefV RNAL P : RNSI 5° vég | munkéban
| Vvactin-601s ACTGGTATTGTGCTGGATTC ] ) . (Fabian,
Vitis vinifera 1, - in-1200as GGATGCAAGAATTGATCCTC 599 bp 33°C 208 Lmin | Aktinpréba | “5550)
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2. tablazat: A nepovirusok tovabbi Sanger szekvenalashoz hasznalt sajat tervezésii primerek

Pozicidja a

Virus Primer elnevezése Primer szekvencia (5'-3") referencia Referenciagenom Felhasznalas Hivatkozas
genomon

NepoRNS2 NepoRNS2_1292F GGACCTTCTACCAGAGCCAAC 1292-1311 NC_003623_GFLV_RNA2 Sanger Furmint Ebben a
NepoRNS2 2979R GTGTTCGGTGATATGGAGAAC 2979-2961 NC 006056 _ArMV_RNA2 munkéaban

NepoRNS1 NepoRNS1_779F CCTATCTGAGGGCGCGAAGAG 779-799 NC_006057_ArMV_RNA1 Sanger Furmint Ebben a
NepoRNS1 3690R CAATGCGGATCTGACACAATC 3690-3673 NC 017939 GDefV_RNA1 munkéaban

NepoRNS1 NepoRNS1 4884F GATGAAGTGGCAGGTGACATG 4884-4904 NC_006057_ArMV_RNA1 Sanger Furmint Ebben a
NepoRNS1 6364R CCTGCAATTGACAAACCAGGG 6364-6344 NC 017939 GDefV_RNA1 munkéaban

NepoRNS1 NepoRNS1 1504F CAGATGGCTAAAGGTGTTGGC 1504-1516 NC_006057_ArMV_RNA1 Sanger Furmint Ebben a
NepoRNS1 2766R CTTGCCTGGCATACCCACTCC 2766-2746 NC_017939_GDefV_RNAl munkéban

NepoRNS1 NepoRNS1 4834F GCATGAAGAAGTTTGCTGAAC 4834-4854 NC_006057_ArMV_RNA1 Sanger Szilvni Ebben a
NepoRNS1 6594R CAATATAAGGCCTTTCATCAC 6594-6574 NC_017939_GDefV_RNA1 munkéban

o Ebben a

NepoRNS1 NepoRNS1 2457R CTTCTAGCAATTTGGCAATAG 2457-2437 NC_017939_GDefV_RNA1 Sanger Szilvani munkaban
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3.2.4. A bioinfomatikai elemzések soran hasznalt bioinformatikai programok

A kapott kisRNS szekvencidk adatfeldolgozasat a CLC Genomic Workbench (Qiagen)
szoftverrel végeztiik. A primerek tervezéséhez ¢€s a filogenetikai elemzéshez a Genious Prime
programcsomagot hasznaltuk. A szekvencidk olvasasdhoz a Chromas Lite (Technelysum)
bioinformatikai programot, egyszerii elemzésiikhoz ¢és szerkesztésiikhoz pedig az Ape

segédprogramot alkalmaztuk.

3.3 Vizsgalatok mddszere
3.3.1 Bioinformatikai elemzések

3.3.1.1 KisRNS szekvenalas bioinformatikai elemzése

Elso 1épésként a szekvenalds eredményeképpen kapott 50 bp hosszusagu szekvenciak
trimmelését végeztiik el, mely azt jelenti, hogy a szekvenciakrol levagtuk a kis-RNS-ekhez
ligalt adapterek szekvencidit (Ilumina sSRNSseq adapter), amik a kis RNS konyvtar készitéshez
¢s a szekvenalashoz sziikségesek voltak. Eredményként egy listat kaptunk, amely tartalmazta a
mintaban levo Osszes kis RNS szekvencigjat, akar ismétlodé kopidban (ezek a redundéans
readek, vagyis szekvencia olvasatok). Ezutdn a kis RNS szekvencidk koziil a redundans
adatokat eltavolitottuk, igy kaptuk meg a nem redundans read listat, amiben mar csak egyedi
szekvencidk szerepeltek. A kis RNS szekvencidkat atfed régidik segitségével de novo
hosszabb olvasatokka rendeztiik Ossze, igy ugynevezett kontigokat kaptunk, melyek legalabb
30 bp hossztak voltak. A BLAST algoritmus segitségével a kapott kontig szekvencidkat az
NCBI RefSeq adatbazis ndvény virus referencia szekvenciaihoz illesztettiik (NCBI-bdl letoltve:
2022.02.17), és az eredmények alapjan virus talalati listat készitettiink. Az E-érték (expect
value, e-value), a virusokra kapott talalatok valosziniisége, alapjan rangsoroltuk a talalatokat.
Elézetes tapasztalatok alapjan azon eredményeket értékeltiik pozitiv talalatnak, ahol az E-value

<107° volt.

3.3.1.2 RNS szekvenalas (RNAseq) bioinformatikai elemzése

Elso 1épésként a szekvendlds eredményeképpen kapott 150 bp hosszisagl szekvencidk
trimmelését végeztiik el, levagtuk a RNS-ekhez ligalt adapterek szekvencidit (NOVOGEN
RNAseq adapters). Eredményként megkaptuk a szekvenalt RNS-ek szekvenciait. A
szekvenciakat atfed6 régioik segitségével de novo hosszabb olvasatokka rendeztiik 6ssze és igy
legalabb 300 bp hosszl kontigokat kaptunk. A BLAST algoritmus segitségével a kapott kontig
szekvencidkat az NCBI RefSeq adatbazis ndvény virus referencia szekvenciaihoz illesztettiik
(NCBI-bol letoltve: 2023.07.31), és az eredmények alapjan virus talalati listat készitettiink. A
BLAST algoritmus segitségével a kapott kontig szekvencidkat az ArMV, GFLV és a GDefV
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mindkét RNS-ének referencia szekvencidihoz illesztettiik. Csak az E-value = 0 eredményeket

értekeltiik pozitiv taldlatnak.

3.3.2 ¢cDNS szintézis

A kisérletek soran két kiilonbdz6 modszerrel szintetizalt cDNS-sel dolgoztunk. Az
egyiknél a RevertAid First Strand cDNS Synthesis Kitet hasznalva készitettiink az RNS
templatokrol reverz transzkripcidval cDNS-t random primert alkalmazva. Templatként minden
cs6be 2,75 ul RNS mennyiséget pipettaztunk, majd minden mintdhoz hozzaadtunk 0,25 pl
random primert. Keverés utan a mintak denaturacioja volt sziikséges, ez 5 percig tartott 65°C-
on, majd utana azokat legalabb 5 percig jégen tartottuk. Ekozben reakcids mixet készitettiink,
ami mintanként 1 pl 5X RT puffert, 0,5 ul 10 mM dNTP-t, 0,25 pl Ribolock RNéz inhibitort
(20 U/ul) és 0,25 ul RevertAid reverz transzkriptaz enzimet (200 U/ul) tartalmazott. A mixbdl
a jégen 1év6 denaturalt mintakhoz 2-2 pl-t pipettaztunk, majd a reakcio a kovetkez6 protokoll

szerint folytatodott:
25°C 10 perc
42°C 60 perc
45°C 10 perc
70°C 10 perc

A Kkeletkezett cDNS-bdl tizszeres higitast készitettiink, és ezt hasznaltuk fel templatként a PCR

alapt virustesztelések soran.

A masik modszernél a Maxima H Minus First Strand cDNA Synthesis Kitet hasznaltuk,
hogy az RNS templatokrdl reverz transzkripciéval cDNS-t készitsiink, szintén random primert
hasznalva. Templatként minden cs6be 3 pul RNS-t adtunk, majd minden mintdhoz 1 pl random
primert pipettaztunk, végiil még hozzdadtunk 9,5 pl MilliQ tisztasagu vizet. Ezt kovetden keriilt
jégen tartottuk. Ez id6 alatt reakcios mixet készitettiink, ami mintanként 4 ul 5X RT puffert, 1
pl 10 mM dNTP-t, 0,5 ul Ribolock RNaz inhibitort (20 U/ul) és 1 ul Maxima H Minus reverz
transzkriptaz enzimet (200 U/ul) tartalmazott. Az emlitett mixbdl a jégen 1év6 denaturalt

mintakhoz 6,5-6,5 pl-t pipettaztunk, majd a reakcio a kovetkezd protokoll szerint folytatodott:
25°C 10 perc

50°C 30 perc
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65°C 10 perc
85°C 5 perc

A Keletkezett cDNS-eket higitatlanul hasznaltuk fel templatként a PCR alapt virustesztelések

soran.

3.3.3 ¢cDNS mindségének ellenérzése PCR-rel

A RevertAid First Strand cDNS Synthesis Kittel késziilt ¢cDNS mindségének
ellendrzésére ugynevezett aktin tesztet végeztiink annak érdekében, hogy megbizonyosodjunk
a szintézis sikerességérol. A kisérlet alapjat az adta, hogy a total RNS kivonat, melyet a cDNS
szintézishez hasznaltunk, a sz6l6 ndvény Osszes RNS-¢t tartalmazta, tobbek kozott az mRNS-
eket is. Az aktin gén egy olyan konstans génexpresszios aktivitassal rendelkezd gén, melyrol
feltételezhetéen folyamatos az mRNS szintetizalodasa, igy ezt a total RNS kivonat tartalmazza.
A PCR soran templatként a szintetizalt cDNS-eket hasznaltuk, valamint egy a sz6l6 aktin
génjére specifikus primerpart (Vvactin-601s és Vvactin-1200as) (1. tablazat) alkalmaztunk. A
PCR teszt eredményébdl lehet kdvetkeztetni a lezajlott reverz transzkripcid sikerességére. A
teszt abban az esetben tekinthetd pozitivnak, ha az aktin mRNS-r6l késziilt cDNS megtalalhato
a mintakban. Igy valosziniisithetjiik, hogy minden tovabbi RNS-rél, tehat az Gsszes viralis

RNS-r61 is szintetizalodott cDNS.

3.3.4 Primertervezés

A virustesztelésekhez hasznalt primerek tervezéséhez a Geneious bioinformatikai
szoftvert alkalmaztuk. A CLC Genomic Workbench szoftverbdl fasta formatumban exportaltuk
a vizsgalatainkba vont hdrom virus kisRNS konyvtar szerinti szekvencidit €s egymas ala
rendeztiik azokat. Fontos szempont volt szamunkra, hogy olyan primereket tervezziink,
amelyeket mind a harom virus amplifikalasara fel tudunk hasznalni mindkét minta esetében és
minél hosszabb szakaszt tudunk velilk megsokszorozni. Ezért minél inkdbb az illesztett
szekvencidk 5’ és a 3’ végén kerestiink olyan régidkat, melyek megfelelden konzervaltak a
vizsgalt virusok szekvenciain. Figyelembe vettiik primertervezés alapvetd szabalyait a folyamat
soran, vagyis 20-21 bp hosszu oligonukleotidokat terveztiink. A megtervezett primerek
illeszkedését az NCBI adatbazis BLAST algoritmusanak segitségével ellendriztikk le
mindhdrom vizsgalt virus esetén azok referenciagenomjait vizsgalva. Késobb a kisérleteinkhez
ugyanezzel a modszerrel Ujabb primereket terveztiink a vizsgalt virus RNS-ek belsébb
szakaszaira, valamint a felszaporitott DNS szakaszok Sanger szekvenalasahoz. Ez utobbira

azon szekvencidk esetén volt sziikség, ahol a PCR-termék hosszabb volt, mint amilyen hosszl
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szekvencia a vektor klonozo helyeire specifikus primerek hasznalataval a két iranybol
meghatarozhatd. Ebben az esetben a megszekvenalt varians szekvenciaja alapjan terveztiik a
primereket. Ezeknek a primereknek az illeszkedését is az NCBI adatbazis BLAST

algoritmusanak segitségével ellendriztiik le mindharom virus referenciagenomjara.

3.3.5RT-PCR
A PCR alapu virustesztelésekhez hasznalt reakcioelegyekhez (A és B) a kovetkezd
OsszetevOoket mértiik 0ssze, mintanként 50 pl végtérfogattal szamolva, és a PCR-ek soran az

alabbi paramétereket allitottuk be:

A) reakciodelegy:
Steril MilliQ viz: 32 pl

5X QS5 reakcio puffer vagy 5X Phire reakcid puffer: 10 pl
*10 uM forward primer: 2,5 pl

*10 uM reverz primer: 2,5 pl

10 mM dNTPs: 1 pl

Q5 High-Fidelity DNS polimeraz (2000 U/ul) vagy Phire Hot Start 11 DNS polimeraz:
1ul

Templat DNS (10x higitott RevertAid cDNS vagy Maxima H Minus cDNS): 1 pl
*: A PCR reakciohoz tartozo6 forward és reverz primereket az 1-2. tdblazatban tiintettiik fel.
Az A) reakcioelegyet felhasznalva végzett PCR-ek soran alkalmazott paraméterek:

1. elddenaturacio: 98 °C —30s
2. denaturacio: 98 °C - 30 s
3. ‘“*anellacio: 58-66 °C —-30s
4

*elongacio: 72 °C — 20 s—7 mi

40X

5. *végso elongacid: 72°C — 1-10 min
*. A csillaggal jelolt anellacidé homérséklete, az elongéacid és a végsd elongacid ideje

primerparonként valtozo lehet, igy ezeket az informacidkat az 1-2. tablazatban ismertettiik.
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B) reakcidelegy:

Steril MilliQ viz: 19 pl

*10 uM forward primer: 2,5 ul

*10 uM reverz primer: 2,5 ul

TaKaRa Ex Premier DNA polimeraz (2X): 25 ul

Templat DNS (Maxima H Minus ¢cDNS): 1 pl
*: A PCR reakciohoz tartozé forward és reverz primereket az 1. tdblazatban tiintettiik fel.
A B) reakcioelegyet felhasznalva végzett PCR soran alkalmazott paraméterek:

1. elddenaturdcio: 98 °C —30 s

2. denaturacio: 98 °C —10's

3. *anellacio: 50-60 °C—-10s 40X
4

5

. elongicio: 68 °C — 7 min

. végso elongacio: 68°C — 10 min
*: A csillaggal jelolt anellacid hdOmérséklete valtozd, az informdaciot az 1. tablazatban

1smertettik.

C) reakciodelegy:

Steril MilliQ viz: 37,3 pl

10X DreamTaq puffer: 5 ul

*10 uM forward primer: 2,5 pl

*10 uM reverz primer: 2,5 pl

10 mM dNTPs: 1 ul

DreamTaq DNA polimeraz (5 U/ul): 0,3 pl
Templat DNS (Maxima H Minus ¢cDNS): 1 pl

*: A PCR reakciohoz tartoz6 forward és reverz primereket az 1. tdblazatban tiintettiik fel.
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A C) reakcioelegyet felhasznalva végzett PCR sordn alkalmazott paraméterek:

elédenaturacio: 95 °C — 3 min

1
2. denaturacio: 95 °C - 30s

3. *anellacio: 44-52 °C — 1 min 40X
4

elongacid: 72 °C —4 min

5. végso elongacio: 72°C — 10 min
*. A csillaggal jelolt anellacio homeérséklete valtozo, az informaciot az 1. tablazatban

ismertettik.

3.3.6 Gélelektroforézis

A PCR-termékek méret szerinti elkiilonitése etidium-bromidot tartalmazo 1,2%-0s TBE
agar6z gélben (1,2 g agardz, 100 ml 1X TBE) gélelektroforézis segitségével tortént. A DNS
szakaszokat UV fény alatt tettiik 1athatova, méretilk megallapitasahoz GeneRuler 100 bp Plus
DNA, illetve Lambda DNA/EcoRI plus Hind 11l markereket alkalmaztunk.

3.3.7 PCR termék tisztitasa agardoz gélbol

A megfelel6 méretli PCR-termékeket steril szikével UV asztalon véddszemiivegben
kivagtuk a gélbdl ¢és steril Eppendorf cs6be helyeztiik azokat. A folyamat soran megmértiik a
kivagott gélszeletek tomegét digitalis mérlegen. A PCR-termékek gélbdl valo tisztitdsahoz
NucleoSpin Gel and PCR Clean-up Kitet hasznaltunk a gyart6 utasitasainak megfelelden.

100 mg gélszeletenként 200 pl NTI puffer oldatot mértiink az Eppendorf csovekbe, majd
50 °C-on 10 percig inkubaltuk azokat. Ezt kovetden addig vortexeltiik az Eppendorfokat, amig
a gelszeletek teljesen fel nem oldodtak. A mintakat atmértiik a kitben talalhat6 csdvekbe. A
csoveket 11 000 x g fordulatszdmon 30 masodpercig centrifugaltuk, az atfolyo részt elontottiik.
A membran mosasahoz 700 pl NT3 puffert hasznaltunk, majd 11 000 x g fordulatszamon 30
masodpercig centrifugaltuk, az atfolyd részt elontottiik. Ezt a folyamatot még egyszer
megismételtiik, igy a csoveket 11 000 x g fordulatszamon tovabbi 1 percig centrifugéltuk,
annak érdekében, hogy az esetlegesen a membranban maradt NT3 puffer oldat maradékat is
eltavolitsuk. A membranrél a DNS-t 25 pl NE puffert felhasznalasaval Eppendorf csébe
oldottuk ki. A membrant a pufferrel 1 percig szobahdmérsékleten inkubaltuk, majd 11 000 x g
fordulatszamon 1 percig centrifugaltuk a csoveket.

Az izolalt PCR-termékekbdl 2 pl-nyi mennyiséget 1,2 %-os TBE agar6z gélen Gjra

megfuttattuk marker jelenlétében.

30



3.3.8 PCR-termék klonozasa
A PCR-termékek klonozasahoz a CloneJET PCR Cloning Kitet hasznaltuk. Els6
Iépésként a gélbdl izolalt PCR-termékeket a Clone JET plazmidba ligaltuk, melyhez a

kovetkezo reakcioelegyet mértiink ossze, mintanként 10 ul végtérfogattal szamolva:
2X reakcio puffer: 5 ul
pJET plazmid (50 ng/ul): 0,5 pl
T4 DNS ligaz (5U/ul): 0,5 pl
Izolalt, tisztitott PCR-termék: 4 pl

Az O6sszemért komponenseket 5-10 percig inkubaltuk szobahdmérsékleten. Utana 14 ml-es
steril polisztirén csébe 5 pl ligatumot pipettaztunk és ramértiink 100-200 ul DH5alpha E. coli
kompetens sejtet, majd 20 percig jégen inkubaltuk az elegyet. Ezutan hésokknak tettiik ki, 30
masodpercig 42 °C-os vizfirdébe helyeztiik, majd azonnal jégre tettilk. A hdsokkolt elegyhez
0,5 ml antibiotikum-mentes folyékony SOC (super optimal broth with catabolite repression)
taptalajt pipettaztunk, majd 40 percig 37 °C-on razattuk. A folyamat végén 150-200 pl
szuszpenzidt ampicillin (250 pl Amp / 250 ml LB) tartalmu szilard LB téptalajon (LB + Amp)
sz¢lesztettiink. Az agar lemezeket egy éjszakara 37 °C-os termosztatba helyeztiikk. 24 ora
elteltével 1-3 kiilonboz6 baktérium telepet ampicillin tartalmu folyadék kultaraba oltottunk at

¢s Ujra egy éjszakan keresztiil razattuk 37 °C-on.

3.3.9 Miniprep

A klonozott PCR-termékeket tartalmazd plazmidok baktérium sejtekbdl torténd
tisztitdsat a Plasmid DNA Purification Kittel végeztiik a gyartd utasitasainak megfelelden
kivéve az elsd 1épésnél, ahol nem 11 000 x g fordulatszdmon centrifugaltuk le a baktérium
sejteket az Eppendorf csében, hanem 3 percig 9 000 x g fordulatszdmon. A centrifugalast
kovetden a feliiluszot elontottiik. A sejtek lizisét 250 pl A1 puffer hozzaadasaval végeztiik. Az
Osszegyljtott baktérium sejteket pipettaval addig szuszpendaltuk az oldatban, amig homogén
elegyet nem kaptunk. Utdna 250 pl A2 puffert adtunk a csévekhez, melyeket 68 kézi forgatas
utan 5 percig szobahOmérsékleten inkubaltunk. Az idé letelte utan 300 pl A3 puffert
pipettaztunk a mintdkhoz, majd 6—8 kézi atforgatassal tortént elegyitést kovetden a mintakat
11 000 x g fordulatszamon 10 percig centrifugaltuk. A feliiltszot atpipettaztuk a kitben talalhato
szlrot tartalmazo csovekbe, majd 1 percig 11 000 x g fordulatszamon centrifugaltuk a mintékat,

a membranon atfolyo részt elontdttiik. Az opcionalis mosasi 1épést is elvégeztiik, mely sordn a
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membranra 500 ul AW puffert mértiink, majd 1 percig 11 000 x g fordulatszamon
centrifugaltuk, és végiil az atfolyd részt elontottiik. A tovabbiakban 600 ul A4 puffert
pipettaztunk a membranra, majd szintén 11 000 x g fordulatszamon 1 percig tart6 centrifugaltast
kovetden az atfolyo részt elontottik. Az iires csoveket még egyszer 2 percig 11 000 X ¢
fordulatszamon centrifugéltuk, annak érdekében, hogy ne maradjon etanol a membranban. A
membranrol a DNS-t 50 ul AE puffer hozzaadasaval Eppendorf csévekbe oldottuk le. A puffer
hozzamérése utdn 1 percig tartd inkubacio kovetkezett, majd 11 000 x g fordulatszamon 1
percig centrifugaltuk a mintakat.

Az inzertek plazmidba valo beépiilésének ellendrzését restrikcids hasitassal végeztiik. A
reakcioelegyhez a kovetkezd OsszetevOket mértiik Ossze, mintanként 8,4 ul végtérfogattal

szamolva:
10X Tango puffer: 2 pl
Xhol endonukleaz: 0,2 pl
Xbal endonukleaz: 0,2 pl
Steril MilliQ: 6 pl

2 ul miniprephez 8,4 ul reakcios elegyet mértiink, majd 40 percig vizes termosztatba helyeztiik
a csoveket. A hasitas utan keletkezett DNS-szakaszokat Lambda DNA/EcoRI plus Hind I11
marker jelenlétében fluoreszcens festéket tartalmazo 1,2 %-os agardz gélben futtattuk meg és
UV fény alatt tettiik lathatova. Az eredmény alapjan kivalasztottuk azon mintakat, melyeket

tartalmaztak a klonozott DNS szakaszt, és ezeket Sanger szekvenalasra kiildtiink.

3.3.10 Sanger szekvenalas és szekvenciaelemzés

A klonozott tisztitott plazmidok szekvenalasat a BIOMI Kft. végezte A szekvencidk
olvasasdhoz a Chromas Lite bioinformatikai programot hasznaltuk, egyszerli elemzésiikhoz,
szerkesztésiikhoz pedig az ApE segédprogramot. A kapott szekvencidkat az NCBI adatbazis
BLAST algoritmusanak segitségével hasonlitottuk Ossze a harom vizsgalatba vont virus

referenciagenomjaval.
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4. Eredmények és értékelésiik

4.1 Bioinformatikai elemzések

4.1.1 KisRNS konyvtarak elemzésének eredményei

A kisRNS konyvtar elemzésének eredményeként a Szilvani konyvtarban 16 278 830

readet kaptunk, ez a szdm trimmelés utan 15 810 672-re csokkent. A Furmint konyvtar esetén

19 025 202 olvasatot kaptunk, melyb6l a trimmelést kovetéen 15 938 475 read maradt. A

readekbdl létrehozott kontigokat az NCBI adatbazisban taladlhatd referenciagenomokhoz

illesztettiik, ennek eredményeként virustaldlati listdkat generaltunk. A 3-4. tablazatban

szerepelnek a 10°-nél nagyobb E-value értéket eredményiil kapott virusok.

3. tablazat: A kisRNS konyvtar bioinformatikai elemzése soran kapott vizsgélatba vont

virusok (E-value > 107°)

KisRNS kénvvta ArMV | ArMV | GDefV | GDefV | GFLV | GFLV
18 onyvtar RNS1 |RNS2 [RNS1 |RNS2 |RNS1 |RNS2
A virus genomjara illeszked6 6 7 33 7 60 55
. . kontigok szama
el A virus readekkel valo
lefedettsége (%) 48,42 49,95 60,3 59,02 64,7 85
A virus gen.om]ara’ illeszkedo 7 14 58 2 23 34
. kontigok szama
it A virus readekkel valo
lefedettsége (%) 32,71 41,6 55,5 32,45| 46,43 59,49

4. tablazat: A kisRNS konyvtar bioinformatikai elemzése soran kapott egyéb virusok, viroidok

és szatellit RNS (E-value > 107)

kisRNS konyvtar

GRSPaV-1

GFkV

GPGV

GRVFV

GSyV-1

GYSVd-1

GYSVd-2

HSvd

GFLV
satRNS

Szilvani

A virus genomjara illeszked6
kontigok szima

61

151

A virus readekkel valo
lefedettsége (%)

92,2

86,54

98,65

53,7

35,4

91,8

79,89

100

Furmint

A virus genomjara illeszked6
kontigok szima

14

A virus readekkel valo
lefedettsége (%)

32,4

83

58

A tovabbiakban a Szilvani és Furmint mintaiban csak a ArMV, GDefV és GFLV virusok
visszaigazolasat végeztiik el. A kisRNS readeket illesztettiik az NCBI adatbazisbol letoltott

referenciagenomokhoz, ennek eredményeként megkaptuk az adott virusgenomok lefedettségét

(3-4. abra). A viralis lefedettség a vizsgalatba vont virusok esetén 32,45-85% kozotti volt.
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4. abra: Furmint kisRNS konyvtar alapjan az ArMV, GDefV és a GFLV lefedettségi abraja

4.1.2 RNAseq elemzések eredményei

A Szilvani kisRNS konyvtarral azonos RNS-bdl késziilt Szilvani minta RNS

szekvenalasanak eredményeképpen kapott 21 969 658 parositott readek szama a trimmelést

kovetden 21 822 698-ra csokkent, melyekbdl 58 711 kontigot épitettiink. A kontigokat az

ArMV, GFLV és a GDetV referenciagenomjaira illesztve (BLAST algoritmussal) hdrom olyan

talalatot kaptunk, ahol az E-value 0 értékii volt (5. tablazat): egy-egy talalatot a GFLV RNS1
¢s RNS2-re és egy taldlatot a GDefV RNS1-re.

5. tablazat: a Szilvani minta bioinformatikai elemzése soran kapott virusok (E-value = 0)

2 HSP-k [ Legalacsonyabb | Referenciagenom Referenciagenom leiras (E- Legnagyobb
Talalat z q 2 =
szama E-value hivatkozas (E-value) value) azonossag %

VV_SZIL_22_contig_145 5 0 NC_017939_GDefv RNA1 | Crapevine deformation virus 100
RNA1, complete genome.
Grapevine Fanleaf virus

VV_SZIL_22 contig_54 2 0 NC_003623_GFLV_RNA2 | (GFLV-F13) RNA2 encoding 95,45455
capsid protein.

VV_SZIL_22_ contig_5 1 0 NC_003615_GFLV_RNA1 | CGrapevine fanleaf virus RNA 82,55434

1, complete sequence.
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4.2 ¢cDNS szintézis — aktin teszt eredménye

Annak érdekében, hogy a bioinformatikai elemzés eredményét RT-PCR-rel vissza
tudjuk igazolni az RNS kivonatbdl cDNS szintézisére volt sziikség. ,,Aktin tesztet” végeztiink
a cDNS mindségének ellendrzésére a 3.3.3 alfejezetben leirtak szerint. A cDNS mindsége a
kisérlet alapjan megfeleld volt, az ,,aktin teszt” sordn a vizsgalt mintdk esetében a megfeleld

méretli PCR-termék keletkezett (5. abra).

3
N & &
D & &
Oy
@ §° =

600 bp —, —— h

500 bp > =

5. abra: A Furmint és Szilvani mintakbdl szintetizalt cDNS aktin tesztje

4.3 RT-PCR eredménye

4.3.1 Nepovirus kimutatasa a Furmint mintaban a HTS alapjan tervezett primerekkel
Nepovirus RNS-ének jelenlétét sikeresen visszaigazoltuk RT-PCR segitségével a
kecskeméti Furmint mintabol. A virus RNS1 szalat nem tudtuk egy darabban amplifikélni a
primereinkkel ezért tovabbi primerek tervezésére volt sziikség a kdzépsd régiodban, igy csak
tobb részletben sikeriilt kimutatni, az RNS2 széilat egyben sikeriilt amplifikdlnunk a
primereinkkel (1. tablazat). A primerek optimalis anellalasi hdmérsékletének megallapitasahoz
minden esetben gradiens PCR-t végeztiink (6. abra). Az RNS1 3’ végi és kozépso szakaszanak
kimutatasdhoz a 3.3.5 alpontban ismertetett A, reakcidelegyet hasznaltuk Q5 polimerazzal
Maxima cDNS templattal, mig az 5° végi szakaszanak felszaporitdsahoz a B, reakcidelegyet.
Az RNS2 szalnal pedig az A, reakcidelegyet Phire Hot Start polimerazzal, RevertAid cDNS

templatot hasznalva.
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6. abra: A tervezett primerek anellalasi hdmérsékletének meghatarozéasa a Furmint minta

esetén

A Furmint mintdban 1évd nepovirus kimutatdsara tervezett primerek anelldlasi
hémeérsékletének optimalizalasat kovetden az amplifikalt termékek mérete az RNS1 5° végi
szakasza esetében 3961 bp, a kdzépsO szakasznal 1583 bp, a 3” végi szakasz¢é pedig 3126 bp
volt. Az RNS2 amplifikalasa soran 3077 bp nagysagt terméket kaptunk.
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4.3.2 Nepovirus kimutatasa a Szilvani mintaban a HTS alapjan tervezett primerekkel

A Szilvani minta esetén az RNS1 szal egy hosszu szakaszat sikeriilt kimutatnunk, de
nem az egészet. Az RNS2 szal esetén nem jartunk sikerrel a kimutatassal, bar keletkeztek PCR
termékek, de a szekvenalas soran kideriilt, hogy ezek nem virus eredetii szekvenciak. E16szor
ugyanazokat a primereket hasznaltuk a nepovirus kimutatasara, mint amit a Furmint mintahoz
is hasznaltunk korabban (1. tadblazat). Késobb az RNAseq kontigok alapjan terveztiink uj
primereket az RNS1 szal 5° szakaszéra és az RNS2 szal egészére. Minden esetben a primerek
optimalis anellalasi homérsékletének megallapitasahoz gradiens PCR-t végeztiink. Az RNS1 5°
végi, kozEépso €s 3’ végi szakaszara a 3.3.5 alpontban ismertetett A, reakcidelegyet hasznaltuk
Q5 polimerazzal Maxima cDNS templattal. Az RNS2 szalnal pedig az B, reakcidelegyet Q5
polimerdzzal Maxima cDNS templatot hasznalva szamos alkalommal megismételve, majd

késobb a C, reakcid elegyet is kiprobaltuk.

58°C 60,5°C  62,5°C 64,5°C 66°C M 100 bp+

= Lo
N I »
62,5°C M 100 bp+
L

~1583 bp —— - [ T S —
NG e 31260y — —
— - —
— e

| ——
— - ——
-—

——
— —

—
— K

| —
| — - -

| e—

REL T

Szilvini NepoRNS1 kozepe
Szilvani NepoRNS1 3’vége
7. abra: Nepovirus RNS1 visszaigazolasa a Szilvani mintdbol RT-PCR segitségével

Bér a Szilvani minta kimutatasara legtobbszor ugyanazokat a primereket hasznaltuk az
RT-PCR soran, mint a Furmintnal, igy is sziikséges volt gradiens PCR-t is csindlnunk. A
Szilvani NepoRNS1 k6zEépso szakaszanal 1583 bp méretii, mig az RNS1 szal 3’ végi szakaszara

3126 bp nagysagu terméket vartunk (7. dbra).
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4.4 Klonozas és a restrikcios hasitas eredménye

A kapott PCR-terméket az agardz gélbdl tisztitottuk, majd klonoztuk a 3.3.7 és 3.3.8
alfejezetek alapjan. A klonozas sikerességét restrikcios enzimekkel (Xbal és Xhol hasitohelyek
talalhatoak a klonozo hely két oldalan) vald hasitassal ellendriztiik a 3.3.9 elfejezetben leirtak
alapjan. A gélelektroforézis sordn az emésztetlen (ET) és emésztett (EM) mintdkat a zsebekbe
egymast valtva vittiik fel (8. abra). A gélkép alapjan itéltiik meg a ligalas és klonozas
sikerességét, a plazmidba beépiilt inzertek szekvenciajat Sanger szekvenalassal a BIOMI Kft.

hatarozta meg.

M EcoRI 1/1 1/1 172 12 3 13 21 21 Q22 22423 23 31 31§32 32|33 33

+Hindlll ET EM | ET EM | ET EM ET EMJ|ET EM|ET EM ET EM| ET EM| ET EM

\-

— —

= "= - -|- - +il

5148 bp == o— —
— —
m— .
\ | | | )
T | T
Szilvani NepoRNS2 Szilvani NepoRNS1 kozepe Furmint NepoRNS1 5’ vége

8. abra: A Szilvani nepovirus RNS2, valamint RNS1 kézepének, illetve a Furmint nepovirus

RNS1 5’ végi szakaszanak ligalasat ellendrzd restrikcios emésztés

4.5 Sanger szekvenalas elemzésének eredménye

A Furmint RNS1 és Szilvani RNS1 szalat tobb részletben sikeriilt csak kimutatnunk, a
Furmint RNS2 szalat egyben amplifikaltuk, a Szilvani RNS2 szalat pedig nem sikeriilt
kimutatni. Az alabbiakban mintaink Sanger szekvenalasanak eredményeit szeretnénk bemutatni

abrakkal szemléltetve.

4.5.1 A Furmint mintaban talilhaté nepovirus szekvenciajanak elemzése

A Furmint RNS1 szélat harom darabban sikertilt amplifikdlnunk. A virus RNS1 5’ végi
szakasza (UK30/1/1) esetében a PCR-t6] a kloénozasig tartd lépéseket haromszor kellett
megismételniink, mire szekvenalasra sikeriilt kiildeni a mintat. A szakasz teljes hosszanak
Sanger szekvenalasahoz tovabbi négy primer tervezésére volt sziikség (2. tablazat). A PCR
primereink alapjan (1. tablazat) 3961 bp hosszu szakaszt vartunk, az elemzések és
Osszeillesztések utan az ApE segédprogram alapjan az altalunk kimutatott valos hossza 3916

bp volt (9. abra). Annak érdekében, hogy kiemeljiikk az RNS1 3’ végi szakaszat (UK30/2/2) és
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elkeriiljiik az atfedd régiokat az 5° vég felszaporitasahoz hasznalt reverz primert megrendeltiik
forward primerként, (NeopRNS1 4191F; NepoRNS1 4261R) (1. tdblazat) a primer neve azért
tér el, mert mas referenciagenomot hasznaltunk az elnevezésénél. A szakasz teljes hosszanak
Sanger szekvenalasahoz tovabbi két primer tervezésére volt sziikség (2. tablazat). A PCR
primerek alapjan (1. tablazat) 3126 bp méretli szakaszt vartunk, az elemzések és az
Osszeillesztéseket kovetéen az ApE segédprogram alapjan az altalunk felszaporitott szakasz
valds hossza 3077 bp méretii volt (9. dbra). Az 5° és 3’ végi szakaszokat Osszeillesztettiik, igy
megkapva az altalunk amplifikalt szakasz teljes hosszat, mely a vart 7017 bp helyett 6973 bp
lett.

Furmint RNS1
UK30/1/1 UK30/2/2

NepoRNS1 1504F
NepoRNS1_2766R
NepoRNS1 3690R
NepoRNS1_4884F
NepoRNS1_6364R

NepoRNS1 779F

v | J
T T
g 3916 bp o 3077 bp =
o o .
™ o
[ < o
a - o~
g g @
] %
0
§ § 2
= @
I 4
. ]
Jelmagyarazat: =]
zZ6ld: Kimutatva, kielemezve bt
Lila: Sanger primerek AI
Fekete: PCR primerek w
Kék: Szakaszok hossza ApE szerint %
g
=

9. abra: A Furmint RNS1 szal 5° végi és 3’végi szakaszanak sematikus abrazolasa

A Furmint RNS1 szal kozéps6 szakaszanak (UK 16/1/3) kimutatasahoz uj PCR primerek
tervezésére volt sziikség. A Sanger szekvenalashoz is ezeket a primereket alkalmaztuk. A kapott
szekvenciakat elemeztiik és Osszeillesztettiik. A PCR primerek alapjan (1. tablazat) 1583 bp
hosszusagu szakaszt vartunk, elemzésiink és 0sszeillesztés utan az ApE segédprogram alapjan

szakaszunk valds mérete 1578 bp volt (10. abra).

Ezt a k6z€ps6 szakaszt az NCBI adatbazis BLAST algoritmusaval 6sszehasonlitottuk
az 5’ végi €s 3’ végi Osszeillesztett szakasszal, mellyel 1576/1578 (99%) hasonldsagot mutatott,
gapeket (hidanyzo nukleotidokat) nem tartalmazott. Az igen magas foku hasonlosag miatt a
késébbi filogenetikai elemzésnél a Furmint RNS1 kozépsé szakaszat nem vettikk kiilon

figyelembe.
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Furmint RNS1
UK1l6/1/3

Y
1578 bp

Jelmagyarazat:

26ld: Kimutatva, kielemezve
Fekete: PCR primerek

Kék: Szakaszok hossza ApE szerint

NepoRNS1 2684F —
NepoRNS1 4261R -

10. abra: A Furmint RNSI szl kozépso szakaszanak sematikus dbrazolasa

A Furmint RNS2 szalat (UK12/1/2) egy darabban sikeriilt amplifikdlnunk. A szakasz
teljes hosszanak Sanger szekvenalashoz tovabbi két primert terveztiink (2. tablazat). A PCR
primerek alapjan (1. tablazat) 3078 bp méreti szakaszt vartunk, az elemzéseket és az

Osszeillesztést kovetden az ApE segédprogram alapjan az altalunk kiemelt szakasz valos hossza

3031 bp hosszu volt (11. dbra).

Furmint RNS2

UKl12/1/2

NepoRNS2 1292F
NepoRNS2 2979R

T

L J
b 8
= 3031 bp o
0 o
| ~
o |
2 D
g g
0
) g
g 2
2
Jelmagyarazat:

Zold: Kimutatva, kielemezve

Lila: Sanger primerek

Fekete: PCR primerek

Kék: Szakaszok hossza ApE szerint

11. abra: A Furmint RNS2 szalanak sematikus abrazolasa
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4.5.2 A Szilvani mintaban talalhaté nepovirus szekvenciajanak elemzése

A Szilvani RNSI szalat harom részletben probaltuk amplifikéalni. A virus RNS 5’ végi
szakaszanak kimutatasat (UK39/1/2) kétszer ismételtiik meg. A PCR reakciohoz az RNAseq
kontigok alapjan két 0j primert terveztiink (1.tablazat). A Sanger szekvenalas elemzése soran
kideriilt, hogy a PCR-termék forditva épiilt be a vektorba a ligalas soran. El0szor azt terveztiik,
hogy tovabbi reverz primerekkel folytatjuk a Sanger szekvendldst. Azonban, miutdn
megterveztilk a szekvenalashoz az elsé primeriinket (2. tablazat), az elemzést soran azt
tapasztaltuk, hogy a szekvencia egyik fele nepovirus, masik fele klonozoé vektor. A PCR
primerek alapjan 2923 bp hosszisdgi szakaszt vartunk, azonban az elemzések és az
Osszeillesztés utan az altalunk megszekvenalt szakasz valos hossza 1187 bp volt. Az RNS1 szél
k6zEépso szakaszanak (UK22/2/2) kimutatasa soran a PCR reakcidhoz ugyanazt a primerpart (1.
tablazat) hasznaltuk, mint a Furmint mintanal erre a régiora. A Sanger szekvendlashoz nem volt
szlikség 1) szekvendld primerek tervezésére, a szekvenciat elemeztiik és Osszeillesztettiik. A
PCR primerek alapjan 1583 bp nagysagu szakaszt vartunk, az elemzést és Osszeillesztést
kovetden az ApE segédprogram alapjan szakaszunk valds hossza 1578 bp volt. A Szilvani
RNS1 széal 3° végi szakaszanak (UK35/1/1) kimutatdsdnal ugyanazokat a primereket (1.
tablazat) hasznaltuk a PCR reakcié soran, melyeket a Furmint mintanal is hasznaltunk ezen
szakasz esetében az atfedd régiok elkeriilése érdekében. A Sanger szekvenalashoz ujabb két
primert terveztiink (2. tablazat). A PCR primerek alapjan 3126 bp hosszu szakaszt vartunk, az
elemzéseket és Osszeillesztést kovetden az ApE segédprogram alapjan az altalunk kimutatott
szakasz valds hossza 3078 bp méretli volt. Az 5> végi, kozépsd és 3 végi szakaszokat
Osszeillesztettiik, igy megkapva az RNS1 szal altalunk felszaporitott szakaszat, mely a vart
7017 bp helyett csak 5333 bp méretlinek bizonyult, a hidnyz6 szakasz hossza nagyjabol 1736
bp nagysagu (12. abra).
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Szilvani RNS1

UK39/1/2 UK22/2/2 UK35/1/1
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Jelmagyarazat:

Piros: Hianyzik

Z61d: Kimutatva, kielemezve
Lila: Sanger primerek

Fekete: PCR primerek

Kék: Szakaszok hossza ApE szerint

NepoRNS1_4191F; NepoRNS1_4261R =

12. abra: A Szilvani RNS1 szal 5 végi, kozépso és 3°végi szakaszanak sematikus dbrazolasa

A Szilvani RNS2 szalat (13. abra) tobbszor probaltuk meg egy darabban amplifikalni,
azonban nem jartunk sikerrel. Kezdetben tobbszor megismételtiik a PCR reakcidt a Furmint
RNS2 szalanal is hasznalt primerekkel (1. tablazat). De a nukleotidszekvencia elemzése soran
mindig mas eredményt kaptunk. Kaptunk eredményt gombara, Vitis vinifera kromoszomara és
baktériumra, nepovirusra azonban nem. Az RNAseq kontig alapjan tervezett primerekkel (1.

tablazat) végzett PCR soran sem sikeriilt a mintdban levé nepovirus RNS2-t amplifikalnunk.

Szilvani RNS2
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~3749 bp I }
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E.: L T ) o
~ L ~3078 bp g 2
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E w0 | 1]
J DO
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0 0
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Jelmagyarazat: a

Piros: Hianyzik
Fekete: PCR primerek

13. abra: A Szilvani RNS2 szaldnak sematikus abrazolasa
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4.6 A mintakban taldlhaté nepovirusok filogenetikai elemzése

4.6.1 Furmint mintaban talalhaté nepovirus filogenetikai elemzésének eredményei

A filogenetikai fa elkészitéséhez el6szor a Furmint RNS1 és RNS2 szekvencidinkat
BLAST algoritmussal dsszehasonlitottuk az NCBI adatbazisban talalhato GFLV és ArMV
referenciagenomokkal. Ennek eredménye alapjan szemrevételezéssel a szekvencidkat azon
helyeken, ahol nagyobb eltérések mutatkoztak feldaraboltuk. Az RNS1 szal esetén 15
szegmenst, mig az RNS2 esetében 7 szegmenst kiilonitettiink el. Mindegyik szegmenst kiilon
BLAST algoritmussal 6sszehasonlitottuk az NCBI adatbazis 6sszes nepovirus szekvenciajaval.
Az 0sszehasonlitas alapjan a Geneious bioinformatikai rendszerbe letoltottiik a szegmensekhez
talalt legnagyobb azonossagot mutatd kiilonb6zd gazdandvényekbdl és foldrajzi régiokbol
izolalt nepovirus szekvencidkat, egymashoz illesztettiikk (alignment), és egyforma méretiire
vagtuk azokat. A fakon a teljes RNSI és RNS2 szekvencidkat abrazoltuk a
referenciagenomokkal Osszehasonlitva, kiilon tovabbi szegmensensekre osztasuk nem volt
szlikséges. Kétféleképpen, a PhyML ¢és a Neighbor-joining eljarasokkal készitettiink

filogenetikai fakat, 100-as ismétlést alkalmazd bootstrap-analizist végezve.

A Furmint RNS1 szal szekvencidja mindkét modszerrel késziilt fa esetén (14-15. abra)

crer

csoportosult.

0P886377_Eldar_RU_GFLV

0OP886373_Souvenir_RU_GFLV
OP886366_Vinifera_RU_GFLV

OP886335_Vezen RU_GFLV
0P886357_Jagar_RU_GFLV
0OP886341_Vinifera_RU_GFLV
KU522584_Santos hali_CN_GFLV
LC617938_Vitis_JP_GFLV
MW380913_Chardonnay_CH_GFLV

100 100

100

NC_006057_ArMV_RNA1
Furmint_RNS1
NC_017939_GDefV_RNA1
79 NC_003615_GFLV_RNA1
100 MH492670_Chardonnay_FR_GFLV
MHB802032_Vinifera_CA_GFLV
MF804979_Tramini_FR_GFLV
JX513889_Vinifera_CA_GFLV

0.1

14. abra: PhyML filogenetikai fa a Furmint RNS1 rokonséagi kapcsolatairol
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0.2761

NC_006057_ArMV_RNA1

MH492670_Chardonnay_FR_GFLY
NC_003615_GFLV_RNA1
MHB02032_Vinifera_CA_GFLV
JX513889_Vinifera_CA_GFLV
MF804979_Tramini_FR_GFLV
MW380913_Chardonnay_CH_GFLY
Furmint_RNS1
NC_017939_GDefV_RNA1
KU522584_Santos hali_ CN_GFLV
LC617938_Vitis_JP_GFLV
= 0.0339 f - 0OPB886341_Vinifera_ RU_GFLV
o.boh7 g 0P886357_Jagar_RU_GFLV
0OP886335_Vezen_RU_GFLV
0OP886366_Vinifera_RU_GFLV
oloot 0OP886373_Souvenir_RU_GFLV
OP886377_Eldar_RU_GFLV

0.0511 0.0487

0.04

15. abra: Neighbor-joining filogenetikai fa a Furmint RNS1 rokonsagi kapcsolatair6l

A Furmint RNS2 szala esetén a kapott filogenetikai fak alapjan elmondhato, hogy az
mindkét esetben (16-17. abra) egy magyar izolatummal, egy Vitis vinifera cv. Gloria Hungariae

sz016bol meghatarozott szekvenciaval klaszterezodik egytitt.

NC_006056_ArMY_RNA2

MN599985_Kober SBB_FR_ArMVY

0OL311679_Ligustrum_DE_ArMV
86.4 NC_017938_GDefV_RNA2
100 NC_003623_GFLV_RNA2
98.8
0Q627427_Sahebi_IR_GFLV
98.6
BK059332_Vinifera_FR_GFLY
92.2
EF426852_Gloria Hun_HU_GFLVY
100

Furmint_RNS2

0.08

16. abra: PhyML filogenetikai fa a Furmint RNS2 rokonsagi kapcsolatairol
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0.1817

NC_017938_GDefV_RNA2

0.0565

OL311679_Ligustrum_DE_ArMV

0.1061

0.0659

MN599985_Kober 5BB_FR_ArMVY

ofood4
0.0596

NC_006056_ArMV_RNA2

0.0603

NC_003623_GFLV_RNA2
0.0288

0.0737

0Q627427_Sahebi_IR_GFLV

0.0881

0.0672

BK059332_Vinifera_FR_GFLV

0.0227

0.046

EF426852_Gloria Hun_HU_GFLV
0.0272

0.0442

Furmint_RNS2

0.03

17. abra: Neighbor-joining filogenetikai fa a Furmint RNS2 rokonsagi kapcsolatair6l

4.6.2 Szilvani mintdaban talalhaté nepovirus filogenetikai elemzésének eredményei

A filogenetikai fa elkészitéséhez eldszor szintén BLAST  algoritmussal
Osszehasonlitottuk a Szilvani RNS1 szekvenciankat az NCBI adatbazisban taldlhaté GFLV és
ArMYV referenciagenomokkal. Ennek eredménye alapjan szemrevételezéssel a szekvencidkat
azon helyeken, ahol nagyobb eltérések mutatkoztak feldaraboltuk. Az RNS1 szal esetén 6
szegmenst kilonitettiink el. Mindegyik szegmenst kiilon BLAST algoritmussal
Osszehasonlitottunk az NCBI adatbazis 6sszes nepovirus szekvencidjaval. Az dsszehasonlitas
alapjan a Geneious bioinformatikai rendszerbe letoltottiik a szegmensekhez talalt legnagyobb
identitast mutatd kiilonbozé gazdandvényekbdl és foldrajzi régiokbol izolalt nepovirus
szekvenciakat, egymashoz illesztettiik (alignment), €s egyforma méretiire vagtuk azokat.
Kétfeleképpen, a PhyML és a Neighbor-joining eljarasokkal készitettiink filogenetikai fakat,

100-as ismétlést alkalmazo bootstrap-analizist végezve.

Az eredményiil kapott két filogenetikai fa nagymértékben eltért egymastol. A PhyML
eljarassal késziilt fa alapjan a Szilvani RNS1 szekvencidja az ArMV-hez all legkdzelebb (18.
abra). A Neighbor-joining eljarassal késziilt fa szerint pedig egyes GFLV-hez hasonld

szekvenciakkal klaszterezédik (19. abra).
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ON991767_Chardonnay_FR_GFLVY
PP976049_Vinifera_DZ_GFLV
NC_003615_GFLV_RNA1
86
MW380910_Chasselas_CH_GFLV
100
ON991751_Chardonnay_FR_GFLY
96 i NC_006057_ArMV_RNA1
Szilvani_RNS1
90
0OP886385_Sypun Black_RU_GFLV
90
NC_017939_GDefV_RNA1
66|
0OP886342_Vinifera_RU_GFLV
0.09
18. abra: PhyML filogenetikai fa a Szilvani RNS1 rokonséagi kapcsolatairol
0.2587 NC_006057_ArMV_RNA1
ke 0OP886385_Sypun Black_RU_GFLV
oloo74a
g NC_017939_GDefV_RNA1
0.D0f1
Ll - OP886342_Vinifera_RU_GFLV
0.0997 Szilvani_RNS1
ojoat g ON991751_Chardonnay_FR_GFLV
0.0228 — 00493 Ng91767_Chardonnay_FR_GFLV
0.0159
00267 ppg;6049_vinifera_DZ_GFLV
0j00g9
Ll MW 380910_Chasselas_CH_GFLV
0.p0k3
et NC_003615_GFLV_RNA1
0.04

19. abra: Neighbor-joining filogenetikai fa a Szilvani RNS1 rokonsagi kapcsolatair6l

Mivel a két modszerrel elkészitett filogenetikai fa nagyfoku eltérést mutatott egymastol,
a Szilvani RNSI1 szalat harom szegmensre osztottuk. A szegmensek szekvencia-illesztéseit
méretre vagtuk és PhyML eljarassal filogenetikai fat készitettiink, 100-as bootstrap-analizist

alkalmazva.

A Szilvani RNS1 1. szegmense szekvencidjanak vizsgalata soran nem tapasztaltunk
eltéréseket a szekvencidk klaszterezddésében a teljes szalrol készitett PhyML fahoz képest (20.

abra).
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9N

94

ON991767_Chardonnay_FR_GFLV

PP976049_Vinifera_DZ_GFLV

NC_003615_GFLV_RNA1

MW380910_Chasselas_CH_GFLV

ON991751_Chardonnay_FR_GFLY

65

81

NC_006057_ArMV_RNA1

Szilvani_RNS1

100

0OP886385_Sypun Black_RU_GFLV

0OP886342_Vinifera_ RU_GFLV

NC_017939_GDefV_RNA1

0.08

20. abra: PhyML filogenetikai fa a Szilvani RNS1 1. szegmens rokonsagi kapcsolatairél

A Szilvani RNS1 2. szegmense szekvencidja a PhyML fan azonban a GDefV-hez all

filogenetikailag a legkozelebb (21. abra).

67

ON991767_Chardonnay_FR_GFLVY

MW380910_Chasselas_CH_GFLV

NC_003615_GFLV_RNA1

ON991751_Chardonnay_FR_GFLY

86

60

28

Szilvani_RNS1

NC_017939_GDefV_RNA1

37

0OP886385_Sypun Black_RU_GFLV

NC_006057_ArMV_RNA1

0P886342_Vinifera_ RU_GFLVY

0.2

21. abra: PhyML filogenetikai fa a Szilvani RNS1 2. szegmens rokonsagi kapcsolatairol

A 3. szegmens szekvencidja alapjan késziilt PhyML filogenetikai fan pedig az AtMV-

vel mutatja a legnagyobb rokonsagot (22. 4bra).
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0P886342_Vinifera_RU_GFLY

NC_003615_GFLV_RNA1

NC_017939_GDefV_RNA1

81

MW380910_Chasselas_CH_GFLVY

0OP886385_Sypun Black_RU_GFLV

57

Szilvani_RNS1

44

NC_006057_ArMV_RNA1

0.08

22. abra: PhyML filogenetikai fa a Szilvani RNS1 3. szegmens rokonsagi kapcsolatairél

48




5. Kovetkeztetések és javaslatok

Az altalunk vizsgalt 'Furmint' és 'Rizlingszilvani' sz6l6éfajtakon észlelt tiinetekhez
hasonlo elvaltozasokat figyeltek meg Torokorszagban, Anatoliaban a 'Kara Dimrit' sz616fajtan
is, ¢s itt irtdk le a vilagon el6szor a GFLV és a ArMV rekombinéciojabol szarmazo GDefV-t
(Cigsar et al., 2003). A reckombinacié a virus esetében azért lehetett konnyebb, mert
potencialisan egyiitt tudnak 1étezni k6z6s gazdaszervezetiikben, a szoldben, méghozza hosszu
ideig, ami noveli az esetleges talalkozasuk valdszinliségét ugyanabban a sejtben (Hily et al.,
2021). A GFLV és az ArMV mar régebb 6ta ismert virusok, a GenBank adatbazisban is szamos
szekvencia adat all rendelkezésre, amihez vissza lehet nyulni az 6sszehasonlitasokhoz. Bar a
GDefV-1r6l, nemrégiben tortént felfedezése miatt, kevesebb adat all rendelkezésre, az RNS1
(Elbeaino et al., 2012) és az RNS2 (Abou Ghanem-Sabanadzovic et al., 2005) nukleotid-

szekvencidja is ismert €s feltérképezett, ami lehet6vé teszi elemzésekbe vald bevonasat.

A Szilvani mintank RNS1 szalat nem sikeriilt teljes egészében kimutatnunk, az RNS2
szalat pedig egyaltalan nem. Eredményeink alapjan nem kaptunk egyértelmti valaszt arra a
kérdéstinkre, hogy a harom vizsgalatba vont nepovirus koziil melyik van jelen ebben a fajtaban.
A filogenetikai elemzést kovetden van szegmens, amelynek szekvencidja a GFLV-hez, van,
amelynek nukleotid sorrendje a GDefV-hez, és van, amely az ArMV-hez all filogenetikailag a
legkozelebb. Annak eldontésére, hogy a mintaban levé nepovirus hogyan, esetlegesen milyen

rekombinacids folyamatok eredményeképpen alakulhatott ki tovabbi vizsgalatok sziikségesek.

A Furmint minta esetében eredményeink alapjan elmondhato, hogy a mintdban levd
nepovirus a GDefV és a GFLV egy kozos variansa. A filogenetikai fan valo klaszterez6désébol
megallapithatd, hogy az RNS1 szdla az NCBI adatbazisban taldlhato GDefV
referenciagenommal, mig az RNS2 szal egy magyar Vitis vinifera cv. Gloria Hungariae
sz616bol szarmazd izolatummal 4ll legkdzelebbi rokonsagban. A magyar izolatum RNS2 szalat
szintén rekombindcids vizsgalatokba vontdk Franciaorszagban, eredményeik alapjan a
rekombinaciok csak egyes szegmenseket érintenek (Vigne et al., 2008). Azonban a GDefV egy
rekombinans virus és jelenleg még nem bizonyitott, hogy 6néalléan képes terjedni. Igy tovabbi
vizsgalatok sziikségesek arra vonatkozoéan, hogy ez a varians vajon ArMV hidnyaban is képes-

e Onalldan replikéalodni és terjedni.
Tovébbi lehetséges kisérletek, vizsgalatok:

Erdemes tovabbi vizsgalatokat végezni mindkét minta esetében. A Szilvani RNS1 és

RNS2 esetében a fennmaradod szakaszok kimutatasahoz és késObbi elemzésiikhoz a kisérletek
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folytatasa sziikséges. A mar rendelkezésre all6 €s a kisérletek folytatasaként kapott eredmények
ismeretében rekombinacids vizsgalatok elvégzése a mintakban jelenlévé nepovirusok és az

adatbazisban fellelhetd nepovirus szekvencidk bevonasaval.

A sz016t fert6z6 virusokkal sajnos nehéz mechanikai Gton fertézni, gyakran vektorok
szlikségesek ehhez. Szemzéssel és oltassal ugyan atvihetdk, de a kisérletek értékelhetsége
szempontjabol ennek egy nagyon fontos eléfeltétele, hogy az alanyra, amire atvissziik a virust
virusmentes legyen. A Kecskeméti Kutatdintézetben rendelkezésre allnak olyan sz6l6

novények, amelyekkel ennek kivitelezése megoldhaté lenne.
Erdemes lehet a mintakat a jovSben szeroldgiai vizsgalatoknak is alavetni.

Mivel az ArMV és a GFLV vektorai fonalférgek, igy a talajbol vett mintabol tisztitva

tesztelni lehetne ezek virusfert6zottségét is az iiltetvényekben.

Jelen kutatasunk soran mintdinkban csupan harom virusra vonatkozoan folytattuk
kisérleteinket. A jovében a bioinformatikai elemzések soran felmeriilt tovabbi virusok, viroidok

¢s szatellit RNS visszaigazolasa és vizsgalata tovabbi kutatasok célja lehet.
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6. Osszefoglalas

A szoldiiltetvények virusokkal és viroidokkal vald fertézottsége nagymértékben
befolyasolja azok egészségiigyi allapotat és élettartamat. Igencsak nehéz feladat az ilyen fés
szari vegetativan szaporitott novények esetén a korokozémentes, egészséges allapot
fenntartasa. Az elleniik valo védekezést csupan korokozoémentes szaporitdoanyagot hasznalva,
esetleg rezisztens fajtakat termesztve, valamint a virusvektor kartevok és gyomok elleni
védekezéssel, a zoldmunkak alatt pedig a higiénia betartasaval lehet. A ndvényekben mar jelen
1évé korokozok pontos kimutatdsdt az Ujgeneracids vizsgéalati mddszerek, mint a nagy
ateresztOképességli szekvenalasi technikdk (HTS) fejlédése, tovabbi virusok diagnosztikai

vizsgalatat és kutatasat teszik lehetdvé a sz6ldben.

Dolgozatomban két sz616t6kérdl szarmazo mintat vizsgaltunk: az egyik 'Furmint’ fajtaja
szO16t6kérél a MATE Szdlészeti és Boraszati Intézet Kecskeméti Kutatdo Allomasanak
tiveghazabol, a masik 'Rizlingszilvani' fajtaji toékérél egy Zala varmegyei, szabadfoldi
sz6l6iltetvénybdl szarmazott. Kordbban mar megtortént az RNS kivonas és a kisRNS
konyvtarak elkészitése. Az RNS kivonas mindkét novényegyed esetén hajtatott vesszokon
fejlodott hajtasok also-, illetve felsd leveleibdl, a hajtascsucsbdl, a bimbobdl és a kacsbol
tortént. A kivonatokbol egyedenként RNS keverék késziilt, majd megtortént a kisRNS tisztitas,
melybdl szekvenalhato konyvtar késziilt. Kisérleteinkhez a poolozott tisztitott RNS kivonatot
hasznaltuk. A vizsgalatokba diplomamunkam készitése soran az elkésziilt kisSRNS konyvtarak
szekvenalasi eredményeinek elemzésének kezdetekor kapcsolédtam be. CLC programban
végeztiik el a szekvenalasi eredmények elemzését. Tobb lehetséges virus jelenlétét mutatta ki a
bioinformatikai elemzés, melyek koziil harom organizmusra vonatkoztatva végeztik a
kisérleteket: GFLV, ArMV ¢és GDefV. Ezek jelenlétét fiiggetlen mddszerekkel, mint RT-PCR
alapt tesztel igazoltuk vissza sajat tervezésli és diagnosztikai primerekkel. A PCR termékeket
ezutan baktériumban klonozzuk tovabb (E. coli). A klonozott termékeket Sanger
szekvenalasnak vetettiik al4 és a kapott eredményeket a NCBI adatbazisban talalkato hasonlo
virusokkal hasonlitottuk 6ssze. Ezek alapjan filogenetikai csalddfat készitettiink a Geneious

bioinformatikai programban két modszerrel.

Eredményeink alapjan a Furmint mintanak RNS1 és RNS2 szalat is sikeresen tudtuk
amplifikalni. Filogenetikai elemzését kovetden a kapott filogenetikai fak alapjan elmondhato,
hogy a Furmint RNS1 szél szekvencidja a legnagyobb identitast a GDefV referenciagenomjéaval
mutatja a Furmint RNS2 szalarol pedig elmondhato, hogy egy magyar izolatummal, egy Vitis

vinifera cv. Gloria Hungariae sz616b6l meghatarozott szekvenciaval klaszterezédik egyiitt.
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A Szilvani minta esetén, nem jartunk ilyen nagy sikerrel, az RNS1 szalnak csak egy
jelentds darabjat sikeriilt kimutatnunk. A filogenetikai elemzés utan generalt filogenetikai fak
nem adnak egyértelmii valaszt arra a kérdésre, hogy a vizsgalatba vont virusok koziil melyik
van jelen a mintdban. Az két filogenetikai fa nagymértékben eltért egymastol, egyik szerint a
Szilvani RNS1 szekvenciaja az ArMV-hez all kozelebb masik alapjan pedig a GFLV-vel
hasonl6 szekvencidkkal klaszterez6dik. Igy 3 szegmensre osztottuk tovabb a szekvenciankat:
Az 1. szegmense a klaszterez6désben nem mutat eltéréseket a szekvencidk a teljes szalrol
készitett fahoz képest, a 2. szegmense alapjan mar a GDefV-hez mutat nagyobb hasonldsagot,

a 3. szegmens pedig az ArMV-vel mutatja a legnagyobb rokonsagot.

Tehat annak érdekében, hogy a harom vizsgalatba vont virus koziik melyik van jelen a
tokékben, esetleg milyen varidns, tovabbi vizsgalatok sziikségesek a megalapozott

kovetkeztetések levonasahoz.
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