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1. Bevezetés és célkitiuzések

Magyarorszagon a sz616 évezredek Ota fontos gazdasagi névény, de termesztésenek nem
csak gazdasagi jelentdsége, hanem kulturalis vonzata is van. Jelenleg a sz6l6termesztésben az
egyik legnagyobb kihivast a virusos megbetegedesek jelentik, mivel egyenl6re csak preventiv
jellegti ndvényvédelmi technikakat tudunk ellenik alkalmazni, mint a rezisztens fajtak
alkalmazasa, vagy a fert6zésmentes szaporitéanyag. A virusos fert6zések gyakran latensek,

vagy a tlineteket nem is egy adott fitopatogén okozza, hanem egyszerre tobb.

A kutatast, melyhez csatlakoztam, 2019-ben kezdte meg a MATE NVI Genomikai
Kutatocsoport. A kutatds célja az volt, hogy feltérképezzék a Vitis sylvestris, a ligeti sz616
szerepét, mint virusrezervoar novény, nemcsak hagyomanyos diagnosztikai modszerekkel
(példaul PCR-teszt), hanem ujgeneraciés szekvenalasi technikakkal is. Jovobeli
noévényorvosként szamomra igazan izgalmasnak igérkezett ez a kutatas, mivel betekintést
nyerhettem a ndvényvédelem laboratériumi és genetikai hatterébe, illetve megvizsgalhattam a

ligeti sz616 viromjat, mely akar régi virusok jelenlétét is igazolhatja.

Kutatasom egyik célja az volt, hogy a MATE Genomikai Kutatocsoport altal szedett Vitis
sylvestris mintakbol eldallitott kisRNS konyvtar szekvenaldsi adatait bioinformatikai
modszerekkel elemezzem és a mintdkban 1év6 virusokat azonositsam.

Az azonositott virusok jelenlétét RT-PCR mddszerrel igazoljam vissza.

A visszaigazolt virusok variansainak rokonsagi kapcsolatait vizsgaljam, a szekvenciak
filogenetikai elemzésével-

Levonni a kovetkeztetést, hogy esetlegesen milyen virusok lehettek jelen
Magyarorszagon a filoxéra jarvany elétt, illetve hogy az altalam vizsgalt ligeti sz016 mintak

ténylegesen virusrezervoarként funkcionalnak-e.



2. Szakirodalmi attekintés
2.1. A Vitis sylvestris-rél altalaban

2.1.1. A ligeti sz616 (Vitis sylvestris) torténelmi jelentdsége

A sz616 termesztésbe vétele 5-6000 éve kezd6dott a ligeti szl (Vitis sylvestris)
gondozasaval, majd késObb szaporitasaval. E folyamat soran alakult ki a kerti sz616 (Vitis
vinifera), amely a termesztés soran mara mar jelentdsen megvaltozott (Fabrizio és Arroyo-
Garcia, 2020). Ezen trendekhez hasonléan hazankban is, a sz616termesztés az egyik legnagyobb
multra tekint vissza a gazdasagi novények kozil. A Karpat-medencében mar a honfoglalas el6tt
is termett sz616. Annak ellenére, hogy az 1870-es évek kozepén a filoxéra megtizedelte az
iiltetvényeket, tudatos termesztéssel és a nemesitok munkéjanak kdszonhetden jelenleg is nagy
értéket képviselnek a magyar sz616 iltetvények. Napjainkra a Vitis sylvestris C. C. Gmel.
alloményai igen lecsokkentek a természetes ¢ldhelyek degradacidja, illetve az invaziv fajok
behurcoldsa miatt, mara fokozottan védetté nyilvanitottak. Magyarorszagon elsésorban
artereken, ligeterdékben fordul el6, példaul a Duna, Tisza és Drava folyok mentén, és a

Kiskunség ligetesebb részein.

2.1.2. A ligeti sz616 (Vitis sylvestris) rezisztencia nemesitésben val6 szerepe

A filoxéra vagy sz6l6gyokértetti (Viteus vitifoliae) 6shazaja Amerika. Eurdpaban el6szor
az 1860-as években jelent meg Franciaorszagban, majd az 1800-as évek végére az egész
kontinensen elterjedt. Magyarorszagon eldszor 1874-ben, az Osztrdk-Magyar Monarchia
teriiletén jelent meg a kartevdé (Majdan, 2008). A termesztok nagy erdfeszitésekkel probaltak a
védekezni a filoxéra ellen, de a kezdeti probalkozasok a novényvéddszerekkel
(szénkénegezéssel) eés oOntozéssel, vagy arasztassal kozel hatastalannak bizonyultak. A
késobbiekben a sz6ldhajtasokat homokos talajba iiltették, mivel a kartevé nem képes életben
maradni ilyen korilmények kozott. Ezzel parhuzamosan eészak-amerikai kutatok és nemesiték
a filoxéranak ellendllo gyokerti alloményokat taldltak Amerikdban, melyekhez hasonldéan
tokéletes alanynak bizonyult a Vitis sylvestris, mivel genetikailag nagy valtozatossagot mutat,
illetve szdmos eloényos tulajdonsaggal rendelkezik a rezisztencia nemesitok részére (Hajdu,

2019).



A filoxéra ellen vald védekezést megnehezitette, hogy akkoriban a termesztok nehezen
valtozata is ismert, Europaban a holociklikus fejlédés a legelterjedtebb. A teleld petébdl kikeld
fundatrix (szarnyatlan ndstény) szliznemzéssel hozza 1étre az els6 nemzedéket. A ndvény
vegetacids idészaka alatt 4-5 nemzedék is létrejohet. Osszel kialakulnak az ivaros formak,
melyek lerakjak a telel6 petéket (Forneck et al. 2019). A filoxéranak egy levél- és egy
gyokérlako alakja van. A levéllaké alak Eurdpéban ritkdn jelenik meg, és ha meég meg is
talalhato néhany helyen, ott sem okoz sulyos problémékat (Forneck és Huber, 2009). A
legnagyobb kart a gyokerlako alakok okozzak a szivogatasukkal, olyan nagy mértékben, hogy
az 1800-as évek végére Magyarorszagon a kotott talajokon termesztett allomanyok nagyrészét
Kipusztitotta. A gyokereken ejtett sebek helyén eldszor golyvak keletkeznek, és a sériilések utat
nyitnak a masodlagos korokozok szdmara is. A gyokér tapanyag és viz felvétele romlik, minek
kovetkeztében a novény elhal.

A Vitis sylvestris fontos szerepet jatszott a kerti sz016 rezisztencia nemesitésében is. A
sz616 egyik méasodlagos metabolitja a sztilbén, mely valamilyen biotikus vagy abiotikus stressz
hatdsara szintetizalodik. Egy kisérlet soran bizonyitottdk, hogy az alacsonyabb sztilbén
koncentracioval rendelkez6 populacié fogékonyabb volt a sz616 peronoszpora (Plasmopara
viticola) altal okozott fertdzésre, mint az ugyan ilyen koriilmények kozott nevelt, magas sztilbén
koncentracioval rendelkez6 populacio (Duan et al., 2015). A Vitis sylvestris ilyen téren kivald
alanynak bizonyult, mert természetes védelmet nyujtott a sz616 peronoszpora ellen a magasabb

sztilbén tartalma miatt.

2.2. Virusok altalanos jellemzése

2.2.1. Virusok és viroidok

A virus elnevezés a latin virus szobdl ered, melynek jelentése ,,méreg”. A virusok olyan
kisméretii organizmusok, melyek 6nall6 mozgasra nem képesek, illetve 6nalldéan funkcionalo
anyagcserével sem rendelkeznek. A megtamadott sejtet hasznéljak fel arra, hogy sajat
orokitdanyagukat felszaporitsak, hogy késobb elterjedhessenek a gazdaszervezetben,
gyakorlatilag parazitalva azt (Gergerich és Dolja, 2006). A sejten kivili virusrészecskéket
virionnak nevezik, melyek az orokitéanyagbol -mely a legtdbb ndvényi virus eseténben RNS

alapu- és kapszidbdl (fehérjeburokbol) allnak (Geng et al., 2021).



A viroidok olyan paranyi méretii, kizardlag novényi korokozok, melyek a
gazdaszervezetben sajat, 6nallo szaporodasra képesek. Fehérjeburokkal nem rendelkeznek, és
egy korré zarddott (cirkuléris) egyszali RNS-bél allnak (Martelli, 2017). Méretlik még a
virusokénal is jelentdsen kisebbek, az egész genomjuk 246-375 nukleotid (nt) hosszusagu.
Jelenleg két csaladba, az Avsunviroidae és a Pospiviroidea csaladba sorolhatjuk ¢ket, melyen

belul gazdakoriik és szekvencijuk alapjan 33 fajt kullonitettek el.

2.2.2. Novényeket fert6zo virusok

A novényeket megfert6z0 virusok dontd tobbségében egyszali RNS (ssRNS), de
eléfordulnak egyszaltt DNS (ssDNS) és kétszali RNS vagy DNS (dsRNS vagy dsDNS) virusok
is. Kozos tulajdonsaguk, hogy kisméreti 6rokitdé anyagot hordoznak, melyek az alapvetd
¢letmiikddésiikhoz sziikséges géneket kodoljak. Ezek koziil a harom legfontosabb a replikaz, a
kopenyfehérje és a mozgasi fehérje. Amennyiben létrejon a kompatibilis névény-korokozé
kapcsolat, akkor a virusok megvaltoztatjak a megfertézott novény metabolizmusat és jelenlétiik
szamos gén miikodését érinti, és ezek 6sszességében késébb a korokozo jelenlétének jellegzetes

tlneteit eredményezik (Pallas és Garcia , 2011).

2.2.3. Virusok fertézési mechanizmusa

A novényeket megfertdzd virusok nem tudnak aktivan bejutni a gazdasejtbe. Ez annak
koszonhetd, hogy a ndvényi sejtet a kutikula és maga a sejtfal is védi a kiilsd kornyezeti
tényezokkel szemben. A virusok a ndvényi gazdaba legtobbszor valamilyen sérilésen keresztil
jutnak be, melyet okozhat ember (pl: oltds, metszés), természeti tényezd (pl: jégverés).
Bejuthatnak vektorok altal létrehozott nyildsokon, sebeken keresztiil, vagy a vektorok a ndvényi
szallitoelemekhez valo kapcsolodasa soran és terjedhetnek fert6zott szaporitd anyaggal. A
leggyakoribb virusvektorok kozé a levéltetvek, tripszek, pajzstetvek és a fonalférgek tartoznak
(Hull, 2014).

A ndvényi gazddba bejutott fitopatogének a kapszid segitségével hozzakotddnek az €16
sejthez, majd a kapszidban tarolt nukleinsav bejut a gazdasejtbe, ahol az megvaltoztatja az adott
sejt metabolizmusat. A megtamadott gazdasejt elkezdi replikalni a virus nukleinsavait és
fehérjéit, majd azok sejtrél sejtre terjedve, vagy a szallitdszovetrendszerbe jutva szisztemikusan

megfertzik az egész novényt (Manfred, 2015).



2.3. Sz616 virusbetegségei

Jelenleg tobb, mint 100 olyan virus patogént tartanak szamon, amely képes megfertdzni
a szO16t, de csupan 31 olyan virust azonositottak, melyek a 4 legjelentésebb betegség-komplex
kialakulasaért felelosek és komoly karokat, igy gazdasagi veszteségeket okoznak széldben
(Martelli, 2017). Az elmult években egyre tobb és tobb virust és viroidot fedeznek fel a kutatok,
a ma hasznalt, a vizsgalt novényben jelenlévo Osszes viralis patogén kimutatasat lehetové tevo
technologianak koszonhetéen. A jelenleg hasznalt, virusok megkiilonboztetésére alkalmas
szekvenalasi technoldgidkkal mar lehetséges teljes terjedelmében meghatarozni a kérokozok
RNS-ének nukleotid sorrendjét, mellyel konkrétabb képet kaphatunk a kiilonb6z6 virusok
genomjanak szervezddésérdl, lehetséges morfoldgiajardl, illetve taxondmiai besorolasukrol is

(Fall et al., 2020).

2.3.1. A sz0106 fert6zo leromlasa

A 20616 fert6z6 leromlasa betegség komplexet tobb virus okozza. A betegség mér a
filoxéra jarvany el6tt is jelen volt hazankban. Legfontosabb okozdja a grapevine fanleaf virus
(GFLV), de az arabis mosaic virus (ArMV), a cherry leafroll virus (CLRV, Cseresznye
levélsodrddas virus), a tobacco ringspot virus (TRSV, Dohéany gytirtisfoltossag virus), a tomato
ringspot virus (ToRSV, Paradicsom gytiriisfoltossag virus) és a grapevine deformation virus
(GDefV) is kozrejatszanak a betegség kialakuldséban. A sz6l6 fert6z6 leromlasaért felels
virusok elsgsorban fonalférgek kozvetitésével terjednek, illetve a fert6zott vetémag jelent
veszélyforrast. A betegség jelenleg a legnagyobb kihivast okozza a szdldtermesztésben,

vilagszerte elterjedt (Varallyay, 2023).

2.3.2. Sz610 levélsodrodas

A sz0616 levélsodrodasaért felelés viruscsoport esetében eddig 11 olyan virust irtak le,
melyek felelések lehetnek a betegség kialakulasaert. Az ide tartozé virusokat gytijténéven
grapevine leafroll-associated virus-nak (GLRaV) nevezziik, és szdmozassal kildnboztetjuk
meg Oket. A legjelentdsebb és legelterjedtebb a Grapevine leafroll-associated virus-3 (GLRaV-
3, Sz616 levélsodrodas virus-3, Ampelovirus trivitis), mely a Closteroviridae csaladba és az

Ampelovirus nemzetségbe tartozik. A virus 6 vektorai a levéltetvek és liszteskék, de fert6zott
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szaporitdéanyaggal is terjed (Maree et al, 2013). Magyarorszagon a leggyakrabban a GLRaV-1
volt kimutathato, de jelen vannak még a GLRaV-3, -6, és -7 virusok is. Egyetlen esetben a
GLRaV-2-t is ki tudtak mutatni (Magyarmezdgazdasag.hu, 2014).

A sz0616 levélsodrodéas betegsége vilagszerte elterjedt, és a sz6lo egyik legfontosabb
betegsége. A terjesztésért fleg a pajzstetvek (Coccoidea Oregcsalad) és a leveéltetvek
(Aphidoidea oregcsalad) felelések (Cabaleiro és Segura, 1997). A GLRaV-2 és -7 virusok

kivételt képeznek, mivel még nincs bizonyitott vektor, mely terjeszti 6ket (Naidu et al., 2014).

2.3.3. Faszoveti barazdaltsag

A faszbveti bardzdaltsag tlinetegylittes (Grapevine rugose wood) kialakulasaért is tébb
virus felel, legjelentésebbek a grapevine virus A (GVA, Vitivirus alphavitis), a grapevine virus
B (GVB, Vitivirus betavitis) €s a grapevine rupestris stem pitting-associated virus (GRSPaV).
Ez a betegség oltassal atvihetd, és az is a leggyakoribb terjedési modja, de pajzstetvekbol
(Coccoidea oregcsaléad) is kimutattdk mar a virus jelenlétét. A fert6zést 4 elvaltozassal lehet
jellemezni: a Rupestris stem pitting, melyet féleg a GVA és a GRSPaV okaznak, a Kober stem
grooving nem bizonyitottan virus eredetli, az LN33 stem grooving, és a Corky bark
elvaltozasokat foként a GVB okozza (Havitt, 1954).

A sz616téke rupestris szarbarazdaltsaggal 6sszefiiggd virust (GRSPaV) elszor 1998-ben
fedezték fel, a virus a Foveavirus nemzetségbe, azon belll a Tymovirales rendbe tartozik
(Meng, 2017). A virus pozitiv értelmii, 1 szali RNS virus, a virus részecskéi altalaban 800-950
nm hosszlUak. A betegség altaldban vegetativ szaporitassal, emberi mechanikai munkakkal
terjed, természetes vektorat még nem talaltak. A fertézott tokéken barazdaltsagot okozhat, a
novények novekedése gyenge es akar termeskiesést is okozhat, esetlegesen oltasi
osszeférhetetlenség Iéphet fel az alany és a nemes névény kozott. A betegség azonban sokszor
latens, féleg bizonyos fajtaknal és bizonyos kornyezeti tényezok mellett. A tlinetek gyakran
nagyon minimalisak vagy lappanganak, ami nagy mértékben megneheziti a betegség

felismerését.



2.3.4. Grapevine Fleck Virus

A grapevine fleck virus (GFkV, Sz616 latens foltossag virus, Maculavirus vitis) az egesz
vilagon elterjedt virus. A korokozé szerkezetileg egyszali RNS virus, a Tymoviridae csaladba
tartozik.

A virus a latens foltossag betegség komplexet okozza, mely az eurdpai sz6léfajtakon
gyakran latens, inkdbb az amerikai szOloiiltetvényeken okoz gondot. A GFkV ha egyediili
korokozd, akkor gyakran semmilyen tiinet nem jelentkezik a névényen, azonban egy masik
virusfertdzéssel tarsulva mar komoly gondokat tud okozni. Legjellemzdbb tiinete a leveleken
megjelend foltok, az ugynevezett ,fleck”-ek. Fobb tiinetei kdzé még ndvényi vitalitas
csokkenese és a terméshozam visszamaradasa sorolhato.

A betegség nem terjed mechanikai uton. Elsdsorban vegetativ szaporitasnal fordul el a

fertézés. Jelenleg ismert rovarvektora nincs (Martelli és Boudon-Padieu, 2006).

2.4. Kevésbé ismert szolovirusok

2.4.1. Grapevine Virus T és Grapevine Foveavirus A

A grapevine virus T (GVT) viszonylag Gjonnan felfedezett, egy szald RNS virus, mely a
Foveavirus nemzetségbe tartozik. A virust elészor 2017-ben irtak le, azonositdsa mar
Ujgeneracios szekvenalasi technoldgiakkal tortént. Hazankban is leirtdk mar, és a 15 vizsgalt
tiltetvénybdl 11-ben jelen volt. A kiilonb6z6 sz616iiltetvényekbdl vett mintakbol a GVT torzsek
kozt jelentds volt az eltérés. A betegség az esetek tobbségében latens volt, de a virus
valoszintsithetden mar régota jelen van Eurdpaban (Demian et al. 2021).

A betegség vegetativ szaporitassal terjed, vagy mechanikai munkak altal. Jelenleg még
nem bizonyitott a rovarvektorokkal valé terjedése. Azonositasat a fert6zott tokén neheziti, hogy
nincsnek egyértelmiien elkiilonithetd tiinetei, a beteg ndvények altalanos virusfertézésre utald
jeleket mutatnak, példaul klorotikus foltok a levélen vagy visszamaradt novekedés,
terméscsokkenés. Sokszor mas virusokkal egyiitt fordul eld. Ilyenkor sokkal erdsebb tiinetek és
fertézések is kialakulhatnak, emiatt a virus tovabbi vizsgalata elengedhetetlen. (Jo et al., 2017).

A grapevine foveavirus A (GFVA) hasonléan a GVT-hez, a Foveavirus nemzetségbe
tartozik. Genomja egyszali RNS genom. A virust el6szor 2020-ban, Svajcban irtak le, azota
pedig csak egyszer, 2023-ban, Franciaorszagban. A fert6zott novények nem kdzvetlen egymas

mellett helyezkedtek el az Ultetvényen beliil, hanem szortan, véletlenszertien.



Ujgeneracids szekvenalasi technoldgiakkal kimutattak, hogy a GFVA egy kiilonallé faj,
azonban igy is nagymértékli hasonldsdgot mutat a GVT referencia genomjaihoz (81-89%-0s
egyezés).

Eddigi vizsgalatok alapjan a betegség Onmagaban latens, nem okoz tiinetek a
megfert6zott novényen. Ezzel szemben, ha mar mas virusokkal egyiitt 1ép fel, akkor altalanos
virustiinetek jelentkezhetnek a fert6zott novényeken, példaul az izkdzok nagymértékii

rovidilése, vagy a ndvenyek vigoranak romlasa (Hily et al. 2024).

2.5. Sz610 virusdiagnosztika

A szdlotermesztOk napjainkban tobb nehézséggel kiizdenek. Az éghajlat valtozas
nagymértékben befolyasolja a termesztést, mivel a hosszabb ideig tarté meleg iddszakok miatt
nem csak a novények altalanos kondicioja romlik, hanem egyre t6bb fitopatogén és kartevo
jelenik meg.

A molekularis modszerek elétt a novényi virusdiagnosztika tiinetmegfigyeléseken
alapult. Ez magéban foglalta az iiltetvény leveleinek, d4gainak és a koriilottiik 1évé ndvényeknek
rendszeres ellendrzését, kiilonb6z6 betegségek tiineteire odafigyelve. Hatranya az volt, hogy a
kiilonb6z6é virusbetegségeket csak megfigyelésre alapuld vizsgalattal sokszor lehetetlen
megkilénbdztetni egymastdl (Portela et al., 2024).

A virusokkal szembeni védekezés egyetlen modja a megelézés, amelynek alapja a
patogénmentes szaporitdanyag eldallitas. A sikeres szaporitdanyag eldallitasban nagy szerepet
jatszanak a kiilonboz6 virusdiagnosztikai modszerek.

A bioteszt, vagy biologiai indexelés az elsé modszerek kozé tartozik, mellyel ndvényi
virusokat tudtak kimutatni. Az eljards sordn feltételezetten fert6zott novényi anyagbodl (pl:
levélnedv) szarmazo6 mintat inokuldlnak egy tesztndvényre. A tesztnévény az adott betegségre
fogékony, jellegzetes tiineteket (pl: mozaikfoltossag, nekrozis) produkal, ezeket figyelik meg a
teszt soran. Gyakran hasznalnak pozitiv és negativ kontrollokat is, hogy noveljék a teszt
megbizhatosagat (Rott et al, 2017).

Az ELISA-tesztet (Enzyme-Linked Immunabsorbent Assay) 1971-ben, Svédorszagban
talaltdk fel. A teszt az antigén-antitest kolcsonhatasra épil, de tobb valtozata is ismert.
Legtobbszor az antitestet rogzitik egy szilard fazishoz (ez leggyakrabban mikrotiter-lemez),
majd hozzaadjak a vizsgalandd antigént. A mintat lemossak, hogy a szabadon maradt antigének

ne maradjanak bent, majd hozzdadnak enzimmel jeldlt tovabbi antitesteket, melyek kotddés



utdn ugynevezett ,.szendvics-komplexet” képeznek. A nem kotdédott antitesteket megint
lemossak, majd ez utdn egy enzimszubsztratot adnak a mintahoz. A keletkez6 szinvaltozas
aranyos az antigének mennyiségével (Alhajj et al., 2023). Az ELISA-teszt hatékony, pontos, és
konnyen automatizalhato volt, illetve specifikus virusokra is lehetett alkalmazni, ezért gyorsan
elterjedt diagnosztikai modszerré valt. A tesztet a sz616 virusdiagnosztikanal is alkalmazzak,
mar tobb virusra készultek specidlis kit-ek, mint példaul az ArMV, GFLV, GPGV, GFkV, GVA
és tobb GLRaV véltozatra is (Biobera, 2017).

2.5.1. PCR-teszt

A Polimeraz Léancreakcié (PCR) lehetévé teszi, hogy rovid idé alatt nagymértékben
sokszorositsanak adott DNS szakaszokat. A PCR-teszthez szlikséges egy DNS-minta,
primerek, melyek illeszkednek az altalunk vizsgalni kivant DNS-szakasz végeihez, DNS-
polimeraz, mely az Uj DNS-szélakat szintetizalja, nukleotidok (dNTP), melyek a DNS
épitdkdvei és végll egy puffer, egy olyan oldat, mely biztositja a reakcidhoz sziikséges
optimalis koérulményeket. A PCR-teszt meghatarozd korlatja az, hogy csak ismert virusok
kimutatasara alkalmas.

A PRC t6bb hiitési és futési ciklust foglal magaban, melyet egy thermal cycler keésziilék
végez el. A folyamat 3 f6 1épése a denaturacio (kettészsalit DNS szétvalasztasa két egyszala
szélra), a kotédés (primerek kotddése a szekvencidkhoz) és az elongacio (a polimeraz
nukleotidokat kapcsol egymashoz, ezzel létrehozva az Uj DNS szaélat).

A PCR-nek jelenleg tobb valtozata is ismert, de a diagnosztikéban rutinszeriien az reverz
transzkripciés polimeraz-lancreakciét (RT-PCR) alkalmazzak, mivel a folyamat gyors, és
érzékeny. Az ,RT” a reverz traszkriptaz enzimet jeloli, mely az RNS szalbol egy ahhoz
komplementer DNS szalat készit, majd ezeket felszaporitva egy olyan PCR terméket kapunk,
amely alapjan mar meg tudjuk hatarozni az adott virus nukleotid sorrendjének egy szakaszat
(Massart et al., 2017). A vizsgalatnak az a hatranya, hogy a kapott eredmény el6fordul, hogy
hamisan negativ, mivel ha a virus-koncentracié tal alacsony, a teszt nem biztos, hogy kell6
mennyiségii DNS-t tud felszaporitani ahhoz, hogy pozitiv eredmeényt kapjunk.

A val6s idejii, kvantitativ PCR (qPCR), lényege, hogy a DNS sokszorositast valos
idében, kvantitativan tudjuk nyomon kovetni, igy meg tudjuk hatdrozni a DNS templat
kiindulasi mennyiségét. A valos idejii RT-qPCR modszer valtozatdt ma mar valamennyi sz616

virus kimutatasara alkalmazzak (Fajardo et al., 2017).



2.5.2 A Sanger-szekvenalas és a nagy ateresztoképességii szekvenalas (HTS) alapu

virusdiagnosztika

A Sanger-szekvenalast Frederick Sanger dolgozta ki 1977-ben. A modszer segitségével a
DNS-t felépité nukleinsavak bazissorrendjét, szekvencidjat lehet meghatarozni egy adott
szakaszon. A Sanger-szekvenalds sokaig egyedilallé technika volt, pontos eredményeket
produkalt. Hatranya volt azonban, hogy csak egy molekula nukleinsavsorrendjét tudta olvasni
egyszerre, és a folyamat is igen koltséges volt (Jaksa-Czotter et al., 2024).

Az U0j generécios vagy nagy ateresztOképességli szekvenalas (HTS) a 2000-es évek
kozepétol valt elérhetévé. Egyszerre sok millio nukleinsav molekula nukleotid sorrendjét képes
meghatarozni. Az (j generacids szekvenalds sordn a DNS-t kisebb darabokra, ugynevezett
fragmentumokra bontjak, majd adaptereket ligalnak hozzajuk. Az igy kapott fragmentumokat
amplifikaljak (altalaban PCR-rel) és szekvenaljak. Ez a folyamat rendkivil gyors, és nagy
mennyiségl adat eldallitasat teszi lehetévé (Emiyu, 2022). A szekvenalds eredményekeént a
minta egészében talalhatd 6sszes nukleinsav bézissorendjét megtudhatjuk. Az (j generacios
szekvenalasok diagnosztikai eszkozként valo alkalmazasaval potencialisan a vizsgalt mintaban
levé Gsszes nukleinsav szekvencidja meghatarozhatd. Ugyan a Sanger-szekvenalashoz képest
minimalisan nagyobb a hibaaranya, de a nagymértékii lefedettség miatt pontossaga megbizhato.
Hatranya, hogy bioinformatikai ismereteket, és nagyobb laboratoriumi eréforrasokat igényel
(Nizamani et al., 2023).

A legelterjedtebb HTS programok kozé tartozik az Illumina, vagy az lon Torrent, melyek
rovid olvasathosszusagu technoldgiak, illetve az Gjabb hosszl olvasathosszisagu rendszerek,

mint az Oxford Nanopore és a PacBio.

A virusfertézések soran a novény védekezérendszere valtja ki azt az siRNS (,,small
interfering” RNS, mely gyakorlatilag a kisRNS egyik fajtaja) folyamatot, amelynél virus
eredetti, és a virus bazissorrendjével megegyezd, 21-25nt hosszusagu kis RNS-ek keletkeznek

nagy szamban (Akbar et al., 2012).
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3. Anyag és modszer

3.1. Mintavétel

A ligeti sz0l6 mocsaras teriileteken, vadon ¢l ndvény. Ezen a természetes alloméanyok
mintavételezését a MATE Genomikai kutatocsoport (korabbi NAIK-MBK) munkatérsai
végezték 2019. junius 27.-én. A mintak tobb helyrdl szarmaznak: a Feketeerd? teriiletérdl 6 db,
melyeket egy térségbdl, de nem ugyan onnan szedtek, ezért az 1-3 és 4-6-ig mintak
kilénbdznek, és a Hédervar-Kimle kozotti teriiletrdl pedig 3 db ligeti sz616r6l szedtek levél és
kacs mintdkat. A szedett novényi részeket alufoliaba csomagoltak és hiitétaskaba helyezték,
majd felhasznélasukig -70 °C-on taroltak.

A mintakbdl RNS-t izolaltak és kisRNS szekvenal6 konywvtar is keszult, melyet az UD-
Genomed cég, Illumina szekvenalo platformon szekvenalt meg. Munkam soran ezen kisRNS

kdnyvtar szekvenalasi eredményét elemeztem és igazoltam vissza.
3.2 Bioinformatikai elemzés

A kis RNS nagyateresztd képességli szekvenalasi adatok tartalmazzak a mintaban eléforduld
valamennyi szervezet, igy mind a névényi, mind a viralis kdrokozék RNS-ét, a HTS eredménye
pedig lehetévé teszi ezek kimutatasat. A kapott szekvencidk elemzéséhez a CLC Genomics
Workbench (Qiagen) programot hasznaltam. A bioinformatikai elemzés els6 1épéseként az
Osszegytjtott mintdk FASTQ fajljait importaltam a CLC Genomics Workbench programba. A
kis RNS olvasatokbdl (read) eltavolitottam a hozzajuk ligalt adapter szekvenciadkat (trimmelés).
Ennek eredményeként kaptam egy listat, melyben minden egyedi kis RNS szekvencia
ismétlodo kopiai is szerepelnek (redundans read lista). A kovetkezd 1épésben eltavolitottam a
redundans adatokat, igy kapva egy nem-redundans listdt, melyben méar csak az egyedi
szekvenciak szerepeltek. Az itt szerepld kis RNS olvasatokbol de novo hosszabb szakaszokat,
kontigoka épitettem, mely soran az atfed6 kis RNS olvasatokrdl hosszabb szakaszokat
épitettem. Az igy kapott kontig szekvenciakat az NCBI virus referenciagenom adatbazisahoz
illesztettem BLAST algoritmus segitsegével. Az igy kapott talalatokat az E-erték (E-value,
expected value) alapjan rendeztik, eredményil egy listat kaptam a mintakban potencialisan

eléforduld virusokrol, mely soran pozitiv talalatként értékeltik az E® értékii eredményeket.
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3.3. Primer illesztés és tervezés

Kevesbé vizsgalt, vagy még ismeretlen virusok esetén nem allnak rendelkezésre
primerek. Ebben az esetben a HTS-b6l szarmazo szekvenciaadatok alapjan kell megtervezni a
vizsgalni kivant mintara illeszked6 primereket (Kutnjak et al., 2021).

A primertervezés soran figyelembe kell venni a célvirus genetikai valtozatossagat. A
primerek hossza altalaban 18-22 bazispar, mivel ez a hossziisag mar megfeleléen specifikus a
vizsgalni kivant mintara. A primer GC-tartalma (guanin és citozin bazisparok) a primer teljes
bazisszdmahoz viszonyitva 40-60% kell legyen, hogy a primer megfeleléen tudjon kapcsolddni
a vizsgalt mintdhoz. Az olvadaspont pedig a primerek specifikus kapcsolodasat hatarozza meg
(Borah, 2011). Fontos, hogy a tervezett primerekben ne legyen til sok nukleotid ismétlédés,
vagy barmelyik nukleotidbdl til sok, vagy til kevés. Szem el6tt tartottuk még azt is, hogy a
tervezett primerek a lehetd legkozelebb helyezkedjenek el a replikaz enzimet és a
kopenyfehérjét kodold szakaszokhoz. A jol megtervezett primerek nemcsak a magas
érzékenységet €s specificitast biztositjak, hanem lehetévé teszik a kvantitativ PCR és egyéb
fejlett diagnosztikai eljarasok alkalmazésat is.

A nagyateresztd képességli szekvenalasi eredmények fiiggetlen modszerrel (RT-PCR)
valo visszaigazolasahoz virus specifikus primereket terveztem a GRSPaV és GFVA virusokra.
A GRSPaV kimutatasahoz a kutatécsoport mar korabban megtervezett primereit hasznaltam.
Els6 1épésben ezeket a primer parokat hasonlitottam 0Ossze a kontigokkal, amiket a
bioinformatikai elemzés soran épitettlink és az adott virusra val6 talalatként azonositottunk. A
primer szekvencidk kontigra valo illeszkedésiuket az az NCBI oldalan tudtam ellendrizni,
BLAST funkcioval. A GFVA esetében nem talaltam olyan primereket, melyen pontosan
illeszkedtek volna a kontigokkal, ezért azokra Uj primereket terveztem. A 22 nukleotid hosszl
primer parunkat, 2 kiilonb6z6 kontigra (contig_14273 és a contig_7470) tudtuk tervezni, mivel

a 4 kiilonb6z6 kKontigunk kiilonb6z6 szakaszokat fedett le a referencia genombdl (1. tablazat).

Primer neve Primer szekvencia (5°-3°)
GRSPaV RSPaV-F/6904 agaggcacatttcatcaagtcaa
RSPaV-R/8445 tctgagcacttkaacytcaaaag
GEVA GFVA_T7486F gcttgtcaccctaatccttgeg
GFVA 8531R cgtagcaagagttccaactag

1. tablazat: GRSPaV primerek és szekvenciaik (Czotter et al., 2008), és a tervezett GFVA

primerek és szekvenciaik. (Forras: sajat munka).
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3.4. ¢cDNS mindségének ellendrzése - aktin teszt

A cDNS-ek olyan egyszali DNS-ek, amik reverz transzkriptaz enzim segitségével az
RNS-rdl szintetizal6dnak és bazissorrendjiik komplementere az RNS bazissorendjének. Ezeket
készen biztositotta szamomra a Genomikai kutatocsoport, mivel a mintavétel utan egybdl el is
készitették a cDNS mintakat. Annak érdekében, hogy megbizonyosodijak réla, hogy a cDNS
szintézis rendben lezajlott és megfelel6 mindségi, aktin tesztet végeztem.

A 15 pl végtérfogatl reakcioba, 0,5 pl cDNS templathoz mintanként a kovetkezoket
mértem hozza: 3 pl 5x Phire buffer, 0,75 pl VVvactin forward primert, 0,75 pl Vvactin reverz
primert, 0,3 pl 10mM dNTP, 0,3 ul-t a Phire Hot Start 1l DNA Polymerase enzim (Thermo
Fisher Scientific) és 9,4 ul MQ viz. A reakcidelegyhez 0,5 pl 10x higitdsban 1évé cDNS-t
adtam.

A PCR reakci¢ az alabbi protokoll alapjan készult:
e cl6-denaturécio: 98 °C, 30 mésodpercig,
e denaturacid: 98 °C, 10 masodpercig,
e anellacio: 55 °C, 10 masodpercig (primerek bekotddése torténik), i?;(éﬂ('gdik
e elongécio: 72 °C, 20 méasodpercig (enzim miikodés),

e végso elongacio: 72 °C-on, 1 percig.

Az elkészilt PCR termékeket 1,2%-os agardz gélen gélelektroforézissel ellendriztem. A
gélbe 1 pl etibium-bromidot (EtBr) kevertem. A ,,zsebekbe” 5-6 pl PCR terméket vittem fel.
Méret markerként GeneRuler 100bp plus DNA Ladder-t (Thermo Fisher Scientific)

hasznaltam.

3.5. Gradiens PCR a GFVA primer optimilizalasara

Az altalam tervezett primerek annelalasi hdmérsekletének optimalizalasat gradiens PCR
segitségével végeztem el. Az RT-PCR reakciokhoz Q5 Hot Start DNS (New England Biolabs)
polimerdzt hasznaltam, mely egy rendkivil pontos, hibajavitasi funkcioval is rendelkez6

polimeraz.
PCR reakci6 elegy 6sszemérese 50ul vegtérfogatra vonatkoztatva:

e MQ viz: 32 ul
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e 5x Q5 buffer: 10 pl

e 10mMdNTP: 1 ul

e Q5enzim: 1yl

e reverz primer: GFVA _8531R: 2,5 pl
o forward primer: GFVA_7486F: 2,5 pl

A reakcibelegyhez 1 ul templatot adtam. Az 50 pl végtérfogatu reakcidelegyet 5 PCR
csObe mértem szét, majd ezeket kiilonb6z6 annelaléasi héfokokra (58°C, 60,5°C, 62,5°C, 64,5°C
és 66°C) allitott PCR készllékbe helyeztem. A PCR terméket 1,2%-0s agar6z gélen futattam

meg.

A gradiens PCR reakci6 az alabbi protokoll alapjan késziilt:

e cl6-denaturécio: 98 °C, 30 mésodpercig,

e denaturacio: 98 °C, 30 méasodpercig,
o anellécid: 58°C, 60,5°C, 62,5°C, 64,5°C és 66°C), 30 masodpercig 40x ismétlodik
e elongéacio: 72 °C, 1 percig,

e végso elongacio: 72 °C-on, 2 percig.

3.6. RT-PCR reakcio

A gradiens PCR soran meghatarozott optimalis annelalasi hémérséklettel RT-PCR reakciot
végeztem a GRSPaV és GFVA virusok kimutatasara.

Az elkészitett cDNS-eket tizszeresére higitottuk, melyeket az RT-PCR virustesztekben
hasznaltunk fel. A virusok detektalasara a 1. tablazatban feltlintetett primereket hasznaltam.
A GFVA esetében Q5 Hot Start DNS polimerdz enzimmel végzett PCR reakcidelegy
(végtérfogat: 15ul) dsszetétele:

e MQviz: 9l

e 5x Q5 Buffer: 3 ul

e 10 mM dNTP: 0,3 pl

e GFVA_8531R primer: 1 pl

e GFVA_7486F primer: 1 pl

e Q5enzim: 0.2 ul

e 10x hig t cDNS templat: 0,5 pl
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A PCR reakcidt az alabbi kondiciok mellett vegeztik:
e cl6-denaturacio: 98 °C, 30 méasodpercig,

e denaturacio: 98 °C, 30 mésodpercig,
e anellacio: 66°C, 30 masodpercig 40x ismétlodik
e elongéacio: 72 °C, 1 percig,

e végso elongacio: 72 °C, 2 percig.

A GRSPaV esetében Phusion green DNS polimeraz enzimmel végzett PCR reakcio elegy
Osszetétele:

e MQviz: 15,6 ul

e 5x Phusion Buffer: 5 pl

e 10mMdANTP: 0,5l

e RSPaV-F/6904: 1,25 ul

e RSPaV-R/8445: 1,25 ul

e PHUSION enzim: 0,4 pl

e 10x hig t cDNS templat: 1 pl

A kapott PCR terméket agar6z gélen (1.2%) méret szerinti elvalasztassal, gélelektroforézissel
ellendriztiik. A reakcio ellenérzéséhez negativ kontrolként MQ vizet, pozitiv kontrolként pedig

a pool templatot alkalmaztuk.

3.7. PCR termék tisztitasa

A PCR soran pozitiv eredményt mutatd mintdk gélbdl valo tisztitdsdhoz a kapott PCR-
termékeket steril szikével UV fény alatt kivagtam. A termékek visszaizolalasat NucleoSpin Gel
and PCR Clean-up Kit (Thermo Fisher Scientific) segitségével végeztem el, a gyartd utasitasait
kovetve. A PCR termék tisztitas folyamatanal az RT-PCR alapjan pozitiv mintaimat gélen Gjra
megfuttattam. A megfuttatott gélt UV asztalra helyeztem, mert az UV fény alatt jol lathatoak
az etidium-bromid altal megfestett DNS szakaszok. Ezeket steril szikével, precizen kivagtam a

gélbdl, majd kiiléon mikrocentrifuga csébe helyeztem 6ket. A kivagott gél darabokhoz Binding
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NTI buffert adtam, majd 10 percig, 50 °C-on inkubaltam, hogy a gélkocla teljesen feloldodjon.
Ezt kovetéen a mintat egy nitrocelluloz sziir6vel ellatott oszlopra pipettaztam at és 30
mésodpercig 13.000 rpm-en centrifugaltam, mely soran a DNS a filterhez kotédott. A filteren
atfolyt folyadekot eltavolitottam a cs6bodl, majd 700 ul Buffer NT3 alkoholos mosopuffert
pipettaztam és 30 masodpercig centrifugaltam 13.000 rpm-en. Az atfoly6 folyadékot
eltavolitottam, és ezt a lIépést megismételtem. Az atfolyd ismételt eltavolitdsa utan, 2 percig
uresen centrifugéltam, 13.000 rpm-en a mintat tartalmazo csoveket, hogy a mintadkbol a
maradék etanolos mosopuffert is eltavolitsam. Utolso Iépésként egy steril mikrocentrifuga
cs6be helyeztem at a sziir6t, és leoldottam a sziir6r6l a DNS-t 30 pl 65°C-ra eldmelegitett
elucids puffer segitségével, centrifugaltam 1 percig. Az elcios pufferrel torténd 1épést, még
egyszer megismételtem, hogy noveljem a hatékonysagot. A kapott termékb6l 5 pl-t, 3 pl DNS

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

3.8. PCR termék klonozasa

3.8.1. Ligélas

A gélbdl tisztitott PCR termékeket CloneJet PCR Cloning Kit (Thermo Scientific) segitségével
PJET1.2/blunt vektorba (1. abra) klénoztam. A ligalast a gyarto utasitasai szerint végeztem el.

A ligalashoz a reakcioelegy a kovetkezoket tartalmazta:

e MQviz:1pl

e pJET vektor: 0,5 pl

e T4 DNA ligaz enzim: 0,5 pl

e 2x ligaz buffer (NaOCI-ion): 5 ul
o tisztitott PCR termék: 2,5 ul
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Fagl 103 Adel 120
dvel 219
Alol 284

Pdml 2580

Begl 2511
Lspil, Rsal 2474
Tatl, Scal 2473
Pwul 232 Hindlll 624
BiwCl, Epuinl 717
Nzhl 2215 Mval269l r22
Mmesll 118 Esp3l 730
Egll 08
Ciriol 2075 Mssl 761
Gsul 2080
Ecodll 2082
Bl 2040 Munl g2

Eam11051 1330 smul 951

Aasl 1204

Cail 1513 BaYl 1406
1. &bra: PJET1.2/blunt vektor (Forras: httpl).

A reakcidelegyet szobahdmérsékleten inkubaltam 15 percig.

3.8.2. Transzforméaléas

A ligdtumokat E. coli DH5a kompetens baktériumsejtbe transzformaltam. Ehhez a
kompetenssejtet jégen hagytam lassan kiolvadni. 100 pl kompetens sejthez 5 pl ligatumot
adtam. Az igy kapott szuszpenziot 20 percig jegen hagytam, majd 42 °C-os vizflirdében
hdsokkoltam 30 masodpercig, hogy felvegye a rekombinans DNS-eket, majd azonnal jégre
tettem par percre. Ezt kdvetden 500 pul folyékony SOC taptalajt adtam hozzd, és 37 °C-on 40
percen keresztil razattam. 200-250 pl-nyi baktérium szuszpenziét ampicillin antibiotikum
tartalmu szilard LB téptalajra szélesztettem, majd a lemezeket egy éjszakan at 37 °C-on
inkubaltam. A taptalajon csak azok a baktériumok képesek felndni, melyek tartalmazzak az
inzerttel ligalodott vektort. A taplemezr6l 4-6 kilonallo telepet oltottam le 3 ml folyékony,

ampicillin tartalmu LB tapoldatba, majd egy éjszakan at 37 °C-on razattam.
3.8.3. Plazmid izolalas baktériumtenyészetb6l

A baktérium sejtb6l a rekombinans plazmid DNS tisztitasahoz Plasmid DNA Purification Kit-
et (Macherey-Nagel) hasznaltam a gyarto utasitasai szerint. A tisztitas magaban foglalta a sejtek
lizisét, a plazmid DNS elkiilonitését, majd tisztitdsat és koncentralasat szlir6oszlopokon

keresztul. A plazmid DNS-t végul 50 pl MQ tisztasagu vizben oldottam vissza.
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Az klénozott DNS darabok jelenlétének ellendrzését a Xhol és Xbal (Thermo Fisher Scientific)
restrikcids enzimekkel valo emésztéssel végeztem.

A reakcio elegy a kdvetkezdket tartalmazta:

e MQ:314ul
e 10x Tango buffer: 12 pl
e XHOL: 1,2l
e XBal: 24l
A reakcioelegyhez 2ul plazmidot tartalmazé mintat adtam, majd 1 6rén &t 37 °C-on inkubaltam

vizfirdében. A hasitas termékeit 1.2 %- os agardz gélelektroforézissel ellendriztem.

3.9. Sanger Szekvenalas és szekvenciak elemzése

A mintak szekvencidinak meghatarozasa Sanger szekvenalassal tortént, melyet a BIOMI
Kft. végzett el. A mintak szekvenalasa mindkét, forward és reverz iranybol is megtortént. A
kapott eredményeket el6szor a Chromas programban ellendriztem, melyet kifejezetten a
Sanger-szekvenalas eredmények kezelésére lett kifejlesztve. Ebbol a programbol FASTA
formatumban mésoltam ki a szekvenciakat. A forward és reverz iranybdl megszekvenalt
szekvencidk osszeillesztését az NCBI adatbazisaban BLAST algoritmussal végeztem. Az
Osszeillesztett szekvencidkat az NCBI adatbazisdban talalhatd referencia szekvenciakkal
(GFVA: NC_0770040, GRSPaV: NC_001948), illetve az adatbdzisan megtalalhat6
szekvenciakkal hasonlitottam 6ssze.

A filogenetikai fa elkészitéséhez a Megall bioinformatikai programot hasznaltam, mely
kifejezetten filogenetikai elemzésekre lett kifejlesztve. Elsd 1épésben az NCBI adatbazisabol
osszegytjtottem a GVT, GFVA ¢és GRSPaV referencia szekvenciakat, illetve az altalam
vizsgalt szekvenciakat és fasta formatumban mentettem le 6ket. A szekvenciakat azonos
méretre vagas utan a Clustel Omega online programba illesztett szekvenciaimnak megkerestem
a kezd6- és vég szakaszait, majd méretre vagas utan Osszeillesztettem Oket. A Megall
programmal készitettem a filogenetikai fakat, és 1000 bootstrap beéllitast alkalmaztam, mely

azt mutatja meg, hogy az adott szekvenciak kdzotti rokonsag mennyire valoszind.
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4. Eredmények
4.1. Bioinformatikai elemzés eredmenyei
Kutatasom soran a Vitis sylvestris kiSRNS konyvtarat elemeztem ki. A szekvenalas

mindségét a FastQC programmal ellendriztem, mely megfeleld volt, igy folytattam az elemzést.

A Vitis sylvestris szekvenalas eredményeinek kezdeti statisztikai adatait az 2. tdblazat mutatja.

. Nem
, Nyers Trimmelt . _
Konyvtar redundans Kontigok
] olvasatok olvasatok ]
szama ] ] ] olvasatok szama
szama szama(redundéans) ]
szama
213 FR36_VS 14 800 988 14 615 543 1569 099 4121

2. tablazat: A ligeti sz616 kisSRNS kdnyvtaranak kezdeti statisztikaja. (Forras: sajat munka).

A nem redundans kis RNS szekvenciadk oOsszeillessztésevel kapott hosszabb kontig
szekvencidkat az NCBI adatbazisaban szereplé ndvény virusok referencia szekvencidihoz
illesztettem a BLAST algoritmussal. Az itt kapott eredmények alapjan készitettem egy
virustalalati listat, melyen az szerepelt, hogy potencialisan milyen virusokrol keletkezhettek a
kis RNS-ek (2. tablazat). A kapott talalatok valdsziniiségét az E-érték (E-value) alapjan
hataroztam meg gy, hogy pozitiv talalatnak értékeltem az E<107 értékii talalatokat.

A bioinformatikai elemzés soran a grapevine rupestris stem pitting-associated virus
(GRSPaV) és a grapevine fovea virus A (GFVA) kaptam talalatot (3. tablazat).

E-ERTEK VIRUS NEVE
6.5254E107166 Grapevine foveavirus A, complete genome
1,8324E87 Grapevine foveavirus A, complete genome
1,53567E-5 Grapevine foveavirus A, complete genome
Rupestris stem pitting associated virus-1,
5,68887E " complete genome
. Rupestris stem pitting associated virus-1,
6,93046E

complete genome

3. tablazat: Az E<107 értékii taldlatok szSl8virusokra. (Forras: sajat munka).
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4.2. Virusok visszaigazolasa

A Vitis sylvestris kiSRNS konyvtar elemzése soran 6 darab GRSPaV specifikus kontig
szekvenciat kaptam, majd ezekhez ellenériztem a rendelkezésre allo primereket. A talalatokat
az NCBI oldalan tudtam ellenérizni a BLASTn funkcidval, mely lehetévé teszi, hogy 2
szekvenciat illessziink egymasra.

A Vitis Sylvestris kiSRNS konyvtar elemzése soran 1 darab GFVA specifikus kontig
szekvencidra kaptam talalatot. A GFVA esetében jelenleg kevés irodalmi adat all
rendelkezéslinkre. A bioinformatikai elemzések soran a kapott olvasatokbdl épitett kontigokat
az NCBI adatbazison talalhatd referencia genomhoz illesztve (BLAST) primereket terveztem a
GFVA PCR-rel val6 visszaigazoldsahoz. Els6 1épésben ellendriztik, hogy a GFVA-hoz
genetikailag legktzelebb all6 GVT virus primer szekvenciai, mellyel a genomikai csoport mar
rendelkezett, illeszkednek-e a 4 GFVA kontigra. A GRSPaV virus esetében bemutatott modon
ellenériztem a primerek illeszkedését, melyeknél egy esetben kaptam talalatot.

Mivel csak egy primer illeszkedett, ezért kovetkezo 1épésben a GVT referencia genomra
illesztettik a GFVA referencia genomjat, majd megkerestilk a GVT primereket, hogy a GFVA-
ra tervezett primereket is hasonld helyekre tudjuk tervezni. Ezutan a 4 GFVA specifikus

kontigot illesztettiik ra a GFVA referencia genomra, hogy primereket tervezhessunk.

4.2.1. Aktin teszt eredménye

Az aktin tesztet a CDNS-ek mindségének ellendrzésére és kifejezodésének kimutatasara
alkelmaztam. A kilenc mintan elvégzett teszt mindegyike pozitiv eredményt mutatott, ami
igazolja a cDNS mintak jo min6ségét. Az eredmenyek a vart mérettartomanyban jelentek meg
(2. abra).
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M I 2 5 4 5 G0 KD .

2. dbra: A cDNS-ek mindségének ellendrzése aktin teszttel. Jelmagyaradzat: M: marker 100
bp + DNS marker, 1-3 mintak: Feketeerd6/1 mintak, 4-6: Feketeerd6/2 mintak, 7-9 mintak:
Hédervar-Kimle koz6tti minték, +: pozitiv kontroll, -: negativ kontroll. A nyillal jel6lt méret

tartomanyban (1000 bp) vartam az eredményt. (Forras: sajat munka).

Mivel az aktint tesztben a negativ kontroll enyhe pozitiv eredményt mutatott, ezért ezt a
tovabbi vizsgalat soran figyelembe vettem, de mivel a jel erdssége elmaradt a mintakétol, ezért

nem ismételtem meg a tesztet.

4.2.2. A GRSPaV kimutatasa

A Vitis sylvestris kis RNS konyvtarbdl 6 darab GRSPaV specifikus virus kontigot
talaltam. Ezekre a talalatokra két primerpart illesztettem, hogy ellendérizzem, hogy megfelelek-

e a GRSPaV visszaigazolasahoz az én szekvenciaim esetében (4. tablazat).

RSPaV F RSPaV R RSPaV-F/6904 RSPaV-R/8445
Gambino et al., 2006. Czotter et al., 2008.
contig_397 nem nem nem nem
contig_398 igen igen nem igen
contig_399 igen igen igen igen
contig_1860 nem nem nem nem
contig_1861 nem igen nem igen
contig_2445 nem nem nem nem

4. tablazat: Primerek illesztése a GRSPaV kontig szekvenciakra. (Forras: sajat munka).
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A talalatok alapjan Czotter et al. (2008) altal tervezett RSPaV-F/6904 és RSPaV-R/8445
primer part hasznaltam, mivel azok méar rendelkezésre alltak, és a 399-es kontigra mindkét
irdnybdl illeszkedtek. A PCR-teszt soran az 1. sz&mu mintanal kaptunk pozitiv eredményt, a

negativ kontrol tiszta volt (3. 4bra).

JVIR e T s W M
e s s e e e
—>§-ﬂ S

3. &bra: GRSPaV jelenlétének visszaigazolasa RT-PCR reakcioval. Jelmagyarazat: M: 100 bp
+ DNS marker, 1-6 mintak: feketeerdei mintak, 7-9 mintak: Hédervar-Kimle kdzotti mintak,
+: pozitiv kontroll, -: negativ kontroll (MQ viz). A nyillal jel6lt méret tartomanyban vartam az

eredményt. (Forras: sajat munka).

4.2.3. A GFVA kimutatéasa

A grapevine fovea virus A-ra 4 specifikus virus kontigot taladltam. A GFVA-t eldszor
2023-ban irtak le, irodalomban publikalt primert nem talaltunk. A GFVA nukleinsav sorrendje
nagymértékben hasonlit a GVT nukleinsav sorrendjéhez, azért, mert mind a ket virus a
Betaflexiviridae csaladba, és a Vitivirus nemzetségbe tartoznak. Nukleotid és aminosav
szekvenciaik, illetve a f6 fehérje kodold génjeik (replikazt, kopenyfehérje és mozgasfehérje)
nagyon hasonloak. Elsé lépésként a kontig szekvencidkat Osszevetettem a Genomikai
kutatocsoport munkatérsai altal tervezett GVT_7630/F és GVT_8534/R primerekkel (5.
tablazat).
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GVT_7630/F | GVT _8534/R
contig 4156 nem nem
contig 7470 nem nem
contig 14273 nem igen
contig 26760 nem nem

5. tablazat: GVT primerparok illesztése a GFVA kontig szekvenciadkra. Nem kaptam olyan
talalatot, mely illeszkedett volna a GFVA kontig szekvencidkra mind a két iranybol. (Forras:

sajat munka).

Mivel a rendelkezésre &ll6 primerek (1 kivételével) nem illeszkedtek a GFVA contig
szekvenciakra, ezért 0j primereket terveztem, melyeket GFVA_9531/R-nek és GFVA_7486F-
nek neveztem el.

A visszaigazolas els6 1épésként végeztem egy Gradiens PCR-tesztet, mellyel meghataroztam
az optimélis annealing hdmérsékletet az Gjonnan tervezett primerpéarok szamara. Ot kiilonbdz6
homérsékleten futtatuk a PCR reakcidt: 58 °C, 60,5 °C, 62,5 °C, 64,5 °C és 66 °C-on. A 4.
abran jol latszik, hogy a legjobb eredményt 66 °C-on kaptuk, ezért a tovabbiakban ezen a

homérsékleten végeztem el GFVA specifikus PCR reakciot (4. abra).

4. dbra: Gradiens PCR-teszt eredménye. Jelmagyarazat: M: 100 bp + DNS marker. A nyillal
jelolt méret (1000 bp) tartomanyban varjuk az eredményt *A szamokkal torténd jellések °C-

ban értelmezhetoek. (Forras: sajat munka).
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A gélképen jol megfigyelhetd, hogy a legerésebb pozitiv eredményt 66 °C-nal kaptuk.
Miutan meghataroztuk az idedlis hdmérsékletet a primerparok szdmara, elvégeztiikk a PCR-
tesztet a Vitis sylvestris mintakon a GFVA primerekkel. A meglévé 9 mintabol 1 adott pozitiv

eredmeényt (5. dbra), ezt GFVA_6-nak neveztem el, és a késdbbiekben ezzel dolgoztam tovabb.

5. &bra: GFVA jelenlétének visszaigazolasa RT-PCR reakcidval. Jelmagyarazat: M: 100 bp +
DNS marker, 1-6 mintak: feketeerdei mintak, 7-9 mintak: Hédervar-Kimle k6zotti mintak, +:
pozitiv kontroll, -: negativ kontroll MQ viz. A nyillal jel6lt mérettartomanyban

(1000 bp) varjuk az eredményt. (Forrés: sajat munka).

4.3. PCR termékek tisztitasa és klonozas

A PCR soran pozitiv eredményt mutaté 1-1 GRSPaV és GFVA termékeket 1,2%-0s agaroz
gélen megfuttattam, majd a megfuttatott gélekbdl steril szikével, UV fény alatt kivagtam az
etidium-bromid altal megfestett szakaszokat (6. abra). A mintakat 1,2%-0s agardz gélen
futtatam meg hogy ellendrizzem a tisztitas eredményességét. A gélkép eredménye alapjan mind

az 5 minta PCR termékeének tisztitasa sikeresnek bizonyult.
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6. abra: Tisztitott GFVA és GRSPaV mintak (insert). Jelmagyarazat: M: 100 bp + DNS
marker, 1: tisztitott GFVA minta, 2: tisztitott GRSPaV minta. (Forras: sajat munka).

A gélbd tisztitott mintdkat pJET plazmidba ligdltam, majd a ligdtumokat kompetens
DH50 baktérium torzsbe transzformaltam a 3.8.3. fejezetben leirtak szerint. A ligalas
sikerességét a plazmidok restrikcids emésztésével ellendriztem az XBal és XHol enzimeket
hasznalva. Az emeésztés sikeressegét 1,2%-0s agardz gélen futtatassal ellendriztem. Az
emésztett (E) és az emésztetlen termékeket egymas mellett futtattam az agardz gélen (7. abra),
igy lathatova valt a klénozd helyre beépilt DNS szakasz. A gélképek alapjan sikeres volt a

ligalas, igy a mintak alkalmasak voltak a Sanger szekvenalasra, amit a Biomi Kft. végzett el.

GFVA GRSPaV
|

M|1 1E|2 2E 3 3E 4 SE 5S|6E 6 |4E

i
:

7. &bra: Az emésztett (E) és emésztetlen plazmid gélelektroforetikus elvalasztasa. A beépiilt,
vektorbdl kihasitott plazmidot a piros karika jelzi. Jelmagyarazat: M: marker, E: emésztett
plazmid, 1-3E: a GFVA mintak plazmidjai, 4-4E: a GRSPaV mintak plazmidjai. A 4.
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mintandl elcsusztam, emiatt keriilt a 4. minta emésztett plazmidja a gelkép vegére, és
cserélddtek fel az 5-0s és a 6-0s mintaknal az emésztett és az emésztetlen plazmidok

sorrendjei. (Forrés: sajat munka).

4.4. Filogenetikai elemzés

A GRSPaV es GFVA mintakat szekvenalas utdn az NCBI adatbazisdban szerepld
referencia szekvenciakkal (GFVA: NC_0770040, GRSPaV: NC_001948) 0Osszevetve a
GRSPaV 98%-0s egyezést mutatott, ezzel szemben a GFVA-nak vélt minta csak 72%-ban
egyezett a GFVA referencia genommal. Ezt az eredményt kdvetden Osszevetettem a GVT
referencia genomjaval is, melynél mar 96%-0s egyezést kaptam.

A filogenetikai elemzést Megall programmal végeztem, bootstrap 1000 beallitassal. A
bootstrap 1000 értékek eredményei a filogenetikai fa &gain taladlhatéak, az értékeket a
feltiintetett szamok jeldlik (6. tAblazat) (8. &bra).
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Bootstrap érték Magyarazat

90-100 erds kapcsolat a szekvencidk kozott

70-89 megfeleld kapcsolat a szekvenciadk kozott

50-69 gyenge kapcsolat a szekvenciak kozott
<50 nincs statisztikailag bizonyithaté kapcsolat a

szekvenciak kozott

6. tablazat: Bootstrap értékek magyarazata. (Forras: sajat munka).

MHE74169 .1 Barbera GVT
48 MH388492 1 Moscato Rosa GVT
MT211969.1 HUTK GVT

85
MHE74185.1 Lambrusco-4 GVT

20 V._syll1l_Feketeerdd
99 MHET74183.1 Lambrusco-2 GVT

99

MW3T77754.1 HUMK1 GVT

T MHE74182.1 Lambrusco-1 GVT
18

MHE74168.1 V.amur GVT

1292 [ MHE74178.1 CF-1 GVT
100 MT211977.1 HUDF GVT
|j NC 0770401 GFVA

99 PP812274.1 MA2A-GFVA

AY368590.1 GRSPaV

KR054735.1 GRSPaV

100 |: KX274277.1 GRSPaV SK30
— 99 — AYB81627.1 GRSPaV

79

% AY368172.2 GRSPaV-PN

—'j AY881626.1 GRSPaV
a2
93 KX925556.1 GRSPaV

V. syli6_Feketeerdd

AF026278.1 GRSPAV

99

100
HE591388.1 GRSPaV

NC 001948.1 GRSPaV

—_—

0.050

8. abra: Filogenetikai torzsfa. Az abran az altalam vizsgalt Vitis sylvestris mintakat a piros

karikak jelzik. Jelmagyarazat: V.syl/1 Feketeerdd: a Feketeerdobdl szedett, GFVA-t
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tartalmazo minta, V.syl/6 Feketeerdd: a Feketeerd6bol szedett GRSPaV-t tartalmazo minta.

(Forras: sajat munka).

Ahogy az a filogenetikai torzsfan is lathatd, a grapevine rupestris stemppitting-associated
virus-t tartalmazé minta nagymértékii egyezést mutatott mas GRSPaV genomokkal. Ezzel
szemben a minta, melyrdl eddig azt gondoltuk, hogy grapevine fovea virus A-val fert6zott, az
valdjaban a grapevine virus T-hez allt kdzelebb. A 2. tdblazatban feltiintetett talalatok nagy
valosziniiséggel azért mutattak talalatot GFVA virusra, mivel a GFVA-rol és a GVT-rél

altalanossagban elmondhatd, hogy nagymértékben (kortlbelll 70%-ban) egyezik a genomjuk.
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5. Kovetkeztetések és javaslatok

A Grapevine Virus T-t és a Grapevine Fovea Virus A-t nemrégiben irtak le el6szor, és
mind a két virust kizarolag Eurépaban mutattak ki eddig, mely arra enged kovetkeztetni, hogy
a virusok eurdpai eredete igen valoszinii (Demian et al., 2021).

Az 1870-es években bekdvetkezett filoxéravész miatt a szOldiiltetvények nagy része
kipusztult. Ezzel szemben a ligeti sz6l6 populaciok élohelyiiknél fogva fent maradtak. A
mocsaras, magas Vizallasu tertletek nem kedveztek a filoxéranak, ezért a névények nem csak
fennmaradtak, de virusrezervoar noévényként is szolgalhatnak. A MATE Genomikai
Kutatocsoport munkatarsai altal tervezett kisérletben a Hédervar-Kimle és Feketeerd6bol
szarmazd a ligeti sz6l6 mintdk és virusfert6zottségiik feltérképezése KkisRNS alapu Uj
generacids szekvenalasi mddszerekkel tortént.

Az altalam vizsgalt mintabol az elsé bioinformatikai elemzések alapjan GRSPaV és
GFVA virusokat tudtam kimutatni, de a nagy-atereszt6képességli szekvenalas eredményének
RT-PCR-rel val6 visszaigazolasa és a PCR termék Sanger szekvenalésa utan kider(lt, hogy a
feketeerdei mintaban jelenlévd, eddig GFVA-nak velt virus, az valdjdban a GVT egyik
valtozata. Ez az eredmény annak tudhaté be, hogy a Grapevine Virus T és a Grapevine Fovea
Virus A kozeli rokonsagban allnak, eredetiik valoszintsithetéen kozos. Egyes kutatasok szerint
a GFVA a GVT-nek egy erésen divergal6 izolatuma (Demian et al., 2021), am jelenleg még

nem 4ll rendelkezésiinkre elegendd adat ahhoz, hogy ezt biztosan kijelenthessiik.

A tovébbiakban fontos lenne tob ligeti sz016 populaciot megvizsgalni Eurdpaban, hogy
pontosabb képet kapjunk a GVT ¢és a GFVA el6forduldsa és genetikai diverzitdsa kapcsan,
kiemelt figyelmet forditva a két virus kozotti filogenetikai viszonyokra is. A ligeti sz616
szerepét virusrezervoarként érdemes tovabbi vizsgalatokkal is alatdmasztani. A kapott
eredmények alapjan az Ujabban azonositott virusok jelenlétét fontos lenne figyelembe vanni a
szaporitoanyagok kivalasztasanal, illetve javasolt az ehhez kapcsolodo monitoring kialakitasa

is.

29



6. Osszefoglalas

A sz6létermesztésben a virusok okozzdk a legtobb nehézséget a termeszték szamara.
Genetikai diverzitasuk és terjedési mechanizmusuk jelentdsen meghatirozza az elleniik valo
védekezést. A szakdolgozatom célja a Vitis sylvestris feketeerdei és hédervar-kimlei populéaciok
virusfert6zottségének feltérképezése volt, kiemelt figyelmet forditva a GRSPaV, GFVA ¢és a
GVt virusokra, valamit ezek filogenetikai elemzésére, hogy a koztiik 1évé evolucids kapcsolatot
jobban megérthessuk.

A kisérlethez 3 helyrdl, a Feketeerdoben két részrol és a Hédervar-Kimle kozotti részrol,
2019. junius 27-én begytjtott Vitis sylvestris mintakat vizsgaltam. A mintdk RNS kivonataibol
az RNS-eket és a kisRNS-eket szekvenaltak, majd ezekbdl készitettek egy RNS és kisRNS
kényvtérat.

Elészor a nagy-ateresztOképességli  szekvenalas eredményeit bioinformatikai
maodszerekkel elemeztem, és az E-érték alapjan 2 virus jelenlétét tudtam igazolni, a Grapevine
Rupestris Stem-pitting Associated Virus-t (GRSPaV) és a Grapevine Fovea Virus A-t (GFVA).
Ezt kovet6en a rendelkezésre allo GRSPaV primereket réillesztettem a kapott virus specifikus
kontig szekvenciakra. Mivel a GFVA esetében nem allt rendelkezésre specifikus primerpar a
PCR-teszt elvégzéséhez, azért eldszOr GVT primereket GVT illesztettem a GFVA kontigokra,
mivel a két virus genomja nagyon hasonlo. A primerparok nem illeszkedtek, azért a kovetkezo
Iépésben a kapott GFVA specifikus kontigokra primereket terveztem.

A tervezett primerek optimalis anneldlasi homérsékletét gradiens-PCR-el allapitottam
meg, majd elvégeztem az RT-PCR-reakciot. A kapott terméket tisztitottam, majd pJET-
vektorba ligaltam és E. coli DH5a kompetens baktériumsejtbe transzformaltam. A klénokbol
plazmid DNS-t izolaltam, majd tisztitas utan szekvenaltattam 6ket.

A szekvenalas eredményeit az NCBI adatbazisaban szerepldé GRSPaV ¢és GFVA
referencia genomokkal 6sszevetettem. A kapott eredmények azt igazoltak vissza, hogy a
GRSPaV a referencia genommal nagymértékii egyezést mutatott, ezzel szemben a GFVA nem
egyezett a referencia genommal, helyette a GVT referencia genomhoz allt kdzel. Ennek oka az
lehet, hogy a GFVA a GVT virusbdél mutalddott.

Utolso 1épésben filogenetikai torzsfat készitettem, mely jol szemlélteti a mintak

rokonsagat mas sz6l6virusokkal.
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Oktaté vagy témavezets ltal eldirt szabalyok:
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