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2. Bevezetés

Magyarorszagon az elmult 20 évben megfigyelheté az a tendencia, hogy a mennyiségi
borfogyasztasrél a min6ségi borfogyasztasra keriilt 4t a hangsuly a fogyasztok kdrében. Ennek
a kihivasnak prébdlnak tébb kritérium mellett megfelelni a bortermel6k. Ezt a torekvést
tamogatja a magyar allam és az Eurdpai Unid is, palyazatokat irnak ki a mez6gazdasaggal és
vidékfejlesztéssel kapcsolatosan, ezekben helyet kapnak a gylimolcstermesztésre, konkrétan a

sz6l6termesztésre vonatkozo projektek is.

A klénszelekcio azért fontos ebben az Osszefliggésben, mert a sz6l6 nemesitésének ezzel a
modszerével meg tudnak felelni a kiemelkedd szinvonall borsz6l6 termesztésének. Ezen
folyamat sordn a legjobb tulajdonsdgokkal rendelkezé sz6l6kldnokat keresik és szaporitjak,
hogy jobb min&ségli sz616t és borokat lehessen elSallitani. Ebben a tekintetben a klénszelekcio
segithet a borkészit6knek a sz6l6fajtak termékenységének, ellendllé képességének, izjegyeinek

és mas fontos tulajdonsagainak javitasaban.

A Kékfrankos sz6l6fajta Magyarorszagon és mas kdzép-eurdpai orszagokban is népszerd, és
értékes bort lehet késziteni bel6le. A klénszelekcidval a Kékfrankos genetikai valtozatossaganak
bemutatasa és kivalasztasa lehet6vé teszi a bordszok szamara, hogy olyan klénokat talaljanak,
amelyek jobban alkalmazkodnak a Szekszardi borvidék adottsagaihoz, példaul a talajhoz és az
éghajlathoz. Ez hozzdjarulhat a terroir sajatossagainak kiemeléséhez és minGségi borok

el6allitasdhoz.

Az ilyen projektek tamogatasa lehetévé teszi a sz6l6termeszt6k és boraszok szamara, hogy
tovabbfejlesszék a sz6l6fajtakat, javitsak a borvidékek termelési hatékonysagat és minbségét.
Ezenkivil az ilyen kezdeményezések hozzdjarulhatnak a fenntarthatd mez6gazdasag és
vidékfejlesztés el6mozditasahoz, ami fontos a hosszU tavl gazdasdgi és kornyezeti

fenntarthatdsag szempontjabdl.

Ebbe a torekvésbe kapcsolddik be a szakdolgozatom, mivel a kldnszelekcid egyik alappillérét,

a virusmentes szaporitéanyag meglétét tdmogatom a vizsgalataimmal.

Azért vdlasztottam a dolgozatom témadjaul virusok jelenlétének megfigyelését, mert
elképesztének tartom, hogy egy ilyen mikroszkopikus nagysagu szervezet, ekkora pusztuldst

okozzon egy egészséges él6lényben.



2.1. Célkitlizés

Célom az, hogy az altalam begyjtott mintakat minél atfogdbban megvizsgaljam a kilonboz6
virusok jelenlétének, vagy hianydnak tekintetében, ezzel hozzajarulva a kivalasztott klénok
mélyebb sz6lészeti-boraszati elemzéséhez. Az esetleges virusfert6zott egyedek negativ

szeleckidjdval segitjik egy egészséges kloniltetvény nagyobb fellletre torténd |étrehozasat.

A begyl(jtott mintdk vizsgalatahoz els6ként ki kellett vonnom a RNS-at, abbdl készitenem kellett
egy cDNS (copy DNS) masolatot, majd a cDNS alapjan az egyes virusokra specifikus primerekkel
végzett PCR reakcid, illetve az azt kovet6 elektroforézis kép alapjan el kellet déntenem, hogy

az adott virussal fert6zottek-e az egyes tételek.



3. Irodalmi attekintés

3.1. A Szekszardi borvidék jellemzése

A Szekszardi borvidék Magyarorszag 22 borvidékének egyik déli képviselGje. Alapvetéen a
Szekszardi-dombsagon helyezkedik el. Eszakrél a Mezéfold, keletrdl az Alféld (Sarkoz), dél-
délnyugat fel6l a Mecsek korili dombvidék hatarolja. A borvidék teriilete 6000 hektdr, a
ténylegesen sz6l6vel betelepitett teriilet 2127 hektar. (HNT, 2022)

A Szekszardi-dombsag liledékes kézetekbdl épiil fel, amelyek a pleisztocén és pliocén korban
keletkeztek. Geoldgiai felépitése egységes, kevéssé valtozatos. Hianyzik a vastag folyovizi
Uledékréteg, és az édesvizi mészk6é sem fejl6dott ki. A vorosagyag takard sem terjed el ilyen
széles terlleten. A Szekszardi-dombvidék felszinét vastag |6sztakard boritja, amelynek atlagos

vastagsaga 20-40 méter. (Adam, 1964)

Eghajlata szubmediterran tipusuy, azaz mérsékelten meleg és nedves. A Duna hatdsa a téli
fagyokat mérsékli, mig a nyarak melegek és naposak. Evi kdzéphémérséklete: 11°C. A
napfényes orak szama: 2050/év. Az éves csapadékmennyiség: 630-680 mm. Az uralkodd

szélirdny észak-nyugati. (L6rincz — Zanathy, 2015)

A talaj és a klima is kedvez a sz6l6termesztésnek, mert a sz616 kedveli a 10sz0s talajt, mivel jo
vizelvezet6 képességgel rendelkezik, ugyanakkor meg6rzi a nedvességet is. Ez idedlis
kérilményeket teremt a sz616 szamara, mivel a sz616t6kék szamdra fontos, hogy ne alljon a viz
a gyokereik koriil, ugyanakkor legyen elég nedvesség a ndvekedésiikhéz (Adam, 1964). Az
idGjaras is kellemes, mert kicsi a fagy veszélye, viszont a sok napsitéses dra még a késéi érésu
sz6l6fajtaknak is elényds, mert a bogydk maradéktalanul be tudnak érni (Lérincz - Zanathy,

2015)

Az altalam tanulmanyozott Kékfrankos, a borvidék vezet§ sz6l6fajtdja, 616 hektar

terméterilettel képviselteti magat. (HNT, 2022)

3.2. A Kékfrankos sz616fajta leirasa

Mintegy tizezer Ondlldan értelmezhetd sz6l6fajtat tartanak nyilvan, amelyekbél csak
toredékmennyiség az, ami valédi kereskedelmi mennyiséggel mérhet6 bor alapanyaga lesz. A
Karpat-medencében ma termesztett sz6l6fajtak — nagyjabdl 140 — elmaradnak ugyan egy-egy
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hagyomanyos bortermel6 orszag, példaul Italia fajtaszamatol (ami manapsag korilbelll ezer
koril mozog), am tekintettel a betelepitett sz6l6teriilet nagysagdra, ezt mégsem nevezhetjik

csekélynek. (Baglyas, 2016)

A ma nalunk termesztésben megtalalhatd sz616fajtdk jo része — a tobbi eurdpai bortermel6
orszaghoz hasonldan — a Vitis vinifera fajtél eredeztethetd. A Karpat medencében (ami nem
véletlenll mutat a termesztett sz6l6fajtak tekintetében meglehet8sen egységes képet, hiszen
a medence természetes geografiai egység) a fellelhetd sz6l6fajtak kozott nagyobb szamban
taldlkozunk a torzsekre lebontott rendszerezés szerinti pontusi fajtakkal, de occidentalis és
kisebb részben orientalis fajtdk is el6fordulnak. Az ezek keresztezésébdl szarmazd
intraspecifikus keresztezések vagy az interspecifikus hibridek szintén elterjedtek. (Németh,

1967)

A Kékfrankos eredete nem teljesen tisztazott, Németh Marton (1967) osztdlyozdsa szerint a
Vitis vinifera fajon beliil a keleti valtozat csoportba tartozik (convarietas orientalis). Legkorabbi
emlitése Ausztridban és Németorszagban az 1800-as évek kdzepére tehetd, Magyarorszagon
az 1890-es évektdl jelenik meg az irott forrdsokban, akkor még nem Kékfrankos, hanem
Nagyburgundi néven. Manapsag is els6sorban a volt Osztrak-Magyar Monarchia terilletén
termesztik (Baglyas, 2016). A mai Magyarorszagon a legnagyobb teriileten termesztett
sz6l6fajta, 7312 hektdron van jelen (HNT, 2022). Ezzel az adattal kijelenthetjik, hogy a vilag
Osszes Kékfrankos Ultetvényének a fele hazankban talalhatd. Legfontosabb termdteriilete a
Soproni borvidék, ott az lltetvények tébb, mint fele Kékfrankos sz616bdél all. Ezt a Szekszardi
borvidék koveti a betelepitett sz616t6kék mennyiségével, majd a Kunsagi, illetve az Egri

borvidék kovetkezik, ahol még meghatarozé fajta a Kékfrankos. (Baglyas, 2016)

Alaktani leirdsa Németh Marton (1967) szerint: ,T6kéje er6s novekedés(i, kevés szamuq,
félmereven allé vessz6kkel, vesszbi barnas szinlek, hosszu izkozlek, rigyei kicsik, hegyesek,
vitorldja barnasvoroses, csupasz, levele nagy sotétzold, tompa fényd, vastag, bérszerl szovet
jellemzi, sima fellletd, alig tagolt, csucsa kiemelkedd, valloble keskeny, V alaku. Levélszéle
flirészes, levéllemeze kiteritett, a levél fondkja sz6ros, erei barnaspirosak. Flirtje kdzépnagy
(atlagosan 150g), kozepesen tomott. Bogydi kicsik, sotétkékek, gombolylek, vastag héjjal

rendelkeznek, lIédusak” (1. abra).



Kozép-kései érésl (szeptember kozepétdl oktdber elejéig érik, de késébb sziretelik),
cukortartalma nem tul magas (atlagosan 17-19 cukorfoku), megbizhatd, termése nem rothad,

s sr

viszonylag  fagyt(rd, szell6s a
e lombozata, emiatt a gombas
betegségek egy részére tolerans. Savas
karakter( a bel6le késziilt bor. A talajra
és a termdGterllet fekvésére nem
igényes, bar teljesen tapanyag-szegény
talajon nem nagyon él meg (pl.:
homokos talaj), hosszi metszést
igényel, nem kivan tul sok zéldmunkat.
Bora jellegzetes, kellemes zamatuq,
csersavban gazdag, de az érlelési
folyamat sordn savai finomodnak.
Nemcsak a kékfrankos borok f6
alkotérésze, de vazat képezi a

bikavérnek is. (Bényei - L6rincz, 2005)

1. abra: A Kékfrankos morfoldgiaja (Forras: Németh M.:
Ampelografiai album 1. 1967)

3.3. A sz0l6 klonszelekcidja

A sz6l6termesztésben fontos célunk, hogy az allomany egységes maradjon, a sz6l6t6kék
zavartalanul novekedjenek anélkiil, hogy t6kehiany lépne fel. Emellett szeretnénk biztositani,
hogy a sz6l6iltetvényekbdl egyenletesen nagy mennyiségl és jo minGségl sz6l6termés
szlilethessen. Ebben a torekvésiinkben a klénok hasznalata fontos eszkdz (Hajdu, 2018). A
klénok novényegyedek olyan csoportjai, amelyek a sz616fajtak kivalasztott és kivaléd mindségl
példanyai, és azok szaporitdsanak eredményeként jonnek létre. A kldnok segitségével képesek
vagyunk nemesitett sz6l6fajtak kivalasztott és legjobb példanyait reprodukalni, ami hozzajarul

a gazdasagi hatékonysag és min6ség noveléséhez a sz6l6termesztésben (OIV, 2017).



A kldnszelekcidban a legjobb eredmények akkor érhet6k el, ha egyszerre végezzik a
novényvédelmi és genetikai szelekcidt, hogy csak olyan klénokat szaporitsunk, amelyek
természetes modon mentesek a karos virusoktdl vagy mesterséges technikakkal
virusmentesekké valtak. A szelekcidé a kivdlasztott t6kék genetikai valtozatossagan alapul.
Ennek a sokféleségnek a lehetséges magyarazatai lehetnek: a tékék poliklonalis eredete és a
genetikai mutdcidk felhalmozéddsa a genotipusaikban. Masrészrél a virusbetegségek
hozzajarulnak a sz6l6populacidk fenotipikus valtozékonysaganak noévekedéséhez (Mannini,
1998). A klénok tehat a fajtan beliili genetikai valtozatossagot haszndljak ki, amely névekszik a
sz616 életkordval és fligg attdl, hogy mekkora teriileten és milyen régdta termesztik (O1V, 2017).
A sz6l6fajtak t6kéi hosszu évekig, s6t évtizedekig is ugyanazon a terilileten, ugyanabban a
sz6lGliltetvényben, azonos talajon és éghajlati viszonyok kozott élnek. Tehat a sz6l6t6kék
helyét nem valtoztatjdk meg a termesztés soran (Hajdu, 2018). A hosszu tavu termesztési
korilmények és a teriilet sajatossagai egyedi jegyeket és karaktereket hozhatnak létre a
sz6l6novényekben, amelyek megnyilvanulhatnak példaul a sz6l6szemek izében, a bogyodk
méretében, vagy akar a sz6l6sziret id6pontjaban. Ezért fontosak a term&hely sajatossagai a
sz6l6termesztésben és a bortermelésben, mivel befolydsolja a végsé termék izét és minGségét.

(OIV, 2017)

A kilonboz6 kilsé hatasokra a sz6l6t6kék vagy azok részei (példaul a rigyek, vesszGk és
hajtasok) képesek reagdlni, valtozdsok kovetkezhetnek be. Kétféle valtozasrol beszélhetilink:
modifikaciordl és mutdciordl (Hajdu, 2018). A modifikacié dtmeneti valtozds, a mutacid pedig
egy allandé mddosulds a névényen (Kozma, 1968). Ez utébbi tulajdonsagon alapul a szelekcids
nemesités. A stresszhelyzetekre valaszolva egy-egy fajtan belil negativ vagy pozitiv tipusok
alakulhatnak ki. A szelekcids nemesités, azaz a fajtanemesités soran a pozitiv valtozatok
élveznek el6nyt, mivel ezek az egyedek alkalmazkodtak a stresszhatasokhoz és jobb
teljesitményt nydjtanak. Ezaltal a nemesiték hozzajarulnak a fajta stresszt(ir6 képességének és
hozamanak javitasahoz. Megkiilonboztetlink negativ és pozitiv szelekciét. Mindkét szelekcios
folyamat célja a névények kivant tulajdonsagainak javitdsa és a termelés novelése. A negativ
szelekcié segit megszabadulni a fert6z6tt vagy gyengilt egyedektdl, mig a pozitiv szelekcid
elGsegiti a kivant tulajdonsagokkal rendelkez6 novények szaporitasat és elterjedését. Nem
minden t6két érintenek a hatasok azonos mértékben, ez valdszin(lileg a t6kék koril kialakult

mikroklima miatt van igy. Ha ezekre a kiils6 hatasokra adott valaszok a sz6l6tGkében vagy



t6kerészekben genetikailag allanddsulnak, akkor azok klénérték(ivé valnak. Ez azt jelenti, hogy
olyan tulajdonsagok alakulnak ki, amelyek egyediek és reprodukalhatok, és amelyeket
vegetativ szaporitassal lehet tovabbvinni. Ezek a klénok olyan névényeket eredményezhetnek,
amelyek megtartjdk az eredeti téke el6nyds tulajdonsagait, és alkalmazkodnak a kdrnyezeti
stresszhatasokhoz (Hajdu, 2018). A klon értéke allandoé marad, amig tovabbi mutacido nem
kovetkezik be. A sz616t6kék kldnértéke csak egy bizonyos idGszakra érvényes, amikor az Uj
mutacidk a korilmények hatdsara létrejonnek, akkor viszont Uj kivdlasztdsra van sziikség

(Becker, 1990).

A Magyar Népkoztarsasag Elnoki Tanacsanak 23/1959. torvényerejli rendelete pontosan
meghatdrozta, hogy milyen sz6l6fajtdkat hol, hogyan kell termeszteni. A szaporitashoz pedig
csak regisztralt kldnokat lehetett felhaszndlni, amelyek komoly vizsgdlatokon és
novényegészségligyi ellenbérzésen estek at. Ebben az id&szakban a sz6l6termesztés
megujitdsdra és mennyiségi novelésére torekedtek f6képpen. Igy gyakran alkalmaztdk a
tomegszelekciot. Ez azt jelenti, hogy a kivalasztott tékék kozil a pozitivakrél begyjtott

szaporitdanyagbdl készitettek oltvanyokat, és ebbdl létesitettek tovabbi liltetvényeket.

Valasztott sz616fajtam, a Kékfrankos esetében a legnagyobb fellileten szelektalt klénok az Egri

Borvidéken taldlhaték (Hajdu, 2018).

3.3.1. AKklonszelekcié 1épései

A klénszelekcids nemesitést Franciaorszagban és Németorszagban alkalmaztak els6ként, és
ezek az orszagok értek el kiemelked6 eredményeket ezzel a mddszerrel. Magyarorszagon a
sz616 szelekcids nemesitése az 1960-as évek elején kezd6dott és ebben az id6ben végezték a
szelekcié egy masik tipusat is, az egyedi kldnszelekciét, amit ma is haszndlunk a sz616
nemesitésében. Ennek az eljarasnak az alapjait dr. Németh Marton dolgozta ki és alkalmazta a
Pécs kornyékén létesitett sz6l6ultetvényeken. A mddszer azért hasznos, mert pontosan lehet
kbvetni egy-egy anyatGke nemesitésének folyamatat, viszont hatranya, hogy rendkivil

hosszadalmas, 15-25 év. (Hajdu, 2020)

A tovabbiakban az Organisation International of Vine and Wine nemzetkozi szervezet

protokolljan mutatom be a szelekciéd menetét (2.4bra).



A klonszelekcio Iépései

a fajtan beliili valtozatossag
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3. 4bra: A klénszelekcid Iépései (Forras: OIV 2017 alapjan — sajat forditas)

1. A leendd klén kivalasztasa: a sz6l6lltevényeken egészséges anyatSkéket keresiink,
amelyeket egy vegetacids id6szakban legaldbb kétszer (julius, szeptember) megfigyellink. Az
elsédleges kivalasztast ampelografiai és fenoldgiai értékelések alapjan végezziik. A masik
szempont a kivalasztashoz a genetikai cél, amelyet el kivanunk érni. Végil megvizsgaljuk,
latjuk-e barmilyen betegség nyomat a névényen, ez a vizualis novényegészségligyi ellenérzés.

(Olv, 2017)
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2. A kivalasztott klonjeloltek megfigyelése és megdrzése: a kivalasztott egyedek a sikeres
novényegészséglgyi ellenbrzés utan egy olyan kisérleti parcelldba (6sszehasonlito lltetvény)
lesznek betelepitve, amelynek talaja vektormentes és homogén, valamint a mikroklimdja
azonos. A klénok egészségi allapotat, fenoldgiai jellemzdit, rothaddsra valé érzékenységét,
teljesit6képességét értékeljik kldbnonként 10-30 tékével. Legalabb harom évig gydjtjuk az

adatokat. A klénok kivalasztasakor figyelembe kell venniink a végterméket is (OIV, 2017).

3. Az el6z6 lépést sikeresen végrehajtott jeloltek szaporitdsa: a legmegfelel6bb
teljesitményi t6kéket tovabbi megfigyelések céljabdl szaporitjdk tobb helyszinen klénonként
20-30 t6kével. Ez legaldabb harom ismétlésbdl kell, hogy dlljon és Ujra novényegészségligyi,
ampelografiai, fenolégiai vizsgalatokon kell értékelni 6ket. Ezenkiviil a teljesitményértékelést

mikrovinifikacio, azaz a klonokbol készitett borok vizsgdlata is alatamasztja. (OIV, 2017)

4, A klon regisztracidja: a célokat sikeresen végrehajtd klénok hivatalos regisztraciojat
kérvényezhetik az illetékes nemzeti hatésdgoknal. A regisztracié utan kezdédhet a klénok

szaporitasa, tényleges termesztése. (0IV,2017)

A regisztrdcid Magyarorszagon mar 1966-t6l kotelez6 volt. Csak bevizsgdlt és minGségi
bizonyitvannyal rendelkez6 szaporitbanyagot hasznalhattak fel a gazddk a sz616 telepitéséhez.
(11/1966. V1.8 FM rendelet) Manapsag a Nemzeti Fajtajegyzék. (40/2004. IV.7. FVM rendelet),
az Eurdpai Unidban pedig a Kozosségi Fajtajegyzék (87/2006. XI1.28. FVM) a nyilvantartas

alapja.

Osszességében Magyarorszagon rendkiviil intenziv munka zajlott az Uj sz6l6fajtak és klonok
nemesitésével az alacsony terméshozamu, nem kielégité termésbiztonsagu és min6ségu fajtak
levdltasara. A hagyomanyos fajtak mellett a nemesitett fajtak jelentGs teriilettel jarulnak a

magyar sz6l6termesztés és bordszat sikeréhez.

3.4. Virusok okozta karos hatasok a névényekre

3.4.1. Avirusok altalanos jellemzése

A virust — a dohdnylevél mozaikosodasat — 1882-ben Dmitrij Joszifovics Ivanovszkij orosz
mikrobioldgus mutatta ki el6szor, és G készitett els6ként virus szlrletet is. A virus
szlirhet6ségének modszerét fejlesztette tovabb a holland Martinus Beijerinck. A virus

elnevezést 6 hasznalta el&szor. (Szerényi, 2011)

11



A virus fert6z6képes genetikai informacio, latinul mérget jelent. A virusok énmagukban
életjelenségeket nem mutatnak, azaz nem mozognak, nem tapldlkoznak, nem szaporodnak,
nincs 6nallé anyagcseréjik. Mindig él6skodé életmddot folytatnak. Felépitésik jellegzetes:
orokitéanyagbdl (DNS vagy RNS) és fehérjeburokbdl (nukleokapszidbdl) allnak. Nem képesek
0ndlld szaporoddsra, él6 gazdasejtben szaporittatjdk magukat. A virusok csak

elektronmikroszkdppal lathaték: 1-300 nm nagysaguak. (Szerényi, 2011)

A virusok megbetegit6 képességét virulencidnak nevezziik. A virulencia attdl fligg, hogy a virus
képes-e kapcsolatba Iépni a gazdasejt sejtmembrdanjdval. Eszerint megkiilonboztethetjik a
virusok kiilonb6z6 csoportjait: a ndvényi sejtekbe hatolé virusok a fitofagok, az allati sejtekbe
bejutdk a zoofagok, baktériumokat tamaddék a bakteriofagok, az embereket fert6z6k a

parabiotak. (Sveiczer, 2008)

A virusfertGzés kialakuldsa a kovetkez6képpen megy végbe: A gazdasejt felszinén megkotédik
a virus, orokit6anyagat bejuttatja a sejtbe, ezzel a fehérjeburok szétesését okozza. Ezutan
megtermeli a sejt a virus sajat anyagait. A DNS és a fehérje érett, fert6z6 virussa all 6ssze. A
virusok kiszabadulnak a sejtbél — ez a sejt szétesésével jar. A virusok vegetativ virusként, illetve
virionként jelennek meg. A vegetativ virus gazdasejten beliil él és szaporitja magat, a virion

gazdasejten kivili inaktiv forma. (Sveiczer,2008)

3.4.2. A nd6vényi virusokrol altalaban

A novényi virusok a virusfert6zés kialakuldasanak elsé két |épésében passzivak, ez azt jelenti,
hogy a novényi virusok nem tudnak megkotédni a gazdanévény felszinén, illetve nem tudnak
bejutni a sejtfalon, mert a sejtfal cellulézt tartalmaz, azaz, annyira kemény és ellenalld, hogy
nem tud behatolni rajta. A bejutdshoz a névény fizikai sériilése (jégesd, rovar altali harapasok)

vagy valamilyen vektor kozvetit6 szerepe sziikséges. (Dula et al., 2016)

A novényi virusok tobbféleképpen terjedhetnek: mechanikai uton, példdul érintkezéssel,
maggal, pollen atvitellel, vagy a vegetativ szaporitas, példaul: szemzés, oltas, dugvanyozas
soran. A virusok terjedhetnek allatok segitségével is: a szUrd-szivd szajszervl rovarok okozzak

a legtobb virusatvitelt, a fert6zések 80%-a kothet6 hozzajuk. (Dula et. al, 2016)

A novényi virusok dltalaban specifikus gazdanovényekkel rendelkeznek, és nem képesek

minden novényt megfert6zni. A virus bejutdsa utan szaporodik a noévényben, igy kisebb-

12



nagyobb mértékben befolydsolja a névény anyagcsere folyamatait. Ennek kovetkeztében
klonboz6 kiséré tinetek jelenhetnek meg a fert6zott névényen. Mddosulhat a gyokérzet, a
hajtds, a virdg vagy a termés is alakban, szinében (példaul rothadas, szaradds, hervadas,

allagvaltozas, elszinezddés). (Varallyay, 2020)

Novényi virusok ellen csak megel6zéssel tudunk védekezni. Pontosan be kell azonositani az
adott virust kilonb6z6 genetikai tesztekkel (fehérje alapu: ELISA, nukleinsav alapu: PCR).
Minden esetben meg kell akadalyozni a virus atvitelét: védekezni kell a vektorok ellen, ha
megjelent a tlinet egy ndvényen azt el kell szigetelni a tobbitdl, fertétleniteni kell az eszkézoket

és certifikalt szaporitdanyaggal kell dolgozni. (Dula et al., 2016)

3.4.3. Hazankban el6fordul6 sz6l6virusok jellemzése

Magyarorszag teriletén eddig 16 féle sz616t karositd virust azonositottak, ezeknek korilbelil
a felét az 1980-as évek folyamadn. A virusfert6zések azért jelentenek problémat, mert mire
szabad szemmel felfedezhetévé vdlik a sz6l6 pusztuldsa, addigra az mar altaldban
megallithatatlan, valamint névényvédelmi mddszerekkel csak megel6zni lehet Gket, orvosolni
mar nem. Tehdt nagyon oda kell figyelni a talajpan él6 kartevGkre, a szaporitéanyag
min&ségére. Erdemes folyamatosan tesztelni az dllomanyt kiildnbdz6 virusokra, mert a virusok

ellen csak a megel6zés hatdsos. (Dula et al., 2016)

7a’s

e Sz616 fert6z6 leromldsa — Grapevine fanleaf virus (GFLV)

Az egész vilagon elterjedt sz6l6betegség, amely barmely fajta sz616t képes megfertézni. A
tiinetes egyedeket levél deformdcid, a f6erek mentén sarga elszinezédés, dupla ndduszok,
rovid és rendellenes izkozok, Osszendvések és a levelek erds fogazottsaga jellemzik. A
betegséget okozd virusnak két kiilonb6z6 tipusat kiilonboztetik meg: a sarga mozaik torzset
(GFLV-YM: Grapevine fanfleaf virus — yellow mosaic strain), (Hewitt, 1950) és az érmenti
szalagosodas torzset (GFLV-VB: Grapevine fanleaf virus — vein banding strain). A sarga mozaik
torzzsel fert6zott tékéken a levéllemez egész felllete elsargulhat, mig az érmenti
szalagosodasndl csak az erek mentén szinezédik el a levél. A fert6zott t6kéken romlik a
rigydifferencialddas, és a termés is kevesebb lesz. A fogékonysagtodl fliiggben a tGke vagy
gyorsan elpusztul, vagy lassan leromlik (Goheen - Hewitt, 1962). Az atvitelt segitik a
fonalférgek: Xiphinema index, X. italiae, illetve a fert6zott szaporitéanyag vagy mag

(Demangeat et. al, 2010).
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e A sz0l6 tékesatnyulas A. betegsége — Arabis mosaic virus (ArMV)

Sokszor egyiitt jar a GFLV sarga mozaik torzsének fertzésével. Eppen ezért a tiinetei hasonldak
hozza: sargas elszinez6dés alakul ki a leveleken, kis szdmu és rosszul termékenyiilt flirtok, ebbdl
kovetkez6en alacsony terméshozam jellemzi. Nagyon széles a gazdanovény kore. ElsGsorban
vektorokkal terjed: Xiphinema diversicaudatum, Xiphinema coxi, Longidorus caespiticola.

(Martelli - Lehoczky, 1968)
e Paradicsom fekete gylir(is virus — Tomato black ring virus (TBRV)

A virus nevébdl kovetkezik az egyik jol [athatd tlinet, amely a frissen fert6zott novények levelén
jelenik meg. Fekete gylr(it formazo foltok taldlhatéak a levéllemezen, ezenkivil sarga
véletlenszerl elszinez6dés. Ez a virus szintén a tékék satnyuldsat okozza. F6 terjesztGi a

vektorok, a Longidorus attenuatus fonalféreg. (Lehoczky-Burgyan, 1986)

rr sy

e Dohany gyiiriis foltossag virus — Tobacco ring spot virus (TRSV)

A TRSV egy nepovirus, ami elsésorban a dohdanynovényeket pusztitja. Tlinetei: nekrozis gyirl
a leveleken, hajtasvég elgorbiilése, izk6zok rovidilése, levelek toppedése. A korai ndvekedési
stddiumban fert6zott novények elmaradnak a fejlédésben, és a fagyok utan is zoldek
maradhatnak (Tolin, 2008). A fert6zést a Xiphinema americanum fonalféreg terjeszti, de magrol

torténd atvitele is jelentds (Rupe et al., 2008).
e Sz616 krodmmozaik virus — Grapevine chrome mosaic virus (GCMV)

Kozvetlenil a fert6zést kovetben a sz616 levelei sargds szinlvé valnak. A tovabbi fejl6dés soran
vilagosodnak, fehérebbek lesznek. A levelek asszimetrikussa deformalddnak, kettés nédduszok,
rovidebb izkézok alakulnak ki. A virust terjeszté vektor nem ismert, de a talajban vald

terjedését tartjak valdszinlinek. (Martelli et al., 1965)
e Sz06I6 bolgar latens virus — Grapevine bulgarian latent virus (GBLV)

A virus neve onnan ered, hogy Bulgdridban fedezték fel. A latens név arra utal, hogy
rejtézkodve, kevés lathaté tlnettel fertéz. A tlinetek: gatolt ndvekedés, megnyult vesszdk,

rosszul termékenyiilt furt, kései riigyfakadas. A vektora nem ismert. (Gallitelli et. al, 1983)
e A sz0l6 levélsodrédasa — Grapevine leafroll associated viruses (GLRaV 1-9)

14



A GLRaV a legnagyobb gazdasagi karokat okozo és legelterjedtebb virusos sz6l6betegség a vilag
minden tajan. Akar 40% termésveszteséget is okozhat. Hazdnkban a GLRaV-1 és -3 a leginkabb
elterjedtek, de fellelhet6 a 2-es és 7-es tipus is. Az els6 tlinetek a feln6tt ndvényeknél az
id&sebb leveleken jelennek meg, mindig a hajtasok aljardl indulva és felfelé haladva a fiatalabb
levelekre terjednek, ami a novekedési szezon végén er6teljesebben jelentkezik, mig az Uj
oltvanyok fiatal hajtasai altaldban tliinetmentesek vagy a tiinetek enyhék lehetnek (Martelli,
2014). A tipikus tinetek kozé tartozik a levél pirosoddsa (kéksz6l6k esetén) vagy sargulasa
(fehérsz6l6k esetén), megkeményedése, mig az erek zoldek maradnak, és a levélszélek lefelé
gorbuilnek (Little-Rezaian,2006). A virus patogén hatdsanak kovetkezményeképp karosodik az
enzimmikodés, és a sejtekben felhalmozdédnak az asszimilatdk és emiatt gorbil meg a
levéllemez. A termés kés6bb érik be, cukortartalma csokken, savtartalma noévekszik. Néhany
GLRaV-2 torzs oltas-inkompatibilitast okoz. Tobb pajzstetli és takacsatka faj hatékony vektorai
a virusoknak szemi-perzisztens atviteli mdédon. Azonban GLRaV-2 és -7 esetében nem

azonositottak vektort (Martelli, 2014).

e Sz616 foltosodas virus - Grapevine fleck virus (GFkV)

A GFkV-t mar minden sz6l6termel6 orszagbdl jelentették. Ez a virus latens fert6zést okoz, és a
betegség tlineteit akkor lathatjuk a legjobban, ha a sz616 levelét a fény felé forditjuk (Dula et
al., 2016). Tunetei: az erek tisztuldsa, levél deformacid és a vegetativ nOvekedés visszaesése.

Fert6zott szaporitéanyaggal és aranka fajokkal terjed. (Martelli, 2014.)

e Sz016 faszoveti bardzdaltsaga — Grapevine rupestris stem pitting-associated virus

(GRSPaV), Grapevine virus A, B, C, D, E, F (GVA-GVF)

Sz616 faszoveti barazdaltsaga betegség (GRWD-Grapevine rugose wood disease): A GRWD egy
Osszetett betegség a sz6l6iiltetvények szamos termesztési teriiletén. Négy kilonbozé
szindroma kapcsolédik a GRWD-hez: a Rupestris faszoveti bardzdaltsag betegség (GRSPaV), a
Kober faszoveti barazdaltsag betegség, az LN33 faszOveti barazdaltsag betegség és a
parakérgliség, amelyek gyakran lappangd vagy enyhe tilineteket okoz a beoltatlan
sz6l6t6kéken. A kapcsolddd agensek a Grapevine rupestris stem pitting associated virus
(GRSPaV; Foveavirus nemzetség) és a Grapevine A, B és D virusok (Vitivirus nemzetség),
mindegyik a Betaflexiviridae csaladba tartozik. A V. vinifera jellegzetes tinetei a névény fas

részeinek megvaltozasaval jellemezhet6k, bemélyedés figyelheté meg a kéreg alatt talalhatd
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terlileten (ez befolydsolja a viz és a tapanyagok aramlasat). A teljes levéllemez elszinez6dik,
kéregképz6dés torténik az izkdzok teriiletén, a beoltas inkompatibilis lesz. Ezenkiviil késlelteti
a rigy képzddést, gyorsitja a sz616t6kék hanyatlasat, és végll a novény haldlat okozza.
Ellentétben a V. labrusca esetében, a friss hajtdsokban az izk6z6k megduzzadasa és a szovet
hosszanti hasadasa figyelhet6 meg. Bemélyedés lathatd a fogékony alanyokban, példaul a
Paulsen 1103-ban (V. berlandieri x V. rupestris). A GRWD virusokat tobb takacsatka és pajzstetd
hordozza at szemi-perzisztens modon, mig a GRSPaV-nak nincs ismert rovarvektora, és

mechanikusan sem vihet§ at. (Martelli, 2014)

e Lucerna mozaik virus, sz6l6 gy(ir(is és vonalas mintazottsag betegség — Alfalfa mosaic

virus (AMV)

Igen fert6z6 betegség. A sz6l6 lombozatdn jelennek meg sarga elszinez6dések, amelyek
mindenfelé kiterjednek, kivéve a levél ereket. Nyaron kifehérednek a sarga foltok, de az erek
tovabbra is z6ldek maradnak. Ennek a virusnak a gazdanovénykore elég széles. Azért ennyire
fert6z6 a betegség, mert nemcsak vektorokkal terjed (levéltetvek), hanem mechanikai Uton is,

illetve maggal, szaporitéanyaggal. (Lehoczky-Beczner., 1980)
e Sz616 vonalas mintazottsag virus — Grapevine line pattern virus (GLPV)

Ezt a virust eddig csak Magyarorszagon izoldltak. A fert6zott t6kéken a leveleken vildgos

III

Ljuharfa levél” szerl mintazottsagot figyelhetliink meg, ezenkivil pontok és foltok jelennek

meg rajtuk. (Lehoczky et al., 1987)
e Grapevine pinot gris virus (GPGV)

A vildg rendkiviil sok orszagaban elterjedt, el&szor 2011-ben Eszak-Olaszorszagban irtak le.
Tlnetei lehetnek: levél deformaciod, elszinez6dés, izkoz rovidiilés, korai t6keelhalds, termés
mennyisége lecsokken és a mindsége is romlik (Giampetruzzi et al., 2012). A virus terjedését
el6segitik a sz6l6gubacsatkak, illetve a fert6z6 szaporitdéanyag és az oltds (Malagnini et al.,
2016). A GPGV virus rohamosan terjed, a fert6zott sz616 Gltetvények haromnegyed része mutat
tlineteket, mig a mar fert6z6tt, de tiineteket nem mutatd negyed rész is beteg. Amig a
tiineteket mutatd novények megfert6ztek egészséges sz6l6t6kéket, addig a tiineteket nem

mutato fert6zott tékék nem adtak at a betegségiiket. (Saldarelli et al., 2015)
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e Grapevine Syrah virus 1 (GSyV-1)

Egy gyorsan terjedd betegségként észlelték a fert6zést Syrah sz616t6kéken Franciaorszagban
(Renault-Spilmont et al., 2004). A tiinetek az id6sebb t6kéken jelentkeznek, kozéjik tartozik a
levelek elszinez6dése, elsorvaddsa, az oltasi hely megduzzaddsa, a fas rész fellileti repedései,
a vessz6 elhaldsa és a t6kék végleges elpusztulasa. A tlinetek nem elhatdrolhatdéak mads

betegségek tiineteitdl, kimutatdsa ezért igen nehéz. (Al Rwahnih, 2009)
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4. Anyag és modszertan

4.1. AXkisérlet megtervezése
A kisérlet célja a Kékfrankos Ultetvény kijelolt tékéinek felmérése virus fertézottségi
szempontbdl. 20 darab tékét vizsgaltunk, amelyeket korabban mar szlirtek és amelyek

igéretesnek mutatkoztak a klénszelekcié szempontjabdl.

4.2. A mintagyjtés helyszine

A novényi mintdkat a szekszardi Mészdros Pal Borhaz Kékfrankos Ultetvényébdl gyljtottem,
ami a Strazsa-hegyen talalhaté (3., 4. abra). A terilileten eredetileg Kadarka tltetvény volt, ezt
késébb atoltottak Kékfrankosra. 2018-t4l 188 darab Kékfrankos valtozatot valasztottak ki abbol
a célbdl, hogy a termés minGségét, mennyiségét és boraszati értékeit noveljék. (Mészaros Pal,

szobeli kozlés)

A teriilet nagysdga 3,3257 hektar. M(velés médja kozépmagas kordon. Sortavolsag: 2,5 méter,

t6tavolsag: 0,8 méter.
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5. dbra: A mintavétel helyszine — kordon m(ivelés (Forras:

4. 3bra: A mintavétel helyszine - Szekszard (Forras: sajat

sajat fotd)
foto)

4.3. Mintagyjtés
2022. majus 16-an megnéztik a szekszardi lltetvényt, szemrevételeztiik a virusfert6zottségre
utald tékéket (7., 8.abra). 2022. julius 29-én mintagydijtés céljabdl latogattuk meg a teriiletet,

el6készitettlink szarazjeget, hogy konzervalja a mintakat eredeti allapotukban.
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A mintavételre azért keriilt sor julius végén, mert a tenyésziddszak ezen id6pontjaban a felsé
allasu leveleken, illetve a hajtascsucsban felgyllemlik az RNS. T6kénként 3 darab 4
levélkorongot tartalmazé mintat vettiink (6.abra). Ezeket felirattal ellatott Eppendorf csovekbe
helyeztiik (5. dbra), amiket rogton szarazjégre tettlink. Budapestre felérve azonnal betettiik
Gket a -80 °C-os h(it6szekrénybe és mintdkat feldolgozasig itt taroltuk. Erre azért volt sziikség,
mert az RNS nagyon sériilékeny, bomlékony, igy minél el6bb biztositani kell az optimalis tarolasi

koérilményeket.

7. ébra: Mintavétel folyamatban Zsomborral (Forras: Terjék

6. abra: A mintavételi 1,5 ml-s cs6 (Forras: Terjék Netta Lili .
Netta Lili)

fotdja)
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8. bra: Virustiinetet mutaté téke (11-es téke) Forras: sajat fotd) 9. abra: Virusfertzottségre utald téke (1-es
t6ke) (Forras: sajat fotd)

4.4. RNS kivonas

RNS kivonas el6késziiletek:

Uzembe helyezziik a jégkészit8 késziiléket. Ha félig megtelt, belerakjuk a mozsarakat.

Bekapcsoljuk a hlitheté mikrocentrifugat csukott fedével.

Felfdjtuk a vizflird6t 65 °C-ra és belehelyezziik az SSTE puffert.

Aram ald helyezziik a thermoblokkot, hogy felmelegedjen 65 °C-ra.

Felhasznalt anyagok:
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= RNS kivono puffer (REB) - 2% CTAB + 2,5% PVP + 100 mM Tris-HCl (pH 8.0) + 25 mM
EDTA + 2 M NacCl

= B-merkaptoetanol

= CHISAM —24:1 kloroform : isoamil-alkohol

= 9 M litium-klorid

= |sopropanol

= 3 M Néatrium-acetat (pH 5,2)

= SSTE-1 M NacCl + 0,5% SDS + 10 mM Tris-HCl (pH 8.0) + 1 mM EDTA (pH 8.0)

= Etanol (70%)

Protokoll Gambino (2008) médszere nyoman:

Kivesszilk a mintdkat a -80 °C-os h(it6szekrényb6l és odavisszilk az elszivd fiilkéhez.

Kicsomagoljuk a mozsarakat és a nyeleket a sterilitas szabalyait betartva.

A mozsarba belepipettazunk 1000 ul REB-t, és 20 pl B-merkaptoetanolt. A mintat beletessziik
a mozsdarba és addig dorzsoljiik, amig egy homogén folyadék allagu anyagot nem kapunk, majd

beledntjik a 2 ml-s Eppendorf csébe.

Betesszlik a cséveket a thermoblokkba, 65 °C-on 10 percig maradnak igy, kozben kézzel kétszer

atforgatjuk 6ket.

Majd kivesszik a csoveket, és egyenként a csovekbe pipettazunk 850 ul CHISAM-ot, aztan

kézzel atforgatjuk 6ket, mikézben odavisszlk a centrifugahoz.

Belehelyezzilk a csoveket a h(ithet6 mikrocentrifugdba (Hermle Labortech GmbH,
Németorszdg), mindig azonos egységnyi tavolsdgra egymastdl, lgyelve arra is, hogy az
Eppendorf csovek fiilei kifelé alljanak. Majd beallitjuk a gépen, hogy 10 percig, 4 °C-on, 11000

Fordulat/perces fordulatszamon m(ikédjon, elinditjuk.

Ha lejart a centrifuga, atvisszilk a mintakat az elszivo fiilkéhez. Ha megnézziik a mintakat,
[athatjuk, hogy a centrifugdlds hatdsara két fazisuak lettek. Bedllitjuk a pipettat 700 pl-re és a
felsé attetszGbb fazist leszivjuk dvatosan, hogy a pipettahegy ne érjen bele az also s(ir(ibb z6ld
fazisba. A leszivott anyagot egy Uj cs6be tessziik. Belepipettazunk 700 pl CHISAM-ot. Kézi
atforgatds utdn pedig megint betesszik a centrifugdba és 10 percig, 4 °C-on, 11000
fordulat/perces fordulatszamon centrifugaljuk.
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Ahogy véget ér a program, atvissziik a mintakat Ujra az elszivo fulkéhez. Beallitunk a pipettan
500 pl-et és a fels6 attetsz6 fazist dvatosan leszivjuk, és attessziik egy Uj 1,5 ml-es Eppendorf

cs6be. Ezutan belepipettazunk 250 ul litium-kloridot. A csdveket 30 percig jégre tesszik.

Az inkubdlas letelte utdn a mintdkat betessziik a centrifugdba, 20 percre, 4°C-on, 21000

fordulat/perces fordulatszamra.

Ha lejart a program, a csOveket kivessziik egy szoros kémcs6tartdba és egy hatarozott
mozdulattal ledntjik a tartalmukat. Ezutan szlir6papirra tesszlik szajjal lefelé, hogy minél
kevesebb LiCl maradjon a csévekbn. Ezutan a pelletre pipettdzunk 500 pl SSTE-t. A mintakat fél
percig vortxeljik, ezzel segitve a pellet feloldasat, majd hozzdjuk mértink 500 ul CHISAM-ot,

Osszeforgatjuk és betessziik 6ket a centrifugaba 10 percre, 4 °C-on, 11000 fordulat/percre.

Amint lejart a program, leszivunk dvatosan a fels6, attetsz6bb oldatbél 400 pl-et és beletessziik
egy Uj mikrocentrifuga cs6be. Ezutdn belepipettdazunk 40 ul Natrium-acetatot és 280 pl
isopropanolt. Megforgatjuk a mintakat kézzel, és beletesszlik a centrifugaba 10 percre, 4 °C-

on, percenkénti 11000-es fordulatszamra.

Ha lejart a centrifuga, megint beletessziik a csoveket a szorité kémcsStartdba, és ledntjik a
felliluszét. Ezt kdvetben belepipettazunk a csévekbe dvatosan, az oldalan leeresztve 500 ul
70%-0s etanolt. (Ha tul gyorsan, kozvetlenil rapipettazuk, ugy kicsaphatja a mintakat, ezért
kell szétfolyatva). Beletessziik a centrifugaba 10 percre, 4 °C-on, 11000 fordulat/perces

fordulatszamra.

Ha végzett a program, megint a szoritd kémcsGtartdba tessziik a cséveket és ledntjik réluk a
feltildszét. Ezutdn berakjuk Sket a Mini spin asztali centrifugdba (Eppendorf, D) 7000
fordulat/perces fordulatra felpérgetve, hogy biztos minden maradék csepp letljon a csé aljara.
A pipettat bedllitjuk 50ul-re, a mikrocentrifuga csé aljardl minden folyadékot leszivunk. A 65
°C-ra beallitott thermoblokkban nyitott fedéllel 5 perc alatt beszaritjuk a pelletet, hogy

kiparologjon, ha még mindig maradt benne folyadék.

Ha lejart az 5 perc, kivessziik Sket és beléjik pipettdzunk 50 ul Lonza vizet, Ugy, hogy kdzben

egy kicsit lifteztetjiuk a pipettdban. Ezutan jégre helyezziik a mintdkat.
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4.5. Gélelektroforézis
Felhasznalt eszk6zok a gélelektroforézis késziilékhez (Cleaver scientific GmBH, Egyesiilt

Kiralysag):

e 1 db gélelekroforézis kad
e 1 db gélont6 sablon

e 2 db gumizardéelem

e 1dbfésd

e 1 db kis f6z6pohar

e Etidium-bromid

e 1xTBE

e 2% agaroz gél 1xTBE pufferben

Elmosunk minden hozzdvalét b6 mosogatdszerben, majd mindegyiket alaposan atoblitjuk még
desztillalt vizzel is. EItoroljik szarazra és dsszeallitjuk a gélonté sablont, amibe majd meg fogjuk

Onteni a gélt.

1,2%-0s TBE agardzt betessziik a mikroba meglazitott kupakkal, felforraljuk, meglotykoljik, és
ha homogén mar, akkor kimériink a gél méretének megfelel6 mennyiségi gélt a f{6z6poharba.
Belepipettazunk 4 pl etidium-bromidot, elkeverjik és beledntjiik a gélénté sablonba. Varunk
~35-40 percet amig a gél szobah6mérsékletre hil és megszilardul. Utdna nagyon dévatosan

leszedjlik réla a gumi zaréelemeket, és kivessziik a fés(it vigyazva, hogy el ne szakadjon a gél.

Beletessziik a gélt a kadba, felontjliik 1x TBE-vel addig, hogy ellepje a folyadék a gélt. Ettél a

ponttdl kilon kezeljiik az RNS és DNS mintakat.

RNS: Kivessziik a mélyh(it6bdl az FDE festéket, és egy Uj csé kupakjaba belepipettazunk 2 pl
festéket, illetve a mintankbdl is 2 pl-et. Ezutdn betessziik az asztali centrifugabalO
masodpercre, hogy 0©sszekeveredjenek és lelilepedjen a cs6 aljaba a folyadék. Aztdn
thermoblokkban denaturaljuk az RNS-t 65°C-on 5 percig, és utdna 5 percig jégen lehtjik a

mintat.
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Ezutan ezt a mintanként 4ul-et belepipettdzzuk dévatosan a gél zsebeibe és elinditjuk a

gélelektroforézist (9.4bra).

DNS: Az LB festékbdl és 4 pl-t pipettazunk a PCR-
cs6 oldaldba. Majd beallitjuk a pipettat 10 pl-re
és lifteztetve Osszekeverjik a mintat a futtatd
festékkel, majd a mintat évatosan blepipettazzuk

a gél zsebébe. Indithatjuk az elektroforézist.

4.6. RNS koncentraci6 meghatarozasa

spektrofotométerrel

10. dbra: Gélelektroforézis késziilék miikodés kozben NanoDrop One (Thermo Fisher Scientific, USA)

(Forras: sajat fotd)

késziiléket hasznalunk ellenérzésképpen, ami

megmutatja az RNS koncentraciéjat 1 csepp (2 pl) mintabdl. Ez egy cél-spektofotométer,

amelyet nukleinsavak (DNS és RNS) és fehérjék koncentraciéjanak gyors és pontos

meghatdrozasara hasznalnak (10.abra).

Bekapcsoljuk a gépet, majd kovetjlik az utasitasokat, amiket a kijelz6jén latunk.

2 ul (RNS mentes) desztillalt vizet helyeziink a szenzorra, lecsukjuk és megvarjuk, hogy kiirja a

11. dbra: NanoDrop One késziilék miikadés
koézben (Forras: sajat fotd)

Oul koncentraciét. Ezzel meghatarozzuk az elnyelési

alapvonalat.

Ezutan megtisztitjuk egy tiszta vattaval a fellletet, és
rapipettazunk a szenzorra 2 pl RNS mintat. Lecsukjuk a
tetejét és varjuk, hogy kiirja a koncentraciét. Ezutan djra

letoroljiik és végigesinaljuk a kovetkezé mintakkal.

Ha befejeztiik a koncentraciok mérését, akkor megint
rapipettazunk 2 pl desztilldlt vizet a szenzorra, majd
lecsukjuk a tetejét és megvarjuk, hogy O ul — t irjon ki.
Ezutan letoroljik és elmentjik a munkankat az

adatbazisaba.
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4.7. cDNS elkészitése
cDNS (copy DNS) - Ezt a lépést azért végezziik, mert PCR-t csak DNS-rél lehet késziteni, RNS-rél
nem. Ez a mennyiségl mix 4 darab mintara elegendd, ~10% rahagyassal.

1. tdblazat: cDNS reakcié osszetétele 20 pl-s reakcidra szamolva a gyartd utasitasai szerint (Forras: sajat tablazat

Thermo Fisher Scientific High -Capacity cDNA Reverse Transcription Kit alapjan)

Reakcioosszetéte = Master mix

| (4,5 minta)
20 pl
90 i

10x RT puffer 2 ul 9 ul
25x dNTP (100mM) 0,8 ul 3,6 ul
10x RT random 2 ul 9 ul
primer
RT enzim 1l 4,5 pl
Lonza viz 4,2 ul 18,9 ul

El&szor dsszedllitjuk ezt a mixet (1. tablazat), majd egy 0,5 ml-es PCR cs6be belepipettdzunk a
mixb6l 10ul-t, és az RNS mintabdl is 10 pl-t kicsit lifteztetve azt. Ezutdn berakjuk a PCR
készilékbe az "rt" programra: 25 °C-on 10 percig, 37°C-on 2 6raig, 85°C-on 5 percig, 4°C-on

tartva a végén.

4.8. PCR reakciék
A cDNS szintézis sikerességét PEPS hdaztartds génre tervezet primerekkel teszteltiik PCR

reakcidban (Olah et al., 2017).
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PCR (polimerase chain reaction) - polimeraz lancreakcio: DNS-t szaporit fel, lehet6vé teszi a
DNS szakaszok sokszorositasat. Arra szolgal, hogy lassuk alkalmas-e a cDNS, mert a

viruskimutatashoz arra lesz sziikség.

2. tablazat: PCR reakcid dsszetétele 20ml-es reakciéra szamolva (Forras: sajat szerkesztés Green — Sambrook (2012) alapjan)

Torzsoldat cc. Cél cc. 100 pl Mastermix (5 minta)

10x RT puffer 10x 1x 10 pl o 20u
MgCl, 25 mM 2mM 8 ul 16 pl
dNTP 10 mM 0,2 mM 2 pl 4 ul
primer F 25 uM 0,5 uM 2 ul 4 ul
primer R 25 uM 0,5 uM 2 ul 4 ul
Taq polimeraz 1 Unit/ul 1U/rxn 5ul 10 pl
DNS templat 1 ul-rxn 5 ul -
3DW 66 pl 132 pl

Ez alapjan elkészitjiik a mixet (2. tablazat), és belepipettazunk mindegyik 0,5 ml PCR cs6be 19

pl-t. A mar elkésziilt cDNS mintankbdl pedig 1 pl-t hozza pippetdzunk.

Ezutdn betesszilk a PCR készlilékbe: ,peps2” programra: 94°C-on 5 perc, 94°C-on 30
masodperc, 50 °C-on 30 masodperc, 72 °C 90 masodperc (és ezt az utolsd harom l|épést

megismétli 35x), 72°C-on 7 percig, 4°C-on tartva a végén.
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ELODENATURACIO
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| 72°C

50-58°C

[
[
[
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[
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.

35x

12. dbra: PCR késziilék mikadési hémérsékletei virusdiagnosztikai szempontbdl: EIGdenaturacié 94°C-on 5 perc, - 35x-6s
ismétlésben 3 |épés: denaturacio 94°C-on 30 masodperc, primer kotés 50 °C-on 30 masodperc, szintézis 72 °C 90 masodperc
-, ldnczaro polimerizacié 72°C-on 7 percig, végén 4°C-on tartva (Forras: sajat készités(, a készulék kijelzéje alapjan)

Ezutan végezhetjiik a gélelektroforézist.

PCR a virusmintakhoz:

3. tablazat: A PCR reakcid Osszetétele 20 pl-es reakcidra szamolva (Forras: sajat szerkesztés( tablazat Olah et al., (2012)
alapjan)

Torzsoldat
cc.

Puffer 10x 1x 10 ul 45 pl
MgCi2 25 mM 2mM 8 ul 36 ul
dNTP 10 mM 0,2 mM 2 ul 9ul
virus Primer F 10 uMm 0,2 uM 2 ul 9 ul
virus Primer R 10 uMm 0,2 uM 2 ul 9 ul
Taq 1U/ul 1 unit / rxn 5ul 22,5 ul
cDNS - 0,5 pl / rxn 2,5 ul -
Lonza viz - - 68,5ul 308,25 ul

A mixbdl (3. tdblazat) 19,5 ul-t belepipettazunk 0,5 ml-es PCR cs6be, majd hozzapipettazunk

0,5 pl-t a cDNS mintankbol. Aztan betesszik a virusprimer megfelel6 hémérsékletére
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el6készitett programra a PCR késziilékbe. Utdna gélelektroforézisen lathatjuk, mely mintak
lettek pozitivak az adott virusra. A futtatashoz a LR (Low Range) DNS létrat hasznaltam (14.

abra) Az egyes virusokra specifikus PCR primereket a 4. tablazat tartalmazza.

Amount of DNA (ng) in each band of FastRuler™ Low

Range DNA Ladder, ready-to-use

bp ng/20pl ng/15pl ng/10pl ng/Spl ng/3pl
80 60 40 20 12
BO 60 40 20 12
80 60 40 20 12
80 60 40 20 12
B0 60 40 20 12

20 pliane, 1X TBE, 7 V/em, 14 min

13. dbra: Fast Ruler Low Range DNS létra értékei (Forrds: Thermo Fisher Scientific)

A viruskimutatdshoz a Thermo Fisher Scientific Fast Ruler Low Range DNS létrajat
haszndltam. Ezt a terméket kifejezetten a kett6s szalu DNS gyors méretmeghatarozasara és
kozelit6 mennyiségi meghatdrozasara tervezték nagy ateresztéképességl gélekben, valamint
hagyomanyos agardz gélekben. A bp a DNS fragmensek hosszat jelenti, amely alapjan
beazonosithatd a a PCR termék hozzavetSleges hossza és igy ellendrizhetd, hogy az adott

virusra specifikus primerpar a megfelel6 hosszisagu PCR terméket szaporitotta-e fel.

4. tabldzat: A PCR reakcio 0sszetétele 20ml-es reakcidra viszonyitva (Forrds: sajat szerkesztés(i tablazat)

Primer Szekvencia Annealing Hosszusag Referenci

hémérsékl (bp) a

et

GPGV GPG-6609F GAGATCAACAGTCAGGAGAG 56°C 430 (Glasa et
GPG-7020R GACTTCTGGTGCCTTATCAC al., 2014)
GLRaV- LR1CPF1 CTAGCGTTATATCTCAAAATGA 50°C 502 (Engel et
1 LR1CPR1 CCCATCACTTCAGCACATAA al., 2010)
GLRaV-2 F GGTGATAACCGACGCCTCTA 55°C 543 (Gambino

GLRaVv-2 R CCTAGCTGACGCAGATTGCT etal.,,

2006)
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3
GFkV

GFLV

RSPaVv

TBRV
TRSV

LC1/F
LC1/R

GFk V1/F

GFk C1/R
GCMV
5'3140
GCMV
3'3831

GFLV CP
433V

GFLV CP

912C
ArMV F
ArMV R

SPV
SPC
Nepo b 5*
TBRV sp-a
(3)

TRSV SP-S 5

Nepo- A a3

CGCTAGGGCTGTGGAAGTATT
GTTGTCCCGGGTACCAGATAT

GGTCCTCGGCCCAGTGAAAAAGTA

GGCCAGGTTGTAGTCGGTGTTGTC
CATGGTCTAGCCACTAGGAG

GTAGTGGCACACATGATGGC

GAACTGGCAAGCTGTCGTAGAAC

GCTCATGTCTCTCTGACTTTGACC

TGACAACATGGTATGAAGCACA
TATAGGGCCTTTCATCACGAAT

AGCTGGGATTATAAGGGAGGT
CCAGCCGTTCCACCACTAAT

ATGTGYGCHACYACWGGHATGCA

ATGACACTCTAGAAGAAAGTTG

CAGTGAGGATGCACGCCCC

GGHDTBCAKTMYSARRARTGG

30

55°C

58°C

55°C

58°C

55°C

55°C

50°C

50°C

546

344

691

480

402

331

485

190

(Osman et
al., 2006)
Osman et

al., 2008)

(Brandt et
al., 1995)

(Osman et

al., 2006)

(Gambino
etal.,
2006)

(Lima et

al., 2006)

(Digiaro et

al., 2007)

(Digiaro et
al., 2007)



5. Eredmények és értékelésiik

5.1. RNS mintak

Az RNS kivonas eredményességét agardz gélelektroforézissel és spektrofotométerrel
ellenériztem. A gélelektroforézis alapjan azt tudtam elddnteni, hogy a kivonds sordan az RNS
nem bomlott-e le. A gélen lathato diszkrét csikok az RNS populacié legnagyobb ardnyban jelen
lévé elemeit (pl. rRNS) mutatjak. A gélfotd alapjan 20 darab téke koziil 18 darab t6kének lett

alkalmas az RNS-e a tovabbi vizsgalatokra (12. dbra).

1/1 | 9/3 |11/2 | 13/1 | 18/1 | 50/1 | 54/1(56/1

60/2| 61/3 |62/2| 78/1 |86/3 |109/1| 110/21163/3| 176/2

14. 4dbra: RNS mintak képei gélelektroforézis foton: a mintdk er6ssége a mennyiségre, a savok diszkrét volta a min&ségre utal
(Forras: sajat eredmény)

A gélelektroforézis mellett NanoDrop One késziilékkel megmértem az RNS kivonatok
koncentarcigjat (5. tabldzat). A 260 nm-en mért abszorbancia alapjan meghatarozott
nukleinsav koncentracié mellett fontos minGségi mutatdk a 260 nm-en és 280 nm-en mért
abszorbancia aranya, amelynek hatarérték alatti értéke a kivonat tulzott fehérje

szennyezettségére utal, valamint a 260 nm-en és 230 nm-en mér elnyelés ardnya, ami pedig a
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kivonat polifenol szennyezettségére utal. Annak ellenére, hogy bizonyos esetekben az értékek
kifejezetten alacsonynak mutatkoztak (pl. 78/1 minta), a cDNS szintézis és az ellen6érzé PCR

sikeresnek bizonyult (13. dbra).

5. tdblazat: NanoDrop One késziilékkel mért koncentracidk az RNS mintakrél. A 260/280 és 260/230 nm-en mért elnyelési
aranyat mutato oszlopok fejlécében megadott arany az idealis tartomanyt mutatja. (Forras: sajat eredmények)

Minta szama Nukleinsav A 260/280 (1,8-2,05) A 260/230 (2-2,6)
koncentracidja

1/1 25,9 1,96 2,32

9/3 106,0 2,00 2,40
11/2 96,7 2,03 2,37
13/1 204,3 1,92 1,74
18/1 886,9 1,89 1,66
50/1 1095,8 2,00 1,60
54/1 1917,8 1,94 2,00
56/1 606,6 1,67 0,61
57/1 111,5 1,80 1,35
60/2 107,4 2,02 2,54
61/3 54,8 1,99 2,55
62/2 51,8 1,94 2,19
78/1 373,3 1,63 0,46
86/3 102,8 1,78 2,44
109/1 132,9 1,42 0,49
110/2 225,1 2,03 2,38
163/3 118,0 2,02 2,09
176/2 34,8 1,81 1,98

5.2. cDNS szintézis

Az RNS kivondst kovet6en cDNS szintézist végeztem, hogy azon a virusok kimutatasahoz
szlikséges PCR reakciot elvégezhessem. A cDNS szintézis sikerességét PEPS primerekkel (Olah
et al.,2017) ellenGriztem. A sikeres PCR-t a gélen a vart mérettartomanyban megjelené savok

mutatjak (13. abra).

1/1 110/2 176/2 50/1 18/1 57/1 78/1 54/1 62/2 163/3 56/1 86/3 109/1 9/3 11/2 60/2 61/3 13/1

15. dbra: cDNS mintak ellenGrzése PEPS primerekkel végzett PCR-rel. Méretmarker: ThermoFisher Low Range (Forras: sajat
eredmény)
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5.3. Virusdiagnosztika

Grapevine pinot gris virus (GPGV)

A Grapevine pinot gris virus viszonylag sok t6kében megtaldlhatd (15. abra). A 9/3-as, 11/2-es,
13/1-es, 50/1-es, 54/1-es, 57/1-es, 61/3-as, 86/3-as, 110/2-es mintakban lett pozitiv a
vizsgalat eredménye korilbelll a varhatdé 430 bp hosszisagnal. A vizsgalt tékék tébb, mint a

felében megfigyelhetd volt.

1 9 11 13 18 50 5454 56 57 60

61 62 78 86 109 110 163 176

16. abra: GPGV fert6zottség a 18 mintamban. (Az 54-es minta duplikalva lett véletlendl.) A vart PCR termék hossza 430 bp
(Forras: sajat eredmény)

Grapevine leafroll associated virus 1 (GLRaV-1)

A 16. dbran lathato, hogy a Grapevine leafroll associated virus 1 megtaldlhaté az 1/1-es, 9-3-
as, 11/2-es, 50/1-es, 54/1-es, 61/3-as, 62/2-es, 86/3-as, 110/2-es, 163/3-as, 176/2-es
mintakban korilbelil 502 bp értéknél.

1 9 1113 18 50 54 56 57

60 61 62 78 86 109 110 163 178

17. 4dbra: GLRaV-1 fert6zottség a 18 mintamban -502 bp hosszon. (Forras: sajat)
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Grapevine leafroll associated virus 2 (GLRav-2)

Ahogy a 17. abran is lathaté a Grapevine leafroll associated virus 2 egy mintdra sem adott
pozitiv eredményt. Egyik t6kénk sem fert6zott ezzel a virussal.

11 13 18 50 54 56 57

60 61 62 78 86 109 110 163 176

18. abra: GLRaV-2 fert6z6ttség a 18 mintamban — 543 bp hosszon (Forras: sajat)

Grapevine leafroll associated virus 3 (GLRav-3)

A 18. dbran lathaté, hogy a Grapevine leafroll associated virus 3 minddssze 2 darab minta
esetében adott pozitiv reakciot, az 1/1-es és 86/3-as t6kén megkozelitéleg 546 bp
hosszusagon.

1T 9 1113 18 50 54 56 57

60 61 62 78 86 109 110 163 172

19. dbra: GLRaV-3 fert6zottség a 18 mintamban - 546 bp hosszon (Forras: sajat)
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Grapevine fleck virus (GFkV)

Ahogy a 19. abran is lathaté a Grapevine fleck virust ugyancsak 2 esetben mutattam ki a

vizsgalt mintakon, az 1/1-es és az 54/1-es egyedeknél a korilbeluli 344 bp hosszldsagon.

1 9 1113185054 5657

60 61 62 78 86 109 110 163 172

20. abra: GFkV fert6zottség a 18 mintdmban - 344 bp hosszon (Forras: sajat)

Grapevine chrome mosaic virus (GCMV)

A Grapevine chrome mosaic virusra nem talaltam egyaltalan pozitiv reakciot. A 20. abran jol

l[athatd, hogy a 691 bp tartomanyban nem jelenik meg semmilyen jel.

1 911 13 1850 54 56 57

60 6162 78 86 109 110 163 172

21. dbra: GCMV fert6zottség a 18 mintdmban 691 bp hosszon (Forras: sajat)
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Grapevine fanleaf virus (GFLV)

A 21. dbran lathato, hogy a Grapevine fanleaf virus a 13/1-es mintara mutat eredményt a
becsult 480 bp tartomanynal.

1 9 111318 50 54 56 57 .

!

60 61 62 78 86 109 110 163 172

22. dbra: GFLV fert6z6ttség a 18 mintamban - 480 bp hosszon (Forras: sajat)

Arabis mosaic virus (ArMV)

Az 22. abran jol [athatd, hogy az Arabis mosaic virus nem jelent meg a vizsgalt mintakban

402 bp tartomanyban.

1 9 1113 18 50 54 56 57

60 61 62 78 86 109 110 163 172

23. dbra: ArMV fert6zottség a 18 mintamban - 402 bp hosszon (Forras: sajat)
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Rupestris stem pitting virus (RSPaV)

A 23. dbran a Rupestris stem pitting virus szemmel lathatéan tébb tékén is megjelent, a 9/3-
as, 11/2-es, 13/1-es, 18/1-es, 54/1-es, 61/3-as, 86/3-as, 110/2-es, 176/2-es mintakban a

varhaté 331 bp érték kornyékeén.

1 9 111318505456 57

60 61 -62 78 86 109 110 163 172

24. abra: RSPaV fert6zottség a 18 mintamban — 331 bp hosszon (Forras: sajat)

Tomato black ring virus (TBRV)

A 24. 3bran latszik, hogy a Tomato black ring virus az altalam vizsgalt mintakban nem

igazolédott a 485 bp hosszusagu tartomdanyban.

1 9 111318 5'0545'6»5-7

60 61 62 78 86 109 110 163 172

25. dbra: TBRV fert6zottség a 18 mintdmban - 485 bp hosszon (Forras: sajat)
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Tobacco ring spot virus (TRSV)

A Tobacco ringspot virus szintén nem abrazolddik a varhaté 190 bp értéknél, ahogy a 25.

abran is lathato.

1 9°1113 18505456 57

wr

60 61 62 78 '86 109 110 163 172

26. abra: TRSV fert6zottség a 18 mintdmban - 190 bp hosszon (Forras: sajat)

Készitettem egy Osszesit6 tablazatot, amely azt mutatja, hogy milyen virusokat tudtam
igazolni az altalam vizsgalt mintakban (6. tablazat).

6. tablazat: Virusok jelenléte a mintdkban (Forras: sajat)

Minta GVPG GLRaVl GLRaV2 GLRavd  GFkV GCMV GFLV | ArMV | RSPaV TBRV TRSV
neve
= + = = = = = =

1/1 - +
9/3
11/2
13/1
18/1
50/1
54/1
56/1
57/1 + - - - - - - - - - -
60/2 - - - - - - - - - - -
61/3 + + - - - - - - + - -
62/2 - + - - - - - - - - -
78/1 - - - - - - - - - - -
86/3 + + - + - - - - + - -
109/1
110/2

+ + +
1
1
1
1
1
1

o+ o+ o+
1
1
1
1
1
1
1

+  +
+ o+
1
1
+
1
1
1

+
+
1
[

[

1
1
[
-+
1
1
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6. Kovetkeztetések és javaslatok
18 darab mintat vizsgaltam 11 virus meglétének szempontjabdl. A vizsgdlataim eredménye arra
mutat, hogy a vizsgalt lltetvényen leginkabb a GPGV, GLRaV-1, RSPaV virusok vannak jelen (26.

abra). Vizsgalt t6kéim igéretes kldnjeldltek, ezért fontos, hogy ne mutatkozzon ndluk betegség.

5 virust nem taldltam egyik mintdmban sem, de ezeknek a virusoknak (GLRaV-2, GCMV, ArMV,
TBRV, TRSV) a jelenléte a magyarorszagi sz6l6iltetvényeken ritkabb el6fordulasu (Cseh et al.,

2012).

A GLRaV-3, GFkV, GFLV virusok egy vagy két mintdban szerepeltek, azonban barmelyikiik
jelenléte kizarja a klénjeloltet a certifikdcids folyamatbdl. Ezenkiviil a GLRaV-1, GFkV, ArMV
megléte alapjan elutasitjdk a jelolt regisztralasat és szaporitasat (87/2006 Xll. 28. FVM

rendelet).

A vizsgalt virusok jelenléte a mintakban
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27. dbra: A vizsgalt virusok mennyisége a mintaimban (Forras: sajat)
A legnagyobb mértékben a GLRaV-1 virus mutatkozott, mintegy 11 t6két megbetegitve. A
GLRaV-1 hazadnkban az egyik leginkdbb elterjedt betegség a sz6l6iiltetvényeken (Cseh et al.,

2012). A sorban koveti 6t az RSPaV virus 10, és a GPGV virus 9 fert6zott mintaval.

A 18 mintdmbdl 6sszesen 4-ben nem mutattam ki virust, ezek a 56/1-es, 60/2-es, 78/1-es,
109/1-es. Ezek a t6kék tovabbra is jo eséllyel palyaznak a certifikaciora. 4 mintdban 1, 1
mintdban 2 virus jelenléte mutatkozott. A tobbi mintaban 3 vagy 4 virust izolaltam. A

legfert6zottebb tékéim az 54/1-es és a 86/3-as. Az aggasztd viszont az ebben a folyamatban,
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hogy a GLRaV-1 virus nemcsak a tobb virussal fert6zott t6kék esetében jelentkezett, hanem az
egy korokozot tartalmazé mintak felében is megjelent. Ez pedig azt jelenti, hogy a kevesebb

virussal fert6zott t6ke, akar rosszabb eséllyel indulhat a klénna valas folyamataban, mint a tobb

virussal fert6zott.

A vizsgalt mintak virusfert6zottségének meértéke
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28. dbra: A vizsgalt mintdk virusfert6zottségének a mértéke (Forrds: sajat)
A viruskimutatasi vizsgdlatoknal a negativ kontrollok mellett szlikség van pozitiv kontrollra is,

mert anélkil nem igazolhatd biztosan egy-egy virus jelenléte. Ezek a pozitiv ellen6rzések

hidnyoznak a vizsgalataimbol, mert nem alltak rendelkezésre, ezért nem lehet 100%-ig biztosra

venni, hogy helyesek az eredmények. Mindenesetre tovabbi névényegészségligyi vizsgalatok

sziikségesek.

A rendszeres ellenGrzés a fajtagyljtemények készleteinek ellenérzésével hozzajarulhatna a

szaporitdanyagok helyes diagndzisainak felallitdsdhoz, illetve a a sz6l6iltetvények

egészségének megbrzéséhez. (Czotter et al., 2018)
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7. Osszefoglalas
A dolgozatom célja a szekszardi Kékfrankos gylijtemény virusfert6zottségének felmérése volt.
A mintak kigy(jtése utan virus tesztelést végeztem PCR mddszerrel. Munkam soran a

kovetkezd |épéseket végeztem el:

e RNS kivonasa a mintakbal,

e RNS kivonas ellenérzése gélelektroforézissel,

e cDNS készitése az RNS mintakral,

o cDNS-r6l PCR termék készitése,

e cDNS ellendrzése gélelektroforézissel,

o virusfert6zottség meghatarozdsa PCR technikaval,

o gélelektroforézis a virusok jelenlétérdl.

Ezeket a |épéseket kovetGen megkaptam az eredményeket, arrél, hogy milyen szintl a
fert6zottsége a kutatott tltetvényemnek. A 18 darab mintdmbdl 4-ben nem mutattam ki egyet
sem az altalam tesztelt virusokbdl. 5 mintaban 1 vagy 2 virust mutattam ki, a mintdk felében

viszont 3 vagy 4 virus is megjelent.

A legnagyobb mértékben a GLRaV-1 virus mutathatd ki, amely aggasztd, mert ennek a virusnak

a jelenléte nem engedi a klonjelolt certifikacidjat.
Az lltetvény vizsgalt t6kéi mentesek az ArMV, GLRaV-2, TBRV, TRSV virusoktél.

Tovabbi vizsgalatok szlikségesek, hogy teljes mértékben megbizonyosodjunk bizonyos tékék

fert6zottségérdl, valamint a negativ eredmények megbizhatdsagardl.
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Szakdolgozat nyilvanos hozzéférésérél és eredetiségérd|

A haligato neve: Maar Enikd
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megjelSltem, és az irodalomjegyzékben szerepeitettem.

Ha a fenti nyilatkozattal valétlant allitottam, tudomésul veszem, hogy a zarévizsga-bizottsag a
zarovizsgabo! kizar és a zardvizsgat csak Uj doigozat készitése utan tehetek.

A leadott dolgozat, mely PDF dokumentum, szerkesztését nem, megtekintését és nyomtatisat
engedélyezem,

Tudomasul veszem, hogy az dltalam készitett dolgozatra, mint szellemi alkotds
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