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1. Bevezetés és célkituzések

Hazankban a sz6l6 jelentds gazdasagi és kulturdlis értéket képvisel. Napjainkban
azonban igen nagy problémat okoznak a gylimdlcs- ¢és szOlOtermesztésben egyarant a
novényeket megbetegitd virusok. Ennek hatterében az allhat, hogy nincs elleniik kidolgozott
novényvédelmi technologia vagy engedélyezett novényvédodszer, kartételiiket alapvetden
rezisztens fajtak termesztésével, korokozomentes szaporitdanyag hasznalataval, illetve a

virusvektorok elleni védekezéssel csokkenthet;jiik.

A virusfertdzottség altal megannyi gazdasagi probléma Iéphet fel egy gazdasagban, a
fokozott tokeleromlas miatt romlik a termésmindség €s termésveszteség kovetkezik be, a sz616
produktiv idOszaka, valamint élettartama rohamosan csokkenhet, illetve a tokék teljes
pusztuldsa is bekovetkezhet. Ezen gazdasagi hatranyok ismeretében a szOl6t fert6zd virusok
kutatasanak fontossaga felértékelddott és egyre tobb informacio dertilt napvilagra terjedésiikrol
és ¢letmodjukrol.  Napjainkban azonban a globalizacio miatt kialakult intenzivebb
kereskedelemnek ¢és szaporitdanyag forgalomnak kdszonhetéen nagyban megndtt az esélye
annak, hogy akaratlanul is segitsiik az ismert vagy eddig még nem ismert, j korokozok, esetleg

azok vektorainak terjedését.

A virusok kimutatasara tobb lehetdség is rendelkezésiinkre 4ll, amelyben szerepelnek
hagyomanyos diagnosztikai modszerek (szerologiai vizsgalat-ELISA, PCR alapt vizsgalat) és
az ujgeneracios szekvenalasi technikak. Mig az eldbbinél sziikség van a korokozo eldzetes
ismeretére, addig az utdbbindl ez nem szilikséges. A virusfertézés soran a novény védekezo
rendszerének, az RNS interferencia folyamatanak aktivalasaval, virus eredetii, a virus
bazissorrendjének megfeleld kis RNS-ek keletkeznek. Az adott ndovény kis RNS-einek
szekvenalasaval és a szekvencidk bioinformatikai vizsgalataval az eddig ismert €és ismeretlen

korokozok jelenléte is igazolhatova valik.

Kutatasom soran ilyen diagnosztikai technikak alkalmazasaval probaltam kimutatni

tobb, kiilonb6zo helyrdl szarmazd széldmintaban a virus és viroid fertdzottséget.
Célkitiizések

1. Kutatasom egyik célja a sz616t fert6z6, sz616 vonalas mintazottsag virus (grapevine line
pattern virus, GLPV) terjedési modjanak feltérképezése RT-PCR alapu teszttel,
amelyhez a virus fenntartasara hasznalt Baco22-rél hajtatott vesszot, oltvanyokat és

magoncokat vizsgaltam.



2. A PTE Szdlészeti és Boraszati Kutatointézet sz0l6alany-fajtagylijteményének virologia
allapotfelmérését 2015-ben végezték (Demian et al 2020). Kutatasom célja az volt, hogy
felmérjem 0jra az tiltetvény virusfertézottségének allapotat RT-PCR segitségével, ezzel
képet kapva arrol, hogy 2015 6ta milyen mértékben terjedtek bizonyos virusok és
viroidok az adott tltetvényben. A mintavételezés soran olyan fajtakra Gsszpontositva
szedtiik a mintdkat, amelyekrdl a kordbbi tesztelés sordn tudtuk, hogy milyen
virusokkal, illetve viroidokkal voltak fertozottek.

3. Kutatasom célja volt tovabba az is, hogy a Hédervar-Kimle és Feketeerdébél szarmazo
ligeti sz6l0k virusfertézottségét vizsgaljam kis RNS alapu 11j generacids szekvenalasi
modszer segitségével, hogy kovetkeztethessiink arra, vajon milyen szdlévirusok

lehettek Magyarorszagon az 1875-ben bekdvetkezd filoxéra jarvany elott.



2. Irodalmi attekintés

2.1 Virusok altalanos jellemzése

Foldiink egyik legkiilonlegesebb organizmusai kozé tartoznak a virusok. Hatasuk a
biologia tudomanyaganak minden teriiletén megmutatkozik, annak ellenére, hogy nem képesek
Onallé mozgasra és Onalldan funkcionald anyagcserével sem rendelkeznek, valamint €16 és
¢lettelen anyagra jellemz6 tulajdonsagaik is vannak. Kezdve parazita szerepiikkel betdltott
helyiiket az 6kologidban, évtizedenként nagyfoka epidémidkat, egyes esetekben pandémidkat
okozhatnak bizonyos allatpatogén virusok. A jelentésebb jarvanyok a populacios
kolesonhatasok megvaltozasahoz, fajok kipusztuldsdhoz is vezethetnek. Az egyedek szintjén
torténd kifejezddésiik nem irhatd le pusztan a tiinetek jellemzésével. Meg kell figyelni azok
differencialtsagat, a novény valaszreakciojat, ¢letmiikodésére torténd hatasat, illetve, hogy a
vizsgalt fert6zést kovetden milyen mas parazita jelenik meg. Azt a jelenséget miszerint, egy
virusfertézés soha nem folyik le 6nmagdban és egy-egy betegség kialakitdsdban mindig
valamilyen mas korokozo is kozrejatszik mar tényként konyvelhetjik el. Ilyen eset a
novényeknél gyakran megjelend multiplex infekcié. Molekularis szinten vizsgaldédva pedig
egyre tobbet tudunk bizonyos virusok felépitésérdl, a fertdzés végbemenetelérdl és a hattérben
miikodé biokémiai folyamatokrol. Még ha a gazdaszervezet 6nalld védekezése révén képes volt
a virus terjedésének megakadalyozasara, annak orokitdanyaga kimutathatd a gazdaszervezet
genomjabol akar évtizedekkel késdbb is. Ezen informacidk birtokaban kijelenthetjiik, hogy

ezek a nanométeres nagysagrendi korokozok nagy jelentdséggel rendelkeznek.

Elnevezésiik a latin Virus szobol ered, valamint ennek angol megfeleldje, a poisonous
i1s arra kovetkeztet, hogy ezek kart okozo, toxikus mikroorganizmusok. Olyan fertdzo,
betegséget okozod korokozok, amelyek mindossze genetikai anyagbol és az azt koriilvevo
fehérjeburokbol allnak és rendszerint magas gazdaspecifitdssal birnak (Lazar 2011). A
gazdasejt mechanizmusait hasznaljak fel, a genom és a fehérjeburok szintéziséhez, valamint az
uj virusok eldallitasahoz is, mivel 6nallo reprodukciéra és metabolikus folyamatokra nem
képesek. Virion formajaban vannak jelen a gazdasejten kiviil, amely egyfajta kitartoképletnek
felel meg. Apr6 méretik miatt fénymikroszképpal nem  vizsgalhatok  (csak
elektromikroszkoppal), minddssze a 30-500 nm-es mérettartomanyba esnek, igy kb. 100-szor

kisebbek, mint egy atlagos baktérium (httpl).



2.2 A novényeket fert6zo virusok

Jelenleg tobb, mint 5560 fitopatogén virus ismert, szamuk pedig folyamatosan
novekszik (http2). A betegség kialakulasa a novény és virus talalkozasanak nem feltétlen
kovetkezménye, mivel a novények a legtobb esetben képesek kivédeni a virusfertzés
kialakulasat (Pallas és Garcia 2011). Ahhoz, hogy egy virus megfertézze a novényt az adott
gazdanovény faktoraira van sziikség, sok esetben egy-egy virus csak egy adott
gazdanovénykort fertdz, a tobbi ndvényt nem, mivel ezekben képtelen a sokszorozodasra. Ezt

a jelenséget nem gazda rezisztencianak hivjuk (Heath 2000).

A ndvényi virusok orokitéanyaga sokféle szerkezetbe rendezddhet, azonban tobbnyire
elmondhat6, hogy csak nukleinsavbdl és az azt koriilvevd fehérjeburokbdl allnak. Ez a
nukleinsav lehet egyszala DNS (pl.: Geminivirus), kettésszala DNS (pl.: Caulimovirus),
kétszala RNS (pl.: Reovirus) és a leggyakrabban eléforduld egyszald, pozitiv iranyultsagi (+)
RNS, amely kortilbeliil a névényvirusok 70%-ban fordul eld, beleértve a legtobb sz616t fertdzo
virust is (Buck 1996). Genomjuk lehet szegmentalt és egykomponensii is. Az el6bbi esetében
csak egyiitt fertézOképesek az elemei. Az egyszall, pozitiv iranyultsagu RNS virusok altal
kodolt legismertebb fehérjek koze tartozik a kopenyfehérje, illetve rengeteg virusnal detektaltak
mozgasi fehérjét, amelyek a virus életciklusdban kiilonb6z6é funkciokat tolthetnek be. A
kopenyfehérje legfontosabb szerepe a virusrészecske kiilsd burkanak felépitése, amely
védelmet nyujt a virus RNS szamara a sejtben levé nukledz hatidsoktol, ugyanakkor szerepet
jatszhat a sejtrol-sejtre torténd terjedésben (Lucas 2006). A mozgasi fehérjének funkcidja a
novényben, a sejtrol-sejtre és a szallitonyalabokban torténd terjedésben hatarozhatdé meg, ez a
sejtrol-sejtre valo terjedés a sejteket 6sszekotd plazmodezmakon keresztiil lehetséges (Niehl és
Heinlein 2011). A virion alakjat, a genetikai anyagot koriilvevé fehérjeburok hatarozza meg.
Ez alapjan a morfologiajuk nagyon sokféle lehet, palcika alakutol, a helikalison at, a
szférikusig. (1. abra) (Horvath 1999). A leggyakrabban el6forduld forma a helikalis, amely a
novénypatogén virusok tobb, mint 50%-anal fordul eld. 300-500 nm hosszusaguak és 15-20 nm
atmérdvel rendelkeznek. llyen az elséként leirt és egyben legismertebb virus is, a dohany
mozaik virus (tobacco mosaic virus, TMV). A masodik legelterjedtebb az izometrikus
struktara, amely leginkabb 40-50 nm atmérdjii. Az ikervirionnak nevezett (Geminiviridae)

virusok olyanok, mintha két dsszetapadt izometrikus alegységbdl épiilnének fel (D’ Arcy 2000).



CP protein

1. abra A virionok kiilonb6z6 morfoldgidja és genom strukturdja. CP: Coat Protein

(kdpenyfehérje), A: Closteroviridae B: Tobamoviridae C: Geminiviridae (http3)

2.3 A virusok fert6zés mechanizmusa és terjedése

A ndvényi virusok nem képesek aktivan bejutni a ndvénybe, mint a névényeket fert6zo
gombak, mivel nem rendelkeznek olyan apparatussal, ami ezt lehetové teszi. A ndvényi
kutikulan és sejtfalon torténd bejutdsuk rendszerint valamilyen sériilésen vagy egy Un.
vektoron, kozvetitdn keresztiil, passziv mddon torténik. Replikacidjuk sordn a fitopatogén
virusok virionja az adott gazdasejthez kotodik, majd a kopenyfehérjében 1évé nukleinsav bejut
a sejtbe. A megfertdzott gazdasejt maga allitja eld a virus nukleinsavat és fehérjéket, amelyek
a gazdasejtben virionokka épiilnek dssze, majd a novény szallitoszovetein keresztiil elterjednek

az egész ndvényben, szisztemikus fertdzést okozva (Buck 1996).

Terjedésének legfobb mddjai a mechanikai atvitel (pl. metszes), oltassal torténd atvitel
(oltas, szemzés), vegetativ szaporitoszervekkel torténd atvitel (gumo, rizoma, hagyma),
pollenatvitel, magatvitel és a vektorokkal torténd atvitel (Pocsai 2016). A legjelentdsebb
vektorok kozé tartoznak a levéltetvek és a liszteskék, de terjedhetnek fonalférgekkel és
bizonyos esetekben ndvénypatogén gombakkal is (Armijo et al. 2016). A kabdcak virus vektor
szerepe a hazankban termesztett kertészeti ndvényeken jelentds tényezd. A kabdcakkal atvihetd

virusokat cikadofil virusoknak nevezziik.



2.4 A virusok elleni védekezés

A prevencid a legfontosabb, €s egyetlen védekezési lehetdség a virusokkal szemben. Az
ellentik valo védekezés az iiltetvényekben a fajtavalasztassal kezdddik, hiszen szamos
virusrezisztens ¢€s virustolerans fajta all rendelkezésre a termel6k szamara, azonban a
rezisztencia kialakitdsa hosszii folyamat és nem minden virus ellen megoldhaté a
rezisztencia/tolerancia kialakitasa. A fajtatulajdonsag megdrzésének érdekében sok faj, pl.
sz0l0 esetében vegetativan allitjak elé a szaporitdanyagokat €s igy fennall annak a veszélye,
hogy virusfert6zott ndvénytdl szarmazik a szaporitdanyag (Gaborjanyi 2007). Az iiltetvénybe
a legtobb esetben rovarvektorok segitségével jutnak be a virusok, ezért elengedhetetlen a

potencialis virusokat hordozé vektorok elleni folyamatos preventiv védekezés (Glits et al.

2000).

2.5 A sz616 virusbetegségei

2.5.1 Sz616 leromlas komplex betegséget 0kozé virusok

A sz06106 leromléds komplex betegséget a sz616 legyezdleveliiség virus (GFLV), a sz616
kromsarga mozaik virus (GCMV), az Arabis mozaik virus (ArMV) és a paradicsom fekete
gylriis virus (TBRV) okozzék (Demian 2019). A sz0d16 legjelentdsebb virus betegsége, amely
altalanosan elterjedt az egész vilagon. Az imént felsorolt virusok mindegyike a Nepovirus
nemzetségbe tartozik, valamint a Secoviridae viruscsalad tagja (Mayo és Robinson 1996). A
sz616 fajtaink nagy része fogékony ezekre a virusokra. Elsésorban szaporitdéanyaggal és
fonalféreg vektorokkal (Xiphinema spp.) terjednek a virusok, errél kaptak elnevezésiiket is.

Eléfordulhat még oltassal és pollennel torténd atviteliik is.

2.5.1.1 Sz616 fert6z6 leromlas virus - Grapevine fanleaf virus (GFLV)

A sz0616 fert6z0 leromlas betegséget hazankban 1963-ban irtdk le. Tiinettanilag két
torzsét kiilonboztethetjiik meg: sarga mozaik torzs (Grapevine fanleaf virus — yellow mosaic
strain, GFLV-YM) és érmenti szalagosodas torzs (Grapevine fanleaf virus — vein banding
strain, GFLV-VB) (Lazar 1996). A sarga mozaik torzzsel megbetegedett novényeken kora
tavasszal alakulhatnak ki eldszor a tiinetek. Nagyméretli foltosodas forméjaban jelenik meg az
érmenti és érkozi teriileteken, de akar az egész levélzet elsargulhat (Martelli 1993). Az érmenti
szalagosodas torzsnél az ér mentén, valamint az ér mellett végigfuto, sarga, hosszanti lefutasu,
klorotikus elszinezddés figyelhetd meg (2. abra). A hajtasok gyengén fejlettek, deformaltak és

rovid széartaguak és rendszerint sok oldalhajtds képzodik, igy a tOke bokorszeriivé valik.
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Megfigyelhetd a hajtastengely ellaposodasa és a ndduszokon torténd szemkozti riigyképzodes
miatt kialakult villas eldgazodas, valamint a rendellenes kacsképzddés. A fiirtok madarkasak.
A betegség a tokék korai elhalasaval vagy néhany éven beliil azok leromlasaval jar (Sarospataki
1964).

2. abra Sz016 fert6z0 leromlas virus érmenti szalagosodas torzse altal okozott levéltiinet

(foto: Apro, 2015)
2.5.1.2 Arabisz mozaik virus-Arabis mosaic virus (ArMV)

Az Arabisz mozaik virus (ArMV) szeroldgiailag a GFLV-vel rokon és az A tipusu
tOkesatnyulas betegség korokozoja (Panjan és Saric 1963). A virus altal okozott tiinetek
hasonloak a fertéz0 leromlashoz, sot altaldban egyiitt fordulnak el6 (3. éabra). Széles
gazdandvénykorit korokozo és ebbe szamos kiilonb6zé gyomndvény is beletartozik (Baracsi

1999).

3. abra Arabisz mozaik virus altal okozott levéltiinet (http4)
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2.5.1.3 Sz616 krommozaik virus - Grapevine chrome mosaic virus (GCMV)

A sz616 krommozaik virus (GCMYV) jellemzdje a rovid izkozok és a kettds ndduszok
kialakulasa. A levelek megjelenése utan a virus jelenlétére mutathat a levelek kromsargara
szinezddése. Eléfordulhatnak a levélen még deformaciok és klorotikus foltok (4. abra). Vannak
olyan torzsei is a korokozonak, amelyek csak latens, nem lathatd tiineteket okoznak. Ezen
variansok az adatbazisban szereplé szekvenciak alapjan mind Magyarorszagrol szarmaznak
(Czotter 2018). Mechanikailag oltassal és fert6zott szaporitdbanyaggal is atvihetd. A virus
feltehetoleg fonalférgekkel terjed a talajban, noha a pontos fajok egyelére még nem ismertek
(Le Gall et al. 1997).

4. abra A sz616 krommozaik virus altal okozott kezdeti levéltiinet (http5)

2.5.1.4 Paradicsom fekete gyiiriis virus - Tomato black ring virus (TBRV)

Hazankban eldszor 1981-ben irtak le jelenlétét (Lehoczky és Burgyan 1986). ATBRV
altal okozott betegség a tokesatnyulas T tipusa. Fertézése soran az idds leveleken pottyokben
mutatkoz6 klorotikus elvaltozast, valamint a levélszéleken sargulast lehet megfigyelni (5. abra),
ezzel gatolva a tékék optimalis novekedését. A virus a fonalféregvektoron kiviil oltassal és

maggal is terjedhet (Baracsi 1999).
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5. abra A paradicsom fekete gy(iriis virus okozta tiinetek sz6l6levélen (foto: Apro, 2015)

2.5.2 Szolo levélsodrodasat okozo virusok

A sz616 levélsodrodasat tobbféle virus is okozhatja, ezek egymashoz hasonlo
tulajdonsagu virusok, melyek kiilon-kiilon, de akar egyiitt is eldidézhetik a tiineteket. A sz616
levélsodrodas virus 1 (GLRaV-1) és a sz616 levélsodrodas virus 3 (GLRaV-3) a Closteroviridae
viruscsalad Ampelovirus nemzetségébe, a sz616 levélsodrodas virus 2 (GLRaV-2) pedig a
Closteroviridae viruscsalad, Closterovirus nemzetésgébe tartozik (Kominek et al. 2005). A
korokozok altal okozott tiinetekre jellemzd a lefelé sodrodo és megvastagodo levéllemez, amely
a fehér bort add sz6l6fajtaknal sargara, mig a vordsbort add sz616fajtaknal vordsre szinezddik
(6. abra), tovabba jellemz6 még a kései bogydérés és azok alacsony cukortartalma. A vegetacios
id6észak vége felé a vesszOk csak részlegesen érnek be (Little és Rezaian 2006). A kérokozo
fert6zott szaporitdbanyaggal, oltassal terjed és a sz6l6 levélsodrodas l-es és 3-as virusok

esetében vektorként ismertek a kozonséges tekndspajzstetvek (Kominek et al. 2005).

6. abra A sz6106 levélsodrodas virus levéltiinete fehérbort ado sz6l6fajtaknal, majd vordsbort
ado fajtaknal (http6)
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2.5.3 Sz016 faszoveti barazdaltsag komplex betegséget kialakit6 virusok

Ez az oltassal terjedd virusbetegség az egész vilagon elterjedt, melyet eldszor
Olaszorszagban irtak le (Graniti és Martelli 1965), majd két évvel késébb Magyarorszagon is
megfigyelték (Martelli et al. 1967). A betegséget a sz0616 Rupestris faszoveti barazdaltsag
virussal kapcsoltak dssze (grapevine Rupestris stem pitting associated virus, GRSPaV), amelyet
a Tymovirales rendbe, Betaflexviridae csaladba és a Foveavirus nemzetségbe soroltak. A
korokozd vektora eddig nem ismert, mechanikai moédon nem terjed (Nakaune et al. 2008).
Tiinetei a toke farészénél, leginkabb az oltas feletti részen megfigyelhetd hosszanti barazdak és
g0drok (7. abra). A sz616 A virus (grapevine virus A, GVA) és a sz616 B virus (grapevine virus
B, GVB) altal okozott betegség egyiittes is okozhatja a sz616 faszoveti barazdaltsagat. A
Tymovirales rendbe, Betaflexviridae csaladba és a Vitivirus nemzetségbe tartozo két koérokozo
nem kiilonboztethetd meg tiinettanilag, ezért elkiilonitésiikhoz tas szarh tesztelésre, szerologiai,

illetve molekularis vizsgalatok sziikségesek (Kuniyuki et al. 2006).

7. abra A faszoveti barazdaltsag virus tiinete (http7)

A GVA a sz0l6 hancsrészében kart tevé korokozo. Vektorai a pajzstetvek
(Pseudococcus longispinus, Planococcus ficus, Heliococcus bohemicus). Legismertebb vektora
a kozonséges teknOspajzsteti (Parthenolecanium corni) (Minarfa et al. 1997). A sz6l6 B

virustol nem kiillonboztethetd meg tlinettanilag, ezért elkiilonitésiikhoz fas szara tesztelésre,
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szerologiai, illetve molekularis vizsgalatok sziikségesek. A GVB a parakérgiiség
korokozojaként ismert. Terjesztésében szerepet jatszik a Planococcus citri, Pl. ficus,

Pseudococcus longispinus, P. affinis és a Phenacoccus aceris (Nakaune et al. 2008).

2.5.4 Latens foltossag tiinetegyiittes

Vitis vinifera fajtakon tobbnyire latensen vannak jelen a betegséget okozo virusok
(Martelli 2014). A latens foltossag betegség legelterjedtebb tagja a hazankban leirt (Lehoczky
¢s Farkas 1981) Tymovirales rendbe, Tymoviridae csaladba és Maculavirus nemzetségbe
tartozo sz6l6 foltosodas virus (grapevine fleck virus, GFKV) (Martelli et al. 2002). A ,,fleck-
komplexet” még tovabbi harom virus egyiittes jelenléte okozhatja, amelyek koziil a nemzetség
tovabbi tagja a grapevine redglobe virus (GRGV), mig a grapevine asteroid mosaic associated
virus (GAMaV) és a grapevine rupestris vein feathering virus (GRVFV) a Marafivirus
nemzettségbe tartoznak (Martelli 2014). Ide sorolhatéo még a GFkV virussal kzeli rokonsagban
allo, Marafivirus nemzettségbe tartozo sz616 Syrah virus1 (grapevine Syrah virus 1, GSyV-1),
mely morfologiai és molekularis tulajdonsagait tekintve nagyon hasonlé a GFkV virushoz.
2009-ben fedezték fel a virust Amerikéban 11j generacios szekvenalasi modszer segitségével (Al
Rwahnih et al. 2009; Sabanadzovic et al. 2009), majd 2015-ben hazankban is leirtak (Czotter
et al. 2015). A GFkV altal fertézott sz6l6n a levelek csticsi részén talalhatd erek kozelében
attetsz6 foltok jelennek meg, majd megfigyelhetd ezen levelek rancosodasa, deformacioja és
felfel¢ kanalasoddsa. Elterjedésiiket elsdsorban a fertdzott szaporitdanyag alkalmazéasa
okozhatja, ugyanis mechanikai atvitellel nem terjednek. Laboratériumban, aranka fajok altal a

betegség komplexet okozo virusok atvihetéek (Martelli et al. 2002; Woodham és Krake 1983).

2.5.5 Sz616 Pinot gris virus — Grapevine Pinot gris virus (GPGV)

A sz0616 Pinot gris virus (grapevine Pinot gris virus, GPGV) a Tymovirales rendbe és a
Betaflexviridae csaladba tartozo trichovirus, melyet els6ként Olaszorszagban irtak le 2012-ben
kis RNS-ek nagy ateresztOképességli szekvenalasa altal (Giampetruzzi et al. 2012). A virust
illetve az okozott tiineteit szerte a vilagon tobb orszagban is megfigyelték, valamint
megallapitottak, hogy sz6lon kiviil lagyszari novényeket is képes megfertézni. Az eddigi
ismeretek alapjan Silene latifolia subsp. Alba ¢s Chenopodium album L gyomn&vényeken jelent
meg (Gualandri et al. 2016). Egyszala, pozitiv iranyultsagi (+) RNS genommal rendelkezd
korokozo, mely a leveleken torzulast és jellegzetes levélfoltosodast idéz eld. A korokozonak

leirtak egy gyakrabban megjelend tiinetet nem mutatd, latens variansat is (Saldarelli et al. 2015).
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Vektorként a sz0616 gubacsatka (Colomerus vitis) tehetd feleldssé, tovabba terjedhet fert6zott

szaporitoanyaggal ¢s oltassal (Malagnini et al. 2016).

2.5.6 Sz616 vonalas mintazottsag virus—Grapevine line pattern virus
(GLPV)

Tobb olyan korokozot ismeriink, amelyek teriileti el6fordulasa behataroltabb, ezaltal
kevésbé elterjedtek és csekélyebb gazdasagi jelentdséget tudhatnak magukénak. Ide sorolhatd
a feltételezhetden az llarvirus nemzetségbe tartozo $z616 vonalas mintazottsag virus (grapevine
line pattern virus, GLPV). A koérokozot Magyarorszagon irtak le (Lehoczky et al. 1987).
Tiinetei koz¢ tartoznak a levélen mutatkoz6, juharfalevél mintdzatot 6lt6, vilagos, szétszortan

elhelyezkedd foltok (8.4abra).

8.4bra GLPV tiinetek eredeti megfigyelése, Lehoczky Janos nyoman

A virus orokitdanyaganak nukleinsavsorrendjének meghatarozasaval kutatécsoportunk
foglalkozik. Valoszintileg a szekvencia hianya magyarazza azt, hogy tjabb el6fordulasarol

eddig nem tudunk (9.abra).

9. abra GLPV fert6zott sz616 (Baco22A) levéltiinetek 2017-ben a kecskeméti patogén
kertben (fot6: Demian, 2017)
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2.6 A szolot fertozo viroidok

A novényeket fertdzni képes genetikai agensek koziil a viroidok a legkisebbek. Olyan
kisméretli (250-400 nt) cirkularis, egyszali RNS-el rendelkeznek, melyek nem kodolnak
fehérjét. Az elsé sz6ldben leirt viroid a komlod torpiilés viroid volt (hop stunt viroid, HSVd),
melyet egy japan iiltetvényben irtak le (Sano et al. 1985). Az Ausztral sz616 viroidot (Australian
grapevine viroid, AGVd) el6szor Ausztralidban jegyezték fel, majd szerte a vilagon leirtak
jelenlétét, de eléfordulasat tekintve kevésbé gyakori. Eddig minddssze a sz616t irtdk le, mint

gazdanovényét, melyen tiinetet nem mutat (Rezaian et al. 1988).
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3. Anyag és médszer
3.1 Mintavétel

A tesztelésbe vont ndvénymintdk tobb kiilonb6zd helyr6l szarmaznak, valamint
mintavételezésiik is mas idopontokban tortént. A NAIK-MBK novényhazabol 2019. majus 10-
én, Szigetkoz teriiletérdl két helyrdl, Feketeerdobol és Hédervar-Kimle kozotti térségbol 2019.
junius 27-én, valamint Pécsrdl 2019. oktober 4-én lettek begytjtve a kiilonb6z6 fajtaja sz616
levélmintdk. A novényhazbdl szarmazd mintak azonnal felhaszndldsra keriiltek, mig a tobbi
tertiletrdl szarmazd leveleket felhasznalasukig -70 °C-on taroltam. A felsorolt teriiletek

elhelyezkedését az orszdgban a kék pontok mutatjak a 10. abran.
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10. abra A kutatasban érintett mintavételi teriiletek az orszagban
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3.1.1. NAIK-MBK iiveghaz

A NAIK-MBK iiveghazaban talalhatok olyan magbol kelt sz6l6 egyedek, melyek
bizonyitottan a sz6l6 vonalas mintazottsag virussal (grapevine line pattern virus, GLPV)
fertdzott anyanovényekrdl szarmaznak. Az eredeti megfigyelések alapjan a virus maggal is
terjed (Lehoczky et al. 1992), de azt nem tudtuk, hogy a fenntartasra hasznalt Baco22 tokén
érett termés magjaiba vajon belekeriil-e a virus. Vizsgadlataimban ezeket a ndvényeket
teszteltem, hogy megfigyelhessem az esetlegesen maggal, vagy szemzéssel torténd
virusatvitelt. A vizsgalat soran 21 novénybdl izolaltam RNS-t, melybol 13 db magonc, 2 db az
eredeti Baco22-r6l hajtatott vesszo, illetve 6 db oltvany szolgalt a mintavételhez. Az oltvanyok
koziil 2 db Harsleveld, 2 db Jubileum 75 és 2 db Irsai Olivér fajtak voltak. Az egyedeket kiilon
cserépben vagy fekete foliaban nevelték (11. abra). Az iiveghazat vektormentes kornyezet
jellemzi. A mintavételt 2019. majus 10-én végeztem, amely soran steril szikével vagtam a
csucsi hajtas kozelében 1évo fiatal levelekbdl és az alattuk levo idésebb levelekbdl egyarant,

majd alufdliaba és jégre helyeztem 6ket és azonnal RNS-t izolaltam beldliik.

11. abra Uveghazban talalhat6 sz616k (sajat felvétel)
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3.1.2. Pécsi iiltetvény

A PTE Szdlészeti és Boraszati Kutatointézet szoldalany-fajtagytijteményének virologia
allapotfelmérését 2015-ben végezték (Demian et al. 2020). Egy ujabb kisérletiinkh6z, melyben
a filoxérak esetleges vektor szerepét vizsgaljuk tjabb mintékat szedtlink (2019 oktdberében).
Az allomanyban nagy szamban fellelhetéek filoxéraval (Viteus vitifoliae) fert6zott egyedek (12.
abra). A mintavételezés soran csak olyan fajtakra Osszpontositva szedtilkk a mintakat,
amelyekrol a korabbi tesztelés soran tudtuk, hogy milyen virusokkal, illetve viroidokkal voltak
fertézottek. Hat kiillonbozo fajtabol 15 db mintat szedtiink, a Teleki-Kober SBB fajtabol 3 db,
a Teleki-Huhr S.0.4-bél 2 db, a Teleki-Kober 5BB Wei. 48-bol 3db, a Teleki SC P-bdl 3db, a
Morvédre x Rupestris1202 c.-bdl 3 db és a Rupestris du Lot fajtabol 1 db €16 filoxérakat
tartalmazo levél lett begytijtve. A késdbbi vizsgdlatokhoz a mintafeldolgozas soran a levelekrdl
a filoxérakat is izolaltuk, és mind a levélben és mind a filoxéraban 1év0, elOzetesen

megallapitott virusok €s viroidok jelenlétét teszteltiik.

12. abra Pécsi iiltetvényben talalhato filoxéraval fertdzott levél, valamint egy filoxéra

gubacs kibontva fénymikroszkop alatt (sajat felvétel)
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3.1.3. Szigetkozrol szarmazo ligeti sz616 mintavételezése

A ligeti sz0l0 mocsaras terlileten, vadon ¢l6 névény (13. abra). Ezek a természetes
allomanyok a filoxéra vész idején nem pusztultak ki, igy feltételezésiink szerint
virusvizsgalatuk soran kovetkeztethetiink arra, hogy a filoxéra vész eldtti idékben milyen
szO6l6virusok lehettek Magyarorszagon. A mintagydjtést a NAIK-MBK Molekularis
Novénykortan csoportjabol Dr. Varallyay Eva és Demian Emese végezte 2019. janius 27.-én.
A mintak tobb helyrdl szarmaznak, Feketeerdd teriiletérdl 6 db és Hédervar-Kimle kozotti

o

teriiletr6l pedig 3 db ligeti sz616rdl szedtek levél és kacs mintat, amelyeket alufolidba

csomagoltak és hiitétaskaba helyeztek, majd felhasznalasukig -70 °C-on taroltak.

13.4bra Ligeti sz016 az eredeti termOhelyén (Demian 2019)
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3.2. RNS kivonas

Az RNS tisztitasahoz az tiveghazbdl frissen szedett leveleket hasznaltam, a kiilsé

helyszinekrdl gytijtott levélmintakat feldolgozasukig -70 °C-on taroltam.

1.

10.

Elészor kb. 200 mg ndvényi szovetet dorzscsészében eldorzsoltem, majd hozzdadtam
850 ul, 65 °C homérsékletre elomelegitett CTAB tartalmu extrakcios puffert és 17 pl

B-merkaptoetanolt mértem ra.

Az igy kapott homogenizalt mintat 2 ml-es Eppendorf csévekbe ontdttem és Vortex
segitségével erdsen megkevertem, majd vizfiirdében 10 percen at 65 °C-on razattam
Oket.

Ezt kovetéen 850 ul kloroform-izomailalkoholt (24:1) pipettaztam a mintakra és
Ovatosan dontogetve kevertem, majd 10 percen at, 4 °C-on, 10000 rpm fordulaton

centrifugaltam Oket.

Uj, 2 ml-es Eppendorf csévekbe 800 pl kloroform-izomailalkoholt (24:1) mértem és
erre pipettaztam ra a felso fazist.

Ovatos keverést kovetéen 10 percig, 4 °C-on, 10000 rpm-en végeztem a centrifugalast.

1,5 ml-es Eppendorf csovekbe 250 ul 9M-0s LiCl-ot készitettem el és erre ramértem
450 pl felsé vizes fazist a mintakbol. Ovatos forgatas utdn 30 percre jégre tettem, majd

ezt kovetden 20 percig, 4 °C-on, 13000 rpm fordulaton centrifugaltam.

Ezutan leontottem a feliilluszot és 450 pl, 65 °C-ra eldmelegitett SSTE oldatot
pipettaztam a csapadékra, ezutan vortex segitségével kevertem, majd hozzdadtam 450
ul kloroform-izomailalkoholt (24:1) és 10000 rpm fordulatszam mellett, 10 percig 4 °C-
on centrifugaltam.

A nukleinsav kicsapasahoz 400 pl fels6 fazist ramértem az eldre elkészitett, uj, 1,5 ml-
es Eppendorf csdvekbe, amelyekbe 280 pl izopropanolt és 30 pl 4M-0S natrium-acetatot
mértem. Ezt kovetden oOvatosan forgattam ¢&s szobahOmérsékleten inkubaltam a

mintdkat 10 percig.

20 percig, 4 °C-on és 13000 rpm-en centrifugaltam a mintakat, majd a keletkezett
feliiluszot ledntottem és a csapadék mosasat 1 ml, 70%-os hideg etanollal végeztem.

Az el6z0 beallitasokkal, 10 percig tartd centrifugéalast kovetden a feliiluszot ismételten
leontottem  és  alaposan  kicsepegtettem, majd a csapadékot 5 percig

vakuumcentrifugaban szaritottam.
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11. A kicsapodott RNS-t 25 pl steril mQ vizben oldottam vissza.

12. A kapott RNS oldat mindségét 1,2 %-os agardéz gél-elektroforézissel torténd
szétvalasztasaval ellendriztem, illetve Nanodrop késziilékkel mértem a koncentraciot és

a tisztasagot.

3.3. RNS keverék (pool) osszeallitasa

A Szigetk6zr6l szarmazéd ligeti sz616mintakbol RNS keveréket készitettem. Minden
tokérdl legalabb 2 levélmintabol és legalabb 1 kacs mintdbdl készitettem RNS kivonatokat és
ezeket egyenld aranyban elegyitettem (egyed pool), majd az igy kapott mintakat sos-alkoholos
kicsapassal (2,5 V cc. EtOH, 0,1 V 4M NaOH) kicsaptam ¢és 25 ul MQ vizben visszaoldottam.
Minéségellendrzéshez 2 pl-t hasznalva minden mintabol 1,2 %-os agardz (1x TBE) gélen
elvalaszottam az RNS-eket, valamint Nanodrop késziiléken ellenériztem a keverékek
t készitettem, mely képviselte az altalam vizsgalt ligeti sz6l6k mindegyikét. A kozel azonos
koncentraciok miatt minden mintabol 4 pl-t hasznaltam fel, amely végeredményben tartalmazta

az 0sszes gylijtott egyed RNS keverékét, egyenld aranyban.

3.4. Kis RNS konyvtar készités

A Szigetkozrél szarmazo ligeti sz616levél-mintakbol tisztitott RNS keverékbol Kis RNS
konyvtarat készitettem az Illumina TruSeq Small RNA Sample Preparation Kit (Illumina)
protokollja alapjan.

A kis RNS konyvtar eldallitasakor az RNS pool-t 8%-0s, ureat tartalmazé denaturald
poliakrilamid gélen valasztottam el. A mintafelvitel elétt az RNS-hez egyenld térfogatban FDE
RNS festéket adtam, majd denaturaltam 20 percig 65 °C-on. A futas fesziiltségszabalyozottan,
elészor 50 V-on tortént, mig a mintak befutottak a gélbe a zsebekbdl, majd 100 V-on, amig a
bromfenolkék (BFB) festék a gél aljara nem ért. A Kis RNS frakcié mérettartomanyanal, ami a
BFB festék feletti 5 mm-es sav, kivagtam az ott talalhat6 RNS-eket (14. abra).
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14. abra A kis RNS mérettartomanyanak kivagasa 8%-os, ureat tartalmazo akrilamid gélbdl a
BFB festék (a kék keretezés alatt) alapjan

A kivagott gélbdl a kis RNS-t 0,3 M NaCl oldat segitségével oldottam ki (egy éjszakéan
keresztiil torténé inkubalas és razatas mellett 4°C-on), majd alkohollal kicsaptam. A
visszaoldott, tiszta kis RNS 3’ és 5° végeihez adaptereket ligaltam. Ezutan a RevertAid H Minus
Reverse Transcriptase (Thermo Fisher Scientific) segitségével cDNS-t szintetizaltam. Az
Illumina Kit specialis primereit felhasznalva végeztem a PCR reakciot. A kapott terméket 8%-
os nativ poliakrilamid gélen futtattam meg. A PCR termékek kivagasat UV fény alatt végeztem,
amihez EtBr-os festéssel tettem lathatova a DNS-t. A megfelel6 méretii PCR termék (140-150

bp) beazonositasahoz két kiilonb6z6 molekula méret markert hasznaltunk (15. abra).
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15. abra 8%-os akrilamid gélen a kis RNS konyvtarak ellenérzé futtatasa. M1:
O'RangeRuler™ 20 bp DNA Ladder (Thermo Fischer Scientific), M2: Low Molecular
Weight DNA Ladder (NEB)



Végiil a kapott terméket a kis RNS frakcid esetében ismertetett mdédon a gélbol
visszaizolaltam, majd a csapadékot 1x TE pufferben oldottam vissza. A mindségellendrzést és

a szekvenalast az UD Genomed Kft. végezte Illumina platformon.

3.5. Bioinformatikai adatfeldolgozas

A kapot kis RNS szekvenalas eredményének adatfeldolgozasait a CLC Genomic
Workbench (Qiagen) szoftverrel végeztem. A szekvendlds mindségét FastQC program
hasznalataval ellendriztem. Az alapelemzés soran eldszor a kapott 50 bp hossza szekvenciak
trimmelését végeztiik el, amely a kis RNS konyvtar készitéséhez és a szekvenalashoz sziikséges
primerek és adapterek szekvenciainak eltavolitasat jelenti. Ennek eredményeként kaptunk egy
listat, amelyben minden egyedi kis RNS szekvencia ismétlddd kopiai is szerepelnek (redundans
readek - szekvencia olvasatok). A kovetkezo 1épés soran eltavolitottuk a redundans adatokat a
kis RNS szekvenciak koziil, igy kapva a nem redundans read listat, melyek mar csak egyedi
szekvenciakat tartalmaznak. A kis RNS szekvenciakbol de novo hosszabb szakaszokat
épitettiik, igy kapva az igynevezett kontigokat. A kapott kontig szekvenciakat az NCBI RefSeq
adatbazis novény virus referencia szekvenciaihoz illesztettiik BLAST algoritmus segitségével.
Ez alapjan készitettlink egy virus talalati listat. A kapott virusokra valo talalatok valdszintiségét
az E-érték (e-value, expect value) alapjan hataroztuk meg ugy, hogy pozitiv talalatnak
értékeltiik az E<1e-5 értékli eredményeket.

3.6. cDNS készitése

A cDNS olyan egyszali DNS szal, ami reverz transzkriptaz enzim segitségével az RNS-

ol szintetizalodik és bazissorrendje komplementere az RNS bazissorrendjének.

Random primereket alkalmazva reverz trasnszkripcioval cDNS-t készitettem az RNS
templatokrol, ehhez a RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit-et (Thermo Fisher Scientific)
kovetdéen minden csébe 0,5 pg RNS mennyiséget hasznaltam templatként. Minden mintahoz
0,25 ul random primert adtam és 2,75 ul MilliQ tisztasagu vizet pipettaztam, hogy kiegészitsem

3 ul-es végtérfogatra. Keverés utan denaturaltam a mintaimat, ez 65 °C-on 5 percig tartott, majd
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minimum 5 percig jégen tartottam azokat. A reakcié tovabbi részéhez reakcid mixet
készitettem, amely mintanként tartalmazott 1 ul 5X reakcié puffert, 0,5 ul 10 mM dNTP-t, 0,25
ul Ribolock RNaz inhibitort, 0,25 ul RevertAid reverz transzkriptaz enzimet. A jégen 1évo,
denaturalt mintakhoz pipettaztam 2 pl-t a fentebb emlitett mixbol, majd a kovetkezd protokoll
szerint zajlott le a tovabbi reakcio:

25 °C 10 perc

42 °C 60 perc

45 °C 10 perc

70 °C 10 perc

Az igy eldallitott cDNS-t tizszeres higitas utan templatként hasznaltam fel a PCR alapt

virustesztelések soran.

3.7. cDNS minédségellenorzése PCR-rel

Annak érdekében, hogy megbizonyosodjak rdla, hogy a cDNS szintézis rendben
lezajlott, igynevezett aktin tesztet végeztem. Ennek alapja az, hogy a cDNS szintézishez total
RNS kivonatot hasznaltam, amely tartalmazza a sz616 6sszes RNS-ét, koztiikk az mRNS-eket is.
Egy olyan konstans génexpresszios aktivitassal rendelkezé génrdl, mint az aktin gén,
feltételezhetéen folyamatosan szintetizalodik mRNS, amit igy a totdl RNS kivonatok
tartalmaznak. A sz616 aktin mMRNS-re specifikus primer par hasznélataval és a szintetizalt cDNS
mintankat templatként hasznalva elvégzett PCR eredménye megmutatja, hogy a lezajlott reverz
transzkripcid sikeres volt-e. Ha az aktin mRNS-rél szarmazo ¢cDNS valoban megtalalhato a
mintaban, akkor pozitiv lesz a PCR eredménye. Igy feltételezhetjiik, hogy az 6sszes tobbi RNS-
rél, igy az 0sszes viralis RNS-1dl is keletkezett cDNS. A PCR reakcid Osszeallitdsat és menetét

a kovetkezo részben ismertetem.
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3.8. Sz616t fertdzo virusok és az Ausztral sz616 viroid kimutatasa RT-PCR segitségével

A diplomadolgozatomban vizsgalt virusok és az Ausztral sz616 viroid kimutatasara specifikus primer szekvenciakat hasznaltam, amelyeket
az 1. tablazatban mutatok be. Ebben a tablazatban tiintetem fel az aktin teszthez hasznalt primerek szekvenciait is.

1. tablazat A virusok kimutatasara hasznalt specifikus primerek

Virus Méret | Primer parok Bazissorrend Annellalasi homérséklet | Elongacid ideje | Hivatkozas
(bp) neve

GLPV 1288 GLPV RNA3F1 | GCACTGCTGTGGTGCCTGAGT 59 °C 1 min
GLPV RNA3 R1 | GGGAAGAACGGATTCCTATACTC

GSyv-1 | 373 Sy5922F CCAATGGGTCGCACTTGTTG 60 °C 20s Glasa et al., 2015
Sy6259R ACTTCATGGTGGTGCCGGTG

GPGV 411 GPG6609F GAGATCAACAGTCAGGAGAG 62 °C 20s Glasa et al., 2014
GPG7020R GACTTCTGGTGCCTTATCAC

GFLV 118 GFLV-F ATGCTGGATATCGTGACCCTGT 62 °C 20s Gambino and Gribaudo, 2006
GFLV-R GAAGGTATGCCTGCTTCAGTGG

GRSPaV | 155 RSPaV-For GGGTGGGATGTAGTAACTTTTGA 55°C 20s Gambino and Gribaudo, 2006
RSPaV-Rev GCAAGTGAAATGAAAGCATCACT

GFkVv 358 GFKV1/F GGTCCTCGGCCCAGTGAAAAAGTA | 62°C 20s Gambino and Gribaudo, 2006
GFKC1/R GGCCAGGTTGTAGTCGGTGTTGTC

GLRaV2 | 543 GLRaV2 For GGTGATAACCGACGCCTCTA 55°C 20s Gambino and Gribaudo, 2006
GLRaV2 Rev CCTAGCTGACGCAGATTGCT

GLRaVv3 | 336 GLRaV-3 For TACGTTAAGGACGGGACACAGG 62 °C 20s Gambino and Gribaudo, 2006
GLRaV-3 Rev TGCGGCATTAATCTTCATTG

AGVd 365 AGV F1 TGGGCACCAACTAGAGGT 62 °C 20s
AGV R2 GGGCCTCCAAACAGGGAG

Vitis Vvactin601s ACTGGTATTGTGCTGGATTC 55 °C 1 min

vinifera Vvactin601s GGATGCAAGAATTGATCCTC
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Jelmagyarazat:
1. GLPV: grapevine line pattern virus — sz616 vonalas mintazottsag virus
2. GSyV-1: grapevine Syrah virus 1 — sz616 Syrah virus 1
3. GPGV: grapevine Pinot gris virus — sz616 Pinot gris virus
4. GFLV: grapevine fanleaf virus — sz616 fert6z6 leromlas virus
5. GRSPaV: grapevine Rupestris stem pitting-associated virus — sz616 Rupestris faszéveti
barazdaltsag virus
GFkV: grapevine fleck virus — sz616 foltosodas virus
GLRaV-2: grapevine leafroll-associated virus 2 — sz616 levélsodrodas virus 2

GLRaV-3: grapevine leafroll-associated virus 3 — sz616 levélsodrodas virus 3

© © N o

AGVd: Australian grapevine viroid — Ausztral sz616 viroid

3.9 PCR reakciokhoz hasznalt keverék osszeallitasa a vizsgalt virusok
kimutatasara

Az alabbi keveréket készitettem el a PCR reakciokhoz, mintanként 15 ul végtérfogattal
szamolva:
steril mQ viz: 9,4 ul
5X Phire Green Reaction Buffer: 3 pl
*10 uM forward primer: 0,75 ul
*10 uM reverz primer: 0,75 ul
10 MM dNTP: 0,3 ul
Phire Enzyme: 0,3 ul
templat: 10x higitott cDNS 0,5 pl
*: A PCR reakciokhoz tartozo specifikus forward és reverz primereket a 2. tablazatban
feltlintettem.

A PCR reakcidk az alabbi protokoll alapjan késziiltek:

elo-deanturacio: 98 °C —30 s
denaturacio: 98 °C - 10 s
*anellacio: 55-62 °C-10s 40X

*elongacid: 72 °C — 20 s -1 min

ok w0 e

végso elongacio: 72 °C — 2 min

*. A csillaggal jelolt anellacié homérséklete és az elongacié ideje virusonként valtozo,

ezeket az informaciokat a 2.tablazatban ismertettem.
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4. Eredmények

4.1 GLPV jelenlétének vizsgalata

A NAIK-MBK iiveghazaban tartott sz6lok kozt talalhatok magbodl kelt egyedek, és
oltvanyok, melyek olyan anyasz6l6krél szarmaztak, amelyek bizonyitottan a sz6l6 vonalas
mintazottsag virus (grapevine line pattern virus, GLPV) altal fert6zottek. A kutatas soran 21
darab novénybdl izolaltam RNS-t , amelybdl 13 db magonc, 6 db oltvany és 2 db eredeti tokérdl

szarmazo6 Baco22-es sz010 volt. Az izolalt RNS mintdk képe a 16.4bran lathato.

Maglonc

16. abra A NAIK-MBK iiveghdzaban talalhato GLPV-vel fert6zott sz616tokékrol
szarmazo6 magoncok ¢és oltvanyok RNS kivonatainak képe 1,2%-os agardz gélen valod

elvalasztas utan
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4.1.2. A szolo vonalas mintazottsag virus (GLPV) kimutatasa

A GLPV specifikus PCR reakcio gélelektroforézis képe alapjan a becsiilt
mérettartomanyban a pozitiv kontrollon kiviil még 5 altalam készitett izoldtumban kaptam
terméket. Ez alapjan kimondhat6, hogy az 1-es, 2-es, 3-as, 6-0S oltvanyban a virus kimutathato.
Az eredeti Baco22-es novényrdl szarmazo 7-es mintaban jelen van a GLPV, mig az ugyanerr6l
izolalt 8-as mintdban nem volt kimutathatd. A 9-21-es szdml magonc mintdkban a gélkép
alapjan elmondhat6, hogy nincs jele GLPV fert6zottségnek, tehat ez esetben a virus nem terjedt

magatvitel soran (17. abra).
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;\cﬁ * O\\ Ma20nc
1500 bp 9 10 11 12 13 14 -K +K
1000 b . « 1288 bp
Mazonc

1500bp M 15 16 17 18 19 20 21 -Ka 1288 bp
1000 b c-——

17. abra A sz616 vonalas mintazottsag virus (GLPV) jelenlétének vizsgalata RT-PCR-rel

M: GeneRuler 100 bp Plus marker, -K: steril mQ viz, +K: GLPV fert6zo6tt sz610minta

30



4.2 Pécsi iiltetvény virusfertozottségének vizsgalata

kutatointézet filoxéraval sz016

A pécsi (Viteus vitifoliae) fert6zott alany
fajtagylijteményének virologia allapotfelmérését 2015-ben végezték (Demian et al. 2020)
(2.tablazat), igy az elézetes virusfert6zottség ismeretében a mintavételezés soran olyan
egyedekre Osszpontositva szedtilk a mintakat, amelyekben legalabb 2 virus és/vagy viroid

megtalalhato volt €s a filoxéra levéllako alakja is jelen volt.

2 .tablazat A pécsi iiltetvény 2015-ben végzett virusfertdzottség felmérésének eredményei

Detektalt virusok Detektalt
Fajta Vizsgilat kiteles virusok Nem vizsgalatkoteles virusok | viroidok
GFLV | GFKV | GLRaV2 | GLRaV3 | GRSPaV | GSyV1 | GPGV | AGVd
1. Teleki-Kober 5BB 5BB s + + +
2. Rupestris du Lot + + +
Mourvédre x Rupestris
3. 1202 C. + + + +
4. Teleki-Fuhr S.0.4 S.04 s + + +
Teleki-Kober 5BB
5. Wei 48 5BB + + +
6. Teleki 5C P 5C + + +

A 2019-es mintakrdl elmondhatd, hogy a vegetacio kései szakaszaban lettek szedve, igy
az RNS-ek izolalasa az oreg levelekbdl nem minden esetben lettek sikeresek, a Rupestris du
Lot valamint a Morvédre x Rupestris 1202 c. fajtabol egy-egy esetben sikertelen lett az RNS
kivonas, ezért a késébbiekben 15 helyett csak 13 mintaval dolgoztam, amelyet a 18. abran

szemléltetek.

18. abra A pécsi iiltetvénybdl szdrmazo mintdk RNS kivonatainak képe 1,2%-0s agardz gélen

valo futtatas utan

31




4.2.1. A sz6l6 Syrah virus 1 (GSyV-1) kimutatasa

A gélképen jol lathat6, hogy a PCR reakcid sikeres volt, mivel a negativ kontrollban
nem, mig a pozitiv kontrollban lathatjuk, hogy a vart mérettartomanyban megjelent a termék a
vart mérettartomanyban. A 3-as minta kivételével mindegyik altalam készitett izolatumban
kimutathato a korokozo jelenléte, igy megallapithatjuk, hogy az 1, 2, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11,
12,13-as szamu mintak GSyV-1 virussal fert6zottek (19. abra).

o W
9 & ¢ i Q)&\.
é‘)Q’ @Q <5~0‘ é“:b g
k4 U ¢ & 4
§ e & & 3
h L | f@ l | b l LI b l Y, U] h l 1
4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 -K +K

11 TR eeeeet &

19. abra A sz616 Syrah virus 1 jelenlétének kimutatasa RT-PCR-rel

M: GeneRuler 100 pb Plus marker, -K: mQ viz, +K: GSyV-1 fert6zott sz616 minta
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4.2.2. A sz6106 legyezoéleveliiség virus (grapevine fanleaf virus, GFLV)
kimutatasa

A sikeres PCR eredményeként az 1-es, 2-es, 9-es, 10-es és 12-es mintaban aspecifikus
jelet kaptam, amelyek a vart mérettartomanyon kiviilre estek, igy ezek a mintdk GFLV
korokozotol mentesnek tekinthetdk, azonban a pozitiv kontrollban, valamint a 4-es és 5-0s
szam Morvédre x Rupestris 1202 c. fajtdbol szarmazd mintaban a becsiilt mérettartomanyban

kaptam a terméket, tehat ezek a mintak a GFLV virus altal fert6zottek voltak (20. abra).
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20. abra A sz616 fert6z6 leromlas virus (GFLV) jelenlétének kimutatasa RT-PCR-rel

M: GeneRuler 100 pb Plus marker, -K: mQ viz, +K: GFLV fert6zott sz616 minta
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4.2.3. A sz616 Pinot gris virus (grapevine Pinot gris virus, GPGV)
kimutatasa

A GPGV a kutatdcsoportunk altal mar korabban is vizsgalt korokozo, ami sz616n igen
elterjedt, azonban a virus gyakran latens marad, nem okoz tiinetet. A pozitiv kontrollban a vart
mérettartomanyban lathat6 a virus jelenléte, a negativ kontroll vartan megfelelden tires maradt.
Az eredmények azt mutattak, hogy a Teleki-Kober 5BB fajta 1-es és 3-as, valamint a Morvédre

X Rupestris 1202 c. fajta 4-es mintajanak kivételével az 6sszes egyedben kimutathatd volt a

GPGV (21. abra).
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21. abra A sz616 Pinot gris virus jelenlétének kimutatasa RT-PCR-rel

M: GeneRuler 100 pb Plus marker, -K: mQ viz, +K: GPGV fert6z6tt sz616 minta
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4.2.4. A sz610 levélsodrodassal-tarsult virus 2 (grapevine leafroll-associated
virus 2, GLRaV-2) kimutatasa

A 22. dbra bemutatja a GLRaV-2 vizsgalatanak eredményét. A Teleki-Huhr S.0.4 7-es
¢s a Teleki SCP fajta 1l-es és 13-as mintajaban jol kivehetd a virus jelenléte a keresett
mérettartomanyban, ezért a gélkép alapjan elmondhatd, hogy ebben a harom mintaban a
GLRaV-2 jelen van. A 2, 4, 5, 6, 8, 10 és 12-es mintakban csak aspecifikus jelet kaptam,
amelyek a vart mérett6l eltérd tartomanyban helyezkednek el, igy ezek a mintak mentesek a
GLRaV-2-t6l.
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22. abra A sz010 levélsodrodassal-tarsult virus 2 jelenlétének kimutatasa RT-PCR-rel

M: GeneRuler 100 pb Plus marker, -K: mQ viz, +K: GLRaV-2 fert6zott sz616 minta
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4.2.5. A sz010 levélsodrodassal-tarsult virus 3 (grapevine leafroll-associated
virus 3, GLRaV-3) kimutatasa

A 23. abra szemlélteti a GLRaV-3 vizsgalata soran kapott eredményt. A Teleki-Kober
5BB Wei. 48 fajta 10-es ¢és a Teleki SCP fajta 12-es és 13-as mintajaban a becsiilt
mérettartomanyban kaptam terméket, igy kijelenhetd, hogy a GLRaV-3 koérokozdval
fertézottek ezek az egyedek. A 7-es szami PCR termék mérete talan kisebb a vartnal, igy nem
mondhatjuk Ki biztosan, hogy csak aspecifikus jelet kaptam vagy GLRaV-3 virussal fert6zott-
e a minta. A 4, 5, 6 és 9 szamu mintdkban a vart mérettartomanytol eltéré helyen kaptam

aspecifikus jelet, tehat ezek a mintak a keresett korokozotol mentesek.
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23. abra A sz616 levélsodrodassal-tarsult virus 3 (GLRaV-3) jelenlétének kimutatasa RT-
PCR-rel

M: GeneRuler 100 pb Plus marker, -K: mQ viz, +K: GLRaV-3 fert6zott sz616 minta
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4.2.6. Az Ausztral sz616 viroid (AGVd) kimutatasa

A 24, dbra szemlélteti az AGVd RT-PCR segitségével kapott eredményeket. A 8-as, 9-
es és 10-es mintakban a becsiilt mérettartomanyban lathato a virus, igy a Teleki-Kober 5BB
Wei. 48 fajtabol szarmazo sz6l6mintak mindegyike AGVd viroiddal fert6zottnek tekinthetd.
Az 1-es szaml minta helyén csak a marker atszivargésa lathat6. Az 1, 2, 3, 4,5, 6, 7, 11, 13-as
szamt mintakban a keresett korokozo nincs jelen. A 12-es mintaban aspecifikus jel lathato a

vart mérettartomany alatt, ezért a minta korokozo6tol mentes.
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24. abra Az Ausztral sz616 viroid (AGVd) jelenlétének kimutatasa RT-PCR-rel

M: GeneRuler 100 pb Plus marker, -K: mQ viz, +K: AGVd fert6zo6tt sz616 minta

4.2.7 A virusfertozottség valtozasa 2015 és 2019 kozott

A GLRaV-2 esetében 2015-ben nem mutattak ki virusfertézottséget a vizsgalt mintdkban,
mig 2019-ben az altalam végzett kutatas soran a Teleki-Huhr S.0.4 fajta 7-es mintaja és a
Teleki SCP fajtanal a 11, 12-es minta pozitiv eredményt mutatott GLRaV-2-re.

2019-ben a Teleki-Huhr S.0.4 7-es, a Teleki-Kober 5 BB Wei.48 10-es, valamint a Teleki
5CP 12 és 13-as mintajaban detektaltam a GLRaV-3 virust, azonban 2015-ben csak a Teleki
5CP és a Rupestris du Lot fajtanal volt jele a korokozonak.

A nem vizsgalatkdteles virusok koziil a GSyV-1-nél a Teleki-Kober 5BB 3-as mintajan
kiviil 2019-ben minden mintaban kimutattam a virus jelenlétét. 2015-ben is igen elterjedt volt
a GSyV-1, de a Teleki 5CP fajta vizsgalata soran még nem észlelték jelenlétét.

2019-ben ugyan az 1, 3 és 4-es minta vizsgalata soran negativ eredményt kaptam a GPGV-

re, de mindkét kutatasban, minden fajta esetében igazolhaté volt a virusfertdzottség.
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GFLV vizsgalata soran kiilonos volt, hogy mig 2015-ben a Mourvédre x Rupestris 1202 C.
¢és Teleki 5C P fajtaju széldalanyoknal detektaltak a virust, addig a 2019-ben végzett kutatasom
soran csak a Mourvédre x Rupestris 1202 C. fajtanal igazoltam jelenlétét. Az AGVd-nél isez a
jelenség mutatkozott, de itt a Teleki-Kober 5BB fajtanal nem tudtam kimutatni a viroidot,
azonban a Teleki-Kober 5 BB Wei.48 sz6l6alanynal igen.

A Rupestris du Lot fajtanal és a Mourvédre x Rupestris 1202 C. fajtdnal egy minta esetében
sikertelen volt az RNS izolalasa, mig a GFkV ¢és GRSPaV virusoknal a PCR reakcio
(3.tablazat). A megfigyelt eltéréseket magyarazhatja, hogy a vegetacié soran folyamatosan
valtozik a virusok koncentracidja és eloszldsa a novényben (Charles et al. 2006), ezért
el6fordulhat, hogy egy-egy hajtasban a virus kimutathatosdga a modszer érzékenységének
hatara alatt vagy felette van.

3.tablazat A virusfertdzottség valtozasa 2015 és 2019 kozott

detektalt virusok

. Mintagyijtés vizsgalatkoteles virusok R
Fajta éve/Minta virusok

viroid

szama
GFLV | GFkV | GLRaV-2 | GLRaV-3 | GRSPaV | GSyV-1 | GPGV

AGVd

2015 + + +

2019/1
2019/2
2019/3

Teleki-Kober 5BB

. 2015 4 4 i
Rupestris du Lot

2015 + + + +

Mourvédre x Rupestris 2019/4
1202 C. 2019/5

2015 + + + +
Teleki-Huhr S.0.4 2019/6
2019/7

2015 + + +
Teleki-Kober 5 BB 2019/8

Wei.48 2019/9
2019/10

2015 + + +
2019/11
2019/12
2019/13

Teleki 5C P
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4.3 A Vitis sylvestris kisRNS konyvtar szekvenciajanak elemzése

A ligeti sz616 mintakbol kis RNS konyvtérat készitve a konyvtar a levél és kacs mintakban
fellelhetd Osszes kis RNS-t tartalmazni fogja, tehat nem csak a novényhez tartozé kis RNS-
eket, hanem a ligeti sz616t fertdz6 RNS virusok ellen keletkezd kis RNS-eket is. A ligeti sz616
mintakbol készitett kis RNS-konyvtarak bazissorrendjének meghatarozasara az UD Genomed
Kft. nagy ateresztOképességii Illumina szekvenalast hasznalt, majd a kapott adatokat
bioinformatikai modszerekkel elemeztem. Az ilyen modszerrel torténd vizsgalat soran teljes
kort képet kaphatok a mintdimban eléforduld virusokrdl, viroidokrol valamint eddig még
ismeretlen korokozokrol (Adams et al. 2009, Visser et al. 2014).

A szekvenalas mindségét FastQC program hasznalataval ellendriztem. Az alapelemzés
soran eloszor a kapott 50 bp hosszl szekvencidk trimmelését végeztiik el, amely a kis RNS
konyvtar készitéséhez és a szekvenalashoz sziikséges primerek és adapterek szekvenciainak
eltavolitasat jelenti. Ennek eredményeként megkaptuk a redundans read (szekvencia olvasat)
listat, amelyben minden egyedi kis RNS szekvencia ismétlédd kopiai is szerepelnek. A
tablazatbol kivehetd, hogy a trimmelés utdn a tovdbbi munkéra alkalmas readek szdma a
konyvtarban 12 millid, ami megfelel6 (4.tablazat).

A kovetkez0 1€pés soran eltavolitottuk a redundans adatokat a kis RNS szekvenciak koziil,
igy kapva a nem redundans read listat, melyek mar csak egyedi szekvencidkat tartalmaznak. A
kis RNS szekvenciakbol de novo hosszabb szekvenciakat épitettiink, igy kapva az tigynevezett
kontigokat.

4.tablazat A kis RNS konyvtar szekvenalas kezdeti statisztikdja

Konyvtar | Szekvenalt| Trimmelt readek Nem redundans Osszes kontig szam
b , readek

szama readek (redundans) %
213 FR36 VS| 14615543 12060850 1790297 |14,8% 4702

A kapott kontig szekvencidkat az NCBI RefSeq adatbazis ndvény virus referencia
szekvenciaihoz illesztettilk BLAST algoritmus segitségével. Ez alapjan készitettlink egy virus
talalati listat. Az igy kapott lista alapjan lathattuk, hogy milyen virusokrol keletkezhettek a kis
RNS-ek, illetve az is kideriil, hogy melyik virusra hany darab read illeszkedik a konyvtarakbol.
A kapott virusokra val6 taldlatok valoszinliségét az E-érték (e-value, expect value) alapjan

hataroztuk meg gy, hogy pozitiv talalatnak értékeltiik az E<le-5 értékii eredményeket. A
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konyvtarban csupan egy virusra, a GRSPaV-re kaptam talalatot. Meglepd modon nemcsak mas
virusra, de egyetlen viroidra sem kaptam talalatot az elemzés soran.

A kovetkezo 1€pés soran lefedettségi abrakat csindltam, hogy a hibas illesztések kiszlirésre
keriiljenek. Ehhez a kis RNS konyvtarat a vizsgalt virus GenBank-ben talalhato
referenciagenomjara illesztettem. Amennyiben a genomot t6bb helyen is lefedi bizonyos szamu
read, akkor a virusfert6zottség valoszintisithetd, viszont ha csak néhany helyen lathato kevés
talalat, akkor az arra utalhat, hogy a névény némely endogén RNS-részlete mutat hasonlosagot

a virus Orokitéanyaganak egy szakaszaval (25. abra).

o
213-FRIE-VS S13 |
trimmed (Reads) E

2 088 reads ~

25 =

626

25. abra Ligeti sz616 mintakban talalhato kis RNS-¢ek illesztése GRSPaV referenciagenomra

A csoport tapasztalatai szerint a bioinformatikai elemzés akkor mutatja ki egy virus
jelenlétét, ha talalunk virus specifikus kontigot, valamint, ha a normalizalt redundans readek
szama eléri a 200-at. A virus specifikus kontig talalat az elobbiek alapjan GRSPaV fertézésre
utalt (5.tablazat).

S.tablazat A szekvenalt kis RNS konyvtar bioinformatikai analizise

Konyvtar szama Bioinformatikai analizis GRSPaVv

CLC kontigok 10

Nem-redundans readek 1718

213 FR36_VS Virus hit Redundans readek 2988
Normalizalt redundans readek 204 | 14,62

Genom lefedettség 87%
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5. Kovetkeztetések és javaslatok

5.1 A GLPV terjedésének vizsgalata

A NAIK-MBK iiveghdzaban talalhatok olyan magoncok és oltvanyok, amelyek
bizonyitottan a sz6l6 vonalas mintazottsag virus (Grapevine line pattern virus, GLPV) éltal
fert6zott anyandvényekrol szarmaznak. Vizsgalataimban megfigyeltem az esetlegesen maggal,
vagy oltassal torténd virusatvitelt. A kutatds soran 21 darab ndvénybdl izolaltam RNS-t,
amelybdl 13 db magonc, 6 db oltvany és 2 db eredeti tokérdl szarmazo Baco22-es sz616 volt.
A GLPV specifikus PCR reakcio gélelektroforézis képe alapjan kimondhato, hogy az 1-es, 2-
es, 3-as, 6-os oltvanyban a virus kimutathat6. Az eredeti Bac0o22-es novényrdl szarmazo 7-es
mintaban jelen van a GLPV. A vizsgalt 13 (9-21-es jeltl) magonc mintdkban nem volt jele

GLPV fertdzottségnek, tehat ez esetben a virus nem terjedt magatvitel soran.

A virusok gyors valtozasokra képesek, alkalmazkodasuk a megvaltozott koriilményekhez
gyorsan lezajlik. A végbement valtozasok hosszi evolticio eredményei, amelyben szerepet
jatszhat a gazdaszervezettel valo tartos egyiittélés és a koevolucid is, mely soran a virus és a
gazdanovény kozott folyamatos behatasok alakulnak ki, amely végiil a virus genom
megvaltozasat eredményezi (Roossinck 1997). Ahhoz, hogy egy virus maggal képes legyen
terjedni, be kell jutnia a mag valamely szovetébe. Ezt a folyamatot azonban kiilonb6zo gatlo
faktorok akadalyozhatjak. A magatvitel jelentds valtozasait tobb tényezd is befolyasolhatja,
példaul a gazdandvény fajtija, a virus torzs, a gazda fertdzésének ideje €s a homérsékleti
viszonyok (Sastry 2012). Ezen kiviil bizonyos valtozasok az aminosav sorrendben, melyek
hatdssal vannak konzervalt virdlis motivumokra, képesek javitani vagy csokkenteni a
kiilonbozd virusatviteli modok hatékonysagat. Példaul a sz6ja mozaik virus (soybean mosaic
virus, SMV) kopenyfehérjéjében torténd egyetlen aminosav csere képes novelni a levéltetvek
altali atvitel hatékonysagat, ezzel parhuzamosan pedig csokkenteni a magatvitelét (Jossey et al.
2013). Mivel a GLPV egy 30 évvel ezeldtt azonositott virus, amely ez id6 alatt nagyon sokat
valtozhatott, igy lehetséges, hogy azért nem produkalja a tlineteket, mert jol adaptalodott a

gazdahoz és ezen valtozasok okozhatjak, hogy maggal mar nem képes terjedni.

5.2 Pécsi iiltetvény virusfertozottségének valtozasa

A PTE Szdlészeti és Boraszati Kutatointézet széldalany-fajtagytijteményének virologia
allapotfelmérését 2015-ben végezték (Demian et al, 2020). Az eredmények ismeretében a

mintavételezés sordn olyan egyedekre 0sszpontositva szedtiik a mintdkat 2019 oktdberében,
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amelyekben legalabb 2 virus és/vagy viroid megtalalhato volt és a filoxéra levéllako alakjanak
karositasa is megfigyelhetd volt.

Az eredmények azt mutattak, hogy 3 virus esetében (GLRaV-2, GLRaV-3, GSyV-1)
megfigyelhetd volt a terjedés, mivel 2019-ben tobb egyed is fertézott volt a virussal, mint 2015-
ben. Azt gondoljuk, hogy az iiltetvényben valdsziniileg helyszini fertézés tortént, amely
torténhetett akar mechanikai atvitel soran vagy vektor altal. Egy fajta esetében az RNS izolalas,
valamint két virus (GFkV, GRSPaV) RT-PCR-rel torténé detektalasa sikertelen volt, igy
tovabbi vizsgalatok sziikségesek. A filoxéra feltételes vektorszerepének meghatarozasa
érdekében a NAIK-MBK Molekuléris Novénykortan csoportja mar megkezdte kutatasait, mely
soran azon filoxérak virusfert6zottségét vizsgaljak, amelyek az altalam vizsgalt sz6l6levél

mintakrél szarmaznak.

5.3 A ligeti sz616 bioinformatikai elemzése

Egy olasz kutatocsoport 2018-ban Toszkana teriiletén talalhato ligeti sz6l6kben végzett
virologiai felmérést, amely soran négy virust (GLRaV-1, GLRaV-3, GRSPaV, GVA) mutattak
ki (Sabella et al. 2018). Mivel kollegaink a NAIK SZBKI-ben a ligeti sz616 eredetét kutatjak
molekularis markerezéssel, ismertek olyan helyszineket, ahol ez a ndvény a természetes
flordban fellelhetd. Az altalam végzett kisérletben Hédervar-Kimle és Feketeerdébol
szarmaztak a ligeti sz6l6 mintak és virusfert6zottségiik feltérképezése kis RNS alapu uj
generacios szekvenalasi modszer segitségével tortént. Mivel a ligeti sz616k €éldhelyiiknél fogva
(mocsaras teriileteken, a magas vizallas miatt a filoxéra nem ¢l meg) nem voltak kitéve az 1875-
ben bekdvetkezd filoxéra jarvanynak, igy nem pusztultak ki, ezért kovetkeztethetiink

Magyarorszag sz6ldvirusaira a jarvany eldtti 1dokbol.

Az olasz kutatocsoporttal ellentétben az én mintaimban csak a GRSPaV-t tudtam Kimutatni.
A toszkan ligeti sz616bdl szarmazdé GRSPaV izolatumok filogenetikai elemzése azt mutatta,
hogy a termesztett Vitis vinifera fajtakbol szarmazoé izolatumokkal csoportosulnak. Azt nem
tudtak megfejteni, hogy a vadon él6 Vitis fajok hogyan fertézédhettek meg az ismert
szOlovirusokkal. Azt a hipotézisiiket talaltdk megfeleld6 magyarazatnak, hogy a virusok Osei
egyiitt evolvalodtak a régi Vitis fajokkal, majd mikor ezek a Vitis fajok elkiiloniiltek egymastol,
a virusok is elkiiloniiltek, ezutan mechanikai tUton, oltassal keriilhettek a kiilonb6zo
virusvaridnsok at a termesztett Vitis vinifera fajtidkba. Osszességében a vad Vitis fajok virus

rezervoarként szolgdlhatnak a sz6ldvirusok szamaéra, melyek potencidlis esélyt nyujtanak
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kiilonboz6 virusok vektor altali atjutasara a termesztett sz6l6 fajtakra (Sabella et al, 2018).
Azonban sem a Toszkén teriileten, sem a nalunk vadon nové ligeti sz6l6 egyedekben nem
talaltunk olyan virusokat, amelyek leirasa az utobbi 10-15 évben tortént, mint pl. a GPGV,
GSyV-1 vagy GVT. Ebbdl akar arra is kovetkeztethetiink, hogy ezek a virusok nemcsak
leirasuk id6pontja szerint, hanem evolucidsan is (jjabbnak szamitanak. Ennek a kijelentéséhez
azonban nem elég csupan néhany tokét megvizsgalnunk, a megalapozott kovetkeztetéshez

tovabbi vizsgalatok sziikségesek.
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6. Osszefoglalas

A szoloiiltetvények egészségiigyi allapotat nagymértékben befolyasolja azok virusokkal,
viroidokkal valo fertézottsége. Az ilyen vegetativan szaporitott, fis szara novények esetében
az egészséges, korokozomentes allapot fenntartasa, meglehetésen nehéz feladat, mivel az
elleniik valdo védekezés csupan a rezisztens fajtdk termesztésével, a korokozd mentes
szaporitdanyag hasznalataval, illetve a virusvektorok elleni védekezéssel oldhato meg. A mar
jelenlévé korokozok pontos kimutatasa pedig csak korszeri diagnosztikai modszerek

segitségével lehetséges.

Diplomadolgozatom soran RT-PCR alapu teszttel vizsgaltam a sz616 vonalas mintazottsag
virus (grapevine line pattern virus, GLPV) terjedési modjait, amelyhez a virus fenntartasara
hasznalt 2 db Baco22-rél hajtatott vessz6rél, 6 db oltvanyrol és 13 db magoncrdl izolaltam
RNS-t. A GLPV specifikus PCR reakcié gélelektroforézis képe alapjan kimondhatd, hogy 4 db
oltvanyban és 1 db eredeti Baco22-es ndvényben volt kimutathato a virus. A vizsgalt magoncok
egyikében sem volt jele GLPV fertdzottségnek, tehat ez esetben a virus nem terjedt magatvitel
soran. Ennek hatterében az allhat, hogy a tartds egyiittélés soran a virus adaptalodott a

gazdanovényhez, aminek kovetkeztében nem képes maggal terjedni.

RT-PCR segitségével elvégeztem a PTE Szdlészeti és Boraszati Kutatointézet széléalany-
fajtagytijteményének virologia allapotfelmérését, amelyhez a 2015-ben végzett kutatasi
eredményeket is felhasznaltam (Demian et al 2020), hogy megfigyelhessem az iiltetvényben
torténd virusok terjedését. Az eredmények alapjan 3 virus esetében (GLRaV-2, GLRaV-3,
GSyV-1) volt megfigyelhet6 a terjedés, 2019-ben ugyanis tobb egyed volt virusfertézott, mint
2015-ben. Azt gondoljuk, hogy az iiltetvényben valosziniileg helyszini fertézés tortént, amely

torténhetett akar mechanikai atvitel soran vagy vektor altal.

Felmértem a Hédervar-Kimle és Feketeerdobdl szarmazoé ligeti sz616k virusfertdzottségét
kis RNS alapu 0 generacios szekvenalasi modszer segitségével, hogy kovetkeztethessiink arra,
vajon milyen szOlovirusok lehettek Magyarorszagon az 1875-ben bekovetkezd filoxéra jarvany
el6tt. Egy olasz kutatocsoport (Sabella et al 2018), 2018-ban Toszkana teriiletén talalhaté ligeti
sz6lokben végzett virologiai felmérést, amely soran négy virust (GLRaV-1, GLRaV-3,
GRSPaV, GVA) mutattak ki. Az olasz kutatocsoporttal ellentétben az én mintaimban csak a
GRSPaV-t tudtam kimutatni. Olyan virusokat azonban nem mutattunk ki ligeti sz6lékben,
amelyek leirasa az utobbi 10-15 évben tortént, mint pl. a GPGV, GSyV-1 vagy GVT, amibdl

arra kovetkeztethetlink, hogy ezek nemcsak leirdsuk szerint, hanem evoluciosan is ijabb
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virusok. Ennek a kijelentéséhez azonban nem elég csupan néhany tékét megvizsgalnunk, a

megalapozott kovetkeztetéshez tovabbi vizsgalatok sziikségesek.
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