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Roviditésjegyzék
ELISA - enzyme-linked immunosorbent assay - enzimkotott immunszorbens

modszer

LFIA - lateral flow immunoassay - lateralis aramlasi immunteszt

PCR - polymerase chain reaction - polimeraz lancreakcio

RT-PCR - reverse transcription PCR - reverz transzkripciot kovetd PCR
HTS - high-throughput sequencing - nagy ateresztéképességl szekvenalas
GVT - Grapevine virus T- sz6l6 T virus

dsRNS - double stranded RNA - duplaszalu DNS

SiRNS - small interfering RNA - kis (interferald) RNS

cDNS - complementary DNA - komplementer DNS

SBS - sequencing by synthesis - szintézissel térténd szekvenalas

CMOS - complementary metal-oxide-semiconductor - komplementer fém-oxid-

félvezetd
SMS - single-molecule sequencing - egymolekulas szekvenalas

SMRT - single-molecule real-time sequencing - egymolekulas valos idejl

szekvenalas
NCBI - National Center for Biotechnology Information
nt - nukleotid
bp - bazispar

GRSPaV - grapevine rupestris stem pitting-associated virus - sz6l6 rupestris

faszOveti barazdaltsag virus
HSVd - hop stunt viroid - komlétorpulés viroid

GYSVd-1 - grapevine yellow speckle viroid-1 - sz616 sargafoltssag viroid-1



GPGYV - grapevine Pinot gris virus — sz6l6 Pinot gris virus

TNA - total nucleic acid- teljes nukleinsav

ORF - open reading frame - nyitott leolvasasi keret

GLRaV-3 - grapevine leafroll-associated virus 3 - sz8l6 levélsodrodas virus-3
GVA - grapevine virus A - sz6l6 A virus

GVE - grapevine virus E — sz6l6 E virus

ssDNS - single stranded DNA - egyszalu DNS

AVF- Alfalfa virus F

OTU - operational taxonomic unit - operativ taxondmiai egységek

RISC - RNA induced silencing complex - RNS indukalta géncsendesitési komplex
DCL - DICER like - DICER-szerl (fehérje)

RTD - Roditis leaf discoloration - Roditis levél elszinez6dés

GRLDaV - grapevine Roditis leaf discoloration-associated virus



1 Bevezetés

A sz6l6 (Vitis vinifera L.) egyik legrégebbi termesztett gyumolcsunk, amit
regenerald képessége miatt az élet szimbdlumanak tekintettek, ezért gyakran
nevezik az élet fajanak. A sz6l6 termesztése és haziasitasa i.e. a hetedik és a
negyedik évezred koOzott tortént a Fekete-tenger és Iran kozotti régidban.
Manapsag koralbelll 7,5 millié hektarra tehetd (a 2013-as OIV-becslés 7,518 millié
hektar) a vilag szbél6ultetvényeinek terulete (Maliogka és mitsai.,, 2015).
Magyarorszagon a sz6l6 fontos gazdasagi és kulturndovény. Orszagunkban 22
borvidéken, 0Osszesen 71,5 ezer hektaron (KSH, 2018. junius 1.) folyik

sz6lémivelés.

A sz06l6t és gyumolcsfainkat a fajtafenntartas miatt vegetativan szaporitjuk, hogy a
mar ismert, jO tulajdonsagok valtozatlanul jelentkezzenek az utédokon. A fas szaru
ndovényeket igen sokféle kérokozd betegitheti meg, viroidok és virusok (ezek
szama sz6l6 esetén tébb mint 80) (Martelli és mtsai.,, 2014), fitoplazmak,
baktériumok és gombak. E koérokozok, melyek kozll tdbb latens formaban van
jelen, komoly gazdasagi karokat okozhatnak az ultetvényekben. A virusok elleni
védekezés soran a megel6zésre kell torekednunk, mivel Ultetvényeinket
hagyomanyos novényvédelmi technikakkal nem évhatjuk meg a virusfertézéstdl. A
fert6zések megelbézésében kulcsszerepe van a kivald minéségi, patogénmentes

szaporitéanyagnak.

Bar a novényi viroldgia tudomanyaga csak kozel 120 éves, a torténeti irodalom
ramutat arra, hogy az emberiség mar évezredekkel ezelbtt észlelt olyan
novénybetegségeket, amelyeket tipikusan virusok okoznak. Koken japan
csaszarnd 752-ben irt versében egy leny(ig6zé sarga levélmintat ir le, amely
tinetet mai ismereteink alapjan egy geminivirusos fert6zésnek tulajdonithatunk

(Lefeuvre és mtsai., 2019).

A novényvirusok (1. melléklet, 2. melléklet) vizsgalata els6sorban a fert6zés
lathatd jeleit mutaté haziasitott ndvényekre Osszpontositott. Ez ahhoz a téves
ertelmezéshez vezetett, amely szerint a legtobb virus tuneteket valt ki a
gazdaszervezetben (Wylie és mtsai., 2013). Mai tudasunk szerint a virusok
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nemcsak koérokozok, hanem a globalis 0koszisztéma nélkulozhetetlen elemei is.
Mivel a novények a foldi biomassza tobb mint 80%-at teszik ki, a ndvényi virusok
valészinldleg nagyobb hatassal vannak az Okoszisztéma stabilitasara és
muUkodésére, mint mas él6lények virusai. A genetikailag homogén
novénypopulaciok  tulnovekedésének  megakadalyozasa mellett néhany
novényvirus akar el6 is segitheti gazdasejtjeik alkalmazkodasat a valtozo
kornyezethez. Az ilyen kedvez6 kolcsdnhatasok mértékére és gyakorisagara
vonatkozd becslések azonban igen ellentmondasosak. A virusok vizsgalatabol
nyert egyre bovulé tudasanyagunk olyan mélyebb, evoluciés kapcsolatokat is
feltar, amik arra utalnak, hogy a ndvény-, gomba- és izeltlabuvirusok jelentés
részének k6zds eredete lehet (1. abra). Tovabbi kutatasok szikségesek annak
felderitésére, hogy a kozds eredet milyen hatassal van a virus-vektor
kapcsolatokra és a novények, gombak és izeltlabuak kozotti jarvanyok

terjedéseének térbeli és idébeli dinamikajara (Lefeuvre és mtsai., 2019).
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Virus csalddok és nemzetségek

1 Amalgaviridae Crustavirus 13 Dicistroviridae 20 Bromoviridae 25 Nodaviridae

2 Quadriviridae Wastrivirus :az::;::g'?dae S:sgséig’i‘gg?ae 26 Sinaivirus
Botybirnavirus 7 Aspiviridae Secoviridae Blunervirus 27 Alphatetraviridae

3 Partitiviridae 8 Phenuiviridae Bacillarnavirus Cilevirus Carmotetraviridae

4 Endornaviridae 9 Tospoviridae Labyrnavirus Higrevirus Permutotetraviridae

5 Reoviridae 10 Fimoviridae 14 Potyviridae Idaeovirus 28 Cyclovirus

6 Bornaviridae Peribunyaviridae 15 Papanivirus 21 Tymoviridae 29 él'phas.atellitidae
Mymonaviridae 11 Caulimoviridae 16 Benwiridae 22 Luteoviridae Arcovirts
Nyamiviridae 12 Alphaflexiviridae A ’ ivi Solemoviridae Nanpvindae
Rhabdoviridae Betaflexiviridae el U Tombusviridae 30 Geminiviridae
Anphevirus Gammaflexiviridae 18 Narnaviridae 23 Ourmiavirus Genomoviridae
Arlivirus Deltaflexiviridae 19 Virtovirus 24  Alvernaviridae 31 Tolecusatellitidae

Chengtivirus

1. abra: A novényi virusok eredete. Az el6tér szine a gazdaszervezetet jelzi, a hattér szine a

viruscsalad/nemzetség orokitéanyaganak jellegét (Lefeuvre és mtsai., 2019).

A viroidok kisméreti, fehériet nem kodold, egyszalu, koralaki RNS-bdl allnak,
autondm modon képesek replikalodni, és egyedi szerkezeti, funkcionalis és

evolucios tulajdonsagokkal rendelkeznek.

A viroidokat és a virusokat nehéz megkuldonbodztetni pusztan a gazdandvényben
indukalt fenotipusos hatasok alapjan. Ezek a hatasok a sulyos tunetektdl a latens
fert6zésig terjednek (Flores és mtsai., 2005).

A szblébetegségeket okozd virusok tébbnyire egyszali RNS-genommal
rendelkeznek, mig néhanyukban kettés szalu RNS-genom van. Az utdbbi években
DNS-genommal rendelkezd sz6l6 patogén virusokat is felfedeztek (1. tablazat)
(Zherdev és mtsai., 2018).



Csokkent életképesség, fokozott
Sz616 fert6z6 virusos Secoviridae hajtasképzGdés (elagazas),
leromlds (Infectious Grapevine fanleafvirus GFLV o kettds néduszok, révid internddiumok,
i K Nepovirus i R ,
degeneration and decline) cikkcakkos névekedés;
alevelek legyezd alakuak és aszimmetrikusak
Grapevine virus A GVA - Duzzadt és parafaszer(i vessz8 az oltas helyén;
— Betaflexiviridae, o ok ce i o
P Ak Grapevine virus B GVB - a szdr és torzs eltér6 atmérdjl; szemolcsos,
Faszoveti bardzdaltsag : : Vitivirus L
Grapevine virus D GVD vagy bardzdalt torzs; a levelek
(Rugose wood) - - — , X i
Grapevine Rupestris stem GRSPaV Betaflexiviridae, hulldamosodhatnak; a levelek pirossa vagy
pitting-associated virus Foveavirus sargdva valhatnak
Grapevine leafroll-associated R A sotét fajtaknal a levelek vorosodnek; fehér
a s virus 1 Closteroviridae, fajtak esetén a levelek sargéra vagy
Levélsodrédas (Leafroll) = = . . [ .
Grapevine leafroll-associated GLRaV-3 Ampelovirus klorotikusra valnak; az erek zoldek maradnak;
virus 3 levelek gondornek.
3 3 . _ Levélerek halvanyodasa és foltosoddsa a
Latens foltossag (Grapevine i X Tymoviridae, . L, ,
Grapevine fleck virus GFkv K vegetdcids idGszak végére; fényes levelek; a
flec) Maculavirus P
levelek felfelé gondorhetnek
A levelek piruldsa a voros bogyos
X , Grapevine red blotch- Geminiviridae, gyumolcsokben (klorotikus teriletek a fehér
Piros foltossag (Red blotch) . K GRBaVv ) L, . o ia L,
associated virus Grablovirus bogyds fajtdkban) a névekedési id6szak elején;
a bogyok érésének késése.
Masodlagos vagy harmadlagos levélerek
Levélér halvanyodas és Caulimoviridae halvanyodasa fiatal leveleken; mozaikosodas
vessz6 hanyatlas (Vein- | Grapevine vein clearing virus GVCV Badnavirus ! és foltok érett leveleken; cikkcakkolt és rovid
clearing and vine decline) internodiumok a fiatal hajtadson; barnas,
deformalt, szabalytalan alaku és apré bogydk

1. tablazat: A sz6l6ben betegségeket okozo f6 virusok és fertézésuk tlinetei (Zherdev és mtsai.,
2018).

A szb6lbbetegségek diagnosztizalasakor a vizualis diagnozis volt az elsé és a mai
napig leggyakrabban alkalmazott médszer. A diagnozis csak a vizsgaldé személy
tapasztalatan alapul, ezért elkertlhetetlenll dnkényes, ami pontatlan kérokozo-
azonositast eredményezhet. A vizualis diagnozis felallitasanak nehézsége, hogy a
szbl6levél morfolégiajanak és szinének valtozasait sokféle tényezd okozhatja. A
tineteket befolyasoljak az id6jarasi korilmények, a virus mennyisége, a torzsek
agresszivitasa, a fert6zés idépontja és a betegség idétartama is. Raadasul a

tunetmentes virusok természetesen nem észlelhetéek vizualisan.

A Dbiotesztek hasznalata soran érzékeny indikatornévényeket fertéznek /
szemeznek a fert6zott ndvény nedveivel / rigyeivel. Ezek a tesztek ugyan
érzékenyek, de rendkivul id6-, hely- és munkaigényesek, és ezért nagyon
koltségesek is. A gyorsabb és pontosabb diagnosztikai technikak fejlesztésével

mara lecsokkent a bioldgiai tesztelés alkalmazasa.

A virusdiagnosztikara hasznalt f6 szerologiai modszerek az enzimkotott
immunszorbens moédszer (enzyme-linked immunosorbent assay-ELISA és a
lateralis aramlasi immuntesztek (lateral flow immunoassay LFIA). Az ELISA
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modszer 1ényege, hogy a specifikus antigén-antitest immunkomplexet enzimjelzés
segitségével detektalhatjuk mikrotitralo lemezek mintahelyeiben. Az ELISA
alkalmazasanak azonban tébb hatranya is van. Egyrészt kivald min&ségi
antiszérumot igényel, amely lehetdvé teszi a virus antigénekhez vald érzékeny és
specifikus kotédeést. Antiszérum hianyaban nem detektalhatd uj virus, sét a kozeli
rokon, de mas fenotipussal rendelkez6 virusok kimutatasara sem hasznalhato.
Masrészt az ELISA teszt rugalmatlan, tébbféle kérokozd egyideji kimutatasara
nem alkalmas. A szeroldgiai diagnosztikai moédszerek masik f6 irdanya a lateralis
aramlasi immunteszteken (LFIA) alapul. Ez a vizsgalat egy tobbmembranos
kompozit tesztcsik hasznalatan alapul, amelynek alkotéelemeit el6zetesen kezelik
az Osszes, a szelektiv immunkomplexek kialakitasahoz és megjelenitéséhez
szlkséges reagenssel. A tesztcsik szinvaltozasai utalnak a kilénb6zé kérokozok

jelenlétére (Zherdev és mtsai., 2018).

A nukleinsav-alapu modszerek egyetlen noévényi kivonatbdl tdbb vizsgalat
elvégzeését teszik lehetévé; akar kulon mintakban, azaz parhuzamosan, akar
egyetlen mintabdl, azaz multiplex vizsgalattal. Polimeraz lancreakciot (Polymerase
Chain Reaction - PCR) hasznalunk DNS virusok kimutatasara és reverz
transzkripciét (RT) kdveté PCR-t (RT-PCR) RNS virusokra. A PCR technikak az
ELISA vizsgalatoknal nagysagrendekkel érzékenyebben képesek kimutatni
ndvenyi virusokat, azonban itt a vizsgalathoz szikséges primerek tervezéséhez

elézetesen ismerni kell a virusgenom szekvenciajat (Boonham és mtsai., 2014).

A virus nukleinsavak kimutatasan alapulé tovabbi diagnosztikai modszer a DNS-
chip (DNA microarray). A DNS-chiphez kovalensen kapcsolnak olyan prébakat,
amelyek Osszességével egyidejlleg akar tdbbezer eltéré virus azonosithatd. A
novények virusdetektalasara iranyuld kisérletekben a DNS-chipek altalaban
nagyobb érzékenységet mutatnak, mint az ELISA, de kevésbé érzékenyek, mint
az RT-PCR.

A nagy atereszt6képességl szekvenalas (high throughput sequencing - HTS),
masnéven ujgeneraciés szekvenalas (next-generation sequencing - NGS)
forradalmasitotta a ndovényi virusok kimutatasat. A PCR-en és immuntechnikan
alapuld6 moddszerek csak akkor alkalmazhaték, ha vannak mar el6zetes

informaciok a kérdéses virus genomjardl vagy elérheték mar virusfehérjékre



specifikus ellenanyagok, ezért uj betegséget okozd virusok nem detektalhatok
ezekkel a médszerekkel. Ezzel szemben a HTS modszerek segitségével nemcsak
a keresett-, hanem a mintankban fellelhetd (kdzel) 6sszes virust kimutathatjuk, és

szekvenciainformaciét is nyerhetlink roluk (2. tablazat) (Zherdev és mtsai., 2018).

Vizudlis JelentGs gyakorlati
. ] R e Nincs specidlis sziikséglet Toébb perc Terep
diagnosztika ismeretek
X Jelentds gyakorlati Indikdtornovények gylijteménye, |[Tobb hétig, vagy akar 2-3 , 3 . ,
Biotesztek ) J L ) L Kutatas, eredmények igazolasa
ismeretek felszerelések hosszu tavu hasznalata évig is tarthat
Specializalt szérias berendezés, o, Kutatds, eredmények igazolasa,
ELISA Mérsékelt AL X Tébb 6ra _ nvek iga
aranylag alacsony aron rutin labor diagnosztika
Egyszer(i felszerelés, a vizualis
LFIA Alacsony eredmények kiértékelésének 10-20 perc Terepi diagnosztika
lehetGsége
Kutatds, eredmények igazolasa,
., Specidlis felszerelés, a berendezés | Tobb percvagy néhany . . v ) = )
PCR Mérsékelt ) N ) rutin labor diagnosztika, terepi
dra meglehetdsen magas lehet ora . )
diagnosztika
DNS-chip Magas Specialis berendezés Tobb éra Kutatas
Specialis, magas koltségu
HTS Magas berendezések, specidlis Tobb 6ra Kutatds
adatfeldolgozas

2. tablazat: A novényi (sz816) virusdiagnosztikara hasznalt médszerek jellemzdi (Zherdev és mtsai.,

2018).

A dolgozat <célia a HTS mobdszerek sz6ldvirus-diagnosztikara valo
felhasznalasanak bemutatasa, Osszehasonlitasa és egy sajat kutatas leirasa,
melynek soran Magyarorszag sz6l6ultetvényeit reprezentald kis RNS szekvenciak
segitségével hazankban el6szor kerult azonositasra a sz6l6 T virus (grapevine
virus T- GVT).
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2 HTS

A nagy atereszt6képességll szekvenalasi technikak forradalmasitottdk a
genomikat. A hatalmas genomok gyakran Osszehasonlitd jellegli kutatasara a
hagyomanyos Sanger szekvenalads nem bizonyult elég hatékonynak. Eppen az
ilyen kutatasok igénye vezetett a HTS technikak kifejlesztéséhez, amelyek e

kérdések vizsgalatara mara mar alapvet6 kutatasi eszk6zzé valtak.

Az els6 HTS mobdszerek a Sanger modszer DNS-szintézisen keresztili
szekvenalasi alapelvét kovették, majd késébb mas eljarasokat is kifejlesztettek. A
hagyomanyos Sanger modszerrel ellentétben azonban a HTS modszerek kozos
jellemzdje, hogy parhuzamosan tobb millié (vagy tdbbszaz millié) nukleinsav
szekvenciajat hatarozzak meg, amivel akar tobbezer gén szekvenalhatd

egyidejlleg.

A HTS moddszer nagy elénye, hogy nem igényli a szekvenciainformaciok elézetes
ismereteit, (nem szikséges specifikus primer), egy hipotézisektél mentes
megkozelités, amely igy alkalmas Uj gének és ritka variansok felfedezésére és

nagy érzekenységet nyujt ezek szamszerisitésére.

Nem is olyan régen a ndvényvirusok felfedezése még idéigényes folyamat volt, és
a nem ismert eredetli betegségek kialakitasaban betoltott szereplk megallapitasa
is sok nehézségbe Utkozott. Az  utdbbi években a HTS megjelenése
forradalmasitotta a novényi virusok tanulmanyozasat és a gyakorlati
virusdiagnosztikat. Ennek oka, hogy a HTS nemcsak a virusok kimutatasara, a
virusgenomok jellemzésére es a gazda-patogén kolcsonhatasok
tanulmanyozasara hasznalhatd, hanem akar el6zetes ismeretek nélkul is lehetéve
teszi az ismert virusvariansok egyre novekvd valtozatossaganak jellemzését. Az
ujonnan felfedezett virusok kdzul sok tlinetmentesen bujhat meg a termesztett és
vadon él6 névényekben. Ezek a megfigyelések, valamint az egyre tdbb ndvény-
virus mutualista kapcsolat leirdasa megdodntheti a hagyomanyos dogmat, miszerint

minden virus kérokozé (Massart és mtsai., 2017).
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A HTS alkalmazhaté viruspopulaciok tanulmanyozasara, hasznalataval
vizsgalhaté egyetlen izolalt gazdasejt, szerv, teljes gazdandvény, vagy akar
ndvénykozosségek is egy adott 6koszisztéman belll. Ennek eredménye lehet akar
egy novény-, vagy Okoszisztéma fitovirus metagenom, ami igen érdekes
vizsgalatokat tesz lehetévé példaul a virusokoldgiaban. A gazdandvények
genomjanak ismeretében a HTS adatok elemzésekor lehetéség nyilik, az emberi
patogének esetén mar sikeresen alkalmazott in silico szlirésre, amely soran a
szekvenalasi olvasatokbdl el6szor eltavolitiak a gazdaszervezet genomjaval
homolog szekvenciakat, igy a tovabbiakban mar csak a nem gazdaszervezet

eredetl szekvenciakat elemzik (Massart és mtsai., 2014).

Fontos gazdasagi névényunk, a sz6l6 virusainak felderitésében is nagy segitséget
nyujt a HTS alkalmazasa, mivel igen hatékony eszkdz, és lehetévé teszi a
sz6lémintakban talalhatd virusok részletes leirasat. A vizsgalat soran hasznalt
HTS mddszertél fliggéen nemcsak a mintaban talalhaté 6sszes virus derithet6 fel,
de akar teljes virusgenomok is Osszeallithatok. Az elmult években a HTS
hasznalataval a vilag minden tajan szamos uj sz6lévirust azonositottak, amelyek
kulonféle csaladokba tartoznak, mint példaul a Betaflexiviridae, Caulimoviridae,

Luteoviridae, Secoviridae vagy Tymoviridae (Hily és mtsai., 2018).

A HTS-sel torténd virusdiagnosztika harom fébb Iépésen alapul: (i) a
nukleinsavmintak el6készitése a szekvenalasra, (i) az elbkészitett mintak
szekvenalasa egyetlen kisérletben, (iii) a kapott szekvencia olvasatok

bioinformatikai analizise.

2.1 Mintak el6készitése

A HTS moddszerek elssorban abban kulénbéznek egymastol, hogy a DNS vagy
RNS mintékat hogyan készitik el6. Az el6készités modjat a vizsgalni kivant kérdés
alapjan kell megvalasztani. A nukleinsavmintak el6készitése magaba foglalja a

mintagyUjtést, a nukleinsav dusitasat és a konyvtarkészitést.

A mintagylijtés sz6l6 esetén torténhet az Ultetvényeken, Uveghazakban, laborban
nevelt novényekrdl; tunetmentes, tlnetes, vagy véletlenszerien valasztott
novényrél, barmelyik szervbdl: hajtascsucsbdl, fiatalabb és idésebb levelekbdl,
kacsbdl (Czotter és mtsai., 2018), gyumolcshusbdl, héjbdol és magbdl is (Jo és
mtsai., 2015).
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A szekvenalas alapjaul szolgalé nukleinsav jellegétél fuggben eltér6 HTS
modszerek léteznek, amelyeknél a mintael6készités modja is alapvetben eltér. A
szekvenalasra alkalmas DNS-konyvtar elkészitéséhez szamos kulonb6zé eljaras
létezik, amelyek kulénb6z6 nukleinsav kivonatok esetében hasznalhatok. A
novenyi virusok kimutatasara a duplaszalu (double stranded — ds) RNS, a kis
interferalé (small interfering — si) RNS és teljes RNS modszert hasznaljak a
leggyakrabban (Ruiz-Garcia és mtsai.,, 2019). A VANA megkozelités, mely
esetben a tisztitott virionokbdl szarmazé nukleinsavat hasznaljak, szintén alkalmas

noveényi virusok jelenlétének feltérképezésére (Bernardo és mtsai., 2018).

A konyvtarkészités soran az RNS molekularol reverz transzkripcioval cDNS-t
allitunk el6. A cDNS molekulak mindkét végéhez adaptereket ligalunk, amelyek
tobbek kozott a molekulak szekvenald platformhoz térténd kapcsolédasara
szolgalnak. Mivel a szekvenalas viszonylag draga, és egy szekvenalasi egység
igen sok, akar 250 millié olvasatot is képes késziteni egy reakcidban, idét és
koltséget takarithatunk meg, ha egyszerre tobb mintat szekvenaltatunk. Az ilyen
multiplex eljaras soran tobb konyvtarat keverink Ossze. Ekkor az adapterek
ligalasa soran egyedi, DNS szekvenciaba irt ,vonalkdédok” kerlilnek hozzaadasra
minden egyes konyvtarhoz. Ezeket a vonalkédokat hasznaljak a konyvtarak

megkulonboztetésére az adatelemzés soran (https://www.illumina.com/).

2.2 Szekvenalas

Az elmult években hatalmas verseny alakult ki a nagy kapacitasu, révid olvasasu
szekvenciak elballitasara képes készllékeket fejlesztd cégek kdzott, melyek kozil
két gyartd bizonyult a legsikeresebbnek: az lllumina (szekvenalas szintézis utjan,
sequencing by synthesis, SBS) és a Thermo Fisher Scientific lon Torrent
(félvezetd szekvenalasi technoldgia, semi-conductor sequencing) (Marine és
mtsai., 2020).

Az els6 HTS platformok olyan eszkd6zok voltak, amelyek, a Sanger
szekvenalashoz hasonldan szintézissel hajtottak végre szekvenalast (sequencing
by synthesis, SBS). A szintézis soran minden nukleotid hozzaadasakor digitalis
felvétel készul, amelyen fluoreszcencia alapjan azonosithatd a beépult nukleotid.
Minden olvasott szekvenalas egyetlen konyvtari fragmentumrdl szarmazik, és az

SBS adatok digitalisak (https://www.illumina.com/).
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Az lon Torrent az elsé ugynevezett fény utani szekvenalas” technologia, mivel
nem hasznal sem fluoreszcenciat, sem lumineszcenciat. A nukleotidok
beépllésekor a nukleotid lanc polimerizacioja soran felszabadulé protonok altal
okozott pH valtozast detektaljak, amely a mikroprocesszor-chipek gyartasanal
alkalmazott komplementer fém-oxid-félvezet6 (complementary metal-oxide-

semiconductor, CMOS) technoldgiaval lehetséges (Heather és Chain, 2015).

A kozvetlen egymolekulas szekvenalas (single-molecule sequencing, SMS) egy
viszonylag Uj technoldgia, amely szamos elényt kinal az el6z6, rovid olvasasi
szekvenalasi modszerekkel szemben. Jelenleg két kiulénb6z6 SMS technoldgia
érhet6 el a kereskedelemben: az egymolekulas valds ideji szekvenalas (single-
molecule real-time sequencing, SMRT; Pacific Biosciences) és a nanopore
(Oxford Nanopore Technologies). Mindkét megkozelités nagyon hosszu
leolvasasokat eredményez (10-250 kb) (Salk és Kennedy 2020). Az SMS
modszerek esetén az egyes leolvasasoknak viszonylag magas a hiba aranya,
viszont a hosszu olvasatok miatt az eléallitott konszenzus szekvencia pontossaga
hasonl6 lehet, mint a Sanger szekvenalasnal és az SBS modszereknél (Mardis,
2017).

A SMRT-alapu platformon a vizsgalt cirkularizalt DNS-molekulakat tobbszor
szekvenalhatjuk egy erésen processziv DNS-polimerazzal és az egyes mintakhoz
készithetink egy-egy koralaku konszenzusszekvenciat, tobb nagysagrenddel
javitva a vizsgalat pontossagat. A nanopore technoloégiak ezzel szemben még
nem képesek alkalmazni a jelentés konszenzus-alapu hibajavitast ugyanazon
molekula ismételt szekvenalasaval. Jelenleg egyfajta kettds szalu konszenzust
lehet létrehozni hajti alaku adapterek segitségével, amelyet kétiranyu (two-
directional) szekvenalasnak neveznek. Két ujabb modszer, a gordulé kor a
konkatamerikus konszenzushoz (Rolling-Circle to Concatameric Consensus) és az
intramolekularis-ligalt nanopore konszenzus szekvenalas (Intramolecular-ligated
Nanopore Consensus Sequencing), lehetéséget kinadl a nanopore-alapu
platformok pontossaganak nodvelésére egy koralaku konszenzus-szekvenalas-

szerll megkozelités megvaldsitasaval (Salk és Kennedy 2020).

A szekvenalasok hatékonysagat novelhetjik, ha az adott templat mindkét végét

szekvenaljuk. Az egyvégl szekvenalas (single-end sequencing) soran a
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szekvenalast csak a nukleinsav egyik végérdl indulva végezzik. A minta ket
végének szekvenalasa (paired-end sequencing) soran viszont mindkét végeébdl
indulva szekvenalunk, ami igy kétszer annyi olvasast general ugyanabban az
idében és ugyanabbdl a konyvtarbol. Ha a templat fragmentumok viszonylag
rovidek, az olvasasi parok akar at is fedhetnek egymassal, ami megkonnyiti a
genomi atrendezddések felfedezését, az ismétlbdé szekvenciaelemek és az

atirod6 szakaszok kimutatasat (Ruiz-Garcia és mstai., 2019).

2.3 Bioinformatika

A bioinformatikai vizsgalatok soran el6szor a szekvenalas minéségellenérzését és
a konyvtarkészités soran felhasznalt adapterek eltavolitasat végezzik el. Virusok
vizsgalatakor ezutan két modszert alkalmazhatunk. Az egyik lehetéség, hogy
szekvencia olvasatokbdl de novo Osszeszereléssel hosszabb, 6sszefliggd
szekvencia szakaszokat, ugynevezett kontigokat épitunk és ezekre az NCBI
GenBank adatbazisabdl talalati listakat generalunk. A masik lehetéség, hogy a
szekvenciakat kozvetlendl illesztjUk a keresett virus referenciagenomra és

lefedettséget vizsgalunk.

A Dbioinformatikai vizsgalatok elvégzéséhez ma mar olyan felhasznalébarat
programokat is hasznalhatunk, mint a CLC Genomics Workbench (Qiagen), vagy

a Geneious Prime (Geneious).
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2.4 Novényi virusok nem célzott felfedezése
A HTS vizsgalatok nagymennyiségi genomi adatot szolgaltatnak el6zetes
szekvencia ismeret nélkul. A mdédszernek ebbdl a tulajdonsagabdl adodik, hogy a

vizsgalat ,melléktermékeként” nem vart, Uj genomi informacidkat is talalhatunk.

Virusok szamos kornyezetbdl torténé nem célzott felfedezésére is hasznalhaté
tehat a HTS, melynek kdszonhetéen egy Uj tudomanyag van kialakuldéban, a
virusmetagenomika vagy mas néven viromika. A novényi virusokat ceélzo
metagenomikai vizsgalatokat a gazdanovényen és vektorokon kivil mas
kornyezetben ritkan hasznaljak, ezekrdl igen kevés informacid all rendelkezése
(Massart és mtsai., 2014).

A novényi mintak vizsgalata soran nem csak novényi eredetl virusok kerulnek
felfedezésre: szél6mintakban példaul nagy szamban talalhatok mikovirusok is,
amelyek a sz6l6 gombas fertézését okoz6 gombakban talalhatéak (Nerva és
mtsai., 2019).

Erdekesség, hogy sok esetben, bar nem szandékosan céloztak meg a névényi
virusokat, mégis tdébb, elsésorban a fagokra vagy allati / emberi virusokra iranyulé
kutatas szamos ismert vagy Uj ndvényvirust azonositott kulonféle kornyezetekben.
Noveényi virusokat mutattak ki kulonb6zé vizekbdl vagy allati / emberi székletbdl is
(Massart és mtsai., 2014).

Egy Floridaban végzett tanulmany kapcsan ivovizbdl és tisztitott szennyvizbél,
ugynevezett szirke vizbél kinyert DNS és RNS molekulakat szekvenaltak. A
vizsgalat eredményeképpen a fag, emberi és allati virusok mellett rengeteg
ndévényi DNS és RNS virust tartak fel (Comoviridae, Potyviridae, Sequiviridae,
Tombusviridae, Reoviridae, Geminiviridae csaladokbdl). A legtobb virus ujszeri
volt, mivel aminosavsorrendjik kevesebb, mint 60%-ban volt azonos ismert

virusfehérjék szekvenciajaval.

A Tombusviridae csaladbol szarmazé Tobamovirus nemzetségbe tartozé dsszes
virus €s a melon necrotic spot virus (MNSV) aminosav szinten nagy hasonlésagot
(>90%) mutatott mar ismert novényi kérokozékhoz. Az ezekbél a csoportokbdl

szarmazo virusokrdl ismert, hogy rendkivul stabilak, ellenallnak a magas
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hémérsékleteknek, valamint érzéketlenek a szerves olddszerekre és a nem ionos

mosodszerekre.

A vizsgalat azt mutatta, hogy a tisztitott szennyviz mezégazdasagi hasznalata
seqiti az er6sen stabil, foképp DNS 6rokitbanyagu ndovényi kérokozok terjedését.
Tovabbi vizsgalatok szikségesek ezen novényvirusok fertézoképességének
meghatarozasara, és annak megitélésére, hogy a szurke viz hasznalata
potencialis problémat jelent-e a mezbégazdasag szamara (Rosario és mtsai.,
2009).

Eddig tobb mint 80 virusfajt izolaltak vagy detektaltak denevérekben nukleinsav
alapu modszerekkel. A denevérekre jellemzé genetikai sokféleség, széles foldtani
eloszlas, magas népsliriség, vandorlasi szokasok és hosszu élettartam
fogékonnya teszi 6ket kildnb6zb virusok hordozasara. A denevérek sulyos emberi
betegségeket okozd virusok terjeszt6i, mint példaul a koronavirus és az ebola
virus, ezért vizsgalatuk virusdiagnosztikai szempontbdl is fontos. Az alabbi
kisérletben Texasban és Kaliforniaban gytiijtott tobb denevérfaj guandjat vizsgaltak
HTS-sel.

Tymoviridae

e Tetraviridae i irid
B ircoviridae
Circoviridae Sobemovirus

Tymoviridae

Sobemovirus
Secoviridae

Poxviridae

Secoviridae
Dicistroviridae Poxviridae - ||

Picornaviridae Picornaviridae

Parvoviridae R
Parvoviridae

Partitiviridae

Geminiviridae Other Dici —
Iflaviridae Nodaviridae
Luteoviridae

Iflaviridae

Geminiviridae

Kalifornia  N=101,757 Texas N=54,670

Partitiviridae

Luteoviridae

2. abra: Denevérguanobdl kimutatott leggyakoribb eukariéta virusok megoszlasa viruscsaladok
szerint osztalyozva. A névényi virusok zdld szinnel, a rovarvirusok piros szinnel vannak kiemelve,

a kiemelés nélkuliek emlds virusok (Li és mtsai., 2010).

Az allat életmddjat tukrézve, a guand viromja legnagyobbrészt rovar-, illetve
novényi virusokat tartalmazott (2. abra). A kaliforniai denevérektél szarmazo

virusszekvenciak 46%-a, mig a texasi denevérek esetén 27%-a ndveényi
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viruscsaladokhoz kapcsolddik. Ismert és ujonnan azonositott ndévényvirusokat is

kimutattak a guan6 mintakbal (Li és mtsai., 2010).

A fenti példakbol lathatjuk, hogy a ndvényi virusok kimutatdsa nem csak a
gazdandvenyekbdl lehetséges. Ismert és Uj virusok egyarant azonosithatéak nem
célzott vizsgalatokkal is. Tovabbi vizsgalatokra van szikség ezen virusok

fert6z6kepesseégeének és kornyezeti hatasainak feltarasara.
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2.5 Virom vizsgalat

A nagy ateresztGképessegl szekvenalasi vizsgalatok segitségével kivaldan
reprezentalnatd egy novény, ultetvény vagy egy nagyobb régid teljes
viruspopulacidja, a virom. A HTS megkozelitések hajnalan virom elemzésekkel
kimutattak, hogy a sz6l6 az egyik legtobb virusfaj altal fert6zott novények kozé
tartozik. Jelenleg tobb mint 70 sz6l6vel kapcsolatos virusfajt azonositottak és ezek

szama tovabbra is folyamatosan névekszik (Hily és mtsai., 2020).

A virusgenomokrdl béviulé szekvencia informacidéink és a viruscsaladok
jellegzetességeinek megismerése hatalmas segitséget nyujt uUjabb virusok
azonositasahoz. Ezen informaciok segitségével ujabb és ujabb virusok irhatok le,
akar a korabban teljes virom vizsgalaton atesett ndvényekrdl is. Népszeril és igen
gazdasagos moddja az uj- és nemrégiben leirt virusok tanulmanyozasanak a mar
meglévé szekvenalasi eredmények Ujraelemzése. Ezek a szekvenalasi
eredmények szarmazhatnak a kutatdé korabbi vizsgalataibél (Glasa és mitsai.,
2018) vagy szabadon letolthet6k az NCBI adatbazisabol (Debat és mtsai., 2019,
Jo és mtsai., 2017).

2010-ben az olaszorszagi Trentino régioban termesztett szlrkebarat (Pinot gris)
szbl6lltetvények szamos egyede klorotikus foltosodasos és levéldeformacios
tineteket mutatott (3. abra). Hasonld tlineteket észleltek tramini és Pinot noir
ultetvényeken is. A betegség a termés csoOkkenését és a bogydk mindségének

romlasat eredményezte.
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3. dbra: Klorotikus foltosodasos és levéldeformacios tliineteket mutatd Pinot gris (A, B) és tramini

(C, D) sz6l6ndévények (Giampetruzzi és mtsai., 2012).

Tlnetes és tunetmentes Pinor gris levelekbdl vettek mintat és ezeket kis RNS
HTS-sel vizsgaltak. A mintakbdl polietilén-glikolos kicsapassal izolaltak alacsony
molekulatomegli RNS frakciot, majd a kis RNS frakciokat poliakrilamid
gélelektroforézissel valasztottak el. A szekvenalast Illumina platformon végezték.
A kis, 18 és 26 nt kdzotti RNS szekvenciakra virustalalati listakat hoztak létre
BLASTN algoritmussal és SOAP-al (Short Oligonucleotid Alignment Program). A
szekvenciakbdl Velvet program segitségével kontigokat épitettek.

DNA Strider programmal a kontigokbdl a sz6l6 rupestris faszdveti barazdaltsag
virus (grapevine rupestris stem pitting-associated virus - GRSPaV), a
komlotorpulés viroid (hop stunt viroid - HSVd) és a sz6l6 sargafoltssag viroid

(grapevine yellow speckle viroid 1 - GYSVd-1) genomokat azonositottak.

A Velvet program segitségével készitett kontigok a hasonlé tuneteket mutatd
japan Uultetvényekben leirt sz6l6 bogyd belsd elhalas virussal (grapevine berry
inner necrosis virus - GINV) mutattak alacsony foku hasonlésagot, de a
szekvencia U] virushoz tartozénak bizonyult. Az Uj virus a sz6l6 Pinot gris virus

(grapevine Pinot gris virus - GPGV) nevet kapta. Tovabbi vizsgalatokat igényel
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annak megallapitasa, hogy a GPGV milyen 6sszeflggésben all a klorotikus

foltosodasos és levéldeformacios tlinetekkel (Giampetruzzi és mtsai., 2012).
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2.6 TNA

A HTS virusdiagnosztika legkézenfekvibb modszere a teljes nukleinsav (total
nucleic acid, TNA) megkozelités, amely soran a mintank teljes DNS vagy RNS
allomanyat szekvenaljuk. A TNA mddszer alkalmazasaval atfogd, nagy

mennyiségl és j6 minéségl szekvenciaadatot allithatunk el6.

A noveényi virusok felderitésére foként a teljes RNS HTS modszert alkalmazzak. A
noveényi mintabdl izolalt teljes RNS tartalomban megtalalhatok az esetleges RNS
€s DNS virusokrol atirodé szakaszok. Opcionalis |épésként az adatmennyiség
csokkentése és a vizsgalat pontossaga érdekében a telies RNS mintakbal

eltavolithato a riboszémalis RNS (Al Rwahnih és mtsai., 2009).

A horvat Kastela (Kdzép-Dalmacia) térségben hosszu ideje folytatnak
sz6l6malvelést, szamos 6shonos szdl6fajtaval rendelkeznek. A tanulmanyban

négy Kastela térségben G&shonos fajta (Babica, Dobri€i¢, Ljutun és Vlaska)

ey

Levélnyélbdl RNeasy Plant Mini Kit (QIAGEN, Németorszag) segitségével
izolaltak a teljes RNS-t, majd Illumina Ribo-Zero rRNA Removal Kit (Plant)
(lumina, USA) hasznalataval eltavolitottak a mintakbol az rRNS tartalmat. Az
RNS mintakbdl reverz transzkripcidval konyvtarakat készitettek és indexelték 6ket.
A 100 paros végl leolvasast HiSeq4000 platformon (lllumina, USA) végezték el. A
kezdeti mindéségellendrzést FastQC programmal (Babraham Bioinformatics, UK)
hajtottak végre, majd a szekvenciakat Sickle programmal trimmelték (azaz
eltavolitottak a molekuldk végeihez ligalt adapterek szekvenciait) és szlrtek. A
szekvenciakat illesztették sz6l6 genomra Bowtie 2 programmal. A SPAdes
program segitségével a nem illeszked6 szekvenciakbdl de novo kontigokat

épitettek. Ezekre a kontigokra BLAST algoritmussal virustalalati listat hoztak Iétre.

Azokat a kontigokat, amelyekhez nem volt szignifikans talalat, a MEGA
programmal igazitottak egymashoz. A konzervalt tartomanyok és ORF-ek (nyitott
leolvasasi keret, open reading frame) kereséséhez az NCBI Conserved Domain
Database és ORF Finder eszkdzét hasznaltak. Ezen eszkdzok segitségével
fedeztek fel egy Uj virust, grapevine badnavirus 1-et (GBV-1) (GenBank:
MF781082). A GBV-1 duplaszalu DNS virus, mely a badnavirusokra jellemz

konzervalt motivumokat tartalmaz (4. abra).
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4. abra: A grapevine badnavirus 1 (GBV-1) genom felépitése: 7145 nukleotidbdl all, harom
leolvasasi keretet tartalmaz (ORF1-3). Konzervalt funkcionalis motivumok szinessel kiemelve:
ribonukleaz H (RNase H), karfiol mozaik virus peptidaz (Pep A3), Cink ujj (Zn-finger) (Voncina és
Almeida, 2018).

E mellett szamos ismert virust és viroidot, koztik a sz6l6 G virust (GVG), a sz616
K virust (GVK), a sz616 D virust (GVD), a sz616 T virust (GVT), a grapevine Roditis
leaf discoloration-associated virus-t (GRLDaV), a sz6l6 sargafoltossag viroid 1 és
2-t (GYSVd-1,2) valamint a komlétorpulés viroidot (HSVd) elsé alkalommal
azonositottdk a horvat szél6kben a vizsgalat soran. Az eredményeket a
szekvenciakhoz tervezett primerek segitségével RT-PCR-rel, illetve a PCR

termékek Sanger szekvenalasaval igazoltak vissza (Voncina és Almeida, 2018).

A telies RNS megkdzelitésnek a legnagyobb hatranya, hogy a potencialis
virusszekvenciak eléallitdsa mellett a gazdandvény dsszes transzkriptumat és az
esetleges tovabbi mikroorganizmusokat is egyarant szekvenaljuk, ami jelentésen
csOkkentheti a vizsgalni kivant virus szekvencia lefedettségét (Read és Pietersen,
2019).

Mivel a ndvényeket fert6z6 virusok nagy része RNS virus, és a teljes DNS
megkozelités az egy- vagy kétszalu DNS virusokat célozza meg, ezért a névényi
virusdiagnosztikaban kevésbé széles korben alkalmazott modszer. A teljes DNS

mintakban a keresett virus vagy virion DNS-e erésen higitva van a gazdandvény
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valamint az endo- és epifita mikroorganizmusok genomjaval, igy a szekvenalas

soran aranyaiban nagyon alacsony lesz a virusspecifikus olvasatok szama.

Tlneteket mutaté ndvény esetén érdemes kikérni novénypatologus szakember
véleményét annak eldontésére, hogy melyik TNA moddszert alkalmazzak a
betegség vizsgalatara, milyen patogén fertézheti a névényt. Ha a tinet gomba-,
baktérium- vagy DNS virus fert6zésre utal, teljes DNS szekvenalas javasolt, ha
pedig egyeb virus- vagy virion fert6zést feltételeznek, teljes RNS HTS-t célszeri
alkalmazni. Ha a betegség tinetei ismeretlenek és nem utalnak konkrét
kérokozora, akkor a DNS izolalasat és szekvenalasat érdemes elészor elvégezni.
Amennyiben ez nem mutat ki korokozét, az RNS szekvenalassal kell folytatni a
vizsgalatot. Ha ezzel a mddszerrel is negativ eredményhez jutunk, akkor ez azt is
jelezheti, hogy a tlineteket abiotikus stressz vagy olyan uj kérokoz6 okozza, amely
nem all leszarmazasi kapcsolatban ismert betegséget okozd agensekkel

(Chalupowicz és mtsai., 2019).

A TNA mddszerek hasznalataval, egyetlen vizsgalattal hatalmas mennyiségi
nukleinsav adatot nyerhetink ki a mintankbdl, (kozel) teljes lefedettségl viralis
szekvenciakat azonosithatunk és elemezhetink. Az elényok mellett azonban a
modszer f6 hatranya is maga a nagy adatmennyiség. A TNA szekvenciak
kezelése komolyabb informatikai hatteret igényel, illetve a rengeteg olvasat kozt a
kis szamban jelenlévé virusok szekvenciaira nehezebb ratalalni, mint tire a

szénakazalban.
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2.7 dsRNS

Az ismert nOvényi virusok haromnegyede pozitiv egyszalut RNS genomu, azaz a
genom a fert6zott sejtben mRNS-ként is funkcional. A legtdbb RNS virus
orokitbanyaga replikacio soran kétszaldt RNS (double-stranded RNS, dsRNS)
format Olt. Mivel a novényekbdl kinyert hosszabb, kétszalu RNS molekulak nagy
része viralis eredetli, igy ezek dusitdsaval novelhetjuok a mintank

virusspecifikussagat (Blouin és mtsai., 2016).

A dsRNS-t legtobb esetben Morris és Dodds (1979) protokollja alapjan szirik
cellulozkromatografiaval. A dsRNS magas etanol koncentracional koétédik a
cellulézhoz, igy eltavolithato az elb6zetesen tisztitott RNS mintabdl a nem kotdédott,
egyszalu RNS. Opcionalis Iépésként a riboszomalis RNS is eltavolithatd, mely

|épés ndveli a viralis eredetli RNS molekulak dusulasat (Garcia és mtsai., 2020).

A fent emlitett hagyomanyos dsRNS kivonas rendkivil id6- és munkaigényes
folyamat. Alternativ modszerként alkalmazhaté a dsRNS-ek ellen termeltetett
antitestek segitségével torténd dusitas. Anti-dsRNS monoklonalis antitestek
felhasznalasaval pull-down assay-t végeznek, amit reverz transzkripcio és PCR-el
torténdé amplifikalas kovet. A moddszert eredetileg szerologiai tesztekhez
hasznaltak, de alkalmas a nagy atereszt6képessegl vizsgalatoknal a mintak

elékészitésére is és detektalhatok is vele ndvényi virusok (Blouin és mtsai., 2016).

A dsRNS dusitas hatékonysagat jol mutatja, hogy egy vizsgalat soran a dsRNS
szekvenciaknak véletlenszerlien kivalasztottak a 10%-at, amelyek segitségével
ugyan keveésbé teljes genom lefedettséggel, de képesek voltak kimutatni az
eredeti vizsgalatban azonositott viruspopulacioé 96,5%-at. Ez a rendkivul hatékony
dusitas lehetéve teszi a mintak multiplexelését és szamanak novelését egy adott
szekvenalasi egységben, ami drasztikusan csOkkenti a vizsgalat koltségét (Beuve
és mtsai., 2018).

Egy dél-afrikai Stellenbosch régidban Iévé beteg merlot szdléultetvényt vizsgaltak
dsRNS HTS-sel. Télen, mikor a tlnetek nem latszottak, véletlenszerlen
kivalasztottak 44 egyedet és floém mintakat vettek bel6lik. A mintakbdl dsRNS-t
izolaltak celluléz extrakcioval, melyekrél reverz transzkripciéval cDNS-t
készitettek. A ~200 bp hosszu cDNS molekuldkat PCR-rel sokszorositottak és

lllumina platformon szekvenaltdk. Az elemzés soran a szekvenciabdl Velvet
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program kontigokat épitettek, melyekre a Blastn és Blastx algoritmussal

virustalalati listat hoztak Iétre (Coetzee és mstai, 2010).

Nincs taldlat

GLRaVv-3
58.5%

Gazdandvény

Baktérium és gomba
2.6%

Csaladbabe nem sorolt
virus
0.2%
Totiviridae

1.1%
Chrysoviridae

4.5%
GVE
0.9%

GRSPaVv
3.8%

5. abra: A szekvenciak talalat szerinti szazalékos megoszlasa. GLRaV-3: sz616 levélsodrédas virus
3 (grapevine leafroll-associated virus 3), GRSPaV: sz8l6 rupestris faszdveti barazdaltsag virus

(grapevine rupestris stem pitting-associated virus), GVA: sz616 A-virus (Grapevine virus A) és

GVE: sz8l6 E-virus (Grapevine virus E) (Coetzee és mtsai., 2010).

Osszesen 4 ismert virust detektaltak (GLRaV-3, GRSPaV, GVA és GVE) és 3
addig ismeretlen virust is azonositottak, melybél kett6 a Chrysoviridae és a
Totiviridae csaladba tartozik, egy pedig még be nem sorolt. A szekvenciak 59%-a

a GLRaV-3 virushoz tartozik (5. abra). A tanulmany szerint a beteg szdl6ultetvény

s s

2010).
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100 [— GRSPaV-1 (AF026278)
100 L GRSPaV-1 (AF057136)

100——GRSPaV-SG1 (AY881626)
L NODE192

GRSPaV-BS (AY881627)
GRSPaV-SY (AY368590)
GRSPaV-PN (AY368172)

100

0.02

6. abra: Bootstrap modszerrel készllt filogenetikai fa, melyen az izolalt sz8l6 rupestris faszoveti
barazdaltsag virus (GRSPaV) varians (NODE192) és hat telies GRSPaV genomszekvencia van
feltintetve GenBank azonosité szamokkal ellatva. A bootstrap értékek (500 ismétlés) az agakon
vannak feltiintetve. A skala a helyettesitések szamat jelzi bazishelyenként (Coetzee és mtsai.,
2010).

Ugyanebben a tanulmanyban dsRNS HTS-sel kdzel teljes hosszusagu (90%-o0s
lefedettségli) GRSPaV kontigot allitottak eld, amelyet tébb GRSPaV varianssal
Osszehasonlitva végeztek filogenetikai vizsgalatokat (6. abra). A BLASTN
algoritmus segitségével kimutattak, hogy ez a virusvarians 92,3%-0s nukleinsav
szekvencia-azonossagot mutat az SG1 GRSPaV varianssal (GenBank:
AY881626.1). Az SG1 varianst az indikatornévényként hasznalt sziklai sz616bdl
(Vitis rupestris) izolaltak (Meng és mtsai., 2005). Az izolalt GRSPaV varians

hasonld, de nem volt azonos az SG1 varianssal (Coetzee és mstai, 2010).

A dsRNS HTS hasznalata a modszer jellegébdl addéddan elénydkkel de bizonyos
korlatokkal is jar. A hatékony virusgenom dusitas érdekében le kell mondanunk a

teljes metagenom vizsgalatarél.

Osszehasonlitva: a telies RNS modszer a dsRNS modszerhez képest nagyobb
lefedettséget biztosit, segitségével teljesebb virusgenomot nyerhetink vele. A
telies RNS szekvenciak mRNS-ekben gazdagabbak, egyenletesebb GC profillal
rendelkeznek és valtozatosabbak, ezzel szemben a dsRNS szekvenalas olvasatai
hasonlé mennyiségben tartalmaznak kédolé és nem kodold szakaszokat és
szekvenciai sokkal kisebb valtozatossaggal rendelkeznek (Garcia és mtsai.,
2020).
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A dsRNS HTS egyik f6 elénye, hogy kisebb szamban jelenlévd virusokat is
hatékonyan tud detektalni, mivel a dsRNS olvasatok aranyaiban 30-100-szor tobb
virus eredetll szekvenciat tartalmazhatnak, mint telies RNS esetén. A teljes RNS
HTS alkalmazasakor ezek a ritkdbb szekvenciak kevésbé jol detektalhatéak a

nagymeértéeki felhigulas miatt (Bevue és mtsai., 2018).

A dsRNS HTS o6nmagaban alkalmazva is igen hatékony virusdiagnosztikai
eszkdz, de kombinalva a telles RNS HTS-sel vagy mas nukleinsavdusitasi
megkozelitéseken alapuld nagy ateresztbképességli mdédszerekkel még atfogdbb

képet kaphatunk a névényt fertéz6 virusokrol.
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2.8 VANA

A HTS modszerek ndvényi virusdiagnosztikara széles korben alkalmazott alfaja a
virion-ko6tott nukleinsav (virion-associated nucleic acids —VANA) megkozelités. A
VANA modszer lényege, mint ahogy a neve is mutatja, hogy a virusrészecskéket
szuri ki. Ehhez a viruskapszid ellenalloképességét hasznalja ki a viralis nukleinsav
dusitasara és tisztitasara, és igy lehetévé teszi mind az RNS, mind a DNS virusok

kimutatasat.

A novényi mintakbdl kiindulva a virusrészecskéket szliréssel és centrifugalassal
koncentraljuk, majd a kapsziddal nem boritott nukleinsav darabokat DNaz és

RNaz emésztéssel tavolitjuk el (7. abra) (Frangois és mtsai, 2018).

$sRNA and dsRNA viruses ssDNA virus
: 7 s
G 3 %,
l Dodeca Linker annealing
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e, . Sy, Klenow reaction \
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. T, i
3 TN, NNNNRNNNNN g ‘» U
'f i iCay : %,
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. ; ¢
3 TNAINNNNNNNNNGGCGGCTCCAACAAS' e 7 Y
,. ; Y
| 1
. 4
l Dodeca Linkerannealing R 4
£l NNNNNNNNNNNGGCGGCTCCAACAAS'
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l Second round of PCR amplification with Tag primers
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5
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7. abra: A VANA modszer sematikus vazlata. Bal felsé rész: A viralis ssRNS vagy dsRNS random
primer segitségével torténd reverz transzkripcidja (amit egy Klenow reakcio kdvet) szekvenalasra
kész cDNS-sé. Jobb fels6 rész: A viralis DNS (Pl.: cirkularis ssDNS) random primerrel torténé
konvertalasa szekvenalasra kész cDNS-sé, beleértve egy Klenow reakciét is (szaleltolasos
amplifikacio). Also rész: A kétszali DNS mindkét végét azonos multiplex azonosité primerrel latjuk

el (Francgois és mtsai, 2018).

A VANA modszer alkalmas Uj virusok felfedezésére is. VANA segitségével irtak le
elészor lucernaban (Medicago sativa L.) a Marafivirus nemzetségbe tartozé alfalfa
virus F-et (AVF), amely két elterjedt sz6l6virusnak, a sz6l6 rupestris érgyengulés
virusnak (grapevine rupestris vein feathering virus — GRVFV) és a sz6l6 Syrah

virus 1-nek (grapevine Syrah virus 1 — GSyV-1) is kdzeli rokona. Eddig ugyan nem
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készult tanulmany VANA modszerrel kimutatott Uj sz6l6virusokrdl, a fentiek szerint

a modszer alkalmas lehet erre.

Az AVF felfedezése soran  dél-franciaorszagi lucernaultetvényekrol
véletlenszerlien gydjtott mintakat vizsgaltak VANA moddszerrel illetve telies RNS
kivonassal, 5'/3' RACE maddszerrel. Harmincharom lucerna mintat dolgoztak fel a
VANA megkodzelitéssel, Frangois és mtsai munkajanak alapjan (Frangois és mtsai,
2018). A cDNS konyvtarat lllumina MiSeq platformon szekvenaltak 2x300 bp
hosszusagu paros végl olvasatokként. A bioinformatikai munkak soran a
szekvenciaolvasatok tisztitdsat és korrekcidjat CutAdapt 1.9-es verzioju

programmal (https://cutadapt.readthedocs.io/en/stable/) hajtottak végre, kontigokat

pedig a SPAdes 3.6.2 szoftver segitségével de novo épitettek
(http://cab.spbu.ru/software/spades/).

A kontigok kozt marafivirusokra hasonlitd teljes virusszekvenciakat mutattak ki
négy lucernamintaban, kéztik egy Prades-le-Lezbél (Montpellier régid) és harom
névénymintaban a Rhéne-delta régiébol. Erdekes médon, a harom Rhéne-delta
régiobol szarmazé novény egyikét a Cirad laboratériumaban tartottdk fenn, és
nem mutat olyan lathatd tineteket, amelyek megkulonbdztetnék az egészséges
novényektbl. Ezek a virusszekvenciak, vagyis az AVF nukleinsav szekvenciai a
tobbi marafivirussal kevesebb, mint 80% szekvenciaazonossagot mutatnak, igy
klonallo virusfajt képviselnek a Marafivirus nemzetség Tymoviridae csaladjaban
(8. abra).

Az AVF teljes genomjat, amelyet a VANA-alapu, Illumina MiSeq és 5'/3' RACE
segitségével hataroztak meg, felhasznaltdak primerek tervezéséhez a
virusszekvenciak RT-PCR  amplifikacidéjanak  megtervezéséhez, melynél
templatnak a fert6zott novények telies RNS mintait hasznaltak, hogy igazoljak a

virus jelenlétét és a nukleinsav-szekvencia pontossagat.

A PCR termékeket klonoztdk és szekvenaltak, aminek eredményeképpen arra
jutottak, hogy az amplifikalt termékek szekvenciai megegyeztek a teljes RNS HTS
eredményekkel, igy nemcsak a virus jelenlétét, hanem a bioinformatikai

eredmények pontossagat is igazoltak (Nemchinov és mtsai, 2018).
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Alfalfa virus F_M6676465
2 Medicago sativa marafivirus 1_MF443260
7 100] Grapevine rupestris vein feathering virus_MF000326
Grapevine Syrah virus 1_NC012484
Olive latent virus 3_NC013920
Peach virus D_NC033828
10 Switchgrass mosaic virus_NC015522
Q:: Maize rayado fino virus_NC002786
Blackberry virus S_FJ915122
Oat blue dwarf virus_NC001793
68 Citrus sudden death-associated virus_AY884005
7 Grapevine asteroid mosaic-associated virus_NC031692
Nectarine virus M_NC029063

8. abra: Nem gyoOkereztetett, Neighbor-joining modszerrel készitett filogenetikai fa, mely
tartalmazza az AVF teljes genomjat, illetve 12 szintén Marafivirus nemzetségbe tartozé
virusgenomot. Az abran megdfigyelhetjik az AVF testvércsoportjaba tartozé6 GRVFV és GSyV-1

jelenlétét (Nemchinov és mtsai, 2018).

A VANA modszer egyik nagy elébnye, hogy egyarant alkalmazhaté egy- és
kétszalud RNS és DNS genomu virusok kimutatasara is. Masik elénye a hatékony
nukleinsavdusitasban rejlik. Sok ndévény esetében (pl. tropusi gumos novények,
banan, sés mocsari novényfajok) az Osszetett masodlagos metabolitok, a
fenolvegylletek, a magas viszkozitdsu poliszacharidok és az endonukleazok
megnehezitik az RNS/DNS tisztitast. Ezekben az esetekben a VANA modszer
eredményesebb RNS, illetve DNS kinyerést biztosit (Filloux és mtsai., 2015). A
modszernek azonban hatranya, hogy nem képes kimutatni azokat a virusokat,
amelyek nem rendelkeznek kapsziddal, vagy instabil viruspartikulumokat hoznak
létre (Hily és mtsai, 2018).

Készult egy dsRNS és VANA moddszert dsszehasonlitdé tanulmany is, mely a két
megkozelitést hasznalja a virusok sokféleségének leirasara hat &shonos
oklahomai névényfajpban. A munka soran virus-taxondmiai egységeket (OTU-kat-
operational taxonomic unit) irtak le. Osszességében megallapithatd, hogy bar
mindkét moddszer alkalmasnak bizonyult az OTU-k feltdrasara, a dsRNS
megkozelités teljesebb, atfogdébb leirast adott az analizalt ndvényi viromokrol, a
DNS-virusok kivéetelével. A VANA mddszer érdekessége, hogy kimutathatok vele
olyan virusok is (Endornaviridae), melyeknek nincs valddi kapszidjuk, ehelyett
gazda eredetli vezikulumokat termelnek, amely burkolja az érokitbanyagukat, és

fagok kimutatasara is alkalmas (Ma és mtsai, 2019).
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2.9 Kis RNS
Napjainkban a novényi virusdiagnosztika egyik leggyakrabban alkalmazott
modszere a kis RNS (small interferenting RNA, siRNA) HTS.

A kis RNS-ek a ndvényi védekezérendszer mikodésének kdvetkeztében jonnek
létre a gazdandvény fertézott sejtjeinek citoplazmajaban. A virus eredeti
duplaszalu RNS-eket a novényekben talalhato RNaz aktivitassal rendelkez6
enzim, a DICER komplex ismeri fel. Egyszalu RNS virusoknal a kétszalu RNS
forma replikacié soran johet létre, DNS virusok esetén pedig az egymassal
komplementer transzkriptumok kapcsolodnak dssze kétszalu RNS-sé. A DICER
enzim a kétszalu RNS molekulakat 21-24 nukleotid hosszusagu kis RNS-ekre
(small interfering RNA — siRNS) hasitja. Az siRNS-ek egyik szala hasitast
kovetéen beépll az RNS indukalta géncsendesitési komplexbe (RNA induced
silencing complex — RISC). A komplexben 1évé kis RNS felismeri a vele
komplementer szekvenciaju virus RNS-t, amit a komplex elhasit, ezzel gatolva a
virus terjedését. Ezt a folyamatot RNS interferencianak vagy géncsendesitésnek

nevezzuk (Baulcombe, 2004).

A kis RNS szekvenciak méretébdl kovetkeztethetink a géncsendesités
folyamatanak lezajlasara. Novényekben 4 DICER (illetve DICER like, DCL) fehérje
létezik, DCL1-4. A DCL3 a transzkripcionalis géncsendesitésért felelés, altala 24
nt hosszu kis RNS-ek képzddnek, poszttranszkripcionalis géncsendesitésnél a
DCL 2 és 4 |lép mikodésbe, ezek 21-22 nt hosszu kis RNS-eket eredményeznek

(Candresse és mtsai., 2014).

A géncsendesités nemcsak az invaziv patogének ellen mikodik, hanem fontos
génmiikddést szabalyozd funkcidja is van. igy a névényben nemcsak a fertézé
virusokrol keletkez6 kis RNS-ek, hanem a sajat szabalyozé molekulai is jelen
vannak. A géncsendesités kovetkeztében létrejott virdlis kis RNS-ek
nagymértékben felhalmozédnak a sejtekben. A kis RNS-ek Osszetétele és
mennyisége tukrozi a novény viruspopulaciéjat és a virus elleni védekezés
aktivitasat. A kis RNS-ek dusitasa és tisztitasa jelentésen megndveli az Uj virusok
felfedezésének esélyét azaltal, hogy csdkkenti a szekvenciak komplexitasat. A
modszer képes felderiteni a virusgenomok sokféleségét, populacidészerkezetét és

genetikai 0sszetételét egyetlen ndévényben (9. dbra) (Zhang és mtsai., 2011).
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Kis RNS HTS

9. abra: Az RNS interferencia.

A kis RNS HTS segitségével egyarant kimutathatd RNS- és DNS virus kulonféle
csaladokbdl, kulonbdzb szdvetekbdl. Segitségével alacsony szamban jelenlévé
virusok tiinetmentes ndvényekbdl is azonosithatéak. Atfogd, specifikus és
érzékeny vizsgalatot tesz lehetévé novényi virusok detektalasara (Kreuze és
mtsai., 2009).

Kbzép-Gorogorszagbdl szarmazo, roditis levél elszinezddés (Roditis leaf
discoloration, RLD) tunetet mutatd, rovarmentes Uveghazban, cserépben nevelt
roditis szOl6t vizsgaltak kis RNS HTS-sel (10. abra). A vizsgalathoz egy
Uveghazban termesztett 20 tinetes, 6 tinetmentes és egy tlnetes ndvénnyel

beoltott, de tunetmentes sz616t vizsgaltak.

33



10. abra: Roditis levél elszinez6dés (Roditis leaf discoloration, RLD) tliinetet mutaté szél6levél
(Maliogka és mtsai., 2015).

A kis RNS-eket szélblevelbdl vontak ki mirPremier microRNS izolaciés kittel
(Sigma — Aldrich, St. Louis, USA). Az izolalt kis RNS-ek minéségét NanoDrop
(Thermo Scientific, Wilmington, USA) segitségével ellendrizték, mennyiségét
pedig Qubit® 2.0 fluorométerrel (Invitrogen, Grand Island, USA) hataroztak meg. A

szekvenalast lon Torrent PGM platformon végezték.

A kapott szekvenciak tobbségében 21 nt hosszusaguak voltak. A szekvenciak de
novo Osszeszerelését a CLC Genomics Workbench (CLC bio, Aarhus, Dania)
szoftver segitségével végezték. A kapott kontigokat az NCBI GenBank nukleotid-
és fehérje adatbazisaira (Blastn, Blastx, TBlastx) illesztették, illetve a Geneious
(Biomatters Ltd., Aukcland, Uj-Zéland) program segitségével folytonossagi

feltérképezéseket végeztek roluk.

A kontigok homoldgiat mutattak harom sz6l6virus (GVA, GVB és GLRaV-3) és két
viroid (HSVd, GYSVd-1) genomszekvenciaival, ezen fellul egy uj, Badnavirus
nemzetségbe tartozé DNS virust is azonositottak. Az Uj virus nagy hasonlésagot
mutatott a fuge badnavirus 1-el (fig badnavirus 1, FBV-1, JF411989). Az Uj virus a
Grapevine Roditis leaf discoloration-associated virus (GRLDaV) nevet kapta.

A GRLDaV 6988 nukleotid hosszu, cirkularis DNS genomu virus, mely négy
leolvasasi keretet kodol (ORF1-4). Az ORF1, ORF2 és ORF4 ismeretlen funkciéju
fehérjéket kodol, mig az ORF3 egy olyan poliprotein génje, amelynek motivumai a
virus replikacidjara, beagyazddasara és mozgatasara szolgal. A virus

Osszefuggésbe hozhaté a RLD betegséggel.
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A GRLDaV a szbl6ben felfedezett DNS virusok harmadik képvisel6je. Felfedezése
felhivja a figyelmet a DNS sz6l6virusok vizsgalatanak fontossagara (Maliogka és
mtsai., 2015).

A ndvényi virusok vizsgalatara leggyakrabban hasznalt moédszerek a kis RNS és a
dsRNS HTS-ek, melyekkel célzottan vizsgalhatéak a viralis RNS-ek. A kis RNS
HTS esetén a novényi virussal szembeni védekezés kovetkeztében, a gazda
enzimei segitségével keletkezett siRNS-eket, a dsRNS-nél pedig az aktiv
virusreplikacio soran képzddott duplaszalu RNS-eket vizsgaljuk. Néhany virussal
szemben a gazdandvény csokkent védekezést mutat, ez megneheziti a kis RNS
HTS-sel torténé kimutatast, néhany virus pedig kevésbé aktivan replikalodik,

nehezen kimutathaté a dsRNS maodszerrel (Ruiz-Garcia és mstai., 2019).

Konszenzus
szekvencia

siRNS szekvenalas
Lefedettség

IS
Szekvencidk szama
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o

11. abra: A sugarcane white streak virus (SWSV) genom lefedettsége. Felll az SWSV genomi
szervez@dése lathatd. Mig siRNS szekvenalas utan relativ alacsony a lefedési fok (z6ld), addig a

VANA szekvenalas egyenletesen lefedi az SWSV genomot (kék) (Candresse és mtsai., 2014).

A sugarcane white streak virust (SWSV) kis RNS és VANA alapu HTS-sel is
vizsgaltak. Megallapithaté, hogy a virust fed6 VANA szekvenciak, bar
nagysagrendekkel kevesebben voltak, mégis teljesen lefedték a virusgenomot. A
kis RNS szekvencidk nagy szamban voltak jelen, féleg az aktivan atirddo
régioknal, nem fedték le teljesen a virusgenomot és a lefedettség tobb

intergénikus régional megszakad (11. abra) (Candresse és mtsai., 2014).
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3 GVT

Munkam soran, egy Magyarorszagon még le nem irt sz6l6virus, a sz6l6 T virus
(grapevine virus T - GVT) jelenlétét vizsgaltam. A NAIK-MBK Diagnosztikai
csoportjia korabban kis RNS HTS-sel mérte fel a hazai Ultetvények
virusfert6zottségét. A GVT leirasa kés6bb tortént, mint a hazai
terméultetvényekbdl készllt kis RNS konyvtarak elemzése. A GVT koérnyezd

orszagokban igen elterjedt virus.

A GVT egy pozitiv, egyszalu RNS-virus. A GVT genomja 8701 nukleotid hosszu,
és Ot leolvasasi keretet kodol. A GVT a Foveavirus nemzetség feltételezett tagja a
Betaflexiviridae csaladban. A GVT-t egy mar meglévd, olasz Terdolego Ultetvény

RNS szekvenciainak ujraelemzésével irtak le (Jo és mtsai., 2017).

NAIK-MBK Diagnosztikai csoportja (ma: Molekularis Novénykortan Csoport)
virusdiagnosztikai felmérést végzett magyarorszagi termé széléiltetvényeken,
amely keretében 9 borvidék 14 szélblltetvényérél 18 kildnbozé fajtat vizsgaltak.
Ultetvényenként 1-10 véletlenszerlien kivalasztott t6ke hajtasabol vettek mintat.
Az RNS-t kilonféle szervekbdl, rugyekbdl, fiatal- és idés levelekbél CTAB
modszerrel vontak ki. A mintakbdl fajta szerint 18 kis RNS kdnyvtarat készitettek
és szekvenaltak HiScanSQ, UD Genomed platformon (Debrecen, Magyarorszag)
(Czotter és mtsai., 2018).

A csoport rendelkezésemre bocsdjtotta ezen szekvenciakat, melyek

Ujraelemzésével vizsgaltam a GVT jelenlétét hazankban.

3.1 Anyagok és modszerek

A 18 hazai sz6loultetvényrél szarmazd kis RNS konyvtarat CLC Genomics
Workbench programmal elemeztem. A szekvenciakat trimmeltem, vagyis
eltavolitottam a konyvtar készités soran a kis RNS-ekhez ligalt adaptereket a
végekrol. A szekvendlas soran kapott és trimmelt szekvencidkat statisztikailag
elemeztem. A trimmelt szekvenciakbdl kontigokat épitettem. A kontigokat BLAST
algoritmussal illesztettem az NCBI adatbazisban fellelheté virusszekvenciakhoz,
illetve a trimmelt szekvencidkat kozvetlendl is illesztettem a GVT
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referenciagenomra. A kapott eredmények a GVT jelenlétét mutattak egyes

sz6l6ultetvényeken.

A kis RNS szekvenalas bioinformatikai elemzésének eredményét laboratoriumi
modszerekkel is igazolni akartam, ezért virus specifikus primereket terveztem, a
virus jelenlétének RT-PCR-rel vald vizsgalatahoz. A kis RNS olvasatok és az
adatbankban hozzaférhet6 GVT szekvenciak alapjan terveztem meg a primereket.
A primerek alkalmazasara a PCR reakcié soran hasznalt optimalis anellacios

hémérsékletet gradiens PCR-rel allapitottam meg.

xy
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12. abra: A GVT genomszerkezetének sematikus abrazolasa. A téglalapok az egyes
leolvasasi kereteket (open reading frame-ORF) jeldlik. A feltételezett azonositott virus replikazban
(ORF1) enzimatikus motivumok talalhaték: MT virus metil-transzferaz, 20G-Fell-oxi-2-oxoglutarat
és Fe (ll) figg6 oxigénaz, PEP peptidaz, HEL szupercsalad 1 virus RNS-helikaz, RdRp RNS fiiggd
RNS-polimeraz. Az ORF2-4 képviseli a TGB fehérjéket (harmas gén blokk), az ORF5 a CP-t (coat

protein-képenyfehérje) kddolja (Glasa és mtsai., 2018).

A GVT kimutatdsara az irodalomban leirt (Glasa és mtsai., 2018)
inditoszekvenciakat Osszevetettem az NCBI-ban taldlhaté GVT referencia
genommal (NC_035203.1) és a sajat kdonyvtaraim GVT szekvenciaival (12. abra,
3.tablazat). Mivel az egyezés nem volt teljes, a leirt primereket a sajat
szekvenciaimra optimalizaltam. A tervezett primerek a GVT kdpenyfehérjét és a 3’
nem transzlalédd régiét tartalmazd, 905 bazispar hosszusagu fragmentum

amplifikalasara alkalmasak.

GVT | GVT_7630F |GTGTGGTCCTCGTTAGGTGC 7630-7649 coat protein-3'UTR NC_035203

| GVT_8534R |CGGCAAGAGTTCCAACTAGC| 8534-8515 |

3. tablazat: A tervezett GVT_7630F és GVT_8534R primerek jellemzéi.

Mivel a GVT pozitiv szald RNS virus, annak érdekében, hogy a

virusszekvenciakat PCR-rel tudjam amplifikalni, el6szér cDNS-t kellett készitenem
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az egyszalu RNS-t tartalmazo névenyi RNS kivonatokbdl a RevertAid First Strand
cDNA Synthesis Kit (Thermo Scientific) hasznalataval. A tisztitott RNS mintakbol
koncentracidjuktdl flggben, egységesen 500 ng-ot hasznaltam, amit nagy
tisztasagu, steril milliQ vizzel (mQ) 2,75 pl-re egészitettem ki, majd 0,25 pl random
primert (10 uM) mértem hozzajuk. Denaturaltam az RNS-eket 65°C-on 5 percig,
majd legalabb 5 percig jégre helyeztem Oket. A reverz transzkripcidhoz az igy

denaturalt mintakhoz az alabbi reakcio keveréket mértem:

o 1 ul 5x-6s reakciopuffer
e 0,25 ul Ribolock RNaz inhibitor fehérje
o 0,5ul 10 mM dNTP mix

e 0,25 ul RevertAid reverz transzkriptaz enzim
A mintaimat termosztatba helyeztem a kdovetkez6 protokoll szerint:

o 25°C, 5perc
o 42°C, 16ra

e 45°C, 15 perc
e 70°C, 5perc

A Kkapott cDNS-eket tizszeresre higitva a tovabbiakban PCR reakciokban
templatként hasznaltam.A cDNS-ek min6ségi ellenérzésére aktin-tesztet
hasznaltam. Az aktin gén alland6an aktiv a legtobb sejtben, tehat folyamatosan,
nagy szamban jelen van az aktin mRNS-e. Amennyiben sikeres a reverz
transzkripcid, nemcsak a vizsgalni kivant virus RNS-rél, hanem a névényi mRNS-
ek mindegyikérdl, igy az aktin mRNS-rél is szintetizalédnak cDNS szalak. A
minéségellendrzés soran aktin specifikus primerekkel mértem o6ssze a PCR

reakcioelegyet és a reakcidt a kovetkez6 protokoll szerint hajtottam végre:

o 0,5 ul 10x RT, cDNS templat

o 0,75 ul 10 uM vv (Vitis vinifera) actin 601s (forward) primer
o 0,75 ul 10 uM vv actin 1200as (reverz) primer

o 3 ul 5x Phire Il. puffer

. 9,4 ul mQ viz

. 0,3 ul 10 mM dNTP mix

. 0,3 ul Phire Il Hot start DNS polimeraz enzim
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o 98°C, 30 masodperc

o 98°C, 10 masodperc
o 55°C, 10 masodperc 35x

o 72°C, 20 masodperc

o 72°C, 1perc

A PCR reakcid sikerességét a reakcidelegy 1,2%-0s agaroz gélelektroforézissel

torténd elvalasztasaval vizsgaltam.

Miutan optimalizaltam a GVT kimutatdasahoz tervezett primerek hasznalatahoz
optimalis anellaciés hémérsékletet és a cDNS-ek is megfelel6 mindéséginek
bizonyultak, elvégeztem a segitséglikkel a virusspecifikus PCR-t a kdvetkez6

protokoll szerint:

. 0,8 ul 10x RT, cDNS templat

o 1,25 ul 10 uM GVT7630F primer

o 1,25 ul 10 uM GVT8534R primer

o 5 ul 5x Q5 puffer

. 15,95 ul mQ

. 0,5 ul 10 mM dNTP mix

. 0,25 ul Q5 Hot start DNS polimeraz enzim

o 98°C, 30 masodperc

o 98°C, 10 masodperc
o 65°C, 30 masodperc 40x

o 72°C, 1perc

o 72°C, 2 perc

A PCR reakcio sikerességét a reakcidelegy 1,2%-os agar6z gélen torténd

elvalasztasaval ellenériztem.
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Az altalam tervezett primerek altal a GVT-bdl amplifikalt szakasz 905 bazispar
hosszu, igy a PCR reakcid soran ekkora termékek keletkezését vartam. Az EtBr-ot
tartalmazo6 gélben UV fény segitségével lathatova tett PCR termékeket kivagtam a
majd GeneJET Gel

tisztitottam, az el6irt protokoll szerint. A tisztitas sikerességét szintén 1,2% agaroz

gélbél, Extraction kit (Thermo Scientific) segitségével

gelelektroforézissel teszteltem.

A tisztitott PCR termékek nukleinsav sorrendjét a BIOMI KFT. hatarozta meg
hagyomanyos Sanger szekvenalassal. A kapott eredményeket bioinformatikai
modszerekkel elemeztem. A szekvencidkat a GVT referenciagenommal és mas
eddig leirt GVT virusszekvenciakkal hasonlitottam 0Ossze, majd rokonsaguk
megallapitasara filogenetikai 0sszehasonlitast végeztem. A filogenetikai
elemzéshez a meglévé hazai szekvenciak mellé a GenBank adatbazisabdl
toltéttem le kilénbdz6 orszagokban leirt GVT szekvenciakat, illetve GVT és
GRSPaV A Clustal

Osszerendeztem, majd egyenlé méretre vagtam a szekvencidkat. A MEGA7

referenciagenomot. Omega program segitségevel

program segitségével, Neighbor-Joining modszerrel filogenetikai fat készitettem.

3.2 Eredmények

1_TK Sopron Sopron Kékfrankos - Blaufrénkisch, Lemberger 20

2_PH Pannonhalma Pannonhalma Olasz rizling - Welschriesling 7

3_HT Neszmély Neszmély Chardonnay 14

4 PP Villany Villany Cabernet Sauvignon 16

5 C8 Balatonboglar Balatonboglar Csabagydngye - Pearl of Csaba n

6_MP Szekszard Szekszard Merlot 6

7_FP Kunsag Generosa (U] fajta) 4

Kadarka

= Eger e (virus tesztelt szaporitéanyag) E
9 SZHT Szegilong Furmint n

10_EH Erdébénye Furmint, idés 100
11_SZHU Szegilong Furmint, fiatal 1

12_DF Tokaj Erdobénye Furmint, idés 100

Virusokra sosem tesztelt régi magyar fajtak:
. 1:Purcsin, 2:Balafant,3:Sarga Ortliebi, 4:Kék
LY Eodiopkisialug Bakator, 5:Fehér Jégrdovény 2
A gy(ljtemény gyakran,
14_MKA Mad Furmint T85 _ csakis vizualis
modszerekkel vizsgalt
alanyokbél all

15_MK3 Harslevell K3
16_MK4 Sargamuskotaly
17_MK5 Teleki-Kober 125
18_MK7 Teleki-Kober 5C

4. tablazat: Hazai Ultetvényeket reprezentald 18 kis RNS konyvtar szarmazasi helye és

kora.
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A CLC Genomics Workbench programmal elemeztem a 18 hazai sz6l6ultetvényrdl
szarmazo kis RNS konyvtarakat (4. tablazat). El6szor a kis RNS olvasatokat,
vagyis readeket trimmeltem, azaz eltavolitottam az adaptereket a végeikrél. A
trimmelt readek szama 7-14 millié k6zé esett. Az NBCI adatbazisaban fellelheté
GVT referenciagenomra illesztettem a trimmelt readeket, majd a CLC program
segitségeével lefedettségi abrat hoztam Iétre, amelyen vizualisan is ellenérizhettem
az illesztések pontossagat és helyzetét. Szemléltetésként a 13. abran a legtobb,
illetve legkevesebb GVT-re illeszked6 read-del rendelkezé konyvtar lefedettségi
abrait mutatom be. Medfigyelhetjuk, hogy az SZHT konyvtar olvasatai a GVT
referencia genomot kozel teljes hosszaban lefedik, mig az MK5 read-jei csak
(13.

szekvenciakbol a tovabbiakban kontigokat épitettem.

szorvanyosan mutatnak illeszkedést abra alsé része). A trimmelt

_TK 14225793 14004945 1929 136 4516 0
2_PH 10944995 10757578 952 87 5125 0
B_HT 11278968 11024753 604 54 2633 0
4_PP 10348976 10026967 585 57 2180 0
5_CS 8949752 8523960 607 68 9741 0
6_MP 8792762 8623520 554 63 12522 0
7_FP 8167968 7852174 340 42 2408 0
B_ET 9523299 9351261 885 93 10893 0
9_SZHT 10335718 10122677 2233 216 9196 1
N0_EH 10966518 10730777 1122 102 3950 0
11_SZHU 11387471 11010472 452 40 3037 0
12_DF 8781158 8630076 1155 132 3271 0
13_BV 8948530 8497274 600 67 3188 1
14_MK1 8761324 8761324 977 112 6064 0
15_MK3 9890065 9714929 559 57 1272 0
16_MK4 9146674 8845327 340 37 5466 0
17_MKS5 10901405 10539590 306 28 894 0
18_MK7 8773743 8592119 607 69 6599 1
1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000
) I 1 1 Ll 1 | |}
S SZHT tmmed i : 185 =i : 1
(Reads) GVT :f © b
2233reads : Y
2 KR
1266 I
1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000
I | 1 1 | 1 1 1
n_ulcmmmn: i )

(Reads)_GVT

306 reads

2

21

13. abra: Osszefoglal6 tablazat a kis RNS kdnyvtarak read- és épitett kontig
szamai alapjan, valamint az SZHT és az MK5 konyvtarak a GVT-re illeszkedd

olvasatainak lefedettségi abrai.

41



A kontigokat BLAST algoritmussal illesztettem az NCBI adatbazisban fellelhet6
virus referencia szekvenciaihoz és egy viruslistat generaltam. A listabdl
leolvashatd volt, hogy melyik virusra mennyi kis RNS szekvenciabdl generalt
kontig illeszkedett (13. abra fels6 része). A listabdl kivalasztottam a GVT-re

illeszked®, 10°-nél kisebb E-értékkel rendelkezd, szignifikans talalatokat.

A cDNS-ek mindségének ellenérzése soran aktin specifikus primerekkel mértem
O0ssze a PCR reakcioelegyet. A PCR termékeket EtBr tartalmu, 1,2%-os agaroz

gélen valasztottam el (14. abra).

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 M 17 18 -K +K

TK PH HT PP CS MP FP ETSZHT EH SZHU DF BV MK1 MK3 MK4 MKS MK7
1000 > s 1000 b s

s
500 b o T i — — — — — — — | — —q— <600 N L L R
500

14. abra: Az aktin teszt soran keletkezett specifikus PCR termékek gélképe. M: GeneRuler
100 bp Plus DNS létra (Thermo Scientific),-K: negativ kontroll, +K: pozitiv kontroll. Az abran

feltintetett értékek bazisparban értendok.

A reverz transzkripcido megfeleld volt, mindegyik mintaban keletkezett 600 bazispar

magassagban termeék.

A virus-specifikus RT-PCR elétt gradiens PCR segitségével allapitottam meg a
tervezett primerekkel valo reakcio anellalasi hdmérsékletének optimumat (15.
abra). Az amplifikaciét kulonbdzé hémérsékleten 50, 54, 58, 62 illetve 66°C-on
torténé anellacioval teszteltem. A termékeket EtBr tartalmu, 1,2%-0s agaroz gélen

valasztottam el.

M 1 2 3 4 5
50°C 54°C 58°C 62°C 66°C

1000 > s
T - e e ey el <« 900

500 —»

15. abra: A gradiens PCR soran keletkezett termékek gélképe. M: GeneRuler 100 bp Plus

DNS létra (Thermo Scientific). A feltlintetett értékek mértékegysége bazisparban értendé.

A tervezett primerek alapjan kb. 900 bazisparos terméket vartam és a PCR utan
valdoban ebben a mérettartomanyban kaptam terméket. Az anellacié mindegyik
tesztelt héfokon megfeleléen zajlott, ezért egy kodzbulsé értéket, a 62°C-ot

valasztottam a késdébbi reakciok anellalasi hémérsékletének.
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A cDNS-ek minbségi ellenérzése és a primerek optimalis anellaciés

hémérsékletének megallapitasa utan elvégeztem a GVT-re specifikus RT-PCR-t.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 M 16 17 18 K +K
TK PH HT PP CS MP FP ETSZHT EH SZHU DF BV MK1 MK3 MK4 MK5 MK7

- . —
1000-> Fo 1000 s
QL“L — iy — .»-..L - . <90 o <900

—
500 > s 500—>

16. abra: A GVT specifikus RT-PCR gélképe. Pozitiv jelet adott 12 minta: 1_TK, 2_PH,
4 PP,7_FP,8_ET,9_SZHT, 10_EH, 12_DF, 13_BV, 14_MK1, 15 _MK3, 18_MK7. M: GeneRuler
100 bp Plus DNS létra (Thermo Scientific). -K: negativ kontroll, +K: GVT fert6zott sz6I6bol

szarmazo pozitiv kontroll. A feltlintetett értékek bazisparban értenddék.

Az altalam tervezett primerek altal a GVT-bdl amplifikalt szakasz 905 bazispar

hosszu, igy a PCR reakcio soran ekkora termékek keletkezését vartam (16. abra).

Az EtBr-ot tartalmazoé gélben UV fény segitségével lathatéva tett 12 db jelet add
PCR terméket kivagtam a gélbél, majd GeneJET Gel Extraction kit segitségével
tisztitottam, amelyek bazissorrendjét a hagyomanyos Sanger szekvenalassal

meghataroztattam.

A Sanger szekvenalassal kapott virusrészleteket az NCBI BLASTN algoritmusaval
O0sszehasonlitottam a GVT referenciagenom azon részével, ami megfeleltethetd a

tervezett primerek altal kdzrefogott szekvencianak.
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1 TK 1_ TK_GVT

2 PH 2 PH GVT 84 |
3_HT

4 PP 4 PP _GVT 81 |
5 CS

6 MP

7 FP 7 FP_GVT 87 |
8 ET 8 ET GVT 83 |
9 SZHT 9 SZHT GVT 84 |
10_EH 10 EH_GVT 80 |
11_SZHU

12_DF 12 DF_GVT 79 |
13 BV 13 BV GVT 87 |
14 MK1 14 MK1 GVT 81 |
15_MK3 15 MK3_GVT 82 |
16_MK4

17_MK5

18 MK7 18 MK7 GVT 88 |

5. tablazat: A szekvenciak szazalékos azonossaganak dsszehasonlitasa a GVT

referenciagenommal.

A bioinformatikai elemzés tapasztalatunk szerint akkor jelzi egy virus jelenlétét, ha
talalunk virus specifikus kontigot, illetve, ha a normalizalt redundans readek
szama nagyobb, mint 200. A virus specifikus kontig talalat harom kis RNS
konyvtar: SZHT, BV, MK7 esetében utalt GVT fert6zésre. A GVT-re illeszked6 kis
RNS-ek normalizalt readjei sem jelezték mas konyvtarakban a jelenlétét. Ezekben
a konyvtarakban RT-PCR-rel vissza tudtuk igazolni a virus jelenlétét, de az RT-
PCR még kilenc masik konyvtarban: TK, PH, PP, FP, ET, EH, DF, MK1, MK3 is
kimutatta GVT jelenlétét (5. tablazat). Ezen jelenség megegyezik azzal a
tapasztalattal, amit a GVT kozeli rokonanak, a sz6l6 rupestris faszoveti
barazdaltsag virus (grapevine rupestris stem pitting-associated virus - GRSPaV)
esetében korabbi vizsgalataink soran talaltunk. A GRSPaV az egyik
legelterjedtebb szbl6virus, viszont a virus és a gazdandvény koevolucidja soran
kialakult egyuttélés bizonyos mértékben elényos a gazda szamara, mivel a stressz
gének enyhén csokkent szabalyozasat eredményezte (Gambino és mtsai, 2012).
Ezen el6nyok miatt lehetséges, hogy ennek a koevolucionak kovetkeztében a

virus és a gazdaszervezet védelmi reakcidja olyan egyensulyt ért el, ami miatt a
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GRSPaV elleni silencing mértéke, vagyis a virus specifikus kis RNS-ek szama

csokkent (Czotter és mtsai., 2018).

A virus variansok filogenetikai elemzéséhez a meglévé hazai szekvenciak mellé
az NCBI GenBank adatbazisabdl toltéttem le kilonb6zé orszagokban leirt GVT
szekvenciakat (4. tablazat), illetve a GVT és a GRSPaV referencia genomot. A
Clustal Omega program segitségével O0sszerendeztem, majd egyenl6 méretre
vagtam a szekvenciakat. A MEGA7 program segitségével, Neighbor-Joining
modszerrel filogenetikai fat generaltam. A fa méretaranyban van rajzolva, és az
agak hossza azonos egységekben van, mint a filogenetikai fa kdvetkeztetésére

hasznalt evolucids tavolsagoke.

A kozeli rokonokat csoportokba soroltam Zarghani cikke alapjan (Zarghani és
mtsai., 2018). A rendszer szerint, a hazai szdél6ultetvényeken jelen 1év6 GVT
variansok az els6é (GP I.): TK, ET, SZHT, PH, BV, FP, MK7; a harmadik (GPIIl.):
PP; a negyedik (GP IV.): EH, DF, MK3; a hetedik csoportba MK1 sorolhaté.

Elmondhat6, hogy a hazai GVT variansok nem alkotnak kilén csoportot, lokalisan

kldnb6z6 helyzetl Gltetvények virusaival mutatnak kézeli rokonsagot (17. abra).
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17. abra: Neighbor-Joining modszerrel rajzolt filogenetikai fa a kiilénb6z6 GVT szekvenciakrol,

gyokereztetve a GRSPaV referenciagenommal

Kisérleteim eredményeképpen

el6szor azonositottam

a

GVT

jelenlétét

Magyarorszagon. Annak megallapitasara, hogy a virus a magyar szél6fajtakban

okoz-e tlnetet, tovabbi vizsgalatok szikségesek.
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4 Konkluzio

A HTS mddszereknek hatalmas lehetéségei vannak a ndvényi virusdiagnosztika

tertletén, segitségukkel ujabb és ujabb virusok azonosithatdak, lépésenként

Fontos gazdasagi- és kulturnovényunk, a sz46l6 virusainak felderitésével szamos
kutatécsoport  foglalkozik.  Egyre  béviulé  informacidink  segitségével
tanulmanyozhatjuk a kulonb6z6 tunetek megjelenésében szerepet jatszo

virusokat, a virusok evolucios kapcsolatait, valtozasait, a fert6zések dinamikajat.

Nincs hasznalatban 1évé protokoll arra, hogy melyik HTS modszert érdemes
hasznalni a sz6l6 virusainak felderitésére, mindegyik modszernek megvan a maga
elébnye és hatranya. A dolgozat bemutatia a moddszereket elényeikkel és

hatranyaikkal, de nem célja kivalasztani a legalkalmasabb megkozelitést.

A telijes nukleinsav HTS moddszerek nagy lefedettséget igérnek és a virusok
magas reprezentaltsagat, de hasznalata soran problémak adodnak a kis szamban
jelen Iévd virusok kimutatasaval. Teljes RNS modszerrel egyarant kimutathato
DNS és RNS virus is, telies DNS megkozelitéssel csak DNS.

A dsRNS és kis RNS HTS mddszerek virusokra specifikusabb szekvenciakat
eredményeznek, de alacsonyabb lefedettséggel, mint a TNA. A dsRNS
modszerrel csak az RNS virusok mutathatok ki, kis RNS moédszerrel DNS és RNS

is.

A VANA modszer kevesebb virusolvasatot hoz Iétre, de nagyobb lefedettséggel,
illetve a nehezen tisztithatd mintaknal jelent elényt a hasznalata, DNS és RNS

virusok kimutatasara hasznalhato.

A vizsgalatok pontossaganak novelése érdekében szamos tanulmanyban

parhuzamosan hasznalnak két HTS modszert is.

Munkam soran Magyarorszagon els6ként kimutattam a GVT jelenlétét kis RNS
HTS hasznalataval. A szekvenciak bioinformatikai analizise 3 szignifikans talalatot
mutatott. A vizsgalat RT-PCR-rel torténd validalasakor azonban 12 minta lett

pozitiv GVT-re. Ezen ellentét feltehetéen abbdl adodik, hogy a GVT, kozeli
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rokonahoz, a GRSPaV-hoz hasonléan nem valt ki a novénybdl erbésebb
védekezési folyamatokat, kevesebb kis RNS képzddik réla, igy nehezebben

detektalhatd ezzel a modszerrel.

Annak megallapitasara, hogy a GVT a hazai Ultetvényeken okoz-e tlinetet, tovabbi

vizsgalatok szUkségesek.
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Osszefoglalas

A nemesitett novényeket, igy a sz6I6t is, a fajtajelleg fenntartasanak céljabdl
vegetativan szaporitjuk. A fertézések elkertlése érdekében fontos a
szaporitbanyag virusmentessége. A telepitésre szant szaporitbanyagok
virusdiagnosztikajara hasznalhatunk nagy ateresztéképességli szekvenalasi
modszereket (high throughput sequencing — HTS) is. A HTS segitségével
nemcsak az eddig ismert virusokat tudjuk detektalni, hanem azokat is, amelyek

genomjardl nem rendelkezlnk szekvencia informaciéval.

A HTS moddszerek kulonbozé alfajtait hasznalhatjuk novényi virusdiagnosztikara.
Ezen modszerek kozt a legnagyobb kuldnbség az, hogy milyen nukleinsavat
hasznalnak a szekvenalas alapjaul, igy a mintael6készités modja alapvetben eltér.
A valasztott szekvenalasi megkozelitéstdl figgben kulonféle nukleinsavkivonatok
hasznalhatdk a szekvenalasra alkalmas DNS-ek, vagyis a kdonyvtar készitéseéhez.
A noévényi virusok kimutatasara a duplaszali RNS, a kis RNS és telies RNS
modszert hasznaljak a leggyakrabban. A VANA megkozelités, mely esetben a
tisztitott virionokbdl vonjak ki az RNS-t, szintén alkalmas novényi virusok
jelenlétének feltérképezésére. A telies DNS mddszerrel a DNS orokitéanyagu

virusok vizsgalhatok.

Kutatasom soran, egy Magyarorszagon még le nem irt sz6l6virus, a Grapevine
virus T (GVT) jelenlétét vizsgaltam. A NAIK-MBK Diagnosztikai csoportja
korabban kis RNS HTS-sel mérte fel a hazai Ultetvények virusfert6zottségét. A
GVT leirasa kés6bb tortént, mint a hazai terméultetvényekbdél készilt kis RNS

konyvtarak elemzése és a kornyez6 orszagokban igen elterjedt virus.

Elsé lépésként bioinformatikai mddszerekkel vizsgaltam a GVT eléfordulasat a
rendelkezésemre alloé konyvtarakban. A GVT jelenlétét virusspecifikus RT-PCR-rel
ellenériztem, amihez a konyvtarakbdl szarmazé GVT szekvenciak alapjan
primereket terveztem. A PCR termékek szekvencidit az eddig ismert GVT
genomokkal 0Osszehasonlitva filogenetikai elemzést végeztem. Kisérleteim
eredményeképpen el6szdr azonositottam a GVT jelenlétét Magyarorszagon.
Annak megallapitasara, hogy a virus a magyar szél6fajtakban okoz-e tlunetet,

tovabbi vizsgalatok szukségesek.
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Summary

Cultivated plants, such as grapevine, are propagated vegetatively to preserve
desirable characteristics. To avoid infections, it is important to use virus free
reproductive material. Detection of viruses in the reproductive material intended for
planting may be done by applying high throughput sequencing (HTS) methods.
HTS is suitable for finding known viruses as well as describing novel ones without

existing sequence information.

There are several HTS methods suitable for virus diagnostics. The main difference
between them lies in the type of nucleic acid used as the basis of sequencing,
which greatly affects sample preparation. The creation of the DNA library used for
sequencing depends on the chosen method. The main nucleic acid types used in
detecting plant viruses are double strand RNA, small RNA and total RNA content.
VANA, which uses RNA extracted from virions, is also suitable for mapping plant
viruses. Complete DNS extraction methods are used to detect DNA viruses.

During my research, | examined the presence of Grapevine virus T (GVT), a
grapevine virus which has not been described in Hungary before. The Diagnostics
Research Group in the institution NAIK-MBK has previously used small RNA HTS
to assess the viruses present in Hungarian grapevine plantations. The first report
of GVT took place after the analysis of the acquired libraries, and the novel virus
has been found greatly abundant in neighbouring countries.

As a first step, | applied bioinformatic methods to detect GVT in our existing
libraries. | verified the results using RT-PCR, for which | constructed primers
based on the sequences acquired from our samples. Using the sequences from
the PCR results and the known GVT genomes from previous projects, | carried out
a phylogenetics analysis. As the result of my studies, | have successfully verified
the presence of GVT in Hungary, for the first time. To find symptoms related to

GVT infection in the plants, further research is required.
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1. melléklet: Novényeket fert6z6 virusok (1.) (King és mtsai., 2011).
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2. melléklet: Novényeket fert6z6 virusok (2.) (King és mtsai., 2011).




