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Roviditések jegyzéke

AGO
AGVd
AMV
AP
ArMV
ATP
CEVd
CP
CRT

DAS-ELISA

DCL
DNS
dsRNS
ELISA

ESFY
GAMaV
GCMV
GFkV
GFLV
GFLV-VB

GFLV-YM

GLD
GLMD

GLPV

- Argonauta fehérje

- Australien grapevine viroid - Ausztral sz616 viroid

- Alfalfa mosaic virus - Lucerna mozaik virus

- Apple Ploriferation — Almafa boszorkanysepriisodése

- Arabis mosaic virus - Arabis mozaik virus

- adenozin- 5'- trifoszfat

- Citrus exocortis viroid - Citrus kéreg rendellenesség viroid
- coat protein - kopenyfehérje

- ciklikus reverzibilis terminator

- double antibody sandwich - dupla ellenanyag szendvics
- Dicer-szeri enzim

- dezoxiribonukleinsav

- kétszalu (double strand) RNS

- Enzyme-linked immonosorbent assay - Enzim-kapcsolt ellenanyag
vizsgalat

- European stone fruit yellows - Csonthéjasok eurdpai sargulasa
- Grapevine asteroid mosaic-associated virus

- Grapevine chrome mosaic virus - Sz616 krommozaik virus

- Grapevine fleck virus - Sz616 foltosodas virus

- Grapevine fanleaf virus - Sz616 fert6z6 leromlas virus

- Grapevine fanleaf virus-vein banding strain - Sz6l6 fert6z6
leromlés érmenti szalagosodas torzse

- Grapevine fanleaf virus-yellow mosaic strain - Sz616 fert6zo
leromlas virus Sarga mozaik torzse

- Grapevine leafroll disease - Sz616 levélsodrodas betegség

- Grapevine Leaf Mottling and Deformation - Sz616 levélfoltosodas
deformacio betegség

- Grapevine line pattern virus - Sz616 vonalas mintazottsag virus
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GLRaV 1, 2,3

GLVvd
GPGV
GRBaV
GRGV
GRSPaV

GRVFV
GSV
GSyV1
GVA

GVB
GVCV
GYSVd-1-2

hflB
HSP70
HSVd
HTP
imp
LAMP
MLO
MP
NGS
nt
ORF
PCR
PD
PDTW

- Grapevine leafroll-associated virus 1,2,3 - Sz616 levélsodrodas
virus 1,2,3

- Grapevine Latent viroid

- Grapevine Pinot gris virus - Sz616 Pinot gris virus
- Grapevine red-blotch associated virus

- Grapevine redglobe virus - Sz616 redglobe virus

- Grapevine rupestris stem pitting associated virus - Sz616 rupestris
faszoveti barazdaltsag virus

- Grapevine rupestris vein feathering virus

- Grapevine satellite virus - Sz616 szatellit virus
- Grapevine Syrah virusl - Sz616 Syrah virusl

- Grapevine virus A - Sz616 A virus

- Grapevine virus B - Sz416 B virus

- Grapevine vein clearing virus

- Grapevine yellow speckle viroid 1,2 -Sz616 sarga foltossag viroid
1,2

- ATP fliggd cink proteazokat kodold gén

- 70 kDa hésokk fehérje

- Hop stunt viroid - Komlo torpiilés viroid

- High-Throughput - nagy ateresztoképességii

- immunodominéns fehérjét kodold gén

- Loop-mediated isothermal amplification

- Mycoplasma-like organism - Mikoplazma-szerii szervezet
- Movement protein - mozgasi fehérje

- Next Generation Sequencing - Uj Generacios Szekvenalas
- nukleotid

- Open Reading Frame — nyilt leolvasasi szakasz

- Polymerase chain reaction - Polimeraz-lancreakcio

- Pear decline - Korte leromlas

- Pear decline Taiwan - Korte leromlas Taiwan tOorzse



PYLR
rDNS
RDRP
RFLP

RISC

RNS
rRNS
RT-PCR
secY
SiRNS
SpawB
SSCP

SSRNS
TBRV
TGS
tuf
VANA

VvSiRNS
Vv-DCL
YS

- Peach yellow leaf roll - Oszibarack sargulasos levélsodrodasa
- riboszomalis RNS-t kédolé DNS
- RNS-fiiggé RNS-polimeraz, replikaz

- Restriction Fragment Length Polymorphism - Restrikcios fragment
hossz polimorfizmus

- RNA induced silencing complex - RNS indukalta géncsendesitési
enzimkomplex

- ribonukleinsav

- riboszomalis RNS

- Reverz-transzkripcios polimeraz lancreakcio

- fehérje transzlokaz gén

- small interfering RNA — kis interferald RNS

- Spartium witches’ broom - Jeneszter boszorkanysepriisodése

- Single Strand Conformation Polymorphism - Egyszala
konformacids polimorfizmus

- egyszali RNS (single-strand)

- Tomato black ring virus - Paradicsom fekete gytriis virus
- transzkripcionalis géncsendesités

- TU elongaciods faktort kodold gén

-Virion-associated nucleinsav  virus részecskékbdl  tisztitott
nukleinsav

- viralis eredetl sSiRNS
- Vitis vinifera Dicer-szertl enzim

- Yellow speckle - sarga foltossag



Kivonat

Magyar szoldiiltetvények  virusdiagnosztikdja 1j, nagyérzékenységii
diagnosztikai modszerrel és kajszi iiltetvények fitoplazma fertézottségének

vizsgalata

A disszertacio elsé része a szOlo {ltetvények virus fert6zottségét hatékonyan
kimutatni képes nagy érzékenységli diagnosztikai modszer, a kis RNS NGS kidolgozasat
mutatja be. A modszerrel hazank széldiiltetvényeinek virus fertézottségét mértiik fel és uj
viralis korokozokat azonositottunk. Az 1j eljarassal Magyarorszag 9 borvidékén, 14 termd
szOlGiiltetvény  virusdiagnosztikaja késziilt el és az eredményeket molekularis
vizsgalatokkal igazoltuk vissza. A rutinszerlien vizsgalt viralis koérokozok mellett,
hazankban eddig nem leirt virusok azonositasa is lehetséges a kis RNS alapt diagnosztikai
modszerrel. Az azonositott virus és viroid izoldtumok szekvencia adatai elhelyezésre
keriiltek az NCBI GenBank adatbazisban. Az ujonnan megjelend virusok széleskorii
elterjedtséget mutattak, és az izolatumok filogenetikai elemzése alapjan a virusok
szaporitdanyaggal vald terjedése feltételezhetd. A vizsgélat eredményei szerint az adaptalt
technikdk és bioinformatikai elemzések alkalmasak arra, hogy az adott iltetvényben
jelenlevd Gsszes virdlis korokozorol pontos képet kapjunk.

A dolgozat masodik része a csonthéjas iiltetvényeken, elsésorban kajszin, komoly
problémat okoz6 csonthéjasok eurdpai sarguldsa, fitoplazmas eredetli megbetegedés
hatterében allé korokozo felderitésével foglalkozik. A vizsgalat soran Magyarorszag 5
jelentds kajszi iltetvényén mértiik fel a betegséget kivaltd, Candidatus Phytoplasma
prunorum’ jelenlétét. A korokozd jelenlétének igazoldsahoz levélmintakbol megfeleld
mindségli és mennyiségli DNS-t izolaltunk. A fitoplazma jelenlétét nested-PCR modszerrel
univerzalis, minden fitoplazma kimutatasara alkalmas, illetve a 16SrX fitoplazma csoport
elkiilonitésre specifikus inditoszekvenciak kombinaciojaval mutattuk ki. Megallapitast
nyert, hogy a vizsgalt kajszi iltetvényekben a ’Ca. P. prunorum’ jelen van, altalanosan
elterjedt. Filogenetikai vizsgalatunk szerint, elterjedtségiik mogott a nem megfeleld

szaporitdanyag anyag felhasznalés éllhat.



Abstract

Virus diagnostics of Hungarian vineyards by a new, high sensitive diagnostic

method and investigation of phytoplasma infection in apricot orchards

The first part of the dissertation presents a high sensitive diagnostic method, virus-
derived smallRNA NGS. The procedure was carried out in 14 vineyards from 9 vine-
growing region of Hungary, and the results are confirmed by molecular methods. With
virus-derived smallRNA NGS could detect not only the viruses tested routinely, but also
new ones, which had never been described in Hungary before. The results show that these
adapted techniques and bioinformatics analyses can reveal the exact picture of all of the
viral pathogens present in the sample. The second part of the dissertation deals with the
exploration of the European stone fruit yellows disease, causing serious problems in
apricot orchards. The presence of ‘Candidatus Phytoplasma prunorum’ was examined in
five apricot orchards in Hungary. Leaf samples were collected and DNA was extracted for
nested-PCR based detection. A widespread distribution of ‘Ca. P. prunorum’ was found in
apricot orchards. According to the detected viruses and ‘Ca. P. prunorum’ phylogenetic
analysis, inadequate propagating material may be used behind their spread.
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Abstrakt

Die Virendiagnostik der wungarischen Weingiiter durch eine neue,
hochempfindliche diagnostische Methode und die Recherche von

Phytoplasmen in Aprikosenplantagen

Der erste Teil dieser Dissertation présentiert eine hochempfindliche diagnostische
Methode - eine viren abgeleitete kleine RNA NGS. In 9 Weinbaugebieten Ungarns wurden
14 Weingiiter ausgewaihlt in welchen diese Prozedur durchgefiihrt wurde, die Ergebnisse
wurden durch molekulare Methoden bestétigt. Mit der viren abgeleiteten kleinen RNA
NGS konnten zu den regelméBig getesteten Viren auch neue Viren - welche zuvor nie in
Ungarn beschrieben wurden - entdeckt werden. Die Ergebnisse zeigen, dass durch diese
angepassten Techniken und bioinformatischen Analysen ein gesamtes Bild aller hier
getesteten viraler Krankheitserreger geschaffen werden konnte. Der zweite Teil dieser
Dissertation beschéftigt sich mit der Erkundung der europidischen Steinobstvergilbung,
welche ernstzunehmende Probleme auf Aprikosenplantangen verursacht. Das VVorkommen
der ‘Candidatus Phytoplasma prunorum wurde in 5 ungarischen Aprikosenplantagen
untersucht. Fiir die Entdeckung durch die geschachtelte PCR wurde DNA aus Blattproben
extrahiert. Es wurde eine weite Verbreitung der ‘Ca. P. prunorum® in Aprikosenplantagen
festgestellt. Bezugnehmend auf die entdeckten Viren und der ‘Ca. P. prunorum‘ Analyse
kann es sein, dass die Ursache durch ungeeignetes Fortpflanzungsmaterial herbeigefiihrt

wird.
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1. Bevezetés és célkitiizés

A fas szaru novények (szOlo, gylimdlces) jelentds gazdasagi értéket képviselnek
hazankban. Azonban a ndvényeket megbetegitdé kiilonbozd korokozok, legyenek akar
virusok vagy fitoplazmak, komoly gondot okoznak napjainkban a gylimdlcs- ¢és
szOl6termesztésben egyarant, mivel elleniik nincs kidolgozott novényvédelmi technologia,
vagy engedélyezett novényvéddszer. Magyarorszagon a szolétermesztésben a kiilonbozo
virus eredetli kartételek, mig a gylmolcstermesztésben a fitoplazma eredetli
megbetegedések okoznak jelentds veszteséget a gazdalkodoknak.

A virus és fitoplazma okozta megbetegedéseknek szamos gazdasagi kovetkezménye
lehet: gyenge termésmindség és termésveszteség, a tokék/fak produktiv iddszakéanak
rovidiilése, fokozott tOkeleromlds, a tokék/fak élettartamanak csdkkenése, majd elhaldsa. A
korokozok altal eldidézett gazdasagi hatranyok felértékelték a kutatasuk fontossagat, az
elmilt évtizedekben egyre tobb informaciora deriilt fény, e ndvényi korokozokrol,
¢letmddjukrol, terjedésiikrdl. Napjainkban, kdszonhetéen az orszdgok kozotti intenzivebb
kereskedelemnek és szaporitdanyag forgalomnak, fenndll a veszélye a Magyarorszagon
eddig még nem ismert, 0j kérokozok behozataldnak és ujabb varidnsok elterjedésének.
Jelenleg a kimutatdsukra alkalmazott hagyomanyos diagnosztikai mddszerekhez minden
esetben (szeroldgiai vizsgalat-ELISA, PCR alapu tesztek) sziikség van a kérokozoé eldzetes
ismeretére. Sok esetben azonban a virusok ¢és fitoplazmak gyors evolucids valtozasa és az
egy fajhoz tartozoé kiilonb6z6 torzsek valtozékonysagai miatt, ezek a tesztek akar alnegativ
eredményeket is adhatnak, valamint nem alkalmasak az jonnan megjelend koérokozok
kimutatasara.

A korokozok azonositdsa €és a patogénmentes szaporitdanyag-eldallitds sordn a
legnagyobb problémat a megbizhatd és megfeleld érzékenységgel rendelkezd diagnosztikai
modszerek hidnya jelenti. A fas szara ndévények virusdiagnosztikaja szémdra az
ujgeneracios szekvenalasi technikak fejlddése €s az RNS interferencia folyamatdnak
felderitése uj lehetdséget nyitott. Virusfert6zés soran a névény védekezo rendszere az RNS
interferencia folyamatanak aktivalasaval, virus eredetii, a virus szekvenciajaval megegyez0
kis RNS-ek (21-24nt hossza RNS-ek) keletkeznek. Igy az adott novény kis RNS-einek
szekvenalasaval és a szekvenciak bioinformatikai elemzésével nemcsak az ismert virusokat

¢s azok lehetséges valtozatait tudjuk detektalni, de ismeretlen koérokozdk jelenléte is
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kimutathatova valik. A fitoplazmdk kimutatdsit szdmos tényez0 nehezitheti,
azonositasukra jelenleg a legmegbizhatobb eljaras az adott csoportra specifikus nested-
PCR reakci6 és az azt koveto restrikcios fragmentumhossz polimorfizmus (RFLP).
Kutatdsom soran a szaporitdanyag €és a novényallomany vizsgalatdhoz kivantam,
minél megbizhatébb, gyorsabb és nagyobb érzékenységli modszereket fejleszteni és
adaptalni, mely révén a késdbbiekben lehetdéség nyilna olyan patogének kimutatdsara

alkalmas protokoll kidolgozasara is, amely beilleszthet6 a hazai certifikacios rendszerekbe.

Célkitiizések

A kutatomunka f6 célja, olyan nagy érzékenységgel rendelkezé és rovid idon beliil
eredményt adé 0j, molekularis biologiai virus és fitoplazma detektdldsi moddszerek
adaptaldsa, valamint a mar meglévé modszerek fejlesztése és alkalmazasa szdlon és
kajszibarackon, melyek érzékenysége meghaladja a hagyomanyos tesztekét, illetve

alkalmasak 10j, eddig nem ismert patogének azonositasara is.

1. Egy 1), hatékony virusdiagnosztikai eszkdz, a ndvények védekezd mechanizmusa soran
keletkezd virus eredetii kis RNS-ek 10j generacios szekvenalasi (NGS) moddszerének és az
adatok bioinformatikai munkafolyamatanak kidolgozéasa, optimalizalasa és bevezetése

vizsgalatainkba.

2. Az altalunk kidolgozott kis RNS alapi NGS technika segitségével 9 magyar borvidék 14

iiltetvényének virus fertézottségi allapotanak felmérése.

3. Szolét megbetegitd virusok azonositdsa metagenomikai modszerrel. A meghatarozott

virus izolatumok filogenetikai vizsgélata és szekvenciaik génbankba torténd elhelyezése.

crer

prunorum’, mint a kajszit leginkabb veszélyeztetd korokozo azonositasa, tovabba a kajszi
tiltetvények fertdzottségének felmérése molekularis biologiai modszerekkel (nested-PCR).
A mintainkban azonositott fitoplazmak 16SrX csoporton beliili elkiilonitése, vizsgalata

filogenetikai elemzéssel €s a hazai fitoplazma izoldtumokrol szekvencia informdcio

gyljtése.
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2. Irodalmi attekintés

2.1. A sz0l6 virusainak és diagnosztikai modszereik attekintése

2.1.1. A sz616 és termesztésének gazdasagi jelentésége

A sz616 egyike legrégebbi kultirnévényeinknek. Magyarorszagon a sz616 (Vitis spp.)
régota elterjedt novény, a torténelmi borvidékeken szélétermesztéssel, tobb mint 2000 éve
foglalkoznak az itt €él6 népek. Vilagszerte ez egyik legszélesebb korben termesztett
gazdasagi novény; a jelenleg elérhetd, 2014-es adatok szerint 7.5 millido hektaron folyik
termesztés (OIV, 2018). Magyarorszagon a termesztésre hasznalt teriiletek nagysaga ez
elmult évek tendencidjat megfigyelve csokkent, a 2014-es adatok szerint hazank 62168
hektarnyi sz6l6teriilettel rendelkezik (OIV, 2018). A hazai szOl6iiltetvények nagyrésze
borvidéki teriiletekre koncentraltan talalhatéak, 22 borvidékiink méreteit, Okologiai
adottsagait tekintve igen heterogénnek mondhato. A sz6lot elsGsorban gylimolcséért
termesztik, melyet feldogozatlan, illetve feldolgozott formaban is fogyasztanak. A beldle
késziild bor a vildg élvezeti cikkeinek listaja €lén helyezkedik el, jelentds gazdasagi és
kulturalis értéket képviselve.

A hatékony ¢€s mindségi szOlotermesztés alapja az egészséges szaporitdanyag
kivalasztasa €s alkalmazéasa, melyeket a gazdasagilag jelentds virusokra szigoruan sziirnek.
A fertézés szisztemikus jellege miatt ezek a koérokozok latens modon lehetnek jelen a
novényekben, igy konnyen tovabb terjedhetnek a tiinetmentes szaporitdanyaggal, igy
bekeriilve az iiltetvénybe jelentds karokat okozhatnak. A kartétel csokkentésének egyetlen
modja, ha patogénmentes szaporitéanyag eldallitasaval elejét vessziik a terjedésnek, ez
pedig nagymértékben fligg a sziiréshez alkalmazott diagnosztikai eszkdzok pontossagatol

¢s megbizhatosagatol.
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2.1.2. Szolot fert6z6 RNS virusok és eléfordulasuk Magyarorszagon

1962-ben 1étrehoztak az ’International Council for the Study of Virus and Virus-like
Diseases of the Grapevine (ICVG)’ (Bovey & Gugerli, 2003) csoportot, mely hatalmas
lendiiletet adott a virologiai kutatdsok szamara. Az 1960-as évektdl kezdddden, kozel 70
sz616t (Vitis és Muscadinia spp.) fertézni képes virust azonositottak (Martelli & Boudon-
Padieu, 2006; Martelli, 2014). Ezen virusok nagyrésze a sz616n megjelend tiineteik alapjan
négy f6 betegségkomplexhez kothetd: (1) szl fert6zé virusos leromlas (infectious
degeneration), (2) levélsodrodas tiinetcsoport (grapevine leafroll), (3) faszoveti
barazdaltsag (rugose wood) és a (4) latens foltossag tiinetcsoport (grapevine fleck). A
szOl6t fertézni képes virusok legnagyobb része pozitiv, egyszali RNS genommal
rendelkezik, DNS virusok eléfordulasa jelenleg nem ismert Magyarorszagon. Néhany
virusnak kettés szali RNS-genomja van, ismertek azonban DNS-genommal rendelkez6
virusok is a széloben. A sz0l6 virusok nagy szamaval szemben csupan hét a szO616
fertdzésért feleldssé tehetd viroidot azonositottak eddig. A sz6ldvirusok kutatdsa teriiletén
Lehoczky Janos és munkatarsai kezdtek vizsgalatokat a 60-as években, hazankban. Ezek a
kutatasok foként a koérokozok jellemzésére, életmodjuk megismerésére, kimutatasukra,
valamint a fert6zott tokék kisziirésére szolgdld rendszer kidolgozasra iranyultak. Ezen
munkanak kdszonhetéen Magyarorszagon kotelezéveé valtak a sz6ldvirologiai ellendrzések
a szaporitdanyag elballitdas soran. Az ellenérzések a 87/2006.(X11.28.) FVM rendelet
eldirasainak megfelelden torténnek.

A dolgozat keretein beliil a Magyarorszagon ismerten eléforduld, valamint a vilag,
kiilonbozd tajain eldforduld leggyakoribb és sz616n Gjonnan leirt virusokat, altaluk okozott

betegség komplexeket ismertetem részletesebben.

Sz6106 fert6zo leromlas

A 57010 legjelentdsebb virusos megbetegedése. A korfolyamat kialakulasaért tobb, a
Picornavirales rend, Secoviridae csalad, Comovirinae alcsalad, Nepovirus nemzetségbe
tartozo virus tehetd feleléssé. A nemzetség a nevét a kiilonbozé fonalférgekkel terjedd
izometrikus virusok csoportjardl kapta. A nepovirusok izometrikus virionjai 0sztottak,
haromkomponenstieck (B, M és T). A B é M komponensek tartalmazzak a pozitiv
egyszali RNS-t (RNS1, RNS2) (Mayo & Robinson, 1996). Az RNS1 és RNS2 egyetlen
nyilt leolvasasi szakaszt (Open Reading Frame, ORF) kodol, melyrél egyetlen polipeptid

irodik at. Napjainkig Vitis spp.-ben a vilag, kiillonboz6 teriiletein 15 nepovirust irtak le,
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melyek kozil messze a Sz616 fert6z6 leromlas virus (Grapevine fanleaf virus, GFLV)
bizonyult a legjelentdsebbnek, széleskori elterjedtsége ¢és gazdasagi hatasa miatt. Két
torzsét kiilonboztetik meg: (1) A Sarga mozaik torzs (Grapevine fanleaf virus - yellow
mosaic strain, GFLV-YM) (Hewitt, 1950), mely esetében kromsarga elszinez6dés lathaté a
tokén, a levelek érmenti és érkozi teriiletein Kiterjedt foltok jelenhetnek meg, vagy teljesen
elsargul a levél. (2) Az érmenti szalagosodas torzsre (Grapevine fanleaf virus - vein
banding strain, GFLV-VB) (Goheen & Hewitt, 1962) a sarga foltok, illetve az ér mentén
megjelend, hosszanti, sarga, szalagszerd lefutdsu, klorotikus mintazat jellemzo leginkabb.
Hazankban Martelli & Lehoczky (1968) leirtak jelenlétét az Arabisz mozaik virusnak
(Arabis mosaic virus, ArMV), mely a GFLV-el mutat szerologiailag kozeli rokonsagot. A
sz616 krém mozaik virust (Grapevine chrome mosaic virus, GCMV) - eredetileg Hungarian
chrome mosaic virus - a vilagon elsdként a Balaton-felvidéken detektaltak (Martelli és
mtsai., 1965) a levelek kromsargara szinez6dése, majd kifehéredése és kettés ndduszok
kialakulasa alapjan. A paradicsom fekete gyiirts virust (Tomato black ring virus, TBRV)
hazankban 1981-ben izolaltak eldszor (Lehoczky & Burgyan, 1986), fertézése esetén gatolt
a tokék fejlédése, a leveleken klorotikus tiinetek jelenhetnek meg. Altaldnossagban
elmondhat6, hogy a sz6l6 nepovirusok széles természetes gazdandvénykorrel

rendelkeznek, melybe fas és lagyszari novények egyarant megtalalhatoak.

Levélsodrodas tiinetegyiittes

A szOloféléket érintd betegségek koziil a sz6l6levélsodrodas betegséget (Grapevine
leafroll disease, GLD) gazdasagilag igen jelentds virusos megbetegedésként tartjak szamon
vilagszerte (Martelli, 2014, Naidu és mtsai., 2014). A sz616 levélsodrodasat, tobb a
Closteroviridae csaladba tartozo virus okozhatja. Jelenleg, 5 kiilonb6z6 GLRaV virust -
GLRaV-1, -2, -3, -4, -7 - fogadnak el kiilon fajként, mig a GLRaV-5, -6, -9, -Pr, -De és Car
torzseket a GLRaV-4 variansaiként azonositottak (Martelli és mtsai, 2012). A
levélsodrodas virusok tagjai a Closteroviridae csaladon beliil megoszlanak, a GLRaV-1, -
3, -4 ¢s annak torzsei az Ampelovirus, a GLRaV-2 a Closterovirus, mig a GLRaV-7 a
Velarivirus nemzetség tagjai. A GLRaV virusok sok kozos tulajdonsaggal rendelkeznek,
azonban genomszervezddésiikben és epidemologiai  tulajdonsagaikban talalhatdak
kiilonbségek. Kozos jellemzdjiik: a csalad valamennyi tagja pozitiv egyszala RNS
genommal rendelkezik, virionja fonal alak ¢és ez az egyetlen viruscsalad, mely
rendelkezik 70 kDa méretli hésokk fehérjével (HSP70). A viruscsalad tagjai koziil a
GLRaV-1, -2, -3 és -4 elofordulasat Magyarorszagon Lazar és munkatarsai (1994)
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igazoltdk. A GLRaV-7 korokozé jelenlétét magyarorszagi eredetli mintabol Choueiri és
munkatarsai (1996) mutattak ki, ezen kiviil tovabbi adatok a virus eléfordulasarol jelenleg
nem ismertek. A viruscsaladba tartozo tobbi korokozo hazai el6fordulasarol nincs
informacio. A betegségkomplex kialakulasanak hatterében, vizsgalatok alapjan (Cseh és
mtsai., 2012, 2013), hazankban a GLRaV-1 és -3 virusok jatszak a f6 szerepet. A
betegségre altalanosan jellemzd lehet a levelek lefelé sodrodasa, és a vordsbor szolo
fajtaknal a vorosre szinez6dd levéllemez és a kései bogydérés tobbek kozott (Little &
Rezaian, 2006), aminek kovetkeztében jelentés termésveszteség és mindségbeli csokkenés
alakulhat ki a fert6zott iltetvényeken. A sz6l6 levélsodrodas virusoknak a Vitis fajokon
kiviil mas gazdanovénykore nem ismert. A betegség terjesztésében a viaszos és teknds
pajzstetvek jatszak a f6 vektor szerepét, azonban a GLRaV-2 vektora jelenleg nem ismert.

Ezen kiviil oltassal és fert6zott szaporitdoanyaggal valo terjedésiik ismert.

Latens foltossag tiinetegyiittes

A betegség Vitis vinifera fajtakon altalaban latensen van jelen, kiilonbozé formainak
tobbségét a Vitis rupestris St. George indikatorfajtan azonositottak (Martelli, 2014; Martelli
és mtsai., 2015). A tiinetegyiittes legismertebb és legelterjedtebb képviseldje a Sz616
foltosodas virus (Grapevine fleck virus, GFkV), a Tymovirales rend, Tymoviridae csalad,
Maculavirus nemzettség tipus faja (Martelli és mtsai., 2002), melyet hazankban Lehoczky
& Farkas (1981) talalt meg el6szOr. A nemzettség masik tagja a Grapevine redglobe virus
(GRGV). Hasonl6 tulajdonsagokkal rendelkezik a Marafivirus nemzettségbe sorolhato
Grapevine asteroid mosaic-associated virus (GAMaV), Grapevine rupestris vein feathering
virus (GRVFV) is, melyek a GFkV virussal kozeli rokonsagban allnak és egyiittesen
alkotjak a ,,a fleck-komplexet” (Martelli, 2014). Ugyancsak a fleck-szerii virusokhoz
(GFkV virussal kozeli rokon virusok, melyek hasonlé morfologiai és molekuléris
tulajdonsagokkal rendelkeznek) soroljak a Sz616 Syrah virus1-et (Grapevine Syrah virus-1,
GSyV1) (Marafivirus), melyet 2009-ben 1j generacios szekvenalas (NGS) eredményeként
fedeztek fel Amerikaban (Al Rwahnih és mtsai, 2009; Sabanadzovic és mtsai., 2009) és
azOta szamos europai orszagbol jelentették el6fordulasat, tobbek kozott hazankbdl is
(Czotter és mtsai., 2015a). Mindkét nemzettség tagjai izometrikus virionnal és a pozitiv
egyszala RNS genommal rendelkeznek. GFkV-rél és a vele rokon virusokrdl ismert, hogy
kizardlag Vitis spp. fertdznek, kivéve a GSyV1-et, mely természetes gazdakorébe tartozik a
vadszeder (Rubus sp.), Vitis rotundifolia és a Vitis aestivalis (Sabanadzovic és mtsai.

2009). A GFkV fert6zésre jellemz6, a harmad- és negyedrendii erek kodzelében attetszo
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foltok megjelenése, a foltosodo levelek rancosoddsa, torzuldsa, és felfelé pondorodése.
GAMaV jelenléte esetében krémsarga elszinezddés lathatdé a fobb erek mentén, mig
GRVFV fertézésre atmeneti klorotikus elszinezddéses reakcid tapasztalhato az elsddleges
¢s masodlagos erek mentén. A GRGV esetében nem tapasztaltak lathato tiineteket sz6l6n
eddig, valamint a GSyV1 fert6zés lehetséges hatasait is még tanulmanyozni sziikséges.
Jelenlegi ismeretek alapjan, ezen virusok elterjedésének elsédleges modja a fertézott
szaporitdanyag alkalmazasa. Mechanikailag nem terjednek, a betegséget kisérletesen titon

aranka fajok képesek atvinni (Martelli és mtsai., 2002; Woodham & Krake, 1983).

Faszoveti barazdaltsag tiinetegyiittes

A faszoveti barazdaltsdg egy oltas révén atvihetd fert6zd rendellenesség komplex,
mely betegséget eloszor Olaszorszsagban figyelték meg (Graniti & Martelli, 1965), majd
nem sokkal késdbb Magyarorszagon is leirtak (Martelli és mtsai., 1967). A kiilonb6z6
indikatorokon (V. rupestris, Kober 5BB, LN33) adott reakciéi alapjan négy elvaltozast
azonositottak a tlinetegyiittesen beliil: (1) Rupestris stem pitting (Rupestris faszdveti
barazdaltsag). A betegséggel a SzO6l0 rupestris faszoveti barazdaltsag virust (Grapevine
Rupestris stem pitting associated virus, GRSPaV) hoztak osszefliggésbe (Meng és mtsai.,
1999), mely a Tymovirales rend, Betaflexiviridae csalad, Foveavirus nemzetség tagja. A
GRSPaV genomja egy pozitiv egyszala RNS, melyen 5 ORF taldlhaté. A virus
mechanikailag nem vihet6 at, eddig természetes vektorat sem azonositottak (Nakaune és
mtsai., 2008). A betegség nyoman a t6ke farészénél godroket és barazdakat figyeltek meg
az oltas helye alatt, de sok esetben a farészen mashol is kialakulhatnak godrok, barazdak.
(2) Kober stem grooving (Kober faszoveti bardzdaltsag) betegséget a Sz6l6 A virussal
(GVA) kapcsoltak oOssze (Garau és mtsai., 1994). A virus Vitivirus nemzettség tagja
(Tymovirales rend, Betaflexiviridae csalad), melyek genomszervezédésére a pozitiv
egyszali RNS genom jellemz6, ami altalanosan 5 ORF-et kodol. Terjedésében kiilonbozo
pajzstetvek (Pseudococcus longispinus, Planococcus ficus, tovdabbi vektorai Heliococcus
bohemicus és Neopulvinaria innumerabilis (Minafra és mtsai, 1997) jatszhatnak szerepet.
(3) Corky bark (parakérgliség) koérokozodjaként a SzOlé B virust (GVB) jelolték meg
(Bonavia és mtsai., 1996), illetve a Sz6l6 D virust (GVD) is egyes szerzOk hozza
kapcsoljak (Abou Ghanem és mtsai., 1997; Boscia és mtsai., 2001), mely virusok szintén
Vitivirus nemzettség tagjai. A GVB virust Planococcus citri, PI. ficus, Pseudococcus
longispinus, P. affinis, and Phenacoccus aceris terjeszti, a GVD virusnak vektora nem

ismert. (4) Az LN 33 stem grooving (LN 33 faszoveti barazdaltsag) elvaltozasrol nagyon
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keveset tudunk, jelenleg nem ismert hozza kapcsolhatod virus agens. Tovabba nem ismert
bizonyiték arra vonatkozoélag sem, hogy az utdbbi iddben, molekuléris technikdknak
koszonhetden, azonositott egyéb Vitivirusok (Sz616 E virus, GVE ¢és Szo616 F virus, GVF)
szerepet jatszananak a betegség komplexek kialakulasaban (Abou Ghanem és mtsai., 1997;
Nakaune mtsai., 2008; Al Rwahnih mtsai., 2012b). Jelenlegi ismeretek alapjan a faszoveti
barazdaltsag rendellenesség komplex tagjainak természetes gazdandvénykore a Vitis

nemzettségbe tartozo fajokra korlatozodik.

Sz616 Pinot gris virus

A Sz616 Pinot gris virus (GPGV) egy uj, 2012-ben kis RNS szekvenalas
eredményeként Olaszorszagban leirt Trichovirus (Betaflexiviridae csalad, Tymovirales
rend) sz6l6n (Giampetruzzi és mtsai., 2012). A GPGV fertézést a jellegzetes
levélfoltosodast és deformaciot okozé GLMD (Grapevine Leaf Mottling and Deformation)
betegséggel hoztdk Osszefiiggésbe, mely betegséget mar korabban, 2003-ban szintén
Olaszorszagban figyeltek meg. Azonban a virusnak létezik egy tlinetet nem okozo,
gyakoribb variansa is. Szintén egy pozitiv egyszali RNS genommal rendelkezé virusrol
van sz6, mely harom ORF-et kodol. Részletesen vizsgaltak a GPGV genetikai sokféleségét
¢és kapcsolatat a GLMD betegséggel. A vizsgalatok soran azt talaltak, hogy a tiinetmentes
sz616 mintabol szarmazd izolatum genomjanak mozgasi fehérjét (MP) kodold szakaszéban
6 extra nukleotid mutathat6 ki (Saldarelli és mtsai., 2015), ez a nukleotid polimorfizmus
jatszhat szerepet a tiinetek kialakuldsaban. A virust és/vagy az altala okozott betegséget a
vildg szamos orszagaban megtalaltak, rendkiviil széles korben elterjedt. Sz6lén kiviil,
természetes modon képes megfertdzni lagyszari novényeket is, eddig Silene latifolia
subsp. Alba és Chenopodium album L (Gualandri és mtsai., 2016) névényeken irtak le
szaporitoanyaggal, illetve gubacsatkaféléket (Colomerus vitis) (Malagnini és mtsai., 2016)

sejtenek a virus terjedésének hatterében.

Viroidok

A viroidok a legkisebb novényeket fert6zé genetikai agensek jelenleg, melyek egy
kisméretii (250-400 nt) cirkularis, fehérjét nem kodoldé SSRNS-el (egyszalu RNS)
rendelkeznek. Sz6l6ben tobb mint 30 éve irtdk le az elsd viroidot egy japan iiltetvényben,
ez a Komlo torpiilés viroid (Hop stunt viroid, HSVd) volt (Sano és mtsai., 1985). A HSVd

eléforduldsa vilagszerte rendkiviil elterjedt, hazdnkban Farkas ¢és munkatéarsai (1999)
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azonositottak el0szor sz6l6 novényben, melyben latensen fordul eld. Széleskort
elterjedését biztosithatja, hogy sz616n kiviil szamos mas gazdasagilag jelentds novényfajt
képes megfertdzni. Néhany évvel késébb fedezték fel és jellemezték a SzO6l6 sarga
foltossag viroid 1-et és 2-6t (Grapevine yellow speckle viroid1,-2, GYSVd1, -2), mint a
Sarga foltossag (Yellow speckle, YS), egy oltassal atvihetd betegség korokozoit (Koltunow
¢s mtsai., 1989). A betegség tiineteire jellemzd a leveleken, illetve a levél erezet mentén
kialakulé sarga foltok, pottyok megjelenése. A GYSVd-1 els6 leirdsat kovetden szamos
orszagbdl szamoltak be jelenlétérdl sz6lon, ezzel szemben a GYSVd-2 eloszlasa joval
korlatozottabbnak tlinik az irodalmak alapjan. Az Ausztral sz6l6 viroid (Australien
grapevine viroid, AGVd) a vilag tobb pontjan eléforduld, de kevésbé gyakori viroid,
melyet elészor ausztralidban irtak le (Rezaian és mtsai.,, 1988). Egyetlen természetes
gazdandvényén, a sz6l6n, tiineteket nem okoz. A Citrus exocortis viroid (CEVd) a sz616
egy kevésbé gyakori viroidja, el6fordulasa csupan néhany fajtara és/vagy foldrajzi régiora
korlatozodik. Az uj generacids szekvendlasi eljaras alkalmazésdnak eredményeként
azonositottak két tovabbi viroidot az elmult néhany évben: Grapevine Latent viroid
(GLVd) (Zhang és mtsai., 2014) és Grapevine Hammerhead Viroid-Like RNA (Wu és
mtsai., 2012). A viroidok kiilonb6z6 kombinacioban valo jelenléte jellemzé szélben,
melyek kozil a HSVd és GYSVd-1 kevert fertézésés eléforduldsa a leggyakoribb. A sz616
viroidok terjedésében rovar vektorok szerepe nem ismert, atviteliik oltéssal,
szaporitdanyaggal és maggal lehetséges (Szychowski és mtsai., 1988; Staub és mitsai.,
1993; Wan Chow Wah & Symons, 1999).

Kevésbé elterjedt, kisebb gazdasagi jelentoségi virusok Magyarorszagon

Szamos, olyan virust ismeriink, melyek foldrajzi eléfordulasa joval behatéaroltabb,
kevésbé gyakoriak, ezaltak kisebb mértékili gazdasagi jelentdséget tulajdonitanak nekik.
Ilyen szO6l6t fert6z6 virusnak tekinthetd az Alfamovirus nemzetség (Bromoviridae csalad)
tipus tagja, a Lucerna mozaik virus (Alfalfa mosaiv virus, AMV), mely a sz616 vonalas és
gyliris mintazottsag betegség korokozojaként ismert. Hazankban a 80-as években irtak le a
virust (Lehoczky & Beczner, 1980). Szintén ide sorolhaté a Sz616 vonalas mintazottsag
virus (Grapevine line pattern virus, GLPV), az llarvirus nemzettség feltételezett tagja. A
virust magyarorszagi sz616r6l irtak le (Lehoczky és mtsai., 1987) a leveleken megjelend
vilagos, juharfalevélre emlékezteté mintdzata és szétszortan lathatoé pontok, foltok alapjan.
A korokozo tUjabb eldfordulasarol, egyéb molekularis tulajdonsagarél tovabbi adatok

nincsenek. A Madlna bokros torpiilés virus (Raspberry bushy dwarf virus, RBDV) az
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Idaeovirus nemzettség egyediili tagja, mely a kiilonb6z6 Rubus fajokat vilagszerte fertdzi.
Sz616n elészor Szlovéniaban talaltak meg a virust (Mavric és mtsai., 2003), majd néhany
évvel késébb Szerbiaban (Jeremovic & Paunovic, 2011) és Magyarorszagon (Plesko és
mtsai., 2012) is azonositottak. Filogenetikai vizsgalatok alapjan megallapithato, hogy a
sz616b6l szarmazé6 RBDV izolatumok kiilonboznek a malna eredeti izolatumoktol.
Terjedése szO6lo iltetvényben fertdzott szaporitdanyaggal, ezen kiviil gyanithaté a

fonalféreg (Longidorus juvenilis) altali atvitele (Mavric-Plesko és mtsai., 2009).

2.1.3. Novényi virusok és fert6zésiik molekularis hattere

A novényi virusok rendkiviili valtozatossagot mutatnak, mind alakjukat,
gazdakoriiket, genomszervezddésiiket €s génexpresszids stratégidikat tekintve. Az altaluk
okozott tiinetek széles skaldja ismert az alig észrevehet6tol a megfert6zott novény teljes
nekrozisaig. Virusos fertézés soran a virusok sebzésen keresztiil, oltassal vagy kiilonb6zo
vektorok segitségével, passziv moddon képesek bejutni a ndvénybe, ott intenziv
replikacioba kezdenek, majd a novény szallitbszovet-rendszerén keresztiil elterjednek az
egész novényben (szisztemikus fert6zés). A ndvényi virusok tobbnyire csak nukleinsavbol
¢s az azt koriilvevo fehérjeburokbol allnak. A nukleinsav lehet RNS vagy DNS, mindkettd
lehet egy vagy kétszalu. Az eddig megismert novényvirusok tobb mint 90%-a egyszala
RNS virus (SSRNS). Ezek 70%-anak, beleértve a sz616 virusokat is, pozitiv orientacioju
egyszala RNS genomja van (+ssRNS), vagyis e virusok genomja a fert6zés soran mRNS-
ként képes viselkedni. A fert6zott sejtekben a virusok, mivel sajat anyagcserével nem
rendelkeznek, a gazdanovény fehérjeszintetizald rendszerét és a ndvény erdforrasait
hasznaljak fel replikaciojuk lebonyolitasahoz (Buck, 1996). A virus RNS-en kodolt gének
szama altalaban egynél tobb (legalabb 4-5 féle fehérjét kodolnak), igy a virusok kiilonb6zd
génkifejezOdési stratégiakat dolgoztak ki: (1) szubgenomi RNS-ken keresztiil, (2) osztott
viralis genommal, (3) poliproteinen keresztiil, (4) atolvashaté stop kodonnal (5), olvasasi
keretvaltassal (Hull, 2014). Sok esetben ezek a stratégiak egymassal kombinalodva
fordulnak elé.

A pozitiv szali RNS virusok altal kodolt legaltalanosabb fehérjék koz¢ tartozik a
kopenyfehérje (coat protein, CP), valamint sok virus esetében sikeriilt azonositani a
mozgasi fehérjét (movement protein, MP), mely struktaralis fehérjék a virus életciklusa
soran kiilonboz6 funkcidkat toltenek be. A kopenyfehérje elsédleges funkcidja a

virusrészecske kiilsé burkanak l1étrehozéasa, mely védi a virus RNS-t a sejtben 1évd nukledz
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hatasoktol, de sok esetben szerepet jatszhat a virus ndvényben vald sejtrél-sejtre vald
terjedésében (Lucas, 2006). Az MP szerepe a virus sejtrol-sejtre és szallitonyalabokban
vald terjedésében nyilvanul meg (Niehl & Heinlein, 2011), ennek révén a virus RNS-ek
képesek atjutni az egyik sejtbdl a masikba, a sejteket Gsszekotd plazmodezmakon
keresztiil. Minden eddig leirt, replikacioképes virus kodol a replikacigjaért felelés egy
vagy tobb fehérjét, ezeket az enzimeket RNS-fliggd RNS-polimeraznak (RdRP, replikaz)
nevezik. Kompatibilis névény virus kapcsolat soran a virus képes hatékonyan elterjedni a
gazdandvény szervezetében és megvaltoztatni a gazdandvény génexpresszids rendszerét,

ami a tinetek kialakulasahoz vezet.

2.1.4. RNS csendesités, egy hatékony novényi védekezési mod virusokkal szemben

Helytiilé ¢letmddjuknak koszonhetdéen a ndvények nem képesek aktivan kivédeni,
elkeriilni a kartevok ¢és korokozok tamadasait. A novények azonban nem teljesen
védtelenek az Oket ért tamadasokkal szemben, szdmos mechanizmust fejlesztettek ki az
evolucid soran védekezésiil, igy a virusos fertézésekkel szemben is.

Az elmult évtized egyik legjelentésebb felfedezése és aktivan kutatott teriilete a
molekularis biologianak az RNS csendesités mechanizmusanak felderitése volt, mely
forradalmasitotta az addigi génszabalyozasrol alkotott ismereteket (Kidner & Martienssen,
2005; Baulcombe, 1999; 2004; Voinnet, 2008). Az RNS csendesités egy szekvencia
specifikus  gén-inaktivacios mechanizmus, mely jelenséget elGszor ndvényben,
transzgénikus petiniaban fedeztek fel (Napoli és mtsai., 1990). A Kkisérletben a
pigmentacioért felelés egyik gént (chalkon-szintdz) termeltették petiinidban, azonban
meglepd modon az intenzivebb szin elérése helyett, kifehéredett foltokat kaptak.
Kideritették, hogy a jelenség mogott a transzgén és az endogén génexpresszidjanak gatlasa
allt. Hasonlo felfedezésrdl szamoltak be nem sokkal késdbb gombakban is, ahol a
mechanizmust ,,quilling”-nek nevezték el (Romano & Macino., 1992), mig allati
szervezetben Fire és munkatarsai (1998) irtak le RNS interferencia néven. Az RNS
csendesités az ¢éldvilagban egy altalanosan elterjedt jelenség, mely fontos szerepet tolt be
szamos biologiai folyamatban: a virusok elleni védekezésben, transzpozonok
szabalyozasaban, fejlddésbioldgiai folyamatokban. Az RNS csendesités funkcidja és
molekularis miikddése nagyon szerteagazo, azonban a kiilonféle utvonalak megegyeznek
abban, hogy a mechanizmus kivaltéja a kiilonb6z6 eredetii kétszala RNS (dsRNS)
molekulak, amiket Dicer-szeri enzimek (DCL) kétszalu kis RNS-re (24-21 nt) vagnak. A
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keletkezett kis RNS-ek eredetiik szerint két nagy csoportra oszthatéak: SiIRNS-ekre (small
interfering RNA) és miRNS-ekre (microRNA) (Baulcombe, 2004).

2.1.5. Az antiviralis géncsendesités

Virusfertézés soran a virus bejutva a névényi sejtbe, sajat RdRp-je altal replikalodni
kezd, az ekkor keletkezé hossztt dSRNS molekulak pedig az RNS csendesités hatékony
indukal6 forrasai lesznek. A névényi sejtekben talalhatdé DCL-ek egyike, melyek RNazIII
¢és helikaz aktivitassal rendelkeznek, elhasitjak a dsRNS-ket rovid siRNS-re. Arabidopsis
thaliana névényben a DCL fehérjecsalad négy tagja (DCL-1, -2, -3 és -4) ismert (Ruiz-
Ferrer & Voinnet, 2009; Bernstein és mtsai.,, 2001; Hamilton & Baulcombe, 1999).
Feltehetéen a DCL4 felelds a 21 nt hosszusaghh siRNS-ek kialakulasaért, a DCL2 22 nt
hosszisagu, a DCL3 24 nt hosszisagu siRNS-ekké vagja a dsSRNS-t. A DCL1 szintén 21 nt
hosszusagu siRNS-eket készit, melyek foként az RNS silencing egy masik funkcidjahoz, a
mikroRNS kozvetitett génszabalyozashoz kapcsolodnak (Mlotshwa és mtsai., 2008). A
viralis eredetli dsSRNS-ek hasitasaért a DCL4 és DCL2 a felelos (Deleris és mtsai.,2006;
Donaire ¢és mtsai.,, 2009) (1. abra). A kis RNS-ek jellegzetes kémiai szerkezettel
rendelkeznek: a 3’ végén 2 nt talnyald vég és hidroxil csoport talalhatd, az 5° végiikon

foszfat csoportot tartalmaznak.

Virus RNS

Citoplazma

21-22nt vsiRNS @
RISC
/ T

ranszlacios gatlas

Hasitas

1. abra: Antiviralis géncsendesités mechanizmusa
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Az igy keletkezett viralis eredetii siRNS-ek (VSIRNS) egyik szala beépiil az RNS
indukalta géncsendesitési enzimkomplexbe (RNA induced silencing complex, RISC), igy a
komplex szekvencia specificitassal fog rendelkezni. A RISC kozponti molekuldja az
Argonauta fehérje (AGO), mely a cél mRNS-ek hasitasaért felelés (Baumberger &
Baulcombe, 2005). Virus fertézés esetében a novényekben az AGOI1-nek és AGO2-nek
tulajdonitjak a legfontosabb antiviralis szerepet (Carbonell & Carrington, 2015), de
feltételezhetéen mas AGO-k is részt vesznek a mechanizmusban. A RISC komplexbe
beépiilt siRNS szekvenciaja alapjan a komplex felismeri a vele komplementer
szekvenciakat és elhasitja az egyszalu virus RNS-eket, igy gatolva azok transzlacids
aktivitasat, az mRNS hasitasaval vagy transzlacios gatlasaval (1. abra). Az RISC altal
kettévagott mRNS-t a szabad 5’ és 3’ végek feldl a sejtben talalhatd exonukleazok

lebontjak. A névény, ezen folyamaton keresztiil képes gatolni a virusok elterjedését.

2.1.6. Sz610 esetében hasznalt virusdiagnosztikai modszerek

Sz6l6termesztésiink biztonsagat szamos korokozo veszélyezteti. A virusok és mas
oltassal atvihetd korokozok (viroidok, fitoplazmak) a szdl6 termesztett fajtainak
nagymértékli leromlasat okozhatjak, igy kiemelt jelentdségii, az elleniik valo védekezés
jelenleg egyetlen modjaként, a patogénmentes szaporitdoanyag eldallitisa. Az utdbbi
években, a molekulésri biologia fejlddésével eldtérbe keriiltek és egyre szélesebb korben
elterjedtek a kiilonbozd, nagyobb érzékenységgel €s specifitassal rendelkezd molekularis
biologiai eljardsok is a novényvédelmi gyakorlatban, jelentés modszertani fejlesztést

eredményezve a sz016 patogénmentesitésében.

Biotesztelés

A biotesztelés vagy biologiai indexelés, a virusok kimutatasanak és vizsgalatanak
tesztnovényes modszere, mely egyidejiileg fejlodott a ndvényvirologiaval. Ezt a klasszikus
tesztelési stratégiat évtizedek oOta hasznaljdk a virusos megbetegedések kimutatdsara
szamos novényben. A biotesztek 1ényege, hogy virusfertézésre érzékenynek mutatkozo
indikator névényeket a megfelel6 modon inokulaljak a vizsgalni kivant korokozoval, majd
megfigyelik az esetlegesen jelentkezd tiineteket. A sz0l6 virologiai ellendrzése fas és lagy
szaru tesztnovényeken torténik. A lagy szarl tesztelés soran a mechanikailag atvihetd
virusok (nepovirosok, néhany vitivirus) eldsziirését végzik, mig a fas szard ndvényeken
torténd tesztelés lehetdséget ad a fertézottség vagy a virusmentesség megallapitasara,
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olyan virusok esetében, melyek mechanikailag nem terjednek. Az indikator ndvények
alkalmazésa a virusdiagnosztikdban draga, rendkiviill munkaigényes, a tiinetek
azonositasdhoz nagy szakmai hozzéaértés sziikséges, valamint a ndvények fenntartasa sok
helyet és idot igényel, hiszen a fas szarG tesztelés esetében a vizsgalatok évekig is
eltartanak (Al Rwahnih és mtsai., 2015). Ezen kiviil a vizsgalatokat nagymértékben
befolyasolhatja a kornyezet szezonalis jellemzdi és a novekedési feltételek (Constable és
mtsai., 2013). A biotesztek jelent6sége mindezek ellenére jelentds, hiszen a virusok
patologiai tulajdonsdgai csak tesztnovényeken vizsgalhatok, €s eredményei bizonyos
esetekben megbizhatobbak, mint a szerologiai és egyéb vizsgalatoké, igy a biotesztek

napjainkban sem veszitették el jelentéségiiket a virusdiagnosztikaban.

Szerolégiai vizsgalatok — ELISA

A gazdasagi szempontbol kiemelten fontos sz0l6 virusok diagnosztizalasara a
kiilonb6z6 szerologiai modszerek rutinszer(i alkalmazasa a legaltalanosabb. Az eljarasok
koziil tobb mint két évtizede a legelterjedtebb a precipitdcidos €s az immunodiffizids
tesztek helyébe 1ép6, specifikus antitest-antigén reakcion alapuld Enzim-kapcsolt
ellenanyag  vizsgalat ~ (Enzyme-linked  immonosorbent  assay, ELISA) a
virusdiagnosztikaban, amely 6tvozi a reakciot egy katalitikus enzimreakcioval. A ndvényi
termeltetett antitestet alkalmazzdk. A sz0l6 esetében szdmos a kereskedelemben elérhetd
ELISA-kit all rendelkezésre a f6 viralis patogének detektdldsara, mint a GLRaV-1,
GLRaV-2, GLRaV-3 és GLRaV-4, ArMV ¢és GFLV nepovirusok, GVA és GVB
vitivirusok és a GFkV. Egy ELISA teszt annyira jO, mint a reakcioban alkalmazott antitest.
tartalmaz6 poliklon antitesteket hasznaljak, de elterjedt a nagyobb specifitdsi monoklon
antitestek alkalmazasa is. A poliklon antitestek esetében alacsonyabb specifitas érhetd el,
ami n¢hany esetben eldnyt is jelenthet egy-egy virus, kiilonb6z6 variansainak kimutatdsa
esetében, ugyanakkor hatranyként kereszt-reaktivitas is kialakulhat. Maganak az ELISA
tesztnek is tobb tipusa létezik, a ndvényvirologiai gyakorlatban a leggyakrabban az
ugynevezett dupla ellenanyag-szendvics (double antibody sandwich, DAS-ELISA)
modszer az elterjedt. A modszer széles korli elterjedése és toretlen népszeriisége szamos
elényének koszonhetd: gyorsasag, megismételhetdség, tomegtesztelés, elérhetdség.
Hatranyai kozé tartozik, hogy megfeleld antitest nem minden szd16 virus ellen létezik, az

eldallitasuk draga, a teszt eredményét nagymértékben befolydsolhatja a mintavétel ideje,
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moédja. Erzékenysége fiigg az antitest és antigén affinitasatél, az alkalmazott konjugalt
enzim €s szubsztrat mennyiségétol.

Osszehasonlitva a molekularis modszerekkel az ELISA egy kevésbé érzékeny
diagnosztikai eljaras (Gambino & Gribaudo, 2006; Kominek & Bryxiova, 2004),
nagyszamu minta vizsgalatahoz, rutin ellenérzésekhez azonban kivaloéan alkalmazhatd. A
szerologiai eljarasok koziil az ELISA teszt mellett a dot-blot és a Western blot modszerek a
népszeriiek (Banttari & Goodwin, 1985; Barnett, 1986).

Polimeraz lancreakcié és kiilonb6z6é modszerei

A polimeraz lancreakcio (Polymerase chain reaction, PCR) technikajat az 1980-as
években dolgoztak ki (Saiki és mtsai., 1985; Mullis és mtsai., 1986), virus diagnosztikaban
valo elsé alkalmazasat pedig az 1990-as évek elején publikaltak (Vunsh és mtsai., 1990).
Elényds tulajdonsagainak koszonhetden a PCR modszer az egyik legelterjedtebb
18-24 nt hosszu oligonukleotid primer szekvenciak templathoz valé kétddésének, majd egy
héstabil polimeraz enzim mikodésének ismétlddé ciklusaibol 4all, mely révén
felsokszorozodik a primerek altal hatarolt specifikus szakasz. Mivel a reakcid
exponencialis, igy nagyfoku érzé¢kenység érhetd el alkalmazasaval, ennek kdszonhetden
alacsony virus titer esetén is megbizhatoan alkalmazhaté modszer (Maliogka és mtsai.,
2014). A PCR reakcionak tobb valtozata ismert, ilyen a virusdiagnosztikaban rutin-szeriien
hasznalt Reverz-transzkripcios polimeraz lancreakcié (RT-PCR). A PCR teszt eredetileg
DNS templatra lett kidolgozva, azonban a ndvényi virusok tobbsége, igy a sz616 virusoK is
RNS genommal rendelkeznek. Esetiikben egy reverz-transzkripcios 1épéssel kell a reakciot
kiegésziteni, amely reakcioban a reverz transzkriptaz enzim az RNS templatrol DNS-t
szintetizal. Az RT-PCR vizsgalatot a sz6l6 virusdiagnosztikaban eldszor 1993-ban
alkalmaztak sikeresen a GFLV virus kimutatasara (Rowhani és mtsai., 1993). Ezt kdvetden
érzékenysége €s gyorsasaga révén az RT-PCR-t széles korben alkalmaztik a sz6lovirusok
detektalasara: GRSPaV (Nolasco és mtsai., 2000; Nassuth és mtsai.,, 2000), GVA
kiilonb6z6 variansainak (Goszczynski & Jooste, 2003), GVB izolatum kimutatasa (Hu és
mtsai., 2014) és GSyV1 (Glasa és mtsai., 2015) azonositasa tobbek kozott. Ez a PCR
reakci6 kivaldan alkalmas rutin diagnosztikai vizsgalatokra, azonban sok esetben nagyobb

érzékenységt, specifikusabb vizsgalatokra van sziikség.

-26 -



A PCR alkalmazasanak szamos tovabbi moddositasa ismert a virusdetektalés
teriiletén, melyek koziil néhanyat ismertetiink. A nested-PCR segitségével a nem kivanatos
termékek megjelenését kiiszobolhetjiik ki, illetve az extrém alacsony koncentraciéban jelen
1évo termékeket is kimutathaté mennyiségben képes felszaporitani. A modszer soran két,
egymast kovetd PCR reakciot alkalmaznak, mely sordan a masodik primer par az elsd par
altal felszaporitott DNS szakaszon beliil anellal az els6 termékhez, ezzel nagyban novelve
a végs6 termék specificitasat. A modszert sikeresen alkalmazta Nassuth és mtsai. (2000) és
Dovas & Katis (2003) a GVA, GVB és GVD virusok azonositasara, Zhou és mtsai (2015)
a GFLV, valamint Fan ¢és mtsai. (2015) GLRaV-2 levélsodrodas virus kimutatasara.
A multiplex-PCR 1ényege, hogy a reakcidhoz tobb kiilonb6z6 primer part is adunk, igy
tobb kiilonb6z6 - idealis esetben eltéré méretii - amplikon keletkezik egy reakcio soran. A
tobb primer par alkalmazasa miatt az egyes termékek mennyisége ardnyosan kevesebb
lesz, valamint tovabbi technikai nehézsége, hogy el kell keriilni a kiilonb6z6 primerek
egymassal kialakitott kolcsonhatasat, mert azok gatoljdk a reakcidé megfeleld
végbemenetelét. A mddszer nagymértékben noveli a diagnosztikai tesztek hatékonysagat
¢s gazdasdgossagat, mivel jOl megtervezett primerek hasznédlataval egyidejlileg
azonosithaté a mintaban jelen 1évé tobb viralis korokozo. Gambino & Gribaudo (2006)
kilenc sz6l6 virus (nepo-, Viti-, és leafroll virusok, GRSPaV ¢és GFkV) szimultan
detektalasara dolgozott ki egy multiplex-PCR eljarast, kilenc az adott virus konzervalt
nagyobb érzékenységet tesz lehetdvé a valos-idejl, kvantitativ-PCR (qPCR), melyet az
1990-es évek elejétdl kezdtek el alkalmazni. A modszer lehetévé teszi a PCR ciklusok
soran keletkez6 termék valos idejii detektalasat és kvantitativ nyomon kovetését. A termék
mennyiségének mérése fluoreszcens detektalason alapul, amihez kettés szalt DNS-hez
kotddd fluoreszcens festékeket (SYBR Green I, EvaGreen) vagy fluoreszcensen jelolt
szekvenciaspecifikus probakat (pl.: Tagman, Hibridizaciés proba, Molecular Beacon)
hasznéalnak. A valos-idejli RT-qPCR modszer valtozatdit ma mar szinte valamennyi sz616
virus kimutatasara alkalmazzak (Czotter és mtsai., 2015b). A modszernek azonban szamos
hatranya is van, ezek koziil kiemelendé a késziilék és az alkalmazott reagensek magas
koltsége.

A nukleinsav-amplifikacion alapuldé molekularis modszerek koziil egyre inkabb
elétérbe keriilnek az izotermalis amplifikacion alapulo eljarasok. A sokféle valtozat koziil a
virusdiagnosztikdban a LAMP (Loop-mediated isothermal amplification) modszere

bizonyult az elterjedtebbnek. Kifejlesztése Notomi és mtsai. (2000) nevéhez fliz6dik. A
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LAMP miikodési elve, hogy a DNS amplifikdlasa nem igényel hddenaturaciot a primerek
megkotddése eldtt, a reakciot pedig allandd (60-65 °C koriili) hdémérsékleten valositjak
meg specialis DNS polimerdz, altalaban Bstl enzim, segitségével. A reakcio
eredményeként kiillonb6z6 méretii hajtithurkokat tartalmazo struktirédk jonnek létre. A
termékdetektalds megvaldsithato turbiditas, szinvaltozas vagy valos idejli fluoreszcencias
jelzéssel is. A modszer eldnyei kdzé tartozik, hogy allanddé hdmérsékleten zajlik, igy nem
igényel draga PCR ¢és az eredmények értékeléséhez gél elektroforézis késziiléket.
Nagyfoku megbizhatosag, érzékenység és specifikussag jellemzi (Kogovsek és mitsai.,
2015), tovabba a gyorsasaga (30-60 perc) és alacsony eszkozigénye miatt, akar mobil
laboratériumként is alkalmazhatd lesz a jovében. A szOl6 virusok kimutatisara torténd
alkalmazasat - reverz-transzkripcios 1épéssel kiegészitve - a GLRaV-3 virus aznositasa
esetében irtak le (Walsh & Pietersen, 2013).

Az elmult évek soran, valamennyi technikat fejlesztették a hatékony diagnosztizalas
céljabol, kiilonds tekintettel az érzékenységre, specifitasra és megismételhetdségre. Az
eddigiekben targyalt valamennyi méodszer meghataroz6 korlatja, hogy csak azon virusok
kimutatdsara alkalmasak, melyeket mar ismeriink. Azonositdsukhoz minden esetben
sziikséges a keresett korokozo virusfehérjére specifikus antitest vagy genomjuk egy

részletének szekvencia ismerete (Massart és mtsai., 2014).

2.1.7. Uj generaciés szekvenalasi technolégiak és alkalmazasuk

A virusfertdzottség vizsgalatanak legkorszerlibb modszertani fejlesztése a kiilonb6z6
Uj Generacids Szekvenalasi (Next Generation Sequencing, NGS) stratégiak alkalmazasa.
Esetiikben a hagyomanyos modszerekkel ellentétben nincs sziikség a koérokozod eldzetes
ismeretére, igy nem csupan az ismert, de Ujonnan megjelend virusok kimutatasara is
alkalmasak.

Evtizedekig a hagyomanyos Sanger-szekvenalds volt az egyetlen modszer a
megismerni kivant szekvencia béazissorrendjének meghatarozasara. Az elmult évek soran
megjelentek az ugynevezett Uj Generacids Szekvenalasi technikak (NGS), amelyek nagy
elorelépést jelentettek a szekvenalas teriiletén azaltal, hogy lehetdvé teszik egy kisérletben
sok kiilonboz6 minta parhuzamos és gyors, automatizalt leolvasasat (nagy
ateresztOképességli, HTP: high-throughput médszer). Az NGS tobb eltéré modszert foglal
magaba, amelyek a minta el6készités, a konyvtar eldallitas, klonalis amplifikacio,

szekvenalas és adat analizis 1épéseiben alkalmaznak kiilonféle eljarasokat. Valamennyi
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technika leegyszeriisitett 1ényege, hogy az adott moddszernek megfelelden, eldzetesen
elokészitett DNS-szakaszokat szeparalt klonalis amplifikaciot kovetdéen parallel
szekvenaljak, igy hatalmas mennyiségii adathoz juthatunk, amelyeket analizalva a DNS
nukleotidsav sorrendjérdl nyerhetiink relevans informaciot.

A kiilonbozd gyartok eltérd szekvenaldsi technoldgiai stratégidkat alkalmaznak a
novény virus metagenomikaban. A szekvenalds elve alapjan csoportositva a leggyakoribb
eljarasok kozé tartozik a piacon eldszor felbukkano szekvenator, mely a piroszekvenalas
elvén dolgozott (példaul: Roche/454 sequecing). Ennek soran az anorganikus pirofoszfat
enzimatikus reakciok sorozataképpen lathatd fényt bocsat ki, majd az emittalt
fényjelenségek érzékeny kamera segitségével detektalhatdak, sorrendjiik €s intenzitasuk
flowgram formajaban abrazolhato, amelybdl a DNS szekvenciaja megallapithatd (Metzker,
2010) (2. abra). A szekvenalas szintézis elvén alapuld modszer alapja a szintézishez
sziikséges nukleitodok beépiilése, melyek kiillonbozo fluoreszeens jeldléssel ellatottak. A
szilard feliilethez kotott, majd a klonalisan amplifikalt DNS darabokhoz a kiilonb6zd
fluoroférokkal jelolt nukleitodok beépiilnek (reverzibilis terminatorok), minden egyes
nukleotid kotddése utan a fluoreszcens jelet detektaljak, végiil lemossak a festéket, mieldtt
egy Ujabb ciklusba kezdenek. Ezt a ,,négy-szinti ciklikus reverzibilis terminator” (CRT)
modszert alkalmazza az Illumina/Solexa, valamint hasonlé elven mikodik a Helicos
Bioscience szekvenatora is (Metzker, 2010) (2. abra). A harmadik elterjedt modszer a
ligdlason alapuld szekvenalds, mely jelentdsen eltér az eddigiektdl. A szekvenalas ez
esetben DNS-ligaz enzim segitségével valosul meg, ahol ligaz enzim a fluoreszcens
festékkel jelolt probat a szekvenald primerhez koti, majd fluoreszcencia kibocsatasaval
jelzi, hogy milyen bazis keriilt a helyére (Metzker, 2010) (példaul: SOLID szekvenalas) (2.
abra).
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2. abra: A harom elterjedtebb NGS technologia miikodési elvének abrazolasa
(Metzker, 2010)

A ndvényi virusok NGS alapt vizsgalatahoz kiilonboz6 tipusti nukleinsavakat célzo
stratégiak allnak rendelkezésre. A vizsgélt nukleinsav lehet totdl RNS/DNS, a virus
részecskékbdl tisztitott nukleinsav (VANA, virion-associated nucleid acid), duplaszala
RNS molekuldk (dsRNS), valamint virus eredetii kis interferald6 RNS-ek (vsiRNS)
(Roossinck ¢és mtsai., 2015). A total DNS/RNS kivonast kdvetden kozvetleniil lehet
szekvenalast végezni, majd bioinformatikai elemzéssel azonositjk a viralis szekvenciakat.
A modszer elénye, hogy nem igényel jelentds laboratériumi hatteret, azonban a
bioinformatikai elemzése bonyolult. Annak ellenére, hogy az egyik legegyszeriibb
megkozelités a totdl RNS kivonat alkalmazasa lenne a sz0l6 esetében Gsszesen egyetlen
esetben, Jo és mtsai. (2015), alkalmaztak a total RNS szekvenalds modszerét virus
azonositasra. Ennek elsddleges oka talan abbol ered, hogy a megszekvenalt read-ek
(leolvasasok) legnagyobb aranyban nem virus eredetiiek, ami az azonositast negativan
befolyasolhatja (Roossinck és mtsai., 2015). A részlegesen, vagy teljesen tisztitott virus
partikulumokbdl nyert nukleinsav molekuldk szekvenalasara kiilonb6zé egyszeriibb és
komplexebb tisztitasi technikakat alkalmazhatunk, ez a megkozelités azonban technikailag
nagyobb kihivast jelent a laborban. Sz616 metagenomikai vizsgélatokban val6 alkalmazasa
nem ismert. A ndvény virus metagenomikai vizsgalatok f6 célpontjai elsdsorban a dSRNS-

ek és vsiRNS-ek. Az RNS virusok replikacidjakor felhalmozodd dsRNS molekulak
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viszonylag konnyen izolalhatok, egy reverz-transzkripcios 1épést igényelnek a DNS-
konyvtar preparalas el6tt. Ezt a modszert alkalmazta Al Rwahnih és mtsai. (2009), mely
révén sikeriilt feltarni a Syrah hanyatlds betegség hatterében all6 lehetséges virusokat. A
modszer hatranyai k6zé soroljak, hogy munkaigényes, valamint a negativ értelmii (-)
ssSRNS virusok aznositasa esetében kevésbé hatékony (Roossinck és mtsai., 2015).
Ellentétben korabbi kisérletekkel mar nemcsak RNS virusok és viroidok azonositasara
alkalmas. Egy templat preparalasi eljaras modositasaval DNS virusok is kimutathatoak
vele, mint a Grapevine red-blotch associated virus (GRBaV) (Al Rwahnih és mtsai.,
2013a). Az egyik legszélesebb korben alkalmazott stratégia a virus eredetli kis RNS-ek 1j
generacids szekvenalasan alapulé metagenomikai vizsgalatok. A modszer az RNS, DNS
virusok ¢és viroidok fertézésekor a ndvényi antivirdlis immunrendszer miikddése soran
termel6do rovid, 21-24nt hosszu vsiRNS-ek kimutatasan, szekvenalasan alapszik. Ezek a
virus eredetii kis RNS-ek, melyek az akitvan replikalodo virusokrol keletkeznek, ha nem is
az Osszes, de a legtobb viralis korokozot képviselik a novényben, amelyek a fert6zés soran
felhalmozodtak. Ez a stratégia egy sokoldalu lehetdség, amely lehetdvé teszi DNS és RNS
virusok valamint viroidok egyidejli kimutatasat (Massart és mtsai., 2014). Az eljaras soran
a kis RNS-cket altalaban méret alapjan valasztjak el géltisztitas soran, majd a szekvencia
meghatarozas érdekében az RNS molekuldk 3° és 5° végeikhez adapter szekvenciakat
liglnak, ezt kovetéen a kiilonb6zd cDNS konyvtar preparalasi eljardsok soran
szekvenalhatova teszik a kis RNS-eket. A szekvenalast kovetéen a rovid leolvasasokat
altalaban de novo Osszeszerelik, hogy hosszabb kontig szekvencidkat kapjanak az
adatbazisokban torténd homoldgia alapu virus azonositashoz.

Az NGS alapt technikdk sok lehetdséget rejtenek magukban, azonban modszertani
fejlédésiikhoz és a virusdiagnosztikdban vald széleskorii elterjedésiikhoz még iddre lesz

szliksége.

2.1.8. NGS alkalmazasa a sz616 virus diagnosztikaban

Az NGS moddszerének megjelenése attord hatassal volt a ndvény viroldgiara. Ez a
hatés az ujabb és tjabb virusok azonositasaban, biologiai sokféleségiik, gazda szervezettel
valo kapcsolatuk feltarasaban nyilvanult meg leginkdbb.

Az 0j generacios szekvendlast legeldszor 2009-ben alkalmaztak a sz6l6

szerették volna feltarni és ennek kapcsan egy 1) virust, a Sz6lé Syrah virusl-et
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azonositottak Life sciences 454 szekvenalassal. A kutatas bebizonyitotta, hogy ezzel a
modszerrel és genom homologia alapjan torténd kereséssel azonosithatdak teljesen Uj
virusok. Emellett vizsgalatuk soran szdmos mas virust és viroidot kimutattak mintaikban,
igy a modszer révén eldszor sikeriilt betekintést nyerni a sz6l6 viromba, felfedve annak
komplexitasat. 2010-ben Coetzee és munkatarsai teljes metagenomikai felmérést végeztek
egy telejs sz6lo iltetvényen. 44 random kivalasztott toke poolozott mintdinak dsRNS
frakciojat szekvenaltattak meg, mellyel sikeriilt az iiltetvény teljes virus fert6zottségi
allapotat felmérni. A mélyszekvenalas alkalmazasanak tovabbi példaja Pantaleo és
munkatarsainak (2010) munkaja, melyben a V. vinifera Pinot noir ENTAV 115 klén
kiilonb6z6 szerveibdl izolalt virus-eredetli kis RNS-ek elemzésével azonositottdk a jelen
1évé virusokat (Fovevirus, Maculavirus, Marafivirus, Nepovirus) a mintaban. A kis RNS
alapt NGS modszer alkalmazasanak sz616n ez volt a legelsé példdja. Ugyanezen, vsiRNS
alapu modszert alkalmazva Navarro és mtsai. (2009) irta le a HSVd és GYSVdI viroidok
jelenlétét és jellemezte ezen viroid-eredetti Kis RNS-ket. Megerésitve ezzel az NGS
széleskorli alkalmazhatosagat mas taxonok korokozoinak kimutatdsaban. Az NGS egyik
legeldnyosebb tulajdonsaga, szemben az eddigi modszerekkel, hogy nem igényel eldzetes
informaciot a virusrdl, igy alkalmas 10j virusok, illetve virus variansok azonositaséra.
Ennek koszonhetéen, az el6zOkben felsoroltakon kiviil, szamos 10j sz6l6 virust és
variansaikat azonositottak az elmult években NGS segitségével: Grapevine vein clearing
virus (GVCV) (Zhang és mtsai., 2011), Grapevine leafroll-associated virus-7 (GLRaV-7)
(Al Rwahnih és mtsai., 2012a), Grapevine Pinot gris virus (GPGV) (Giampetruzzi és
mtsai., 2012), Grapevine virus F (GVF) (Al Rwahnih és mtsai., 2012b), Grapevine red
blotch-associated virus (GRBaV) (Al Rawhnih és mtsai., 2013a).
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2.2. Kajszi fitoplazmas megbetegedése Magyarorszagon

2.2.1. Fitoplazmak altalanos jellemzése

A fitoplazmékat 1967-ben azonositottak el0szor sargulasos tiineteket mutatd, virus
fert6zottnek vélt novények floémjébdl (Doi és mtsai.,, 1967). Mivel morfologiajukat
tekintve sok hasonlosag mutatkozott az allati szervezetben eléfordulé mikoplazmakkal,
kezdetben mikoplazma-szerii szervezetekként (mycoplasma-like organism, MLO)
azonositottak oket. Tovabbi vizsgalatokkal és DNS szekvencidik filogenetikai elemzése
révén az 1990-es években deriilt fény arra, hogy ezek a korokozok egy 0nallo
monofiletikus csoportot alkotnak a baktériumok Mollicutes osztalyan beliil, mely csoportot
1993-ban az ’International Committee on Systematic Bacteriology Subcommittee on the
Taxonomy of Mollicutes’ biztottsag fitoplazmaknak nevezett el (Gundersen és mtsai,
1994). Rendszertani besorolasukkor, 2004-ben a neviik el6tt szerepl6 ’*Candidatus’ (jelolt)
elnevezés alkalmazdsat vezették be, mint egy 4atmeneti taxonomiai kategoriaként
megjelolve 6ket. Ez mindazon prokariotaknal bevezetésre keriilt, melyek genomja ugyan
ismert, de a Koch-féle posztulatumoknak nem tesznek eleget, azaz mesterségesen nem
tarthatdbak fenn, nem hozhatok tiszta tenyészetbe (IRPCM, 2004). A fitoplazmak
osztalyozasara a genomjukban két kopidban megtalalhatd, erdsen konzervalt 16S rRNS
gént alkalmazzak, mint elsédleges filogenetikai paramétert (Lee és mtsai., 1998; Seemiiller
és mtsai.,, 1994). Ennek alapjan két fitoplazma akkor sorolhatdé két kiilon fajszintii
taxonomiai egységbe, ha a 16S rRNS génjiik szekvenciaja kisebb, mint 97,5% hasonlosagot
mutat, tovabba egyes bioldgiai tulajdonsagaikban, mint pl. gazdandvény, vagy rovarvektor
eltérnek. A 16S RNS gén Restrikcios fragmenthossz polimorfizmus (RFLP) analizisével
tovabbi fitoplazma csoportokat tudtak azonositani (Lee és mtsai., 1993, 1998). Ezen
modszereknek koszonhetéen mostanra legalabb 30, 16SrI-16SrXXX, fitoplazma csoportot
¢és alcsoportjaikat irtak le (Lee és mitsai., 2007; Marcone, 2014), melyek listaja
folyamatosan béviil, valtozik. A legujabb filogenetikai elemzésekhez nagyobb genetikai
valtozékonysaggal rendelkez6 géneket is bevonnak, mint példaul a hflB (Schneider és
mtsai., 2014), imp (Morton és mtsai., 2003; Danet és mtsai., 2007), secY (Lee és mtsai.,
2006), tuf gének (Marcone és mtsai., 2000) ¢s a 16S-23S rRNS intergenikus spacer régio
szekvenciak (Kirkpatrick és mtsai, 1994).
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Morfologidjukra jellemzd, hogy sejtfal nélkiili, pleomorf, azaz rendkiviil valtozatos
alakkal rendelkezd noOvénypatogén szervezetek. Egyetlen sejtjiiket egy haromrétegii
citoplazma membran hatarolja. A fitoplazmédk a ndvényeken beliill kizarolag azok
hancsszovetében, leginkabb a rostacsdvekben talalhatok meg a sejtfalhoz tapadva (Lee &
Davis, 1992) (3. abra). A novényen beliili terjedésiik modja még nem teljesen tisztazott.
Feltételezik, hogy a rosta porusoknak kulcsszerepiik lehet a sejtek kozotti vandorlasban,
bar egyes megfigyelések szerint (Davis & Whitcomb, 1981) a vandorlast olyan sejtek
kozott is megfigyelték mar, amelyek kozott nem volt ilyen rosta porus. Mas elmélet szerint
a plazmodezmakon keresztiili terjedésiik is megvalosulhat (Ulrichova & Petru, 1975), de
az elmélet nem bizonyitott. A fitoplazmak jellegzetessége, hogy rovarvektoraik
hemolimfajaban is képesek szaporodni (Akiko, 2012), majd onnan rovarvektorok

taplalkozasa soran, passziv modon keriilnek 4t a novényekbe.

Genome size (kb)
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3. abra: A/ Elektronmikroszkopos felvétel egy ’Candidatus Phytoplasma asteris
fertozott novény floémjérol. B/ Fitoplazma és egyéb baktérium fajok genom
méretének dsszehasonlitasa (Oshima és mtsai., 2013)

b

Mai ismereteink szerint a fitoplazmak az egyik legkisebb genommérettel rendelkez6
(530-1350 kb), onalldéan szaporodni képes prokariota csoport (Marcone és mtsai., 1999) (3.
abra). A kis genom méretre magyarazat lehet, hogy a fitoplazma genom Iényegesen
kevesebb anyagcsere-funkciot kodol, mint a tobbi baktérium génkészlete, ami parazita
életmodjukbol adodhat. Igy nincs sziikségiik ra, hogy sajat ATP szintézisik legyen
(Christensen és mtsai., 2005), a gazdaszervezetbdl nyerik ki életfunkciojukhoz sziikséges
metabolitok nagy részét. Jelenleg 6t fitoplazma genomjanak teljes szekvenciaja ismert.
Ezek kozott két 'Candidatus Phytoplasma asteris' torzs talalhato: az OY-M (Onion
Yellows, hagymasargulas) (Oshima és mtsai., 2004) és az AY-WB (Aster Yellows-
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Witches Broom, 6szir6zsa boszorkanysepriisodése) (Bai és mitsai.,, 2006). Ezen kiviil
ismert a "Candidatus Phytoplasma australiense' egy ausztral, illetve egy uj-zélandi
torzsének (Liefting és mtsai., 2006; Tran-Nguyen és mtsai., 2007), valamint a 'Candidatus
Phytoplasma mali’ teljes genom szekvencidja (Kube és mtsai., 2008). Ezzel kapcsolatban
érdekesség, hogy mig az elsé négy emlitett fitoplazma genomja cirkularis, addig a *Ca. P.
mali’-ra és a vele azonos filogenetikai csoportba (16SrX) tartozé fitoplazmakra a linearis
genom a jellemz6 (Kube és mtsai., 2008), ami baktréiumok esetében ritka jelenség.

Ezen obligat parazitak vilagszerte tobb mint 1000 ndévényen okoznak kiilonb6zo
betegségeket, elvaltozasokat. Novények kozotti terjedésiikben jelenlegi ismereteink alapjan
rovarvektorok (elsésorban kabodcak), oltas, szemzés, aranka novény (Cuscuta sp.) és a
fertdzott szaporitdanyag jatszik szerepet. A korokozo mechanikai iton vald terjedése nem
ismert. Uveghdzi koriilmények kozotti fenntartdsuk roézsameténg (Catharanthus roseus L.)
tesztnovényen torténik (Dickinson ¢s mtsai, 2013). Elonye, hogy szamos fitoplazma
konnyen fenntarthatd benne, és rovid idon beliil intenziven mutatja a betegségre jellemzd
tiineteket. Segitségével lehetséges genetikailag azonos ndvényekben Osszehasonlitani a
kiilonboz6 fitoplazmak altal okozott tiineteket. A korokozd genetikai dllomanya kénnyen
kinyerhetd, igy molekularis vizsgalatok elvégzésére is alkalmas (Bertaccini, 2007). A
fitoplazmak, tiinetek széles skaldjat képesek indukalni a novényeken: sargulas, altalanos
torpiilés, "boszorkdnysepriisodés", fillodia (a virdgok helyett zold levélszeri
képzddmények fejlddése), a vireszcencia (virdgrészek elzoldiilése), a virdgok sterilitdsa, az

internodiumok természetellenes megrovidiilése (Bertaccini, 2007).

2.2.2. Fitoplazmak kimutatasanak lehetdségei

A molekularis technikak elterjedése eldtt a fitoplazméak kimutatdsa nehézségekbe
utkozott. Kezdetben a legalapvetobb modszer, azonositasukra a tiineti megfigyelés és
atviteli kisérletek voltak, majd a kiilonb6z6 mikroszkopikus technikdk terjedtek el
(elektron, fluoreszcens mikroszkopos vizsgalatok). Ezen modszerek azonban kevésbé
alkalmasak rutin diagnosztikai vizsgalatokra és nem voltak megfeleléek a fitoplazmak
megkiilonboztetésére sem. Késdbb szerologiai modszerekkel probalkoztak, ezek koziil is
els6sorban az ELISA teszttel, melyet az 1980-as évek elején kezdték el hasznalni. Sok
esetben a szerologiai alapu eljarasok nem bizonyultak elég megbizhatonak, érzékenynek
(Batlle és mtsai., 2004). Az 1990-es évektol azonban, ezen modszereket egyre jobban

kiszoritottdk a kiilonb6z6 nukleinsav-alapti technikak, melyek alkalmasak mind ndvényi,
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mind rovar vektorokbdl kimutatni a korokozot. A modszerek koziil egyértelmiien a PCR
az, melyet a fitoplazmak detektalasra altalanosan kivalasztottak és alkalmaznak. Az erdsen
konzervalt 16S rRNS gén minden prokariota éldlényre altalanosan jellemzd. Ennek
koszonhetden a fitoplazma detektdlasra a valamennyi filogenetikai csoportot kimutato
univerzalis primereket, illetve az egyes fitoplazma csoportokra specifikus PCR primereket
hasznalnak, melyeket erre, a konzervalt gén régora terveztek. Késébb bevontak a
vizsgalatokba a nagyobb valtozékonysaggal rendelkezé 16-23S rRNS intergenikus spacer
régiora tervezett primereket (Ahrens & Seemiiller, 1992; Firrao és mtsai., 1993; Gundersen
és mtsai., 1996; Harrison és mtsai., 1996; Lorenz és mtsai., 1995; Marcone és mtsai., 2000;
Namba és mtsai., 1993), valamint riboszomalis fehérje génekre (Martini és mtsai., 2007)
tervezett primer szekvenciakat is alkalmaznak azonositasukra. A sikeres PCR reakciot
azonban szamos tényezd nehezitheti. Egyrészt nagymértékben meghatdrozza egyértelmi
detektalasukat a j6 minéségii DNS tisztitdsa, ami nem konnyl feladat (Firrao és mtsai.,
2007). Kimutattak, hogy a fitoplazma DNS mennyisége a mintaban kevesebb, mint a total
DNS mennyiségének 1%-a (Bertaccini, 2007). A kiilonbozé DNS tisztitasi eljarasok
soran, igy torekednek a fitoplazma DNS koncentralaséra, ezzel parhuzamosan igyekeznek
csokkenteni az enzim-inhibitorként haté polifenol és poliszacharid molekulak jelenlétét is.
Sikeres kimutatasuk érdekében kulcs fontossdgi a megfeleld modon és idOben torténd
mintavétel, mivel jellemz6 rajuk a ndvényen beliili egyenldtlen eloszlas, mely erdteljes
szezonalis fluktudciot is mutat (Seemiiller és mtsai., 1984; Jarausch és mtsai., 1999a;
Berges ¢és mtsai., 2000; Constable és mtsai., 2003). Mivel el6fordulasuk a névényekben
floém limitalt igy kimutatasukra a legoptimalisabb a tiineteket mutatdé novényrdl a levél,
levélnyél és erek felhaszndlasa, de kimutathatdéak gylimdlcsbdl, gyokérbdl, kéreg
kaparékbol, riigybdl, melyek begytijtésére a nyari, kora 6szi honapok a legidealisabbak
(Christensen és mtsai., 2004; Jarausch és mtsai., 1999c). Mindezek mellett a kimutatas
érzékenységének és specifitasanak novelése érdekében nested-PCR eljarast alkalmaznak
leggyakrabban. Ennek soran univerzalis primerrel végeznek egy amplifikaciot, majd ennek
termékét felhasznalva egy masodik reakcié koveti egy csoport-specifikus primer parral, az
eljarassal igy kevert fert6zések is kimutathatéak (Lee és mtsai., 1994). A PCR termékeket
a tovabbiakban a RFLP modszerrel restrikciés endonukleazokkal hasitva, az egyes
fitoplazma csoportok azonositasara, osztalyozasara lehet hasznalni (Lee és mtsai., 1998).
Egyéb, alternativ diagnosztikai modszer, melyet fitoplazmak detektdldsra alkalmaznak az
Egyszali  konformaciés polimorfizmus (SSCP, Single Strand Conformation

Polymorphism) vizsgélat a genetikai variabilitds kimutatisara, a nagy érzékenységii real-
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time PCR (Christensen és mtsai., 2004, 2013; Hodgetts és mtsai., 2009), valamint az
izotermalis amplifikacion alapulo, érzékeny és gyors LAMP (Loop-mediated isothermal
amplification) modszer (Tomlinson és mtsai., 2010; Hodgetts és mtsai., 2011; Kogovsek és
mtsai., 2015), mely alkalmazasa a fitoplazma diagnosztika teriiletén mostanaban kezd

terjedni.

2.2.3. ’Candidatus Phytoplasma prunorum’, mint a Csonthéjasok europai sargulasa

betegség korokozoja hazankban

A jelentés gazdasagi értéket képviseld csonthéjas gylimolcsiiek, kozilik is
elsdsorban a kajszi lltetvények korében, évtizedek ota komoly pusztitast végez a
Csonthéjasok europai sargulasa fitoplazmas megbetegedés (European stone fruit yellows -
ESFY) (Lorenz és mtsai., 1994). A betegség korokozoja a ’Candidatus Phytoplasma
prunorum’, az altala kivaltott betegség napjainkban feltételezhetéen mindazon europai
teriileteken jelen van, ahol csonthéjas termesztés folyik (Seemiiller & Foster, 1995;
Jarausch és mtsai., 2000; Danet és mtsai., 2007). Kartétele Eurdpa-szerte az utobbi
évtizedekben, Magyarorszagon pedig az elmult években kezdett egyre sulyosabba valni,
elsdsorban kajszin, de eléfordul mas csonthéjas fajokon is. A betegség tiineteit eldszor
Franciaorszagban irtak le 1924-ben, ezt kdvetden Magyarorszagon 1992-ben figyelték meg
eldszor Siile és munkatarsai a betegség tiineteit. Késobb a fak tomeges pusztuldsanak
vizsgalata soran azonositottak a korokozot (Siile és mtsai., 1997; Viczian és mtsai., 1997).
A 'Ca. P. prunorum' is a 16SrX csoportba tartozik, a 16S rDNS szekvencia analizise

alapjan (1. tablazat).

1. tablazat: A 16SrX fitoplazma csoport taxonomiai besorolasa

Filogenetikai csoport 'Ca. Phytoplasma' faj Betegség Referencia

Almafa boszorkanysepriisddés

'Ca. Phytopl Ii'
“4 ytoplasma mali (Apple ploriferation-AP)

Seemiiller & Schneider (2004)

Karte leromlas (Pear decline-PD)

Almafaboszorkanysepriisédeése

csoport (1651X)
AP (Apple ploriferation)

'Ca.. Phytoplasma pyri'

Oszibarack sargulasos levélsodradasa
(Peach yellow leaf roll-PYLR)
Korte leromlas Taiwan torzs
(Pear decline Taiwan-PDTW)

Seemiiller & Schneider (2004)
Seemiiller és mtsai. (1998)
Liu és mtsai. (2007)

'Ca. Phytoplasma spartii’

Jeneszter boszorkanyseprilsodése
(Spartium witches” broom - SpaWB)

Marcone és mtsai. (2004)

'Ca . Phytoplasma prunorum’

Csonthéjasok europai sargulasa
(European stone fiuit yellows-ESFY)

Az Osszeallitas Lee és mtsai. (2007) munkdja alapjan késziilt.
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Molekularis vizsgalatok (Southern blot hibridizacio, RFLP, PCR termékek
szekvencia analizise) ravilagitottak, hogy genetikai tulajdonsagait tekintve a 'Ca. P.
prunorum' Eurdpa szerte homogén koérokozo (Ahrens és mtsai., 1993; Lorenz és mitsai.,
1994; Kison és mtsai., 1997; Jarausch és mtsai., 1998, 2000; Seemiiller és mtsai., 1998;
Seemiiller & Schneider, 2004). A ’Ca. P. prunorum’ kérokozonak tobb torzse is ismert,
amelyek eltéré virulenciaval rendelkeznek, ezaltal kiilonb6zé mértékben jarulnak hozza a
specifikus tiinetek kialakitasahoz (Kison & Seemiiller, 2001; Dosba és mtsai., 1991).

A koérokozo altal okozott tiinetek a fa szinte minden részén jelentkezhetnek, de
foként a leveleken és hajtdsokon figyelhetéek meg. A kialakulé szimptomak raadasul az
alanytol és a nemest6l fiiggben Is valtozatosak lehetnek. Fiatal fak esetében a korokozod
szisztemikusan fertdzheti az egész fat. A virdgok torzulnak, a fiatal levelek kupszeriien a
szinlik felé kanalasodnak, haragoszoldek, torékeny tapintastiak lehetnek. Egyes agak, vagy
az egész fa lombozata hirtelen sargulni kezdhet, a fa kérgét lehantva a hancs narancssargas
elszinezddése tapasztalhato fitoplazma fert6zés esetében. A korokozo korben elpusztitja a
hancsszovetet, s ez vezet a fa hirtelen, gutaiitésszerii elhalasahoz. Azonban a gutaiitéssel
ellentétben, ebben az esetben nem figyelheté meg mézgaképzddés. Iddsebb fak esetében a
fert6z6dés altaldban a fa egyes agait, vazagait érinti, majd a koér tovabbterjedhet és
bekovetkezhet a fa teljes pusztuldsa. Az egyik legjellemzobb tiinet, mely fitoplazma
jelenlétére utal a kajszi fak 1d6 eldtti, korai virdgzésa (december-januar). A ’Ca. P.
prunorum’ elsésorban Prunus fajokat fertéz. Igy a természetben megtalalhaté kajszin
(Prunus armeniaca), szilvan (P. domestica), japan szilvan (P. salicina), észibarackon (P.
persica), de leirtak mandulan (P. dulcis) és japancseresznyén (P. serrulata), kokényen (P.
spinosa), cseresznyén (P. avium,), meggyen (P. cerasus) (Carraro és mtsai., 2002, 2004;
Navratil és mtsai., 2001; Jarausch és mtsai., 1994, 1998, 1999b). A koérokozd a
legsulyosabb karokat kajszin, valamint japanszilvan okozza, ahol a fert6zési arany akar a
fogékony alanyok 50%-at is érintheti (Marcone és mitsai., 2010). Terjedésében két
tényezOnek van kiemelkedd szerepe: a fertdzott szaporitoanyagnak, mely révén a korokozo
képes nagyobb tavolsdgokra eljutni, majd az iltetvények beteg egyedeirdl rovarvektora
veszi at a terjesztd szerepét. A korokozo elsddleges vektoranak a szilvalevélbolhat
(Cacopsylla pruni Scopoli) tartjak (Carraro és mtsai., 2001). A C. pruni egy Kozép-
Eurodpai elterjedésti rovar, mely szamos eurdpai orszagban megtaldlhatdo. Magyarorszagi
elterjedésével kapcsolatban még nincsenek pontos adatok, de szamos kajszi termesztd
korzetbdl jelentették eldfordulasat (Vas, Somogy, Pest, Borsod-Abatj-Zemplén megyé€k).

Ez az oligofag, kizarolag Prunus fajokon taplalkozo rovar tiilevelii fajokon telel at imagd
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formajaban, majd az attelelé6 nemzedék a tél folyaman megoérizve fertdzoképességét, kora
tavasszal visszatelepiilé egyedei révén képesek a fitoplazma atadasara (Marcone és mtsai.,
2010).

Mint valamennyi fitoplazmaval szemben, igy a 'Ca. P. prunorum’ ellen sem 1étezik
olyan ndvényvédelmi megoldas, mely megoldast hozna a fertdzésével szemben, ha mar
jelen van az iiltetvényben. Kezdetben antibiotikumos, tetraciklin szarmazékokkal probaltak
visszaszoritani a korokozot (Davies & Clark, 1994), hossza tavon azonban nem hozott
eredményt. FOként a szaporitbanyagok mentesitésére a hokezelést (30-37°C-os vizfiirdd)
alkalmazzdk széles korben a mai napig, ami azonban a vegetativ ndvényi részek
karosodasat okozhatjdk. Az esetek tilnyomd részében a fent emlitett kezelések nem
alkalmazhatok sikeresen és hosszii tdvon. A fitoplazma jelenlétének, el6fordulési
valoszinliségének csokkentésére az egyetlen megoldas jelenleg a megeldzés, melynek tobb
modja is létezik. A legfontosabb az egészséges, kiilonbozé molekularis modszerekkel,
illetve in vitro mentesitési eljarasokkal ellenérzott, megfeleld szaporitdanyag alkalmazasa,
mely mdr a telepitéskor meghatarozza az iiltetvény sorsat. Ezen kiviil fontos szerep harul a
novényvédelemre is, hiszen a rovarvektorok szamanak csokkentésével a fitoplazma
terjedését is gatoljuk, ezzel Osszefliggésben fontos az iiltetvény és kornyezetének
gondozasa, mivel a kiilonb6zé gyomok a vektor gazdandvényeként rezevoarként
szolgalhatnak. Megoldast nyujthat egyes fajok esetében rezisztens fajtdk nemesitése,

azonban a kajszi korokozdjaval szemben jelenleg nem létezik rezisztencia.
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3. Anyag és modszer

3.1.Virus fertozés kimutatasa és meghatarozasa szoloben

3.1.1. Novényi minta gytijtése

A virologiai vizsgalatok soran 9 borvidék, 14 iiltetvényérdl (4. abra) - kiilonbozo
koru, fajta-0sszetételii (18 kiillonbozo fajta) termdiiltetvényrdl: Sopron (Soproni borvidék),
Pannonhalma (Pannonhalmi borvidék), Neszmély (Neszmélyi borvidék), Szekszard
(Szekszardi borvidék), Soltvadkert (Kunsagi borvidék), Mad, Erdébénye, Szegilong,
Bodrogkisfalud (Tokaji borvidék), Eger (Egri borvidék), Villany (Villanyi borvidék)
leveleket tartalmazé hajtas mintat gytjtottink 2014. majusdban. Néhany esetben:
Balatonboglar (Balatonboglari borvidék) Erdébénye (Tokaji borvidék) a 2014-ben gyiijtott

vesszOket meghajtatva gylijtottiik be a szlikséges ndvényanyagot.

12_DF 10_EH
oK r/f\ Erdébénye | Erdébénye -
14-18_MK \ ‘)C.,»/LL
MAD \ 11_SZHU
~ *. Y Szegilong
A < 9_SZHT
138V Szegilong

Bodrogkisfalud

“2_PH
Pannonhalma
- "

4. abra: Mintavételi helyek Magyarorszagon a kis RNS konyvtar azonositokkal
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Ultetvényenként kivélasztottunk 5-10 tdkét és ezen egyedek tobb ndvényi részét

(hajtas, kacs, virdg, fiatalabb ¢és iddsebb levél) tartalmazd mintat szedtiink

vizsgalatainkhoz. A mintazott sz6lotokék kivalasztasa véletlenszerlien, a rajtuk lathatéd
egy¢éb tiinetek figyelembe vétele nélkiil tortént. Az altalunk vizsgalt liltetvények jellemzoit
a 2. tiblazat tartalmazza. A mintakat a hiitétaskaban szallitottuk és feldolgozasig -70 °C-on

taroltuk.

2. tablazat: A vizsgalt iiltetvények altalinos jellemzdi és a szekvenalashoz alkalmazott

kis RNS konyvtarak azonositoi

b

rendszeresen virus tesztelt vizualis megfigyeléssel

-4] -

Konyviar [ o ek Ultetvény Fajta Ultetvény
azonosito helye kora
1 TK Sopron Sopron Kékfrankos 20
2 PH Pannonhalma | Pannonhalma Olasz rizling 7
3 HT Neszmély Neszmély Chardonnay 14
4 PP Villany Villany Cabernet sauvignon 16
5CS Balatonboglar | Balatonboglar Csabagyongye nem ismert
6_MP Szekszard Szekszard Merlot 6
7_FP Kunsag Soltvadkert Generosa 4
8 ET Eger Eger Kadarka 13
9 SZHT Szegilong Furmint nem ismert
10 EH Erdobénye Furmint, régi 100
11 _SZHU Szegilong Furmint, uj 1
12_DF Erdobénye Furmint, régi 100
régi magyar fajtak:
13 BV _ Bodrogkisfalud 1:Purcsin,2:Bz_ilat_“ént,&Sérga 6
Tokaj ortliebi,
4:Kék bakator, 5:Fehér jardovany
14 MK1 Furmint T85
15 MK3 Harsleveli K3
16_MK4 Mad Sargamuskotaly nem ismert*
17 _MK5 Teleki-Kober 125 AA
18 MK7 Teleki 5C



3.1.2. RNS kivonas

A begyljtott mintakbol novényi részenként (hajtas, kacs, viradg, fiatalabb és iddsebb

levél) fasszartiakra optimalizalt CTAB alapat RNS kivonast végeztink Gambino &
Gribaudo (2008) nyoman:

1.

10.
11.

12.
13.

14.

Az extrakcios puffert (2% CTAB, 2,5% PVP, 100 mM Tris-HCI, 25 mM EDTA, 2 M
NaCl) 65 °C-ra elémelegitett vizfiirdGbe helyeztiik.

. 150-200 mg novényi anyagot homogenizaltunk a 850 ul, 17 ul B-mercaptoetanollal

kiegészitett (kozvetleniil felhasznalas elétt adjuk hozza) extrakcids pufferben,

dorzsmozsarban.

. A mintdkat 10 percre 65 “C-os vizflirddbe helyeztiik, kozben legalabb egyszer vortex

segitségével kevertettiik.

. A mintdkhoz 850 pl kloroform:izoamilalkoholt adtunk, majd kézben parszor

megforgattuk. A mintakat 10.000 rpm-en 10 percig 4 °C-on centrifugaltuk.

. Uj, iires 2 ml-es eppendorf csévekbe 800 pl kloroform:izoamilalkoholt mértiink.

. Centrifugalas utan a kapott fels6 fazist a 800 ul kloroform:izoamilalkoholra mértiik.

Centrifugaltuk a mintakat 10.000 rpm-en 10 percig 4 *C-on.

. Tiszta 1,5 ml-es eppendorf csovekbe 250 pl 9M LiCl oldatot mértiink. Centrifugalas

utan a kapott felsd fazist atpipettaztuk a 250 pl LiCl oldatot tartalmazo csovekbe, majd

kézben forgatassal kevertiik.

. Inkubaltuk a mintakat 30 percig jégen tartva, majd centrifugaltuk maximalis

fordulatszamon (13.000 rpm) 20 percig, 4 “C-on.

. A csapadékot 450ul, 65°C-0s SSTE pufferben visszaoldottuk, majd azonos térfogata

kloroform:izoamilkoholt mériink ra és ismét extrahaltuk.

Centrifugaltuk a mintakat 10.000 rpm-en, 10 percig, 4 *C-on.

Ezalatt 1j, 1,5 ml-es eppendorf csovekbe 280 ul izopropanol oldatot és 30 ul 4M Na-
acetatot mértiink. Centrifugdlas utan a kapott felsd fazist atmértilk az izpropanolt
tartalmazd csovekbe, majd kézben parszor forgatva kevertiik és szobahdmérsékleten
inkubaltuk 5-10 percig.

Centrifugéltuk a mintakat maximalis fordulatszdmon (13.000 rpm) 20 percig, 4 “C-on.
A csapadékot 1ml 70%-o0s etanollal maximalis fordulatszdmon (13.000 rpm) 5 percig,
4 °C-on mostuk.

A csapadékot speed vac késziilékben 5-10 perc alatt beszaritottuk.
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15. A csapadékot 25 pl steril vizben visszaoldottuk ¢és -20°C-on taroltuk tovabbi

felhasznalasig.

3.1.3. RNS keverék (pool) osszeallitasa

Az egyes novényeket/tokéket reprezentald RNS keverékeket allitottunk eld, ugy
hogy az adott tOkéhez tartozo kiillonb6zo szervekbdl szarmazd RNS kivonatokat egyenld
aranyban elegyitettiik (egyed pool). Az egyed pool-okbol ezt kdvetden iiltetvényenként,
ugyanezen modszert alkalmazva iiltetvény keverékeket allitottunk eld, mely képviselte az
adott iiltetvény valamennyi mintazott t6kéjét (liltetvény pool). Ennek eredményeként 18

crer

segitségével ellendriztiik tovabbi munkdnkhoz.

3.1.4. Kis RNS konyvtar készités és szekvenalas

Az egyes illtetvény keverékekbdl 15-30 pg-nak megfeleld mennyiségli RNS
kivonatot 65 °C-on 20 percig denaturaltunk. Ezt kdvetden az RNS mintakat 8%-0S urea
tartalmu poliakrilamid gélen valasztottuk el, a gélbdl kitisztitottuk a kis RNS frakciot, majd
beldliik kis RNS cDNS konyvtarat készitettiink sajat, az Illumina Truseq Small RNA
Sample Preparation Kit (Illumina) optimalizalasaval késziilt protokollunkat kovetve
(Czotter és mtsai., 2018). Els6é 1épésként az RNS molekulak 3’ és 5’ végeihez adapter
szekvencidkat ligaltunk. Ezt kovetden reverz transzkripcidval cDNS-t szintetizaltunk,
RevertAid H Minus Reverse Transcriptase (Thermo Scientific) enzim segitségével. Végiil
PCR reakcidban amplifikaltuk az adapterekkel és egyedi index szekvenciakkal ellatott kis
RNS-eket. A kapott terméket visszaizolaltuk 8%-0s urea-mentes gélb6l, majd 1xTE
pufferben oldottuk vissza. Az elkésziilt 18 kis RNS konyvtar (8 minta/szekvenald lane)

szekvenalasat [llumina platformon az UD-Genomed Kft végezte.

3.1.5. Bioinformatikai adatfeldolgozas

Az adatok feldolgozasat megel6zéen ellendriztiik a szekvenalds mindségét FastQC
program haszndlatdval. A szekvenaladshoz sziikséges primer és adapter szekvencidk
eltavolitasat, trimmelését Trimmomatic programmal (Bolger és mtsai., 2014) végeztiik.

Eltavolitottuk a redundans read-ket Picard MarkDuplicates programmal a kis RNS
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szekvencidinkrol, igy képezve nem redundans adatokat, melyek mar csak egyedi
szekvenciakat tartalmaztak.

A virus azonositashoz két bioinformatikai stratégiat alkalmaztunk egymassal
parhuzamosan (5. abra):

a) A nem redundans Kis RNS szekvenciakat direkt modon az NCBI RefSeq adatbazis
virus referencia szekvenciaihoz (névény és gerinctelen gazda) illesztettiik fel. Az
illesztéshez BWA aln programot alkalmaztunk (Li & Durbin, 2009).

e Az adatok pontos értékeléséhez meghataroztuk az illeszkedd kis RNS read-ek
szamat a redundans és nem redundans adatokbol egyarant Samtools idxStats
program alkalmazasaval (Li, 2011).

e A redundans read-ket normalizaltuk read/milli6 read-re.

o Konszenzus szekvencidkat generaltunk a nem redundéns, illeszkedd kis RNS
szekvenciaink alapjan Samtools /bcftools alkalmazassal (Li & Durbin, 2009).

e Kalkulaltunk egy lefedettségi % értéket, az alapjan, hogy az adott virus
genomjanak, hany %-ardl rendelkeziink szekvencia informacioval.

e A kapott adatokbol eredményiil egy virus talélati listat generaltunk.

b) A kis RNS szekvenciakat de novo dsszeszereltiik, hosszabb ,,kontig” szekvenciakba,
13-as, 15-0s és 17-es kmer érték beallitasa mellett, a Velvet Software segitségével
(Zerbino & Birney, 2008).

e A kapott kontig szekvencidkat az NCBI RefSeq adatbazis ndvény virus
referencia szekvenciaihoz illesztettiik MegaBLAST programmal (Morgulis és
mtsai., 2008).

e [Ezalapjan is készitettlink egy virus talalati listat.

KisRNS read-ek illesztése Konszenzus
szekvencia

Mindség ellenorzés Adaptor eltavolitas ‘

NCBI RefSeq adatbazis, Gazda:
nébény, rovar

, I Kontig dsszerakds

kontigok
k-mer 13,15 and 17
NCBI RefSeq adatbdzis, Gazda: nobény, rovar

5. abra: NGS eredmények feldolgozasanak bioinformatikai munkafolyamata

Méret eloszldsz:19-26
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Meéreteloszlas vizsgalatot végeztiink a trimmelt, a nem redundans és a viralis eredett,
redundans szekvencia adatainkon, konyvtaranként. Néhany virus esetében specifikusan is
szétvalogattuk a szekvenalt kis RNS readek-et méret szerint, illetve megnéztik ezek

polaritasat a virusgenomon, valamennyi konyvtarban.

3.1.6. Viruskimutatas RT-PCR-el

A kis RNS NGS eredményét egy filiggetlen modszerrel, RT-PCR reakcidval
vizsgaltuk. Az egyes sz6l0 mintak iiltetvény pooljaibél cDNS-t szintetizaltunk RevertAid
First Strand cDNA Synthesis kit (Thermo Scientific) segitségével. Az elkészitett cDNS-t
tizszeresre higitottuk, melyet RT-PCR alaptl virustesztekben hasznaltuk fel. A virusok
detektalasara irodalomban publikalt primereket, illetve sok esetben a virus specifikus Kis
RNS read-ek alapjan készitett konszenzus szekvenciadkra altalunk tervezett primereket
hasznaltunk (3. tablazat). A virus specifikus inditészekvencidkkal végzett DNS
amplifikaciot a Thermo Scientific Phire Green Hot Start II DNA polimeraz enzimmel
végeztik.

A PCR reakciéelegy (15ul) tartalmazta a 0.5ul ¢cDNS-t, 0.75-0.75ul 5° és 3’ inditd
szekvencidkat (10 pmol/ul), 0.3 ul dANTP mixet (10 mM), 5X Phire puffert 3pl
mennyiségben ¢és 0.3 pl Phire polimerdz enzimet, valamint 9.4 pul MQ tisztasdgu vizet.

A PCR reakciot az alabbi kondiciok mellett végeztiik:
1) 98 °C - 30 masodperc
2) 98 °C - 10 masodperc
3)  *°C - 10 masodperc 40x
4) 72 °C - 20 masodperc
5) 72°C -1 perc

*Virus primer specifikus anellacios hémérséklet alkalmazasa (3. tablazat).

A kapott PCR termékeket agardéz gélen (1.2%) méret szerinti elvalasztassal,

gélelektroforézissel ellendriztiik.
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3.1.7. PCR termék tisztitasa és szekvenalasa

A kapott termékek egy részének bazissorrendjét a tisztitott PCR termékek
hagyomanyos Sanger szekvenalasaval is ellendriztik. A PCR reakciokhoz ebben az
esetben Q5® High-Fidelity DNA polimeraz, 3'—5" exonukleaz aktivitassal rendelkez6
enzimet (NEB) hasznaltunk. A virus specifikus PCR termékeket 1.2%-os gélbdl
visszaizolaltuk és Thermo Scientific GeneJET Extraction Kit segitségével, a gyartd
utasitasainak megfelelden kitisztitottuk, majd 30 ul MQ vizben oldottuk vissza. A Sanger
szekvenalast a BIOMI Kft végezte szdmunkra. A szekvencidk €s az adatbazis virus
szekvenciainak Osszehasonlitdsait CLUSTAL Omega programmal végeztiik, filogenetikai

elemzésiikhoz MEGA v.6 program, Neighbor-joining mddszerét alkalmaztuk.

3.1.8. Klénozas

Az egyes virusdarabok klonozasahoz a cDNS-ekrdl inditott PCR reakcidkat Phusion
High-Fidelity (Thermo Fisher Scientific) vagy Q5 High-Fidelity (NEB) DNS polimeraz
enzimmel végeztik, melyek 3°—5’ exonukledz aktivitdssal rendelkeznek. A PCR
termékeket ezt kovetden 1.2%-os gelbdl visszaizolaltuk és GeneJET Extraction Kit
(Thermo Fisher Scientific) segitségével, a gyarto utasitasait kovetve kitisztitottuk, majd 30

ul MQ tisztasdgu vizben oldottuk vissza.

Ligalas és transzformalas

A tisztitott PCR termékeket CloneJET PCR Cloning Kit (Thermo Fisher Scientific)
pJET1.2 vektoraba klonoztuk. A ligalast a gyartd Utmutatdsa szerint végeztiik, azzal a
kiilonbséggel, hogy 20-30 percen at inkubaltuk szobahdmérsékleten a ligalast.

A ligalasi keveréket E. coli DH5a plazmid mentes kompetens sejtekbe juttattuk
(transzformalas). 5 pl ligaitumot, 200 ul jégen, lassan kiolvasztott kompetens baktérium-
szuszpenzioval finoman elegyitettilk, majd 20 percen 4at jégen tartottuk. Ezutdn 30
masodpercre 42 °C-os vizfiirddbe helyeztilk, majd azonnal jégre tettilk par percre a
szuszpenziot. Ezt kovetden 500 ul folyékony SOC taptalajt adtunk hozza, és 37 °C-on 40
percen keresztiil razattuk. 200-250 pl-nyi baktérium szuszpenzioét ampicillin tartalma
szilard LB taptalajon kiszé€lesztettiink. A kész lemezeket egy éjszakan keresztiil 37 °C-on
inkubaltuk. A taptalajon csak azok a baktérium kolonidk lesznek életképesek és ndnek fel,

amelyekben az inzert beépiilése kovetkeztében a plazmidban 1évd, a baktériumra toxikus
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enzim mitkodésképtelenné valt. Ennek ismeretében minden lemezrdl 4—6 kiilonallo telepet
oltottunk le folyékony, ampicillin tartalmi LB tapoldatba, majd egy éjszakan at 37 °C-on

razattuk oket.

A plazmid izolalas baktériumtenyészetbol és a klonozas ellendrzése

A baktérium sejtbdl a rekombinans plazmid DNS tisztitidsat Plasmid DNA
purification kit-tel (Macherey-Nagel) végeztiik. A plazmid DNS-t végil 50 pul MQ
tisztasagu vizben oldottuk vissza. Az klénozott DNS darabok jelenlétének ellendrzését a
Xhol ¢és Xbal (Thermo Fisher Scientific) restrikcids enzimekkel vald emésztéssel
végeztiik. A reakcidelegyet 1 oran at 37 °C-on inkubaltuk, majd a hasitas termékeit 1.2 %-
os TBE agar6z gélen tettiik lathatova. A nukleotid sorrend meghatarozasat a BIOMI Kft

végezte szdmunkra.

Szekvencia elemzések

A nukleotid és aminosav szekvencidk vizsgalatdhoz az NCBI adatbazist és
CLUSTAL Omega programot, a szekvencidk illesztéséhez, a filogenetikai vizsgalatokhoz
MEGA v.6 program Neighbor-joining algoritmusat alkalmaztuk. A filogenetikai torzsfak
vizsgalatanal az alkalmazott bootstrap (ag-tamogatottsagi érték) érték: >70% (1000
bootstrap ismétlés) volt. A szekvenalt részleges virus szekvencidk koziil 105 izolatum

szekvenciajat helyeztiik el a nemzetkozi GenBank adatbazisban (3. melléklet).

3.1.9. Northern blot analizis

A vizsgalni kivant, tisztitott RNS-ekbdl mintanként 4-5 pg-ot hasznaltunk fel. A
mintakhoz egyenlé aranyban mintakezel6t adtunk (10xMAE puffer, formamid,
formaldehid, 10mg/ml EtBr), majd 20 percig 65°C-on denaturdltuk Oket. Ezt kovetden az
RNS mintakat formaldehides, 1.5%-0s agar6z gélben, MAE pufferben (0,1M MOPS [pH
7,0], 40 mM Na-acetat, 5 mM EDTA) valasztottuk el. Elektroforézis utan a gélbol az RNS-
t Nytran NX membranra (GE Healthcare) blottoltuk kapillaris médszerrel 20xSSC (1xSSC:
0.15 M NaCl, 15 mM Na3-citrat, pH=7.2) oldatban, majd UV fénnyel keresztkotottiik.

Hibridizacio
A membrant 10-15 percig mostuk 2xSSC oldatban (0.3 M NaCl, 30 mM Na-citrat
[pH=7.2]) a hibridizalas hdomeérsekletén, 65°C-on. Ezt kovetden membrant Church
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pufferben (0.5M foszfat puffer, [pH7.2], 1% BSA, 1mM EDTA, 7% SDS) 65°C-on
el6hibridizaltuk, majd a mar radioaktiv probat tartalmazé Church pufferben hibridizaltuk
65°C-on, egy ¢jszakan keresztiil. Masnap a membranokat csokkend sé koncentraciot
alkalmazva mostuk (2xSSC, 0.1% SDS — 5 perc, 65°C; 0.5xSSC, 0.1% SDS — 15 perc,
65°C). Végiil a membranra rontgenfilmet tettlink és a jel er0sségtol fliggden par ordig vagy

akar tobb napig exponaltuk, majd eléhivtuk.

Radioaktiv préba készitése
Virus specifikus, radioaktiv P* jelzett, DNS-probakat készitettiink Thermo Scientific

Decalabel DNS-jel616 készlet segitségével. Ehhez PCR reakcioban amplifikalt és tisztitott
termékeket hasznaltunk egy adott klonozott virus darabrol:

e GPGV: GPGV5557F és GPGV7220R primerekkel amplifikalt - 1663bp

e RBDV: RBDV RNAIF 4082 ¢és RBDV_RNAIR 5406 primerrekkel

amplifikalt - 1324bp
e GSV: GSVsatF72 és GSVsatR999 primerekkel amplifikalt - 927bp
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3.2. Fitoplazma kimutatas és meghatarozas kajszi iiltetvényben

3.2.1. Novényi minta gyiijtése

A kisérletek elvégzéséhez 2016. julius honapban, az orszag kiilonboz6 teriiletein
gytjtottiink levélmintdkat tlinetes és tlinetmentes fakrol. Egy fardl négy-négy levelet
szedtiink a fa korondjanak kiilonb6z6 pontjairdl. A jorészt magyar, de kiilfoldi fajtakat is
tartalmaz6é mintakat termd iltetvényeken: NAIK-Gyiimolcstermesztési Kutatointézet Erd,
Boldogk6varalja,  Balatonvilagos,  Siofok, Zalaszanto, valamint a  NAIK-
Gytimoélcstermesztési Kutatdintézet érdi izolator hdzaiban és torzsiiltetvényén gytjtottiik

(4. tablazat). A leveleket a felhasznalasig -70 °C-on taroltuk.

4. tablazat: Fitoplazma fert6zottség vizsgalatara kivalasztott mintavételi helyek

Mintavétel helye Vizsg,zilt fak
szama
1 Erd-Elvira 9
2 Boldogkdvaralja 9
3 Termdiiltetvény | Balatonvilagos 13
4 Siofok 8
5 Zalaszantd 4
6 . . Erd-Elvira 6reg 12
Torzstiltetvény |-, .
7 Erd-Elvira 0y 23
8 Izolatorhaz | Erd-Elvira 22

3.2.2. DNS kivonas

A fitoplazmak jelenlétének teszteléséhez 0.1-0.15 g levél szovetbdl tisztitottunk
DNS-t, NucleoSpin® Plant I (MACHEREY-NAGEL) készlet segitségével, a gyarto

crer

spektrofotométer segitségével, valamint a mintdk 1.2%-0s agaroz gél-elektroforézissel

torténd szétvalasztasaval ellendriztik.
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3.2.3. Fitoplazma kimutatas polimeraz lancreakcioval

A PCR-hez univerzalis fP1/rP7 (Deng & Hiruki 1991, Schneider és mtsai., 1995) és
16SrX csoport specifikus f01/r01 (Lorenz és mtsai., 1995) inditoszekvenciakat hasznaltunk
(5. tablazat). Az eljaras két egymast kovetd szaporitasi szakaszbdl all, amely soran el6szor
a nagyobb szakaszt szaporitjuk fel, és ezt hasznaljuk higitva (1:40), templat DNS-ként a

masodik szakaszban.

PCR reakcio

Az elsé PCR reakcidelegy (15ul) tartalmazta az 1ul ¢cDNS-t, 0.75-0.75ul fP1- rP7
primer szekvencidkat (10 pmol/ul), 0.3 ul dANTP mixet (10 mM), 5X Phire puffert 3ul
mennyiségben és 0,3 pl Phire polimerdz enzimet, valamint 9,4 pul MQ tisztasdga vizet. A
DNS fragmenteket 40 ciklusban szaporitottuk fel a kovetkezd paraméterek mellett: 98°C 30
masodperc, 55°C 10 masodperc, 72°C 20 mésodperc és végiil 72°C 1 percig. A kapott PCR
termékeket agaroz gélen (1.2%) méret szerinti elvalasztassal, gélelektroforézissel
ellendriztiik. A P1/P7 univerzalis primer az egész 16S és 16-23S intergenikus szakaszt
felszaporitja (1784 bp).

Nested PCR

A masodik PCR reakcidhoz, olyan primereket hasznaltunk, amelyek az univerzalis
primerek altal felszaporitott részen beliil helyezkednek el. Ez a moddszer a kimutatas
érzékenységét jelentdsen noveli.

A nested-PCR reakcioelegy (15ul) tartalmazta az 1ul 1/40 higitott P1/P7 PCR
ternéket, 0.75-0.75pl fO1-r01 primer szekvencidkat (10 pmol/pl), 0.3 pul ANTP mixet (10
mM), 5X Phire puffert 3pul mennyiségben és 0.3 pl Phire polimeraz enzimet, valamint 9.4 pl
MQ tisztasagu vizet. A reakcidkat ugyanazokkal a paraméterekkel végeztiik el, mint az
egyszeri PCR esetében. A kapott PCR termékeket (1100 bp) agardz gélen (1.2%) méret
szerinti elvalasztassal, gélelektroforézissel ellendriztiik.

Vizsgalatink legelején még nem rendelkeztiink 'Ca. P. prunorum’ kontrollal, igy
pozitiv kontrolként a 16Srl csoportba tartozo Aster Yellows fitoplazmaval fert6zott Tagetes
DNS mintét hasznéltunk. Ebben az esetben az elsé PCR soran fitoplazma fert6zés esetében
kapunk jelet, azonban a 16SrX csoportra specifikus nested-PCR végén mar nem kaptunk

terméket.
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5. tablazat: A 16SrX csoportba tartozo fitoplazmak kimutatasara és azonositasara
felhasznalt primerek

Gén Méret (bp) Prli‘r’;er Szekvencia (5' — 3')
- fP1 AAGAGTTTGATCCTGGCTCAGGATT
fP7 CGTCCTTCATCGGCTCTT
165r DNS o071 f01 CGGAAACTTTTAGTTTCAGT
r01 AAGTGCCCAACTAAATGAT

3.2.4. PCR termék tisztitasa és szekvenalasa

A kapott termékek egy részének bazissorrendjét a tisztitott PCR termékek
hagyomanyos Sanger szekvenalasaval is ellendriztiik. Ebben az esetben a PCR reakcidkat
Phusion High-Fidelity (Thermo Fisher Scientific) DNS polimeraz enzimmel végeztiik,
mely 3’—5” exonukledz aktivitassal rendelkezik. A fitoplazma specifikus PCR termékeket
1.2%-o0s gélbdl visszaizolaltuk és Thermo Scientific GeneJET Extraction Kit segitségével,
a gyartd utasitasainak megfelelden kitisztitottuk, majd 30 pul MQ vizben oldottuk vissza. A
Sanger szekvenalast a BIOMI Kft végezte. A szekvencidk Osszehasonlitasat CLUSTAL
Omega programmal, a filogenetikai elemzésekhez MEGA v.6 program Neighbor-joining
modszerét alkalmaztuk. A filogenetikai torzsfak vizsgalatanal az alkalmazott bootstrap

értek: >70% (1000 bootstrap ismétlés) volt.
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4. Eredmények és megvitatasuk

4.1. Kis RNS NGS-en alapulé virusdiagnosztikai eljaras technolégiai

leirasa

Munkank soran kidolgoztunk egy 1j, virus-eredetii kis RNS-ken alapulo
virusdiagnosztikai eljarast, mely segitségével a hazai sz616 iiltetvényekbdl izolalt kis RNS
konyvtarak elemzésével felmérhetjikk a szOlo iltetvények virus fert6zottségi allapotat. A
kidolgozott protokoll révid leirdsa és a legfontosabb észrevételek kiemelése (részletes
leirasa: Czotter és mtsai., 2018):

1) Mintagytijtés: A minta begytijtésének mddja és idopontja koriiltekintd tervezést
igényel, hogy elkeriiljiik a téves eredményeket ¢és kovetkeztetéseket. Fontos a megfeleld
idépont kivalasztdsa a virus koncentracid6 szezonalis fluktudcidjabol adddoan.
Tapasztalataink alapjan fas szartiak esetében a ndvekedési periddusban (aprilis-julius) valo
mintavétel a legidealisabb. A mintdk feldolgozéasat tekintve az egy egyed kiilonbdzo
szerveibdl izolalt RNS-ek, majd egy iltetvény tobb egyed RNS-ének kombinalasa
(,,poolozasa) megoldast jelenthet a fent emlitett problémak elkeriilésére.

2) RNS izolalas: A kivalé mindségli RNS izoldlasa és a fas szaruak esetében az
RNS extrakciot jelentdsen megnehezitd poliszacharidok és polifenolok eliminalasa
érdekében a mintainkbol Gambino & Gribaudo (2008) optimalizalt modszerével vontunk
ki minden esetben RNS-t a friss, vagy -70 °C-on tarolt mintakbol.

3) Kis RNS konyvtar készités: A konyvtar preparalas az Illumina TruSeq Small RNA
Library Prep. kit protokollja alapjan tortént. A jobb mindség elérése érdekében a
konyvtarakat 15-30pg RNS kivonat gélbdl tisztitott kis RNS frakciobol készitettiik.

4) Szekvendlas: Szamos cég kinal kiilonb6zd szekvenald platformokat. Ennek
megvalasztdsanal érdemes figyelembe venni, hogy a leolvasdsok mindsége fiigg az RNS
mindségétdl, valamint a read-ek szdma (szekvendlds mélysége) Osszefiigg a szekvenald
berendezéssel és az egy szekvenald lane-ben egyiitt szekvenalt konyvtarak szamatol is.
Mivel fas szartakban a virus-eredetii kis RNS-ek szama altaldban igen alacsony, ezért
tapasztalatunk szerint 10-12 konyvtarnal tobb egy lane-ben toténd szekvenalasa nem
ajanlott. A kis RNS konyvtarakat Illumina platformon szekvenaltattuk 50bp-0s

leolvasassal.
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5) Kis RNS read-ek bioinformatikai elemzése: A bioinformatikai elemzéshez
hasznalt programokat és 1épéseket az Anyag és mddszer részben részletesen ismertettem. A
modszer kidolgozésa soran legfobb célunk az volt, hogy megtalaljuk azokat a programokat
és elemzési beallitasokat, melyekkel a leghatékonyabban elemezhetéek kis RNS
szekvenalasi adataink. Az adatok hagyomanyos modszerekkel torténd validalasa alapjan
harom paraméterre egy-egy kiiszobértéket hatdroztunk meg, melyek esetében a virus
eléfordulasa a mintaban nagy valdszintiségli. A bioinformatikai elemzések eredménye egy
virus lista, melynek eredményei molekularis bioldgiai modszerekkel (pl. RT-PCR)

visszaigazolhatoak.

4.2. Szo6l6 iiltetvények virusfert6zottségének felmérése kis RNS alapu j

generacios szekvenalassal (NGS)

Vizsgalatainkhoz a mintazott sz6l6 iiltetvényeken random moédon, tiinetes és
tiinetmentes tokékrdl egyarant gyljtottiink mintat 2014 méjusadban, néhany esetben pedig
hajtatott mintaval dolgoztunk. A 14 termdiiltetvény fajtadsszetételét és korat tekintve is
rendkiviil valtozatos volt (2. tablazat). Annak érdekében, hogy atfogdbb képet kapjunk az
egyes lltetvényekben jelen levd virusokrol, az iiltetvény egyedeit reprezentaldo RNS
keverékeket (poolt) készitettiink az RNS kivonatokbdl. Ezekbdl készitettiink kis RNS
konyvtarakat, melyek az egyes sz016 iiltetvényeket (1-13 konyvtar) reprezentaltak, illetve
egy esetben ugyanazon iltetvény, kiillonbozd fajtait (14-18 konyvtar). Az elkészitett és
egyedi index szekvencidkkal ellatott kis RNS konyvtarakat Illumina platformon

szekvenaltattuk (8 minta/szekvenal6 lane).

4.2.1. A szekvenalas és minéségének meghatirozasa

A szekvenalasat kovetden az egyedi index szekvenciak alapjan szétvéalogatott
konyvtarak szekvenéldsanak mindségét minden esetben FASTQC programmal végeztiik. A
konyvtarak szekvenalasanak mindsége megfeleld volt, igy folytathattuk elemzésiiket. A
nyers szekvenaldsi adatok alapjan a szekvenalt konyvtarak 8-14 milli6 read-et, atlagosan
10.006.951 millio read-et tartalmaztak (1. melléklet). Ez a tendencia a szekvencidk
trimmelése utdn sem valtozott meg (atlag 9.366.732 milli6 read), nem volt jelentds a
szekvencia veszteség. A trimmelés sordn a szekvenalashoz sziikséges univerzalis indit6 és

adapter szekvenciakat tavolitottuk el a leolvasdsok végérérdl. Az alapelemzési lépéseket
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kovetden megsziintettiik a redundanciat adatainkban, vagyis meghataroztuk a nem-
redundans read szamot (560.000-1.6 millio/konyvtar), anélkiil, hogy a sz616 specifikus kis
RNS-ek eltavolitottuk volna adatainkbol. Elemzésiink kovetkezd 1épésében, a kis RNS
read-ek virus referencia genomokra valo illesztésével meghataroztuk a viralis eredeti kis
RNS-ek szamat. A viralis kis RNS szekvencidk illeszkedése a redundéans read-ek esetében
a kapott leolvasasok 2.3%-11.7%, mig a nem-redundans read-ek esetében 3.3%-13% volt
(1. melléklet).

4.2.2. Virus eredetii kis RNS-ek méreteloszlasa

A kis RNS-ek a kiilonb6zé novényi DCL enzimek hasitasanak eredményeként
keletkeznek. Arabidopsis thaliana névényben a DCL fehérjecsalad négy tagja (DCLI, -2, -
3 ¢és -4) ismert, melyek részt vesznek az endogén folyamatok szabalyozasidban és az
antiviralis RNS csendesitésben egyarant (Ruiz-Ferrer & Voinnet, 2009). A DCL4 felel6s a
21nt hosszusagu kis RNS-ek kialakuldsdért, a DCL2 22nt hosszusagu, a DCL3 24nt
hosszusagu kis RNS-ket vag a dupla szala RNS-bdl (dsRNS), mig a DCL1 szintén 21nt
hosszlisagu kis RNS-ket hasit. A négy Arabidopdis DCL enzim homologjait Vitis vinifera
genomban is azonositottak (Vv-DCL) (Zhao és mtsai., 2015). Kutatasukban kimutattak,
hogy Vv-DCLI1 egyetlen RNaz III domént tartalmaz, a Vv-DCL2 és Vv-DCL3-bdl
hianyzik a dsRB domén, tovabba a Vv-DCL4 nem tartalmaz PAZ domént. Ennek ellenére,
valoszintlileg teljesen funkcio képesek, mivel mintdinkban valamennyi méretli kis RNS
(21nt, 22nt, 23nt, 24nt) megtalalhato volt (6. abra).

Megvizsgaltuk a redundans kis RNS szekvencidink méreteloszlasat, ez alapjan a
tobbségiik a 21-24nt k6zotti mérettartomanyba tartozik (6. abra/A), ami azt is igazolta,
hogy maga, a konyvtarkészités sikeres volt. A kis RNS read-ek legnagyobb része 21nt
hosszusagli mérettartomanyba esett, mely tartalmazta a mikroRNS szekvencidkat is,
egybehangzoan korabbi vizsgalatokkal (Pantaleo és mtsai., 2010). A nem-redundans read-
ek esetében a 24nt hosszu kis RNS-ek tulsulya érvényesiilt (6. abra/B), valésziniileg a
transzkripcionalis géncsendesités kovetkezményeként (TGS). Az antiviralis géncsendesités
soran a DCL4 és DCL2 hasitja a virus eredeti dsRNS-ket kis RNS-ekre. A méreteloszlas
vizsgalatot a virus és viroid specifikus kis RNS-ekre sziikitve, azt tapasztaltuk, hogy
mintainkban a 21-22nt hosszt kis RNS-ek voltak a dominansak, ami alapjan feltételezhetd,
hogy sz6lében is a DCL2 és DCL4 enzimek jatszhatjak a kulcsszerepet a virus eredetii kis

RNS biogenezisben (6. abra/C).
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6. abra: Kis RNS read-ek méreteloszlas vizsgalata az egyes konyvtarakban
iiltetvényenként

A: trimmelt kis RNS-ek méreteloszlasa, B: nem-redunddns kis RNS-ek eloszldsa, C: virdlis eredeti,
redundans kis RNS szekvenciak méreteloszlasa
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4.2.3. Viralis kis RNS szekvenciak eredete a vizsgalt 18 sz616 iiltetvényben

A virusok jelenlétének meghatarozasdhoz a kis RNS szekvenciakat felillesztettiik,
valamennyi ismert novényi €s rovart fertdz6 virus referencia genomjara (read bwa). Ezt
kovetéen meghataroztuk, hogy egy adott virus genomjanak, hany %-ardl van szekvencia
informacionk (lefedettségi érték, %). Ezzel parhuzamosan a Velvet program segitségével a
kis RNS-cket atfed6 szakaszaik alapjan hosszabb RNS darabokat (un. kontigok) épitettiik
Ossze (Zerbino & Birney, 2008), majd az igy kapott hosszabb, kontig szakaszokat a virus
referencia genomokra illesztettiik fel (kontig blast).

A két eltérd stratégiai elemzéssel a 18 szO6l6 iiltetvényben a kovetkezd virusok
jelenlétét vizsgaltuk: Sz6l6 fert6z6 leromlas virus (Grapevine fanleaf virus, GFLV),
Arabisz mozaik virus (Arabis mosaic virus, ArMV), Szo6l6 levélsodrodas virus 1-3
(Grapevine leafroll-associated virus 1-3, GLRaV1-3), Sz616 A virus (Grapevine virus A,
GVA), Sz616 B virus (Grapevine virus B, GVB), Sz616 foltosodas virus (Grapevine fleck
virus, GFkV), Sz6l6 krommozaik virus (Grapevine chrome mosaic virus, GCMV),
Rupestris faszoveti barazdaltsag virus (Grapevine rupestris stem pitting-associated virus,
GRSPaV), Malna bokros torpiilés virus (Raspberry bushy dwarf virus, RBDV) és viroidok:
Koml6 torpiilés viroid (Hop stunt viroid, HSVd) és Sz6l6 sarga foltossag viroid
(Grapevine yellow speckled viroid 1-2, GYSVd-1 és 2).

Kis RNS szekvenalassal azonositott tovabbi, Magyarorszdgon ezel6tt nem leirt sz616t
fert6z6 virusok: Grapevine redglobe virus (Grapevine redglobe virus, GRGV), Grapevine
asteroid mosaic-associated virus (GAMaV), Grapevine rupestris vein feathering virus
(GRVFV), Sz0616 Syrah virusl (Grapevine Syrah virusl, GSyV1), Sz616 Pinot gris virus
(Grapevine Pinot gris virus, GPGV), Sz616 szatellit virus (Grapevine satellite virus, GSV).
A bioinformatikai elemzések részletes €s pontos eredményeit, valamennyi virusra, viroidra
¢és vizsgalt szO10 {lltetvényre vonatkozoan a 2. melléklet tablazatdban Osszesitettiik. Az
adatok elemzését kovetéen oOlyan kiiszobértékeket hatdroztunk meg, mely nagy
valésziniiséggel megmutatta az adott virus jelenlétet:

e Legaldbb egy virus-specifikus kontig 0sszeépitése, barmelyik kmer érték (kmerl3,
15, 17) alkalmazésaval.
o Lefedettségi %-érték magasabb, mint 40% a virusok és magasabb, mint 80%

viroidok esetében.
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Az eredmények és elemzésiik alapjan elmondhato, hogy a vizsgalt iltetvények
mentesek voltak GFLV, ArMV ¢és GLRaV2 virusfertéz¢éstl, mig sok esetben akar 13

kiilonboz6 virus, viroid egyidejli jelenlétét tapasztaltuk ugyanazon tltetvény esetében.

4.2.4. Szekvenalasi eredmények validalasa virus specifikus RT-PCR reakciéval

A kis RNS szekvenalasi eredményeket RT-PCR reakcioval vizsgaltuk és igazoltuk
vissza, melynek soran publikalt virus diagnosztikai primereket, illetve sok esetben sajat Kis
RNS szekvenciank alapjan tervezett primereket (3. tablazat) hasznaltunk. A kapott PCR
termékeket 1.2%-o0s agar6z gélen valasztottuk el, termékeinket klonoztuk és nukleotid
sorrendjiiket hagyomanyos Sanger szekvenaldssal is meghataroztuk. Ezt kdvetéen a virus
szekvencidk elhelyezésre keriiltek az NCBI GenBank nemzetkdzi adatbazisba (3.
melléklet).

A kis RNS NGS alapu virus diagnosztika eredményeit és Osszehasonlitasat az RT-
PCR eredményekkel a 6. tablazatban Osszegeztiilk. Az eredményeink azt mutatjak, hogy a
kis RNS NGS alkalmazhatosaga és megbizhatdsaga, mint diagnosztikai eszk6z virusonként
nagyon eltéré lehet. Igy az Gsszes azonositott virust, viruscsoportot kiilon targyaljuk a

tovabbiakban. A felsorolés a 6. tablazat sorrendjét koveti.

-59 -



YNJJOUIDLY [2AYANZS JVYOIVIDID] SNAIA 1]OADY | JNZSY S1 SD]DUIAYIZS AdBUDS [0.YIULID] D DY “[2-S ADRA
1yuLId) YD yunidpy uaqiluudwn ynjojal ja-1 124uguipald YO d4-L1Y Z¥ ‘(42921252 Yop1o.41a) 9508 (U2q1as2 YOSNAIA) %50t Julul
“1JON qqusp3vuL 2325)32paf2] woua3 sniia v ASva MWaj1d yunpnIazsso I1oUAYazs 31uoy (82 qqui3a] vy ‘231012( [ zv 1wl ‘DASNAIA
s0pp zv JopIvIvy Yunmdpy wou vy ‘231012 ) ¥ ‘110j2L [ S2 () (PMq prad 9sv]q 31U0D) 12AUGUIPILD YISIZWID]D 1DYIDULIOfUI0IG T

}NPI0JOI3 SNIIA
Nope ze joye ‘ewiezs ¥aAUaAIalIn

0

H
|

¥dd ~
emq peal IDIN 8L
jse|q Byuoa

¥od _
BM( peal SN 2L
3seiq BRuod |
¥od J2I1ZS9)
BMQ peal |SNIIA U3S3| PMIN 0L
)sejq Bpuod | 18zspusy
¥od _
emq peal €N SL
1se|q bpuoa

o|lo|o|o|o|o| ®

0
o

ol co|colf cofl <t < |0 | ||| w0 [N~

d2d _
emq peal N TL
1sejq bpuod

=)
-

o

[42 ¥2d ~
emq peal é Ag €L

jse|q Byuos

d0d
emd peal >001 Elar4?
Jse|q byuod

d2d _
emq pesal 2 NHZS LI
1sejq bpuod

¥2d ~
emq peal >00L H3 0L
jse|q Byuos

L d2d _
eMq peal & LHZS 6

yseiq bpuod

-60 -

d0d _
emq peal €L 138
jse|q Byuos

¥dd ~
emq peal 14 dd L
jse|q Byuoa

D— 1o T 1o T 197 (o T 191 1@ T 19 T 1 1er r1er e 1

d2d _
emq peal 9 dW 9
yselq bpuod

o)

dod
emq peal ¢ 076
1sejq bpuod

dod _
emq peal 9L dd ¥
jse|q Byuoa

d2d _
emq peal vl lH €
yselq bpuod

oo

¥0d ~
emq peal L Hd ¢
jse|q Byuos

o - -
©leof~|eo| Ti2eo|o| oo Slen| w1 o | e | <<~ @] T

Ll

o

dod ~
emq peal 174 ML L
1se|q bpuoa

o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|jo|o|o|o|o|o|o|o|ojo|o|o|o
o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o]| o
olo|o|ojo|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o(e|lo|o|o|o]| o

0L L 3
L 2

||| la| | |a] = ||| [ |[o|o| |||t ||| ||| ||| ||| || = ||| |||~ | = |~ |o|o|o |||~
L e R R e R e e e s e R e e e e e R e B e e e B R e e E e 7 1Y S E R R
~||o|o|lo|lo|o|ojo|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|oo|o|o|o|r|m|u]|o|lo|lo|ojo|o|o|o|o|o|o|e|e|o|e
o|o|o|o|o|o|o|ojo|o|o|o|o|o|o|olo|o|o|o|o|o|c|e|o|e|o|o|o|o|r|u|c|o|o|c|m|u|olo|lo|olo|o|c|o|o|o|o|o|e|o|e
—|o|e|r|v|o||r o]~ |a| |0l | (0| 0|0 |||~ |~ |0~ | |0 |||~ |~ 0]~~~ |||~ |~ || [0 ||
olo|n|o|o|u|c|cln|o|lran|o|r|ulc|cln|olrn|o|~|noc|rla|olr o|r|va|r|—a| ol un|oocln oo clclnloo|o|r o
|0 === =|=|=|a]|=|=|o|o||lo|o|o]|=|=||o|=|t| == || ==t =|=|n|=|=|0]e|e|e el e - -|o|o|o ===
-
—|=|o|o|o|o|=|[|a|||n]|—||t|—[—n|c|o|o|o|o|o|o|—|t|—|—|a|o|~|v|o|—|o|o|~|o|o|~|o|ojo|o|o|o|o|o|o|o|o|o|of @
—||o|o[—|o||[|a|||n]|o|~|o|o|o|o|o|o|o|||@a]|—|—|t|—|o|o|o|~|v|o|o|o||—|t]||—|o|—|—|o|oc|o|o|o|o|o|o|o|o
== || === = ||| = | =[O = ||| o|o|O| ot ||t~ |t|o|o|o|r|=|t =]~ tertoloo|o|oo ~—ln
=|=|o|olo|lo|o|o|o|o|o|o]r||u|o/c|o|o|o|o|o|o|o|m|rla|ojo|lo|o|o|o|r|o|a|m|—|u|oojo|ojo|o|o|o|o|o|o|e|o|lo|of v
o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o]|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|r |||« ||t/ o|o|o|o|o|o|o|o| «
| |n|o|o|o|r|rln|o|loo|r|r|ulo|ojo|o|lo|o|o|o|eor|ra|rm|r n|o|o|er|r|a - u|r|r|n o|o|lo|olejo|olo|o|o|r|—| @
olo|o|lojo|lo|o|lo|o|lo|lo|o|lo|oojo(o|lo|lo|jo|o|lo|o|ofo(o|jo|lo|jo|o|o|o|ofr|=|t|o|o|lo|lo|jojo|ojo|lo|o|o|jo|o|lojo|o|jo|o -

o|lo|o|o|o|o|of+|n|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|lo|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|r|o|lo|o|o|o|o|=|=|an|c|o

0

(=]

L 0
mau
uagAuanz)n - AedSy! A ] 2} e; e 1]
ABs MEm.N\MmMmE L-PASAD PASH ASS SAQEHADED D| AASD [AdAYD AdAND ABINVYO(ADYUD gAD | VAD | SABYTO |ZABHTD (LABYTOIAINDD| AWIY | ATTdD esndp ei0y post

H0Z0%010Y SIIEJIA ODIOIIA NOSnIAOWAL NSONJIARIA JOSNIIA SBPQIPOS|PA3] 9192  YosnJiAodaN sozwalg | Auamayn | Jesnkugy

2
™
o

NSONIIA J[8)ZS3) WaN [

eSB[R[30J9ZSSQ YOSL[0ZeSIeZSSIA YD - LU Z¢ S YIAUIWPaId SON SN M V 1eze[qe) *9



4.2.5. Kis RNS NGS, bioinformatika és molekularis biolégiai modszerek egyiittes

kombinacidjaval azonositott szol6 virusok

Sz616 krommozaik virus, GCMV

Az egyetlen Nepovirus nemzetségbe tartozd virus, melyet hazai mintainkban
detektaltunk, a GCMV volt. A sz616 virust a 12 DF tokaji iiltetvényben mutattuk ki (6.
tablazat). A virus kopenyfehérje (CP) génjének egy részét amplifikaltuk, majd
meghataroztuk aminosav szekvenciajat (7. abra). A filogenetikai vizsgalat soran
Osszehasonlitva a Nemzetkozi adatbazisban talalhatdo izoldtumok GCMV RNS2
kopenyfehérje szekvenciait, melyek szintén magyarorszagi eredetiek (Elbeaino és mitsai.,
2014), azt talaltuk, hogy azok egymassal kozelebbi rokonsagban allnak (t6bb mint 96%
hasonlosag a CP régioban), mint az altalunk azonositott varianssal (88-89% hasonlosag)
(8. abra). Az adatbazisban talalhaté magyar szarmazasi GCMV RNS2 izolatumok pontos
eredete azonban nem ismert, igy nem zarhatd ki azok ko6zos eredete sem. Ebben az esetben
feltételezhetd a GCMV variansunk 6nallo fejlodése, ami magyarazat lehet a tapasztalt

kiilonbségre.

M 1 2 3 45 6 78 9101 1213+K-K M 141516 17 18 +K-K

TK PH HT PP CS MP FP ET SZHT EH SZHU DF BV MK1 MK3 MK4 MK5 MK7
500 bp — \ —_ GCMV

s - ® “orbp

7. abra: Kis RNS NGS eredmények igazolasa virus-specifikus RT-PCR reakciéval
M: GeneRuler 100bp Plus DNS Marker, 1-18: a vizsgalt iiltetvények és azonositoik, +K: fertézott
novenybdl kivont RNS-rél irt cDNS templat, -K: MQ viz

ﬂr HG939485 H15 Hungary
HGI93%486 H2T Hungary
NC 003621 Refseq Hungary

— H(933484 H6 Hungary
MF100927 HUDF

b

—

0,005

8. abra: GCMV izolatumaink, a referencia genom és a GenBank adatbazisban
megtalalhato izolatumok filogenetikai kapcsolatanak vizsgalata
A z6ld dobozban a sajat szekvendlt virus izolatumaink talalhatoak, GenBank azonositoik alapjan.

-61-



Sz616 levélsodrodas virus 1 és 3 (GLRaV1-3)

A sz6l6 levélsodrodas virus csoport tagjai koziil két virust azonositottunk ¢&s
igazoltuk vissza jelenlétiiket az altalunk vizsgalt iiltetvény mintakban:

A GLRaV1 virust 6sszesen 9 mintaban detektaltuk (6. tablazat). Az RT-PCR
visszaigazolas soran hasznalt, az irodalomban publikalt primerekkel azonban nem tudtuk
mind a 9 mintaban kimutatni a virus jelenlétét (9. abra/A). A virus egy kevésbé variabilis
terveztiink, melyekkel a 9-bdl 8 mintaban sikeresen igazoltuk a GLRaV1 jelenlétét (9.
abra/A). A 13_BV mintaban azonban nem kaptunk PCR terméket. Ahhoz, hogy eldontsiik,
hogy vajon ebben a mintdban valoban jelen van-e ez a virus, a tovabbiakban az iiltetvény
pool helyett, visszanylUltunk a 13 BV iiltetvény egyedeinek RNS keverékeihez. Az
tiltetvényt alkotd egyedek RT-PCR vizsgalata esetében az 5 egyedbdl csupan 2-ben
kaptunk virus-specifikus terméket (9. abra/B). Ez megmagyarazza, mért nem tudtuk az

tiltetvény keverékbdl kimutatni a jelenlétét.

A M1 2 3 45 6 78 9101 12183+K-KM 14 1516 17 18 +K-K
TK PH HT PP CS MP FP ET SZHT EH SZHU DF BV MK1 MK3 MK4 MK5 MK7
300 bp — s : = :
= i <] 2320p
i GLRaV1
—_— S— o X
1000 bp— fm—y === — —_— —— —_— — S \ - <] 1032bp
1-18: a vizsgalt iiltetvények és azonositoik
B
M 123 4 5+ K
1000bp — Ny G GLRaV1

. 1032bp
1-5: 13_BViiltetvény 5 egyede

9. abra: A/Kis RNS NGS eredmények igazolasa virus-specifikus RT-PCR reakcidval,
B/ A 13_BV iiltetvény egyedeinek tesztelése GLRaV1 virus jelenlétére

M: GeneRuler 100bp Plus DNS Marker, +K: fertézott novénybdl kivont RNS-rél irt cDNS templat,
-K: MQ viz

Az izolatumok HSP70 génjének 1032bp hosszl szakaszanak filogenetikai elemzése
szerint - Kominek és munkatarsai (2005) kozleményében megjelentekhez hasonloan - a
genetikai valtozékonysaguk alapjan két, A és E csoportot lehetett elkiiloniteni (10. abra).
Tovabba az izoldtumok ¢és a referencia genom kozott csupan 82-92%-os hasonlosagot
tapasztaltunk, mely a virus nagymértékii valtozékonysagat mutatja. Valtozékonysaganak

koszonhetden a GLRaV1 virust a hagyomanyos diagnosztikai modszerek sok esetben nem
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tudjak kimutatni (Esteves és mtsai., 2013). Az NCBI GenBank tartalmaz egy
magyarorszagi eredetli, filogenetikailag E csoportba tartozd, GLRaV1 virus izoldtumot
(CSE_6.4.1.H) (Cseh és mtsai., 2013), mely azonos foldrajzi régiobdl szarmazik, mint a
mi HUTK és HUHT jelzésti mintaink, melyek az A csoportba klaszterezédnek. Ez arra
enged kovetkeztetni, hogy a fert6zés forrdsa, nem foldrajzi eredetli, hanem nagy

valdszinliséggel a fertdzott szaporitdoanyag lehet.

MF446628 HUSZHT

S794021 CSE.6.4.1.H Hungary
Bl AY754914 Svi2 5 Czech
33 MF446626 HUCS
— MFE77361 HUBV
MF446630 HUMK1
lu‘IFrieflEEE? HUEH

lu’ledGEQB HUDF
AYT54939 TI33 1 Slovak
MC 016509 RefSeq Canada |
MF446625 HUHT 7]

E': MF446624 HUTK
AYT754915 Sv15 1 Czech

E csoport

LTl

95

100

A csoport

0.0z

10. abra: GLRaV1 izolatumaink, a referencia genom és a GenBank adatbazisban
megtalalhato izolatumok filogenetikai kapcsolatanak vizsgalata
A zold dobozban a sajat szekvendalt virus izolatumaink taldlhatoak, GenBank azonositoik alapjan.

A GLRaV3 virust a 14 MK1 és a 15_MK3 konyvtarakban detektalta a kis RNS
szekvenalasi elemzés, mely eredménnyel az irodalomban publikalt primerekkel végzett

RT-PCR visszaigazolasi eredmények teljesen megegyeztek (11. abra).

M1 23 45 6 78 9101 1213+K-KM 141516 17 18 +K-K

TK PH HT PP CS MP FP ET SZHT EH SZHU DF BV MK1 MK3 MK4 MK5 MK7
500 bp — b — . <OGLRav3
__— ‘ | — ~-— 336bp
; : ;

11. abra: Kis RNS NGS eredmények igazolasa virus-specifikus RT-PCR reakciéval
M: GeneRuler 100bp Plus DNS Marker, 1-18: a vizsgalt iiltetvények és azonositoik, +K: fertézott
novenybdl kivont RNS-rol irt cDNS templat, -K: MQ viz

A két izolatum (HUMKI1 és HUMKS3) CP génjiik 336bp hosszu szekvenciajanak

filogenetikai analizise szerint 98%-ban megegyeznek, mig az amerikai referencia
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genomjukkal 91%-o0s hasonlosagot mutattak (12. abra). Az izolatumok rokonsagi
viszonyait a szO016 levélsodrodas virus csoportra jellemzd, HSP70 gén alapjan is
megvizsgaltuk, ahol izolatumaink két csoportra kiiloniilnek el az orszag kiilonb6z6
pontjairdl szarmazo mas, az adatbdzisban megtalalhatdé magyarorszagi izolatumokkal
(Cseh és mtsai., 2013) (12. abra). A 14 MKI1 és 15 _MKS3 mintak, bar azonos iiltetvényrol
szarmaznak, de két eltéré fajtat képviselnek. Mivel ezek a foldrajzilag azonos helyrdl
szarmazo valtozatok filogenetikailag eltértek egymastol, igy valoszinlibb, hogy a virus

variansok jelenléte szaporitdanyag eredetli, mint egy esetleges helyszini fertdzés

eredménye.

Cp KX701860 ISAB-BR Brazil

KJ174518 Israel

(502352632 623 SouthAfrica
MF446631 HUMKA

KC953898 F31BRE Spain

MFB77862 HUMK3

65
43
57

99

93— NC 004667 USA
| AJB06338 AUSG 5.2 Austria

AJB0B347 55 5.1 Italy

0.005

HSP70
apr HE794023 2.2 Hungary

MNC 004667 Ref Y1 USA
AJT48512 AUSGSE-5 Austria
MF391899 HUMK1 Hungary
HET794025 4.2 Hungary
HET794024 3.5 Hungary
AJT48510 AUSGE-2 Austria
DQ780889 C5-1 China
KJ174518 Israel
MF991900 HUMK3 Hungary
o HET794022 1.4 Hungary
41| KX701860 ISAB-BR Brasil
(502352632 623 SouthAfrica
EF508151 New Zealand

97

12. abra: GLRaV3 izolatumaink CP és HSP70 génjének, a referencia genomok és a
GenBank adatbazisban megtalalhat6 izolitumok filogenetikai kapcsolatinak
vizsgalata

A z6ld dobozban a sajat szekvendlt virus izolatumaink talalhatoak, GenBank azonositoik alapjan.
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Sz616 A és B virus (GVA, GVB)

Két, a Vitivirus nemzetségbe tartoz6 virus jelenlétét mutattuk ki: a GVA virust 5
tiltetvényben, mig a GVB virust 2 iiltetvényben detektaltuk (6. tablazat, 13. abra/A, B). A
12 DF mintaban valés jelenlétiik nem volt egyértelmli. Annak ellenére, hogy PCR
terméket kaptunk és klonoztuk azt mindkét virus esetében, a kis RNS NGS eredmények a
GVB virust egyaltalan nem jelezték elére, és a GVA esetében sem volt egyértelmii
jelenléte az iiltetvényben. A kérdés tisztazasara teszteltiik az 12 DF iiltetvény egyedeit a
GVA és GVB virusokra. Igy fény deriilt arra, hogy az iiltetvény egyetlen egyede volt

fert6zott a virusokkal (14. abra/A,B), ami csokkentheti a modszer érzékenységét.

A M1 2 3 45 6 78 9101 1213+K-K M 14 1516 17 18 +K-K
TK PH HT PP CS MP FP ET SZHT EH SZHU DF BV MK1 MK3 MK4 MK5 MK7
300bp — — VA
.- .o = = e 272bp
B
500 bp — e oo = GVB
- - - TE £ - sonp

13. abra: Kis RNS NGS eredmények igazolasa virus-specifikus RT-PCR reakcioval
A/GVA, B/GVB virus esetében

M: GeneRuler 100bp Plus DNS Marker, 1-18: a vizsgalt iiltetvények és azonositoik, +K: fertézott
novénybdl kivont RNS-rél irt cDNS templat, -K: MQ viz

1 2 3 4 5 6 7 8
ﬂl 23 12 3123123123 M1 231231 23+KK
S00bp——- =
— - —
B 1 2 3 4 5 6 7 8
M1 23 123123123123 M1 2312131 23+KK
S00bp—s

14. abra: A 12_DF iiltetvény egyedeinek tesztelése A/GVA és B/GVB virus jelenlétére
M: GeneRuler 100bp Plus DNS Marker, 1-8: DF iiltetvény 8 egyede, +K.: fertézott névénybdl
kivont RNS-#6l irt cDNS templat, -K: MQ viz

GVA virus izolatumok filogenetikai vizsgalatuk szerint, az olaszorszagi eredetii
referencia genommal (NC_003604) 85-90% hasonlosagot mutatnak, valamint

izolatumaink, mas eurdpai eredti GVA varidnsokkal egytitt az I. filogenetikai csoportba
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tartoznak (Goszczynski, 2014) (15. abra/A). A GVB variansok esetében nagyobb mértéki
genetikai variabilitast tapasztaltunk: az izolatumok 85%-o0s hasonlésdgot mutattak
egymassal Osszevetve, ennek megfelelden kiilonb6z0 rokonsagi csoportokba tartoztak

(Fonseca és mtsai., 2016) (15. abra/B).

JMBE0999 IH23 Paland -
AF00T415 PA3 Israel
MF446634 HUTK
KR091886 SK13 Slovakia
MF446636 HUSZHT
LK937679 954 Greece

30 NC 003604 Refseq ltaly
a1 DQE55084 GTG11-1 South Africa
MF497537 HUDF
48 MF446635 HUCS
MF446637 HUBV -
DQ855083 KWWVMo4-1 South Africa 11 csoport
DQ787953 GTR1-1 South Afica T[T csoport

39

85

I csoport

b

005

99 Kx268371 GP.3 Portugal
B0 £JX51389T 3138-01 USA
96 MF446632 HUHT
GU733707 GVB-H1 South Africa
MF446633 HUMK3
1007 GVB RefSeq Italy
' KJ524452 953-1 South Africa

o
0,02

15. abra: A/GVA és B/GVB izolatumaink, a referencia genomok és a GenBank
adatbazisban megtalalhat6 izolatumok filogenetikai kapcsolatanak vizsgalata
A zold dobozban a sajat szekvenalt virus izolatumaink taldlhatoak, GenBank azonositoik alapjan.

Az eredmények szerint a kis RNS NGS alapu virus diagnosztikai eljaras a Vitivirusok
esetében is jol miikodott. Azonban eredményeink alapjan arra a megéllapitasra jutottunk,
hogy ha iiltetvény pool sok nem fertézott egyed RNS kivonatait is tartalmazza, az
jelentdsen csokkentheti a kimutatas érzékenységét és tovabbi kiegészitd vizsgalatok nélkiil

az egyenl6tlen, enyhe fertdzések nem mutathatéak ki egyértelmiien.
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Sz616 foltosodas virus (GFKV)

A GFKV virus az egyik legelterjedtebb virusnak bizonyult vizsgalatunk soran: 18-bol
14 iiltetvény esetében tapasztaltunk GFkV fertdzottséget. A kis RNS NGS alapt virus
diagnosztika és a virus RT-PCR visszaigazolasa a legtobb esetben, Osszhangban allt
egymassal (6. tablazat, 16. abra). A 8 ET mintanal azt tapasztaltuk, hogy az irodalmi
primerekkel nem volt sikeres a PCR alapu visszaigazolas, igy a kapott kis RNS
szekvencidk alapjdn 10j primer part terveztink a virusra, mely hasznalatdval

alatamasztottuk az adott tiltetvényben a virus jelenlétét (16. abra).

M1 2 3456 72891011 1213+4K -K MI14 15 16 17 18 +K K

TK PH HT PP CS MP FP ET SZHT EH SZHU DF BV MK1 MK3 MK4 MKS5 MK7
200 bp— =k «
P — —— -— D — — -- - 179bp
GFkV
400 bp— -
e et - D e — pep— eawes ¢ 350bp

16. abra: Kis RNS NGS eredmények igazolasa virus-specifikus RT-PCR reakcioval
M: GeneRuler 100bp Plus DNS Marker, 1-18: a vizsgalt iiltetvények és azonositoik, +K: fertézott
novénybdl kivont RNS-rél irt cDNS templat, -K: MQ viz

A GFKV izolatumok filogenetikai elemzése nagymértékii variabilitast mutatott: 85-
95%-0s hasonlosag az olasz referencia szekvenciaval (NC_003347) (17. abra). Az 5 CS
minta esetében azt a megfigyelést tettiik, hogy a kloénozott PCR termék szekvencidja
alapjan az izolatum nem GFkV, hanem GRVFV (az izolatum NCBI GenBank azonositdja:
MF461275) eredetii, ami a két virus magas szintli hasonlosagara utalhat. A Tymovirusok
kozeli rokonsagban allnak; sok esetben egyiitt is élhetnek ugyanabban a ndvényben; a
GFkV virusrdl ismert GRGV-al, GAMaV-al és GRVFV virussal vald egyiittes
eléfordulasa (Sabanadzovic és mtsai., 2000) és néhany esetben GSyV1-el is, ezért nem

meglepd, hogy ezeket a virusokat a legtobb mintdnkban detektalni tudtuk.
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MF446641 HUTK
MF446643 HUHT
MF446642 HUPH
KF594429 1d Macedonia

MC 003347 RefGen Italy
MF446648 HUEH
K.J4B6278 E95 Spain

Jof3 [ MF446644 HUPP
[MF44554? HUSZHT

5234 MF446645 HUMP
1‘|£r HQE88990 CI-1155 Chile
HMEB36651 GFKV-4527 Chile
100 L— MF446652 HUMK3

MF446651 HUMK1
[ MF446650 HUBV
15[ MF446653 HUMKT
5| MF446646 HUET
MF446649 HUDF

| MF461275 HUCS GRVFEV
L NC 034205 RefSeq GRVFV

0.05

17. abra: GFKV izolatumaink, a referencia genom és a GenBank adatbazisban
megtalalhato izolatumok filogenetikai kapcsolatanak vizsgalata

A z6ld dobozban a sajat szekvendlt virus izoldtumaink talalhatéak, GenBank azonositoik alapjan.
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Grapevine redglobe virus (GRGV)

A GRGV virus hazédnkban egy altalunk jonnan azonositott sz616 virus. Eurdpa
kiilonbozé teriiletein korabban mar jelentették a virus eléfordulasat (Sabanadzovic és
mtsai., 2000; Beuve ¢és mtsai., 2015; Cretazzo és mtsai., 2017; Voncina ¢és mtsai., 2017),
valamint Brazilidban is megtalaltdk a korokozot (Fajardo és mtsai., 2017). Szekvenalasi
adataink tobb iiltetvényben is jelezték a virus lehetséges eléfordulasat (6. tablazat), majd a
visszaigazolassal 7 iltetvényben sikeriilt alatimasztani jelenlétét (18. abra). A GRGV
virust az orszag kiilonboz6 régioiban is megtalaltuk; a szekvenalt torzsek 87-95%
hasonlésadgot mutattak a referencia szekvencidval (NC 030693), ezt a valtozékonysagot
mutatta szamunkra a variansok rokonsagi kapcsolatanak vizsgalata is (19. abra). A Red
Globe egy californiai eredetli csemegesz6l6 fajta. Termesztését, Sabanadzovic szerint,
Olaszorszagban kezdték meg eldszor, igy feltételezik a virus olaszorszagi eredetét. A
kiilonb6z6 izolatumok variabilitasa és a tény, hogy a GRGV eddig nem fordult el
Csehorszagban és Szlovakiaban — még NGS vizsgalattal sem (Eichmeier és mtsai., 2016) —
alatdmasztja azt a feltevésiinket, hogy a virus nem Ko&zép-Eurdpai eredetli, hanem
valoszinlileg az eltérd foldrajzi szarmazast fert6zott szaporitdoanyaggal keriilhetett be a

térségbe.

MT 234567 389101011 2I34K-KMI4 151617 I8 +K K
TK PH HT PP CS MP FP ETSZHT EHSZHUDF BV MK1 MK3 MK4 MK5 MK7

ooe . < _ s <« GRGV
500 bp—juy S - - e e @ 538bp

18. abra: Kis RNS NGS eredmények igazolasa virus-specifikus RT-PCR reakcioval
M: GeneRuler 100bp Plus DNS Marker, 1-18: a vizsgalt tiltetvények és azonositoik, +K: fertézott
novénybol kivont RNS-rél irt cDNS templat, -K: MQ viz

g5 | MF510392 HUTK
74 4' MF510397 HUSZHU

MF510394 HUPP

MC 030693 RefSeq Graciano-T101 Spain

MF510396 HUSZHT
KX828704 CF-BR Brazil

ﬂ,i MF510393 HUHT
MF510398 HUBV

100 MF510395 HUET
| AF521977 ltaly

46

34

0.m

19. abra: GRGV izolatumaink, a referencia genom és a GenBank adatbazisban
megtalalhato izolatumok filogenetikai kapcsolatanak vizsgalata
A z6ld dobozban a sajat szekvendlt viru izolatumaink talalhatoak, GenBank azonositoik alapjan.
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Grapevine asteroid mosaic associated virus (GAMaV)

A GAMaV szintén egy olyan virus, mely hazankban val6 eléfordulasa kordbban nem
volt ismert. Jelenlétét 8 mintaban detektaltuk a kis RNS NGS és az RT-PCR
visszaigazolasok soran (6. tablazat, 20. abra). Annak ellenére, hogy 1994 6ta ismert a virus
(Boscia és mtsai., 1994), nagyon kevés szekvencia informacié all rendelkezésiinkre vele
kapcsolatban. Referencia genomjat (NC_031692) 2016-ban tették kozzé a NCBI GenBank,
és azota - koszonhetéen az NGS alapu kutatasoknak is - leirtak a virust Kanadaban (Xiao
& Meng, 2016) és Franciaorszagban (Candresse és mtsai., 2017a). A 8 klonozott izolatum
94-96%-ban azonos a referencia genommal, mig egymassal 93-96%-o0s egyezést mutatnak.
A filogenetikai vizsgalat szerint a magyar GAMaV izolatumok kiilonb6z6 foldrajzi
szarmazasu variansokkal képeznek rokonsagi csoportokat (21. abra), igy a virusfertdzott
szaporitdoanyag hasznalata a legkézenfekvObb magyardzata a kiilonb6z6 GAMaV variansok

elterjedésének az orszagban.

MT 23 4567 89101 213+4-KMIHMI 1617 18 +K-K

TK PH HT PP CS MP FP ETSZHT EHSZHU DF BV MK1 MK3 MK4 MKS5 MK7

500 bp— ' ;
e . S - - o - <« GAMaV
] . 405bp

20. abra: Kis RNS NGS eredmények igazolasa virus-specifikus RT-PCR reakcioval
M: GeneRuler 100bp Plus DNS Marker, 1-18: a vizsgalt iiltetvények és azonositoik, +K: fertézott
novénybol kivont RNS-rél irt cDNS templat, -K: MQ viz

—91|7 MF510405 HUEH
58 KU976280 Canada

43 L MF510406 HUSZHU
M— MF510399 HUTK
L MF510400 HUHT
FMN555305 Hungary
5 MF510402 HUCS
MF510403 HUMP

i’i MF510404 HUSZHT
NC 031692 Refseq USA GV30

— AJ249357 ltaly

75 1 MF510401 HUPP
\— K¥123917 CS France

45

74

0.005

21. abra: GAMaV izolatumaink, a referencia genom és a GenBank adatbazisban
megtalalhato izolatumok filogenetikai kapcsolatanak vizsgalata
A z6ld dobozban a sajat szekvendlt virus izoldtumaink talalhatoak, GenBank azonositoik alapjan.
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Grapevine rupestris vein feathering (GRVFV)

A GRVFV virus, egy olyan Tymovirus, melyet el6szor talaltunk magyarorszagi sz616
tiltetvényekben. A virust detektalasahoz egy teljes genom szekvenciat (AY706994) és az
1dokozben megjelent referencia genomot (NC 034205) (Reynard és mtsai., 2017) vettiink
alapul. Eldbbivel 11, utobbival 13 iiltetvényben azonositottuk a virust bioinformatikai
modszerekkel (6. tablazat). A francia referencia genom és a kaliforniai szarmazasu teljes
GRVFV genom szekvencia kozott 77%-os hasonlosagot taldltunk, ami a virus
nagymértékii variabilitdsara utal. Ez a valtozékonysag lehet az oka a virus sok esetben
sikertelen detektalasanak (Pantaleo és mtsai., 2010; Reynard és mtsai., 2017). A cDNS
szintézist ez esetben virus specifikus primerrel végeztik el, novelve a kimutatas
érzékenységét. Kis RNS szekvencidink alapjan tervezett primerekkel 9 {iltetvényben
kaptunk GRVFV specifikus terméket, de 4 mintaban nem volt sikeres az NGS eredmények

visszaigazolasa (22. abra).

M1 23 456 7 89 1011 1213+K-KMI14 1516 17 18 +K-K

1500 b TK PH HT PP CS MP FP ETSZHT EH SZHU DF BV MK1 MK3 MK4 MKS5 MK7
JUU Dpwey ~— ;
GRVFV
i - / 1413bp

22. abra: Kis RNS NGS eredmények igazolasa virus-specifikus RT-PCR reakcioval
M: GeneRuler 100bp Plus DNS Marker, 1-18: a vizsgalt iiltetvények és azonositoik, +K: fertézott
novenybdl kivont RNS-r6l irt cDNS templat, -K: MQ viz

A 9 izolatum 79-96% és 79-87% hasonldsagot mutatott az AY 706994 és NC034205
genomokkal, megerésitve a kiilonb6z6 virus izolatumok kozott mutatkozod diverzitast.
Tovabb vizsgalva a virus variansok sokféleségét, ugyanazon iiltetvény (HUCS1-2,
HUPP1-2, HUTK1-2, HUDF1-2) tobb egyedének szekvencidjat is meghataroztuk.
Filogenetikai elemzéslik ravilagitott, hogy egy tlltetvényen beliil toébb GRVFV virus
varians is el6fordul (78-92% azonossag az egyedek kozott) (23. abra). Az eset megmutatta
szamunkra, hogy kis RNS NGS eljarasnak nehézségei lehetnek a variabilis virusok pontos
¢és érzékeny diagnosztizalasahoz, habar magéanak egy Tymovirusnak a jelenléte pontosan

meghatarozhato6 volt.
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86 MF497525 HUTKZ

12 KX828705 TRAJ3-BR Brazil
£ MF497528 HUPP2
27 KY513702 Switzerland isolate CHASS
6 51 KY513701 RefGen France isolate Mauzac
a5 MF497526 HUPH
o MF497533 HUSZHU
MF497524 HUTK1
MF497529 HUCS1
MF497530 HUCS2
10) ———— MF497534 HUDFT
” L MF497535 HUDF2
MF497531 HUMP
7 MF497527 HUPP1
il . MF497532 HUSZHT
m@ama HUBV
AY706994 USA
002

23. abra: GRVFV izolatumaink, a referencia genom és a GenBank adatbazisban
megtalalhato izolatumok filogenetikai kapcsolatanak vizsgalata
A zold dobozban a sajat szekvenalt virus izolatumaink taldlhatoak, GenBank azonositoik alapjan.
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Sz616 Syrah virusl (GSyV1)

A GSyV1 Tymovirus széles korli jelenlétét korabban mar leirtuk magyarorszagi
iltetvényekben (Czotter és mtsai., 2015a). A szekvenalasi eredmények 15 mintaban
mutattak a virus eléfordulasat (6. tablazat). Igazolasahoz a virus mozgasi fehérje génjére
(MP) tervezett DetF-DetR primer parral (Al Rwahnih, 2009) 10 minta esetében kaptunk
virus specifikus terméket. Mig a koOpenyfehérje gén egy darabjdnak sokszorozasaval
(Sabanadzovic ¢s mtsai., 2009) maradéktalanul sikeriilt aldtdmasztani az NGS
eredményeket (24. abra). A virus elterjedtségére Csehorszagban és Szlovakiaban is
felfigyeltek, és nagyfoka véltozékonysagat tapasztaltdk a virus 5° feltételezett MP
régidra tervezett primerek diagnosztikai céli alkalmazasaval, mint esetliinkben is. Az
izolatumok CP génjének 720bp hosszll szakaszanak filogenetikai elemzése szerint - Glasa
¢s munkatarsai (2015) munkdja alapjan - a két f6 csoportba soroldédnak, egy izolatum
elkiiloniilve, a harmadik csoportot alkotja (25. abra). Megvizsgalva ugyanazon iltetvény
(11_TK) kiilonboz6 egyedeiben azonositott GSyV1 variansok (HU11TK2 és HU11TK9)
szintén nagymértékli variabilitdst mutattak, ami aldtdmasztja azon elképzelésiinket,
miszerint a Kozép-Europai GSyV1 varidnsok nagyobb mértéki valtozékonysagot

mutatnak, mint az Eszak-Amerikai valtozatok.

MT 23 45 6 73891011 2B3+K-KMI4 151617 8 1K -K

TK PH HT PP CS MP FP ET SZHT EH SZHU DF BV —MKI MK3 MK4 MKS5 MK7
-~ : s o — -
Gsyvl
400 bp— . ’
— e —— e —— — — "961)].)

24. abra: Kis RNS NGS eredmények igazolasa virus-specifikus RT-PCR reakcioval
M: GeneRuler 100bp Plus DNS Marker, 1-18: a vizsgalt iiltetvények és azonositoik, +K: fertézott
novenybdl kivont RNS-r6l irt cDNS templat, -K: MQ viz
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98 NC 012484 Ref USA
51 { FJ977044 GVQ USA

%) L k1005401 HUT1TKY

KX130754 TRAJ-BR Brazil
KP221256 SK30 Slovakia

KT005402 HU13Szht
KTO05400 HUTKZ

83

75

43

45

53

KT005398 HU4CS

ﬂ,i KT005403 HU15EH
GU5EE024 CI-5042 Chile

KT005404 HU1TSzhu

96

_{ KP221255 CZ210 Czech

0.005

25. abra: GSyV1 izolatumaink, a referencia genom és a GenBank adatbazisban
megtalalhat6 izolatumok filogenetikai kapcsolatanak vizsgalata
A zold dobozban a sajat szekvenalt virus izolatumaink talalhatoak, GenBank azonositoik alapjan.
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Rupestris faszoveti barazdaltsag virus (GRSPaV)

A GRSPaV a vilagon és hazankban is egy régota ismert, széles koritien elterjedt
szOlot fert6zé virus. A szekvenalasi adatok szerint azonban csupan 3 {ltetvényben
bukkantunk a virus nyomara, a virus jelenlét elfogadasara vonatkoz6 feltételeink alapjan
(6. tablazat). Ezzel éles ellentétben a publikalt, replikaz gén egy nagyon rovid szakaszat
amplifikalod, diagnosztikai primerrel végzett PCR reakcidéval 16 mintdban kaptunk virus

specifikus terméket (26. abra).

M1 23 456 7289 1011 12134K-KM 14 15 16 17 18 +K-K

TK PH HT PP CS MP FP ETSZHT EH SZHU DF BV MK1 MK3 MK4 MK5 MK7
200 bp—.... — ) G G e QD =0 o — = T — am» e - — & 155bp
GRSPaV
p—
1500 bp—puy —  — —— ™ ’_ l ” __1 <=" 1541bp
p—y !

26. abra: Kis RNS NGS eredmények igazolasa virus-specifikus RT-PCR reakcioval
M: GeneRuler 100bp Plus DNS Marker, 1-18: a vizsgalt iiltetvények és azonositoik, +K: fertézott
novenybdl kivont RNS-r6l irt cDNS templat, -K: MQ viz

A replikdz génrdl ismert, hogy alacsony proofreading aktivitds ¢€s gyakori
rekombinacids események jellemzik, ennek kovetkeztében a kiilonb6zd varidnsok
egylittélése ugyanabban a ndvényben eltérd virus varidnsok kialakuldsdhoz vezethetett
(Glasa és mtsai., 2017). Annak tesztelésére, hogy a GRSPaV specifikus readek szédma,
illetve a genom lefedettség novekszik-e, a bioinformatikai elemzéshez 5 kiilonbozd teljes
GRSPaV varians genomjat hasznaltuk. Az elemzés szerint, 40%-nal magasabb
lefedettséget csupan tovabbi 2 mintdban tapasztaltunk. A GRSPaV féként vegetativ
szaporitas Utjan terjed; ennek eredményeként, rendkiviil nehéz elimindlni a virust, mely
képes hosszi idon at egyiitt €élni a szO6l6 ndvénnyel (Meng és mitsai., 2006). Ez a
koevolucid kolcsonds elonydk révén a gazdandvény génexpresszidjanak valtozasahoz
(Gambino ¢és mtsai., 2012). Ennek kdszonhetd, hogy az egyiittélés kdvetkeztében a virus és
a gazdaszervezet kozotti védekezési reakcid egyensulyba keriilt. Egy masik magyarazat
szerint, GRSPaV koédolta silencing szupresszorok is gatolhatjak a virus eredetli kis RNS-ek
biogenezisét, de ennek igazoldsara tovabbi vizsgéalatok sziikségesek. A GRSPaV
izolatumok filogenetikai vizsgalata érdekében, egy hosszabb 3’ végi CP genom darabot
amplifikaltunk a virusbol. A magyarorszagi variansok az amerikai és Uruguay-i

izolatumokkal alkotnak kdzelebbi rokonsagi csoportot (27. abra).
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MC 001948 Ref 1 USA
MF538639 HUMKTY
MF538635 HUSZHT
MF538636 HUSZHU
MF538633 HUCS
MF538637 HUDF
KR528585 Tannat Uruguay
1003 MF538634 HUET
WF538638 HUBV
AY881626 SG1 USA
AY368530 SY USA

AY368172 PN USA
KR054734 JF China

100 I: KX274277 SK30 Slovakia
AYB81627 BS Canada

/5

]
74

100

100

100

0.0z

27. abra: GRSPaV izolatumaink, a referencia genom és a GenBank adatbazisban

megtalalhat6 izolatumok filogenetikai kapcsolatanak vizsgalata
A z6ld dobozban a sajat szekvenalt virus és viroid izolatumaink talalhatoak, GenBank azonositoik

alapjan.
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Grapevine Pinot gris virus (GPGV)

Virus diagnosztikai felmérésiink szerint a GPGV, mely hazdnkban egy ujonnan leirt
virus, rendkiviil elterjedt az altalunk vizsgalt iiltetvényekben: 17 iiltetvényben taladltuk meg
a virust (6. tablazat), melyet az RT-PCR alapu igazolas is alatamasztott szamunkra (28.
abra). Ahogy korabban emlitettiik, a szekvendlt, virus eredetii kis RNS-ek esetében a 21
nukleotid hosszu kis RNS-ek tulstlya a jellemz6, igy a GPGV esetében is ezt tapasztaltuk.
Azonban ezzel ellentétben, két mintaban (1 TK és 11 _SZHU) a 24 nt hosszi GPGV
Ezekben a mintdkban a virus specifikus read-ek szdma nagyon alacsony volt, azonban
mindkettében kaptunk 2-2 db GPGV eredetii kontig szekvenciat, melyek a genom 5’
régidjarol szarmaznak. Ezt a genom régiot megvizsgalva (155-235bp) azt talaltuk, hogy az
olasz referencia genom (NC 015782) ezen régidja kiilonbozik a tobbi adatbazisban levd
GPGYV teljes genom szekvenciatol, valamint tartalmaz egy szakaszt, mely illeszkedik a
Vitis vinifera szekvenciara. Hasonléan a GPGV els6 leirasahoz (Giampetruzzi és mtsai.,
2012), a bioinformatikai adatfeldolgozasunk soran mi sem tavolitottuk el a gazda/sz616
specifikus read-ket a virus diagnosztikai elemzés soran. igy a GPGV virusként azonositott
kis RNS szekvencidk ezekben a konyvtarakban alpozitiv/gazda eredetli szekvenciak
lehetnek, mely megmagyarazza méreteloszlasukat, valamint a kontig szekvenciak jelenléte
¢s a kis RNS-ek direkt illesztésével kapott eredmények kozotti ellentmondast. Tovabbi
kérdésként meriilt fel, hogy mért kaptunk ennek ellenére GPGV-specifikus PCR terméket a
11_SZHU mintaban (28. abra). Megvizsgaltuk az iiltetvény egyedeit ¢s azok kiilonb6z6
szerveit RT-PCR-el, kideriilt, hogy ezen a nagyon fiatal iiltetvényen csak egyetlen egyed
volt fertdzott, és csupan a fiatal levelekben és a hajtascsucsban volt kimutathatdo a GPGV
virus jelenléte (29. abra). A GPGV jelenlétét a 11 mintaban (14-18 azonos iiltetvény
mintait pooloztuk) Northern blottal is igazoltuk (30. abra).

M1 2 345 67 8 91011 12 13+(K-KMIWM 1516 17 18 +K K

TK PH HT PP CS MP FP ET SZHT EH SZHU DF BV MK1 MK3 MK4 MKS5 MK7
500 bp—

pr—

e — et ettt — — — — — [ —— «GPG‘7

411bp

28. abra: Kis RNS NGS eredmények igazolasa virus-specifikus RT-PCR reakcioval
M: GeneRuler 100bp Plus DNS Marker, 1-18: a vizsgalt tiltetvények és azonositoik, +K: fertézott
novénybol kivont RNS-rél irt cDNS templat, -K: MQ viz

-77 -



>

10_EH 11_SZHU B EHS5 SZHU1
1 23 451 2 34 5+K M1 2345-K+K123

g

1l

L

B —411 bp

IR

1-hajtas. 2- fiatal levél .3-idds levél. virag. 5-kacs

29. abra: A/10_EH és 11 _SZHU iiltetvény egyedeinek, B/EHS5 és SZHU1 egyedek
szerveinek tesztelése GPGYV virus jelenlétére

M: GeneRuler 100bp Plus DNS Marker, 1-8: DF iiltetvény 8 egyede, +K: fert6zitt novénybdl
kivont RNS-r61 irt cDNS templat, -K: MQ viz

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14-18 -K1 -K2
TK PH HT PP CS MP FP ETSZHT EH SZHU DF BV MK

GPGV RNS

IRNS

30. abra: Kis RNS NGS eredmények igazolasa Northern blot hibridizacioval a GPGV
virus jelenlétére

A GPGV jelenlétét minden iiltetvényben vizsgaltuk: 1-13/ iiltetvény pool, 14/ a 14-18 azonos
tiltetvények poolozdsdbol készitett RNS keverék. —Kl: egészséges sz6l6 RNS, -K2: Nicotiana
benthamiana negativ kontrol.

A 10_EH mintaban a felvitt RNS alacsony mennyisége, mig a 11 _SZHU mintanal az
alacsony GPGV koncentraci6 lehet az oka, hogy nem kaptunk specifikus jelet a vizsgélat
soran. A virus CP szekvenciajanak vizsgalata alapjan az izolatumok minimalis eltéréseket
mutattak, de filogenetikai vizsgalatuk soran eltér0 csoportokat alkottak és kiilonb6zo
foldrajzi eredetli izolatumokkal mutattak kdzelebbi rokonsagot (31. abra). Ez alatamasztja
azt a hipotézist, hogy a GPGV eurdpai eredetli €s a szaporitdoanyaggal, vagy a gyomndvény
rezervoarokbdl szarmazdan terjedhet (Bertazzon és mtsai., 2016), majd Eur6pabol kertilt el
a vilag mas tajaira (Wu & Habili, 2017). Terjedésében feltételezhetdéen a fertézott
novényekb6l szarmazd gubacsatka vektorok (Bertazzon és mtsai., 2017) jatszanak
szerepet, mely magyarazata lehet az 1 éves iltetvényben (11 _SZHU) vald egyenlétlen
jelenlétének. Nagymértéki elterjedtségének ellenére, a GPGV Aaltal okozott és megjelend
tiinetek ritkak, az altalunk mintazott egyedek koziil egy sem mutatott GPGV fertdzésre

utalé tlineteket. A latens és virulens torzsekre vonatkozd informaciok jelenlég még nem
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egyértelmiiek (Saldarelli és mtsai., 2015); azonban a MP-vég polimorfizmusa szerint,

valamennyi izolatumunk a latens csoporthoz tartozik, amelynek képvisel6i MP végiikon

rovidebbek 6 aminosavval.

87  MF538652 MK
MF538653 MK3

5 MF538647 SZHT1
MF538650 DF
27 | MF538656 MKT
MF538649 SZHU
45

MF538655 MKE

21 E3 I: MF538648 EHS

MF538651 BV1
18 MF538645 FPT

’ 49 MF538654 MK4

KX522755 Riesling25-3 Germany

1 MF538642 PP4

15 I: MF538643 CS

MF538646 ET1

KF134124 SK01 Slovakia

MF538641 HTE
MF538644 MP2

43 MF538640 PH4
[KF134123 SK30 Slovakia

17— KM491305 Mer France
KLU194413 BC-1 Canada

23

23

KR528581 Tannat Korea

L—— KT894101 TH USA

NC015782 Ref ltaly

0.005

31. abra: GPGV izolatumaink, a referencia genom és a GenBank adatbazisban
megtalalhato izolatumok filogenetikai kapcsolatanak vizsgalata
A z6ld dobozban a sajat szekvendlt virus izoldtumaink talalhatéak, GenBank azonositoik alapjan.
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Malna bokros torpiilés virus (RBDV)

2003-ban kozolték le elészor Szlovéniaban, hogy az RBDV virus természetes mdodon
képes fertézni sz616t (Mavric és mtsai., 2003). Azdta kevés erre vonatkozd informéciora
deriilt fény, 2012-ben azonban szintén megtalaltak a virust Magyarorszagon (Plesko ¢és
mtsai., 2012). Vizsgalatink soran egyetlen iiltetvényben (11 _SZHU) talaltuk meg a virust
kis RNS szekvenalassal (6. tablazat). A 11 _SZHU iiltetvény, egy nagyon fiatal, 1 éves
Furmint iltetvény, melyben a virus mindkét RNS-ét (RNS1, RNS2) sikeriilt RT-PCR-el
Kimutatni (32. abra/A), valamint az RNS1 esetében Northern blottal is kimutattuk a virus
jelenlétét (32. abra/B).

A M1 234567891011 121B3+KK MI4 151617 18+KK

TK PH HT PP CS MP FP ET SZHT EH SZHU DF BV MK1 MK3 MK4 MK5 MK7

- — <=, RBDV RNS1
1200 bpss = - - - 1324by

[ — =+op

V—
1200 bp — @ <« RBDV RN

ey (== - =

o ] 1243bp

1-18: a vizsgalt iiltetvények és azonositoik

13
B M2 C M12345+KK
Sy =) RBDV_RNS1
- RBDV RNS1 1200 bp— 1324 bp
E RBDV_RNS2
SN S RNS 1200 bp—== ™= e

1-5: 13 BViiltetvény 5 egyede

32. abra: Kis RNS NGS eredmények igazolasa Alvirus-specifikus RT-PCR
reakcioval, B/ Northern blot hibridizacioval az RBDV virus jelenlétére C/A 13_BV
iiltetvény egyedeinek tesztelése RBDV virus jelenlétére

A,CIM: GeneRuler 100bp Plus DNS Marker, +K: fertézétt novénybdl kivont RNS-rdl irt ¢cDNS
templat, -K: MQ viz,

B/RBDV _RNSI jelenlétét 11 SZHU iiltetvényben vizsgaltuk,. 3_HT pool alkalmazdsa negativ
kontrolkeént

Habar a 13 BV iiltetvényben is kaptunk RBDV specifikus kis RNS read-ket,
valamint mindkét RNS-e esetében a lefedettségi érték elérte a 40%-ot, ennek ellenére PCR
terméket nem kaptunk. Megvizsgaltuk ennek hatterét, visszanyulva az {ltetvény
egyedeinek RNS keverékéhez és egyenként megvizsgaltuk az egyedeket is. Az RNSI
esetében, egyetlen egyednél (BV2) kaptunk terméket a vart méret tartomanyban (32.
abra/C). Sanger szekvenalassal bizonyitottuk, hogy a BV2 egy RBDV specifikus
szekvencia, mely 98.6%-os hasonlosagot mutatott a 11 _SZHU izolatumunkkal. A BV2 egy
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Balafant, egy Osi, magyarfajta, amely sokaig jelen volt a gylijteményben. Felmeriil a
kérdés, hogy a virus hogyan fertdzhetett az orszag északkeleti részén.

A 11 SZHU RNS1, 1324bp hosszu szakaszanak filogenetikai elemzése szerint
jelentOsen eltér az egyéb, Rubus gazdaban talalt RBDV RNSI1 szekvenciaktol (33. abra).
(33. abra), mely szerint a tokaji eredetit RBDV izolatumunk koézelebbi rokonsagban all a
Szlovén Vitis szarmazasi izolatummal, mint a magyarorszagi VitiS V. varidnsokkal
(JQ928628 ¢s JQ928629). Ez azt sugallja, hogy a virus megjelenése szaporitéanyag

eredetil lehet.

RBDV_RNS1
a6 MNC 003739 Ref UK Rubus
39 KJOO7639 Ecuador Rubus
FREE7349 Sweden Rubus
AB948214 Japan Rubus
MF446639 SZHU
0,005
RBDV_RNS2
5E|:IEUTSEUBE Slovenia Vitis
B4 JQ928629 Hungary Vitis
100 JQ928628 Hungary Vitis
MF446640 SZHU
KJ007640 Ecuador Rubus
7 ABS48215 Japan Rubus
] 00— MNC003740 Ref UK Rubus
L FR687357 Belarus Rubus
—
0,005

33. abra: RBDV RNSI1 és RNS2 izolatumaink, a referencia genomok és a GenBank
adatbazisban megtalalhato izolatumok filogenetikai kapcsolatanak vizsgalata
A z6ld dobozban a sajat szekvendlt virus izoldtumaink talalhatéak, GenBank azonositoik alapjan
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Szolo szatellit virus (GSV)

A Sz0610 szatellit virust elészor Kaliforniaban talaltdk meg, dsSRNS szekvenalas révén
(AIRwahnih és mtsai., 2013b), majd Irdnban is leirtak jelenlétét (Candresse és mtsai.,
2017b). Mintainkban, 2 esetben (1_TK, 13 BV) azonositottuk a GSV virust (6. tablazat).
Az 1 TK mintdban RT-PCR-el (34. abra/A) és Northern blottal (34. abra/B) is sikeresen

igazoltuk a jelenlétét.

A M1 2 345 6738 91011121B3+K-K MM 15 1617 8+K-K

TK PH HT PP CS MP FP ETSZHT EH SZHU DF BV MK1 MK3 MK4 MKS5 MK7
— C—1
1000 Dp-m—s - = - +GSV
— - 1 [ — — 927bp

1-18: a vizsgdlt tiltetvények és azonositoik

C

GSV RNS M1 2 3 4 5 +K K
1000bP—t——
= - - GSV
C——

1-5: 13_BViiltetvény 5 egyede

34. abra: Kis RNS NGS eredmények igazolasa A/Virus-specifikus RT-PCR
reakciéval, B/Northern blot hibridizaciéval GSV virus jelenlétére, C/13_BYV iiltetvény

egyedeinek tesztelése GSV virus jelenlétére
A,C/M: GeneRuler 100bp Plus DNS Marker, +K: fertézétt novénybdl kivont RNS-rél irt ¢cDNS

templat, -K: MQ viz
B/GSV azonositisa az 1_TK iiltetvényben, 2_PH iiltetvény pool alkalmazdsa negativ kontrolként.

A 13 BV mintdban azonban az iiltetvény keverékben nem, csak az iiltetvény
egyedeinek tesztelése soran kaptunk specifikus terméket (BV4) (34. abra/C). Habar a GSV
“helper’ virusat még nem azonositottak, de megfigyelték, hogy egyik forrasa Vitivirussal és
kiilonb6z6é GLRaV virusokkal volt fertézve (Al Rwahnih és mtsai., 2013b). Esetiinkben a
1 TK ¢és 13 BV iiltetvényekben a GVA ¢és GLRaV1 virusok szintén megtalalhatdéak
voltak, ez alapjan feltételezhetd esetleges helper’ virus szerepiik, de ez jelenleg még nem

bizonyitott. A 925 bp méretii GSV klonunk (HUTK) szekvencia Gsszehasonlitasa szerint
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kozelebbi rokonsagban all a kaliforniai izolatummal, mint az irani eredettivel (35. abra),

crer

magyarazhato.
MF446638 TK Hungary
MC 0214801 USA
EY211673.1 Iran
0.005

35. abra: GSV izolatumaink, a referencia genomok és a GenBank adatbazisban
megtalalhato izolatumok filogenetikai kapcsolatanak vizsgalata
A zold dobozban a sajat szekvenalt virus izolatumaink taldalhatoak, GenBank azonositoik alapjan
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Komlé torpiilés viroid (HSVd)

Felmérésiink szerint, csaknem az 6sszes konyvtarunkban kaptunk HSVd eredetii kis
RNS szekvenciakat (6. tablazat). Méreteloszlasuk és polaritasuk a kovetkez6 mintazatot
kovette: a 21bp, 22bp ¢és 24bp méretii kis RNS-ek talstlya, valamint az szensz ¢és
antiszensz szalak egyenlé ardnyu jelenléte jellemezte, ami Gsszhangban allt Navarro és
munkatarsainak (2009) részletes viroidokra vonatkozé vizsgalataval (4. melléklet/B).
Bioinformatikai eredményeinket RT-PCR-el is sikeriilt alatamasztani (36. abra). Mivel a
kiilonbozé variansok HSVd szekvenciai nagyon hasonléak voltak, igy egyetlen tokaji
szarmazasu HSVd klon szekvencidjat hataroztuk meg (MK4). A HUMK4 izolatumunk
filogenetikai analizise azt mutatta, hogy 95% -ban azonos a referencia genomjaval,
azonban az eredetileg Egerbdl szarmaz6 ENTAVI115 Pinot noir német izoldtummal
(Navarro és mtsai., 2009, X06873) ¢és a masik hazai HSVd valtozattal (Y14050) nem all

kozeli rokonsagi kapcsolatban (37. abra).

M1 23 456 78 91011 1213+K-K MIHM 1516 17 1I8+K K

TK PH HT PP CS MP FP ET SZHT EH SZHU DF BV MK1 MK3 MK4 MK5 MK7
400 bp— < HSVd

npp—————— LTl - 297bp

36. abra: Kis RNS NGS eredmények igazolasa virus-specifikus RT-PCR reakciéval
M: GeneRuler 100bp Plus DNS Marker, 1-18: a vizsgalt iiltetvények és azonositoik, +K: fertézott
novénybol kivont RNS-rél irt cDNS templat, -K: MQ viz

100 | MF497538 MK4
99 L KC427097 USA

99 rDQdMMTS Brasil
Y¥14050 Hungary

MNC 001351 Ref Japan citrus

X06873 Riesling Germany
———d
02
37. abra: HSVd izolatumaink, a referencia genom és a GenBank adatbazisban

megtalalhato izolatumok filogenetikai kapcsolatanak vizsgalata
A z6ld dobozban a sajat szekvendlt vivus izoldtumaink talalhatéak, GenBank azonositoik alapjan
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Sz616 sarga foltossag viroid (GYSVd1, 2)

A SzOl6 sarga foltossag viroidot vizsgalataink soran Osszesen 16 mintaban
azonositottuk (6. tablazat). Ahogy a tablazatban is lathatdé, a GYSVdI viroid 16 mintaban
volt jelen, azonban a GYSVd2 viroid jelenlétére vonatkozé bioinformatikai elemzések nem
voltak olyan egyértelmtiek. A GYSVdI eredetii kis RNS-ek méreteloszlasat megvizsgalva
azt talaltuk, hogy a 21, 22 és 24 nukleotid hossztiak voltak talstilyban, azonban a 22nt
méretliek jelenléte nem volt olyan mértékben kifejezett, mint ahogy Navarro ¢és
munkatarsai (2009) vizsgalata soran a HSVd és GYSVdI esetében tapasztaltak a Pinot noir
fajtaban (4. melléklet/C). A GYSVd1l RT-PCR igazolasa sikeres volt, valamennyi minta
esetében (38. abra), azonban a GYSVd2 esetében specifikus PCR terméket egy esetben
sem kaptunk. Ezen eredmények arra utalhatnak, hogy a magyarorszagi iiltetvényekben
eléforduld variansok inkabb a GYSVdI viroidhoz allhatnak kdzelebbi rokonsagban. Ezt
kovetden a harom GYSVd izoldtumunk szekvencidjanak vizsgalata soran, melyek az
orszag kiilonbozd tdjairdl szdrmaznak, jelentds eltéréseket tapasztaltunk, ahogy ezt a
filogenetikai fa is mutatja (39. abra). A szekvenciak illesztésével olyan ’hot-spot’ régiokat
tudtunk azonositani, amely lehetdvé teszi mutaciok kialakulasat, azonban a Pinot noir

variansokra jellemz6 mutacidt nem taldltunk benniik (Navarro és mtsai., 2009).

M1 23 456 78 9101112B+«KK MIMI516 17 18+K K
TK PH HT PP CS MP FP ETSZHT EH SZHU DF BV MK1 MK3MK4 MKSMK?7

400 b .
Ly e pppp—— -H“ H- "?:3‘;‘;1

38. abra: Kis RNS NGS eredmények igazolasa virus-specifikus RT-PCR reakciéval

M: GeneRuler 100bp Plus DNS Marker, 1-18: a vizsgalt tiltetvények és azonositoik, +K: fertézott
novénybol kivont RNS-rél irt cDNS templat, -K: MQ viz
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E5 MF510390 PP
2 iJFMEHM China
MF510391 ET
X06904 Australia
ABT42222 India
KL6B6E664 Brasil
3 KTD00348 Czech
*87911 Germany
MF510389 HT
L JIN003B66 Iran

ik

MC 001920 Ref USA

0.

39. abra: GYSVdL1 izolatumaink, a referencia genom és a GenBank adatbazisban
megtalalhato izolatumok filogenetikai kapcsolatanak vizsgalata
A zold dobozban a sajat szekvenalt virus izolatumaink taldalhatoak, GenBank azonositoik alapjan

Eredményeink alapjan elmondhatjuk, hogy sikeriilt kidolgoznunk és alkalmaznunk
egy kis RNS-ken alapulo virus diagnosztikai eljarast, mellyel felmértikk 18 sz616 iltetvény
virus fert6zottségi allapotat. Az 0j modszer, a korabbi virusdiagnosztikai eljarasokkal
ellentétben a vizsgéalt mintdban levé Osszes koérokozo azonositasara alkalmas, azokrol
egyben szekvencia adatot is szolgaltat, melyekre j molekularis biologiai tesztek eljarasok
tervezhetéek. A virus specifikus kis RNS-ek 0jgeneracios szekvenalasaval azonositottunk

hat, Magyarorszagon eddig ismeretlen viralis koérokozot.
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4.3. Fitoplazma fertozottség vizsgalata kajszi iiltetvényekben

A gyiimolesfak fitoplazmés eredetii betegségei komoly problémat jelentenek a
gylimolcstermesztok szamara vilagszerte, szerepiik kiilondsen az utobbi években nétt meg
ugrasszertien. A kajszi fitoplazmas betegsége a csonthéjas fajokat veszélyezteti, hazdnkban
egyre novekvd problémdt okozva. Munkank soran Magyarorszag tobb, jelentds kajszi
tiltetvényének a Csonthéjasok Europai Sargulés fitoplazmaval (ESFY) valo fert6zottségét

vizsgaltuk.

4.3.1. Mintavétel és DNS izolalas levélszovetbol

A fitoplazmék eloszlasa és koncentracidja a novényen beliil szezondlis fluktudciot
mutat, mintavételre a legidealisabb a nyari és kora Oszi idOszak, amikor a tlinetek a
legkifejezettebbek, valamint a fitoplazma koncentracio is megfeleld a detektalasukhoz
(EPPO, 2017). A pusztuld, vagy mar elpusztult részekbdl a koérokozot mar nem lehet
kimutatni. A fitoplazma DNS legnagyobb mennyiségben a floém szovetekben talalhato, de
a levelekbdl és levélnyélbdl is jol kimutathatd a kérokozo.

A fitoplazma detektalashoz és DNS izolalashoz juliusi idészakban gyiijtott
levélszovetet hasznéltunk. Az Osszegylijtott mintdkbol az Anyag €s modszer részben
leirtak alapjan vontuk ki a DNS-t. Az igy nyert DNS mindségét NanoDrop® ND-1000
segitségével (5. melléklet), valamint a mintak 1.2%-o0s agar6z gél-elektroforézissel torténd
szétvalasztasdval ellendriztik. Az eredmények alapjan elmondhato, hogy tiszta

genominalis DNS kivonatot kaptunk, mellyel tovabb dolgozhattunk.

4.3.2. 16SrX csoport fitoplazmainak meghatarozasa nested-PCR-el

Az érzékenység ¢és specifitas fokozdsa érdekében nested-PCR modszert
alkalmaztunk. Bertaccini munkaja szerint (Bertaccini, 2007) a legtobb esetben, a mintaban
1évo fitoplazma DNS mennyisége kevesebb, mint a teljes DNS kivonat 1% -a; igy a
vizsgalata soran ezt a fitoplazma dusitasi technikat alkalmaztuk.

Az eljaras soran eldszor univerzalis (fP1 ésfP7) primereket hasznaltunk (5. tablazat),
melyekkel minden eddig ismert fitoplazmat ki lehet mutatni, ezért a fert6zottség

megallapitdsdra megfelelnek. Ezt kovette egy masodik amplifikécid, csoport specifikus
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primerekkel. Esetiinkben 16SrX csoport-specifikus, fO1 és rO1 (5. tablazat), 1071bp
nagysagu terméket amplifikald primereket alkalmaztunk, mellyel kevert fertézések esetén
egyben a fitoplazma csoport is azonosithatd. Ugy tapasztaltuk, a PCR reakciok soran, hogy

tobb DNS templat alkalmazésa sziikséges az egyértelmii kimutatashoz, igy 1-1.5 pl tiszta
DNS-t alkalmaztunk a reakcidokhoz.

4.3.2.1. Erdi Gyiimélcstermesztési Kutatéintézet mintainak tesztelése

NAIK Gyiimélcstermesztési Kutatointézet, Erdi Elvira Major teriiletén komoly
gyumolcskutatdsi munka folyik. Itt gyljtik és gondozzdk az Osszes Magyarorszagon
hivatalosan bejelentett, hazai termesztésre alkalmas fafajta mintapéldanyait. A kutatashoz
Elvira Major teriiletén taldlhaté izoldtorhazbodl, a régi és 0j torzsiiltetvényrdl, illetve a

termé Ultetvényrdl gyljtottiink kajszibarack levélmintakat és teszteltiik Oket az ESFY

jelenlétére.

Izolatorhaz

Az izolatorhazban 22 kajszi mintat teszteltiink fitoplazma jelenlétére. A mintavétel
soran végzett vizudlis tiinet felvételezés alkalmaval, az egyedeken fertdzésre utald
tiineteket nem lattunk, egészségesnek tiintek.
Az izolator hélo alatt, vektormentes kornyezetben nevelt, kizdrolag magyar fajtakbol allo

egyedek vizsgalatunk alapjan teljesen fitoplazma mentesek voltak (40. abra).

A M1 23456 7891011121314 15 M 161718 19 20 21 224K K

1000bp—== , —

500bp——— =

B M1 23 456 7 8 91011121314 15 M 16 17 18 19 20 21 22 +K K
= =

500bp — — —

40. Abra: EKrdi izolitorhaz mintak A/Univerzalis, B/16SrX csoport-specifikus
inditoszekvencidk alkalmazasaval kapott nested-PCR eredményének géleletroforézis
képe

M: GeneRuler 100bp Plus DNS marker, 1-22: 22 vizsgalt egyed, +K: Aster Yellows fitoplazmaval
fertozott Tagetes DNS kivonat, -K: MQ viz
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A tovabbiakban csak a nested-PCR vizsgalat végeredményének géleletroforézis képét

mutatjuk be.

Uj torzsiiltetvény

Az lltetvényt néhany éve telepitették az izolatorhazbol szarmazé magyar fajtak
szaporitdanyagaval. Az allomany nagy része egészségesnek latszott a mintavétel idején,
azonban jelentds rovarkartétel volt megfigyelhetd a fakon, leveleken. A vizsgalat soran
Osszesen 23 mintat teszteltiink az univerzalis és csoport-specifikus primerekkel. A nested-
PCR végeredménye alapjan 23-bol 8 minta volt fertdzott a 16SrX csoportba tartozo
fitoplazmaval az iltetvényen (41. abra). Mivel az izolatorhaz feltehetden virusmentes volt,
ez azt jelentheti, hogy az Uj torzsiiltetvénybe egészséges szaporitd anyag Keriilt, igy a

torzstiltetvények fertézottsége feltételezhetden fitoplazma vektor jelenlétének koszonheto.

M1 2 34 5*6 7 891011 12 131415 16 M1718*19202122 23 4K K

1000bp— g S —

500bp —ez

1L

41. abra: Erdi 1j torzsiiltetvény mintak nested-PCR végeredményének

géleletroforézis képe
M: GeneRuler 100bp Plus DNS Marker, 1-23: 23 vizsgalt egyed, +K: Aster Yellows fitoplazmdval

ertozott Tagetes DNS kivonat, -K: MQ viz, *: a jelolt PCR mintakat szekvenaltattuk
g J
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Oreg torzsiiltetvény

Az Oreg torzsiiltetvényrdl 12 mintat tudtunk tesztelni, ahol foként magyar fajtakat
telepitettek, illetve mintat gyljtottiink egy cseresznyefajtardl (Cseresznye Rita) is, mely
nagyon jellegzetes boszorkanysepriisodéses tiineteket mutatott. A kajszi fak kozott
talaltunk tiinetmenteseket, ugyanakkor jellemz6 fitoplazmas tiinetekkel is talalkoztunk.
A nested-PCR eredménye alapjan elmondhaté, hogy 5 mintidban talaltunk fitoplazma
specifikus terméket, koztiik a tiinetes cseresznye mintaban (11. minta) (42. abra). A 16SrX
csoportba tartozé fitoplazmék koziil a Ca. P. prunorum cseresznyén valo el6fordulasa

kozismert (Jarausch és mtsai., 1999b) és hazai el6fordulasat is leirtak (Viczian, 2002).

*
1 23 456 7 8 910 1112 +K -K
DN

1000bp—

NI =

42. abra: Erdi oreg torzsiiltetvény mintak nested-PCR végeredményének
géleletroforézis képe

M: GeneRuler 100bp Plus DNS Marker, 1-12: 12 vizsgalt egyed, +K: Aster Yellows fitoplazmdval
fertozott Tagetes DNS kivonat, -K: MQ viz, *: a jelolt PCR mintdkat szekvenaltattuk
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Termadiiltetvény

A piaci igényeket kielégitve a termdiiltetvényen néhany magyarfajta mellet, foként
francia fajtakat termesztenek (Flavorcot, Sweetcot). Az iiltetvényen szinte mindenhol, igy
a mintazott egyedeken is erdteljes fitoplazma fertdzésre utald tlineteket tapasztaltunk:
sargulas, levelek kanalasodosasa, sodrodasa. 9 fardl gytijtottiink mintat és teszteltiik oket.
Az iiltetvényben igen erdteljes fitoplazma fertdzottséget tapasztaltunk, amit a molekularis
vizsgalat is alatamasztott. 9-b6l 8 minta PCR pozitiv volt a 16SrX csoport-specifikus
primerekkel végzett reakciot kovetden (43. abra). llyen nagymértékben a fitoplazma
feltehetden a nem bevizsgalt szaporitdbanyag révén kerlilt be az iiltetvényhez, a fert6zés

elterjedéséhez még hozzdjarulhatott a francia fajtak nagyobb fogékonysaga a fertézésekkel

szemben.
* * %k %k * %
M1 2 3 4 5 6 7 8 9 +K K
1000bp—— W e ——— = Gy =
500bp —

43. abra: Erdi terméiiltetvény mintiak nested-PCR végeredményének géleletroforézis
képe

M: GeneRuler 100bp Plus DNS Marker, 1-9: 9 vizsgalt egyed, +K: Aster Yellows fitoplazmdval
fertozott Tagetes DNS kivonat, -K: MQ viz, *: a jelolt PCR mintakat szekvendaltattuk
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4.3.2.2. Balaton vidéki mintak tesztelése

A Kkajszi termesztés szempontjabol kedvez6 adottsagu termOhelyeket mintaztunk a
Balaton kornyékén. Mintat gyljtottiink be Balatonvilagoson, Siofokon és Zalaszanton
talalhaté iltetvényeken, ahol szinte kivétel nélkiil csak francia fajtakat vontak
termesztésbe. Jelenleg talstlyban vannak a magyar szarmazasu fajtak, de ha az qj
telepitéseket nézziik, akkor megallapithatjuk, hogy a kiilf6ldon nemesitett fajtak telepitési
aranya egyre jelentdsebbé valnak. Az eredmények szerint, valamennyi vizsgalt
terméiiltetvény erésen fert6zott volt 16SrX csoportba tartozo fitoplazmaval (44. abra). Ez
esetben szintén a nem megfeleld szaporitbanyag hasznélat, illetve a fajta érzékenység

allhat a fert6zés hatterében.

Balatonvilagos
%k
M1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12 13

1000bp — —— — — — —— ) D —  \—

500bp—

Siofok Zalaszanto

* *
M 14 15 16* 17 18 19 20 21 22 23 24 +K-K

— — R R SN —— — —_—
1000bp —

500bp—

44. abra: Balatoni mintak nested-PCR végeredményének géleletroforézis képe

M: GeneRuler 100bp Plus DNS Marker, 1-24: 24 vizsgalt egyed, +K: Aster Yellows fitoplazmdval
fertozott Tagetes DNS kivonat, -K: MQ viz, *: a jelolt PCR mintdkat szekvenaltattuk

-92-



4.3.2.3. Gonci termdtaj mintdinak tesztelése

A vizsgalt kajszi lltetvény Boldogkdvaraljan, a gonci termétajon helyezkedik el. A
kisérletet a Gyiimolesért Kft teriiletén végeztiik, 2010-ben telepitett Sherpa (4-9 minta) és
13 éves Tomcot (1-3 minta) fajtan, melyek kiilon iltetvényeken helyezkedtek el. Az
iiltetvényen jelentOs ardnyban voltak tiinetes, pusztul6 és elpusztult fak. 9 fardl gyijtottiink
mintat, melyek kozott egészséges ¢€s tiineteket mutatd egyedek is voltak. Mindkét fajta
esetében talaltunk fertézott egyedeket, illetve a koérokozo latens jelenlétére utal, hogy

egészséges egyedben (9. minta) is kimutattuk jelenlétét a korokozonak (45. abra).

* %
1 2 34 5 6 78 9 +K K

1000bp —

HHE =<

—— -_—

45. abra: Gonci termdtaj mintak nested-PCR végeredményének géleletroforézis képe

M: GeneRuler 100bp Plus DNS Marker, 1-9: 9 vizsgalt egyed, +K: Aster Yellows fitoplazmdval
fertozott Tagetes DNS kivonat, -K: MQ viz, *: a jelolt PCR mintakat szekvendaltattuk

-03-



4.3.3. Fitoplazma izolatumok szekvencia analizise

Tovébbi vizsgalatra, minden iiltetvényrdl kivalasztottunk egy-egy mintat (jelolve a
gélképeken), €s a csoport-specifikus primerrel kapott amplifikalt termékek tisztitasat
kovetden meghataroztattuk az adott lltetvényen azonositott izolatumok szekvencidjat.
Szekvencidikat Osszevetettik az NCBI adatbazisban el6fordulod, azonos filogenetikai
csoportba (16SrX) tartozo ’Candidatus Phytoplasma prunorum’, 'Ca. P. pyri’ és 'Ca. P.
mali’ variansok 16S rRNS génjének, a csoport-specifikus primerek altal hatarolt

szakaszaival BLASTn program (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov) segitségével.

A 16SrX csoport harom tagjanak 16S riboszomalis DNS szakaszai kozel azonosak,
erds konzervaltsagot mutatnak. A harom fitoplazma ezen régiojat tekintve csupan 1-1,5%-
os eltérés tapasztalhaté nukleotid pozicioikat tekintve (Seemiiller & Schneider, 2004). Az
altalunk izolalt termékek bazissorendjiiket tekintve 99%-os hasonldésagot mutatnak az
NCBI adatbazisban talalhat6 *Ca. P. prunorum’ izoldtumokkal, mig a *Ca. P. mali’ és ’Ca.
P. pyri’ izolatumokkal, szintén nagymértékben, 98%-ban azonosak. A 46. abran lathato

ezen izolatumok szekvenciainak illesztése.

Oreg toérzsiiltetvény
Uj térzsiltetvény
KT906152 mali 16S
CU469464 mali 16S
KX077200 pyri 16S
AJ542543 pyri 168

TTGGTAAGGTAATGGCTTACCAAGACTATGATGTGTAGCTGGACTGAGAGGTTGAACGGC
TTGGTAAGGTAATGGCTTACCAAGACTATGATGTGTAGCTGGACTGAGAGGTTGAACGGC
TTGGTAAGGTAACGGCTTACCAAGACTATGATGTGTAGCTGGACTGAGAGGTTGAACGGC
TTGGTAAGGTAACGGCTTACCAAGACTATGATGTGTAGCTGGACTGAGAGGTTGAACGGC
TTGGTAAGGTAACGGCTTACCAAGACCATGATGTGTAGCTGGACTGAGAGGTTGAACGGC
TTGGTAAGGTAACGGCTTACCAAGACLCATGATGTGTAGCTGGACTGAGAGGTTGAACGGC

Boldogkévaralja TTGGTAAGGTAATGGCTTACCAAGACTATGATGTGTAGCTGGACTGAGAGGTTGAACGGC
Terméiltetvény TTGGTAAGGTAATGGCTTACCAAGACTATGATGTGTAGCTGGACTGAGAGGTTGAACGGC
Zalaszantd TTGGTAAGGTAATGGCTTACCAAGACTATGATGTGTAGCTGGACTGAGAGGTTGAACGGC

AY029540_prunorum_16S
LT548618 prunorum 168
AJ542544 prunorum_ 168
Balatonvilégos

Siéfok

Oreg toérzsiiltetvény

TTGGTAAGGTAATGGCTTACCAAGACTATGATGTGTAGCTGGACTGAGAGGTTGAACGGC
TTGGTAAGGTAATGGCTTACCAAGACTATGATGTGTAGCTGGACTGAGAGGTTGAACGGC
TTGGTAAGGTAATGGCTTACCAAGACTATGATGTGTAGCTGGACTGAGAGGTTGAACGGC
TTGGTAAGGTAATGGCTTACCAAGACTATGATGTGTAGCTGGACTGAGAGGTTGAACGGC
TTGGTAAGGTAATGGCTTACCAAGACTATGATGTGTAGCTGGACTGAGAGGTTGAACGGC

R R R RS RS EE R E R EIEE R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R RS S

CACATTGGGACTGAGATACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAAGGAATTTTCGG

Uj térzsiltetvény
KT906152 mali 165
CU469464 mali 16S
KX077200_pyri 16S
AJ542543 pyri 165

CACATTGGGACTGAGATACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAAGGAATTTTCGG
CACATTGGGATTGAGATACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAAGGAATTTTCGG
CACATTGGGATTGAGATACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAAGGAATTTTCGG
CACATTGGGACTGAGATACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAAGGAATTTTCGG
CACATTGGGACTGAGATACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAAGGAATTTTCGG

Boldogkd&varalja CACATTGGGACTGAGATACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAAGGAATTTTCGG
Terméiltetvény CACATTGGGACTGAGATACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAAGGAATTTTCGG
Zalaszantd CACATTGGGACTGAGATACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAAGGAATTTTCGG

AY029540 prunorum 163
LT548618 prunorum 168

CACATTGGGACTGAGATACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAAGGAATTTTCGG
CACATTGGGACTGAGATACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAAGGAATTTTCGG
AJ542544 prunorum 168 CACATTGGGACTGAGATACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAAGGAATTTTCGG
Balatonvilégos CACATTGGGACTGAGATACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAAGGAATTTTCGG
Sidfok CACATTGGGACTGAGATACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAAGGAATTTTCGG

KAKKAAKAKAAAK A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A AR A A A A A A Ak Ak kA k ok kK%

46. abra: Részlet az egyes iiltetvényekrél szarmazo hazai fitoplazma izolatumok és az
NCBI adatbazisban talalhaté ’Ca. P. prunorum’, ’Ca. P. pyri’ és ’Ca. P. mali’
variansok osszevetésébol

Lathato, hogy a 'Ca. P. prunorum’ izolatumok, ha minimalisan is, de eltérnek a csoport masik két
tagjatol (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo). A szekvencidk kozotti eltérések az abrdan zold
szinnel vannak kiemelve.
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Habar a harom fitoplazma faj 16S rDNS szakaszai kozott a hasonldosdg magas,
néhany nukleotid eltérés tapasztalhatdo, mely alapjan a ’Ca. P. prunorum’ szekvencia
elemzéssel elkiilonithetd.

Az izolatumok a filogenetikai térzsfan 2 f6 agra kiiloniilnek el (47. abra). Az egyik
agon a ’Ca. P. prunorum’ variansok talalhatdéak, melyekkel PCR termékeink szekvenciai

kozeli rokonsagot mutattak.

Uj torzsiltetvény 16S
66 | AJ542544 prunorum 16S
Régi torzsiltetvény 16S

: Termdlatetvény 16S
Balatonvilagos 16S
AY029540 prunorum 16S

14
Boldogkdvaralja 16S

99 | Siofok 16S
Zalaszanté 169
LT548618 prunorum 16S
99| KT906152 mali 165
| CU469464 mali 16S

—— KX077200 pyri 16S
331 AJ542543 pyri 16S

0.0005

47. abra: A fitoplazma izolatumok filogenetikai tavolsagainak abrazolasa a 16S rDNS
génszakaszrol

Az elagazdason szerepld szamok az elagazas valosziniiségét jelolik szazalékos formaban, amelyet
1000 ismétlésben elvégzett bootstrap analizis soran kaptunk.

A szekvencia analizist kovetden kajszi mintdinkban egyértelmiien sikertlt
azonositani a ’Ca. P. prunorum’ (ESFY) koérokozét. Felmérésiink alapjan elmondhato,
hogy a korokozé a vizsgalt kajszi termesztd régiokban nagyon elterjedt. Azonban a 16S
rDNS gén nagyfoku konzervaltsdgabol kifoly6lag, a begytijtétt és megszekvenalt
fitoplazma szekvencidink varidbilitdsarol, rokonsagi viszonyairdl, szarmazasukrol nem
tudunk pontos képet alkotni. Az ESFY, ilyen széles korben vald elterjedése mogott,

feltehetden a nem megfeleld, fertdzott szaporitdanyag hasznalat all.
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5. Kovetkeztetések, javaslatok

AZ NGS technolégia virusdiagnosztikaban vald elsd alkalmazisa 6ta szamos
tanulmany igazolta, hogy a modszer bepillantast enged akar egyetlen egyed, akar egy egész
tiltetvény teljes virologiai allapotaba. Az altalunk vizsgalt 14 sz6l6 iiltetvény kis RNS
alapt NGS vizsgalataval kapott eredményeink is ezt a megallapitast tdmasztottdk ala,
felfedve szamunkra a virusok komplexitasat az egyes tlltetvényekben.

A Kkis RNS szekvenalason tul a kapott eredményeinkhez ¢és a hatékony
diagnosztikahoz eclengedhetetlen volt a kapott kis RNS szekvenciaink bioinformatikai
elemzése, mely folyamatos kihivast és fejlesztést jelentett munkénk soran, hogy a
legmegfeleldbb elemzési 1épéseket talaljuk meg. Standardizéltunk egy bioinformatikai
munkafolyamatot és azt konzekvensen alkalmaztuk az Osszehasonlitott konyvtarak
elemzésénél. A virusdiagnosztika mellett, a szekvenaldsi adatbol a bioinformatikai
elemzéseikbdl informacid nyerhetd az antivirdlis RNS csendesités egyes részfolyamatair6l,
Kis RNS-ek jellemz6irdl is sz616ben.

Eredményeink alapjan azt a kovetkeztetést vonhatjuk le, hogy mivel az egyes
bioinformatikai modszerek eltérd eredményeket adhatnak, igy az altaluk kapott
eredményeket validalni sziikséges egy fliggetlen modszer segitségével (RT-PCR, Northern
blot). A visszaigazolasi 1épés az eredmények igazoldsa mellett, egyben segitséget nyu;t
abban is, hogy a kis RNS-ek 01j generacios szekvenalasa a jovében, milyen paraméterek
figyelembe vételével ¢€s elfogadasaval hasznalhaté diagnosztikai célra. Valamint
megallapitottuk, hogy a kis RNS NGS alkalmazhatosaga és megbizhatosaga virusonként
nagyon eltérd lehet, igy sok esetben egyéni vizsgalatot igényel.

Vizsgalatunkban, a legtobb esetben a kis RNS NGS és molekularis modszerek
eredményei megegyeztek, azonban szdmos esetben tapasztaltunk eltéréseket a két
eredmény kozott. Ezen kiilonbségek lehetséges okainak feltdrdsa munkénk soran, szintén
hozzéajarult a kis RNS NGS alapu diagnosztika alkalmazhatésaganak kidolgozasahoz.
Eredményeink szerint ezen eltérések tobb okra vezethetdék vissza: (1) Sok esetben a
virusok és varidnsaik valtozékonysaga kovetkeztében az irodalomban ismertetett primer
szekvenciakkal végzett PCR reakciokkal sikertelen volt a virusok visszaigazoldsa. Ennek
kikiiszobolésére a hazankban fellelhetd izolatumok kimutatasara kis RNS szekvenciaink

alapjan szamos primert terveztiink munkank soran, melyekkel a visszaigazolasok mar
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altalaban sikeresek voltak. (2) Mas esetben, eredményeink alapjan arra a megallapitasra
jutottunk, hogy ha az iiltetvény egyedeinek RNS keveréke (pool) sok, nem fertézott egyed
RNS kivonatait is tartalmazza, az jelentdsen csokkentheti a kimutatas érzékenységét €s
tovabbi kiegészitd vizsgalatok nélkiil (RT-PCR, iiltetvény poolok kibontasa egyedekre) az
egyenldtlen, enyhe fertézések nem mutathatéak ki egyértelmiien. (3) El6fordult, hogy az
RT-PCR latszolag érzékenyebbnek tiint az NGS-nél (pl.: GRSPaV). Ebben az esetben
lehet, hogy a virusok ¢és gazdajuk kozotti koevolucios kdlcsonhatas miatt a virus eredeti
silencing szupresszorok jelenléte és aktivitasa befolyasolhatja a virus eredeti kis RNS-ek
biogenezisét, de ennek a hipotézisnek a teszteléséhez tovabbi vizsgalatok sziikségesek.
Eredményeink alapjan elmondhat6, hogy a harom modszer (kis RNS NGS, bioinformatikai
elemzés, RT-PCR visszaigazolds) kombindcidja  hatékony  virusdiagnosztikat
eredményezett, azonban a modszerek alkalmazasa €s 0sszehangoldsa tobb nyitott kérdést
¢s megoldando6 problémat vetett fel.

Mintainkat random modon gytijtottiik minden esetben, egy-egy tiinetet mutatd egyed
mintdzasa helyett, és e mintdkbol a virusdiagnosztikahoz RNS keverékeket készitettiink.
Az lltetvények egészségi allapotat igy felmérve, szamos hazankban ismert sz616t fert6zo
virust azonositottunk. Az iltetvények mentesek voltak GFLV, ArMV ¢és GLRaV2
virusoktol. A kotelezden sziirendd virusok koziil GCMV ¢és GLRaV3 fert6zottséget egy,
GVB esetében harom, mig GVA virus eléforduldsat 5 iiltetvényben tapasztaltuk. Korabbi
vizsgélatokkal és tapasztalatokkal megegyezden, ahogy varhat6 volt GLRaV1 és GFkV
sz¢éleskorll elterjedtségét tapasztaltuk. A legnagyobb meértékli fertézottséget a HSVd, a
GYSVdI viroid (14 és 13 iiltetvényben) és a GRSPaV virus (14 tltetvény) mutatta.

Az Ujgeneraciods szekvenalds egyik legnagyobb eldnye, hogy 1) virusok detektalasat
is lehetdvé teszi. gy sikeriilt leirnunk szdmos, hazankban ujonnan megjelent viralis
koérokozot, melyek meglepd modon orszagszerte széles korben elterjedtek voltak és az
egyes ujonnan megjelend virusok variansai esetében nagymértékii genetikai variabilitast
tapasztaltunk. Ilyen 0j virusok a GRGV, GAMaV, GRVFV ¢s meglepd moddon a
legnagyobb fert6zottséget mutatdo GSyV1 és GPGV virusok. Két iiltetvényben megtalaltuk
a kordbban hazankban sz6ldn mar leirt RBDV virust, illetve a vilagszerte még kevésbé
ismert GSV szatellit virust is. A dolgozatban szerepld virus izoldtumok szekvenciai és
adatai elhelyezésre kertiltek az NCBI GenBank, nemzetk6zi adatbazisban.

Eredményeinkbdl kitlinik, hogy a legtobb esetben az iiltetvények parhuzamosan tobb
virussal voltak fert6zddve, sok esetben 10-13, illetve 2-3 virus, viroid jelenlétét is

tapasztaltuk egy-egy iiltetvényben munkank soran. A jelenlevé virusok szama és az
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iltetvény kora kozott azonban nem taldltunk oOsszefliggést. Az egyik legfert6zottebb
tiltetvény (12_DF) tobb mint 100 éves és 12 virust detektaltunk benne, mig egy alig
egyéves lltetvényben (11 _SZHU) 9 virus egyidejii jelenlétét tapasztaltuk. Mindez arra
enged kovetkeztetni, hogy a nagymértékli fertézottség és tobb virus kevert fertézésének
egyiittes el6fordulasa a nem megfeleld, fertdzott szaporitdoanyag alkalmazasanak
kovetkezménye lehet. Ezt az elméletet timasztja ald a virusok és variansaik filogenetikai
vizsgalatanak eredménye, mi szerint egy adott virus foldrajzilag azonos helyrdl szarmazé
valtozatai filogenetikailag jelentsen eltérnek egymastol, ami alapjan kizarhato a helyszini
fertdzés lehetdsége. A virusok terjedésében az adatok alapjan a kereskedelemnek, az
ellendrizetlen szaporitéanyag hasznalatnak lehet a legnagyobb szerepe.

A nagy ateresztéképességli modszerek, példaul a kis RNS NGS-el végzett felmérések
folyamatosan informaciot szolgaltatnak szamunkra a ki{ilonb6z6 virdlis korokozok
jelenlétérdl, fontossagarol, tulajdonsagairol, és ezzel 0sszefliggésben tamogathatjak az 1j,
érzékenyebb tesztek kifejlesztését a rutin diagnosztikajukhoz. A fajtak és az alany
tiltetvények rendszeres ellenérzése, ilyen érzékeny modszerrel megakadalyozhatja a
fertdzott szaporitdoanyag liltetését ¢és segithet a szOldiiltetvények egészségének
megOrzésében.

Munkank tovabbi részét képezte a csonthéjasokat megbetegité *Ca. P. prunorum’
fertdzottség felmérése hazank fobb kajszi termesztd régidiban. E korokozd az elmult
évtizedben egyre stlyosabb karokat okozott Magyarorszagon. Molekularis diagnosztikai
modszerekkel végzett vizsgalatok alapjan megallapitottuk, hogy a *Ca. P. prunorum’ jelen
van, és elterjedt az altalunk mintdzott 5 kajszi termesztd régio illtetvényeiben. A
vizsgélatra kivalasztott, evoliciosan konzervalt 16S rRNS gén vizsgélata alapjan igazoltuk
a fitoplazma jelenlétét. Ahhoz azonban, hogy az egyes variansok valtozékonysagarol és
szarmazasukkal kapcsolatban kovetkeztetéseket tudjunk levonni, mas, nagyobb genetikai
valtozékonysagot mutatd gének (aceF, pnp, iImp) vizsgalata lenne sziikséges.
Eredményeinkbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a ’Ca. P. prunorum’, ilyen széleskorii
elterjedtségének hatterében szintén a nem megfelelden megvalasztott szaporitdanyag
hasznalat all. E mellett a fitoplazma nagymértékli pusztitdsahoz a kajszi tiltetvényekben,
hozzajarulhat a kiilfoldi fajtak telepitése, melyek érzékenyebbek lehetnek a fitoplazma

fert6zésekkel szemben.
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6. Osszefoglalas

A fas szart novényiiltetvények egészségiigyi allapotat nagymértékben befolyésolja
azok viroidokkal, virusokkal, illetve fitoplazmakkal valo fertdzottsége. Szamos betegség
terjedhet latens, vizualisan nem detektalhatdé formaban, mely kiindulopontja lehet a fiatal
iltetvényeken megjelend jarvanyoknak. A fajtatulajdonsdgok fenntartasa miatt vegetativan
szaporitott és hosszu évtizedekig fenntartott fas szaru novények egészségének kulcsa a
korokozd mentes szaporitdanyagok hasznalatanak és a fert0zések terjesztéséért felelds
vektorok elleni novényvédelemnek a kombindcidja. A jelenlévd koérokozok hatékony
kimutatasa pedig a hasznalt diagnosztikai modszerek érzékenységétol, megbizhatdsagatol
fligg.

Munkank célja a diagnosztikai modszerek tovabb fejlesztése volt, melyek alkalmasak a
sz016 {ltetvények virus fertdzottségének felmérésére, illetve 1j, eddig nem ismert
patogének azonositdsara. A kutatdsi program tovabbi részét képezte a kajszibarack
tiltetvényket karositd fitoplazmak detektdlasa, mivel a tapasztalatok alapjan a gytimolcsfak
fitoplazmas eredetli betegségei egyre komolyabb problémat jelentenek a termesztok
szamara vilagszerte.

Munkank soran a hagyomanyos diagnosztikai moédszerek (RT-PCR, ELISA) helyett,
egy alapvetéen U) megkozelitési modot hasznaltunk a sz6ld virus fertdézottségének
kimutatasara: a virus eredetii kis RNS-ek ujgeneracios szekvenalasat (kis RNS NGS).
Virusfertdzés soran a ndvény védekezd rendszere az RNS interferencia aktivalasaval virus
eredetli, a virus szekvencidjaval megegyez6 Kis RNS-ek (21-24nt hosszi RNS-ek)
keletkeznek. fgy az adott novény, vagy iiltetvény kis RNS-einek szekvenalasaval és a
szekvencidk bioinformatikai elemzésével a ndvényben jelenlevd Osszes korokozo jelenlétét
detektalni tudjuk, és atfogd képet kaphatunk az iiltetvényekben eléforduld ismert és a
novényen felbukkanod 0j korokozokrol. A modszer kidolgozasahoz sziikséges mintainkat a
korabbi virologiai gyakorlattal szemben nem tiinetes tOkékrdl, hanem egy iiltetvényt
reprezentald véletlenszertien elhelyezkedo tokékrol szedtiik, valamint egy toke tobb szervét
is begyljtottiik. Fas szaraakra optimalizalt, CTAB alapti mddszerrel RNS-t izolaltunk,
majd ezekbdl {iltetvény poolokat allitottunk eld. Az iiltetvényenként poolozott RNS
kivonatokbol Illumina protokoll alapjan kis RNS konytarakat készitettiink, melyeket nagy

ateresztd képességli, uj generacios szekvenalasra kiildtiik. Az ezt kdvetd bioinformatikai
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elemzések soran megprobaltunk egy standardizalhatd, visszaigazolhatdé eredményt adod
elemzési munkafolyamatot (’pipeline’) kidolgozni, melyet a kés6bbiekben rutinszeriien
lehet alkalmazni virusok, viroidok azonositdsra. A szekvenaldsi adatok bioinformatikai
elemzésével meghataroztuk a jelenlévd hazénkban ismerten eléforduld, valamint 1j,
hazénkban eddig nem ismert virusokat ¢és viroidokat az egyes mintdkban. Az eredmények
valddisagat eldszor bioinformatikai moddszerekkel, majd az eredeti RNS-ekrdl késziilt
CDNS-ekr6l virus specifikus primer szekvencidkkal végzett PCR reakcidval igazoltuk
vissza. A felmérés alapjan az iiltetvények GFLV, ArMV és GLRaV2 virusoktol mentesnek
bizonyultak. GCMV ¢és GLRaV3 virusokat egy-egy lltetvény esetében, a GVB virus 3,
mig a GVA virus jelenlétét 5 vizsgalt iltetvényben tudtuk kimutatni. Széles kort
elterjedtséget tapasztaltunk a GLRaV1 és a GFKV virusok esetében. A legnagyobb mértéki
fertdzottséget azonban a viroidok (HSVd, GYSVdl) és a GRSPaV virus esetében
tapasztaltunk. Az izolatumok szekvencia adatai bekeriiltek az NCBI GenBank, nemzetkozi
szekvencia adatbazisdba. Moadszeriinkkel azonositottunk hat, Magyarorszagon eddig
ismeretlen virust (GPGV, GSyV1, GSV, GRGV, GAMaV, GRVFYV), melyek jelenlétét
sajat kis RNS szekvencidink alapjan tervezett virus specifikus primereket alkalmazva RT-
PCR-el és Northern blot vizsgalattal is igazoltuk. Az izolatumok szekvencia adatait az
NCBI GenBank, nemzetk6zi adatbazisaban hozzaférhetové tettik.

Napjainkban egyre tobb gondot okoznak a kiilonboz6 fitoplazmas megbetegedések,
melyek koziil a legégetdbb probléma jelenleg a kajszi fitoplazmas eredetii megbetegedése.
Munkank soran Magyarorszag tobb kajszi iiltetvényén vizsgaltuk a ’Ca. P. prunorum’
jelenlétét. Az iiltetvényekrdl levélmintakat gyiijtottiink és DNS-t tisztitottunk a nested-PCR
alapu kimutatdshoz. A korokozo jelenlétének igazolasahoz a fitoplazmak kimutatasara
hasznalt univerzalis, és az egyes fitoplazma csoportok elkiilonitésre alkalmas
inditészekvencidk kombinécidjat hasznaltuk és meghataroztuk az azonositott izolatumok
genomjanak 16S rRNS génjének egy darabjanak szekvencidjat. Vizsgalataink alapjan
megallapitottuk, hogy a vizsgalt kajszi lltetvényekben a csonthéjasok eurdpai sargulés

fitoplazma jelen van és altalanosan elterjedt az altalunk vizsgalt iiltetvényekben.
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7. Uj tudomanyos eredmények

1. Optimalizaltuk és sikeresen alkalmaztuk a virus eredetli kis RNS-ek tjgeneracios
szekvenalasat (NGS), valamint a szekvenalt eredmények elemzésére kidolgozott
bioinformatikai munkafolyamatokat sz6l6 mintadkon, mint hatékony virusdiagnosztikai

eszkoz.

2. A kis RNS alapti NGS technika segitségével 9 magyar borvidék 14 iiltetvényébdl izolalt
Kis RNS konyvtarak analizisével felmértiik a vizsgalt iltetvények virus fert6zottségi

allapotat.

3. Az éltalunk alkalmazott metagenomikai modszerrel €s bioinformatikai elemzéssel
kimutattunk 6 (GPGV, GSyV1, GRGV, GAMaV, GRVFV, GSV) olyan virust, melyek
eléfordulasa korabbrol nem volt ismert hazdnk szdlo iiltetvényeiben. Az izolatumok
szekvencia adatai hazankbol elsoként keriiltek be a nemzetk6zi GenbBank szekvencia

adatbazisaba.

4. Felmértiik a fobb kajszi termesztd régiok fitoplazma fertézottségét és megerdsitettiik a
’Candidatus phytoplasma prunorum’ jelenlétét, valamint széles kort elterjedtségét kajszi

tiltetvényeken.
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8. New scientific results

1. We have optimized and successfully applied the new generation sequencing (NGS)
methods of the virus-derived small RNAs and a bioinformatics workflows designed to

analyze the sequencing results on grapevine samples as an effective virus diagnostic tool.

2. Small RNA based NGS method was used to investigate the viral infection status of the
examined plantations by analyzing small RNA libraries isolated from 14 plantations of 9

Hungarian wine-growing regions.

3. Using this metagenomic approach and bioinformatics analysis we detected 6 viruses
(GPGV, GSyV1, GRGV, GAMaV, GRVFV, GSV) that have not previously been known
in the examined grapevine plantations in Hungary. The sequence data of the Hungarian
grapevine virus isolates have been introduced the international GenbBank sequence

database.

4. The phytoplasma infection had been surveyed in the most important apricot-growing
regions and confirmed the presence of 'Candidatus phytoplasma prunorum’ and its

widespread distribution in apricot orchard.
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12. Mellékletek

1. melléklet: Az egyes konyvtarakban/iiltetvényekben meghatarozott kiindulasi
statisztikai elemzések adatai

Konyvtar Szekvenalt | Trimmelt Nem-redundans read Viralis eredetii r’ead-ek Viralis eredetii trir,nmelt
Kéd read-ek read-ek (nem-redundans) read-ek (redundans)
szAima szama % % %
1 TK 14225793 | 13415933 | 1393199 10,38 103734 7,45 521773 3,89
2 _PH 10944995 | 10274405 | 1314920 12,80 88349 6,72 500064 4,87
3 HT 11278968 | 10543299 | 1044820 9,91 106406 10,18 750602 7,12
4 PP 10348976 | 9686536 1047588 10,81 119293 11,39 690870 7,13
5 CS 8949752 8026470 1396659 17,40 113952 8,16 942529 11,74
6_MP 8792762 8314196 1596686 19,20 47293 2,96 214733 2,58
7 FP 8167968 7570967 748435 9,89 78812 10,53 649788 8,58
8 ET 9523299 9047191 1736736 19,20 56897 3,28 241362 2,67
9 SZHT 10335718 | 9710361 1543155 15,89 79786 517 372377 3,83
10 EH 10966518 | 10231829 | 1022153 9,99 88567 8,66 658980 6,44
11 SZHU 11387471 | 10526772 991734 9,42 73748 7,44 792344 7,53
12 DF 8781158 8456355 686104 8,11 72909 10,63 379242 4,48
13 BV 8948530 8005070 807560 10,09 100614 12,46 869522 10,86
14 MK1 8761324 8319584 1070840 12,87 110821 10,35 613536 7,37
15 MK3 9890065 9471932 609567 6,44 79279 13,01 504839 5,33
16_MK4 9146674 8515500 1012599 11,89 50184 4,96 421905 4,95
17 _MK5 10901405 | 10134043 567870 5,60 60127 10,59 626691 6,18
18 MK7 8773743 8350741 1221264 14,62 40897 3,35 196969 2,36
Atlagok 10006951 9366732 1100661 11,92 81759 8,18 552674 6,00
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3. melléklet: A szekvenalt és GenBank-ba feltoltott, azonositoval ellatott izolatumok

adatai
. Ultetvény GenBank Referencia genomon . Azm.mss?g ,Az,mwssa,g
Virus L L , . Referencia genom nukleotid szinten | aminésav szinten
azonosito azonosito valé pozicioja (%) (%)
GCMV DF MF100927 RNA2 3818-4182 NC_003621.1 88 98
GLRaV-1 TK MF446624 10383-11362 NC_016509.1 82 88
GLRaV-1 HT MF446625 10372-11404 NC_016509.1 83 90
GLRaV-1 CS MF446626 10372-11300 NC_016509.1 91 93
GLRaV-1 EH MF446627 10372-11403 NC_016509.1 91 94
GLRaV-1 SZHT MF446628 10372-11403 NC_016509.1 92 92
GLRaV-1 DF MF446629 10372-11404 NC_016509.1 91 94
GLRaV-1 MK1 MF446630 10372-11404 NC_016509.1 91 92
GLRaV-1 BV MF677861 10372-11347 NC_016509 92 95
GLRaV-3 MK1 MF446631 13383-13713 NC_004667 91 94
GLRaV-3 MK3 MF677862 13451-13659 NC_004667 91 91
GLRaV-3 MK1 MF991899 10979-11524 NC_004667 99 98
GLRaV-3 MK3 MF991900 10979-11525 NC_004667 94 96
GVA TK MF446634 6591-6862 NC_003604.2 85 98
GVA CS MF446635 6591-6845 NC_003604.3 89 98
GVA SZHT MF446636 6591-6862 NC_003604.4 86 99
GVA BV MF446637 6591-6840 NC_003604.6 88 98
GVA DF MF497537 6591-6862 NC_003604.2 90 99
GVB HT MF446632 6980-7434 NC_003602.1 84 95/86
GVB MK3 MF446633 6980-7434 NC_003602.1 83 79/88
GFKV TK MF446641 5208-5559 NC_003347 92 96
GFKV PH MF446642 5208-5559 NC_003347 93 96
GFKV HT MF446643 5208-5559 NC_003347 92 96
GFKV PP MF446644 5208-5559 NC_003347 91 93
GFKV MP MF446645 5208-5559 NC_003347 92 97
GFKV ET MF446646 5208-5559 NC_003347 84 90
GFKV SZHT MF446647 5208-5559 NC_003347 91 94
GFKV EH MF446648 5208-5559 NC_003347 95 99
GFKV DF MF446649 5208-5559 NC_003347 85 90
GFKV BV MF446650 5208-5559 NC_003347 85 90
GFKV MK1 MF446651 5208-5559 NC_003347 85 90
GFKV MK3 MF446652 5208-5559 NC_003347 90 97
GFKV MK7 MF446653 5208-5559 NC_003347 85 90
GRGV TK MF510392 5856-6394 NC_030693 94 99/97
GRGV HT MF510393 5856-6128 NC_030693 95 98/100
GRGV PP MF510394 5856-6394 NC_030693 94 98/98
GRGV ET MF510395 5856-6394 NC_030693 87 91/94
GRGV SZHT MF510396 5856-6394 NC_030693 93 97/98
GRGV SZHU MF510397 5856-6394 NC_030693 94 99/97
GRGV BV MF510398 5856-6394 NC_030693 94 98/98
GAMaV TK MF510399 5902-6307 NC_031692 96 95
GAMaV HT MF510400 5902-6307 NC_031692 95 94
GAMaV PP MF510401 5902-6307 NC_031692 95 97
GAMaV CS MF510402 5902-6307 NC_031692 95 97
GAMaV MP MF510403 5902-6307 NC_031692 96 97
GAMaV SZHT MF510404 5902-6307 NC_031692 96 98
GAMaV EH MF510405 5904-6306 NC_031692 94 96
GAMaV SZHU MF510406 5902-6307 NC_031692 96 96
GRVFV TK1 MF497524 AY706994/NC_034205 80/84 94/96
GRVFV TK2 MF497525 AY706994/NC_034205 79/85 93/95
GRVFV PH MF497526 AY706994/NC_034205 80/86 92/95
GRVFV PP1 MF497527 AY706994/NC_034205 96/80 98/90
GRVFV PP2 MF497528 AY706994/NC_034205 78/85 94/95
GRVFV CS1 MF497529 AY706994/NC_034205 80/84 92/93
GRVFV CS2 MF497530 AY706994/NC_034205 81/80 93/82
GRVFV MP MF497531 AY706994/NC_034205 86/80 98/92
GRVFV SZHT MF497532 AY706994/NC_034205 96/80 99/91
GRVFV SZHU MF497533 AY706994/NC_034205 79/87 93/96
GRVFV DF1 MF497534 AY706994/NC_034205 85/83 98/95
GRVFV DF2 MF497535 AY706994/NC_034205 81/82 97/92
GRVFV BV MF497536 AY706994/NC_034205 96/79 98/95
GRVFV CS MF461275 4879-5228/5035-5383 |AY706994/NC_034205 85/81 97/96

-129 -




3. melléklet folytatasa

GSyV1 CS KT005394 1174-1409 NC_012484.1 94 100/88
GSyV1 PP KT005395 1174-1409 NC_012484.1 94 100/86
GSyV1 PH KT005396 1174-1409 NC_012484.1 95 100/89
GSyV1 TK KT005397 1174-1409 NC 012484.1 94 100/91
GSyVv1 CS KT005398 5750-6387 NC 012484.1 92 97
GSyV1 DF KT005399 5750-6387 NC 012484.1 93 100
GSyV1 TK2 KT005400 5750-6387 NC_012484.1 95 99
GSyV1 TK9 KT005401 5750-6387 NC_012484.1 98 99
GSyV1 SZHT KT005402 5750-6387 NC_012484.1 96 99
GSyV1 EH KT005403 5750-6387 NC_012484.1 93 99
GSyV1 SZHU KT005404 5750-6387 NC_012484.1 92 97
GSyV1 BV KT005405 5750-6387 NC_012484.1 93 100
GRSPaV CS MF538633 6904-8429 NC 001948.1 99 n/a
GRSPaV ET MF538634 6904-8429 NC_001948.1 90 n/a
GRSPaV SZHT MF538635 6904-8429 NC_001948.1 99 na
GRSPaV SZHU MF538636 6904-8429 NC_001948.1 99 na
GRSPaV DF MF538637 7690-8429 NC_001948.1 99 n/a
GRSPaV BV MF538638 6904-8429 NC_001948.1 90 n/a
GRSPaV MK7 MF538639 6904-8429 NC_001948.1 98 n/a
GPGV PH4 MF538640 6466-7109 NC_015782 96 n/a
GPGV HT6 MF538641 6466-7109 NC 015782 97 n/a
GPGV PP4 MF538642 6466-7109 NC 015782 97 na
GPGV CS MF538643 6466-7109 NC 015782 97 na
GPGV MP2 MF538644 6466-7109 NC_015782 97 na
GPGV FP7 MF538645 6466-7109 NC_015782 96 na
GPGV ET1 MF538646 6466-7109 NC_015782 97 n/a
GPGV SZHT MF538647 6466-7073 NC_015782 97 n/a
GPGV EH5 MF538648 6466-7109 NC_015782 97 n/a
GPGV SZHU MF538649 6466-7109 NC_015782 97 n/a
GPGV DF MF538650 6554-7069 NC_015782 97 n/a
GPGV BV MF538651 6466-7109 NC 015782 97 n/a
GPGV MK1 MF538652 6466-7109 NC 015782 97 na
GPGV MK3 MF538653 6466-7109 NC_015782 97 n/a
GPGV MK4 MF538654 6511-7109 NC_015782 97 nfa
GPGV MK5 MF538655 6466-7065 NC_015782 97 n/a
GPGV MK7 MF538656 6466-7109 NC_015782 97 n/a
RBDV_RNAl1 SZHU MF446639 RNAL 4082-5488 NC_003739.1 94 98
RBDV_RNA2 SZHU MF446640 RNA2 986-2229 NC_003740.1 95 93/97
GSV TK MF446638 NC_021480.1 96 96
HSV MK4 MF497538 teljes genom NC 001351 95 na
GYSvdl HT MF510389 teljes genom NC_001920 90 na
GYSvdl PP MF510390 teljes genom NC_001920 87 n/a
GYSvdl ET MF510391 teljes genom NC 001920 88 n/a
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4. melléklet: Virus specifikus
B/HSVd, C/GYSVd1l
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5. melléklet: Fitoplazma vizsgalatra begyiijtott mintak pontos megnevezése és DNS

koncentracidjuk
DNS
Mintavételi hely Sorszam Fajta koncentracio
(ng/ul)
Erdi Gyiimélcstermesztési Kutatéintézet

1 Ceglédi orias 1/1 866,2

2 Bergeron 1/5 188,1

3 Ceglédi orias 1/9 437

4 Ceglédi arany 1/13 155,3

S Harcot 1/17 138,5

6 Ceglédi bibor 1/21 26

I Ceglédi bibor 1/23 246,1

8 Gonci magyar 1/25 274,1

9 Rakovszky 1/30 409,3

10 Maliga kajszi MK132 2/1 277,1

lzolitorhiz 11 Budapest 2/5 135
12 Pannénia 2/9 213,2

13 Ceglédi piroska 2/13 136,4

14 |OrangeRed 2/17 117,3

15 Harmat 2/21 4,4

16 Harmat 2/22 91,3

17 Mandula kajszi 2/25 194,2

18 | Velcot 2/29 231

19 Ligeti orias 3/1 292,3

20 Rozskajszi 3/5 205,1

21 Korai piros 3/9 200,2

22 Magyar kajszi 3/13 149,3

1 Ligeti orias 11/22 2534

2 Gonci magyar 8/1 491

3 Bergeron 8/25 237,6

4 Ceglédi arany 9/1 507,5

5 Ceglédi bibor 9/26 365,1

6 Orangered 11/17 570,6

Uj torzsiiltetvény 7 Harmat 11/8 323,9
8 Budapest 11/2 570,3

9 Ceglédi arany 9/19 5429

10 Magyar kajszi 11/24 499,2

11  |Harcot 10/40 460,8

12 Magyar kajszi 11/33 488,8

13 Harcot 10/31 299,7
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14 Ceglédi orias 10/20 288,6
15 Rakovszky 8/43 227,4
16 Mandula kajszi 11/39 363,8
17 Korai piros 10/42 159,6
18 Pannoénia 12/2 265,6
19 Ceglédi orias 10/1 277,9
20 Ceglédi orias 10/24 268,4
21 Maliga kajszi 9/42 159,9
22 Pannoénia 12/8 209,5
23 Harcot 10/40 146,5
1 Magyar kajszi 239,6
2 Pannoénia 17/37 328,2
3 Pannodnia 17/40 293,7
4 Ceglédi bibor 18/45 222,4
5 Ceglédi bibor 18/42 503,1
- L i 6 Gonci magyar 19/40 232,5
Oreg torzsiiltetvény
7 Budapest 23/42-45 154,6
8 Korai piros 27/38-40 99,5
9 Mk132 29/27-40 163,1
10 Harmat 30/37 278,3
11 Cseresznye rita 29/35 192
12 Korai piros 27/36-40 246,5
1 Nem ismert-beteg 73,1
2 Sweetcot 105,1
3 Sweetcot 92,2
4 GoOnci magyar 119,2
Terméiiltetvény 5 Flavorcot 28,3
6 Flavorcot 210,7
7 elpusztult 17,4
8 Flavorcot 7,1
9 Nem ismert-fiatal gyanus 9,3
Balaton vidéki mintak
1 Tomcot 67,4
2 Tomcot 69,2
3 Flavorcot 44,3
4 Flavorcot 82,4
Balatonvilagos 5 Latica 25,1
6 Bergeron 41,2
7 Flavorcot 77
8 Flavorcot 63,4
9 Tomcot 37,6
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10 Tomcot 74,8

11 Tomcot 60,4

12 Firm Red 38,3

13 Giant Red 23,1
14 Vegyes 193,3
15 Vegyes 100,5

16 Vegyes 28,6
Siéfok 17 Bergecot 120,2
18 Bergarouge 57,1

19 Flavorcot 51,2

20 Chrisgold 37,1

21 Ladycot 20,2

(s 22 Perlecot 473
Zalaszanto 23 Sunnycot 441
24 Sunnycot 46,4

Gonci termotaj

1 Tomcot 24,8

2 Tomcot 2,6

3 Tomcot 15

4 Sherpa 66,2
Boldogkdvaralja 5 Sherpa 109,1
6 Sherpa 32,4

7 Sherpa 41,3

8 Sherpa 31,3

9 Sherpa 66,1
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