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1. AMUNKA ELOZMENYEI, CELKITUZESEK

A szOldtermesztés vildgszerte jelentds gazdasagi és kulturdlis szereppel bir, Eurdpa
¢s ezen belill Magyarorszdg pedig meghatarozo régionak szamit a szO6l6- és
bortermelés szempontjabdl. A sz616t nemcsak friss fogyasztasra termesztik, hanem
szamos feldolgozott formdban is hasznositjdk, melyek koziil a bor a legfontosabb
termék. A szbldtermesztés eredményességét szamos biotikus ¢€s abiotikus
stresszfaktor befolyasolja, ezek koziil a virusok és viroidok jelenléte kiilondsen
jelentds gazdasagi karokat okozhat.

A sz0610t fert6zo virusok és viroidok elleni védekezés korlatozott, mivel a fert0zott
novények gybdgyitdsa nem lehetséges, a korokozdk pedig hosszi tdvon
fennmaradnak a szaporitbanyagban és az iiltetvényekben. A virusfertdzések
kovetkezménye lehet a terméshozam csokkenése, a mindség romlasa, valamint az
tiltetvények fokozatos leromldsa. Emiatt a virusok elleni védekezés alapjat a
megeldzés, a patogénmentes szaporitbanyag hasznalata, valamint a fertdzések korai
¢s megbizhato kimutatasa jelenti.

Magyarorszagon a szO6l0 virusos €s viroidos fertdzottségének kimutatdsara tobb
diagnosztikai modszer all rendelkezésre, mint példaul a bioldgiai indexelés, a
szerologiai vizsgalatok (ELISA), valamint a molekularis bioldgiai eljarasok, koztiik
a PCR és RT-PCR. Ezek a modszerek nagy eérzekenységgel €s specifitassal képesek
az ismert korokozok azonositdsara, ugyanakkor nem alkalmasak ismeretlen vagy
genetikailag er0sen heterogén virusok kimutatdsara. Az utdbbi években a nagy
ateresztoképességli szekvenalas (high throughput sequencing, HTS) 0 lehetdséget
teremtett a novényi virusdiagnosztikdban, mivel eldzetes informacié nélkil is
lehetdveé teszi a vizsgalt mintdk teljes viromjanak meghatarozasat. A ndvényi
virusdiagnosztikdban fontos szerepet tolt be a kis RNS-alaptt HTS, amely eldzetes
virusismeret nélkiil is lehetdvé teszi a virusok €s viroidok azonositasat.

A HTS-alapti virusdiagnosztika kiilondosen nagy jelentdséggel bir a sz616

szaporitoanyag-eldallitas és a termesztés novényegeészségiigyi biztonsaganak
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novelésében, mivel képes ismert €s 1j, illetve latens modon jelen 1€vo virusok €s
viroidok kimutatasara is. Ennek megfeleléen a moédszer alkalmazasa hozzéjarulhat
a hazai szo6ldiiltetvények egészségi allapotanak javitdsdhoz ¢és a gazdasagi
veszteségek csokkentéséhez.
Kutatasunk soran a hazai szdldalany-iiltetvényeket és alany fajtagylijteményeket
vizsgaltuk virusos és viroidos fert6zottség szempontjabol, elsédlegesen kis RNS-
alapll nagy ateresztoképességii szekvenalas alkalmazasaval. A vizsgéalatok soran a
kovetkezo célkitiizéseket hataroztuk meg:
« kis RNS-alapu HTS segitségével meghatarozzuk a magyarorszagi szél6alany-
iltetvények €s alany fajtagytijtemények viromjat;
« megvizsgaljuk a sz610 Pinot gris virus (GPGV) potencialis gazdanovényeit;
« aszOl6 termdiiltetvények és alanyiiltetvények HTS adatainak bioinformatikai
Ujraclemzesével értékeljilk a sz0l6 T-virus (GVT) lehetséges hazai
eldfordulésat, variansainak genetikai sokféleségét, valamint a HTS és az RT-

PCR modszerek érzékenységét a virus detektalasaban.



2. ANYAG ES MODSZER

A vizsgélatokhoz felhasznalt novényi mintdk kiilonb6z0, Magyarorszag tobb
borvidékérdl szarmazd szoléalany- és termdiltetvényekbdl, valamint alany
fajtagylijteményekbdl keriiltek begytijtésre. A mintavételezés soran elsdsorban
tiinetmentes, egészségesnek tlind egyedekrdl gyijtottiink kiillonbozd ndvényi
szerveket. A GPGV vizsgélatdhoz sz616mintdk mellett az liltetvények kdrnyezetében
eléfordulo, virusos tiineteket mutatdé gyomnovényekbdl is vettiink mintakat. A GVT
kimutatasdhoz kordbban elkészitett kis RNS konyvtarak adatait elemeztiik ujra.

A mintdkbol izolalt teljes RNS-t fas és lagy szari novények esetében eltérd
protokollok alkalmazasaval tisztitottuk. A kis RNS-alapa HTS vizsgélatokhoz az
egyes novényekbdl szarmazd RNS-mintdkat iiltetvényenként Osszevontuk, igy
minden RNS-pool egy-egy iltetvényt reprezentalt. A kis RNS-frakcio i1zolalasat
ezekbdl az iiltetvény-poolokbdl végeztiik el a konyvtarkészitést megeldzden. A kis
RNS konyvtarakat kereskedelmi készlet alkalmazasaval, optimalizalt protokoll
szerint készitettiik el, majd Illumina platformon szekvenaltattuk.

A kapott kis RNS szekvenciaadatok bioinformatikai elemzését CLC Genomics
Workbench szoftver segitségével végeztilkk. Az adapterek eltavolitisat €s a
mindségellendrzést kdvetden de novo kontigépitést végeztiink, majd a keletkezett
kontigokat ndvényi virusok referencia genomjaihoz illesztettiik. A virusok és
viroidok jelenlétének megallapitasdhoz tobb kritériumot alkalmaztunk, beleértve a
virus-specifikus kontigok jelenlétét, a normalizalt kis RNS olvasatszamot és a
vizsgalt virusgenom lefedettségének mértékeét.

A kis RNS HTS elemzés sordan azonositott virusok €s viroidok jelenlétét reverz
transzkripcids PCR (RT-PCR) modszerrel erdsitettik meg. A pozitiv PCR-
termékeket sziikség esetén klonoztuk és Sanger-szekvenaldssal hatdroztuk meg. A
kapott szekvencidk filogenetikai elemzését kiilonboz6 szoftverek alkalmazasaval

végeztiik, a virusvaridnsok genetikai rokonsagi viszonyainak feltarasa érdekében.



3. EREDMENYEK ES AZOK MEGVITATASA

3.1. Széloalany-iiltetvények és alany fajtagyilijtemények viromjanak feltarasa

kis RNS HTS-sel

A magyarorszagi szOlOalany-iiltetvények ¢és alany fajtagytijtemények viromjanak
feltarasat kis RNS-alapu nagy ateresztoképességli szekvendldssal végeztik. A
vizsgalatok célja az volt, hogy atfogd képet kapjunk az alanyiiltetvényekben
eléfordulo virusok ¢€s viroidok Osszetételerdl, kiilonos tekintettel a szaporitoanyag-
eléallitas szempontjabdl jelentds korokozokra. A kis RNS HTS alkalmazésa
lehetdve tette ismert €s potencidlisan latens korokozok egyidejii kimutatasat,
eldzetes virusismeret nélkiil.

A vizsgalatok sordn a hatalyos szabalyozas szerint vizsgalatkdteles virusok koziil a
legtobb esetben nem mutattunk ki fertézést a vizsgalt mintdkban. Két
alanyltiltetvényben és a fajtagylijteményekben azonban a grapevine fleck virus
(GFkV) jelenléte volt kimutathat6. Bar a GFkV szamos Vitis vinifera fajta esetében
tiinetmentesen fordulhat eld, széldalanyokban nem tekinthetd latens virusnak,
jelenléte a mindsitett szaporitbanyagban nem megengedett. Az eredmények
ramutattak arra, hogy a kis RNS HTS alkalmas a vizsgalatkoteles virusok széles
korének egyidejli szlirésére, ugyanakkor kevert mintak (iiltetvény pool-ok) esetében
az alacsony virusterhelésli fertdzések detektalasa korlatozott lehet, amelyet célzott
RT-PCR vizsgalatokkal sziikséges megerdsiteni.

A nem vizsgélatkoteles virusok koziil tobb, Magyarorszdgon kordbban is ismert
korokozo széles korli eléfordulasat igazoltuk. A grapevine rupestris stem pitting-
associated virus (GRSPaV) szinte minden vizsgalt iiltetvényben jelen volt, ami
Osszhangban 4ll a szakirodalomban leirtakkal, miszerint ez a virus gyakran latens
modon, magas prevalenciaval fordul eld sz6ldben. A grapevine Pinot gris virus
(GPGYV) és a grapevine Syrah virus 1 (GSyV-1) szintén tobb mintaban kimutathato
volt, valtozd genomlefedettséggel és kis RNS olvasatszammal, ami heterogén

eloszlasra és eltéro fertozési szintekre utal.
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A viroidok koziil elsdsorban a hop stunt viroid (HSVd) jelenlétét igazoltuk, amely
minden {iltetvényben el6fordult. A viroidfert6zések tobbsége tiinetmentes volt,
ugyanakkor jelenlétiik hossz tavon hatédssal lehet az {iltetvények vitalitasara és a
szaporitoanyag mindségére. Az egyik vizsgalt alany fajtagylijteményben emellett
kimutattuk az Australian grapevine viroid (AGVd) jelenlétét is, amelyet
Magyarorszagon korabban még nem detektaltak. A kis RNS-alapt HTS alkalmazasa
atfogd képet adott a viroid-fert6zottségrol, és lehetdveé tette egy hazankban korabban
nem igazolt viroid (AGVd) kimutatasat.

Osszességében a sz6l8alany-iiltetvények viromjanak feltirdsa ramutatott arra, hogy
a szaporitdoanyag-eldallitdsban hasznalt allomanyok tulnyomoérészt mentesek a
sulyos gazdasagi jelentdségli, vizsgalatkoteles virusoktol, ugyanakkor a nem
szabalyozott virusok és viroidok széles korben jelen vannak. Eredményeink
alatamasztjak, hogy a kis RNS-alapu HTS hatékony eszkoz az alanyiiltetvények
komplex virologiai allapotanak felmérésére, €s értékes kiegészitdje lehet a célzott

RT-PCR-alapu diagnosztikai vizsgalatoknak.

3.2. A grapevine Pinot gris virus (GPGYV) potencialis gazdanovényeinek

vizsgalata

A GPGYV eléfordulasanak ¢€s lehetséges terjedési titvonalainak pontosabb megértése
érdekében a szOlomintak vizsgalata mellett a szdldiiltetvények kornyezetében
eléforduld gyomndvényekre is kiterjesztettiik a vizsgalatokat. A cél annak feltarasa
volt, hogy a GPGV jelen lehet-e nem sz016 gazdandvényekben, és ezek a ndvények
szerepet jatszhatnak-e a virus fennmaradasaban az iiltetvények kornyezetében.

Minden vizsgélt iiltetvény esetében a gyomndvény mintavétellel parhuzamosan
sz6lomintdkat is gyiijtottiink annak megallapitasara, hogy az adott tertilet fert6zott-
e grapevine Pinot gris virussal. A GPGV jelenlétét valamennyi vizsgalt liltetvény
szO6ldmintaiban igazoltuk PCR-alapti mddszerekkel. A gyomnévény mintak koziil
RT-PCR vizsgalatokkal a GPGV jelenlétét tobb, sz616n kiviili ndvényfajban is

kimutattuk, koztiik egyéves és éveld lagyszart, valamint fas szaru fajokban, ami 4j
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adatokat szolgaltat a virus lehetséges alternativ gazdandvény-korére vonatkozoan. A
GPGV detektalasat Northern blot analizissel is vizsgaltuk, amely sordn a virus
kimutatdsa két gyomndvény mintdban volt sikeres, kizarolag rozsa és szeder
noveényekbol.

A kimutatott GPGV varidnsok szekvenciaclemzése alapjan a vizsgalt teriiletek
tobbségében a gyomnovényekbdl szarmazo virusvariansok nagyfoktl hasonldsagot
mutattak a sz6l6bdl szarmazd variansokkal. Az 6t vizsgalt iiltetvény kozil egy
esetében a virusvaridnsok eloszlasa heterogén volt, mivel az iiltetvény hosszabb
ideje nem allt miivelés alatt, €s a szO816tdkéket slirli gyomvegetacio boritotta.
Eredményeink arra utalnak, hogy egyes gyomndvények potencialis alternativ
gazdanovényként szolgalhatnak a grapevine Pinot gris virus szamara, €s tiinetmentes
rezervodrként hozzdjarulhatnak annak fennmaraddsdhoz az iiltetvények
kornyezetében. Ez epidemiologiai szempontbol jelentds, mivel a kdrnyezo vegetacio
jelenléte befolyasolhatja a virus terjedését €s a fertdzeések hosszu tava fennmaradasat

még virusmentes szaporitéanyag hasznalata mellett is.

3.3. A grapevine T virus (GVT) magyarorszagi el6fordulasa és genetikai

sokfélesége

A GVT magyarorszagi el6fordulasat a szolo alany- és termdiiltetvényekbol
szarmazo mintak korabban eldallitott kis RNS-alapti nagy ateresztOképessegii
szekvenalasi adatainak bioinformatikai Gjraclemzésével vizsgaltuk. Mivel a virus a
mintavételek idején még nem volt ismert, a koradbbi HTS-elemzések soran célzott
keresés nem tortént, igy a GVT kimutatasa utdlagos adatfeldolgozéssal valt lehetévé.
A bioinformatikai Gjra elemzés soran a GVT-re utal6 szekvenciakat csak korlatozott
szamu HTS konyvtarban sikeriilt azonositani, ami arra utal, hogy a kis RNS-alapu
HTS 6nmagédban nem alkalmas a virus megbizhat6 detektalasara. A GVT kis RNS-
ek alacsony szama ¢és a kontigok hianya alapjan a virus alacsony titerrel, latens
modon van jelen a szdloben, hasonléan maés, kis RNS-eket gyengén generald

sz6lovirusokhoz.



A HTS-adatok altal jelzett fertdzések megerdsitésére, valamint a virus tényleges
hazai el6fordulasanak ¢€s elterjedtségének vizsgalatara célzott RT-PCR vizsgalatokat
végeztiink. Az RT-PCR eredmények alapjan a GVT tobb széldmintaban is
kimutathato volt, beleértve alany- és termdiltetvényekbdl szarmazd mintdkat is.
Ezek az eredmények egyértelmiien igazoltdk a virus magyarorszagi jelenlétét, és
ramutattak arra, hogy a HTS é&ltal nem detektalt mintak egy része RT-PCR-rel
pozitivnak bizonyult.

A kimutatott GVT variansok szekvenciaelemzése jelentds genetikai valtozatossagot
tart fel a hazai mintdk kozott. A hazai mintdkban tobb, egymastdl elkiiloniilé
genetikai csoport jelenléte volt megfigyelhetd, ami arra utal, hogy Magyarorszagon
a virus tobb, genetikailag eltér0 valtozat formajaban van jelen. A megfigyelt
genetikai sokféleség Osszhangban all a virus feltételezhetden hosszabb ideje
fennallo, észrevétlen jelenlétevel.

Eredményeink alapjan a grapevine T virus esetében a kis RNS-alapu HTS ¢és a
célzott RT-PCR vizsgélatok egyiitt értelmezve nyujtanak megbizhat6 képet a virus
eléforduldsarol. Mig a HTS alkalmas volt a virus jelenlétének felismerésére €s a
genetikai  valtozatossag  vizsgélatara, addig az  RT-PCR  bizonyult
nélkiilozhetetlennek a fert6zések megerdsitésében €s az elterjedtség feltarasaban. Ez
ravilagit arra, hogy a latens, alacsony titerrel jelen 1€v6 virusok esetében a kombinalt

diagnosztikai megkozelités elengedhetetlen.



4. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

A hazai szOldiiltetvények korabbi, kis RNS-alapli nagy ateresztOképességii
szekvenalassal (HTS) végzett viroldgiai felmérései ramutattak a modszer
jelent0ségére a novényi virusdiagnosztikdban, ¢és megalapoztak a sz6l6
szaporitoanyagok egészségi allapotanak célzott vizsgélatat. Ennek megfeleléen
munkank sordn feltérképeztik a hazai sz6l6 alanyiiltetvények ¢és alany
fajtagytijtemények virus- €és viroid-fertézottségeét, amely a sz6l6 szaporitdbanyag-
ellatas biztonsadga szempontjabodl kiemelt jelentdségii.

Az alanyiiltetvények ¢€s fajtagylijtemenyek vizsgalata alapjan megallapithato, hogy
a rendszeresen ellendrzott alanyiiltetvények tobbsége mentes a hatosagilag
vizsgalatkoteles virusoktdl, ami a jelenlegi ellendrzési rendszer hatékonysagat
igazolja. Ezzel szemben az alanyfajta-gylijteményekben, ahol ilyen ellendrzés nem
torténik, a vizsgalatkoteles virusok és viroidok jelenléte is kimutathatd volt. Ez
aldtdmasztja, hogy a hagyomanyos diagnosztikai modszerek alkalmasak a
szaporitéanyag-min0sités  szempontjabol  kritikus  korokozok - kisziirésére,
ugyanakkor nem nytjtanak teljes képet a novények viroldgiai allapotarol.

A nem vizsgalatkdteles virusok és viroidok, kiilonosen a GRSPaV, a GSyV-1, a
GPGYV, valamint a HSVd és a GYSVd-1 széles korti eléforduldsa arra utal, hogy
ezek a korokozok a hazai sz0l0 szaporitdanyag-termelésben endémiasan vannak
jelen. A pécsi alany fajtagylijteményben azonositott ausztral sz6ldviroid (AGVd)
els6 hazai kimutatasa 0j adatot szolgaltat a magyarorszagi szdldvirologiai
ismeretekhez, és tovabbi célzott vizsgalatok sziikségesseégét veti fel.

Az RT-PCR ¢és a kis RNS HTS eredményei kozotti eltérések, kiilondsen a GRSPaV
¢s a GVT esetében, ramutatnak arra, hogy egyes virusok megbizhatd detektalasa
csak a kiilonb6z6 diagnosztikai mddszerek egylittes alkalmazasaval lehetséges. A
modszerek  érzékenységét jelentdsen befolyasolja a virusok genetikai
valtozatossaga, valamint a bioinformatikai feldolgozas soran alkalmazott referencia-

szekvencidk megfeleldsége.



A 5706106 Pinot gris virus (GPGV) vizsgalata igazolta, hogy a virus nemcsak sz6l0ben,
hanem szdmos szOl6n kiviili novényfajban is fennmaradhat. Az {ltetvények
kornyezetében eldforduld lagyszara és fas szar novények potencialis szerepet
jatszhatnak a virus hossza tava fennmaradasaban ¢€s terjedésében. A hosszabb ideje
nem miivelt iiltetvényekben megfigyelt fokozott genetikai valtozatossag arra utal,
hogy a virus helyi populaciéi id6vel jelentds genetikai atalakulason mehetnek
keresztiil.

A korabbi kis RNS HTS adatok ujraclemzése és a célzott RT-PCR vizsgalatok
egylittesen igazoltdk a grapevine T virus (GVT) hazai jelenlétét. Bar a virus
Osszességében alacsony gyakorisaggal fordul eld, egyes termd iiltetvényekben
lokalisan magas fertdzottségi szint volt megfigyelhetd. A filogenetikai elemzeések
alapjan a hazai GVT varidnsok tobb evolicios vonalhoz tartoznak, ami arra utal,
hogy a virus részben kiilfoldi szaporitoanyaggal, részben régebb ota jelen 1évo helyi
virusvonalakbol szarmazhat.

Osszességében eredményeink azt mutatjak, hogy a sz6lé szaporitdanyag teljes
novényegészségiigyi allapotanak megitéléséhez elengedhetetlen a nem szabalyozott
virusok ¢és viroidok figyelembevétele is. A nagy ateresztOképességii szekvenalas
fontos kiegeészitd eszkoze lehet a hagyomanyos diagnosztikai modszereknek,
azonban megbizhat6 alkalmazésa csak megfelel6 standardizalas és validalas mellett
lehetséges. A HTS diagnosztikai rendszerbe torténd fokozatos integraldsa hosszi
tavon hozzajarulhat egy korszerlibb, atfogdbb szaporitoanyag-ellendrzési rendszer
kialakitasahoz, és ezéltal a szOélOtermesztés novényegészségiigyi kockdzatainak

csokkentéséhez.



5. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

. Kis RNS HTS-sel meghataroztuk 17 hazai sz616 alanyiiltetvény és 2 hazai sz616

fajtagylijtemény viromjat.
. Magyarorszagon el6szor azonositottuk az AGVd jelenlétét sz616ben.

. A GPGV jelenlétét Magyarorszdgon eldszor mutattuk ki fehér libatopban
(Chenopodium album), €s a vilagon elséként azonositottuk a virust tovabbi hét
novenyfajban: selyemkoro (Asclepias syriaca), szeder (Rubus sp.), vadrozsa
(Rosa canina), bodza (Sambucus sp.), galagonya (Crataegus sp.), balvanyfa

(Ailanthus sp.) és koris (Fraxinus sp.).

. Magyarorszagi sz6l6termd lltetvényekbdl €s alanyiiltetvényekbdl szarmazo kis
RNS HTS adatok Gjraclemzésével elséként igazoltuk a sz616 T virus (GVT) hazai

jelenlétét.
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