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argonaute — argonaute (fehérjecsalad)

Australian grapevine viroid — ausztral széloviroid

Alfalfa mosaic virus — lucerna mozaik virus

Arabis mosaic virus - arabisz mozaik virus

bovine serum albumin — szarvasmarha szérumalbumin
complementary DNA — komplementer DNS

Citrus exocortis viroid — citrom-kéregelhalas viroid

coat protein — burokfehérje / kpenyfehérje / kapszidfehérje
cetyltrimethylammonium bromide — cetil-trimetil-ammonium-bromid

double antibody sandwich enzyme-linked immunosorbent assay — kettds ellenanyagos

rogzitésen alapul6d enzimhez kapcsolt immunologiai vizsgalat

Dicer-like — Dicer-szerti (enzim)

double-stranded RNA — duplaszalit RNS

extraction buffer — extrakcids puffer

enzyme-linked immunosorbent assay — enzimhez kapcsolt immunologiai proba
ethidium bromide — etidium-bromid

formamide denaturing electrophoresis buffer — formamidot tartalmazé denaturalo

elektroforézis puffer
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grapevine chrome mosaic virus — sz616 kromsarga mozaik virus
grapevine deformation virus — sz616 deformacids virus
grapevine foveavirus A — sz016 foveavirus A

grapevine fleck virus - sz616 foltosodas virus
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1. BEVEZETES

A szolotermesztés vilagszerte jelentds szerepet tolt be, nemcsak gazdasagi, hanem kulturalis
szempontbol is. Az emberiség évezredek ota foglalkozik ezzel a nGvénnyel, €s a sz016 ma is az egyik
legelterjedtebb és legsokoldalibban hasznositott gyiimdlcskultira. Eurdpa meghatarozo régionak
szamit a sz6l8termesztés és a borkészités tekintetében is. Magyarorszagon is évszazados hagyomanya
van, amelyet a jol ismert borvidékek és a gazdag kulturalis 6rokség is megerdsit.

A sz0616t nemcsak friss gyiimolcsként fogyasztjak, hanem tobbféle feldolgozott forméban is
megjelenik az élelmiszer- és a feldolgozoiparban. A legfontosabb termék a bor, de ide tartozik még a
mazsola, a must, a gyiimolcslé, a sz61émagolaj és kiilonféle ipari alapanyagok is. Ertékes beltartalmi
tulajdonsagai miatt a sz6l6 iranti érdeklddés az utobbi években az egészségtudatos taplalkozas és a
gyogyszeripar részeérdl is fokozddott.

A szOlétermesztésben szdmos abiotikus €s biotikus stresszfaktorral kell megkiizdeni, azonban a
korokozok koziil a legnehezebb a virusok és viroidok elleni védekezés. Ha a telepitett ndvényanyag
fertézott volt, utdlag mar csak a tiinetet mutatd tokék eltavolitasdval lehet meggatolni a virus
elterjedését. Telepités utani fertdzés esetében is ugyanez a helyzet. Igy a virusokkal valé kiizdelemben
a legfontosabb a megelézés, a patogénmentes szaporitbanyag haszndlata és a ndvényvédelmi
kezelések soran a fokozott figyelem a potencialis virus vektorok tavoltartdsara. A virusok és viroidok
terméshozam-csokkenést és mindségromlast, stilyosabb esetben jelentds gazdasagi karokat okozhat
az lltetvények leromlasa, pusztulasa altal.

Magyarorszagon a hatésag tobb mddszert hasznal a virusok és viroidok kimutatasara. Ezek kozott van
a biologiai indexelés, a szerologiai tesztelés ELISA mddszerrel vagy a molekularis biologia eljarasok
koziil a PCR vagy RT-PCR. Ez utobbi moddszer az, amely a legnagyobb érzékenységet és
specifikussadgot biztositja. Azonban nagy hatranya ezeknek a modszereknek, hogy csak mar ismert
korokozok azonositdsara hasznalhatoak. Az utobbi években egyre népszeriibb diagnosztikai
modszernek bizonyult a nagy-ateresztOképességli szekvenalas (high throughput sequencing, HTS)
technika, amely lehet6vé teszi a vizsgalt minték teljes virom elemzését. A HTS virusdiagnosztikai
célu felhasznalasanak egyik elsd iranyzata a kis RNS-ek szekvenalasa (small RNA sequencing) volt.
Ennek alapja, hogy a kis RNS-ek teljes molekulaként szekvenalhatok és igy felhasznalhatok a
korokozok azonositdsara. A technologia kezdeti iddszakaban, amikor még csak révid szekvencidkat
tudtak olvasni, a kis RNS-HTS bizonyult a legalkalmasabb megkozelitésnek. A szekvenalési

technologidk fejlddésével lehetévé valt hosszabb szekvencidk olvasdsa ¢és bioinformatikai
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feldolgozasa, igy a kis RNS-alapi moddszer diagnosztikai alkalmazasa mara hattérbe szorult,
napjainkban elsésorban a ribodepleted RNS-szekvenalds valt elterjedtté a novényi viromok
meghatdrozasaban. Ez a technolodgia kiilonosen értékes a gyors, pontos és komplex diagnosztika

teriiletén, amely hozzajarulhat a sz616t hatékonyabb novényvédelméhez is.
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2. CELKITUZESEK

Kutatasunk soran a hazai szdldalany-iiltetvényeket €s alany fajtagytijteményeket vizsgaltuk virusos
¢s viroidos fertdzottség szempontjabol, elsédlegesen kis RNS-alapti nagy ateresztOképességi
szekvenalassal. Ugyanezt a diagnosztikai megkdzelitést alkalmaztuk a tovabbi vizsgalatok soran is és
az alabbi célokat tiiztiik ki:

. kis RNS HTS-sel meghatarozzuk a magyarorszagi szdldalany-iiltetvények ¢és alany
fajtagylijtemények viromjat;

. megvizsgaljuk a sz6l6 Pinot gris virus (GPGV) potencidlis gazdandvényeit;

. a szOlo termdiiltetvények ¢és az alanyiiltetvények HTS adatainak bioinformatikai
Ujraclemzésével megvizsgaljuk a sz6ld T-virus (GVT) lehetséges hazai eldforduldsat, varidnsainak
genetikai sokféleségét, és értékeljik a HTS ¢és RT-PCR moddszerek érzékenységét a virus

detektalasaban.
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3. IRODALMI ATTEKINTES

3.1.Sz0816termesztés Magyarorszagon

Magyarorszagon a sz616 6shonos novény, 2000 éves leletek bizonyitjak, hogy mar sz6l6termesztéssel
is foglalkoztak az akkor itt €16 emberek. A kdzépkorban a rossz mindségii ivoviz és a jarvanyok miatt
a bor kozkedvelt ital volt. Matyas kirdly uralkodasanak idejében Magyarorszag Eurdpa elsé szamu
sz016- és bortermeld allamai koz¢ tartozott. A 150 éves torok hodoltsdg ugyan lelassitotta a
szOlotermesztést az elfoglalt teriileteken, de ezekben az idokben fejlesztették ki példaul a tokaji
szamorodni ¢és tokaji asza eldallitasanak specidlis technikdjat. Erre az iddszakra tehetdé a
vorosborkészités modszerének elsajatitisa €s néhany vordsbor szoéléfajta behozatala, koztik a
Kadarka szdléfajta¢ (Feyér, 1970). A 19. szdzadra Magyarorszag bortermeld nagyhatalomnak
szamitott, azonban 1875-ben hazankat is elérte az Amerikabol behurcolt filoxéra, ami 6riasi karokat
okozott. Emellett még a peronoszpora és lisztharmat gombas betegségek megjelenése is sulyosbitotta
a karokat (Beck, 2005). A filoxéra-vész utan az orszag szOloteriileteinek mintegy 80%-at
Ujratelepitették, am ekkor a homoki sz6l6iiltetvények valtak meghatarozova a kotott talaju, hegyvidéki
iiltetvényekkel szemben (Rohaly, 2001). A kovetkezd nagy valtozds az elsd vilaghaboru utdn
jelentkezett, a trianoni békeszerzddés kovetkezményeképpen a bortermd teriiletek 2/3-a
Magyarorszagon maradt, azonban a borfogyasztok fele hataron tulra keriilt. A masodik vilaghabora
jelentds karokat okozott a magyar sz0l6- és bortermelésben: szdmos iiltetvény elpusztult vagy
eloregedett, a gondozas elmaraddsa és a gazdasagi nehézségek pedig tovabb rontottdk a termelés
biztonsagat és a bor mindségét (Rakonczas, 2014).

1949-ben a hegykozségi rendszer megsziintetésével és az 4allami gazdasagok, illetve a
termeldszovetkezetek kialakitdsaval 0j korszak kezdddott a magyar sz616- és bortermelésben. A
politikai és gazdasagi kdrnyezet erdteljesen meghatarozta a gazdalkodast: a kotelezd beszolgaltatas, a
tobbszori foldosztas és a kislizemi gazdasagok ellehetetlenitése kovetkeztében a hagyomanyos
paraszti tudas és a termelési biztonsag fokozatosan visszaszorult, az iiltetvények allapota romlott. Az
1950-es években a mennyiségi termelés kertilt elétérbe, amelyet a Szovjetunié hatalmas borfelvétele
0sztonzott, igy a mindség hattérbe szorult (Csoma, 2004). Az 1960-as évektdl indult meg a
sz6lérekonstrukeio: 1962-t61 jelentds, 70%-o0s allami tamogatassal nagy telepitések zajlottak, és a
boraszati nagyiizemek korszertsitése is megkezdddott (Rakonczas, 2014). Bar sok esetben

kozpontilag kijelolt, keveéssé alkalmas tertiletekre telepitettek rossz fajtaszerkezetli sz610ket, az agazat
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exportlehetdségei gyorsan bdviiltek. A magyar borok tulnyomo része szocialista orszagokba kertilt,
elsdsorban a Szovjetunidba, az NDK-ba ¢s Lengyelorszagba, és az 1980-as évek elején az éves
borexport elérte a 2 millid6 hektolitert (Csoma, 2004). A KGST iddszak Magyarorszag szamara
folyamatos €s biztonsagos értékesitési piacot jelentett, ahol marketing nélkiil is sikeres volt az
értékesités. Ennek hatisara a széldtermesztés és a bordszati feldolgozas nem a mindségre, hanem a
mennyiségre fektette a hangstlyt (Holczapfel, 2022).

1990 utan, a rendszervaltozas kovetkeztében Magyarorszag elveszitette keleti fogyasztoi piacait, ami
tultermelési valsaghoz vezetett. Az évtized végére az éves bortermelés minddssze 15%-at, mintegy
600 000 hl-t tett ki az export (Holczapfel, 2022). A keleti piacok megsziinésével Magyarorszag
kénytelen volt a nyugati piacok felé fordulni, amelyhez azonban az egész sz616-bor agazat megujitasa
valt sziikségessé. Ennek érdekében a korabbi allami borgazdasdgokat privatizaltdk, kiilfoldi
befektetdk és hazai vallalkozok tékeinjekciodja, valamint korszerli technologiak alkalmazésa segitette
az agazat modernizacigjat (Pallas, 2016). A mindségorientalt termesztéstechnologia, a marketing
fontossaga, a piaci versenyhelyzet €s a terroir-szemlélet 1) irdnyokat jeloltek ki a magyar boraszat
szamara (Rakonczas, 2014).

A korabbi szoloiiltetvény-0sszeirasok és a HEGYIR adatai alapjan a borvidékek és a borvidéken
kiviili {iltetvények teriilete a 91 ezer hektarrol 62 ezer hektarra csokkent 2001 és 2020 kozott. A
csokkenés foként a borvidékeken kiviili iiltetvényeket érintette. A jelen tendencidk azt mutatjak, hogy
a szoldiiltetvények mindségjavitd szerkezetvaltasa zajlik. A teriiletcsokkenés mellett a gazdak
igyekeznek gazdasagosan miivelhetd iiltetvényeket kialakitani, emellett pedig minéségi arut termelni

(KSH, 2020).
3.1.1. Filoxéra vész és a sz010 alanyok hasznalata

., Elmultak immar a régi jo idok, midon apraja-nagyja kikéltozott a hegyre s a szorgos munka végzése
utan jo kedvre és vigassagra is maradt ido. (...) Ma mar szomoruan décog ki a tulajdonos egy-két
hordocskaval a hegyre, s sok helyt maga ki se megy, hogy ne lassa az elszomorito latvanyt. S
mindennek oka az a szabad szemmel lathatatlan szérnyeteg, melyet phylloxéranak neveznek." -
kesergett a Gyakorlati MezOgazda cikkirdja 1888-ban (Beck, 2005).

1875-ben Pancsovan (Torontdl varmegye) jelent meg eldszor a filoxéra €s gyorsan terjedni kezdett. A
valsag mélypontja 1890-es évek elsd felében volt. A szoélofelyjitasi torvény megjelenése utan
lendiiletet kapott az ujratelepités. Igy 6sszességében a filoxéravész és az utana kovetkezd események

egy Uj, modern sz616- és borkulttra alapjait teremtették meg (Beck, 2005).
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Az iiltetvények megujitasa soran kezdetben a sajat gyokérzetiikon is termeszthetd, észak-amerikai
fajok keresztezéseivel eldallitott, ugynevezett direkt termd fajtadkban lattdk a megoldast. Azonban az
ezekbdl a fajtakbol késziilt borok mindsége nem érte el a Vitis vinifera L. fajtak termésébdl készitettek
termékek mindségét, a 19. szdzad végétdl a széldalanyok hasznalatat kezdték szorgalmazni. Francia
kutatok olyan széléfajokat vélasztottak ki, melyeknek gyodkérzete a szOlogyokértetiivel szemben
megfeleld ellenallosaggal rendelkezett, valamint a szaporithatosdg ¢és a szolOtermesztés
szempontjabol is alkalmasak voltak a hazai kotott talajra. Az elmult 120-125 évben a Vitis rupestris,
a Vitis riparia és a Vitis berlandieri fajok kiilonb6zé kombinacidival eldallitott alanyok hasznélata

volt jellemzd (Kocsis, 2019).
3.1.2. Magyarorszagon jelentds sz016 alanyfajtak

Magyarorszagon elsdsorban a Vitis berlandieri x Vitis riparia szarmazast sz6l0alanyokat hasznalnak,
mivel Teleki Zsigmond szdldalany nemesitd ezeket a fajtakat taldlta meszes talajhoz legjobban
alkalmazkodoénak (Kocsis, 2018). Teleki a filoxéravész pusztitasat kovetden kezdte meg nemesitdi
munkajat, és tobb évtizedes kutatassal, kitartd kisérletezéssel hozta 1étre azokat az alanyhibrideket,
amelyek hosszu tavon biztositottak a magyar szélétermesztés fennmaradéasat. Nevéhez flizodnek
olyan vilagszerte ismert és maig hasznalt fajtak, mint a *Teleki 5C’°, a ’Teleki-Kober 125AA’, a
"Teleki-Fuhr. S.0.4> valamint a ’Teleki Kober 5SBB’, amelyek nemcsak a meszes talajokhoz valo
kivalo alkalmazkodasukkal, hanem ellenalld képességiikkel is kiemelkedtek (Bakonyi & Bakonyi,
2002). A szdloiiltetvény-rekonstrukciok alkalmaval, az 1960-as ¢években sziiletett kutatasi
eredmények figyelembevételével a Vitis berlandieri x Vitis riparia *Teleki 5C’ és a Vitis berlandieri

x Vitis riparia *Teleki Kober SBB’ alanyfajtak valtak uralkodova (1. abra) (Kocsis, 2018).
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TelekidASO4_ o/ o5 megoszlds 101-14 Mgt. Teleki Kober 125 AA és kl6njai
7,6 0,9 z 16,4
Georgikon28 41 8% 1% 2 161-49 Couderc  16%
Borner 37 % ) 1,5
2,8 45 4% 2% 3309 Couderc
3% . N\ / 03
5 0%
Binova
0,4 Chasselas x Berl. 418
0% 0,3
0%
Teleki5 C
346
35%
" 101-14 Mgt. = Teleki Kober 125 AA és kiénjai * 161-49 Couderc 3309 Couderc
® Chasselas xBerl. 41 B = Teleki Kober 5BB = Teleki SC ® Binova
= Borner = Georgikon 28 ® Fercal = Teleki 4A SO4

1. abra A Magyarorszagon termesztett szoldalanyfajtak torzsiiltetvényben talalhaté szazalékos

részesedésiik szerint (Kocsis, 2018)

Magyarorszagon az utobbi évtizedben némileg kiboviilt az alanyfajta-hasznalat. Az Eurdpaban
altalanosan termesztett sz616alanyok hozzaférhetdek a hazai sz6l6termesztdk szamara is, igy az utobbi
évtizedben Magyarorszdgon is nagyobb alanyfajta valaszték all rendelkezésre. A hazai termesztok
leginkabb a kovetkezd alanyfajtakat hasznaljdk: Berlandieri x Riparia T. 5C, Berlandieri X Riparia
T.K. 5BB, Berlandieri x Riparia T. 4A SO4, Berlandieri x Riparia T. 125AA, Georgikon 28, Fercal,
140 Ruggeri, Borner, 3309 C, 101-14 Mgt (Kocsis, 2018). A fontosabb alanyfajtaink tulajdonsagait

az M1 melléklet foglalja 6ssze.
3.1.3. Sz016 szaporitdanyag eldallitasa és helyzete Magyarorszagon

A sz016 szaporitasa hazankban vegetativ uton, jellemzdéen fas alanyra végzett oltassal torténik. Az
oltas biztositja a nemes és az alany kozotti tartés kapcsolatot: az alany veszi fel a vizet és a
tdpanyagokat, mig a nemes biztositja a termést. A szaporitas legelterjedtebb modja a kézi fasoltas,
amelyet elOhajtatds és iskolazas kovet. Az iskolazds soran torténik meg az oltvanyok
meggyoOkeresedése, az oltasi hely fasodasa és a nemes hajtas fejlédése. Erre jellemzden aprilis 15. és
majus 10. kozott kertiil sor, amikor a talajhdmérséklet eléria 12 °C-ot. A folyamat élettani szempontbol
legérzékenyebb szakaszai az oltéas, az el6hajtatas és az iskolazas (Szabo, 2019).

A 57010 szaporitdanyag-termesztés mindsége szamos tényezOotol fligg: meghatirozo a fajtainnovacio,

a torzsiiltetvények egészségi allapota, a termesztéstechnologia fejlettsége, a ndvényegészségiigyi
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helyzet, valamint a hat6sagi ellendrzés rendszere (Molnar, 2019). Magyarorszag mar a mult szazad
masodik felében felismerte az egészséges szaporitdoanyag fontossagat, és koran megteremtette a
virustesztelt szaporitdanyagok eldallitasanak feltételeit. Ugyanakkor az unids csatlakozassal jard
szabad aruforgalom 0j novényegészségiigyi kockazatokat hozott, példaul fitoplazmak és virusok
behozatalat, amelyek fertdzott szaporitdbanyaggal is terjedhetnek. Molnar (2019) szerint
elengedhetetlen, hogy a termesztés soran gyors, olcsé €s gyakorlatban is jol hasznalhat6 diagnosztikai
modszerek alljanak rendelkezésre, amelyek a latensen jelenlévo fertdzéseket is megbizhatoan
kimutatjak. Emellett sziikség lenne egy egységes, minden termeld altal elérhetd és az ellendrzést
tamogat6 informatikai rendszer kiépitésére is. A korabbi hat6sagi ellendrzési rendszer szétaprozodasa,
valamint az elodazott feladatok kezelése nélkiil a sz6l6 szaporitéanyag agazat hosszi tavon is

veszélybe kertilhet.

3.2.Sz010t fertozo virusok és viroidok

A termesztett ndvényfajok koziil a sz6l0nek van a legtobb ismert virusa. A HTS modszerek fejlodése
ujabb virusok azonositasat tette lehetdve, igy eddigi ismereteink alapjan vilagszerte 102 sz616t fert6zo
virust azonositottak (Fuchs et al., 2025). Jelenleg kilenc sz616t fert6z6 viroidot ismeriink. Nyolcat a
Pospiviroidae csaladbol, valamint a besorolas nélkiili grapevine hammerhead viroidot (GHVA).
Koziilik kettérdl ismert, hogy betegséget okozhat sz6lében, a grapevine yellow speckle viroid 1

(GYSVd1) és a grapevine yellow speckle viroid 2 (GYSVd2) (Fuchs et al., 2025).
3.2.1.Magyarorszagon el6fordul6 szoldvirusok

A hazankban el6forduld szdélovirusokat tobb szempont alapjan csoportosithatjuk (példaul melyik
viruscsaladba tartoznak), azonban a kutatasi eredmények és azok targyaldsa szempontjabdl fontos,
hogy a jelenlegi hatdsagi szabalyozas szerint melyek azok a virusok, amelyeket kotelezden kell
vizsgalni és melyek, amelyek jelenléte nincs korlatozva a sz616 novényben. A dolgozat szempontjabol
a kovetkezd csoportositast hasznalom: vizsgalatkoteles és nem vizsgalatkoteles virusok, valamint a
Magyarorszagon uUjonnan leirt virusok. Széldvirusok kozott a hatalyos szabalyzds szerint
vizsgalatkoteles nemzarlati karositok vannak. Ez azt jelenti, hogy a virus megtaldlhato az EU-ban, igy
akdr Magyarorszdgon is, azonban gazdasidgi hatdsa miatt jelenléte a szaporitdbanyagban nem

elfogadhat6 (Implementing Regulation (EU) 2019/2072., 2019).
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3.2.1.1. Vizsgalatkoteles virusok Magyarorszagon

Magyarorszagon a sz0l6 szaporitdanyagok virusmentességének ellendrzését a 87/2006. (XII. 28.)
FVM rendelet szabalyozza. A rendelet 6. és 7. melléklete szerint a vizsgalatkoteles virusok kore a
szaporitoanyag eldallitdsanak szintjétdl fiiggden eltérd. A kiinduldsi (prebézis) allomanyok
létrehozasara szolgalo novényeken vizsgalando kérositok kozé tartozik az arabisz mozaik virus (arabis
mosaic virus, ArMV), sz0l6 pafranyleveliiség virus (grapevine fanleaf virus, GFLV), sz6l6
levélsodrodassal tarsult virus 1 (grapevine leafroll associated virus 1, GLRaV-1), szdl6
levélsodrodassal tarsult virus 3 (grapevine leafroll associated virus 3, GLRaV-3), a sz616 krommozaik
virus (grapevine chrome mosaic virus, GCMV), paradicsom fekete gylirlis virus (tomato black ring
virus, TBRV), a sz6l6 A, B, D virusok (grapevine virus A, B, D, GVA, GVB, GVD) ¢és sz6l6
foltosodas virus (grapevine fleck virus, GFkV). A sz0l6 certifikacios rendszerében vizsgalando
karositok kore sziikebb, az aldbbi virusokat foglalja magaban: ArMV, GFLV, GLRaV-1,-2,-3,
valamint a GVA, GVB, GVD ¢és GFkV (87/2006. (XII. 28.) FVM Rendelet, 2006).

3.2.1.2. Nem vizsgalatkoteles virusok Magyarorszagon

e Lucerna mozaik virus (alfalfa mosaic virus, AMV)

Hazéankban eldszor 1980-ban azonositottak €s kezdték el vizsgéalni. A sz6l6 levelén kiilonb6zo
mintazatokban levél elszinezddést okoz (sarga foltok, gytirtik és vonalas mintdk) (Lehoczky &
Beczner, 1980).

e Sz010 levélsodrodassal-tarsult virus 4 (grapevine leafroll- associated virus 4, GLRaV-4)
Szintén Lazar és munkatarsai (Lazar et al., 1995) azonositottdk magyarorszagi jelenlétét a GLRaV-4-
nek is. A szekvencia meghatarozasara végiil majdnem 30 évet kellett varni (Olah et al., 2024).

e Sz0616 A-virus (grapevine virus A, GVA) és sz616 B-virus (grapevine virus B, GVB)
A ,rugose wood” komplex betegségrol 1967-ben Martelli és munkatarsai (1967) szamoltak be
Magyarorszagon. Akkor még nem a GVA és a GVB azonositasa tortén, de azéta mar tudjuk, hogy
ennek a betegségnek a kialakitdsdban a GVA ¢és a GVB is részt vesznek (Pierce & Gohen, 1998;
Velasco et al., 2005).

e Sz016 rupestris torzsgddrosodés betegséggel-tarsult virus (grapevine rupestris stem pitting-

associated virus, GRSPaV).

A harmadik virus, ami részt vesz a ,;rugose wood” komplex kialakitdsaban. 1998-ban Meng és
munkatarsai azonositottdk molekularis szinten (Meng et al., 1998).

e Sz04106 bulgéariai latens virus (grapevine Bulgarian latent virus, GBLV)
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A GBLV-t Magyarorszagon el0szor 1980-ban mutattdk ki szeroldgiai modszerrel, 25 kiillonbozo
sz6lofajtdban. A megfigyelések alapjan a virus jelenléte tiinetmentes fertézéssel is tarsulhatott
(Pocsai, 1981).
3.2.1.3. Magyarorszagon Ujonnan leirt sz816virusok

e Sz4l6 Pinot gris virus (grapevine Pinot gris virus, GPGV)
A GPGV-t elészor Magyarorszagon 2018-ban a hazai szdldiiletvények virologiai felmérése soran
azonositotta csoportunk kis RNS-ek nagy ateresztoképességii szekvenalasaval (Czotter, et al., 2018a).

e Sz016 red globe virus (grapevine red globe virus, GRGV)
Szintén a hazai szOldiiltetvények felmérése soran keriilt Magyarorszagon elsé alkalommal
azonositasra a GRGV (Czotter, et al., 2018a).

e Malna bokros torpiilés virus (raspberry bushy dwarf virus, RBDV)
Magyarorszagon 2012-ben mutattak ki sz616bdl els6é alkalommal (Plesko et al., 2012), késébb a hazai
szOloiiltetvények atfogd vizsgalata soran csoportunk is talalt RBDV pozitiv sz6l6tokéket (Czotter, et
al., 2018a).

e Sz0616 vonalas mintazottsag virus (grapevine line pattern virus, GLPV)
A virust 1980-as években azonositotta Lehoczky Janos és vizsgalatai szerint az Ilarvirus nemzettségbe
sorolta. A szdléleveleken megjelend sarga gytiriis foltos mintazat jellemz0 a fert6z¢és akut fazisaban
(Lehoczky et al., 1987). A virus szekvencia meghatarozdsara 2020-ban keriilt sor. A csoportunk olasz
¢s belga munkatarsakkal egyiitt HTS (kis RNS, dsRNS és RNA-Seq) és Sanger szekvenalas
segitségével hatarozta meg a virus nukleotid sorrendjét (Elbeaino et al., 2020). Ez alapjan a GLPV az
ilarvirusokkal kozeli rokonsagban allo Anulavirus nemzetségbe sorolhaté (Thompson et al., 2025).

e Sz016 Syrah virus 1 (grapevine Syrah virus 1, GSyV-1)
A GSyV-1-et Magyarorszagon 2015-ben irta le eldszor a csoportunk (Czotter et al., 2015).

3.2.2.Magyarorszagon el6fordulé sz6l6t fertézd viroidok

Jelenlegi ismereteink szerint 9 sz016t fert6zo viroidot azonositottak: komlotorpiilés viroid (hop stunt
viroid, HSVd), citrom-kéregelhalés viroid (citrus exocortis viroid, CEVd), sz016 sargafoltossag viroid
1-2-3 (grapevine yellow speckled viroid 1-2-3, GYSVd-1-2-3), ausztradl sz6léviroid (Australian
grapevine viroid, AGVd), Japanese grapevine viroid (JGVd), grapevine latent viroid (GLVd),
grapevine hammerhead viroid (GHVd) (Fuchs et al., 2025). Eddigi ismereteink szerint ezek koziil
hazankban a HSVd, a GYSVd-1 és a CEVd fordulnak el6 (Lazar & Bisztray, 2011). A hatalyos

19



rendelet nem szabalyozza a viroidok vizsgalatat sz616 szaporitéanyagban (87/2006. (XII. 28.) FVM
Rendelet, 2006).

3.3.Novenyi virusok fertdzésének molekularis jellemzoi

3.3.1. Virusfert6zés folyamata

A virusok passziv modon fertézik a novényeket, amihez eldszor be kell jutniuk valamilyen uton a
novényi sejtekbe. A belépés torténhet mechanikai sériilésen keresztiil, vektorok segitségével vagy
példaul a sztémakon atjutva (Kumar et al., 2020). A virus gazdaszervezeten beliili mozgéasat a mozgasi
fehérjék segithetik. Lokalisan a plazmodezmakon keresztiil tudnak sejtrél sejtre terjedni, szisztemikus
terjedésrdl akkor beszéliink, ha a virusok elérik a szallitonyalabokat (Lucas, 2006). A virusok
sokszorozodasanak és terjedésének hatasara tiinetek alakulhatnak ki a fertdzott ndvényen, de nem
minden esetben. Azokat a virusokat és viroidokat, amelyek nem okoznak tiinetet az elsddleges
gazdaikon ,latens”, , tlinetmentes” vagy ,.kriptikus” virusokként irjak le (Chofong et al., 2021). Ezen
kiviil az endogén pararetrovirusok a gazdandvény genomjaba integralodva gyakran ugynevezett alvo
allapotban vannak, igy ilyenkor a fert6zott novények tiinetmentesek maradhatnak (Richert-Poggeler
& Minarovits, 2014). A szekvenalasi és diagnosztikai modszerek fejlddése megerdsitette, hogy a
virusok mindeniitt jelen vannak a bioszféraban még akkor is, ha a fert6zés jelei vagy tiinetei nem
nyilvanvaloak (Chofong et al., 2021). Lokalis fertézés esetén a tlinetek meghatirozott teriiletre
korlatozodnak ¢€s altalaban a virus behatolasanak helyén alakulnak ki. Ezek jellemzd tlinete a nekrozis
(kis tliszrds mérettdl a nagyobb foltokig), klordzis (ilyenkor a fertézott sejtek elveszithetik a
klorofilljukat vagy az egyéb pigmentjeiket) és van olyan eset, amikor gytirlis foltok jelennek meg,
amelyek lehetnek klorotikusak vagy nekrotikusak is. Szisztemikus fertdzés esetén a virus az egész
novényre atterjed a xilémen vagy a floémen keresztiil, ami a tiinetek széles skalajat okozhatja.
Ilyenkor a tlinetek megjelenése egyiitt jarhat megbetegedéssel is, ami a gazdandvény egészségének
leromlasaval és akar elhalasaval végzddhet. Szisztemikus tiinetek koz¢é tartoznak a névény méretének
valtozésa (pl. torpiilés), a mozaik mintazat, a sarguldsos tiinetek, a levélsodrodas, a gyliriis foltossag,
a nekrotikus foltossag, a fejlddési rendellenességek és a hervadas (Hull, 2014). A szisztemikus
fertézések tovabbi két tipusba sorolhatok: az akut és perzisztens (tartds). A fertézés kezdeti
szakaszaban akut, gyors szaporodast €s sulyos tiineteket okozd fertdzésrdl beszéliink. Ha a virus

hosszl tavon jelen marad a ndvényben, perzisztens fertdzésrél beszélhetiink, amely nem feltétlentil
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tiinetmentes, €s a virus jelenléte hossza tavu kapcsolatot jelent a gazdandvénnyel (Palukaitis &

Garcia-Arenal, 2003; Roossinck, 2010).

3.3.2.Novények védekezési lehetdségei a virusfertozés ellen

A virusfertézésekkel szemben a ndvények véltozatos molekularis mechanizmusokat alakitottak ki.

Velesziiletett immunvalaszok: A ndvények velesziiletett immunrendszere képes felismerni a
virus részeit, ezaltal elinditani egy védekezési reakcidt. Ilyen védekezési reakciok lehetnek a
reaktiv oxigénformdk (ROS) termelése, proteazok aktivalasa, védekezéssel kapcsolatos gének
indukcidja, valamint szignalizacios molekuldk felszabaditasa (szalicilsav, jazzmonsav €s etilén)
(Dodds & Rathjen, 2010).

Fehérjék lebontasa: a ndvények az ubiquitin-proteoszoéma rendszerrel a viralis fehérjéket is le
tudjak bontani. Ehhez a virusfehérjéket ubiquitinnel jeldlik, igy a proteoszoma felismeri és
lebontja dket (Hohn & Vazquez, 2011).

Hiperszenzitiv reakcio (HR): a hiperszenzitiv reakcié olyan védekezési mechanizmus, ami a
fert6zott novényi sejtek gyors halalahoz vezet. Ezt a virusfertdzésre adott valaszt az valtja ki,
hogy a ndvény immunrendszere felismeri a virdlis effektorokat és a gyors sejthalallal
korlatozhatja a virus terjedését a ndvény tobbi részébe (Cole et al., 2001).

Szisztemikus szerzett rezisztencia (SAR): A szisztemikus szerzett rezisztencia olyan
védekezési mechanizmus, ami egy lokalizalt fertdzésre aktivalja a novény védekezésre adott
reakcioit. [lyen valaszreakciok lehetnek a jelzdmolekulak, mint példaul a szalicilsav termelése,
ami aztan képes a védekezéssel kapcsolatos gének expresszidjanak beinditdsara a novény még
nem fert6zott részein (Vlot et al., 2009).

RNS interferencia vagy RNS csendesités: A novényekben RNS csendesitési utvonal a
virusokkal szemben a virdlis RNS-eket célozza és bontja le, ezzel megakadalyozva a virus

RNS-ek terjedését és transzlacidjat (Ding & Voinnet, 2007).

3.3.2.1. Az RNS interferencia, mint védekezési mod

Az RNS-interferencia (RNSi) egy konzervalt biologiai folyamat, amelyben a kettds szali RNS

(dsRNS) szekvenciaspecifikus mdodon aktivalja a homolég RNS-molekulak lebomlasat. Az RNSi

alapu antivirdlis védekezd rendszer miikddésének elsé 1épése, hogy a gazda DICER enzimjei

felismerik a virusreplikacid soran keletkez6 dsRNS-eket, majd azokat kis kettds szali RNS-

fragmensekre (siRNS-ekre) hasitjadk. Ezek az siRNS-ek beépiilnek az RNS-indukalt csendesitd
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komplexbe (RISC), ahol az egyik szal lebomlik, a masik pedig iranyitoként miikodik. A RISC olyan
RNS-molekulakhoz kotddik, amelyek komplementerek a vezetd szal szekvenciajaval és ez a cél-RNS
A dsRNS felismerésében a Dicer-szerli enzimek (DCL) jatszanak szerepet. Novényekben a DCL2 ¢és
a DCL4 vesz részt az antivirdlis RNSi-folyamatokban, és RNaz aktivitasuk révén 22, illetve 21
nukleotid hossziisagu kis RNS-eket hoznak 1étre. Ezek az RNS-ek a RISC komplexbe épiilnek be,
amelynek katalitikusan aktiv alegysége az Argonauta (AGO) fehérje. Novényekben tobb AGO
fehérjét is azonositottak, amelyek részt vesznek az antivirdlis géncsendesitésben, koztiikk az AGO1,
AGO2, AGO4 ¢s AGOS (Carbonell & Carrington, 2015). Az AGO-ba beépiilt kis RNS alakitja ki az
aktiv RISC komplexet, amely a komplementer szekvenciaji viralis RNS-t célozza, és az AGO
endonukledz aktivitasa révén hasitja és lebontja azt (Pumplin & Voinnet, 2013).

Az antivirdlis valaszban kulcsszerepet jatszanak tovabba az RNS-helikazok, kiilonosen a DEAD-
boksz helikdzok, amelyek érzékelik a viralis RNS-t és effektor funkciokat is ellatnak (Taschuk &
Cherry, 2020), valamint az RNS-fliggd RNS-polimerdzok, amelyek erdsitik az siRNS-jelatvitelt
(Baulcombe, 2004).

3.4.Virusdiagnosztikai mddszerek

A virusok jelentds gazdasagi karokat okozhatnak a mezdgazdasdgban és a kertészeti kultirdkban,
ezért alapvetd fontossdgu, hogy hatékony diagnosztikai modszerek alljanak rendelkezésre a

virusfertézések gyors €s pontos azonositdsahoz.
3.4.1.Biotesztelés

A biotesztelés, mas néven bioldgiai indexelés, a virusok és egyéb oltassal atvihetd korokozok, példaul
viroidok, fitoplazmdk kimutatdsara haszndlt modszer. A vizsgalat sordn a tesztelni kivant,
potencialisan fertézott ndvénybdl szarmazod szaporitdanyaggal (oltassal), illetve egyes virusok
esetében novényi kivonattal vagy nedvvel inokuldlnak egy egészséges tesztnovényt. A vizsgalni
kivant névényt a tesztnovényre kdzvetleniil ra is lehet oltani. A beoltott novényeket ezt kovetden
megfigyelés alatt tartjak és virusos tlinetek megjelenését figyelik rajtuk. A modszer elénye, hogy a
fertdzést akkor is kimutathatova teszi, ha a vizsgalt novényben a virus tlinetmentesen van jelen, mivel
a fogékony tesztndvényen jellegzetes tlinetek alakulhatnak ki. Hatranya, hogy munka-, hely- és
idbigényes, a vizsgalatok elvégzése és kicrtékelése szakszerti tudast és tapasztalatot igényel, valamint
nem szolgaltat elég informacidt a korokozo pontos azonositasahoz (Legrand, 2015).
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A biologiai indexelés egy masik felhasznalasi mddja a virusrezisztens novényfajtak keresése. Az adott
virussal vald fertézés utan a rezisztenciat mutatdé egyedeket fel lehet hasznalni rezisztencia gének

azonositasara és 1j, virusrezisztens fajtdk nemesitésére (Sanfagon, 2015).
3.4.2.Szerologiai vizsgalatok

A szerologiai teszteket széles korben hasznaljak a ndvények virusfertdzottségének diagnosztizalasara.
Ezek a tesztek a novényi kivonatokban taldlhat6 virusantigének kimutatasara szolgalnak, specifikus
antitestek segitségével (Clark & Adams, 1977).

A leggyakrabban hasznalt szeroldgiai teszt az ELISA (enzyme linked immonsorbent assay) vagy
magyarul az enzimhez kapcsolt immunoldgiai proba. Két tipusat is hasznalhatjuk, a direkt (kozvetlen)
vagy az indirekt (kozvetett) ELISA tesztet. A ndvényi virusdiagnosztikaban leggyakrabban az
ugynevezett DAS-ELISA tesztet (double-antibody sandwich-ELISA) hasznaljak, ami az indirekt
ELISA-hoz hasonloan két antitestet haszndl a virus antigének kimutatasara. Ennek sordn el6szor az
ugynevezett befogo antitestet egy szilard hordozohoz kotik, példaul mikrotiter lemezhez. A novényi
kivonatot ezutan a lemez lyukaiba toltik, igy az immobilizalt antitestekhez kapcsolddnak a virus
antigének. Ezt kovetden egy adott virust specifikusan felimerd antitestet adnak a lemezhez, ami egy
enzimmel van megjeldlve. Az enzim szubsztratjdnak hozzdadasaval 1étrejovo enzimreakcio (példaul
szinreakcid) detektdlhatova és mérhetdvé valik, ezéltal a keresett virus kimutathatdo (Gibbs &
Ohshima, 2010). A vizsgalt virust specifikusan felismerd antitest lehet poli- vagy monoklonalis
(Karasev & Gray, 2013).

A DAS-ELISA eldnye, hogy nagy az érzé¢kenysége, akar 1 ng/ml koncentracioban is képes kimutatni
a virusokat és viszonylag egyszeriien elsajatithat6 a hasznalata (Clark & Adams, 1977). Mindemellett
gyors és nagyon specifikus teszt, képes rokon virusok megkiilonboztetésére is (Gibbs & Ohshima,
2010). Viszont hatranya, hogy hamis negativ eredményeket adhat, ha a névényi mintaban alacsony a
virus mennyisége, vagy ha a minta olyan inhibitorokat tartalmaz, amelyek zavarhatjak a reakciokat €s
az antigén specifitdsa miatt el6fordulhat, hogy a vizsgalt virus nem minden varidnsat vagy valtozatat
képes kimutatni (Karasev & Gray, 2013). Al-pozitiv eredményt akkor is kaphatunk, ha az antitest
kapcsolodik mas novényi komponensekkel vagy akar kozeli rokon virusokkal (Clark & Adams, 1977).
A dot-blot egy széles korben alkalmazott mddszer, amely fehérjék vagy nukleinsavak kimutatasara
egyarant alkalmas és virusfertdzések detektalasara is hasznalhat6. A szeroldgiai dot-blot esetében a
virusfehérjéket nitrocellul6z membranra rogzitik, majd specifikus antitest probakkal tesztelik. A virus

jelenlétét a membranon képzddo szines folt jelzi (Powell, 1987).
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Egy még érzékenyebb és specifikusabb szerologiai teszt a Western-blot, ami egyesiti a szeroldgia
specifitasat az elektroforézis fehérjelvalaszté tulajdonsagaval, amivel a legkisebb fehérje mennyiséget
is hatékonyan lehet mérni. El8szor SDS-gélelektroforézissel méret szerint elvalasztjdk a
virusfehérjéket, majd blottolasi technikdval nitrocellul6z membranra rogzitik azokat. A
virusfehérjékre specifikus antitestekkel mutatjak ki a virus jelenlétét, amely soran meghatarozhat6 a

virusfehérje mérete is (Bhardwaj & Kulshrestha, 2020).

3.4.3. Nukleinsav-hibridizacids technikak

A nukleinsav-hibridizacios technikdk a virusdiagnosztikaban klasszikus molekularis modszerek,
amelyek a cél-RNS vagy DNS specifikus, komplementer nukleinsav probaval térténd azonositasan
alapulnak. E mddszerek elénye, hogy lehetévé teszik a virus jelenlétének kimutatdsat, valamint az
RNS- vagy DNS-fragmentumok méretének és mennyiségének meghatarozasat, ami fontos a
virusvaridnsok azonositdsdban ¢és a fertdzés dinamikdjanak vizsgalataban. A ndvényi
virusdiagnosztikdban a nukleinsav-hibridizacids technikdk koziil a Northern blot rendelkezik
kiemelkedd jelentoséggel, mivel a legtobb novényi virus RNS-genommal rendelkezik. A Northern
blot soran a vizsgalanddo RNS-mintat gélelektroforézissel méret szerint elkiilonitik, majd membranra
atviszik, ahol egy komplementer, jelolt probaval hibridizal. Ez a megkdzelités lehetové teszi a virus
RNS specifikus és érzékeny detektalasat, igy még tiinetmentes novényekben is kimutathato a fert6zés
(Nikolaeva, 2017).

A Northern blot hibridizacié megbizhato €és nagy specifitdsu mddszer, amely pontos informaciot ad a
transzkript méretérdl, valamint a hibridizdcios membranok hossz(i tavon tarolhatok és
ujrahibridizalhatok, igy tobbszori vizsgalatra is felhasznalhatok (Kwon et al., 2012). Héatranya
ugyanakkor, hogy érzékenysége alacsonyabb a PCR-alapu technikdkhoz képest, nagy mennyiségii jo
mindségli RNS-t igényel, id0- és munkaigényes, tovabba a mintdk kiilonosen érzékenyek a
ribonukleazok altali degradaciora, ezért szigor laboratériumi koriilmények sziikségesek (Zhang et
al., 2022).

Osszességében a Northern blot a nukleinsav-hibridizaciés technikak koziil leggyakrabban alkalmazott
modszer a ndvényi virusdiagnosztikaban, kiilondsen az RNS-virusok kimutatasara, €s ezért targyaljuk

ezt a technikat részletesebben a dolgozatban (Gallitelli, 2004; Nikolaeva, 2017).
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3.4.4.PCR ¢és azon alapuld modszerek

A polimeraz lancreakcié (PCR) vilagszerte attorést jelentett a novényi virusdiagnosztikaban. Mar az
1990-es évek elején bevezették a modszert a gyakorlatba, €s azéta is alapvetd eszkoze a fert6zo
virusok korai, érzékeny és specifikus kimutatasanak (Boonham et al., 2014). A PCR soran tobb milli6
DNS-masolat késziil a virusgenom egy specifikus régiojarol. A reakciohoz hasznalhaté templatként
genomi DNS vagy RNS virusok esetében komplementer DNS (cDNS), amit az RNS reverz
transzkripcidjaval lehet eldallitani (ilyenkor RT-PCR-t, azaz reverz transzkripcidos PCR-t hasznalnak).
az amplifikalt termék kimutatdsa pedig gélelektroforézissel vagy fluoreszcens probakkal torténhet
(Mullis & Faloona, 1987). A valos idejii kvantitativ PCR (qPCR vagy real-time PCR) ennek a
technikanak egy olyan véltozata, ahol a reakci6 eldrehaladasat egy fluoreszcens riporter detektalasaval
lehet figyelni és alkalmas a virusok mennyiségi meghatarozasara is (Mirmajlessi et al., 2015).

Egy 1jabb nukleinsav amplifikacion alapulé modszer a LAMP (loop-mediated isothermal
amplification), ami egy izotermalis (allandé homérséklet) koriilmények kozott végzett nukleinsav
amplifikacio. A LAMP moddszer nem igényel specidlis berendezést, csak egy olyan eszkozt, amely
alland6 hémérsékletet képes tartani. Nagy specifitasat a reakcid soran hasznalt hat primer biztositja,
amelyek hat fliggetlen régiot ismernek fel a templaton, ezeket jellemzden F3, B3, FIP, BIP, LoopF és
LoopB jelzéssel latjak el. A reakcioban hasznalt enzim robosztussaga eldnyt jelent inhibitorokat
tartalmazo mintak esetében, igy akar nyers novényi extraktumot is lehet templatként hasznalni (Panno
et al., 2020; Tomita et al., 2008). OmniAmp polimeraz példaul hasznalhato LAMP vizsgalatokban
RNS és DNS genommal rendelkezd virusok kimutatasara is, mivel reverz transzkriptaz aktivitassal is
rendelkezik (Chander et al., 2014).

A kozelmultban a hordozhatd LAMP eszk6zok fejlesztése lehetdvé tette a korokozok ,,valds ideji”

kimutatasat kozvetleniil a terepen (Wilisiani et al., 2019).
3.4.5.Nagy ateresztoképességii szekvenalasi technikdk (HTS) diagnosztikai alkalmazasa

A hagyomanyos diagnosztikai modszerek alkalmazasdhoz sziikség van valamilyen eldzetes
informaciora a virusrél, példaul PCR alapu modszerek esetében a genom legalabb részleges nukleotid
sorrendjének ismeretére a primerek tervezéséhez, vagy a szeroldgia vizsgalatok elvégzéséhez a
specifikus antitestek eldallitasa céljabol virionok tisztitasara van sziikség (Ward et al., 2004). A HTS

technologidk fejlodése a novényi virusok kimutatdsaban 0j lehetéséget nyujtott (Roossinck, 2017). A
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HTS-hez nincs sziikség semmilyen eldzetes informacidra a virusrol, mivel a vizsgalt mintaban az
Osszes nukleinsav egyideji szekvenalasat teszi lehetévé (Adams et al., 2009). A szekvenalhato
konyvtarak elkészitése eldtt bizonyos esetekben sziikség lehet a virusok mennyiségének novelésére
valamilyen moddszerrel, mivel a gazdaszervezetbdl szarmaz6 szekvencidk elnyomhatjak a virus
szekvenciakat. Ehhez tobb mddszer is rendelkezésre all, igy a konyvtarak készitéséhez hasznalhatunk
teljes RNS-t vagy ribodeplécios eljarassal riboszomalis RNS-t8l megtisztitott RNS izoladtumot,
izolalhatunk kis RNS-eket, tisztithatunk duplaszali RNS-t (dsRNS), vagy virionbol szdrmazé RNS-
ek és poliadenilalt RNS-ek is lehetnek a szekvenalas templatjai (Adams & Fox, 2016; Pecman et al.,
2017).

A HTS specialis szekvenal6 platformokat igényel, amelyeket tobbféle modon is csoportosithatunk, de
a f6 szempontok példaul a nukleotidszekvencia kimutatasi mddja, a szekvenalashoz hasznalt nukleotid
kozvetlen forrasa, vagy szekvenalasban alkalmazott kémiai folyamat (Levy & Myers, 2016). Jelenleg
tobb HTS platform koziil lehet valasztani és Gjabbak fejlesztése is folyamatban van.

Az Illumina szekvenalas a legszélesebb korben hasznalt HTS platform, jol miikddik teljes genom
szekvenalashoz, RNS szekvenalashoz és célzott génpanel szekvendlashoz is. A szekvenalas kémiai
modszere a szintézis alapi szekvenalds (sequencing-by-sythesis). Ez a modszer a reverzibilis
terminator technologian alapul, amely soran egy adott nukleotid hozzdaddsa utan a hozzaadott
nukleotidot inaktivva teszik, majd a kdvetkezo ciklusban a folyamat ismétlédik (Metzker, 2010).

A HTS hasznalata a ndvényi virusdiagnosztikaban az elmult évtizedben szamos 1j virus
azonositdsdhoz vezetett, mivel képes kimutatni ismert és 0j virusokat, rdadasul olyanokat is,
amelyeket mas hagyomanyos maddszerekkel nem sikeriilt azonositani (Villamor et al., 2019). Ezen
felil fontos szerepe van a virus metagenomikdban vagy a virusjarvanyok monitorozasaban is
(Roossinck, 2010).

A HTS alapti novényi virusdiagnosztikdnak még mindig vannak korlatai, a szekvenalasnak a
hagyomanyos mddszerekkel szemben még mindig magasabb a kdltsége, bar ez folyamatosan csokken,
a szekvencia adatok bioinformatikai elemzése szaktudast igényel, amit azonban az ehhez fejlesztett
felhasznalobarat szoftverek egyre konnyebbé tesznek. Sok esetben ad al-pozitiv vagy negativ
eredményt, igy mindenképpen sziikséges mas diagnosztikai moddszerrel is megerdsiteni az

eredményeket (Fox et al., 2025).
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3.5.Novényvédelmi lehetdségek virusok ellen

A sz6lévirusok ¢€s viroidok elleni védekezés jelentds kihivast jelent, mivel a fert6zott novények
gyogyitdsa nem lehetséges, és a korokozok hosszu tavon fennmaradnak a szaporitdanyagban és az
tiltetvényekben (Fuchs, 2020). A hatékony ndvényvédelem ezért tobb szinten valosulhat meg:
egyrészt in vitro technikdkkal, példaul hékezeléssel, merisztéma-tenyészetekkel vagy szomatikus
embriogenezissel eldallithatd virusmentes szaporitoanyag (Bragard et al., 2013). Masrészt az
iiltetvényben alkalmazott stratégiak — a virusmentes szaporitdoanyag hasznalata, a vektorok elleni
védekezés, a fertdzott tokék eltavolitasa és az integralt novényvédelmi gyakorlatok — segithetnek a

fertézések terjedésének visszaszoritdsaban és a termésbiztonsdg megdrzésében (Fuchs, 2020).
3.5.1. Virusmentesitési modszerek

A fas szaru, telepitésre szant novények szaporitdanyagainak patogénmentességét, majd késobb a
telepitett iiltetvény egészségét és termoképességét alapozza meg a jol kivalasztott patogénmentesitési
modszer és annak hatékony ellenérzése a rendelkezésre allo diagnosztikai modszerekkel (Maree et
al., 2018).

A 5706106 szaporitdanyagok eldallitasarol, mindsitésérdl és forgalomba hozatalarol szold 87/2006. (XII.
28.) FVM rendelet szabalyozza a j6 mindségl, egészséges szaporitdbanyag termesztésbe keriilését. A
szaporitasra szant, vizudlis szemrevételezést kovetden gyanlis ndvényeket ,,A szaporitdanyag
certifikacié rendszere és kovetelményei” cimii Modszertani Utmutatoban eldirt, nemzetkézileg
elfogadott bioldgiai tesztelési €s laboratoriumi (ELISA és PCR) vizsgalati eljarasoknak kell alavetni
a zarlati karositok, és a rendeletben meghatarozott karositok jelenlétére (87/2006. (XII. 28.) FVM
Rendelet, 2006).

3.5.1.1. Hokezelés

A Modszertani itmutatod eldirja a szol0szaporitd-anyagok melegvizes fertotlenitését (50 °C, 45 perc)
(87/2006. (XI1. 28.) FVM Rendelet, 2006), amely hatékony a fitoplazmak, valamint egyes baktériumok
¢s gombak ellen, de a virusok és viroidok eltavolitdsaban korlatozott hatdsu (Morton & Waite, 2007).
Bér az igazoltan virusmentesnek nyilvanitott szaporitdbanyagokat ezzel a kezeléssel fertdtlenitik, a
hagyomanyos diagnosztikai moddszerekkel nem kimutathatd, illetve a szabalyozas altal nem
vizsgalatkoteles virusok és viroidok rejtve maradhatnak, amelyeket a hokezelés sem képes eliminalni.
Kiilonosen a GRSPaV esetében bizonyitott, hogy hdterapidval nem tavolithaté el (Gambino et al.,
2006; Gribaudo et al., 2004; Skiada et al., 2013), és a viroidok esetében is hatdstalannak bizonyult
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(Gambino et al., 2011). Bar a héterapia kombinalva a merisztéma-tenyésztéssel eredményesebb lehet
(Savino et al.,, 1985), Onmagéban azonban nem biztosit teljesen virus- és viroidmentes

szaporitdanyagot.
3.5.1.2. Merisztéma tenyészetek

A hajtascsucs ¢s kiilondsen a merisztéma csucs tenyészetek régota hasznalatosak a novények
virusmentesitésére €és klonalis szaporitdsara. A merisztéma elénye, hogy az itt taldlhato sejtekbe a
koérokozok tobbsége nem jut be, igy a regeneralt novények gyakran patogénmentesek és genetikai
stabilitasukat is megorzik (George et al., 2008). A mddszer hatékonysagat befolyasolja a merisztéma
mérete: minél kisebb, annal nagyobb a virusmentesség esélye, viszont alacsonyabb a tulélési arany.
A siker fligg a sz616fajtatol, a virus vagy viroid tipusatol és lokalizaciojatol, valamint a tenyésztési

kortilményektdl (Miljanic et al., 2022).
3.5.1.3. Szomatikus embriogenezis

A szomatikus embriogenezis soran vegetativ vagy generativ szdvetekbdl szomatikus sejtekbdl
kallusz, majd embriogén sejtek és végiil embridk indukalhatok, amelyekbdl virusmentes névények
fejlodhetnek (Maillot et al., 2006; Pais, 2019). Bar a modszer hatékonysagat genotipusfiiggd tényezok
¢s a taptalaj hormonkombindacidja korlatozhatja, tobb vizsgalat szerint eredményes eljards a sz616
virusmentesitésére (Turcsan et al., 2020)

Egyéb, a sz010 virus €s viroid mentesitésére hasznalt modszer még az oltas, a kemoterapia (Skiada et
al., 2013), krioterapia (Bi et al., 2018), elektroterapia (Gutd et al., 2016) és ezek kiilonb6zd
kombinécioi (Hu et al., 2020; Salami et al., 2009; ZHANG & Fang, 2021).

3.5.2. Virusok elleni védekezés szoldiiltetvényekben

A novények virusokkal szembeni védelmének lehetdségei sokrétliek, azonban hatékonysaguk és
alkalmazhatoésaguk fiigg a gazdandvény fajatol, a virus tipusatdl, valamint a gazdasagi ¢és
kornyezetvédelmi szempontoktol. Az egyik leghatékonyabb stratégia a genetikai rezisztencia, amely
hagyomanyos nemesitési eljarasokkal (rezisztens genotipusok kivalasztdsa) vagy biotechnoldgiai
modszerekkel (rezisztenciagének bevitele) valdsithatdo meg (Fraile & Garcia-Arenal, 2010). A kémiai
novényvédelem Onmagdban nem hat a virusokra, csupan a vektorok szabdlyozdsaval képes
csokkenteni a fert6zés terjedését (Bragard et al., 2013). A bioldgiai védekezési lehetdségek kozé
tartozik a vektorok természetes ellenségeinek (ragadozé rovarok, parazitoidok) alkalmazasa, valamint

a hasznos mikroorganizmusokkal (pl. rizobaktériumok) kivaltott indukalt szisztémikus rezisztencia
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(Ramamoorthy et al., 2001; Roudine et al., 2023). A termesztéstechnologiai mddszerek, példaul a
vetésforgd és a kedvezo talajallapot fenntartdsa szintén hozzajarulhatnak a virusok eléfordulasanak
mérsékléséhez (Darriaut et al., 2022; Graham & Strauss, 2021).

A sz016 esetében a védekezés alapvetd kiindulopontja a virusmentes szaporitdoanyag eldallitasa és
felhasznalasa, mivel a fertdzések tobbsége ezzel keriil be az iiltetvényekbe. A telepités soran kiilon
figyelmet kell forditani a talaj kedvez6 fizikai, kémiai €s bioldgiai allapotanak fenntartadsara, valamint
a benne ¢l6 vektorok, elsdsorban a fonalférgek szabalyozasara. A Xiphinema index, amely a GFLV
vektora, példaul kiéheztetéssel gyérithetd, ha a teriileten tobb éven keresztiil nem termesztik a
tapnovényét (Giffard et al., 2022). Hosszabb tavon hatékony és kdrnyezetkiméld megoldast jelenthet
a fonalférgeknek ellenallo alanyfajtdk nemesitése (Esmenjaud & Bouquet, 2009). A rovar vektorok —
tobbek kozott levéltetvek, pajzstetvek és puposkabocak — elleni védekezés kombindlhatja a kiméletes
kémiai beavatkozasokat és a bioldgiai moédszereket (Fuchs, 2020).

Az iiltetvényben fontos a rendszeres megfigyelés és a virusos tiinetek korai felismerése. A fertdzott
egyedek eltavolitasa lokalizalt fert6z¢€s esetén lassithatja a virus terjedését, azonban mivel a tiinetek
sokszor csak késon jelentkeznek, a szurdprobaszerii diagnosztikai vizsgalatok elengedhetetlenek a
tiinetmentes, de fertézott novények kiszliréséhez. Sulyos esetben a fertézott parcelldk teljes

felszamolésa valhat sziikségessé a masodlagos virusfertdzések megakadalyozasara (Fuchs, 2020)

Osszességében a szSlSiiltetvények virusok elleni védelme tobbszintli megkdzelitést igényel, amelyben
kulcsszerepet jatszik a virusmentes szaporitdanyag elOallitdsa, a vektorok elleni védekezés, a

rendszeres diagnosztikai ellendrzés, valamint az integralt novényvédelmi stratégiak alkalmazasa.
3.6.Virusok terjedése €s evollcioja

A virusok sokszorozddéasa soran gyakran olyan genetikai variansok keletkeznek, amelyek genomja
eltér a kiindulasi virusszekvenciatol. Ezeket mutansoknak, esetleg valtozatoknak nevezhetjiik. Ezért

a ndvényi virusok populacioi genetikailag heterogének, a genetikai valtozatok gyakorisag eloszlasa a

cyey

crer

atrendezodés. Ez sokféleséget eredményez a virusgenomokban, amely valtozatok a természetes
szelekcio hatasara kivalasztodasra keriilnek (Roossinck, 1997).
Epidemioldgiai szempontbol a ndvényi virusos megbetegedések kialakuldsdban a rovarok a

legfontosabb tényezOk, mivel a virusok atvitele egyik novényr6l a masikra 80%-ban a
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rovarvektoroktol fiigg. A terjesztésnek tobbféle modja van. Attol fiiggden, hogy a rovar mennyi ideig
képes befogadni a fertdzd részecskét, a terjesztés lehet nem perzisztens (percek-orak), félig-
perzisztens (napok) és perzisztens (teljes élettartam, akdr 6rokithetd is). A nem perzisztens terjedésnél
a vektor szjszervén tapad meg a virus, a fél-perzisztens atvitelnél az elobélbe keriil, mig a perzisztens

modon terjedd virusok esetében a keringési rendszerbe is bejut a virus (Hohn, 2007).
3.6.1.Uj virusok megjelenése

A kialakuloban levo, uj virusos betegségek gyakran a virusok gazdaszervezetek kozotti ugrasanak
eredményei, amikor a virus egy 0j gazdafaj fert6zésére lesz képes. A gazdafajok kozotti ugras nem
ritka a novényi virusok kozott (Martinez-Turifio et al., 2021). Egy virus egy vagy tobb
gazdaszervezetet is megfertdzhet, ezt a virus gazdandvénykore hatarozza meg. Egyes virusok nagyon
specifikusak €s egy gazdat vagy rokon gazdaszervezetet fertéznek csak meg (specialista virus), mig
masok egynél tobb, nem rokon gazdandvényt is képesek fertdzni (generalista virus). A virusok
gazdavaltas sordn 0 gazdaszervezettel talalkoznak, amihez alkalmazkodhatnak. Ez lehetdvé teszi,
hogy egy specialista virus generalistava valhasson a gazdanovénykorének kiterjesztésével. Ilyen
virusok példaul a Pepino mosaic virus, a Tomato leaf curl New Delhi virus, a begomovirusok és a
tospovirusok, amelyek gyorsan bovitik a gazdandvénykoriiket, ezaltal komoly veszélyt jelentenek a
mezdgazdasagi termelésre (Kumar et al., 2020). Ha egy virus tobb ndvényfajt is képes fertézni, akkor
az egyik gazdaszervezet rezervoarként mikodhet az elsddleges gazdandvény hianyaban, amig az nem
elérhetd. Ez ndveli a generalista virus sikeres elterjedésének esélyét. A Potato leafroll virus és a Potato
virus Y esetében a sz6r6s nadalytd (Solanum sarrachoides) rezervoar ndévényként szolgalhat, ami
hozzéjarul a burgonya virusfertézéseinek fennmaradasadhoz és terjedéséhez (Cervantes & Alvarez,
2011; Srinivasan et al., 2008). A generalista virusok egynél tobb gazdaszervezetben szaporodnak. A
kiilonboz6é gazdaszervezetek eltérd szelekcids nyomast gyakorolnak a virusra, ami adaptalodasra
kényszeriti a virust a kiillonb6z6 kornyezetben (gazdaban). Ez pedig a virus egyedi genotipusainak
szelekcigjahoz fog vezetni minden gazdaszervezetben, ami ezutan egy uj virusfaj kialakuldsat
eredményezheti. Az evolucid célja tehat az, hogy a virus fitneszét javitsa egy adott gazdéban (Froissart

et al., 2005).
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2. abra Egy novényi virus fert6zésének lépései és a sikeres gazdavaltas kihivasai (sajat szerkesztés

Kumar et al. 2020 alapjan)

A sikeres gazdavaltashoz a virusnak le kell gy6znie bizonyos akadalyokat, melyeket az dbran szamok (1-6) jeldlnek.

A virus gazdavaltdsanak els6 1épése, hogy sikeres atjusson egy 0j gazdandvényre (2. dbra) (Kumar et
al., 2020) Miutan a virusok befejeztek az életciklusukat, ki kell szabadulniuk a gazdabdl és 1y
gazdandvényre kell atjutniuk. Ehhez kiilonb6z6 kozvetitoket hasznalhatnak, mint példaul levegd, viz,
fizikai kapcsolat a gazdaszervezetek kozott, vektorok stb. (Payne, 2022; Whitfield et al., 2015). A
sikeres gazdavaltas legnagyobb kihivast jelentd 1épése, hogy a virus be tudja juttatni magat vagy a
nukleinsavat a sejt belsejébe. Mivel a ndvényi sejtfal merev, a bejutashoz sziikség van mechanikai
sériilléesre. Ez kialakulhat a ndvényen téaplalkoz6 vektortdl, vagy mezdgazdasagi munkak
kovetkeztében (Balique et al., 2015). A gazdasejtek védekezd mechanizmusai és a virus kozott elindul
egy verseny, ahol a gazdaszervezet olyan védekezésre torekszik, amely képes megsziintetni,
artalmatlannd vagy kevésbé karositova tenni a virust. A virus célja pedig az evolucid, amivel
ellensulyozhatja a gazdaszervezet védekez6 mechanizmusait és optimalizalhatja a virulenciajat ugy,
hogy a gazdaszervezetet ne pusztitsa el, de kelloképp novelni tudja a fitneszét az uj gazdaban a sikeres
szaporodas érdekében (Rosenzweig et al., 1987). A fitnesz a virus kumulativ képessége ahhoz, hogy
a gazdaszervezet erOforrasait felhaszndlhassa a szaporoddsdhoz, a gazda sejt védekezd
mechanizmusainak ellenstlyozasdhoz, valamint a virulencidjdhoz és atviteli potencialjahoz. A

novényi virusok tobbsége RNS virus, amelyeknek a legnagyobb a mutacios rataja (RNS-fiiggd RNS-
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polimeraz magas hibaaranya miatt). gy viszont a mutaciok olyan eltéréseket eredményezhetnek,
amelyek a természetes szelekcid hatdsara megmarado, €letképesebb variansokkal javithatjak a virus
alkalmassagat az j kornyezetben (Kumar et al., 2020). A ndvényi sejtekben a plazmodezmakon
keresztiil mozognak, amihez mozgasi fehérjék sziikségesek. Igy eljuthatnak a floém rostasejtjeihez,
ezaltal a ndvény tavolabbi sejtjeit is elérhetik és szisztemikusan fertdzhetik a gazdandvényt (Benitez-
Alfonso et al., 2010). A kiilonboz0 sejttipusok eltérd kornyezetet biztositanak a virus szdmadra, igy
sejttipusonként is valtozhat a virus fitnesze egy novényen beliil. A virus igy megtalalhatja maganak
azt a sejttipust, ahol magasabb a fitnesze, igy ndvelni tudja a sikeres gazdavaltas esélyeit (Kumar et
al., 2020).

A ndvényi virusok esetében a gazdavaltasok és az 01j virusos betegségek megjelenése joval gyakoribb,
mint az allati virusok esetében. Ebben kozrejatszik a vektorok virus atvitele, ami noveli annak esélyét,
hogy nem gazdafajokra is atkeriiljon a virus. Emellett a ndvényi immunrendszernek vannak
hidnyossagai az allatival szemben és a virus gazdasejtbe jutdsahoz sokszor csak egy mechanikai
sériilés szlikséges. Raadasul a legtobb ndvényi virus RNS virus, amelyek magas mutacios rataval
rendelkeznek, ami lehetdvég teszi egy viruspopulacion beliil a genetikai sokféleséget, ezzel segitve az
uj gazdahoz val6 alkalmazkodast. Ezeknek a mechanizmusoknak a megértése kulcsfontossagu az 1j
virusok eldrejelzésében és a ndovényi betegségek terjedésének kezeléséhez, mivel jelentds gazdasagi

¢s kornyezeti hatasaik lehetnek (Kumar et al., 2020).
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4. ANYAG ES MODSZER

4.1.Mintagyijtés

A ndvényi anyagok begylijtése a kutatocsoport altal végzett terepi mintdzasokbol szarmazott. A

kutatasi témak szerint csoportositva ismertetem a mintazasokat.
4.1.1.Sz6l6alany mintak begyljtése

A ndvényi anyagokat 2015 juliusdban gytijtottikk be Magyarorszag 9 kiilonbdzd szdlétermesztd

crer

régi6jabol, Osszesen17 alanyiiltetvényrdl és két sz616 alany fajtagyiijteménybél (3. abra).
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3. abra Magyarorszag bortermé régioit abrazolé térkép, a mintazott sz616 alany iiltetvények jelolésével

A helységnevek feletti szam plusz bet{i kombinaciok megegyeznek a kis RNS konyvtarak neveivel.

Minden helyszinen véletlenszeriien valasztottuk ki a mintazott egyedeket, ugyanakkor az dsszes fajta
képviselve volt (az alanyiiltetvények esetében 12 fajta). Osszesen 7-18 egészségesnek t{ind,
tiinetmentes tokérdl szarmazo kiilonbozdé szervet gyljtottiink, koztik fiatal és idds leveleket,
hajtascsucsot, kacsot, és amennyiben elérhetd volt, viragzatot is. A Beledrdl szarmazé SBB fajtabol
vett mintak hajtatott vesszOrdl szarmaztak. A fajtagylijtemények esetén Pécsrdl 34, Tarcalrdl pedig
33 ndvényt mintaztunk, hogy mindkét helyszinen az dsszes alanyfajta képviseletet nyerjen. A fajtak

¢€s a begylijtott mintak részletes leirasat az M2 melléklet tartalmazza.
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4.1.2.Sz06106 és gyomndvény mintak gyijtése a GPGV vizsgalatdhoz

A mintagytijtést az orszag kiilonbozo részein végeztiik, 6t szOl6iiltetvény bevonasaval. A mintavételi
helyek foldrajzi elhelyezkedését a 4. dbra szemlélteti. Minden esetben szdl6leveleket és az iiltetvények
kornyezetében talalhatd, virusos tiineteket mutatdo gyomnovényeket gytijtottiink be.

Harom kiilonboz6 évben is tortént mintavételezés (2015, 2016 és 2017), de minden teriiletrdl csak egy
alkalommal. A mogyorddi iiltetvény miivelését koriilbeliil 10 éve felhagytak, igy ez a tertilet a tobbi
iiltetvénnyel ellentétben elhanyagolt allapotban volt. A kiilonb6zé helyszinekrol —gytijtott

novényanyagok részletezését a 1. tdblazat tartalmazza.

2 \“:0 - 2. Mogyoréd

5. Jaszszentlaszlo

1. Szekszard

» X'

HR

4. abra A mintavételezési helyek elhelyezkedése Magyarorszag bortermé vidékein.

Harom kiilénb6zo évben tortént mintavételezés (2015, 2016, 2017), azonban minden teriiletrél csak
egy alkalommal. A mogyorodi iiltetvény miivelését koriilbelill tiz éve felhagytdk, igy ez a teriilet a
tobbi iiltetvénnyel ellentétben elhanyagolt allapotban volt. Ezzel szemben a szekszardi, egri, tokaji és
jaszszentlaszloi iiltetvényeket rendszeresen mivelték, a gyomnodvényeket eltavolitottdk ¢&s
novényvédelmi kezeléseket is végeztek. Az egyes liltetvények altalanos allapotat és kornyezeti

jellemzdit az 5. abra mutatja be.
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5. abra A szekszardi, egri, tokaji és mogyorddi iiltetvények latképe

A kiilonboz0 helyszinekrdl gyiijtott ndvényanyagok részletezését az 1. tdblazat tartalmazza.

1. tablazat A mintagyiijtés helye, ideje és a sz616 mellett begyiijtott novényfajok

Mintagviite Mintagviiite
n agy}lj es Gazdanévény m.ag?ru] es
helyszine ideje

Vitis vini 'Kadarka'
Szekszard itis vinif ?m s 2015. majus
Chenopodium album
Vitis vinifera 'Furmint'
Asclepias syriaca
Ailanth .
Mogyoréd [~ tie 5P 2016. jinius
Rosa canina
Crataegus sp.
Sambucus sp.
Eger Vitis vinifem 'Kadarka' 2016. méjus
Rosa canina
Tokaj Vitis vinifera '"Furmint’ 2015. jinius
Rubus sp.
Vitis vini
Jaszszentlaszlo 1zs'vmzf o 2017. augusztus
Fraxinus sp.

Az iiltetvények szomszédsagdban, illetve egyes esetekben az iiltetvényeken beliil is kiilonb6zd

gyomnovényfajok fordultak eld, amelyekrdl levélmintat gyijtottiink a GPGV esetleges jelenlétének

35



vizsgalatdhoz. A vizsgalt novényfajok kozé tartoztak tobbek kozott a fehér libatop (Chenopodium
album), a selyemkor6 (Asclepias syriaca), a balvanyfa (Ailanthus sp.), a vadrozsa (Rosa canina), a
galagonya (Crataegus sp.), a bodza (Sambucus sp.), a szeder (Rubus sp.) és a koris (Fraxinus sp.). A

mintdzott ndvényfajokat és azok jellegzetes megjelenését a 6. dbra szemlélteti.

6. abra A Szekszardroél (1), Mogyoraodrol (2-6), Egerbél (7), Jaszszentlaszlorodl (8) és Tokajbél (9)

begyiijtott novények képei

A begyljtott novények levelein kiilonbozé levélfoltosodasok, klordzisok ¢€s fejlodési
rendellenességek voltak megfigyelhetok, azonban egyik esetben sem észleltiink a sz6lélevél

foltosodés és deformacido (GLMD) betegségre jellemzd, specifikus tiineteket.
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4.1.3. A GVT kimutatasdhoz hasznalt novényi mintak

A GVT kimutatdsdhoz mar meglévo kis RNS konyvtarakat elemeztiink ujra. Ezek a konyvtarak a
sz6l0 alany mintdk és a termdiiltetvénybdl szarmazo mintdk felhasznalasaval késziiltek. Az utobbi

mintagyljtésének részleteit a M3 melléklet tartalmazza.

4.2 RNS izolalas

Az RNS izolalast kétféle modszerrel végeztiik az alapjan, hogy fas szaru vagy lagy szarti névény volt
a kiindulasi anyag. Fas szari novények esetében eléfordulhat magas polifenol és poliszacharid
koncentracio, ami gatolja a j6 mindségi és nagyobb mennyiségli RNS tisztitasat. Mivel a kis RNS
konyvtarak készitéséhez nagy mennyiségli és tiszta RNS-re van sziikség, egy moddositott RNS
extrakcidos protokollt hasznaltunk (Gambino et al., 2008). A lagyszarGd novényi mintdkhoz

hagyomanyos fenol-kloroformos RNS tisztitasi modszert alkalmaztunk (White & Kaper, 1989).
4.2.1.RNS izolalas fas szarti ndvényekbol

A protokollhoz kétféle puffert allitottunk eld az alabbi 6sszetételben: az extrakcios puffer 2% CTAB-
ot, 2,5% PVP-40-et, 100 mM Tris-HCI-t (pH 8,0), 25 mM EDTA-t (pH 8,0) és 2 M NaCl-t
tartalmazott, mig az SSTE puffer 0,5% SDS-bdl, 10 mM Tris-HCI-bdl (pH 8,0) és 1 M NaCl-bdl allt.
Ha -70 °C-on tarolt ndvényanyaggal dolgoztunk, a mintdkat a mechanikai feltardas megkezdéséig
folyékony nitrogénben tartottuk. Koriilbelil 150-200 mg ndvényi anyagot dorzsmozsarban,
folyékony nitrogén jelenlétében finom porra Ordltiink. Az igy kapott port 850 upl, 65 °C-ra
elomelegitett extrakcidés pufferhez adtuk [-merkaptoetanol hozzaadasaval, amelynek végso
koncentracioja 2% volt. A mintdkat 2 ml-es steril Eppendorf csovekbe helyeztiik, vortex segitségével
homogenizaltuk, majd 10 percig 65 °C-os vizfiirdében, folyamatos mozgatds mellett inkubaltuk. A
fehérjék és szennyezddések eltavolitdsdhoz a mintdkhoz 850 pl jéghideg kloroform-izoamil-alkohol
(24:1, v/v) elegyet adtunk, amelyet 6vatosan, fel-le forgatassal kevertiink, majd 12000 g-n, 4 °C-on,
10 percig centrifugaltunk. A felso fazist Gj csovekbe vittiik at, ahol ismét kloroform-izoamil-alkoholos
kezelést végeztiink, majd a fazisokat ijabb centrifugalassal valasztottuk szét az el6z0 paraméterekkel.
A tisztitott felsd fazist eldre elkészitett, 250 ul jéghideg 9 M LiCl oldatot tartalmazé 1,5 ml-es
csovekbe pipettaltuk, majd a nukleinsav kicsapodasat 30 percig jégen torténd inkubalassal segitettiik
eld. A mintakat ezt kdvetden 15000 g-n, 4 °C-on, 20 percen keresztiil centrifugaltuk. A keletkezett
csapadékot 450 ul, 65 °C-ra elémelegitett SSTE pufferben oldottuk fel erételjes keveréssel. Ezutan
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450 ul kloroform-izoamil-alkohollal (24:1, v/v) tisztitottuk, amely soran a keverés 6vatos forgatassal
tortént, majd ezt 12000 g-n, 4 °C-on, 10 percig tartd centrifugalas kovette. Az igy kapott felso fazist
elokészitett 1,5 ml-es csovekbe vittiik at, amelyek 280 pl izoamil-alkoholt és 30 pl 4 M natrium-
acetatot tartalmaztak. Az elegyet dvatosan fel-le forgattuk, majd az RNS kicsapodasa érdekében 10
percig szobahdmérsékleten inkubaltuk. A csapadékot 15000 g-n, 4 °C-on, 20 percen keresztiil
centrifugaltuk, majd a pelletet 1 ml jéghideg 70%-os etanollal mostuk. Az etanolos mosast 15000 g-
n, 4 °C-on, 5 percig tartd centrifugalas kovette. A feliiluszot eltavolitottuk, a pelletet levegon 10 percig
szaritottuk, majd a maradék etanol elparolgasa utan 25 pl steril Milli-Q vizben oldottuk vissza. Az

RNS-mintakat felhasznalasig jégen, hosszabb tdvra —70 °C-on taroltuk.
4.2.2.RNS izolalas lagy szarti novényekbol

A mintak feldolgozasa soran végig jégen dolgoztunk, és minden 1épést elszivo fiilke alatt végeztiink.
A protokollhoz sziikséges torzsoldatok az alabbiak szerint késziiltek: 10x EB puffer (pH 9,5), 1 M
glicin, 0,5 M EDTA ¢és 1 M NaCl. A kivono puffert kozvetleniil a nukleinsav-tisztitas eldtt allitottuk
Ossze 1x EB puffer (pH 9,5) és 2% SDS felhasznalasaval.

Az extrakciohoz el6szor 1,5 ml-es Eppendorf csdveket feliratoztunk, amelyek mindegyikébe 600 pl
fenolt pipettaltunk. A ddrzsmozsarakat hasznalat elétt jégen hiitottik, majd 150200 mg ndvényi
mintat szarazon, néhany dorzséléssel homogenizaltunk, és azonnal 650 pl kivono puffert adtunk
hozza. A mintat tovabbi alapos dorzsoléssel feltartuk, majd a fenolt tartalmazéd Eppendorf csébe vittiik
at. A csoveket vortex segitségével homogenizaltuk, és 12000 g-n, 20 °C-on, 5 percig centrifugaltuk.
A centrifugalas utan elOkészitettiink tiszta 1,5 ml-es Eppendorf csoveket, amelyek mindegyike 300 pl
fenolt és 300 pl kloroform—izoamil-alkohol (24:1, v/v) elegyet tartalmazott. A centrifugalt mintak
felsd, vizes fazisat dvatosan leszivtuk, ligyelve arra, hogy az interfazist ne érintsiik, és a keveréket az
elokészitett csovekbe pipettaltuk. Az elegyet megkevertiik, majd ismét 5 percig centrifugaltuk 12000
g-n, 20 °C-on. Az igy kapott fels6 fazist Gjabb, elokészitett csovekbe vittiik at, amelyekbe a felsé
fazissal azonos térfogatu kloroform—izoamil-alkohol (24:1, v/v) oldatot mértiink. A mintakat ismét
homogenizaltuk és 5 percig centrifugaltuk az el6z6 feltételek mellett. A nukleinsavak kicsapasdhoz
tiszta 1,5 ml-es Eppendorf csoveket készitettiink eld, amelyekbe 1 ml 96%-o0s etanolt és a végsd
koncentracioban 0,2 M-ot biztositd natrium-acetatot (4 M térzsoldatbol 20 pl) adtunk. A centrifugalas
utan nyert vizes fazist dvatosan leszivtuk és a sos-alkoholos oldathoz adtuk, majd a csdveket fel-le
forgatassal homogenizaltuk. A nukleinsavak kicsapodasat 5—10 percig jégen torténd inkubdlassal

segitettiik eld, majd a mintadkat 12000 g-n, 4 °C-on, 30 percen keresztiil centrifugaltuk. A csapadék

38



feletti feliiluszot dvatosan eltavolitottuk, és a pelletet 70%-os etanollal mostuk. A mosast 12000 g-n,
20 °C-on, 3 percig tartd centrifugalassal végeztiik, majd az alkoholt ledntottiikk. A pelletet levegon
szaritottuk kortlbeliil 5 percig, vagy addig, amig a maradék etanol teljesen elparolgott. A kapott
csapadékot végiil 30-50 pl steril Milli-Q vizben oldottuk fel, erdteljes keveréssel eldsegitve a
feloldodast.

A visszaoldott nukleinsavat jégen taroltuk, hossza tdvon pedig -70 °C-on. Az RNS mindségét agaroz-
gélelektroforézissel ellendriztiik. Ehhez 2 pl mintat, 3 pl steril milli-Q vizet és 5 ul FDE-t hasznaltunk,

amiket a gélre val6 felvitel eldtt 5 percig, 65 °C-on denaturaltunk.

4.3. RNS keverekek (pool-ok) eldallitasa

Kis RNS HTS esetében jol alkalmazhaté modszer, ha a szekvenalhatd konyvtarat a tisztitott RNS-ek
keverékeébdl allitjuk eld. Annak érdekében, hogy minél tobb egyed virusdiagnosztikajat elvégezhessiik
koltséghatékonyan, RNS keverékeket, ugynevezett RNS pool-okat készitettiink. Az egyedi mintakbol
izolalt RNS-t kiilon is megdriztik, hogy a diagnosztikai eredményeket egyedi szinten is
visszaigazolhassuk.

A sz0616 alany mintak esetében a kovetkezOképp allitottuk Gssze a szekvenalashoz sziikséges RNS
keverékeket. Minden novény esetében eldszor az egyes szervekbdl szarmazdé RNS-eket egyenld
mennyiségben Osszekevertiik, hogy elkészitsiik az adott egyed RNS-keverékét. Majd az egy
tltetvényrdl szarmaz6 egyed pool-ok RNS-eit kevertiik Ossze szintén egyenld mennyiségben,
l1étrehozva az iiltetvény pool-okat, melyek egy adott liltetvényrdl szarmazo Gsszes mintavételezésen
atesett novénybdl szarmazo RNS-t tartalmaztdk. Ennek a modszernek kdszonhetéen dsszesen 19 kis
RNS konyvtar elkészitéséhez sziikséges RNS keverékiink lett, amely 17 alanyiiltetvénybdl és két
alany fajtagyiijteménybdl késziilt.

4.4. Kis RNS konyvtar készitése

A kis RNS konyvtarakat a TruSeq Small RNA Library Preparation Kit (Illumina) hasznalataval,
csoportunk optimalizalt protokolljaval készitettiik el (Czotter, et al., 2018b). Mivel a fas szaru
novényekben a teljes RNS-hez képest a kis RNS-ek mennyisége nagyon alacsony, ezért nem a teljes

RNS kivonatot hasznaljuk a kdnyvtarkészitéshez, hanem az abbdl tisztitott kis RNS-eket.
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Kis RNS tisztitas teljes RNS izolatumbdl

A kis RNS-ek tisztitdsdhoz ureat tartalmazo, 8%-os denaturald poliakrilamid gélt készitettiink. A
megfeleld mennyiségli kis RNS-hez 10-30 pg teljes RNS sziikséges, amelyhez egyenld térfogat
FDE-t adtunk, majd a keveréket 65 °C-on, 20 percen keresztiil denaturaltuk. A denaturalds utan a
mintakat azonnal jégre helyeztiik. A poliakrilamid gélt eldszor 100 V-on 20-30 percig eléfuttattuk,
majd a zsebeket 1x TBE pufferrel alaposan atmostuk. Az elvélasztast 100 V-on 1-1,5 6ran keresztiil
végeztik, amig az FDE-ben taldlhaté bromfenolkék festék a gél aljara nem ért. Az RNS
vizualizalasdhoz a gélt 1 x TBE pufferben, etidium-bromid jelenlétében (60 ml 1x TBE-hez 3 ul EtBr)
5 percig aztattuk, majd UV-transzilluminator segitségével ellendriztiik az elvalasztas eredményét. A
kis RNS-eket tartalmazo tartomanyt, amely a 15-30 nukleotid mérettartomanyban talalhaté (a
megadott koriilmények kozott ez a bromfenolkék festek feletti 0,8—1,0 cm-es régio), steril szikével
vagtuk ki. A kivagott gél darabot egy 0,5 ml-es Eppendorf csdbe helyeztiik, amelynek aljat 18G
injekcios tlivel (1,2 mm atmérd) 4-5 helyen kilyukasztottuk, majd ezt a csdvet egy 2 ml-es Eppendorf
csobe illesztettiik. A gél apritasat centrifugalassal végeztiik, a mintat szobahdmérsékleten, maximalis
sebességen, 2 percig centrifugaltuk, szilikség esetén a folyamatot megismételtiik. A géltérmelékhez
400 pl 0,3 M NacCl oldatot adtunk, majd a csoveket razoégépen Ovatosan, egy éjszakan keresztiil
kevertettiikk az RNS-ek kioldodasanak eldsegitésére. A géltormelékes oldatot Spin-X tipusu, celluloz-
acetat membrannal ellatott mikrocentrifuga csébe toltottiik, és 16000 g-n, 2 percig centrifugaltuk. A
szlirdegységet eltavolitottuk, majd az RNS-t tartalmazé oldathoz azonos térfogatu 100% izopropanolt
¢s 1 pl GlycoBlue-t (Thermo Fisher Scientific) adtunk, hogy a csapadék lathat6 legyen. A mintakat —
70 °C-on 2-2,5 6ran keresztiil inkubaltuk a kis RNS-ek kicsapasanak eldsegitésére. A kicsapodott
RNS-t centrifugélédssal iilepitettiik (maximalis sebesség, 20 perc, 4 °C), majd a feliiliszot dvatosan
eltavolitottuk. A pelletet kétszer mostuk jéghideg 70%-o0s etanollal, minden mosast 12 000 g-n, 20
°C-on, 3 perces centrifugalassal végeztiink. Az etanol eltdvolitdsa utan a pelletet SpeedVac
vakuumcentrifugaban szaritottuk 3—5 percig szobahémérsékleten, majd 12 ul steril Milli-Q vizben
oldottuk vissza.

3’ adapter ligalas

A tisztitott kis RNS-bdl 2,5 pl-t jégen tartott steril PCR-csObe pipettaltunk, majd 0,5 pl 3° RNS
adaptert (RA3) adtunk hozza. A keveréket 70 °C-on 2 percig denaturaltuk, majd azonnal jégre
helyeztiik. Egy masik PCR-csében 1 pl ligélasi puffert (HML), 0,5 ul RNaz-inhibitort és 0,5 pl
trunkalt T4 RNS-ligdzt mértiink 6ssze, majd ehhez 2 pl-t adtunk a denaturalt kis RNS—adapter

elegybdl. A reakcioelegyet Ovatos pipettdzdssal homogenizaltuk, és 28 °C-on 1 oran keresztiil
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inkubaltuk. A ligalasi reakciot 0,5 ul STOP oldat (STP) hozzdadasaval allitottuk le, majd a mintakat
tovabbi 15 percig inkubaltuk.
5’ adapter ligalas

Egy steril PCR-csébe 0,5 pl 5 RNS adaptert (RAS) pipettaltunk, majd a mintat 70 °C-on 2 percig
denaturéltuk, ezt kovetéen azonnal jégre helyeztiik. A denaturélt adapterhez 0,5 ul 10 mM ATP-t és
0,5 ul T4 RNS-ligazt adtunk, majd a reakcioelegyet a korabban 3’ adapterrel ligalt kis RNS-mintahoz
kevertiik. Az elegyet dvatos pipettdzassal homogenizaltuk, és 28 °C-on 1 o6ran keresztiil inkubaltuk,
ezt kovetden jégre tettiik.

Reverz transzkripcid

A 3'-5" adapterrel ellatott kis RNS-mintahoz 1 pl RT primert (RTP) adtunk, évatosan megkevertiik,
majd a keveréket 70 °C-on 2 percig denaturaltuk, ezt kovetden azonnal jégre helyeztiik. Egy tiszta
PCR-csében 0Osszeallitottuk az RT reakcioelegyet, amely 1 pl RNaz-mentes vizet, 2 pl 5%
reakciopuffert, 0,5 pl 12,5 mM dNTP-keveréket, 1 pl RNéaz-inhibitort és 1 pl RevertAid H reverz
transzkriptaz enzimet tartalmazott. Az igy elkészitett RT elegyet az RT-primerrel denaturalt kis RNS-
mintahoz adtuk, majd pipettazassal homogenizaltuk, és 50 °C-on 1 6ran keresztiil inkubaltuk.

DNS amplifikacié (PCR)

A PCR reakcidelegy 4,25 pl steril Milli-Q vizet, 12,5 pul PCR mixet (PML), 1 ul RNS PCR primert
(RP1) ¢és 1 ul indexelt PCR RNS primert (RPIX) tartalmazott. Ehhez 6,25 pul cDNS-t adtunk, majd

pipettazassal Ovatosan homogenizaltuk. A PCR-t az aldbbi program szerint végeztiik: kezdeti
denaturacio 98 °C-on 30 masodpercig, ezt kdvetden 16 ciklus, melynek 1épései: denaturacio 98 °C-
on 10 masodpercig, annealing 60 °C-on 30 masodpercig és elongacidé 72 °C-on 15 masodpercig. A
ciklusokat végsd elongacid kovette 72 °C-on 10 masodpercig.

Kis RNS konyvtar tisztitdsa

A kis RNS konyvtar tisztitasahoz 8%-0s TBE poliakrilamid gélt készitettiink, amelyet 100 V-on 20—
30 percig el6futtattunk. A gél zsebeit mintafelvitel el6tt 1x TBE pufferrel alaposan atmostuk. A 25 pl
térfogati PCR-termékhez 5 pl 6x Orange DNS futtato festéket adtunk. Méretkontrollként a két
legszélsd zsebbe 20 bp-os DNS létrat, illetve 50 bp-os alacsony molekulatomegli markert toltottiink,
mig a mintakat a koz€épso zsebekbe vittiik fel. 100 V-on 1,5-2 oran keresztiil futtattuk, amig a xilén-
cianol festék a gél aljara ért. A nukleinsavak vizualizalasdhoz a gélt 1x TBE pufferben (60 ml) 3 pl
etidium-bromid jelenlétében 5 percig aztattuk, majd UV-transzilluminator segitségével ellendriztiik
az elvalasztast. A 145-160 nukleotid mérettartomanyban taldlhaté kis RNS konyvtar savjat steril
szikével vagtuk ki, majd a géldarabot egy 0,5 ml-es Eppendorf csdbe helyeztiik, amelynek aljat 18G
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injekcios tivel (1,2 mm atmérd) 4-5 helyen kilyukasztottuk. A kilyukasztott csévet egy 2 ml-es
Eppendorf csobe illesztettilk, és a mintat szobahémérsékleten, maximalis sebességen, 4 percig
centrifugéltuk. A teljes gélatvitel utan a 0,5 ml-es csovet eltdvolitottuk, és a géltormelékre 400 ul 0,3
M NaCl oldatot adtunk. Az RNS kioldodasat 4 °C-on, razogépen, €jszakai inkubéacioval segitettiik
eld. Az oldatot Spin-X tipust, celluldéz-acetdt membrannal ellatott mikrocentrifuga csébe toltottiik,
majd 16000 g-n, 2 percig centrifugaltuk. Az eljarast megismételtiik, ezutan a sziir6t eltavolitottuk, és
a mintahoz 1 ml 100% etanolt adtunk. A csapadék vizualizalasdnak megkonnyitésére 1 pul GlycoBlue-
t (Thermo Fisher Scientific) adagoltunk. A nukleinsavak kicsapddasat —70 °C-on, legaldbb 2—-2,5 6ras
inkubécioval segitettiik eld. A pelletet 4 °C-on, maximalis sebességen, 20 perces centrifugalassal
iilepitettiik, majd a feliiluszot ovatosan eltavolitottuk. A pelletet kétszer mostuk jéghideg 70%-o0s
etanollal, mindkét mosast 12 000 g-n, 20 °C-on, 3 percig centrifugaltuk. A szaritdst SpeedVac
vakuumcentrifugaban, 3—5 percig, szobahdmérsékleten végeztiik, végiil a pelletet 12 pl steril 1x TE
pufferben oldottuk fel. A tisztitott kis RNS konyvtarat —70 °C-on helyeztiik el. A kis RNS konyvtarak

nagy ateresztoképességli szekvenalasat az UD-Genomed Kft. végezte [llumina platformon.
4.5. A kis RNS HTS eredményeinek bioinformatikai elemzése

A bioinformatikai elemzéshez CLC Genomics Workbench (Qiagen) szoftvert hasznaltuk. A kis RNS
szekvenciak (ligynevezett read-ek) mindségellendrzése utan a trimmelési eljarassal eltavolitottuk az
adaptereket, igy megkaptuk a redundans kis RNS szekvencidkat. Ezutdn megvizsgaltuk ezeknek a
redundans read-eknek a méreteloszlasat, hogy meggydzddhessiink, hogy a kis RNS-ek
mérettartomanyaba tartozd 21-24 nt hosszusagl szekvencidk alkotjdk-e nagy tobbségben a
konyvtarat. Kdvetkezd 1épésben a rovid read-ekbdl hosszabb szekvencidkat, igynevezett kontigokat
épitettiink a CLC-be agyazott, de novo assembly algoritmus hasznalataval. A keletkezett kontigokat
a BLASTn programmal illesztettilk az NCBI adatbazisbol letoltott novényi gazdaval rendelkezd
virusok referencia genomjara. Azokra a virus genomokra, amelyekre legalabb egy kontig illeszkedett,
a redundans és nem redundédns (ismétlddéseket nem tartalmazo, egyedi szekvencidk) read-eket is
felillesztettiik a map to the reference parancs hasznalataval. Az adott referenciagenomra felilleszkedd
read-ekbdl konszenzus szekvenciat generaltunk, amely segitségével meg tudtuk allapitani milyen
aranyban (hany szazalé¢kban) fedik le a konyvtarban talalhaté kis RNS szekvenciak a vizsgalt virus
teljes genomjat. Ezt az adatot hivjuk lefedettségnek, amelyet szazalékban adtunk meg. A

sz6ldvirusokkal kapcsolatos korabbi munkaink sordn szerzett tapasztalatok alapjan harom kritériumot
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allitottunk fel, amelyek koziil ketto teljesiilése esetén nagy valoszinliséggel a vizsgalt virus jelenlétét

feltételeztiik. Az ilyen mintdkat RT-PCR mddszerrel ellendriztiik a tovabbiakban.

I.  Legalabb egy virus specifikus kontig jelenléte
II. A normalizalt redundans read-ek szdma (redundans read szdm/1000000) elérte a kiiszobértéket
(200)
II. A virus genom lefedettsége >60% (viroid esetében >80%).

4.6. Bioinformatikai elemzés eredményeinek igazolasa RT-PCR mddszerrel

A kis RNS HTS elemzésével kapott virusok és viroidok jelenlétének megerdsitésére RT-PCR

modszert hasznaltunk.
4.6.1.cDNS szintézis

A konyvtarak elkészitéséhez hasznalt RNS keverékekkel €s ezen kiviil egyedi RNS kivonatokkal is
végeztliink cDNS szintézist. A reverz transzkripcidhoz a RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kitet
(Thermo Fisher Scientific) hasznaltuk.

A denaturalasi 1épésben 2,75 ul RNS-templatot kevertiink 6ssze 0,25 pl 10 uM random primerrel egy
0,5 ml-es PCR-cs6ben, majd a mintat 65 °C-on 5 percig denaturaltuk, ezt kovetden azonnal jégre
helyeztiik. A reverz transzkripcios reakcidhoz az elegyet 1 ul 5x reakciopufferbdl, 0,5 ul 10 mM
dNTP-keverékbdl, 0,25 ul RiboLock RNéaz-inhibitorbol és 0,25 pl RevertAid reverz transzkriptaz
enzimbdl allitottuk 6ssze, amelyet az el6zéleg denaturalt RNS-hez és primerhez adtunk. A reakci6 a
gyarto protokollja szerint zajlott: 25 °C-on 10 perc, 42 °C-on 60 perc, 45 °C-on 10 perc, végiil 70 °C-
on 10 perc inkubacid.

A GPGV gyomnovényekbdl torténd kimutatdsahoz a jaszszentlaszloi mintdknal oligo(dT) primert
alkalmaztunk. Az el6z6ekben ismertetett modon ment végbe a denaturdlds, a reakcio elegyet is
véltozatlanul allitottuk Ossze, azonban a reverz transzkripciot eltérd homérsékleti programmal

végeztiik: 42 °C-on 60 perc, majd 45 °C-on 10 perc inkubéacid. A cDNS-eket -20 °C-on taroltuk.
4.6.2.PCR vizsgalat

A PCR tesztelést szakirodalomban hasznalt és sajat tervezésii primer parok segitségével végeztiikk. A

primerek tervezéséhez a kis RNS HTS szekvencidk elemzése soran létrehozott konszenzus

crer
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reverz primer tervezése esetében is. Koriilbeliil 21 nt hosszi, a 3’ végen citozint vagy guanint
tartalmazo6, bazisismétlddésektdl mentes oligonukleotidok tervezésére torekedtiink. Az NCBI primer-
BLAST segitségével ellendriztiik a tervezett primerek mindségét, hogy kizarhassuk az 6nmagukkal
és egymassal torténd anellaciot, valamint, hogy csokkentsiik annak esélyét, hogy a primerek a
gazdanovény mRNS-¢éhez tapadjanak, és emiatt téves PCR-termékek jojjenek 1étre. Ezen kiviil arra is
figyeltiink, hogy a két primer olvadasi hdmérséklete kozott 3 °C-nal ne legyen nagyobb kiilonbség. A

PCR tesztekben hasznalt 6sszes primer part az M4 melléklet tartalmazza.

A PCR teszteket két kiilonbozo célbol végeztiik:

Diagnosztikai célbol, amikor kizarolag a virusok és viroidok kimutatasa volt a cél, Phire Green Hot
Start II DNS polimerdz enzimet (Thermo Fisher Scientific) alkalmaztunk. Sanger-szekvenalas esetén
Q5 High-Fidelity DNS polimeraz enzimet (NEB) hasznaltunk, amely nagy pontossagot €s alacsony
hibaaranyt biztosit az adott DNS-szakasz amplifikalasaban.

A sz016bdl tisztitott RNS templattal késziilt ¢cDNS-ek mindségét minden esetben szO6lé aktin

teszteléssel ellendriztiik Phire Green Hot Start I DNS polimeraz enzimmel.

A reakcidelegyek Osszetétele és térfogata az adott polimeraztol fiiggden eltért: a Phire esetében 10 pl-
es reakciot allitottunk 6ssze, amely 2 pl 5% Phire Green reakciopuftert, 0,2 pl 10 mM dNTP-keveréket,
templatot és 6,4 ul steril Milli-Q vizet tartalmazott. A Q5 polimerazzal végzett reakcidkat 25 pl végso
térfogatra allitottuk Ossze, 5 pl 5x QS5 reakcidpuffer, 0,5 ul 10 mM dNTP, 1,25-1,25 ul 10 uM

Q viz felhasznalaséaval.

Mindkét polimerazzal azonos PCR-ciklusbeallitast alkalmaztunk: a kezdeti denaturacié 98 °C-on 30
masodpercig tartott, ezt 40 ciklus kovette, melyek Iépései: denaturacié 98 °C-on 10 masodpercig,
primer-annealing primer-specifikus hémérsékleten, majd elongaciéo 72 °C-on (Phire esetében 20
masodperc, Q5 esetében a fragment méretétdl fliggden 20—30 masodperc/kb). A végsd elongacid
mindkét polimerazzal 72 °C-on 2 percig zajlott. Az annealing-hdmérsékletek a Q5 polimeraz esetében

minden primerparhoz az M4 mellékletben keriiltek feltiintetésre.

A PCR-termékeket agardz gélelektroforézissel ellendriztilk, minden esetben 5 pl reakcidelegy

felhasznalasaval.
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4.7. PCR termék tisztitasa és klonozasa

A PCR reakciot agaroz gélen elvalasztottuk, majd UV illuminator alatt steril szikével kivagtuk a
megfeleld méretli termékeket. Ezutdn a GeneJET Gel Extraction Kit (Thermo Fisher Scientific)
segitségével, a gyarto utasitasai szerint nyertiik vissza a PCR termékeket.

A klonozéshoz a CloneJET PCR Cloning Kit-et (Thermo Fisher Scientific) hasznaltuk, amely soran a
PCR termékiinket egy pJET1.2/blunt vektorba ligaltuk a gyart6 utasitasai szerint.

A transzformalast hdsokkos moédszerrel végeztiik. Ehhez 100 ul DHS5a kompetens sejtet kevertiink
Ossze 5 pl ligdlt plazmiddal, majd 20 percig jégen inkubaltuk. Ezt kdvetéen a mintat 42 °C-on 30
masodpercig hésokkoltuk, majd 2 percig jégen tartottuk. Ezutan 0,5 ml steril SOC taptalaj hozzdadasa
utan 37 °C-on, razatva 40 percig inkubaltuk. A sejtekb6ol 150 pl-t ampicillint tartalmazé LB agar
taptalajra szélesztettiink, €s a lemezeket 37 °C-on, ¢éjszakan at inkubaltuk. Masnap az inzertet
tartalmaz6 plazmiddal transzformalt baktériumtelepek megjelentek, mig a nem transzformalt sejtek
¢és az ures plazmidot tartalmazo sejtek nem voltak életképesek. Minden klonozasbol harom telepet
valasztottunk ki, amelyeket 3 ml ampicillines LB taptalajba oltottunk, és 37 °C-on, razatva éjszakan
at tenyésztettiink.

A plazmidok izolalasat a baktériumtenyészetekbol a Plasmid DNA Purification Kit (MACHEREY -
NAGEL) segitségével, a gyartd utasitasai szerint végeztiik. A folyamat végén 50 pl milli-Q vizben
oldott tisztitott plazmidot kaptunk, amelybdl 2 pl-t Xhol és Xbal restrikcidés endonukledzokkal
emésztettlink 1 oran at, 37 °C-on. Az emésztés eredményét agaroz gélelektroforézissel ellendriztiik,

amellyel meghataroztuk, hogy a vektor megfeleld méretli inzertet tartalmazott-e.
4.8. Sanger szekvenalas

A Sanger szekvenalast a BIOMI Kft. végezte két iranybol a pJET1.2 Forward Sequencing Primer (5'-
CGACTCACTATAGGGAGAGCGGC-3") ¢és pJET1.2 Reverse Sequencing Primer (5'-
AAGAACATCGATTTTCCATGGCAG-3'") hasznalataval.

4.9. Szekvencia €s filogenetikai elemzés

A Sanger szekvencidk ellendrzését a Chromas program (Technelysium Pty Ltd, Australia)
hasznalataval végeztiik el. A nukleinsav szekvencidkat az NCBI BLASTn program segitségével
azonositottuk. A nukleotid szekvencidk 0sszehasonlitasahoz ¢és a tobbszoros illesztéshez a Clustal

Omega programot hasznaltuk. A filogenetikai elemzéseket és a filogenetikai fakat a MEGA7 és
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MEGAI11 programmal (Kumar et al., 2016; Tamura et al., 2021) készitettiik. A vizsgalt virusgenom
szakaszokat egységes hosszusagura vagtuk, majd az illesztéseket a MUSCLE algoritmus segitségével
készitettiik el.

Az alanyiiltetvényekbdl és szOldiiltetvényekbdl szdrmazo virusizoldtumok esetében neighbor-joining
modszert (Saitou & Nei, 1987) alkalmaztuk, az evolucids tavolsagokat a Jukes-Cantor modell (Jukes
& Cantor, 1969) alapjan szamitottuk. A filogenetikai fak megbizhatdsagat bootstrap analizissel
értékeltk 500 ismétlés alkalmazasaval.

A sz616bdl és gyomndvényekbdl szarmazdé GPGV szekvencidk SNP és filogenetikai elemzéséhez a
Geneious Prime 2022.0.2 szoftvert alkalmaztuk. Az illesztett szekvencidk filogenetikai elemzését
MEGAI11 programmal végeztiikk. Az evolicios kapcsolatok rekonstrudldsa maximum likelihood
(Felsenstein, 1981) modszerrel tortént a Tamura-Nei modell (Tamura & Nei, 1993) alkalmazasaval.
A filogenetikai fak megbizhatosagat bootstrap analizissel értékeltiik 1000 ismétlés alapjan, az 50%
alatti bootstrap tamogatottsagli agakat 9sszevontuk.

A GVT variansok filogenetikai elemzését a GPGV szekvencidk esetében alkalmazott modszertannal
azonos elvek szerint végeztilk, a MEGA7 szoftver felhasznalasaval, neighbor-joining algoritmust
(Saitou & Nei, 1987) alkalmazva. Az evollcids tavolsdgokat a Jukes—Cantor modell alapjan
szamitottuk, a filogenetikai fak megbizhatdsagat pedig bootstrap analizissel értékeltiik 500 ismétlés

alkalmazasaval.

4.10. Northern hibridizacio

A Northern hibridizacids vizsgéalathoz mintanként 2-4 pg RNS kivonatot hasznaltunk. Az RNS-ek
elvélasztdsahoz 17 v/v% formaldehid tartalma 1x MAE puffer tartalma (20 mM MOPS, 2 mM Na-
acetat pH: 7.0, 5 mM EDTA) 1,5%-os agardz gélt ontottiink. Az RNS-t mintakezeld pufferben (1x
MAE puffer, 17 v/v% formaldehid, 50 v/v% formamid) 20 percen keresztiil 65 °C-on denaturaltuk. A
gélelektroforézist 1x MAE pufferben, 4 °C-os helyiségben végeztiik. A blottolasi folyamat kapillaris
modszerrel tortént, amivel az RNS-eket Amersham HyBond-NX membranhoz (GE Healtcare)
kotottiik. A blottolas 20x SSC puffer (3 M NaCl, 0,3 M natrium-citrat (pH 7,2)) hasznalataval egy
¢jszakan keresztiil zajlott. Ezutan UV fényt hasznaltunk a nitrocellul6z membran és az RNS-ek kozott
keresztkotés 1étrehozasara. A membrant 15 percig mostuk 65 °C-on 2x SSC pufferben (0.3M NacCl,
30mM natrium-citrat (pH 7,2)), ezt kdvetden pedig prehibridizalast végeztiink 1 oran keresztiil,
szintén 65 °C-on, Church pufferben (0,5 M Na2HPO4 (pH 7,2), 1% BSA, 1 mM EDTA, 7% SDS).
DecaLabel Kit (Thermo Fisher Scientific) segitségével virus specifikus, radiokativ P32 jelzett probat
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készitettiink. Ehhez 5 pl 5x Decalabel puffert, 1 ul tisztitott, virus specifikus PCR terméket és 19 pl
Milli-Q vizet hasznaltunk. Az elegyet 10 percen keresztiil forraltuk, amit ezt kovetden azonnal jégre
helyeztiink. Lehiilés utdn hozzaadtunk 1,5 ul MixC oldatot, 0,5 pl Klenow DNS polimerazt és 3 pl
[0-P32] -dCTP-t és 1 orara 37 °C -os vizfiirdobe tettiik. Ezutan 2 pl ANTP-t (10 Mm) mértiink a
mintahoz, amit tovabbi 5 percre 37 °C-ra tettlink, majd 95 °C-on denaturaltuk, befejezésképpen pedig
jégre helyeztiikk. Az igy elkészitett virusspecifikus DNS probat 15 ml hibridizalé Church pufferben
higitottuk és ebben a hibridizal6 oldatban inkubaltuk egy éjszakan keresztiil 65 °C-on. Mésnap
SSC és 0,1% SDS). A membranra rontgenfilmet helyeztiink és a jel er6sségétdl fliggden par orat vagy

par napot exponaltuk. A filmet sotétszobaban hivtuk elo.
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5. EREDMENYEK ES AZOK MEGVITASA

5.1. SzO16 alany iiltetvények virusfertdzottségének felmérése kis RNS HTS-sel

A sz0616 alanytiltetvények virus- és viroid-fertozottségét kis RNS HTS-sel vizsgaltuk, az eredményeket
RT-PCR-rel igazoltuk.

5.1.1.Kis RNS HTS eredményeinek bioinformatikai elemzése

A begylijtott mintakbol tisztitott RNS-ekbdl a szekvenalhatd kis RNS konyvtarakat a laborunkban
hasznalt protokoll alapjan készitettem el (Czotter, et al., 2018b; Jaksa-Czotter et al., 2023). A 19 kis
RNS konyvtar szekvenaldsanak eredményeképp 12866384 ¢s 26439791 kozotti olvasatot (read-et)
kaptunk. A mindség-ellenérzés utan a kis RNS szekvencidkat ugy kaptuk meg, hogy az 50 bp hosszan
szekvenalt readekbdl trimmeléssel eltavolitottuk az adapter szekvencidkat. Ezzel a redundéns, azaz
ismétlodo readek szamat kaptuk meg, melyek kozott egy egyedi kis RNS szekvencia tobb kopiaban
is eléfordulhat. A redundans read-ek szdma 12686109 és 25601262 kozott volt, atlagosan 19143685.
Az ismétlodések kiszlirésével a nem redundans readek szamat szamoltuk, mely azt mutatja meg, hogy
hany darab egyedi kis RNS szekvencia talalhatdo meg a szekvenalt konyvtarban. 2011245 és 5048896
kozotti nem redundans read szamokat kaptunk, ez atlagosan 3530070 volt. A kis RNS readekbdl az
atfedd, azonos szekvenciaju szakaszok felhasznaldsaval, de novo assembly algoritmussal készitettiink
hosszabb szekvenciakat, un. kontigokat. Az igy létrehozott kontigok szama, amelyek hossza minimum
35 nt volt, 3148 és 16594 kozé esett, atlagosan konyvtaranként 9871 kontigot kaptunk. A mintaban
jelenlevd virusok azonositasdhoz a kontigokat felillesztettiik a novényi gazdaval rendelkezd virusok
¢s viroidok referenciagenomjaira, aminek eredményeképpen kaptunk egy virus talalati listat. A kapott
talalatokat novekvoé E-érték (E-value) alapjan sorba rendeztiik, €s csak azokkal a virusokkal
dolgoztunk tovabb, amelyek esetében legalabb egy olyan kontig volt jelen, amely alacsony E-értékkel
(E <£1x107°) mutatott egyezést az adott virussal. A hatarértéken beliil kapott kontigokat virusok szerint
csoportositottuk és megszamoltuk. Az igy kapott talalati listan szerepld virus vagy viroid talalatok
referenciagenomjara felillesztettik a redunddns ¢és nem redundans read-eket, ahhoz, hogy
Osszehasonlithatdak legyenek, a redundans read szamot a szekvenalt readek szdmara normalizaltuk
(RPM= read per million read), és konszenzus szekvencidkat hoztunk létre. Az igy kapott részletes
bioinformatikai elemzés eredményét az M5 melléklet tartalmazza. A tabldzatban azokat az értékeket

jeloltiik sziirke kiemeléssel, amelyekre az alabbi harom megallapitas valamelyike igaz volt:
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L. Legalabb egy virus specifikus kontig jelenléte
II. A normalizalt redundans read-ek szama (virus specifikus redundans read szam/1 milli6
szekvenalt read) elérte az altalunk allitott kiiszobértéket (200)

I1I. A virus genom lefedettsége >60% (viroid esetében >80%)

A csoport korabbi, sz616mintak kis RNS HTS-sel tortént virom meghatarozasanak tapasztalati alapjan
akkor ugy értékeltiik, hogy az adott virus vagy viroid nagy valoszinliséggel megtalalhato a vizsgalt
mintaban, ha a fent felsorolt kritériumokbol barmelyik ketto teljesiilt (2. tablazat, M5 melléklet). A
kis RNS HTS bioinformatikai elemzése alapjan megallapitottuk, hogy az alanyiiltetvényekbdl
szarmazd konyvtarakban a vizsgéalatkoteles szolOvirusok a GFkV kivételével (GFLV, ArMV,
GLRaV1, GLRaV2, GLRaV3, GVA, GVB) valosziniileg nincsenek jelen. Analizisiink azonban t6bb
olyan virus ¢s viroid jelenlétét mutatta, amelyeket a hatosag nem vizsgal. Ezek koziil a GRSPaV-t 13
konyvtarban, a GPGV-t egy kivétellel (7 NG) az Osszes konyvtarban, a GDefV-t pedig a pécsi
fajtagytijteményben (11 _P) detektaltuk. Viroidok koziil a HSVd mindegyik a GYSVd-1 pedig 13
konyvtarban volt kimutathatd. Hat esetben (1 BSZ,3 FH,5 ZE,7 NG, 8 MT, 13 SZ) a GSYVd-1
genomjanak a lefedettsége nagyobb volt, mint 80%, annak ellenére, hogy nem volt jelen egy GSYVd-
1 specifikus kontig sem és a normalizalt redundans readek szdma is kevesebb volt, mint 200. A pécsi
fajtagytijteményben (11 _P) taldlatot kaptunk egy, hazankban eddig még ki nemmutatott viroid, az
AGVd jelenlétére.

5.1.2. A szekvendlasi eredmények igazoldsa RT-PCR modszerrel

A kis RNS konyvtarak szekvenciaelemzése soran kimutatott virusok és viroidok visszaigazolasat RT-
PCR moddszerrel végeztiik, amihez a konyvtarak elkészitéséhez hasznalt RNS keveréket, illetve a
keverék alapjat képezd, az egyedi ndvényekbdl tisztitott RNS-t hasznaltuk templatként és a mar
elézoleg bemutatott M4 mellékletben talalhato inditoszekvencidkat. A HTS és RT-PCR eredmények

Osszevetését a 2. tablazat foglalja 6ssze.
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2. tablazat A vizsgalt sz6l6virusok kimutatasanak ésszehasonlitisa HTS és RT-PCR alapjan

Vizsgalatkételes virusok Viroidok Nem vizsgalatkteles virusok
Kényvtar kéd| Analizis GSyV-1
GFLV | ArMV | GFkV |GLRaV1|GLRaV2| GLRaV3| GVA GVB | Hsvd |GYsvd-1| AGVd | GRsPav (xa ) GPGV | GDefV
- - - - - - - - + - — + -
1 Bsz HTS
RT-PCR - - - - - - - - + - - + + -
- - - - - - - - + + - - - + -
2 8B HTS
RT-PCR - - - - - - - - + + - + + + -
- - - - - - - - + - - — — + -
3 FH HTS
RT-PCR - - - - - - - - + - + + + -
HTS - - - - - - - - + + - + - + -
4_BH
RT-PCR - - - - - - - - + - - + - + -
- - - - - - - - + - - — — + -
5.z HTS
RT-PCR - - - - - - - - + - - + + + -
HTs - - - - - - - - + + - - + + -
6_2G
RT-PCR - - - - - - - - + + - + + + -
- - - - - - - - + - - — — — -
7 NG HTS
RT-PCR - - - - - - - - + - - + + + -
HTS - - - - - - - - + - - + = + -
8_MT
RT-PCR - - - - - - - - + - - + + + -
- - - - - - - - + + - + - + -
s MR HTS
RT-PCR - - - - - - - - + + - + + + -
HTS - - = - - - - 1= + - + = + -
10V
RT-PCR - - + - - - - - + + - + + + -
+ + + - + + - - + + + + - + +
11p HTS
RT-PCR + = + - + + - - 1 + 1F + 1= + -
- - - - - - - - + + - - + + -
12_Ksz HTS
RT-PCR - - + - - - - + + - + + + -
HTS - - - - - - - - + - - + = + -
13_5Z
RT-PCR - - - - - - - - + - - + + + -
- - - - - - - - + + - + + + -
14_AD HTS
RT-PCR - - - - - - - - + + - + + + -
TS - - - - - - - - + + - + - + -
15_TC
RT-PCR - - + - - - - - + + - + + + -
F 3
HTS - - + - - - - - + + - + - + -
16_TC2
RT-PCR - - +%¥ - - - - - + + - + + + -
- - - - - - - - + + - + - + -
17,18 HTS
RT-PCR - - - - - - - - + + - + + + -
- - - - - - - - + + - + - + -
18_as HTS
RT-PCR - - - - - - - - + + - = + + -
HTS - - - - - - - - 1= + - + - + -
19_TB
RT-PCR - - - - - - - - + + - + - + -

A ‘+’ jel a vizsgalt virus jelenlétét, a ‘- jel annak hidnyat jelzi. A piros hatter azokat az eseteket emelik ki, ahol a két

mddszer eredménye eltérést mutatott. A * jelzés a 16 TC2 kdnyvtar GFkV oszlopaban technikailag fals pozitiv eredményt

jelez.
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5.1.2.1. Vizsgélatkoteles  virusok  eléfordulasa az  alanyiiltetvényeken ¢és  alany

fajtagytijteményekben

A vizsgalatkoteles virusokat eredetileg minden iiltetvényben tesztelik DAS-ELISA moddszerrel. A
11 P és 15 TC jelzésli konyvtarak alany fajtagylijtemények novényeibdl késziiltek, ahol nincs
rendszeres ellendrzés. Osszesen 8 hatosagilag eldirt szél8virusra (GFLV, ArMV, GFkV, GLRaVl,
GLRaV2, GLRaV3, GVA, GVB) teszteltiik le a mintakat RT-PCR-rel (7. abra).

M 12345678 9101112131415 M 16 17 18 19 +C -C
200bp- — e GFLV
=3 ! (=) 118 bp
T = o
— GFkV
200 bp- o ——— — - = 179bp
= = LRaV1
1000 bp- 5 = — 1GOQ3abp
= -
500 bp- = - = - %5?%}!2
500 bp- S = GLRaV3
e —_ T 336 bp
e — - ——
== == .C+C -C
300 bp- — o o (237\12Abp
16 M +C +C -C
500 bp- == - kel =
460 bp

7. abra A vizsgalatkoteles virusok kimutatasa RT-PCR mdédszerrel
A PCR teszthez az M4 melléklet primer parjai koziil a kovetkezoket hasznaltuk sorszdm szerint: 1, 2, 5, 6, 7, 8, 9, 10. Az
M a DNS létrat jeloli, ami GeneRuler 100 bp Plus DNS Ilétra, +C a pozitiv kontroll (igazoltan adott virussal fert6zott

minta). A —C a negativ kontroll (templat nélkiili minta).

Az alanyiiltetvényeket vizsgalva azt tapasztaltuk, hogy az RT-PCR eredmények majdnem teljesen
megegyeztek a bioinformatikai elemzés eredményével, kivétel ezalola 10 V ésa 12 KSZ mintak (2.
tablazat). A 10 V és 12 KSZ konyvtarak a HTS elemzés alapjan negativnak bizonyultak, ugyanakkor
az RT-PCR alapjan GFkV fert6zést mutatott. Ebben az esetben ennél a két konyvtarnal
megvizsgaltuk, hogy a kis RNS tisztitdshoz hasznalt RNS keverék milyen szélofajtakat és azon beliil
hany egyed RNS-ét tartalmaztak, majd a fajta pool-okat is leteszteltiik GFkV jelenlétére. A 10 V
keverék Osszesen 11 egyedbdl lett Gsszeallitva: hét egyed SBB fajta és négy egyed 5C fajta. Mivel a

fajta pool-okbdl csak az SBB volt pozitiv, igy annak az egyedeit is kiilon tesztelve végiil csak egy
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egyed volt pozitiv a GFkV-ra (8. abra ,,a” panel). A 12 KSZ minta 17 egyedbdl allt 6ssze, ami nyolc
kiilonbo6z6 fajtat tartalmazott (S5C — 8 db, Fercal — 1 db, S.0.4 — 2 db, 125AA — 2 db, Paulsen — 2 db,
Ruggeri — 1 db, Richter — 1 db). Ebben az esetben is csak egy fajta, az 5C bizonyult GFKV
fertdzottnek. Ezért ennek a keveréknek a nyolc egyedét kiilon is teszteltiik RT-PCR-rel, ahol szintén
egy egyed volt GFkV fert6zott (8. 4bra ,,a” panel). A 10V és 12 KSZ mintadkban a nem fert6zott
novények RNS-e higitotta a keveréket, igy a GFkV specifikus read-ek szama a kiiszobérték alatt
maradt az elemzésiinkben. A 16_TC2 kdnyvtar a bioinformatikai elemzés alapjan tartalmazott GFkV
eredetli kontigot, igy ebben az esetben is megnéztiik kiilon a fajta és egyed szamot, majd teszteltiik
kiilon-kiilon a fajta és egyed RNS keverékeket is. Itt hét egyed 5C fajtaju és egy egyed Ruggeri 140
fajtaju volt, amelyek mind negativak voltak az RT-PCR teszt soran. Azonban a mintagytijtéskor az
alany fajtadk melldl begyljtott, virusos tiineteket mutato, Harslevell fajtaja egyed RNS kivonata is
belekeriilt a teljes iiltetvény keverékbe, ami GFkV pozitiv eredményt adott az RT-PCR tesztek alapjan
(8. 4bra ,,b” panel). igy végeredményben a 16_TC2 jelzésii konyvtarban lattuk a GFKV jelenlétét jelzd
kontigot, azonban nem az iiletvényrdl szedett alany mintadk, hanem csak a veliikk egyiitt tesztelt

Harslevell egyed volt GFkV fert6zott.

a b
10_V
500 bp- == =
200 bp- -— - GFkV
o _— ?gg\g \ . , y 179 bp
588  5C % p R, %
%y 5C s,
7 5 (&) o,
£7) ) (4

8.abra A 10_V, 12 KSZ és 16_TC2 mintak egyedeinek RT-PCR tesztje GFkV-ra
A PCR teszthez az M4 melléklet primer parjai koziil a kovetkez6t hasznaltuk sorszam szerint: 10. Az M a DNS létrat
jeloli, ami GeneRuler 100 bp Plus DNS létra (Thermo Fisher Scientific), +C a pozitiv kontroll (igazoltan adott virussal

fert6zott minta). A —C a negativ kontroll (templat nélkiili minta).

Az alany fajtagyiijtemények esetében nincs rendszeres ellendrzés, mint az iiltetvényekben, ezért
nagyobb eséllyel fordulhatnak el6 olyan virusok is, amelyek vizsgalatkotelesek, ezért az ide tartozo
eredményeket kiilon targyaljuk. A pécsi fajtagylijtemény (11 P) kortilbelil 20 éves és a
bioinformatikai elemzés GFLV, AtMV, GFkV, GLRaV-2 és GLRaV3 jelenlétét mutatta ki. A tokaji
fajtagytijtemény viszonylag fiatal, csak két éves és egyediil GFkV fertdzést mutatott az elemzésiink
(2. tablazat, M5 melléklet).

Az RT-PCR tesztek majdnem minden esetben tiikrozték a bioinformatikai elemzés eredményét (7.

abra). A pécsi mintdknal 34 egyedbdl 13 GFLV pozitiv, 19 egyed GFkV pozitiv és négy egyed
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GLRaV-2 pozitiv volt. A tokaji liltetvényben a GFkV fert6zés 33 egyedbdl haromban volt kimutathato
(9. abra).

MNP w12 3[a[sle 7 8 o foid B2ARAalis] m[igf7]18 19 20 21 22 23 Pa]2s 26 B7]28 29 3031 ™ 323334  +c c
200 bp- =t = f— GFLV

- - & 5,

1\

ArMvV

i
|

=  a02bp
M 1234567 809101112131415 M 161718 19 20212223 242526272829 30 M 3132 33 34 C +C
500 bp- ——mE—=—m==RE==ue B (5;41.;::;/-2
ST T e
8 1 2

™ [1][21[3][4] s [6][7] & o o] 12 [y ™ 16 [i7]fig] fis] 20 21 2R3 24 25 P27 28 29 30 ™ Bi]32B3]34 ¢ «c
— - 2 __ 1l ~— 17909

15—TCM1234578101112131415 M161718192021222324252[:]282930 31 3233 -C +C M
i e . s ESS u")r» i "" GFkV
> 1 I . 179bp

9. abra A pécsi (11 _P) és tokaji (15_TC) fajtagyiijteményekben talalhaté egyedek PCR tesztjei

A PCR teszthez az M4 melléklet primer parjai koziil a kovetkezot hasznaltuk sorszam szerint: 1, 2, 6, 7, 10. Az M a DNS
létrat jeloli, ami GeneRuler 100 bp Plus DNS létra (Thermo Fisher Scientific), +C a pozitiv kontroll (igazoltan adott
virussal fert6zott minta). A —C a negativ kontroll (templat nélkiili minta). A piros négyzetek és nyilak a pozitiv mintakat
jelzik.

A 11 P konyvtar elemzésekor ArMV specifikus kontigokat is kaptunk, azonban az RT-PCR
segitségével mégsem tudtuk amplifikdlni a virusspecifikus genomrészletet sem az iiletvény RNS
keverékébdl, sem az egyedek RNS-eibdl (7. és 9. abra).

Ennek az ellentmondasnak a feltardsdhoz azon a vonalon indultunk el, hogy a mintank GFLV fert6zott
volt. Az ArMV ¢és GFLV nepovirusok és nagy a homologia a szekvenciajuk kozott. A két virus
referenciagenomjanak Gsszehasonlitdsa azt mutatta, hogy az RNS1 és RNS2 is 72%-ban azonos.
Ahhoz, hogy kiszlrjiik, a 11 _P konyvtar esetleg tévesen ArMV-nek azonositott kontigjait, ezeket
NCBI BLASTn algoritmus segitségével illesztettiik az adatbazisban talalhaté genom szekvencidkhoz
¢és azt az eredményt kaptuk, hogy a legtobb kontig nagyobb hasonldésagot mutatott az egyik GFLV
varianssal (GFLV-GHu: EF426852.1), mint az ArMV referenciagenommal (M6 melléklet).
Erdekesség, hogy ez a referenciagenom egy Magyarorszagrol begyijtott mintabol szarmazik (Vigne
et al., 2008) és egy olyan esettanulmanyban szerepel, ami az ArMV és a GFLV RNS2 genomi régioi
kozott 1étrejové rekombinaciordl szol. Tovabb vizsgalva az ArMV megjelenését a mintankban,
kivalogattuk az Osszes kis RNS read-et a konyvtarbol, amely illeszkedett az ArMV RNS2
referenciagenomjara (8599 read). Ezeket felillesztettiikk a fent emlitett GFLV-GHu varidns RNS2
genomjara. Azt tapasztaltuk, hogy az 6sszesen 8599-b61 6161 kis RNS szekvencia illeszkedett is. Ezen
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kiviil ugyanebben a konyvtarban sz6l6 deformacios virusként (GDefV) azonositott kontigokat is
talaltunk (64 kontig GDefV RNSI-re, kilenc kontig GDefV RNS2-re illesztve). A GDefV a GFLV-
GHu-hoz hasonldéan egy GFLV és ArMV rekombindns virus (Elbeaino et al., 2012). Ezek az
eredmények arra utalnak, hogy ebben a fajtagylijteményben ezek vagy ezekhez a virusokhoz hasonld
rekombinadnsok lehetnek jelen. Az RT-PCR-hez hasznalt GFLV primerek vizsgalata azt mutatta, hogy
a mintankban taldlhaté virusvarians szekvenciaja a primer illeszkedési helyénél jobban hasonlit a
GFLV szekvencidjdhoz, mint az ArMV azonos genom szakaszdhoz ¢€s igy kaphattunk a GFLV
specifikus RT-PCR soran pozitiv jelet. Osszesitve ezeket az eredményeket és megfigyeléseket
biztosan csak annyit allithatunk, hogy a pécsi fajtagyiijteményben taldlhaté egy rekombinans
nepovirus is.

A GLRaV-3 kontig nem volt jelen a 11 P konyvtarban, de a GLRaV-3 referenciagenomjanak
lefedettsége a kis RNS szekvenciakkal 87,1%-o0s volt, ami utalhat a virus jelenlétére a mintaban (M5
melléklet). A teljes fajtagylijteménybdl szarmazo RNS keveréket hasznalva templatként az RT-PCR-
es teszteléshez nem kaptunk PCR terméket (7. abra). Ugyanezzel a modszerrel az RNS keveréket
alkot6 egyedek RNS-eit is leteszteltiik, igy négy egyedbdl kimutattuk a GLRaV-3 jelenlétét (9. abra).
Ebben az esetben a fajtagytijteményre végzett RT-PCR hamis negativ eredménye annak tudhat6 be,

hogy a viralis RNS kihigult a teljes fajtagylijteményt reprezentaldo RNS keverékben.
5.1.2.2. Viroidok el6forduldsa az alanyiiltetvényeken €s alany fajtagylijteményekben

A konyvtarak elemzése az mutatta, hogy mindegyik minta tartalmazza a HSVd-t (M5 melléklet),
mivel annak ellenére, hogy néhany esetben a normalizélt redundans read-ek szama nem érte el a
kiiszobérteket (200), a viroid genom lefedettsége mindegyiknél 100% volt. Az RT-PCR-es tesztelés

sordn az 0sszes mintaban kimutattuk a HSVd jelenlétét (10. abra).
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M 1 2 345 6 7 8 9 101112 13 14 15 M 16 17 18 19 +C -C

1B8Z 2 BB 3FH 4BH 57 627G 7 NG BMT 9MR 10V 11.P 12 KSZ13 §7 14 AD 15 TC 16 TC217_ LB 18 AS 19 TB
B00DD- o e ——— —— S —— — — ;LS?\L%
400 bp-— —_—- - ————— —— _---i- GYSVd-1
o ——— 363 bp
— -C +C
400 bp-~— - — — AGvd
370 bp

10. abra Viroidok kimutatisa RT-PCR médszerrel a kis RNS konyvtarakhoz felhasznalt RNS-ekbél
A PCR teszthez az M4 melléklet primer parjai koziil a kovetkezdket hasznaltuk sorszam szerint: 22, 23, 24. Az M a DNS
1étrat jeloli, ami GeneRuler 100 bp Plus DNS Iétra (Thermo Fisher Scientific), +C a pozitiv kontroll (igazoltan adott

viroiddal fert6z6tt minta). A —C a negativ kontroll (templat nélkiili minta).

A GYSVd-1 13 mintaban volt jelen. Az1 BSZ,3 FH,5 ZE,7 NG, 8 MT, ¢és 13 SZ konyvtarakban
csak a genom lefedettség (>80%) utalt a jelenlétére, mivel se kontig, se pedig az elegendd mennyiségii
normalizalt redundans read szam nem tdmasztotta ala a GSYVD-1 jelenlétét (M5 melléklet). Ezt az
erdsitette meg az RT-PCR tesztelés is egy kivétellel, mivel a 4 BH esetében nem kaptunk PCR
terméket (10. 4bra).

A 4 BH konyvtarban volt egy GYSVd-1 specifikus kontig, de a normalizalt redunddns read szdm
nem érte el a kiiszobértéket €s a lefedettség is csak 92% volt (szemben a pozitiv kdnyvtaraknal
tapasztalt minimum 98%-os lefedettséggel) (M5 melléklet). El6fordulhat, hogy masik GYSVd varians
(példaul GYSVd-2) talalhaté meg ebben a mintdban, viszont ennek vizsgalatdt mar nem végeztiik el.
A pécsi fajtagylijteményben a bionformatikai elemzés AGVd jelenlétére utalt: 5 kontigot, 225
normalizalt read-et és 100%-os genom lefedettséget kaptunk (M5 melléklet). Mikor az AGVd
el6fordulasat a kiilonbozo alanyfajtakban is megvizsgaltuk, két SBB egyedben taldltuk meg 11. dbra).

11_P M 12 3 45 6 78910111213 14 15 M 1617 18 192021 22 23242526 27 28 29 30 31 M 32 33 34 -C +C
400bp- a— s i = - AGVd
370 bp
7‘9/94,’;," rﬂle*’.\ i
S, %er 5
8L 85
s,jq&

11. Abra Az AGVd kimutatiasa RT-PCR mddszerrel a pécsi fajtagyiijtemény (11_P) egyedeinek RNS-
eibol
A PCR teszthez az M4 melléklet primer parjai koziil a kovetkez6t hasznaltuk sorszam szerint: 24. Az M a DNS létrat
jeloli, ami GeneRuler 100 bp Plus DNS Iétra (Thermo Fisher Scientific), +C a pozitiv kontroll (igazoltan adott viroiddal

fert6zott minta). A —C a negativ kontroll (templat nélkiili minta).
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A két PCR terméket kitisztitottuk €s Sanger szekvenaldssal meghataroztuk a szekvenciajukat. A két
varians teljesen egyformanak bizonyult és a kis RNS-ekbol generalt konszenzus szekvenciaval is
100%-0s egyezést mutattak (emiatt csak az egyiket kiildtiik be az NCBI adatbazisba, MK975820).
Szakirodalmi adatok alapjan Magyarorszdgon még nem mutattak ki az AGVd jelenlétét széldben.
Mivel mi is csak a pécsi fajtagyiijteményben talaltuk meg, igy nem nagy a valdsziniisége, hogy hazank
szOldiiltetvényeiben jelen lenne. Sajnos nem ismerjilk a két SBB varians eredetét, azonban a
filogenetikai vizsgalatunk azt mutatta, hogy az altalunk talalt varians egy olasz és egy ausztral

varidnssal egyiitt klaszterez0dott, valamint tavoli rokonsdgban 4ll a tunéziai és 4zsiai varidnsokkal

(Gambino et al., 2014) (12. abra).

EU743606.1 China
64 |- JN008865.1 Iran
3311 EU743601.1 China
DQ362911.1 China
MK975820 HUP 5BB

78— NC 003553.1 Australia
0

[

KJ489018.1 AG-SB-3.3 ltaly

L AF462155.1 Tunisia

— AF462156. 1 Tunisia

NC 001351.1 HSVd

0.050
12. abra A pécsi fajtagyiijteménybél szarmazé AGVd varians szekvencidjanak (MK975820)
filogenetikai elemzése

A filogenetikai fat a MEGA7 Neighbor-Joining moddszerével készitettiik, amelynek gydkeréhez a HSVd referencia

szekvenciat hasznaltuk.
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5.1.2.3.  Nem vizsgalatkdteles virusok jelenléte

A szekvendlt kis RNS konyvtarak bioinformatikai elemzése tobb, Magyarorszdgon nem
vizsgalatkoteles virus jelenlétét is kimutatta. A GRSPaV-t a 13 konyvtarban, a GPGV-t egy kivétellel
(7_NG) minden konyvtarban, a GDefV-t pedig a 11_P konyvtarban tudtuk azonositani legalabb egy
virusspecifikus kontig alapjan (2. abra, M5 melléklet). Ezen feliil kiilon vizsgaltuk a kis RNS
konyvtarakat GSyV-1 jelenlétére is, mivel elozetes felméréseink alapjan a hazai termg iiltetvényekben

nagy elterjedést mutatott ez a virus (Czotter, et al., 2018a).
5.1.2.3.1. A GRSPaV vizsgalata

A kis RNS szekvencidk alapjan 13 konyvtarban mutattunk ki GRSPaV fert6zést, azonban az RT-PCR
teszt sordn egy kivételével (18 AS) az 6sszes mintaban kaptunk virus specifikus PCR terméket (13.
abra). Ez az egy negativ PCR a 18 AS esetében olyan konyvtarbol szarmazott, amely nyolc egyed
kevert RNS-ébdl késziilt €s amelyben a virus alacsony mennyiségben volt jelen, illetve a jelen 1évo

szekvencidk eltérhettek az alkalmazott primerek kotohelyeitdl.

M 12 3456 7 8 9101112 13 14 15 16 M 17 18 19 +C +C -C

1.BSZ 2BB 3.FH 4BH 5ZE 62G 7.NG 8MT 9 MR 10V 11_P 12.KSZ13.SZ 14_AD 15_TC 16_TC2 171 18_AS 19_TB

200 bp- GRSPaV

M1 23 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 M 16 17 18 19+C -C

TS g gy | fop et I Gsyv-1

.

T T e 374 bp
M1 23 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 M 16 17 18 19 +C -C
400 bp- = B = E‘r;ZIL)lGI:\)/p

13. abra A nem vizsgalatkoteles virus RT-PCR tesztje a kis RNS konyvtarakbol késziilt RNS-ek
hasznalataval
A PCR teszthez az M4 melléklet primer parjai koziil a kdvetkezoket hasznaltuk sorszam szerint: 12, 14, 16. AzM a DNS
létrat jeloli, ami GeneRuler 100 bp Plus DNS létra (Thermo Fisher Scientific), +C a pozitiv kontroll (igazoltan adott

virussal fert6zott minta). A —C a negativ kontroll (templat nélkiili minta).

A konyvtarak elkészitésében a 19 TB esetében volt egy kiilonbség a tobbitdl, mégpedig az, hogy az
RNS kivonashoz nem kodzvetleniil az iiltetvényen talalhato egyedekrdl szedtiik le a kiilonb6z6 ndvényi
szerveket, hanem az iiltetvényrdl szdrmazé vesszOk hajtatasa utan gyljtottiikk be a ndvényanyagot. Az
alany fajtagylijtemények egyedeit kiilon tesztelve is azt lattuk, hogy a kiilonb6z0 fajtdk szamos egyede

fert6zott volt a virussal (14. abra).
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11_P
- M 1 2 3456 7 89 101112131415 M 16 17 18 19 20 2122 23 24 25 26 27 28 29 30 31 M 32 33 34 +C +C -C
o GRSPaVv
200 bp- - — e = A S
P ol - 155 bp

15 TC
GRSPaVv

D00 BP- = cimiis i ———— ———— - ———— ——— e — - A = 155bp

M 12 3456 7 89 10111213 1415 M 16 1718 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 M 313233 -C +C

14. abra A GRSPaV kimutatisa RT-PCR médszerrel a pécsi (11_P) és tokaji (15_TC)
fajtagyilijtemények egyedeibol.
A PCR teszthez az M4 melléklet primer parjai koziil a kovetkez6t hasznaltuk sorszam szerint: 14. Az M a DNS létrat
jeloli, ami GeneRuler 100 bp Plus DNS 1étra (Thermo Fisher Scientific), +C a pozitiv kontroll (igazoltan adott virussal

fert6zott minta). A —C a negativ kontroll (templat nélkiili minta).

A GRSPaV kimutatdsa soran a kis RNS HTS és az RT-PCR modszer eredményei nem minden esetben
egyeztek meg. Mig a THS alapu elemzés a virus jelenlétét 13 konyvtarban jelezte, addig RT-PCR-rel
a legtobb vizsgalt mintdban sikeriilt a GRSPaV jelenlétét igazolni. Hasonlo jelenséget korabbi hazai
vizsgalatok soran is leirtak, ahol a GRSPaV jelenlétét RT-PCR-rel igazoltak, mikdzben a virdlis
eredetli kis RNS-ek mennyisége nem minden esetben érte el a kimutatasi kiiszobot (Czotter et al.,
2018a). A GRSPaV nagy genetikai variabilitasa ismert, és alanyfajtak esetében korabban azt figyelték
meg, hogy az egyes alanyokban gyakran egyetlen, homogén virusvarians dominal, mig az
oltvanyokban tobb egyiittes jelenléte jellemzd (Meng et al., 2006). Vizsgalataink soran a kis RNS
konyvtarak eltér6 genotipusi egyedekbdl szarmazd RNS-keverékekbdl késziiltek, ami
hozzéjarulhatott ahhoz, hogy az egyes GRSPaV varidnsokhoz tartozo kis RNS-ek koncentracioja a
kimutatasi kiiszob ala csokkent. Emellett nem zarhato ki az sem, hogy a sz616 ¢s a GRSPaV hosszu
egylttélésiik soran kialakult kolcsonhatdsa az antivirdlis géncsendesités csokkent aktivitasahoz
vezetett, ami szintén befolyasolhatta a viralis kis RNS-ek detektalhatosagat (Gambino et al., 2012). A
virus eléfordulasa mind az alanyiiltetvényekben, mind az alany fajtagytijteményekben tobb alanyfajtat

érintett.
5.1.2.3.2. A GSyV-1 vizsgalata

Annak ellenére, hogy a kis RNS konyvtarak bioinformatikai elemzése soran nem talaltunk egyetlen
GSyV-1 specifikus kontigot sem, négy konyvtar esetében a GSyV-1 genom minimum 70%-0s
lefedettségét azonositottuk (10 V, 14 AD ¢és a két fajtagylijteményben), amelyek jelezték a virus
lehetséges eléfordulasat (M5 melléklet). Azt méar kordbban megfigyelték, hogy az amerikai
variansoktdl eltéréen az eurdpai GSyV-1 varidnsok jobban eltérnek a Kalifornidban azonositott
referencia genomtol (Glasa et al., 2015). Ezért a konyvtarakban talalhat6 kontigokkal ujabb BLASTn

keresést inditottunk, de ezuttal az europai SK30 GSyV-1 varidnst hasznaltuk referencia genomként.
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Igy 6sszesen 6 konyvtarban talaltunk GSyV-1 specifikus kontigokat (5_ZE, 6 ZG, 12 KSZ, 14 _AD,
17 LB és 18 AS) (M5 melléklet). Az RT-PCR teszt ebbdl a 6 konyvtarbol 5-re volt GSyV-1 pozitiv
¢s ezen kivil még 9 konyvtar esetében kaptunk pozitiv eredményt (13. 4bra), ami a GSyV-1
nagyaranyu elterjedésére utal az alanyiiltetvényekben. Ezutdn az (iiltetvényeken -eléfordulod
alanyfajtakat kiilon is teszteltiik RT-PCR modszerrel (15. dbra). Ebbdl kideriilt, hogy az iltetvények
fertozottsége heterogén volt, mivel egyes fajtakbol kimutattuk a GSyV-1-et, mig mas fajtakbol nem
(15. abra).

1.BSZ 2 BB 3_FH 5_ZE 6_2G 7_NG * 9_MR 10_V
a - - - - - - ES
v ™
M 1 2 1 2 3 1 2 12 3 4 5 67
— 730D a1 s pr— T s e
—l P = ey $ 3 B s
* a cDNS csak tinetmentes egyedek RNS kivonataibdl készilt
12_KSzZ 13_Sz 14_AD 16_TC2 17_LB 18_AS
M12345671212345 456‘1234-C+C
- - ~| b~ —_—
400bp- g -b—__;--&-—“ L". L . o — GSyv-1
B b S — Pt wpemg bt — 5| S-— R TESEEaEo T 37
b
M 1 2 3456 7 89 101112 13 1415 M 16 17 18 1920 21 22 23 24 25 2627 28 29 30 & 313233 34 +C -C
400 bp == = - GSyV-1
1 P= -—— -— -—— - - —me— — 374 bp
M 12 3 456 7 89 101112131415 M 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 M 313233 + -C
16_TC wu — = —_— I GSyV-1
A00DP- " e s i e e v e — — i - 374 bp

15. abra A GSyV-1 kimutatasa RT-PCR mddszerrel az iiltetvények (a panel) és a fajtagyiijtemények (b
panel) egyedeinek RNS-eibdl.

A PCR teszthez az M4 melléklet primer parjai koziil a kovetkez6t hasznaltuk sorszam szerint: 12. Az M a DNS létrat

jeloli, ami GeneRuler 100 bp Plus DNS létra (Thermo Fisher Scientific), +C a pozitiv kontroll (igazoltan adott virussal

fert6zott minta). A —C a negativ kontroll (templat nélkiili minta).

Az egyedek szintjén végzett RT-PCR vizsgalatok alapjan az 1 BSZ, 8 MT ¢és 17 LB iiltetvényeken
is azonositottunk GSyV-1-fertdzott egyedeket, igy 0sszesen két iiltetvényben (4 BH és 19 TB) nem
sikertilt kimutatni a GSyV-1 jelenlétét (2. tablazat, 15. abra).

A konyvtarakhoz hasznalt RNS keverékekbdl szarmazé tisztitott GSyV-1 specifikus PCR termékek
nukleotid sorrendjét Sanger szekvendldssal meghataroztuk és feltoltottiik az NCBI adatbazisaba, a
GenBank-ba (MK975806-MK975819) ¢és ezek rokonsagi kapcsolatainak vizsgalatahoz filogenetikai
elemzést végeztliink, ami azt mutatta, hogy ezek a virusvaridnsok tavoli rokonsagban allnak
egymassal. Ez megerdsiti azt a megfigyelést, hogy a kis RNS HTS szekvencidk elemzése sordn az

illesztéshez hasznalt kiilonb6zé GSyV-1 genomokkal teljesen eltérd eredményeket kaptunk (16. bra).
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MK975807 HUFH
MK975816 HUAD
MK975809 HUZG
MK975810 HUNG
MK975813 HUP

&

g4
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MK975808 HUZE
MK975812 HUV
KP221256 CZ10 Czeh
kT005339_HU130F (@)
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= KT005405_HU21BV .
EEKE)TSGOG HUBB
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38

MK975618 HUTC2
GUUS6E024 CI-S042 Chile
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KT005403_HU15EH (@)
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KT005400_HU11TK2 (@)
MK975617 HUTC

KT005402_HU13Szht .
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KP221256_SK30 Slovakia

— FJ977044 GVQ USA

i

65 L— KT005401_HU11TKS (@)

KX130754 RAJ-BR Brazil

MK975815 HUSZ

00100

16. abra Az alanyiiltetvényeken és fajtagyiijteményeken izolalt és szekvenalt GSyV-1 variansok

filogenetikai elemzése (MK975806 - MK975819).

A magyar variansok kék szinnel vannak kiemelve. A fekete pontok a hazai sz6lgiiltetvények felmérésébdl szarmazo

variansokat mutatjak (Czotter, et al., 2018a). A filogenetikai fa MEGA?7 szoftver Neighbor-Joining médszerével késziilt.

A GSyV-1 esetében a kis RNS HTS bioinformatikai elemzése soran kapott eredmények jelentds
mértékben fliggtek az illesztéshez hasznalt referencia-genomtdl. A GSyV-1 magas genetikai

véltozatossaga hozzajarulhatott ahhoz, hogy a kontigok BLAST-alapti azonositdsa soran eltérd

eredményeket kaptunk attél fiiggden, ho

referenciaként, €és egy, a vizsgalt mintakhoz

egyezés volt kimutathatd. A filogenetikai elemzések alapjan a hazai GSyV-1 varidnsok jelentds

gy mely GSyV-1 varidans teljes genomja szolgalt

kozelebb allo varians alkalmazasaval 1ényegesen tobb
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genetikai diverzitast mutattak, ami korabbi vizsgalatok eredményeivel 6sszhangban arra utal, hogy a
fertozés elsddlegesen fertdzott szaporitdanyag kozvetitésével terjedhetett, nem pedig helyszini
fertdzés utjan (Czotter et al., 2018a; Glasa et al., 2015).

Megvizsgaltuk, hogy a fert6zés dsszefiiggésbe hozhatd-e bizonyos alany fajtakkal és azt talaltuk, hogy
az 5C egyedek 81,8%-a mig az 5BB egyedek 77,8%-a volt fertdzott, ezzel szemben a Fercal, amelyik
a legelterjedtebb ¢és széles korben hasznalt alany fajta, csupan 26,7%-ban tartalmazta a GSyV-1-et (3.
tablazat).

3.Tablazat A GSyV-1eléfordulasa kiilonbozo alanyfajtakban.

Ultetvény/
konyvtar |Fercal| 5C |SBB|S.0.4 | Ruggeri | 125AA | Georgikon |Richter| Borner| Berlandieri | Paulsen
kodja
1_BSZ
2_BB
3_FH
4 BH -
5_7E - “F - = = -
6_7G - “F
7_NG - + o
8§ MT “F
9_MR “F = -
10_V “F “F
11_P - 64|83 + - - -
12_KSZ = + + + + + =
13_SZ aF “F
14_AD - “F “F -
15_TC - = -
16_TC2 - F
17_LB - aF aF aF - “F
18_AS aF - -
19_TB -
Fajta
eléfordulas
GSyV-1
fert6zés 29 | 82 | 78 | 57 33 50 0 33 50 0 0

aranya (%)

+ |+ |+
+
+

14 | 11 ] 9 7 6 4 3 3 2 1 1

A sarga + jel a GSyV-1 fertézottséget jeloli, a sziirke — jel pedig a GSyV-1 mentes alanyfajtakat. A narancssarga cellaban
talalhato szamok az adott fajtagytijteményen beliil az Gsszes adott alany fajta szamat és abbol a fert6zott egyedek szamat

adja meg.
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5.1.2.3.3. A GPGYV vizsgalata

A konyvtarak elemzése soran minden konyvtarban talaltunk GPGV specifikus kontigot, amit az RT-

PCR tesztelés minden esetben megerdsitett (M5 melléklet, 13. abra). Ez az eredmény 6sszhangban

van korabbi felmérésiinkkel, ahol a hazankban vizsgalt sz618iiltetvények mindegyikében kimutattuk

a GPGV jelenlétét (Czotter, et al., 2018a). Habar a GPGV minden {iltetvényben jelen volt, a GSyV-

1-hez hasonléan nem minden alanyfajta volt fert6zott (17. abra).

a *
18SZ 288 3 FH kQ/;‘Z‘ 5._7E 6.7G 7_NG & MR 1o_v
M1 2 1 2 3 12 12 34 5 6 7 M1 2M1 2 3 MPM1 2 3 4 -C+C M 1 2 +C -C
= — —_— == -_— - ) - GPGV
400 bp-m— —— — —— - — — — - s ol s — e o 411bp
- —
A8 >3 A 5 R s 3, 4. % A& % S, % B,
e,%/ Oy s, &00/,%/ '99350 (S 4 ¢ G S %”o’- 4
N G IS’?‘
* cDNA was prepared only with the RNA extracted from the non-symptomatic individuals
Q
12 KSZ 13_S7 16_TC2 ’9'3 14_AD 17_LB 18 AS
M1 2 3 4 56 7 1 2 1 2 +C -C M 1 2 3 4 5 ﬂ_ 1 2 3 4 5 6 M 1 2 3 4 -C +C
400bp7;:___..__r- e ———— —— = adki SEg s o e szb\'I)
SA A & T R A 8o A G 8 8o Tn A ) & S & B %
08, So Re 5, B, 8%, %0 R, % o %y e, S 5, S0 Y0, %0
Ty O g, 0 M g ¢ Uy ¥ e % b,
b M 1 2 3 4 56 7889 101112131415 M 1617 18 19 2021 22 2324 2526 27 28 29 30 31 M 32 33 34 +C -C
ne _ = - GPGV
400 bp-—— —— —— i — e —— —— e S s —————— D - 411 bp
M 12 3 456 7 89 10111213 14 15 M 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 M 31 32 33 -C +C
15 TC e —
— . - s GPGV
400bp—"‘: . et 411 bp

17. abra A GPGV kimutatisa RT-PCR modszerrel az iiltetvények (,,a” panel) és a fajtagyiijtemények

(,,b” panel) egyedeinek RNS-eib6l.

A PCR teszthez az M4 melléklet primer parjai koziil a kovetkez6t hasznaltuk sorszam szerint: 16. Az M a DNS létrat

jeloli, ami GeneRuler 100 bp Plus DNS létra (Thermo Fisher Scientific), +C a pozitiv kontroll (igazoltan adott virussal

fert6zott minta). A —C a negativ kontroll (templat nélkiili minta).

Ebben az esetben is kivancsiak voltunk, hogy az alanyfajtdkat vizsgalva milyen aranyban fert6zottek

a GPGV-vel (4. tdblazat).
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4. tablazat A GPGYV elofordulasa kiilonbozo6 alanyfajtakban

Ultetvéll:z:il;;inyvtér Fercal| 5C | SBB [S.0.4 |Ruggeri|125AA|Georgikon|Richter | Borner | Berlandieri | Paulsen
1_BSZ CAA CAA
2_BB CAA| - =
3_FH CAA| -
4 BH CAA
5_7E - - - [CAA| CAA - CAA
6_7G - CAA
7_NG CAA - |CAA
8_MT CAA
9_MR CAA - CAA
10_V - [CAA
11_P CAA| - - - - = =
12_KSZ CAA [CAA CAA - CAA CAA TAA
13_SZ CAA CAA
14_AD TAA [CAA [CAA CAA
15_TC - - -
16_TC2 CAA CAA
17_LB TAA [TAA| - - - CAA
18_AS CAA TAA| TAA
19_TB CAA
Fajta el6forduldasa | 14 11 9 7 6 4 3 3 2 1 1
G‘;gzyf:’(ﬁiz)és 79 | ss|se| 71| 50 | so| 33 | 33 |5 | 10 | 100

A z0ld celldk a GPGV fertdzottséget jelolik, a sziirke ,,— jel pedig a GPGV mentes alanyfajtakat. A z6ld cellaban jelolt
harmas nukleotidok a tiinetet okozo és a tiinetet nem okozé GPGV variansok ko6zotti egyik fontos nukleotid cserét jelolik,
ahol jellemz6en a CAA kodon a tiinetet nem okozo, a TAA kodon a tiinetet okozo variansokban fordul eld. A C-T tranzicio

egy korai stop kodont hoz 1étre a mozgasi fehérjét kodold régidban.

Osszesitve a Fercal egyedek 79%-a, az 5C egyedek 54%-a, az SBB egyedek 56%-a, az S.0.4 egyedek
71%-a, valamint a Ruggeri és 125AA egyedek 50%-a volt fertdzott GPGV-vel.

A GPGYV fertézés a GSyV-1-hez hasonldan igen elterjedt Eurdpaban. A virus tlineteket nem okozo,
ugynevezett latens valtozatdit Magyarorszag mellett a kornyezd orszdgokban is megtalaltak
(Szlovakia, Csehorszag) (Czotter, et al., 2018a; Eichmeier et al., 2018; Glasa et al., 2014). Habar még
mindig nem teljesen tisztazott, hogy mely szekvencia valtozasok okozzék a tiinetek megjelenését €s a

sz6l0 megbetegedését GPGV fertdzés esetében, azt azonban megfigyelték, hogy azok a tiineteket
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okoz6 varidnsok, amelyek egyiitt csoportosulnak a filogenetikai vizsgalatokban, hat aminosavval
rovidebb mozgasi fehérjét kodolnak, mint a latens varidnsok (Saldarelli et al., 2015).

Korabbi felméréseink sordan nem taldltunk tlinetet okozd valtozatot, azonban egy csokakdi
szOldiiltetvényben egy "Pinot gris’ fajtaju sz616téke a sz6ldlevél foltosodas és deformacids betegség
tiineteit mutatta (18. abra) Mivel ez volt az elsd ilyen tiineteket produkaldé ndvény a mintagylijtéseink
soran, a GPGV specifikus PCR terméket szekvenaltattuk. A szomszédos, tiinetmentes novényrol is
mintat vettiink, majd ennek a tesztelésébdl szarmazdo GPGV specifikus PCR terméket is
szekvenaltattuk Osszehasonlitds céljabol. Mind a kettd szekvencidt elhelyeztiik a GenBank-ban

(tlinetet okozo varians: HuCSK9s: MK953676, tiinetet nem okoz6 varians: HUSKS: MK953677).

18. abra A cs6kakéi GLMD tiineteket mutaté novény, amely a GPGYV tiinetet 0kozo6 variansaval

fertozodott

A HuCSKO9s elnevezést tiinetet okozé varians nukleotid szekvencidja tartalmazta a korai stop kodont
(CAA helyett TAA) a mozgasi fehérjét kodold régioban és a publikalt tiinetet okozd varidnsokkal
egylitt csoportosult a filogenetikai elemzéslinkben, mig a tiinetet nem okozé HUCSKS8as varidns a

tiinetet nem okozo varidnsokhoz kapcsolodott (19. abra).
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19. abra A csokakéi Pinot gris szoldiiltetvényeken jelenlévé GPGYV tiinetet 0kozé valtozatanak
(HUCSK9s — MK953676) és tiinetet nem okoz6 valtozatanak (HUCSKS8as — MK953677) filogenetikai
elemzése mas tiinetet nem okozo és tiinetet okozé6 GPGYV variansokkal egyiitt
A filogenetikai fa a MEGA7 szoftver Neighbor-Joining mddszerével késziilt. A szines kiemelés jeloli a két csokakdi
varidansot. A GPGV-variansok GenBank azonosité szamai elérhetdek Saldarelli és munkatarsai 2015-6s cikkében

(Saldarelli et al., 2015).

A kiilonboz6 alanyfajtakbol és iiltetvényekbdl szarmazé GPGV varidnsokat szekvenaltattuk, a
szekvenciakat feltoltottik a GenBank adatbazisba (MK904611-MK904647). A nukleotid

sorrendjiiket vizsgélva azt talaltunk, hogy 6 minta tartalmazta a tiinetet okozd variansokra jellemzd
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korai stop kodont (TAA) (4. tdblazat). A filogenetikai elemzésben ezek az virus varidnsok nemcsak
egymassal alkottak egy csoportot, hanem a csokakdi €s olaszorszagi tiinetet okozo variansokkal is
(20. abra).
sg | MK904624 HUMR_Berlandieri
55 L MK904640 HUTC2_Ruggeri
MK904632 HUKSZ_Richter

* —ssl MK904636 HUAD_5B8

18 MKS904622 HUMT_Fercal

50 | MK904639 HUTC2_5C
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37| MK904634 HUSZ_Fercal
37| |-m———————— MK904629 HUKSZ_ S 04
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82

41

JOSURLIEA SOUJQUIAUN ],
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20. abra A vizsgalt alany iiltetvények és fajtagyilijtemények kiilonb6z6 alanyfajtaibél (MK904611 -
MK904647) szarmazé GPGYV variansok és a csokakoi tiinetet 0kozé és tiinetet nem okozé variansok
szekvencidjanak filogenetikai elemzése

A filogenetikai fa a MEGA7 szoftver Neighbor-Joining modszerével késziilt. A narancssarga jelolés a csokakdi

variansokat, a kék jeldlések az alanyfajtakbol izolalt és szekvenalt variansokat mutatjak.

Az korai stop kodont tartalmazé varians 5 alanyfajtaban fordult el (Fercal, 5C, S.0.5, Ruggeri és

Paulsen). Foldrajzi elhelyezkedésiiket tekintve ezek a tliinetet okozo variansok az orszagban szétszorva
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voltak jelen (12 KSZ, 14 AD, 17 LB és 18 AS), bar az utolsé harom iiltetvény helyszine kozel
talalhaté egymashoz (Eszak-Kelet Magyarorszag).

A tlinetet okozd GPGV varidns hatasara kialakuld sz6ldlevél foltosodas és deformacid elnevezésii
(GLMD - grapevine leaf mottling and deformation) betegségre a szOl6fajtak érzékenysége eltérd
(Saldarelli et al., 2015). A GPGV betegséget okozd variansara érzékenyek a Pinot gris, Traminer,
Tocai (Friulano) és a Glera fajtak. A Glera esetében a fertézés hatdsara bekovetkezd egyenetlen
bogydérés gazdasagi veszteségeket okoz az észak-olaszorszagi Prosecco eldallitisban (Bertazzon et
al., 2017). Ezen kiviil Franciaorszagban is talaltak két olyan sz6l6fajtat, ami GLMD-t okozott: a Pinot
Meuiner és a Grenache fajtakat (Spilmont et al., 2018). A tiinetet okoz6 GPGV varianst tiinetmentes
alany tOkéken talaltuk.. Az altalunk vizsgalt Paulsen, Fercal, 5C, S.0.4 és Ruggeri fajtdkon viszont
nem jelentkeztek a jellegzetes GLMD tiinetek.

Végeredményben az talaltuk, hogy a hatosagilag vizsgalt virusokkal ellentétben a nem
vizsgalatkoteles virusok a legtobb vizsgalt alanyiiltetvényben jelen voltak és a fertdézottség mértéke

az egyes alanyfajtak kozott eltéréseket mutatott.
5.2.Szdl¢iiltetvények €s gyomndvények GPGV fertézottségének vizsgalata

A GPGV széles korti hazai elterjedtségére vonatkozo korabbi felmérések alapjan (Czotter, et al.,
2018a; Demian et al., 2020) jelen vizsgalatban annak feltarasat tliztiik ki célul, hogy a virus tiinetet
nem okoz0 variansaival fertdzott szoldiiltetvények kornyezetében eléforduld gyomndvények szerepet
jatszhatnak-e a GPGV fennmaraddsaban. Ennek érdekében tobb, eltéré miivelési allapotu
szOldiiltetvényben €s azok kornyezetében gytijtott ndvények GPGV-fertdzottségét vizsgaltuk. A
tovabbiakban 5 olyan szdldiiltetvényt vizsgaltunk, melyeken a GPGYV tiinetet nem okozo varidnsa volt
jelen. A mintavételi helyeket, az iiltetvények allapotat és a vizsgalt novényfajokat a 4.1.2. fejezetben,

a 7-9. abrak szemléltetik.
5.2.1.A GPGV kimutatasa RT-PCR modszerrel

A GPGYV jelenlétét a mintakban RT-PCR teszt soran vizsgaltuk. Elsé teszteléskor egy 411 bp hosszi

régiot amplifikalo diagnosztikai primer part (Glasa et al., 2014) hasznaltunk a virus kimutatdsara. A

crer

¢s az RARP kezdeti szakaszat lefeddé 2005 nt hosszusagl szakaszt, valamint egy 1599 nt hosszu, a

mozgasi fehérjét €s kopenyfehérjét kodolo régidt sokszorositottunk (21. dbra, M4 melléklet). A PCR
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termékeket tisztitas utan klonoztuk, majd meghataroztuk a nukleotid sorrendjiiket, majd a

szekvenciakat feltoltottiik az NCBI GenBank adatbazisaba (ON360679-ON360699).

2005 bp 1599 bp

| RDRP | [ ]
5 | MP I AAAAAZ'

411 bp

21. abra A GPGYV klénozott régidéinak sematikus abrazolisa a virus genomon

A szines szakaszok az amplifikalt régiok genomon beliili elhelyezkedését és hosszat jelolik. A harom szakasz
felszaporitasara az M4 mellékletben talalhato primerparok koziil a kovetkezoket hasznaltuk, sorszam szerint: kék-18, z61d-
19, lila-16.

A GPGV-t minden vizsgalt szdldiiltetvényen kimutattuk, a sz616 mellett hét masik névénybdl is:
Ailanthus, Asclepias, Crataegus, Fraxinus, Rosa, Rubus ¢és Sambucus fajokbol. A virus ezeken a
novényeken nem mutatott tipikus GPGV-hez kothetd tiineteket (GLMD), mint levél torzulés, ér
melletti klorozis, rovid internodiumok.

Annak ellenére, hogy a mintazott novényekben a diagnosztikai primerrel kimutattuk a GPGV-t, nem
minden gazdandvénybdl sikeriilt amplifikalni a kijeldlt szekvencia részeket. A libatop esetében a virus
kimutatasara hasznalt, 411 bp hosszii PCR terméket eredményezd primer parral pozitiv eredményt
kaptunk, de a fent emlitett masik két primer parral ez nem sikeriilt. Ezt valdsziniileg a ndvényben 1évo
alacsony virus koncentracié okozta. Annak érdekében, hogy az esetlegesen alacsony koncentraciéban
jelenlevd virust nagyobb valdsziniiséggel tudjuk kimutatni, a jaszszentlaszloi iltetvényrdl szarmazo
sz016 és korisfa mintaknal a cDNS szintézis soran nem random hexamert, hanem oligo(dT) primert
hasznaltunk. Azonban ezzel a véltoztatassal is csak a MP/CP régiot tudtuk amplifikalni. Mas fas szara
fajok esetében is adddtak nehézségek, itt ugyancsak a virusgenom 5’ részén nem kaptunk PCR
terméket, bar ezeknél a mintdknal az MP/CP régid egy szakaszat sikeriilt random hexamerrel atirt

cDNS templat hasznalataval is amplifikalni (22. 4bra).
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22. abra Sanger szekvenalashoz amplifikalt GPGV genom részletek sz616bél és egyéb novényekbdl
Az ,,a” panel a szekszardi, a ,,b” panel a tokaji, ,,a ¢” panel az egri, a ,,d” panel a jaszszentlasz16i, az ,,e” panel a mogyorddi
mintdk PCR eredményének agaroz gélelektroforézis képét mutatja. Az M a DNS 1étrat jeloli, ami GeneRuler 100 bp Plus

DNS létra (Thermo Fisher Scientific), +C a pozitiv kontroll (igazoltan adott virussal ferté6zott minta). A —C a negativ

kontroll (templat nélkiili minta).

A gélképeken lathaté eredmények alapjan az egyes vizsgalt régidokban tapasztalt amplifikacids

kiilonbségeket 6sszefoglalva, az 5. tablazat szemlélteti.
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5. tablazat A szekvenalt GPGYV variansok 5' végének hasonlésiaga a referencia genomhoz

RT-PCR
RdRp |MP/CP

Novény minta|Ultetvény helye

+
+

+

balvanyfa
galagonya

selyemkoro
sz0616
vadrozsa
sz616
szeder
sz616

koris -

Tokaj

+ |+ |+ |+ |[+]+]|+]|+

Jaszszentlaszlo

+ |+ |+ |+ ]|+ +[+ ||+ |+[+]|+ |+

sz0616
fehér libatop

A mintagyiijtési helyeket egyedi szinekkel jeloltilk, amelyeket a dolgozat tovabbi &braiban és tablazataiban is

kovetkezetesen alkalmazunk az attekinthet6ség érdekében.

5.2.2. A GPGV kimutatasa Northern hibridizacioval

Northern blot hibridizacioval is megvizsgaltuk a ndvénymintdinkat, azonban ezzel a mddszerrel csak
két minta esetében sikeriilt kimutatni a GPGV jelenlétét: az egri lltetvényrdl szarmazd vadrozsabol
¢s a tokaji szeder mintabol (23. dbra). Nagy valoszinliséggel csak ebben a két ndvényben volt a viralis

RNS olyan mennyiségben jelen, ami a modszer érzékenységéhez elegendo.

(a) (b)
Vitis Rosa Vitis Nb Vitis Vitis Rubus Nb
- + + - + - + .
GPGV GPGV
FRNS - s
.o '
zlmlal - L

23. abra Az egri vadrozsa (a) és a tokaji szeder (b) minta Northern blot vizsgalata GPGYV jelenlétére

Negativ kontrollnak igazoltan GPGV mentes sz016t (Vitis-) és GPGV mentes Nicotiana benthamiana-t (Nb-) hasznaltunk.
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5.2.3.A GPGYV szekvencidk elemzése ¢€s filogenetikai 6sszehasonlitasa

A szekvencidkat nukleotid és aminosav szinten is elemeztiik. A sz616bodl szarmaz6 szekvenciakat a
referencia genommal (NC_015782.2) vetettiik 6ssze, a mas ndvényfajbol szadrmazé szekvencidkhoz
pedig a GenBank-ban talalhato fehér mécsviragbdl izolalt GPGV genomot (KU312039) hasznaltuk
(6. és 7. tablazat).

6. tablazat A GPGYV variansok 5' végi szekvenciainak a referencia genomokkal valé hasonlésaga

hasonlésag a referencidhoz
hasonlosag az NC 015782.2 Vilis szekvencidhoz hasonlosag a KU312039_Silene szekvencidhoz
Torzs |GB azonositd | nt egyezés (%)| as egyezés (%) Torzs |GB azonosito| nt egyezés (%) |as egyezés (%)
Sz Vitis| ON360679 97.16 97.66

M_Vitis| ON360680 97.21 97.34 M_Asyr| ON360661 97.36 98.28
E_Vitis | ON360682 97.91 98.28 E_Rosa | ON360683 97.91 97.66
T_Vitis | ON360684 97.16 97.19 T_Rubus| ON360685 96.86 98.44

A sz616bdl szarmazo szekvenciakat a sz616 eredetii referencia genomhoz hasonlitottuk, mig a gyomndvényekbdl szarmazo

szekvenciakat a Silene latifolia n6vénybdl szarmazé teljes GPGV genomhoz hasonlitottuk.

7. tablazat A GPGYV variansok MP/CP régiot lefedé szekvencidinak a referencia genomokkal valo

hasonlésaga
hasonlosag az NC_015782.2_Vitis szekvenciahoz

Torzs GB azonosito| nt egyezés (%) | MP as egyezés (%) | CP as egyezés (%)
Sz_Vitis ON360686 96.94 96.21 99.49
M_ Vitis ON360688 96.62 95.39 98.46
E_Vitis ON360694 97,06 95.66 100.00
T_Vitis ON360696 97,12 96.21 99.49
J_Vitis ON360698 96.75 95.66 99.49

hasonlosag a KU312039_Silene szekvenciahoz

Torzs GB azonosito | nt egyezés (%) | MP as egyezés (%) | CP as egyezés (%)
Sz_Calbum ON360687 97.57 97.08
M_Asyriaca ON360689 97.81 98.13 97.95
M_Ailanthus [ ON360690 97.31 97.33 98.46
M_Rosa ON360691 98.38 98.93 98.97
M_Crataegus | ON360692 97.94 98.67 98.46
M_Sambucus | ON360693 98.38 99.47 98.97
E_Rosa ON360695 97.81 97.87 98.97
T_Rubus ON360697 97.94 98.67 98.46
J_Fraxinus ON360699 98.38 99.47 98.97

A sz016b6l szarmazd szekvencidkat a sz016 eredetii referencia genomhoz hasonlitottuk, mig a gyomnovényekbdl szarmazo

szekvenciakat a Silene latifolia n6vénybdl szarmazo teljes GPGV genomhoz.
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A GPGYV szekvenciak és a referenciagenomok nukleotid és aminosav szintli 6sszehasonlitasa hasonlo
eredményeket adott. Minden vizsgalt esetben legalabb 95%-0s hasonlosagot kaptunk (az RNS fliggd
RNS polimerazt, a mozgasi fehérjét vagy kopenyfehérjét vizsgalva) (6. és 7. tablazat). A GPGV
varidnsok evollcios kapcsolatainak feltarasahoz filogenetikai rokonsagi vizsgéalatokat végeztiink (24.
¢és 25. abra). Az MP/CP kodolo régid elemzésébdl kitlinik, hogy a legtobb miivelt szdldiiltetvény
tekintetében (Eger, Tokaj, Jaszszentlasz10) a kiilonb6zd gazdakbol (sz616 €s egyéb fajok) szarmazod

GPGYV variansok foldrajzi eredetiik szerint csoportosultak, ami helyszini fert6zésre utalhat (24. abra).

GPGV MP/CP kédolé régio

ON360698 GPGV J Vitis
) 4‘—29—‘: ON360693 GPGV M Sambucus
© szekszérd % ON360699 GPGV J Fraxinus

Mogyordd 81 KU312039 FEMO1 Silene
@ ccer a7 ON360688 GPGV M Vitis
@ Tokaj - e ON360697 GPGV T Rubus @
Jaszszentlaszlo a3 ON360692 GPGV M Crataegus Tiinetmentes
- ON360696 GPGV T Vitis @ Klad
21 —86{: ON360691 GPGV M Rosa
[ ON360689 GPGV M Asyr
= |_‘: ON360695 GPGV E Rosa @)
o » ON360694 GPGV E Vitis @)
MHO087446 fcg-Is15 as Vitis

——
- \_': ON360690 GPGV M Ailanthus
a1 MK953676 HUCSK8as Vitis
ON360686 GPGV SZ Vitis .
MH087442 fvg-Is8 s Vitis

MK953677 HUCSK9s Vitis Tlinetes
. ‘62(_? NG 015782.2 ref Vitis klad
MHO87443 fug-is12  Vitis
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24. abra GPGY izolatumok MP/CP kédolé régiojanak (5578-7178 nt) filogenetikai vizsgalata
maximum likelihood médszerrel
Az evolucios torténetet maximum likelihood modszerrel és Tamura—Nei modellel rekonstrualtuk. Az evolicios analizist
a MEGAL11 programban végeztiik. A szines korok a variansok foldrajzi eredetét jelolik. A HUCSK8as és HUCSK9s
tiinetet okozo és tiinetet nem okozé GPGV varidnsok Magyarorszagrol szarmaznak (Demian et al., 2020). A ref a sz616bdl
szarmazd GPGV referencia genom; az FEMO1 varianst Silene latifolia subsp. alba n6vénybdl azonositottak(Gualandri et
al., 2017). A tiinetet okozo (s) és tiinetet nem okozo6 (as) GPGV variansokat (Fvg-is-8 s, 12 s és 15 _as) Tarquini ¢€s

munkatarsai irtak le (Tarquini et al., 2019).

A legaldbb 10 éve elhagyatott mogyorddi szoldiiltetvényben a GPGV variansok a filogenetikai
elemzés alapjan jelentds genetikai valtozatossagot mutattak, ¢s nem alkottak foldrajzi eredetiikhoz
kothetd, egységes csoportot (24. abra). Ez azt sugallja, hogy ebben az esetben a fas szaru, éveld
gazdakban a virus hosszabb ideje tartd evolucios fejlédésen ment keresztiil. Ennek eredményeképpen
a virusnak lehetdsége volt tobbféle mutaciot is beépiteni a genomjaba. A Szekszardon talalt fehér

libatopbdl csak a virus 411 bp hosszu régidjat tudtuk amplifikalni. Az ezt a szekvenciat is tartalmazé

72



filogenetikai fa alapjan a C. album-bol szarmazo GPGV szekvencia nem csoportosult egylitt az azonos

foldrajzi teriiletrdl szdrmazo, sz616bdl kimutatott GPGV varianssal (SZ_Vitis) (25. abra).

2 ON360693_GPGV_M_Sambucus

GPGV MP/CP kédolé régio (411 bp) 657] ON360698_GPGV_J_Vitis

I9.8) ON360639_GPGV_J_Fraxinus

® szekszérd = KU312039_FEMO1_Silene
MOg\/OI’éd &I ON360688_GPGV_M_Vitis

. Eger 543

. Tokaj

ON360687_GPGV_SZ_Calbum .

ON360897_GPGV_T_Rubus .

) L — ON360692_GPGV_M_Crataegus
JaszszentlaszIo
23 s26] ON360691_GPGV_M_Rosa
ON3606896_GPGV_T_Vitis .
cad on3soe04_cpav_E_viis ()
239 ON360695_GPGV_E_Rosa .

BBG'

ON360689_GPGV_M_Asyr
s0.6] MKS53676_HUCSKBas_Vitis
85.3] 82 I ON360690_GPGV_M_Ailanthus

374 MHO087446_fcg-Is 15_as_Vitis

S7.3 ON360686_GPGV_SZ_Vitis .

MHO87442_fvg-Is8_s_Vitis

MK953877_HUCSK9s_Vitis

NC_015782.2_ref Vitis

MHO087443_fvg-Is12_s_Vitis

0005
25. abra A GVPV-variansok maximum likelihood filogenetikai faja

Az evolicios torténetet maximum likelihood modszerrel és Tamura—Nei modellel rekonstrualtuk. Az evolicios analizist

a MEGAL11 programban végeztiik. A szines korok a variansok foldrajzi eredetét jelolik. A HUCSK8as és HUCSK9s

tiinetet okozo és tiinetet nem okozé GPGV varidansok Magyarorszagrél szarmaznak (Demian et al., 2020). A ref a sz616bdl

szarmazé GPGV referencia genom; az FEMO1 varianst Silene latifolia subsp. alba névénybdl azonositottak(Gualandri et

al., 2017). A tlinetet okozod (s) és tiinetet nem okozo6 (as) GPGV variansokat (Fvg-is-8 s, 12 s és 15 as) Tarquini és

munkatarsai irtak le (Tarquini et al., 2019).

A virusgenom 5’UTR ¢és RARP kodolo része alapjan is elvégeztiik a filogenetikai elemzést (26. bra).
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GPGV genom 5’ vége ON360685 GPGV T Rubus ()
—”: ON360684 GPGV T Vitis @)
o iAZsz:d . sg KU312039 FEMO1 Silene
@czer [ ON360680 GPGV M Vitis Tinetmentes
® Tokaj 52 sl onasoer9 Gvov sz viis @) klad
ON360681 GPGV M Asyr
MH087446 fcg-Is15 as Vitis
[ ON360683 GPGV E Rosa @
wl on360682 GPGV E Vits ® | Tinetes
100 NC 0157822 ref Vitis klad
2 MH087443 fvg-Is12 s Vitis
{ MH087442 fvg-Is8 s Vitis

srer

Az evollciés torténetet a maximum likelihood (legnagyobb valdszinliségll) modszer és a Tamura—Nei modell
alkalmazésaval rekonstrualtuk. Az evolucids elemzéseket a MEGAT11 szoftverrel végeztiikk. A szines kordk a vizsgalt
variansok f6ldrajzi eredetét jelolik. A HUCSK8as és HUCSK9s mintak Magyarorszagon leirt tiinetet nem okozo, illetve
tiinetet okozdé GPGV variansok (Demian et al., 2020). A Ref jelolés a sz616bdl szarmazdé GPGV referencia-genomot
takarja; a FEMOI varianst Silene latifolia subsp. alba n6vénybdl azonositottdk (Gualandri et al., 2017) A tlinetet okozd
(s), illetve tiinetet nem okozo6 (as) GPGV variansokat (Fvg-is-8 s, 12 s és 15 as) Tarquini és munkatarsai irtak le

(Tarquini et al., 2019).

Ez alapjan a tokaji és egri varidnsok szarmazasi helyiik szerint csoportosultak, ugyanazt a tendenciat
mutatva, mint az MP/CP géneket kodolod régio vizsgalatdnak esetében. Azonban az Sz_Vitis, M_ Asyr,
E Rosa és E Vitis elnevezéstit GPGV variansok masképpen csoportosultak, mint az MP/CP géneket
kodolo szakasz elemzésekor, ami az evolucidjuk alatt egy lehetséges rekombinécios eseményre is
utalhat. A legtobb vizsgalt varians a tiinetet nem okoz6 GPGV variansokkal kertilt egy csoportba, ami
varhatd is volt, mivel a sz616n a virusfertézés nem okozott specifikus tiineteket. Meglepd eredmény
viszont, hogy az egri varidnsok (a sz616bdl és vadrozsabol szarmazo is) a tiinetet okozoé virusvarianssal
csoportosult az 5° végi szakasz elemzése soran annak ellenére, hogy egyik novény esetében sem
tapasztaltunk GLMD-hez hasonl6 tlineteket.

A tiinetet okozo6 és tiinetet nem okozo kladba tartozd variansok genomjaban specifikus SNP-k
jelennek meg, amelyek jellemzden meghatarozzak, hogy hogyan csoportosulnak ezek a variansok a
filogenetikai elemzések soran. Ezeknek az SNP-knek a vizsgalata feltarta, hogy habar az E_Rosa és
az E_Vitis varidnsok (egri r6zsabol és sz6l0bdl szarmazo mintak) a tiinetet okozo GPGV variansokkal
csoportosultak az 5' végi szekvencia alapjan késziilt filogenetikai fan, nem tartalmaztak a korai stop
kodont 6670 nt-nal, de a tiinetet okoz6 varidnsokra jellemz6 specifikus SNP-ket sem hordoztdk a
mozgasi fehérjét kodolo régidban (6400 nt-nal és 5693 nt-nal) (27. abra).
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AGT(Ser)_as GTT(Val)_as CAA(GIn)_as

vs GGT(Gly)_s vs GCT(Ala)_s vs TAA(STOP)_s
6400

Consensus
o |dentity
% Ce 1. ON360689_GPGV_M_Asyr
.o [* 2.0N360695_GPGV_E_Rosa
N [ 3. ON360694_GPGV_E Vitis
X L& 4 MHO87442 fug-IsB_s_Vitis A GAG C |8
3 Ce 5. MK953677_HUCSK9s_Vitis AGEITGAGATCH
D | b« 6. MHO87443 fvg-Is12_s_Vitis AGIMTGAGATCH
Q | Ce 7.NC_015782.2_ref Vitis AGMTGAGATCHA
:5 | L& 8. GPGV_ALAP4_s_Vitis ®
" reo, MHO087446_fcg-Is15_as_Vitis

Ce 10. ON360690_GPGV_M_Ailanthus AL A /
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& | C¢ 12. ON360697_GPGV_T_Rubus AINGIFACATCAA
X | Ce 13. ON360692_GPGV_M _Crataegus ARNGITACATCA/
o | te 14, ON360696_GPGV T Vitis NGTACATCAA
Y | 0+ 15.ON360691_GPGV_M_Rosa JCTACATCA
% | C¢ 16.KU312039_FEMO1 Silene HANGITACATCA

Ce 17. ON360698_GPGV_|_Vitis . AL
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c | 0« 19. ON360693_GPGV_M_Sambucus A
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5 | B¢ 22. GPGV_MOLAG_as _Vitis ARNGITISIC AT C A
- () ON ] GPG 7 bur

Ce 24. GPGV_MOLA14_as_Vitis JARCEC CEENNELY

27. abra Polimorfizmusok a tiinetet nem okoz6 és tiinetet 0kozé GPGYV variansok mozgasi fehérjét
kodolé genomi régigjaban
Erdemes megjegyezni, hogy a 6593-as nukleotid pozicioban talalhato, a tiinetet okozé variansokra
jellemz6 polimorfizmus nincs jelen a HUCSKO9s varidnsban, ami viszont az egyetlen olyan
Magyarorszdgon azonositott tiineteket okoz6 GPGV varians, melynek nukleotid szekvencidja a
nemzetkozi adatbazisban fellelhetd (Demian et al., 2020). Az 1922-es nukleotid pozicidban levd
jellegzetes SNP-t sajnos nem tudtuk ellendrizni, mivel az egyik primer pont ezen a helyen illeszkedik

a genomon (28. abra).

ATT(lle)_as GGA(Gly)_as vs

vs GTT(Val)_s GAA(Glu)_s

1360 1922
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28. abra Polimorfizmusok a tiinetet nem okoz6 és tiinetet 0kozé GPGYV variansok replikazt kodolo

genomi régiojaban
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Az 1360-as pozicidban, az RARP-t kodolo régioban elhelyezkedd polimorfizmust megtalaltuk az
E Rosa és az E_Vitis esetében is. Tarquini és munkatérsai tovabbi 5 SNP-t azonositottak a mozgasi
fehérjét kodold genom régioban (Tarquini et al., 2019), amelyek kiilonbozdek a tiineteket okozd két
klad, a B és y kozott. Ezen polimorfizmusok vizsgélata kimutatta, hogy a mi két fent emlitett
variansunk genomjdn az 5588 és a 6659 pozicidkban a tiineteket nem okoz6 variansokra jellemz6

nukleotidok talalhatok (29. 4bra).

AGG(Arg)_B AAC(Asn)_B TCT(Ser)_B CTA(Leu)_B GTT(Val)_B
vs AAG(Lys)_Y Vs AGC(Ser) _Y vs CTT or TTT(Phe) _Y vs CCA(Pro) _Y Vs GCT(Aala) _Y
5588 6320 6392

Consensus IGTTTAMCCTAAAAT CA A

Identity -_ -I—_ -_—_—‘I—l_ |
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29. abra Polimorfizmusok a GPGYV tiinetet nem 0kozd és tiinetet 0kozo6 variansainak mozgasfehérjét

kodolé genomi régiéjaban a B és y kladokat elkiilonité poziciéban

Az SNP6320 nukleotid pozicidban az E Rosa, az E_Vitis és az M_ Asyr varidnsok a tiinetet okozo [3-
kladra specifikus valtozatra jellemzéen Asn-t kodolnak a y-kladra jellemzd Ser vagy a referenciara
jellemzd Thr helyett. SNP6452-nél a magyar varidnsok tobbsége T-t tartalmaz, de a T Rubus, az
M Crataegus, az M_Vitis, az M_Rosa, és a T Vitis varidnsok esetében C taldlhatd ebben a
pozicioban, hasonloan y-klad varidnsaihoz. Ezzel szemben a tiinetet okoz6 HUCSKOs varians egy
masik SNP-t tartalmaz, ami a TCA kodon elsé nukleotidjat (T) érinti, ami igy Ser-t kédol. Az
SNP6392 a kodon maésodik nukleotidjat érintette, és nagyfokl variabilitast mutatott: a p-kladra
jellemz6 TCT kodon (szerin, Ser) mellett a TTT (fenilalanin, Phe), a CTT (leucin, Leu) és a CCT

(prolin, Pro) kodonok is megjelentek, utobbi az E_Rosa variansban is jelen volt..
5.3.A termd szo6ldiiltetvényekbdl készitett kis RNS HTS eredményeinek elemzése

A GVT olyan sz6l6virus, amit az utdbbi években azonositottak HTS eredmények elemzésével. Mivel
korabbi kis RNS HTS alapu felméréseink értékelésekor a virus még nem volt ismert, és mert

Szlovakiaban az Gjabb felmérések szerint elterjedt, kivancsiak voltunk arra, hogy vajon jelen van-e a
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GVT hazank szoldiiltetvényein. A kérdés megvalaszoldsara hazai termd szoldiiltetvényekrdl (14 db)
¢s alanyliltetvényekrdl (17 db), valamint két alany fajtagytijteményrdl késziilt adatainkat elemeztiik

ujra, immar a GVT genom ismeretében (M3 melléklet).
5.3.1. A kis RNS konyvtarak bioinformatikai elemzése

A sz6l6iiltetvényekbdl késziilt 18 konyvtarbol a bioinformatikai elemzés csupan haromban mutatta ki
a GVT jelenlétét: 9 SZHT (Furmint iiltetvény), 13 BV (5 0Osi fajtat tartalmaz) ¢s 18 MK?7 (Teleki
Kober 5C alany egy sz0l6iiltetvénybdl szedve) (M7 melléklet). Az alanytiltetvényeket vizsgalva egyik
esetben sem kaptunk GVT specifikus taldlatot (M8 melléklet). Mivel a GVT genom nagy
variabilitasu, ezért lehet, hogy a mintdinkban esetlegesen el6forduld virus specifikus kis RNS-ek
annyira eltérnek a referenciagenomtol, hogy emiatt nem detektalhatok. igy 1étrehoztunk az eddig leirt,
27 db teljes hosszusaglh GVT genom szekvencidbol egy konszenzus szekvencidt. Ehhez illesztettiik
ezutan a kontigokat, igy két tovabbi kontig taldlatot kaptunk. Az egyik egy Furmint iiltetvény volt
(12_DF) (M7 melléklet), a masik pedig az egyik alanyiiltetvény (14 AD) (M8 melléklet). Az igy
illeszkedd kontigokat kiilon BLASTn-nel megvizsgalva azt talaltuk, hogy a 14 AD konyvtarbol
szarmazo, GVT konszenzus szekvenciara illeszkedd kontig egy Vitis vinifera szekvenciaval mutat
100%-0s hasonlosagot. Az eredeti, els6 GVT genom 0Osszedllitdsakor Iehetséges, hogy a
gazdagenombdl egy szekvenciadarab bekeriilt, igy a mi altalunk felilleszkedett kontig is a sz6l6
genomhoz tartozik, ami egy al pozitiv eredményhez vezetett. Mivel az eddigi munkank soran mar
tapasztaltuk, hogy nem csak a kontigok jelenléte utalhat egy virusra egy mintaban, ezért a GVT
referenciagenomra ¢és a létrehozott GVT konszenzus szekvencidra is direkt felillesztettiik a
konyvtarakban levo 6sszes redundans és nem redundans kis RNS szekvenciat. Tapasztalatunk szerint,
ebben az esetben akkor taldltuk nagy valosziniiséggel pozitivnak az eredményt, ha a normalizalt
redundans read-ek szama nagyobb volt, mint 200 és/vagy a virus genom lefedettsége kis RNS
szekvenciadkkal nagyobb volt, mint 60% és/vagy volt legaldbb egy virusspecifikus kontig. Az igy

elvégzett elemzés utan sem talaltunk Gjabb GVT pozitiv mintat.
5.3.2. A GVT jelenlétének visszaigazolasa RT-PCR moédszerrel

Korabbi felméréseink azt mutattak, hogy a GVT kozeli rokonéanak, a szintén foveavirusokhoz tartozo
GRSPaV-nek a kimutatasa kis RNS HTS-sel nehézségekbe iitkozik (Czotter, et al., 2018a; Demian et
al., 2020), azonban RT-PCR-rel kimutathat6 az adott mintabodl. Erre a megfigyelésre alapozva a GVT

crer
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bp és 904 bp hosszusagu terméket amplifikalnak. Az utobbi primer part moédositottuk a HTS
szekvenciak alapjan (Demian et al., 2021).

Az eddigi harom {ltetvényen feliill (9 SZHT, 13 BV, és 18 MKY7) tovabbi kilenc konyvtar is
pozitivnak mutatkozott (1 TK,2 PH,4 PP,5 CS,8 ET, 10 EH, 12 DF, 14 MKI1 és 15 TC). A két
primer par hasznélatdval kapott eredmények szinte minden esetben megegyeztek, kivéve a 12 DF és
18 MK?7 konyvtarakat, ahol csak a hosszabb régiot amplifikalod primer parral kaptunk terméket (30.

abra).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 15 16 17 18

sooM_TKPH HT PP CS MP FP ET SZHTEH C+C- M SZHUDF BV MK1 MK3 MK4 MKS MK7 C+ C-

—_— —
400 === - — GVT
O w-— -— — — p— 303 bp
1000m= & o G G B B -— GVT

— — s
500 s -_—

30. abra Termo széléiiltetvények GVT fert6zottségének tesztelése RT-PCR médszerrel
A PCR teszthez az M4 melléklet primer parjai koziil a kdvetkez6t hasznaltuk sorszam szerint: 20, 21. A mintak sorszama
és az iiltetvénykodok is feltlintetésre kertiltek. Az M a DNS létrat jeldli, ami GeneRuler 100 bp Plus DNS Iétra (Thermo
Fisher Scientific), +C a pozitiv kontroll (igazoltan adott virussal fert6zott minta). A —C a negativ kontroll (templat nélkiili
minta).

Az alanytiltetvényekrdl szarmazo mintakbol készitett konyvtarak esetében a HTS nem mutattaa GVT

jelenlétét, amit az RT-PCR is megerdsitett (31. abra).

12 8 4 5 6 7 8 9 10 +«€ C 11 12 13 14 15 16 17 18 19 +C -C

. M BSZ BB FH BH ZE ZG NG MT MR V M P KSZ SZ AD TC TC2 LB AS TB

- e
400: s —— i GVT
300 s e 303 bp
1000 = ——

- - GVT
904bp

500 s——

31. abra Alanyiiltetvények és alany fajtagyiijtemények GVT fertézottségének tesztelése RT-PCR
moédszerrel
A PCR teszthez az M4 melléklet primer parjai koziil a kovetkezot hasznaltuk sorszam szerint: 20, 21. A mintak szama €s
az lltetvénykodok szerepelnek a jelolésben. Az M a DNS létrat jeloli, ami GeneRuler 100 bp Plus DNS 1étra (Thermo
Fisher Scientific), +C a pozitiv kontroll (igazoltan adott virussal fert6zott minta). A —C a negativ kontroll (templat nélkiili
minta).
Ahhoz, hogy megvizsgaljuk, mennyire elterjedt a GVT, a fert6zott teriiletekrdl szarmazo egyedeket

kiilon-kiilon is leteszteltiik a virus jelenlétére (32. és 33. abra). Ennek az eredménye azt mutatta, hogy
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azon a szOldiiltetvényen, ahol a virus megtalalhatd volt, ott nagy elterjedést is mutatott, mivel a

vizsgalt sz016tokék 93%-a (59/63) fertdzott volt (32. abra).

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 C+ C-

GVT
1000 bp- s
1 TK 700;;_ —— ——— N — — — == 904bp 10/10
ﬂ 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 C+ C-
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. 700 bp- == W —— - - . 904bp 9/10
M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
10000p = e e - @mes eme= GVT 7/10
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M 1 2 3 4 5 C C+
9_SZHT 1000 bp- s H QvE
700 b SRR ﬁu = goapp O
M 1 2 3 4 5 C-C+
—
1000 bp ey G e — GVT
10_EH 700 bp s e e - - goapp  46)5
M 1 2 3 4 5 6 7 8 C-C+
M4 2 3

L ——
12 DF ‘OOObP'—‘—‘a-buﬂ——— o GVT 8/8

700 bp- 904bp
M 1 2 3 4 5 C C+
13 BV 1000bp-7-~-_.____ s GVT 5/5
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32. abra A termé iiltetvények egyedi mintainak GVT-specifikus RT-PCR vizsgalata
A PCR teszthez a M4 melléklet primer parjai koziil a kdvetkezot hasznaltuk sorszam szerint: 20, 21. A mintak sorszama
és az liltetvénykodok is feltiintetésre keriiltek. Az M a DNS Iétrat jeloli, ami GeneRuler 100 bp Plus DNS létra (Thermo
Fisher Scientific), +C a pozitiv kontroll (igazoltan adott virussal fert6zott minta). A —C a negativ kontroll (templat nélkiili

minta).

Az alanyiiltetvényeket tekintve két iiltetvényen (3_FH, 12 KSZ) 1-1 egyed volt csak fertézott, az
alany fajtagylijtemények koziil a pécsi helyszinen (11 _P) 34-bdl 4, a fiatal tokaji gylijteményben
(15_TC) pedig 33-bol 10 egyed volt GVT pozitiv (33. abra).
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- 500 bp- == = = 904 bp

33. abra Az alanyiiltetvények és alany fajtagyiijtemények egyedi mintainak GVT-specifikus RT-PCR
vizsgalata
A PCR teszthez a M4 melléklet primer parjai koziil a kovetkez6t hasznaltuk sorszam szerint: 20, 21. Az egyedek sorszama
és az liltetvénykodok is feltiintetésre keriiltek. Az M a DNS étrat jeloli, ami GeneRuler 100 bp Plus DNS létra (Thermo

Fisher Scientific), +C a pozitiv kontroll (igazoltan adott virussal fert6zott minta). A —C a negativ kontroll (templat nélkiili

minta). A piros keretek a pozitiv mintakat jelolik.
5.3.3. A GVT szekvencidk elemzése és filogenetikai 6sszehasonlitasa

A GVT variansok filogenetikai elemzéséhez a termd szoldiiltetvények RT-PCR tesztjében pozitiv
mintak PCR termékeit tisztitottuk és klonoztuk, majd elkiildtiik Sanger szekvenalasra. Ez 6sszesen 11
mintat jelentett. A szekvencidk 0sszehasonlitasaval arra jutottunk, hogy a Magyarorszagon jelenlévo

véltozatok 82—-89%-0s nukleotid- és 92-96%-0s aminosav-azonossagot mutattak az olasz GVT

Teldorego varianssal, ami eltérd eredetre utalhat (8. tdblazat).
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8. tablazat A magyar GVT varidansok részleges nukleotid szekvencidjanak dsszehasonlitasa

iy GFVA Szekvenciaazonossag / | Szekvenciaazonossag /
Kényvtar|lzolatum | GenBank K ; . , pozitivitas (%) a GVT pozitivitas (%) a GFVA
.. | szekvenciaazonossag | szekvenciaazonossag . s N o
neve neve | azonosité . . kopenyfehérjéjéhez kopenyfehérjéjéhez
nukleotid szinten (%) | nukleotid szinten (%) . . . .
(CP) aminosavszinten | (CP) aminosavszinten
TK HUTK MT211969 86 78 94/96 85/93
PH HUPH MT211970 89 77 96/98 86/93
PP HUPP MT211971 88 78 96/98 81/89
() HUCS MW377753 88 78 96/98 82/89
ET HUET MT211974 87 78 95/98 85/92
SZHT HUSZHT | MT211975 87 78 95/98 83/91
EH HUEH MT211976 82 77 93/96 82/91
DF HUDF MT211977 82 77 92/95 82/91
BV HUBV MT211978 89 76 96/98 85/93
MK1 HUMK1 |[MW377754 84 77 94/97 85/91
MK7 HUMK?7 | MT211981 88 78 96/99 81/90

Az 6sszehasonlitast nukleinsav szinten a GVT (NC_035203) és GFVA (MN553040) genomokhoz BLASTn algoritmussal,

a CP aminosav sorrendjének 6sszehasonlitasat ugyanezen virusok CP-inek aminosavsorrendjéhez BLASTp algoritmussal

végeztilk. GFVA — grapevine foveavirus A egy GVT-hez kdzeli rokon foveavirus.

A teljes hosszusagt GVT szekvencidk és a kopenyfehérjét kodold régio eldzetes filogenetikai

vizsgalatai alapjan hét klaszterbe rendezddtek az eddig leirt GVT varidnsok (Nourinejhad Zarghani et

al., 2018). A magyar varidnsok filogenetikai elemzése alapjan a legtobb varidns az I. csoportba, vagy

a rokonsagilag legtavolabb esé IV-es csoportba tartozott, valamint egy varians, a HUMKI1 egyik

csoporthoz sem klaszterez6dott (34. abra).
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34. abra A GVT variansok filogenetikai kapcsolatai

Az evolucios torzsfat a kopenyfehérjét kodoldo 904 bp hosszusagti RT-PCR termék nukleotid szekvenciaja alapjan, a
Neighbor-Joining médszerrel allitottuk dssze. Az egyes elagazasok mellett a bootstrap timogatottsagi értékek (%) keriiltek
feltiintetésre, 500 ismétlés alapjan.. Az agak hossza az evolucios tavolsagokat tiikrozi. Az elemzés 43 nukleotid
szekvenciat tartalmazott, GenBank azonositoik feltiintetésre keriiltek. A magyarorszagi variansokat sziirke keret jeloli. A

GRSPaV referencia genomjat kiviilallé csoportként (outgroup) hasznaltuk a tdrzsfa gydkereztetéséhez.

A DF, EH ¢és MK iiltetvények az orszag észak-keleti részén, Tokajban taldlhatoak és egy 6si magyar
fajtat, a "Furmint’—ot termesztik rajtuk. Az MK1 korarol nincs informacionk, de a masik kettd tobb,

mint 100 éves. A IV. csoportban levd MH388491 varians egy "Po6loskei muskotaly’ sz616t6kébdl
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szarmazik (1967-es telepités), ami az sugallja, hogy ez a klad képviselheti az orszagban régota
jelenlevé GVT vonalakat. Az 1. kladhoz tartozé varidnsok kiilonb6zd, széles korben termesztett
sz6lofajtakrol szdrmaznak, koztik az SZHT minta ’Furmint’ fajtarél. Ezek nemzetkdzi piacrol
szarmazd szaporitdanyagok lehettek €s nem nagyon régi telepitésii iiltetvények. Azok a termd

sz6ldiiltetvények, amelyeken nem mutattuk ki a GVT-t, 14 évnél nem iddsebbek.
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6. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

Magyarorszag szoldiiltetvényeinek atfogod virologiai felmérése a kis RNS-ek nagy ateresztOképességi
szekvenalasaval (HTS) lehet6vé tette a hazai szoldiiltetvények virologiai allapotanak megismerését,
¢s egyben ramutatott a modszer hatékonysagéara a ndovényi virusdiagnosztikdban (Czotter, et al.,
2018a). Ezek az eredmények hangsulyoztdk a szO6l0 szaporitdanyagok egészségi allapotanak
felmérését célzo vizsgalatok fontossdgat, és megalapoztdk a jelen kutatds egyik fo témajat. Ennek
megfelelden feltérképeztiik a hazai sz6ldalany-iiltetvények virus- €s viroid fert6zottségét, amely a
sz0616 szaporitdanyag-ellatas biztonsdga szempontjabol kiemelt jelentoségli. A HTS alkalmazésa a
ndvényi virusdiagnosztikdban hozzdjarul a ndvényegészségiligyi helyzet javitasahoz. Kiilondsen
fontos a kozelmultban felfedezett virusok, példaul a sz6l6 Pinot gris virus (GPGV) terjedésének
vizsgalata, amelynek jelenléte és lehetséges alternativ gazdandvényei 1) megvilagitasba helyezik a
eloallitasat célzo patogénmentesitési eljarasok hatékonysaganak értékelése, kiilondsen a termesztésbe
bevonni kivant 0j fajtdk esetében. Végezetiil, a korabbi HTS adatok ujraclemzése révén lehetdségiink
nyilt a szOloteriileteinken eddig nem vagy alig dokumentalt korokozok, példaul a sz616 T virus (GVT)

jelenlétének kimutatdsara is, ami tovabb bdviti a hazai virologiai ismereteinket.

6.1.Hazai alanyiiltetvények virus és viroid fertézottségének felmérése kis RNS HTS-

sel

Az alanyiiltetvények ¢és fajtagylijtemények diagnosztikai felmérése alapjan megallapithato, hogy a
hatosagilag szabalyozott, vizsgélatkoteles virusoktol a legtobb iiltetvény mentes. Ez kiilondsen igaz
azokra az alanyiiltetvényekre, amelyeket a szaporitéanyag-eldallitas részeként rendszeresen
ellendriznek. Ezzel szemben az alanyfajta-gylijteményekben, ahol ilyen ellendrzés nem torténik, mar
kimutathatok voltak vizsgalatkoteles virusok is (pl. GFLV, GFkV, GLRaV-2, GLRaV-3), valamint a
viroidok koziil a HSVd és a GYSVd-1, a pécsi gylijtemény esetében pedig az AGVd is. Ez
alatdmasztja, hogy a jelenleg alkalmazott hagyomanyos diagnosztikai modszerek (pl. DAS-ELISA)
megfeleldek lehetnek a fobb, szaporitéanyag-mindsités szempontjabol kritikus korokozok kizarasara,
¢s a fertdzések bekeriilése tovabbra is ritka eseménynek szamit.

Az RT-PCR-rel torténd visszaigazolas soran ugyanakkor tobb esetben eltérés mutatkozott a kis RNS
HTS eredményeihez képest. Hasonl6 eltéréseket korabbi, hazai szdldiiltetvények virusfertézottségét

vizsgald kis RNS HTS alapt felmérések soran is megfigyeltek (Czotter et al., 2018a). Az eltérések
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mogott technikai és biologiai okok egyarant allhatnak, beleértve a virusvariabilitast, a gazdanovény
¢s virus kozotti kolcsonhatasokat, az eltéré genotipusu egyedekbdl szarmazo RNS-keverékek hatasat,
valamint a bioinformatikai feldolgozas jellemzdéit, példaul a felhasznalt referencia-genomokat és a
szlirési paramétereket. A kevert RNS-mintdk hasznélata, illetve a kiilonbdzd alanyfajtak RNS-einek
eltérd aranya a vizsgéalatokban szintén befolydsolhatja a kimutathatdsagot.

Az eredmények ugyanakkor aggodalomra adnak okot a nem vizsgélatkételes virusok €s viroidok
esetében. A GRSPaV, GSyV-1 és GPGV virusok, valamint a HSVd és a GYSVd-1 szinte minden
vizsgalt mintaban eléfordultak, ami arra utal, hogy ezek jelenléte a sz6l6 szaporitéanyag-termelés
jelentds részében endémias.

A viroidok, kiilonosen a HSVd, szinte minden vizsgalt mintaban jelen voltak, ami a sz06l6
szaporitdanyagok széles korli viroid-fertézottségére utal. A GYSVd-1 esetében néhany mintdban a
kimutatas kizarolag a genom magas lefedettségén alapult, mikdzben viroid-specifikus kontig vagy
elegendd szamu kis RNS nem allt rendelkezésre. Ez felveti annak a lehetdségét, hogy egyes esetekben
mas GYSVd variansok (példaul GYSVd-2) lehetnek jelen, azonban ennek igazoldsara a jelen
vizsgalat nem terjedt ki. A vizsgéalatok sordn azonositottunk egy tovabbi viroidot is, az AGVd-t,
amelyet a rendelkezésre allo szakirodalmi adatok alapjan kordbban Magyarorszagon sz6l6ben még
nem irtak le. Az AGVd kizarolag a pécsi alanyfajtagylijtemény mintdiban volt kimutathato, mig az
alanyiiltetvényekbdl szarmazo mintakban nem detektaltuk jelenlétét. Az AGVd hazai elé6fordulasanak
¢s esetleges elterjedésének pontosabb megitéléséhez tovabbi, célzott vizsgalatok lennének
szlikségesek.

A GRSPaV esetében a kis RNS HTS ¢és az RT-PCR moédszerek eredményei nem minden esetben
egyeztek meg, ami arra utal, hogy a virus kimutathatosaga jelentés mértékben fiigg az alkalmazott
diagnosztikai megkozelitéstol. Az eredmények alapjan megallapithatd, hogy az alanyiiltetvények és
az alanyfajta-gylijtemények egyarant fert6zottek voltak GRSPaV-vel. Mindez ramutat arra, hogy a
GRSPaV megbizhato detektdlasdhoz a kiilonb6z6 diagnosztikai médszerek kombinalt alkalmazasa
indokolt.

Az egyes alanyfajtak kozott eltérd fertdzottségi mintazat volt megfigyelhetd, ami kiilondsen a GSyV -
1 esetében volt szembetlind. A vizsgalatok alapjan a hazai GSyV-1 varidnsok jelentds genetikai
diverzitast mutattak, ami arra utal, hogy a virus a sz616 szaporitdanyag-termelésben tobb, egymastol
eltérd forrasbdl is jelen lehet.

Vizsgélataink soran valamennyi elemzett alanyiiltetvényben kimutattuk a GPGV jelenlétét,

ugyanakkor az egyes alanyfajtak kozott eltérd fertdzottségi ardnyokat figyeltiink meg. A filogenetikai
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elemzések alapjan olyan GPGV varidnsok is jelen voltak, amelyek mas sz6l6fajtakban a szol6levél -
foltosodas ¢s deformacié (GLMD) tiineteivel hozhatok 0sszefiiggésbe, azonban az altalunk vizsgalt
alanyfajtakon ezek a varidnsok tiinetmentesek maradtak. Az eredmények alapjan megallapithatd, hogy
a GPGV (a hatosagilag nem vizsgalatkoteles virusok kozé tartozva) széles korben jelen lehet a sz616
szaporitdanyag-termelésben, terjedésében a fertdézott szaporitdanyag szerepe meghatarozd lehet
(Czotter et al., 2018a).

Osszességében az eredmények azt mutatjak, hogy bar a vizsgalatkdteles virusok hatékonyan
kisziirhet6k a jelenlegi rendszerrel, és a helyszini fert6z6dés tovabbra is ritka eseménynek szamit, a
sz016 szaporitdéanyag teljes egészségi allapotanak értékeléséhez a nem vizsgélt, de potencidlisan

kockézatot jelentd virusok €s viroidok nyomon kdvetése is elengedhetetlen.
6.2.GPGV kimutatasa ¢és vizsgalata kiilonb6z6é novényi gazdakban

Az alanyiiltetvények vizsgalata soran a GPGV széleskorii elterjedést mutatott, ahol a tiinetet okozo
varidnsokat tlinetmentes alanyfajtdkban is megtalaltuk. Ez arra utal, hogy a GPGV bizonyos
szOl6fajtakban ¢és akdr mas gazdandvényekben is latens modon fennmaradhat, és a tiinetek
megjelenését valoszinlileg tobb tényezd egyiittesen befolyasolja. Ezek kozott szerepet jatszhat a
gazdandvény fajtaja, de mas korokozokkal valo egyiittes fertézés vagy kornyezeti hatdsok is
hozzajarulhatnak.

A gyomnovények és mas kiséréd novényfajok vizsgalata soran a GPGV jelenlétét olyan nem-sz6ld
gazdandvényekben is kimutattuk, mint a fehér libatop, a selyemkoro, a szeder, a vadrézsa, a bodza, a
galagonya, a balvanyfa és a kdris. Eredményeink azt mutatjak, hogy ezek a ndvényfajok potencialisan
szerepet jatszhatnak a virus fenntartdsdban. Kiilondsen fontos, hogy a négy fas szarti névény hosszi
tavon képes lehet megdrizni a virust. Emellett a selyemkoro bar lagyszart, gyokérsarjakkal vegetativ
modon is képes szaporodni, igy az 0j kloénok is hordozhatjak a virust. A fehér libatop magrol kelve
idényjelleggel jelenik meg, de populacioszinten igy is hozzajarulhat a virus fennmaradasahoz.

Az orszag kiilonb6z6 pontjairdl szarmazd virus variansok filogenetikai vizsgélata soran a foldrajzi
csoportosulds volt megfigyelhetd, ami helyszini fertézésre €s lokalis terjedésre utalhat. A tobb mint
tiz éve miiveletlen mogyorddi iiltetvény varidnsainak genetikai valtozatossaga arra utalhat, hogy a
virus mar hosszabb ideje jelen van a helyi vegetacioban, €s az ott fennmaradé viruspopulacio ez 1d6
alatt tobb genetikai valtozason is ateshetett. Az SNP analizis eredményei azt mutattak, hogy a tlinetet
okoz6 és tlinetet nem okoz6 varidns nukleotid szinten is elkiilonithetok egymastol. Azok a varidnsok,

amelyek genomjan nem voltak jelen az eddig azonositott SNP-k, mégis a tlinetet okozé kladdal
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csoportosultak, olyan genetikai eltéréseket hordozhatnak, amelyek felelosek lehetnek a tiinetek
kialakuldséért.

Osszességében az eredmények azt mutatjik, hogy a GPGV-t a sz8lén kiviil érdemes a kdrnyezé
ndvényzetben is figyelni, mert az {iltetvény szomszédsagaban nové ndvények szerepet jatszhatnak a

virus terjedésében és fennmaradasaban.
6.3.Korabbi HTS adatok Ujra elemzése a GVT hazai jelenlétének kimutatasara

A GVT el6fordulasat célzd vizsgalatunkat a korabbi, hazai szOl6 termdiiltetvények virologiai
felmérésére késziilt kis RNS HTS szekvencia adataink ujboli elemzésével kezdtiik. Az eredmények
azt mutattdk, hogy a virus Magyarorszagon nem szamit altalanosan elterjedtnek, viszont bizonyos
iiltetvényekben, foként az észak-keleti (Tokaji) borvidéken, lokalisan magas a fert6zottség. Mig a kis
RNS HTS elemzés csak néhany konyvtarban mutatta a virus jelenlétét, az RT-PCR-es vizsgalatok
tovabbi iiltetvények esetében is pozitiv eredményeket adtak, ami megerdsiti korabbi
megfigyeléseinket arrdl, hogy a GVT a kozeli rokon GRSPaV-hoz hasonléan nehezen detektalhato
kizarolag kis RNS HTS-t hasznalva. Rdadasul a bioinformatikai elemzéssel al pozitiv eredményt is
kaptunk, melyrél késobb kidertilt, hogy sz0l0 genomhoz tartoz6 szekvenciat azonositottunk. A
modszer érzékenységét jelentésen befolyasolta, hogy a GVT genetikai valtozatossagat mennyire fedi
le a felhasznalt referencia szekvencia. Ennek javitasara egy olyan konszenzus szekvenciat hoztunk
létre kiilonbozé GVT variansokbol, amelynek segitségével sikeriilt tovabbi pozitiv konyvtarakat
azonositanunk. Az eredmények alapjan a GVT hazai el6forduldsa Osszességében alacsonyabb
gyakorisdginak mutatkozott, mint a Csehorszagban és Szlovakiaban korabban ko6zolt adatok,
ugyanakkor egyes iiltetvényekben lokalisan magas fert6zottségi szint volt megfigyelhetd (Glasa et al.,
2018).

A HTS-sel elore jelzett eseteken tal RT-PCR-rel tovabbi 9 iiltetvényben tudtuk igazolni a virus
jelenlétét, ami ravilagit arra, hogy a HTS 6nmagaban nem minden esetben elég érzékeny, kiilondsen
feltételezett alacsony virusszint esetén. Az alanyiiltetvényeket is megvizsgaltuk, ahol a HTS egyelten
pozitiv konyvtarat sem jelzett, azonban RT-PCR-rel harom iiltetvényben is kimutattuk a GVT
jelenlétét. Ez arra utalhat, hogy a virus alacsony koncentraciéban van jelen, vagy inaktiv forméaban és
ezért maradt észrevétlen a HTS adatok elemzése soran. Azokon a termd iiltetvényeken, ahol jelen volt
a GVT, a tékék tobb mint 90%-a fertézottnek bizonyult. Ezzel szemben az alanyiiltetvényekben és a
fajtagytijteményekben ez az arany joval alacsonyabb volt. Ez a kiilonbség részben annak is koszonhetd

lehet, hogy a term¢ {iiltetvények akar évtizedekkel hosszabb ideje is a helyszinen lehetnek, mint az
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alanyiiltetvények, igy joval hosszabb id6 allt rendelkezésre a virus felhalmozodasara vagy
virushordozo szaporitdanyag iiltetvénybe keriilésére.

Az RT-PCR soran keletkezett PCR-termékek szekvenciainak filogenetikai elemzése alapjan
megallapithatjuk, hogy a hazai GVT varidnsok tobb evolicios vonalhoz tartoznak. Egy résziik a
nemzetkozi szaporitéanyag-forrasokhoz kothetd 1. klaszterbe sorolhatd, mig masok (féként a Tokaji,
régbdta meglévo "Furmint’ fajtaja tltetvényekbdl szarmazo variansok) a IV. klaszterbe tartoznak vagy
azon kiviil helyezkednek el. Ez arra utalhat, hogy ezek a varidnsok mar régota jelen lehetnek a helyi
vegetacidban, az id6 soran genetikai eltéréseket halmoztak fel, amelyek megkiilonboztetik ket mas
régiodk variansaitol.

Az eltérd klaszterekbe sorolt magyarorszagi variansok jelenléte arra utal, hogy a hazai GVT populécid
tobb forrasbol szarmazhatott. Részben kiilfoldrdl érkezett szaporitdanyag révén, részben pedig olyan
helyi, régebb ota jelenlévd virusvonalakbol, amelyek az évek soran 6nélldan alakultak tovabb. Mindez
ramutat arra, hogy egy sz6l6iiltetvény virusdsszetételét nemcsak a jelenlegi novényallomany és annak
kezelése, hanem a korabbi telepitések soran hasznalt szaporitdanyagok és a helyszinen korabban jelen
1évo novényallomany is befolyasolhatja.

A dolgozat eredményei ramutatnak arra, hogy a szdlo-szaporitdbanyag eldallitas minden szintjén
elengedhetetlen a korszeri és megbizhat6 virusdiagnosztikai modszerek alkalmazésa. A kiilonb6zd
iiltetvénytipusokban talalt virus- és viroidfertézések, valamint egyes virusok (GPGV) szélesebb
gazdandvénykore €s genetikai valtozatossaga mind azt igazoljak, hogy a hagyoményos ellenérzési
eljarasok nem mindig képesek teljes képet adni a fertdézottségrol. A HTS szerepe ebben
kulcsfontossagl, mivel lehetdséget ad nemcsak a vizsgalatkoteles, hanem a nem vizsgalt és akar még
ismeretlen kérokozok detektalésara is.

Az eredményeink alapjan megallapithatjuk, hogy a HTS alapu virusdiagnosztika egyre fontosabb
eszkozzé valik a szo6lé-szaporitdbanyag ellendrzésben és a patogénmentesitési eljarasok
hatékonysaganak nyomon kovetésében. Mivel a HTS lehetdvé teszi minden, a vizsgalt mintaban
eléfordul6 virus és viroid azonositasat, fliggetleniil attol, hogy azok hatosagilag szabalyozottak-e vagy
sem, alkalmazasa kulcsszerepet jatszhat a novényegészségiigyi kockazatok minimalizalasaban.

A HTS megbizhatd diagnosztikai alkalmazasdhoz elengedhetetlen a moddszer standardizalasa és
validalasa. Ennek hidnyaban a HTS eredmények értelmezése, kiilonosen hatdsagi vagy
szaporitdanyag-mindsitési szempontbol, nehézségekbe iitkdzhet. Ezért a jovo egyik legfontosabb

feladata, hogy a HTS technologiat elfogadott és szabalyozott diagnosztikai modszerré fejlesszék,
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amely jol illeszthetd a jelenlegi ellendrzési rendszerekbe €és képes kiegésziteni vagy adott esetben
részben kivaltani a hagyomanyos tesztelési eljarasokat (Soltani et al., 2021).

Ezek a fejlesztések hosszu tavon lehetdséget biztosithatnak egy korszeriibb szaporitéanyag ellendrzési
rendszer kialakitdsdhoz, amely eldsegitheti az egészséges, virus- és viroidmentes ndvényanyag
eldallitasat. Ez nemcsak a hazai sz6l6termesztés fenntarthatdsagat és versenyképességét timogatja,
hanem segithet abban is, hogy a hazai szaporitéanyag-eléallitas megfeleljen a nemzetkozi

novényegészségiigyi kovetelményeknek is.
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7. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

. Kis RNS HTS-sel meghataroztuk 17 hazai sz0l6 alanyiiltetvény ¢és 2 hazai sz616
fajtagytijtemény viromjat.

. Magyarorszagon eldszor azonositottuk az AGVd jelenlétét sz616ben.

. A GPGV jelenlétét Magyarorszagon el6szOor mutattuk ki fehér libatopban (Chenopodium
album), és a vilagon elsOként azonositottuk a virust tovabbi hét ndvényfajban: selyemkoro
(Asclepias syriaca), szeder (Rubus sp.), vadrozsa (Rosa canina), bodza (Sambucus sp.),
galagonya (Crataegus sp.), balvanyfa (Ailanthus sp.) és koOris (Fraxinus sp.).

. Magyarorszagi szO6létermd iltetvényekbdl és alanyiiltetvényekbdl szarmazo kis RNS HTS

adatok Ujraelemzésével els6ként igazoltuk a sz616 T virus (GVT) hazai jelenlétét.
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8. OSSZEFOGLALAS

A szdlotermesztés az egyik legfontosabb kertészeti dgazat vilagszerte, igy hazankban is jelentds
gazdasagi ¢és kulturdlis értéket képvisel. Az iltetvények hossza tavi fenntarthatosaga,
termésbiztonsaga €s mindsége szorosan Osszefligg a szaporitdanyagok egészségi allapotaval. A
virusok ¢és viroidok a sz616 esetében is komoly veszélyt jelentenek, mivel évekig rejtve maradhatnak,
ezaltal észrevétleniil keriilhetnek be 1) telepitésekbe. Emiatt kiemelkedd fontossagu, hogy a sz616
szaporitdanyagok eldallitdsa megbizhato, érzékeny diagnosztikai eljarasokra épiiljon, amelyek
nemcsak a hatosagilag szabalyozott, hanem a nem vizsgalatkoteles, potencialisan jelentds virusokat
¢s viroidokat is képesek kimutatni. Az elmult években az 0j generacids szekvenalasi technologiak,
ezen beliil is a kis RNS alapt nagy ateresztOképességii szekvenalas (kis RNS HTS), lehetdséget kinal
minden koérokozo egyidejii azonositasara, fiiggetleniil azok ismertségétol vagy tiinetkeltd
képességétdl. Munkam célja az volt, hogy ezen korszeri modszer alkalmazéasaval pontos képet kapjak
a hazai sz6l0 szaporitdanyag-eldallitas szempontjabdl kulcsfontossagu alanyiiltetvények és a sz616
alany fajtagylijtemények virus- és viroid fertézottségérdl, valamint az kis RNS HTS gyakorlati
alkalmazhat6sagat vizsgaljam a diagnosztika, a patogénmentesités ¢és a virusok terjedésével
kapcsolatos vizsgalatok teriiletén.

A hazai sz616 alanytiltetvények és alany fajtagylijtemények virologiai allapotanak feltarasa soran
Osszesen 17 alanyliltetvény és 2 fajtagytijtemény mintaibol készitettem kis RNS konyvtarat, majd kis
RNS HTS ¢és az azt megerdsitd RT-PCR alkalmazasaval az alanyiiltetvényekben 6t kiilonb6z6 virust
¢s viroidot azonositottunk (GRSPaV, GPGV, GSyV-1, HSVd, GYSVd-1), amelyek egyike sem
tartozik a hatosagilag vizsgalatkoteles korokozok kozé, igy jelenlétiik rejtve maradhat a
szaporitdanyag-eldallitds soran. A hatosagilag nem ellendrzott alany fajtagyiijteményeket kiilon
értékeltiik, ahol 6sszesen tizféle virust és viroidot mutattunk ki: GFkV, GFLV, GLRaV-2, GLRaV-3,
GRSPaV, GPGV, GSyV-1, HSVd, GYSVd-1, valamint Magyarorszagon eldszér az AGVd viroidot
1s azonositottuk.

A sz6l6 Pinot gris virus (GPGV) esetleges alternativ gazdandvényeinek vizsgalata soran nyolc
gyomként nové névényfaj esetében igazoltuk a virus jelenlétét szoldiiltetvények kornyezetében. A
virus jelenlétét el6szor mutattuk ki Magyarorszagon fehér libatopban (Chenopodium album), valamint
vilagviszonylatban is el6szor selyemkordban (Asclepias syriaca), szederben (Rubus sp.), vadrozsaban

(Rosa canina), bodzaban (Sambucus sp.), galagonyaban (Crataegus sp.), balvanyfaban (4dilanthus sp.)
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¢s korisben (Fraxinus sp.). Az eredmények felvetik annak lehetéségét, hogy e fajok szerepet
jatszhatnak a virus természetes korforgasaban, fenntartasaban vagy terjesztésében.

A 57016 T-virus (GVT) hazai jelenlétének és elterjedésének feltérképezéséhez termd szoldiiltetvények,
alanyiiltetvények ¢és fajtagylijtemények HTS ¢és RT-PCR alapti vizsgalatat végeztik el
Magyarorszadgon elsdként igazoltuk e virus eléfordulasat, egyes termdiiltetvényeken magas, mig az
alanyallomanyokban alacsonyabb fert6zottséget tapasztaltunk. A filogenetikai elemzés soran a hazai
GVT variansokat tobbféle genetikai csoportba soroltuk, koztiik olyanokba is, amelyek a nemzetkozi
referencia-variansoktol elkiiloniiltek, ami a virus hazai jelenlétének hosszabb multra visszanylo
torténetére utalhat.

A bemutatott eredmények ravildgitanak arra, hogy a korszerli diagnosztikai modszerek, kiilondsen a
kis RNS alapu HTS alkalmazasa alapvetd fontossagu az egészséges szaporitéanyag biztositdsaban. A
HTS elénye, hogy a vizsgalatkoteles virusokon tul a nem szabalyozott, tiinetet nem okozo, vagy akar
ujonnan felbukkand virusokat és viroidokat is képes kimutatni, ezéltal segit minimalizalni a
novényegészségligyi kockazatokat. A jové szempontjabol kiemelt feladat e technologia szélesebb
korti validalasa €s beépitése a hazai szaporitoanyag-ellendrzési rendszerbe. Ez lehetévé tenné, hogy a
vizsgélatok megbizhatéoan minden jelenlévd virusra és viroidra kiterjedjenek, ezzel is timogatva a
fenntarthatd és versenyképes szdl6termesztést, valamint a nemzetkozi elvardsoknak megfeleld

szaporitdanyag-eldallitast.
SUMMARY

Grapevine cultivation is one of the most important horticultural sectors worldwide and holds
significant economic and cultural value in Hungary as well. The long-term sustainability, yield
stability, and quality of vineyards are closely linked to the health status of propagation materials.
Viruses and viroids are a serious threat to grapevines, as they can remain latent for years and may be
introduced into new plantations without being detected. Therefore, it is highly significant that
grapevine propagation relies on reliable and sensitive diagnostic methods capable of detecting not
only officially regulated but also non-regulated, potentially harmful viruses and viroids. In recent
years, next-generation sequencing technologies, particularly small RNA-based high-throughput
sequencing (small RNA HTS), have made it possible to detect all pathogens simultaneously,
regardless of their prior recognition or symptom expression.

This study aimed to apply this advanced method to precisely determine the virus and viroid infection

status of rootstock vineyards and grapevine rootstock collections essential for domestic propagation,
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and to evaluate the practical applicability of small RNA HTS in diagnostics, pathogen elimination,
and studies on virus transmission.

During the virological survey of Hungarian rootstock vineyards and rootstock collections, small RNA
libraries were prepared from samples originating from 17 rootstock vineyards and 2 rootstock
collections. Using small RNA HTS and confirmatory RT-PCR, five viruses and viroids were
identified in the vineyards (GRSPaV, GPGV, GSyV-1, HSVd, GYSVd-1), none of which are
currently subject to mandatory testing by authorities, thus their presence may remain hidden during
propagation. Rootstock collections, which are not subject to official monitoring, were evaluated
separately, where ten different viruses and viroids were identified: GFkV, GFLV, GLRaV-2, GLRaV-
3, GRSPaV, GPGV, GSyV-1, HSVd, GYSVd-1, and for the first time in Hungary, AGVd.

In the investigation of potential alternative hosts of grapevine Pinot gris virus (GPGV), the presence
of the virus was confirmed in eight companion plant species in the surroundings of vineyards. The
virus was detected for the first time in Hungary in Chenopodium album, and globally for the first time
in Asclepias syriaca, Rubus sp., Rosa canina, Sambucus sp., Crataegus sp., Ailanthus sp., and
Fraxinus sp. These findings raise the possibility that these species may play a role in the natural cycle,
maintenance, or transmission of the virus.

To assess the presence and distribution of grapevine virus T (GVT) in Hungary, HTS and RT-PCR
analyses were conducted on samples from fruiting vineyards, rootstock vineyards, and collections.
This study represents the first confirmation of GVT in Hungary. The virus was found to be more
prevalent in fruiting vineyards, while lower infection rates were observed in rootstock materials.
Phylogenetic analysis revealed that Hungarian GVT isolates clustered into multiple genetic groups,
including some that diverged from international reference strains, suggesting a longer-standing
presence of the virus in the country.

These results highlight the fundamental importance of modern diagnostic technologies—especially
small RNA-based HTS—in ensuring the health of propagation materials. The advantage of HTS lies
in its ability to detect not only officially regulated pathogens but also non-regulated, asymptomatic,
or newly emerging viruses and viroids, thereby helping to minimize phytosanitary risks. For the
future, a key objective is the broader validation and integration of this technology into the national
propagation material certification system. This would enable reliable detection of all present viruses
and viroids, thus supporting sustainable and competitive viticulture, and propagation practices that

meet international standards.
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M1 A Magyarorszagon hasznalt sz6l6alanyfajtak értekmérd tulajdonsagainak 6sszefoglalasa (Kocsis,

2018)
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M2 Az alanyiiltetvények ¢és fajtagylijtemények mintavételének részletes leirdsa a kis RNS

konyvtarkodok feltiintetésével

Ultetvény Mintak
) ) ] ) ) Mintazott egy edek RNS kivonashoz haszpélt kiilonbozd szervek
Burfe_rl"nu Kun)fvtar Az ulet\{eny Fajta szama
regio kod helyszine egyedek | egyedek | ldosebb | Fiatal | .. .
szama | sorszama levél* levél* Hajtascsucs| Viragzat | Kacs
) 1 Fercal 2 1-2 W] 1 1 0 2
1_BSZ Balatonszdrszd 2 ey 2 39 2 - - 1 2
Balaton 1 5C 6 1-6 6 5 6 0 5
2_BB Balatonboglar 2 125AA 3 7-9 2 3 3 0 1
3 Fercal 3 10-12 3 3 3 0 0
. 1 5C 6 1-6 2 5 5 0] 2
3_FH Figyehdza 2 Fercal 3 7-12 2 3 3 0 6
4 _BH Becsehely 1 Fercal 2 1-8 3 [ 2 W] 7
1 Ruggeri 2 1-2 0 2 2 0 1
2 Georgikon 2 3-4 0 2 2 0 0
3 125A4 3 5-6, 16 2 3 3 0] 1
Zala
5 ZE Zalaegerszeg 4 SBB 4 7-8, 14-15 0 4 4 0 2
5 Fercal 3 9-11 0 2 2 0 1
6 504 2 12-13 0] 2 2 0] 2
7 5C 2 17-18 0] 2 2 0] 1
672G Zalaszentgrét L 588 > 15 0 > > 0 4
2 Fercal 4 6-9 0 4 3 0 3
1 SBB 5 1-5 0 4 4 0] 5
7_NG Nemesguldcs 2 Fercal 2 6-7 0 1 2 0 2
3 5.0.4 3 8-10 0 3 3 0 2
- Mogyorési-Hegy 1 ::E:: 10 1-10 W] 10 9 0 7
Balaton - Tapolca 2 1 11 0 1 1 o] 1
tinetes
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3 Berlandieri 1 7 0 1 1 0 1
4 5C flatal 4 9-12 0 3 4 0 3
i i 1 SBB 7 1-7 0] 7 7 0] 6
Villdny 10_v Villdny 2 oC 2 811 o 3 2 o 2
1P Pécs “fanagvajte 34 0 25 29 0 12
- mény
1 5C ] 1-6, 15-16 0 ] ] 0 4
2 Fercal 1 8 0 1 1 0 1
Pécs 3 504 2 9-10 0 2 2 0] 1
12_KSZ KavapgdszGlas 4 125A4 2 11-12 0 2 2 0] 1
5 Paulsen 2 13-14 0 2 2 0 2
2] Ruggeri 1 17 ] 1 1 ] ]
7 Richter 1 18 0 1 1 0 1
Szekszdrd 13 52 Szekszdrd L 588 3 13 0 3 3 0 3
~ 2 Fercal 9 4-12 0 2 9 0 9
15 5C 14 1-10, 15-18 0 12 12 0] 10
2 SBB 1 11 0] 1 1 0] 0
Eger 14_AD Aldebrd 3 T25AA 2 1213 o o o
4 Fercal 1 14 0 1 0 0 1
15_TC Tarcal “fajtagydjte 33 0 31 33 1 20
- mény
1 5C 7 1-7 ] ] 10 2 6
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3 Harselevelu 1 9 0 7 7 2 5
Tokaj 1 Fercal 3 1-3 0 3 3 0 3
2 504 2 4-6 0 2 2 0] 0]
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1,4 5C 5 1-4,9 0] 5 5 0] 5
Matra 18_As Abasar 2 504 2 5-6 0] 2 1 0] 2
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M3 Mintavételezett sz010 termd iiltetvények alapadatai és a kis RNS konyvtarak elnevezése

Ultetvény
Koény vtar PR P . . - . .
név Borterm6 régio | Ultetvény helye Fajta Ultetvény kora (ev)
11K Sopron Sopron Kékfrankos - Blaufrankisch, Lemberger 20
2 PH Pannonhalma | Pannonhalma |Olaszrizling - Welschriesling 7
3 HT Neszm ély Neszmély  |Chardonnay 14
4 PP Villany Villany Cabernet Sauvignon 16
5 CS Balatonboglar | Balatonboglar |Csabagybéngye n
6_MP Szekszard Szekszard [Merlot 6
7_FP Kunsag Generosa 4
Kadarka
8_ET Eger Eger (virustesztelt szaporitéanyag) 13
9 SZHT Szegilong Furmint n
10_EH Erdobénye [|Fumint, régi 100
11_SZHU Szegilong Furmint, U] 1
12_DF Erdobénye [Fumint, régi* 100
Régi magyar fajték, ami soha nem voltak
virustesztelve: 1:Purcsin,
13_BV Tokaj Bodrogkisfalud (2:Balafant, 3:Sarga Ortliebi, 4:Kék 6
Bakator, 5:Fehér Jardovany
14 _MK1 Furmmint T85e torzsallomany, amelyet
15 MK3 Harslevelli K3e rendszeresen csak
16 MK4 Mad Sargamuskotalye vizualisan vizsgalnak
17 MK5 Teleki-Kober 125e virusfertézotiseg
18 _MK7 Teleki-Kober 5Ce szempontjabol

* kulénboz6 Ultetvények
e ugyanaz az ultetvény, kulénb6z6 sorok
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M4 A PCR tesztekhez hasznalt primerek listaja

. ; ) ) o Elhelyezkedés| \  ieikaitragic | 1o e | Referencia .
Sorszam| Virus Primer neve Primer szekvencia (5'-3') areferencia funkcisja mérete genom Referenciak
genomon (bp)
1 GFLV g:ztx;:v g;igé?f_ﬁgégigzﬁﬁgigigg 222?:225; RNS1-polyprotein 118 NC_003615 Gambino and Gribaudo, 2006
2 ArMv :mx;:v Ii?:ggg@zi?;g&iﬁigﬁ? 2‘152;:2;33 RNS1-polyprotein 402 NC_006057 Gambino and Gribaudo, 2006
3 GCMV :ZSZ:S Z ?;212;55:::::&2%%:2;8? ig;gj?gg kopenyfehérje 392 | NC_003621 Digiaro et al., 2007
+ | orvry [SRCVRWITE0T [CCTGOTGATCOCTGRAGACTCS | SA0W3522 | o | 1a1a | Nooosaos | | Gettertal 2010
R e e e Il e I
6 GLRaV-2 gti:sz’;’ gg:fgg_?gigggigi?:gg? 12?;21;?23 kopenyfehérje 543 NC_007448 | Gambino and Gribaudo, 2006
7 |GLRav-3 gti:x;‘gv Ig%%gzﬁiiﬁigffgfffg% 123:’::2283 képenyfehérje 336 | NC_004667 | Gambino and Gribaudo, 2006
8 GVA gzﬁg:g;; ?égi:éfﬁ;:ggfgﬁggéigTA 2:2;:221§ kopenyfehérje 272 NC_003604 | Goszczynski and Jooste, 2003
9 GVB gxg 2421? o f_:g:(;r (?:AGAA(?:(? GT g_r_: g:fé(?((;: giggjg?g putativ RNS kot6 fehérje| 460 |NC_003602 Minafra and Hadidi, 1994
10 SFRY éEE&\E‘% i%%%%g%%%&%%i%&z%%GTA EE’EZEE%E kopenyfehérje 179 NC_003347 Gambino and Gribaudo, 2006
" GFK C1R GGCCAGGTTGTAGTCGGTGTTGTC | 5559-5536 replicase 352 | NC_003347 Crotter et al., 2018
12 sy 3%2%%% ggiégi%i%ﬁé%%}; ggégégg:ﬁ képenyfehérie 374 | NC_o12484 Glasa et al., 2015
13 GVQ.CPR GCATTGCTGCGCATTGGAGG 5409-6390 kopenyfehérje 721 NC_012484 Sabadzanovits et al., 2009
14 . EEES\%%BQM EEng{&%E%%E&%EA gg?‘%zgg replikaz 155 | NC_001948 | Gambino and Gribaudo, 2006
15 RSPaV-R/8445 TCTGAGCAT TKAACY TCAAAAG 8445.8423 képenyfehérje 1542 NC_001948 Czotter et al., 2018
16 CPESMGF__ [GAGATOMGHGTCAGGAGAS SO | (e | 411 | No.ote82 | Glasactal, 201
| [ emcionceorcions | et | amrrcraure | 1o
w | v ferorie . wrronceosioneice 2 T v | 99 | e
W | (S et me o COTSTONONGISOT | ST | anpurcroute | 1o
GPG-526A2 GGATGGATGTATCTCCTGAG 517-536 csak szekvenalashoz
2 VT 55307 |CGOCARGAGTTCCARCTAGS Boross s o, 08
n GVT  |GVT-ORF5F ATGTAYTACTCYAARGTRATATGG B132-8155 | fopenyfenére-SUTR 203 NC_035203 DiaLara et”al 2020
GVT-ORF5-R ATTGTARCTGGRGCDCCC 8434-8416
22 HSvd E:xg; iégggg?g;;g;giég;lggg 3012-22182 genomialis RNS 302 NC_001351 Farkas et al., 1999
23 |GYSVd-1 gizxglg gggiﬂgggxggf&%ﬁ@igge g;jrl’; genomialis RNS 363 | NC_001920 Czotter et al., 2018
24 AGVd ﬁgxg ggggg?ggﬁgﬁgg%ig 371 (;_13853 genomialis RNS 370 NC_003553 Guo et al., 2006
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M5 Alanyiiltetvényekrol és alany fajtagytijteményekrol szarmazo kis RNS konyvtarak
bioinformatikai elemzésének eredménye

Analizis Vizsgalatkételes virusok Viroidok Nem vizsgélatkoteles virusok
Kényvtar kéd Bioinformatika GFLV ArMV | GFkV |GLRaV1|GLRaV2|GLRaV3| GVA | GVB | Hsvd |GYsvd-1| AGVd |GRsPav ?:Z‘;o)l GPGV |  GDefv
[CLC kontigok| 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0 0(0) 1 0
Nem 6 490/173 | 480/187 | 242 | 1096 | 884 851 333 383 130 62 17 710 270 | 2922 | 430/227
1.8SZ |Virus taldlat 4 1072/216 [1144/322 | 354 | 2425 | 3106 | 2811 | 719 573 219 7 34 5225 682 | 7385 | 629/364
’ 54/11 58/16 18 124, 159 144, 37 29 11 4 2 267 35 378 37/19
lefedettség % n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a 100 84 | 4136 | 63,73 | 32,88 [ 9511 n/a
[CLC kontigok| 0 0 0 0 0 0 0 0 3 6 0 0 0(0) 1 0
Nem 5 314/117 | 322/119 | 204 [ 670 597 575 237 278 700 425 6 400 619 850 | 317/145
2.8B  |Virus talalat 3 570/151 | 541/188 | 296 | 1651 | 1711 | 1812 | 413 389 | 42070 | 7557 7 3074 | 1217 [ 1735 [ 424/225
ans* 42/11 40/14 22 122 127 134 31 29 3110 | 559 1 227 %0 128 32/17
lefedettség % n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a 100 100 | 2622 | 47 60,19 | 725 n/a
[CLC kontigok| 0 0 0 0 0 0 0 0 4 0 0 0 0(0) 1 0
Nem 4 371/154 | 392/133 | 311 932 816 708 260 324 491 52 15 746 388 | 1031 | 398/194
3_FH  |Virus talalat 3 584/195 | 799/195 | 435 | 2249 | 3915 | 3051 | 581 557 | 10616 | 62 20 2155 | 1007 [ 1786 [ 547/278
5 39/13 53/13 29 150 260 203 39 37 706 4 1 143 67 119 36/18
% n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a 100 | 878 | 3864 | 6298 | 4038 | 69,81 n/a
[CLC kontigok| 0 0 0 0 0 0 0 0 4 1 0 0 0(0) 11 0
Nem é 347/136 | 317/167 | 193 846 684 656 274 328 195 115 10 674 179 | 2922 | 397/177
4_BH |Virus taldlat 4 529/176 | 680/262 | 307 | 2368 | 2390 | 3407 | 566 482 440 162 14 4419 503 | 7385 | 551/253
ins* 31/10 40/16 18 140 141 202 33 29 26 10 1 261 30 437 32/15
% n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a 100 92 | 3236 | 6889 | 31,39 | 9666 n/a
[CLC kontigok| 0 0 0 0 0 0 0 0 4 0 0 0 0(1) 1 0
Nem é 468/184 | 482/206 | 360 | 1138 | 1116 | 826 346 438 548 61 2 781 563 | 1410 | 450/239
5_2E  |Virus talalat 4 865/232 | 1194/455 | 463 | 2857 | 4373 | 3411 | 745 721 | 13299 | 71 34 2109 | 1059 | 2616 | 659/355
ns* 55/15 77/29 30 183 280 219 48 46 853 5 2 135 68 168 42/23
% n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a 100 | 90,67 | 50,13 | 60,94 | 52,35 | 81,41 n/a
[CLC kontigok| 0 0 0 0 0 0 0 0 4 4 0 0 0(2) 1 0
Nem ’ 585/267 | 572/238 | 478 | 1444 | 1521 | 1065 | 433 555 713 241 24 1151 | 1062 | 1367 | 569/303
6.2G |Virus talalat a 1074/378 |2142/348 | 696 | 4073 | 5508 | 4322 | 857 | 1071 | 26363 | 878 29 2618 | 2028 | 2743 | 931/470
ns* 50/18 100/16 | 32 189 256 201 40 50 1226 il 1 122 9 128 43/22
% n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a 100 | 9867 | 47,68 | 6896 | 69,92 | 63,08 n/a
[CLC kontigok| 0 0 0 0 0 0 0 0 4 0 0 0 0(0) 1 0
Nem ’ 337/148 | 364/132 | 220 789 649 575 265 328 170 79 15 466 326 573 | 344/173
7_NG  |Virus talalat 3 689/173 | 628/211 | 313 | 1624 | 1903 | 1901 | 497 419 354 116 19 973 628 931 | 477/249
ins* 54/14 49/16 24 127 149 149 39 33 28 9 1 76 49 73 37/19
lefedettség % n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a 100 | 89,04 | 37,86 | 5145 | 3815 | 50,89 n/a
[CLC kontigok 0 0 0 0 0 0 0 0 3 0 0 0 0(0) 2 0
Nem 6 610/279 | 624/241 | 385 | 1384 | 1311 | 1026 | 460 573 150 60 22 990 426 | 1633 | 583/299
8_MT |Virustaldlat| Redundans 951/389 | 1396/359 | 570 | 3753 | 4492 | 4049 | 904 933 263 86 30 4049 | 1040 | 2827 | 929/429
’ 48/20 70/18 29 189 226 203 45 47 13 4 2 203 52 142 46/21
lefedettség % n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a 100 | 9491 [ 4847 | 7405 | 4133 [8817 n/a
[CLC kontigok| 0 0 0 0 0 0 0 0 7 3 0 0 0(0) 1 0
Nem 5 615/265 | 606/250 | 470 | 1584 | 1439 | 1107 | 430 534 870 704 22 971 818 | 1347 | 642/333
9_MR | Virus taldlat 3 1162/359 [1355/401| 621 | 4269 | 5526 | 3797 | 769 878 | 37359 | 15805 | 25 3751 | 2181 [ 2980 [ 992/526
’ 63/19 73/22 34 231 299 205 42 47 2019 | 859 1 203 118 161 55/29
lefedettség % n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a 100 100 | 47,81 | €85 628 | 722 n/a
lCLC kontigok| 0 0 0 0 0 0 0 0 4 4 0 0 0(0) 1 0
Nem ' 650/232 | 674/261 | 1318 | 1562 | 1337 | 1173 | 439 555 814 446 22 1024 | 1662 | 1978 | 684/366
10V |Virus taldlat 3 1423/313 [1282/448 | 2408 | 3961 | 5052 | 4528 | 907 976 | 51017 | 6370 31 6051 | 4346 | 3978 | 1192/565
6 61/13 55/19 103 169 216 194 39 42 2180 | 272 1 259 186 170 51/24
% n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a 100 100 | 4856 | 7341 | 8805 | 9145 n/a
lCLC kontigok| 132/73 8/34 2 0 4 0 0 0 10 5 5 0 0(0) 5 64/9
Nem éns| 4726/2436 |1591/1221| 1558 | 1573 | 3594 | 2786 | 603 586 933 | 1086 | 522 | 1153 | 1229 | 3110 | 3887/1055
11.P | Virus taldlat 4 32506/15262[9711/8599| 2438 | 3925 | 9036 | 6736 | 1251 | 921 | 43140 | 33714 | 4446 | 4271 | 2432 | 6654 | 24145/8119
ins* | 1641/770 | 490/434 | 123 198 456 340 63 47 2179 | 1703 | 225 216 123 336 | 1219/410
% 952/87,8 |745/741] 794 | 593 | 878 | 871 | 663 | 634 100 100 100 | 773 | 7811 [9648 | 83/61
lCLC kontigok| 0 0 0 0 0 0 0 0 2 11 0 0 0(1) 2 0
Nem é 654/271 | 676/274 | 806 | 1647 | 1709 | 1791 | 439 554 822 | 1042 38 1261 | 1096 | 1798 | 602/353
12.KSZ  |Virus talalat 4 1358/381 | 1840/407 | 1172 | 5077 | 8795 | 6407 | 838 995 | 27020 | 16034 | 50 3142 | 2121 | 3538 | 985/594
ins* 47/20 98/22 62 270 468 341 45 53 1437 | 853 3 167 113 188 52/31
% n/a n/a 686 | n/a n/a n/a n/a n/a 100 100 | 4442 | 72,82 | 6968 | 81,36 n/a
lcLC kontigok| 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0 0(0) 2 0
Nem & 650/282 | 661/253 | 477 | 1635 | 1476 | 1133 | 465 590 154 81 25 1257 538 | 2385 | 650/380
135z |virus talalat a 1222/383 | 1362/449 | 699 | 4566 | 5599 | 4773 | 886 990 258 89 33 7780 | 1231 | 4785 | 1033/600
ins* 46/15 52/17 26 173 212 181 34 38 10 3 1 295 47 181 39/23
% n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/fa_| 9805 | 93,42 | 6234 | 789 | 4632 | 9448 n/a
[CLC kontigok| 0 0 0 0 0 0 0 0 8 12 0 0 0(2) 1 0
Nem 6 508/235 | 554/196 | 388 | 1243 | 1145 | 972 386 451 854 898 23 810 910 | 1227 | 510/270
14_AD |Virus talalat 3 862/287 | 1064/304 | 540 | 3164 | 3756 | 3497 | 705 736 | 45827 | 15328 | 27 5191 | 1629 | 2663 | 777/409
ins* 45/15 55/16 28 165 196 182 37 38 2387 | 798 1 270 85 139 40/21
lefedettség % n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a 100 100 | 5349 | 67,31 | 7514 | 76,69 n/a
[CLC kontigok 0 0 1 0 0 0 0 0 9 7 0 0 0(0) 14 0
Nem ’ 489/224 | 494/179 | 629 | 1173 | 1030 | 849 398 471 773 429 30 1766 974 | 3882 | 471/248
15_TC | Virus taldlat 3 979/265 | 850/239 | 921 | 2564 | 3951 | 2490 | 715 693 | 39279 | 5829 50 4997 | 1982 |10495| 698/374
ins* 53/14 46/13 50 140 216 136 39 38 2146 | 319 3 273 108 573 37/21
lefedettség % 58,9/51,8 [58,4/51,5| 4962 | 51,3 | 461 | 448 | 590 | 53,2 100 100 | 4574 | 906 | 77,27 | 9648 n/a
[CLC kontigok| 0 0 7 0 0 0 0 0 8 3 0 0 0(0) 16 0
Nem 5 750/389 | 863/349 | 1830 | 1982 | 1694 | 1484 | 584 717 973 457 39 1254 | 1296 | 3876 | 837/468
16_TC2  |Virus talalat 3 1550/544 | 2252/587 | 3411 | 5167 | 5852 | 5060 | 1108 | 1278 | 64248 | 6625 44 8336 | 3496 |10035| 1458/832
’ 66/23 95/25 145 219 248 214 47 54 2722 | 281 2 353 148 425 63/36
lefedettség % n/a n/a 814 | n/a n/a n/a n/a n/a 100 100 | 51,26 | 7838 | 631 | 9813 n/a
[CLC kontigok| 0 0 0 0 0 0 0 0 4 5 0 0 0(2) 2 0
Nem 4 859/373 | 865/320 | 614 2137 1854 1572 623 729 436 800 39 1281 601 4032 | 865/489
17_1B  |Virus taldlat 3 1947/580 |2529/536 | 966 | 6143 | 7499 | 7193 | 1237 | 1303 | 9799 | 22185 | 88 6117 | 1732 [ 9879 | 1598/912
ans* 83/25 107/23 41 260 318 305 52 55 415 940 4 259 73 419 69/39
lefedettség % n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a 100 100 | 61,34 | 7892 | 4808 | 97,48 n/a
lCLC kontigok| 0 0 0 0 0 0 0 0 4 2 0 0 0(1) 1 0
Nem é 702/333 | 739/299 | 563 | 1739 | 1656 | 1353 | 517 654 832 502 28 1187 602 | 1907 | 760/410
18_AS | Virus taldlat 3 1690/486 | 3284/524 | 860 | 5340 | 7203 | 6021 | 964 | 1248 | 36467 | 6489 48 5000 | 1458 | 4688 | 1284/660
5 85/25 166/26 | 43 270 364 304 49 63 1842 | 328 2 253 74 237 64/33
% n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a 100 100 | 3844 | 7418 | 5295 | 8544 n/a
lCLC kontigok| 0 0 0 0 0 0 0 0 6 4 0 45 0 4 0
Nem é 320/141 | 323/106 | 282 872 838 694 256 319 616 625 18 2657 331 | 1329 | 324/198
19_TB | Virus taldlat 4 595/208 | 623/149 | 369 | 2208 | 5452 | 2852 | 423 793 | 9826 | 6925 51 4596 752 | 2500 | 509/255
ins* 39/14 41/10 24 146 360 188 28 52 648 457 3 303 50 165 33/17
% n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a 100 100 | 3665 | 901 32 [7814 n/a

Megjegyzés: a ,,redundans” értékek a nyers redundans read-ek szamat, mig a ,,redundans*” értékek a normalizalt
redundans read-ek szamat (redundans read szam / 1 000 000) jeldlik. A sziirkével jelolt cellak azok, amelyek a
megallapitott hatarértéket elérték.

114



ban azonositott ArMV kontigok ismételt vizsgalata

a

M6 A 11_P mint

[68T6 [ T'0ES69EDD]  AWY] [96€8)Se/ 62 [desojuosey suexijudis sauiu OV9IVO9ILYL92IILVVIVIO LIDLVWYOVLLLIVL] E0Ep 53U0d pawwiy aauanbas 4 ¢6
|00'06 TSI8TeX| AWV (%9£JTv/T€[Besojuosey suexiyuBizs sulu 109V 1V 109¥VI9LILI99VYIOVIVOLLYIOVIIOLY]| 6ZSE BRU0D Pawiily 3duanbas d z6|
[rr'z6 | Tessowyaa| ATD (%08]c€/87 (se8)ce/Te 0LY9I¥9109919000LYVIVLOLIVIVWOVLLLDY| 8TEZ S3U0D Pawwi] a0uanbas 4 g
0000T| T7S89zrd3| AHD) (sT6)2€/67 {o68]5e/TE 101¥20001VYOVYY9910910999119100991L| BT9E BHUI pawilL] 20uanbas ¢ 26
06'46 | T'TSET8TIN| ATHD (%98]60/7v|Besojuosey sueyIjuBEs sulu JLLDLVDLVYIVYYYOYIVIOIVIILOVVYYOYI LOVYYLIO0OVYILYL|  OTE BRUOI paliuliy 0uanbas ¢ ¢6
9G'C6 | T'E8PEEEOH| AHD (%98]vv/8€| Fesojuosey sueyijuzzs sou 9¥DOYY192209219120991 11091099019901099IWYLL| 8Z6T 2RU0D pauwiy duanbas g 6|
0006 | 18756909 AWMV SaPaYzsa)|l SaBa[zsa1|3esojuosey suexjugEs soulu 1¥21299119¥10VLLIVVOYDOLLVLIIOVVYOVY.IO0YOYD)| 9807 2RU0D palwiy auanbas g 26
796 | T'8.S7L6N9|  AHD) [s6b)6¢/67|Fesojuosey suexijlusizs sulu 99 119191¥Y)IVYDIVYIOLYVLVLILIOVIVIIOD 1OVY| GBLE S3Ud pawwi] a0uanbas 4 g
676 | T'€9T0060)| AHD) (%00t)zz/2T (%68)L€/ee W LL1212930919V1L19IL 1D 10VYVLLDLLIOV| 899 510D Pawwiliy duanbas d |
00°00T| T'T00COTON| AHO (%6)92/ 17| Besojuosey sugyijudizs sou 19Y)LYOVYLOVIVOIVYIOLLOLYLYIIIOLYIL| 0089 BU0D pawiuy 3duanbas d Z6|
0576 | T'0ES6QEDO| AWMY (%T£)5e/Sz|Besouosey sueyijudizs sou 17117219999¥991YLIVOOL9ILIIVIOLYLYIOLVYYO| 00EL B1Ud pawiLiy 20uanbas ¢ 76
7016 | T'87S69ED9| AN (%o08)oz/91 (s6z6)a¢/ce 1OVYL1010920LLI9111)991 1)99IW11D129)| €98y BRU0D pawwiy 3uanbas d z6|
0000T| T'7S89zp43| AHO (988)zy/ LE| Besojuosey sueyijudizs sou 919YOYYYI99ILLOVIOOLYYII LIV IVOOLOLLIILIOY| ESTE BUI pawLy ouanbas ¢ 76
[1€6 | Tessored3] AW (36€8)5€/ 67| esojuosey suexiyluaizs soul 1019V1¥01020IV99VVOY 1OVLILI99LLYWWOLOVONYD| 8927 5100 pawwiy aduanbas 4 z6
os'zs | Tzseezya] A (%98)6z/s¢ (%06ov/9€ LLL19IVI99VYVLYVINYOVVOVYIILOLYYYOVYIILLL] 0LTS BU0I paww aauanbas ¢ 76
|e8'z6 | Tesserysa| A9 sapayzsa)| saBajzsaJ| Sesojuosey sugyjudizs sou 09¥2999Y1992222I9VIVL¥YIILIOVIIO9OVIVILYYLIDI]| 880¢ BRU0D pawwiy duanbas 4 z6|
8766 | T'7E6Z9EDA] AHD (3658)9/ 6€ | Fesojuosey suexiyluaizs soulu 9999YI¥91920¥L9V¥9IVOOLYYYOOYIVIDILYLOIIILYYLY| Z60T B3u0d pawwiy aduanbas 4 26
Y096 | T'EELBETON] AWMLY (%68)ce/Te (s6v6)0€/vE 100VVOVYOOYILOVIVIVYOVLLIO99IDLLIDLLY| G6ET BRU0D Pawwily 3duanbas d z|
1606 | TTOGYEOXN| AHD (928)LT/¥T desojuosey suexijudis sauiu YY199Y1920¥) 191VLLYIVYYVYI9 10VII910LIVOYIVYIVIOLIO IVyy| C9SE SRU0d pawuwiy a0uanbas 4 g
€8'L6 | T€S89Tya3[ AHD (%68)0/Tt) (se68)ot/1t YYLLY19V)LYYOOVOOVYD9ID9L LIOVIVOLLIILIDLOIVIOL| ZEEE BRU0d pawily 2auanbas ¢ ¢6
ST'06 | T7e8azvd3| AHO (%6)8€/9€| Fesojuosey sueyijiuzizs sou 19Y199)0¥229LLL9)1¥YI99910)LLI9VILYO999VYLLYOLI910D)| ETT9 3RU0D Pawwpy duanbas g gg|
v0'86 | 17580zp43] AHD %L8)Lv/T7] (68l v/zy 91179 19¥¥OVYIVIYIOVIYI9IILYIID9ILIOVID0IIVIIIOLLI9IL| 07 51u0d pawwiy aauanbas g ¢6
€16 T'799000|  AWAV[desojuosey suexyiuizs souiu]Besojuosey sugyuBizs souu 91911191919¥9¥I19IILIIIIVILINOVLIO009L|  LI€ BRU0D Pawiliy 3duanbas d 6|
766 | 176629600 AHO (6.)8v/8€ (%06J6 /vy 990¥21910220V1¥I¥9909LIVVIVILYYII9IOLOVYILLIYYIOY| ey SHU0d Pawwiil a0uanbas 4 26
0G'/6 | T7SRAzyd3]  AHO [9668]SE/TE (osce)Tn/6€ J¥9V1¥2)12200199WWOVL991I199LIVVIVIOVOVY| G90T 5100 Pawiiliy 3uanbas d z|
1666 | T'7S89zpd3] AHD (%LL)e5/07| [oe8JsL/19 12991 1¥I¥D9LVIVYIIVI) LLIVWOYLOVIVI9IILYIIVLIII999YIIOLYIIILLLIVIVYILIILIO0I]| 0Ty 813u0d pawwiy aouanbas d ¢6
6876 | 17580zp43] AHD [96v8)69/8|3esojuosey suexijluds souiu 10199v99Y¥912) 1010 1911901910919¥1999 19 LY 1I¥DI999VDLILI¥IIVI99YYID199YIID| GIET B1U0d pawiliy 2auanbas ¢ 26
006 | T'7S89zvd3[ AHD) (%28]09/ 6| (%06]09/%S 1)1VVYOVLLLOVLYYYYDL999IY9IIVLVI99LVYILI9OVLLLIVOLLIDLOVIVLIVYD| 86T BRU0D pawwiliy 3duanbas d |
OT'C6 | T'0ES6QEDO| AWAY| (%28Jz9/15 (%06]29/95 Y9991 111DV LLY129L Iv¥¥9)109091YOLLY9 19 L19YIOVILO 1Y 19999YIYOVD)| ZSST BRU0d paliily aauanbas ¢ z6
0066 | TTTOLETMI| AWMLY (%t8J89/ LS {o88lz /59 1109YJ191V19999¥I¥OVDIIVLIVO YOI LVYYO9v9 YD 10991900 IWYLYIOLOVIVYYDOLILIVL| ZZvC BnU0D pawwiy 3ouanbas 4 g6
0000T| T'7S89zbd3| AHD) (%6L)z6/€L (sec8)e6/6L YOYYOILOLVYYOVYI)LLLYIILOVLI9 L)L 0OV LY LVYOYYYOOLIOWYIOLIVLOLOVOLIILLILIO0VLIIOIOILIYOVWYILYY| 96T BRUD PaliLuLy 0uanbas ¢ ¢g
[v'e6 | TwBszLens| AHD (%s8lve/1L (s88lv8/vL ¥210912099101 11929 I¥OYY)IYI9¥I99)1YIVILYLILI911D)99Y .99 0w 1OVI99VOOVYYILILLIYIOVYLIYIOID9Y|  £6G 5HU0Y pawwi] a0uanbas 4 ¢6
0z'96 | Tzssotyaa]  AHO (%6L]29/6] wis ugis ou 1110¥199¥¥V¥22)L¥991009 LD L19VILYOVYLOVIvYI¥DIDILOLYI9IIIOLVILLIOVLIVIVIILIOIVI9OY| 907 53U0d Pawwiy a0uanbas g 6
6066 | Tzssoryaa| AHD [%¢€8]86/18| [%68]0T1/86[0109099¥10¥29¥OV) 1D L1DL1DIILI912I9V9 1D 19V IO LLINOVYIO9IOLOLLIOVI IO 1¥IL0IVVYI LIDLIIOVLIILLOIOVYLVOWYIIVIOVID| 66YT B13U0d pawiy aouanbas 4 ¢6
0206 | T8SzzSNY|  AT9[Fesojuosey suexyiuBias sauiu[Besojuosey sugyijusizs sou ¥9O¥209VYYLI9VIILYIVYOLLOVWYOIOYII1DIOLVILYIIOVIVYL| 886 BHUD pawilil 20uanbas g g
8128 | T'HOGYEOXN| AHD (s6LL)6¢/0€ (96)92/57 9991999910¥ILLIVLILLIVYILIILOIIOVIIIVOD| 000€ Blu0 pawiuy aouanbas ¢ 76
e | TeeszZS| AHO (%28)ve/8t|Besojuosey sueyijudizs sou JV1¥2291029YIWYIIILYYIIILVIOIILLLI9| 08v9 BRU0D pawwuy 3duanbas q 6|
7716 | T'OPZEBEHW| AHO (%68)9¢/z€ (306)6€/5€ W LLI99919IWYYOLILLLYYOD LLYYDOLIDLIVII]| P6ES BIU0D pawwiy 3duanbas d z6
" i qup | ECSE00 ON/ST9E00 ON | 950900 IN/LS0900 ON eysisyaes Ao cusoiioze dauoy
A9 AAY
e mwmﬁnouwﬂmwwwa . 1533y zoyenusaal e Jessouozy

115



M7 A termé szoldiltetvény-felmérés kis RNS HTS eredményeinek bioinformatikai elemzése a GVT
jelenlétének vizsgalatara

Kényvtar kéd Bioinformatikai elemzés GVT_ref| GVT_cons|RT-PCR Kényvtar kéd Bioinformatikai elemzés GVT_ref| GVT_cons| RT-PCR
virus specifikus kontigok szama 0 0 virus specifikus kontigok szdma 0 0
1 TK virus specif’ikus read-ek| Redundans | 1929 2767 aan 11 57HU virus specifikus read-ek |[Redundans| 452 456 0/
= szdma RPMR 136 195 - szama RPMR 40 40
genom lefedettség % 64 70 genom lefedettség % 31 20
virus specifikus kontigok szama 0 0 virus specifikus kontigok szdma 0 1
2 PH virus specif’ikus read-ek| Redundéns | 952 1002 o 12 DF virus specifikus read-ek |[Redundéns| 1155 1266 i
= szama RPMR 87 92 - szédma RPMR 132 144
genom lefedettség % 40 30 genom lefedettség % 41 44
virus specifikus kontigok széma 0 0 virus specifikus kontigok szama 1 1
3 HT virus specif’ikus read-ek| Redundéns | 604 592 0/10 13 BV virus speci‘ljikus read-ek |[Redundéns| 600 739 55
szama RPMR 54 52 - szama RPMR 67 83
genom lefedettség % 30 20 genom lefedettség % 39 40
virus specifikus kontigok szdma 0 0 virus specifikus kontigok szdma 0 0
4 pp virus specn"lkus read-ek | Redundans [ 585 575 7R 14 MK virus specrljlkus read-ek |[Redundéns| 977 1033 .
- szdma RPMR 57 56 - szama RPMR 112 118
genom lefedettség % 31 22 genom lefedettség % 43 41
virus specifikus kontigok szama 0 0 virus specifikus kontigok szdma 0 0
s cs virus specif,ikus read-ek| Redundans | 607 635 2 15 MK3 virus specifikus read-ek |[Redundans| 559 661 o
- szama RPMR 68 71 - széma RPMR 57 67
genom lefedettség % 43 32 genom lefedettség % 24 28
virus specifikus kontigok szdma 0 0 virus specifikus kontigok szdma 0 0
6 MP virus specn"lkus read-ek | Redundans [ 554 490 0/10 16 mka | virus specifikus read-ek |[Redundéns| 340 287 o
- szdma RPMR 63 56 - szama RPMR 37 31
genom lefedettség % 41 27 genom lefedettség % 31 17
virus specifikus kontigok szdma 0 0 virus specifikus kontigok szdma 0 0
7 FP virus specif’ikus read-ek| Redundéns | 340 313 0/10 17 MKS virus speci‘liikus read-ek |[Redundéns| 306 370 0
- szama RPMR 42 38 - széma RPMR 28 34
genom lefedettség % 25 15 genom lefedettség % 16 10
virus specifikus kontigok szdma 0 0 virus specifikus kontigok szdma 1 1
8 ET virus specif’ikus read-ek| Redundédns | 885 1063 10/10 18 MK7 virus speci‘ljikus read-ek |[Redundans| 607 831 2
- szama RPMR 93 112 - szédma RPMR 69 94
genom lefedettség % 58 52 genom lefedettség % 44 40
virus specifikus kontigok széma 1 1
virus specifikus read-ek | Redundans | 2233 2361
4(5)/5
9_SZHT szama RPMR 216 228 2
genom lefedettség % 54 53
virus specifikus kontigok széma 0 0
10 EH virus specif’ikus read-ek| Redundans | 1122 1348 as)s
- szdma RPMR 102 123
genom lefedettség % 46 46

Megjegyzés: az RPMR a virusspecifikus redundans olvasatok szama / egymilli6 szekvenalt olvasat angol roviditése. A
GVT ref oszlop a GVT referencia-genomjara illesztett olvasatok alapjan kapott eredményeket tartalmazza, mig a
GVT _cons oszlop a 27 teljes hosszisagn GVT genomszekvencia alapjan szerkesztett konszenzus szekvenciara illesztett
olvasatokbol szarmaz6 eredményeket mutatja. A sziirke hattérrel jelolt cellak a pozitiv GVT-taldlatot mutaté mintakat
jelzik, mig az RT-PCR oszlopban a pozitiv reakciok szama lathato.
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M8 A sz0616 alanyiiltetvény felmérés kis RNS HTS eredményeinek bioinformatikai elemzése a GVT
jelenlétének vizsgélatara.

Ké . Ks .
o:g\:ar Bioinformatikai elemzés GVT_ref |[GVT_cons| RT-PCR o:g\:ar Bioinformatikai elemzés GVT_ref| GVT_cons| RT-PCR
virus specifikus kontigok szama 0 0 virus specifikus kontigok széma 0 0
1Bsz virus specrflkus read-ek Redundéns 1801 1830 o2 e virus specrflkus read-ek Redundans 1979 3254 0G4
szama RPMR 92 94 szama RPMR 100 164
genom lefedettség % 59,5 45 genom lefedettség % 76 52,5
virus specifikus kontigok szama 0 0 virus specifikus kontigok szédma 0 0
2 g | Virus specrflkus read-ek Redundéns 1128 1227 o3 12 Kksz | virus specrflkus read-ek Redundans 1676 2423 2
- szama RPMR 83 91 - szama RPMR 89 129
genom lefedettség % 50 35 genom lefedettség % 75 51
virus specifikus kontigok szama 0 0 virus specifikus kontigok szédma 0 0
3 | ViTus specnilkus read-ek Redundéns 1063 1075 02 13 sz | virus specnilkus read-ek Redundans 2282 2385 02
= szdma RPMR 71 71,5 - szdma RPMR 86 90
genom lefedettség % 58 39 genom lefedettség % 75,5 53
virus specifikus kontigok szdma 0 0 virus specifikus kontigok szédma 0 1*
apH | Vi specnilkus read-ek Redundans 1349 1274 o1 14 ap | Vius specnilkus read-ek Redundans 1711 1805 o5
- széma RPMR 80 75 - széma RPMR 89 94
genom lefedettség % 60 38 genom lefedettség % 68,5 49
virus specifikus kontigok szdma 0 0 virus specifikus kontigok szédma 0 0
5 zp | vius specnilkus read-ek Redundans 1166 1821 o7 15 Tc | virus specnilkus read-ek Redundans 2176 3812 10/33
- széma RPMR 74 116 - széma RPMR 119 208
genom lefedettség % 67 49 genom lefedettség % 65 45
virus specifikus kontigok szama 0 0 virus specifikus kontigok széma 0 0
6.26 virus specrflkus read-ek Redundéns 1440 1527 o/2 16_TC2 virus specrflkus read-ek Redundans 2585 3933 o/2
szama RPMR 67 71 szama RPMR 110 167
genom lefedettség % 71,5 48 genom lefedettség % 77 59
virus specifikus kontigok szama 0 0 virus specifikus kontigok szédma 0 0
7 NG | irus specrflkus read-ek Redundéns 973 1006 o3 17 w8 | Vvirus specrflkus read-ek Redundans 2470 2680 o6
- szama RPMR 76 78 - szama RPMR 105 114
genom lefedettség % 51,5 34 genom lefedettség % 80 60
virus specifikus kontigok szama 0 0 virus specifikus kontigok szédma 0 0
s mT | viTus specnilkus read-ek Redundéns 1905 1843 o 18 As | Vius specnilkus read-ek Redundans 2255 4300 o/a
- szédma RPMR 96 92 - szédma RPMR 114 217
genom lefedettség % 70,5 49 genom lefedettség % 77 56
virus specifikus kontigok szdma 0 0 virus specifikus kontigok szédma 0 0
9 MR | ViUs specnilkus read-ek Redundans 1604 1680 o/4 19 1B | Vius specnilkus read-ek Redundans 850 899 o8
- széma RPMR 87 91 - széma RPMR 56 59
genom lefedettség % 71,5 45 genom lefedettség % 62 43
virus specifikus kontigok szdma 0 0 *Vitis vinifera talalat
10y | Vi specnilkus read-ek Redundans 1909 1971 o2
- széma RPMR 81 84
genom lefedettség % 72 51

Magyarazat: az RPMR a virusspecifikus redundéans olvasatok szama / egymilli6é szekvenalt olvasat angol roviditése. A
GVT ref oszlop a GVT referencia-genomjara illesztett olvasatok alapjan kapott eredményeket tartalmazza, mig a
GVT _cons oszlop a 27 teljes hosszusagu GVT genomszekvencia alapjan szerkesztett konszenzus szekvencidra illesztett
olvasatokbol szarmazo eredményeket mutatja. A sziirke hattérrel jelolt cellak a pozitiv GVT-talalatot mutaté mintakat
jelzik, mig az RT-PCR oszlopban a pozitiv reakciok szama lathato.
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11. KOSZONETNYILVANITAS

Koszonettel és halaval tartozom témavezetémnek, Varallyay Evanak, a doktori munka teljes idszaka
alatt nyujtott szakmai irdnymutatasért, tiirelemért és tamogatasért. Segitsége, bizalma ¢és

elhivatottsaga nélkiil ez a munka nem valosulhatott volna meg.

Ko6szo6n6m a volt Diagnosztika csoport munkatarsainak, Jaksa-Czotter Nikolettanak, Nagyné Galbacs
Zsuzsanndnak, Pesti Rékanak és Barath Danielnek a k6zos munkat, a szakmai egyiittmiikodést és azt

a tAmogatd, j6 hangulatu 1égkort, amelyben a mindennapi munka zajlott.

Koszonom a volt Novényi Fejloddésbiologia csoport munkatarsainak is a kozos munkat, valamint a

szakmai tdmogatast ¢s segitséget, amely hozzajarult a kutatas elérehaladasahoz.

Halas vagyok a Biologiatudoméanyi Doktori Iskola és a Habilitdcios Kdzpont munkatarsainak a

hattérmunkaért, az adminisztrativ timogatasért és a mindenkori segitokészségért.

K6szonoém jelenlegi munkatarsaimnak a megértést, a tiirelmet és a tdmogatast, amelyet a doktori

munka befejezése soran kaptam.

Kiilon koszonet illeti Salamon Palt (Pali bacsit) a szakmai €s barati tamogatasért, az emberi

odafordulasért és a biztatasért.

Végiil, de nem utolsosorban, kszondm a csaladomnak a tiirelmet, a kitartast és a folyamatos biztatast,

amely végigkisérte ezt az utat, és amely nélkiil ez a munka nem johetett volna létre
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Hallgatdk, doktoranduszok nyilatkozata mesterséges intelligencia (M)

1. Altaldanos adatok

alkalmazasaral

Hallgaté neve:

Demian Emese

Neptun-kddja:

AAYTPK

Képzési szint (a megfelel&t jeldlje X-szel):

O BSc/BA O MSc/MA K Doktori (PhD)
] Egyéb: ........

...................

Tantargy neve/kodja*:

A munka cime:

RNS alapu

Sz6lGiiltetvények virologiai vizsgalata kis

szekvenalassal, valamint a Grapevine Pinot
gris virus Uj gazdandvényeinek azonositdsa
Magyarorszagon

nagy atereszt6képességli

* doktori értekezés esetén nem kitéltendd

2. Nyilatkozat az MI hasznalatarél

Alulirott, etikai felelGsségem teljes tudataban az alébbi nyilatkozatot teszem:

(Kérjiik, valasszon egyet az aldbbi lehetbségek koziill)

[J A) Nem alkalmaztam mesterséges intelligencia rendszert vagy szolgaltatdst.

(Amennyiben ezt jelélte, a tovabbi tabldzatok kitoltése nem sziikséges.)

0 B) Alkalmaztam mesterséges intelligencia rendszert vagy szolgaltatast.

(Kérjlik, toltse ki a vonatkozo téblazatokat!)

3. A mesterséges intelligencia hasznélatanak részletezése

I. TABLAZAT: Asszisztensi vagy kisebb mértéki felhasznalas (pl. forditas, nyelvi korrektura,

otletelés stb.)

(Ezen felhaszndldsok esetében a konkrét promptok és vdlaszok csatoldsa nem sziikséges.)

A felhasznalas célja

Alkalmazott Mi-eszkdz neve
és verzidja

Erintett rész (ha nem a
szoveg egészére vonatkozik)

forditas, nyelvi és stilisztikai
tamogatas, Otletelés

ChatGPT (OpenAl,
alapua modell)

GPT-4

A disszertacid szovegének
egyes részei

Il. TABLAZAT: Jelentés tartalmi hozzajarulas (pl. egy teljes dbra vagy egy hosszabb

szOvegrész generalasa)



(Ezekben az esetekben a felhaszndlt kulcsfontossdgu promptok és az M dltal adott nyers
vdlaszok dokumentdldsa és a munka mellékletében valé csatoldsa sziikséges.)

I- 4o ; A t- l6t
Alkalmazott M Az Bintett Tajezet 7 prompt-nap

Sl e eszkoz neve, | , - tartalmazé melléklet
A felhasznalas célja o "ladbra [/ téblazat " s
verzioja, . bejegyzésének
pontos sorszama :
sorszama

elérhetGsége

3/A. Oktaté altal el&irt kiegészits szabalyok (ha vannak)

Amennyiben az adott tantargy oktatdéja vagy témavezetdje az Ml-eszkéz6k hasznalatara
vonatkozéan kiilén szabalyokat vagy elvarasokat hatarozott meg, kérjiik, az aldbbi mezében
foglalja 6ssze ezeket:

Pl. az MI haszndlatdnak tilalma bizonyos feladattipusokra; csak konkrét eszkéz haszndlata
engedélyezett; eltér6 hivatkozdsi elvdrdsok; dokumentdcios forma stb.

Oktato vagy témavezetd éltal el8irt szabalyok:

...............................................................................................................

4. Minden hallgatéra vonatkozé nyilatkozat:

Kijelentem, hogy az MI altal esetlegesen generalt tartalmakat minden esetben kritikailag
fellilvizsgéltam, szerkesztettem és a munkaba illesztettem. A leadott munka minden eleméért,
annak eredetiségéért és tudomdnyos helytallosagaért teljes kérii felel6sséget vallalok.
Tudomasul veszem, hogy a Magyar Agrar- és Elettudomanyi Egyetem a benyujtott munkat
mesterséges intelligencia detektorral ellendrizheti, és eljdrast kezdeményezhet, amennyiben
a nyilatkozatom valétlan vagy hianyos.

Kelt: Godollg, 2026. ......februar...... hé ...08. ... nap
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