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Osszefoglalas

A sz616t tobb, mint 60 virus és viroid képes megfertdzni, igy az iiltetvények egészségiigyi
allapotat alapvetden befolyasolja ezen korokozokkal valo fertézottségének mértéke. Munkéank soran
a fobb hazai borvidékeket képvisel termd iiltetvényekben a novény védekezé folyamatai soran
keletkez6 virus specifikus kis RNS-ek tjgeneracios szekvenalasaval hataroztuk meg az
tiltetvényekben eléforduld virusokat és viroidokat. A felmérésiink két, hazankban eddig nem izolalt
virus: Sz616 Syrah virus 1 és Sz6l6 Pinot gris virus gyakori elterjedését mutatta ki, mely virusok

jelenlétét RT-PCR reakcioval és hagyomanyos szekvenalassal is visszaigazoltuk.

Kulcsszavak: sz616, virus, diagnosztika, kis RNS tjgeneracios szekvenalds
Abstract

Among several grapevine infecting pathogens there are more than 60 viruses and viroids.
Lifespan of grapevine plantations are greatly influenced by their possible infection with viruses and
viroids. In our work instead of traditional virus diagnostics methods we used a basically new
strategy to detect virus infection in grapevine: next generation sequencing of virus derived small

RNAs. We used this technique to determine the presence of these pathogens in grapevine
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plantations from distant part of the country. During our survey we detected widespread distribution
of two viruses, never described in our country before: Grapevine Pinot gris virus and Grapevine

Syrah virus1. Their presence was validated by RT-PCR and traditional Sanger sequencing.

Keywords: grapevine, virus, diagnostics, smallRNA-NGS

Bevezetés

A sz616t igen sok korokozo betegitheti meg, koztiik tobb, mint 60 virus és viroid (Martelli,
2014). A virusfertdzések elleni egyetlen hatékony védekezési mod a fertdzés megelozése lehet. A
megelézés egyrészt a virusokat terjesztd vektorok elleni védelmet, masrészt az egészséges,
virusmentes szaporitdanyagok alkalmazéasat jelenti. A szOl6t fajtafenntartds miatt vegetativan
szaporitjak, igy a legnagyobb fertézési forrds maga a szaporitoanyag. A megelGzés, azaz az
egészséges szaporitdanyag eldallitasanak és alkalmazasanak kulcsa a korokozok kimutatasara
alkalmazott diagnosztikai modszerek érzékenységében rejlik. A magyarorszagi hatosagi virus
diagnosztika a hagyomanyosnak mondhato fas- és lagyszara biotesztekre, a virus
kopenyfehérjéjének kimutatasara tervezett szerologiai (ELISA), a virus Orokité anyaganak
kimutatasara hasznalt molekularis biologiai vizsgalatokra (reverz transzkripciot kovetd polimeraz
lancreakcio (RT-PCR), nukleinsav hibridizacios technikak) timaszkodik. Ezen modszerek azonban
csak azon ismert virusok kimutatasara alkalmasak, melyek esetében rendelkezésre all az ELISA
vizsgalat esetében a virus specifikus ellenanyag, molekularis biologiai modszerek esetében pedig
legalabb részben ismerniink kell a virus 6rokitd anyaganak bazissorrendjét.

Az Tjgeneracios szekvenalasok fejlodése és az RNS interferencia folyamatanak felderitése
teljesen 0j megkozelitési modot nyitott a virusdiagnosztikaban (Pantaleo és mtsai, 2010, Navarro és
mtsai, 2009, Giampetruzzi mtsai, 2012). Virusfertdzés soran a névény védekezé rendszere (RNS
interferencia vagy géncsendesités), olyan specifikus reakciokat indit, melynek eredményeképpen a
novény, a fertd6z6 virust lebontja (Csorba és mtsai, 2009). A lebontds specifitdsat a virus
szekvenciajaval megegyezé szekvenciaji rovid, 21-25nt hosszasagu kisRNS-ek (small interfering
RNA - siRNS) adjak (Baulcombe, 2004). A siRNS-ek a védekezési reakcid soran keletkeznek a
virus replikacioja soran létrej6vé duplaszala RNS-rél a ndvény egy RN-az aktivitassal rendelkezo,
DICER enzimének aktivitasanak eredményeképpen. A siRNS-ek egyik szala beépiil a
géncsendesités végrehajtd komplexébe a RISC (RNA induced silencing complex — RNS indukalta
géncsendesitési komplex)- be, ami ezutan felismer és hasit minden, olyan RNS-t, amely szekvencia

komplementaritast mutat a beépiilt kisRNS-el. Virussal, vagy viroiddal fert6zétt ndvényben tehat
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jelen vannak a kérokozo szekvencigjaval megegyezo kis RNS-ek, melyeket klonozni lehet. Az igy
nyert kisRNS konyvtarban jelenlevd RNS-ek szekvencidja NGS-sel meghatarozhaté (Pantaleo és
mtsai, 2010, Navarro és mtsai, 2009). A megkdozelités eldonye a hagyomanyos molekularis bioldgiai
szemlélettel szemben, hogy olyan patogéneket is detektalni tud, amelyeket eddig nem ismertiink,
vagy az adott névényen korabban nem keriiltek leirasra (Al Rwahnih és mtsai, 2009, Giampetruzzi
¢és mtsai, 2012).

Munkank soran kisSRNS-ek ujgeneracids szekvenalasaval végeztiink virusdiagnosztikai felmérést
Magyarorszag legfontosabb borvidékeinek sz6lGiiltetvényein, mely soran {ij sz616r6l izolalt virusok,
a Sz0616 Syrah virus-1 (GSyV-1) és Sz616 Pinot gris (GPGV) virus széleskori elterjedését mutattuk
ki.

Anyag és médszer

Vizsgalatainkhoz a sziikséges ndvényanyagot Magyarorszag 9 kiilonbozé borvidékének, 20
mintavételi helyérdl, iiltetvényenként véletlenszertien kijelolt 5-10 t6kérdl gyijtottik be. A ndvényi
mintak kiilonbozd részeibdl (levél, hajtascstcs, virdg és kacs) RNS-t vontunk ki Gambino és
munkatarsai (2008) modszere alapjan. Az egyes sz6l6 mintak szerveib6l kivont RNS-bél egyed,
illetve {ltetvény RNS keveréket, ,,poolokat” allitottunk el6. Az igy kapott iltetvény RNS
keverékbdl az Illumina TrueSeq Small RNA Sample preparation altalunk moédositott protokollja
alapjan kisRNS konyvtarat készitettiink, majd a kisRNS konyvtarakat Illumina platformon az UD
Genomed szekvenalta. A szekvenalas mindségének ellendérzésére FastQC programot hasznaltunk.
Ezt kovetden eltavolitottuk a primer és adapter szekvenciakat, erre alkalmas a Trimmomatic
program alkalmazasaval. Annak érdekében, hogy mintdinkban virusokat azonosithassunk,
felillesztettik Oket az NCBI-bol szarmazd virus eredetli referencia virusgenomjait tartalmazo
adatbazishoz. Az illesztéshez BWA aln modszert alkalmaztunk. A kisRNS szekvencidkat de novo is
Osszeillesztettiik hosszabb ,.kontig” szekvencidkba, 13-as és 15-0s kmer méret beallitasa mellett
Velvet Software segitségével. A velvet alkalmazds segitségével Osszeszerelt virus genomi
szekvencidkat Blast program segitségével az NCBI virus referencia szekvencia adatbdzisahoz
illesztettiik, hogy beazonositsuk ¢ket. Az igy nyert bioinfomatikai eredmények valddisagat
molekularis biologiai modszerekkel kezdtiik el visszaigazolni. Ehhez az RNS kivonatokrél cDNS-t
szintetizaltunk RevertAid kit (RevertAid First Strand ¢cDNA Synthesis kit-Thermo Scientific)
segitségével. melyeket templatként hasznalva PCR reakcioval vizsgaltuk az adott virus jelenlétét
irodalomban publikalt virus specifikus diagnosztikai primereket hasznalva GSyV-1 (Al Rwahnih és

mtsai, 2009, Sabanadzovic és mtsai, 2009) és GPGV (Glasa és mtsai, 2014) . A kapott termékek egy
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részének bazissorrendjét a tisztitott PCR termékek hagyomanyos Sanger szekvenalasaval is

ellenOriztik.

Megyvitatas

Munkank soran, az orszag 9 borvidékének, 20 iiltetvényének virusdiagnosztikajat végeztiik el
kisRNS-ek ujgeneracidés szekvenalasaval. Az altalunk hasznalt modszerek segitségével nagy
szamban tudtunk sz616 mintakbdl j6 mindségii kisRNS koényvtarat késziteni. A nyers szekvencidk
trimmelése utan atlagosan 8 millid kisRNS szekvenciat, ,read”-et, kaptunk konyvtaranként. A
referencia adatbazishoz illesztés soran magas talalatot kaptunk két virusra, Sz616 Pinot gris (GPGV)
¢és Sz616 Syrah virus-1 (GSyV-1) virusokra, melyeket eddig magyarorszagi sz6l6 iiltetvényeken nem
irtak le. A virusok jelenlétét RT-PCR reakcidval is igazoltuk. A GSyV-1 virus elterjedtség PCR
vizsgalat alapjan nem volt jelentds, azonban a szekvenalasi adatok a virus nagyfoku elterjedésre
utalnak. A GSyV1 esetében két kiilonbozoé primerparral a metiltranszferaz, és a kopenyfehérje gén
egy darabjat sokszoroztuk és azonositottuk a virus specifikus terméket. A legszélesebb korii virus
fertézottséget a GPGV mutatta, mind a bioinformatikai eredmények mind a RT-PCR alapjan. A
GPGYV esetében a kdpenyfehérje egy darabjat sokszoroztuk virus specifikus inditoszekvencidkkal és

csupan egy iiltetvényt talaltunk e virustol mentesnek.
Kovetkeztetések

Eredményeink alapjan elmondhatjuk, hogy a virus eredetli kisRNS-ek ujgeneracios szekvenalasa,
a bioinformatikai elemzések €s a molekularis biologiai moddszerek kombindcidja hatékony
virusdiagnosztikat eredményezett. A virus specifikus kisSRNS-ek ujgeneracios szekvenaldsdval
azonositottuk két, Magyarorszagon eddig ismeretlen virus el6fordulasat. Mivel e virusok elterjedése

rendkiviil széles kort, a jovében fokozott figyelmet érdemelnek.
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