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Összefoglalás 

 

 A szőlőt több, mint 60 vírus és viroid képes megfertőzni, így az ültetvények egészségügyi 

állapotát alapvetően befolyásolja ezen kórokozókkal való fertőzöttségének mértéke. Munkánk során 

a főbb hazai borvidékeket képviselő termő ültetvényekben a növény védekező folyamatai során 

keletkező vírus specifikus kis RNS-ek újgenerációs szekvenálásával határoztuk meg az 

ültetvényekben előforduló vírusokat és viroidokat. A felmérésünk két, hazánkban eddig nem izolált 

vírus: Szőlő Syrah vírus 1 és Szőlő Pinot gris vírus gyakori elterjedését mutatta ki, mely vírusok 

jelenlétét RT-PCR reakcióval és hagyományos szekvenálással is visszaigazoltuk. 
 

Kulcsszavak: szőlő, vírus, diagnosztika, kis RNS újgenerációs szekvenálás 

 

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 

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. 
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Bevezetés 

 

A szőlőt igen sok kórokozó betegítheti meg, köztük több, mint 60 vírus és viroid (Martelli, 

2014). A vírusfertőzések elleni egyetlen hatékony védekezési mód a fertőzés megelőzése lehet. A 

megelőzés egyrészt a vírusokat terjesztő vektorok elleni védelmet, másrészt az egészséges, 

vírusmentes szaporítóanyagok alkalmazását jelenti. A szőlőt fajtafenntartás miatt vegetatívan 

szaporítják, így a legnagyobb fertőzési forrás maga a szaporítóanyag. A megelőzés, azaz az 

egészséges szaporítóanyag előállításának és alkalmazásának kulcsa a kórokozók kimutatására 

alkalmazott diagnosztikai módszerek érzékenységében rejlik. A magyarországi hatósági vírus 

diagnosztika a hagyományosnak mondható fás- és lágyszárú biotesztekre, a vírus 

köpenyfehérjéjének kimutatására tervezett szerológiai (ELISA), a vírus örökítő anyagának 

kimutatására használt molekuláris biológiai vizsgálatokra (reverz transzkripciót követő polimeráz 

láncreakció (RT-PCR), nukleinsav hibridizációs technikák) támaszkodik. Ezen módszerek azonban 

csak azon ismert vírusok kimutatására alkalmasak, melyek esetében rendelkezésre áll az ELISA 

vizsgálat esetében a vírus specifikus ellenanyag, molekuláris biológiai módszerek esetében pedig 

legalább részben ismernünk kell a vírus örökítő anyagának bázissorrendjét.  

Az újgenerációs szekvenálások fejlődése és az RNS interferencia folyamatának felderítése 

teljesen új megközelítési módot nyitott a vírusdiagnosztikában (Pantaleo és mtsai, 2010, Navarro és 

mtsai, 2009, Giampetruzzi mtsai, 2012). Vírusfertőzés során a növény védekező rendszere (RNS 

interferencia vagy géncsendesítés), olyan specifikus reakciókat indít, melynek eredményeképpen a 

növény, a fertőző vírust lebontja (Csorba és mtsai, 2009). A lebontás specifitását a vírus 

szekvenciájával megegyező szekvenciájú rövid, 21-25nt hosszúságú kisRNS-ek (small interfering 

RNA – siRNS) adják (Baulcombe, 2004). A siRNS-ek a védekezési reakció során keletkeznek a 

vírus replikációja során létrejövő duplaszálú RNS-ről a növény egy RN-áz aktivitással rendelkező, 

DICER enzimének aktivitásának eredményeképpen. A siRNS-ek egyik szála beépül a 

géncsendesítés végrehajtó komplexébe a RISC (RNA induced silencing complex – RNS indukálta 

géncsendesítési komplex)- be, ami ezután felismer és hasít minden, olyan RNS-t, amely szekvencia 

komplementaritást mutat a beépült kisRNS-el. Vírussal, vagy viroiddal fertőzött növényben tehát 
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jelen vannak a kórokozó szekvenciájával megegyező kis RNS-ek, melyeket klónozni lehet. Az így 

nyert kisRNS könyvtárban jelenlevő RNS-ek szekvenciája NGS-sel meghatározható (Pantaleo és 

mtsai, 2010, Navarro és mtsai, 2009). A megközelítés előnye a hagyományos molekuláris biológiai 

szemlélettel szemben, hogy olyan patogéneket is detektálni tud, amelyeket eddig nem ismertünk, 

vagy az adott növényen korábban nem kerültek leírásra (Al Rwahnih és mtsai, 2009, Giampetruzzi 

és mtsai, 2012).  

Munkánk során kisRNS-ek újgenerációs szekvenálásával végeztünk vírusdiagnosztikai felmérést 

Magyarország legfontosabb borvidékeinek szőlőültetvényein, mely során új szőlőről izolált vírusok, 

a Szőlő Syrah vírus-1 (GSyV-1) és Szőlő Pinot gris (GPGV) vírus széleskörű elterjedését mutattuk 

ki. 
 

Anyag és módszer 
 

Vizsgálatainkhoz a szükséges növényanyagot Magyarország 9 különböző borvidékének, 20 

mintavételi helyéről, ültetvényenként véletlenszerűen kijelölt 5-10 tőkéről gyűjtöttük be. A növényi 

minták különböző részeiből (levél, hajtáscsúcs, virág és kacs) RNS-t vontunk ki Gambino és 

munkatársai (2008) módszere alapján. Az egyes szőlő minták szerveiből kivont RNS-ből egyed, 

illetve ültetvény RNS keveréket, „poolokat” állítottunk elő. Az így kapott ültetvény RNS 

keverékből az Illumina TrueSeq Small RNA Sample preparation általunk módosított protokollja 

alapján kisRNS könyvtárat készítettünk, majd a kisRNS könyvtárakat Illumina platformon az UD 

Genomed szekvenálta. A szekvenálás minőségének ellenőrzésére FastQC programot használtunk. 

Ezt követően eltávolítottuk a primer és adapter szekvenciákat, erre alkalmas a Trimmomatic 

program alkalmazásával. Annak érdekében, hogy mintáinkban vírusokat azonosíthassunk, 

felillesztettük őket az NCBI-ból származó vírus eredetű referencia vírusgenomjait tartalmazó 

adatbázishoz. Az illesztéshez BWA aln módszert alkalmaztunk. A kisRNS szekvenciákat de novo is 

összeillesztettük hosszabb „kontig” szekvenciákba, 13-as és 15-ös kmer méret beállítása mellett 

Velvet Software segítségével. A velvet alkalmazás segítségével összeszerelt vírus genomi 

szekvenciákat Blast program segítségével az NCBI vírus referencia szekvencia adatbázisához 

illesztettük, hogy beazonosítsuk őket. Az így nyert bioinfomatikai eredmények valódiságát 

molekuláris biológiai módszerekkel kezdtük el visszaigazolni. Ehhez az RNS kivonatokról cDNS-t 

szintetizáltunk RevertAid kit (RevertAid First Strand cDNA Synthesis kit-Thermo Scientific) 

segítségével. melyeket templátként használva PCR reakcióval vizsgáltuk az adott vírus jelenlétét 

irodalomban publikált vírus specifikus diagnosztikai primereket használva GSyV-1 (Al Rwahnih és 

mtsai, 2009, Sabanadzovic és mtsai, 2009) és GPGV (Glasa és mtsai, 2014) . A kapott termékek egy 

részének bázissorrendjét a tisztított PCR termékek hagyományos Sanger szekvenálásával is 

ellenőriztük. 

 

Megvitatás 
 

Munkánk során, az ország 9 borvidékének, 20 ültetvényének vírusdiagnosztikáját végeztük el 

kisRNS-ek újgenerációs szekvenálásával. Az általunk használt módszerek segítségével nagy 

számban tudtunk szőlő mintákból jó minőségű kisRNS könyvtárat készíteni. A nyers szekvenciák 

trimmelése után átlagosan 8 millió kisRNS szekvenciát, „read”-et, kaptunk könyvtáranként. A 

referencia adatbázishoz illesztés során magas találatot kaptunk két vírusra, Szőlő Pinot gris (GPGV) 

és Szőlő Syrah vírus-1 (GSyV-1) vírusokra, melyeket eddig magyarországi szőlő ültetvényeken nem 

írtak le. A vírusok jelenlétét RT-PCR reakcióval is igazoltuk. A GSyV-1 vírus elterjedtség PCR 

vizsgálat alapján nem volt jelentős, azonban a szekvenálási adatok a vírus nagyfokú elterjedésre 

utalnak. A GSyV1 esetében két különböző primerpárral a metiltranszferáz, és a köpenyfehérje gén 

egy darabját sokszoroztuk és azonosítottuk a vírus specifikus terméket. A legszélesebb körű vírus 

fertőzöttséget a GPGV mutatta, mind a bioinformatikai eredmények mind a RT-PCR alapján. A 

GPGV esetében a köpenyfehérje egy darabját sokszoroztuk vírus specifikus indítószekvenciákkal és 

csupán egy ültetvényt találtunk e vírustól mentesnek.  
 

Következtetések 
 

Eredményeink alapján elmondhatjuk, hogy a vírus eredetű kisRNS-ek újgenerációs szekvenálása, 

a bioinformatikai elemzések és a molekuláris biológiai módszerek kombinációja hatékony 

vírusdiagnosztikát eredményezett. A vírus specifikus kisRNS-ek újgenerációs szekvenálásával 

azonosítottuk két, Magyarországon eddig ismeretlen vírus előfordulását. Mivel e vírusok elterjedése 

rendkívül széles körű, a jövőben fokozott figyelmet érdemelnek.  
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trimmelése után átlagosan 8 millió kisRNS szekvenciát, „read”-et, kaptunk könyvtáranként. A 

referencia adatbázishoz illesztés során magas találatot kaptunk két vírusra, Szőlő Pinot gris (GPGV) 

és Szőlő Syrah vírus-1 (GSyV-1) vírusokra, melyeket eddig magyarországi szőlő ültetvényeken nem 

írtak le. A vírusok jelenlétét RT-PCR reakcióval is igazoltuk. A GSyV-1 vírus elterjedtség PCR 

vizsgálat alapján nem volt jelentős, azonban a szekvenálási adatok a vírus nagyfokú elterjedésre 

utalnak. A GSyV1 esetében két különböző primerpárral a metiltranszferáz, és a köpenyfehérje gén 

egy darabját sokszoroztuk és azonosítottuk a vírus specifikus terméket. A legszélesebb körű vírus 

fertőzöttséget a GPGV mutatta, mind a bioinformatikai eredmények mind a RT-PCR alapján. A 

GPGV esetében a köpenyfehérje egy darabját sokszoroztuk vírus specifikus indítószekvenciákkal és 

csupán egy ültetvényt találtunk e vírustól mentesnek.  
 

Következtetések 
 

Eredményeink alapján elmondhatjuk, hogy a vírus eredetű kisRNS-ek újgenerációs szekvenálása, 

a bioinformatikai elemzések és a molekuláris biológiai módszerek kombinációja hatékony 

vírusdiagnosztikát eredményezett. A vírus specifikus kisRNS-ek újgenerációs szekvenálásával 

azonosítottuk két, Magyarországon eddig ismeretlen vírus előfordulását. Mivel e vírusok elterjedése 

rendkívül széles körű, a jövőben fokozott figyelmet érdemelnek.  
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Összefoglalás 
 

A szőlőtőkék faszöveti betegségei világszerte jelentős gazdasági kárt okoznak. A Pécsi 

Tudományegyetem Szőlészeti és Borászati Kutatóintézetében Cabernet sauvignon, Merlot és 

Cirfandli fajtán, három egymást követő és eltérő jellegű évben vizsgáltuk a fajta és az évjárat 

hatását a tünet megjelenés gyakoriságára. A legnagyobb tünet gyakoriság a 2014-es, csapadékos 

évet jellemezte. 2015- ben a krónikus tünet megjelenés volt jellemző, a tünetek nagyrészt teljes 

tőkére kiterjedően jelentkeztek. Cabernet sauvignon és Cirfandli fajtákon a 2015-ben 

manifesztálódó tünetek közel 40 százalékát a már az előző évben is diagnosztizált tőkéken 

figyeltük meg. Eredményeink alapján megállapítottuk, hogy az évjárat hatása a fás 

betegségtünetek gyakoriságára fajtánként eltérő lehet. 

 

Kulcsszavak: Esca/BDA, évjárat, fajta 
 

Abstract 
 

Trunk diseases of grapevine cause significant economic losses worldwide. The effect of 

vintages (2013-2015) on disease symptom prevalence was studied on three cultivars (Cabernet 

sauvignon, Merlot and Cirfandli) in the Institute for Viticulture and Enology, University of Pécs. 

The highest disease symptom rate was monitored in the humid year, 2014. 

In 2015 the chronic, whole stock symptoms were dominant. In 2015, 40 percent of symptomatic 

cv. Cabernet sauvignon and cv. Cirfandli stocks showed symptoms already in the former year. 

Based on our results the vintage dependence of disease symptoms can vary from cultivar to 

cultivar. 
 

Keywords: Esca/BDA, vintage, cultivar
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