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Roviditésjegyzék

Révidités Jelentése

ArMV Arabis mosaic virus

cDNS kopia-DNS

CTAB Trimentilammonium-bromid

DCL Dicer-like proteins (Dicer-szer( fehérjék)

dNTP dezoxiribonukleotid

EDTA Etilén-diamin-tetraecetsav
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GFkV Grapevine fleck virus
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GFLV-VB Grapevine fanleaf virus-

GFLV-YM Grapevine fanleaf virus-Yellow Mosaic

GLRaV-1,2,3 Grapevine leafroll.associated virus-1,2,3

GPGV Grapevine Pinot Gris virus

GSyV-1 Grapevine Syrah virus-1

GVA Grapevine virus A

GVB Grapevine virus B

NGS Next-Generation sequencing (Uj-generacios szekvenalas)

PCR Polimerase chain reaction (Polimeraz lancreakcio)

PVP Polivinil-pirrolidon

RISC RNA-induced Silencing Complex (RNS indukalta csendesitésért felelés
fehérjekomplex)

RSPaV Rupestris stem pitting-associated virus

Tris-HC/ 2-amino-2-hidroximethil-1,3-propanediol-hidrogénklorid




1. Bevezetés

Manapséag szinte kdzhelynek szamit az a kijelentés, miszerint a bor minésége 80%-ban a sz&lében
dél el, pedig kozel all a valésaghoz. Ez a szam tébb tényezdbdl tevidik dssze. Egyrészt a megfeleld szblészeti
déntések meghozatalabol, példaul egy adott fajta megfelelé termdhelyre vald telepitésével, megfelel6
mivelésmod megvalasztadsaval, vagy talaj Osszetételének ismeretébdl, és a megfeleld tapanyag-
utanpétiasabol. Az alabbi felsorolas csak néhanyat tartalmaz a szadmtalan szblészeti feladatbdl, amelyek

onmagukban is nagy szakértelmet igényelnek.

A masik fontos tényezé a széléiiltetvény egészségének a fenntartasa, hiszen tudjuk, hogy hibatian,
harmonikus, akar kiemelkedd bor csak egészséges, megfeleléen érett alapanyaghdl késziilhet. Ez igen
Osszetett feladat, mert szamos kartevd és korokozd tamadhatja meg a sz6l6t. A j6 szakembernek tudnia kell
azonositani ezeket és kidolgoznia a megfelel6 védekezési stratégiat, Ugy hogy a lehetd legkisebb okologiai
labnyomot hagyja a védekezés nyoman. Napjainkban a ndvényvédelem Ujabb és ujabb kihivasokkal
szembestl. A globalis éghajlatvaltozas és a gyors nemzetkdzi transzfernek kdszonhetben Uj, akér rezisztens
kartevék és korokozok jelentenek veszélyt hazankban. Ezek kdzll is dolgozatomban a Magyarorszagon
jelenleg kissé kevésbé a figyelem kdzéppontjaban [évd, de a jovében varhatoan egyre nagyobb veszélyt jelentd
virusokkal foglalkozom. Véleményem szerint azért sincsenek ezek a korokozdk olyan szinten a kdztudatban,
mert az allati kartevok és a gombas fertézések sokszor tulsagosan lefoglaljgk a gazdakat. A szakmai
gyakorlatomat az Egyesiilt Allamokban jarva débbentem ra, hogy mekkora kart is tudnak okozni a virusok a
szbléiltetvényekben, ha a lisztharmat és a rothadas nincs jelen. Voltak olyan terilletek, ahol a virusfertézés
tineteit mutatd tékék tdmege mar messzirdl lathatd volt. Egyes parcellakban 5-10 évente kell Ujratelepitést
végezni, mert ez id6 alatt a t6kék nagy hanyada rendszerint kipusztul. A szakemberek elmondésa szerint a
talajok nagy része fert6z6tt. Leginkabb a tékesatnyulas és a levélsodrodasi komplex tlnetei mutatkoznak, de
szdmos mas betegség neve is felmeriilt. A latottak raébresztettek a téma relevancidjara, hiszen az a
nagymertékli eszmei és gazdasagi kar, amit a sz6l6virusok az amerikai kontinensen okoznak, mindenképp
elgondolkoztaté. Hiszem, hogy megfelelé edukaciéval és prevencidval elkertlhetjik, hogy Magyarorszéagon is

hasonl6 képet mutassanak a szdl6terileteink.

A ndvényvirusok azon kdrokozok kozé tartoznak, melyek a mindennapi termesztésben csak akkor
hivjék fel magukra a figyelmet, ha mér a névények egyértelm( tiineteket mutatnak. Maga a kérokozé csak
elektronmikroszkop segitségével lathato, és szakavatott szemmel sem lehetséges a pontos azonositasa. A
novényen csak tlneteik alapjan azonosithatoak, de egy tinet megjelenése nem zérja ki a tobbi korokozo
jelenlétét. Az egyideji fertézések szdma igen, nagy, szinte minden esetben el6fordul. A virusok elleni
védekezés is igen nehéz, hiszen a fertézott ndvény jelenlegi tudasunk szerint nem gyogyithato, igy az ellentk
valé védelem kimeril a prevenciéban, a szaporitbanyag virusmentesitésében és a vektorok elleni
védekezésben. Egy ndvény fertdzottségének mértéke molekularis bioldgiai mddszerekkel hatarozhaté meg a

legbiztosabban.



1.1. Célkitizés

Dolgozatomban azt a sz6l6termesztésben fellépd, kérdést vizsgalom, hogy adott sz8lélltetvényeken
milyen gyakorisaggal, illetve tdmegességben fordulnak eld, tipikusan a szél6re jellemzd ndvényvirusok.
Szeretnék szot ejteni a virusok biol6giajarél és Magyarorszagon okozott betegségekrdl. A kisérleti részben

pedig egy komplex, 5 dilére kiterjedd PCR technolégian alapul6 virusdiagnosztikat mutatok be.

Figyelembe véve, hogy egyes fajtak érzékenyebben reagalnak bizonyos virusokra, illetve tlineteik
jobban kifejezédnek, a kisérletet egyetlen fajtan, a Tokaj-Hegyaljan legnagyobb mértékben termesztett

Furminton végeztik, de a fajtan belil, a kiilénbdzd kidnokat nem kiilénbdztettiik meg.

A mintavétel tervezésénél a cél az volt, hogy kilonb6zd, egyedi tulajdonsagokkal rendelkezé diilGkbél,
de lehetbleg hasonl6 termesztési korilmények kozul vegyik a nukleinsav-kivonasra szant novényi mintakat.

Azt is szerettem volna vizsgalni, hogy ezek a kortlmények lehetnek-e befolyassal a virus fertézottségre.

Alapvetden tlineteket nem mutato, latszdlag egészséges tékéket, de ezek mellett virusos fertézés jeleit
mutatd tékéket is vizsgaltunk. A lathatd virusos betegségek tiinetein tUl egyéb betegségek tlneteit, illetve
specialis korliményeket kerestlink. Az egyik Ultetvényben egy vas-hiany jeleit mutaté tablabol vettlink mintat,
mig egy masik Ultetvényben, ahol az atlagosnél tébb ESCA megbetegedés volt jelen, igyekeztiink ESCA
tinetes t6két is mintazni. Egy harmadik Gltetvényrél a mintavétel kdzben megtudtuk, hogy a sz6l6telepités elétt
a terlileten szeder nagy egyedszamban volt jelen, és a sorkdzok takaréndvényzetének jelenleg is tagja, igy itt

szederrdl is gydjtottlnk mintat.

A célkitlizések kdzott szerepelt az is, hogy a Magyarorszagon nemrégiben kimutatott Grapevine Pinot

Gris Virus tokaji jelenlétét feltérképezzik és keresstink olyan faktorokat, amelyek az elterjedését befolyasoljak.



2. Irodalmi attekintés

2.1. A borvidék jellemzése szblészeti és ndveny-egészsegugyi
szempontbdl

A Tokaji borvidék Magyarorszag észak-keleti csiicskében, a Zempléni hegység labanal helyezkedik
el. A hegység vonulatai mentén, a volgyekben és medencékben helyezkednek el a legkivalobb terlletek. A
Miocén korszak-béli vulkani tevékenység és gejzirek aktiv miikddése alakitotta ki a jelenlegi rendkivil
valtozatos talajszerkezetet. Az alapk6zet legjellemz8bb alkotéi tobbek kdzott az andezit, riolit, riolit-tufa, és a
dacit, egyes helyeken pedig a 6sz az uralkodo talajféleség. A telepilések dil6i kozotti kildnbségnek ez az
egyik meghatérozdja. Példaul Tokaj és Tarcal korzetében 16szds a talaj, mig Madon, Ratkan, vagy Tallyan a
vulkanikus kézet a jellemzé. A klima széraz kontinentélis, az atlagos évi kdzéphémérséklet 9.5°C. Az évi
csapadékmennyiség kicsivel tobb, mint a Magyarorszagon atlagos, 590 mm. Jellemzéen északi, észak-keleti

szelek fujnak. A napsttéses 6rak szama 1950 6ra kérdl van.

Az atlagosnak tind adatok ellenére a borvidék klimaja igen specidlis, ami csak bizonyos évjaratokban,
az 6sz bekdszontével nyilvanul meg. A vidéket szamos folyo szeli &t, a legnagyobbak a Tisza és a Bodrog. A
folyok kdzelsége miatt allandd jelenségként fellépd kdd, és a sirdl, keszty(ujj-szeri hegy-volgy tagolodas miatt
a para nagyon sokszor bent ragad a terlleteket magaba foglalé volgyekben. Ha ez meleg, napsiitéses &szi
id6jarassal parosul, nemesrothadas Iép fel. Ez egyben hatranyt is jelenthet, hiszen ha a meleg, szaraz periodus
elmarad, és a paratartalom hosszU ideig magas, kombinalva az 6szi esézésekkel, komoly karokat okozhat a
szlirke- és fakérothadas. Az egyéb gombas megbetegedések jelenléte évjaratfiggd. Talan a széldorbancot

lehet kiemelni, ami a borvidék magasabban fekvd tertletein évrdl-évre megjelenhet.

1. abra. Jellegzetes 6szi latkép Tokaj-hegyaljan, melyen jol latszik a volgyekben meguld kéd



Kértani betegségek szempontjabdl altalanosnak mondhatd a kép. Elvétve lehet talalkozni olyan fas
betegségek tlineteivel, mint az Eutypas elhalas, vagy a Botrioszférias karelhalas. Viszont a Magyarorszagon a
2000-es évektél ronamosan terjedd ESCA a Tokaji borvidéken is egyre nagyobb szamban van jelen. 2003 és
2005 kozott folyd vizsgélatban a vizsgalt tokék 1,4%-a mutatott tlneteket. Ezt a betegség komplexet szamos
kllénbdzd gombafaj egyittes fertézése okozza, és egyes feltételezések szerint virusfertézés is kdzrejatszédhat

az Esca kialakulasaban. (Rébai et al. 2008)

A masik hazankban nagy fenyegetést okozo korokozo a Flavescence dorée fitoplazma, amely a Sz6/6
aranyszin(i sargasag betegséget okozza. Egyetlen ismert vektora, az amerikai szélékabdca (Scaphoideus
titanus) a keleti orszagrészben, a Tisza vonalan nagyszdmu populacidkban van jelen. Ennek ellenére a Nébih

legfrissebb adatai szerinte fertézott tékét a borvidéken még nem irtak le.

2.2. A Furmint szll6fajta leirasa és korokozokra valo
érzékenysége

A Furmint mar a Csepregi Pal professzor, 50-es évek béli leirasa alapjan is az egyik legértékesebb és
legkivalobb, feltételezhetéen magyar eredetli szbl6fajta. Akkor mar kivétel nélkiil minden borvidéken
termesztették, a legnagyobb mértékben és egyben legjobb minéségben Tokaj-hegyaljan, Somlén, Mecsekaljan

és Badacsonyban.

Az Ujabb leirasok a Balkan-félszigetrdl, vagy a Szerémségbdl eredeztetk és a pontuszi
valtozatcsoportba soroljak. A fajtakdrbe szdmos fajta tartozik, mi leggyakoribbat, a Fehér furmintot vizsgaltuk.
Termesztésben ennek 7 kionja lelhetd fel. A fiirtje kdzépnagy, hengeres és témétt. Mivel rosszul termékenyill,
gyakran eléfordul, hogy madarkas a fiirt, a bogydi nem egyszerre érnek be. Ennek kdvetkeztében az érés
késbbbi fazisaban is felléphet az éretlenebb bogyodkon lisztharmat fertézés, ami a bogyok felrepedésének
esetében rothadast indithatnak a flirt belsejébdl. Hosszu tenyészideji fajta, koran fakad, kozepes idében
viragzik, zsendul, és késon érik. A biologiai érettséget oktdber kdzepén éri el. Kozepes termbképesséq,

bogydpergésre nem hajlamos. Tékéje hosszu élettartamu (Hajdu, 2003).

Az ellenallasat tekintve fagyérzékeny, de szarazsagtlré. Azt tudjuk, hogy a gombas fertézésekre,
kulénésen a rothadasra fogékony. Bogyoi kénnyen rothadnak, illetve nemesrothadnak. Viszonylag szellés
lombozatot nevel, igy megfelelé z6ldmunkaval és az iltetvény fekvésének optimélis megvalasztasaval szdmos

gombas fertézéssel szemben konnyedén megvédhetd.

Bora jellegzetes illatl és zamatu, sajatos fanyar izvilaggal. Mivel sokéig megtartja a savakat, de j6
cukorgy(ijtd is egyben, bora igen harmonikus lehet, és hosszan eltarthatd. Nincs kilonleges kornyezeti igénye,
és minden talajhoz jol alkalmazkodik, bora remekiil képes kifejezni a terméhely egyediségét. Tokaj-hegyaljan

nemes-rothadasra valé hajlama és intenziv izanyagai miatt a botritiszes édes borok f6 alapanyaga.



2. bra. A Furmint szél6fajta morfoldgiai felépitése (Hajdu,2003)

2.3. Noveényi virusok- és virus okozta megbetegedések

2.3.1. Virusok jellemzése

A virusok legegyszer(bben ugy irhatoak le, hogy olyan fertéz8, megbetegedést okozd kdrokozok,
amelyek csupan genetikai anyagbél és az azt korllvevé fehérjeburokbdl alinak, egyedi gazdaspecifitassal
rendelkeznek (Lazar, 2011). Onallé metabolikus folyamatokra nem képesek, ezért a gazdasejt mechanizmusait
hasznaljak, mind a genom, mind a fehérjeburok szintéziséhez, azaz uj virusok termeléséhez. Gazdasejten kivill
virion formaban vannak jelen, amely kitartoképletnek felel meg. Minden €16 format képesek megfertézni, tobbek
kézott, allati, ndvényi és bakterialis szervezeteket, de még gombakat és fitoplazmakat is. Apré méretik miatt
fénymikroszkdppal nem lathatéak, 30-t6l 450 nm-es mérettartomanyba esnek, amely érték 100-szor kisebb,
mint egy atlagos baktériumé.



2.3.2. Novényi virusok terjedése és tiineteik

Mas virusokhoz hasonléan a ndvényi virusok is obligat, intracellularis parazitak, amelyek gazdasejt
nélkll nem képesek 6nallé replikacids és reprodukciés mechanizmusokra. Mivel a gazdandvény génkészletét
és enzimrendszerét is felnasznaljak a szaporodashoz, elénydsebb szamukra, ha ezt fejlettebb szervezetekben
teszik, éppen ezért, szamos novényvirus magasabb rend(i, edényes ndvények patogénja. Ebbe sajnalatos
maodon beletartozik szinte az dsszes, ember altal termesztett haszon-, kultir-, és disznévény, amelyeket nagyon
nagy szamban meg is fertéznek ezek a kérokozdk. Csupan Eurépaban kozel 1000 ndvényi virusbetegséget
irtak le, vilagszerte pedig, egyes becslések szerint akar 40 millio Eurd kart okoznak egyetlen év lefolyasa alatt
(Herranz et al. 2005). A termesztett ndvényeket is nagyon nagyszamu és gazdasagilag jelentds virus és viroid
fertdzi. Ha egy virus, vagy viroid megfertéz egy ndvényt, annak sem a megfékezése, sem az ellene valo
védekezés nem lehetséges. Ezért a terlileten torténd terjedésének lelassitasa érdekében nagyon fontos a korai

stadiumban val6 azonositasa, és a fertdzott ndvény eltavolitasa.

2.3.21.  Novényi virusok tiinetei

A virus-névény interakcid kovetkeztében megjelenhetnek a ndvényen morfolégiai, fiziolégiai, és
strukturalis elvaltozasok. Ezeket dsszefoglaldan tiineteknek vagy szimptémaknak hivjuk. Eszlelésiik még a
laikus szemnek sem nehéz feladat, mivel legtobbszor a normalistol igen eltérd szinben és mintazatban, illetve
beteges megjelenésben nyilvanul meg. Két csoportra kulonithetjlk a tiineteket. Lokalis vagy primer és
szisztemikus vagy szekunder szimptémakra. A primer tinetek klorozis, vagy nekrézis forméajaban jelentkeznek
és nem specifikusak a kartevére. A szekunder szimptomék tiinetcsoportként jelentkeznek, jellegzetesek, akar

a korokozd azonositaséra is lehetdséget nyujtanak (Ghoshal & Sanfagon 2015).

L

3. abra. A Grapevine Pinot Gris virus tiinetcsoportja; deformalt levelek (A), rovidilé izk6z6k (B)
klorotikus foltok (C), és egyenlétleniil termékenyiilt fiirték (D).
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2.3.2.2.  Novényi virusok terjedése

A ndvényvirusok virion formajaban képtelenek az 6nallé mozgésra, infekcidjuk hatékonysaga csakis a
terjesztését végz6 vektoroktdl és szaporitdanyagtdl fligg. Novényrél ndvényre, vagy egyik sejtbél a masikba
torténd transzmisszidjuk egészen mas stratégian alapul, mint az allati virusoké. Ennek oka a ndvényi sejtek,
allati- és bakterialis sejtektdl eltérd felépitése, a sejtfal jelenléte, és az nyilvanvald tény, hogy a ndvények nem
képesek aktiv mozgasra. Az akadalyok ellenére mégis igen hatékony modszereket fejlesztettek ki az infekciora.
Ezek a néhany 100 nm-es virusok képesek sejtrdl sejtre akar 4-80 um/éra, illetve szallitbnyaldbban 0,1-0,2

cmléra sebességgel terjedni. (Ersek T, 1998)

2.3.2.3. Mechanikai transzmisszio

Mechanikai atviteli formak kozé tartozik az oltas, a szemzés, a sebzés, dugvanyozas és egyéb
vegetativ szaporitdszervekkel torténé atvitel. Ezek mind olyan virusfert6zéseknek a kiindulépontjai, amelyek
emberi beavatkozasbdl szarmaznak, és a nem elég kortltekintd, illetve a szakszer( virusdiagnosztikat mell6z6
szaporitasbdl erednek. A sz6l6szaporitdsban ez kilondsen nagy veszélyt jelent, hiszen a termelési célra
eléallitott szaporitéanyag szinte minden esetben oltvanyként kerll a piacra. Az oltvany iskolak sokszor mar
eleve virussal fertdzott nvényi anyaggal dolgoznak, nem alkalmaznak virusmentesitési technoldgiakat,

sokszor tudataban sincsenek a veszélyeztetd tényezéknek.

4. abra. A sz010 legelterjedtebb vegetativ szaporitasi modjanak, az oltasnak kiilénb6zé formai (Bényei, 1999).

2.3.24. Vektor-medialt transzmisszié

A gomba-, vagy allatvektor altali terjedési méd a legdifferenciéltabb. A vektorok lehetnek tobbek kdzott
a tripszek, a levéltetvek, a fatyolkak, a poloskak és a kabdcak. Az izeltldbuak altali terjesztés altaldban négy
dologtdl fligg. Egyrészt, hogy ndvényen taplalkozé allatnak mennyi ideig tart annak nedveibél kinyerni a
fertdzOképes virust, majd ez a fertdz6képesség meddig all fenn, ehhez kapcsolddva pedig mennyi idébe telik a
rovarnak egy masik névényre vald atjutasa, egyittesen mennyi a virus ,életideje”. Végll pedig vannak olyan
specialis virusok, amelyek a vektort kdztigazdanak hasznaljak, egyes elemeik replikaciéjat allati sejtekben

hajtjak végre (Roossinck 2015).
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A sz6l6 esetében a rezisztencianemesités, kilondsen a Nematoda rezisztencia erésitése egyes
alanyfajoknal remek fegyvert adhat a keziinkbe a fonalféreg-fajokkal terjed6 virusok ellen. A Magyarorszagon
hasznalt fajtak kozil a Teleki 5C, az Amerikaban kedvelt Salt Creek, vagy Freedom (V. champinii, vagy annak

keresztezései) magas rezisztenciat mutatnak a fonalférgekkel szemben (Keller 2015).

2.3.3. A virusfert6zés molekularis hattere

2.3.31.  Agazda és a virus genom szervezédése

A virusokat énmagukban felfoghatjuk fert6zést okozé nukleinsavaknak. A genom egy organizmus
orokitéanyaganak teljes informéciotartalmat jelenti A viralis genom felépitése nagyon sokféle lehet, az RNS,
vagy DNS molekulak szerkezetét, szervez6dését és iranyultségat tekintve. Tartalmaz kddold (a ndvényi

gazdaban fehérjévé atirddd) és nem kddold szekvencidkat is. (Horvath, 1999).

A virusgenomok az 6sszes élélény genomjaval dsszehasonlitva a legkisebb méretlinek szamitanak.
Méretiik atlagosan 20000 nukleotid hosszisagu. A névényi virusok atlagosan 5-10 génnel rendelkeznek, ezek
pedig altalaban 4 kilénbdzd funkciéju fehérjét kddolnak. Az elsd csoportba a replikaz komplex enzimjei
tartoznak, amelyek polimeraz és helikaz funkciéjukkal biztositjak a genom gazdasejten belli atirasat. A
masodik csoport tagjai specidlis, plazmodezmakon keresztlili mozgast segité fehérjeket kodolnak.
Harmadikként beszélhetiink a kdpenyfehérjéket kddold génekrdl, amelyek a kapszidot alkotd polipeptidek
termeléséhez szlikségesek. Utolsoként emlithetdek proteinaz tipusu enzimfehérjék, amelyek egyes virusoknal
segitik a virusfehérjék termelését és virionna alakulasat. Ez olyan virusokban van jelen, amelyekben a fehérjék

poliproteinként termelédnek (Ersek T., 1998).

2.3.3.2.  Replikaci6 és transzkripcid, virusfertozés folyamata

Replikacionak a DNS molekula megkett6z&dését hivjuk. Tagabb értelemben a genetikai informacié
aramlasanak folyamata, ami sokféle médon megvaldsulhat. A lIényege, hogy az informécié ugy kertl at egyik
molekularol a mésikra, hogy az egyik monomersorrendje alapjan alakul ki a masik monomersorrendje. A virusok
nem rendelkeznek sajat nukleinsav-, és fehérjeszintetizald képességgel. Anyagaik eldallitasahoz a gazdaseijt
enzimkészletét hasznaljgk fel, olyan mddon, hogy atprogramozzak annak mikoédését. A virionok
bioszintéziséhez vezetd folyamatok 6sszességét produktiv infekcionak hivjuk, amely 5 szakaszara oszthaté:

adszorpcid, penetracio, dekapszidacio, eklipszis, maturaco, kiszabadulas (Horvath, 1999).
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Az elsé az adszorpcios fazis, melynek soran a virion és a gazdasejt kdzott stabil kétédés alakul ki. A
névénypatogén virusok passziv mddon, valamilyen vektor kozvetitésével jutnak el a még egészséges
gazdasejthez. Ezt kévetd lépés a penetracié a teljes virion, vagy annak genetikai anyaganak bejutasa a
gazdasejtbe. Kildnféle mechanizmusokkal torténhet, a nukleinsav beldvellésétdl kezdve a fagocitdzison &t,
olyan vektor hasznélataig, ami egyenesen a sejtbe hatol. Harmadik I1épésként dekapszidacio térténik, ami egyet
jelent a virus fehérjeburkanak elemésztésével, egy specialis kapszidbontdé enzim segitségével torténik a
deproteinizalodas. Erre azért van szlikség, hogy az Uj virusok keletkezéséhez sziikséges nukleinsav teljes
egészében hozzaférhetd legyen az enzimek szamara. A negyedik fazis az eklipszis. Ekkor zajlanak a
leglényegesebb szintetikus folyamatok. A virus nukleinsavban tarolt informacidja alapjan, a gazda polimeraz
enzimjeinek segitségével szintetizalodnak az Uj virus elemei. Ez kiilonféle modokon torténhet. A leggyakoribb,
amikor a pozitiv szalrél elészor egy negativ szal szintetizalodik, majd arrdl nagyszamu Uj pozitiv szal képz6dik,
igy torténik a nukleinsav megsokszorozédasa. Az otodik szakasz, a maturédcid soran a szintetizalodott
nukleinsav és fehérje virionna épliinek 6ssze. Ez a ndvényvirusok esetében nem mindig meg végbe, mivel a
plazmodezmékon &t torténd terjedéshez nem feltétlendl sziikséges a virion létrehozasa. Az utolso fazis a

kiszabadulas, amikor megtérténik a fertézéképes virus, vagy virion kijutasa a sejtbdl (D'Arcy, 2000).

vektor kdzvetitett 3+
—_—p
virusatvitel "
— ° 8 P
Eovszal (HIRNS 15 Lt —
0j virus szintézise E A g ;
virion a &) .9
sejtben \
|
56) .
virusok vektor . ) 56) ..,
altali felvétele (+) o)
: ; -3'(+)
I uj virionok (+)
teljes hosszdsagu
(+) ssRNS-ek H‘a-
,- “ virus replikaz
OsszeszerelGdeés teljes hosszlsagu virus WL Ssintetzaliaa
? k (+) RNS-ek replikacicja K ?
_— omplementer
(-) RNS szalat
késdi gének expresszidja (+)(+)
0 q o . ; s
. \0 ; 5 ¢ i
virus ’ avirus g’er:?m’ Uj (+) RNS ’ragwentumama
szerkezeti fehérjéinek termelése (késdi gének) replikacioja

5. abra A produktiv replikacié folyamata. A (+) RNS virus vektor kbzvetitett modon bejut sejtbe, majd ott
megkezdi replikaciojat. Els6ként az enzimfehérjéinek expresszidja torténik, majd azok elvégzik a (-), majd arrdl a (+)
szalak replikaciojat. Ezt kévetben a késdi gének termékeként elballitodnak a szerkezeti fehérjék is, amelyek a (+)
sSRNS-ekkel dsszeszerelbdve fogjak alkotni az Uj virionokat. (D'Arcy, 2000 alapjan).
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2.3.3.3.  Novényi védekezo reakcio

A novényi szervezetek életében szamos abiotikus és biotikus stresszfaktor van jelen, amelyek
szignifikansan csokkentik a névény produktivitasat és életben maradasi esélyét. Az elébbiek kozé szamos
kornyezeti tényezét sorolhatunk, mint a szarassag, a magas so tartalom, vagy a tl alacsony- vagy tul magas
hémérséklet. A biotikus stresszek kozott szadmos patogén hatdsa mellett a virusos fertézések is el6keld helyet
foglalnak el. Mint a legtébb stresszhatas, a virusinfekcid is molekularis biologiai folyamatokat indit el a gazda
szervezetében. Szamos novény hiperszenzitiv reakcionak nevezett mechanizmust fejlesztett ki az ellenik valo
védekezésre. Ennek soran sejtfal Osszetételbeli és fizikai tulajdonsagainak megvéltoztatasaval, valamint
szekunder metabolitok termelésével képes a kdrokozo terjedését meggatolni. Az infekcid sorén pathogenesis-
related proteinek képzédnek, amelyek a korokozd altal termelt proteolitikus enzimek inhibitoraként, valamint

katalitikus enzimként miikédnek (Kumar 2014).

2.3.3.4.  RNS interferencia, géncsendesités

Az RNS interferencia (RNSi) jelensége magaba foglalja a szekvencia-spefikus génregulaciot, dsRNS-
ek képzését, ez altal pedig a transzkripcié vagy transzlacié gatlasat. Ez egy evolucidsan stabil védekezé
mechanizmus, melynek soran rovid kétszall RNS (dsRNS) darabok a citoplazmaban jelen 1évé specifikus
proteinek (DRB) felismerik, majd feldaraboljak, és 21-24 nt hosszlsagu kisRNSek (mikroRNS vagy siRNS
duplexek) keletkeznek. Virusfertézés soran az utobbiak a virus RNS-rél képzdnek, majd interakcidba |épnek
az Argonautaval (AGO) és a hozza kapcsolddo fehérjékkel, amelyek az RNS-indukalt csendesité komplexet
(RISC) alkotjak. Egyik szaluk beéplil a komplexbe és specifitdst ad annak. A kisRNS-sel ,tolt6tt” RISC fel fog
ismerni minden a kisRNS-sel komplementer szekvenciaji RNS-t a sejtben és azt elhasitja, vagy transzlaciésan
gatolja, (Kamthan et al. 2015)..

Az RNSi és annak szabalyozasban betoltdtt kulcsszerepének felfedezése 6ta alapvetévé valt, hogy
oriasi jelentdsége van a virusdiagnosztika fejlesztésében és a névényvédelem lehetdségeinek kiterjesztésében
(Saurabh et al. 2014).A virus és gazda kdzott koevollcios folyamat zajlik, a virusok kilénbézd mddokon
reagalnak a ndvény védekez6 mechanizmusara, probaljak azt gatolni. Ez a fegyverkezési verseny vagy a

novény teljes rezisztencidjahoz, vagy szisztematikus fertézéshez vezet, és a gazdandvény pusztulasat okozza.
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6. abra. A géncsendesités egyszeriisitett folyamatabraja. A folyamatot a sejtmagbdl kijuté dsRNS inditja meg,
amely a Dicer enzim kézremiikbdésével darabolddik fel. Az igy képzédott siRNS fragmenteket a RISC-komplexben
résztvevd Argonauta fehérje ez altal megtérténik a géncsendesités (Varallyay 2015 nyoman).

2.3.4. Magyarorszagon el6forduld sz6lbvirusok

2.3.4.1.  Nepovirusok okozta megbetegedések

Ebbe a csoportba szamos, valtozatos megbetegedés tarozik.
Tobbek kozott:

o Sz0I6 fertbzd leromlas

o  Séarga mozaik torzs

e Ermenti szalagosodas térzs
o Sz0l6 tékesatnyulas A tipus
o Sz0l6 tékesatnyulas T tipus
o Sz6l6 krommozaik

o Sz0I6 bolgar latens foltossag
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KozUluk is leggyakoribb és legnagyobb gazdasagi jelentdségii a Sz416 fert6z6 leromlas és annak két torzse, a
Sarga mozaik és az Er menti szalagosodas. Az egész vilagon elterjedt. Kérokozoi a GFLV valamint, a GFLV-
YM és a GFLV-VB. Tuneteik koz6tt szerepelnek olyan atipikus jegyek, mint a rovid izk6zok, az 6sszendvések
vagy a dupla ndduszok, de a legjellemz8bb tiinete az erételjes levéldeformécio. Fajtaérzékenységtél is fligg a
megjelenése. Ahogy a virus angol nyelvi elnevezése is utal ra, legyez6szerii levélalak, és rendellenesen fejl6dd
erezet jellemzd ra, amelyen sargulas is felléphet. Kdnnyen dsszetéveszthet a gyomirtszer hatasara fellépd
levéldeformacidval! A flrtok rosszul termékenylinek és a terméshozam nagyon alacsony. Gazdandvényei

szinte kizarélag a Vitis nemzetségbe tartozd fajok, terjedése fonalféreg-fajokkal torténik (Boonham et al. 2014).

A masik jelentds nepovirus az ArMV, amely kozeli rokonsagban van a GFLV-vel. Tunetei is hasonloak,
de a sargas elszinez6dés jellegzetes ennél a betegségnél. A féerek és a kisebb erek mentén élénksarga
halézatos elszinez6dést mutat, ami elérehaladott allapotban nagyobb foltokka ndvekszik. A sz616 fajokon kivill
sok mas novényt is fertdz, lagy- és fas szaruakat egyarant. Mivel a szélésorok kdzotti gyomflora gyakori
fertéz0je, igy terjedése azok magjaval gyorsan végbemehet. Egy Xiphinema diversicaudatum nevi fonalféreg

a vektora.

23.4.2. Levélsodrodas tiinetcsoport

Ez az USA-ban nagyon gyakori betegség tdbb virussal is kapcsolatba hozhat6. 9 féle GLRaV,
(Grapevine leafroll-associated virus), magyarul Sz616 levélsodrodas virus jatszik kozre a betegség létrejottében,
egyenként, vagy kombinaltan hozzak |étre a tiineteket. Az elsédleges tlinet a levéllemez fonaki rész felé térténd
besodrodasa. Fehér fajtakon sarga-sziirkészold elszinezOdést, vords fajtékon a levélerek menti részt
leszamitva az egész levélre kiterjedd vords elszinez8dést okoz. A termés mindségi és mennyiségi csdkkenése
is jellemzi. Kizardlag a Vitis nemzetség fajait karositja, az egész vilagon elterjedt. A tlinetek expresszidja fligg

a fajtatdl és a kdrnyezeti feltételektél, a talaj tipanyagtartalma erésen befolyasolja.

2.3.4.3. Faszdveti barazdaltsag komplex

Ez egy olyan komplex betegség, amely 4 kilénb6z0 tlnetcsoportra oszthato;

o Rupestris faszéveti bardzdaltsag
o Parakérgliség
o Kober faszdveti barazdaltsag

o L N-33faszéveti barazdaltsag.

A tiinetcsoportok mindegyikével sszefiiggésbe hozhaté egy-egy virus. A Rupestris faszdveti barazdaltsagnak
feltételezhetéen a GRSPaV virushoz lehet kdze. A Kober faszdveti bardzdaltsag és a Parakérgliség okozdi két
egymashoz szeroldgiailag kozel all6 vitivirus, a GVA és a GVB. A tiinetek kozé tartozik a vitalitds romlasa, a
tokék pusztulasa telepitést kdveté néhéany évben. Bizonyos fajtdknél a tipikus tiinetek az oltds helyén
észlelhetbek, a kéreg megvastagszik, paras, szivacsos allomanyu lesz, a fellilete pedig durva és egyenetlen.

Egyes fajokon a levéltiinetek a levélsodrddas komplexre emlékeztetéek. Kevesebb és kisebb méreti flirt6t
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teremnek. Ez a betegség szintén a sz6l6 fajok karositdja, és vildgszerte elterjedt. Leginkabb az amerikai

alanyfajok érzékenyek (Maliogka et al. 2015).

2.3.4.4. Latens foltossag komplex

Ezt a betegségkomplexet szintén tdbb virus okozhatja, de Magyarorszagon eddig csak az egyik fajt, a
GFKV virust sikertlt kimutatni. Az eurdpai Vitis fajok esetében jelenléte tinetmentes. Az amerikai alanyfajtak
kozil eddig csak a Vitis rupestris, ,St. George” nevii valtozatan észlelték a tlineteit, amik a levélfelszin felé

torténd sodrddas és a levelek deformécioja. Mechanikai atvitellel igen, de maggal nem terjed.

2.3.4.5.  Grapevine Pinot Gris virus

A Sz016 Pinot Gris virus 2012-ben Olaszorszégban irtak le, Szlrkebarat (ltetvényeken talalt tinetes
t6kékrél végzett kisRNS szekvendlassal. A tlnetei hasonlitanak a Fert6z6 leromlas tlneteire, a levelek
klorotikusak lesznek és deformélddnak, az izkdzOk rovidiilnek, hatassal csdkken a termés mennyisége és
mindsége, valamint korai tékeelhalds kdvetkezik be. Azt még nem tudjuk pontosan, hogy milyen vektorok
jatszanak kdzre a terjedésében, de az bizonyos, hogy tobb ndvényfaj rezervoarja. Hazankban tébb borvidéken

és vilagszerte igazoltak mar a jelenlétét (Giampetruzzi et al. 2012).

2.3.4.6.  Grapevine Syrah virus-1

A Sz016 Syrah virus-1 egy leromlést okozd kérokozd, ami feltételezhetéen a Marafivirus nemzetségbe
tartozik. A tlineteit az id6sebb t6kéken figyelték meg, nekrotikus foltokat a leveleken, az oltasforradas helyének
duzzadasat, a fas részek repedését és hdlyagosodasat. A tinetek észlelését kdvetben a ndvény hamar
elpusztul. Szinte egyszerre irtak le a betegséget Kaliforniaban és Franciaorszagban, és a késébbi kutatdsok

szamos orszagban mutattak az elterjedését.(Al Rwahnih et al. 2009).
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2.4. Virusdiagnosztikai vizsgalé modszerek

Kezdetben a virusok diagnosztikaja a tlinetek megfigyelésén alapult, de ez tdbbek kdzétt a tobbszords,
illetve latens fert6zések miatt sem vezetett hiteles eredményekhez. A legmegbizhatébb adatokhoz objektiv
diagnosztikai eljarasok alkalmazasaval jutunk. llyenek példaul a szerolégiai, vagy hibridizacios modszerek,
vagy a technika fejlédésével az drokitéanyaguk nukleinsav sorrendjének, genomjuknak a meghatarozasa. A
sikeres azonositast kdvetden a megfelelé védekezési eljarast szilkséges végrehajtani a fertézés megallitasa
érdekében. A nbvényvirusok elleni védekezés, nagyon nehézkes. A mar kialakult betegség megfékezése
egyeldre nem lehetséges. Az egyetlen megoldas a megel6zés, amelynek végrehajtasa meglehetésen kdltséges
és munkaigényes folyamat. Vegetativ szaporitds soran szigorian ellendrzott virusmentes, illetve
virusrezisztens fajtak hasznélatat, meglévé (ltetvényeken pedig a vektorokat megfékez§ inszekticidek és

fungicidek hasznalatat igényli (Mauck, De Moraes, & Mescher, 2014).

2.4.1. Virusdiagnosztika a molekularis biologiai modszerek el6tt

Az 1960-as évekre mar szamos modszert sikeresen hasznaltak a virusok laboratoriumi kimutatasara.
A rutinszer(ien alkalmazott krisztallografia és elektronmikroszkopia mellett mar az enzimatikus és immunolégiai
tesztek kidolgozasat is megkezdték. A legelterjedtebb modszemek mégis a tesztndvények alkalmazésa
szamitott. Ennek oka, hogy a virusok izolalasa még elsésorban centifugalasos szeparacios technikaval tortént,

amivel csupan annak jelenlétét tudtak igazolni, azonositasara mar alkalmatlan volt (Burnet, 1959).

2.4.2. Szerologiai modszerek

A szerologiai mddszerek alapja, hogy az immunoldgiaban ismert antigén-antitest reakciot
hasznositjak. A virus kilénbdzd fehérjéi, elsésorban a kdpenyfehérje alkalmas antigénként val6 azonositasra.
Allatok vérébe, (legtdbbszor nyllba), tisztitott névényi patogént juttatnak, amit annak immunrendszere
testidegen anyagnak érzékel, és reakcioba lép vele. Ezt kdvetden virus proteinjeire specifikus antitestek
termel6dnek. Az igy létrehozott antitestek a vérszérumbdl kivonva alkalmassa valnak az adott patogén
jelenlétének igazoldsara. Az antigén-antitest kapcsolat reverzibilis, eréssége fligg a pH-tél, hémérséklettdl és
egyéb kornyezeti, és oldhatosagi viszonyoktol. Ez a szerologiai mddszerek egyik hatranya is, hiszen az eltéré

kérulmények eltérd eredményhez vezetnek.

A virusdiagnosztikaban attérés Clark és Adams 1977-es publikaciéja, amelyben a Szilva himlé virus
(PPV) és az Arabis mozaik virus (ArMV) ELISA-val torténd kimutatasat részletezték, ezzel egy Uj korszak
megteremtéivé valtak (Clark & Adams, 1977). Az éltaluk hasznalt mddszer meghatarozza a modern
ndvénydiagnosztikat. Az ELISA el6tt is hasznaltak kiilénbdzd szerologiai eljarasokat diagnosztikai célokra,
példaul az immunspecifikus elektronmikroszkdpiat, vagy a gél-diffzios prébakat, de ezek féként a taxondmiai

kapcsolatok felkutatasara voltak alkalmasak. Ezek a mddszerek szamos hatrannyal rendelkeztek. Nagy
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mennyiségli nyers antiszérumot igényelnek, egy adott formatumban pedig nagyon limitalt a szamuk, igy nagyon
kisszamu minta tesztelhetd altaluk. Az ELISA bevezetése, egyszerlibb végrehajthatésaga és a hiteles
eredmény elérésez szilkséges idd leroviditésének eredményeképp forradalmasitotta a virusdiagnosztikéat.
Tovabbi fejlesztések a monoklonalis antitestek hasznalatanak bevezetésével folytatodtak, amelyek a proba
érzékenységét és specifitasat novelték és a tesztelési formatum sokoldalusagat eredményezték. Az ELISA

nagyon gyorsan a laboratériumi tesztek f6 eszkdzévé valt (Boonham et al., 2014).
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7. abra Az ELISA teszt végeredménye. A miianyag hordozé pozitiv eredményt mutaté bemélyedéseiben
szinreakci6 jatszédott le. Jol lathatd, hogy egyes cellakban eltérd a szinerbsség, igy a virusok koncentraciojardl is
informéciét kaphatunk (http://virology-online.com/general/Test5.htm).

2.4.3. PCR alapti modszerek

A PCR, azaz a polimeraz lancreakcion alapuld technoldgia jelenleg az egyik legelterjedtebb
diagnosztikai modszerek kozé tartozik. Kozvetlenil a DNS kimutatasara alkalmas, annak nukleinsav
hibridizacios képességét kihasznalva. Mlikodéséhez feltétlenll szlikséges egy DNS templat. Az RNS virusok
esetében els6ként a kivont RNS-rél kell cDNS-t késziteni, reverz transzkripciés eljarassal. cDNS mellett
szikséges még megfeleld mennyiségli NTP és polimeraz enzim. A laboratériumoknak széleskérl héstabil
DNS polimeraz enzim valaszték all rendelkezésére, amit a vizsgalat targyanak megfeleléen valaszthatnak meg
(pl. Taq, vagy Pfu). Végil szikséges egy oligonukleotid primer pér (forward és reverse), amit a kimutatni
szandékozott virusgenom konzervalt régiojabdl terveztek. Az igy készitett elegyet egy harom Iépéses
cirkulacios folyamatban (denaturéciora, annellalésra és extenzidra megfeleld hémérsékleten) inkubalnak, elére

megtervezett idStartamig. A folyamat soran a patogén genom darabjainak szelektiv amplifikacioja torténik,
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aminek kdszbnhetden a kis mennyiségben jelen 1évé nukleinsav is kimutathatd lesz a mintabdl. Az igy kapott
elegyet agar6z gélen méret szerint szeparaljak, amelyben a molekulaméret alapjan szétvalt DNS fragmentek a

virusok vizsgalata soran kapott korabbi adatok alapjan azonosithatéak.(8.abra), (Bunikis & Barbour, 2002).

Polimeraz lancreakcio - PCR

|l|u| /
DNS templat » 5 3 5 3 /“I \
T > Aiirasnnl
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| DNS primer 3 5 3 5 \ /)'
dnTe " |n||| “
S

o Denaturacid 94-96°C-on
o Annealdcid ~68°C-on

o Elongdcid 72°C-on

8. abra. A PCR reakcio alapsémadja. Els6 Iépésben megtértenik a DNS templat denaturaciéja. Ezt kbvetben a
primerek hozzakétédnek a megfelel6 szekvenciakhoz (annellalas), majd az elongacio soran megtérténik a polimeraz
enzim altali NTP Gsszeszerelés. A folyamat ciklusosan ismétl6dik. (http://en.wikipedia.org)

2431.  multiplex RT-PCR

Ez a mddszer azért killdnésen nagy elérelépést jelent a diagnosztikdban, mert amellett, hogy a PCR
minden elényével rendelkezik, szamos virus egyidejli kimutatasara is alkalmas. Gambino és mitsi. egy
tanulmény soran 9 szélévirus egyidejli azonositasat végezték, dsszehasonlitva a kiilénbdz6 RT-PCR
procedurdk érzékenységét. Az érintett virusfajok a kdvetkezbek voltak: Arabis mozaik virus (ARMV), Sz6l6
pafranyleveliiség virus (GFLV), Sz616 A-virus (GVA), Szélé B-virus (GVB), Rupestris faszéveti barazdaltsag
virus (RSPsV), Sz616 foltosodas virus (GFkV), Sz6l6 levélsodrodas virus-1,-2.-és 3 (GLRaV), kombinalva a
bels6 novényi RNS kontrollal, amelyet indikatorként hasznéltak az RNS extrakci6 és RT-PCR
hatékonysagahoz. A primerek minden egyes virusok konzervalt régidira specifikusan lettek tervezve, az
egyediségik pedig PCR termékek szekvenalasaval lett alatdmasztva. Két ndvény total RNS extrakcios eljarast
(szilika-levalasztas és modositott RNeasy maddszer) értékeltek ki a megbizhatdé mRT-PCR protokol
kidolgozasahoz. Mind a kilenc virus specifikus fragmentet egyidejlleg amplifikaltak fert6zott mintakbdl és
azonositottak a specifikus molekularis méretik szerint agaréz gélelektroforézissel. Az eredmények alapjéan
megallapithatd, hogy az multiplex RT-PCR egy megbizhaté és gyors modszer a szélévirusok detektalasahoz,
nagy mintaszam mellett (Gambino & Gribaudo, 2006).
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2.4.4. Nukleinsav hibridizacion alapulé modszerek

A hibridizaciés technikak 1ényege, hogy valamilyen ismert szekvenciaju RNS vagy DNS szakaszt
szeretnénk kimutatni egy ismeretlen bioldgiai mintabél. A virusdiagnosztika esetében ezéltal azt a feltevést
szeretnénk igazolni, hogy a vizsgalt szekvenciaval rendelkezd virus jelen van a mintankban, és ha siker(l ezt
igazolni, arrél is meggy6z6dhetiink, hogy milyen mennyiségben és mindségben van jelen. A molekularis
hatterét az biztositja, hogy a nukleinsav molekulak reverzibilisen denaturalhatéak, a H-hid kétések mentén. igy
megfeleléen magas hdmérsékleten szétvalaszthatjuk a kettésszall DNS-t, vagy RNS-t, és ha az a feltételezett
patogénbél szarmazik, a vele komplementer oligonukleotid proba (amelyet kordbban sokszor fluoreszcensen,
vagy egyéb modon jeldltek) a megfelelé szakaszon anelldl az eredeti szalhoz. Ezt a jelenséget nevezzik
hibridizaciénak, amikor a Kkilénb6z8 eredetli, de komplementer szekvenciaval rendelkezé szalak

hidrogénkotéssel kettds szalu format hoznak Iétre.

A rekombinans DNS technoldgia fejlddése az 1960-as évek elején indult meg, amikor elkezdték
vizsgalni és sikerUlt is igazolni a DNS renaturacios képességét. Az uj felfedezést kihasznalva Edwin Southern
1975-ben kidolgozta a Southern-blot (lenyomat) mddszert, ami egy specidlis DNS szakasz kimutataséra
alkalmas egy komplex DNS mintaban. Ez lehet példaul egy konkrét gén jelenlétének kimutatasa egy faj telies
genomjabdl, ami abban a korszakban atuté sikernek szamitott, de még nagyobb jelentbséget tulajdonit a
modszernek, az hogy elinditotta a hibridizaciés technologiak nagy Gtemdi fejlédését, ami egyre pontosabb,
gyorsabb, és nagyobb mintaszammal dolgozé mddszerek megjelenéséhez vezetett. Ennek kdszonhetéen ma
mar szamtalan eljaras kdzll vélaszthatnak a diagnosztikaval foglalkozd laboratoriumok. Ide sorolhatjuk a
Southern-blot elvén alapuld, RNS kimutatasara alkalmas Northern-blottot, a legklilénbdzdbb in situ hibridizaciés

mbdszereket, a macro-, és microarray technikékat (Southern, 2006).

2.4.5. Uj-generécibs hibridizéciés médszerek

Az Uj generaciés szekvenalasnak (Next-Generation Sequencing) kdszonhet6en az elmult években
félelmetes fejlédésen ment keresztll a virologia tudoméanyterllete. Nagy hatékonysagu, gyors modszert
dolgoztak ki, amely a nukleinsav szekvenalasan, azaz nukleotid sorrendjének meghatarozasan és azok
bioinformatikai analizisén alapul. Az eddigi modszerek legnagyobb hatranya és korlatozé tényezdje abbodl eredt,
hogy csak a megfeleléen karakterizalt, virusrészecskék kimutataséra alkalmasak. Ehhez sziikséges a
képenyfehérjét felismerd szeroldgiai reagens, és/vagy a keresett szekvencia pontos ismerete. Ezzel szemben
a mélyszekvenalas soran akar egyetlen mintabdl meghatarozhtad az adott gazdaban megtalalhaté 6sszes

korokozd jelenléte (Massart et al. 2014).

A hagyomanyos nukleotid sorrend meghatérozésra 1977-ben két eljdrast is kidolgoztak
parhuzamosan. Az egyik a Sanger-féle enzimatikus lancterminécion alapulé modszer, a mésik pedig a Maxam-
Gilbert-féle kémia degradaciéval térténé DNS szekvenalas. A ketté kozil az elébbi valt egyeduralkodéva,

nagyobb teljesitménye, automatizaltsaga, és fluoreszcens detektalhatosaga révén. Els@ generacids
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szekvenalas néven is emlegetik. A 2000-es években megjelend, teliesen mas mechanizmuson alapuld, még
nagyobb hatékonysagu és Uj-generacios szekvenalasi mddszerek Uj szintre hoztak a Sanger-féle eljarast.
Ezeket més néven nagy atereszt6képességl (high-throughput) technologianak is hivjuk, mert egy adott
mintabdl tdbb millié szekvenciat (read-et) olvasnak le. Ide tartoznak tobbek kozétt az lllumina, a SOLID, a
Helicos technoldgiak. A novényvirus diagnosztika soran az elsé kettét alkalmazzak a leggyakrabban (Barba et
al. 2014).

A szekvendlas kiindulasi anya lehet kétszall RNS, vagy akéar a védekezési folyamatok sorén keletkezd
kisRNS is. Epp ezért egyszerre alkalmas a virusok jelenlétének igazolaséra, és eddig ismeretlen virusok
szekvencijanak azonositasara. Egyik hatranya, hogy a tetemes mennyiségii szekvencia adat kdzétt nagyon
alacsony a virus szekvenciak mennyisége. A legnagyobb része a gazdanévény genomjabol szarmazik, ami a
virusdiagnosztika szempontjab6l gyakorlatilag karba veszett informacié, azonban a méddszerek kombinalasaval,

tisztitassal, vagy jeloléssel spiecalizalhaté (Adams et al. 2009).

GLRaV-3

Bacteria and Fungi
2.6%

JUnassigned viruses
0.2%

Totiviridae
1.1%
Chrysoviridae

4.5%
GVE
0.9%

GRSPaVv
3.8%

9. abra. A szekvencia talalatok szézalékos 6sszehasonlitasa. Lathatd, hogy a kisRNS-ek analizisét célzo
médszerek milyen nagy hatékonysdggal mutatjigk ki a virusokat, arényaiban jol kisziirve a gazdahoz és egyéb
organizmusokhoz tartozd szekvenciakat (Coetzee et al. 2010).
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3. Anyag és modszer

3.1 A kutatdmunka helyszine

A kisérletben felhasznalt sz6l6mintakat Szepsy Istvan segitségével és vezetésével gylijtottik. Szepsy
Istvan madi sz6l6termeszt6 és borasz szakember igen fontos szaktekintély hazank és a borvidék torténetében.
Azért is fordultam hozza, mert behatéan ismeri a terlleteit, tapasztalatra és tudomanyos kutatasokra is
alapozva. A téle kapott informacidk igen értékesek, mind a kutatds, mind a tanulméanyaim és a szakma
szempontjabol. A mintdk masik részét nagyapam Czako Jozsef, tarcali Gltetvényeirdl gydjtottik. A nagyapam
mér 30 éve sz6l6termesztd és borkészitd a borvidéken. Az elvei és mddszerei hasonlatosak Szepsy Istvanéhoz,

tarcali sz6l6terlleteik pedig szomszédosak, igy kézenfekvd volt az & segitségét kéni.

A kutatomunkat a Nemzeti Agrarkutatési és Innovécids Kozpont, Mezégazdasagi Biotechnologiai
Kutatéintézetben (NAIK-MBK) végeztem. A Diagnosztikai Csoporthoz csatlakozhattam szakdolgozoként,
rengeteg segitséget kapva az ottani munkatarsaktél és hozzaférést a molekularis bioldgiai laboreszkzékhdz.
A sz6ldvirusokkal foglalkozé kutatdék RT-PCR és hibridizaciés technoldgiakkal dolgoznak, célok kozott szerepel
a magyarorszagi ultetvények vizsgalata, a kiilonds tekintettel a Magyarorszagon tjonnan leirt Grapevine Pinot

Gris Virus-ra.

3.2. A kisérlet megtervezése

Akisérlet célia a GPGV virus tokaj-hegyaljai jelenlétének feltérképezése volt. Annak érdekében, hogy
a vizsgélat teljes legyen, az dsszes meglévé virus jelenlétére teszteltik a mintakat. A mintavétel ideje julius
honap volt, amikor még a hajtasnovekedés kell6képpen intenziv. Annak érdekében, hogy reprezentativ legyen
a mintavétel, arra kértlik a termeldket, hogy tobb terlletet is atvizsgalhassunk. Végiil tobbet kaptunk, mint amire

szamitottunk, hiszen 5 els6 osztalyu, egyedi tulajdonsagokkal rendelkezé dilében végezhettlik a kutatast.
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3.3. Mintavétel

3.3.1. A mintavétel modszere

A sz6lémintakat 2015 junius 29-én szedtilk, a sz6l6 virusdiagnosztikajahoz létrehozott mintaszedési
protokoll alapjan. A protokoll tartalmazza a fontosabb adatokat az (iltetvényrél, a termeld nevét és
elérhetdségeit, valamint a mintazott tdke pontos helyét az Ultetvényben. Az adatok mellett rovid leirast is
tartalmaz a mintavétel modjérol. Roviden, hogy tékénként 1 db, 3-4 leveles, kacsot és hajtascsucsot is
tartalmazd hajtast mintaztunk. Esetenként tlineteket mutato alsobb helyzetii levelet. Utobbiak mintazasa nem
ajanlott, mivel rendszerint alacsonyabb mennyiségli RNS-t tudtunk kivonni bel6lik. A kutatas szempontjabol a

legelénydsebbek ebben az idészakban a hajtascsucs és a frissen kiter(lt, felsd helyzetii levél.

Mintaszedési protokoll: sz616 virusdiagnosztikdjahoz

s I (I g\ o
termeszté/kapcsolattarto: (‘M@ /LQ")—J‘K»& telefonszém email: J
mintavétel helye: ¢ et SBwd Il o GPS koordinatak | Esz: 4§, 408035 | kh: £4.3¢ 553
mintavétel ideje: 2o 4\‘) ’ C)/;w 2 R4-
az iiltetvény fajtéja: E N
az ultetvény kora: | _ﬁk&%m

Tékénként 1 db 3-4 leveles (kacsot is tartalmazo) hajtascstics + 1 alsobb levél nedves papirtériével szammal elldtott zacskd, gyiimolcsfanként 3-5 levél, ha
tiinetes esetleg tobb (ezeket bescanneljiik), FOTOK

(uzsonnds zacsko tokéletesen megfelel), a begydijtésig lehetdleg hiitében (4 fokon térolva).
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Ezekb8| mi t6kénként alsé levél, felsé levél, hajtascsics, kacs RNS kivondast végziink, ezekbé| egyed, majd ez egyedekbdl iltetvénypoolt készitiink és ebb6l
végezziik el a PCR alapu virusdiagnosztikét.

A segitséget elére is nagyon készonjik: Varallyay Eva (2015 juni 26)

10. abra. A mintavétel napjan hasznalt mintaszedési protokoll egyik példanya.

Alapvetéen 5, latszolag egészséges, tlineteket nem
mutatd tOkérdl vettink mintat ddlénként. A 6. és 7. mintavétel
specidlis volt, az Ultetvény egyediségétdl fuggben. Egyes
terlileteken ez virusfert6zési tiinetet, mashol élettani, vagy mas
kortani betegséget mutaté novényeket mintaztunk. A Betsek dilérél
kider(lt, hogy a telepités elétt a szeder volt az aljndvényzet egyik

uralkodd faja, és mivel gyakori virushordozo, igy a jelenleg is

nagyon gyakori fajbol mintat vettiink és lefuttattuk rajta a szokasos

virusteszteket. 11. dbra. A szederminta fotdja.
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12. 4bra. Tiinetes t6kék képei, Vas-hiany miatt jellegzetes klorézist mutatd hajtasok a Thurzo diil6bél (balra)
és Esca-tiinetes levelek a Kiraly diilében (jobbra)

A nbvényi szoveteket hiitétaskaban szallitottuk, gondosan elkiildnitve és cimkézve és amint lehetséges volt, -

70°C-ra helyeztik. Ez azért sziikséges, mert a vizsgélatok targyat képezé RNS molekulak rendkivil

érzékenyek, koénnyen bomlanak, igy a minta konnyen alkalmatianna valik a virusok kimutatasara.

Sértlékenységlik miatt, maguk a diagnosztikai mddszerek alkalmazasa soran is végig Ugyelni kell a megfeleld

hémérsékletre és a szennyezddések elkeriilésére.

3.3.2. A mintavetel helye

Szent-Tamas Kiraly Betsek Uragya Thurzé
Telepités éve 1954 1991 2002 1982 1986
Talajtipus, vOrds agyag, sarga és sarga agyag, kvarftufit, vorés 16sz, décittufa
alapkézet mallott zeolit, vords agyag, puhafehértufa agyag

kemény riolit és mallott zeolit,

tufa kemény tufa
Fekvés D-K-DK D-DNY D-ENY DK-D-DNY D
Lejtészog 10-30% 5-20% 5-20% 5-15% 15-20%
Bor karakter ~ komplex, savas, gazdag és nagyongazdag asvanyos, komplex, illatos

illatos, elegans komplex

kllonlegesen

asvanyos

1. tablazat. Az ét vizsgélt Tokaj-hegyaljai iiltetvény jellemzés (http:/szepsy.hu nyoman)
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A mintavétel 5 kildénb6z8, egyedi adottsagokkal rendelkezd dilbél tortént. Mivel minden esetben a
Furmint fajtarol vettik a mintakat, igy az (ltetvény tulajdonsagait parhuzamba allithatiuk a kapott
eredményekkel. A jellemzé tulajdonsag elméletileg befolyasolhatjak a virusfertézés kimenetelét. A kitettség
példaul azért fontos, mert egyes abiotikus stressz faktorok ndvelhetik a tlinetek expressziojat. A talajtipus a
lehetséges vektorok terjedése miatt szamba vehetd szempont. A t6kék kora abbdl a szempontbdl relevéans,
hogy a korabbi, 80-as évek el6tti telepitések soran az elmondasok alapjan egészségesebben. Habar modern
virusdiagnosztika akkoriban még nem létezett, mégis sokkal kevesebb volt az ellenérizetlen forrasokbdl
szarmaz6 szaporitdanyag a borvidéken, a zartabb miikddéskovetkeztében. A miivelésmod minden esetben

kdzépmagas kordonmdivelés volt.

13. abra. Az § vizsgalt dllGben keszitett fenyképek. Balrol jobbra és le: Kiraly, Szent Tamés,
Betsek, Uragya, Thurzd

26



3.4. RNS-extrakcio

Az elsé nagyobb laboratériumi miivelet a telies RNS kivonas, minden mintabél. A Gambino és misi.
altal leirt protokollt kdvettik. Az els6 lépés a mintak elbkészitése volt. Az elézetesen porcioziott, 0,2 g korili
tomeg(, 1,5 ml-es Eppenforf csovekben tarolt sz6l6szovetmintak -70°C-os tarolasi hdmérsékletrél azonnal
folyékony nitrogénbe kertiltek. A feldolgozasig ebben is tarolédtak, hogy a rendkivil érzékeny RNS tartalmat
megovjuk a lebomlastol. A dérzsmozsarban homogenizalt mintahoz 17ul B-merkaptoetanol és 850 pl extrakcids
puffer (2% CTAB, 2,5% PVP, 100 mM Tris-HCI [pH 8.0], 25 mM EDTA, 2 M NaCl) kertilt, majd 10 percig 65°C-
on homogenizalddott. Ezt kovette egy kicsapasi fazis, kloroform-izoamilalkohol hozzéadasaval, majd
centrifugalast kovetden ujabb kicsapési fazisok kdvetkeztek. Elsékén 9M-os LiCl oldattal, majd 30 perc jégben
maceralast kovetéen SSTE és kloroform-izoamilalkohol oldatokban. Az utolso6 kicsapasi lépést izopropanollal

és NaAc-val végeztlink, amit 20 perces centrifigalas és és etanolos atmosas kovetette.

A szarités utén a Milli-Q vizben visszaoldott mintank méar kész volt a kivonas sikerességének- és a
kapott RNS mennyiségének pontos meghatarozasara. Azt, hogy az RNS mennyire maradt intakt a kivonaskor
1,2%-0s agaréz gélen gélelektroforézissel ellendriztik. Az RNS tisztasagat és koncentréciojat
spektrofotométerrel hataroztuk meg (NanoDrop 1000). A minték abszorbancigja 260 nm-en volt meghatarozva.

Az RNS mennyiséget ng/ul mértékegységben hatéroztuk meg (Gambino & Gribaudo 2006).

Osszesen 62 sz616 szovetdarabbdl végeztiink kivonast. Diilénként 10-14 darabbél. Az eljaras végén

Ultetvényenként poolok is késziiltek.

14.  abra. Gélelektroforézis
folyamatarol késziilt képek. A képen
lathato, ahogy a téltéssel rendelkez6
részecskék  festékkel  megjeldlve
elindultak lefelé, a pozitiv pélus iranyaba.
16- és 8 fogu fésiivel is készitett 1,2%-0s
agaréz gélen, etidium-bromid
hozzaadéaséval tortént a futtatas.

27



3.5.

Virus-specifikus primerek

Ahhoz, hogy a PCR teszteket el tudjuk végezni, minden vizsgalt virushoz szilkség van az arra,

specifikus primerre. Jelen kutatas soran e primerek mindegyike a rendelkezésemre allt. Forrasukként az NCBI

adatbazis és korabbi publikaciok szolgaltak.

Target Primer Primer szekvencidk 5° -3’ Elhelyezkedés Meéter (bp) Gén

18S rRNS Forward CGCATCATTCAAATTTCTGC 215-234 844 Internal control
Reverse TTCAGCCTTGCGACCATACT 1039-1058

GLRaV-2 Forward GGTGATAACCGACGCCTCTA 67456764 543 Kopeny fehérje
Reverse CCTAGCTGACGCAGATTGCT 72687281

GVBs Forward GTGCTAAGAACGTCTTCACAGC | 6980-7001 260 RNS Kot6 fehérjc
Reverse ATCAGCAAACACGCTTGAACCG | /187439

AMV Forward TGACAACATGGTATGAAGCACA | 6127-6148 402 RNS figed RNS
Reverse TATAGGGCCTTTCATCACGAAT | 6507-6528 polimerdz

GLRav-3 Forward TACGTTAAGGACGGGACACAGG | 13383-13404 | 336 Kopeny fehége
Reverse TGCGGCATTAATCTTCATTG 13699-13718

GVA: Forward GAGGTAGATATAGTAGGACCTA | 65916612 272 Kopeny fehége
Reverse TCGAACATAACCTGTGGCTC 6843-6862

GLRav-1 Forward TCTTTACCAACCCCGAGATGAA | 7245 7266 232 Kopeny fehéric
Reverse GTGTCTGGTGACGTGCTAAACG | 7455-7476

GFRV Forward TGACCAGCCTGCTGTCTCTA 64536472 179 Kopeny fehége
Reverse TGGACAGGGAGGTGTAGGAG 6612-6631

RSPaV Forward GGGTGGGATGTAGTAACTTTTGA | 42984320 155 RNS fiiged RNS
Reverse GCAAGTGAAATGAAAGCATCACT | 4430-4452 polimerdz

GFLV Forward ATGCTGGATATCGTGACCCTGT | 55065527 118 RNS fiiged RNS
Reverse GAAGGTATGCCTGCTTCAGTGG | 200275623 polimerdz

GSyV-1 Forward CAAGCCATCCGTGCATCTGG 296 Metiltranszferaz
Reverse GCCGATTTGGAACCCGATGG

GPGV Forward GTGTAGTGCTTTAAAACACG RKopeny fehze
Reverse GTTACGTGCTCCTATGAGAC

2. tablazat. A virus specifikus primerek jellemzéinek dsszefoglalé tablazata.

18S rRNS-.GFLV (Gambino & Gribaudo 2006)

GSyV-1 (Al Rwahnih et al. 2009)

GPGV (Giampetruzzi et al. 2012)
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3.6. cDNS készitése reverz transzkripcioval

A cDNS, azaz kopia DNS. Konkrétan a kivont RNS szekvenciakrol készult komplementert jelenti. A
reakciohoz hozzéadott reverz transzkriptdz enzim egy random hexamerprimer segitségével elkésziti a DNS-t
A t6ke- és ultetvény-pookolbdl készitett cDNS RevertAid kit (RevertAid First Strand cDNA Synthesis kit-Thermo
Scientific) segitségével késziilt. A mix tartalmazott 5x Reaction puffert, 5SmM dNTP-t, Ribolock- és Revert Aid
enzimet. A kapott cDNS-t MiliQ vizzel 10x-re higitottuk és felhasznalasig -20°C-on taroltuk.

PCR program

e T e T w

1d6[min] 5

Hémérséklet [°C] Id6[min]

15. abra. A reverz transzkripcidhoz hasznalt PCR program fazisai.

3.7. A cDNS mindségének ellenbrzése
Ahhoz, hogy a kapott cDNS mindségét = Komponens Mennyiség
ellenérizzik, a virus specifikus oligokkal valé = MQ viz 9,4 pl
tesztelés el6tt, egy endogén génre, aktinra | 5x Phire Puffer 3ul
specifikus primerekkel keészitettlink PCR reakciot = Primer A (Vv actin 601 s) 0,75 pl

(aktin tesztet). Az aktin az eukariota sejtekben nagy | Primer B (Vv actin 1200 as) 0,75 ul

mennyiségben eléforduld fehérje. A teszt sordn az | 10 mM dNTP 0,3 l

endogen Vitis Vinifera aktint amplifikéltuk. A PCR | phire Hot Start DNS Polimeraz 0,3 ul

program megegyezett a virustesztek programjaval. Templat (10x RT) 0,5l

A teszt sikerességének eredményét szintén agaréz Végtérfogat (csévenkeént) 15

gélelektroforézissel teszteltlik.

3. tablazat Az aktin teszthez sziikséges PCR mix
komponenseit és azok mennyiségét 6sszefoglalé tablazat.
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3.8. PCR virusspecifikus oligokkal

Az elkészitett és 10x-re higitott cDNS mintakat a bazispar-hossznak megfeleléen 6nmagaban, vagy
szimultan parban teszteltiik virus-specifikus primerekkel. 0,5ul templathoz 14,5l mixet készitettiink, igy 15ul-
es végtérfogatd oldattal futott a PCR reakci6. A mix készitésének madija, mintanként 9,4 ul MQ vizhez 3pl 10x-
es tdménységl Phire puffert,, majd ehhez 0,75 pl reverse és forward primert, 0,3 pl 10mM dNTP-t és 0,3
Phire enzimet adtunk. A virus specifikus primerek szekvencijanak jellemzdi a 2. tablazatban lathatoak
(Gambino & Gribaudo 2006).

A PCR reakci6 |épései a kovetkez6k voltak, a 2-4 1épést 35 ciklusban ismételtiik:

1. Inicialas 98°C 30 sec
2.  Denaturélas 98°C 10 sec
3. Annealing 55°C 10 sec
4.  Elongacio 72°C 20 sec

4. . tablazat. A PCR protokoll egyes lépései és azok kondicioi.

A protokoll egy 1 perces 72°C-os fazissal zarult, majd a miiszer felhasznalasig 4°C-on tartotta a

termékeket. Az eredményeket az eléz6ekhez hasonloan gél-elekiroforézissel vizsgaltuk.

Egyes oligonukleotidok esetében 62°C-os anellalasi hémérsékeltet alkalmaztunk.

30



4. Eredmények

4.1. RNS-extrakcio

Az RNS kivonast dlénkénti felosztasban végeztem és ellenérizem gél-elekiroforézissel és
spektrofotometriasan is. A gélképeken megmutatkozoé jel eréssége altalaban egyenes aranyban volt az RNS
mennyiségével. A kapott RNS koncentracié igen nagy szoérast mutatott 30 és 1000 ng/ul kdzott, amit a poolok
készitésével igyekeztem kiegyenliteni, ennek ellenére a kivonas sikeresnek tekinthetd és alkalmas volt tovabbi

felnasznalasra.

Szent Tamés Uragya

s S— R q —

—_— —
— et
.

Kiraly Betsek

BRATF ERAES

16. abra. A gélelektroforézis eredménye diilénként 10-14
mintaval. A képeken j6l lathatdak a kiilénbdz6 méretii RNS
fragmentumok.
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4.2.

Poolok készitése

A virusokdiagnosztikat szolgal6 PCR reakcidéhoz poolokat, azaz egyenlé aranyi RNS keverékeket

készitettlink. Ezt megtettlk novényenként, a hajtascsucsbol és a fellevélbél kapott RNS mintékkal, igy kaptuk

a tékepoolokak, és az egy Ultetvényrdl szarmazd 6sszes mintat, amit innentél Ultetvénypool néven emlitek.

Ezekre egyrészt azért volt szikség, mert, ahogy az RNS kivonas eredményébdl is lathatjuk, nem lehet

szignifikansan levonni a kdvetkeztetést, hogy a hajtascsucs, vagy a fellevél a jobb RNS forrds. Masrészt igy,

hogy egy mintaként a teljes (ltetvény allapotat jellemezhetem, leegyszeriisithetd a diagnézis és altalanosabban

értelmezhetd egy-eqy lltetvényre.
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Szent Tamas Uragya
Tékepool TSkepool
Fellevél Hajtdscsucs [6sszes Fellevél Hajtascstics |Osszes
Bsszes RNS |&sszes RNS |RNS Osszes RNS |0sszes RNS |RNS
. . Mintaszam |[ng/ul] [ng/ul] [ng/ul]
gﬂg;faszam [ng/u] — [ng/i] =7 [ng/ “gg 5 26/1 339,8 329 327,9
’ : : 26/2 1002,8 456 727,6
25/2 77,7 90,9 84,8 26/3 221,8 485,3 401,2
25/3 49,6 84,2 60,1 26/4 483,3 a60| 4713
25/4 29,6 70,9 53,1 26/5 423 49,1 478,8
25/5 127,2 218,8 136,1 26/6 444,1 22,4 250,2
Kiraly Betsek
T6kepool Tékepool
Fellevél Hajtascsucs [Osszes Fellevél Hajtascsucs |8sszes
0sszes RNS |Bsszes RNS |RNS bsszes RNS |6sszes RNS [RNS
Mintaszam |[ng/ul] [ng/ul] [ng/ul] Mintaszam |[ng/ul] [ng/ul] [ng/ul]
27/1 849,2 864,3 533,8 28/1 266.8 606.6 460.6
27/2 381,6 479,6 431,4 - 4 g
27/3 311,8 329 270,7 28/2 480 313,9 4234
27/4 190,4 3065  120,2 28/3 817,1 8063 7889
27/5 157 472,7 973 28/4 156,5 802,4| 5732
27/6 108,3 247,5 63,5 28/5 716,8 801,2 813,7
27/7 261,9 259,2 204,1 28/6 658,6 629,4 632,4
Thurzé
T6kepool
Fellevél Hajtascsucs |0sszes
O0sszes RNS [6sszes RNS |RNS
Mintaszam |[ng/ul] [ng/ul] [ng/ul]
29/1 136,1 149,4 143,8
29/2 13,9 18 80,5
29/3 118,7 238,9 183,2
29/4 218,9 211,2 2133
29/5 211,2 46,9 140,9
29/6 383,8 204,6 273,4
5. tablazat. A mintankénti és a keverékek (=poolok) RNS koncentraciéja.



4.3. PCR aktin teszt

A cDNS el6allitas sikerességének ellenérzésére szolgalo aktin tesztet 35 mintaval hajtottam végre. A

teszt minden esetben pozitiv lett, ami alatamasztja az RNS kivonas és a reverz transzkripcio sikerességét és

lehetdve tette, hogy tovabb dolgozzak a mintakkal.

17. &bra Az aktin teszt (iltetvénypoolokat
Gsszesitd gélképe. Minden mintabdl egyértelm(i pozitiv
eredményt kaptam. Az 599 bazispar méretii pozitiv
kontroll és a tisztan maradt negativ kontroll is

alatéamasztja a fenti megallapitast.

GeneRuler™ DNA Ladder Mix

0’GeneRuler™ DNA Ladder Mix,
ready-to-use

bpng05mg %
10000 180 36
2000 180 386
6000 180 36
5000 180 38
4000 180 36
3B00 180 38
3000 600 120
200 160 32
200 160 32
= 1500 160 32
- 1200 160 32
2 1000 600 120
it 900 170 34
@ 800 170 34
8 700 170 34
§ 600 170 34
500 600 120
2 — 400 200 40
W ~ 30 200 40
L — 20 200 40
b= 100 200 40
2
§
-3

0.5 pg/lane, & cm kength gel,
1XTAE, 7 Vicm, 45 min

i =

|
-4

5

4.4. PCR virus specifikus oligokkal

Az aktin teszt elvégzése utan megkezdtem a virustesztelést,
sorban a téke- és Ultetvény poolokkal. A minték sorrendje a poolok
szamozésanak felel meg. A tablazatban is bemutatott értékek alapjan,
adott virus diagnosztikaja soran a megfelel méretl terméket vartam,
a bazispar mérete alapjan. Az eredményt annak fliggvényében
tekintettem pozitivnak, illetve negativnak, hogy az elsé zsebben
futtatott, GeneRuler DNS Iétrahoz viszonyitva a fragmentek hol
helyezkednek el a gélen. A nagy mintaszam miatt csak az
ultetvénypoolok eredményeit abrazolom.

18. abra. 10000 bazispar hosszusagu DNS létra.
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4.5.

4.5.1. ArMV diagnosztika eredménye

ArMV

18. dbra. Az ArMV gélelektroforézis képe az (iltetvénypoolokrol.

4.5.2. GVB-RSPaV diagnosztika eredménye

RSPaV

virus) a méretkilonbségnek koszonhetéen

szimultan

azonos
pozitiv
amely

ellentét

amely csaknem minden vizsgalt tékében jelen

ithatd egymés mellett. Az els6 szamu

Az diagnosztika elemzése ultetvénypoolokon

Az ArMV-t (Arabis mosaic virus) nem
tudtuk kimutatni a tokaji ultetvényeken. A
képen lathaté a 402 bp méretli pozitiv kontroll
igazolja, hogy a teszt elvégzése sikeres volt,

és valoban nem volt jelen a virus.

A GVB (Grapevine virus B) és az
(Rupestris stem pitting-associated

futtathatd és  egyértelmiien
kontroll a 460 bp hosszusagu GVB,
egy Ultetvényben sem volt jelen,
ben a 155 bp hosszi RSPaV-val,

r
GVB-RSPaV

19. bra. A GBV és RSPaV gélelekiroforézis képe az liltetvénypoolokrdl.

volt.
4.5.3. GFkV diagnosztika eredménye
Ir
Q
GFkV & o o o
& 5’%‘39' & -§’9§ &
SOOI L LSS
M EFETELEE ¥

A GFkV (Grapevine fleck virus)
minden (ltetvényen igen nagy sz&mban, erés
jelet adott. Ez aldl csak a Szent Tamas d(il6 a
kivétel, az onnan szarmaz6 mintakbdl csak
kett6ben tudtuk kimutatni. A reakcié végén

179 béazisparos termékeket vartam.

20. abra. A GFkV gélelektroforézis képe az

liltetvénypoolokrdl.
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4.5.4. GFLV-GLRaV-1 diagnosztika eredménye

A GFLV (Grapevine fanleaf virus) és
a GLRaV-1 (Grapevine leafroll-associated
virus-1) viusok szintén egyszerre futtathatoak,
tekintve az egyértelmiien elkllonuld méretet
és a 62°C-os anellalasi hémérsékletet. A 232
bp-nal vart GFLV-bél nem kaptunk pozitiv
eredményt, ellenben a GLRaV-1 2 tékénél
gyenge jelet mutatott, az Uragya d(ilében, a mi

az Ultetvénypool esetében nem volt lathato.

21. abra. A GFLV-GLRaV-1 gélelektroforézis képe az (ltetvénypoolokrdl.

r

GFLV-GLRaV-1

232bp
118bp

4.5.5. GPGV diagnosztika eredménye

4.5.6. GSyV-1 diagnosztika eredménye

A GSyV-1 (Grapevine Syah Virus-1)
szintén minden (Ultetvényben, igen nagy
szadmban jelen volt. A legerésebb jelet itt is a
Betsek dilébdl kaptam, mig a Kiraly d(l6ben
viszonylag gyenge volt a jelenléte. A gélképen
a létrdhoz viszonyitva a 300 bp méretet
igazolé fokkal egy szintben kellett keresni a

296 bazispar méret(i terméket.

r

A GPGV (Grapevine Pinot Gris virus)
az Ultetvények mindegyikében jelen volt. A
legerésebb jelet a Betsek- és Thurzo diilékben
kaptuk, a leggyengébbet, és csupan 2 tékénél
pedig a Szent Tamasban. Kiilon érdekesség,
hogy a Betsekben szedett szeder levélben is

ki tudtuk mutatni.

22. 4bra. A GPGV gélelektroforézis képe az

(iltetvénypoolokrdl.

GSyV

296bp

23. dbra. A GSyV gélelektroforézis képe az iltetvénypoolokrol.
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4.5.7. GVA-GLRaV-2 diagnosztika eredménye

r
GVA-GLRaV-2

543bp
272bp

A GVA (Grapevine virus A) és a
GLRaV-2 (Grapevine leafroll-associated virus-2)
is szimultan tesztelhetd. Az 543 bp hosszisagu
GLRaV-2 virusbdl egyetlen pozitiv eredményt
sem kaptunk, a GVA-t viszont két iltetvényben,
az Uragyaban és a Kiralyban is sikerilt

azonositani.

24.. abra. A GVA-GLRaV-2 gélelektroforézis képe az

liltetvénypoolokrol.

4.5.8. GLRaV-3 diagnosztika eredménye

A GLRaV-3 (Grapevine leafroll-
associated virus-3) két Ultetvényben is jelen
volt. A Szent Tamésban er6sebb, az

Ez

esetben egy 699bp méretli terméket produkald

Uragyaban gyengébb jelet mutatva.

oligét hasznéltam, viszont elkévetem azt a
hibat, hogy a +kontrollt kifelejtettem a sorbol.
Ennek ellenére az egyértelml jelek a vart
mérettartomanyban  helyezkednek el, igy

pozitivnak tekintettem 6ket.

NepoB diagnosztika eredménye

r
NepoB

400bp

25. bra

| GLRaV-3

. A GPGV gélelektroforézis képe az (iltetvénypoolokrol.

A Nepo B hazénk teriiletén mar
régéta nem azonositott virus. Az &ltaldnosan
elvégzendd tesztek kozott mér ritkdbban
hasznéljak, de ezuttal még érdemesnek lattam
vizsgalni. A tesztek igazoltak a fenti allitast,
mivel egyetlen jelet sem kaptam a 400 bp

méretli termékbdl a mintaimban.

26. abra. A Nepo B gélelektroforézis képe az lltetvénypoolokrdl.
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tétele

Irusossze

’

Az Ultetvények v

4.6.

2015. junius 29. Mad_Tarcal

PCR virus specifikus oligokkal

Mintavétel helye Minta RNS [ng/ull | GPGV  GSyV1 GLRaV-2GVAc GVBb RSPaV GLRaV-3GFKV ~ArMV GLRaV-1GFLV  Nepo B
Szent Tamads diilé Ultetvénypool |K30/31 77,8

3.sor 3.t6ke K30/1 59,9

20.sor 20.t6ke K30/2 84,8

alulrdl 2.sor 31.t6ke K30/3 60,1

70. klénjelolt K30/4 53,1

73. klénjelolt K30/5 136,1

Urdgya diilé Ultetvénypool [K30/32 450, 1] I

9.sor 8.t6ke K30/29 327,9

5.sor 4.t6ke K30/7 727,6

14.sor 14.t8ke K30/8 401,2

20.sor 20. t6ke K30/9 471,3

25.sor 25.t6ke K30/10 478,8

Tiinetes K30/11 250,2 e

Kirdly diilé Ultetvénypool [K30/33 389,9 D
F3/2 11.t6ke K30/12 533,8

F3/2 20.t6ke K30/13 431,4

F3/2 30.t6ke K30/14 270,7

F3/2 40.t6ke K30/15 120,2

F3/2 50. téke K30/16 97,3

Tinetes K30/17 63,5

Esca gyanus (Esca) K30/18 204,1

Betsek diilé Ultetvénypool |K30/34 553,9

2.sor 2.t6ke K30/19 456,6

2.50r 22.tke K30/20 4294 I I
4.sor 4.t6ke K30/21 788,9

4.sor 24.t6ke K30/22 573,2

6.sor 11.t6ke K30/23 813,7

Szeder K30/24 632,4

Thurzo diilé Ultetvénypool |K30/35 173| I

12.sor 8.t6ke K30/25 143,8

20.50r 29.t6ke K30/26 80,5 I
24.sor 1.t6ke (Tinetes) K30/27 183,2

31.sor 10.toke K30/28 233,3

40. sor 4.t6ke K30/6 140,9

2.sor 2.t6ke sarga,

tapanyaghiadnyos 2/2sérga K30/30 273,4

6. tablazat. A virusdiagnosztikai eredmények Gsszesitéje.

Virusmentes
Enyhe
Kozepes
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GPGV GsyV-1 GLRaV-1 GLRaV-2 GLRaV-3 GVA GVB RSPaV  ArMV  GFkV GFLV  Nepo B
B Szent Tamas m Uragya Kiraly Betsek M Thurzd

13. abra. Az liltetvényenkénti virusok szamat bemutato diagram.

5. Kovetkeztetés

Az eredmények alapjan tobb kovetkeztetést is levonhatunk, &m a visszaigazolas és a tovabbi
vizsgalatok hianyaban ezek tobbnyire csak feltételezések. Azt lehet egyértelmien kijelenteni, hogy a telepités
évének, azaz a t6kék koranak kdze van virusfertézottséghez. A fiatalabb (ltetvényekben nagyobb volt a

kimutatott virusok szama és a multiplex fertézések is gyakoribbak voltak.

Altalanosan elmondhato, hogy négy virus, a GSyV1 és GPGV, valamint két, hazankban és Tokaj-
Hegyaljan is nagymértékben elterjedt RSPaV és a GFkV sajnos mindenhol jelen volt. A GLRaV-2, GVB, ArMV,
GFLV és Nepo B virusokat nem sikerilt kimutatni. Ennek tudatdban elmondhat6, hogy a Tokaji Ultetvények
vilagviszonylatban egészségesnek mondhatdk, hiszen a legnagyobb gazdasagi kart okozéd kérokozok nem

voltak jelen a mintakban

Az Ultetvények dsszehasonlitdsaval kezdve lathatd, hogy a legegészségesebb az egyben legidésebb,
Szent Tamas duilébeli sz616. Az Ujonnan vizsgalt GPGV és GSyv-1 itt volt a legkisebb szamban jelen. Ebbdl a

szempontbol is kivalonak mondhato a terilet.

A virusdsszetétel tekintetében a legfertézottebbnek az Uragya Il bizonyult. It ésszesen 7 kiilonbozé
virus volt jelen. Koztlik a ritkabbnak mondhaté GLRaV-1 is megjelent (Sz&lé levélsodrodas virus-1), amelyet
egy virusfertézés tiineteit mutato t6kébdl izolaltam, viszont komplexen mas Levélsodrédasi betegséget okozd

virussal nem volt jelen.
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A Kiraly diil6 is elég vegyes képet mutat a tékék fertézottségében, de a virusok tekintetében j6 az
egészségi allapota. Mintavételkor ebben a diilében taldltuk a legtobb esca tiinetes t6két. Az egyik tlinetes
t6kérdl vett minta eredményei nem mutattak kiugro értékeket, sét, a Faszoveti barazdaltsagot okozé virusra
negativ lett. Ez persze nem zarja ki, hogy az esca betegségnek koze lehet virusokhoz, de mindenképp érdemes

lenne tovabb vizsgalni a témat.

A Betsek d(ilébél kapott eredmények szignifikansak. Csupan a fent emlitett 4 virus van jelen, de azok
a tékék mindegyikében, egyenletesen, erds jelet mutattak. Ez is alatdmasztja, a feltételezést, hogy lehetséges,
hogy a szaporitbanyaggal kerlltek be a korokozok az lltetvényre. A szederben diagnosztizalt virusfert6zottség
kulondsen érdekes és tovabbi kérdéseket vet fel. Mind a négy virust ki tudtuk beléle mutatni, ezért érdemesnek

lattuk arra, hogy tovabb dolgozzunk a mintaval.

A Thurzé dil kivételes a sorban, hiszen elsd sorban egy 16szds altalaju, igen nagy lejtdszogi tertletrdl
beszéllink, ami hajlamosabb az erdzidra. Valdsziniileg e miatt is talaltunk tobb vas deficit tiineteit mutatd tékét.
Az ezekrél vett mintak érdekes eredményt mutattak, mivel minden diagnosztizalt virusra nagyon erés pozitiv
jelet mutattak. A tlinetes t6kék tovabbi vizsgalata alatamaszthatja azt a feltevést, miszerint kdze van a virus

tinetek expresszidjahoz és az esetleges fertézés gyorsabb lefolyasahoz a tapanyag-deficitnek.
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6. Osszefoglalas

A bortermd sz018 (Vitis vinifera) az egyik legnagyobb gazdaségi jelentéségi és kulturdlis érték
haszonndvény Magyarorszagon. A korokozdk és kartevék elleni védelem kidolgozasa, valamint a
szaporitéanyag egészségének a fenntartasa kiemelt fontossagu. A virusok megfékezése, és az ellenlk vald
védekezés még rengeteg munkat kutatast igénylé teriilete a sz6l6 ndvényvédelmének. Egyelére a
virusbetegségek gyogyitasara nincs eszkdz a kezlnkben, ezért a diagnosztika és a betegség terjedésének
megakadalyozasa az elsédleges feladat. Az ELISA és a PCR modszerek mar nagyon gyors és pontos
eredményt adhatnak az ismert virusok kimutatdsénak céljabdl. A metagenomika és az Ujgeneracios
szekvendlasi modszereknek kdszonhetben pedig ugréasszeri fejlddés kovetkezett be a novényegészségugyi

diagnosztika teriiletén.

A célom az volt, hogy RT-PCR maddszer segitségével felmérijem az ismert szekvenciaju virusok
jelenlétét 6t Tokaj-hegyaljai diilében. Ultetvényenként 5-7 tékérdl, illetve egy szeder névényrdl vett mintakat
dolgoztam fel. RNS kivonas és reverz transzkripcioval eldéllott cDNS min6ségének ellendrzése utén
megkezdtem a virustesztelést 12 sz616t fertdzé virusra. A virusteszteket egyesével, vagy szimultan kettessével

végeztem, a PCR program és a kapott termék mérete alapjan.

Az eredményeket az 1,2%-os agardz gélelektroforézis alapjan hataroztam meg, melyek megmutatjak,
hogy az Ultetvények széleskori és véltozatos virusosszetétellel rendelkeznek. A legérdekesebb eredményeket
a tlinetes sz6lémintakbdl és a szederbdl kivont mintakbdl kaptuk. Az utébbival tovabbi kutatast is folytattunk,

valamint terveziink, tobbek kozott kisRNS konyvtar készitését és szekvencia analizist.
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