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Osszefogla.lés

A virusgylijtemények fenntartdsa alapvetd fontossdgu a kiilonbozd virusok, az dltaluk okozott tii-
netek és élettani vdltozdsok kutatdsdhoz (Gugerli és tsai 2009). Kiildndsen hangsilyos ez, amikor
a kérokozék miikodését nem izoldltan, hanem a sz818 virom kélcsdnhatdsainak fiiggvényében
kivénjuk vizsgdlni. A virusgy(tjtemények elengedhetetlenck a diagnosztikai mdédszerek megbizhaté
alkalmazdsdhoz is. Kecskemér infrastrukedrdjanak fejlesztése miatt a Lehoczky Jdnos és munkatdrsai
4ltal a 70-es években létrehozott virusfertézote sz818 névények szabadfoldi gy(ijteménye veszélybe
keriilt, ezért az abban taldlhat6 névényanyagot vegetativan leszaporitottuk, és tiveghdzban helyeztitk
el. A kordbbi, f8leg tiineteken és ELISA technikdn alapt eredmények kiegészitésére megkezdtitk
a gytjtemény RT-PCR alapti virusdiagnosztikdjit.
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Bevezetés és irodalmi dttekintés

A MATE Sz8lészeti és Bordszati Intézet jogel8d intézményeiben a 70-es évek kozepétdl indult meg
a virusgy(jtemény létrehozdsa a Magyarorszdgon begytijtdtt tiinetes anyagokbol Lehoczky Jdnos
vezetésével Miklostelephez kozel esd teriileteken. Ehhez a munkdhoz csatlakozott Ldzar Jdnos 1981-
ben, akinek az irdnyitdsa alatt a gyljtemény a 90-es évek kézepén Kisfdiba, majd a 2000-es évek
elején Katonatelepre koltozott. Ez a gytjtemény lehetévé tette tébbek kozote az Arabis mozaik virus
(ArMV), 2816 krémmozaik virus (GCMV), sz618 levélsodrédds virus (GLRaV) és a paradicsom
fekete gytirts virus (TBRV) izoldtumok vizsgdlatdt is (Ldzdr és tsai 2008, 2009). A gytijteményben
végzett munka hozzdjdrult a sz818 vonalas mintdzottsdg virus (GLPV) magitvitelének bizonyiti-
sahoz (Lehoczky és tsai 1992), majd 30 évvel kés6bb az itt taldlhaté GLPV fert8zott 'Baco’ tékék

segitségével tortént meg a virus létezésének molekuldris eszkozokkel torténd bizonyitdsa (Elbeaino
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és tsai 2020). A gylijtemény jelenleg is folyamatosan szolgdlja a virusdiagnosztikai munkdt, és az
tiveghdzi dllomdny minden évben 4j virusfert8zott egyedekkel bdviil.

Anyag és médszer

A gylijteményben 26 fliggetlen tételt sikeriilt azonositanunk, ezekrdl 2021 februdrban fis vesz-
sz8ket gydjedteiink be. A vessz8ket mdrciusig 4 °C-on tdroltuk, majd kétriigyes dugvdnyokat
készitettiink, és az alsé riigy kivakitdsa utdn perlitben hajtattuk és gyokereztettiik 8ket. A gyokeres
sz8l6ndvényekbdl tételenként egyet RT-PCR alapu diagnosztikdnak vetettiik ald. A diagnosztika
sordn vizsgalt virusokat az 1. tabldzat tartalmazza.

1. tdbldzar. Az RT-PCR mddszerrel tesztelt virusok, az dltaluk okozott betegség, és a teszteléshez
haszndlt primereket koz18 publikdcidk

betegség tesztelt virus  virus angol neve  virus magyar neve primer
korai virusos Grapevine fanleaf Sz616 fertbézé , .
, GFLV pevt . Osman és Rowhani 2006
leromlds virus leromlds virus
, , Grapevine fleck o ., , .
ldtens foltossdg GFkV b virus Sz818 foltosodds virus Osman és tsai 2008

Grapevine leafroll-  Sz818 levélsodrodds

levél-sodrédds GLRaV-1 ; . . Engel és tsai 2010
associated virus-1 virus-1
GLRaV-2 Grapejvme le.afroll— Sz618 Ielvelsodrodas Gambino és Gribaudo
associated virus-2 virus-2 2006
GLRaV-3 Grap§v1ne le.afroll— Sz818 lelvelsodrodas Osman és Rowhani 2006
associated virus-3 virus-3
Grapevine 516 .
faszoveti rupestris stem S2016 rupestris
Y GRSPaV o . faszoveti bardzdltsdg Lima és tsai 2006
bardzdéltsdg pitting-associated virus

virus

GVA Grapevine virus A Sz816 A virus Nakaune és Nakano 2006

GVB Grapevine virus B Sz816 B virus Minafra és Hadidi 1994
le/vel—foltos?qa}s GPGV Grap evine Pinot Sz816 Pinot gris virus Glasa és tsai 2014
és deformdcié gris virus

Table 1. Viruses tested by RT-PCR diagnostics, diseases caused by them, and the citations of the
used primers
(1. disease 2. tested virus 3. English name of the virus 4. Hungarian name of the virus)

A nukleinsav izoldldshoz a CTAB médszert (Xu és tsai 2004) hasznaltuk, azzal a médositdssal,
hogy az elsé mosisi 1épést elhagytuk. Kb. 50 mg névényanyagot lizdltunk 1 ml lizis pufferben és a
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kicsapott nukleinsavakat 30 pl steril vizben oldottuk vissza. A kivonds utdn az RNS koncentricidt
mikrotérfogatt spektrofotométerrel ellendriztitk (NanoPhotomter® N60). A cDNS szintézishez
Revert Aid First Strand cDNS kitet (Thermo Scientific, #K1622) haszniltuk random hexamer
primerekkel, kovetve a gydrtd dltal megadott protokollt. A polimerdz ldncreakciéhoz DreamTaq™
polimerdz enzimet alkalmaztuk a gy4rt6 dltal megadott protokoll szerint, az aldbbi paraméterekkel:
94 °C 30 mp, 50-58 °C 30 mp, 72 °C 1:00 perc. A PCR termékeket 1,5 (w/v) %-os agardz gélen
vélasztottuk el, majd etidium-bromid festést kovetden vizsgiltuk. A cDNS amplifikdcidjanak
sikerességét a tub-fw2/tub-rev2 (Szegedi és tsai 2018) primer pdrral ellendriztiik.

A PCR reakci6ban vizsgdlt virusokat és az alkalmazott PCR primerek forrdsait az 1. tdbldzat
tartalmazza.

Eredmények és kovetkeztetések
A mirciusban inditott fds dugvdnyok nagy tobbségben kihajtottak, 24 tétel esetében a jol gydke-

resedett dugvanyokbdl 3-3 egyedet iiltettiink el tdzeg és perlit 4:1 ardnyt keverékébe. A névények
szépen fejlédtek, és nydrra csaknem 1 m magas hajtdsokat hoztak (1. dbra).

1. dbra. A virusfertzott t6kék leszaporitdsa fis dugvdnyokkal a fis dugvinyok perlitbe helye-
zésétdl a kb. 80 cm-es hajtdsok kifejlédéséig

Figure 1. The propagation of virus infected grapes by woody cuttings: from placing woody
cuttings in perlite to the development of ca. 80 cm long shoots
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A hajtdsok fiatal, 1-5 cm-es leveleibdl sikeresen vontunk ki nukleinsavat, a cDNS szintézis
sikerességét a sz618 tubulin génjére (TUAS, VIT_20650004g00480.3) specifikus primerekkel
(tub-fw2/tub-rev2) bizonyitottuk. Kilenc virus esetében inditottunk specifikus PCR reakcidkat a
24 tételre, ezek koziil a GLRaV-2 és GVB virusokra nem kaptunk méretspecifikus fragmenseket, a
tobbi 7 virus jelenlétét sikeresen kimutattuk a gytijteményben (2. dbra). A sz818 rupestris faszoveti
bardzdélesig (GRSPaV) és sz616 Pinot gris (GPGV) virusok minden mintdbdl kimutathatéak
voltak, valamint a sz818 foltosodds (GFKV) és a GLRaV-1 virusok is nagy szimt mintdban
voltak jelen. A sz818 A virust (GVA) 5 mintdban, mig a GLRaV-3 virust minddssze 1 mintdban
sikeriilt kimutatni. Az eredmények viszonylag nagy hasonldsdgot mutatnak ezen virusok hazai
eléforduldsdnak gyakorisdgdval (Czotter és tsai 2018). Egy egyedben minden esetben tobb virus
keriilt kimutatdsra, jellemz8en 3-5 virussal voltak fert8zottek a gy(ijteménybdl kiemelt egyedek a
vizsgilatba bevont virusok esetében.

A virusgyljtemény megdrzése és bévitése jelentds kurtatdsi lehetSségeket rejt magdban. Nem
célunk a ma ismert, t6bb mint 80 virus begytijtése, hiszen a gytjteményben kizdrélag Magyaror-
szdgon begy(jtott sz816 novények és virustorzsek kapnak/kaphatnak helyet. A virusdiagnosztika
eddigi eredményei 6sszhangban vannak a gy(ijtemény kordbbi leirdsaival, de jellemz8en tobb virus
fertdzi a t6kéket a kordbban feltételezettnél. Célunk, hogy gytjteményiink tovibbra is szolgdlja a
magyarorszdgi sz8lészeti és viroldgiai kutatdsokat.

2. dbra. A tesztelt virusok amplifikalt szakaszai a virusokra specifikus primerekkel. Az
amplifikdlt fragmensek hossza jobb oldalon ldthatd. A: mintdk 1-12-ig. B: mintdk 13-24-ig
(sziirke). M: méret marker. +: pozitiv kontroll. —: null kontroll.
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Figure 2. Amplified fragments of the tested viruses with specific primers. The sizes of the
PCR products are on the right. A: samples 1-12. B: samples 13-24 (grey). M: DNA ladder. +:
positive control. —: negative control without cDNA.
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Summary

Maintenance of virus collections is the instrumental basis to research different viruses, symptoms
and physiological changes caused by them (Gugerli et al. 2009). This is especially important when
we want to examine the pathogens in interactions with the grape virome. Virus collections are
also essential for the reliable use of different diagnostic methods. Field collection of virus infected
grapes, established by Jdnos Lehoczky and his co-workers in the 70s, was endangered, due to the
infrastructural development of Kecskemét. Therefore, the plant material of the collection was
vegetatively propagated and maintained in a greenhouse. The RT-PCR based virus diagnostics of
the collection has begun to complete the previous results of symptomatology and ELISA tests.

Keywords: vegetative propagation, RT-PCR, virus diagnostics
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